Darstellung strukturell modifizierter Biline als Chromophore
des pflanzlichen Photorezeptors Phytochrom

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Christian Bongards

aus Dinslaken

Februar 2007






Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von Oktober 2003 bis Februar 2007 am
Max-Planck-Institut fiir Bioanorganische Chemie in Miilheim an der Ruhr unter der Lei-
tung von Herrn Prof. Dr. Wolfgang Gartner.

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referent: Prof. Dr. Wolfgang Gartner
Koreferent: Prof. Dr. Manfred Braun

Tag der mindlichen Prifung: 25. April 2007






Meinen Eltern

und

Sandra



Vi

,Todo en el mundo es extrano y
es maravilloso para unas pupilas
bien abiertas.”

José Ortega y Gasset (1883-1955)

,In the beginning the Universe was created.

This has made a lot of people very angry and has been widely regarded as a bad move.”

Douglas Adams (1952-2001)



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich all denen danken, ohne deren teilweise langjahrige Unter-
stiitzung das Entstehen dieser Arbeit nicht moglich gewesen ware:

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Wolfgang Gartner fiir die Uberlassung des
interessanten Themas und die ausgezeichnete Betreuung unter gleichzeitiger Gewah-
rung grolstmoglicher Freiheiten wahrend der Bearbeitung. Zudem danke ich ihm fir sein
stetes Interesse am Verlauf der Arbeiten, die vielen hilfreichen Diskussionen sowie die
Korrektur dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Manfred Braun danke ich vielmals fiir die freundliche Ubernahme des Ko-
referats dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Wolfgang Lubitz danke ich dafiir, dass er mir die Moglichkeit eingerdumt
hat, die vorliegende Arbeit am Max-Planck-Institut fiir Bioanorganische Chemie in Miil-
heim an der Ruhr anfertigen zu kénnen.

Herrn Dr. Christoph Breitenstein, Frau Ingeborg Heise, Herrn Dr. Zakir Hussain, Herrn
Dr. Yevgen Makhynya und Frau Dipl.-Chem. Anke Mennenga danke ich fir ihre stete
Hilfsbereitschaft sowie die jederzeit angenehme Arbeitsatmosphére in Labor 580.

Frau Melanie DenilRen und Frau Patricia Malkowski danke ich fiir die wertvolle Unterstiit-
zung der synthetischen Arbeiten im Rahmen ihrer Ausbildung zu Chemielaborantinnen
sowie flr ihre jederzeit unerschiitterliche gute Laune.

Mein Dank gilt Frau Kerstin Sand und Herrn Jorg Bitter fiir die Messung der NMR-Spek-
tren.

Ferner danke ich Herrn Werner Joppek, Herrn Wulf Schmoller sowie allen Mitarbeitern
der Abteilung Massenspektrometrie des Max-Planck-Instituts fiir Kohlenforschung fiir die
hervorragende Messung und Auswertung der Massenspektren.

Herrn Dr. Thomas Weyhermiiller und den Mitarbeitern der Abteilung Rontgenstruktur-
analytik danke ich fiir die Messung und Auswertung der Kristallstrukturen.

Herrn Norbert Dickmann danke ich fiir die engagierte und ausgezeichnete Messung der
MALDI-TOF-Massenspektren, seine Diskussionsbereitschaft im Rahmen der Auswertung
der Ergebnisse und seine - vor allem bei der Anfertigung der Fluoreszenzspektren - ste-
te Hilfsbereitschaft.

Frau Dr. Aba Losi danke ich fiir ihre Unterstiitzung im Rahmen der Auswertung der ange-
fertigten Fluoreszenzspektren sowie fiir ihre Bereitschaft zur Diskussion der Ergebnisse.

VIl



VI

Frau Manuela Trinoga danke ich fiir den exzellenten HPLC-Service sowie die wertvollen
Diskussionen Uber die Ergebnisse der Aufreinigungen, welche oftmals zur Optimierung
der Reaktionsbedingungen fiihrten. Innerhalb kirzester Zeit entwickelte und etablierte
sie geeignete Trennverfahren fiir eine Vielzahl an Produkten, wodurch sie am Erfolg der
chemisch-synthetischen Arbeiten maligeblichen Anteil hat.

Frau Helene Steffen danke ich fiir die Bereitstellung des Phytochrom-Apoproteins, ihre
Zeit und Geduld, mir grundlegende mikrobiologische Arbeitstechniken zu vermitteln, so-
wie die vertrauensvolle und jederzeit von Offenheit gepragte Zusammenarbeit.

Herrn M. Sc. Bjérn Zorn danke ich fiir die freundliche Uberlassung zweier Phycocyano-
bilin-Proben.

Ich danke Frau Dr. Melissa Koay und ganz besonders Frau Dipl.-Chem. Anke Mennenga
fir die sorgfiltige und kritische Durchsicht der Arbeit sowie ihre Anmerkungen und Kor-
rekturvorschlige.

Ebenso gilt mein Dank allen an dieser Stelle nicht namentlich aufgefiihrten Mitarbeitern
der Arbeitsgruppe sowie beider Milheimer Max-Planck-Institute, die durch ihre Unter-
stitzung zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Meinen Mitstreitern vom GDCh-Jungchemikerforum Miilheim an der Ruhr, Herrn Dipl.-
Chem. Jens Ackerstaff, Herrn Dr. Gereon Altenhoff, Herrn Dr. Peter Hannen, Herrn Dipl.-
Chem. Daniel Kahakeaw, Herrn Dr. Andreas Kiefer, Herrn Dipl.-Chem. Sebastian Hoff-
mann, Herrn Dipl.-Chem. Alexander Korte, Herrn Dr. Bodo Scheiper sowie Herrn Dipl.-
Chem. Frank Schulz danke ich fiir die gute Gemeinschaft und die tolle, institutsiibergrei-
fende Zusammenarbeit.

Meinen Eltern danke ich fir die Ermoglichung des Studiums sowie ihre Unterstiitzung,
der ich mir immer sicher sein durfte.

Insbesondere danke ich meiner Ehefrau Sandra fur ihre unendliche Geduld mit mir und
vor allem ihre Liebe.



Abstract

The herbal photoreceptor system phytochrome (Phy) allows plants to detect the pre-
sence, direction, intensity, and spectral quality of light. Thus, they are capable of adapt-
ing to changes in environmental conditions. The chromoprotein phytochrome carries the
covalently bound chromophore phytochromobilin (P®B), an open-chain tetrapyrrole.
One of its methine-bridges undergoes an isomerisation upon absorption of visible light.
This photoisomerisation causes a reversible transformation of the protein from its physio-
logically inactive resting state (P,) into its physiologically active form, the P -state. Photo-
activation results in changes in the spectral properties of the phytochrome as well as the
initiation of physiological reactions within the native system.

The principal object of the presented work was the systematic synthesis and the spec-
troscopic characterisation of six novel chromophores of the herbal photoreceptor phy-
tochrome. These chromophores were developed using a convergent synthesis strategy
and showed a configuration analogous to the native chromophore phycocyanobilin
(PCB). The native aza-group within the D-ring of the chromophores was substituted by
oxa-, thia-, and carba-groups. Three of these chomophores were further modified by
substituting the naturally occurring C(18) ethyl group with a methyl group. This reduced
steric hinderance as well as the modified electronic properties on the D-ring, which is
accessible to photoisomerisation, were compared to the native P®B and PCB chromo-
phores.

The influence of these steric changes on the biophysical properties of the phytochro-
me was determined by assembly of the modified chromophores with the N-terminal
65 kDa fragment of PhyA-apoprotein from Avena sativa. Simultaneous spectroscopic in-
vestigations were conducted and compared on these constructs and the PhyA-apopro-
tein assembled with the native chromophore PCB. While all generated holoproteins
showed two photochemically interconvertible states, altered steric and polar interactions
were observed between the synthesized chromophores and the protein-moiety. A hyp-
sochromic shift of 21-74 nm was detected as well as a 2.5- to 4-fold increase in fluores-
cence emission.

Using a uniquely defined model system consisting of the chromophore PCB and a
peptide of the PhyA-sequence containing 41 amino acids, first basic experiments were
conducted to establish ligand-protein interactions between the chromophore PCB and
the chromophore-binding domain of PhyA. While the measured absorption spectra
established the autocatalytic assembly reaction, photoisomerisation of the complex was
not observed due to the limited length of the peptide sequence and the lack of essential
amino acids.

IX






Abkiirzungsverzeichnis

o-CHCA
A
aromat.
asym.
BB

Bn

Bph

BV

CAN
cDNA
Cl
CoA

o > o

Da
DBU
DC
DHB's
DMAP
DMF
DMSO
DTT

EDTA
El

ESI
FT-IR

GC

HATU

HPLC

I700

o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

Absorption

aromatisch

asymmetrisch

'"H-Breitband-entkoppeltes "*C-NMR-Spektrum
Benzyl

Bacteriophytochrom

Biliverdin IXa (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-2,7,13,17-tetramethyl-3,18-di-

vinylbilin-1,19-(21,24H)-dion)

Ammoniumcer-(IV)-nitrat

komplementdre Desoxyribonucleinsiure

Chemische lonisation

Coenzym A

chemische Verschiebung [ppm]

Differenz

Tag(e)

Dalton

1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en
Dinnschichtchromatographie, Diinnschichtchromatogramm
Gemisch aus 2,5-Dihydroxybenzoesaure und 5-Methoxysalicylsdure
N,N’-Dimethyl-4-aminopyridin

N,N’-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

1,4-Dithiothreitol

molarer Extinktionskoeffizient [I - mol™ - cm™]
Ethylendiamintetraessigsdure

Elektronenstol$-lonisation

Elektrospray-lonisation

Fourier-Transform-Infrarot (-Spektroskopie)
Erdbeschleunigung

Gaschromatographie

Stunde(n)

Plancksches Wirkungsquantum [6.62608 - 107** ] - 5]
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylharnstoffhexafluoro-
phosphat

High Performance Liquid Chromatography

Intermediat mit einem Absorptionsmaximum bei 700 nm
gebleichtes Intermediat

Xl



X

ip
IR

KF

Lit.

M

M
MALDI-TOF
min
MPLC
mRNA
Vv

\%
NADPH
NCS
neg
NMP
NMR
NOE

oop
PAL-PEG-PS

Pbf
PCB

PCC
PEB

P®B

P

Pfr max

r

Phy
pos
ppm

Interferenzfilter

Deformationsschwingung innerhalb der Molekiilebene (in plane)
Infrarot (-Spektroskopie)

Kopplungskonstante [Hz]

Kantenfilter

Wellenldnge [nm]

Wellenldnge des Absorptionsmaximums [nm]

Literatur

molar [mol - ']

molare Masse [g - mol™'] oder [Da]

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time of Flight
Minute(n)

Medium Pressure Liquid Chromatography
Messenger-Ribonucleinsaure

Frequenz [Hz]

Wellenzahl [cm™]

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat der reduzierten Form
N-Chlorsuccinimid

negativ

N-Methylpyrrilidon

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Nuclear Overhauser Effect

Deformationsschwingung aus der Molekilebene heraus (out of
plane)
5-(4-Aminomethyl-3,5-dimethoxyphenoxy)-valeryl-funktionalisiertes
Polyethylenglykol-Polystyrol-Harz
2,2,4,6,7-Pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl

Phycocyanobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-18-ethyl-3-ethyliden-2,3-di-

hydro-2,7,13,17-tetramethylbilin-1,19-(21,24H)-dion)
Pyridiniumchlorochromat

Phycoerythrobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-3-ethyliden-2,3,15,16-te-

trahydro-2,7,13,17-tetramethyl-18-vinylbilin-1,19-(16,21H)-dion)

Phytochromobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)- 3-ethyliden-2,3-dihydro-

2,7,13,17-tetramethyl-18-vinylbilin-1,19-(21,24H)-dion)
Phytochrom der dunkelrot (far red) absorbierenden Form

Wellenldnge des Absorptionsmaximums der dunkelrot absorbieren-

den Form des Phytochroms [nm]
Phytochrom

positiv

parts per million



r max

PVB

Mov

Phytochrom der hellrot (red) absorbierenden Form

Wellenlange des Absorptionsmaximums der hellrot absorbierenden

Form des Phytochroms [nm]

Phycoviolobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-3-ethyliden-2,3-dihydro-
2,7,13,17-tetramethyl-18-vinylbilin-1,19-(21,24H)-dion)

Kovalenzradius

Reverse Phase
Raumtemperatur

Special Absorbance Ratio
Siedepunkt [°C]
Natriumdodecylsulfat
Sinapinsaure

Schmelzpunkt [°C]

Solid Phase Peptide Synthesis
substituiert

symmetrisch
tert-Butylammoniumfluorid
tertiar

Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin
Tolyl

Tosyl

Triphenylmethyl

ungesattigt

Ultraviolett (-Spektroskopie)
Spektroskopie im sichtbaren Wellenlangenbereich
Volumenverhaltnis
Formeleinheiten pro Zelle
zur Analyse

zur Synthese

X



Xv



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.1.1
1.1.2

1.2

1.2.1
1.2.2
1.2.3

3.1
3.2
3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.3.4
3.3.5

3.4

3.4.1
3.4.2

3.5

4.1

4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
4.1.5

EiNL@ITUNG...cueeiiiieieiinieeineecnnneecnsneeessnneesssssessansessassesssnsessnssssnsesssnsssssnsssssnsssssasasss 1
Biologie offenkettiger Tetrapyrrole ..........cooeeeeeeeceeeeeee e 3
Vorkommen und biologische BedQUIUNG. ..............cccoceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeseseersrens 3
Biosynthese der CRrOMOPROIE. ..o 4
Das pflanzliche Photorezeptorsystem Phytochrom........ccccccoeveveveveeeercrcrcrcrcnennen. 7
EigenSChaften dES PrOLEINS...........c.cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
Der native Chromophor Phytochromobilin ... 11
Die P /P-PROtOKONVEISION. ... 14
Ziele der Arbeit .......uiceieveinnuiniseinnennsninnsencsssnssensssessssssssssssssssssssssassssssssassssasssns 17
SYNTRESEKONZEPT .....eeeeeeeineeeereeeeretecreeecreeecsneecssneeessssecsssseessasesssnsesssasesssasassses 21
Totalsynthesen und DErivate.........cocevevereeererereeceeeeeeeeeeee e 21
Voriberlegungen und PlanuUng.............oiiieieieieieieeeeeeeeeee s 26
Darstellung der MONOMEIEN..........cceeveveieeeeeeee s aene 28
Synthese des A-RINGS (T8) ........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 28
Synthese der Vorstufe des B- und C-RiNGS (28) .........cceueeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeenenn 30
SYNthese des B-RINGS (32) c....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 31
SYNthese des C-RINGS (33) ..ot 32
SYNERESE I D-RINGE.......eoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
Darstellung der DIMErEN.........eeieeieeeeee e sene 36
Synthese des AB-BAUSLEINS (5T )........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 36
Synthese der CD-BAUSLEINE.............c.ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer et 36
Darstellung der TetrameEren............cceeeveveverereveeceeeeeeeeee et 38
Ergebnisse und Diskussion der synthetischen Arbeiten............ccccceeueeeuuenen. 39
Darstellung der MONOMEIEN..........c.coevevevereeeeteeeeeeeeeeeee et 39
Synthese des A-RINGS (T8) ........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 39
Synthese der Vorstufe des B- und C-RiNGS (28) .........cceueeeeeeeiieieeeeeeeeeeeeeenenns 43
Synthese des B-RINGS (32) c.....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer st 47
SYNthese des C-RINGS (33) ..ot 51
SYNERESE I D-RINGE......ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 53

XV



XVI

4.2

4.2.1
4.2.2

4.3

4.3.1
4.3.2

5.1

5.1.1
5.1.2

5.1.3
5.1.4
5.1.5

5.2

5.2.1
52.2
523

8.1

8.1.1
8.1.2

8.2

8.2.1
8.2.2

8.2.3
8.2.4
8.2.5

Darstellung der DIMEIrEN ...ttt 63

Synthese des AB-BAUSLEINS (5T )........ccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 63
Synthese der formylierten CD-Bausteine (58)=(63)........c.ccccooeveveeeveereeeeereereirererennns 67
Darstellung der TetrameEren..........cccceveveeeeeueueeeeeeeeeeeeeees e 80
Synthese der PCB-analogen Dimethylester (67)=(72).......ccceeeeeeeeeeenenn. 80
Synthese der PCB-analogen Chromophore (6)—(TT) ...........ccoeeeeeeeeeeerennn. 85
Ergebnisse und Diskussion der biochemischen Arbeiten .............ccceeeueeeee.. 93
Darstellung der Chromophor-PhyA-Holoproteine..........cccceveveeieieeeererercrceenne 93
Expression des PRYA-ADPOPIOLEINS .......c.c.ceeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeessss s 93
Assemblierung der PCB-analogen Chromophore (6)-(11) und des PhyA-
APDOPDIOLEINS ...ttt ettt ettt et e et et e s e seeseeseeseebe b esse st esseseessesessessenes 93
Affinititschromatographische Reinigung der Holoproteine (74)-(80,.................. 95
Gelelektrophorese der Holoproteine (74)—(80)...............ccoeeceeeeceeeeeeeereeereeeeeeeenn. 95
Spektroskopische Untersuchungen der Chromoproteine (74)-(80,..................... 96
Darstellung eines PCB-Peptid-KOmPIEXES .......cciuiiiiiiieieee e 103
Synthese eines Peptids der PhyA-Sequenz (81) ..o 103
Assemblierung des Peptids (81) und PCBS (2).......coueeeeeeeeeeeeeeeeeeererenee. 104
Spektrometrische und spektroskopische Untersuchungen des PCB-Peptid-
KOMPIEXES (82) ...ttt 105
ZUSAMMENTASSUNG «....ceeeeeeeeceecrneecreeecaecseessanecsasesssassasessssssssessssessssessassssasssans 107
AUSDIICK ccoeviiiniiniiiniinniineinnneicnnnneiissnssnssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssans 111
Experimenteller Teil ... eiieiiiiireieneicnreiecnetecsnnecssnnccssssesssasscssasscssnsasssns 113
VOIrDEMEIKUNGEN ...ttt 113
Gerate, Materialien und MEtROAEN ..........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 113
Verwendete Losungsmittel und Reagenzien..............ccceeeeeeeeeeeeeeeeeererernan. 116
SYNthese deS A-RINGS .....cucucuevieieeeiecieeeeee ettt ees 119
Darstellung des (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dions (19)"'*""" ............. 119
Darstellung des (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methylpyrrolidin-2,5-

QIONS (20)" 107715 e 120
Darstellung des (E)-3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions (21)"'*"'7 ............. 123
Darstellung des (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimids (18)"'%"" ................. 125
Darstellung des (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimids (18)*"%'................... 126



8.3 Synthese der Vorstufe des B- und C-RINGS .......c.cveveveveverereerieeeeeeeeeee e 129

8.3.1 Darstellung des N-Formylglycin-tert-butylesters (22)**'% ......c.ccoouovoroeeeeeeernn. 129
8.3.2 Darstellung des Isocyanoessigséaure-tert-butylesters (23)*"% ......coovvovveveeeeeeeeren. 129
8.3.3 Darstellung des 4-Oxobutansduremethylesters (25)777"27 ..o, 130
8.3.4 Darstellung des 4-Hydroxy-5-nitrohexansduremethylesters (26)°>'% ................... 132
8.3.5 Darstellung des 4-Acetoxy-5-nitrohexansduremethylesters (27)%7%%................... 133
8.3.6 Darstellung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
SAUIE-LErt-DULYIESTErS (28)7% 17 ..o 134
8.3.7 Darstellung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
SAUIE-LErt-DULYIESTOrS (28)7% 777 ..o 135
8.4 SYNthESE dES B-RINGS......cocviveteeieieeieeieeee ettt see 138
8.4.1 Darstellung des D-(-)-Weinsauredibenzylesters (29)7""%% ..o, 138
8.4.2 Darstellung des Glyoxylsdaurebenzylesters (30)°""7° ..o, 139
8.4.3 Darstellung des 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbo-
nyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsduremethylesters (31)°""?% ........cocovovoevvevveennn. 140

8.4.4 Darstellung des Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycar-
bonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-ylJ-(triphenylphosphonid)-methanids (32)°"'*°... 142

8.5 SYNhESE AES C-RINGS ....vvvtereecectceeeee ettt seee 145
8.5.1 Darstellung des 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonsdure-tert-butylesters (33)*7 2 ..., 145
8.6 Synthese der D-RiNG-DEriVate ...t 147
8.6.1 Darstellung des 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolactons (34)"" ..........ccc......... 147
8.6.2 Darstellung des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanons (36)"...........cccccovvvveeeveeeennn 148
8.6.3 Darstellung des 3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolactons (35)"" ..o 149
8.6.4 Darstellung des 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanons (37)7 ... 150
8.6.5 Darstellung des 4-Methyl-2-(5H)-thiophenons (39)" .........cccoovveoeoroeeeeeern. 151
8.6.6 Darstellung des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenons (40)>%'% .............c.cc.......... 153
8.6.7 Darstellung des 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenons (41)%'% .....ccccovvovceeeen. 155
8.6.8 Darstellung des 3-Hydroxyoctan-2,5-dions (42)"* ... 156
8.6.9 Darstellung des 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enons (44)"*>'°........... 158
8.6.10  Darstellung des 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enons (46)" ................. 159
8.6.11  Darstellung des (3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsaure-
AICERYIESOrS (A8)"# 178 ... 160
8.6.12  Darstellung des 3-Hydroxyheptan-2,5-dions (43)"* ..o, 162
8.6.13  Darstellung des 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (45)"*>'°............... 163
8.6.14  Darstellung des 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (47)" ........cccco....... 164

Xvil



8.6.15

8.7
8.7.1

8.7.2

8.8
8.8.1

8.8.2

8.8.3

8.8.4

8.8.5

8.8.6

8.8.7

8.8.8

8.8.9

8.8.10

8.8.11

8.8.12

8.9

8.9.1
8.9.2
8.9.3

XVIlI

Darstellung des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsaure-
AICERYIESEIS (49)7# 178 ..o

Synthese des AB-BaUSLEINS .......cccuiuiiiieiiieiete ettt nes

Darstellung des 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihy-
dro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsaure-me-
ERYIESEEIS (50)7 7277120 oot
Darstellung der 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyli-
den-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsédure

(B ) 00 e

Synthese der CD-BAUSIEINE ........ccuiuieieieeee et

Darstellung des 2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbo-
nylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanons (52)**'*
Darstellung des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3, 7-dimethyl-

pyrromethen-1-furanons (58)7" 7% ...

Darstellung des 9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-

2,3, 7-trimethylpyrromethen-1-furanons (53)**'"'

Darstellung des 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3, 7-trimethylpyrro-
MeEthen-T-FUranons (59)7177% ...
Darstellung des 9-Carbonsdure-tert-butylester-2-ethyl-8-(2-methoxycarbo-
nylethyl)-3, 7-dimethylpyrromethen-1-thiophenons (54)**'* ......cccccooveeerveenenne.
Darstellung des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3, 7-dimethyl-
pyrromethen-1-thiophenons (60)°"77% ...,
Darstellung des 9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
2,3, 7-trimethylpyrromethen-1-thiophenons (55)* "™ ..o,
Darstellung des 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3, 7-trimethylpyrro-

methen-1-thiophenons (61)*'°%%

Darstellung des 3-Ethyl-10-carbonsaure-tert-butylester-9-(3-methoxycarbo-
nylethyl)-4,8-dimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (56)"*%'* ...................
Darstellung des 3-Ethyl-10-formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-4,8-dime-

thylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (62)**%

Darstellung des 10-Carbonsaure-tert-butylester-9-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (57)"%" ......c..c...........
Darstellung des 10-Formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethy!-

pyrromethen-2-cyclopent-3-en-0ns (63)?% ..o,
Synthese der tetrapyrrolanalogen Verbindungen...........cccooeeieveeecieeeeeeennne.

Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethylesters (67)%..................
Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-0xa-PCBS (6)°"7° ..........ccoooeeeeeeeeeeeeeeerenn,
Darstellung des 17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethylesters (68)**%........................



8.9.4 Darstellung des 17,18-Dimethyl-0xa-PCBS (7)>77% ..o 202

8.9.5 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dimethylesters (69)°*% .................. 204
8.9.6 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCBs (8)’"%........coovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeer. 206
8.9.7 Darstellung des 17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylesters (70)**% ...................... 209
8.9.8 Darstellung des 17,18-Dimethyl-thia-PCBs (9)>"7% ..o 210
8.9.9 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethylesters (71)**% ............... 212
8.9.10  Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCBs (10)°"7 ..........cccccvoovveeeeeeeenne. 214
8.9.11  Darstellung des 17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethylesters (72)*%................. 216
8.9.12  Darstellung des 17,18-Dimethyl-carba-PCBs (11)*"%% ......covvoooeeeeeeeeeereene. 217
8.10 Synthese der PhyA-HoOIOPIroteiNe ..o e 220
8.10.1  Assemblierung der synthetischen Chromophore (6)-(11) und des PhyA-
APOPIOEINS 127 oot 220
8.10.2  Photokonversion und Differenzspektren ..............oeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 220
8.11 Synthese eines PCB-Peptid-KOmpleXes......ccoveereieeiercreecceeeseeeeee s 222
8.11.1  Darstellung eines Peptids der PhyA-Sequenz (81)..........c.cccoeeeeececeeeeeeeeeeeerenne. 222
8.11.2  Assemblierung von PCB (2) und einem Peptid der PhyA-Sequenz (81)............ 223
9 ANNANG ..oaeeeeeeeeceeecceeeccneeccneeecsneeeessseesssssessansesssnsesssssesssssssssnsesssnsesssasasssnas 225
9.1 Daten zur Kristallstrukturanalyse .............coeueeeeecceieeeeeeeeeeee e 225
9.1.1 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3, 7-dime-
thylpyrromethen-1-FUranOon (52)........ccceeeieeeeeeceeeeeeee e 225
9.2 SUDSEANZEN ..ttt sttt s s nnnas 230
9.3 ADDIHAUNGEN ...ttt 234
9.4 TADEHEN . 242
10 LT 1 L T 243

XIX



XX



Einleitung |

1 Einleitung

Entwicklung und Verhalten photosynthetischer Organismen werden in vielfaltiger Weise
durch das Licht beeinflusst, das ihnen als Energiequelle und Informationsmedium dient.
Dabei kommt der effizienten Umwandlung von Licht in chemische Energie besondere
Bedeutung zu. Aus diesem Grund verfligen standortfeste Pflanzen wie auch photosyn-
thetische Algen und Bakterien neben den Photosystemen zur Energieproduktion (iber
Photorezeptoren, mit deren Hilfe sie die Intensitdt, Qualitdt und Richtung des sie umge-
benden Lichts bewerten kénnen. Diese Informationen erlauben eine sowohl vom Spek-
tralbereich als auch von der Absorption des jeweiligen Photorezeptors abhdngige Steue-
rung der unter dem Begriff Photomorphogenese zusammengefassten Prozesse. Als Bei-
spiele seien an dieser Stelle die Samenkeimung, das Langenwachstum, das Ergriinen so-
wie die Bliitenbildung genannt (Abb. 1).

Abb. 1: Photomorphosen am Beispiel des Hafers, Avena sativa, (A) und der Erbse, Pisum, (B). Die un-
ter Lichtausschluss zum Keimen gebrachte Pflanze ist jeweils links abgebildet, die durch Licht-
induktion ausdifferenzierte, griinende Pflanze rechts.?

Die biochemische Grundlage der Lichtwahrnehmung bilden die Phytochrome, bei de-
nen es sich um Chromoproteine der Molmasse 118-127 kDa handelt.>* Sie bestehen
aus einem Polypeptid, welches einen niedermolekularen, lichtabsorbierenden Liganden,
den sogenannten Chromophor, kovalent gebunden in einer dafiir vorgesehenen Protein-
tasche tragt.* Bei diesen Chromophoren handelt es sich um Tetrapyrrole, die im Gegen-
satz zu den Chlorophyllmolekilen der photosynthetischen Reaktionszentren in offenket-
tiger, gestreckter Konformation vorliegen.” Durch sie erfolgt die Absorption von Licht de-
finierter Wellenlangenbereiche, die im Chromophor-Protein-Komplex eine entsprechen-
de, spezifische photochemische Reaktion auslost.
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Die Phytochrome aller bislang untersuchten Pflanzen, Farne und Moose sowie einiger
Algen enthalten als prosthetische Gruppe das offenkettige Tetrapyrrol Phytochromobilin,
P®B, (1) (Abb. 2).* Die photoinduzierte Z/E-lsomerisierung seiner terminalen Methin-
briicke C-15 initiiert einen Wechsel der Konformation des Proteins zwischen zwei stabi-
len Zustdnden, von denen einer physiologisch inaktiv ist, wahrend der andere physiolo-
gische Aktivitat zeigt und die Signaltransduktion bewirkt.

Abb. 2: Kekulé-Formel des Chromophors Phytochromobilin, P®B, (1) in der Z,Z,Z-Konfiguration und
anti,syn,anti-Konformation, sowie des Phycocyanobilins, PCB, (2), Phycoerythrobilins, PEB, (3)
und Phycoviolobilins, PVB (4).

Mit dem P®B (1) strukturell eng verwandte tetrapyrrolische Chromophore dienen als
Lichtsammelpigmente der Phycobilisomen, bei denen es sich um die aulerordentlich
wirksamen Antennenkomplexe der Cyanobakterien und Rotalgen handelt.® An die Phy-
cobilisomen Phycocyanin und Phycoerythrin sind zwei Chromophore unterschiedlicher
Absorptionsmaxima, das blaue Phycocyanobilin, PCB, (2) und das rote Phycoerythrobi-
lin, PEB, (3) (Abb. 2) als prosthetische Gruppen kovalent gebunden.”® Die konformelle
Fixierung der Chromophore in der Proteintasche durch zusétzlich auftretende, nichtkova-
lente Wechselwirkungen verhindert die Photoisomerisierung und dient damit der Anpas-
sung der Phycobiliproteine an ihre Funktion als Lichtsammelpigmente.’ Sie ermoglichen
es den Algen, griines und gelbes Licht (470-650 nm) zu absorbieren und die Anregungs-
energie mit einer Quantenausbeute von bis zu 100 % durch strahlungslose Prozesse an
die membrangebundenen Chlorophylle der Reaktionszentren des Photosystems zu tiber-
tragen.®”'® Damit nutzen die Algen einen Spektralbereich des Lichts, in dem die Anten-
nenpigmente griiner Pflanzen, Chlorophyll a und b, nur geringe Absorption zeigen. Auf
diese Weise besetzen sie 6kologische Nischen - z. B. in tieferen Gewadssern und unter
dem Schirm griiner Pflanzen -, in denen ausschliel8lich auf Chlorophyll angewiesene Or-

ganismen nicht tiberleben kénnen.*'°
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Das Protein Phycoerythrocyanin zeigt im Gegensatz zu den bereits beschriebenen
Phycobiliproteinen eine reversible Photochemie, welche durch den kovalent gebunde-
nen, tetrapyrrolischen Chromophor Phycoviolobilin, PVB, (4) (Abb. 2) hervorgerufen
wird."" Obwohl die Strukturen beider Proteine deutliche Unterschiede zueinander auf-
weisen, erfolgt dabei wie beim P®B (1) des Phytochroms die lichtinduzierte Z/E-lsomeri-
sierung der terminalen Methinbriicke des PVBs (4). Bislang ist allerdings unbekannt, ob
durch die Photoisomerisierung des Phycoerythrocyanins eine dhnliche physiologische
Reaktionskette ausgel6st wird wie durch die Photoisomerisierung des Phytochroms. Ver-
mutlich erfiillen die Phycobiliproteine neben ihrer Funktion als Lichtsammelpigmente ei-
ne weitere physiologische Aufgabe.

1.1 Biologie offenkettiger Tetrapyrrole

1.1.1 Vorkommen und biologische Bedeutung’

Offenkettige Tetrapyrrole dienen in der Natur cyclischen Tetrapyrrolsystemen, wie z. B.
den Porphyrinen, Chlorinen, Bacteriochlorinen und Corrinen, deren Derivate von ele-
mentarer biochemischer Bedeutung sind, als biosynthetische Vorstufen. Wahrend zur
Gruppe der Porphyrine die Him-Derivate des tierischen Korpers, Himoglobin und Myo-
globin, die Enzyme Peroxidase, Katalase sowie die Oxygenasen und Cytochrom c zih-
len, gehoren die pflanzlichen Chlorophylle der Gruppe der Chlorine, die Bacteriochloro-
phylle der Gruppe der Bacteriochlorine und das Coenzym B,, sowie das Cyanocobal-
amin (Vitamin B,,) der Gruppe der Corrine an. Diese cyclischen Verbindungen werden
oxidativ zu linearen Tetrapyrrolen, v. a. zu Bilinen, katabolisiert. So erfolgt in einer Viel-
zahl tierischer Organismen, wie z. B. den Vertebraten, durch das Enzym Biliverdin-Reduk-
tase und NADPH die vollstindige Reduktion des durch Oxidation des Hams gebildeten
Biliverdins IXa, BV, (5) zu Bilirubin, das tiber die Galle ausgeschieden wird. Wahrend
sich hierdurch die Wirbeltiere pyrrolischer Abfallprodukte entledigen, dienen die Biline
einigen Organismen, wie z. B. Korallen, als Farbstoffe, welche in die Skelettstruktur oder
in das Gewebe eingelagert werden.

Im Gegensatz dazu fungiert das katabolisierte BV (5) in Pflanzen als Vorstufe der pro-
sthetischen Gruppen der Chromoproteine, welche photosensorische bzw. energietiber-
tragende Aufgaben erfiillen. Wie bereits erwadhnt, dient der ubiquitire Photorezeptor
Phytochrom der Morphogenese der Pflanze, wihrend die Biliproteine Phycocyanin und
Phycoerythrin als Lichtsammelkomplexe fungieren.

Durch Demetallierung erfolgt der Abbau des Chlorophylls zu Chlorinen, deren Makro-
cyclus im Verlauf zweier enzymkatalysierter Reaktionen oxidativ gespalten und reduziert
wird." In der Folge unterliegt das gelb gefirbte, fluoreszierende Reaktionsprodukt im In-
neren der Vakuolen pflanzlicher Zellen einer sdurekatalysierten stereoselektiven Isome-
risierung zu einem nichtfluoreszierenden Stoffwechselprodukt tetrapyrrolischer Struktur.
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1.1.2 Biosynthese der Chromophore

Der erste Schritt der Porphyrinbiosynthese in Sdugern besteht in der durch die 8-Amino-
lavulinat-Synthase katalysierten, unter Decarboxylierung verlaufenden Kondensation der

>13 wihrend diese Verbindung

Aminosdure Glycin mit Succinyl-CoA zu 3-Aminolavulinat,
in den meisten Pflanzen innerhalb mehrerer enzymkatalysierter Reaktionsschritte aus

Glutamat gebildet wird."

COO@ COOe
COO@

Porpho-

bilinogen-

Synthase

8 O T’ 4 — > > —
® ® / \
4H HsN
+ N
HaNg, 8 H,0 H
8-Amino- Porphobilinogen
lavulinat Fe®®
®
2H Ferro-
chelatase
Hamsynthese <———— Protoham IX HOOC COOH
Protoporphyrin IX
Fe3®, co Lam. -~ Mg?®
Oxygenase
Mg-Protoporphyrin
Chlorophylisynthese
HOOC
Biliverdin IXa (5)
Abb. 3: Biosynthese des Protoporphyrins IX sowie des Biliverdins IXa, BV, (5).'*'®

Durch die Porphobilinogen-Synthase werden zwei Molekiile des &-Aminolavulinats zu
Porphobilinogen kondensiert, bei dem es sich um ein Pyrrolderivat handelt, welches als
monomerer Grundbaustein der Tetrapyrrole fungiert (Abb. 3). In einer durch die Porpho-
bilinogen-Desaminase katalysierten Reaktion werden vier Porphobilinogen-Monomere
zu einem linearen Tetrapyrrol kondensiert, aus dem innerhalb von drei aufeinander fol-
genden, enzymatisch verlaufenden Reaktionen das Protoporphyrin IX synthetisiert
wird.”'* Diese Verbindung dient allen bekannten natiirlichen, sowohl offenkettigen als
auch cyclischen Tetrapyrrolen als biosynthetische Vorstufe. Innerhalb sich daran an-
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schlielender Reaktionsschritte erfolgt die vom jeweiligen Organismus abhdngige Spezifi-
zierung zu den entsprechenden Zielverbindungen.

Reduktase

15,16-Dihydrobiliverdin

2 [H] \l

Biliverdin IXot (5)

2[H
HI P®B-Synthase

(32)-PEB

elektronische Isomerisierung
Umlagerung

(32)-PoB

P®B-Isomerase

(3E)-PEB (3)

IsomerisieruN //ed%t;ggrsuc:;

(3E)-PCB (2)

(3E)-P®B (1)

l/ Apophytochrom A

P,-Form des Phytochroms A

Abb. 4: Biosynthese des P®Bs (1) und des Phytochroms A (PhyA)'>'” sowie reduktive Umwandlung
des BVs (5) zu den Phycobilinen PCB (2) und PEB (3).%"®
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Im Verlauf einer durch Ferrochelatase katalysierten Reaktion entsteht unter Einlage-
rung von Eisen-(ll) in das Protoporphyrin IX Protohdam IX (Abb. 3). Die anschlieBende Bil-
dung des BVs (5) durch Him-Oxygenase liel$ sich bislang nur indirekt dadurch nachwei-
sen, dass isolierte Plastiden Protohdam IX, nicht aber die Chlorophyllvorstufe Mg-Proto-
porphyrin, strikt sauerstoffabhingig in diese Verbindung (5) tberfiihren.? In einigen Al-
genspezies besitzt die Him-Oxygenase eine wichtige Funktion im Verlauf der PCB-Syn-
these. Verglichen damit ist die Produktion von BV (5) in hoheren Pflanzen insofern von
scheinbar untergeordneter Bedeutung, als wesentlich geringere Mengen dieser gemein-
samen Zwischenstufe zur Bildung des P®Bs (1) und Phytochroms bendétigt werden. Die
dementsprechend geringere Aktivitit der Him-Oxygenase in Plastiden ist vermutlich der
Grund fir die bislang erfolglose Suche nach diesem Enzym in Pflanzenextrakten.?

In Algen fiihrt die enzymatische Reduktion des BVs (5) zur Bildung des 15,16-Dihydro-
biliverdins, bei dem es sich um die unmittelbare Vorstufe des PCBs (2) und PEBs (3) han-
delt (Abb. 4)."""® Im Gegensatz dazu katalysiert in hoheren Pflanzen die sogenannte
P®B-Synthase sowohl die Reduktion des A-Rings'” - und damit die Umsetzung des BVs
(5) zu 2,3-Dihydrobiliverdin - als auch die Isomerisierung der exocyclischen Doppelbin-
dung zur Ethylidengruppe. Bei dem primar gebildeten Produkt handelt es sich um (32)-
P®B, welches durch das Enzym P®B-lsomerase in die thermodynamisch stabilere, dem
natirlichen Chromophor entsprechende Form (3E)-P®B (1) tberfiihrt wird.?

Mittels in vivo Experimenten lasst sich die Unabhangigkeit der Bildung des P®Bs (1)
von der Apophytochrom-Synthese belegen. Hierzu erfolgt in Haferkeimlingen (Avena sa-
tiva) durch Gabaculin die weitgehende Inhibierung der Darstellung spektroskopisch ak-
tiven Phytochroms, wihrend die Menge an gebildetem Apophytochrom A nahezu unbe-
einflusst bleibt." Die anschliefRende Zugabe von 8-Aminolavulinsdure bzw. BV (5) be-
wirkt eine deutliche Zunahme des spektroskopisch aktiven Phytochroms, wahrend die
Menge des Apophytochroms A unverdandert bleibt. Des Weiteren verursachen Inkubati-
onsexperimente sowohl mit "*C-markierter &Aminolavulinsiure als auch "C-markiertem
BV (5) ausschlieBlich eine von der Inkubationszeit abhdangige Zunahme der Radioaktivi-
tit des 124-kDa-Volllingen-Phytochroms."*° Hierdurch erfolgt der Nachweis, dass es
sich bei 8-Aminolavulinsdure bzw. BV (5) um biosynthetische Vorstufen des P®Bs (1)
handelt, wiahrend die Bildung des Apophytochroms A einem davon unabhidngigen Me-
chanismus folgt (Abb. 4).
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1.2 Das pflanzliche Photorezeptorsystem Phytochrom

1.2.1 Eigenschaften des Proteins

Bei dem Protein Phytochrom handelt es sich gegenwartig um das besterforschte pflanzli-
che Photorezeptorsystem, welches es Pflanzen ermdoglicht, Anwesenheit, Richtung, In-
tensitdt sowie die spektrale Qualitdt des Lichts zu detektieren und sich somit an die ge-
gebenen Umweltbedingungen anzupassen. Dabei besitzt es keine Funktion innerhalb
der Photosynthese, sondern fungiert ausschlieSlich als lichtinduzierter molekularer Schal-
ter, der die unter dem Begriff Photomorphogenese zusammenfassbaren Prozesse steu-
ert.' Hierzu zihlen u. a. die Auslésung der Samenkeimung sowie des Flichenwachstums
der Keimblatter, die Inhibierung des Hypokotylwachstums, die Kontrolle des Langen-
wachstums sowie der Bildung von Bliten, Friichten und bestimmten Pflanzenhormonen.
Weitere essentielle durch Phytochrom gesteuerte Vorgiange sind die Regulation der
Chloroplastenbildung und die Biosynthese Chlorophyll-bindender Proteine, nachdem der
Keimling die Erdoberflaiche durchstoRen hat und zum ersten Mal dem Licht ausgesetzt
ist.”

Neben ihrem ubiquitiaren Vorkommen in hoheren Pflanzen, wie z. B. Hafer (Avena sa-
tiva),”' Reis (Oryza sativa), Erbse (Pisum),**** Kartoffel (Solanum tuberosum)** und Tabak
(Nicotiana tabacum), lassen sich die Phytochrome in verschiedenen Moosen, Farnen und
Algen nachweisen.”>”* Des Weiteren finden sie sich in einer Vielzahl von Cyanobakteri-
en, so z. B. in Synechocystis*® und Calothrix,” bei denen es sich um die bestuntersuchten
Vertreter dieser Art handelt.

Phytochrom 7 d Dunkelheit 24 h Rotlicht 7 d WeiRlicht
nach 7 d Dunkelheit
A 85 % 10 % 4 %
B 10 % 43 % 40 %
C 2% 11 % 13 %
D 1.5 % 19 % 16 %
E 1.5 % 17 % 27 %
Tab. 1: Einfluss der Belichtungsbedingungen auf die relative Haufigkeit der in Keimlingen der Acker-

schmalwand (Arabidopsis thaliana) vorliegenden Phytochrome nach Sharrock, Mathews et al.*

In einer einzelnen Pflanzenart existieren Phytochrome differierender Proteinsequen-
zen nebeneinander, die verschiedene physiologische Aufgaben erfiillen. So treten in der
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) fiinf als PhyA bis PhyE bezeichnete Phytochro-
me auf,’® deren Mengenverhiltnisse von der spektralen Qualitit und Intensitit des Lichts
sowie der Exhibitionszeit der Pflanze abhdngen (Tab. 1). Wahrend in etiolierten (unter
Lichtausschluss gekeimten) Pflanzen das PhyA die Hauptmenge des Phytochroms repra-
sentiert, sind die Phytochrome B-E in deutlich geringeren Anteilen vorhanden. Die Ab-
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sorption von Licht bewirkt einen nahezu vollstindigen Abbau des PhyA sowie der ent-
sprechenden mRNA, wahrend die verbleibenden lichtstabilen Phytochrome B-E die wei-
tere Entwicklung der griinenden Pflanze steuern.* Trotz seines nur 0.04 ppm betragen-
den Anteils am Frischgewicht der Pflanzen, lasst sich einzig das PhyA in groReren Men-
gen aus etiolierten Keimlingen isolieren. Aus diesem Grund ist es das beztiglich Struktur,
Funktion und Photophysik bestuntersuchte Phytochrom.

Beim Photorezeptor Phytochrom handelt es sich um ein Chromoprotein, dessen kova-
lent gebundener Chromophor sichtbares Licht absorbiert. Als photochromes System liegt
es in zwei thermisch stabilen, photochemisch reversibel ineinander Gberfihrbaren Zu-
stainden vor, welche sich durch ihre spektralen Eigenschaften unterscheiden." Der Ruhe-
zustand mit einem Absorptionsmaximum A, bei 665 nm wird als P-Form (red absor-
bing) bezeichnet, wihrend die P;,-Form (far red absorbing) mit einem Absorptionsmaxi-

mum A, bei 730 nm die physiologisch aktive Form darstellt, die die Signaltransduktion

max

einleitet (Abb. 5).>' Da sich die Absorptionsspektren beider Zustinde (iberschneiden,
lasst sich das Phytochrom quantitativ in die P-Form, nicht aber in die P,-Form Uberfiih-

ren.
1,0
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— Differenz: P - P,
0,6 1
S 04
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2 024
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Abb. 5: Ausschnitt der Spektren der P,- und P,-Form von PhyA aus Avena sativa sowie des Differenz-

spektrums beider Zustinde.*?

Griine Pflanzen sind in der Lage, mittels differenzierter physiologischer Prozesse defi-
niert auf Anderungen der spektralen Zusammensetzung des Lichts, dem sie ausgesetzt
sind, zu reagieren, denn diese bewirken charakteristische Verschiebungen des Gleichge-
wichts zwischen der P- und P;,-Form des Phytochroms. Sowohl im Tagesverlauf als auch
im Verlauf eines Jahres dndert sich der Einstrahlwinkel und damit der Spektralbereich des
auf die Erdoberflache treffenden Sonnenlichts, woraus die circadialen Rhythmen der
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Pflanzen resultieren. So liegt bei Tageslicht aufgrund des hohen Anteils hellroter Strah-
lung die P,-Form des Phytochroms im Uberschuss vor, wahrend in der Didmmerung ein
Uberschuss der P-Form die physiologische Aktivitit der Pflanzen reduziert. Im Gegen-
satz dazu bewirkt die durch den Schatten umgebender Pflanzen verursachte Abnahme
des hellroten Lichtanteils eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der P-Form
und damit ein verstarktes Lingenwachstum der Pflanze.”> Des Weiteren fungiert Phyto-
chrom als molekularer Schalter, indem der Ruhezustand P, durch Lichtabsorption in die
physiologisch aktive P;-Form Ubergeht, welche in der Folge einen biochemischen Pro-
zess auslost, wie z. B. die Induktion der Chlorophyllsynthese in einem erstmals die Erd-
oberflache durchbrechenden Keimling.

In der Regel betrdgt die sowohl vom Phytochromtyp als auch vom Organismus ab-
hingige molare Masse des Photorezeptors 118-127 kDa.* Die aus Nucleotid-Sequenz-
analysen klonierter cDNA abgeleitete, aus 1129 Aminosduren bestehende Primarstruktur
des PhyA aus Avena sativa bestatigt die - durch Isolierung des vollstandigen Proteins aus

etiolierten Keimlingen bestimmte - Masse von 124 kDa.*'**
15 nm
—
Chromophorbindende
N N Domaénen (69 kDa)
H . H
c | C Dimerisierungs-
' domanen (55 kDa)
Abb. 6: Schematische Darstellung eines dimerisierten Phytochrom-Molekiils aus Avena sativa basie-

rend auf elektronenmikroskopischen Daten nach Jones und Erickson.*> Die Buchstaben be-
zeichnen die Lage der N-terminalen (N) und C-terminalen (C) Doméane sowie der Hinge-Re-
gion (H).

Bei nativem Phytochrom handelt es sich um ein Homodimer,*® wobei die sowohl
durch elektronenmikroskopische Daten® als auch durch Kleinwinkel-Rontgenbeugung®
nachgewiesene Quartarstruktur des Proteins eine ,Y“-dhnliche Form einnimmt (Abb. 6).
Jedes Monomer besteht formal aus zwei Domanen. Wahrend die 69 kDa schwere N-
terminale Domane globuldrer Gestalt die ungefdhr 300 Aminosduren umfassende Bin-
dungsstelle des Chromophors P®Bs (1) einschlie3t,* tragt die 55 kDa schwere C-termina-
le Domane gestreckter Form die fiir die Homodimerisierung und Signaltransduktion not-
wendigen Aminosauresequenzen.”” Beide Domanen sind u. a. an einer als Hinge-Region
bezeichneten Stelle des Proteins enzymatisch durch Endopeptidasen spaltbar.
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Waihrend die Tertidrstruktur der chromophorbindenden Region des Bakteriums Deino-
coccus radiodurans kristallographisch aufgeklart ist (Abb. 9),*® existiert bislang keine Kris-
tallstruktur dieses Sequenzabschnitts von Phytochromen hoherer Pflanzen. Ihnen dient
der bakterielle Photorezeptor nur eingeschrankt als Modellverbindung, da dieser anstelle
des Chromophors P®B (2) BV (5) enthilt. Seine kovalente Bindung zum Protein erfolgt
tber Cys,,, dessen Position innerhalb der Sequenz, im Vergleich zum chromophorbin-
denden Cys,,, des Phytochroms aus Avena sativa, deutlich N-terminal verschoben ist.
Diese Griinde belegen die noch immer bestehende Notwendigkeit sowie das anhalten-
de Interesse an der Aufklarung der Rontgenstruktur von Phytochromen hoherer Pflan-

zen.
- © ©
fa e 2
=< T} T}
© < ©
1 1129
\ \
124 kDa : :
NT i C
PhyA i
Chromophorbindungsstelle
—_ H A
Chromophorbindender Dimerisierungs-
Bereich doméanen
Erhalt spektroskopischer
Eigenschaften
— — —
Biologische Signal- Biologische
Aktivitat transduktion Aktivitat
Abb. 7: Schematische Darstellung der Domanen des 124-kDa-PhyA aus Avena sativa.

Die heterologe Expression von Phytochromen in transgenen Organismen ermaoglicht
sowohl die Erzeugung von Phytochromfragmenten unterschiedlicher Grol3e als auch die
gezielte Modifikation der Proteinsequenz durch Deletionen bzw. Punktmutationen. Auf
diese Weise gebildete Apoproteine binden den Chromophor autokatalytisch in vitro oh-
ne weitere Unterstiitzung durch Lyasen.”®* Die so dargestellten, als rekombinante Phy-
tochrome bezeichneten Holoproteine ermdglichen die funktionelle Analyse exakt defi-
nierter Domadnen des Proteins (Abb. 7). Wahrend die Aminosduren 69-425 essentielle
Bedeutung fiir die Fihigkeit zur Assemblierung des Chromophors besitzen,*'™*
ren die Aminosduren 13-69 den Erhalt der spektralen Unversehrtheit und der physiologi-
schen Aktivitit des Phytochroms.** Dieser N-terminale Bereich der Masse 6 kDa unter-
liegt starken Konformationsidnderungen beim Ubergang des Proteins von der P- in die
P;-Form, welche sich unter anderem in der Anderung des Abstands zwischen Peptid und
Chromophor sowie der Sekundarstruktur dufSern. Er stabilisiert die Pi-Form bei der licht-
unabhangigen, durch Deletion der Aminosdauren 7-69 beschleunigten Riickreaktion zur
P-Form.* Wahrend Deletionsmutanten der Aminosduren 7-22 und 1113-1129 die bio-

garantie-

10



Einleitung |

logische Aktivitdt des Proteins vermindern, beeintrachtigen Mutationen im Bereich der
Aminosduren 623-673 sowie 1049-1129 seine Fahigkeit zur Dimerisierung.”

1.2.2 Der native Chromophor Phytochromobilin

Bei der prosthetischen Gruppe des Phytochroms handelt es sich um ein offenkettiges,
hochsubstituiertes Tetrapyrrolderivat gestreckter Konformation,* das P®B (1), welches
dem Protein die Absorption von Licht sichtbarer Wellenlange ermdéglicht. Die Ausbil-
dung einer Thioetherbriicke zwischen der Ethylidengruppe des freien Chromophors (1)
und einem Cysteinrest des Proteins (Cys,,, im Falle des PhyA aus Avena sativa) bewirkt
die kovalente Bindung beider Komponenten des Chromoproteins Phytochrom (Abb. 8).”
Dabei vollzieht sich die Bildung des photoaktiven Holoproteins, wie bereits erwadhnt, au-
tokatalytisch® durch die aktivierende Wirkung des als Bilin-(C-S)-Lyase fungierenden Apo-
phytochroms®” und unter Beteiligung von Aminosduren im Bereich der Verkniipfungsstel-
le.?

Abb. 8: P®B (1) in der P-Form mit Z,Z,Z-Konfiguration und anti,syn,anti-Konformation. Uber eine Thio-
ether-Briicke erfolgt die Verkniipfung des Chromophors mit dem Protein.

In ihrer proteingebundenen Form verfligen sowohl P®B (1) als auch PCB (2) und PEB
(3) Gber drei benachbarte chirale Zentren, welche die absolute Konfiguration 2R,3R,3'R
aufweisen.”” Wihrend isolierte Biline bevorzugt eine helicale Struktur einnehmen,* lie-
gen die mit dem Phytochrom bzw. den Phycobilisomen assemblierten Chromophore
(1)-(3) in gestreckter Konformation vor. So weisen die drei verbriickenden Methingrup-
pen des P®Bs (1) in der physiologisch inaktiven P-Form Z,Z,Z-Konfiguration beziglich ih-
rer Doppelbindungen und anti,syn,anti-Konformation beziglich der benachbarten Ein-
fachbindungen auf (Abb. 8).**

Die Kristallstrukturanalysen des aus den Phycobilisomen der Cyanobakterien Mastigo-
cladus laminosus und Agmenellum quadruplicatum gewonnenen Protein-Pigment-Kom-
plexes C-Phycocyanin belegen, dass die Chromophore PCB (2) und PEB (3) ebenfalls in

11
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dieser Konfiguration bzw. Konformation vorliegen.”” lhre Fixierung erfolgt durch zusaitz-
lich auftretende, nichtkovalente Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung. Auf diese
Weise wird die Photoisomerisierung des D-Rings der Phycobiliproteine unterbunden. Da-
hingegen verdeutlicht die Kristallstruktur der chromophorbindenden Doméane des Phyto-
chroms aus Deinococcus radiodurans (Abb. 9) die Fixierung des A-, B- und C-Rings des
beziglich seiner Methinbriicken in ZZZ-Konfiguration und syn,syn,anti-Konformation
vorliegenden Chromophors BV (5) durch umgebende Aminosduren unter Erhalt der kon-
formellen Flexibilitit des D-Rings.*® Erst hierdurch ist er zur Photoisomerisierung einer
speziellen Doppelbindung befahigt, die durch Absorption im roten Spektralbereich initi-

iert wird.

Abb. 9: Waihrend die Kristallstruktur (A) die aus 321 Aminosduren bestehende chromophorbindende
Domdne des Photorezeptors Phytochrom aus Deinococcus radiodurans (Protein-Data-Bank-
Identifikationsnummer 1ZTU) zeigt, ist im vergroBerten Ausschnitt (B) die Tasche des Prote-
ins abgebildet, welche den kovalent gebundenen Chromophor BV (5) (blau) im P-Zustand
enthilt.

Bei der mit einer Quantenausbeute von etwa 17 % innerhalb weniger Pikosekunden
verlaufenden? lichtinduzierten Primarreaktion des in der physiologisch inaktiven P-Form
vorliegenden Phytochroms handelt es sich um die Z/E-lsomerisierung der C(15)-C(16)-
Doppelbindung des Chromophors P®B (1) (Abb. 10, Schritt A).”" Erheblichen sterischen
Behinderungen im Inneren des Proteins, welche eine formale Drehung des terminalen
Pyrrolrings um 180 ° hervorriefe, weicht das P®B (1) durch eine simultan erfolgende
Konformationsanderung der C(14)-C(15)-Einfachbindung aus (Abb. 10, Schritt B). Gleich-
zeitig erfolgt eine geringfligige Torsion um die C(9)-C(10)-Einfachbindung der zentralen,
den B- und C-Ring miteinander verbindenden Methinbriicke.”””’ Unter Erhalt der Isome-
risierung der C(15)-C(16)-Doppelbindung bewirken diese Prozesse eine mit geringeren
sterischen Konflikten einhergehende Verschiebung des Rings D innerhalb der Proteinta-
sche."? In deren Folge weist der Chromophor P®B (1) beziiglich seiner Methinbriicken

12



Einleitung |

Z,Z,E-Konfiguration und anti,syn,syn-Konformation auf und induziert auf diese Weise die
Isomerisierung des Chromoproteins in die P;-Form.

—Cysgoy——

Abb. 10: Schematische Darstellung der lichtinduzierten Z,7,7/7Z,7,E-lsomerisierung der C(15)-C(16)-
Doppelbindung (A) und der anti,syn,anti/anti,syn,syn-Rotation um die C(14)-C(15)-Einfachbin-
dung (B) des P®Bs (1).

Gegenwartig wird ein zur Konformationsanderung der C(14)-C(15)-Einfachbindung
des P®Bs (1) alternativ verlaufender Prozess im Bereich der Ringe A und B diskutiert. Ein
Vergleich experimentell ermittelter und berechneter Resonanz-Raman-Spektren deutet
darauf hin, dass nach der Z,7,7/7 7 E-Photoisomerisierung der C(15)-C(16)-Doppelbin-
dung thermische Relaxationsschritte - einschliefRlich einer Rotation um die Einfachbin-
dung der den A- mit dem B-Ring verbriickenden Methingruppe - erfolgen.”* Hierdurch
liegt der Chromophor (1) in Z,Z E-Konfiguration und syn,syn,anti-Konformation vor.

Verursacht wird die mit der Photokonversion des P-Zustands in den P;-Zustand ein-
hergehende bathochrome Verschiebung des langwelligen Absorptionsmaximums des
PhyA (Abb. 5) durch ionische Wechselwirkungen zwischen dem kovalent gebundenen
Chromophor P®B (1) und der Proteinumgebung. Im Verlauf der Assemblierungsreaktion
von P®B (1) und dem Apoprotein erfolgt die thermodynamisch kontrollierte Protonie-
rung des Stickstoffatoms des B-Rings durch einen Asparaginsdurerest der Proteinsequenz
ohne Anderung der absoluten Konfiguration des Chromophors.”> Spektroskopische Un-
tersuchungen deuten darauf hin, dass dieser kationische 15Z-P-Zustand wéahrend der

13
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Photokonversion im Verlauf dreier Zwischenschritte - zweier Protonentransfers vom
Chromophor zum Protein und einem, auf Dipyrrintautomerie beruhenden, intramoleku-
laren Protonentransfer zwischen den Stickstoffatomen des B- und C-Rings - in einen an-
ionischen 15E-P,-Zustand (ibergeht.”® Dieser verfiigt (iber eine am Sauerstoffatom des
Rings A lokalisierte negative Ladung, welche das konjugierte m-System verlangert und da-
durch, neben der Donor-Akzeptor-Umkehr beim Ubergang des Rings A vom Lactam
(N—=C=0) zum Lactim-Anion (N=C«QO"), die charakteristische Rotverschiebung des
langwelligen Absorptionsmaximums verursacht.

Berechnungen der Struktur des Chromophors P®B (1), welche die Wechselwirkungen
mit der Proteinumgebung allerdings vernachlassigen, weisen auf eine geringfligig niedri-
gere Energie des Tautomeren hin, dessen B-Ring in Form eines 2H- und dessen C-Ring in
Form eines 1H-Pyrrols vorliegt. Damit stiitzen sie das Postulat einer im Verlauf der As-
semblierung erfolgenden Protonierung des Stickstoffatoms des B-Rings durch einen Sau-
rerest der Proteinsequenz.”’

1.2.3 Die P,/P;-Photokonversion

Bei der ZE-lsomerisierung der C(15)-C(16)-Doppelbindung des Chromophors P®B (1)
handelt es sich um den ersten und schnellsten Schritt einer Reihe aufeinander folgender
Prozesse, welche das PhyA von der physiologisch inaktiven P-Form in den photostabilen
P.-Zustand Uberfiihren (Abb. 11).°°"* In den der Photoisomerisierung folgenden Schrit-
ten findet eine Anpassung des Proteins an die gednderte absolute Konfiguration des
Chromophors (1) statt, welche im nativen System die Signalkaskade fiir die physiologi-
schen Reaktionen auslGst.

hv

* 1.2 1,2 1.2
Pr F)r |700 |b\ |x Pfr

- > - -

ps us ms—s
ZI/E-Isomerisierung Konformationsanderungen
der des

C(15)-C(16)-

Doppelbindung Chromophors Proteins

Abb. 11: Schematische Darstellung des P,/P;-Ubergangs des PhyA anhand eines sequentiellen Mo-
dells. Angegeben sind die Zeitintervalle, in denen die Intermediate und die P,-Form entste-
hen, sowie die dabei auftretenden konformellen Anderungen.®?

Im Verlauf der primdren Photoreaktion erfolgt die Bildung des angeregten Zustands
P.* durch Bestrahlung der P-Form des PhyA mit hellrotem Licht. Spektroskopische Unter-
suchungen sowohl des nativen als auch des rekombinatem 124-kDa-PhyA aus Avena sa-
tiva belegen, dass die weitere Kinetik des P /P,-Ubergangs als Summe von sechs Prozes-
sen beschreibbar ist, die iber Lebenszeiten zwischen 1 ps und 3 s verfiigen.” Ob diese
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einem parallelen bzw. sequentiellen Mechanismus folgen oder ob Gleichgewichte zwi-
schen einzelnen Intermediaten vorliegen, lasst sich anhand der Kinetik nicht bestim-
men‘61—63

Aus dem angeregten Zustand P,* bildet sich innerhalb von 30 ps das Intermediat I,,,,’
welches (ber ein rotverschobenes Absorptionsmaximum der ungefidhren Wellenlange
695 nm verfligt. Im PhyA aus Avena sativa besteht es aus den zwei Photoprodukten I,
und l.,,%, die dhnliche spektroskopische Eigenschaften, aber unterschiedliche Lebenszei-
ten besitzen. Innerhalb dieses Zeitintervalls erfolgt die Isomerisierung der C(15)-C(16)-
Doppelbindung des Chromophors P®B (1).

l,.o geht unter bathochromer Verschiebung des Absorptionsmaximums innerhalb von
us in ein, aufgrund seiner stark verminderten Absorption |, (bl = bleached) genanntes,
ebenfalls in zwei Photoprodukten vorliegendes Intermediat tiber.” Die Ursache fiir die
Abnahme der Absorption ist bislang nicht vollstindig aufgeklart. Sie resultiert entweder
aus dem Verlust der Planaritat des P®Bs (1) und der damit einhergehenden Verminde-
rung der Konjugation des m-Systems oder aus dem Verlust an Wechselwirkungen zwi-
schen dem Chromophor (1) und geladenen Aminosiuren. Vor dem Ubergang in den P,-
Endzustand durchlduft das PhyA innerhalb von ms die zwei Photoprodukte des Interme-
diats 1, welche ein der P;-Form dhnliches Absorptionsspektrum aufweisen. Wahrend die-
ses millisekunden- bis sekundenlangen Zeitintervalls erfolgen konformelle Anderungen
sowohl des Proteins als auch des Chromophors.**
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2 Ziele der Arbeit

Zum Verstandnis der Funktionsweise des Photorezeptorsystems Phytochrom ist die Auf-
klarung der nach Initiierung der Photoreaktion ablaufenden Prozesse zwischen Chromo-
phor und Protein notwendig. Lange Zeit galten nur die Primarstruktur des Proteins, die
Position und Natur der Chromophorbindungsstelle, die Konstitution des Chromophors
sowie die Z/E-lsomerisierung seiner C(15)-C(16)-Doppelbindung wahrend der lichtindu-
zierten Reaktion als gesichert, bis Wagner et al. die Tertidrstruktur der chromophorbin-
denden Domadne des Bacteriophytochroms (Bph) aus Deinococcus radiodurans mittels
Kristallstrukturanalyse aufklirten (Abb. 12).%°

His280

Phe198

Phe203

Abb. 12: Der Ausschnitt der Kristallstruktur des Photorezeptors Phytochrom aus Deinococcus radiodu-
rans (Protein-Data-Bank-ldentifikationsnummer 1ZTU) zeigt den Chromophor BV (5) (gelb) im
P-Grundzustand und die sich im Abstand von bis zu 6 A befindenden relevanten Aminosiu-
ren. Angegeben sind die Abstind e der Atome in A, zwischen denen polare bzw. elektrostati-
sche Wechselwirkungen auftreten.

Hieraus resultierten erste Erkenntnisse (iber die genaue Lage des Chromophors in der
Proteintasche und seine Wechselwirkungen mit benachbarten Aminosauren. Da es sich
bei Deinococcus radiodurans jedoch um einen prokaryotischen Organismus handelt, der
tber den Chromophor BV (5) verfligt, sind die Ergebnisse nicht unmittelbar auf den eu-
karyotischen Organismus Avena sativa Gbertragbar, dessen PhyA den Chromophor P®B
(1) tragt. Die Phytochrome beider Organismen unterscheiden sich in ihrer Sequenz, vor
allem aber durch die Position ihrer Chromophorbindungsstelle. Trotzdem dient das Phy-
tochrom aus Deinococcus radiodurans als geeignete Modellverbindung fiir das PhyA aus
Avena sativa, da eine Substitution der Aminosdure Met,;, durch Cys - der allgemein an-
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erkannten Bindungsstelle - eine nur um 3.2 A von der proteinbindenden Position C(3')
des BVs (5) entfernte Chromophorbindungsstelle schiife. Der sie umgebende Sequenz-
abschnitt weist starke Ahnlichkeiten zu jenem Abschnitt der Sequenz des PhyA aus Ave-
na sativa auf, welcher die Chromophorbindungsstelle Cys,,, tragt (Abb. 13).

l311 l321 i331

PhyA Avena sativa: T CGsSALRAPH SEL'Q YMENMNSIASTVMAVV
Bph Deinococcus radiodurans: LGGAVLRATSPIUHMQYLRNMGVGSSLSVSVV

T251 T261 T271

Abb. 13: Vergleich der Sequenzen des PhyA aus Avena sativa und des Bphs aus Deinococcus radiodu-
rans. Wahrend identische Sequenzabschnitte orange unterlegt sind, ist die Chromophorbin-
dungsstelle des PhyA sowie die durch Substitution des Met,s, gegen Cys potentielle Chromo-
phorbindungsstelle des Bphs rot gefarbt.

Bislang blieben die wahrend der Photoreaktion ablaufenden Vorginge weitgehend
ungeklart. Wahrend der Ring A des BV (5) kovalent an einen Cysteinrest des Proteins ge-
bunden ist, bilden sowohl der B- als auch der C-Ring lber ihre Propionsduregruppen
elektrostatische Wechselwirkungen zum Protein aus. Des Weiteren erfolgt die - in dhnli-
cher Weise ebenfalls fiir die pflanzlichen Phytochrome postulierbare - Fixierung der
Stickstoffatome der drei Ringe A, B und C durch das carbonylische Sauerstoffatom des
Asp,q, (Abb. 12). Da aus diesen Griinden im Verlauf der Photoreaktion, welche zur Iso-
merisierung der C(15)-C(16)-Doppelbindung fiihrt, die groRten strukturellen Anderungen
am Ring D auftreten, ist vor allem die detaillierte Aufklarung der nichtkovalenten Wech-
selwirkungen zwischen ihm und der Proteinumgebung von Interesse.

Hierzu wurden in der Arbeitsgruppe Gartner bereits durch Lindner und Robben syste-
matische Verdnderungen am Substitutionsmuster des Rings D der nativen Chromophore
P®B (1) und PCB (2) vorgenommen, mit denen sich ihr sterischer Anspruch gezielt vari-
ieren lieR.>'?*%*% Die spektralen Eigenschaften der mit dieser homologen Reihe von
Chromophoren generierten Phytochrome wiesen aufgrund gednderter Chromophor-Pro-
tein-Interaktionen deutlich auf eine Beeinflussung ihres photophysikalischen Verhaltens
hin.

Die gewonnenen Ergebnisse lieBen weitergehende systematische Arbeiten lohnens-
wert erscheinen. Da nahezu alle bislang beschriebenen Derivate der nativen Chromo-
phore P®B (1) und PCB (2) aus der Variation ihrer Substitutionsmuster resultieren, wurde
ein zweiter Ansatz gewahlt, welcher die gezielte formale Substitution einzelner Hetero-
atome des Chromophorgertsts vorsieht. Hierdurch erfolgt sowohl die Modifikation der
sterischen als auch der elektronischen Eigenschaften der Chromophore.

Das Primarziel der vorliegenden Arbeit besteht in der systematischen Darstellung
sechs neuartiger Chromophore des pflanzlichen Photorezeptors Phytochrom, die (ber
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eine PCB-analoge Struktur verfligen (Abb. 14). Wahrend in drei Chromophoren die nati-
ve Azafunktion des Rings D formal durch eine Oxa-, Thia- bzw. Carbafunktion ersetzt
werden soll, soll in drei weiteren Chromophoren zusitzlich zu diesen Anderungen die
Substitution der nativen Ethylgruppe an Position C(18) durch einen Methylrest erfolgen.
Damit unterscheiden sich die D-Ringe der generierten Chromophore sowohl durch ihren
sterischen Anspruch als auch ihre elektronischen Eigenschaften von den D-Ringen der
nativen Chromophore P®B (1) und PCB (2).

(8) ©) (10) (11)

Abb. 14: Kekulé-Formeln der nativen Chromophore P®B (1) und PCB (2) sowie der angestrebten Rei-
he neuartiger Chromophore (6)-(11).

Des Weiteren sind die zu synthetisierenden Chromophore und das PhyA-Apoprotein
aus Avena sativa zu assemblieren. Mittels statischer Spektroskopiemethoden soll der Ein-
fluss der sterischen und elektronischen Modifikationen der Chromophorstruktur auf die
biophysikalischen Eigenschaften der generierten Phytochrome bestimmt und mit den Ei-
genschaften des mit dem nativen Chromophor PCB (2) assemblierten PhyA-Apoproteins
verglichen werden. Hieraus leitet sich der Versuch ab, die Assemblierung allgemein und
modellhaft anhand eines zu synthetisierenden Peptids der PhyA-Sequenz aus Avena sati-
va und des Chromophors PCB (2) durchzufiihren sowie das generierte Chromopeptid
auf seine Befdhigung zur Photoisomerisierung zu untersuchen.
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3 Synthesekonzept
3.1 Totalsynthesen und Derivate

Wahrend der letzten dreilSig Jahre befasste sich eine Vielzahl von Arbeitsgruppen mit der

Darstellung offenkettiger Tetrapyrrole®~"’

und Porphyrinsysteme. Im Rahmen dieser Ar-
beiten spezialisierten sich einige Gruppen vor allem auf die Synthese von P®B (1) und
PCB (2) sowie auf Derivate dieser Molekiile.****° Insbesondere die Arbeitsgruppen um
Gossauer,’'™® Inomata und Jacobi entwickelten innovative Konzepte zur Synthese der
einzelnen Pyrrolringe und ihren Verknilipfungsreaktionen zu Tetrapyrrolen. Der gegen-
wadrtige Stand ihrer Forschung soll im Folgenden dargestellt werden.

Neben der Synthese von PCB- bzw. P®B-analogen Tetrapyrrolen, deren Substitutions-
muster von dem der natiirlichen Chromophore abweicht,®*°' beschaftigte sich die Ar-
beitsgruppe um Inomata vor allem mit Verkniipfungsreaktionen zwischen einzelnen Pyr-
rolringen (Abb. 15). Diese Reaktionen verlaufen entweder (ber ein mit einer Tosylgrup-
pe substituiertes Pyrrol-2-on und seine Umsetzung mit einem Aldehyd”®” oder im Rah-

men eines Horner-Emmons-Mechanismus.’*?®

HZCHCHQCOQC Ts
H,CHCH,CO,C
— \ C D
D e NH  HN Ts
t+BuO,C N (6]
N £BUO,C o)
HaCO,C
HsCO,C
/ ¢\ 2 D LBUOK, \c\ h \
£BUO,C N CHO P N
H I H
O tBUOZC
Abb. 15: Verkniipfungsreaktionen zwischen C- und D-Ringen nach Inomata et al.**°®

Zur Minimierung der bei allen Totalsynthesen von Tetrapyrrolen auftretenden grofRen
Anzahl von Syntheseschritten, die zum Teil nur geringe Ausbeuten liefern, wurde eine
Synthese von P®B (1) bzw. PCB (2) etabliert, die auf identischen Vorstufen fiir die A-
und D-Ringe einerseits sowie fiir die C- und D-Ringe andererseits basiert (Abb. 16).” Ne-
ben der Verkirzung des Syntheseweges liegt ein weiterer Vorteil der Methode darin,
dass die Kupplungsreaktionen zwischen A- und B-Ring bzw. C- und D-Ring dem gleichen
Schema folgen.
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STol STol STol
A - —— D
Ts Ts (6]
(0] N N Ts N
H H
CO,CH,CHCH,
-————————
OHC CO,t-Bu
AB-Baustein CD-Baustein

:

P®B (1) oder PCB (2)
Abb. 16: Synthese des P®Bs (1) bzw. des PCBs (2) aus zwei Vorstufen nach Inomata et al.”?

Aullerdem synthetisierten Inomata et al. CD-Bausteine, die am D-Ring einen photore-
aktiven Substituenten tragen (Abb. 17).°° Die Kupplung mit geeigneten AB-Bausteinen”
fihrte zu PCB-analogen Tetrapyrrolen, die photochemisch ein Molekiil Stickstoff abspal-

** Nach Assemblierung dieser Chromophore mit dem PhyA-Apoprotein sollte das ge-
bildete Holoprotein durch Belichtung in seine P- bzw. P.-Form Uberfihrt werden. An-
schlieBende Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 360-420 nm |6ste die photochemi-
sche Abspaltung von Stickstoff aus, wodurch ein Carben entstiinde, das eine kovalente
Bindung zum Protein ausbildete. Hierdurch erfolgte die Fixierung des Chromophors in
der jeweiligen Konfiguration, wonach sich die geschaffenen Zustinde getrennt und ohne
weitere Isomerisierung des Chromophors untersuchen lielSen.

Abb. 17: Mit photoreaktiven Gruppen am D-Ring substituierte CD-Bausteine nach Inomata et al.*®
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Alternativ dazu wurden Synthesen von Bilinen entwickelt, in denen der C- und D-Ring
neben der Methinbriicke durch eine zusatzliche Alkylkette miteinander verbriickt sind
(Abb. 18).1° Die damit einhergehende Fixierung des D-Rings verhindert die Photoiso-
merisierung der mit PhyA-Apoprotein assemblierten Chromophore. Dadurch ergibt sich
die Moglichkeit, die generierten Holoproteine entweder in der quantitativ vorliegenden
P- oder P;,-Form zu untersuchen.

OHC OHC

CO,CH,CHCH; CO,CH,CHCH;

Abb. 18: CD-Bausteine mit Z-anti- (links) sowie E-anti-Konfiguration (rechts) nach Inomata et al.**'%

Abweichend von allen bislang angewandten Synthesestrategien, in deren Verlauf voll-
standig substituierte Pyrrole zu Dipyrrinonen gekuppelt wurden, entwickelte die Arbeits-
gruppe um Jacobi neuartige Methoden zum Aufbau der AB- und CD-Halfte der Tetrapyr-
role. Dabei werden entsprechend substituierte N-Pyrroloenamide unter 3,5-sigmatroper

Verschiebung zu den AB-Bausteinen umgesetzt.'”'~'*”
COCHg
CO,CHs
OBn
0
/ B\ P, Cul OBn / B \
' B > N CO,tBu
HaN N I CO,t-Bu H

N

D N N
o
NH,
TBAF

\
BnO, \\\\\\

H\“\u-

CO,CHy

i,

o} CO,t-Bu

Abb. 19: Synthese des AB-Bausteins durch Sonogashira-Kupplung und anschlieBender 5-exo-dig-Cycli-
sierung nach Jacobi et al.'3-1%
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Alternativ dazu erfolgt die Sonogashira-Kupplung eines Alkinamids an den B-Ring und
anschliefRende TBAF-katalysierte 5-exo-dig-Cyclisierung (Abb. 19).'”'° Dabei handelt es
sich um eine Methode, die ebenfalls auf die Synthese des CD-Bausteins anwendbar
iSt.103’107_109
Das identische Substitutionsmuster des B- und C-Rings legte die Entwicklung einer ge-
meinsamen Vorstufe nahe, die unter geeigneten Bedingungen intermolekular zum BC-
Baustein reagiert. An diesen lassen sich, wie bei der Synthese des AB-Bausteins beschrie-
ben, im Rahmen einer Sonogashira-Kupplung offenkettige Alkinamide kuppeln. Unter an-
schlieBender TBAF-katalysierter 5-exo-dig-Cyclisierung erfolgt dann die Ausbildung des

Tetrapyrrols (Abb. 20).'"%'"

C
NP / — Pd°, Cul

CO,CHy

HaCO.C

HyCO,C

CO,CH,4 CO,CHy
H3CO,C H5CO,C

Abb. 20: Synthese von PCB (2) aus einem BC-Baustein und offenkettigen Alkinamiden sowie anschlie-
RBende 5-exo-dig-Cyclisierungen nach Jacobi et al.'*"%1"!

Zur systematischen Aufklarung der Wechselwirkungen zwischen dem der Photoiso-
merisierung zuganglichen D-Ring der Chromophore P®B (1) bzw. PCB (2) und der Pro-
teinumgebung synthetisierte erstmals die Arbeitsgruppe um Gartner gezielt Derivate, de-
ren Substitutionsmuster an Ring D variiert.”>*® Wahrend entweder die Position C(17)
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oder C(18) methylsubstituiert vorliegt, wird die benachbarte Position durch eine homo-
loge Reihe an Gruppen mit steigendem sterischen Anspruch substituiert (Abb. 21).

R' = CH3 R® = CH3

R' = CH; R? = CHCH;
R' = CH; R® = CyHs

R' = CH3, R? = CH(CH3),
R' = CH3, R2 = C(CHa)3

R" = CHCH, R? = CHj
R" = CH,CH3, R? = CHj
R" = CH(CHg)p, R? = CHj

Abb. 21: Zwei homologe Reihen P®B- bzw. PCB-analoger Chromophore nach Gartner et al.®>®

Hanzawa et al. erweiterten diese homologen Reihen durch Manipulation des Substitu-
tionsmusters aller vier Ringe um 18 weitere Derivate.''”'"> Dabei substituierten sie unter
anderem die Propionsdurereste der nativen Chromophore durch Butansdurereste oder
vertauschten die Sdurereste an Position C(8) und C(12) mit den Methylgruppen an Posi-
tion C(7) und C(13). AulBerdem substituierten sie die Position C(17) und C(18) durch
langkettige aliphatische Reste, wie z. B. Propyl-, Pentyl- und Octylgruppen sowie die Me-
thylgruppe an Position C(2) durch Wasserstoff bzw. eine Ethylgruppe.
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3.2 Voriiberlegungen und Planung

Ziel der Arbeiten ist die Darstellung von sechs Chromophoren PCB-analoger Struktur,
die am D-Ring ein unterschiedliches Substitutionsmuster aufweisen. Dazu scheint auf
den ersten Blick die synthetische Modifikation des nativen Chromophors PCB (2) ein ge-
eignetes Mittel zu sein. Da aber in den zu synthetisierenden Verbindungen die reaktions-
trage Ethylgruppe des D-Rings durch eine Methylgruppe substituiert werden und aul3er-
dem ein Austausch der Azafunktion des Rings D gegen die Heteroatome Sauerstoff und
Schwefel sowie eine Methylengruppe erfolgen soll, ist die Stabilitat des restlichen Mole-
kils unter den dazu erforderlichen Reaktionsbedingungen nicht zu gewahrleisten. Aus
diesem Grund ergibt sich die Notwendigkeit zur Totalsynthese der Chromophorderivate.

O
PhgP.
N COOtBu MeOOC
H
COOBn
MeOOC
—_—
/c\
£BuOOC N
H
R o
D o R=CHs Cols
X X=CHy, O, S COOMe
Abb. 22: Darstellung offenkettiger Tetrapyrrolderivate basierend auf der konvergenten Synthesestrate-

gie nach Gossauer et al.?'#2%

Erfahrungen aus zuvor geleisteten Arbeiten''* legen nahe, das Konzept der durch
Gossauer et al. etablierten konvergenten Synthesestrategie (Abb. 22) zu verfolgen, wel-
ches im Verlauf nahezu aller Synthesen von Modellverbindungen dieser Art angewandt
wird.?'#*® Hierbei erfolgt die parallele Synthese der vier hochsubstituierten Ringbaustei-
ne. Es schlieBen sich Kondensationsreaktionen zu je zwei Dipyrromethenonen sowie de-
ren Verknipfungsreaktion zum entsprechenden Tetrapyrrol an. Da die Photosensitivitat
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der Oligopyrrole mit steigender Anzahl an Ringen zunimmt, bietet diese Methode den
Vorteil, Gber einen moglichst langen Zeitraum mit weitgehend lichtunempfindlichen Sub-
stanzen arbeiten zu koénnen. Aullerdem erlaubt die Variation des Substitutionsmusters
eines einzelnen Rings auf einfache Art die Anderung der geometrischen Information des
gesamten Chromophors.

Die B- und C-Ringe der nativen Chromophore P®B (1) und PCB (2) sowie der darzu-
stellenden Derivate (6)-(11) verfligen, wie bereits erwadhnt, tiber ein identisches Substi-
tutionsmuster. Da sie auBerdem in den Zielverbindungen spiegelbildlich zueinander an-
geordnet sind, erfolgen die Kupplungsreaktionen mit dem A- bzw. den D-Ringen jeweils
auf der gleichen Seite des Pyrrols. Aus diesen Griinden bietet sich zur Verkiirzung der
Syntheseroute der Aufbau einer gemeinsamen Vorstufe (28) an, welche sich danach in-
nerhalb weniger Reaktionsschritte zum B- bzw. C-Ring funktionalisieren lassen soll.

Im Gegensatz dazu verbieten die stark voneinander differierenden Substitutionsmus-
ter des A-Rings (18) sowie der D-Ringe die Synthese aus einem gemeinsamen Vorldufer-
molekiil, so dass diese vollstindig separat synthetisiert werden mdissen.

Ahnliches gilt fiir die Darstellung der jeweils homologen D-Ringe mit Furanon-, Thio-
phenon- und Cyclopentenonstruktur. Anstatt sie aus einer gemeinsamen Vorstufe zu syn-
thetisieren und diese anschlieBend entsprechend zu funktionalisieren, versprechen mog-
lichst kurze, getrennte Synthesewege schnelleren Erfolg. Sie sind jeweils so zu wahlen,
dass die Moglichkeit besteht, durch Variation nur eines Substrats eine gedanderte geome-
trische Information in das Produkt einbringen zu kénnen.
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3.3 Darstellung der Monomeren
3.3.1 Synthese des A-Rings (18)

Es existieren zwei geeignete Routen zur Synthese des A-Rings, welche miteinander ver-
glichen werden sollen.

3.3.1.1 Chloracetonitril-Route

31,115

Im Verlauf der in der Arbeitsgruppe Gartner etablierten Synthese reagiert Triethyl-
phosphit innerhalb einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion mit Chloracetonitril zu Diethylcy-
anomethylphosphonat (12). Dieses wird durch Alkylierung mit 2-Brompropionsaureme-
thylester und anschlieBender Horner-Emmons-Reaktion mit Acetaldehyd zu (ZE)-3-Cy-
ano-2-methyl-3-pentencarbonsauremethylester (13) umgesetzt. In diesem Reaktions-
schritt werden mit der Methyl- sowie der Ethylidengruppe zwei Substituenten des A-

Rings (18) eingeflihrt (Abb. 23).

Br
0 o . H
/// NaH
CI/\N N\/!:l, \ﬁ)\ /KO

SoCl, KOH
-

NH|

HoS

(16) an (18)
Abb. 23: Synthese des A-Rings 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) nach Gossauer et al.*'

Der Ester (13) wird mit wassriger Kaliumhydroxidl6sung zur korrespondierenden Sau-
re (14) verseift, mit Thionylchlorid zum Saurechlorid (15) und anschlieBend mit fliissigem
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Ammoniak zum (ZE)-3-Cyano-2-methyl-3-pentencarbonsdureamid (16) umgesetzt. Die-
ses reagiert unter basischen Bedingungen durch intramolekularen Ringschluss zu (Z,E)-4-
Ethyliden-5-imino-3-methylpyrrolidin-2-on (17) und lasst sich durch eine Reaktion mit
Schwefelwasserstoff zu 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) umsetzen (Abb. 23).%'

3.3.1.2  Citraconsiureanhydrid-Route

Alternativ dazu wird Citraconsdureanhydrid mit 4-Methoxybenzylamin versetzt, wobei
sich nach einem Additions-Eliminierungs-Mechanismus 1-(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyr-
rol-2,5-dion (19) bildet. Dieses wird wahrend einer basenkatalysierten, Michael-artigen
Addition von Nitroethan zu einem Isomerengemisch aus (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxy-
benzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dion (20a) und (Z)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-me-
thyl-pyrrolidin-2,5-dion (20b) umgesetzt. Aufgrund der geforderten (E)-Konfiguration der
Doppelbindung der Ethylidengruppe wird nur die Substanz (20a) durch Ammoniumcer-
(IV)-nitrat (CAN) oxidiert. Anschliefend erfolgt durch Hydrazinhydrat die Freisetzung des
3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions (21), welches aufgrund seines sterischen An-
spruchs mit Lawesson-Reagenz regioselektiv zu 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid
(18) monothionyliert wird (Abb. 24)."'%""”

31

4
o 1 o PN

(19)

(NHz)2[Ce(NOg3)e]
HoNNH, - H,0

Lawesson's-
Reagenz

(18) (1) (20a)

Abb. 24: Synthese des A-Rings 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) nach Inomata et al."'®'"”
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3.3.2 Synthese der Vorstufe des B- und C-Rings (28)

Da der B- und der C-Ring liber ein identisches Substitutionsmuster verfligen, lassen sie
sich aus einer gemeinsamen Vorstufe (28) synthetisieren. Diese wird aus zwei getrennt
voneinander darzustellenden Molekiilhalften aufgebaut.

Dabei fiihrt die basenkatalysierte Kondensationsreaktion des Chloressigsaure-tert-bu-
tylesters mit Formamid zu N-Formylglycin-tert-butylester (22), aus dem sich durch Dehy-

dratisierung Isocyanoessigsaure-tert-butylester (23) gewinnen lasst (Abb. 25).>*'®

2 2 2
o) cl 0 H)J\N 0 %) 0
CoHs)oN
)J\ D eOCH3 H (oné)lz @C%
+ —_— —_—

(22) (23)

Abb. 25: Synthese des Isocyanoessigsdure-tert-butylesters (23).%>'"®

Einwirken einer Losung aus Triethylamin und Methanol auf y-Butyrolacton fiihrt durch
Ringoffnung zu 4-Hydroxybutansdauremethylester (24), welcher in einer Swern-Oxidation
durch aktiviertes DMSO zum analogen 4-Oxobutansduremethylester (25) dehydriert
wird.""?""?' Die alternative Oxidation des Alkohols (24) durch Pyridiniumchlorochro-
mat®”'** (PCC) zum Aldehyd (25) wird aufgrund der dabei einzusetzenden groRen Men-
ge der Chrom-(VI)-Verbindung sowie der damit verbundenen gesundheitlichen Risiken
verworfen. Kondensation des Aldehyds (25) mit Nitroethan'*’ liefert 4-Hydroxy-5-nitrohe-
xansauremethylester (26), der in der nachfolgenden Alkoholyse von Essigsdaureanhydrid

zu 4-Acetoxy-5-nitrohexansduremethylester (27) umgesetzt wird (Abb. 26)."**

DMSO 0
3 2 4 2 (coch, >
(CaHs)sN 4 _0 (CoHs)oN 1 _0
+ CHOH ~ ——— N T T e ™~
4 1 -0 3 3
o
o} o}
(24) (25)
lcszNo2
KOH
0
O)K )\ /K OH
6 2 © \ o 6 2
5 X 1 O DMAP 5 1 _0O
4 ~ 4 ~
3 3
NO, 0 NO, o
(27) (26)

119-121,124

Abb. 26: Synthese des 4-Acetoxy-5-nitrohexansdauremethylesters (27).
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Die Darstellung der Vorstufe des B- und C-Rings (28) erfolgt durch nucleophilen An-
griff des durch eine starke Base erzeugten Carbanions des Isocyanoessigsaure-tert-butyl-
esters (23) an den 4-Acetoxy-5-nitrohexansdauremethylester (27). Abspaltung der Acet-
oxygruppe von (27) und Cyclisierung fiihrt zu 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (28) (Abb. 27).

Das Carbanion von (23) lasst sich einerseits durch N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin'®
(TMG), andererseits durch die sogenannte Verkade-Superbase 2,8,9-Trimethyl-2,5,8,9-te-

126127 erzeugen. Wihrend fir die erste Methode

traaza-1-phosphabicyclo-[3.3.3]-undecan
die einfache Handhabung spricht, ist bei der Reaktion nach der zweiten Methode eine
héhere Ausbeute zu erwarten.

\,\‘\/

P.
/
N

\/
N

NO, 0

(23) 27) | (28)

Abb. 27: Synthese der Vorstufe fiir den B- und C-Ring (28) nach Verkade et al."**'*” (oben) sowie Bar-
ton et al. (unten).'®

3.3.3 Synthese des B-Rings (32)

Zur Synthese des B-Rings ist die Derivatisierung der freien o-Position in (28) notig. Zur
Darstellung des dafiir erforderlichen Liganden wird durch Alkoholyse von D-(-)-Weinsau-
re mit Benzylalkohol der D-(-)-Weinsduredibenzylester (29) hergestellt, wobei die Zuga-
be der starken Sdure 4-Toluensulfonsdure-Monohydrat der Reaktionsbeschleunigung
dient. Danach lasst sich das 2,3-Diol (29) durch Periodsaure selektiv unter Bildung zweier

128

Molekiile des Glyoxylsdaurebenzylesters (30) spalten (Abb. 28).

44
43 45

o] H
2
HelOg 13 11 1
56 4 12
1 0] 0
15

(29) (30)

128

Abb. 28: Synthese des Glyoxylsdaurebenzylesters (30).
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Die schwache Lewis-Sdure Glyoxylsaurebenzylester (30) und die Vorstufe des B-Rings
(28) werden durch eine elektrophile aromatische Substitutionsreaktion miteinander ver-
knipft, wobei die Lewis-Sdure Zink-(Il)-chlorid die elektrophile Aktivitdt des Aldehyds
(30) erhoht und somit die Reaktion katalysiert.'”® Die Hydroxygruppe des 3-[5-((Benzyl-
carbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsaureme-
thylesters (31) ldsst sich durch Umsetzung mit einem Komplex aus N-Chlorsuccinimid
(NCS) und Dimethylsulfid intermediar chlorieren und mit Triphenylphosphin zum Phos-
phoniumsalz umsetzen. Durch die darauf folgende Reaktion mit Natriumhydrogencarbo-
nat als Base wird das Benzyloxycarbonyl-|5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid (32) gebildet (Abb. 29)."2%'*?

1. NCS, (CH3),S
2. PhsP
3. NaHCO;,

(28) (31) (32)

Abb. 29: Synthese des B-Rings Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-
methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid (32)."2%'*

3.3.4 Synthese des C-Rings (33)

Die Darstellung des als C-Ring dienenden 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-
1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylesters (33) erfolgt im Rahmen einer Vilsmeyer-Reaktion
durch Formylierung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-
tert-butylesters (28) an seiner freien a-Position.”” Als Formylierungsreagenz dient dabei
eine Losung aus DMF und Phosphoroxytrichlorid (Abb. 30).

(28) (33)

Abb. 30: Synthese des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsiure-
tert-butylester (33)."*°
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3.3.5 Synthese der D-Ringe

In keiner der bislang durchgefiihrten Totalsynthesen von Derivaten des P®Bs (1) bzw.
PCBs (2) erfolgte die Modifikation des tetrapyrrolischen Chromophor-Grundgertsts. Aus
diesem Grund wird, der Aufgabenstellung entsprechend, eine Reihe von D-Ringen darge-
stellt, deren NH-Gruppe durch die Heteroatome Sauerstoff und Schwefel bzw. eine Me-
thylengruppe substituiert ist. Zusatzlich verfligt ein Teil von ihnen ber ein, verglichen
mit den D-Ringen des P®Bs (1) bzw. PCBs (2), gedndertes Substitutionsmuster.

3.3.5.1 Darstellung der D-Ringe mit Furanonstruktur (36) und (37)

Die Umsetzung des D,L-2-Brombutansdureethylesters sowie des D,L-2-Brompropionsau-
reethylesters mit Acetonylacetat folgt den Bedingungen einer Reformatsky-Reaktion. In
ihrem Verlauf bilden die a-halogenierten Ester mit metallischem und durch Zugabe einer
geringen Menge lods aktiviertem Zink intermedidre Grignard-artige zinkorganische Ver-
bindungen, welche im darauf folgenden Reaktionsschritt selektiv mit der Keton-Carbonyl-
gruppe des Acetonylacetats reagieren. Saure Hydrolyse liefert die entsprechenden Alko-
hole, die nicht direkt zu den a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen eliminieren, son-
dern nach einem bislang ungeklarten Mechanismus zu 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyro-
lacton (34) bzw. 3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolacton (35) reagieren. Aus ihnen lasst sich,
parallel zum Mechanismus der sauren Dehydratisierung tertidarer Alkohole, im Rahmen
einer E1-Reaktion mittels 4-Toluensulfonsdure-Monohydrat Essigsdaure abspalten. Dabei
entstehen die D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-fura-
non (37) (Abb. 31)."*"

o)
0 0 )1\0/\’( 5 O R
R 2 I R 2 o) 3 x = 2
1 O/\ + Zn 2 1 O/\
(0]
Br 4 1

ZnBr o
R = C,H5, CH3 R = C,Hs5, CH3 gg; S = 82HH5
ch=0h3

o)
\\S _OH

O
¢}

¢]

HO

(36) R= CZH5
(37): R = CHy

Abb. 31: Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon
(37).”4,131
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3.3.5.2  Darstellung der D-Ringe mit Thiophenonstruktur (40) und (41)

Bei der Metallierung von 3-Methylthiophen mit n-Butyllithium dirigiert das Schwefelatom
das Metall in beide moglichen ortho-Positionen. Die gebildeten Organolithiumverbindun-
gen verfligen Uber stark polare Kohlenstoff-Metall-Bindungen, in denen die Kohlenstoff-
atome negative Partialladungen tragen und damit basisch sowie nucleophil reagieren.
Deshalb erfolgt leicht Transmetallierung der lithiumorganischen Verbindungen mit Bor-
sduretrimethylester zu Boronsdureestern, die sich mit Wasserstoffperoxid zu Borsdure-
estern und weiter zu einem Gemisch aus 3-Methyl-2-(5H)-thiophenon (38) und 4-Methyl-
2-(5H)-thiophenon (39) oxidieren lassen."” Durch Alkylierung mit Ethyl- bzw. Methylio-
did lasst sich das 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39) in die D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-
thiophenon (40) bzw. 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (41) Gberfiihren (Abb. 32)."**'*

RI
N(Bu);HSO,
NaO

(38) (39) R = CyHs, CHy (40): R = C,Hs
(41): R = CHg

Abb. 32: Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thio-
phenon (41).13%"33

3.3.5.3  Darstellung der D-Ringe mit Cyclopentenonstruktur (48) und (49)

In Gegenwart von Kaliumhydroxid lassen sich Butyrylessigsdureethylester bzw. 3-Oxo-
pentansduremethylester mit der aldehydischen Carbonylgruppe des Methylglyoxals unter
Abspaltung von Ameisensdure zu 3-Hydroxyoctan-2,5-dion (42) bzw. 3-Hydroxyheptan-
2,5-dion (43) umsetzen.”* Diese Verbindungen werden durch basenkatalysierte intramo-
lekulare Aldolkondensation zu den Alkoholen (44) bzw. (45) cyclisiert,'**'*°

Thionylchlorid in einer inneren nucleophilen Substitutionsreaktion zu den entsprechen-

welche mit

den Chloriden (46) bzw. (47) umgesetzt werden konnen.”” Im Verlauf einer Michaelis-
Arbuzov-Reaktion reagieren sie mit Triethylphosphit zu den D-Ringen (2-Ethyl-3-methylcy-
clopent-2-en-4-onyl)-phosphonsaurediethylester (48) und (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-
onyl)-phosphonsaurediethylester (49) (Abb. 33).'"*1%%

Dabei ist die Funktionalisierung zu Phosphonaten von grundlegender Notwendigkeit,
um die D-Ringe (48) und (49) durch eine Horner-Emmons-Reaktion gezielt an der Positi-
on C(1) und nicht an der vicinalen, starker aciden Position C(5) mit dem C-Ring (33) zu
verknupfen.
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o} o}
1 2
R\OMJ’\/R
2 4
R" = C,Hs, R = CoHg (42): R = C,H5 (44): R = C,Hs
R' = CH3, R? = CHy (43): R = CHg (45): R = CHj

ol
N P\\ N

N\

O=S§
Cl

(48): R = C,Hs (46): R = C,Hs
(49): R = CHy (47): R = CHj

Abb. 33: Synthese der D-Ringe (3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsaurediethylester (48)
und 2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsiurediethylester (49).'#134-138
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3.4 Darstellung der Dimeren
3.4.1 Synthese des AB-Bausteins (51)

Der nucleophile Angriff der Ylidgruppe des B-Rings (32) an die Thiocarbonylgruppe des
A-Rings (18) folgt dem Mechanismus einer Thio-Wittig-Reaktion unter Eliminierung von
Triphenylphosphinsulfid, wobei die Ausbildung der starken Phosphor-Schwefel-Doppel-
bindung die Reaktion antreibt.’"®"'*® Durch chemoselektive palladiumkatalysierte Hydro-
genolyse ldsst sich die Benzylester-Funktion des entstandenen Dipyrrin-1-(10H)-on-Deri-
vats (50) in die Carbonsdure-Funktion des AB-Bausteins 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihy-
dro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-carbon-
saure (51) transformieren,®”"*?'* die damit einer spateren Decarboxylierung zuginglich
ist (Abb. 34).

(18) (32) (50)

(51

Abb. 34: Synthese des AB-Bausteins 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-me-
thoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-carbonsaure (51).3"8182128139,140

3.4.2 Synthese der CD-Bausteine

Die Kupplung des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyelthyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-car-
bonsdure-tert-butylester (33) mit den Furanonen (36) und (37) sowie den Thiophenonen
(40) und (41) zu den entsprechenden Produkten (52)-(55) folgt dem Mechanismus einer
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Knoevenagel-Reaktion, in der DBU als katalysierende Base eingesetzt wird.**'*' Alterna-
tiv dazu wird die Kupplung des C-Rings (33) mit den Cyclopentenonen (48) und (49),
ihrem Substitutionsmuster entsprechend, im Rahmen einer Horner-Emmons-Reaktion
durchgefiihrt, bei der Natriumhydrid als Base dient. Hierbei entstehen die zwei Dimeren
(56) und (57)."%'*

Um die Kupplungsreaktion mit dem AB-Baustein zu ermdglichen, erfolgt danach in
beiden Fallen unter sauren Reaktionsbedingungen eine formale elektrophile Substitution
der tert-Butylestergruppe durch das Acetalkation des Orthoameisensaduretrimethylesters.
Im Folgeschritt wird die Formylgruppe der CD-Bausteine (58)-(63) gebildet (Abb. 35).°*%

Se3Je

BRRD
XX X X
[Z12TeYe)

(33) (52): X =0, R = CoHs
2 3 (53): X = O, R = CHj
\/o\ * (54): X =S, R = CoHs
\/O\p i 4o (55): X =S, R=CH,
(48): R = C,Hs II 5 (56): X = C, R = C,H5
(49): R = CHg 0 (57): X = C, R = CHj
j TFA
HC(OC,Hs)3
(58): X = O, R = C,Hs
(59): X = O, R = CHg
(60): X =S, R = C,Hs
(61): X =S, R=CHs
(62): X = C, R = C,Hs
(63): X = C, R = CHs

32,141

Abb. 35: Synthese der CD-Bausteine (58)-(63) nach dem Mechanismus der Knoevenagel-Reaktion

sowie dem alternativen Mechanismus der Horner-Emmons-Reaktion'®'#? und anschlieRender
Formylierung.>*®

Unter den Bedingungen der Knoevenagel-Reaktion ist eine gezielte Umsetzung des
C-Rings (33) mit an Position C(1) unsubstituierten Cyclopentenonen nicht méglich, da
die Wasserstoffatome an Position C(5) eine hohere Aciditdt besitzen als die an Position
C(1). Es bildete sich bevorzugt das Produkt, in dem die Position C(5) des D-Rings (ber
eine Methinbriicke mit dem C-Ring (33) verbunden ist, was zum Verlust der geometri-
schen Information des Zielmolekiils fiihrte (Abb. 73).
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3.5 Darstellung der Tetrameren

Die saurekatalysierte Kondensationreaktion zwischen der tert-Butylestergruppe des AB-
Bausteins (51) und der Formylgruppe der CD-Bausteine (58)-(63) wird durch die leichte
Spaltbarkeit des tert-Butylesters in (51) unter sauren Bedingungen begilinstigt. Gleichzei-
tig erfolgt die Decarboxylierung der Sdaurefunktion an Position C(5) des Dipyrrin-1-(10H)-
on-Derivats (51). Nach Zugabe von Methanol bilden sich die tetrapyrrolanalogen Dime-
thylester (67)-(72).>** Um eine spatere Assemblierung der Chromophore mit dem Pro-
tein zu ermdglichen, werden die Propionsdureester im Rahmen einer durch sauren lo-
nenaustauscher vermittelten Spaltung in die freien Sdurefunktionen der PCB-analogen
Derivate (6)-(11) tiberfiihrt (Abb. 36).%'??

N
T
A

1. TFA

[eXe]
I

(58):X=0,R =
(59): X =0, R=CHjg 2.CHz0H
(60): X =S, R=CyHs
(61):X=S,R=CHg
(62): X =C, R =C,H5
(63): X =C, R =CHj

32 32

21

21

TFA
lonenaustauscher

OH o/
OH o
(6): X = O, R = CoHs (67): X = O, R = CoHs
(7):X = O, R = CHy (68): X = O, R = CH,
(8): X = S. R = CoHs (69): X = S, R = CoHs
(9): X = S. R = CHs (70): X = S, R = CH,
(10): X = C, R = C,Hs (71): X = C, R = C,Hs
(11): X = C. R = CHs (72): X = C. R = CHs

Abb. 36: Synthese der Chromophore (6)-(11) durch sdurekatalysierte Kondensation®*% und anschlie-

Bende Spaltung der Methylestergruppen.?'*
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4 Ergebnisse und Diskussion der synthetischen Arbeiten
4.1 Darstellung der Monomeren
4.1.1 Synthese des A-Rings (18)

4.1.1.1 Chloracetonitril-Route

Da es sich bei der Synthese des A-Rings (18) nach Gossauer et al.’' um ein in der Arbeits-
gruppe Gartner etabliertes und hinreichend dokumentiertes®'"”” Verfahren handelt, wird
an dieser Stelle nicht vertiefend darauf eingegangen.

4.1.1.2  Citraconsaureanhydrid-Route

Ausgehend von Citraconsdureanhydrid wird die Pyrrolstruktur des A-Rings im Rahmen ei-
nes Additions-Eliminierungs-Mechanismus durch nucleophilen Angriff der primaren Amin-
funktion von 4-Methoxybenzylamin an eine der beiden dquivalenten Carbonylgruppen
des Citraconsdureanhydrids geschaffen (Abb. 37). Dabei entsteht ausschlieSlich das Re-
aktionsprodukt 1-(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (19).

— /—\HZN_R — — —
/b\ e (=P '/\’—\ oL >
9 o 9 9 0 o o 0 (O N 0

-H0ls HR

H,C
o

(19)

Abb. 37: Synthese des 1-(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dions (19).

Dieses wird durch eine Michael-Addition mit Nitroethan umgesetzt.'"*® Wahrend der
Reaktion deprotoniert die Base DBU Nitroethan an der o-Position, welches anschliefend
die unsubstituierte Position C(4) der o,B-ungesattigten Verbindung (19) nucleophil an-
greift. Unter Ausbildung der Ethylidengruppe wird salpetrige Sdure freigesetzt, wobei
sich ein Isomerengemisch aus (F)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-
dion (20a) und (Z)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dion (20b) bil-
det (Abb. 38).
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/\NOZ
()
H
) N (0] L@
“HNO,
15

(19) (20a): E
(20b): Z

Abb. 38: Synthese der 3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dione (20a) bzw. (20b).

Im NOE-Spektrum des (Z)-lsomeren (20b) zeigen das Ethylidenproton CH-3' und die
Methylprotonen CH,-4' ein durch Through-Space-Kopplung verursachtes Kreuzsignal.
Aulerdem ist das Signal der Methylprotonen CH,-3?, verglichen mit dem des (E)-Isomers
(20a), um 0.4 ppm tieffeldverschoben. Grund hierfir ist die Entschirmung der Protonen
durch das Sauerstoffatom der Carbonylguppe an Position C(2) (Abb. 39).

E-lsomer (20a) Z-lsomer (20b)

- CH-3'/CHg-4' <+ -

CH-3"/CH;-32 i I I
| CH-3"/CH3-32 e |

- CH-14/0CH, -sofffe -
CH-1/0CH; s I ; I

. 13/CH.-11 -
s CH-1%/CH,-1' L CH-1%/CH,-1 |

7.50 7.00 6.50 6.00 7.50 7.00 6.50 6.00

Abb. 39: Ausschnitte aus den NOE-Spektren der Isomeren des 3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-me-
thyl-pyrrolidin-2,5-dions (20a) bzw. (20b).

Dahingegen zeigt das NOE-Spektrum des (E)-Isomeren (20a) einen durch das Ethyli-
denproton CH-3' und die Methylprotonen CH,-3” verursachten Kreuzpeak, der im Ver-
gleich zum (Z)-Isomeren (20b) einen Tieffeld-Shift um 0.7 ppm aufweist. Er wird ebenfalls
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verursacht durch das Sauerstoffatom der Carbonylgruppe an Position C(2), welches in
diesem Fall das Proton der Ethylidengruppe CH-3" entschirmt (Abb. 39).

2 Ce*® 0 N 0
/—\ -20%®
-2H

HQ o OHC N

O H
1 ,l_l ' \©\
O/ B O/_ OMe
(20a) (21)

Abb. 40: Synthese des 3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions (21).

Da ausschlieBlich das (E)-Ilsomer (20a) die fiir den A-Ring (18) der Zielverbindungen
geforderten stereochemischen Bedingungen erfiillt und Versuche zur photochemischen
Uberfiihrung des (Z)-Isomeren (20b) in das (E)-lsomere (20a) scheiterten, wird nur die
Substanz (20a) einer Oxidationsreaktion durch CAN unterworfen. In ihrem Verlauf wird
die Methylengruppe des (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dions
(20a) an Position C(1") unter Freisetzung des Produkts 3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-
dion (21) zum korrespondierenden Alkohol und in der Folge weiter zum 4-Methoxy-
benzaldehyd oxidiert. Dabei werden Cer-(1V)- zu Cer-(lll)-lonen reduziert (Abb. 40).

. / ./
S,
AD ) o /D
R—PC=_P—R o, — 0
(% N TS
S S\%)/S S_T—S
| R
L R _
el
\e

(18)

Abb. 41: Synthese des A-Rings (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18)."*®
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Anschliefend wird das 3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dion (21) regioselektiv mit
Lawesson-Reagenz, das eine grollere Reaktivitdt besitzt als Phosphorpentasulfid, an der
Position C(2) thionyliert. Verursacht wird die Regioselektivitdt einerseits durch den im
Vergleich zu der Methylgruppe an Position C(4) geringeren sterischen Anspruch der (E)-
Ethylidengruppe an Position C(3), andererseits erfolgt eine zusatzliche Stabilisierung des
Alkoholat-lons an Position C(2) durch die Konjugation mit der Ethyliden-Doppelbindung.

Der Mechanismus der Umsetzung ist noch nicht endgtiltig geklart. Wahrscheinlich fin-
det im Verlauf der Reaktion eine thermische Spaltung des Lawesson-Reagenzes zu ei-
nem Sulfid statt, das die Carbonylgruppe des 3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions
(21) an Position C(2) nucleophil angreift."”® Es bildet sich analog zur Wittig-Reaktion ein
Betain, das zu einer cyclischen Zwischenstufe weiterreagiert. Aus dieser erfolgt unter
Substitution des carbonylischen Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom die Freisetzung
des A-Rings (F)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) (Abb. 41). Als Triebkraft der Re-
aktion dient die Ausbildung der sehr starken Phosphor-Sauerstoff-Bindung.

8.998
7.15
7141
7.13
712
7.1
7.10

7. 0

iy %%%%

CH3-41

CHCl;
CH3-32

z
T
| eng—
o
T
N
-
C
[l

| § CH-3' ‘
— W o vy
Z = = ©
g 8 8 B o
| ‘ ‘ | ‘ |
10.0 5.0 0.0

Abb. 42: 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des A-Rings (F)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) in
CDCl,. *: Verunreinigungen.

Charakteristisch fiir das '"H-NMR-Spektrum des (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccin-
imids (18) (Abb. 42) ist das breite, auf das Vorliegen eines Thiosuccinimids deutende Sin-
gulett bei 9.00 ppm. Daneben zeigt das Signal des Ethylidenprotons CH-3" aufgrund der
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benachbarten Methylgruppe CH,-3* und der Kopplung mit dem Proton CH-4 die zu er-
wartende Aufspaltung als Dublett vom Quartett.

Mit dem Einfiihren der Thiocarbonylgruppe besteht die Mdglichkeit, den A-Ring (18)
und den B-Ring (32) im Rahmen einer Thio-Wittig-Reaktion regioselektiv miteinander zu
verkniipfen. Da die Thiocarbonylgruppe eine grollere Reaktivitat als die Carbonylgruppe
aufweist, findet die Bildung der olefinischen Bindung ausschliellich an ihr statt.

4.1.1.3  Vergleich der angewandten Methoden

Waihrend die relative Gesamtausbeute der Synthese des A-Rings (18) nach Gossauer
et al.’’ nur 1 % betrdgt, liefert die Methode nach Inomata et al.""®""” 9 %. Erstere ist der
zweiten einerseits aufgrund der um drei Reaktionen langeren Syntheseroute unterlegen,
in deren Verlauf hydrolyseempfindliche Zwischenprodukte wie z. B. das Saurechlorid
(15) entstehen, andererseits dienen die gesundheitsschadlichen Gase Ammoniak und
Schwefelwasserstoff als Reaktanden, die einen hoheren apparativen Aufwand erfordern.

4.1.2 Synthese der Vorstufe des B- und C-Rings (28)

Da das als gemeinsame Vorstufe fir den B- und C-Ring dienende Pyrrol (28) Gber ein
komplexes Substitutionsmuster verfligt, welches nicht nachtraglich in die Ringstruktur
eingebracht werden kann, muss es aus zwei Molekilen aufgebaut werden. Dazu bieten
sich Isocyanoessigsaure-tert-butylester (23) und 4-Acetoxy-5-nitrohexansduremethylester
(27) an, da sie bereits iber geeignete Substituenten verfiigen.

4.1.2.1 Darstellung des Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (23)

Zur Synthese des Isocyanoessigsiure-tert-butylesters (23) erfolgt die Uberfiihrung des
Formamids in sein Natriumsalz mit Natriummethanolat-Losung. Nach Abdestillieren des
tberschiissigen Methanols wird es mit Chloressigsdure-tert-butylester umgesetzt. Unter
Austritt eines Chloridions fiihrt der nucleophile Angriff des Formamid-Anions an die zur
Esterfunktion des Chloressigsaure-tert-butylesters o-stindige Methylengruppe zum N-For-
mylglycin-tert-butylester (22). Dieser wird unter Einsatz des wasserziehenden Phosphoryl-
chlorids zum Isocyanoessigsdure-tert-butylester (23) dehydratisiert, wobei entstehender
Chlorwasserstoff durch zugesetztes Triethylamin gebunden wird (Abb. 43).

r > o]
CI/Y 97\
2 2
o) "\ 1 O @ 1 0O
(0] O@ Na® H - N (CoHs)sN N
( N C0cH, ( |) POCly ec/
’\ - CH,0H - NaCl ’ H [e) TH0 o)
H NH % Wé

(22) (23)

H NH,

Abb. 43: Synthese des N-Formylglycin-tert-butylesters (22) und Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (23).
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4.1.2.2  Darstellung des 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylesters (27)

Beim ersten Schritt der Synthese des 4-Acetoxy-5-nitrohexansdauremethylesters (27) han-
delt es sich um eine basenkatalysierte Ringoffnung von y-Butyrolacton. In ihrem Verlauf
deprotoniert Triethylamin Methanol. AnschlieBend erfolgt ein nucleophiler Angriff des
Methanolat-lons an die Carbonylgruppe des y-Butyrolactons und die Reaktion des ent-
standenen Alkoholats zu 4-Hydroxybutansdauremethylester (24) (Abb. 44).

4 2
® 1 O
/JrC\HS)O@@H (CgHgaN P —~o +H HO - "
o NP " 0 ° O
e} O
™~ ™~

0]

(24)
Abb. 44: Synthese des 4-Hydroxybutansauremethylesters (24).

Die Umsetzung des y-Butyrolactons zu 4-Hydroxybutansdauremethylester (24) ergibt,
wie in der Literatur beschrieben, reproduzierbare Ausbeuten von 80 %.""? NMR-spektro-
skopische Untersuchungen des Produkts, aus dem Methanol sowie Triethylamin weitest-
gehend abdestilliert worden sind und das bei 4 °C mehrere Wochen gelagert wird, zei-
gen, dass der Anteil an 4-Hydroxybutansdauremethylester (24) zugunsten des Lactonan-
teils abnimmt. Vermutlich handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, in der Spuren
von Triethylamin die Riickreaktion zum Lacton ermdoglichen.

1 0\
(0] (0] HO
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(25)
Abb. 45: Synthese des 4-Oxobutansiuremethylesters (25) durch eine Swern-Oxidation.'?® #4145

Da sich das Produktgemisch weder destillativ noch sdaulenchromatographisch trennen
lasst, wird es ohne weitere Aufarbeitung einer Swern-Oxidation unterworfen, unter deren
Bedingungen keine Reaktion des noch vorhandenen y-Butyrolactons stattfindet. In ihrem
Verlauf wird Dimethylsulfoxid intermediar durch Reaktion mit Oxalsduredichlorid in das
korrespondierende Sulfoniumsalz Gberfiihrt, dessen stark elektrophiles Schwefelatom
den Alkohol (24) unter Substitution des alkoholischen Protons angreift. Aus dem gebilde-
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ten Sulfoniumsalz entsteht unter Zugabe von Triethylamin ein Alkoxysulfoniumylid,'**'*

das durch Freisetzung von Dimethylsulfid unter den gegebenen Bedingungen den nicht
weiter oxidierbare 4-Oxobutansauremethylester (25) bildet (Abb. 45)."**
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Abb. 46: Synthese des 4-Hydroxy-5-nitrohexansduremethylesters (26) sowie des 4-Acetoxy-5-nitrohe-
xansduremethylesters (27).

Der 4-Oxobutansdauremethylester (25) wird in einer basenkatalysierten Kondensations-
reaktion mit Nitroethan umgesetzt. In ihrem Verlauf deprotoniert Kaliumhydroxid die
zum Nitrosubstituenten o-standige Methylengruppe. Das dabei gebildete Carbanion
greift den 4-Oxobutansdauremethylester (25) nucleophil an dessen aldehydischer Carbo-
nylfunktion an, wodurch der Alkohol 4-Hydroxy-5-nitrohexansduremethylester (26) gebil-
det wird. Diese Verbindung wird mit Essigsdureanhydrid verestert. Obwohl Alkohole mit
Sdureanhydriden schneller reagieren als mit Sduren, dient dabei die Base DMAP der Re-
aktionsbeschleunigung. Sie deprotoniert den 4-Hydroxy-5-nitrohexansauremethylester
(26) an dessen Alkoholfunktion, wobei sich ein Alkoholat-lon bildet, das das Essigsdure-
anhydrid an einer seiner Carbonylfunktionen nucleophil angreift. Unter Freisetzung von
Essigsdaure bildet sich im Anschluss daran der 4-Acetoxy-5-nitrohexansduremethylester
(27) (Abb. 46).

4.1.2.3  Ringschlussreaktion zum Pyrrol (28)

Mit dem Isocyanoessigsaure-tert-butylester (23) und dem 4-Acetoxy-5-nitrohexansaure-
methylester (27) liegen die Molekiile vor, aus denen sich die Vorstufe des B- und C-
Rings, der 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester
(28), darstellen lasst. Zwei Varianten der basenkatalysierten Ringschlussreaktion werden
durchgefiihrt: Im ersten Fall dient TMG,'*> im zweiten Fall die sogenannte Verkade-Su-

126,127

perbase als Katalysator. Beide Umsetzungen verlaufen in einem Losemittelgemisch

aus THF und 2-Propanol. Dabei wird die zur Carbonylfunktion des Isocyanoessigsaure-
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tert-butylesters (23) a-stindige Methylengruppe durch die Basen deprotoniert, wodurch
unter Abspaltung des Acetatrests der anschliefende nucleophile Angriff des Carbens an
die Nitroverbindung (27) erméglicht wird. Der Ringschluss zum Pyrrol (28) findet unter
Abspaltung von salpetriger Saure und gleichzeitiger Ausbildung des aromatischen Sy-
stems statt (Abb. 47).
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Abb. 47: Synthese des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylesters
(28).

Verlauft die durch TMG katalysierte Ringschlussreaktion mit 34 % Ausbeute beziiglich
der dquimolar eingesetzten Edukte (23) und (27), so lassen sich durch die mittels Ver-
kade-Superbase katalysierten Umsetzung 75 % des Produkts (28) gewinnen. Ein weiterer
Vorteil der letzteren Methode liegt in der hinreichend hohen Reinheit des Reaktionsge-
misches nach Extraktion, so dass auf eine sdulenchromatographische Aufreinigung ver-
zichtet werden kann. Als Nachteil erweist sich allerdings die schwierige Handhabung der
Verkade-Superbase. Da es sich bei ihr um eine wachsartige und gleichzeitig hydrolyse-
empfindliche Substanz handelt, ist sie nur unter hohem Aufwand in die Reaktionsappara-
tur zu Gberfihren.

Das 'H-NMR-Spektrum des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
sdure-tert-butylesters (28) wird vor allem durch das breite Signal des pyrrolischen Wasser-
stoffs bei 8.7 ppm sowie das Signal des Protons an Position C(5) bei 6.6 ppm charakteri-
siert. Letzteres wird durch die *J-Kopplung mit dem Pyrrol-Proton zu einem Dublett auf-
gespalten, dessen Kopplungskonstante 2.8 Hz betrdagt. Die entsprechende Aufspaltung
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des NH-Signals ist aufgrund seiner starken Verbreiterung nicht erkennbar. Daneben sind
die zwei Singulett-Signale der Ester sowie die jeweils zu einem Triplett aufgespaltenen
Signale der zueinander benachbarten Methylengruppen der Propionsdureester-Seitenket-
te zu erkennen (Abb. 48).
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Abb. 48: 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsau-
re-tert-butylesters (28) in CDCl;. *: Losemittelrest.

4.1.3 Synthese des B-Rings (32)

Um den B-Ring (32) im Rahmen einer Thio-Wittig-Reaktion mit dem A-Ring (18) kuppeln
zu kénnen, muss die Vorstufe des B- und C-Rings 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-
1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester (28) in ein Ylid tGberfihrt werden. Dazu wird (28)
mit Glyoxylsdurebenzylester (30) zu einem Hydroxymethylderivat (31) umgesetzt, in das
im Folgeschritt die Triphenylphosphingruppe eingefiihrt wird.

4.1.3.1 Darstellung des Glyoxylsaurebenzylesters (30)

Durch direkte Veresterung der D-(-)-Weinsdure mit Benzylalkohol ldsst sich der D-(-)-
Weinsduredibenzylester (29) synthetisieren. Da die Sdure infolge ihrer geringen Carbo-
nylaktivitdt nur langsam mit dem Alkohol reagiert, wird die starke Saure 4-Toluensulfon-
sdure-Monohydrat zugesetzt, welche die Carboxylgruppen der D-(-)-Weinsdure proto-
niert. Dadurch wird die Aciditat des Carbonylkohlenstoffs erhoht und so der nucleophile
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Angriff des Benzylalkohols beschleunigt. Das Gleichgewicht der Reaktion wird durch ei-
nen dreifachen Uberschuss des eingesetzten Benzylalkohols und durch das Abdestillie-
ren des entstehenden Wassers auf die Produktseite verschoben (Abb. 49).
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Abb. 49: Synthese des Weinsduredibenzylesters (29) und seine anschlieBende Spaltung durch Period-
sdure zu Glyoxylsdurebenzylester (30).

Durch die Umsetzung des Weinsduredibenzylesters (29) mit Periodsdure unter den
Bedingungen einer Glykolspaltung bildet sich unter Freisetzung von Wasser intermediar
ein Finfring, welcher aus den zwei die Hydroxygruppen tragenden Kohlenstoffatomen,
den beiden Hydroxy-Sauerstoffatomen und dem lodatom besteht. Die Spaltung der Bin-
dung zwischen den vormaligen Hydroxygruppen des Weinsauredibenzylesters (29) er-
moglicht ihre Uberfiihrung in Carbonylgruppen. Dabei werden zwei Molekiile Glyoxyl-
saurebenzylester (30) freigesetzt, gleichzeitig fallt das vom siebenwertigen zum fiinfwer-
tigen Zustand reduzierte lod in Form von lodsdure aus (Abb. 49).

4.1.3.2  Darstellung des Ylids (32)

Da im Verlauf der Thio-Wittig-Reaktion, die zur Ausbildung der olefinischen Bindung zwi-
schen A- (18) und B-Ring (32) fihrt, das Ylid (32) in seiner zwitterionischen Form mit
dem partiell negativ geladenen Kohlenstoffatom die Thiocarbonylgruppe des A-Rings
(18) angreift (Abb. 63), ist es notwendig, dass ein Substituent dieses Kohlenstoffatoms
dessen negative Ladung stabilisiert. Dieser Zweck lielle sich durch den mesomeren Ef-
fekt der Carboxylgruppe der Glyoxylsaure erfiillen. Da jedoch das Ylid (32) hydrolyse-
empfindlich ist, muss die Carboxylgruppe als Benzylester geschiitzt werden. Die Schutz-
gruppe bietet den zusatzlichen Vorteil, dass sie sich selektiv unter Erhalt der Methylester-
und tert-Butylesterfunktion des Dipyrrinons (50) durch palladiumkatalysierte Hydrierung
wieder entfernen ldsst (Abb. 66).
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Die Lewis-Sdure Zinkchlorid katalysiert die elektrophile aromatische Substitutionsre-
aktion zwischen der Vorstufe (28) des B- und C-Rings und dem Glyoxylsdurebenzylester
(30), indem sie die elektrophile Aktivitit des Aldehyds (30) erh6ht. Hierdurch wird in der
Folge der elektrophile Angriff an die Position C(5) des Pyrrols (28) und die Bildung des
3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propi-
onsdauremethylesters (31) ermdglicht (Abb. 50).
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Abb. 50: Umsetzung des Glyoxylsdurebenzylesters (30) mit der Vorstufe (28) des B- und C-Rings zu
3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsau-
remethylester (31).

Charakteristisch fiir das "H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts (31) sind die Signa-
le der Wasserstoffatome des Phenylrests. Dabei zeigen die ortho-standigen Protonen
zwischen 7.18 und 7.21 ppm und die meta- sowie para-stindigen Protonen zwischen
7.29 und 7.35 ppm ein Multiplettsignal. Daneben resultieren fiir die Wasserstoffatome
der CH,-Benzylgruppe zwei Dublettsignale bei 5.14 und 5.22 ppm aus dem vorliegen-
den AB-System. Ein weiterer Nachweis flir den erfolgreichen Verlauf der Umsetzung ist
sowohl das Signal des Protons an Position C(5') bei 5.3 ppm als auch das breite Signal
der geminalen Hydroxygruppe bei 3.5 ppm (Abb. 51).
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Abb. 51: 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-
(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsduremethylester (31) in CDCl,.

Die Substitution der Hydroxygruppe des Reaktionsprodukts (31) gegen eine an Posi-
tion C(5') doppelt gebundene Triphenylphosphingruppe vollzieht sich in zwei Schritten
(Abb. 52). Im ersten Schritt erfolgt die Bildung eines Komplexes aus Dimethylsulfid und
NCS sowie dessen Umsetzung mit (31). Dabei greift der Hydroxy-Sauerstoff das positi-
vierte Schwefelatom des Komplexes an. Unter gleichzeitiger Freisetzung von DMSO
folgt ein nucleophiler Angriff des Chlorid-lons an Position C(5'). Im zweiten Schritt wird
das gebildete Alkylhalogenid im Rahmen einer nucleophilen Substitution mit Triphenyl-
phosphin zum Triphenylphosphoniumsalz umgesetzt, aus dem durch Reaktion mit der
Base Natriumhydrogencarbonat der B-Ring Benzyloxycarbonyl-|5-tert-butoxycarbonyl-4-
(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid (32) frei-
gesetzt wird.
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Abb. 52: Synthese des B-Rings Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-
methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid (32).

Charakterisiert wird das "H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts (32) dadurch, dass,
verglichen mit dem Spektrum des Edukts (31) (Abb. 51), sowohl das Signal des Wasser-
stoffatoms an Position C(5') als auch das Signal der Hydroxygruppe nicht mehr vorhan-
den ist und sich gleichzeitig eine deutliche VergréRerung des Integrals der phenylischen
Protonen detektieren lasst.

4.1.4 Synthese des C-Rings (33)

Zur Ermoglichung der Verkniipfung mit den D-Ring-Derivaten (36), (37), (40), (41), (48)
und (49) wird der 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-bu-
tylester (28) an seiner freien Position C(5) durch eine Formylgruppe substituiert. Ihr Koh-
lenstoffatom bildet nach der Kupplungsreaktion die beide Ringe miteinander verbinden-
de Methinbriicke. Da es sich bei dem Pyrrol (28) um ein aromatisches System und somit
um einen reaktiven Heteroaromaten handelt, folgt die Funktionalisierung dem Mechanis-
mus der Vilsmeyer-Reaktion.'* In ihrem Verlauf dient eine Losung aus DMF und Phos-
phoroxytrichlorid als Formylierungsreagenz. Dabei reagieren beide Komponenten mitein-
ander zu einem Iminiumsalz, das aufgrund seiner Elektrophilie unter formaler Freisetzung
von Chlorwasserstoff eine Substitutionsreaktion mit dem Pyrrol (28) eingeht. Danach er-
folgt die Hydrolyse zum C-Ring 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-
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2-carbonsdure-tert-butylester (33) (Abb. 53), dessen Ausbeute beziiglich des Edukts (28)
68 % betragt und sich nicht auf die in der Literatur?® angegebenen Werte erhohen lasst.
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Abb. 53: Synthese des substituierten C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-
2-carbonsaure-tert-butylester (33) durch Vilsmeyer-Formylierung.

Verglichen mit dem 'H-NMR-Spektrum (Abb. 48) der Ausgangsverbindung 3-(2-Me-
thoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester (28) ist fiir das Spek-
trum des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-
tert-butylester (33) einerseits das Singulett-Signal des aldehydischen Protons bei 9.7 ppm
sowie andererseits das Fehlen des Dublett-Signals des Protons CH-5 charakteristisch
(Abb. 54).
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Abb. 54: 500-MHz-"H-NMR-Spektrum des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (33) in CDCl,. *: Verunreinigungen.

4.1.5 Synthese der D-Ringe

Wie bereits erwdhnt, besteht ein Ziel der vorliegenden Arbeit in der Aufklarung der Inter-
aktionen zwischen dem photoisomerisierbaren D-Ring des Chromophors und der Prote-
inumgebung. Durch Synthese einer Bibliothek von Derivaten des im natirlichen Chro-
mophor PCB (2) vohandenen D-Rings lassen sich in der Folge Chromophorderivate so-
wohl unterschiedlicher geometrischer als auch chemischer Information darstellen.

C N (0) S
Elektronenkonfiguration [He]2s2p®  [He|2s’2p®  [He]2s?2p*  [Ne]3s’3p*
Io Einfachbindung [pm] 77 70 66 104
I Einfachbindung zu C [pm] 154 147 143 182
Elektronegativitat nach Pauling 2.55 3.04 3.44 2.58
Tab. 2: Ausgewdbhlte Eigenschaften des Kohlenstoffs, Stickstoffs, Sauerstoffs und Schwefels nach Ems-

147

ley.

Hierzu erfolgt die formale Substitution der NH-Gruppe des D-Rings der natiirlichen
Chromophore P®B (1) und PCB (2) durch die Heteroatome Sauerstoff und Schwefel so-
wie durch eine Methylengruppe, wodurch sich aufgrund der unterschiedlichen Bindungs-
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langen zu den Kohlenstoffatomen (Tab. 2) die Grolle der Ringstruktur dndert. Des Weite-
ren lasst sich mittels Substitution der NH-Gruppe durch Sauerstoff oder Schwefel die po-
lare Wechselwirkung zwischen Proton und Proteinumgebung gezielt beeinflussen. Um
die Bedeutung der Ethylgruppe des PCBs (2) an Position C(18) fiir die Stabilisierung des
P- bzw. P,-Zustands zu ermitteln, werden parallel zu den beschriebenen D-Ringen Deri-
vate synthetisiert, in denen die Ethylgruppe durch den sterisch weniger anspruchsvollen
Methylrest substituiert ist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht nicht darin, eine gemeinsame Vorstufe zu
synthetisieren, aus der sich in der Folge alle drei bzw. sechs Derivate des D-Rings darstel-
len lassen. Deshalb wird nach drei moglichst kurzen Syntheserouten zur Darstellung der
Furanone (36) und (37), Thiophenone (40) und (41) sowie Cyclopentenone (48) und
(49) gesucht. In ihrem Verlauf soll durch Variation nur eines Substrats entweder die Ethyl-
oder die Methylgruppe an Position C(18) eingebracht werden kénnen.

4.1.5.1 Darstellung der D-Ringe mit Furanonstruktur (36) und (37)

Bei den einfachsten Vertretern der darzustellenden Derivate des D-Rings des natiirlichen
Chromophors PCB (2) handelt es sich um die Molekile 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon
(36) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon (37). Da der Kovalenzradius der Sauerstoff-Kohlen-
stoff-Bindung um nur 4 pm kleiner ist als der Kovalenzradius der Stickstoff-Kohlenstoff-
Bindung (Tab. 2), ist der sterische Anspruch des Ringgeriists der Furanone (36) und (37)
vergleichbar mit dem Ringgeriist der analogen Pyrrolonverbindungen. Entscheidend ist,
dass das Sauerstoffatom nur zwei kovalente Bindungen zu den benachbarten Kohlen-
stoffatomen ausbilden kann und so lber zwei freie Elektronenpaare verfligt, wahrend
das Stickstoffatom neben den zwei kovalenten Bindungen zu den benachbarten Kohlen-
stoffen eine kovalente Bindung zu einem Wasserstoffatom ausbildet. Hierdurch besitzt
letzteres eine positive Polaritdt, mit der es mit der Proteinumgebung in Wechselwirkung
tritt. Dahingegen ist das ringstandige Sauerstoffatom der Furanone (36) und (37) ein ne-
gativer Ladungsschwerpunkt, wodurch sich die Polaritit der Wechselwirkung mit der
Proteinumgebung umkehrt, sofern Chromophor und Protein iberhaupt noch miteinan-
der wechselwirken.

D,L-2-Brombutansdureethylester und D,L-2-Brompropionsdureethylester werden im
Rahmen einer Reformatsky-Reaktion mit Acetonylacetat zu B-Hydroxycarbonsdureestern
umgesetzt. Dabei bilden sich intermediar durch Reaktion der a-halogenierten Ester mit
metallischem und durch lodzugabe aktiviertem Zink die Grignard-artigen zinkorgani-
schen Verbindungen. Da sie eine deutlich geringere Reaktivitdt aufweisen als die analo-
gen Magnesiumverbindungen, reagieren sie nicht mit der reaktionstragen Estercarbonyl-
gruppe, sondern selektiv mit der Ketocarbonylgruppe des Acetonylacetats. Saure Hydro-
lyse tberfiihrt die zinkorganischen Verbindungen in die analogen Alkohole, die nicht di-
rekt zu den o,B-ungesattigten Carbonylverbindungen eliminieren, sondern zu 3-Acetoxy-
2-ethyl-3-methylbutyrolacton (34) und 3-Acetoxy-3,3-dimethylbutyrolacton (35) reagie-
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ren. Im Verlauf dieser Umsetzung erfolgt durch einen intramolekularen nucleophilen An-
griff des Hydroxy-Sauerstoffatoms an die Acetoxy-Funktion die Ausbildung eines Acetals,
das die Struktur eines Flinfrings besitzt und sich aufgrund der sauren Bedingungen unter
formalem Austausch der Acetoxy- und Hydroxyfunktion wieder 6ffnet. Nucleophiler An-
griff des Hydroxy-Sauerstoffs an die Carbonylgruppe des Ethylesters fiihrt unter Freiset-
zung von Ethanol zu den cyclischen Zwischenprodukten (34) und (35) (Abb. 55). Die al-
ternative Bildung eines Acetals durch Angriff des Hydroxy-Sauerstoffatoms an die Ethyl-
ester-Funktion ist aufgrund der intermedidren Bildung eines Vierrings energetisch nicht
beglinstigt.
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Abb. 55: Synthese der D-Ring-Vorstufen 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolacton (34) und 3-Acetoxy-
3,3-dimethylbutyrolacton (35).

Im Widerspruch zu den Literaturangaben'' lassen sich die Alkohole 2-Ethyl-3-hydroxy-
4-methylbutyrolacton und 3-Hydroxy-3,4-dimethylbutyrolacton nicht als Produkte der Re-
formatsky-Reaktion isolieren. Vielmehr weisen die aufgenommenen NMR- und IR-Spek-
tren auf das Vorliegen von Diastereoisomerengemischen des 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methyl-
butyrolactons (34) bzw. 3-Acetoxy-3,3-dimethylbutyrolactons (35) hin. lhre Umsetzung
zu den o,B-ungesattigten D-Ringen (36) und (37) folgt dem Mechanismus einer E1-Reak-
tion analog der sauren Dehydratisierung tertidarer Alkohole. In ihrem Verlauf wird das car-
bonylische Sauerstoffatom der Acetoxyfunktion unter Einsatz der starken Sdure 4-Toluen-
sulfonsdure-Monohydrat protoniert, danach erfolgt die Ausbildung der olefinischen Bin-
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dung unter Freisetzung von Essigsdure (Abb. 56), deren Geruch ein weiterer Hinweis da-
rauf ist, dass es sich bei den Edukten (34) und (35) nicht um tertidre Alkohole handelt.
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Abb. 56: Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon
(37) durch Eliminierung der Acetoxyfunktion.

Aus der durch die Olefinierung verursachten Eliminierung der zwei benachbarten Chi-
ralititszentren resultieren die Gbersichtlichen '"H-NMR-Spektren der Furanone (36) und
(37) (Abb. 57). Sie werden charakterisiert durch das Signal der Methylengruppe an Positi-
on C(5) bei 4.6 ppm, dessen Tieffeldverschiebung von der entschirmenden Wirkung der
benachbarten Lactonfunktion herriihrt. Weiterhin deuten die Tieffeldverschiebungen der
Signale der Gruppen CH,-3" und CH,-4" in (36) sowie der Gruppen CH,-3" und CH,-4' in
(37) auf das Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen C(3)
und C(4) hin.

(36) 2 TIegx 238
J“L CH5 CHy3' |, CHy4'  CH432 m
Il
L L L
g g & 5
\ ‘ \ \ ‘ \ \
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(37) O WO — MO WOr-N®MOW©
gEER 23 ERRERE
qu CHy'5 CHs4' | | CHs3'
L e
8 s 8
\ ‘ \ \ \ ‘ \
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Abb. 57: 250-MHz-"H-NMR-Spektren des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanons (36) (oben) und 3,4-Dime-
thyl-2-(5H)-furanons (37) (unten) in CDCl,.
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Aufgrund der groBeren Elektronegativitat des Sauerstoffs im Vergleich zum Stickstoff
(Tab. 2) ist zu erwarten, dass sich die benachbarte Methylengruppe unter den Bedingun-
gen einer Knoevenagel-Reaktion leichter als die der vergleichbaren Azaverbindung de-
protonieren und mit dem C-Ring (33) kuppeln lasst. Aus diesem Grund besteht keine
Notwendigkeit, die Position C(5) der Furanone (36) und (37) weiter zu funktionalisieren.

4.1.5.2  Darstellung der D-Ringe mit Thiophenonstruktur (40) und (41)

Bei den Molekiilen 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thio-
phenon (41) handelt es sich um die Schwefelhomologen der Furanone (36) und (37). Da
der Kovalenzradius der Schwefel-Kohlenstoff-Bindung um 39 bzw. 35 pm groRBer ist als
der der Sauerstoff-Kohlenstoff-Bindung bzw. der im nativen System vorhandenen Stick-
stoff-Kohlenstoff-Bindung (Tab. 2), wird hierdurch eine Aufweitung des D-Rings bewirkt,
die zu einem hoheren sterischen Anspruch fiihrt. Ebenso wie das Sauerstoffatom bildet
das Schwefelatom nur zwei kovalente Bindungen zu den benachbarten Kohlenstoffato-
men aus und verfligt Giber zwei freie Elektronenpaare. Da es im Gegensatz zum Sauer-
stoff zusatzlich Giber ein 3s-Orbital und 3p-Orbitale verfiigt, erfolgt eine starkere Abschir-
mung seiner Kernladung, woraus seine geringere Elektronegativitit resultiert (Tab. 2).
Dieser Effekt und das groRere Volumen seiner Orbitale tragen dazu bei, dass das Schwe-
felatom innerhalb der D-Ringe (40) und (41) keinen ausgepragten negativen Ladungs-
schwerpunkt erzeugt.
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Abb. 58: Darstellung der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thio-
phenon (41). Abgebildet sind ausschlieBlich die Reaktionen, die auf der Lithiierung der Positi-
on C(5) des Edukts 3-Methylthiophen beruhen.

Im Verlauf der Reaktion zwischen 3-Methylthiophen und n-Butyllithium dirigiert das
Schwefelatom das Lithiumatom in die beiden moglichen ortho-standigen Positionen C(2)
und C(5). Die dabei gebildeten lithiumorganischen Verbindungen verfligen Gber stark
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polare Kohlenstoff-Metall-Bindungen. Dabei tragen die Kohlenstoffatome eine negative
Partialladung, wodurch sie zu starken Basen bzw. starken Nucleophilen werden. Diese
Eigenschaft ermdglicht eine leichte Reaktion mit elektrophilen Reagenzien unter Substi-
tution der Lithiumatome. Durch den elektrophilen Angriff der Lewissdure Borsauretrime-
thylester an die negativ polarisierten Kohlenstoffatome erfolgt die Transmetallierung der
lithiumorganischen Verbindungen zu den Arylboronsaureestern. Der nucleophile Angriff
von Peroxid-Anionen sowie die sich daran anschlieRende 1,2-Wanderung des Thiophen-
Rests vom Boratom an das vicinale Sauerstoffatom fiihrt zu den analogen Arylborsaure-
estern. Aus ihrer Hydrolyse resultiert ein Gemisch der Regioisomeren 3-Methyl-2-(5H)-
thiophenon (38) und 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39), welche in einem Stoffmengenver-
haltnis von 2:7 entstehen. Grund fiir die bevorzugte Bildung des Regioisomeren (39) ist
die sterische Behinderung der Lithiierung durch die Methylgruppe CH,-3' des Edukts
3-Methylthiophen. Anschliefend erfolgt im Rahmen einer Substitutionsreaktion nach
Markownikoff die elektrophile Alkylierung des 4-Methyl-2-(5H)-thiophenons (39) mit
Ethyl- bzw. Methyliodid, wobei die C-Alkylierungsprodukte 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thio-
phenon (40) bzw. 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (41) gebildet werden. Bei ihnen han-
delt es sich um Derivate des natiirlichen D-Rings (Abb. 58).
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Abb. 59: 400-MHz-"H-NMR-Spektren des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenons (40) (oben) und 3,4-Di-
methyl-2-(5H)-thiophenons (41) (unten) in CDCI,. *: Verunreinigungen.

Wie die 'H-NMR-Spektren der Furanone (36) und (37) (Abb. 57) werden auch die
Spektren der Reaktionsprodukte (40) und (41) (Abb. 59) durch das tieffeldverschobene
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Signal der Methylengruppe CH,-5 charakterisiert. Da Schwefel eine geringere Elektrone-
gativitat als Sauerstoff besitzt, bewirkt die Thiolactonfunktion der D-Ringe (40) und (41)
eine geringere Entschirmung als die Lactonfunktion. Aus diesem Grund ist das Signal der
Methylengruppe an Position C(5) bei 3.8 ppm und nicht, wie bei den Furanonen (36)
und (37), bei 4.6 ppm detektierbar. Die Signale der Gruppen CH,-3' und CH,-4' in (40)
sowie der Gruppen CH,-3" und CH,-4" in (41) zeigen eine Tieffeldverschiebung analog
den dquivalenten Gruppen der Furanone (36) und (37), die als Nachweis der Doppelbin-
dung zwischen den Kohlenstoffatomen C(3) und C(4) dient.

Auch wenn das Schwefelatom nur eine unwesentlich héhere Elektronegativitat besitzt
als Kohlenstoff (Tab. 2), ist davon auszugehen, dass sich die Reaktionsprodukte (40) und
(41) wie die Furanone (36) und (37) ohne weitere Aktivierung regioselektiv im Rahmen
einer Knoevenagel-Reaktion mit dem C-Ring (33) kuppeln lassen. Da das Schwefelatom
die zur Carbonylgruppe o-standige Position blockiert, besitzen die Protonen der Methy-
lengruppe CH,-5 aufgrund ihrer Nachbarschaft zum Schwefel und ihrer Konjugation mit
zwei weiteren T-Elektronenpaaren die grofSte Aciditat.

4.1.5.3  Darstellung der D-Ringe mit Cyclopentenonstruktur (48) und (49)

In den als Phosphonsadurediethylester vorliegenden Cyclopentenonen (48) und (49) ist
die Azafunktion des nativen D-Rings durch Methylengruppen substituiert. Da der Kova-
lenzradius der C-C-Einfachbindung um 7 pm grol3er ist als der Kovalenzradius der C-N-
Einfachbindung (Tab. 2), erfolgt eine geringe Aufweitung des D-Rings. Von groflerer Be-
deutung ist allerdings, dass die Methylengruppe sowohl oberhalb als auch unterhalb der
Ringebene iiber jeweils eine CH-Bindung mit einem Kovalenzradius von 109.3 pm'* ver-
fligt. Diese vergroRern den sterischen Anspruch der Cyclopentenone (48) und (49) im
Vergleich zum nativen D-Ring. Die Polarititen der CH-Bindung entsprechen der der NH-
Bindung. Dabei bildet das Kohlenstoffatom den negativen Ladungsschwerpunkt, wah-
rend die Wasserstoffatome positive Partialladungen tragen. Da jedoch die Differenz der
Elektronegativitaten nur 0.35 betrdgt, ist die Polaritat dieser Bindung nicht anndhernd so
ausgeprdgt wie die der NH-Bindung.

Einwirken der Base Kaliumhydroxid auf Butyrylessigsaureethylester bzw. 3-Oxopentan-
sdauremethylester bewirkt die Deprotonierung der zu den beiden Oxofunktionen o-stan-
digen Methylengruppe an Position C(2). Die gebildeten sekundaren Carbanionen greifen
bevorzugt die Aldehydfunktion des zugegebenen Methylglyoxals nucleophil an. Vergli-
chen mit der Ketofunktion besitzt diese aufgrund fehlender Maoglichkeit zur Stabilisie-
rung der positiven Partialladung eine hohere Reaktivitat. Unter Abspaltung des einfachen
Ethyl- bzw. Methylesters der Kohlensdure, die unter den gegeben basischen Bedingun-
gen nicht zu Kohlendioxid und Ethanol bzw. Methanol decarboxylieren, werden die
Molekile 3-Hydroxyoctan-2,5-dion (42) bzw. 3-Hydroxyheptan-2,5-dion (43) gebildet
(Abb. 60). Diese lassen sich im Rahmen einer basenkatalysierten intramolekularen Aldol-
kondensation cyclisieren. Dabei abstrahiert die Base Kaliumcarbonat ein acides Proton
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der Methylengruppe CH,-6, wobei ein sekundares Carbanion gebildet wird, das im Fol-
geschritt die Carbonylgruppe an Position C(2) unter Ausbildung der Fiinfringe nucleophil
angreift. Die mogliche Konkurrenzreaktion der Deprotonierung des Methylrests CH,-1
und seine anschliefende Reaktion mit der Carbonylgruppe an Position C(5) findet nicht
statt, da das dabei intermediar gebildete primare Carbanion eine geringere Stabilitdt be-
sdle als ein sekunddres Carbanion.
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Abb. 60: Synthese der cyclischen Verbindungen 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enon (44) und
4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon (45).

Dem Mechanismus einer E1-Reaktion folgend, lassen sich die Fiinfringe durch saure
Dehydratisierung selektiv zu den o,B-ungesattigten Verbindungen 2-Ethyl-4-hydroxy-3-
methyl-cyclopent-2-enon (44) und 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon (45) umset-
zen. Dabei erfolgt ausschliellich die Protonierung der tertiaren Hydroxyfunktion durch
Salzsdure. Die anschlieBende Eliminierung von Wasser fiihrt zur Bildung eines tertidren
Carbeniumions. Da dieses eine groRere Stabilitdt besitzt als ein sekundares Carbenium-
ion, findet an der sekundadren Alkoholfunktion keine Abspaltung von Wasser statt. Die
anschliefende Ausbildung der olefinischen Bindung erfolgt unter Freisetzung des zum
Carbeniumion a-standigen Protons (Abb. 60).

Die Alkohole 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enon (44) und 4-Hydroxy-2,3-di-
methyl-cyclopent-2-enon (45) lassen sich durch Thionylchlorid in die analogen Halogeni-
de Uberfiihren. Dabei entstehen im ersten Schritt unter Emission von Chlorwasserstoff
intermedidr die Schwefligsdaureester. Intramolekulare nucleophile Substitution der Ester-
funktion am elektrophilen Kohlenstoffatom durch ein Chloridion fiihrt unter Entweichen
von Schwefeldioxid und Retention der Konfiguration zu den entsprechenden Chloriden
(46) und (47) (Abb. 61). Ein Amin, z. B. Pyridin, das zur Neutralisierung des freigesetzten
Chlorwasserstoffs dient, wird nicht eingesetzt. In seiner Gegenwart griffe ein Chloridion
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die Schwefligsduereester in einer Sy 2-Reaktion an, wobei (46) und (47) unter Inversion
der Konfiguration entstiinden."”® Da die absolute Konfiguration des Kohlenstoffatoms
C(1) in 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enon (46) und 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclo-
pent-2-enon (47) flir die Folgereaktionen unbedeutend ist, sind die stereochemischen
Gesichtspunkte vernachlassigbar.

Die Chloride (46) und (47) lassen sich im Verlauf einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion
mit Phosphonsduretriethylester umsetzen. Bei dieser Reaktion, der Alkylierung von Estern
dreiwertiger Phosphorsauren,'* addieren die Chloride (46) und (47) elektrophil an das -
um das Entstehen eines Produktgemisches zu vermeiden'*® - dquimolar eingesetzte
Phosphit unter intermedidrer Bildung von Phosphoniumsalzen.' Letztere werden ther-

149159 wodurch sie unter Abspaltung leicht fliichtigen

mischer Zersetzung unterworfen,
Chlorethans zu den D-Ringen (2-Ethyl-3-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsiuredi-
ethylester (48) sowie (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsiurediethylester (49)

reagieren (Abb. 61).

P(OEt)3
(44): R = C,Hs (46): R = CoHs
(45): R = CHj (47): R = CHj,

\/O\®
— of
(b
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Abb. 61: Darstellung der D-Ringe (2-Ethyl-3-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsdurediethylester
(48) und (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsdurediethylester (49).

Die 'H-NMR-Spektren der Phosphonate (48) und (49) werden charakterisiert durch
die groen Kopplungskonstanten zwischen dem Phosphoratom und den Protonen be-
nachbarter Kohlenstoffatome. Im Fall des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphon-
sdaurediethylesters (49) betragen sie fir das Proton an Position C(1) 16.5 Hz und fiir die
Methylenprotonen der Ethoxygruppe 15.7 Hz, womit sie in etwa den Literaturwerten

entsprechen."’

Aufgrund des Chiralitatszentrums an Position C(1) werden die Molekiile
(48) und (49) von keiner Symmetrieebene geschnitten, wodurch die an das Phosphor-
atom gebundenen Ethoxygruppen nicht dquivalent sind, sondern unterschiedliche chemi-

sche Umgebungen besitzen. Aus diesem Grund lassen sich fiir die Methylreste der Etho-
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xygruppen zwei Triplett-Signale bei 1.22 und 1.27 ppm und fiir die Methylenprotonen
ein Multiplett zwischen 3.97 und 4.13 ppm detektieren. Ist im 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-
cyclopent-2-enon (46) und 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon (47) das Signal des
Wasserstoffatoms an Position C(4) aufgrund geminaler Kopplung mit dem Chloratom bei
4.8 ppm detektierbar, so tritt es in den Phosphonaten (48) und (49), in dem es sich no-
menklaturbedingt an Position C(1) befindet, bei 3.1 ppm auf (Abb. 62).
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Abb. 62: 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsiurediethyl-
esters (49) in CDCl,. *: Verunreinigungen. Das Multiplett zwischen 3.97 und 4.13 ppm ist zu-
satzlich vergrolRert wiedergegeben.

Wie bereits erwdhnt, ermdoglicht erst die Funktionalisierung der Cyclopentenone zu
Phosphonaten die gezielte, regioselektive Kupplung der Position C(1) mit dem C-Ring
(33) im Rahmen einer Horner-Emmons-Reaktion unter Ausbildung einer olefinischen Bin-
dung.'*
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4.2 Darstellung der Dimeren

4.2.1 Synthese des AB-Bausteins (51)

4.2.1.1 Darstellung des AB-Benzylesters (50)

Aufgrund seines Substitutionsmusters ldsst sich der A-Ring (18) mit dem B-Ring (32) nicht
wie die D-Ringe (36), (37), (40) und (41) mit dem C-Ring (33) durch eine Knoevenagel-
Reaktion verkniipfen. Da sich im A-Ring (18) drei exocyclische Doppelbindungen befin-
den, besteht aufgrund fehlender Konjugation der m-Elektronenpaare nicht die Mdoglich-
keit, die im Rahmen einer Knoevenagel-Reaktion intermediar auftretende negative La-
dung durch Delokalisierung zu stabilisieren. Deshalb wird zur Kupplung der Ringe A (18)
und B (32) auf den alternativen Verkniipfungsmechanismus der Thio-Wittig-Reaktion zu-
rickgegriffen. Der Austausch der Carbonylgruppe an Position C(2) des A-Rings (18) ge-
gen eine Thiocarbonylgruppe ermdéglicht eine regioselektive Bindungsbildung mit dem
B-Ring (32). Wahrend das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe aufgrund seiner Nach-
barschaft zum elektronenliefernden Stickstoffatom (iber eine verminderte Elektrophilie
verfiigt, bewirkt das Schwefelatom des Thiosuccinimids die erforderliche Reaktivitat ge-
geniiber dem Ylid (32)."”® Ein unterstiitzender Effekt dabei ist die Konjugation der Thio-
carbonyl-Doppelbindung mit der Ethyliden-Gruppe, die eine weitere Absenkung der Akti-
vierungsenergie bewirkt.

BnO

(18)

(50)

Abb. 63: Synthese des Dipyrrinons 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dime-
thyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methylester (50) durch eine Thio-Wittig-
Reaktion.
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Die Ausbildung der olefinischen Bindung zwischen dem Ring A (18) und dem Ring B
(32) erfolgt im ersten Schritt durch nucleophilen Angriff des negativ polarisierten Kohlen-
stoffatoms des Ylids (32) an die Thiocarbonylgruppe. Im Anschluss bildet sich ein Betain,
welches zur cyclischen Zwischenstufe, einem Thiaphosphetan, weiterreagiert. Letzteres
wird unter Freisetzung von Triphenylphosphinsulfid zum 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-
butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsau-
re-methylester (50) umgesetzt (Abb. 63)."*® Dabei ist die hohe Bildungsenthalpie der
Phosphor-Schwefel-Doppelbindung die Triebkraft der Reaktion.

Neben Triphenylphosphinsulfid sowie geringen Mengen nicht umgesetzten A- (18)
und B-Rings (32) ldsst sich durch sdulenchromatographische Aufreinigung des Rohpro-
dukts ausschlielich das Dipyrrinon (50) in reproduzierbaren Ausbeuten zwischen 65
und 82 % isolieren. Es findet sich kein Nachweis dafiir, dass die Wittig-Reaktion zwi-
schen dem Ylid (32) und der Carbonylgruppe des A-Rings (18) stattgefunden hat.
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Abb. 64: Ausschnitte aus dem 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxy-
carbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methyl-
esters (50) in CDCl;. Linkerhand sind die Signale des Lactamwasserstoffs, rechterhand die des
Pyrrolwasserstoffs abgebildet.

Gekennzeichnet wird das '"H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts (50) durch die
breiten Signale des Pyrrolwasserstoffs bei 8.6 und 8.7 ppm und des Lactamwasserstoffs
bei 10.7 und 10.8 ppm, die anndhernd identische Integrale von jeweils 0.5 Protonen be-
sitzen (Abb. 64). Daneben zeigt das Ethylidenproton CH-3' bei 5.0 ppm ein Multiplett-
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Signal, das vermutlich durch Through-Space-Kopplung zur Methylgruppe CH.-7' verur-
sacht wird. Der vicinale Methylrest an Position C(3?) ergibt bei 1.7 ppm ein zum Dublett
aufgespaltenes Signal.

Das schon von Lindner’' beschriebene Aufspaltungsmuster der NH-Signale deutet auf
in anndhernd dquimolarem Verhdltnis vorliegende Rotationsisomere des Dipyrrinons
(50) hin, das beziiglich seiner C(4)-C(5)-Doppelbindung Z-Konfiguration besitzt. Durch
die Rotation der Benzylesterfunktion um die C(5)-C(5')-Einfachbindung erfolgt sowohl
ein Bruch als auch die Neukniipfung jeweils zweier Wasserstoffbriicken unterschiedli-
cher Starke, welche die Signalaufspaltung verursachen (Abb. 65). Da jedes NH-Proton
auf diese Weise in zwei unterschiedlichen chemischen Zustinden vorliegt, resultieren
hieraus die vier im '"H-NMR-Spektrum sichtbaren Signale (Abb. 64).

CO,Me

Abb. 65: Rotamere des bezlglich der C(4)-C(5)-Doppelbindung in Z-Konfiguration vorliegenden Dipyr-
rinons (50). Die gestrichelten Linien symbolisieren Wasserstoffbriickenbindungen.

Die ebenfalls von Lindner beobachteten, aus der Uberlagerung jeweils zweier Dub-
letts bestehenden Signale der Methylgruppen CH,-2' und -3°, welche aus der Torsion der
beide Ringe verbriickenden Methingruppe resultieren sollen, lassen sich unter den gege-
benen Bedingungen jedoch nicht nachweisen. Daraus folgt, dass die Benzylestergruppe
ohne intramolekulare sterische Hinderung um die C(5)-C(5')-Einfachbindung rotieren
kann.

4.2.1.2  Darstellung der AB-Saure (51)

Die den Briickenkohlenstoff C(5) des 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-
dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methylesters  (50)
schiitzende Benzylesterfunktion wird in die korrespondierende freie Saure tberfihrt,
welche sich in einem folgenden Syntheseschritt durch Decarboxylierung beseitigen lasst.
Da im Edukt (50) neben dem Benzylester an Position C(8%) ein Methylester und an Positi-
on C(9) ein tert-Butylester vorliegen, wird es einer palladiumkatalysierten Hydrierung bei
Normaldruck und Raumtemperatur unterzogen (Abb. 66). Unter diesen Bedingungen
lassen sich Benzylester selektiv unter Erhalt anderer Esterfunktionen abspalten. Ebenso
erlaubt diese Methode den weitgehenden Schutz der Ethylidendoppelbindung, welche
zur spateren Ausbildung der kovalenten Bindung zum Protein notwendig ist.
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(50) (51)

Abb. 66: Synthese des AB-Dimers 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-me-
thoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (51) durch hydrogenolytische Spal-
tung des Benzylesters (50).

Die 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-
ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) lasst sich in reproduzierbaren Ausbeuten
von 71-75 % beziiglich des umgesetzten Benzylesters (50) gewinnen. Voraussetzung
hierfiir ist eine sehr sorgfaltige chromatographische Aufreinigung des Edukts (50). Haufig
bei dieser Umsetzung auftretende Probleme wie z. B. sehr geringe Reaktionsgeschwin-
digkeiten und Produktausbeuten werden durch die Anwesenheit schon geringer Spuren
des A-Rings (18) verursacht. Durch seine Thiocarbonylgruppe besitzt er die Eigenschaft,
den Hydrierungskatalysator weitgehend zu deaktivieren bzw. vollstindig zu vergiften.

Der Verlauf der Hydrierung ist per Diinnschichtchromatographie leicht beobachtbar,
da die freie Sauregruppe des Produkts (51) dessen Polaritit so stark erhoht, dass es sich
im Gegensatz zum Edukt (50) auf Kieselgel nicht Gber die Startposition hinaus bewegt.
Trotzdem ist darauf zu achten, dass keine Uberhydrierung stattfindet, da deren Produkte
Signale verursachen, welche sich unter dem Signal des Hauptprodukts (51) verbergen.
NMR-spektroskopische Untersuchungen eines isolierten und mittels HPLC aufgereinigten
Produkts der Uberhydrierung deuten darauf hin, dass eine Hydrierung der ungesittigten
Kohlenstoffatome C(3') und C(5) unter gleichzeitiger Ausbildung einer Doppelbindung
zwischen den Positionen C(3) und C(4) stattfindet.

Wie das '"H-NMR-Spektrum des Edukts (50) (Abb. 64) zeigt auch das Spektrum des
Reaktionsprodukts (51) jeweils zwei breite Signale des Pyrrolwasserstoffs und des Lac-
tamwasserstoffs mit nahezu identischen Integralen von jeweils 0.5 Protonen. Die zwei
Quartett-Signale bei 5.27 und 5.34 ppm belegen den Erhalt der Ethylidengruppe CH-3'
und das Vorliegen eines E,Z-lsomerengemisches beziiglich der C(3)-C(3")-Doppelbin-
dung. Auffillig ist die Aufspaltung des Signals der Methylengruppe CH,-8" zu zwei Multi-
pletts bei 3.0 und 3.1 ppm sowie die Verdopplung des Signals des Methylrests CH,-7" zu
zwei Singuletts bei 1.8 und 1.9 ppm (Abb. 67). Vermutlich resultieren diese Effekte aus
Torsionen der C(5)-C(6)-Einfachbindung sowie des Propionsdurerests und der damit ein-
hergehenden Anderung der chemischen Umgebung dieser Gruppen.
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Abb. 67: Ausschnitt aus dem 500-MHz-'"H-NMR-Spektrum des AB-Bausteins 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-
dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbons&u-
re (51) in CDCl,. *: Reste von Dichlormethan.

4.2.2 Synthese der formylierten CD-Bausteine (58)-(63)

4.2.2.1 Darstellung der furanon- und thiophenonsubstituierten CD-Bausteine (52)-
(55)

Die Synthese der furanon- und thiophenonsubstituierten CD-Ringe (52)-(55) erfolgt
durch eine Knoevenagel-Reaktion, in deren Verlauf die Methylengruppe der D-Ringe
(36), (37), (40) und (41) durch die Base DBU deprotoniert wird. Dieser Vorgang wird
durch die aktivierende Wirkung der benachbarten Heteroatome Sauerstoff bzw. Schwe-
fel unterstiitzt. Nach der Deprotonierung wird die verbleibende negative Ladung durch
Konjugation mit den Doppelbindungen des D-Rings stabilisiert. Das gebildete Carbanion
addiert nucleophil unter Bildung eines aldolartigen Zwischenprodukts an die Formylgrup-
pe des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-
tert-butylester (33). Im Anschluss erfolgt unter Eliminierung von Wasser, das durch zuge-
setztes Molekularsieb abgefangen wird, die Ausbildung der Doppelbindung zwischen
dem Ring C (33) und den D-Ringen (36), (37), (40) und (41) (Abb. 68).
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Abb. 68: Synthese der CD-Bausteine mit Furanon- (52) und (53) sowie Thiophenonstruktur (54) und

(55).

Angetrieben wird die Reaktion durch die Ausbildung eines energetisch beglinstigten
Systems von sechs konjugierten Doppelbindungen innerhalb der Dimeren (52)-(55).
Diese Konjugation ist aullerdem die Ursache der intensiven Gelbfarbung der Produkte.
Bezogen auf den eingesetzten 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonsaure-tert-butylester (33) betrdgt die relativen Ausbeute der CD-Bausteine mit Fu-
ranonstruktur (36) und (37) 76-86 %, die der CD-Bausteine mit Thiophenonstruktur (40)
und (41) 40-49 %.

Neben der intensiven Gelbfirbung werden die CD-Dimeren (52)-(55) durch ihre 'H-
NMR-Spektren charakterisiert. Das markanteste Signal ist das Singulett des Protons der
Methinbriicke an Position C(5), das in den durch die Furanone substituierten Verbindun-
gen (52) und (53) eine Verschiebung von 5.9 ppm, in den durch die Thiophenone substi-
tuierten Verbindungen (54) und (55) eine von 6.9 ppm aufweist. Gleichzeitig sind weder
die Signale des Formylrests des C-Rings noch der Methylenprotonen der D-Ringe nach-
weisbar (Abb. 69).
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Abb. 69: 500-MHz-"H-NMR-Spektrum des CD-Rings 9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbo-
nylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanon (53) in CDCl,.

Die Analyse der Kristallstruktur des 2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxy-
carbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanons (52) belegt, dass die C(4)-C(5)-Dop-
pelbindung Z-Konfiguration und die C(5)-C(6)-Einfachbindung syn-Konformation besitzt
(Abb. 70). Zwischen den Bindungen O-C(4)-C(5)-C(6) betragt der Torsionswinkel 0.10 °,
zwischen den Bindungen C(5)-C(6)-N-H betragt er -3.39 °. Wahrend sich der Furanon-
Sauerstoff innerhalb der Molekiilebene befindet, ist das pyrrolische Wasserstoffatom um
3.39 ° unterhalb der Molekiilebene verschoben.

Abb. 70: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse und Kekulé-Formel des 2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butyl-
ester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanons (52).
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Die Ursache hierfiir ist die Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen dem 1s-Orbital des Wasserstoffatoms und einem sp’*-Hybridorbital des
Furanon-Sauerstoffs, welcher als Protonenakzeptor dient (Abb. 71). Belegt wird die Exis-
tenz einer Wasserstoffbriickenbindung dadurch, dass der kristallographisch ermittelte
Abstand zwischen dem pyrrolischen Wasserstoffatom und dem Furanon-Sauerstoffatom
2.24 A betrigt und somit deutlich geringer ist als die Summe der van-der-Waals-Radien

von Wasserstoff und Sauerstoff, welche 2.60 A betrigt.'"

(52)

Abb. 71: Intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung (gestrichelte Linie) zwischen dem 1s-Orbital
des pyrrolischen Wasserstoffatoms und einem sp*-Hybridorbital des Furanon-Sauerstoffs im
2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-
furanon (52).

Aullerdem verursacht die Wechselwirkung mit dem Furanon-Sauerstoff eine Redukti-
on der Elektronendichte am Briickenwasserstoff. Diese Entschirmung des Protons ist per
"H-NMR-Spektroskopie beobachtbar. Wahrend das Signal des Pyrrolwasserstoffatoms im
Spektrum der Vorstufe des B- und C-Rings (28) bei 8.8 ppm und aufgrund der schwa-
chen Wechselwirkung mit dem aldehydischen Sauerstoffatom im Spektrum des C-Rings
(33) bei 9.4 ppm auftritt, erfahrt es im Spektrum des CD-Rings (52) eine Tieffeldverschie-
bung um 0.9 bzw. 0.3 ppm nach 9.7 ppm.

4.2.2.2  Darstellung der cyclopentenonsubstituierten CD-Bausteine (56) und (57)

Zur Verknipfung der als Phosphonsdureester vorliegenden Cyclopentenone (48) und
(49) mit dem Ring C (33) dient eine Horner-Emmons-Reaktion. Im Rahmen dieser Olefi-
nierungsreaktion werden die Phosphonate (48) und (49) an ihrer CH-aciden Position
C(1) durch die Base Natriumhydrid deprotoniert. Dabei wird die negative Ladung der un-
ter Wasserstoffentwicklung entstehenden korrespondierenden Carbanionen vom Phos-
phonsdurerest stabilisiert. Im Anschluss addiert das nucleophile Kohlenstoffatom der Po-
sition C(1) an die Aldehydfunktion des 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylesters (33). Zunachst bildet sich ein Betain, das zu einer cy-
clischen Zwischenstufe, einem Oxaphosphethan, reagiert. Dieses zerfallt unter Ausbil-
dung einer olefinischen Bindung in die intensiv gelb gefarbten cyclopentenonsubstituier-
ten CD-Ringe (56) und (57) sowie in den wasserloslichen und damit leicht abtrennbaren
Phosphorsaurediethylester (Abb 72).'*
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Abb. 72: Synthese der CD-Bausteine mit Cyclopentenonstruktur (56) und (57).

(56): R = CoHs
(57): R = CHy

Als Triebkraft dieser Reaktion dient einerseits die Ausbildung des aus sechs konjugier-
ten Doppelbindungen bestehenden m-Systems der Reaktionsprodukte (56) und (57) so-
wie andererseits das Entstehen einer sehr starken Phosphor-Sauerstoff-Doppelbindung.
Beziiglich des eingesetzten 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonsaure-tert-butylesters (33) betragen die relativen Ausbeuten der Produkte (56) und
(57) dieser Kupplungsreaktion 32-34 %.

Es ist notwendig, die Cyclopentenone als Phosphonsaureester in die Reaktion einzu-
setzen, da sie sich unsubstituiert im Rahmen einer Knoevenagel-Reaktion mit dem Ring
C (33) nicht gezielt zu den Dimeren (56) und (57) umsetzen lieBen. Aufgrund ihrer o-
Standigkeit zur Carbonylfunktion besitzt die Methylengruppe CH,-5 eine héhere CH-Aci-
ditat als die Methylengruppe CH-4. Deshalb fande ebenso an Position C(5) die Deproto-
nierung und Ausbildung einer olefinischen Bindung zum C-Ring (33) statt, wodurch sich
ein CD-Dimer bildete, dessen geometrische Information nicht jener der zu synthetisieren-
den Chromophore entsprache (Abb. 73).
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(33) R = C,Hs, CH3 R = C,H5, CH3
Abb. 73: Bevorzugte Knoevenagel-Reaktion zwischen dem Ring C (33) und unsubstituierten Cyclopen-
tenonen.

Wie bei den furanon- bzw. cyclopentenonsubstituierten CD-Dimeren (52)-(55) ist das
Singulett-Signal des Protons der Methingruppe an Position C(6) bei 6.5 ppm charakteris-
tisch fiir das '"H-NMR-Spektrum der Cyclopentenonderivate (56) und (57). Gleichzeitig
indizieren im aufgereinigten Produkt die fehlenden Signale des Formylrests des C-Rings
(33) und des Phosphonsiureesters der D-Ringe (48) und (49) den erfolgreichen Verlauf
der Verknipfungsreaktion (Abb. 74).
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Abb. 74: 500-MHz-"H-NMR-Spektrum des 10-Carbonsaure-tert-butylester-9-(3-methoxycarbonyl-ethyl)-
3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-enon (57) in CDCl;. *: Verunreinigungen.
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4.2.2.3  Vergleich der CD-Bausteine (52)-(57)

Ein direkter Vergleich der Reaktionen zeigt die Abhangigkeit der relativen Ausbeuten da-
von, ob es sich beim eingesetzten Ring D um ein Furanon, Thiophenon, oder Cyclopen-
tenon handelt. Erste Betrachtungen belegen, dass die Knoevenagel-Reaktionen héhere
relative Ausbeuten beziiglich des eingesetzten 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-
methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylesters (33) liefern als die Umsetzungen nach
dem Horner-Emmons-Mechanismus (Tab. 3).

Substanz X R Ausbeute [%]
(52) O C,H, 86.2
(53) O CH, 75.6
(54) S C,H, 49.0
(55) S CH, 40.4
(56) CH, C,H, 32.0
(57) CH, CH, 33.8
Tab. 3: Vergleich der Ausbeuten der Kupplungsreaktionen zwischen Ring C (33) und den D-Ringen

(36), (37), (40), (41), (48) und (49).

Die geringeren Produktausbeuten der Horner-Emmons-Reaktionen werden verursacht
durch ein ungtinstiges Substitutionsmuster der Cyclopentenone (48) und (49). Da o-stan-
dig zur Position C(1) (Abb. 72) ein die Deprotonierung unterstiitzender Substituent, wie
z. B. eine Phenyl-, Carbonyl- oder Cyangruppe, fehlt, verlaufen die Reaktionen zu den Di-
meren (56) und (57) nur zogerlich."*® Dieser Effekt lasst sich weder durch einen, bezo-
gen auf den Ring C (33), zweifachen Uberschuss der Phosphonate (48) und (49) sowie
des Natriumhydrids noch durch Kochen des Ansatzes in THF unter Rickfluss kompensie-
ren. Hoheren Reaktionstemperaturen sollten der C-Ring (33) und die entstehenden Di-
mere (56) und (57) nicht ausgesetzt werden, um ihre Zersetzung zu vermeiden. Schon
unter den gegebenen Bedingungen lassen sich nur noch ca. 10 % des eingesetzten
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylesters
(33) zurlickgewinnen, obwohl nur 32-34 % zu den Dimeren umgesetzt werden.

Die stark voneinander abweichenden Ausbeuten der Knoevenagel-Reaktionen zwi-
schen dem Ring C (33) und den Furanonen (36) und (37) einerseits sowie den Thiophe-
nonen (40) und (41) andererseits resultieren aus den unterschiedlichen Elektronegativita-
ten der Heteroatome. Da die Elektronegativitit des Sauerstoffs nach Pauling'? 3.44 be-
trdgt, die des Schwefels jedoch nur 2.58, ist die Elektronendichte an der a-standigen Me-
thylengruppe der Furanone (36) und (37) geringer als an der der Thiophenone (40) und
(41). Daraus resultiert ihre leichtere Deprotonierbarkeit und die héhere Ausbeute der Re-
aktion.

Nicht erklarbar ist die wahrend der Knoevenagel-Reaktionen auftretende scheinbare
Abhangigkeit der Ausbeute vom Substitutionsmuster der eingesetzten D-Ringe an ihrer
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Position C(3). Einerseits liefert die Umsetzung mit dem an Position C(3) durch die ste-
risch weniger anspruchsvolle Methylgruppe substituierten Furanon bzw. Thiophenon ei-
ne geringere Ausbeute als das durch einen Ethylrest substituierte Analogon, andererseits
befindet sich die Position C(3) auf der der reaktiven Methylengruppe abgewandten Seite
des Molekiils. Vermutlich handelt es sich hierbei um einen statistischen und nicht um ei-
nen systematischen Effekt.

Da die Furanone (52) und (53), die Thiophenone (54) und (55) sowie die Cyclopen-
tenone (56) und (57) lber ein identisches, sechs konjugierte Doppelbindungen umfas-
sendes m-System verfligen und ein nahezu gleiches Substitutionsmuster besitzen, weisen
ihre UV/Vis-Spektren ein dhnliches Absorptionsverhalten auf. Alle Molekiile zeigen so-
wohl ein kurzwelliges Absorptionsmaximum als auch zwei langwellige Absorptionsmaxi-
ma (Abb. 75, Tab. 4).

1,0

Absorption

0,0 , . , . , .
250 300 350 400 450

Wellenlédnge [nm]

Abb. 75: UV/Vis-Spektren der furanon-, thiophenon- und cyclopentenonsubstituierten CD-Bausteine
(52)-(57) in n-Hexan.

Die mit dem konjugierten m-System verknipften und im D-Ring vorliegenden Hetero-
atome Sauerstoff und Schwefel wirken als Auxochrome. Durch ihre Fahigkeit zur Abgabe
freier Elektronenpaare bewirken sie eine bathochrome Verschiebung der Absorptionsma-
xima."” Wahrend das langstwellige Absorptionsmaximum der Furanone (52) und (53)
bei 407-409 nm und das der Thiophenone (54) und (55) bei 418-419 nm detektierbar
ist, betrdagt das langstwellige Absorptionsmaximum der Cyclopentenone (56) und (57)
nur 387-388 nm. Unabhangig davon ist in allen UV/Vis-Spektren die Differenz zwischen
den zwei langwelligen Absorptionsmaxima nahezu identisch. Sie betrdgt im Fall der Fura-
none (52) und (53) 20 nm, der Thiophenone (54) und (55) 18 nm sowie der Cyclopente-
none (56) und (57) 19 nm (Tab. 4).
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Substanz Apax [InM] / €[l - mol™ - cm™]
(52) 254 /32000 389 /48100 409 / 45200
(53) 254 /30400 387 /44400 407 / 41100
(54) 267 /12900  401/21800 419 /21300
(55) 267 /16700 400 /29300 418 /29100
(56) 253 /23500 369 /27800 388 /19600
(57) 252 /15500 368 /21400 387 /17700

Tab. 4: Absorptionsmaxima und molare dekadische Extinktionskoeffizienten der furanon-, thiophe-

non- und cyclopentenonsubstituierten CD-Bausteine (52)-(57) in n-Hexan.

Aus der Anwendung der erweiterten Woodward-Regeln ergibt sich fiir die Lage des
n-n*-Ubergangs der furanonsubstituierten Dimere (52) und (53), welche durch das langst-
wellige Absorptionsmaximum beschrieben wird, ein Wert von 418 nm."”* Er bestatigt in
ausreichender Naherung die spektroskopisch ermittelten Werte von 407 bzw. 409 nm,
die Abweichung betragt 2.2 bzw. 2.7 % (Tab. 4). Allerdings ist diese Methode aufgrund
der groBen Abweichung zwischen dem errechneten (440 nm) und den experimentell ge-
wonnenen (387 bzw. 388 nm) Ergebnissen nicht zur Kontrolle der Lage des m-n*-Uber-
gangs der cyclopentenonsubstituierten Dimere (56) und (57) geeignet. Des Weiteren
verhindern fehlende Berechnungsgrundlagen die Bestimmung der Lage des Absorptions-
maximums der thiophenonsubstituierten Dimere (54) und (55).

4.2.2.4  Formylierung der CD-Bausteine (52)-(57)

Die Kupplungsreaktion zwischen dem C-Ring (33) und den unterschiedlich substituierten
D-Ringen (36), (37), (40), (41), (48) und (49) fiihrt zu CD-Bausteinen, in denen das zur
NH-Gruppe des C-Rings o-stindige Kohlenstoffatom einen tert-Butylester als Substituen-
ten tragt. Um sie mit dem AB-Baustein (51) zu den entsprechenden Tetrameren umset-
zen zu kénnen, muss die Substitution des tert-Butylesters durch eine Formylgruppe erfol-
gen. Da den drei m-Elektronenpaaren des pyrrolischen C-Rings der Dimere (52)-(57) nur
finf Ringatome gegeniberstehen, handelt es sich um m-Elektroneniiberschussaromaten,

3% Die vier Kohlenstoffato-

in denen das Heteroatom einen aktivierenden Einfluss austbt.
me tragen dabei eine partiell negative und das Stickstoffatom eine partiell positive La-
dung. Aufgrund der hohen m-Elektronendichte an den zum Stickstoffatom o-stindigen
Kohlenstoffen besteht die Moglichkeit einer elektrophilen aromatischen Substitutionsre-
aktion."’

Durch Einwirken von TFA auf die CD-Bausteine (52)-(57) erfolgt die Hydrolyse der
tert-Butylestergruppen zur analogen Saurefunktion (Abb. 76). Die anschlieBende Zugabe
von Orthoameisensduretrimethylester zu den Reaktionsansidtzen 16st unter Freisetzung
von Methanol die Bildung eines Acetalkations aus, welches die CD-Dimere elektrophil
angreift. AuBerdem bewirken die sauren Reaktionsbedingungen zum einen die Decarbo-

xylierung der Saurereste und somit die Wiederherstellung des aromatischen Systems der

75



B Ergebnisse und Diskussion der synthetischen Arbeiten

C-Ringe, zum anderen erfolgt hierdurch die Reaktion des Acetals zur Formylfunktion un-
ter Abgabe zweier Molekiile Methanol (Abb. 76).

MeOQC
NN N\_r
Q NH X
o] HO o
L o
(52): X =0, R= CoHg H H
(53): X =0, R=CHy
(54): X =S, R =C,H;5 H@ &
(55): X=S,R=CHjz ~MeOH
(56): X = C, R = CoHs MeO OMe eO OMe
(57): X=C,R=CH3; OMe
-

(58): X = O, R = C,Hs
(59): X = O, R = CHj
(60): X =S, R = CoHs
(61): X =S, R=CHs
(62): X=C, R = C,Hs
(63): X =C, R = CHs

Abb. 76: Substitution der tert-Butylgruppe der CD-Ringe durch eine Formylgruppe.

Die Ausbeuten der Reaktion sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Da weder ein Beweis
noch eine schlissige Erkldarung fiir den Einfluss des Heteroatoms sowie des Substitutions-
musters am D-Ring auf die Ausbeute existiert, besteht die Vermutung, dass es sich hier-
bei um einen statistischen und nicht um einen systematischen Effekt handelt.

Substanz X R Ausbeute [%]
(58) O C,H, 54.3
(59) O CH, 52.2
(60) S C,H, 34.6
(61) S CH, 36.1
(62) CH, C,H, 41.0
(63) CH, CH, 33.3
Tab. 5: Vergleich der Ausbeuten der Formylierungsreaktionen der CD-Bausteine (52)-(57).
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Anhand der 'H-NMR-Spektren lassen sich die sechs Reaktionsprodukte (58)-(63)
zweifelsfrei identifizieren. Sie unterscheiden sich von den Spektren der jeweiligen Edukte
(Abb. 69, Abb. 74) einerseits durch das Fehlen des durch die tert-Butylesterfunktion ver-
ursachten Singuletts bei 1.6 ppm, andererseits durch das dafiir vorhandene Signal des al-
dehydischen Protons bei 9.6-9.7 ppm.

4.2.2.5 Nebenprodukte der Formylierungsreaktion

Waihrend der Umsetzung der CD-Bausteine (58)-(60) zu den analogen Aldehyden bil-
den sich tiefblau gefarbte Nebenprodukte (64)-(66), deren Farbe als deutlicher Hinweis
auf ihre tetrapyrroldhnliche Struktur dient. Die Nebenprodukte (64)-(66) entstehen
durch Reaktion der Formylgruppe des Produkts mit dem tert-Butylrest noch nicht umge-
setzten Edukts (Abb. 77). Im Gegensatz zu Literaturangaben® ldsst sich diese Seitenre-
aktion, die die Ausbeute an formyliertem Produkt vermindert, durch Kihlung des Reakti-
onsansatzes mittels eines Eisbads wahrend der Zugabe des Orthoameisensduretrimethyl-
esters sowie anschliefender, langsamer Erwdarmung auf Raumtemperatur weitgehend un-
terbinden. Obwohl aufgrund dieser MalRnahmen bei der Darstellung der CD-Bausteine
(61)-(63) keine quantifizierbaren Mengen der entsprechenden Nebenprodukte erhalten
werden, ist keine systematische Erhohung der Produktausbeuten feststellbar (Tab. 3).

- HyCC(CHa)z
-CO, |TFA
-H,0

Abb. 77: Bildung der Nebenprodukte (64)-(66) im Rahmen der Formylierung von (58)-(60).

Wie BV (5) besitzen die Nebenprodukte (64)-(66) (Tab. 6) ein aus zehn Elektronen-
paaren bestehendes konjugiertes w-System. Da sich jedoch an den Positionen C(2) und
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C(18) sowie C(3) und C(17) keine Vinylsubstituenten befinden, fehlt ihnen die Mdoglich-
keit zur Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem PhyA-Apoprotein.

Substanz X R Ausbeute [%]
(64) O C,H, 18.4
(65) O CH, 15.6
(66) S C,H, 8.0
Tab. 6: Vergleich der Ausbeuten der wihrend der Formylierungsreaktionen der CD-Bausteine (58)-

(60) entstehenden Nebenprodukte (64)-(66).

Die erhaltenen Substanzmengen reichen fiir ausfihrliche spektroskopische sowie
spektrometrische Charakterisierungen aus, jedoch nicht fiir die saure Hydrolyse der Me-
thylester- zu Sdurefunktionen. Erst diese Umsetzung ermoglichte die Assemblierung der
Chromophore mit dem PhyA-Apoprotein aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen
zwischen den Propionsdureresten und der Proteinumgebung, welche die Chromophore
positionieren und ihre Konformation konservieren.'*

1,0
——(64);4.0-10°M
——(65); 4.0-10° M
0.8 ——(66); 4.0 - 10° M

Absorption

0,0

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
Wellenlédnge [nm]

Abb. 78: UV/Vis-Spektren der wahrend der Formylierungsreaktionen der CD-Bausteine (58)-(60) ent-
stehenden Nebenprodukte (64)-(66) in Diethylether.

Die UV/Vis-Spektren der furanonsubstituierten Nebenprodukte (64) und (65) zeigen
ein nahezu identisches Absorptionsverhalten (Abb. 78), welches durch ihre strukturelle
Ahnlichkeit hervorgerufen wird. Beide Produkte unterscheiden sich nur darin, dass die
Positionen C(2) und C(18) in (64) durch jeweils einen Ethylrest, in (65) durch jeweils ei-
nen Methylrest substituiert sind. Dieser Unterschied bewirkt keine Signalverschiebung,
da sich weder Anzahl noch Funktionalitit der an die konjugierten m-Systeme gebunde-
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nen Substituenten dndert. Dahingegen zeigt das UV/Vis-Spektrum des thiophenonsubsti-
tuierten, ansonsten aber ein identisches Substitutionsmuster besitzenden, Chromophors
(66) im Vergleich zu den furanonsubstituierten Verbindungen (64) und (65) eine batho-
chrome Verschiebung des Absorptionsmaximums um 32-33 nm (Abb. 78, Tab. 7).

Substanz Apax [nM] / €[l - mol™ - cm™]
(64) - 307 / 12500 358 /22900 596 / 12400
(65) - 304 / 10300 358 /20900 595 /12400
(66) 261 /6700 328 / 13500 378 / 24000 628 / 13000
Tab. 7: Absorptionsmaxima und molare dekadische Extinktionskoeffizienten der Nebenprodukte

(64)-(66) in Diethylether.

Unter Anwendung der erweiterten Woodward-Regeln besteht die Méglichkeit, die La-
ge des m-n*-Ubergangs der zehn konjugierte Doppelbindungen enthaltenden, furanon-
substituierten Chromophore (64) und (65) abzuschatzen. Danach betragt der Wert des

P13 und bestitigt die experimentell ermit-

langstwelligen Absorptionsmaximums 590 nm
telten Werte von 595 bzw. 596 nm (Tab. 7). Die Lage des n-nt*-Ubergangs der thiophe-
nonsubstituierten Verbindung (66) lasst sich aufgrund fehlender Berechnungsgrundlagen

nicht bestimmen.
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4.3 Darstellung der Tetrameren

4.3.1 Synthese der PCB-analogen Dimethylester (67)-(72)

4.3.1.1 Kondensation des AB-Dimers (51) mit den CD-Bausteinen (58)-(63)

Die Darstellung der Oxa-PCB-dimethylester (67) und (68), Thia-PCB-dimethylester (69)
und (70) sowie der Carba-PCB-dimethylester (71) und (72) erfolgt im Rahmen sdurekata-
lysierter Kondensationsreaktionen des AB-Bausteins 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-
2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure
(51) mit den furanon-, thiophenon- und cyclopentenonsubstituierten CD-Bausteinen
(58)-(63). Wahrend die Kupplungsstelle der AB-Halfte (51) eine tert-Butylestergruppe
tragt, ist die Kupplungsstelle der CD-Halften (58)-(63) durch eine Formylgruppe substitu-
iert.
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Abb. 79: Synthese der Dimethylester (67)-(72) durch Kondensation des AB-Bausteins (51) mit den CD-
Bausteinen (58)-(63).

Im ersten Reaktionsschritt erfolgt die durch TFA katalysierte Spaltung der tert-Butyl-
estergruppe des AB-Bausteins (51), in deren Verlauf ein acides Proton die Doppelbin-
dung des carbonylischen Sauerstoffs elektrophil angreift. Unter Freisetzung eines terti-
dren Carbeniumions, das in der Folge zu Isobuten und einem Proton zerféllt, wird der
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Ester in die korrespondierende Saure lberflihrt. Diese, wie auch die Sdurefunktion an Po-
sition C(5), wird im Anschluss unter den gegebenen sauren Bedingungen decarboxyliert.
Zu dem auf diese Weise entschiitzten AB-Baustein (51) werden die formylierten CD-Bau-
steine (58)-(63) gegeben, deren protonierte Aldehydfunktion im Rahmen einer elektro-
philen Substitutionsreaktion die unsubstituiert vorliegende Position C(9) des AB-Bau-
steins (51) angreift, wobei sich ein sekundarer Alkohol bildet. Nach achtstiindiger Reakti-
onszeit bei einer Temperatur von ungefahr -15 °C erfolgt die Zugabe von Methanol, wo-
durch sich die vormals dunkelgriine Losung tiefblau farbt. Dieser Farbumschlag weist auf
die Ausbildung des aus neun Elektronenpaaren bestehenden konjugierten m-Systems der
Reaktionsprodukte (67)-(72) hin (Abb. 79).

Obwohl die Rolle des Methanols im Rahmen dieser Reaktion nicht endgiiltig geklart
ist, ist seine Addition zur Erzielung nennenswerter Produktausbeuten notwendig.”” Lind-

ner®'

vermutete, dass die Methanolzugabe der Verringerung der Protonenkonzentration
im Reaktionsmedium diene, wodurch die Abspaltung des zur NH-Gruppe a-standigen
Protons und damit die Wiederherstellung des pyrrolischen Systems des B-Rings ermdg-
licht werde.

Im Anschluss daran erfolgt durch Protonierung der sekunddren Hydroxyfunktion die
Eliminierung von Wasser. Unter Deprotonierung einer NH-Gruppe entsteht die den B-
mit dem C-Ring verbindende Methinbriicke, welche zur Bildung des konjugierten, sich

tber das gesamte Molekdil erstreckenden m-Systems fiihrt (Abb. 80).
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Abb. 80: Mechanismus der Umsetzung des AB-Bausteins (51) mit den CD-Bausteinen (58)-(63). Uber-
sichtlichkeitshalber erfolgt eine vereinfachte Darstellung der an dieser Reaktion beteiligten
Pyrrolkomponenten.

Die sdulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel unter Verwendung eines L6-
semittelgemisches, bestehend aus Dichlormethan und Ethylacetat (2:1, v/v), fihrt nur zu
einer unvollstandigen Trennung der Reaktionsprodukte 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dime-
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thylester (69) bzw. 17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylester (70) von den aldehydischen
Edukten (60) und (61). Aus diesem Grund wird fir die Oxa-PCB-dimethylester (67) und
(68) sowie die Carba-PCB-dimethylester (71) und (72) eine Reinigungsmethode mittels
HPLC unter Verwendung einer mit Kieselgel beladenen Chromatographiesaule und eines
Losemittelgemisches aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) etabliert. Im Verlauf dieser
Trennoperationen lassen sich Spuren nicht umgesetzter aldehydischer CD-Bausteine de-
tektieren, die jedoch aufgrund der geringen Menge nicht isoliert, sondern verworfen wer-
den. Die Umsetzung zu den PCB-analogen Dimethylestern (67)-(72) verldauft mit Aus-
beuten von 48-71 %, welche die Ausbeuten der Synthese natiirlicher Chromophore®*’
sowie ihrer Derivate’'?? von 27-46 % teilweise deutlich (ibertreffen.

4.3.1.2  Spektroskopische Untersuchung der PCB-analogen Dimethylester (67)-(72)

Charakteristisch fiir die Derivate des PCB-Dimethylesters (67)-(72) ist ihre tiefblaue Far-
be. UV/Vis-spektroskopische Untersuchungen zeigen sowohl fiir die Oxa-PCB-dimethyl-
ester (67) und (68) als auch die Carba-PCB-dimethylester (71) und (72) Absorptionsmaxi-
ma bei 362 nm und 604 nm. Wahrend die kurzwelligen Maxima scharf aufgel6st sind, re-
sultieren die breiten Absorptionsmaxima bei 604 nm aus der Uberlagerung zweier nicht
getrennt bestimmbarer Teilmaxima. Nur im Fall des 17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethyl-
esters (70) ist eine Auflosung des langwelligen Absorptionsmaximums in zwei Maxima
der Wellenlangen 595 und 620 nm beobachtbar (Abb. 81).

1,0
—— (67);5.0-10° M
——(70); 5.0-10° M
0,8 ——(71);5.0-10° M

Absorption

0,0 , : , : , : , :
300 400 500 600 700

Wellenlédnge [nm]

Abb. 81: UV/Vis-Spektren des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethylesters (67), 17,18-Dimethyl-thia-
PCB-dimethylesters (70) und 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethylesters (71) in Methanol.

Die Derivate des PCB-Dimethylesters besitzen gegentiber Licht und Warme eine ho-
here Stabilitat als die freien Chromophore (6)-(11). Sowohl nach mehrstiindiger Belich-
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tung mit Weilllicht als auch nach 14-tigiger Lagerung bei Raumtemperatur zeigen die
UV/Vis-Spektren der Dimethylester (67)-(72) weder eine bemerkenswerte Verringerung
der Absorption noch eine hypsochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima.

Charakteristisch fiir die '"H-NMR-Spektren der Oxa-PCB-dimethylester (67) und (68),
Thia-PCB-dimethylester (69) und (70) sowie der Carba-PCB-dimethylester (71) und (72)
sind die Singuletts der drei Methingruppen CH-5, -10 und -15, welche die vier Ringe mit-
einander verbinden. Wahrend unter Verwendung von Pyridin-d, als Losemittel die Sig-
nale der Gruppen CH-5 und -15 der Oxa- und Carbaverbindungen zwischen 6.0 und
6.6 ppm detektiert werden, tritt das Signal der zentralen Methingruppe CH-10 zwischen
6.7 und 7.1 ppm auf (Abb. 82, Abb. 83). In den unter Verwendung von Deuterochloro-
form als Losemittel angefertigten '"H-NMR-Spektren der Thiaverbindungen lassen sich die
Signale der Methingruppen CH-5 und -15 zwischen 5.9 und 6.4 ppm, die Signale der
Gruppe CH-10 bei 7.0 ppm detektieren.
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Abb. 82: Ausschnitte aus dem 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethyl-
esters (68) in Pyridin-ds. Der links abgebildete Tieffeldbereich ist im Vergleich zum rechts ab-
gebildeten Hochfeldbereich vergrofRert dargestellt.

Aus der helicalen Konformation, in welcher offenkettige Tetrapyrrole in organischen
Losungsmitteln vorliegen,* resultieren Wechselwirkungen zwischen den Atomen des A-
und des D-Rings. Hierdurch besteht die Moglichkeit, dass das Heteroatom des Rings D
die elektronische Verschiebung sowohl des Protons der Methingruppe CH-15 als auch
der Protonen an den Positionen C(2), C(2'), C(3"), C(3%) und C(5) beeinflusst. Dieser Ef-
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fekt unterliegt moglicherweise dem zusétzlichen Einfluss durch den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Austausch des Ethyl- gegen einen Methylsubstituenten an Position
C(18). Als Folge dieser vielschichtigen und nicht ndher aufgeklarten Einfllsse ist keine
systematische Verschiebung der Signale erkennbar.

Das Quartett-Signal des Wasserstoffatoms der Methingruppe CH-3' bei 6.4 ppm so-
wie das Dublett-Signal des Methylrests CH,-3* bei 1.7 ppm weist in den Spektren aller
Verbindungen auf das Vorliegen der Ethylidenfunktion an Position C(3) hin (Abb. 82,
Abb. 83). Des Weiteren zeigen die Signale der Propionsdureester den erfolgreichen Ver-
lauf der Kupplungsreaktionen an. Die zu beobachtenden Differenzen der chemischen
Verschiebungen der Methylengruppen CH,-8' und -12' bzw. CH,-8*° und -127
resultieren dabei unter anderem aus der unterschiedlichen Struktur der zentralen
Pyrrolringe, von denen einer in der 1H-, der andere in der 2H-Form vorliegt.
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Abb. 83: Ausschnitte aus dem 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethyl-
esters (72) in Pyridin-ds. Der links abgebildete Tieffeldbereich ist im Vergleich zum rechts ab-
gebildeten Hochfeldbereich vergroert dargestellt.

Obwohl die Reaktionen mit zufriedenstellenden relativen Ausbeuten verlaufen, wer-
den je Umsetzung nur 12-17 mg des Produkts erhalten. Unter Beriicksichtigung der Fol-
gereaktion, fir die relative Ausbeuten von ungefdhr 50 % erwartet werden, und die sich
daran anschliefenden Charakterisierungen sowie Assemblierungsexperimente wird auf
die Anfertigung von “C-NMR-Spektren verzichtet, da diese eine grofle Menge des Pro-
benmaterials verbrauchen. Allerdings erméglicht die Kombination aus 'H-NMR-, IR- und
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UV/Vis-Spektroskopie, Massenspektrometrie nach der ElektronenstoR- und Elektronen-
spray-Methode sowie hochauflosender Massenspektrometrie eine zuverldssige Charakte-
risierung der synthetisierten Derivate.

4.3.2 Synthese der PCB-analogen Chromophore (6)-(11)

4.3.2.1 Acidolyse der PCB-analogen Dimethylester (67)-(72)

Da im Rahmen von Assemblierungsexperimenten zwischen PhyA-Apoprotein und dem
Dimethylester des PCBs (2) weder eine kovalente Chromophor-Protein-Bindung ausge-
bildet wird noch Photoisomerisierung des Proteins stattfindet,"”® miissen die Estergrup-
pen der Oxa-PCB-dimethylester (67) und (68), Thia-PCB-dimethylester (69) und (70) so-
wie der Carba-PCB-dimethylester (71) und (72) hydrolysiert werden (Abb. 84). Die dabei
gebildeten Propionsdurefunktionen dienen vermutlich der Positionierung der Chromo-
phore und dem Erhalt ihrer Konformation durch elektrostatische Wechselwirkungen mit
der Proteinumgebung.””® Diese Funktionen konnen die Dimethylestergruppen nicht erfil-
len, da ihnen die Mdoglichkeit zur Ausbildung vergleichbarer elektrostatischer Wechsel-

wirkungen fehlt und sie einen grolleren sterischen Anspruch besitzen.

TFA

(67): X =0, R = CoHs (6): X = O, R = CoHs
(68): X = O, R = CHjg (7): X = O, R = CHg
(69): X = S, R = C,Hs (8): X =S, R=CyHs
(70): X =S, R = CHj (9): X =S, R = CHs
(71): X = C, R = CoHs (10): X = C, R = CoHs
(72): X = C, R = CH, (11): X =C, R =CH,

Abb. 84: Synthese der PCB-analogen Chromophore (6)-(11) durch Acidolyse der Propionsauremethyl-
ester.

Die Acidolyse der Dimethylester (67)-(72) wird durch einen sauren lonenaustauscher
katalysiert. Dabei handelt es sich um ein mit Sulfonsduregruppen beladenes poréses Aus-
tauscherharz, das in 50-%iger TFA dispergiert wird. Im ersten Schritt der Umsetzung er-
folgt ein nucleophiler Angriff der Hydroxyfunktion von TFA an das carbonylische Kohlen-
stoffatom des Esters sowie die Protonierung seines Carbonylsauerstoffatoms. Anschlie-
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Bender nucleophiler Angriff des Methoxyrests an die Carbonylgruppe der TFA bewirkt
unter Bruch der Etherbriicke die Freisetzung von Trifluoressigsauremethylester und der
Sdure (Abb. 85).
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Abb. 85: Mechanismus der Acidolyse eines Methylesters zur analogen Saure.'*®

Der Syntheseverlauf des ersten auf diese Weise im Rahmen der vorliegenden Arbeit
dargestellten Chromophors, des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCBs (8), wird per Diinnschicht-
chromatographie verfolgt. Da die wahrend der Reaktion intermediadr gebildeten Mono-
sdauren (73a) und (73b) sowie der Chromophor (8) aufgrund ihrer freien Sauregruppen
eine hohe Polaritit besitzen, erfolgt die diinnschichtchromatographische Trennung auf
RP-C,,-Material unter Verwendung eines polaren Laufmittels, bestehend aus Acetonitril
und Wasser (1:1, v/v). Dabei sind die Monosauren (73a) und (73b) daran zu erkennen,
dass ihr R-Wert ungefdhr ein Drittel des R-Werts der Disdure (8) betrdagt, wahrend das
Edukt (71) aufgrund seiner geringen Polaritat auf der Startlinie verbleibt. Allerdings ist die
Aussagekraft der DC aufgrund der niedrigen Konzentration des Produkts im Reaktions-
ansatz gering. Nach 28-stlindiger Reaktionszeit zeigen die Signale auf den DC keine
sichtbare Anderung mehr. Um die vermehrte Entstehung eines violett gefirbten Zerset-
zungsprodukts®'?* zu verhindern, erfolgt der Abbruch der Synthese. Die Trennung des
Rohprodukts per HPLC zeigt aber, dass nur 44 % des Edukts (71) zur Disaure (8) umge-
setzt worden sind, wahrend 25 % als Regioisomerengemisch der Monosauren (73a) und
(73b) vorliegen. Infolgedessen wird die Reaktionszeit aller folgenden Acidolysen auf 48 h
verlangert, wobei auf eine Kontrolle des Reaktionsverlaufs per Diinnschichtchromatogra-
phie aufgrund ihrer unzuverldssigen Aussage verzichtet wird.

Um die freien Saduren trotz ihrer schlechten Loslichkeit der Aufreinigung per HPLC un-
terziehen zu konnen, erfolgt eine umfangreiche Suche nach geeigneten Trennparame-
tern, die zur Etablierung einer Methode unter Verwendung einer mit RP-C,,-Material ge-
fillten Chromatographiesdule und eines Losemittelgemisches aus Ammoniumacetat-Puf-
fer (10 mM, pH 7) und Methanol (Gradient 1:1-1:8, v/v) fiihrt. Da wahrend der bei
Raumtemperatur ausgefiihrten Trennung die Produktfraktion auf einem Eisbad gelagert
und das Losemittel im Anschluss bei maximal 30 °C abdestilliert wird, ist die Gefahr der
Addition von Methanol an die Ethylidendoppelbindung und die daraus resultierende, ir-
reversible Bildung von 3,3'-Dihydro-3'-methoxy-Derivaten®' der Chromophore gering
(Abb. 86). Diese Reaktion verlduft erst bei Temperaturen oberhalb 50 °C mit merklichen
Ausbeuten.
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Abb. 86: Umsetzung des A-Ring des PCBs (2) mit intakter Ethylidenfunktion zum 3,3'-Dihydro-3'-me-
thoxy-Derivat.

Im Rahmen der HPLC-gestiitzten Aufreinigung der Syntheseansdtze von 18-Ethyl-17-
methyl-oxa-PCB (6), 17,18-Dimethyl-oxa-PCB (7), 17,18-Dimethyl-thia-PCB (9), 18-Ethyl-
17-methyl-carba-PCB (10) und 17,18-Dimethyl-thia-PCB (11), deren Reaktionszeit auf
48 h verlangert wird, lassen sich weder die Monosauren, noch die Bildung eines Zerset-
zungsproduktes nachweisen.

4.3.2.2  Spektroskopische Untersuchung der PCB-analogen Chromophore (6)-(11)

Da die Reaktionen - trotz guter relativer Ausbeuten von 51-92 % - die Chromophore
nur in geringen Mengen von 6-13 mg liefern, wird auf die separate Anfertigung von
UV/Vis-Spektren zur Bestimmung ihrer molaren Extinktionskoeffizienten verzichtet und
stattdessen auf die wahrend der HPLC-Trennungen zur Substanzidentifikation vom
UV/Vis-Detektor aufgenommenen Spektren zuriickgegriffen.

Waihrend der Umsetzung der PCB-analogen Dimethylester (67)-(72) zu den entspre-
chenden Disduren (6)-(11) bleibt das farbgebende, ausgedehnte n-System unbeeinflusst,
weil dieses weder mit den elektonenaufnehmenden, antiauxochromen Methoxyfunkti-
onen der Methylpropionatreste, noch mit der elektronenabgebenden, auxochromen Car-
boxylfunktionen der Propionsdurereste konjugiert ist."””* Trotzdem zeigen die Absorpti-
onsmaxima der Disduren (6)-(11) im Vergleich zu den Absorptionsmaxima der Dime-
thylester (67)-(72) eine bathochrome Verschiebung, die bei den furanonsubstituierten
Derivaten (6) und (7) 8 nm, bei den thiophenonsubstituierten Derivaten (8) und (9) 9 nm
und bei den cyclopentenonsubstituierten Derivaten (10) und (11) 3-4 nm betrdgt. Dabei
handelt es sich vermutlich um einen durch den Wechsel des Losemittels hervorgerufe-
nen Effekt. Erfolgt die Anfertigung der UV/Vis-Spektren aller Dimethylester (67)-(72) in
Methanol, so werden die Spektren der Oxa- (6) und (7) bzw. Carba-PCB-Derivate (10)
und (11) in einer Losung aus Methanol und Wasser (3:1-4:1, v/v) aufgenommen. Die
Spektren der Thia-PCB-Derivate (8) und (9) werden sowohl in einer Losung aus Wasser
und Acetonitril (1:1, v/v) als auch Methanol und Wasser (4:1, v/v) aufgenommen. Ein
Vergleich der Absorptionsspekten zeigt, dass dieser Losemittelwechsel weder eine Ande-
rung der Lage der Absorptionsmaxima noch der Intensitiat der Absorption bewirkt.
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Abb. 87: UV/Vis-Spektren der Oxa- (6) und (7), Thia- (8) und (9) sowie Carba-PCB-Derivate (10) und
(11) in Methanol/Wasser (3:1-4:1, v/v).

Die Annahme, dass sich die molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten der Dime-
thylester (67)-(72) nicht bzw. nur unwesentlich von denen der analogen Disduren (6)-
(11) unterscheiden, erlaubt unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes die Be-
stimmung der Stoffmengenkonzentration der Chromophore aus der Absorption der im
Verlauf der HPLC-Trennungen aufgenommenen Spektren. Aus der anschliefRenden Nor-
mierung der Konzentrationen resultieren miteinander vergleichbare UV/Vis-Spektren
(Abb. 87).

Substanz X R Ao [NM]
(6) O CH,CH, 611°
(7) O CH, 613°
(8) S CH,CH, 630°
(9) S CH, 629°
(10) CH, CH,CH, 608°
(11) CH, CH, 606"

PCB (2) NH CH,CH, 587, 635"

P®B (1) NH CHCH, 604, 645"

Tab. 8: Langwellige Absorptionsmaxima der synthetischen (6)-(11) sowie der nativen Chromophore

P®B (1) und PCB (2). # in Methanol und Wasser (3:1-4:1, v/v), ® in Methanol.

Verglichen mit den UV/Vis-Spektren der nativen Chromophore des P®B (1) bzw. PCB
(2) zeigen die synthetischen Chromophore (6)-(11) trotz Korrektur der Losungsmittelef-
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fekte""* eine hypsochrome Verschiebung ihrer langwelligen Absorptionsmaxima.
(Abb. 87, Tab. 8) Diese beruht im Fall des P®Bs (1) darauf, dass dieses Molekil im Ver-
gleich zu den Chromophoren (6)-(11) sowie PCB (2) ein um eine Doppelbindung ver-
langertes konjugiertes m-System aufweist. Dahingegen resultiert die im Vergleich zum
PCB (2) hypsochrome Verschiebung der langwelligen Absorptionsmaxima der Chromo-
phore (6)-(11) aus der geringeren Uberlappung der sp’-Hybridorbitale des Sauerstoffs
und Schwefels sowie der Methylengruppe mit dem konjugierten m-System.

Die '"H-NMR-Spektren der Chromophore (6)-(11) lassen sich vor allem dadurch cha-
rakterisieren, dass ihnen, verglichen mit den Spektren der analogen Dimethylester (67)-
(72), die Singulett-Signale der Methylesterfunktionen bei 3.5-3.6 ppm fehlen. Des Weite-
ren bestitigen das bei 6.3 ppm auftretende Quartett-Signal des Wasserstoffatoms an Po-
sition C(3") sowie das bei 1.5 ppm auftretende Dublett-Signal der Wasserstoffatome an
Position C(3%) den Erhalt der Ethylidenfunktion, welche zur Ausbildung der kovalenten
Bindung zwischen Chromophor und Protein im Rahmen der folgenden Assemblierungs-
reaktion notig ist (Abb. 88, Abb. 89).
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Abb. 88: Ausschnitte aus dem 400-MHz-'"H-NMR-Spektrum des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCBs (6) in
Pyridin-d. *: Verunreinigungen. Der links abgebildete Tieffeldbereich ist im Vergleich zum
rechts abgebildeten Hochfeldbereich vergrofert dargestellt.

Die Verschiebungen der Singulett-Signale der Methinprotonen CH-5 und -15 der Oxa-
(6) und (7) sowie der Carba-PCB-Derivate (10) und (11) entsprechen denen der analo-
gen Dimethylester (Abb. 88, Abb. 89). Allerdings weisen die Signale der Protonen an Po-
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sition C(10) einen Tieffeld-Shift von bis zu 0.5 ppm auf. Die Thia-PCB-Derivate (8) und (9)
zeigen fiir die Methingruppe CH-5 ein Signal bei 5.7 ppm, fiir die Methingruppe CH-15
ein Signal bei 6.1 ppm und fir die Methingruppe CH-10 ein Signal bei 7.2 ppm.

Auffillig sind sowohl die in den Spektren aller Chromophore auftretenden scharfen
Singulett-Signale bei 1.6 und 2.0 ppm, die durch keines der verwendeten Losemittel Me-
thanol, Chloroform oder Dichlormethan verursacht werden, als auch die zwei Multipletts
zwischen 1.1 und 1.3 ppm bzw. 0.8 und 0.9 ppm (Abb. 88, Abb. 89). Letztere wurden
schon von Cornejo et al. im "H-NMR-Spektrum des aus Porphyridium cruentum extrahier-
ten sowie per HPLC Uber eine mit RP-C,;-Material gefiillte Chromatographiesaule aufge-
reinigten 3(E)-P®Bs (1) beobachtet und als Verunreinigung durch aliphatische Kohlen-
wasserstoffe beschrieben.'”® Hierbei handelt es sich vermutlich um solvatisiertes Saulen-
material. Diese Annahme wird durch die Simulation eines Spektrums eines durch eine
n-Octadecylgruppe und zwei Methylreste substituierten Siloxans gestiitzt, welche
ein multiplettartiges Signal zwischen 1.29 und 1.33 ppm sowie ein Triplettsignal bei
0.96 ppm zeigt.
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Abb. 89: Ausschnitte aus dem 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCBs (10) in
Pyridin-d. *: Verunreinigungen. Der links abgebildete Tieffeldbereich ist im Vergleich zum
rechts abgebildeten Hochfeldbereich vergrofert dargestellt.

Wie schon bei den PCB-analogen Dimethylestern (67)-(72) wird auch hier auf die An-
fertigung von "C-NMR-Spektren aufgrund des zu erwartenden hohen Substanzbedarfs
verzichtet. Neben der hinreichenden Charakterisierung der Produkte per 'H-NMR-, IR-
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und UV/Vis-Spektroskopie, Massenspektrometrie nach der Elektronenspray-Methode so-
wie hochauflosender Massenspektrometrie erfolgt zusatzlich die Aufnahme von Massen-
spektren nach der MALDI-TOF-Methode.

Obwohl die MALDI-TOF-Massenspektrometrie (blicherweise der Bestimmung von
Molekulargewichten natirlicher und synthetischer Polymere dient, deren Masse bis zu
120 kDa betrdgt, wird sie an dieser Stelle zur Charakterisierung der temperatur- und
lichtempfindlichen PCB-Derivate (6)-(11) eingesetzt, da hierbei eine substanzschonende
Methode der lonisation stattfindet.'”* Nachdem die Chromophore mit dem Matrixmateri-
al o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (o-CHCA) im Stoffmengenverhaltnis 1:1000 gemischt
worden sind, wird der Matrix mit Laserlicht gepulst Energie zugefiihrt, von der nur eine
geringe Menge, weniger als 10 %, aus thermischer Energie besteht. Ungefdahr 30 % der
von den Matrixmolekilen aufgenommenen Energie regen diese zur Fluoreszenz-Emissi-
on an, die restlichen 70 % dienen der Photoionisation der Matrix. Die dabei aufgenom-
mene Energie wird durch Protonentransfer an die Chromophormolekiile weitergeleitet,
welche ionisiert und durch dulRere elektrische Felder aus dem Gemisch abgezogen wer-
den. Der Energieaufnahmeprozess und der Vorgang der lonisierung sowie der Desorpti-
on erfolgen somit getrennt. Aufgrund der geringen molaren Masse der a-CHCA sowie
ihrer Fragmentierung im Verlauf der Messung tritt keine Uberlagerung der Chromophor-
signale durch Matrixsignale auf.
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Abb. 90: MALDI-TOF-Massenspektren des 17,18-Dimethyl-thia-PCBs (9) (links) und des 18-Ethyl-17-me-
thyl-thia-PCBs (8) (rechts). Als Matrix dient o-CHCA.
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Alle MALDI-TOF-MS-Spektren zeigen eine dhnliche, einer Binominalverteilung entspre-
chende Signalstruktur, welche verursacht wird durch die Abhangigkeit des Vorkommens
unterschiedlicher Isotopen von ihrem Markierungsgrad. Dabei entspricht das Signal
[M + H]" dem sogenannten Average-Peak, welcher die wahrscheinlichste Molekiilmasse
anzeigt (Abb. 90, Abb. 91). Des Weiteren tritt in jedem Spektrum das Signal [M + Na]"
auf, da Natriumionen aus Verunreinigungen bzw. aus der Metalloberfliche des Proben-
tragers auf die Chromophore transferiert werden. Zuséatzlich sind Signale detektierbar,
welche die Massen [M - 15]" und [M - 14]" beschreiben. Sie werden durch die Abspal-
tung einer Methylgruppe aus dem Chromophor der Masse [M|" sowie dem einfach pro-
tonierten Chromophor der Masse [M + H]" hervorgerufen.'*

Aufgrund der hohen Verdiinnung der Probe durch Matrixmolekiile erfolgt im Verlauf
der Messung die lonisation nur einer geringen Menge der zu untersuchenden Substanz,.
wodurch die statistische Verteilung ihrer Isotopen nicht gewahrleistet ist. Aus diesem
Grund reprasentiert das Spektrum nicht die absolute Zusammensetzung der gesamten
Probe, sondern nur die des ionisierten Bereichs.

Abb. 91:

Neben den angewandten spektroskopischen und spektrometrischen Methoden dient
auch die im folgenden Kapitel beschriebene Assemblierung der Chromophore (6)-(11)

MALDI-TOF-Massenspektren des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCBs (6) (links) und des 17,18-Dime-

thyl-carba-PCBs (11) (rechts). Als Matrix dient a-CHCA.

mit dem PhyA-Apoprotein als Nachweis ihrer Struktur.
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5 Ergebnisse und Diskussion der biochemischen Arbeiten
5.1 Darstellung der Chromophor-PhyA-Holoproteine

Die Oxa- (6) und (7), Thia- (8) und (9) sowie Carba-Derivate (10) und (11) des PCBs (2),
deren Synthese im vorhergehenden Kapitel beschrieben wird, ermoglichen durch Assem-
blierung mit dem rekombinanten 65-kDa-,Wildtyp“-Fragment des PhyA die Darstellung
sechs unterschiedlicher Chromoproteine. Diese werden sowohl zur Aufklarung der
Wechselwirkungen zwischen Chromophor und Protein als auch zur Bestimmung des Ein-
flusses des Chromophor-Substitutionsmusters auf ihre spektroskopischen Eigenschaften
untersucht.

5.1.1 Expression des PhyA-Apoproteins

Da das N-terminale 65-kDa-Fragment des PhyA aus Hafer (Avena sativa) leichter hand-
habbar sowie in hoheren Ausbeuten zu gewinnen ist als das 124-kDa-Volllingen-Phyto-
chrom® und zusitzlich Gber vollstindige Photoreversibilitat verfligt, bietet es giinstige
Voraussetzungen fiir eine biochemische und spektroskopische Untersuchung. Fiir diese
Arbeiten ist ein vollstindiges N-terminales Fragment von Bedeutung. Wahrend die Ami-
nosauren 13-69 des 6-kDa-N-Terminus vor allem fiir die strukturelle Integritat der P,-
Form des Photorezeptors wichtig sind,** besitzt die Region zwischen den Aminosiuren
69 und 425 essentielle Bedeutung fiir die Chromophorbindung.***

Zur heterologen Expression dieses, die ersten 595 Aminosduren umfassenden Phyto-

%9 Das C-termi-

chrom-Fragments wird der Hefestamm Hansenula polymorpha eingesetzt.
nale Ende wurde molekularbiologisch um einen aus sechs Histidinmolekiilen bestehen-
den ,His-tag” erweitert. Dieser besitzt fir die spdtere affinititschromatographische Auf-
reinigung des Proteins Bedeutung.

Anzucht der Hefezellen und Proteinexpression erfolgen nach in der Arbeitsgruppe

19160 im  prdparativen Malstab.'®’ Die Zellen werden

Gartner etablierten Methoden
durch Zentrifugation geerntet und mit Hilfe eines Ultra-Turrax aufgeschlossen. Durch
Zentrifugation werden die Zellfragmente von der Proteinlosung abgetrennt. In diesem

Rohlysat befinden sich neben Phytochrom noch Fremdproteine.

5.1.2 Assemblierung der PCB-analogen Chromophore (6)-(11) und des PhyA-
Apoproteins

Die Zugabe der Chromophore (6)-(11) sowie des PCBs (2) erfolgt in vitro zum Rohlysat
der aufgeschlossenen Zellen. Dabei verlauft die Bildung der Holophytochrome (74)-(79)
autokatalytisch und nicht im Rahmen einer enzymkatalysierten oder durch zusatzliche

Cofaktoren unterstiitzten Reaktion.>?*°
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Die Assemblierung der Chromophore und des Apoproteins beruht auf der Ausbildung
einer Thioetherbriicke, welche das Schwefelatom einer Cystein-Seitenkette des Apopro-
teins mit dem Kohlenstoffatom C(3') des Chromophors verbindet. Modellstudien bele-
gen, dass im Verlauf der Reaktion der Chromophor intermediar als Acyliminiumion vor-
liegt, welches die Stereochemie des gebildeten Komplexes bestimmt.'®?

Im Rahmen der Assemblierungsreaktion wird, gemals eines Vorschlags von Falk,” die
Methingruppe CH-5 der Chromophore protoniert. Die Stabilisierung der daraus resultie-
renden positiven Partialladung an Position C(4) erfolgt durch das freie Elektronenpaar
des Stickstoffatoms, wodurch der Ring A in seine Acyliminium-Form tberfiihrt wird. Die-
se wird an Position C(3") durch die Thiolfunktion des Cys,,, im PhyA-Apoprotein unter
Ausbildung der kovalenten Chromophor-Protein-Bindung und Emission eines Protons nu-
cleophil angegriffen. Anschliefende Protonierung der Position C(3) bewirkt die erneute
Uberfiihrung des A-Rings in die Acyliminium-Form, die an der Briickenposition C(5) unter
Wiederherstellung der C(4)-C(5)-Doppelbindung deprotoniert wird (Abb. 92).
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Abb. 92: Mechanismus der Ausbildung einer kovalenten Thioetherbindung zwischen dem A-Ring der
Chromophore (6)-(11) sowie des PCBs (2) und des Cys,,, des PhyA-Apoproteins nach Falk.®

Die Ausbildung der kovalenten Chromophor-Protein-Bindung geht einher mit einem
Verlust der Ethyliden-Doppelbindung des A-Rings. Hieraus resultiert eine Verkiirzung des
konjugierten T-Systems, welche eine Anderung der absorptionsspektroskopischen Eigen-
schaften der Chromophore (6)-(11) sowie des PCBs (2) bewirkt. Zu erwarten ist eine
hypsochrome Verschiebung um ungefahr 35 nm,"""** doch ist dieser Effekt nicht isoliert
betrachtbar, da die Absorption des Chromophors in noch grolRerem Male durch Wech-
selwirkungen mit dem Protein beeinflusst wird.
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5.1.3 Affinitatschromatographische Reinigung der Holoproteine (74)-(80)

Da die gebildeten Holoproteine (74)-(80) eine groliere Stabilitdt besitzen als das PhyA-
Apoprotein, erfolgt erst nach der Assemblierung mit den Chromophoren die affinitats-
chromatographische Aufreinigung. Diese wird durch den aus sechs Histidinmolekiilen
bestehenden ,His-tag” ermdglicht. Da die Imidazol-Seitengruppe des Histidins mit den
zweifach geladenen Ubergangsmetallionen Co**, Ni**, Cu®* und Zn** Chelatkomplexe bil-
det, bindet sie an entsprechend prapariertem Sdulenmaterial. Dieses besteht aus vierzah-
nigen, Co**-lonen bindenden Chelatliganden, welche auf einem Polymerharz fixiert sind.
Nach dem Auftragen der Proteinlésung lassen sich durch Waschen der Saule nichtmodi-
fizierte Fremdproteine bzw. unspezifisch gebundene Proteine abtrennen. Durch Erho-
hung der Imidazolkonzentration im Elutionsmittel erfolgt die Verdrangung des Phyto-
chrom-Holoproteins von der stationdren Phase und damit die Elution. Das erhaltene, als
65-kDa-PhyA-(His), bezeichnete™ Phytochrom wird in einen imidazolfreien und, zum
Schutz gegen Oxidation und Proteasen, mit DTT und Pefabloc SC versetzten Puffer um-
gepuffert. Die durch den gebundenen Chromophor verursachte Blaufarbung der Lésung
dient dem erfolgreichen Verlauf der Assemblierung als Indikator.

5.1.4 Gelelektrophorese der Holoproteine (74)-(80)

Waihrend die Masse des Apoproteins 65 kDa betrdgt, besitzen die synthetisierten Holo-
proteine (74)-(80) eine Masse von ungefihr 65.6 kDa. Die Massendifferenz betragt
0.9 % und befindet sich damit innerhalb der Messungenauigkeit massenspektrometri-
scher Untersuchungen nach der MALDI-TOF-Methode. Deshalb ist anhand dieses Ver-
fahrens eine zweifelsfreie Identifizierung der Holoproteine (74)-(80) nicht moglich.
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Abb. 93: Gelektrophorese der Holoproteine (74)-(80) unter Verwendung eines SDS-PAGE-Gels und

MOPS SDS-Puffers (1x). Spur 4 zeigt die Signale des Proteinmarkers SDS-PAGE Low Range

(Bio-Rad), deren Molekularmassen anhand der Skala beschrieben werden.
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Zur Reinheitsbestimmung der Holoproteine (74)-(80) bietet sich die Gelelektrophore-
se an. Hierbei erweist sich der Protein-Marker SDS-PAGE Low Range der Firma Bio-Rad
als geeignete Referenz. Die auf dem SDS-PAGE-Gel sichtbaren Banden der molekularen
Masse von 65 kDa belegen die Existenz der Holoproteine (74)-(80) und des PhyA-Apo-
proteins, wahrend die weniger intensiven Banden im Bereich von 130 kDa (am oberen
Rand des Gels) auf die Gegenwart von Dimeren hinweisen. Das Fehlen von 59-kDa-Ban-
den zeigt, dass die im Verlauf der Probenvorbereitung erfolgende thermische Denaturie-
rung der Proteine (74)-(80) keine Abspaltung des 6-kDa-N-Terminus bewirkt (Abb. 93).

5.1.5 Spektroskopische Untersuchungen der Chromoproteine (74)-(80)

Die spektroskopischen Untersuchungen erfolgen an Proteinproben, die ein Volumen
von 0.65 ml besitzen. Im Verlauf der affinititschromatographischen Aufreinigung der Ho-
loproteine (74) und (78)-(80) war die Aktivitdt des eingesetzten Cobalt-Harzes aufgrund
einer Verunreinigung deutlich herabgesetzt. Aus diesem Grund betrdgt die gewonnene
Menge der Chromoproteine (74) und (78)-(80) nur 15-20 % der Menge der Chromo-
proteine (75)-(77).

5.1.5.1 Absorptionsspektroskopie

Die differierenden Ausbeuten an Chromoproteinen (74)-(80) verursachen stark vonein-
ander abweichende Proteinkonzentrationen in den Probel6sungen. Aus diesem Grund
erfolgt zur Gewdhrung der Vergleichbarkeit der UV/Vis-Spektren die Normierung mittels
ihrer 280 nm Bande, welche ausschlieBlich durch aromatische Seitenketten tragende
Aminosaduren hervorgerufen wird.

Chromoprotein Chromophor Apa [nm] P, [nm]® P, . [nm]°
(74) (6) 611° 634 669
(75) (7) 613° 635 670
(76) (8) 630° 629 690
(77) (9) 629° 633 690
(78) (10) 608° 629 637
(79) (11) 606° 626 641
(80) PCB (2) 587, 635" 651 711
Lit.>? 17,18-Dimethyl-PCB 587, 630" 655 714
Lit.”' P®B (1) 604, 645" 665 728
Tab. 9: Absorptionsmaxima A, der freien Chromophore (1), (2) und (6)-(11) sowie der P- bzw. P;-

Zustinde der damit generierten Chromoproteine (74)-(80). * in Methanol und Wasser (3:1-
4:1, v/v), ” in Methanol, ¢ in Breaking-Puffer III.

Anhand der durch Subtraktion des P.-Spektrums vom P-Spektrum gebildeten Diffe-
renzspektren der synthetisierten Chromoproteine (74)-(80) (Abb. 94, Abb. 95) lassen
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sich die Absorptionsmaxima des P- und P.,-Zustands ermitteln (Tab. 9). Trotz des Verlusts
der Ethyliden-Doppelbindung und der damit einhergehenden Verkiirzung des konjugier-
ten m-Systems weisen die P- Absorptionsmaxima der Chromoproteine (74) und (75) so-
wie (78)-(79), verglichen mit den langwelligen Absorptionsmaxima der Chromophore
(6) und (7), (10) und (11) und des PCBs (2), eine bathochrome Verschiebung auf
(Abb. 94). Diese betrdagt im Fall der Oxa-PCB-analogen Chromophore (6) und (7) 22-
23 nm, der Carba-PCB-analogen Chromophore (10) und (11) 20-21 nm und im Fall des
PCBs (2) 16 nm. Verursacht wird sie vermutlich sowohl durch die Protonierung der as-
semblierten Chromophore®® als auch durch die Anderung der sterischen und polaren
Wechselwirkungen zwischen Chromophor und Protein.
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Abb. 94: UV/Vis-Spektren der P- und P;-Formen sowie die daraus resultierenden Differenzspektren
der Chromoproteine (74), (76) und (78) in Breaking-Puffer III.

Verglichen mit den langwelligen Absorptionsmaxima der Thia-PCB-analogen Chromo-
phore (8) und (9) zeigen die P-Absorptionsmaxima der Chromoproteine (76) und (77)
keine eindeutige Verschiebung. Wahrend das P-Absorptionsmaximum des Chromopro-
teins (76) zum langwelligen Absorptionsmaximum des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB (8)
um 1 nm hypsochrom verschoben ist, zeigt das P-Absorptionsmaximum des Chromo-
proteins (77) zum langwelligen Absorptionsmaximum des 17,18-Dimethyl-thia-PCBs (9)
einen bathochromen Shift um 4 nm. Moglicherweise neutralisieren sich im Fall der Chro-
moproteine (76) und (77) weitestgehend die Effekte, welche bathochrome bzw. hypso-
chrome Verschiebungen verursachen. Die Darstellung von Chromoproteinen, die einen
an Position C(18) durch einen Methylrest statt einer Ethylgruppe substituierten Chromo-
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phor tragen, bewirkt weder eine systematische Verschiebung der P- noch der P;-Absorp-
tionsmaxima (Tab. 9).

Im Vergleich zum mit PCB (2) assemblierten Chromoprotein (80) weisen die P-Ab-
sorptionsmaxima der Chromoproteine (74)-(79) eine hypsochrome Verschiebung um
15-25 nm auf. Dahingegen variiert die hypsochrome Verschiebung ihrer P.-Absorptions-
maxima deutlich. Sie betrdagt im Fall der Proteine (74) und (75) 41-42 nm, der Proteine
(76) und (77) 21 nm und im Fall der Proteine (78) und (79) 70-74 nm (Tab. 9).
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Abb. 95: UV/Vis-Spektren der P- und P,-Formen sowie das daraus resultierende Differenzspektrum
des mit PCB (2) assemblierten 65-kDa-PhyA-(His), (80) in Breaking-Puffer IlI.

Die in den Chromoproteinen (78) und (79) die NH-Funktion des photoisomerisierba-
ren D-Rings ersetzende Methylengruppe besitzt aufgrund zweier CH-Bindungen einen
deutlich hoheren sterischen Anspruch als die NH-Gruppe, obwohl die Lange der CH-Bin-
dungen nur um 8.3 pm groRer ist als die NH-Bindung, deren Linge 101 pm betrdgt.' In
der P;-Form liegt aufgrund sterischer Wechselwirkungen der D-Ring méglicherweise zur
Molekiilebene tordiert vor, wodurch das konjugierte m-System der Chromophore (78)
und (79) zwischen den Ringen C und D unterbrochen wird. Da das Kohlenstoffatom
tber eine geringere Elektronegativitit verfiigt als das Stickstoffatom, besitzen die Wasser-
stoffatome der Methylengruppe eine geringere Aciditat als der Wasserstoff der nativen
NH-Funktion. Des Weiteren besitzt die Methylengruppe kein freies sp’-Hybridorbital,
welches, wie im Fall der Stickstofffunktion, Wechselwirkungen mit dem konjugierten -

System des Chromophorgeriists ermdoglicht. Diese Effekte verursachen eine absorptions-
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spektroskopisch beobachtbare Anderung der sterischen und polaren Wechselwirkungen
zwischen Chromophor und Protein.

Waihrend die Chromophore der Chromoproteine (74) und (75) einen D-Ring mit Fura-
nonstruktur tragen, besitzen die Chromophore der Chromoproteine (76) und (77) einen
D-Ring mit Thiophenonstruktur. Obwohl der 104 pm betragende Kovalenzradius des
Schwefelatoms deutlich groRer ist als der 66 pm betragende Kovalenzradius des homo-
logen Sauerstoffatoms, sind die polaren Konflikte mit der Proteinumgebung vermindert,
welche sich durch die reduzierte hypsochrome Verschiebungen des P;-Absorptionsmaxi-
mums nachweisen lassen. Ursache dafiir ist die Abschirmung des Atomkerns des Schwe-
fels durch die Orbitale der L-Schale sowie der grolRere Kernabstand seiner freien sp’-Hy-
bridorbitale. Durch ihre daraus resultierende diffuse Gestalt besitzen letztere keinen aus-
geprdgten negativen Ladungsschwerpunkt und sind somit leichter polarisierbar. Diese Ei-
genschaft ermoglicht eine verstarkte Wechselwirkung sowohl mit dem m-System des
Chromophors als auch mit dem Protein.

Durch das ,Special Absorbance Ratio” (SAR) der Chromoproteine (74)-(80) wird das
Verhaltnis ihrer Absorption im P-Maximum und der Absorption ihrer 280-nm-Bande be-
schrieben. Ein Vergleich zeigt, dass das SAR der Chromoproteine, welche einen an Posi-
tion C(18) durch eine Methylgruppe substituierten Chromophor tragen, 60-77 % des
SAR der Chromoproteine entspricht, welche einen dquivalenten, an Position C(18) durch
einen Ethylrest substituierten Chromophor besitzen (Tab. 10). Vermutlich beeinflusst die-
ser Ethylrest auf bislang ungeklarte Weise den Verlauf der Assemblierung von Chromo-
phor und Apoprotein sowie die Stabilitdt des gebildeten Chromoproteins.

Chromoprotein Chromophor SAR AA P, ok = P max)
(74) (6) 0.30 0.012
(75 (7) 0.23 0.017
(76) (8) 0.56 0.018
(77) (9) 0.37 0.047
(78) (10) 0.45 0.003
(79) (11) 0.27 0.007
(80) PCB (2) 1.15 0.892
Lit.! P®B (1) 0.80 -
Tab. 10: SAR sowie Absorptionsdifferenzen zwischen den P und P;-Maxima der Proteine (74)-(80).

Der Quotient aus der Absorptionsdifferenz zwischen P- sowie P;-Maximum und dem
SAR des mit PCB (2) assemblierten Chromoproteins (80) ist 6- bis 111mal grolRer als jene
der Chromoproteine (74)-(79) (Tab. 10). Hervorgerufen wird dieser Effekt durch die um
den Faktor 2-8 starkere Absorption der langwelligen P- und P;-Absorptionsmaxima des
Chromoproteins (80). Daneben erfolgt weitgehende gegenseitige Ausléschung der P-
und P,-Absorptionsmaxima der Chromoproteine (74)-(79) durch Uberlagerung. Diese
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wird dadurch verursacht, dass einerseits die P- und P.-Zustande der Proteine (74)-(79)
ein nahezu identisches Absorptionsverhalten zeigen und andererseits die P- und P;-Ab-
sorptionsmaxima nur gering gegeneinander verschoben sind (Tab. 9, Abb. 94). Aufgrund
der geringen Verschiebung lassen sich die Chromoproteine (74)-(79) durch Belichtung
nicht quantitativ in den P- bzw. P;-Zustand Uberfiihren. Es liegt vielmehr ein Gleichge-
wicht vor, das zur gegenseitigen Abschwidchung der Intensitit beider Absorptionsmaxi-
ma fihrt. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die P- und die P,-Form des Chromopro-
teins (80) sowohl durch das Muster ihrer Absorptionsspektren als auch durch die Ver-
schiebung des P;- gegeniiber des P-Maximums um 60 nm (Abb. 95) deutlich. Diese Um-
stande erlauben die eindeutige Verschiebung des P /P.-Gleichgewichts in Richtung eines
Zustands.

Alle Chromoproteine (74)-(80) wie auch natives Phytochrom zeigen zwischen 350
und 400 nm ein Absorptionsmaximum, welches sich wahrend der Photoisomerisierung
und des damit verbundenen Wechsels zwischen der P- und P.-Form verschiebt. Diese
sogenannte Soret-Bande wird verusacht durch einen zweiten Ubergang in der elektroni-
schen Struktur der Chromophore, ist im vorliegenden Fall jedoch unbedeutend.

5.1.5.2  Fluoreszenzspektroskopie

Waihrend die Lésungen der Chromoproteine (74) und (78)-(80) direkt vermessen wer-
den kénnen, muss zur Vermeidung von Ausloscheffekten die Konzentration der Proteine
(75)-(77) herabgesetzt werden. Hierzu werden 0.1 ml grolle Aliquote der Lésungen mit
0.4 ml Breaking-Puffer Il verdiinnt.

100
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| (77); Absorption
—— (78); Emission
P S || I (78); Absorption
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Abb. 96: Normierte Absorptionsspektren sowie die daraus resultierenden Emissionsspektren der Chro-

moproteine (74), (77), (78) und (80). Als Lésungsmittel dient Breaking-Puffer III.
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Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen der Chromoproteine (74)-(79)
zeigen eine bathochrome Verschiebung der Emissionsmaxima von 15-26 nm gegentiber
den Anregungsmaxima (Abb. 96, Tab. 11). Diese wird verursacht durch die aus der Sto-
kes-Verschiebung resultierenden geringeren Energie der Fluoreszenziibergange.

Zur Auswertung der Fluoreszenzspektren der Chromoproteine (74)-(79) erfolgt die
Normierung der Maxima der Anregungsspektren auf eine gemeinsame Intensitat. Daraus
resultiert eine proportionale Anderung der Intensitit der Emissionsspektren (Abb. 96).
Unter der Voraussetzung, dass die Fluoreszenz-Quantenausbeute des mit PCB (2) as-
semblierten 124-kDa-PhyA jener des mit PCB (2) assemblierten 65-kDa-PhyA-(His), (80)
entspricht,'® ldsst sich unter Anwendung der folgenden Gleichung die Fluoreszenz-
Quantenausbeute der P-Form der Chromoproteine (74)-(79) bestimmen:

1100 nm
[ B o107

Elnax

j”OOnmE ’l_’]O_AX

E PhyA

¢x = ¢PhyA )

max

@:  Fluoreszenz-Quantenausbeute der Chromoproteine (74)-(79)
Poya: Fluoreszenz-Quantenausbeute des 124-kDa-PhyA nach Brock et al.’
E.:  Emission der Chromoproteine (74)-(79)

Eppya: Emission des Chromoproteins (80)

E... Emissionsmaximum der Chromoproteine (74)-(79) [nm|

Ay:  Absorption der Chromoproteine (74)-(79) bei E,

Apnya: Absorption des Chromoproteins (80) bei £,

Die Fluoreszenz-Quantenausbeute @ gibt den Anteil der Molekiile an, die vom ange-
regten Singulett-Zustand S, durch Fluoreszenz-Emission in den Singulett-Grundzustand S,
tbergehen. Durch sie wird das Verhaltnis der emittierten zur Anzahl der absorbierten
Photonen beschrieben.

Chromoprotein Chromophor A, [nm] E,. [nm] &

(74) (6) 638 655 (11.3£0.8)- 107"

(75) (7) 638 653 (8.6 +1.0)-107°

(76) (8) 632 656 (142 +1.6)-107°

(77) (9) 637 660 (9.3+£1.1)-107°

(78) (10) 622 648 (11.4+1.2)-107

(79) (11) 628 647 (12.4+1.4)-107°

(80) PCB (2) 656 675 (3.7£0.4)- 107 (Lit."®)
Tab. 11: Anregungs- und Emissionsmaxima der Fluoreszenzspektren sowie Fluoreszenz-Quantenaus-

beuten @, der Chromoproteine (74)-(80).
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Die Chromoproteine (74)-(79) verfligen iber Fluoreszenz-Quantenausbeuten, die um
den Faktor 2.5-4 groller sind als die des mit dem Chromophor PCB (2) assemblierten
Chromoproteins (80) (Tab. 11). Diese resultieren aus der durch sterische bzw. polare
Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung hervorgerufene Storungen der Photoiso-
merisierung, wodurch eine Verminderung des Anteils der in Form von Vibration emittier-
ten Energie zugunsten der Fluoreszenz erfolgt.

Die Fluoreszenz-Quantenausbeute der Chromoproteine (75) und (77), welche (ber
die an Position C(18) durch eine Methylgruppe substituierten Chromophore (7) bzw. (9)
verfligen, ist durchgangig geringer. Sie betragt 66-73 % des Werts der analogen Chro-
moproteine (74) und (76), welche die an Position C(18) durch einen Ethylrest substituier-
ten Chromophore (6) bzw. (8) tragen (Tab. 11). Vermutlich fiihrt die Ethylgruppe an Po-
sition C(18) zu einer starkeren Wechselwirkung mit dem Protein, wodurch die Chromo-
phore (6) und (8) lber geringere vibratorische Freiheiten verfligen. Im Gegensatz dazu
zeigen die mit den cyclopentenonsubstituierten Chromophoren (10) bzw. (11) assem-
blierten Chromoproteine (78) und (79) eine nahezu identische Fluoreszenz-Quantenaus-
beute. Diese resultiert moglicherweise aus starken Wechselwirkungen zwischen der Pro-
teinumgebung sowie den Chromophoren (10) und (11), welche sterisch anspruchsvolle,
die native NH-Funktion ersetzende Methylengruppen an Position C(20) tragen. Die kei-
ne ausgepragten P- und P,-Maxima zeigenden Differenzspektren der Chromoproteine
(78) und (79) belegen, dass die Photoisomerisierung der C(15)-C(16)-Doppelbindung
vermutlich aufgrund des sterischen Anspruchs dieser Gruppen erschwert wird (Abb. 94).
Da hierdurch vibratorische Freiheitsgrade fehlen, erfolgt die Emission eines grofleren An-
teils der absorbierten Lichtenergie in Form von Fluoreszenz.
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5.2 Darstellung eines PCB-Peptid-Komplexes

Mit der Darstellung eines aus dem Chromophor PCB (2) und einem Peptid bestehenden
Komplexes erfolgt ein erster grundlegender Versuch zur systematischen Aufklarung der
Wechselwirkungen zwischen dem Chromophor (2) und seiner Proteinumgebung. Als
Modellsystem eignet sich hierzu ein Peptid (81), welches den tiber die Chromophorbin-
dungsstelle verfligenden Sequenzabschnitt des nativen Proteins PhyA abbildet. Anhand
dieses definierten und tbersichtlichen Systems ldsst sich ein Nachweis (iber die autoka-
talytisch verlaufende Assemblierung des Chromophors und des PhyA-Apoproteins erbrin-
gen. Die Beobachtung ihres Verlaufs sowie die Uberpriifung des Chromoproteins (82)
auf Befahigung zur Photoisomerisierung erfolgt mittels absorptionsspektroskopischer Me-
thoden.

5.2.1 Synthese eines Peptids der PhyA-Sequenz (81)

Per Festphasen-Peptidsynthese erfolgt die Darstellung eines 41 Aminosauren des PhyA3
aus Avena sativa umfassenden Peptids (81), das die Aminosdure Cys,,, enthdlt (Abb. 97).
Diese bindet im nativen Protein den Chromophor kovalent iber eine Thioetherbriicke
(Abb. 92).

l301 l31 1 iSZ‘I l331 i341 l351

N AEALPFDISL CGSALRAPHS CHLQYMENMN SIASLVMAVV VNENEEDDEA ESEQPAQQQK C

Peptidsequenz

Abb. 97: Ausschnitt aus der Sequenz des PhyA3 aus Avena sativa sowie die daraus entlehnte 41 Ami-
nosduren umfassende Peptidsequenz (81) (blau hinterlegt).

Der Ausschnitt aus der Sequenz des Proteins wird so gewahlt, dass das Peptid (81) ei-
nerseits moglichst viele Aminosduren besitzt, andererseits aber eine Konkurrenzsituation
zwischen Cys,,, und Cys;,, um den zu assemblierenden Chromophor PCB (2) vermie-
den wird. Dadurch, dass die Peptidsequenz die Aminosdauren 312-352 umfasst, wird
Cys,,, als einzige mogliche Bindungsstelle des PCBs (2) definiert. Als Folge davon befin-
det sich Cys,,, nicht an einer zentralen Position des Peptids (81), sondern bereits an
zehnter Stelle der Sequenz. Des Weiteren umfasst die gewahlte Peptidsequenz die Ami-
nosdauren His,,, und His,,,, welche fiir die Assemblierungsreaktion von essentieller Be-
deutung sind.?

Nach der Aufreinigung des Peptids (81) per HPLC, durch die seine Homogenitat gesi-
chert wird, erfolgt die Analyse seiner Identitdt durch die Anfertigung eines MALDI-TOF-
Massenspektrums. Die Identifikation von Fehlsequenzen, Nebenreaktionen und verblie-
benen Schutzgruppen erfolgt durch den Vergleich der berechneten mit der experimen-
tell bestimmten Molekiilmasse. Die molare Masse des Hauptpeaks [M + H]|" betragt
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4537 Da und weicht damit nur um 0.07 % von der theoretisch ermittelten Masse des
Peptids (81) ab, welche 4534 Da betrigt. Das Signal [M + 2 H]** der molaren Masse
2271 Da wird durch ein doppelt positiv geladenes Peptid (81) verursacht. Daneben ladsst
sich ein Nebenprodukt des Molekulargewichts 4438 Da identifizieren, dessen Signal
[M - 99 + H]" auf das Fehlen einer der vier Aminosauren Val,,,, Val,,,, Val,,, bzw. Val,,,
hinweist (Abb. 98).

100

80 - M + H*

60

40

Intensitat [%]

[M-99 +HJ"
20

o

T Y '
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
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Abb. 98: MALDI-TOF-Massenspektrum des 41 Aminosduren umfassenden Peptids der PhyA-Sequenz
(81). Als Matrix dient a-CHCA.

5.2.2 Assemblierung des Peptids (81) und des PCBs (2)

Die Assemblierung erfolgt autokatalytisch durch Zugabe des in DMSO gel6sten PCBs (2)
zu einer Losung des Peptids (81) in Breaking-Puffer | (Abb. 99). Wahrend das Stoffmen-
genverhdltnis der Chromophore (2) sowie (6)-(11) und des PhyA-Apoproteins im Verlauf
der Assemblierung ungefdahr 10:1 betragt, liegt wiahrend der Assemblierung des PCBs (2)
und des Peptids (81) ein Verhaltnis von 2.2:1 vor. Grund fiir den geringeren Chromo-
phortiberschuss ist der verminderte sterische Anspruch des Peptids (81), das dem PCB
(2) einen leichteren Zugang zur Chromophorbindungsstelle Cys,,, erlaubt. Des Weiteren
ermoglicht der geringere Uberschuss an Chromophor (2) eine einfache absorptionsspek-
troskopische Verfolgung des Assemblierungsverlaufs.

Die Stoffmenge des Peptids (81) wird tber seine Einwaage bestimmt. Dahingegen er-
folgt die Bestimmung der Stoffmengenkonzentration des PCBs (2) absorptionsspektro-
skopisch unter Zuhilfenahme des molaren Extinktionskoeffizienten seines langwelligen
Absorptionsmaximums, welcher 12500 | - mol™ - cm™ betrdgt.’' Hierzu werden 2 pl der
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PCB (2) enthaltenden DMSO-L6sung in 0.6 ml Breaking-Puffer | gel6st. Von dieser L6-
sung wird ein UV/Vis-Spektrum angefertigt.

1,75
— Peptid (81)
— PCB (2)
1,50 —— (82); nach 0 min
(82); nach 5 min
1,257 (82); nach 15 min
— (82); nach 30 min
1.00 — (82); nach 45 min
s ] —— (82); nach 60 min
I
2 0,754
o)
<
0,50 -
0,25 -
0,00

T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Wellenldnge [nm]

Abb. 99: UV/Vis-spektroskopische Untersuchung der Assemblierung des PCBs (2) und des Peptids der
PhyA-Sequenz (81). Wahrend die Absorption bei 363 nm abnimmt, steigt sie bei 633 nm.

Der Chromophor PCB (2) weist Absorptionsmaxima bei 363 nm und 616 nm auf, de-
ren Intensitaten im Verlauf der einstiindigen Assemblierungsreaktion mit dem Peptid (81)
abnehmen. Durch die Verringerung der Absorption bei 363 nm wird ein Absorptionsma-
ximum der Wellenldnge 344 nm sichtbar, welches eine Feinstruktur aufweist. Gleichzei-
tig ist die Bildung eines Absorptionsmaximums der Wellenlange 633 nm beobachtbar,
das zum langwelligen Absorptionsmaximum des PCBs (2) eine bathochrome Verschie-
bung um 17 nm aufweist (Abb. 99). Dieser im Rahmen der Assemblierung des 65-kDa-
PhyA-(His), und PCBs (2) auftretende, von Lamparter et al. '** wihrend der Assemblie-
rung von PCB (2) und dem Phytochrom Cph1 des Cyanobakteriums Synechocystis
PCC6803 beobachtete Effekt dient als Nachweis fiir den erfolgreichen Verlauf der Kupp-
lungsreaktion zum Chromopeptid (82).

Da unter den Reaktionsbedingungen der Assemblierung keine Nebenreaktionen auf-
treten, wird die das Chromopeptid (82) sowie tberschiissiges PCB (2) enthaltende Pro-
belosung ohne weitere Aufreinigung spektrometrisch sowie spektroskopisch untersucht.

5.2.3 Spektrometrische und spektroskopische Untersuchungen des PCB-Peptid-
Komplexes (82)

Im Gegensatz zu den Chromoproteinen (74)-(80) ist die Massenbestimmung des Chro-
mopeptids (82) mit Hilfe der MALDI-TOF-Spektrometrie moglich. Die Massendifferenz
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zwischen Peptid (81) und Chromopeptid (82) betrdgt 13 % und befindet sich somit deut-
lich aullerhalb der 1-%igen Messungenauigkeit der angewandten Methode.

Das MALDI-TOF-Massenspektrum deutet auf einen unvollstindigen Verlauf der As-
semblierungsreaktion des PCBs (2) und des Peptids (81) hin. Neben dem Massenpeak
[M + H]" des Chromopeptids (82) belegt der Peak [M - 586 + H|" das Vorliegen des
Peptids (81) (Abb. 100). Méglicherweise wird dieser Effekt durch eine wahrend der loni-
sation bzw. Messung stattfindende Abspaltung des Chromophors (2) bewirkt. Ein bereits
im MALDI-TOF-Spektrum des freien Peptids (81) (Abb. 98) erkennbarer Sequenzfehler
verursacht die Signale [M - 586 - 99 + H|" und [M - 98 + HJ". Sie weisen auf das Fehlen
einer der vier Aminosauren Val,,,, Valy,,, Val,,, bzw. Val,,, hin.

100

[M - 586 + H]'

804 [M-98 +HJ'

M+ HJ"
60

[M - 586 - 99 + HJ'
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40

20

: , : , : , : , :
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Abb. 100:  Ausschnitt aus dem MALDI-TOF-Massenspektrum des Chromopeptids der PhyA-Sequenz
(82). Als Matrix dient DHB's.

Die absorptionspektroskopisch verfolgten Experimente zur Photoisomerisierung des
Chromopeptids (82) durch Einstrahlen von Licht der Wellenldange 661 nm bzw. 616 nm,
mit denen seine P- bzw. P;-Form eingestellt werden soll, zeigen eine partielle Zersetzung
der Probe. Diese dullert sich durch die Abnahme der Intensitdt des Absorptionsmaxi-

mums bei 633 nm unter gleichzeitiger Zunahme der Absorption im Bereich der Wellen-
langen 400-570 nm.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang die Totalsynthese sowie die vollstandige
spektroskopische und spektrometrische Charakterisierung sechs neuartiger PCB-analoger
Verbindungen (6)-(11), welche hinsichtlich ihrer Eigenschaften als Chromophore des
pflanzlichen Photorezeptors Phytochrom untersucht wurden. Die Ergebnisse dieser Un-
tersuchungen wurden systematisch mit den Resultaten der parallel dazu durchgefiihrten
Analyse eines mit dem nativen Chromophor PCB (2) assemblierten Proteins verglichen.

171

171 171 171 171

®) (9) (10 ()

Abb. 101:  Kekulé-Formeln der synthetisierten Oxa- (6) und (7), Thia- (8) und (9) sowie Carba-Derivate
(10) und (11) des PCBs (2).

Die Chromophore (6)-(11) unterscheiden sich vom nativen Chromophor PCB (2)
durch den formalen Austausch der NH-Funktion des photoisomerisierbaren D-Rings ge-
gen die Heteroatome Sauerstoff und Schwefel bzw. eine Methylengruppe bei gleichzeiti-
ger Variation ihres Substitutionsmusters an Position C(18). An ihr erfolgte die formale
Substitution des nativen Ethylrests durch eine sterisch weniger anspruchsvolle Methyl-
gruppe (Abb. 101).

Als Grundlage zur Darstellung der Chromophore (6)-(11) diente eine konvergente
Synthesestrategie. In ihrem Verlauf wurde jeder der vier Ringe separat dargestellt, an-
schlieBend erfolgten die Kupplungsreaktionen zu den AB- (51) bzw. CD-Bausteinen
(52)-(57) und letztendlich zu den Tetrameren (67)-(72). Die Synthesen des A- (18), B-
(32) und C-Rings (33) lielen sich teilweise in Anlehnung an die Literatur durchfiihren.
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Aus diesem Grund lag der Schwerpunkt der synthetischen Arbeiten einerseits auf der
Darstellung einer Bibliothek unterschiedlich substituierter und zur Kupplung mit dem
C-Ring (33) geeignet funktionalisierter D-Ringe (Abb. 102), andererseits auf der Kupp-
lungsreaktion der AB- (51) mit den CD-Halften (58)-(63) sowie der Umsetzung zu den
PCB-analogen Chromophoren (6)-(11) (Abb. 101).

(48) (49)

Abb. 102:  Kekulé-Formeln der synthetisierten D-Ringe mit Furanon- (36) und (37), Thiophenon- (40) und
(41) sowie Cyclopentenonstruktur (48) und (49).

Mit der Analyse der Kristallstruktur des furanonsubstituierten CD-Bausteins (52) wurde
der Nachweis auf die Z-Konfiguration der C(4)-C(5)-Doppelbindung und die syn-Konfor-
mation der C(5)-C(6)-Einfachbindung erbracht. Aulerdem liel§ sich die Existenz einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem pyrrolischen Wasserstoffatom des C-Rings
und einem der sp’-Hybridorbitale des Furanon-Sauerstoffatoms des D-Rings belegen.

Im Verlauf der Formylierung der CD-Bausteine (52)-(57) entstanden als Nebenpro-
dukte die drei thermisch stabilen sowie lichtunempfindlichen Chromophore (64)-(66),
die aufgrund ihres Substitutionsmusters keine kovalente Bindung zum PhyA-Apoprotein
ausbilden konnen. Da nur geringe Substanzmengen isoliert wurden, erfolgte ausschlief3-
lich ihre spektroskopische und spektrometrische Charakterisierung. Auf die Acidolyse der
Methylesterfunktionen, die eine Voraussetzung fiir die Positionierung des Chromophors
im PhyA-Apoprotein und den Erhalt seiner Konformation ist, musste verzichtet werden.

Die sechs vollsynthetisch dargestellten Chromophore (6)-(11) sowie PCB (2) wurden
mit dem 65 kDa schweren N-terminalen Fragment des PhyA aus Hafer (Avena sativa) as-
sembliert und die gebildeten Holoproteine (74)-(80) per Gelelektrophorese identifiziert.
Absorptionsspektroskopische Untersuchungen zeigten sowohl das Vorliegen zweier
photochemisch reversibel ineinander Gberflihrbaren Zustinde als auch den Einfluss der
differierenden Substitutionsmuster auf die Chromophor-Protein-Wechselwirkungen.
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Im Vergleich zu dem mit PCB (2) assemblierten Holoprotein (80) weisen die Absorp-
tionsmaxima der P- und P,-Form der Chromoproteine (74)-(79) eine geringere Intensitat
und eine deutliche Hypsochromie auf. Diese wird im Fall der Chromoproteine (78) und
(79) durch den erhohten sterischen Anspruch des D-Rings der Chromophore (10) und
(11) verursacht, der zu einer Unterbrechung des konjugierten m-Systems fiihrt. Des Wei-
teren verfiigt die Methylengruppe, welche die NH-Gruppe des nativen Chromophors
PCB (2) ersetzt, tiber kein orthogonal zur Molekiilebene stehendes freies Elektronenpaar,
das mit dem konjugierten m-System des Chromophorgerists in Wechselwirkung treten
kann. Dieses fehlt ebenfalls den Heteroatomen im D-Ring der Chromophore (6)-(9). Sie
verfligen (ber zwei freie sp’>-Hybridorbitale, die nur gering mit dem konjugierten 7-Sy-
stem des Chromophorgeriists wechselwirken kénnen. Aufgrund der leichteren Polarisier-
barkeit der sp>-Hybridorbitale des Schwefels sind die polaren Konflikte zwischen der Pro-
teinumgebung und den Chromophoren (8) und (9) im Vergleich zu den sauerstoffsubsti-
tuierten Analoga (6) und (7) vermindert. Dieser Effekt lasst sich durch die geringere Blau-
verschiebung der Absorptionsmaxima der Chromoproteine (76) und (77) nachweisen.

Des Weiteren belegen die UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen, dass die an
Position C(18) durch einen Ethylrest substituierten Chromophore (6), (8) und (10), vergli-
chen mit ihren an Position C(18) durch eine Methylgruppe substituierten Analoga (7), (9)
und (11), vermehrt mit dem PhyA-Apoprotein assemblieren und stabilere Chromoprote-
ine bilden. Aufgrund der durch die Ethylreste verursachten starkeren Wechselwirkungen
zwischen den Chromophoren (6), (8) und (10) und dem Protein verfligen diese (ber
eingeschrankte Moglichkeiten zur Abgabe der absorbierten Lichtenergie in Form von
Schwingungsenergie und zeigen somit eine starkere Fluoreszenz.

Die im Rahmen fluoreszenzspektroskopischer Untersuchungen ermittelten Quanten-
ausbeuten der Chromoproteine (74)-(79) sind um den Faktor 2.5-4 gréler als jene des
mit PCB (2) assemblierten Chromoproteins (80). Damit belegen sie das Auftreten ver-
starkter sterischer und polarer Wechselwirkungen zwischen der Proteinumgebung und
den Chromophoren (6)-(11). Letztere verfligen hierdurch tber geringere vibratorische
Freiheiten als das PCB (2) im Chromoprotein (80) und somit (iber eingeschrankte Mog-
lichkeiten zur Freisetzung der absorbierten Lichtenergie, welche sie aus diesem Grund
vermehrt in Form von Fluoreszenz emittieren.

Zusatzlich gelang die Synthese sowie die spektrometrische Identifikation eines aus 41
Aminosduren bestehenden Peptids der PhyA-Sequenz (81). Dieses liels sich unter ab-
sorptionsspektroskopischer Verfolgung des Reaktionsverlaufs mit dem nativen Chromo-
phor PCB (2) zum Chromopeptid (82) umsetzen. Per MALDI-TOF-Massenspektrometrie
konnte das Reaktionsprodukt (82) zweifelsfrei nachgewiesen werden. Da es lber eine
hohe Photosensitivitdt verfiigt, fiihrten Belichtungsexperimente nicht zu seiner Photoiso-
merisierung, sondern bewirkten die per UV/Vis-Spektroskopie beobachtbare Zersetzung.
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7 Ausblick

Die Untersuchung der Chromophor-Protein-Wechselwirkungen anhand strukturell modi-
fizierter Chromophore erscheint weiterhin verfolgenswert, da die chemische Synthese
vielfdltige Variationsmoglichkeiten sowohl der Geriistatome als auch des Substitutions-
musters erlaubt. Damit lassen sich nichtnative Derivate des PCBs (2) mit definierten Ei-
genschaften zur Rekonstitution bereitstellen (Abb. 103). Von besonderem Interesse sind
dabei die Derivate, die iber eine modifizierte Struktur des photoisomerisierbaren D-
Rings verfligen.

PCB, (2)

Abb. 103:  Kekulé-Formeln des PCBs (2) sowie von Derivaten, welche (iber neuartige, nichtnative Substi-
tutionsmuster verfligen.

Moglicherweise unterstiitzt die formale Substitution der carbonylischen Sauerstoffato-
me des A- und D-Rings durch Methylengruppen die spektroskopische Aufklarung der im
Verlauf der Photoisomerisierung des Chromophors auftretenden Konformationsanderun-
gen sowohl der C(5)-C(6)- als auch der C(14)-C(15)-Einfachbindung. Des Weiteren lasst
sich vermutlich durch die Synthese von an Position C(18) durch einen Pentafluorethyl-
bzw. Trifluormethylrest substituierten Chromophoren - unter Umkehrung der Polarisie-
rung und VergroBerung des sterischen Anspruchs des Substituenten - die Bedeutung
des Ublicherweise vorhandenen Ethylrests ermitteln. Sowohl Qualitit als auch Intensitit
der Wechselwirkung mit dem Protein lassen sich gezielt unter Einsatz '’F-NMR-spektro-
skopischer Methoden detektieren.

Solange die Aufklarung der Kristallstruktur des pflanzlichen PhyA nicht erfolgt ist, er-
scheint ebenfalls die systematische Synthese weiterer Peptide auf Basis seiner Aminosau-
resequenz sowie ihre Assemblierung mit PCB (2) zur Aufklarung der Wechselwirkungen
zwischen Chromophor und Protein erfolgversprechend. Einerseits erfolgt durch systema-
tische Verlangerung der Peptidsequenz ein Aufbau der chromophorbindenden Domane
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des PhyA, andererseits lassen sich exakt definierte und Ubersichtliche Modellsysteme
schaffen, welche chemisch erzeugte Punktmutationen aufweisen. Letztere erlauben eine
gezielte Detektion des Einflusses einzelner Aminosduren auf die Befahigung des Proteins
zur Assemblierung anhand der absorptionsspektroskopisch verfolgbaren charakteristi-
schen Ausbildung der phytochromartigen Chromophor-Peptid-Bindung. Zusatzlich er-
folgt hierdurch die Bestimmung der Abhangigkeit der Fixierung des Chromophors in der
Proteintasche von der Proteinstruktur sowie der Fihigkeit des Komplexes zur Photoiso-
merisierung.
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8 Experimenteller Teil
8.1 Vorbemerkungen
8.1.1 Gerate, Materialien und Methoden

8.1.1.1 Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Reichert-Heiztischmikroskop gemessen und sind
unkorrigiert angegeben.

8.1.1.2  NMR-Spektroskopie

Die Spektren wurden auf folgenden Geradten der Firma Bruker aufgenommen: DRX 500
(500 MHz fiir '"H-NMR, 126 MHz fiir "C-NMR), DRX 400 (400 MHz fiir 'H-NMR,
101 MHz fiir "C-NMR) und ARX 250 (250 MHz fiir '"H-NMR, 63 MHz fiir "C-NMR). Die
Angaben Uber die Multiplizitit der Signale werden wie folgt abgekirzt: s = Singulett,
d = Dublett, t= Triplett, q = Quartett, m = Multiplett. Die Datenaufnahme erfolgte mit
der Software TopSpin 1.3 der Firma Bruker, die Spektren wurden mit der Software
MestReC 4.8.6 der Firma Mestrelab Research ausgewertet.

8.1.1.3  IR-Spektroskopie

Zur Aufnahme der Infrarotspektren diente ein FT-IR Spektrometer der Firma Perkin-Elmer
(System 2000). Die Messungen erfolgten an KBr-Presslingen. Datenaufnahme und Kon-
vertierung in ASCII erfolgte mit der Software Spectrum 2.00 der Firma Shimadzu. Ange-
geben sind die Wellenzahlen der Schwingungen in cm™.

8.1.1.4  UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Absorptionsspektren wurden mit Shimadzu UV-2401 PC Spektrometern auf-
genommen. Verwendet wurden Kiivetten der Firma Hellma aus Quarzglas (Suprasil®),
deren Schichtdicke 1 cm betrug. Die verwendeten Losemittel waren fiir die Spektrosko-
pie geeignet (Uvasol®). Datenaufnahme und Konvertierung in ASCII erfolgten mit der
UVPC-Software 3.9 der Firma Shimadzu. Es sind die Wellenldngen der Absorptionsmaxi-
ma in nm und deren molare dekadische Extinktionskoeffizienten (&) in |- mol™ - cm™ an-
gegeben.

8.1.1.5  Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektren wurden bei 20 °C mit einem Cary Eclipse Spektrometer der Fir-
ma Varian aufgenommen. Verwendet wurden Fluoreszenzkiivetten der Firma Hellma
aus Quarzglas (Suprasil®), deren Schichtdicke 1 cm - 1 cm betrug. Datenaufnahme und
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Konvertierung in ASCII erfolgten mit der Cary Eclipse Scan Application V1.0(78) der Fir-
ma Varian.

8.1.1.6  Massenspektrometrie

Alle Massenspektren der ElektronenstolR-Methode (ElI) wurden entweder auf einem
MAT 8200, MAT 8400 oder MAT SSQ 7000 Spektrometer der Firma Finnigan mit einer
lonisierungsenergie von 70 eV gemessen. Massenspektren der Elektronenspray-Methode
(ESI) wurden entweder auf einem Esquire 3000 Spektrometer der Firma Bruker oder auf
einem Quadrupol Spektrometer der Firma Hewlett Packard gemessen.

Die Massenspektren der Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight-
Methode (MALDI-TOF) wurden auf einem Voyager DE-Pro Spektrometer der Firma
Applied Biosystems in Verbindung mit einem Hochgeschwindigkeits-Digitalisierer der Fir-
ma LeCroy gemessen. Dabei dienten sowohl a-CHCA als auch Sina und DHB’s als Matri-
ces. Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV
und einer Verzogerungszeit von 130 ns. Verglichen mit den El- bzw. ESI-Spektren trat da-
bei haufig aufgrund mangelnder statistischer Verteilung der Isotopen innerhalb der Pro-
ben eine Verschiebung des Hauptpeaks um 1 g - mol™" auf. Diese Abweichung bleibt un-
korrigiert.

Fir alle Spektren sind die Massenzahlen m/z und die relativen Intensititen der Peaks
in % angegeben.

Hochauflosende Massenspektren wurden auf einem Finnigan MAT 95 Spektrometer
gemessen. Es sind sowohl die theoretischen als auch die experimentell ermittelten Mas-
sen angegeben.

8.1.1.7  Rontgenstrukturanalytik

Die Rontgenstrukturanalysen erfolgten bei 100 K auf einem Nonius FR 591 Diffraktome-
ter (= 0.71073 A) mit Graphit-Monochromator. Unter Zuhilfenahme der Software Mer-
cury 1.4.1 des Cambridge Crystallographic Data Centre wurde die Auswertung der Kris-
tallstrukturen durchgefihrt.

8.1.1.8  Saulenchromatographie

Analytische Diinnschichtchromatogramme wurden entweder auf Kieselgel 60 F,;, DC-
Aluminiumfolien (Schichtdicke 0.25 mm) oder auf Aluminiumoxid 60 F,;, DC-Fertigplat-
ten der Firma Merck durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht (A = 254 nm)
bzw. durch Anfarben mit basischer Kaliumpermanganat-Losung (3 g KMnO,, 20 g
K,CO,, 5 ml 5-%ige NaOH-Lésung, 300 ml H,0).'*

Sdulenchromatographische Reinigungen unter Normaldruck erfolgten, sofern nicht an-
ders angegeben, an Kieselgel 60 (KorngroBe 40-63 um) der Firma Merck. Trennungen
per MPLC erfolgten, sofern nicht anders angegeben, bei maximal 10 bar an Kieselgel 60
(KorngrofRe 40-63 wm) der Firma Merck. Zum Einsatz kamen eine Biichi Lésemittelpum-
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pe des Typs 688, verschiedene Biichi Glassdulen der Serie C-690 sowie der Fraktions-
sammler SuperFrac der Firma Amersham Biosciences. Trennungen per Flash-Chromato-
graphie erfolgten, sofern nicht anders angegeben, bei maximal 3.1 bar auf RediSep®Kie-
selgel-Kartuschen (Korngrofle 35-70 um) der Firma Teledyne Isco, die in einem Chroma-
tographiesystem des Typs CombiFlash® Companion® des gleichen Herstellers betrieben
wurden.

8.1.1.9  Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie

Praparative HPLC-Trennungen erfolgten unter Verwendung eines Chromatographiesys-
tems bestehend aus zwei gekoppelten Gradientenpumpen des Typs 305 und 306 der
Firma Gilson, eines Detektors SPD-10AV VP der Firma Shimadzu sowie eines Fraktions-
sammlers des Typs 206 der Firma Gilson. Analytische Mengen wurden mit einem Chro-
matographiesystem der Firma Shimadzu getrennt. Dieses bestand aus einem Controller
des Typs SCL-10A VP, zwei gekoppelten Gradientenpumpen des Typs LC-10AV VP und
einem Detektor des Typs SPD-M10 VP. Fiir analytische sowie prdparative Trennungen
wurden Sdulen des Typs Nucleosil 7-100 (SiO,, KorngroBe 7 um) und Kromasil C18
ODS-5-100 (RP-C,;, Korngrofle 5 um) verwendet. Die Dimensionen der analytischen
Sdulen betrugen 125 mm - 4.6 mm, die der praparativen Nucleosil-Sdule 250 mm - 8 mm
und die der praparativen Kromasil-Saule 250 mm - 21 mm.

Die prdparative Reinigung der synthetischen Peptide erfolgte mit einem HPLC-Sys-
tem 1102 der Firma Gilson unter Verwendung zweier gekoppelter Gradientenpumpen
des Typs 331 und 332, eines Detektors des Typs UV/Vis-156 sowie eines Fraktions-
sammlers des Typs 215. Verwendet wurde eine Sdule der Firma Phenomenex, Typ Ge-
mini 5 (250 mm - 21.2 mm, 5 um). Alle verwendeten Losemittel wurden vor Benut-
zung entgast und enthielten 0.3 % TFA.

8.1.1.10 Festphasen-Peptidsynthese

Die Synthese der Peptide erfolgte mit einem Syntheseautomaten 348Q der Firma Ad-
vanced ChemTech nach der Fmoc/t-Bu-Methode. Als feste Phase wurde ein PAL-PEG-PS-
Harz verwendet, wodurch der C-Terminus jedes Peptids als Carbonsdureamid vorlag,
wdahrend die N-terminale Aminogruppe acetyliert wurde. Die eingesetzten Aminosduren
wurden durch folgende Gruppen geschiitzt. Asp, Glu, Ser und Tyr: tert-Butyl; Asn, Cys,
Gln und His: Trityl; Arg: Pbf; Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Pro und Val wurden ohne
Schutzgruppe eingesetzt. Alle Reagenzien wurden in NMP gelost, auBer das zum Ent-
schiitzen des N-Terminus verwendete Piperidin, welches in DMF gelost wurde. Als Kopp-
lungsreagenz diente HATU. Die Reagenzien wurden im Stoffmengenverhaltnis 1:5:5:10
(Harz/Aminosaure/HATU/Collidin) eingesetzt. Sowohl nach jeder Kopplung als auch
nach jeder Schutzgruppenabspaltung wurde das Harz sechsmal mit DMF gewaschen.

Alle eingesetzten Chemikalien besallen mindestens den Reinheitsgrad ,zur Peptidsyn-
these”.
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8.1.1.11 Gelelektrophorese

Gelektrophoresen wurden auf NuPAGE® Novex Bis-Tris Gelen (Gradient 4-12 %) der
Firma Invitrogen in der Gelkammer XCell SureLock™ Mini Cell des gleichen Herstellers
durchgefiihrt. Die Stromstirke betrug 60 mA und wurde von einer Spannungsquelle
Vokan 400 der Firma Shandon geliefert. Als Laufpuffer diente MOPS SDS-Puffer (1x).

8.1.2 Verwendete Losungsmittel und Reagenzien

Alle verwendeten Losungsmittel wurden, soweit sie nicht von z. A. Qualitat waren, vor

ihrer Verwendung destilliert. Darliber hinaus erforderliche Absolutierungen erfolgten

nach in der Literatur angegebenen Standardmethoden.'*®'®

8.1.2.1 Kommerziell erworbene Reagenzien

Acetonitril

Acetonylacetat

Aluminiumsulfid
Ammoniumcer-(1V)-nitrat (CAN)
Ammoniumchlorid

Benzylalkohol

v-Butyrolacton
Borsduretrimethylester
n-Butyllithium
D,L-2-Brombutansdureethylester
Bromphenolblau, Natriumsalz
D,L-2-Brompropionsdureethylester
Butyrylessigsaureethylester
Chloressigsadure-tert-butylester
Chloroform-d,

N-Chlorsuccinimid
Citraconsaureanhydrid
Cobalt-Harz
1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en (DBU)
N,N’-Dimethyl-4-aminopyridin (DMAP)
N,N’-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfid

Dimethylsulfoxid (DMSQO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
1,4-Dioxan

Eisessig

Essigsdureanhydrid

> 99.5 % (Riedel de Haén)

98 % (Fluka)

98 %, granuliert, 4 mesh (Aldrich)
z. A., 299.5 % (Acros)

z. A., 2 99.8 % (Merck)

z. A., 2 99.5 % (Merck)

> 99 % (Acros)

99 % (Acros)

Losung in n-Hexan, 1.6 M (Acros)
97 % (Acros)

reinst (Serva)

99 % (Acros)

98 % (Acros)

99 % (Acros)

Deuterierungsgrad > 99.8 % (Merck)
> 98 % (Aldrich)

98 % (Acros)

TALON™ (Clontech Laboratories Inc.)
> 99 % (Fluka)

99 % (Aldrich)

z.S.,> 99 % (Merck)

wasserfrei, > 99 % (Aldrich)

> 99.8 % (Merck)

> 99 % (Biomol)

stabilisiert, z. A., 2 99.5 % (Merck)
z. A., 100 % (Merck)

> 98.5 % (Merck)



Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
Ethyliodid

Formamid

Glycerin

Hydrazinhydrat

Imidazol

lod

lonenaustauscher
Kaliumcarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kaliumpermanganat
Kohlendioxid
Lawesson-Reagenz
Magnesiumsulfat-Hydrat
Mercaptoethanol
4-Methoxybenzylamin
Methylglyoxal

Methyliodid
3-Methylthiophen
Molekularsieb

MOPS SDS-Laufpuffer
Natrium

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumpyrosulfit
Natriumsulfat

Nitroethan
Orthoameisensauretrimethylester
Oxalsauredichlorid
3-Oxopentansduremethylester
Palladium/Aktivkohle
Pefabloc SC

Periodsdure

PhastGel™ Blue R
Phosphoroxytrichlorid
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p. A., =299 % (Serva)

~ 99 % (Fluka)

z.S.,> 98 % (Merck)

wasserfrei, reinst, > 99.0 % (Merck)
~ 51 % (Acros)

reinst, > 99.9 % (Biomol GmbH)

> 99 % (Aldrich)

Dowex 50Wx8-200 (Aldrich)

z. A., 2 99.9 % (Merck)

z. A., 2 99.5 % (Merck)

reinst, 85.0-100 % (Merck)

z. A, =99 % (Merck)

technisch, 99.8 % (Air Liquide)

97 % (Aldrich)

reinst, > 99.0 % (Merck)

>99.0 % (Sigma)

98 % (Acros)

in Wasser, 40 % (Acros)
stabilisiert, 99 % (Acros)

> 98 % (Fluka)

Perlform, 2 mm, 3 A (Merck)

20x (Invitrogen)

99 % (Merck)

wasserfrei, z. A., 2 99.9 % (Merck)
z. A, >99.5 % (Merck)

~99 % (Sigma)

Emulsion in Mineral6l, 55-65 % (Fluka)
z. A., 299.7 % (Merck)

reinst, > 98.0 % (Merck)

z. A, > 98 % (Merck)

wasserfrei, reinst, > 99.0 % (Merck)
z.S.,> 97 % (Merck)

z.S.,> 98 % (Merck)

98 % (Acros)

> 99 % (Acros)

z. S., 10 % Pd, wasserfrei (Merck)
> 95 % (Biomol GmbH)

z. A.,>99.0 % (Fluka)

k. A. (Pharmacia)

99 % (Aldrich)
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Proteinmarker SDS-PAGE Low Range

Pyridin
Pyridin-d,

Salzsdure
Schwefelsaure
Schwefelwasserstoff

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin (TMG)

Thionylchlorid

4-Toluensulfonsdure-Monohydrat

Triethylamin
Triethylphosphit
2,8,9-Trimethyl-2,5,8,9-tetraaza-

1-phosphabicyclo-[3.3.3]-undecan

Triphenylphosphin
Trifluoressigsaure (TFA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Wasserstoff 5.0
Wasserstoffperoxid (Perhydrol®)
D-(-)-Weinsaure

Zinkchlorid

Zinkstaub

8.1.2.2 Puffer

Breaking-Puffer |
Breaking-Puffer Il

Breaking-Puffer lll
Lammli-Puffer

MOPS SDS-Puffer (1x)

Fixierlosung
Coomassie-Stammlosung

Coomassie-Farbel6sung

unstained (Bio-Rad)

z. A., 2 99.5 % (Merck)
Deuterierungsgrad > 99.0 %
(Deutero GmbH)

z. A., rauchend, 37 % (Merck)
z. A., 95-97 % (Merck)

> 99.0 % (Messer Griesheim)
98 % (Acros)

z.S.,> 98 % (Merck)

97 % (Aldrich)

98.5 % (Merck)

z.S., > 99 % (Merck)

98 % (Aldrich)

99 % (Aldrich)

99 % (Aldrich)

99 % (Acros)

z. A, 299.9 % (Serva)
>99.999 % (Messer Griesheim)
p. A., 35 % (Merck)

99 % (Aldrich)

z. A., =298 % (Merck)

z. A., > 95 % (Merck)

50 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 % Glycerin, pH 8
Breaking-Puffer I, 0.1 % Pefabloc (200mM), 0.05 %
Mercaptoethanol

Breaking-Puffer I, 0.1 % Pefabloc (200mM)

100 mM Tris, pH 6.8, 200 mM DTT, 4 % SDS, 0.2 %
Bromphenolblau, 20 % Glycerin

MOPS SDS-Laufpuffer (20x) (1 M), Tris (1 M), SDS
(69.3 mM), EDTA (20.5 mM), pH 7.7

Wasser, Ethanol, Eisessig (5:4:1, v/v)

1 Tablette PhastGel Blue R, 80 ml Wasser, 120 ml
Ethanol

Coomassie-Stammlosung, Ethanol, Eisessig, Wasser
(1:3:1:6, v/V)
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8.2 Synthese des A-Rings

8.2.1 Darstellung des (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dions (19)'"*""’

Unter einer Inertgasatmosphdre werden zu einer auf einem Eisbad gekihlten Losung
aus 9.0 ml (98.0 mmol) Citraconsdureanhydrid und 600 ml Toluen 12.8 ml (96.2 mmol)
4-Methoxybenzylamin so zugegeben, dass die Temperatur der Mischung wahrend der
Zugabe 15-20 °C betrdagt. Anschliefend wird sie 13 h unter Riickfluss gekocht. Nach
Abdestillieren des Toluens wird das zuriickbleibende, hellgelb gefirbte Ol in 100 ml
Ethylacetat aufgenommen, fiinfmal mit jeweils 100 ml Wasser, zweimal mit jeweils
100 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Abdestillieren
des Losemittels ergibt 22.25 g (96.2 mmol, 100 %) (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-
2,5-dion (19) in Form eines feinkristallinen, schwach gelb gefarbten Feststoffs.

(19)

Smp. = 72-73 °C (Lit."": Smp. = 76.0-77.0 °C)

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 2.04 (d, 3 H, ) = 1.83 Hz, CH,-3"), 3.75 (s, 3 H, OCH,), 4.56 (s, 2 H,
CH,1'), 6.28 (q, 1 H, ¥ = 1.78 Hz, CH-4), 6.82 (d, 2 H, | = 8.67 Hz, CH-1%), 7.27 (d,
2 H,? =8.63 Hz, CH-1)

3C-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, CDCL,):
§ (ppm) = 10.94 (C-3"), 40.95 (C-1'), 55.24 (OCH,), 113.97 (C-1%), 127.36 (C-4),
128.75 (C-1%), 129.90 (C-12), 145.70 (C-3), 159.18 (C-1°), 170.53 (C-2), 171.54 (C-5)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3454, 3085 (CH-Valenz, unges.), 3007 (CH-Valenz, unges.), 2974 (CH-
Valenz), 2942 (CH-Valenz), 2843 (CH-Valenz), 1767 (C=0-Valenz, tert. Amid), 1697
(C=0-Valenz, tert. Amid), 1638 (C=C-Valenz), 1612, 1585, 1511, 1442 (CH-Deforma-
tion, asym.), 1398 (CH-Deformation, sym.), 1348 (CN-Valenz, tert. Amid), 1306, 1291
(CH-Deformation, unges.), 1246 (C-O-C-Valenz, asym.), 1181 (CH-Deformation, aro-
mat., ip), 1106 (CH-Deformation, aromat., ip),1077, 1029 (C-O-C-Valenz, sym.), 946,
875, 854 (CH-Deformation, p-disubst. Aromat, oop), 820 (CH-Deformation, unges.),
732, 703 (CH-Deformation, aromat., oop), 604, 579

Massenspektrum (El, 55 °C):
m/z (%) = 231 (100, M*), 213 (2), 203 (5), 188 (35), 174 (4), 160 (5), 134 (18),
121 (20), 108 (40), 91 (7), 77 (11), 68 (5), 51 (4), 39 (12)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,;H;NO;: theoretisch 231.089544 g - mol™', experimentell 231.089392 g - mol™'

8.2.2 Darstellung des (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methylpyrrolidin-2,5-
dions (20a)116,117,143

Zu einer auf 0 °C gekihlten, aus 110 ml (1.36 mol) Nitroethan und 6.6 ml (42.2 mmol)
DBU bestehenden Losung werden 10.00 g (43.2 mmol) (4-Methoxybenzyl)-3-methyl-
pyrrol-2,5-dion (19) gegeben, wobei sich die Mischung auf 2 °C erwarmt. Anschlielfend
wird sie fir 1 h bei 0 °C gerihrt. Die gelb gefarbte Losung wird mit 400 ml Ethylacetat
versetzt und viermal mit je 200 ml Wasser sowie zweimal mit 200 ml gesattigter NaCl-
Losung gewaschen. Wahrend sich die wassrige Phase gelb farbt, entfarbt sich die organi-
sche Phase weitgehend. Sie wird iber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Lose-
mittels bleiben 14.09 g des Rohprodukts in Form eines schwach gelb gefarbten, klaren
Ols zuriick. Dieses wird per MPLC mit einer Mischung aus n-Hexan und Ethylacetat (3:1,
v/v) gereinigt. Erhalten werden 4.07 g (15.7 mmol, 36.3 %) (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxy-
benzyl)-4-methylpyrrolidin-2,5-dion (20a) in Form eines klaren, schwach gelb gefarbten
Ols und 1.02 g (3.9 mmol, 9.1 %) (2)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methylpyrrolidin-
2,5-dion (20b) in Form nahezu farbloser Kristalle.
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(20a)

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, NOESY, CDCl,):
8 (ppm) = 1.36 (d, 3 H, *) = 7.49 Hz, CH,-4"), 1.87 (dd, 3 H, %), = 7.33 Hz,
J,=1.09 Hz, CH,-3%), 3.26 (q, 1 H, *) = 7.51 Hz, CH-4), 3.74 (s, 3 H, OCH,), 4.61 (d,
2 H,% =5.40 Hz, CH,1), 6.79 (d, 2 H, | = 8.67 Hz, CH-1%), 6.83 (dq, *J, = 2.09 Hz,
%), = 7.34 Hz, CH-3"), 7.30 (d, 2 H, *) = 8.64 Hz, CH-1%)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 14.78 (C-32), 15.64 (C-4"), 37.36 (C-4), 41.62 (C-1'), 55.24 (OCH,),
113.93 (C-1%), 128.34 (C-12), 130.19 (C-1%), 131.99 (C-3), 134.23 (C-3"), 159.19 (C-1°),
169.27 (C-2), 177.91 (C-5)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3463, 2976 (CH-Valenz), 2939 (CH-Valenz), 2838 (CH-Valenz), 1766
(C=O-Valenz, tert. Amid), 1701 (C=O-Valenz, tert. Amid), 1676, 1613, 1586, 1550,
1515, 1431 (CH-Deformation, asym.), 1397 (CH-Deformation, sym.), 1344 (CN-Va-
lenz, tert. Amid), 1298 (CH-Deformation, unges.), 1249 (C-O-C-Valenz, asym.), 1199,
1178 (CH-Deformation, unges.), 1147, 1113, 1081, 1033 (C-O-C-Valenz, sym.), 983,
949, 917, 849 (CH-Deformation, p-disubst. Aromat, oop), 821 (CH-Deformation,
p-disubst. Aromat, oop), 769, 740, 700, 618, 570, 547, 514, 426

Massenspektrum (El, 70 °C):
m/z (%) = 259 (100, M*), 244 (1), 230 (7), 216 (28), 202 (10), 187 (3), 173 (2),
162 (6), 134 (14), 121 (83), 108 (4), 96 (14), 77 (8), 68 (17), 53 (6), 41 (7)
Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,.H,,NO,: theoretisch 259.120844 g - mol™', experimentell 259.120775 g - mol™
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(20b)

Smp. = 48 °C (Lit."": Smp. = 45-46 °C)

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, NOESY, CDCl,):
§ (ppm) = 1.31 (d, 3 H, *) = 7.42 Hz, CH,-4"), 2.25 (dd, 3 H, ), = 7.34 Hz,
Jo=1.81 Hz, CH;-3%), 3.14 (qt, 1 H, ), = 7.45 Hz, ), = 1.88 Hz, CH-4), 3.75 (s, 3 H,
OCH,), 4.60 (d, 2 H, *) = 3.89 Hz, CH,1"), 6.16 (dq, 1 H, *J, = 1.75 Hz, ], = 7.26 Hz,
CH-3"), 6.80 (d, 2 H, *] = 8.69 Hz, CH-1%), 7.32 (d, 2 H, *} =8.69 Hz, CH-1?)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 14.79 (C-32), 15.94 (C-4"), 39.51 (C-4), 41.28 (C-1'), 55.26 (OCH,),
113.94 (C-1%), 128.44 (C-12), 130.28 (C-1%), 130.59 (C-3), 137.79 (C-3), 159.18 (C-1°),
169.22 (C-2), 177.49 (C-5)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3452, 2974 (CH-Valenz), 2936 (CH-Valenz), 2875 (CH-Valenz), 2838 (CH-
Valenz), 1764 (C=0-Valenz, tert. Amid), 1700 (C=0O-Valenz, tert. Amid), 1670, 1613,
1586, 1552, 1514, 1430 (CH-Deformation, asym.), 1396 (CH-Deformation, sym.),
1352 (CN-Valenz, tert. Amid), 1297 (CH-Deformation, ip), 1248 (C-O-C-Valenz,
asym.), 1203, 1178 (CH-Deformation, unges.), 1149, 1113, 1097, 1033 (C-O-C-Va-
lenz, sym.), 960, 916, 851 (CH-Deformation, p-disubst. Aromat, oop), 821 (CH-Defor-
mation, p-disubst. Aromat, oop), 781, 771, 745, 700, 619, 562, 542, 513, 408

Massenspektrum (El, 65 °C):
m/z (%) = 259 (100, M*), 244 (1), 230 (7), 216 (28), 202 (10), 187 (3), 173 (2),
162 (5), 134 (14), 121 (96), 108 (3), 96 (14), 77 (9), 68 (17), 53 (6), 41 (8)
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Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,sH,,NO,: theoretisch 259.120844 g - mol™', experimentell 259.120669 g - mol™'

8.2.3 Darstellung des (F)-3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions (21)''*""”

Eine Losung, bestehend aus 4.72 g (18.2 mmol) 3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-me-
thylpyrrolidin-2,5-dion (20a) in 183 ml (3.46 mol) Acetonitril und 64 ml (3.55 mol) Was-
ser, wird mit 25.06 g (45.5 mmol) CAN versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschliefend wird sie mit 200 ml Ethylacetat extrahiert und die wassrige Phase dreimal
mit je 50 ml Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten gelb gefarbten organischen Phasen
werden viermal mit je 100 ml gesattigter NaHCO,-L6sung sowie viermal mit je 100 ml
gesattigter NaCl-Losung gewaschen und danach Gber MgSO, getrocknet. Nach Abdestil-
lieren des Losemittels wird die klare, gelborange gefarbte Losung in 55 ml Methanol ge-
|6st, mit 0.36 ml (1.0 mmol) Hydrazinhydrat versetzt und 5 min bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Abdestillieren des Losemittels wird die gelb gefarbte, klare Flissigkeit mit je-
weils 200 ml Ethylacetat und Wasser versetzt. Nach der Phasentrennung wird die wassri-
ge Phase zweimal mit je 75 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen werden viermal mit je 100 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und tiber MgSO,
getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels bleiben 4.07 g des Rohprodukts in Form
eines gelb gefdrbten Feststoffs zurlick. Dieser wird per MPLC mit einem Gemisch aus
Dichlormethan und Ethylacetat (Gradient 19:1-4:1, v/v) gereinigt und anschlieRend aus
Ethylacetat umkristallisiert. Erhalten werden 1.64 g (9.5 mmol, 65.0 %) (E)-3-Ethyliden-4-
methylpyrrolidin-2,5-dion (21) in Form gelborange gefarbter Kristalle.

Smp. = 76 °C (Lit."": Smp. = 100 °C)

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.43 (d, 3 H,?) = 7.50 Hz, CH,-4"), 1.90 (dd, 3 H, ’J, = 1.29 Hz,
%), =7.34 Hz, CH,-3%), 3.35 (ddq, 1 H, *), = 1.28 Hz, %), = 2.13 Hz, ), = 7.47 Hz,
CH-4), 6.86 (dq, T H, *J,= 2.21 Hz,*), = 7.33 Hz, CH-3"), 8.09 (s br, 1 H, NH)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 14.75 (C-32), 15.55 (C-4'), 38.48 (C-4), 132.75 (C-3), 135.21 (C-3"),
169.27 (C-2), 178.11 (C-5)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3178 (NH-Valenz), 3046 (CH-Valenz, unges.), 2973 (CH-Valenz), 2940
(CH-Valenz), 2879 (CH-Valenz), 1764 (C=0-Valenz), 1706 (C=0O-Valenz), 1666 (C=C-
Valenz), 1605, 1542, 1505 (NH-Deformation, Amid), 1460, 1442 (CH-Deformation,
asym.), 1379 (CH-Deformation, sym.), 1347 (CH-Deformation), 1257, 1201 (CN-Va-
lenz, Amid), 1148, 1044, 1039, 948, 844 (CH-Deformation, unges.), 776, 736 (NH-
Deformation, Amid), 709, 669, 627, 569, 439

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 139 (17, M), 124 (1), 110 (1), 96 (100), 67 (72), 65 (5), 53 (28), 39 (19),
27 (12)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):
C,H,NO,: theoretisch 139.063329 g - mol™', experimentell 139.063454 g - mol™

Als Nebenprodukt lassen sich 0.09 g (0.66 mmol, 3.6 %) p-Anisaldehyd (83) in Form ei-
nes klaren, schwach gelb gefirbten, fruchtig riechenden Ols gewinnen.

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 3.85 (s, 3 H, OCH,), 6.97 (d, 2 H, 3 = 8.78 Hz, CH-3), 7.80 (d, 2 H,
3 = 8.73 Hz, CH-2), 9.85 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 55.50 (OCH,), 114.26 (C-3), 129.92 (C-1), 131.90 (C-2), 164.56 (C-4),
190.71 (CHO)
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IR-Spektrum (KBr):

V (cm™) = 3076 (CH-Valenz, aromat.), 2970 (CH-Valenz), 2938 (CH-Valenz), 2841

(CH-Valenz), 2780, 1700 (C=0-Valenz, Arylaldehyd), 1683 (C=0O-Valenz, Arylalde-

hyd), 1600 (C=C-Valenz, p-disubst. Aromat), 1577 (p-disubst. Aromat.), 1549, 1511

(p-disubst. Aromat.), 1459 (CH-Deformation, asym.), 1426, 1398 (CH-Deformation,
sym.), 1352, 1315, 1261 (C-O-C-Valenz, asym.), 1216, 1160 (CH-Deformation, aro-
mat., ip), 1108 (CH-Deformation, aromat., ip), 1025 (C-O-C-Valenz, sym.), 834 (CH-
Deformation, aromat.), 766, 758, 642, 607, 597, 516

Massenspektrum (El, 105 °C):
m/z (%) = 136 (74), 135 (100, M*), 107 (14), 92 (14), 77 (29)

8.2.4 Darstellung des (F)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimids (18)''*'"”

Zu einer unter Inertgasatmosphire bei 150 °C Olbadtemperatur kochenden Lésung aus
3.98 g (9.6 mmol) Lawesson-Reagenz in 30 ml 1,4-Dioxan wird eine Lésung aus 1.39 g
(9.6 mmol) (E)-3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dion (21) und 9 ml 1,4-Dioxan gegeben.
Die sich bildende orange gefirbte, klare Lésung wird 10 min bei 150 °C Olbadtempera-
tur gekocht, wobei sie sich dunkelrot farbt, und anschliefend auf einem Eisbad abge-
kiihlt. Der dabei ausfallende Niederschlag wird tiber Celite® 500 abfiltriert und das Lose-
mittel aus dem Filtrat abdestilliert. Zuriick bleiben 7.08 g eines dunkelrot gefirbten Ols,
bei dem es sich um das Rohprodukt handelt. Diese wird per MPLC mit Dichlormethan
und danach mit einer Mischung aus n-Hexan und Ethylacetat (3:1, v/v) gereinigt. Erhalten
werden 0.59 g (3.8 mmol, 39.6 %) (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) in Form
gelb gefarbter Kristalle.

(18)

Smp. = 106 °C (Lit.""7: Smp. = 113-114 °C)
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.44 (d, 3 H,?) = 7.53 Hz, CH,-4"), 1.91 (dd, 3 H, °J, = 7.48 Hz,
o= 1.17 Hz, CH,3%), 3.39 (ddq, 1 H, ¥J,= 1.16 Hz, %), = 2.03 Hz, *J, = 7.51 Hz,
CH-4), 7.12 (dq, 1 H, *),=2.07 Hz, °), = 7.48 Hz, CH-3"), 9.00 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 15.54, 15.58 (C-32, -4"), 38.42 (C-4), 137.71 (C-3"), 139.96 (C-3),
179.19 (C-5), 200.45 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3226 (NH-Valenz), 2963 (CH-Valenz), 2927 (CH-Valenz), 1752 (C=0O-Va-
lenz), 1733, 1664 (C=C-Valenz), 1444 (CH-Deformation, asym.), 1380 (CH;-Deforma-
tion, sym.), 1316 (CN-Valenz, Amid), 1263, 1247, 1223, 1188 (C-S-Valenz), 1027,
919, 860, 788, 761, 667, 618, 503, 463, 423

Massenspektrum (El, 40 °C):
m/z (%) = 155 (100, M*), 140 (18), 126 (11), 112 (11), 97 (7), 94 (18), 84 (4), 77 (2),
67 (18), 60 (4), 53 (9), 39 (15), 27 (8)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,NOS: theoretisch 155.040486 g - mol™', experimentell 155.040302 g - mol™

8.2.5 Darstellung des (F)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimids (18)*"*'

Unter einer Inertgasatmosphare werden 0.50 g (3.7 mmol) (Z,E)-4-Ethyliden-5-imino-3-me-
thylpyrrolidin-2-on (17) bei 45 °C in 36 ml (0.45 mol) trockenem Pyridin gel6st. In die auf
80 °C erwdrmte, orange gefarbte Losung wird fiir 2.5 h Gber Aluminiumsulfid getrockne-
ter Schwefelwasserstoff eingeleitet. Die braun gefarbte, klare Losung wird 15 min unter
Rickfluss gekocht, bevor sie fiir weitere 15 min mit einem kraftigen Inertgasstrom ge-
spilt wird, um Gberschissigen Schwefelwasserstoff auszutreiben. AnschlieBend wird das
Pyridin abdestilliert. Restliche Pyridinspuren werden durch flinfmaliges Aufnehmen des
Rickstands in Toluen sowie erneutes Abdestillieren des Lésemittels entfernt. Zuriick blei-
ben 0.77 g des Rohprodukts in Form eines dunkelbraunen Ols. Dieses wird per Flash-
Chromatographie gereinigt, wobei Dichlormethan als Laufmittel dient. Erhalten werden
0.33 g (2.1 mmol, 58.3 %) (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) in Form gelb ge-
farbter Kristalle.
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Smp. = 108 °C (Lit.*: Smp. = 113-115 °C)

'"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
& (ppm) = 1.44 (d, 3 H, *) = 7.58 Hz, CH,-4"), 1.91 (dd, 3 H, *J, = 7.47 Hz,
°Jy=1.01 Hz, CH-3%), 3.39 (qq, 1 H, *), = 7.51 Hz, °), = 1.00 Hz, CH-4), 7.12 (dq,
1H,%y=2.05Hz *),=7.48 Hz, CH-3"), 8.92 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, CDCL,):
8 (ppm) = 15.55, 15.58 (C-32, -4'), 38.42 (C-4), 137.74 (C-3"), 139.94 (C-3),
179.07 (C-5), 200.40 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3227 (NH-Valenz), 2965 (CH-Valenz), 1755 (C=0O-Valenz), 1732, 1665
(C=C-Valenz), 1445 (CH-Deformation, asym.), 1381 (CH,-Deformation, sym.), 1316
(CN-Valenz, Amid), 1263, 1223, 1189 (C-S-Valenz), 1098, 1028, 919, 861, 801 (CH-
Deformation, unges.), 762, 666, 619, 504, 464

Massenspektrum (El, 35 °C):
m/z (%) = 155 (100, M*), 140 (19), 126 (12), 112 (12), 97 (7), 94 (19), 85 (4), 77 (2),
67 (19), 60 (4), 53 (9), 39 (14), 27 (7)

Hochauflosendes Massenspektrum (Cl, i-Butan):
C,HNOS [M - CH,]": theoretisch 140.017011 g - mol™', experimentell
140.017360 g - mol™
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Als Nebenprodukt kénnen 0.02 g (0.1 mmol, 3.0 %) des Tautomeren 4-Ethyl-3-methyl-5-
thioxopyrrol-2-on (84) in Form eines dunkelroten Feststoffs isoliert werden.

A
N
H

(84)
Smp. = 54 °C

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
S (ppm)=1.10 (t, 3 H,*) = 7.59 Hz, CH,-4%), 1.92 (s, 3 H, CH,-3"), 2.54 (q, 2 H,
3 = 7.57 Hz, CH,-4"), 8.42 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 8.65 (C-3'), 13.46 (C-4%), 18.02 (C-4"), 131.07 (C-3), 146.64 (C-4),
174.63 (C-2), 201.74 (C-5)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3202 (NH-Valenz), 2966 (CH-Valenz), 2927 (CH-Valenz), 2870 (CH-Va-
lenz), 1737 (C=0-Valenz), 1638, 1430 (CH-Deformation, asym.), 1384 (CH,-Deforma-
tion, sym.), 1340, 1319 (CN-Valenz), 1262, 1226, 1129, 1107 (C-S-Valenz), 1073,
1057, 1024, 974, 803, 754, 708, 672, 598, 578, 456

Massenspektrum (El, 10 °C):
m/z (%) = 155 (100, M*), 140 (14), 126 (15), 122 (5), 112 (9), 95 (12), 85 (3), 79 (2),
67 (33), 60 (4), 53 (11), 39 (17), 27 (9)

Hochauflosendes Massenspektrum (Cl, i-Butan):
C,H,,NOS [M + HJ": theoretisch 156.048311 g - mol™', experimentell
156.048632 g - mol™
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8.3 Synthese der Vorstufe des B- und C-Rings

8.3.1 Darstellung des N-Formylglycin-tert-butylesters (22)**'*

Unter einer Inertgasatmosphdre werden zu einer aus 8.9 g (387 mmol) Natrium und
160 ml (3.95 mol) Methanol bestehenden Losung langsam 115 ml (2.90 mol) Formamid
getropft. AnschlieBend wird Uberschiissiges Methanol abdestilliert. Zur verbleibenden
Losung werden innerhalb von 3 h 50 ml (350 mmol) Chloressigsdure-tert-butylester gege-
ben. Danach wird die Losung 2 h bei 60 °C unter Rickfluss gekocht. Sie wird auf 500 ml
Eiswasser gegossen und die dabei entstehende Mischung flinfmal mit je 100 ml Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet,
und das Losungsmittel wird abdestilliert. Zurlick bleibt das Rohprodukt in Form einer kla-
ren, gelb gefirbten Losung, die im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert wird. Daraus
werden 30.48 g (191.5 mmol, 54.7 %) N-Formylglycin-tert-butylester (22) als klare, farb-
lose Flussigkeit gewonnen.

(22)
Sdp' 0.023 mbar 67-73 °C (Lit'32: Sdp 1.4-1.5 mbar 98-103 OC)

'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.26 (s, 9 H, C(CH,),), 3.75 (d, 2 H, *) = 5.54 Hz, CH,-2), 7.07 (s breit, 1 H,
NH), 8.01 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 27.51 (C(CH,),), 40.17 (C-2), 81.68 (C(CH,),), 161.37 (C-1), 168.26 (CHO)

8.3.2 Darstellung des Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (23)°'°?

Zu einer auf -10 °C gekihlten Losung aus 24.01 g (150.9 mmol) N-Formylglycin-tert-
butylester (22), 59 ml (423.9 mmol) Triethylamin und 310 ml Dichlormethan werden un-
ter einer Inertgasatmosphare innerhalb von 2 h 16.5 ml (177.0 mmol) frisch destilliertes
POCI, in der Weise zugetropft, dass sich die Losung nicht starker als -5 °C erwarmt. Die
Mischung wird in einem Temperaturintervall von -5 bis 0 °C weitere 2 h gerihrt. An-
schlieBend erfolgt die Zugabe einer aus 31.4 g (296.3 mmol) Na,CO, und 150 ml Was-
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ser bestehenden Losung. Nach weiteren 30 min Rihren bei Raumtemperatur werden
200 ml Wasser zugegeben und die Mischung sechsmal mit je 100 ml Dichlormethan ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 100 ml einer gesattig-
ten NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Abdestillieren des Losemittels
fiihrt zu 21.87 g des braunen Rohprodukts, das im Olpumpenvakuum fraktioniert destil-
liert wird. Erhalten werden 16.69 g (118.2 mmol, 78.4 %) des Isocyanoessigsdure-tert-bu-
tylesters (23) in Form einer schwach gelb gefarbten, klaren Flissigkeit.

2

RN
(:k:‘/// ////A\\\\\Tjjj;
O%

(23)

\

SAp. (.076-0.082 mbar = 37-42 °C (Lit.%: Sdp. 5, = 68-70 °C)

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 1.43 (s, 9 H, C(CH,);), 4.06 (s, 2 H, CH,-2)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 27.63 (C(CH,),), 44.07 (C-2), 83.82 (C(CH,),), 160.37 (CN), 162.70 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2984 (CH-Valenz), 2941 (CH-Valenz), 2162 (CN-Valenz), 1755 (C=0O-Va-
lenz), 1458, 1424, 1372, 1360 (CH-Valenz, C(CH,),), 1299, 1232, 1158, 1003, 942,
839, 748, 583

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 126 (6), 68 (84), 59 (59), 58 (6), 57 (100), 56 (11), 41 (46), 40 (13),
39 (10), 31 (3), 29 (24)

)119—121

8.3.3 Darstellung des 4-Oxobutansiauremethylesters (25

Unter einer Inertgasatmosphdre werden innerhalb von 1.5h zu einer aus 2.0 ml
(0.03 mol) y-Butyrolacton und 35 ml (0.86 mol) Methanol bestehenden Lésung 21.9 ml
(0.16 mol) Triethylamin gegeben, wobei sich die Mischung auf 23 °C erwarmt. Diese L6-
sung wird 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Abdestillieren des tiberschiissigen Methanols
und Triethylamins liefert 3.22 g einer schwach gelb gefarbten, klaren L6sung. NMR-spek-
troskopische Untersuchungen zeigen, dass sie zu 80 % aus 4-Hydroxybutansdauremethyl-
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ester und zu 20 % aus dem Edukt y-Butyrolacton besteht. Dieses Produktgemisch wird
ohne weitere Aufarbeitung im folgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

Unter Inertgas wir eine auf -68 °C gekiihlte Losung aus 2.1 ml (0.02 mol) Oxalsaure-
dichlorid und 54 ml Dichlormethan in der Weise mit einer aus 3.4 ml (0.05 mmol)
DMSO und 10 ml Dichlormethan bestehenden Losung versetzt, dass die Temperatur des
Gemisches nicht Gber -60 °C steigt, und anschlieBend 15 min gerihrt. Sie wird mit einer
Losung aus dem Rohprodukt sowie 22 ml Dichlormethan unter Vermeidung einer Tem-
peraturerh6hung versetzt und weitere 15 min geriihrt. Danach werden zu der sich bil-
denden farblosen Suspension 16.8 ml (0.12 mmol) Triethylamin gegeben, wobei die
Temperatur der Losung nicht Gber -55 °C steigt. Bei dieser Temperatur wird sie weitere
5 min geriihrt. Nachdem die Suspension langsam auf Raumtemperatur erwarmt worden
ist, wird sie mit 110 ml Wasser versetzt. Die wassrige Phase wird von der organischen
getrennt und zweimal mit jeweils 110 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen werden anschlieBend zweimal mit jeweils 110 ml gesattigter NaCl-L6-
sung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels blei-
ben 2.29 g einer gelborange gefarbten, klaren Losung zurtick, bei der es sich um ein Ge-
misch aus 4-Oxobutansduremethylester (25) und y-Butyrolacton handelt. Dieses wird per
MPLC mit einer Mischung aus n-Pentan und Diethylether (3:2, v/v) gereinigt. Nach Ab-
destillieren des Laufmittels werden 0.90 g (7.7 mmol, 29.8 %) des 4-Oxobutansdureme-
thylesters (25) in Form einer farblosen, klaren Lésung erhalten.

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 2.49 (t, 2 H, %) = 6.63 Hz, CH,-2), 2.67 (t, 2 H, *) = 6.62 Hz, CH,-3), 3.55 (s,
3 H, CO,CH,), 9.66 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, CDCL,):
8 (ppm) = 26.04 (C-2), 38.20 (C-3), 51.53 (CO,CH,), 172.42 (C-1), 199.79 (C-4)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2956 (CH-Valenz), 2847 (CH-Valenz), 2736 (CH-Valenz, Aldehyd), 1736
(C=0-Valenz), 1439 (CH-Deformation, asym.), 1368 (CH-Deformation, sym.), 1305,
1209 (C-O-Valenz), 1175, 1077, 1036, 987, 870
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Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 88(78), 85 (82), 74 (2), 59 (33), 57 (61), 55 (31), 53 (1), 45 (15), 31 (12),
29 (100)

8.3.4 Darstellung des 4-Hydroxy-5-nitrohexansauremethylesters (26)*'*’

Unter einer Inertgasatmosphdre wird eine auf -5°C gekihlte Losung aus 15.1 ml
(204.9 mmol) Nitroethan und 13.97 g (120.3 mmol) 4-Oxobutansduremethylester (25)
mit 12 ml einer Losung aus KOH in Methanol (1 M) versetzt. Wahrend der Zugabe
steigt die Temperatur der Reaktionsmischung nicht tiber 0 °C an. Danach wird die L6-
sung 2.5 h bei einer Temperatur zwischen -5 und 0 °C geriihrt. AnschlieBend werden
8.0 ml einer Losung aus konzentrierter Schwefelsdure in Methanol (0.9 M) in der Weise
zugetropft, dass die Temperatur der Losung nicht tiber 0 °C steigt. Dabei fallt ein farblo-
ser Niederschlag aus. Die Suspension wird 45 min bei -8 bis 0 °C geriihrt, danach auf
Raumtemperatur erwdarmt und das Losemittel abdestilliert. Danach wird die gelb gefarbte
Suspension in 180 ml einer Mischung, bestehend aus Ethylacetat und Wasser (1:1, v/v),
aufgenommen. Die Phasen werden voneinander getrennt und die organische Phase je-
weils dreimal mit 45 ml Wasser, gesattigter NaHCO,-L6sung sowie gesattigter NaCl-Lo-
sung gewaschen und anschliefend iber Na,SO, getrocknet. Abdestillieren des Losemit-
tels liefert 16.40 g (85.8 mmol, 71.3 %) eines 3:2-Gemisches beider Diastereomeren-
paare des 4-Hydroxy-5-nitrohexansdauremethylesters (26) in Form einer gelb gefarbten,
klaren, leicht viskosen Losung, die ohne weitere Aufreinigung in die Folgereaktion einge-
setzt wird.

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.48 (dd, 1.5 H, >}, = 6.59 Hz, J, = 1.31 Hz, CH,-6), 1.49 (dd, 1.5 H,
3, =6.51 Hz, ), = 1.26 Hz, CH,-6), 1.58-1.71 (m, 1.2 H, CH,-3), 1.80-1.89 (m, 0.8 H,
CH,-3), 2.47 (t, 2 H, *) = 7.04 Hz, CH,-2), 3.11 (s breit, 1 H, OH), 3.62 (s, 3 H,
CO,CH,), 3.90-3.92 (m, 0.6 H, CH-4), 412 (dt, 0.4 H, >}, = 9.62 Hz, *J, = 3.34 Hz,
CH-4), 4.43-4.51 (m, 1 H, CH-5)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, CDCL,):
8 (ppm) = 16.47 (C-6), 27.63 (C-3), 29.70 (C-2), 50.99 (CO,CH,), 71.19 (C-4),
87.01 (C-5), 173.95 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3457 (OH-Valenz), 2955 (CH-Valenz), 1735 (C=0-Valenz), 1552 (NO,-Va-
lenz, asym.), 1440, 1393, 1362 (NO,Valenz, sym.), 1263, 1174, 1037, 942, 872

Massenspektrum (El, 30 °C):
m/z (%) = 160 (2), 144 (2), 130 (3), 129 (2), 117 (33), 113 (77), 112 (31), 111 (2),
95 (10), 88 (30), 87 (6), 85 (100), 76 (5), 75 (3), 68 (2), 67 (12), 60 (2), 59 (13), 58 (9),
57 (69), 56 (11), 55 (27), 39 (6), 33 (2), 31 (7), 30 (12), 29 (49), 27 (14), 26 (2)

(
(

8.3.5 Darstellung des 4-Acetoxy-5-nitrohexansiuremethylesters (27)**'**

Unter Inertgas und Lichtausschluss wird eine Losung aus 16.40 g (85.8 mmol) 4-Hydro-
xy-5-nitrohexansauremethylester (26) und 0.39 g (3.2 mmol) DMAP in 20 ml Dichlor-
methan mit einer Losung aus 14.0 ml (145.9 mmol) Essigsdaureanhydrid in 25 ml Dichlor-
methan versetzt, wobei die Temperatur der Mischung 26 °C nicht tberschreitet. Es wird
anschliefend 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die sich bildende, griin gefarbte Losung
wird mit 9.2 ml (227 mmol) Methanol versetzt und 1 h gertihrt, um Gberschiissiges Essig-
sdureanhydrid zu zersetzen. Anschliefend wird die Reaktionsmischung in 110 ml einer
halbkonzentrierten NaHCO,-Losung gegeben. Die organische wird von der wassrigen
Phase getrennt und letztere dreimal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Anschlie-
Bend werden die organischen Phasen vereinigt und tiber Na,SO, getrocknet. Ein Teil des
Losemittels wird abdestilliert und die aufkonzentrierte Losung tber eine kurze Flash-Sdu-
le gereinigt. Als Laufmittel dient Dichlormethan. Aus dem Filtrat wird das Losemittel de-
stillativ entfernt, so dass 14.71 g (63.07 mmol, 73.5 %) des Produkts 4-Acetoxy-5-nitrohe-
xansauremethylester (27) in Form einer tirkis gefarbten, klaren Losung zurlickbleiben.
Dabei handelt es sich um ein Gemisch der Diastereomerenpaare im Verhaltnis 59:41,
das ohne weitere Aufarbeitung in der Folgereaktion umgesetzt wird.
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"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, CDCL,):
8 (ppm) = 1.53 (d, 3 H, *J = 6.56 Hz, CH,-6), 1.77-1.90 (m, 2 H, CH,3), 2.01 (t, 1.9 H,
J = 1.00 Hz, Acetoxy-CO,CH,), 2.04 (t, 1.1 H, J = 1.02 Hz, Acetoxy-CO,CH,), 2.34 (t,
2 H, CH,2), 3.65 (s, 3 H, CO,CHs), 4.60-4.71 (m, 1 H, CH-5), 5.25-5.33 (m, 1 H,
CH-4)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
S (ppm) = 16.28 (C-6), 19.89 (Acetoxy-CO,CH,), 25.67 (C-3), 29.31 (C-2),
51.12 (CO,CH,), 73.11 (C-4), 85.18 (C-5), 169.76 (Acetoxy-CO,CH,), 172.62 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2955 (CH-Valenz), 1743 (C=0-Valenz), 1556 (NO,-Valenz, asym.), 1439,
1374 (NO,-Valenz, sym.), 1229, 1036, 958, 884, 604

Massenspektrum (El, 25 °C):
m/z (%) = 160 (4), 145 (8), 144 (3), 117 (5), 115 (2), 113 (20), 112 (4), 95 (2),
85 (14), 68 (2), 67 (5), 59 (5), 56 (2), 55 (9), 43 (100), 41 (7), 39 (3), 30 (2)

8.3.6 Darstellung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
sdure-tert-butylesters (28)*'*

Eine Losung aus 8.42 g (36.1 mmol) 4-Acetoxy-5-nitrohexansduremethylester (27) in
72.6 ml einer Mischung aus 2-Propanol und THF (1:1, v/v) wird langsam mit einer Lo-
sung versetzt, die aus 13.1 ml (104.18 mmol) TMG und 5.14 g (36.4 mmol) Isocyano-
essigsdure-tert-butylester (23) in 36.3 ml einer Mischung aus Isopropanol und THF (1:1,
v/v) besteht. Nachdem der Reaktionsansatz tGber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt
wurde, wird das Losemittel abdestilliert. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
unter Normaldruck gereinigt. eine Mischung aus Dichlormethan und Diethylether
(9:1,v/v) dient dabei als Laufmittel. Abdestillieren des Laufmittels ergibt 3.26 g
(12.2 mmol, 33.8 %) eines gelben Ols, bei dem es sich um das Reaktionsprodukt 3-(2-
Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester (28) handelt.
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 1.54 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.01 (s, 3 H, CH,-4"), 2.51 (t, 2 H, ) = 8.11 Hz,
CH,-3%), 2.99 (t, 2 H, >} = 8.11 Hz, CH,-3"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH.), 6.60 (d, 1 H,
’) = 2.18 Hz, CH-5), 8.84 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 9.75 (C-4"), 20.58 (C-3"), 28.41 (C(CH,),), 35.02 (C-3%), 51.40 (CO,CH,),
80.75 (C(CH,);), 119.73 (C-5), 119.79 (C-4), 120.49 (C-3), 128.00 (C-2),
160.91 (CO,C(CH,),), 174.14 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V.  (cm™) =3317 (NH-Valenz), 2980 (CH-Valenz), 2953 (CH-Valenz), 2935 (CH-Va-
lenz), 2161, 1739 (C=0-Valenz, Ester), 1685, 1551, 1457 (CH,-Deformation), 1438
(CH;-Deformation, asym.), 1399, 1370, 1278, 1257, 1159, 1139, 1106, 1059, 1004,
946, 838, 789, 748, 603

Massenspektrum (El, 50 °C):
m/z (%) = 267 (22, M*), 252 (2), 211 (30), 194 (8), 180 (24), 167 (46), 151 (100),
133 (29), 120 (28), 108 (19), 94 (30), 77 (7), 57 (17), 41 (11)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,,H,,NO,: theoretisch 267.147059 g - mol™', experimentell 267.147339 g - mol™

8.3.7 Darstellung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-

sdure-tert-butylesters (28)'**'*

Unter Inertgas und Lichtausschluss wird eine auf -20 °C gekiihlte Losung aus 373 mg
(2.3 mmol) Isocyanoessigsdure-tert-butylester (23) und 539 mg (2.3 mmol) 4-Acetoxy-5-
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nitrohexansduremethylester (27) in 3.3 ml THF und 0.33 ml 2-Propanol tropfenweise mit
einer Losung aus 1.00 g (4.6 mmol) 2,8,9-Trimethyl-2,5,8,9-tetraaza-1-phosphabicyclo-
[3.3.3]-undecan und 3.3 ml THF versetzt. Der Tropftrichter wird mit 5 ml THF ausgespdilt
und diese Losung zum Gemisch gegeben, welches 2 h bei -20 °C geriihrt wird. Dabei
bildet sich eine rot gefarbte Losung, in der ein farbloser Feststoff dispergiert vorliegt. Das
Losemittel wird abdestilliert, der Riickstand in 30 ml Wasser aufgenommen und dreimal
mit jeweils 20 ml n-Hexan extrahiert. Danach werden die vereinigten organischen Pha-
sen Uber MgSO, getrocknet. Abdestillieren des Losemittels liefert 464 mg (1.7 mmol,
75.1 %) des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylesters
(28) in Form eines gelb gefirbten, klaren Ols, welches keiner weiteren Aufreinigung un-

terworfen werden muss.

'"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
& (ppm) = 1.55 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.02 (s, 3 H, CH,-4'"), 2.52 (t, 2 H,*) = 8.11 Hz,
CH,-3%), 2.99 (t, 2 H, *| = 8.11 Hz, CH,-3"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 6.61 (d, 1 H,
’J = 2.72 Hz, CH-5), 8.84 (s breit, 1 H, NH)

3C-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, DEPT 135, 'H/"*C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 9.53 (C-4"), 20.36 (C-3"), 28.19 (C(CH,),), 34.80 (C-3%), 51.17 (CO,CH,),
80.52 (C(CH,),), 119.49 (C-5), 119.75 (C-4), 120.28 (C-3), 127.78 (C-2),
160.68 (CO,C(CH,),), 173.47 (CO,CH,)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3324 (NH-Valenz), 2978 (CH-Valenz), 2953 (CH-Valenz), 2933 (CH-Va-
lenz), 2874 (CH-Valenz), 1739 (C=0-Valenz, Methylester), 1685 (C=0-Valenz, tert-Bu-
tylester), 1667, 1573, 1538, 1508, 1455 (CH-Deformation, sym.), 1438 (CH-Deforma-
tion, asym.), 1401 (CH-Deformation), 1368 (CH-Deformation, sym.), 1278 (C-O-Va-
lenz), 1164 (C-O-Valenz), 1138, 1105, 1059, 1020, 945, 898, 837 (CH-Deformation,
unges., oop), 788, 747, 642, 601

Massenspektrum (El, 50 °C):
m/z (%) = 267 (22, M*), 252 (2), 211 (29), 194 (8), 180 (24), 167 (46), 151 (100),
133 (29), 120 (28), 108 (19), 94 (30), 77 (7), 57 (17), 41 (11)
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8.4 Synthese des B-Rings

8.4.1 Darstellung des D-(-)-Weinsiuredibenzylesters (29)°''*

Unter einer Inertgasatmosphare wird eine Losung aus 15.84 g (105.5 mmol) D-(-)-Wein-
sdure, 2.00 g (10.5 mmol) 4-Toluensulfonsdaure-Monohydrat und 70 ml Benzen mit 30 ml
(289.8 mmol) Benzylalkohol versetzt und solange unter Rickfluss gekocht, bis keine
Wasserabscheidung mehr stattfindet. Die auf Raumtemperatur abgekihlte Lésung wird
mit 50 ml Isooctan versetzt, wobei ein farbloser Feststoff ausfallt, der abfiltriert und in
250 ml Ethylacetat aufgenommen wird. Die organische Losung wird zweimal mit jeweils
100 ml gesattigter NaHCO,- sowie zweimal mit jeweils 100 ml gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Durch Abdestillieren des Losmittels werden
29.13 g (88.2 mmol, 83.6 %) des D-(-)-Weinsduredibenzylesters (29) in Form eines farb-
losen, flockigen Feststoffs erhalten, der ohne weitere Aufreinigung in die Folgereaktion
eingesetzt wird.

(29)

Smp. = 48 °C (Lit."®: Smp. = 50.0-50.5 °C)

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 2.39 (s breit, 2 H, OH), 4.59 (s, 1 H, CH-2, -3), 4.68 (s, 1 H, CH-2, -3),
5.25 (s, 2 H, CH,1',-4"), 5.26 (s, 2 H, CH,1',-4"), 7.31 (s breit, CH-1?, -1%, -1°, 4%, -4*,
-4°)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 68.07 (C-1',-4"), 72.09 (C-2, -3), 128.39 (C-1°, -4%), 128.69 (C-1*,-1°, -4*
4%),134.79 (C-1%, -4%), 171.36 (C-1, -4)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3464 (OH-Valenz), 3067 (CH-Valenz, unges.), 3033 (CH-Valenz, unges.),
2958 (CH-Valenz), 1746 (C=0-Valenz), 1636, 1498 (C=C-Valenz), 1456 (CH-Defor-
mation, asym.), 1384 (CH-Deformation, sym.), 1274, 1219, 1130, 1092, 736 (C=C-De-
formation), 697 (C=C-Deformation)

Massenspektrum (El, 115 °C):
m/z (%) = 239 (3, M*), 211 (2), 180 (5), 107 (23), 92 (11), 91 (100), 65 (5), 60 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,sH,;NaO, [M + Na]": theoretisch 353.099560 g - mol™', experimentell
353.099331 g - mol™

)31/128

8.4.2 Darstellung des Glyoxylsaurebenzylesters (30

Unter einer Inertgasatmosphare und Lichtausschluss werden 3.11 g (9.42 mmol) D-(-)-
Weinsduredibenzylester (29) in 28 ml Diethylether gelost, mit 2.24 g (9.73 mmol) Period-
sdure versetzt und 1.5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die in Form farbloser Kristalle aus-
fallende lodsaure wird abfiltriert. Danach wird das Filtrat jeweils einmal mit 20 ml gesat-
tigter NaCl- und NaHCO,-L6sung gewaschen und tGber MgSO, getrocknet. Nach Abde-
stillieren des Diethylethers wird das klare, schwach gelb gefirbte Ol im Olpumpenvaku-
um einer Kugelrohrdestillation unterworfen. Es werden 2.74 g (16.68 mmol, 88.6 %) des
Glyoxylsiurebenzylesters (30) in Form eines klaren, farblosen, hochviskosen Ols erhal-

ten.

15
(30)
SAP. 0.15-025 mbar = 95-105 °C (Lit.": Sdp. 13 ypar = 90 °C)

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 5.32 (s, 2 H, CH,-1"), 7.24-7.36 (m, 5 H, CH-1%,-1* -1%), 9.40 (s, 1 H, CHO)
BC-NMR-Spektrum (126 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 68.05 (C-1'), 128.36 (C-1%), 128.55 (C-1%), 128.59 (C-14), 134.62 (C-1?),
168.84 (C-1), 183.23 (C-2)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3091 (CH-Valenz, unges.), 3065 (CH-Valenz, unges.), 3034 (CH-Valenz,
unges.), 2953 (CH-Valenz), 1748 (C=0-Valenz), 1608 (C=C-Valenz), 1587 (C=C-Va-
lenz), 1498 (C=C-Valenz), 1455 (CH-Deformation, asym.), 1377 (CH-Deformation,
sym.), 1216, 1099, 909, 845, 788, 738 (CH-Deformation, monosubst. Aromat, oop),
697 (CH-Deformation, monosubst. Aromat, oop), 580, 501

Massenspektrum (El, 35 °C):
m/z (%) = 164 (3, M*), 107 (3), 91 (100), 77 (7), 65 (11), 51 (6), 39 (6), 29 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,HgO,: theoretisch 164.047345 g - mol™', experimentell 164.047550 g - mol™

8.4.3 Darstellung des 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbo-

31,128

nyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsauremethylesters (31)

Unter einer Inertgasatmosphdre und Lichtausschluss wird bei Raumtemperatur eine L6-
sung aus 2.23 g (8.35 mmol) 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
sdure-tert-butylester (28) in 33 ml Dichlormethan mit einer Lésung, bestehend aus 2.08 g
(12.64 mmol) Glyoxylsdaurebenzylester (30) in 9.3 ml Dichlormethan, versetzt. Nach Zu-
gabe von 71.0 mg (0.51 mmol) Zinkchlorid wird der Reaktionsansatz 6 h gerihrt. An-
schlieBend wird die orange gefarbte, klare Losung einmal mit 30 ml gesattigter NaHCO,-
Losung, zweimal mit jeweils 25 ml 10-%iger NaHSO,-L6sung (aus Na,S,0.) sowie zwei-
mal mit jeweils 35 ml Wasser gewaschen und iber MgSO, getrocknet. Nach Abdestillie-
ren des Losemittels werden 3.94 g eines getriibten, orange gefirbten Ols erhalten, bei
dem es sich um das Rohprodukt von (31) handelt. Dieses wird per MPLC mit einer Mi-
schung aus Dichlormethan und Diethylether (9:1, v/v) gereinigt. Dabei werden 1.97 g
(4.55 mmol, 54.5 %) 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-me-
thylpyrrol-3-yl]-propionsdauremethylester (31) in Form eines klaren, gelb gefarbten, visko-
sen Ols erhalten. Zusatzlich kénnen 0.95 g (3.54 mmol) nicht umgesetzten 3-(2-Metho-
xycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsdure-tert-butylesters  (28) als klares, gelb-
orange gefirbtes Ol zuriickgewonnen werden, so dass die Ausbeute an (31) beziiglich
des umgesetzten Edukts (28) 94.7 % betragt.



Experimenteller Teil |

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.53 (s, 9 H, CO,C(CH,), 1.96 (s, 3 H, CH,-4"), 2.48 (t, 2 H, *) = 8.11 Hz,
CH,3%), 2.96 (t, 2 H, > = 8.11 Hz, CH,-3"), 3.53 (s breit, 1 H, OH), 3.64 (s, 3 H,
CO,CH,), 5.14 (d, 1 H, AB-System, ], = 12.26 Hz, CH,-5%), 5.22 (d, 1 H, AB-System,
Ju = 12.26 Hz, CHy-5%), 5.27 (s, 1 H, CH-5"), 7.18=7.21 (m, 2 H, CH-5%), 7.28-7.30
(m, 1 H, CH-57), 7.31-7.35 (m, 2 H, CH-5°), 8.99 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, 'H/"*C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 8.72 (C-4"), 20.57 (C-3"), 28.38 (CO,C(CH,),), 34.94 (C-3?),
51.42 (CO,CH,), 66.10 (C-5'), 67.99 (C-5%), 81.00 (CO,C(CH,),), 118.14 (C-4),
119.19 (C-3), 127.36 (C-5), 127.98 (C-5%), 128.56 (C-57), 128.59 (C-5°), 128.85 (C-2),
134.76 (C-5*), 160.65 (CO,C(CH,),), 172.14 (C-5%), 173.62 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3451 (OH-Valenz), 3367 (NH-Valenz), 3065 (CH-Valenz, unges.), 3034
(CH-Valenz, unges.), 2976 (CH-Valenz), 2952 (CH-Valenz), 1739 (C=0-Valenz, Me-
thylester), 1687 (C=0-Valenz, Benzylester), 1498 (CH-Deformation), 1455 (CH-Defor-
mation, asym.), 1392, 1368 (CH-Deformation, sym.), 1275 (OH-Deformation), 1253,
1213 (C-O-Valenz), 1198 (C-O-Valenz), 1166 (C-O-Valenz), 1140, 1117 (C-O-Valenz),
1073, 963, 905, 848, 780, 745 (CH-Deformation, monosubst. Aromat, oop) 698 (mo-

nosubst. Aromat, oop), 581
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Massenspektrum (El, 130 °C):
m/z (%) = 431 (33, M*), 375 (11), 344 (14), 316 (9), 296 (18), 240 (88), 222 (18),
208 (100), 194 (3), 166 (75), 148 (23), 122 (6), 91 (96), 57 (17), 41 (9)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C;H,NNaO, [M + Na]": theoretisch 454.183623 g - mol™', experimentell
454.183493 g - mol”’

8.4.4 Darstellung des Benzyloxycarbonyl-[ 5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycar-
bonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanids (32)*"'*°

Unter einer Inertgasatmosphdre und Lichtausschluss wird eine Suspension, bestehend
aus 0.93 g (6.84 mmol) N-Chlorsuccinimid und 23 ml Dichlormethan, mit 0.8 ml
(10.8 mmol) Dimethylsulfid versetzt und auf -3 °C gekdhlt. Innerhalb von 20 min wird
zu dieser Suspension eine Losung aus 0.93 g (2.15 mmol) 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydro-
xymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsauremethylester  (31) in
19.5 ml Dichlormethan gegeben. Der Ansatz wird 5.5 h bei 0 °C gerihrt und anschlie-
Bend mit einer Losung, bestehend aus 4.28 g (16.14 mmol) Triphenylphosphin und
33 ml Dichlormethan, versetzt, wobei sich eine gelb gefarbte Losung bildet, die 21.5 h
bei Raumtemperatur gertihrt wird. Diese wird viermal mit jeweils 40 ml gesattigter
NaHCO,-Losung gewaschen. Danach wird die organische Phase solange abwechselnd
mit jeweils 50 ml Wasser und 50 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen, bis der pH-
Wert der Waschphase 7 betrdgt, und Giber MgSO, getrocknet. Abdestillieren des Lose-
mittels liefert 4.61 g des Rohprodukts in Form eines gelborange gefarbten Feststoffs. Die-
ser wird per MPLC an neutralem Aluminiumoxid (Aktivitdt 1) mit einer Mischung aus
n-Hexan und Ethylacetat (Gradient 6:1-2:1, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des
Losemittels und Entfernen letzter Losemittelreste im Hochvakuum werden 0.96 g
(1.41 mmol, 65.8 %) des Produkts Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-metho-
xycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid (32) in Form eines
gelbgriin gefarbten, kristallinen Feststoffs erhalten.
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Smp. = 53 °C (Lit.®": Smp. = 65 °C)

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, CDCL,):
§ (ppm) = 1.47 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.57 (s breit, 2 H, CH,3"), 1.61 (s breit, 1 H,
CH,-3"), 2.27 (t, 2 H, *| = 8.22 Hz, CH,-4), 2.79 (m, 2 H, CH,-4"), 3.61 (s, 3 H,
CO,CH,), 4.80 (s breit, 0.7 H, CH,-2*), 5.06 (s breit, 1.3 H, CH,-2%), 7.28-7.48 (m,
20 H, Phenyl-H), 7.96 (s breit, 0.6 H, NH), 8.11 (s breit, 0.4 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 9.63 (C-3"), 21.25 (C-4"), 28.45 (CO,C(CH,),), 35.20 (C-4%),
51.31 (CO,CH,), 64.10 (C-2°), 79.86 (CO,C(CH,),), 117.78 (C-2), 121.81 (C-3),
126.30-135.25 (C-4, -5, -0, -m, -p), 137.44 (C-2%), 139.16 (C;H.CP),
160.85 (CO,C(CH,),), 168.83 (C-22), 171.10 (C-2), 173.82 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3460 (NH-Valenz), 3060 (CH-Valenz, unges.), 2974 (CH-Valenz), 2928
(CH-Valenz), 1735 (C=0-Valenz Methylester), 1677 (C=0-Valenz, tert-Butylester),
1616 (C=0-Valenz, Benzylester), 1437 (P-Phenyl-Valenz), 1367 (C-C-Valenz, tert-Bu-
tyl), 1297, 1241, 1160 (C-O-Valenz, Ester), 1120, 1103, 1061, 1028, 999, 973, 953,
858, 749 (CH-Deformation, monosubst. Aromat, oop), 694 (CH-Deformation, mono-
subst. Aromat, oop), 586, 546, 522
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Massenspektrum (El, 200 °C):
m/z (%) = 675 (100, M), 644 (3), 619 (85), 574 (5), 494 (5), 440 (25), 394 (3),
364 (4), 319 (8), 262 (97), 201 (4), 183 (48), 146 (9), 108 (23), 91 (41), 57 (12)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,H,,NNaO,P [M + Na]": theoretisch 698.264198 g - mol™', experimentell
698.263870 g - mol™
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8.5 Synthese des C-Rings

8.5.1 Darstellung des 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonséure-tert-butylesters (33)**"*°

Unter Inertgas werden 12 ml (156 mmol) auf 0 °C gekiihltes DMF langsam mit 1.8 ml
(19.3 mmol) frisch destilliertem POCI, versetzt. Die Losung wird auf Raumtemperatur er-
warmt und danach weitere 15 min gertihrt (Losung 1).

2.68 g (10.0 mmol) 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-
butylester (28) werden in 10.2 ml (132.3 mmol) DMF gelost und auf 0 °C gekihlt. Dazu
werden langsam 11.8 ml der Losung 1 gegeben, und die Mischung wird fiir 15 min auf
65 °C erhitzt. Es erfolgt Zugabe von 205 ml 10-%iger Natriumacetat-L6sung, wobei sich
die tiefrote Mischung triibt und eine gelbe Farbe annimmt. Sie wird fir 15 min auf 75 °C
erhitzt und tGber Nacht im Kihlschrank bei 5 °C gelagert. Dabei bilden sich ein an der
Gefilwand haftendes Ol oranger Farbe und eine gelb gefirbte wissrige Phase. Diese
wird abdekantiert und achtmal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Das zuriickblei-
bende orange gefirbte Ol wird in 150 ml Dichlormethan aufgenommen und fiinfmal mit
je 150 ml Wasser gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen werden dreimal mit je
150 ml Dichlormethan reextrahiert. Alle organischen Phasen werden miteinander ver-
einigt und Uber Na,SO, getrocknet. Anschliefend wird das Losemittel abdestilliert. Die
zurlickbleibende, intensiv orange gefarbte Losung wird sdulenchromatographisch bei
Normaldruck mit einer Mischung aus n-Hexan und Ethylacetat (1:1, v/v) gereinigt. Nach
Abdestillieren des Losemittels werden 2.03 g (6.9 mmol, 68.4 %) 5-Formyl-3-(2-methoxy-
carbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (33) in Form hellgelber
Kristalle erhalten.

Smp. = 72 °C
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'"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
& (ppm) = 1.56 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.31 (s, 3 H, CH,-4"), 2.53 (t, 2 H, ] = 7.86 Hz,
CH,32),2.99 (t, 2 H, ) = 7.86 Hz, CH,-3"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 9.37 (s breit, 1 H,
NH), 9.74 (s, 1 H, CHO)
BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 8.09 (C-4"), 19.64 (C-3"), 28.02 (C(CH,),), 34.33 (C-3), 51.32 (CO,CH,),
82.33 (C(CH,),), 125.59 (C-2), 128.62 (C-3), 129.38 (C-5), 129.69 (C-4),
159.54 (CO,C(CH,),), 173.05 (CO,CH,), 178.74 (CHO)
IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3310 (NH-Valenz), 2976 (CH-Valenz), 2930 (CH-Valenz), 2813, 1734
(C=0-Valenz, Methylester), 1704, 1658 (C=0O-Valenz, tert-Butylester), 1466 (CH,-De-
formation), 1440 (CH,-Deformation, asym.), 1385, 1370, 1297, 1271, 1251, 1163,
1139, 1104, 1051, 1005, 849, 742

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
... (€ =227 nm (14000), 298 nm (18200)

Massenspektrum (El, 65 °C):
m/z (%) = 295 (11, M*), 239 (45), 208 (18), 207 (16), 206 (2), 195 (22), 189 (2),
180 (27), 179 (100), 178 (3), 166 (18), 161 (11), 160 (3), 148 (18), 137 (3), 135 (3),
133 (7), 122 (12), 106 (3), 105 (3), 104 (4), 92 (3), 79 (4), 77 (5), 65 (5), 59 (2),
57 (12), 41 (7), 39 (3), 29 (5)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):
C,sH,,NO.: theoretisch 295.141974 g - mol™', experimentell 295.141578 g - mol™'
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8.6 Synthese der D-Ring-Derivate

8.6.1 Darstellung des 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolactons (34)""

Eine aus 27.5 ml (254.6 mmol) Acetonylacetat, 20.0 g (305.9 mmol) Zinkpulver, einer ka-
talytischen Menge lod und 300 ml Benzen bestehende Suspension wird unter kraftigem
Rihren bis zum Siedepunkt erhitzt. Innerhalb 45 min werden 41.4 ml (280.2 mmol) D,L-
2-Brombutansdureethylester so zugetropft, dass leichtes Sieden unter Riickfluss gegeben
ist. Anschliefend wird die Mischung weitere 45 min unter Riickfluss gekocht, im Eisbad
abgekihlt und mit 200 ml Eiswasser versetzt. Es erfolgt die Zugabe von 60 ml Salzsaure
(6 M). Danach wird die Mischung so lange geriihrt, bis sich zwei nahezu klare Phasen
gebildet haben, auf deren Grenzflache sich Reste nicht umgesetzten Zinks befinden. Die
Phasen werden voneinander getrennt und die wassrige Phase zweimal mit je 75 ml Di-
ethylether extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt und mit 100 ml gesattig-
ter NaHCO,-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen iber Na,SO, wird das Losemittel
abdestilliert. Zurtick bleiben 28.53 g des dunkerot gefarbten 6ligen Rohprodukts, dessen
fraktionierte Destillation im Olpumpenvakuum 17.90 g (96.1 mmol, 37.8 %) eines Ste-
reoisomerengemisches des 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolactons (34) in Form einer
gelb gefdrbten, klaren Flissigkeit liefert.

(34)

SAp. 4 = 124-126 °C (Lit.”*": Sdp. 513 e = 98-100 °C)

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.06-1.12 (m, 3 H, CH,-2%), 1.54-1.82 (m, 2 H, CH,2'), 1.48 (s, 1.1 H,
CH,-3"), 1.64 (s, 1.9 H, CH,-3"), 1.98 (s, 1.7 H, Acetoxy-CO,CH,), 1.99 (s, 1.3 H, Acet-
oxy-CO,CH,), 2.21 (t, 1.9 H, *) = 6.83 Hz, CH-2), 2.65 (t, 1.1 H, %) = 7.20 Hz, CH-2),
4.06 (d, 0.6 H, A/B"-System, J o = 10.82 Hz, CH,-4), 4.26 (d, 0.4 H, A”B"-System,
Jagr =9.96 Hz, CH, .-4), 4.42 (d, 0.4 H, A”B”-System, .- = 9.98 Hz, CH,-4), 4.72 (d,
0.6 H, A’B’-System, ], = 10.83 Hz, CH,-4)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 11.94 (d, 'Jc,, = 59.49 Hz, C-2%), 17.58 (d, 'J.,, = 44.71 Hz, C-2"),
18.57 (Acetoxy-CO,CH,), 21.44 (d, ')¢,; = 15.65 Hz, C-3'), 51.02 (d, ')¢,, = 159.81 Hz,
C-2), 73.29 (C-4), 83.49 (d, )¢,y = 6.29 Hz, C-3), 170.06 (d, )¢, = 4.75 Hz, Acetoxy-
CO,CH;), 175.98 (d, J¢,, = 129.88 Hz, C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2972, 2940 (CH-Valenz), 2881 (CH-Valenz), 1783 (C=0-Valenz), 1740
(C=0-Valenz), 1458 (CH-Deformation), 1371 (CH,;-Deformation, sym.), 1258, 1231,
1149, 1133, 1023, 946

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 158 (3), 144 (5), 126 (14), 113 (2), 99 (3), 98 (3), 86 (4), 71 (8), 70 (9),
67 (5), 58 (2), 45 (3), 43 (100), 41 (22), 40 (3), 39 (12)

8.6.2 Darstellung des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanons (36)"'

7.46 g (51.7 mmol) 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolacton (34) und 0.29 g (1.5 mmol)
4-Toluensulfonsdaure-Monohydrat werden 19 h unter Riickfluss gekocht. Die entstehende
dunkelbraune Mischung wird im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert. Dabei werden
3.70 g (29.3 mmol, 56.6 %) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) als schwach gelb gefarb-
te, klare Flussigkeit erhalten.

Sdp' 0.010 mbar 51-54°C (Lit'B]: Sdp 1.47 mbar 76-78 OC)

'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.03 (t, 3 H,°)=7.57 Hz, CH,-3%), 1.97 (s, 3 H, CH,-4"), 2.23 (q, 2 H,
3 = 7.56 Hz, CH,-3"), 4.56 (s, 2 H, CH,-5)

BC-NMR-Spektrum (63 MHz, CDCl,):
& (ppm) = 11.99 (C-32), 12.51 (C-3"), 16.66 (C-4"), 72.32 (C-5), 128.57 (C-3),
155.82 (C-4), 174.88 (C-2)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2973(CH-Valenz), 2936 (CH-Valenz), 2877 (CH-Valenz), 1758 (C=0O-Va-
lenz), 1744 (C=0-Valenz), 1679 (C=C-Valenz), 1453 (CH-Deformation, asym.), 1390
(CH;-Deformation, sym.), 1341, 1190, 1093, 1065, 1035, 948, 773

Massenspektrum (El, -15 °C):
m/z (%) = 126 (60, M%), 97 (38), 80 (4), 79 (8), 77 (2), 69 (52), 68 (6), 67 (20), 63 (2),
59 (2), 51 (7), 50 (4), 43 (11), 41 (100), 40 (8), 39 (38), 38 (5), 29 (16)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,,0,: theoretisch 126.068080 g - mol™, experimentell 126.068038 g - mol™'

8.6.3 Darstellung des 3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolactons (35)""

Eine aus 25.0 ml (226.8 mmol) Acetonylacetat, 18.8 g (287.6 mmol) Zinkpulver, einer ka-
talytischen Menge lod und 270 ml Benzen bestehende Suspension wird unter kraftigem
Rihren bis zum Siedepunkt erhitzt. Innerhalb 75 min werden 32.8 ml (250.0 mmol) D,L-
2-Brompropionsdureethylester so zugetropft, dass leichtes Sieden unter Riickfluss gege-
ben ist. Anschliefend wird die Mischung weitere 60 min unter Riickfluss gekocht, im Eis-
bad abgekiihlt und mit 380 ml Eiswasser versetzt. Es erfolgt die Zugabe von 80 ml Salz-
sdaure (6 M). Danach wird die Mischung so lange geriihrt, bis sich zwei nahezu klare Pha-
sen gebildet haben, auf deren Grenzflache sich Reste nicht umgesetzten Zinks befinden.
Die Phasen werden voneinander getrennt und die wassrige Phase dreimal mit je 120 ml
Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt und mit 300 ml gesat-
tigter NaHCO,-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen Gber Na,SO, wird das Losemit-
tel abdestilliert. Zurlick bleiben 17.57 g des rot gefarbten, klaren, 6ligen Rohprodukts,
dessen fraktionierte Destillation im Olpumpenvakuum 11.27 g (65.5 mmol, 28.9 %) ei-
nes Stereoisomerengemisches des 3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolactons (35) in Form ei-
nes gelb gefarbten, klaren Ols liefert.

Sdp' 0.23 mbar 76 OC
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'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 1.17 (d, 1.4 H, ) = 2.99 Hz, CH,-2"), 1.20 (d, 1.6 H, *} = 2.77 Hz, CH,-2"),
1.44 (s, 1.4 H, CH,-3"), 1.61 (s, 1.6 H, CH,-3"), 1.97 (s, 1.6 H, Acetoxy-CO,CH,),
1.99 (s, 1.4 H, Acetoxy-CO,CH,), 2.40 (q, 0.5 H, ) = 7.26 Hz, CH-2), 2.83 (g, 0.5 H,
J = 7.42 Hz, CH-2), 4.04 (d, 0.6 H, A’/B"-System, ], = 10.90 Hz, CH,-4), 4.29 (d,
0.4 H, A”B"”-System, J,.5» = 10.04 Hz, CH,.-4), 4.44 (d, 0.4 H, A”B”-System,
Jagr = 10.03 Hz, CH,-4), 4.80 (d, 0.6 H, A’B’-System, ], = 10.91 Hz, CH,-4)

BC-NMR-Spektrum (63 MHz, CDCl,):
8 (ppm) = 17.96 (C-2"), 20.50 (Acetoxy-CO,CH;), 21.90 (d, 'Jc,s = 15.85 Hz, C-3"),
45.43 (d, Yo, = 91.12 Hz, C-2), 73.35 (d, 'Je,y = 54.19 Hz, C-4), 83.69 (d,
Jen = 12.60 Hz, C-3), 170.54 (d, Jc,, = 3.99 Hz, Acetoxy-CO,CH,), 177.08 (d,
Jeu = 61.30 Hz, C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2985, 2945 (CH-Valenz), 2909 (CH-Valenz), 1786 (C=0O-Valenz), 1741
(C=0-Valenz), 1452 (CH-Deformation, asym.), 1372 (CH,-Deformation, sym.), 1235,
1149, 1133, 1098, 1032, 1014, 942, 857, 817, 668, 610, 557, 543

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 130 (17), 114 (2), 112 (30), 99 (8), 84 (7), 83 (9), 72 (8), 68 (3), 67 (2),
56 (17), 55 (9), 45 (2), 43 (100), 39 (6), 27 (10), 26 (2)

8.6.4 Darstellung des 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanons (37)""

11.27 g (65.5 mmol) 3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolacton (35) und 0.56 g (2.9 mmol)
4-Toluensulfonsdaure-Monohydrat werden 18 h unter Riickfluss gekocht. Die entstehende
dunkelbraune Mischung wird im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert. Dabei werden
6.43 g (57.4 mmol, 87.6 %) 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon (37) in Form farbloser Kristalle
erhalten.

Smp. =28 °C
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Sdp' 0.22 mbar 71-72°C

'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.75-1.76 (m, 3 H, CH,-3"), 1.94-1.96 (m, 3 H, CH,-4'), 4.54-4.57 (m, 2 H,
CH.,-5)

BC-NMR-Spektrum (63 MHz, CDCl,):
§ (ppm) = 8.68 (C-3"), 12.61 (C-4"), 72.92 (C-5), 123.56 (C-3), 156.58 (C-4),
175.77 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2955 (CH-Valenz), 2928 (CH-Valenz), 2865 (CH-Valenz), 1752 (C=0O-Va-
lenz), 1682 (C=C-Valenz), 1449 (CH-Deformation, asym.), 1385 (CH,-Deformation,
sym.), 1351, 1326, 1188, 1081, 1031, 887, 760, 660, 577, 480

Massenspektrum (El, -10 °C):
m/z (%) = 112 (80, M%), 83 (80), 82 (3), 55 (100), 54 (11), 53 (11), 52 (3), 51 (5),
50 (4), 39 (16), 38 (2), 29 (12), 27 (11), 26 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,HgO,: theoretisch 112.052430 g - mol™', experimentell 112.052443 g - mol™

8.6.5 Darstellung des 4-Methyl-2-(5H)-thiophenons (39)"**

Eine Losung, bestehend aus 10.0 ml (102.0 mmol) 3-Methylthiophen und 100 ml trocke-
nem Diethylether, werden unter einer Inertgasatmosphare mit 69.8 ml (111.7 mmol) ei-
ner Losung aus n-Butyllithium in n-Hexan (1.6 M) versetzt. Die dabei entstehende Losung
wird fir 30 min unter Rickfluss gekocht und anschliefend auf -63 °C abgekdihlt. Sie
wird innerhalb von 30 min mit einer Losung aus 12.8 ml (111.0 mmol) Borsaduretrimethyl-
ester in 100 ml trockenem Diethylether versetzt und 4 h bei -67 °C gerihrt. Die orange
gefdarbte Losung wird auf Raumtemperatur erwdarmt, wobei ein farbloser Niederschlag
ausfallt. Innerhalb von 30 min wird die Mischung mit 17.6 ml (204.7 mmol) Wasserstoff-
peroxid (35 %) versetzt und danach 1 h unter Riickfluss gekocht. Die gelb gefarbte orga-
nische Phase wird von der rot gefdarbten wassrigen Phase abgetrennt und die wassrige
Phase viermal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Nach Vereinigung der organischen
Phasen werden diese tber Na,SO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losemittel abde-
stilliert. Zuriick bleiben 10.02 g des rot gefarbten, klaren, 6ligen Rohprodukts, dessen
fraktionierte Destillation im Olpumpenvakuum 9.26 g (81.1 mmol, 79.5 %) eines Regio-
isomerengemisches aus 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39) und 3-Methyl-2-(5H)-thiophe-
non (38) liefert. Dieses Produktgemisch wird per MPLC mit einer Mischung aus n-Pentan
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und Ethylacetat (4:1, v/v) gereinigt. Erhalten werden 7.22 g (63.2 mmol, 62.0 %) 4-Me-
thyl-2-(5H)-thiophenon (39) in Form einer schwach gelbbraun gefarbten, klaren Losung
und 2.04 g (17.9 mmol, 17.5 %) 3-Methyl-2-(5H)-thiophenon (38) in Form schwach gelb-
braun gefarbter Kristalle.

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 2.17 (m, 3 H, CH,-4"), 3.92-3.93 (m, 2 H, CH,-5), 6.05-6.06 (m, 1 H, CH-3)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 18.94 (C-4"), 40.90 (C-5), 129.19 (C-3), 167.55 (C-4), 199.73 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3073 (CH-Valenz, unges.), 2982, 2946 (CH-Valenz), 2915 (CH-Valenz),
1678 (C=0-Valenz), 1659 (C=0-Valenz), 1634, 1434 (CH-Deformation, asym.), 1404,
1378 (CH;-Deformation, sym.), 1310, 1228, 1156, 1098, 1017, 881, 833, 766, 656
(C-S-Valenz), 566, 484, 437

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 114 (100, M*), 86 (26), 85 (34), 82 (2), 71 (26), 69 (17), 58 (4), 53 (24),
51 (5), 50 (6), 47 (2), 46 (11), 45 (23), 41 (12), 40 (8), 39 (28), 38 (7), 37 (4), 27 (10)

Smp. = 35 °C (Lit."”): Smp. =33 °Q)

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.89-1.91 (m, 3 H, CH,-3"), 3.90-3.92 (m, 2 H, CH,-5), 7.16-7.18 (m, 1 H,
CH-4)

152



Experimenteller Teil

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 11.78 (C-3"), 34.93 (C-5), 141.50 (C-3), 147.04 (C-4), 200.57 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3053 (CH-Valenz, unges.), 2986, 2951 (CH-Valenz), 2919 (CH-Valenz),
2871 (SH-Valenz, asym.), 1794, 1666 (C=0-Valenz), 1638 (C=0O-Valenz), 1432 (CH-
Deformation, asym.), 1412, 1404, 1370 (CH,-Deformation, sym.), 1300, 1191, 1041,
1024, 988, 897, 811, 748, 678, 670 (C-S-Valenz), 592, 476, 423

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 114 (100, M*), 113 (2), 88 (2), 87 (6), 86 (54), 85 (78), 82 (2), 81 (2),
69 (13), 58 (7), 53 (41), 52 (5), 51 (11), 50 (11), 49 (2), 47 (3), 46 (19), 45 (29),
41 (19), 39 (27), 38 (4), 27 (20), 26 (6)

8.6.6 Darstellung des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenons (40)"**'*

Unter einer Inertgasatmosphare wird bei Lichtausschluss eine Losung, bestehend aus
3.00 g (26.3 mmol) 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39) und 27.3 ml Chloroform, mit
3.35 ml (41.0 mmol) Ethyliodid versetzt. Zu ihr wird eine Losung aus 8.97 g (26.4 mmol)
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat und 2.14 g (53.5 mmol) Natriumhydroxid in 27.3 ml
Wasser gegeben, wobei sie sich violett farbt. Die zweiphasige Mischung wird 70 h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieend mit 25.7 ml Salzsdurelosung (2 M) versetzt.
Nach Abtrennen der braun gefarbten, organischen Phase wird die wassrige Phase drei-
mal mit jeweils 20 ml Chloroform extrahiert. Aus den vereinigten organischen Phasen
wird das Losemittel abdestilliert. Zuriick bleibt ein braunes Ol, welches mit 200 ml Di-
ethylether versetzt wird. Das dabei ausfallende, schwarz gefiarbte Ammoniumsalz wird
abfiltriert und das Filtrat tiber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels
werden 3.85 g eines braun gefirbten Ols erhalten, welches im Olpumpenvakuum frak-
tioniert destilliert wird. Hierbei werden 2.55 g einer gelb gefarbten, klaren Lésung, bei
der es sich um das Rohprodukt handelt, gewonnen. Dieses wird per MPLC mit einer
Mischung aus n-Pentan und Ethylacetat (9:1, v/v) gereinigt, wobei 1.21 g (8.5 mmol,
32.5 %) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) in Form einer orange gefarbten, klaren
Losung erhalten werden.
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Sdp. 0018-0.024 mbar = 24=57 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.00 (t, 3 H, *J = 7.56 Hz, CH,-3%), 2.11 (s, 3 H, CH,-4"), 2.29 (q, 2 H,
3 = 7.53 Hz, CH,-3"), 3.80 (q, 2 H, * = 0.80, CH,-5)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 12.75 (C-32), 17.28 (C-3"), 18.33 (C-4"), 38.74 (C-5), 140.75 (C-3),
158.37 (C-4), 200.16 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
Vv (cm™) = 2970 (CH-Valenz), 2934 (CH-Valenz), 2875 (CH-Valenz), 1675 (C=0O-Va-
lenz), 1651 (C=0O-Valenz), 1456 (CH,-Deformation, asym.), 1409 (SCH,-Deformation),
1380 (CH;-Deformation, sym.), 1334, 1297, 1222, 1155, 1112, 1023, 916, 847, 761,
707, 658 (C-S-Valenz), 623, 543, 472

Massenspektrum (El, 10 °C):
m/z (%) = 142 (100, M*), 127 (17), 114 (6), 109 (8), 101 (2), 99 (39), 97 (6), 86 (2),
81(23), 79 (9), 77 (3), 69 (10), 66 (2), 65 (7), 58 (2), 50 (2), 45 (10), 41 (18), 39 (15),
38(2), 29 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):
C,H,,OS: theoretisch 142.045238 g - mol™', experimentell 142.045368 g - mol™

Als Nebenprodukt werden 0.13 g (0.9 mmol, 3.5 %) des Tautomeren 3-Ethyl-4-methyl-2-
(3H)-thiophenon (85) in Form einer gelb gefarbten Losung isoliert.
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =0.98 (t, 3 H,’) = 1.25 Hz, CH,-3%), 1.64-1.75 (m, 1 H, CH,-3"),
2.05-2.15 (m, 1 H, CH,3"), 2.09 (dd, 3 H, “], = 1.25 Hz, %], = 0.47 Hz, CH-4"),
4.24 (dq, 0.5 H, ¥, = 3.58 Hz, ¥J, = 0.67 Hz, CH-3), 4.26 (dq, 0.5 H, *J, = 3.47 Hz,
4Jq =0.73 Hz, CH-3), 6.00 (g, 1 H, ) =1.30 Hz, CH-5)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 10.85 (C-32), 17.13 (C-3"), 25.71 (C-4"), 57.82 (C-3), 129.80 (C-5),
170.36 (C-4), 198.79 (C-2)

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 142 (100, M%), 127 (6), 113 (48), 109 (6), 99 (15), 85 (57), 81 (22), 79 (11),
73 (10), 69 (32), 65 (8), 59 (7), 53 (13), 45 (33), 39 (34), 27 (14)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,,OS: theoretisch 142.045238 g - mol™', experimentell 142.045472 g - mol™

8.6.7 Darstellung des 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenons (41)"*'%

Unter einer Inertgasatmosphare wird bei Lichtausschluss eine Losung, bestehend aus
3.00 g (26.3 mmol) 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39) in 27.0 ml Chloroform, mit 3.45 ml
(54.9 mmol) Methyliodid versetzt. Zu ihr wird eine Losung aus 8.93 g (25.8 mmol) Te-
trabutylammoniumhydrogensulfat und 2.12 g (52.4 mmol) Natriumhydroxid in 27.0 ml
Wasser gegeben, wobei sich der Reaktionsansatz violett farbt. Die zweiphasige Mi-
schung wird 76 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit 25.0 ml Salzsaure-
l6sung (2 M) versetzt. Nach Abtrennen der braun gefarbten, organischen Phase wird die
wassrige Phase dreimal mit jeweils 20 ml Chloroform extrahiert. Aus den vereinigten or-
ganischen Phasen wird das Losemittel abdestilliert und der verbleibende Rickstand mit
200 ml Diethylether versetzt. Das dabei ausfallende, braun gefarbte Ammoniumsalz wird
abfiltriert und das Filtrat Gber MgSO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels
werden 2.92 g eines braun gefirbten Ols erhalten, welches im Olpumpenvakuum frak-
tioniert destilliert wird, wobei 1.72 g einer gelb gefarbten, klaren Losung, bei der es sich
um das Rohprodukt handelt, gewonnen werden. Dieses wird per MPLC mit einer Mi-
schung aus n-Pentan und Ethylacetat (9:1, v/v) gereinigt, wobei 1.14 g (8.9 mmol,
33.7 %) 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (41) in Form schwach gelbbraun gefarbter Kris-
talle erhalten werden. Zusatzlich werden 0.27 g 4-Methyl-2-(5H)-thiophenon (39) als
leicht gelbbraun gefarbte Losung zurliickgewonnen, so dass die Ausbeute an 3,4-Dime-
thyl-2-(5H)-thiophenon (41) beziiglich des umgesetzten Edukts (39) 37.2 % betragt.
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Smp. = 38 °C (Lit."’% Smp. = 48 °C)
SAP. 4,020-0026 mbar = 35-36 °C (Lit.”’: Sdp. | 33 e = 69-80 °C)

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 1.79-1.81 (m, 3 H, CH,-3"), 2.09-2.10 (m, 3 H, CH.-4"), 3.80-3.82 (m, 2 H,
CH,-5)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 10.12 (C-3"), 17.51 (C-4"), 38.78 (C-5), 135.13 (C-3), 158.45 (C-4),
200.47 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2980 (CH-Valenz), 2943 (CH-Valenz), 2923 (CH-Valenz), 2856 (CH-Va-
lenz), 1678 (C=0-Valenz), 1655 (C=0-Valenz), 1437 (CH;-Deformation, asym.), 1409
(SCH,-Deformation), 1377 (CH,-Deformation, sym.), 1297, 1231, 992, 936, 827, 766,
677, 632 (C-S-Valenz), 536, 474, 430

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 128 (100, M"), 113 (3), 99 (25), 85 (56), 83 (7), 71 (3), 67 (34), 65 (9),
59 (12), 55 (16), 45 (15), 41 (14), 39 (25), 29 (3), 27 (13)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,OS: theoretisch 128.029588 g - mol™', experimentell 128.029781 - mol™

8.6.8 Darstellung des 3-Hydroxyoctan-2,5-dions (42)"**

20.0 ml (123.9 mmol) auf 0 °C gekihlten Butyrylessigsdureethylesters werden mit einer
ebenfalls gekihlten Losung aus 8.33 g (137.3 mmol) KOH in 50 ml Wasser versetzt, fir
30 min gerihrt und 8 d bei 4 °C gelagert. Bei Raumtemperatur wird durch die Losung fiir
2 h CO, geleitet, anschlieBend wird sie mit 22.3 ml (136.2 mmol) Methylglyoxal-L6sung
(40 % in Wasser) versetzt und 24 h geriihrt. Die gelb gefarbte, klare Losung wird fiinfmal
mit je 70 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit
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170 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und iber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestil-
lieren des Losemittels bleiben 18.04 g eines orange gefirbten, klaren Ols zuriick, bei
dem es sich um das Rohprodukt der Reaktion handelt, das im Olpumpenvakuum frak-
tioniert destilliert wird. Es werden 12.05 g (76.2 mmol, 61.5 %) des 3-Hydroxyoctan-2,5-
dion (42) als hellgelb gefirbtes, klares, leicht viskoses Ol erhalten.

OH O

Sdp. 0.038-0.044 mbar = 77 =79 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, CDCL,):
3 (ppm) =0.85 (t, 3 H, ’) =7.42 Hz, CH,-8), 1.54 (tq, 2 H, *J, = 7.26 Hz,’), = 7.35 Hz,
CH,-7), 2.20 (s, 3 H, CH,-1), 2.39 (t, 2 H, %) = 7.27 Hz, CH,6), 2.76 (dd, 1 H, ABX-
System, J,; = 17.12 Hz, °}, = 6.38 Hz, CH,-4), 2.88 (dd, 1 H, ABX-System,
Juo = 17.12 Hz, ¥, = 3.85 Hz, CH,-4), 3.45 (s breit, 1 H, OH), 4.29 (dd, 1 H, ABX-
System, *J, = 6.37 Hz, *Js, = 3.85 Hz, CH,-3)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 13.47 (C-8), 16.81 (C-7), 25.28 (C-2), 45.19 (C-4), 45.46 (C-6), 73.72 (C-3),
209.30 (C-2, -5)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3458 (OH-Valenz), 2965 (CH-Valenz), 2937 (CH-Valenz), 2878 (CH-Va-
lenz), 1713 (C=0-Valenz, Keton), 1459 (CH-Deformation, asym.), 1407, 1359 (CH-
Deformation, sym.), 1248, 1181, 1128, 1106 (C-O-Valenz, Alkohol), 1017, 967, 904,
617, 529

Massenspektrum (El, -2 °C):
m/z (%) = 158 (1, M%), 143 (1), 115 (37), 97 (9), 87 (1), 71 (95), 55 (5), 43 (100),
41 (13), 27 (11)

Hochauflosendes Massenspektrum (Cl, i-Butan):
CgH,.O, [M + HJ": theoretisch 159.102292 g - mol™', experimentell
159.102117 - mol™
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8.6.9 Darstellung des 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enons (44)"°>"*°

Zu einer auf 0 °C gekihlten Losung aus 12.05 g (76.2 mmol) 3-Hydroxyoctan-2,5-dion
(42) in 55 ml (1.4 mol) Methanol werden innerhalb von 2 h 332 ml einer 20-%igen
K,CO,-Losung auf die Weise zugegeben, dass sich die Mischung auf maximal 5 °C er-
warmt. Anschlielfend wird sie 2 h bei 0 °C und danach 24 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die dabei entstehende klare, braun gefarbte Losung wird durch Zugabe von Salz-
sdure (2 M) neutralisiert, wobei sie sich unter Triibung orange farbt. Die Losung wird da-
nach viermal mit jeweils 440 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet und das Losemittel abdestilliert. Zurtick bleiben
9.22 g einer rotbraun gefarbten, klaren Losung, bei der es sich um das Rohprodukt des
2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enons (44) handelt. Dieses wird per MPLC gerei-
nigt. Als Laufmittel dient eine Mischung aus Chloroform und Methanol (99:1, v/v). Ab-
destillieren des Laufmittels ergibt 5.00 g (35.7 mmol, 46.9 %) einer rotbraun gefarbten,
klaren Losung, die dem Reaktionsprodukt 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enon
(44) entspricht.

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 0.96 (t, 3 H, *J = 7.60 Hz, CH,-2%), 2.06 (s, 3 H, CH,-3"), 2.16 (q, 2 H,
’J = 7.56 Hz, CH,-2"), 2.23 (dd, 1 H, ABX-System, )., = 1.76 Hz, },, = 18.35 Hz,
CH,-5), 2.57 (s breit, 1 H, OH), 2.72 (dd, 1 H, ABX-System, J,, = 18.35 Hz,
*Jox = 6.12 Hz, CHy-5), 4.67 (d, 1 H, ABX-System, *J,, = 5.94 Hz, CH,-4)

BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, CDCl,):
§ (ppm) = 12.37 (C-22), 13.18 (C-3"), 15.94 (C-2'), 44.18 (C-5), 71.25 (C-4),
143.22 (C-2), 168.07 (C-3), 205.31 (C-1)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3411 (OH-Valenz), 2971 (CH-Valenz), 2936 (CH-Valenz), 2876 (CH-Va-
lenz), 1694 (C=0-Valenz, ap-unges. Keton), 1646 (C=0O-Valenz, aff-unges. Keton),
1463 (CH-Deformation, asym.), 1384 (CH-Deformation, asym.), 1348 (OH-Deforma-
tion), 1311, 1262, 1238, 1192, 1148, 1095 (C-O-Valenz), 1048, 1012, 938, 918, 849,
777,616, 579

Massenspektrum (El, 14 °C):
m/z (%) = 140 (100, M%), 125 (50), 111 (59), 107 (6), 97 (70), 95 (19), 93 (7), 83 (17),
79 (41), 77 (18), 67 (38), 55 (54), 53 (33), 43 (90), 41 (75), 39 (47), 29 (20), 27 (30)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

CgH,,0,: theoretisch 140.083733 g - mol™, experimentell 140.083832 g - mol™

8.6.10 Darstellung des 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enons (46)"’

Unter Inertgas werden 1.98 g (14.1 mmol) auf 0 °C gekihlten 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-
cyclopent-2-enons (44) langsam mit 2.5 ml (33.2 mmol) Thionylchlorid versetzt. Unter
Entweichen von Gas verfarbt sich die Losung dunkelbraun. Nach beendeter Gasent-
wicklung wird die Losung mit weiteren 1.3 ml (17.3 mmol) Thionylchlorid versetzt und
15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Thionylchlorid wird im Wasser-
strahlvakuum bei 8-27 mbar abdestilliert, danach wird die zurtickbleibende Lésung im
Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert. Erhalten werden 1.18 g (7.5 mmol, 52.9 %) des
4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enons (46) in Form eines klaren, gelb gefarbten,
leicht viskosen Ols.

Sdp' 0.76 mbar 51 OC
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 0.98 (t, 3 H, *) = 7.60 Hz, CH,-2%), 2.09 (s, 3 H, CH,-3"), 2.21 (q, 2 H,
’J=7.61 Hz, CH,-2"), 2.60 (dd, 1 H, ABX-System, J,; = 19.05 Hz, *J,, = 1.65 Hz,
CH,-5), 2.94 (dd, 1 H, ABX-System, J,; = 19.03 Hz, *J,, = 6.45 Hz, CH.,-5), 4.81 (dd,
1 H, ABX-System, *J . = 1.83 Hz, *Jy =6.47 Hz, CH,-4)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 12.42 (C-22), 14.24 (C-3"), 16.50 (C-2"), 45.03 (C-5), 57.85 (C-4),
145.07 (C-2), 165.36 (C-3), 203.46 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2973 (CH-Valenz), 2936 (CH-Valenz), 2877 (CH-Valenz), 1712 (C=0O-Va-
lenz), 1647 (C=0-Valenz, af-unges. Keton), 1461 (CH-Deformation, asym.), 1386
(CH-Deformation, sym.), 1346 (CH-Deformation), 1249, 1222, 1183, 1086, 1057,
930, 899, 781, 718 (CCl-Valenz), 658, 587

Massenspektrum (El, -7 °C):
m/z (%) = 158 (52, M*), 138 (2), 123 (85), 115 (2), 107 (2), 95 (100), 93 (8), 79 (17),
67 (30), 65 (8), 55 (19), 39 (21), 27 (13)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

CgH,,ClO: theoretisch 158.049956 g - mol™', experimentell 158.049842 g - mol™'

8.6.11 Darstellung des (3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsauredi-
ethylesters (48)"'*"®

Unter Inertgas wird eine Lésung aus 1.18 g (7.5 mmol) 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclo-
pent-2-enon (46) und 1.4 ml (7.7 mmol) Triethylphosphit 45 min auf 75-80 °C erwarmt
und danach 5 h bei 160 °C unter Riickfluss gekocht. Dabei bildet sich eine orangerot
gefarbte, klare Losung, die im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert wird. Es werden
0.86 g (3.3 mmol) des (3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsadurediethyl-
esters (48) in Form einer gelb gefarbten, klaren Lésung erhalten. Zusatzlich kénnen
0.46 g (2.9 mmol) nicht umgesetzten 4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enons (46)
als klare, hellgelb gefarbte Losung zuriickgewonnen werden, so dass die Ausbeute an
(48) beziglich des umgesetzten Edukts (46) 72.6 % betradgt.
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Sdp. (76082 mbar = 123-124 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 0.93 (t, 3 H, }J = 7.57 Hz, CH,-3%), 1.21 (t, 3 H, ) = 7.05 Hz,
PO(OCH,CH,),), 1.26 (t, 3 H, ] = 7.05 Hz, PO(OCH,CH,),), 2.17 (s, 3 H, CH;-2"),
2.17 (q, 2 H, %) = 7.48 Hz, CH,-3"), 2.48-2.63 (m, 2 H, CH,-5), 3.03 (m, 0.5 H, CH-1),
3.09 (m, 0.5 H, CH-1), 3.95-4.14 (m, 4 H, PO(OCH,CH,),)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, DEPT 135, 'H/"*C-COSY, CDCL,):
& (ppm) = 12.54 (d, 'Jc,, = 4.25 Hz, C-3), 16.35 (d, *) = 5.78 Hz, PO(OCH,CH,),),
16.45 (C-2"), 16.45 (C-3"), 36.60 (d, ¥, = 3.97 Hz, C-5), 41.62 (d, '), = 144.47 Hz,
C-1), 62.04 (d, Y, = 6.83 Hz, PO(OCH,CH,),), 62.54 (d, %), = 6.99 Hz,
PO(OCH,CH,),), 144.30 (d, 'Jc,; = 9.99 Hz, C-3), 164.28 (d, )., = 8.99 Hz, C-2),
206.05 (d, "¢,y = 2.32 Hz, C-4)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2978 (CH-Valenz), 2935 (CH-Valenz), 2876 (CH-Valenz), 1702 (C=0O-Va-
lenz, af-unges. Keton), 1641 (C=C-Valenz), 1445 (CH-Deformation, asym.), 1387
(CH-Deformation, sym.), 1348, 1256 (P=0O-Valenz), 1233, 1209, 1164 (C-O-Valenz),
1052, 1024 (P-O-Valenz), 966 (P-O-Valenz), 800 (CH-Deformation), 615, 570, 534,
489

Massenspektrum (El, 45 °C):
m/z (%) = 260 (99, M*), 245 (8), 232 (34), 217 (7), 204 (77), 189 (15), 175 (6),
150 (12), 139 (21), 122 (100), 107 (38), 95 (36), 79 (30), 67 (18), 55 (21), 41 (18),
29 (25)
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Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,0O,NaP [M + Na]*: theoretisch 283.107312 g - mol™', experimentell
283.106969 - mol™'

8.6.12 Darstellung des 3-Hydroxyheptan-2,5-dions (43)"**

20.0 ml (158.3 mmol) auf 0 °C gekihlten 3-Oxopentansdauremethylesters werden mit ei-
ner ebenfalls gekiihlten Losung aus 9.80 g (174.7 mmol) KOH in 63 ml Wasser versetzt,
35 min gerlhrt und 6 d bei 4 °C gelagert. Bei Raumtemperatur wird durch die Losung fiir
2 h CO, geleitet. Sie wird mit 28.5 ml (174.1 mmol) Methylglyoxal-Losung (40 % in Was-
ser) versetzt, 24 h gertihrt und danach 17 h bei 4 °C gelagert. Die orange gefarbte, klare
Losung wird sechsmal mit je 90 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen werden mit 230 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, ge-
trocknet. Nach Abdestillieren des Lésemittels bleiben 14.14 g eines orange gefdrbten,
klaren Ols zuriick, bei dem es sich um das Rohprodukt der Reaktion handelt, das im Ol-
pumpenvakuum fraktioniert destilliert wird. Es werden 9.25 g (64.2 mmol, 40.6 %) des
3-Hydroxyheptan-2,5-dions (43) als farbloses, klares, leicht viskoses Ol erhalten.

OH @)

Sdp. .05-0.06 mbar = 54-56 °C

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.02 (t, 3 H,°) =7.29 Hz, CH,-7), 2.22 (s, 3 H, CH,-1), 2.45 (q, 2 H,
3) = 7.31 Hz, CH,6), 2.78 (dd, 1 H, ABX-System, ], = 17.02 Hz, 3], = 6.39 Hz,
CH,-4), 2.91 (dd, 1 H, ABX-System, J,; = 17.01 Hz, *J,, = 3.82 Hz, CH,-4), 3.70 (s
breit, 1 H, OH), 4.31 (dd, 1 H, ABX-System, *},, = 6.32 Hz, *J, = 3.87 Hz, CH-3)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 7.45 (C-7), 25.30 (C-1), 36.87 (C-6), 44.88 (C-4), 73.81 (C-3), 209.24 (C-2),
209.72 (C-5)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3450 (OH-Valenz), 2979 (CH-Valenz), 2941 (CH-Valenz), 1714 (C=0O-Va-
lenz, Keton), 1460 (CH-Deformation, asym.), 1411, 1359 (CH-Deformation, sym.),
1242, 1183, 1114 (C-O-Valenz, Alkohol), 1003, 967, 616

Massenspektrum (GC-El):
m/z (%) = 126 (1), 108 (1), 101 (20), 83 (7), 79 (1), 73 (9), 69 (7), 57 (100), 55 (10),
43 (45), 29 (20), 27 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (Cl, i-Butan):
C,H,,0, [M + HJ": theoretisch 145.086470 g - mol™', experimentell
145.086323 - mol™

)135,136

8.6.13 Darstellung des 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (45

Zu einer auf 0 °C gekihlten Losung aus 4.02 g (27.9 mmol) 3-Hydroxyheptan-2,5-dion
(43) in 20 ml (0.49 mol) Methanol werden innerhalb von 1h 121 ml einer 20-%igen
K,CO,-Losung so zugegeben, dass sich die Mischung auf maximal 3 °C erwdrmt. An-
schlieBend wird sie 2 h bei 0 °C und danach 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die da-
bei entstehende klare, gelb gefdarbte Losung wird durch Zugabe von Salzsdure (2 M)
neutralisiert, wobei sie sich unter Triilbung orange farbt. AnschlieBend wird die Losung
viermal mit jeweils 110 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und das Losemittel abdestilliert. Als Riickstand werden
2.47 g einer rotbraun gefarbten, klaren Losung erhalten, bei der es sich um das Rohpro-
dukt des 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (45) handelt. Dieses wird per MPLC
gereinigt. Als Laufmittel dient eine Mischung aus Chloroform und Methanol (99:1, v/v).
Abdestillieren des Laufmittels ergibt 1.74 g (13.8 mmol, 49.5 %) des Reaktionsprodukts
4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon (45) in Form einer rotbraun gefarbten, klaren
Flissigkeit.
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'"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
S (ppm) = 1.69 (s, 3 H, CH,-3"), 2.06 (s, 3 H, CH,-2"), 2.19 (s breit, 1 H, OH), 2.25 (d,
1 H, ABX-System, J,; = 18.38 Hz, CH,-5), 2.75 (dd, 1 H, ABX-System, J,; = 18.38 Hz,
*Jax = 6.09 Hz, CHy-5), 4.70 (d, 1 H, ABX-System, *J,, = 5.50 Hz, CH,-4)

BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, CDCL,):
8 (ppm) = 7.67 (C-3"), 13.39 (C-2"), 44.00 (C-5), 71.40 (C-4), 137.90 (C-2),
168.00 (C-3), 205.41 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3411 (OH-Valenz), 2978 (CH-Valenz), 2923 (CH-Valenz), 1699 (C=0O-Va-
lenz, af-unges. Keton), 1648 (C=0-Valenz, ap-unges. Keton), 1437 (CH-Deformation,
asym.), 1386 (CH-Deformation, sym.), 1327 (OH-Deformation), 1242, 1195, 1149,
1085 (C-O-Valenz), 1050, 1006, 946, 903, 836, 717, 661, 590, 508

Massenspektrum (El, 15 °C):
m/z (%) = 126 (94, M*), 111 (89), 98 (100), 93 (5), 83 (85), 81 (20), 79 (31), 71 (5),
69 (16), 65 (10), 55 (86), 53 (39), 43 (89), 41 (44), 39 (56), 29 (28), 27 (47)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,,0,: theoretisch 126.068082 g - mol™, experimentell 126.068227 - mol™

8.6.14 Darstellung des 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (47)"’

Unter Schutzgas werden 1.75 g (13.9 mmol) auf 0 °C gekihlten 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-
cyclopent-2-enons (45) langsam mit 2.5 ml (33.2 mmol) Thionylchlorid versetzt. Unter
Entweichen von Gas verfarbt sich die Lésung dunkelbraun. Nach beendeter Gasentwick-
lung wird die Losung mit weiteren 1.3 ml (17.3 mmol) Thionylchlorid versetzt, 1 h bei
0 °C und anschlieRend 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Thionylchlorid
wird im Wasserstrahlvakuum bei 8-11 mbar abdestilliert. Danach wird die zuriickblei-
bende Lésung im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert. 0.93 g (6.4 mmol, 46.1 %)
des 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enons (47) werden in Form eines klaren, hellgelb
gefirbten, leicht viskosen Ols erhalten.
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Sdp. (11-013 mbar = 36-40 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.71 (s, 3 H, CH,-2"), 2.07 (s, 3 H, CH,-3"), 2.60 (dd, 1 H, ABX-System,
Jag = 19.06 Hz, *),, = 1.74 Hz, CH,-5), 2.94 (dd, 1 H, ABX-System, J,; = 19.06 Hz,
3. = 6.45 Hz, CH,-5), 4.81 (dd, 1 H, ABX-System, |, = 0.75 Hz, *J,, = 6.40 Hz,
CH,-4)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 8.20 (C-3"), 14.43 (C-2"), 44.85 (C-5), 57.77 (C-4), 139.68 (C-2),
165.60 (C-3), 203.68 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2983 (CH-Valenz), 2924 (CH-Valenz), 2860 (CH-Valenz), 1709 (C=0O-Va-
lenz, af-unges. Keton), 1652 (C=0-Valenz, ap-unges. Keton), 1439 (CH-Deformation,
asym.), 1387 (CH-Deformation, sym.), 1326 (CH-Deformation), 1294, 1254, 1225,
1186, 1107, 1071, 925, 872, 725 (C-Cl-Valenz), 690, 659, 560, 537, 478

Massenspektrum (El, -15 °C):
m/z (%) = 144 (46, M"), 129 (1), 109 (100), 101 (1), 81 (67), 79 (28), 65 (8), 53 (23),
39 (19), 27 (13)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,H,ClO: theoretisch 144.034192 g - mol™', experimentell 144.034146 - mol™

8.6.15 Darstellung des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsaurediethyl-
esters (49)''*"®

Unter Inertgas wird eine Losung aus 0.78 g (5.4 mmol) 4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-
2-enon (47) und 0.95 ml (5.4 mmol) Triethylphosphit fiir 45 min auf 75-80 °C erwarmt
und danach fiir 5.5 h bei 160-170 °C unter Riickfluss gekocht. Dabei bildet sich eine
orangerot gefarbte, klare Losung, die nach ihrer fraktionierten Destillation zuséatzlich per
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HPLC gereinigt wird. Dabei dient eine Losung aus n-Hexan und Ethylacetat (1:1, v/v), der
2 % 2-Propanol zugesetzt worden sind, als Laufmittel. Es werden 0.68 g (2.8 mmol,
51.3 %) des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsdurediethylesters (49) in
Form einer gelb gefarbten, klaren Flissigkeit erhalten.

Sdp. 00320035 mpar = 86 °C

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.22 (t, 3 H,’) = 7.03 Hz, PO(OCH,CH,),), 1.27 (t, 3 H,*) = 7.07 Hz,
PO(OCH,CH,),), 1.68 (dq, 3 H, J, = 4.91 Hz, J, = 0.93 Hz, CH,3"), 2.16 (d, 3 H,
J =3.33 Hz, CH,-2"), 2.50-2,65 (m, 2 H, CH,-5), 3.03-3.06 (m, 0.5 H, CH-1),
3.09-3.12 (m, 0.5 H, CH-1), 3.97-4.13 (m, 4 H, PO(OCH,CH,),)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, DEPT 135, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 8.29 (d, ')y = 1.92 Hz, C-3"), 16.40 (d, °)¢p = 5.49 Hz, PO(OCH,CH,),),
16.84 (C-2"), 36.44 (d, >Jc, = 3.83 Hz, C-5), 41.72 (d, 'Jc, = 144.99 Hz, C-1),
62.12 (d, ZJC/P = 6.89 Hz, PO(OCH,CH,),), 62.60 (d, ZJC,P =6.98 Hz, PO(OCH,CH,),),
138.84 (d, 'J¢,, = 9.94 Hz, C-3), 164.53 (d, 'Jc,, = 8.79 Hz, C-2), 206.37 (d,
Jep = 2.82 Hz, C-4)

IR-Spektrum (KBr):
V (ecm™) = 2985 (CH-Valenz), 2931 (CH-Valenz), 1702 (C=0-Valenz, a-unges. Ke-
ton), 1644 (C=C-Valenz), 1445 (CH-Deformation, asym.), 1388 (CH-Deformation,
sym.), 1329, 1258 (P=0-Valenz), 1236, 1210, 1164 (C-O-Valenz), 1027 (P-O-Valenz),
967 (P-O-Valenz), 888, 797 (CH-Deformation), 731, 693, 655, 600, 532, 491

Massenspektrum (El, 50 °C):
m/z (%) = 246 (74, M*), 231 (1), 218 (22), 203 (1), 190 (72), 173 (14), 162 (5),
136 (12), 108 (100), 92 (15), 81 (37), 65 (9), 53 (16), 41 (15), 29 (13)
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Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,NaO,P [M + Na]*: theoretisch 269.091319 g - mol™', experimentell
269.091189 - mol™
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8.7 Synthese des AB-Bausteins

8.7.1 Darstellung des 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-
2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsaure-methyl-
esters (50)*"°"'%

Unter einer Inertgasatmosphdre und Lichtausschluss werden 138 mg (0.89 mmol) (E)-3-
Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) mit einer Losung aus 599 mg (0.89 mmol) Ben-
zyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-
(triphenylphosphonid)-methanid (32) und 50 ml Toluen versetzt. Die Losung wird 24 h
unter Rickfluss gekocht, wobei sie sich rot farbt. Abdestillieren des Losemittels liefert
880 mg des Rohprodukts in Form eines dunkelroten Feststoffs. Dieser wird per Flash-
Chromatographie mit einer Mischung aus n-Pentan und Ethylacetat (Gradient 1:0-3:1,
v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Lésemittels und Entfernen letzter Losemittelreste
im Hochvakuum werden 392 mg (0.73 mmol, 82.4 %) des Produkts 3-(5-Benzyloxycar-
bonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-
propionsdure-methylester (50) in Form eines schwach gelb gefarbten Feststoffs erhalten.
Daneben lassen sich 42 mg verunreinigten (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimids (18)
in Form eines orange gefarbten Feststoffs sowie 66 mg stark verunreinigten Benzyloxy-
carbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-triphe-
nylphosphonid)-methanids (32) zurtickgewinnen.

(50)

Smp. = 126-128 °C (Lit.*>: Smp. = 137-138 °C)
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"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, CDCL,):
8 (ppm) = 1.34 (d, 3 H, *J = 7.42 Hz, CH,-2"), 1.55 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.66 (d, 3 H,
%) = 7.23 Hz, CH,-3), 1.78 (s, 3 H, CH,-7"), 2.51 (t, 2 H, ) = 7.69 Hz, CH,-82), 2.94-
3.08 (m breit, 2 H, CH,-8"), 3.11 (q, 1 H, ’) = 7.14 Hz, CH-2), 3.63 (s, 3 H, CO,CH,),
5.03-5.31 (m, 1 H, CH-3"), 5.14 (s breit, 2 H, CH,-5%), 7.17 (d, 2 H, *] = 6.68 Hz,
CH-5%, 7.23-7.35 (m, 3 H, CH-5%, -5%), 8.43 (s breit, 0.5 H, Pyrrol-NH), 8.57 (s breit,
0.5 H, Pyrrol-NH), 10.70 (s breit, 0.5 H, Lactam-NH), 10.77 (s breit, 0.5 H, Lactam-NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, 'H/">C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 9.12 (C-7"), 15.86 (C-32), 16.37 (C-21), 21.02 (C-8"), 28.46 (CO,C(CH,),),
35.26 (C-82), 37.90 (C-2), 51.39 (CO,CH,), 66.06 (C-5%), 80.90 (CO,C(CH,),), 119.12,
119.89, 125.49, 132.50, 133.63, 134.59 (C-3, -4, -6, -7,-8,-9), 127.31 (C-5%),
127.92 (C-3', -5, 128.43 (C-5%), 136.17 (C-5%), 153.19 (C-5), 160.78 (CO,C(CH,),),
168.31 (C-5'), 173.48 (CO,CH,), 177.80 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3292 (NH-Valenz), 3066 (CH-Valenz, aromatisch), 2975 (CH-Valenz),
2937 (CH-Valenz), 1743 (C=0-Valenz, Methylester), 1673 (C=0-Valenz, tert-Butyl-
ester), 1659 (C=0-Valenz, Benzylester), 1599, 1566, 1497, 1456 (CH-Deformation,
asym.), 1379 (CH-Deformation, sym.), 1368, 1346 (C-C-Valenz, tert-Butyl), 1249,
1233, 1211 (C-O-Valengz, Ester), 1167, 1145, 1126, 1055, 949, 789 (CH-Deformation,
aromat., oop), 735 (CH-Deformation, aromat., oop), 698, 624

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

A = 236 nm, 283 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (El, 170 °C):
m/z (%) = 536 (82, M"), 480 (61), 465 (12), 435 (9), 389 (24), 371 (3), 345 (100),
330 (10), 227 (7), 130 (2), 91 (52), 57 (5)

8.7.2 Darstellung der 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-
8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsiure (51)*'%%'914

Unter einer Inertgasatmosphdre und Lichtausschluss wird bei Raumtemperatur eine L6-
sung aus 104 mg (0.19 mmol) 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihy-
dro2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methylester (50) und
12.3 ml THF mit 67.8 mg (0.064 mmol) Palladium (10 %) auf Aktivkohle versetzt, ohne
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dass sie dabei geriihrt wird. Die Apparatur wird jeweils sechsmal bis zum Sieden des
Losemittels evakuiert und mit Wasserstoff gefiillt. Nachdem die Suspension Raumtem-
peratur erreicht hat, wird sie fiir 40 min geriihrt. Danach wird der Palladium-Aktivkohle-
Katalysator Uber ein doppellagiges Blaubandfilter abgetrennt und mit THF gewaschen.
Aus dem klaren, gelb gefarbten Filtrat wird das Losemittel abdestilliert. Zurlick bleiben
139 mg des Rohprodukts in Form eines gelborange gefarbten Feststoffs. Dieser wird per
HPLC mit einer Mischung aus Wasser und Acetonitril (Gradient 49:1-0:1) getrennt.
Nach Abdestillieren des Acetonitrils und Gefriertrocknung der wassrigen Losung werden
55.3 mg (0.12 mmol) der 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-
methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (51) als hellgelb gefarbter Fest-
stoff erhalten. Da 15.8 mg (0.03 mmol) nicht umgesetzten Edukts (50) zuriickgewonnen
werden, betragt die Ausbeute beziiglich des umgesetzten Edukts 75.1 %.

(51)

Smp. = 163-164 °C (Lit.*: Smp. = 168-169 °C)

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.34-1.36 (m, 3 H, CH;-2"), 1.56 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.68 (d, 3 H,
3 = 6.27 Hz, CH,-3%), 1.81 (s, 1.5 H, CH,-7"), 1.86 (s, 1.5 H, CH,-7"), 1.96 (s breit, 1 H,
OH), 2.50-2.56 (m, 2 H, CH,-82), 2.92-3.00 (m 1 H, CH,-8"), 3.03-3.09 (m, 1 H,
CH,8"),3.14 (d, 1 H, %) = 6.33 Hz, CH-2), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 5.27 (g, 0.5 H,
’J =6.28 Hz, CH-3"), 5.34 (q, 0.5 H, ’) = 6.28 Hz, CH-3"), 8.73 (s breit, 0.5 H, Pyrrol-
NH), 9.01 (s breit, 0.5 H, Pyrrol-NH), 10.67 (s breit, 0.5 H, Lactam-NH), 10.79 (s breit,
0.5 H, Lactam-NH)
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3C-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, DEPT 135, 'H/"*C-COSY, CDCL,):
8 (ppm) = 9.13 (C-7"), 15.66 (C-3%), 16.38 (C-2"), 20.90 (C-8"), 28.18 (CO,C(CH,),),
35.02 (C-8%), 37.67 (C-2), 51.21 (CO,CH,), 81.00 (CO,C(CH,),), 133.23 (C-3"),
119.04, 120.08, 125.28, 133.12, 134.23, 134.26 (C-3, -4, -6, -7, -8, -9), 153.29 (C-5),
160.92 (CO,C(CH,),), 170.66 (CO,H), 173.42 (CO,CH,), 180.09 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3448 (OH-Valenz), 3314 (NH-Valenz), 2977 (CH-Valenz), 2935 (CH-Va-
lenz), 1739 (C=0-Valenz Methylester), 1670 (C=0-Valenz, tert-Butylester, Carbon-
saure), 1605, 1565 (NH-Kombination), 1455 (CH-Deformation, asym.), 1382 (CH-De-
formation, sym.), 1368, 1337 (CN-Valenz), 1248, 1210 (C-O-Valenz, Ester), 1165,
1147, 1126, 1051, 987, 948 (OH-Deformation), 844 (CH-Deformation, unges., oop),
795 (CH-Deformation, unges., oop), 778, 746, 615, 457

UV/Vis-Spektrum (Wasser/Acetonitril (49:1, v/v)):

A = 235 nm, 283 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (El, 145 °C):
m/z (%) = 446 (8, M*), 414 (2), 402 (24), 390 (12), 346 (100), 313 (50), 271 (18),
224 (7), 134 (2), 73 (2), 57 (5), 41 (5)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,N,NaO, [M + Na]": theoretisch 469.193997 g - mol™', experimentell
469.194523 g - mol”’
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8.8 Synthese der CD-Bausteine

8.8.1 Darstellung des 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanons (52)**'"'

Unter einer Inertgasatmosphare wird eine Losung aus 0.31 g (1.1 mmol) 5-Formyl-3-
(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester  (33), 0.13 g
(1.0 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36), 0.36 ml (2.4 mmol) DBU in 1.4 ml tro-
ckenem THF, der Molekularsieb (3 A) zugesetzt worden ist, 19 h im Dunkeln unter Riick-
fluss gekocht. Die Losung wird vom Molekularsieb abdekantiert und dieses mit Chloro-
form so lange gewaschen, bis sich das Lésungsmittel nicht mehr farbt. Nach Vereinigung
der organischen Phasen werden diese dreimal mit je 100 ml Na,CO,-Losung (2 M), drei-
mal mit je 100 ml gesattigter KH,PO,-Losung sowie dreimal mit je 100 ml gesattigter
NaHCO,-L6sung gewaschen und anschliefend tiber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestil-
lieren des Losemittels bleiben 0.46 g des rotbraunen, festen Rohprodukts zuriick. Dieses
wird per MPLC mit einer Mischung aus Dichlormethan und Ethylacetat (49:1, v/v) gerei-
nigt. Erhalten werden 0.36 g (0.9 mmol, 86.2 %) 2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butylester-8-(2-
methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanon (52) in Form gelber Kristalle.

Smp. = 134 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 1.12 (t, 3 H, %) = 7.61 Hz, CH,-2%), 1.57 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.09 (s, 3 H,
CH,-7"), 2.1 (s, 3 H, CH,-3"), 2.37 (q, 3 H, > = 7.66 Hz, CH,2"), 2.52 (t, 2 H,
3 = 7.87 Hz, CH,-8%), 2.99 (t, 2 H, > = 8.00 Hz, CH,-8'), 3.65 (s, 3 H, CO,CH.),
5.88 (s, 1 H, CH-5), 9.70 (s breit, 1 H, NH)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 9.64 C-7"), 12.77 (C-22), 17.28 (C-2"), 20.51 (C-3), 28.36 (C(CH.),),
31.20 (C-8"), 34.85 (C-8%), 51.47 (CO,CH,), 81.35 (C(CH,),), 95.90 (C-5),
123.15 (C-8), 125.55, 126.45, 128.37, 128.40 (C-2, -6, -7, -9), 146.59, 146.80 (C-3, -4),
160.07 (CO,C(CH,),), 168.96 (C-1), 173.61 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3448 (NH-Valenz), 3066 (CH-Valenz, unges.), 2978 (CH-Valenz), 2878
(CH-Valenz), 1759 (C=0O-Valenz, Lacton), 1735 (C=0-Valenz, Methylester), 1680
(C=0-Valenz, tert-Butylester), 1622 (C=C-Valenz), 1445 (CH-Deformation, asym.),
1394 (CH-Deformation, sym.), 1367, 1298, 1278, 1268, 1256, 1193, 1172, 1161,
1138, 1131, 1115, 1097, 1006, 944, 848, 673, 613

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
... (8 = 254 nm (32000), 389 nm (48100), 409 nm (45200)

Massenspektrum (El, 130 °C):
m/z (%) = 403 (18, M*), 347 (100), 316 (7), 303 (10), 287 (20), 286 (2), 274 (9),
272 (3), 270 (3), 269 (2), 256 (5), 254 (2), 244 (7), 241 (3), 230 (5), 228 (3), 226 (2),
200 (3), 135 (3)

(
(

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,,H,,NO,: theoretisch 403.199489 g - mol™', experimentell 403.199617 g - mol™'

8.8.2 Darstellung des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1-furanons (58)°'**%

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphare 118 mg (0.29 mmol) 2-Ethyl-
9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-fura-
non (52) in 8.4 ml (108 mmol) TFA gelost und 3 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zugabe von 8.4 ml (75 mmol) Orthoameisensauretrimethylester wird die Losung weitere
30 min gerihrt, anschliefend in 450 ml entgastem Dichlormethan aufgenommen und
zweimal mit jeweils 200 ml entgastem Wasser sowie zweimal mit jeweils 200 ml gesat-
tigter NaHCO,-L6sung gewaschen. Die organische Phase wird tiber Na,SO, getrocknet.
Nach Abdestillieren des Losemittels bleibt das Rohprodukt in Form eines griin gefarbten
Feststoffs zurlick. Dieser wird per HPLC mit einer Mischung aus Methanol und Wasser
(5:1, v/v) getrennt. Nach Abdestillieren des Methanols und Gefriertrocknung der wassri-
gen Losung werden 52 mg (0.16 mmol, 54.3 %) 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-
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ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-furanon (58) in Form eines gelbgriin gefarbten Fest-
stoffs erhalten.

Smp. =129 °C

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm)=1.13 (t, 3 H,°) =7.59 Hz, CH,-2%), 2.11 (s, 3 H, CH,-7"), 2.13 (s, 3 H,
CH.,-3"),2.39 (q, 3 H, | = 7.47 Hz, CH,-2"), 2.56 (t, 2 H, *} = 7.63 Hz, CH,-8%), 3.03 (t,
2 H,% =7.63 Hz, CH,8"), 3.64 (s, 3 H, CO,CH,), 5.89 (s, 1 H, CH-5), 9.69 (s, 1 H,
CHOQO), 9.75 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 8.75 (C-3"), 9.67 (C-7"), 12.73 (C-2), 17.36 (C-2"), 19.11 (C-8"),
35.25 (C-8%), 51.75 (CO,CH,), 95.07 (C-5), 123.35 (C-8), 129.72, 130.53, 130.68,
132.02 (C-2, -6, -7, -9), 146.54 (C-3), 148.46 (C-4), 169.07 (C-1), 172.78 (CO,CH,),
177.47 (CHO)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3439 (NH-Valenz), 3070 (CH-Valenz, unges.), 2965 (CH-Valenz), 2928
(CH-Valenz), 2852 (CH-Valenz), 1759 (C=0-Valenz, Lacton), 1734 (C=0O-Valenz, Me-

thylester), 1637 (C=0-Valenz, Aldehyd), 1444 (CH-Deformation, asym.), 1384 (CH-
Deformation, sym.), 1213, 1164, 1100, 1008, 941, 574, 458

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):
A = 266 nm, 394 nm, 409 nm (& nicht bestimmt)
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El, 135 °C):

( 100, M%), 330 (2), 303 (19), 302 (33), 300 (12), 299 (2), 272 (34),
271 (11), 270 (7), 260 (7), 243 (5), 230 (13), 228 (6), 217 (2), 203 (3), 186 (3),

176 (3), 162 (3), 158 (2), 146 (2), 136 (2), 134 (3), 119 (2), 118 (4), 117 (2), 107 (2),
106 (3), 104 (3), 91 (4), 79 (2), 77 (4), 67 (2), 65 (2), 53 (2), 41 (2)

Massenspektrum

m/z (%) = 331

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol):
C,sH,,NO. [M + HJ": theoretisch 332.149799 g - mol™', experimentell
332.14999 g - mol™

Als Nebenprodukt lassen sich 16 mg (0.022 mmol; 18.4 %) des Dimerisierungsprodukts
(64) in Form blaugriin gefarbter, sehr feiner Kristalle isolieren.

3! 17

Smp. =178 °C

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.11 (t, 6 H, *) = 7.57 Hz, CH,-22, -18%), 2.14 (s, 6 H, CH,-7",-13"), 2.18 (s,
6 H, CH,-3',-17"), 2.35 (q, 4 H, *) = 7.50 Hz, CH,-2',-18"), 2.53 (t, 4 H, *] = 7.48 Hz,
CH,82 -12%),2.92 (t, 4 H, *] = 6.46 Hz, CH,-8',-12"), 3.64 (s, 6 H, CO,CH,), 6.21 (s
breit, 2 H, CH-5, -15), 6.83 (s breit, 1 H, CH-10)
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BC-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 9.53 (C-7',-13"), 10.12 (C-3",-17"), 12.41 (C-22,-182), 17.10 (C-2',-18),
19.63 (C-8',-12"), 34.90 (C-82 -12%), 51.45 (CO,CH,), 98.71 (C-5,-15), 116.14 (C-10),
128.04 (C-7,-13), 137.97 (C9, -11), 140.76 (C-6), 146.98 (C-3,-17), 148.24 (C-4,- 16),
150.21 (C-14), 169.43 (C-1,-19), 172.83 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3448 (NH-Valenz), 2930 (CH-Valenz), 2874 (CH-Valenz), 1757, 1743
(C=0-Valenz, Methylester), 1640 (C=C-Valenz), 1594 (C=C-Deformation), 1458 (CH,-
Deformation), 1437 (CH,-Deformation, asym.), 1385, 1357 (CH,-Deformation, sym.),
1260 (C-O-Valenz, asym., Lacton), 1236 (C-O-Valenz, sym., Lacton), 1170 (C-O-Va-
lenz, asym., Methylester), 1097 (C-O-Valenz, sym., Methylester), 1057, 1014, 950,
906, 883 (C-O-C-Valenz, sym., Lacton), 801 (CH-Deformation, unges., oop), 775, 736,
705, 673, 613

UV/Vis-Spektrum (Diethylether):
... (8 = 307 nm (12500), 358 nm (22900), 596 nm (12400)

Massenspektrum (El, 260 °C):
m/z (%) = 616 (100, M*), 557 (29), 529 (47), 497 (4), 469 (33), 392 (5), 316 (10),
242 (8), 180 (3)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol + Dichlormethan):
C,sH,,N,O4 [M + H]': theoretisch 617.285743 g - mol™', experimentell
617.286033 g - mol™

8.8.3 Darstellung des 9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanons (53)**'"'

Unter einer Inertgasatmosphdre wird eine Losung aus 0.30 g (1.0 mmol) 5-Formyl-3-
(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester  (33), 0.11 g
(1.0 mmol) 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon (37), 0.35 ml (2.3 mmol) DBU in 1.4 ml trocke-
nem THF, der Molekularsieb (3 A) zugesetzt worden ist, 19 h im Dunkeln unter Riick-
fluss gekocht. Die Losung wird vom Molekularsieb abdekantiert und dieses mit Chloro-
form so lange gewaschen, bis sich das Losungsmittel nicht mehr farbt. Nach Vereinigung
der organischen Phasen werden diese dreimal mit je 100 ml Na,CO,-Lésung (2 M), drei-
mal mit je 100 ml gesattigter KH,PO ,-L6sung sowie dreimal mit je 100 ml gesattigter
NaHCO,-Losung gewaschen und anschlieend (iber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestil-
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lieren des Losemittels bleiben 0.49 g des orangebraun gefarbten, festen Rohprodukts zu-
riick. Dieses wird sdaulenchromatographisch mit einer Mischung aus Dichlormethan und
Ethylacetat (49:1, v/v) gereinigt. Erhalten werden 0.30 g (0.8 mmol, 75.6 %) 9-Car-
bonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanon
(53) in Form gelber Kristalle.

Smp. = 151 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.57 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.93 (s, 3 H, CH,-2"), 2.09 (s, 3 H, CH,-3"),
2.09 (s, 3 H, CH,-7"), 2.52 (t, 2 H, %} = 8.00 Hz, CH,-8%), 2.99 (t, 2 H, | = 7.80 Hz,
CH,-8"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 5.88 (s, 1 H, CH-5), 9.69 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 8.91 (C-2'), 9.87 (C-7"), 20.52 (C-3"), 28.37 (CO,C(CH,),), 29.69 (C-8),
34.90 (C-82), 51.48 (CO,CH,), 81.47 (CO,C(CH,),), 95.81 (C-5), 122.89, 123.08,
126.40, 128.36 (C-2, -6, -7, -9),123.17 (C-8), 146.86 (C-4), 147.11 (C-3),
160.11 (CO,C(CH,),), 169.03 (C-1), 173.60 (CO,CH,)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3447 (NH-Valenz), 3067 (CH-Valenz, unges.), 3007 (CH-Valenz, unges.),
2974 (CH-Valenz), 2953 (CH-Valenz), 2930 (CH-Valenz), 1758 (C=0-Valenz, Lacton),
1736 (C=0-Valenz, Methylester), 1682 (C=0O-Valenz, tert-Butylester), 1653, 1625
(C=C-Valenz), 1449 (CH-Deformation, asym.), 1367, 1272, 1252, 1192, 1171, 1137,
1096, 1007, 946, 845, 809, 753, 712, 678, 603, 571

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
... (€ = 254 nm (30400), 387 (44400), 407 nm (41100)
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Massenspektrum (El, 130 °C):
m/z (%) = 389 (19, M*), 333 (100), 302 (9), 289 (11), 288 (11), 273 (24), 272 (2),
260 (11), 258 (2), 256 (4), 255 (4), 242 (7), 230 (9), 227 (5), 216 (7), 214 (3), 186 (4),
144 (2), 128 (4), 57 (2)

(
(

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,,H,,NO: theoretisch 389.183839 g - mol™', experimentell 389.183447 g - mol™'

8.8.4 Darstellung des 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrro-
methen-1-furanons (59)’'***

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphire 112 mg (0.29 mmol) 9-Car-
bonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanon
(53) in 8.4 ml (108 mmol) TFA gelost und 3 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zu-
gabe von 8.4 ml (75.2 mmol) Orthoameisensduretrimethylester wird die Losung weitere
30 min gerihrt, anschliefend in 450 ml entgastem Dichlormethan aufgenommen und
zweimal mit jeweils 200 ml entgastem Wasser sowie zweimal mit jeweils 200 ml gesat-
tigter NaHCO,-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iber Na,SO, getrocknet.
Nach Abdestillieren des Losemittels bleibt das Rohprodukt in Form eines griin gefarbten
Feststoffs zurlick. Dieser wird per HPLC mit einer Mischung aus Methanol und Wasser
(5:1, v/v) getrennt. Nach Abdestillieren des Methanols und Gefriertrocknung der wassri-
gen Losung werden 48 mg (0.15 mmol, 52.2 %) 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanon (59) in Form eines gelb gefarbten Feststoffs erhal-

ten.

Smp. = 152 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
& (ppm) = 1.95 (s, 3 H, CH,2"), 2.11 (s, 3 H, CH,7"), 2.12 (s, 3 H, CH,-3"), 2.56 (t,
2 H,?% =7.62 Hz, CH,8%), 3.03 (t, 2 H, > = 7.62 Hz, CH,-8'), 3.64 (s, 3 H, CO,CH.),
5.89 (s, 1 H, CH-5), 9.69 (s, 1 H, CHO), 9.72 (s breit, 1 H, NH)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 8.75 (C-3"), 8.97 (C-2'), 9.89 (C-7"), 19.12 (C-8'), 35.26 (C-82),
51.71 (CO,CH,), 94.97 (C-5), 123.34 (C-8), 124.27, 126.79, 130.56, 132.41
(C-2, -6, -7, -9), 147.06 (C-3), 148.50 (C-4), 169.17 (C-1), 172.78 (CO,CH,),
177.32 (CHO)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3441 (NH-Valenz), 3064 (CH-Valenz, unges.), 2921 (CH-Valenz), 2854
(CH-Valenz), 1767 (C=0-Valenz, Lacton), 1730 (C=0-Valenz, Methylester), 1633
(C=0-Valenz, Aldehyd), 1540, 1439 (CH-Deformation), 1396 (CH-Deformation, sym.),
1219, 1164, 1094, 1023, 985, 907, 747, 594

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

Ao = 266 NmM, 394 nm, 408 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (El, 150 °C):
m/z (%) = 317 (100, M*), 316 (3), 289 (21), 288 (33), 286 (12), 285 (2), 258 (40),
257 (14), 256 (10), 246 (10), 244 (21), 230 (18), 229 (9), 228 (5), 216 (21), 215 (5),
214 (6), 203 (3), 189 (6), 172 (2), 162 (4), 144 (4), 120 (3), 79 (3), 77 (6), 53 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol):
C,,H,,NO. [M + HJ": theoretisch 318.134149 g - mol™', experimentell
318.13427 g - mol™
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Als Nebenprodukt lassen sich 13 mg (0.022 mmol; 15.6 %) des Dimerisierungsprodukts
(65) in Form blaugriin gefarbter, sehr feiner Kristalle isolieren.

31 171

Smp. =211 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.88 (s, 6 H, CH,2',-18"), 2.11 (s, 6 H, CH,-7",-13"), 2.17 (s, 6 H, CH,-3",
17", 2.52 (t, 4 H, *) = 7.40 Hz, CH,-8%, -122), 2.89 (t, 4 H, *] = 7.40 Hz, CH-8',-12"),
3.64 (s, 6 H, CO,CH,), 6.15 (s, 2 H, CH-5,-15), 6.75 (s, 1 H, CH-10)
BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 8.89 (C-2',-18"), 9.99 (C-7', 13"), 19.87 (C-3',-17"), 26.40 (C-8"),
29.69 (C-121), 32.20 (C-82), 34.33 (C-122), 51.68 (CO,CH,), 97.20 (C-15), 99.27 (C-5),
115.94 (C-10), 124.00 (C-7), 125.04 (C-2,-18), 128.15 (C-13), 129.65 (C-6, -14),
135.21 (C9,-11), 141.67, 150.11 (C-8, -12), 147.62 (C-3,-17), 148.57 (C-4, -16),
169.44 (C-1,-19), 173.16 (CO,CH,)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3441 (NH-Valenz), 3065 (CH-Valenz, unges.), 2920 (CH-Valenz), 2850
(CH-Valenz), 1744 (C=0-Valenz, Methylester), 1645 (C=C-Valenz), 1596 (C=C-Defor-
mation), 1459 (CH,-Deformation), 1437 (CH,-Deformation, asym.), 1396, 1350 (CH,-
Deformation, sym.), 1263 (C-O-Valenz, asym., Lacton), 1235 (C-O-Valenz, sym., Lac-
ton), 1171 (C-O-Valenz, asym., Methylester), 1093 (C-O-Valenz, sym., Methylester),
1014, 964, 909, 875 (C-O-C-Valenz, sym., Lacton), 801 (C-H-Deformation, unges.,
oop), 750, 706, 678

UV/Vis-Spektrum (Diethylether):
... (8 = 304 nm (10300), 358 nm (20900), 595 nm (12400)

Massenspektrum

m/z (%) = 588

El, 235 °C):

( 100, M*), 587 (5), 573 (5), 557 (16), 556 (19), 529 (36), 514 (2),
501 (46), 482 (3), 469 (5), 465 (2), 441 (44), 428 (33), 405 (2), 383 (2), 359 (3),
357 (2), 332 (3), 331 (4), 319 (5), 294 (4), 289 (2), 287 (2), 274 (3), 262 (2), 257 (3),
241 (4), 240 (3), 228 (4), 227 (5), 221 (3), 220 (2), 57 (2), 43 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol):
Cy;Hy,N,O4 [M + HJ': theoretisch 589.254992 g - mol™', experimentell
589.25477 g - mol™

8.8.5 Darstellung des 9-Carbonsaure-tert-butylester-2-ethyl-8-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-thiophenons (54)**'*

Unter einer Inertgasatmosphdre wird eine Losung aus 0.30 g (1.0 mmol) 5-Formyl-3-
(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester  (33), 0.15 g
(1.1 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40), 0.35 ml (2.3 mmol) DBU in 1.4 ml
trockenem THF, der Molekularsieb (3 A) zugesetzt worden ist, fiir 19 h im Dunkeln unter
Rickfluss gekocht. Die Losung wird vom Molekularsieb abdekantiert und das Molekular-
sieb mit Chloroform so lange gewaschen, bis sich das Losungsmittel nicht mehr farbt.
Nach Vereinigung der organischen Phasen werden diese dreimal mit je 100 ml Na,CO;-
Losung (2 M), dreimal mit je 100 ml gesattigter KH,PO,L6sung sowie dreimal mit je
100 ml gesattigter NaHCO,-L6sung gewaschen und anschlieBend tber Na,SO, getrock-
net. Nach Abdestillieren des Losemittels bleiben 0.58 g des dunkelbraun gefarbten, fes-
ten Rohprodukts zurlick. Dieses wird sdulenchromatographisch mit einer Mischung aus
Dichlormethan und Ethylacetat (19:1, v/v) gereinigt. Erhalten werden 0.21 g (0.5 mmol,
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49.0 %) 2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyr-
romethen-1-thiophenon (54) in Form eines gelborange gefarbten Feststoffs.

Smp. =67 °C

'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.06 (t, 3 H,*) = 7.58 Hz, CH,-2%), 1.56 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.12 (s, 3 H,
CH,-3"), 2.27 (s, 3 H, CH,7"), 2.42 (q, 2 H, >} = 7.60 Hz, CH,2"), 2.52 (t, 2 H,
3 = 7.87 Hz, CH,8%), 2.99 (t, 2 H, *] = 7.89 Hz, CH,-8"), 3.64 (s, 3 H, CO,CH,),
6.93 (s, 1 H, CH-5), 8.98 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 9.07 (C-7"), 12.66 (C-2"), 13.11 (C-22), 18.97 (C-3"), 20.35 (C-8"),
28.33 (CO,C(CH,),), 34.64 (C-8%), 51.48 (CO,CH,), 81.69 (CO,C(CH.),),
114.31 (C-5), 124.28, 125.66, 127.87, 129.07, 131.21 (C-4, -6, -7, -8, -9), 139.59 (C-2),
153.09 (C-3), 159.82 (CO,C(CH,),), 173.44 (CO,CH,), 192.32 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3429 (NH-Valenz), 2974 (CH-Valenz), 2952 (CH-Valenz), 2934 (CH-Va-
lenz), 2875 (CH-Valenz), 1740 (C=0-Valenz, Methylester), 1675 (C=0-Valenz, tert-Bu-
tylester), 1608 (C=C-Valenz), 1583, 1537, 1437 (CH-Deformation, asym.), 1383 (CH-
Deformation, sym.), 1368 (CH-Deformation, sym.), 1276 (C-O-Valenz), 1197, 1165
(C-O-Valenz), 1140, 1054, 985, 961, 884 (C-O-C-Valenz, sym.), 847 (C-O-C-Valenz,
sym.), 816, 778, 741, 708, 649 (C-S-Valenz), 545, 514, 473

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
L. (€ = 267 nm (12900), 401 nm (21800), 419 nm (21300)
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Massenspektrum (El, 120 °C):
m/z (%) = 419 (26, M*), 363 (100), 317 (13), 303 (24), 290 (6), 244 (3), 216 (2),
166 (1), 129 (2), 91 (1), 73 (1), 57 (3)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,NNaO,S [M + Nal": theoretisch 442.166415 g - mol™', experimentell
442.16614 g - mol™

8.8.6 Darstellung des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1-thiophenons (60)’'***

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphare 113 mg (0.27 mmol) 2-Ethyl-
9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-
thiophenon (54) in 8.4 ml (108 mmol) TFA gel6st und 3 min bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Zugabe von 8.4 ml (75.2 mmol) Orthoameisensaduretrimethylester wird die
Losung weitere 40 min geriihrt, anschlieBend in 450 ml entgastem Dichlormethan aufge-
nommen und zweimal mit jeweils 200 ml entgastem Wasser sowie zweimal mit jeweils
200 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iber Na,SO,
getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels bleiben 118 mg des Rohprodukts in
Form eines blaugriin gefarbten Feststoffs zurlick. Dieser wird per HPLC mit einer Mi-
schung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) getrennt. Nach Abdestillieren des Methanols
und Gefriertrocknung der wassrigen Losung werden 32 mg (0.09 mmol, 34.4 %) 2-Ethyl-
9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-thiophenon (60) in Form
eines gelb gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. = 151 °C
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.07 (t, 3 H,°) = 7.55 Hz, CH,-2%), 2.14 (s, 3 H, CH;-7"), 2.29 (s, 3 H,
CH.,-3"), 2.44 (q, 2 H, *) = 7.52 Hz, CH,-2"), 2.57 (t, 2 H, * = 7.55 Hz, CH,-8%), 3.04 (t,
2 H, % = 7.55 Hz, CH,8"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 6.93 (s, 1 H, CH-5), 9.04 (s bretit,
1H, NH), 9.71 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 8.96 (C-7"), 12.66 (C-2%), 13.06 (C-2'), 18.96 (C-3'), 19.07 (C-8"),
35.20 (C-8%), 51.75 (CO,CH,), 113.39 (C-5), 125.31, 131.61, 131.77, 132.40, 134.28
(C-4, -6, -7, -8, -9), 140.77 (C-2), 152.67 (C-3), 172.58 (CO,CH,), 177.65 (CHO),
193.00 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3428 (NH-Valenz), 2972 (CH-Valenz), 2934 (CH-Valenz), 2861 (CH-Va-
lenz), 1742 (C=0-Valenz, Methylester), 1673 (C=0-Valenz), 1643 (C=0-Valenz, Alde-
hyd), 1608 (C=C-Valenz), 1584, 1439 (CH-Deformation, asym.), 1412, 1385 (CH-De-
formation, sym.), 1368 (CH-Deformation, sym.), 1225, 1203, 1167, 1059, 867, 852,
838 (CH-Deformation, unges., oop), 715, 519, 471

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

Amax = 241 nm, 279 nm, 407 nm, 413 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (El, 155 °C):
m/z (%) = 347 (100, M*), 332 (4), 318 (32), 288 (20), 246 (9), 230 (8), 184 (2),
166 (3), 144 (3), 115 (2), 91 (2), 77 (3), 65 (1), 41 (1)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol + Dichlormethan):

C,sH,,NNaO,S [M + Na]J": theoretisch 370.108349 g - mol™', experimentell
370.108433 g - mol™
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Als Nebenprodukt lassen sich 14 mg (0.022 mmol; 8.0 %) des Dimerisierungsprodukts
(66) in Form eines blaugriin gefarbten Feststoffs isolieren.

Smp. = 209-211 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.04 (t, 6 H, *) = 7.54 Hz, CH,-2%, -182), 2.11 (s, 6 H, CH,7', 13), 2.32 (s,
6 H, CH,-3',-17"), 2.39 (q, 4 H, *J = 7.52 Hz, CH,-2",-18"), 2.55 (t, 4 H, *] = 7.55 Hz,
CH,-8%), 2.93 (t, 4 H, *| = 7.41 Hz, CH,-8"), 6.93 (s breit, 1 H, CH-10), 7.02 (s breit,
2 H, CH-5, -15)

3C-NMR-Spektrum (101 MHz, BB, CDCL,):
8 (ppm) = 11.18 (C-7',-13"), 12.76 (C-3',-17"), 12.94 (C-2%, -18%), 18.81 (C2',-18"),
19.84 (C-8',-12"), 35.10 (C-8% -127), 51.72 (CO,CH,), 115.56 (C-5, -15),
117.26 (C-10), 128.53, 128.79, 130.86, 138.21, 139.31 (C-4, -6, -7, -8, -9, -11,-12, -13,
-14,-16), 141.88 (C-2, -18), 152.26 (C-3, -17), 173.03 (CO,CH,), 195.15 (C-1, -19)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3449 (NH-Valenz), 2965 (CH-Valenz), 2931 (CH-Valenz), 2872 (CH-Va-
lenz), 1736 (C=0-Valenz, Methylester), 1666, 1652, 1609, 1458 (CH,-Deformation),
1437 (CH;-Deformation, asym.), 1384, 1364 (CH,-Deformation, sym.), 1315, 1265,
1197, 1171 (C-O-Valenz, asym., Methylester), 1095 (C-O-Valenz, sym., Methylester),
966, 934, 860
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UV/Vis-Spektrum (Diethylether):
A (8 =261 nm (6700), 328 nm (13500), 378 nm (24000), 628 nm (13000)

Massenspektrum (El, 250 °C):
m/z (%) = 648 (100, M*), 561 (16), 501 (13), 408 (4), 349 (5), 271 (4), 199 (5),
139 (1),97 (1), 55 (1)

8.8.7 Darstellung des 9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
2,3,7-trimethylpyrromethen-1-thiophenons (55)**'*'

Unter einer Inertgasatmosphare wird eine Losung aus 0.30 g (1.0 mmol) 5-Formyl-3-
(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester  (33), 0.13 g
(1.0 mmol) 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (37), 0.35 ml (2.3 mmol) DBU in 1.5 ml tro-
ckenem THF, der Molekularsieb (3 A) zugesetzt worden ist, fiir 19 h im Dunkeln unter
Rickfluss gekocht. Die Losung wird vom Molekularsieb abdekantiert und dieses mit
Chloroform so lange gewaschen, bis sich das Losungsmittel nicht mehr farbt. Nach Verei-
nigung der organischen Phasen werden diese dreimal mit je 100 ml Na,CO,-Losung
(2 M), dreimal mit je 100 ml gesattigter KH,PO,-Losung sowie dreimal mit je 100 ml ge-
sattigter NaHCO,-Losung gewaschen und anschliefend tber Na,SO, getrocknet. Nach
Abdestillieren des Losemittels bleiben 0.62 g des dunkelbraun gefarbten, 6ligen Rohpro-
dukts zurtick. Dieses wird sdaulenchromatographisch mit einer Mischung aus Dichlorme-
than und Ethylacetat (19:1, v/v) gereinigt. Erhalten werden 0.14 g (0.3 mmol, 34.0 %)
9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-
thiophenon (55) in Form eines gelborange gefarbten Feststoffs. Zusatzlich werden 0.05 g
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (33)
als gelborange gefirbtes Ol zuriickgewonnen, so dass die Ausbeute an 9-Carbonsiure-
tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-thiophenon (55)
beziglich des umgesetzten Edukts (33) 40.4 % betragt.

Smp. =68 °C
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.57 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.97 (s, 3 H, CH,-2"), 2.13 (s, 3 H, CH,-3"),
2.27 (s, 3 H, CH,-7"), 2.53 (t, 2 H, >} = 7.89 Hz, CH,-8%), 3.00 (t, 2 H, >} = 7.91 Hz,
CH,-8"), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 6.94 (s, 1 H, CH-5), 8.99 (s breit, 1 H, NH)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 9.11 (C-7"), 10.89 (C-2"), 13.03 (C-3"), 20.37 (C-8'), 28.37 (CO,C(CH,),),
34.67 (C-8%), 51.51 (CO,CH,), 81.74 (CO,C(CH,),), 114.21 (C-5), 12431, 125.73,
127.87,129.11,131.11 (C-4, -6, -7, -8, -9), 133.98 (C-2), 153.37 (C-3),
159.84 (CO,C(CH,),), 173.48 (CO,CH,), 192.60 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3400 (NH-Valenz), 2968 (CH-Valenz), 2952 (CH-Valenz), 2930 (CH-Va-
lenz), 1737 (C=0-Valenz, Methylester), 1694 (C=0-Valenz), 1678 (C=0-Valenz, tert-
Butylester), 1610 (C=C-Valenz), 1587, 1537, 1438 (CH-Deformation, asym.), 1384
(CH-Deformation, sym.), 1367 (CH-Deformation, sym.), 1274 (C-O-Valenz), 1255,
1162 (C-O-Valenz), 1138, 1056, 1010, 906, 852 (C-O-C-Valenz, sym.), 808, 776, 689,
541, 490, 473

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
... (€ =267 nm (16700), 400 nm (29300), 418 nm (29100)

Massenspektrum (El, 125 °C):
m/z (%) = 405 (28, M*), 349 (100), 303 (11), 289 (24), 276 (6), 258 (4), 229 (4),
202 (4), 168 (2), 136 (2), 115 (1), 91 (1), 77 (1), 57 (5), 41 (3)

Hochauflosendes Massenspektrum (El):

C,,H,,NO.S: theoretisch 405.160996 g - mol™', experimentell 405.161075 g - mol™

8.8.8 Darstellung des 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrro-

31,32,83

methen-1-thiophenons (61)

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphire 139 mg (0.34 mmol) 9-Car-
bonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-thio-

phenon (55) in 10.0 ml (129 mmol) TFA gel6st und 3 min bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach Zugabe von 10.0 ml (89.6 mmol) Orthoameisensauretrimethylester wird die L6-
sung weitere 30 min gerihrt, anschlieBend in 450 ml entgastem Dichlormethan aufge-
nommen und zweimal mit jeweils 200 ml entgastem Wasser sowie zweimal mit jeweils

187



| Experimenteller Teil

200 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iber Na,SO,
getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels bleiben 106 mg des Rohprodukts in
Form eines olivgriin gefdarbten Feststoffs zuriick. Dieser wird per HPLC mit einer Mi-
schung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) getrennt. Nach Abdestillieren des Methanols
und Gefriertrocknung der wassrigen Losung werden 41 mg (0.12 mmol, 36.1 %) 9-For-
myl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-thiophenon (61) in Form
eines gelb gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. =182 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.98 (s, 3 H, CH,-2"), 2.14 (s, 3 H, CH,-7"), 2.28 (d, 3 H, ] = 0.80 Hz,
CH,-3"), 2.57 (t, 2 H, | = 7.55 Hz, CH,-8%), 3.03 (t, 2 H, | = 7.55 Hz, CH,8"), 3.66 (s,
3 H, CO,CH,), 6.93 (s, 1 H, CH-5), 9.04 (s breit, 1 H, NH), 9.71 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 8.99 (C-7"), 10.99 (C-2"), 13.01 (C-3"), 18.97 (C-8"), 35.20 (C-8?),
51.77 (CO,CH,), 113.32 (C-5), 125.36, 131.60, 131.76, 132.45, 134.17 (C-4, -6, -7, -8,
9), 135.20 (C-2), 152.96 (C-3), 172.59 (CO,CH,), 177.68 (CHO), 192.11 (C-1)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3426 (NH-Valenz), 2921 (CH-Valenz), 2858 (CH-Valenz), 1727 (C=0O-Va-
lenz, Methylester), 1669 (C=0-Valenz), 1632 (C=0-Valenz, Aldehyd), 1609 (C=C-Va-
lenz), 1587, 1438 (CH-Deformation, asym.), 1417, 1386 (CH-Deformation, sym.),
1366 (CH-Deformation, sym.), 1317, 1240, 1220, 1167 (C-O-Valenz, asym., Methyl-
ester), 1023, 957, 861, 842 (CH-Deformation, unges., oop), 758, 724, 530, 485

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

A = 240 nm, 279 nm, 407 nm (€& nicht bestimmt)

max
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Massenspektrum (El, 160 °C):
m/z (%) = 333 (100, M*), 304 (24), 274 (21), 260 (10), 246 (10), 216 (4), 202 (5),
166 (4), 144 (4), 115 (6), 91 (3), 77 (5), 59 (5), 39 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos., Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,NNaO,S [M + Na]J": theoretisch 356.092702 g - mol™', experimentell
356.092725 g - mol™

8.8.9 Darstellung des 3-Ethyl-10-carbonsaure-tert-butylester-9-(3-methoxycarbo-

138,142

nylethyl)-4,8-dimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (56)

Unter Inertgas werden bei Raumtemperatur 0.10 g (2.5 mmol) einer Natriumhydridemul-
sion in Mineraldl in 8.0 ml THF suspendiert und mit einer Losung aus 0.59 g (2.3 mmol)
(3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsdurediethylester (48) in 6.0 ml THF ver-
setzt. Die sich braun farbende Suspension wird unter Wasserstoffentwicklung 1 h bei
60-62 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur erfolgt die Zugabe einer aus
0.35 g (1.2 mmol) 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsau-
re-tert-butylester (33) und 8.0 ml THF bestehenden Losung. Die Mischung wird 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei sich eine dunkelbraun gefarbte, klare Losung bildet, wel-
che 21 h unter Rickfluss gekocht wird. Danach wird sie mit 2.4 ml gesattigter NH,CI-L6-
sung versetzt, wobei unter Gelbfarbung der Losung ein farbloser Feststoff ausfallt. Dieser
wird in jeweils 90 ml Ethylacetat und Wasser aufgenommen. Die wdssrige Phase wird
von der organischen Phase abgetrennt und flinfmal mit jeweils 90 ml Ethylacetat extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen werden viermal mit jeweils 90 ml gesattigter
NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemit-
tels bleiben 0.67 g eines braun gefirbten, klaren Ols zuriick, bei dem es sich um das
Rohprodukt handelt. Dieses wird per HPLC mit einer Mischung aus Methanol und Was-
ser (5:1, v/v) gereinigt. Abdestillieren des Methanols und Gefriertrocknung der wassrigen
Losung ergeben 0.14 g (0.34 mmol, 28.6 %) 3-Ethyl-10-carbonsaure-tert-butylester-9-(3-
methoxycarbonylethyl)-4,8-dimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-on (56) in Form eines
gelborange gefirbten, klaren, viskosen Ols. AuRerdem lassen sich 37 mg 5-Formyl-3-(2-
methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsadure-tert-butylester (33) als hellgelb
gefarbtes, klares Ol zuriickgewinnnen, so dass die Ausbeute an (56) beziiglich umgesetz-
ten (33) 32.0 % betragt.
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"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 1.03 (t, 3 H, *) = 7.59 Hz, CH,-3%), 1.56 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 2.09 (s, 3 H,
CH,-8"), 2.17 (s, 3 H, CHy4"), 2.33 (g, 2 H, *) = 7.65 Hz, CH,3"), 2.51 (t, 2 H,
% = 7.98 Hz, CH,9%), 2.99 (t, 2 H, *) = 8.00 Hz, CH,-9"), 3.15 (s, 2 H, CH,-1), 3.65 (s,
3 H, CO,CH,), 6.47 (s, 1 H, CH-6), 8.67 (s breit, 1 H, NH)

3C-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"*C-COSY, CDCl,):
S (ppm) = 8.69 (C-8"), 11.47 (C-4"), 12.75 (C-32), 16.69 (C-3'), 20.31 (C-9"),
28.15 (CO,C(CH,),), 34.62 (C-9?), 38.27 (C-1), 51.25 (CO,CH,), 81.19 (CO,C(CH,),),
109.81 (C-6), 121.95 (C-10), 122.62 (C-8), 128.46 (C-9), 129.11 (C-7), 133.48 (C-5),
144.10 (C-3), 160.16 (CO,C(CH,),), 163.32 (C-4), 173.29 (CO,CH,), 202.68 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3471 (NH-Valenz), 2974 (CH-Valenz), 2933 (CH-Valenz), 2875 (CH-Va-
lenz), 1739 (C=0-Valenz, Methylester), 1691 (C=0-Valenz, tert-Butylester), 1619,
1439 (CH-Deformation, asym.), 1394 (CH-Deformation), 1368 (CH-Deformation,
sym.), 1275 (C-O-Valenz), 1254, 1166 (C-O-Valenz), 1137, 1098, 1057, 983, 962,
929, 855 (C-O-C-Valenz, sym.), 809, 777, 697, 649

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
L. (€ = 253 nm (23500), 369 nm (27800), 388 nm (19600)

Massenspektrum (El, 150 °C):

m/z (%) = 401 (27, M%), 379 (2), 359 (5), 345 (100), 285 (24), 242 (5), 182 (3),
115 (1), 91 (1), 77 (1), 57 (4), 41 (2)
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Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,;H; NNaO; [M + Na]": theoretisch 424.209440 g - mol™', experimentell
424.209631 g - mol”™

8.8.10 Darstellung des 3-Ethyl-10-formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-4,8-dimethyl-
pyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (62)**%

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphdre 70 mg (0.17 mmol) 3-Ethyl-
10-carbonsaure-tert-butylester-9-(3-methoxycarbonylethyl)-4,8-dimethylpyrromethen-2-
cyclopent-3-en-on (56) in 5.3 ml (68.1 mmol) TFA gelost und 5 min bei Raumtemperatur
gerlihrt. Die Losung wird auf einem Eisbad gekihlt, innerhalb von 5 min mit 5.3 ml
(47.5 mmol) Orthoameisensduretrimethylester versetzt, 15 min geriihrt, danach auf
Raumtemperatur erwarmt und fiir weitere 30 min geriihrt. Anschliefend wird die oliv-
griin gefdarbte Losung in 280 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit jeweils
140 ml Wasser sowie zweimal mit jeweils 140 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewa-
schen. Die organische Phase wird tiber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Lo-
semittels bleiben 74 mg des Rohprodukts in Form eines olivgriin gefarbten Feststoffs zu-
rick. Dieser wird per HPLC mit einer Mischung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) auf-
gereinigt. Nach Abdestillieren des Methanols und Gefriertrocknung der wassrigen L6-
sung werden 24 mg (0.07 mmol, 41.0 %) 3-Ethyl-10-formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-
4,8-dimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-on (62) in Form gelb gefarbter, nadelférmiger
Kristalle erhalten.

Smp. =186 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
S (ppm) =1.04 (t, 3 H,’) = 7.59 Hz, CH,-3%), 2.11 (s, 3 H, CH,-8"), 2.18 (s, 3 H,
CH,-4), 2.34 (q, 2 H, *) = 7.57 Hz, CH,3"), 2.56 (t, 2 H, *] = 7.67 Hz, CH,-9?), 3.03 (t,
2H,% =7.61Hz, CHs9'),3.20 (s, 2 H, CH,1), 3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 6.47 (s, 1 H,
CH-6), 8.87 (s breit, 1 H, NH), 9.63 (s, 1 H, CHO)
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BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
8 (ppm) = 8.83 (C-8"), 11.69 (C-4'), 12.90 (C-3%), 17.02 (C-3'), 19.03 (C-9"),
35.34 (C-92), 38.62 (C-1), 51.74 (CO,CH,), 109.31 (C-6), 123.03 (C-8), 130.20 (C-10),
133.03 (C-9), 133.67 (C-7), 136.87 (C-5), 145.77 (C-3), 162.76 (C-4),
172.64 (CO,CH,), 177.00 (CHO), 202.42 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3341 (NH-Valenz), 2960 (CH-Valenz), 2934 (CH-Valenz), 2873 (CH-Va-
lenz), 1725 (C=0-Valenz, Methylester), 1677 (C=0-Valenz af-unges. Keton), 1663
(C=0-Valenz, af}-, yd-unges. Aldehyd), 1588, 1552, 1479, 1445 (CH-Deformation,
asym.), 1395 (CH-Deformation, sym.), 1334, 1305, 1273, 1248, 1192, 1168 (C=0O-
Valenz, asym., Methylester), 1064, 1004, 939, 886, 798 (CH-Deformation, oop), 768,
690, 648, 623

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

Ao = 229 nm, 273 nm, 386 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (El, 150 °C):
m/z (%) = 329 (100, M*), 314 (5), 300 (30), 270 (20), 256 (8), 242 (9), 226 (12),
212 (13), 198 (10), 170 (6), 144 (4), 130 (6), 106 (5), 91 (6), 77 (6), 65 (3), 53 (3),
41 (5)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,;NNaO, [M + Na]": theoretisch 352.151930 g - mol™', experimentell
352.151556 g - mol™

8.8.11 Darstellung des 10-Carbonsaure-tert-butylester-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-
3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-ons (57)"%'*

Unter Inertgas und Lichtausschluss werden bei Raumtemperatur 0.07 g (1.7 mmol) einer
Natriumhydridemulsion in Mineraldl in 4.9 ml THF suspendiert und mit einer Losung aus
0.38 g (1.6 mmol) (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsadurediethylester (49) in
3.7 ml THF versetzt. Die sich braun farbende Suspension wird unter Wasserstoffentwick-
lung 1 h bei 60-70 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur erfolgt die Zugabe
einer aus 0.24 g (0.8 mmol) 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonsaure-tert-butylester (33) und 4.8 ml THF bestehenden L6sung. Die Mischung wird
1 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich eine dunkelrot gefarbte, klare Losung bildet,
welche 21 h unter Riickfluss gekocht wird. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird sie
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mit 1.8 ml gesattigter NH,Cl-Losung versetzt und 30 min geriihrt, wobei unter Orange-
farbung der Losung ein farbloser Feststoff ausfallt. Anschliefend wird das zweiphasige
Gemisch in jeweils 60 ml Ethylacetat und Wasser aufgenommen. Die wassrige Phase
wird von der organischen Phase abgetrennt und flinfmal mit jeweils 60 ml Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden viermal mit jeweils 60 ml gesat-
tigter NaCl-Losung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des
Losemittels bleiben 0.56 g eines braun gefirbten, hochviskosen Ols zuriick, bei dem es
sich um das Rohprodukt handelt. Dieses wird per HPLC mit einer Mischung aus Metha-
nol und Wasser (5:1, v/v) gereinigt. Abdestillieren des Methanols und Gefriertrocknung
der wassrigen Losung ergeben 0.11 g (0.28 mmol, 33.8 %) 10-Carbonsdure-tert-butyl-
ester-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-on (57) in
Form eines gelborange gefarbten Feststoffs.

Smp.=111°C

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 1.56 (s, 9 H, CO,C(CH,),), 1.86 (s, 3 H, CH,-3"), 2.09 (s, 3 H, CH,-8"),
217 (s, 3 H, CH,-4"), 2.52 (t, 2 H, %) = 7.99 Hz, CH,-9%), 2.99 (t, 2 H, * = 8.01 Hz,
CH,-9"),3.16 (s, 2 H, CH,-1), 3.66 (s, 3 H, CO,CH.), 6.47 (s, 1 H, CH-6), 8.67 (s breit,
1 H, NH)

13C-NMR-Spektrum (126 MHz, BB, 'H/"C-COSY, CDCL,):
§ (ppm) = 8.52 (C-3"), 8.70 (C-8"), 11.75 (C-4"), 20.30 (C-9), 28.16 (CO,C(CH,),),
34.62 (C-9%), 38.08 (C-1), 51.24 (CO,CH,), 81.19 (CO,C(CH,),), 109.64 (C-6),

121.95 (C-10), 122.65 (C-8), 128.46 (C-9), 129.07 (C-7), 133.40 (C-5), 138.54 (C-3),
160.17 (CO,C(CH,),), 163.76 (C-4), 173.28 (CO,CH,), 202.94 (C-2)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3473 (NH-Valenz), 2975 (CH-Valenz), 2953 (CH-Valenz), 2929 (CH-Va-
lenz), 1737 (C=0-Valenz, Methylester), 1676 (C=0-Valenz, tert-Butylester), 1624,
1595, 1439 (CH-Deformation, asym.), 1393 (CH-Deformation), 1368 (CH-Deforma-
tion, sym.), 1331, 12745 (C-O-Valenz), 1256, 1165 (C-O-Valenz), 1138, 1091, 1056,
962, 942, 882, 848 (C-O-C-Valenz, sym.), 808, 777, 655, 545, 470, 452

UV/Vis-Spektrum (n-Hexan):
... (€ =252 nm (15500), 368 nm (21400), 387 nm (17700)

Massenspektrum (El, 125 °C):
m/z (%) = 387 (25, M%), 331 (100), 300 (9), 271 (24), 258 (7), 228 (5), 212 (4),
184 (4),127 (3), 91 (2), 77 (2), 57 (7), 41 (5)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,,NNaO, [M + Na]": theoretisch 410.193795 g - mol™', experimentell
410.193322 g - mol™

8.8.12 Darstellung des 10-Formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyrro-

methen-2-cyclopent-3-en-ons (63)°*"

Bei Lichtausschluss werden unter einer Inertgasatmosphare 0.11 g (0.28 mmol) 10-Car-
bonsdure-tert-butylester-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclo-
pent-3-en-on (57) in 9.4 ml (120.8 mmol) TFA gel6st und 5 min bei Raumtemperatur
gerlihrt. Die Losung wird auf einem Eisbad gekihlt, innerhalb von 5 min mit 9.4 ml
(84.2 mmol) Orthoameisensaduretrimethylester versetzt, 15 min geriihrt, danach auf
Raumtemperatur erwdarmt und weitere 30 min gertihrt. Anschliefend wird die olivgriin
gefdarbte Losung in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit jeweils 250 ml
Wasser sowie zweimal mit jeweils 250 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Lésemittels
bleibt das Rohprodukt in Form eines olivgriin gefarbten Feststoffs zurtick. Dieser wird
per HPLC mit einer Mischung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) gereinigt. Nach Ab-
destillieren des Methanols und Gefriertrocknung der wassrigen Losung werden 0.03 g
(0.09 mmol, 33.3 %) 10-Formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyrromethen-
2-cyclopent-3-en-on (63) in Form gelb gefarbter, nadelférmiger Kristalle erhalten.
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Smp. = 196 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.87 (s, 3 H, CH,3"), 2.11 (s, 3 H, CH,-8"), 2.17 (s, 3 H, CH,-4"), 2.56 (t,
2 H, % = 7.60 Hz, CH,9%), 3.03 (t, 2 H, * = 7.59 Hz, CH,9"), 3.20 (s, 2 H, CH,-1),
3.65 (s, 3 H, CO,CH,), 6.47 (s, 1 H, CH-6), 8.84 (s breit, 1 H, NH), 9.63 (s, 1 H, CHO)

BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/"”C-COSY, CDCl,):
§ (ppm) = 8.84 (C-8"), 8.88 (C-3"), 11.96 (C-4'), 19.04 (C-9'), 35.31 (C-9%), 38.46 (C-1),
51.76 (CO,CH,), 109.05 (C-6), 122.89 (C-8), 129.75 (C-10), 132.35 (C-9),
133.43 (C-7), 136.35 (C-5), 140.05 (C-3), 162.89 (C-4), 172.14 (CO,CH,),
176.27 (CHO), 202.23 (C-2)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3340 (NH-Valenz), 2953 (CH-Valenz), 2917 (CH-Valenz), 2858 (CH-Va-
lenz), 1725 (C=0-Valenz, Methylester), 1682 (C=0-Valenz af-unges. Keton), 1656
(C=0-Valenz, af}-, yd-unges. Aldehyd), 1596, 1550, 1479, 1445 (CH-Deformation,
asym.), 1395 (CH-Deformation, sym.), 1347, 1306, 1262, 1236, 1192, 1167 (C-O-Va-
lenz, asym., Methylester), 1093, 1065, 1012, 938, 881, 783 (CH-Deformation, oop),
690, 657, 625

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (5:1, v/v)):

A = 277 nm, 386 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (El, 160 °C):
m/z (%) = 315 (100, M*), 300 (2), 286 (30), 256 (24), 242 (10), 228 (10), 212 (14),
198 (9), 184 (8), 170 (6), 144 (3), 130 (4), 106 (3), 91 (3), 77 (3), 65 (1), 55 (1), 41 (1)
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Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,sH,;,NNaO, [M + Na]": theoretisch 338.136279 g - mol™', experimentell
338.136020 g - mol™
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8.9 Synthese der tetrapyrrolanalogen Verbindungen

8.9.1 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethylesters (67)**%

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 18.4 mg (0.04 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) in 0.9 ml (11.6 mmol) TFA gelost und 30 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wird die Losung auf -12 °C abgekuihlt, innerhalb von 5 min
mit einer Losung aus 16.0 mg (0.05 mmol) 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
3,7-dimethylpyrromethen-1-furanon (58) und 4.2 ml (54.0 mmol) TFA versetzt und fiir
8 h bei -12 °C gerihrt. Die dunkelgriin gefarbte Losung wird mit 1.9 ml (46.9 mmol)
Methanol versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich tiefblau farbt.
Die Losemittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in 30 ml Di-
chlormethan aufgenommen und mit 30 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen.
Nach Trocknen der organischen Phase tiber Na,SO, und Abdestillieren des Losemittels
wird das Rohprodukt per HPLC mit einer L6sung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v)
gereinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die wassrige Phase, in der das blau
gefdarbte Produkt dispergiert vorliegt, dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iber Na,SO, getrocknet. Abdestillieren des Lo-
semittels ergibt 15.8 mg (0.03 mmol, 62.6 %) des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethyl-
esters (67) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs.

Smp. = 189-191 °C
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, Pyridin-d,):
8 (ppm) = 1.06 (t, 3 H, *) = 8.61 Hz, CH,-182), 1.41 (d, 3 H, > = 7.52 Hz, CH,-2"),
1.64 (dd, 3 H, ), = 7.28 Hz, J, = 0.76 Hz, CH,-3%), 1.87 (s, 3 H, CH,-7"), 1.97 (s, 3 H,
CH,-17"), 1.99 (s, 3 H, CH,-13"), 2.25 (q, 2 H, *) = 7.57 Hz, CH,-18"), 2.62 (t, 2 H,
3 = 7.42 Hz, CH,8% -122), 2.66 (t, 2 H, *) = 7.53 Hz, CH,-8% -122), 2.96 (t, 2 H,
% = 7.44 Hz, CH,8',-12"), 2.98 (t, 2 H, *) = 7.42 Hz, CH,:8',-12"), 3.22 (q, 1 H,
3 = 7.63 Hz, CH-2), 3.53 (s, 3 H, CO,CH,), 3.54 (s, 3 H, CO,CH,), 5.94 (s, 1 H, CH-5),
5.99 (s, 1 H, CH-15), 6.31 (dq, 1 H, J, = 1.95 Hz, ), = 6.93 Hz, CH-3"), 7.02 (s, 1 H,
CH-10)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2925 (CH-Valenz), 2857 (CH-Valenz), 1737 (C=0O-Valenz, Methylester),
1638 (C=0-Valenz, Amid), 1622, 1592, 1457 (CH-Deformation, asym.), 1384 (CH-De-
formation, sym.), 1315 (C-N-Valenz), 1230, 1168 (C-O-Valenz), 1129, 1100, 945, 800
(CH-Deformation, oop), 699

UV/Vis-Spektrum (Methanol):
... (8 = 279 nm (6400), 363 nm (15200), 603 nm (4800)

Massenspektrum (El, 235 °C):
m/z (%) = 615 (50, M*), 600 (100), 584 (4), 556 (2), 528 (8), 468 (3), 440 (2), 316 (7),
255 (2), 227 (4), 158 (1)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol):
m/z (%) = 242 (2), 300 (3), 413 (4), 525 (5), 616 (71, [M + H]*), 638 (100, [M + Nal"),
654 (20, [M + K[), 700 (27)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C;sH, N;NaO, [M + Nal': theoretisch 638.283672 g - mol™, experimentell
638.283886 g - mol”

8.9.2 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCBs (6)*'**

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 11.1 mg (0.02 mmol) des
18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethylesters (67) in 30 ml einer Lésung aus TFA und Was-
ser (1:1, v/v) gelost und mit 12.4 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit Was-
ser gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird 48 h
bei Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte (Grolie
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4) abfiltriert und abwechselnd jeweils fiinfmal mit 40 ml Wasser und 40 ml einer L6sung
aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wdssrige Phase der vereinig-
ten Filtrate wird von der tiefblau gefarbten organischen Phase separiert und viermal mit
jeweils 40 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert. Danach
werden die vereinigten organischen Phasen solange mit jeweils 50 ml gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlosung 6 betrdagt. Anschlie-
Bend wird die organische Phase iiber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Lose-
mittels werden 17.6 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Fest-
stoffs erhalten. Dieser wird per HPLC mit einer Mischung aus Ammoniumacetat-Puffer
(10 mM, pH 7) und Methanol (Gradient 1:1-1:8, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des
Methanols wird die wdssrige Suspension mit jeweils 30 ml Wasser und Chloroform ver-
setzt und die organische Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wird fiinfmal mit jeweils
30 ml Dichlormethan extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden (ber
Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden 7.8 mg (0.01Tmmol,
73.6 %) des 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCBs (6) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs
erhalten.

Smp. = 205 °C
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"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
8 (ppm) = 1.11 (t, 3 H, *) = 7.55 Hz, CH,18%), 1.46 (d, 3 H, *| = 7.52 Hz, CH,2"),
1.68 (dd, 3 H, %), = 7.35 Hz, J, = 0.64 Hz, CH,3%), 1.91 (s, 3 H, CH,-7"), 2.06 (s, 3 H,
CH,17Y, 2.07 (s, 3 H, CH,-13"), 2.29 (q, 2 H, *] = 7.45 Hz, CH,-18), 2.84 (t, 2 H,
3 = 7.35 Hz, CH,-8, -12), 2.89 (t, 2 H, *) = 7.54 Hz, CH,-8%, -122), 3.15 (t, 2 H,
3 = 7.32 Hz, CH,8',-12"), 3.15 (t, 2 H, >} = 7.21 Hz, CH,-8',-12), 3.26 (dq, 1 H,
J= 0.65 Hz, %, = 7.52 Hz, CH-2), 5.97 (s, 1 H, CH-5), 6.02 (s, 1 H, CH-15), 6.33 (dq,
1H, J,= 231 Hz, ¥, = 7.33 Hz, CH-3'), 7.30 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (3:1, v/v)):
A (=279 nm, 367 nm, 611 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
m/z (%) = 441 (28), 491 (100), 553 (22), 588 (59, [M + HI), 589 (20), 590 (5),
610 (37, [M + NaJ"), 611 (15), 632 (18), 654 (19)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, a-CHCA):
m/z (%) = 573 (19, [M - 15]"), 574 (41, [M - 14]*), 575 (19), 576 (5), 587 (22),
588 (82, M*), 589 (100, [M + HI*), 590 (91), 610 (9), 611 (35, [M + Na[*), 612 (16),
613 (6), 627 (6, [M + K]

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,;Hy,N,O, [M + H]': theoretisch 588.270429 g - mol™', experimentell
588.271108 g - mol™'

8.9.3 Darstellung des 17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethylesters (68)°**

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphadre werden 12.0 mg (0.03 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) in 0.65 ml (8.4 mmol) TFA gelost und 30 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wird die Losung auf -15 °C abgekiihlt, innerhalb von 5 min
mit einer Losung aus 8.9 mg (0.03 mmol) 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-tri-
methylpyrromethen-1-furanon (59) und 2.6 ml (33.4 mmol) TFA versetzt und 8 h bei
-15 °C geriihrt. Die dunkelgriin gefarbte Losung wird mit 1.1 ml (27.1 mmol) Methanol
versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich tiefblau farbt. Die Lose-
mittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in 17 ml Dichlormethan
aufgenommen und mit 15 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase iber Na,SO, und Abdestillieren des Losemittels wird das Rohpro-
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dukt per HPLC mit einer Losung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) gereinigt. Nach Ab-
destillieren des Methanols wird die wassrige Phase, in der das blau gefarbte Produkt dis-
pergiert vorliegt, dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestilieren des Losemittels wer-
den 11.5 mg (0.02 mmol, 70.8 %) des 17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethylesters (68) in
Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. =228 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, Pyridin-d,):
& (ppm) = 1.47 (d, 3 H, *) = 7.51 Hz, CH,-2"), 1.68 (d, 3 H, *] = 7.28 Hz, CH,-3%),
1.81 (s, 3 H, CH,-18", 1.90 (s, 3 H, CH,-7"), 2.02 (s, 3 H, CH,-17"), 2.04 (s, 3 H,
CH,13",2.67 (t, 2 H, ) = 7.53 Hz, CH,-8%,-12%), 2.71 (t, 2 H, *) = 7.72 Hz, CH,-8?,
122),3.02 (t, 4 H, *) = 6.84 Hz, CH,-8',-12), 3.25 (q, 1 H, }] = 7.34 Hz, CH-2),
3.58 (s, 3 H,CO,CH.), 3.59 (s, 3 H, CO,CH.), 5.99 (s, 1 H, CH-5), 6.05 (s, 1 H,
CH-15), 6.35 (dq, T H, J, = 2.26 Hz, ), = 7.21 Hz, CH-3'), 7.08 (s, 1 H, CH-10)
BC-NMR-Spektrum (101 MHz, 'H/">C-COSY, CDCL,):
§ (ppm) = 9.01 (C-2"), 9.89 (C-7'), 10.11 (C-17"), 10.30 (C-13"), 15.62 (C-2), 19.40,
19.57 (C-8',-12"), 34.73 (C-8% -122), 37.20 (C-2), 51.84, 51.86 (CO,CH,),
136.50 (C-3), 172.35, 172.80 (CO,CH,), 178.05 (C-1)

(Aufgrund des schlechten Signal-Rausch-Verhaltnisses ist die eindeutige Zuordnung
nicht aller Signale moglich.)
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IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2922 (CH-Valenz), 2855 (CH-Valenz), 1740 (C=0O-Valenz, Methylester),
1724, 1643 (C=0-Valenz, Amid), 1622, 1591, 1457 (CH-Deformation, asym.), 1411,
1384 (CH-Deformation, sym.), 1347, 1314 (C-N-Valenz), 1229, 1166 (C-O-Valenz),
1129, 1095, 998, 908, 798 (CH-Deformation, oop), 751, 699

UV/Vis-Spektrum (Methanol):
... (8 = 275 nm (5800), 361 nm (14200), 605 nm (4400)

Massenspektrum (El, 240 °C):
m/z (%) = 601 (49, M*), 586 (100), 570 (4), 514 (9), 482 (2), 454 (3), 289 (15),
216 (12), 158 (1), 106 (1)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol):
m/z (%) = 153 (1), 360 (1), 489 (1), 602 (9, [M + HI*), 624 (100, [M + Na["), 646 (5),
722 (1)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,oN,O, [M + H]": theoretisch 602.286079 g - mol™', experimentell
602.285919 g - mol™

8.9.4 Darstellung des 17,18-Dimethyl-oxa-PCBs (7)*'**

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 19.1 mg (0.03 mmol) des
17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethylesters (68) in 56 ml einer L6sung aus TFA und Wasser
(1:1, v/v) gelost und mit 22.7 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit Wasser
gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird 48 h bei
Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte (GroRe 4)
abfiltriert und abwechselnd jeweils fiinfmal mit 75 ml Wasser und 75 ml einer L6sung
aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wdssrige Phase der vereinig-
ten Filtrate wird von der tiefblau gefdarbten organischen Phase separiert und viermal mit
jeweils 75 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert. Danach
werden die vereinigten organischen Phasen solange mit jeweils 90 ml gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlosung 6 betragt, und
anschliefend tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden
48.4 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Feststoffs erhalten. Die-
ser wird per HPLC mit einer Mischung aus Ammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH 7) und
Methanol (Gradient 1:1-1:8, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die
wassrige Suspension mit jeweils 30 ml Wasser und Chloroform versetzt und die organi-
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sche Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wird dreimal mit jeweils 30 ml Dichlorme-
than extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO, getrock-
net. Nach Abdestillieren des Losemittels werden 13.3 mg (0.02mmol, 70.3 %) des 17,18-
Dimethyl-oxa-PCBs (7) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. = 244 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
§ (ppm) = 1.47 (d, 3 H, *) = 7.21 Hz, CH,-2"), 1.68 (d, 3 H, *} = 7.21 Hz, CH,-32),
1.81 (s, 3 H, CH,-18"), 1.89 (s, 3 H, CH,-7"), 2.06 (s, 3 H, CH,-17"), 2.07 (s, 3 H,
CH,13"), 2.85 (t, 2 H, *) = 7.28 Hz, CH,-8% -122), 2.89 (t, 2 H, | = 7.43 Hz, CH,-8%,
112%),3.15 (t, 2 H, %) = 6.87 Hz, CH,8',-12"), 3.16 (t, 2 H, *] = 7.50 Hz, CH-8',-12"),
3.24 (q, 1H, %) = 7.74 Hz, CH-2), 5.98 (s, 1 H, CH-5), 6.04 (s, 1 H, CH-15), 6.35 (dq,
1H, J,=1.82 Hz, %), = 6.88 Hz, CH-3"), 7.32 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (3:1, v/v)):
A (80 =279 nm, 366 nm, 613 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol):
m/z (%) = 357 (10), 393 (10), 413 (25), 489 (11), 574 (100, [M + H["), 575 (37),
576 (10), 577 (5), 596 (73, [M + Nal"), 597 (30), 598 (6), 599 (5), 618 (33), 640 (27)
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Massenspektrum (ESI neg, Methanol):
m/z (%) = 468 (11), 528 (42), 529 (15), 572 (83, [M - H]"), 573 (31), 574 (7), 575 (2),
594 (100), 595 (38), 596 (7), 597 (3), 758 (3), 813 (47), 814 (24)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, o-CHCA):
m/z (%) = 523 (11), 524 (5), 551 (12), 552 (6), 559 (4, [M - 15]"), 560 (15,
[M - 14]%), 561 (7), 573 (10), 574 (78, M%), 575 (100, [M + H]*), 576 (68), 577 (21),
597 (5, [M + Nal"), 612 (3), 613 (10, [M + K]*) 614 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H N;O, [M + HJ": theoretisch 574.254778 g - mol™', experimentell
574.254557 g - mol™

8.9.5 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dimethylesters (69)°**

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 13.8 mg (0.03 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) in 0.62 ml (8.0 mmol) TFA gelost und 40 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wird die Losung auf -14 °C abgekuhlt, innerhalb von 5 min
mit einer Losung aus 10.8 mg (0.03 mmol) 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-
3,7-dimethylpyrromethen-1-thiophenon (60) und 3.0 ml (38.6 mmol) TFA versetzt und
8 h bei -14 °C gerihrt. Die dunkelgriin gefarbte Losung wird mit 1.3 ml (32.1 mmol)
Methanol versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich tiefblau farbt.
Die Losemittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in 25 ml Di-
chlormethan aufgenommen und mit 17 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen.
Nach Trocknen der organischen Phase tiber Na,SO, und Abdestillieren des Losemittels
wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch bei Normaldruck mit einer Mischung aus
Dichlormethan und Ethylacetat (2:1, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Losemittels
werden 16.5 mg (0.03 mmol, 65.1 %) des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dimethylesters
(69) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.
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Smp. = 143 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.07 (t, 3 H, ) = 7.31 Hz, CH,-18%), 1.41-1.46 (m, 3 H, CH,-2"), 1.69 (d,
3 H,? = 6.48 Hz, CH,-3%), 1.91-1.95 (m, 3 H, CH,-7"), 2.14 (s, 3 H, CH,-13"), 2.29 (s,
3 H, CH,-17"), 2.44 (q, 2 H, ) = 6.40 Hz, CH,-18"), 2.57 (t, 4 H, *) = 7.53 Hz, CH,-8%,
12%),3.04 (t, 4 H, *) = 7.55 Hz, CH,-8',-12"), 3.31-3.36 (m, 1 H, CH-2), 3.63 (d, 3 H,
J = 2.68 Hz, CO,CH,), 3.65 (d, 3 H, J = 1.49 Hz, CO,CH,), 5.87 (s, 1 H, CH-5),
6.43 (s, 1 H, CH-15), 6.51-6.58 (m, 1 H, CH-3"), 6.98 (s, 1 H, CH-10)
IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3443 (NH-Valenz), 2925 (CH-Valenz), 2855 (CH-Valenz), 1734 (C=0O-Va-
lenz, Methylester), 1637 (C=0-Valenz, Amid), 1560, 1507, 1458 (CH-Deformation),
1438 (CH-Deformation, asym.), 1384 (CH-Deformation, sym.), 1339 (CH-Deformati-
on), 1261, 1211 (C-O-Valenz, asym., Methylester), 1168 (C-O-Valenz, asym., Methyl-
ester), 1130, 1107, 1038, 984, 854, 805 (CH-Deformation, oop), 774, 527, 498
UV/Vis-Spektrum (Methanol):
... (€ =279 nm (9800), 379 nm (13100), 629 nm (5500)

Massenspektrum (El, 250 °C):
m/z (%) = 631 (52, M%), 616 (100), 600 (5), 544 (7), 492 (5), 376 (6), 319 (7),
300 (20), 241 (37), 227 (6), 180 (3), 150 (26), 135 (8), 93 (15), 43 (4)
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Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
m/z (%) = 370 (16), 632 (61, [M + HJ*), 654 (100, [M + Nal*), 1001 (10), 1264 (14,
[2 M+ HJ"), 1286 (27, [2 M + Na]")

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C;sH,,N;O,S [M + HJ': theoretisch 632.278887 g - mol™', experimentell
632.278375 g - mol™

8.9.6 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCBs (8)*'**

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 16.5 mg (0.03 mmol) des
18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dimethylesters (69) in 40 ml einer Losung aus TFA und Was-
ser (1:1, v/v) gelost und mit 8.0 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit Was-
ser gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird 28 h
bei Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte (Grolde
4) abfiltriert und abwechselnd jeweils flinfmal mit 40 ml Wasser und 40 ml einer L6sung
aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wdssrige Phase der vereinig-
ten Filtrate wird von der tiefblau gefarbten organischen Phase separiert und zweimal mit
jeweils 40 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert. Danach
werden die vereinigten organischen Phasen solange mit jeweils 100 ml gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlosung 6 betragt, und
anschliefend tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden
28.4 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Feststoffs erhalten. Die-
ser wird per HPLC mit einer Mischung aus KH,PO -Puffer (7 mM, pH 7) und Acetonitril
(Gradient 7:3-1:4, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Acetonitrils wird die wassrige
Suspension mit jeweils 20 ml Wasser und Dichlormethan versetzt und die organische
Phase abgetrennt. Die wadssrige Phase wird dreimal mit jeweils 20 ml Dichlormethan ex-
trahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden iber Na,SO, getrocknet. Nach
Abdestillieren des Losemittels werden 6.9 mg (0.01Tmmol, 43.8 %) des 18-Ethyl-17-me-
thyl-thia-PCBs (8) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.
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Smp. = 147 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, Pyridin-d,):
& (ppm) = 1.06-1.10 (m, 3 H, CH,-182), 1.49 (d, 3 H, *) = 7.48 Hz, CH,2"), 1.69 (d,
3 H,? = 7.09 Hz, CH,3%), 1.94 (s, 3 H, CH,7"), 2.14 (s, 3 H, CH,17"), 2.15 (d, 3 H,
) =2.27 Hz, CH,13"), 2.41 (q, 2 H, *) = 7.47 Hz, CH,-18"), 2.87 (t, 4 H, *) = 7.26 Hz,
CH,-82 -12%),3.18 (t, 2 H, *] = 7.58 Hz, CH,-8",-12'), 3.20 (t, 2 H, > = 7.52 Hz,
CH,8',-12"),3.36 (q, 1 H, *] = 7.97 Hz, CH-2), 5.67 (s, 1 H, CH-5), 6.05 (s, 1 H,
CH-15), 6.35 (q, 1 H, *J = 6.85 Hz, CH-3"), 7.24 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Wasser/Acetonitril (1:1, v/v)):

A = 271 nm, 294 nm, 382 nm, 609 nm, 630 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (ESI neg, Methanol):
m/z (%) = 147 (4), 255 (4), 339 (5), 397 (1), 513 (1), 558 (6), 602 (100, [M - H|"),
663 (7), 723 (3)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, o-CHCA):
m/z (%) = 589 (2, [M - 15]"), 590 (12, [M - 14]%), 591 (5), 603 (6), 604 (35, M*),
605 (100, [M + HI*), 606 (55), 607 (27), 608 (9), 626 (4), 627 (15, [M + Nal"),
628 (10)
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Hochauflosendes Massenspektrum (El):
C,;,H,N,OS [M + HJ': theoretisch 604.247585 g - mol™, experimentell
604.247875 g - mol”’
Daneben werden 4.1 mg (0.007 mmol, 25.4 %) eines Regioisomerengemisches der wah-

rend der Reaktion entstehenden Monosduren (73a) und (73b) im Stoffmengenverhaltnis
1:1 isoliert.

(73a): R' = OH, R? = CH,
(73b): R' = CH3, R® = OH

'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, Pyridin-d,):
& (ppm) = 1.07 (t, 2.4 H, *) = 7.51 Hz, CH,-18?), 1.10 (t, 0.6 H, *} = 7.00 Hz, CH,-18?),
1.49 (d, 3 H, *) = 7.50 Hz, CH,-2"), 1.69 (d, 3 H, *) = 7.47 Hz, CH,-3), 2.09 (d, 3 H,
J=1.25 Hz, CH,7"), 2.15 (s, 6 H, CH,-13',-17"), 2.40 (q, 2 H, *] = 7.42 Hz, CH,18"),
2.70 (t, 1 H,*) = 7.38 Hz, Saure-CH,-8°, -12%), 2.74 (t, 1 H, ’) = 7.71 Hz, Sdure-CH-8°,
-12%), 2.86 (t, 1 H, >} = 7.32 Hz, Ester-CH,-8% -122), 2.89 (t, 1 H, *] = 6.98 Hz, Ester-
CH,-8%, -122),3.05 (t, 1 H, %) = 7.30 Hz, Sdure-CH,-8',-12"), 3.07 (t, 1 H, *} = 7.00 Hz,
Saure-CH,-8',-12"),3.17 (t, 1 H, ’) = 6.27 Hz, Ester-CH,-8',-12"), 3.20 (t, 1 H,
) = 6.58 Hz, Ester-CH,-8',-12'), 3.33 (q, 1 H, *) = 6.99 Hz, CH-2), 3.57 (d, 3 H,
) =0.74 Hz, CO,CH,), 5.68 (s, 1 H, CH-5), 6.06 (s, 1 H, CH-15), 6.36 (q, 1 H,
3 = 7.72 Hz, CH-3"), 7.27 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Wasser/Acetonitril (1:1, v/v)):
A = 271 nm, 294 nm, 382 nm, 609 nm, 630 nm (& nicht bestimmt)
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8.9.7 Darstellung des 17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylesters (70)**%’

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 18.3 mg (0.04 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsaure (51) in 0.90 ml (11.6 mmol) TFA gel6st und 30 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wird die Losung auf -12 °C abgekuhlt, innerhalb von 5 min
mit einer Losung aus 14.5 mg (0.04 mmol) 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-tri-
methylpyrromethen-1-thiophenon (61) und 4.3 ml (55.3 mmol) TFA versetzt und 8 h bei
-12 °C geriihrt. Die dunkelgriin gefarbte Losung wird mit 1.9 ml (46.9 mmol) Methanol
versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich tiefblau farbt. Die Lose-
mittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in 30 ml Dichlormethan
aufgenommen und mit 30 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase iber Na,SO, und Abdestillieren des Losemittels wird das Rohpro-
dukt sdulenchromatographisch bei Normaldruck mit einer Mischung aus Dichlormethan
und Ethylacetat (2:1, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Losemittels werden 13.7 mg
(0.02 mmol, 54.1 %) des 17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylesters (70) in Form eines tief-
blau gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. =188 °C
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'"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
§ (ppm) = 1.37 (dd, 3 H, J, = 0.91, ), = 6.56 Hz, CH,-2"), 1.92 (d, 3 H, *] = 7.71 Hz,
CH,3%), 1.94 (s, 3 H, CH,-7"), 2.07 (s, 3 H, CH,-18"), 2.15 (dd, 3 H, ], =2.66 Hz,
J,=6.87 Hz, CH,13"), 2.29 (d, 3 H, J = 2.32 Hz, CH,-17"), 2.55 (t, 4 H, | = 8.25 Hz,
CH,-8% -12%),2.96 (t, 4 H,’) = 7.74 Hz, CH,-8',-12"), 3.16-3.23 (m, 1 H, CH-2),
3.64 (s, 3 H, CO,CH,), 3.66 (, 3 H, CO,CH,), 5.86 (s, 1 H, CH-5), 6.36-6.54 (m, 1 H,
CH-3"), 5.95 (s, 1 H, CH-15), 6.98 (s, 1 H, CH-10)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 3449 (NH-Valenz), 2930 (CH-Valenz), 1734 (C=0-Valenz, Methylester),
1664 (C=0-Valenz, Amid), 1594, 1523, 1458 (CH-Deformation), 1439 (CH-Deforma-
tion, asym.), 1384 (CH-Deformation, sym.), 1319 (C-N-Valenz), 1209 (C-O-Valenz,
asym., Methylester), 1168 (C-O-Valenz, asym., Methylester), 1122, 1109, 1039, 931,
864, 806 (CH-Deformation, oop), 683, 636

UV/Vis-Spektrum (Methanol):
A (8 = 279 nm (7000), 380 nm (13300), 595 nm (3600), 620 nm (3600)

Massenspektrum (El, 275 °C):
m/z (%) = 617 (62, M*), 602 (100), 530 (6), 470 (3), 307 (14), 268 (2), 227 (3),
202 (3), 132 (3), 77 (2), 57 (2)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,oN,O.S [M + HJ': theoretisch 618.263234 g - mol™, experimentell
618.263043 g - mol”

8.9.8 Darstellung des 17,18-Dimethyl-thia-PCBs (9)*'*

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 13.7 mg (0.02 mmol) des
17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylesters (70) in 44 ml einer Losung aus TFA und Wasser
(1:1, v/v) gelost und mit 8.0 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit Wasser
gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird 48 h bei
Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte (GroRe 4)
abfiltriert und abwechselnd jeweils fiinfmal mit 40 ml Wasser und 40 ml einer L6sung
aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wdssrige Phase der vereinig-
ten Filtrate wird von der tiefblau gefdarbten organischen Phase separiert und viermal mit
jeweils 40 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert. Danach
werden die vereinigten organischen Phasen solange mit jeweils 100 ml gesattigter NaCl-
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Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlosung 6 betrdgt, und
anschliefend tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden
60.0 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Feststoffs erhalten. Die-
ser wird per HPLC mit einer Mischung aus KH,PO,-Puffer (7 mM, pH 7) und Acetonitril
(Gradient 7:3-1:4, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Acetonitrils wird die wassrige
Suspension mit jeweils 30 ml Wasser und Dichlormethan versetzt und die organische
Phase abgetrennt. Die wadssrige Phase wird dreimal mit jeweils 30 ml Dichlormethan ex-
trahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden iber Na,SO, getrocknet. Nach
Abdestillieren des Losemittels werden 12.0 mg (0.02mmol, 91.7 %) des 17,18-Dimethyl-
thia-PCBs (9) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. = Zersetzung bis 335 °C

"H-NMR-Spektrum (500 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
& (ppm) = 1.48 (d, 3 H, *) = 7.54 Hz, CH,-2"), 1.69 (d, 3 H, ] = 7.26 Hz, CH,-32),
1.88 (s, 3 H, CH,-7"), 2.11 (s, 3 H, CH,-18"), 2.14 (s, 3 H, CH,-17"), 2.14 (s, 3 H,
CH;13",2.87 (t, 2 H,’) = 7.29 Hz, CH,-8%,-12%), 2.91 (t, 2 H, *) = 7.50 Hz, CH,-8?,
112%),3.18 (t, 2 H, %) = 7.27 Hz, CH,-8',-12), 3.20 (t, 2 H, *] = 7.38 Hz, CH-8',-12"),
3.37(q, 1H, %) = 7.57 Hz, CH-2), 5.66 (s, 1 H, CH-5), 6.06 (s, 1 H, CH-15), 6.35 (dq,
1H,),=2.03Hz, ) = 7.12 Hz, CH-3"), 7.23 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Wasser/Acetonitril (1:1, v/v)):

Ao = 271 nm, 294 nm, 382 nm, 609 nm, 629 nm (& nicht bestimmt)

max
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UV/Vis-Spektrum (Wasser/Methanol (4:1, v/v)):

A = 294 nm, 382 nm, 629 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (ESI neg, Methanol):
m/z (%) = 265 (3), 339 (18), 397 (1), 441 (1), 485 (1), 544 (9), 588 (100, [M - H|"),
649 (3), 708 (1)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, o-CHCA):
m/z (%) = 575 (5, [M - 15]*), 576 (9, [M - 14]"), 578 (5), 589 (12), 590 (33, M*),
591 (100, [M + HJ*), 592 (34), 593 (7), 613 (4, [M + Na["), 614 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H;sN,NaO, S [M + Nal": theoretisch 612.213878 g - mol™', experimentell
612.213153 g - mol™

8.9.9 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethylesters (71)**%

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 17.0 mg (0.04 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) in 0.8 ml (10.3 mmol) TFA gelost und 30 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Danach wird die Losung auf -12 °C abgekiihlt, innerhalb von 5 min
mit einer Losung aus 14.1 mg (0.04 mmol) 3-Ethyl-10-formyl-9-(3-methoxycarbonylethyl)-
4,8-dimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-on (62) und 3.9 ml (50.1 mmol) TFA ver-
setzt und 8 h bei -15°C geriihrt. Die dunkelgriin gefarbte Lésung wird mit 1.8 ml
(44.4 mmol) Methanol versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich
tiefblau farbt. Die Losemittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in
30 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 30 ml gesattigter NaHCO,-Losung gewa-
schen. Nach Trocknen der organischen Phase iber Na,SO, und Abdestillieren des Lose-
mittels werden 35.2 mg des Rohprodukts in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs er-
halten. Dieser wird per HPLC mit einer Losung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) ge-
reinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die wassrige Phase, in der das blau ge-
farbte Produkt dispergiert vorliegt, dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO, getrocknet. Abdestilieren des Lose-
mittels ergibt 15.1 mg (0.03 mmol, 64.7 %) des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethyl-
esters (71) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs.
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Smp. = 198 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCL,):
8 (ppm) = 1.07 (t, 3 H, *] = 7.54 Hz, CH,-182), 1.42 (d, 3 H, *) = 7.45 Hz, CH,-2"),
1.93 (d, 3 H, 3 = 7.56 Hz, CH,-32), 2.10 (s, 3 H, CH,-7"), 2.13 (s, 3 H, CH,-13"),
2.21 (s, 3 H, CH,-17"), 2.35 (q, 2 H, *) = 7.42 Hz, CH,-18"), 2.56 (t, 2 H, *] = 7.63 Hz,
CH,8% -122),2.59 (t, 2 H, * = 7.55 Hz, CH,-8% -122), 3.01 (t, 2 H, *) = 7.11 Hz,
CH,8',-12"),3.04 (t, 2 H, ) = 7.46 Hz, CH,-8',-12"),3.22 (q, 1 H, }) = 8.28 Hz,
CH-2), 3.55 (s, 1 H, CH,-20), 3.59 (s, 1 H, CH,-20), 3.63 (s, 3 H, CO,CH.), 3.65 (s,
3 H, CO,CH,), 5.28 (s, 1 H, CH-15), 5.86 (s, 1 H, CH-5), 6.50 (dq, 1 H, J, = 1.86 Hz,
¥, = 6.64 Hz, CH-3"), 6.67 (s, 1 H, CH-10)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2974 (CH-Valenz), 2937 (CH-Valenz), 2872 (CH-Valenz), 1733 (C=0O-Va-
lenz, Methylester), 1722 (C=0-Valenz, Methylester), 1687 (C=0-Valenz, af3-unges.
Keton), 1622 (C=0-Valenz, Amid), 1594, 1452 (CH-Deformation, asym.), 1439, 1405,

1384 (CH-Deformation, sym.), 1317 (C-N-Valenz), 1282, 1244,1226, 1210 (C-O-Va-
lenz), 1190, 1168, 1098, 1057, 966, 938, 832 (CH-Deformation), 746, 690

UV/Vis-Spektrum (Methanol):
A (6 = 267 nm (8600), 291 nm (7700), 361 nm (17200), 604 nm (7900)
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Massenspektrum (El, 240 °C):
m/z (%) = 613 (79, M"), 598 (100), 526 (9), 492 (2), 466 (3), 300 (6), 254 (2), 226 (1),
55 (1)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol):
m/z (%) = 304 (2), 367 (2), 457 (2), 529 (2), 614 (20, [M + HJ*), 636 (100, [M + Nal"),
652 (15, [M + K]*), 675 (68), 766 (4)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,H,;N;NaO, [M + Na]": theoretisch 636.304403 g - mol™', experimentell
636.303838 g - mol™

8.9.10 Darstellung des 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCBs (10)’'°*

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphare werden 15.1 mg (0.02 mmol) des
18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethylesters (71) in 68 ml einer Losung aus TFA und
Wasser (1:1, v/v) gelost und mit 17.0 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit
Wasser gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird
48 h bei Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte
(Grolke 4) abfiltriert und abwechselnd jeweils flinfmal mit 40 ml Wasser und 40 ml einer
Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wassrige Phase der
vereinigten Filtrate wird von der tiefblau gefarbten organischen Phase separiert und vier-
mal mit jeweils 40 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden dann solange mit jeweils 50 ml gesattigter
NaCl-Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlésung 6 betragt, und
anschlieend ber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden
20.0 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Feststoffs erhalten. Die-
ser wird per HPLC mit einer Mischung aus Ammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH 7) und
Methanol (Gradient 1:1-1:8, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die
wassrige Suspension mit jeweils 30 ml Wasser und Chloroform versetzt und die organi-
sche Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wird flinfmal mit jeweils 30 ml Dichlorme-
than extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden (ber Na,SO, getrock-
net. Nach Abdestillieren des Losemittels werden 7.3 mg (0.01lmmol, 50.7 %) des
18-Ethyl-17-methyl-carba-PCBs (10) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.
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Smp. = Zersetzung bis 335 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
8 (ppm) = 1.04 (t, 3 H, *) = 7.53 Hz, CH,-182), 1.49 (d, 3 H, | = 7.54 Hz, CH,-2"),
1.70 (d, 3 H, *) = 7.20 Hz, CH,-3%), 2.02 (s, 3 H, CH,-7"), 2.15 (s, 3 H, CH,-17"),
2.15 (s, 3 H, CH13"), 2.32 (dq, 2 H, J, = 1.78 Hz, ), = 7.56 Hz, CH,18"), 2.89 (t,
2 H,?% =7.32 Hz, CH,8% -12%), 2.93 (t, 2 H, *) = 7.58 Hz, CH,-8%, -122), 3.21 (t, 2 H,
3 = 6.27 Hz, CH,8',-12"),3.23 (t, 2 H, *) = 6.35 Hz, CH,-8", -121), 3.44-3.47 (m, 1 H,
CH-2), 3.49 (s, 1 H, CH,-20), 3.56 (s, 1 H, CH,-20), 6.06 (s, 1 H, CH-5), 6.34 (dq, 1 H,
Jo=2.22 Hz, %, = 7.33 Hz, CH-3"), 6.54 (s, 1 H, CH-15), 7.23 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (7:2, v/v)):

Ao = 268 nm, 294 nm, 366 nm, 608 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
m/z (%) = 586 (100, [M + HI*), 587 (35), 588 (8), 608 (65, [M + Nal*), 609 (25),
610 (5)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, a-CHCA):
m/z (%) =571 (4, [M - 15]"), 572 (11, [M - 14]"), 573 (5), 585 (11), 586 (55, M*),
587 (100, [M + HJ%), 588 (52), 589 (16), 590 (5), 608 (6), 609 (23, [M + Nal*), 610 (9),
625 (5, [M + K]*), 631 (7), 651 (4), 657 (4)
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Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
C,,H,oN,O, [M + H]": theoretisch 586.291161 g - mol™', experimentell
586.291504 g - mol™

8.9.11 Darstellung des 17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethylesters (72)***

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphidre werden 18.5 mg (0.04 mmol) 9-tert-
Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-
1-(10H)-on-5-carbonsdure (51) in 1.0 ml (12.9 mmol) TFA gel6ést und 40 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Anschliefend wird die Losung auf -16 °C abgekdihlt, innerhalb von
5 min mit einer Losung aus 13.3 mg (0.04 mmol) 10-Formyl-9-(3-methoxycarbonylethyl)-
3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclopent-3-en-on (63) und 4.2 ml (54.0 mmol) TFA ver-
setzt und 8 h bei -15 °C geriihrt. Danach wird die griin gefdarbte Losung mit 2.0 ml
(49.3 mmol) Methanol versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sie sich
tiefblau farbt. Die Losemittel werden im Inertgasstrom verdampft, der feste Riickstand in
30 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 30 ml gesattigter NaHCO,-L6sung gewa-
schen. Nach Trocknen der organischen Phase iber Na,SO, und Abdestillieren des Lose-
mittels werden 26.7 mg des Rohprodukts in Form eines tiefblau gefdarbten Feststoffs er-
halten. Dieser wird per HPLC mit einer Losung aus Methanol und Wasser (5:1, v/v) ge-
reinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die wissrige Phase, in der das blau ge-
farbte Produkt dispergiert vorliegt, dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iber Na,SO, getrocknet. Abdestilieren des Lose-
mittels ergibt 11.8 mg (0.02 mmol, 48.0 %) des 17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethyl-
esters (72) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs.
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Smp. =196 °C

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
& (ppm) = 1.48 (d, 3 H, *) = 7.54 Hz, CH,-2"), 1.70 (d, 3 H, ] = 7.28 Hz, CH,-3?),
1.78 (s, 3 H,CH,18"), 1.99 (s, 3 H, CH,-7"), 2.1 (s, 6 H, CH,-13",-17"), 2.72 (t, 2 H,
3 = 7.13 Hz, CH,82 -12%), 2.75 (t, 2 H, *) = 7.03 Hz, CH,-8%, -122), 3.10 (t, 4 H,
Y = 7.33 Hz, CH,-8',-12), 3.44-3.47 (m, 1 H, CH-2), 3.48 (s, 1 H, CH,-20), 3.59 (s,
3 H, CO,CH,), 3.60 (s, 3 H, CO,CH,), 3.63 (s, 1 H, CH,-20), 6.08 (s, 1 H, CH-5),
6.36 (q, 1 H,*] = 6.86 Hz, CH-3"), 6.55 (s, 1 H, CH-15), 7.13 (s, 1 H, CH-10)

IR-Spektrum (KBr):
V (cm™) = 2923 (CH-Valenz), 2855 (CH-Valenz), 1728 (C=0O-Valenz, Methylester),
1687 (C=0-Valenz, ap-unges. Keton), 1621 (C=0O-Valenz, Amid), 1589, 1441 (CH-
Deformation, asym.), 1406, 1384 (CH-Deformation, sym.), 1317 (C-N-Valenz), 1213
(C-O-Valenz), 1169, 1089, 1056, 1041, 965, 879, 837 (CH-Deformation), 808, 746,
693, 651, 617, 441

UV/Vis-Spektrum (Methanol):
... (6 = 266 nm (8200), 293 nm (7300), 362 nm (16800), 603 nm (7900)

Massenspektrum (El, 240 °C):
m/z (%) = 601 (13), 600 (36), 599 (92, M"), 586 (9), 585 (38), 584 (100), 512 (9),
452 (5), 300 (19), 214 (6), 180 (3), 105 (6)

Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):

(
m/z (%) = 600 (22, [M + HJ*), 601 (8), 621 (3), 622 (100, [M + Nal*), 623 (38),
624 (8), 644 (7), 720 (4), 1199 (21, [2 M + H[), 1200 (15), 1201 (62), 1221 (58,

[2 M + Nal*), 1222 (59), 1223 (18)

Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):
CysH, N;NaO, [M + Nal': theoretisch 622.288753 g - mol™, experimentell
622.288616 g - mol™

8.9.12 Darstellung des 17,18-Dimethyl-carba-PCBs (11)*'*

Unter Lichtausschluss und einer Inertgasatmosphdre werden 9.8 mg (0.02 mmol) des
17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethylesters (72) in 32.6 ml einer Losung aus TFA und Was-
ser (1:1, v/v) gelost und mit 13.6 g saurem lonenaustauscher, der zuvor dreimal mit Was-
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ser gewaschen und getrocknet wurde, versetzt. Die blau gefarbte Suspension wird 48 h
bei Raumtemperatur geriihrt, danach wird der lonenaustauscher tber eine Fritte (Grolie
4) abfiltriert und abwechselnd jeweils flinfmal mit 40 ml Wasser und 40 ml einer L6sung
aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) gewaschen. Die wdssrige Phase der vereinig-
ten Filtrate wird von der tiefblau gefdarbten organischen Phase separiert und viermal mit
jeweils 40 ml einer Losung aus Chloroform und Methanol (49:1, v/v) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden dann solange mit jeweils 50 ml gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, bis der pH-Wert der ablaufenden Waschlosung 6 betragt, und
anschliefend tber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels werden
35.4 mg des Rohprodukts in Form eines blauschwarz gefarbten Feststoffs erhalten. Die-
ser wird per HPLC mit einer Mischung aus Ammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH 7) und
Methanol (Gradient 1:1-1:8, v/v) gereinigt. Nach Abdestillieren des Methanols wird die
wadssrige Suspension mit 30 ml Dichlormethan versetzt und die organische Phase abge-
trennt. Die wassrige Phase wird viermal mit jeweils 30 ml Dichlormethan extrahiert, und
die vereinigten organischen Phasen werden (iber Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillie-
ren des Losemittels werden 6.1 mg (0.01mmol, 65.5 %) des 17,18-Dimethyl-carba-PCBs
(11) in Form eines tiefblau gefarbten Feststoffs erhalten.

Smp. =239 °C
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"H-NMR-Spektrum (400 MHz, 'H/'H-COSY, Pyridin-d,):
S (ppm) =1.48 (d, 3 H,?) = 7.54 Hz, CH,-2"), 1.69 (dd, 3 H, J, = 0.90 Hz,
3 = 7.05 Hz, CH,-3%), 1.78 (s, 3 H,CH,-18"), 1.99 (s, 3 H, CH,-7"), 2.14 (s, 3 H, CH.-
17, 2.15 (s, 3 H, CH,-13"), 2.89 (t, 2 H, *] = 7.18 Hz, CH -8, -122), 2.94 (t, 2 H,
3 = 7.54 Hz, CH,-8? -12%), 3.22 (t, 2 H, *] = 6.98 Hz, CH,-8',-12'), 3.23 (1, 2 H,
Y = 7.32 Hz, CH,-8',-12"), 3.44-3.48 (m, 1 H, CH-2), 3.50 (s, 1 H, CH,-20), 3.60 (s,
1 H, CH,-20), 6.07 (s, 1 H, CH-5), 633 (dq, 1 H, J, = 2.50 Hz, *J, = 7.34 Hz, CH-3"),
6.54 (s, 1 H, CH-15), 7.29 (s, 1 H, CH-10)

UV/Vis-Spektrum (Methanol/Wasser (4:1, v/v)):

A = 268 nm, 294 nm, 365 nm, 606 nm (& nicht bestimmt)

max

Massenspektrum (ESI pos, Methanol):
m/z (%) = 242 (5), 572 (100, [M + HI*), 573 (36), 574 (7), 594 (6), 1143 (18,
[2 M+ HJ]"), 1144 (13), 1145 (5)

Massenspektrum (ESI neg, Methanol):
m/z (%) = 284 (4), 339 (2), 570 (100, [M - H|"), 571 (22), 572 (7), 573 (1), 592 (1),
606 (1)
Massenspektrum (MALDI-TOF pos, a-CHCA):
m/z (%) = 523 (3), 558 (7, [M - 14]"), 559 (4), 571 (5), 572 (64, M*), 573 (100,
[M + H[), 574 (56), 575 (14), 595 (3, [M + Na]*), 612 (4)
Hochauflosendes Massenspektrum (ESI pos, Methanol + Dichlormethan):

C,,Hy N,O, [M + H]': theoretisch 572.275511 g - mol™', experimentell
572.275946 g - mol™!
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8.10 Synthese der PhyA-Holoproteine

8.10.1 Assemblierung der synthetischen Chromophore (6)-(11) und des PhyA-

Apoproteins®'>’

Die experimentelle Durchfiihrung der Assemblierung ist unabhangig vom eingesetzten
Chromophor. Eine Losung aus ungefdhr 1 mg (1.7 wmol) der Chromophore (6)-(11)
oder des PCBs (2) und 20 ul DMSO wird unter schwachem Griinlicht und Kihlung auf
einem Eisbad zu 12 ml einer Losung aus PhyA-Apoprotein in Breaking-Puffer | (3-5 mM)
gegeben und zur Assemblierung fiir 24 h bei 4 °C gelagert. Danach wird die Losung mit
12 ul Pefabloc-L6sung (200 uM) sowie 6 ul Mercaptoethanol versetzt, zu 2 ml eines
viermal mit jeweils 10 ml Breaking-Puffer | gewaschenen Cobalt-Harzes gegeben und
45 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss geschwenkt. Die Suspension wird auf
eine Sdule gegeben, das Eluat abgetrennt und der Riickstand mit 10 ml Breaking-Puffer I
gewaschen. Das ablaufende Eluat sowie alle im Folgenden anfallenden Eluate werden ge-
trennt voneinander aufgefangen. Der Riickstand wird zweimal mit jeweils 10 ml Brea-
king-Puffer Il, der Imidazol enthélt (0.005 M und 0.01 M), und dreimal mit jeweils 3 ml
Breaking-Puffer Il, der Imidazol enthalt (0.05 M, 0.1 M und 0.2 M), gewaschen.

Zur ldentifizierung der Protein-enthaltenden Fraktionen werden aus jeder Eluatfraktion
20 wl entnommen, mit 10 pl Ldmmli-Puffer versetzt und fiinf Minuten auf einem 100 °C
heillen Wasserbad denaturiert. Die Proben werden gegen einen geeigneten Proteinmar-
ker elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wird das Gel zweimal jeweils 5 min in frischer
Fixierlosung, 30 min in Coomassie-Farbelosung und zur Entfarbung viermal in jeweils fri-
scher Fixierlosung geschwenkt.

Die Protein-enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und durch 30-miniitige Zentri-
fugation bei 4 °C und 3850 - g aufkonzentriert (Ultracel 30k, Millipore). Danach wird die
Probe durch viermalige Zugabe von jeweils 5 ml Breaking-Puffer lll und anschlieRende
Zentrifugation unter den beschriebenen Bedingungen imidazolfrei gewaschen. Zuriick
bleiben 50 ul einer blau gefarbten Losung, die in ein Probengefall berfiihrt wird. Der
Konzentrator wird sechsmal mit jeweils 100 ul Breaking-Puffer lll gespiilt, und die Spull6-
sungen werden zum Konzentrat gegeben. Die auf diese Weise aufgereinigten Holopro-
teine (74)-(80) werden bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert.

8.10.2 Photokonversion und Differenzspektren

Die Losungen der Holoproteine (74)-(80) werden in Quarzglaskivetten gefillt und mit
Hilfe eines Diaprojektors (100 W, 16 cm Abstand zwischen Probe und Lichtquelle) mit
vorgesetztem Farbfilter erschopfend belichtet. Durch zwei- bis vierminiitige Bestrahlung
erfolgt die Uberfiihrung jedes Holoproteins in die P-Form (Tab. 12), wonach per UV/Vis-
Spektroskopie sein P-Absorptionsspektrum im Bereich zwischen 200 und 900 nm aufge-
nommen wird. AnschlieBend wird die Probe durch zwei- bis vierminiitige Bestrahlung
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mit Licht kiirzerer Wellenldnge in die P,-Form tberfihrt (Tab. 12) sowie erneut UV/Vis-
spektroskopisch vermessen. Das Differenzspektrum wird gebildet aus der Subtraktion
des P;-Spektrums vom P -Spektrum.

Holoproteine X A(P) A (P;)
(74), (75) 0 655nm, IF 616 nm, IF
(76), (77) S 715nm, KF 578 nm, IF
(78), (79) CH, 654 nm, KF 578 nm, IF

(80) NH 710 nm, KF 655 nm, IF

Tab. 12: Wellenldngen der zur Uberfiihrung der Holoproteine (74)-(80) in die P- bzw. P,-Form ver-
wendeten Farbfilter. IF: Interferenzfilter, KF: Kantenfilter.
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8.11 Synthese eines PCB-Peptid-Komplexes

8.11.1 Darstellung eines Peptids der PhyA-Sequenz (81)

256 mg (0.16 mmol - g') des PAL-PEG-PS-Harzes werden zweimal fiir 30 Minuten mit je-
weils 3 ml DMF versetzt. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wird das Harz einmal
fir 10 Minuten und einmal fir 20 Minuten mit jeweils 2.5 ml einer 25-%igen Piperidin-
Losung versetzt. Danach werden alle 41 Kopplungszyklen mit einer Kopplungszeit von
jeweils 30 min und die auf jeden Zyklus folgende Abspaltung der Fmoc-Gruppe durchge-
fihrt. Nach der letzten Kopplungsreaktion erfolgt Acetylierung durch zweistiindiges Wa-
schen mit 2.5 ml einer 5-%igen Essigsdureanhydrid-Losung. Anschliefend wird das Harz
sechsmal mit jeweils 2.5 ml DMF, zweimal mit jeweils 2.5 ml Methanol, einmal mit
2.5 ml einer Losung aus Essigsdure und Methanol (1:1, v/v), zweimal mit jeweils 2.5 ml
Methanol sowie flinfmal mit jeweils 2.5 ml Dichlormethan gewaschen und innerhalb von
2 h im Argonstrom getrocknet. Zur Abspaltung des Peptids wird das Harz einmal 2 h mit
3.5 ml einer Losung aus TFA, Thioanisol, Ethandiol und Anisol (120:7:4:3, v/v) und nach-
folgend noch einmal 1 h mit 3.0 ml der gleichen Losung versetzt und danach zweimal
mit jeweils 1.5 ml und einmal mit 2.0 ml Dichlormethan gewaschen. Nach Vereinigung
der Abspaltlésungen werden diese im Olpumpenvakuum eingeengt. Der verbleibende
Rickstand wird zur Reduktion oxidierter Aminosauren in einer Lésung, bestehend aus
1.6 ml Ethandiol, 1.4 ml Trimethylsilylchlorid sowie 100 ml Dichlormethan, aufgenom-
men und fiir 20 min geriihrt. Nach erneutem Einengen im Olpumpenvakuum wird der
Riickstand sechsmal mit einer Losung aus Ether und n-Pentan (1:1, v/v) gewaschen, in
einer Losung aus 2 ml Essigsdaure und 15 ml Wasser aufgenommen und gefriergetrock-
net. Erhalten werden 275 mg des Rohprodukts in Form eines beige gefarbten Feststoffs.
Dieser wird per HPLC mit einer Mischung aus Acetonitril und Wasser (Gradient 1:4-
11:9, v/v) getrennt. Nach Abdestillieren des Acetonitrils und Gefriertrocknung der wass-
rigen Losung werden 4 mg des Peptids (81) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

H o)
N—GSALRAPHSCHLQYMENMNSIASLVMAVVVNENEEDDEAES‘{
H OH
(81)
Massenspektrum (MALDI-TOF pos, a-CHCA):
m/z (%) = 1076 (5), 1090 (7), 1096 (6), 2220 (5), 2271 (8, [M + 2 H]**), 4309 (5),
4352 (6), 4392 (5), 4409 (7), 4423 (12), 4438 (41), 4451 (12), 4495 (8), 4508 (9),
4519 (15), 4525 (9), 4537 (100, [M + HI*), 4454 (21), 4575 (10), 4581 (10),
4595 (10), 4607 (13)
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8.11.2 Assemblierung von PCB (2) und einem Peptid der PhyA-Sequenz (81)

Ungefdhr 0.5 mg (0.1 umol) des Peptids (81) werden in einer Quarzglaskiivette in 0.6 ml
Breaking-Puffer | gel6st und unter schwachem Griinlicht bei Raumtemperatur mit 2 ul ei-
ner Losung aus PCB (2) in DMSO (121 mM) versetzt. Innerhalb der darauffolgenden
Stunde lasst sich die Bildung des PCB-Peptid-Komplexes (82) UV/Vis-spektroskopisch
verfolgen.

H 0
N—GSALRAPHSCHLQYMENMNSIASLVMAVVVNENEEDDEAES—{
H OH

UV/Vis-Spektrum (Breaking-Puffer I):
A = 275 nm, 344 nm, 633 nm (& nicht bestimmt)

Massenspektrum (MALDI-TOF pos, DHB's):
m/z (%) = 2016 (31), 2038 (34), 2061 (37), 2081 (37), 2103 (35), 2353 (41),
2375 (38), 2421 (33), 2451 (38), 4436 (47), 4458 (41), 4478 (38), 4503 (39),
4522 (38), 4534 (100, [M - 586 + HI"), 4556 (81), 4577 (65), 4600 (56), 4623 (49),
4647 (41), 4670 (39), 4693 (35), 4712 (32), 4736 (29), 4999 (34), 5003 (35),
5022 (45), 5042 (39), 5062 (34), 5085 (32), 5119 (64, [M + HJ*), 5142 (60),
(45), (

5164 (45), 5185 (39), 5208 (33), 5228 (29)
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9 Anhang

9.1 Daten zur Kristallstrukturanalyse

9.1.1 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dime-
thylpyrromethen-1-furanon (52)

Kristallisation
Die Substanz wurde aus einer Losung von Diethylether bei -20 °C auskristallisiert.

Kristalldaten

Summenformel C,,H,,NO,

Molmasse 403.46 g - mol™

KristallgroRe 0.34-0.26 - 0.10 mm’

Raumgruppe P-1

Z 2

Kristallsystem triklin

Gitterkonstanten a=28.4299(3) A o=74.77(1)°
b =10.0423(3) A B=77.26(1)°
c=13.7683 A v=73.33(1)°

Volumen 1063.99(7) A

Dichte 1.259 g-cm™

Messbedingungen
Temperatur 100 K
Wellenlange 0.71073 A
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Auswertung

14387
6735

Gemessene Reflexe

Symmetrieunabhadngige Reflexe

R-Werte

WR, = 0.1243

R, = 0.0492

Atomkoordinaten [- 10°] und Koeffizienten der dquivalenten isotropen Temperaturfak-

toren [A? . 10°], ohne H-Atome
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Bindungsliangen [/&]

Bindungslingen [;\]
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Bindungswinkel [°]

0(24)-C(22)-C(21)

Bindungswinkel [°]

111.99(10)
114.95(10)
112.20(10)

117.30(10)
134.36(10)
106.63(10)

N(9)-C(10)-C(13)

C(22)-0(24)-C(25)
C(6)-C(26)-C(27)

C(11)-C(10)-C(13)
C(10)-C(11)-C(12)

Koeffizienten der anisotropen Temperaturfaktoren [A? . 10°]
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Atomkoordinaten [- 10°] und Koeffizienten der dquivalenten isotropen Temperaturfak-

toren [A? . 10°] der H-Atome

U,
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9.2 Substanzen

(1) Phytochromobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)- 3-ethyliden-2,3-dihydro-
2,7,13,17-tetramethyl-18-vinylbilin-1,19-(21,24H)-dion)

(2) Phycocyanobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-18-ethyl-3-ethyliden-2,3-dihydro-
2,7,13,17-tetramethylbilin-1,19-(21,24H)-dion)

(3) Phycoerythrobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-3-ethyliden-2,3,15,16-tetrahydro-
2,7,13,17-tetramethyl-18-vinylbilin-1,19-(16,21H)-dion)

(4) Phycoviolobilin (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-3-ethyliden-2,3-dihydro-2,7,13,17-te-
tramethyl-18-vinylbilin-1,19-(21,24H)-dion)

(5) Biliverdin IXa (8,12-Bis-(2-carboxyethyl)-2,7,13,17-tetramethyl-3,18-divinylbilin-
1,19-(21,24H)-dion)

(6) 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB

(7) 17,18-Dimethyl-oxa-PCB

(8) 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB

(9) 17,18-Dimethyl-thia-PCB

(10) 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB

(11) 17,18-Dimethyl-carba-PCB

(12) Diethylcyanomethylphosphonat

(13) (Z,E)-3-Cyano-2-methyl-3-pentencarbonsduremethylester
(14) (Z,E)-3-Cyano-2-methyl-3-pentencarbonsaure

(15) (Z,E)-3-Cyano-2-methyl-3-pentencarbonsadurechlorid
(16) (Z,E)-3-Cyano-2-methyl-3-pentencarbonsdaureamid
(17) (Z,E)-4-Ethyliden-5-imino-3-methylpyrrolidin-2-on
(18) (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid

(19) (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion

(20a) (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methylpyrrolidin-2,5-dion
(20b) (Z2)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methylpyrrolidin-2,5-dion

(21) (E)-3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dion
(22) N-Formylglycin-tert-butylester
(23) Isocyanoessigsdure-tert-butylester
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4-Hydroxybutansdauremethylester

4-Oxobutansdauremethylester

4-Hydroxy-5-nitrohexansauremethylester
4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester
3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester
D-(-)-Weinsduredibenzylester

Glyoxylsdurebenzylester

3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-
3-yl]-propionsauremethylester

Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-me-
thyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid

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

3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolacton
3-Acetoxy-2,3-dimethylbutyrolacton
3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon

3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanon

3-Methyl-2-(5H)-thiophenon

4-Methyl-2-(5H)-thiophenon

3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon
3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon

3-Hydroxyoctan-2,5-dion

3-Hydroxyheptan-2,5-dion
2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclopent-2-enon
4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon
4-Chloro-2-ethyl-3-methyl-cyclopent-2-enon
4-Chloro-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon
(3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsadurediethylester
(2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphonsadurediethylester

3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyli-
den-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methylester
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(51)

(52)

(62)

(63)

(64)

9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbo-
nyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure

2-Ethyl-9-carbonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1-furanon

9-Carbonsdure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrro-
methen-1-furanon

9-Carbonsaure-tert-butylester-2-ethyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1-thiophenon

9-Carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrro-
methen-1-thiophenon

3-Ethyl-10-carbonsdure-tert-butylester-9-(3-methoxycarbonylethyl)-4,8-dimethyl-
pyrromethen-2-cyclopent-3-en-on

10-Carbonsaure-tert-butylester-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyr-
romethen-2-cyclopent-3-en-on

2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-fura-
non

9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-furanon

2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1-thio-
phenon

9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trimethylpyrromethen-1-thiophe-
non

3-Ethyl-10-formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-4,8-dimethylpyrromethen-2-cy-
clopent-3-en-on

10-Formyl-9-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,4,8-trimethylpyrromethen-2-cyclo-
pent-3-en-on

Dimerisierungsprodukt des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-di-
methylpyrromethen-1-furanons (58)

Dimerisierungsprodukt des 9-Formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-2,3,7-trime-
thylpyrromethen-1-furanons (59)

Dimerisierungsprodukt des 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-di-
methylpyrromethen-1-thiophenons (60)

18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB-dimethylester
17,18-Dimethyl-oxa-PCB-dimethylester



Anhang |

18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB-dimethylester
17,18-Dimethyl-thia-PCB-dimethylester
18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB-dimethylester
17,18-Dimethyl-carba-PCB-dimethylester

Monosdure des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCBs (8)

Monosaure des 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCBs (8)

mit 18-Ethyl-17-methyl-oxa-PCB (6) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit 17,18-Dimethyl-oxa-PCB (7) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit 18-Ethyl-17-methyl-thia-PCB (8) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit 17,18-Dimethyl-thia-PCB (9) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit 18-Ethyl-17-methyl-carba-PCB (10) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit 17,18-Dimethyl-carba-PCB (11) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),
mit PCB (2) assembliertes 65-kDa-PhyA-(His),

Peptid der PhyA-Sequenz

mit PCB (2) assembliertes Peptid der PhyA-Sequenz

p-Anisaldehyd

4-Ethyl-3-methyl-5-thioxopyrrol-2-on
3-Ethyl-4-methyl-2-(3H)-thiophenon
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10:

Abbildungen

Photomorphosen am Beispiel des Hafers, Avena sativa, (A) und der Erb-
se, Pisum, (B). Die unter Lichtausschluss zum Keimen gebrachte Pflanze
ist jeweils links abgebildet, die durch Lichtinduktion ausdifferenzierte,

grinende Planze reChtS.” ...t sesenseas

Kekulé-Formel des Chromophors Phytochromobilin, P®B, (1) in der
Z,7,7-Konfiguration und anti,syn,anti-Kkonformation, sowie des Phycocy-
anobilins, PCB, (2), Phycoerythrobilins, PEB, (3) und Phycoviolobilins,

PVB (4). coeeeeeeeeeeeceeeeeeeseeseseesesssssssesssseceeesessssesseseesssssssssssssseeeseeesesssssessessssssssssssssnnes

Biosynthese des Protoporphyrins IX sowie des Biliverdins IXa, BV,

(5). 1716 oo eeee s seee e eee e eee e

Biosynthese des P®Bs (1) und des Phytochroms A (PhyA)"™'” sowie re-
duktive Umwandlung des BVs (5) zu den Phycobilinen PCB (2) und PEB

Ausschnitt der Spektren der P - und P.-Form von PhyA aus Avena sativa

sowie des Differenzspektrums beider Zustande.>...........cccoocoevveveeeeeeereeennennn.

Schematische Darstellung eines dimerisierten Phytochrom-Molekiils aus
Avena sativa basierend auf elektronenmikroskopischen Daten nach
Jones und Erickson.”” Die Buchstaben bezeichnen die Lage der N-termi-

nalen (N) und C-terminalen (C) Domane sowie der Hinge-Region (H)..........

Schematische Darstellung der Doméanen des 124-kDa-PhyA aus Avena

SALIVAL weeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e ettt e eestteeseaateesesateeseaateesaaateesaaateesaaateeseaaateseaateessanaraeas

P®B (1) in der P-Form mit Z,Z,Z-Konfiguration und anti,syn,anti-Konfor-
mation. Uber eine Thioether-Briicke erfolgt die Verkniipfung des Chro-

MOPhOrs Mit dem Protein. ...t

Waihrend die Kristallstruktur (A) die aus 321 Aminosduren bestehende
chromophorbindende Domane des Photorezeptors Phytochrom aus
Deinococcus radiodurans (Protein-Data-Bank-ldentifikationsnummer
1ZTU) zeigt, ist im vergroBerten Ausschnitt (B) die Tasche des Proteins
abgebildet, welche den kovalent gebundenen Chromophor BV (5)

(blau) im P-Zustand enthalt...........ccceueeiriiceeeeceeee e

Schematische Darstellung der lichtinduzierten Z,7,7/7,7 E-lsomerisierung
der C(15)-C(16)-Doppelbindung (A) und der anti,syn,anti/anti,syn,syn-Ro-

tation um die C(14)-C(15)-Einfachbindung (B) des P®Bs (1).....ccccceuvvrerrruernase

e 1
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... B
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Anhang

Schematische Darstellung des P /P,-Ubergangs des PhyA anhand eines
sequentiellen Modells. Angegeben sind die Zeitintervalle, in denen die
Intermediate und die P,-Form entstehen sowie die dabei auftretenden
konformellen ANderungen.® ... eessoes 14

Der Ausschnitt der Kristallstruktur des Photorezeptors Phytochrom aus
Deinococcus radiodurans (Protein-Data-Bank-ldentifikationsnummer

1ZTU) zeigt den Chromophor BV (5) (gelb) im P-Grundzustand und

die sich im Abstand von bis zu 6 A befindenden re-levanten Aminosiu

ren. Angegeben sind die Abstinde der Atome in A, zwischen denen

polare bzw. elektrostatische Wechselwirkungen auftreten...........cccccceveveuneneeee. 17

Vergleich der Sequenzen des PhyA aus Avena sativa und des Bphs aus
Deinococcus radiodurans. Wahrend identische Sequenzabschnitte oran-

ge unterlegt sind, ist die Chromophorbindungsstelle des PhyA sowie

die durch Substitution des Met,., gegen Cys potentielle Chromophor-
bindungsstelle des Bphs rot gefarbt..........ccceeiiiiiie e 18

Kekulé-Formeln der nativen Chromophore P®B (1) und PCB (2) sowie
der angestrebten Reihe neuartiger Chromophore (6)—=(11). .....ccceevvvveeerriennnnee 19

Verknlipfungsreaktionen zwischen C- und D-Ringen nach Inomata et

Synthese des P®Bs (1) bzw. des PCBs (2) aus zwei Vorstufen nach
INOMALA €1 QL% oottt 22

Mit photoreaktiven Gruppen am D-Ring substituierte CD-Bausteine nach
INOMALA € AL eooeeeeer sttt sanes 22

CD-Bausteine mit Z-anti- (links) sowie E-anti-Konfiguration (rechts) nach
INOMATA €1 AL7%1%% oot 23

Synthese des AB-Bausteins durch Sonogashira-Kupplung und anschlies-
sender 5-exo-dig-Cyclisierung nach Jacobi et al.'®™ ' % ......ccooorereeeeeeeeeeer, 23

Synthese von PCB (2) aus einem BC-Baustein und offenkettigen Alkin-
amiden sowie anschlieBende 5-exo-dig-Cyclisierungen nach Jacobi et
AL ettt 24

Zwei homologe Reihen P®B- bzw. PCB-analoger Chromophore nach

GAMNEE €L AL oot 25
Darstellung offenkettiger Tetrapyrrolderivate basierend auf der kon-
vergenten Synthesestrategie nach Gossauer et al.®"®*® .......ccceveernnn. 26
Synthese des A-Rings 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) nach
GOSSAUET €1 AL ..ot 28
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37:
38:

39:

40:
41:

Synthese des A-Rings 3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18) nach

INOMALA €F AL oo 29

Synthese des Isocyanoessigsdure-tert-butylesters (23).2""% ......coveeeeeveennn. 30
119-121,124 30

Synthese des 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylesters (27).' 7721 ...

Synthese der Vorstufe fiir den B- und C-Ring (28) nach Verkade et
al.'**"* (oben) sowie Barton et al. (UNten).'? ... 31

Synthese des Glyoxylsdurebenzylesters (30).'%5...........cooeoveeeeeeeeeeeeeeena. 31

Synthese des B-Rings Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-me-
thoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid

(32). 257129 oo eeee oo e e 32
Synthese des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsdure-tert-butylester (33)." % ... 32

Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) und 3,4-Di-
methyl-2-(5H)-furanon (37)."1 21 et 33

Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) und
3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (41).27"2 ..o 34

Synthese der D-Ringe (3-Ethyl-2-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phosphon-
sdaurediethylester (48) und 2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-phos-

114,134-138 35

phonsdurediethylester (49)." 124150 e

Synthese des AB-Bausteins 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dime-
thyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-

CarbonsaUre (51). 28 8 a0 et 36

Synthese der CD-Bausteine (58)-(63) nach dem Mechanismus der

32141 sowie dem alternativen Mechanismus der

138,142

Knoevenagel-Reaktion

Horner-Emmons-Reaktion und anschlieBender Formylierung.**® ............ 37

Synthese der Chromophore (6)-(11) durch saurekatalysierte Kondensati-

on’*® und anschliefende Spaltung der Methylestergruppen.’'*.................... 38
Synthese des 1-(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dions (19).................... 39
Synthese der 3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-di-

0Ne (20a) DZW. (20D). ..oveeeeeee ettt 40
Ausschnitte aus den NOE-Spektren der Isomeren des 3-Ethyliden-1-(4-
methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dions (20a) bzw. (20b,)........................ 40
Synthese des 3-Ethyliden-4-methylpyrrolidin-2,5-dions (21). ...ccccoeveeeeevririeinnnne 41

Synthese des A-Rings (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (18)."°........... 41
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400-MHz-"H-NMR-Spektrum des A-Rings (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thio-

succinimid (18) in CDCl,. *: VerunreinigUNZEN. .......ccceeeueereeeeeeseeeesesiesenenns 42
Synthese des N-Formylglycin-tert-butylesters (22) und Isocyanoessigsau-

FE-tert-DULYIESIEIS (23). ottt 43
Synthese des 4-Hydroxybutansduremethylesters (24)........c.cooeveeeeeeveeveeeereerennns 44

Synthese des 4-Oxobutansduremethylesters (25) durch eine Swern-Oxi-
dation, 138144145 44

Synthese des 4-Hydroxy-5- nitrohexansauremethylesters (26) sowie des
4-Acetoxy-5-nitrohexansdauremethylesters (27). ... 45

Synthese des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
SAUrE-tErt-DULYIESTEIS (28). .vovvieieeeieeeeeeeeeetete ettt 46

400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-
1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylesters (28) in CDCl,. *: Losemittelrest. .......47

Synthese des Weinsduredibenzylesters (29) und seine anschlieBende
Spaltung durch Periodsdure zu Glyoxylsdaurebenzylester (30)........ccceuevvenneene 48

Umsetzung des Glyoxylsdaurebenzylesters (30) mit der Vorstufe (28) des

B- und C-Rings zu 3-[5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxy-
carbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propionsduremethylester (31). ......ccccoevvvevruennnneee 49
400-MHz-"H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts 3-[5-((Benzylcarbo-
nyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl]-propion-
sauremethylester (31) in CDCli.. .o 50

Synthese des B-Rings Benzyloxycarbonyl-[5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-me-
thoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrrol-2-yl]-(triphenylphosphonid)-methanid

Synthese des substituierten C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (33) durch Vils-
MEYEI-FOIMYIIEIUNG ... 52

500-MHz-"H-NMR-Spektrum des C-Rings 5-Formyl-3-(2-methoxycarbo-
nylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsdure-tert-butylester (33) in CDCL,.

T VEIUNTEINIGUNEEN. vttt s et ssesess s s s sesseseseseassesans 53

Synthese der D-Ring-Vorstufen 3-Acetoxy-2-ethyl-3-methylbutyrolacton

(34) und 3-Acetoxy-3,3-dimethylbutyrolacton (35). .....ccoeeveieieeeeeeeeeeereees 55
Synthese der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanon (36) und 3,4-Dime-
thyl-2-(5H)-furanon (37) durch Eliminierung der Acetoxyfunktion..................... 56
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250-MHz-"H-NMR-Spektren des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-furanons (36)
(oben) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-furanons (37) (unten) in CDCl........................ 56

Darstellung der D-Ringe 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenon (40) und
3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenon (41). Abgebildet sind ausschlielich die
Reaktionen, die auf der Lithiierung der Position C(5) des Edukts 3-Me-
thylthiophen DErUNEN.. ..ot 57

400-MHz-"H-NMR-Spektren des 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-thiophenons
(40) (oben) und 3,4-Dimethyl-2-(5H)-thiophenons (41) (unten) in CDCl,.
FVEIUNTEINIGUNZEN. ..ottt bbbttt ss s s sssesesenes 58

Synthese der cyclischen Verbindungen 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-cyclo-
pent-2-enon (44) und 4-Hydroxy-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enon (45).............. 60

Darstellung der D-Ringe (2-Ethyl-3-methylcyclopent-2-en-4-onyl)-phos-
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phosphonsdurediethylester (49). ... 61

400-MHz-"H-NMR-Spektrum des (2,3-Dimethylcyclopent-2-en-4-onyl)-
phosphonsadurediethylesters (49) in CDCI,. *: Verunreinigungen. Das
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GEEEDEN. .ttt sttt benenes 62

Synthese des Dipyrrinons 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-
2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsau-
re-methylester (50) durch eine Thio-Wittig-Reaktion. .........ccccceeveeeeerererererererennee. 63

Ausschnitte aus dem 400-MHz-"H-NMR-Spektrum des 3-(5-Benzyloxy-
carbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-di-
pyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsdure-methylesters (50) in CDCI;. Linker

hand sind die Signale des Lactamwasserstoffs, rechterhand die des Pyr-
rolwasserstoffs abgebildet............couoeveeeceic e 64

Rotamere des beziiglich der C(4)-C(5)-Doppelbindung in Z-Konfigurati-
on vorliegenden Dipyrrinons (50). Die gestrichelten Linien symbolisie-
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