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Abstract

Dennis K. Ehlert

Chiral and nonchiral ligands for fluorescence spectroscopy

Subject of the present work were synthesis of chiral and nonchiral ligands for fluorescence spectroscopy
and Immobilized Metal lon Affinity Chromatography (IMAC). Target molecules were 2,4,6-trisubstituted
pyridine derivatives with nucleophilic functional groups at position 2 and 6 and a tether at position 4 of the

pyridine core. The tether offers a terminal or internal incorporation to a peptide (labelling).

The preparation was achieved by conversion of 4-hydroxy-2,6-pyridinedicarboxylic acid (chelidamic acid)
to 4-bromo-2,6-pyridinedicarboxylic bromide with phosphorus pentabromide. Treatment with
absolute ethanol or dry amines generated the corresponding esters or amides. Palladium mediated coupling
process with these 4-bromo-pyridine derivatives gave chiral pyridylalanines and nonchiral pyridylpropio-

nates.

The pyridylalanines were synthesized via cross-coupling reaction between 4-bromopyridines and
zinc metallated Methyl-2(R)-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-3-iodopropionate (Boc-L-Ala(I)-OMe) in good
yields. For this building block Jackson’s zinc reagents were used, which are synthesised from Boc

protected iodo-serine esters followed by treatment with activated zinc.

The pyridylpropionates were generated by Heck olefination of acrylates in good to excellent yields under
simple, non inert reaction conditions. Hydrogenation and deprotection by TFA gave the crystalline acid in

quantitative yield.

The target molecules coupled readily to L-phenyl-alanine methyl ester to give the pseudo dipeptides which
results in complex when treated with europium(Ill). These complexes where used to establish the

complexation site by titration with 0.1 to 2.3 eq of Eu(III) monitored by 'H-NMR.
The selectivity of complexation could be shown.
The absorbance of the ligands were monitored by UV-spectroscopy.

Stability constants of the ligands were established in cooperation with C. Piguet, University of Geneva.

Keywords: ligands, fluorometry, lanthanide complex



Abstract

Dennis K. Ehlert

Chirale und achirale Liganden fiir die Fluoreszenzspektroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurden chirale und achirale Liganden fiir die Fluoreszenzspektroskopie und die
Immobilized Metal Ilon Affinity Chromatography (IMAC) synthetisiert. Zielmolekiile waren 2,4,6-
trisubstituierte Pyridinderivate mit nucleophilen funktionellen Gruppen an der Position 2 und 6 und einem
tether an Position 4 des Pyridinkerns. Der tether ermdglicht die terminale bzw. interne Inkorporierung in ein
Peptid (labelling).

Die Darstellung erfolgte ausgehend von 4-Hydroxy-2,6-dicarbonsdure (Chelidamséure) zunédchst durch
Synthese des 4-Brom-2,6-dicarbonsdurebromids mit Phosphorpentabromid und anschlieBender Veresterung
bzw. Amidbildung. Durch Kupplungsreaktionen mit den 4-Brompyridinderivaten wurden chirale

Pyridylalanine und achirale Pyridylpropionate erhalten.

Die Pyridylalanine wurden in guten Ausbeuten durch Palladium katalysiertes cross-coupling mit dem
Zinkorganyl des  Methyl-2(R)-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-iodopropionats  (Boc-L-Ala(I)-OMe)
dargestellt. Hierzu wurde aktiviertes Zink nach Jackson in Boc-L-Ala(I)-OMe insertiert.

Die Pyridylpropionate wurden in guten bis sehr guten Ausbeuten durch eine Palladium katalysierte
Heckupplung mit tert-Butylacrylat und anschlieBender Hydrierung und Entschiitzung mit TFA syntheti-

siert.

Um die Affinitét der Liganden gegeniiber Lanthaniden zu untersuchen, wurden die Liganden mit L-phenyl-

alaninmethylester gekuppelt und mit EuCl; Europiumkomplexe hergestellt.
Die Selektivitit der Komplexierung konnte mit 'H-NMR-shift-Experimenten gezeigt werden.
Der UV-Absorptionsbereich der Liganden wurde durch UV-Absorptionsspektroskopie ermittelt.

Die Bindungskonstanten der Liganden wurden in Zusammenarbeit mit C. Piguet, Universitit Genf,

ermittelt.

Schlagworter: Liganden, Fluoreszenzspektroskopie, Lanthanidkomplexe



Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen und Akronyme

abs. absolut

Bn Benzyl

BOC tertiér-Butyloxycarbonyl
DCM Dichlormethan

DMF N,N’-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

EA Elementaranalyse

EE Essigsdureethylester

eq Aquivalente

Et Ethyl

Ether Diethylether

h Stunde

HBTU O-Benzotriazolyl-N,N,N-tetramethyluronium-Hexafluorophosphat
Hz Hertz

IR Infrarot

Me Methyl

MS Massenspektroskopie
NBS N-Bromsuccinimid
NMR Kernmagnetische Resonanz
PE Petrolether

Ph Phenyl

ppm parts per million

RT Raumtemperatur

s Sekunde

Smp Schmelzpunkt

tBu tertidr-Butyl

TFA Trifluoressigsdure

THF Tetrahydrofuran

TMS Trimethylsilyl

uv Ultraviolett
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Einfiihrung

1 Einfithrung

Totalsynthese satt! Dieser Titel wurde einem Artikel der Nachrichten aus Chemie, Technik und Laborato-
rium vorangestellt, der die Vortragsserie ,,Chemical Synthesis of Naturally Occuring Substances* von K.
C. Nicolaou, die im Rahmen des Merck-Schuchardt Lectureships 1998 organisiert wurde, zusammenfaft.'
Hierin wird ein Feuerwerk der Synthesekunst beschrieben, wie die Synthese des Brevetoxin A, ein
Stoffwechselprodukt der die ,,Rote Flut“ verursachenden Algenform Gymnodinium breve, oder des cyto-
toxischen, in der Wirkungsform dem Taxol sehr dhnlichen Eleutherobins. Diese Verbindungen, die bei-
spielhaft fiir die Schaffenskraft moderner chemischer Synthesemethoden stehen, zeichnen sich durch eine
Vielzahl an funktionellen Gruppen und, was viel schwerer wiegt, durch eine Vielzahl chiraler Zentren aus,
deren Etablierung in einem Molekiilgeriist die eigentliche Kunst eines organischen Chemikers ausmacht.
Moglich ist dies geworden durch neue Techniken in der (Naturstoff-)Synthese, homogener und heterogener
Katalyse, bioorganischer und supramolekularer Chemie’ aber auch durch neue Analysemethoden, die eine
rasche und damit das Voranschreiten der Synthese determinierende Verifikation bzw. Falsifikation einzel-
ner Syntheseschritte und der Zielsubstanz ermdglichen. Zuvorderst ist hierflir die Kernmagnetische Reso-
nanzspektroskopie (NMR) zu nennen, die heute als die am weitesten verbreitete Memethode in der analy-
tischen Chemie gilt.’ Deren Viter Felix Bloch und Edward Purcell wurde fiir ihre Arbeiten 1952 der Phy-
sik-Nobelpreis verliechen. In den beiden Jahren zwischen Juli 1963 und Juni 1965 diirften nach amerikani-
scher Schitzung insgesamt etwa 6000 Arbeiten mit NMR-Daten erschienen sein. Heute wére es wahr-
scheinlich leichter, die Arbeiten zu zihlen, die keinen Hinweis auf ein NMR-Experiment enthalten.’
Deutlich wird der Aufschwung, der durch NMR-Experiment und Rontgenstrukturanalyse bereitet wurde,
filhrt man sich die Arbeiten von Robert Robinson und Herman Leuchs zur Aufklirung der Struktur des
Strychnins in Erinnerung, die nach 40jéhriger Arbeit mit klassischer Nachweismethodik 1946 ein erfolgrei-
ches Ende fand.” Was moderne organische Chemie heute, 53 Jahre spiter, leistet, zeigt der Ubersichtsarti-
kel ,,Chemie und Biologie der Epothilone* von K.C. Nicolaou (1998), ° der die weltweite Erfolgsgeschichte
der Epothilon-Totalsynthese in der Zeit zwischen der Strukturaufklédrung 1996 bis 1998 auf 33 Seiten zu-

sammenfaft.’

Alles ist machbar? fragt der Autor eines Artikels der Nachrichten aus Chemie, Technik und Laboratori-
um, der den 12. International Conference on Organic Synthesis, eine alle zwei Jahre veranstaltete Konfe-
renz unter der Schirmherrschaft der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), zusam-
menfaBt.® Unter der Rubrik ,,Neue Synthesemethoden® stellt er Reinhoudts Fortschritte in der Supramole-
kularen Chemie vor’ und stellt fest: ,,Der Analytik der Zielverbindung fiel auch in diesem Fall eine zentrale
Rolle zu; den Beweis fiir die Form der Reinhoudtschen Aggregate lieferten die Tieftemperatur-NMR-
Spektroskopie, die MALDI-TOF-Massenspektroskopie und nicht zuletzt auch Kristallstrukturanalysen.*
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Einfiihrung

Die instrumentelle Analytik eilt mit Riesenschritten voran und trennt sich den neuen Anspriichen gemal
auf. Die Kombinatorische Chemie ermdglicht die parallele Synthese einer Vielzahl an Substanzen in
kiirzester Zeit, deren strukturelle Charakterisierung nicht im Vordergrund steht, sondern deren biologische
Wirksamkeit'’. Diese ,digitale® Qualiﬁzierung”, die eine neue Form der Analytik erfordert und mit dem
Sammelbegriff Essay bezeichnet wird, 146t sich nicht besser als mit dem Motto der Pittcon 97, einer

jahrlichen Tagung analytischer Chemiker, charakterisieren: ,, Catch the Star*.'"

Die Festphasen- und Peptidsynthese dagegen stellt im nanomolaren Bereich gezielt Peptide mit 50 bis 100
Aminosiuren her, die gereinigt und charakterisiert werden miissen.'’ So zeigte Nicolaou die Synthese eines
stereochemisch homogenen Dodecasaccharids auf der Festphase, deren Methode filir die Herstellung um-
fangreicher und vielfiltiger Oligosaccharid-Bibliotheken allgemein anwendbar sei.” Porcine adenylate
kinase (AK 1), beispielhaft fiir das Potential moderer Peptidsynthese, ist ein kleines monomeres Protein,
das den Transfer einer Phosphatgruppe von ATP nach AMP katalysiert.'* Es besteht aus 195 Aminosiuren
und wurde aus 14 Peptiden mit jeweils 15 Aminosduren nach der Fmoc-Festphasenstrategie hergestellt. Die
Charakterisierung erfolgte mit Elektrospray-Massenspektroskopie und die Konformationsanalyse mit der
Circular-Dichroismus-Spektroskopie.”” Die Empfindlichkeit optischer und auch NMR-spektroskopischer
Methoden erlaubt inzwischen den Nachweis einzelner Molekiile; auch Prozesse, die in einzelnen Zellen
ablaufen, sind beobachtbar. Diese sog. ,,Nanospektroskopie® und andere hochauflésende Techniken wie
Rastersondenmikroskopie oder Time-of-Flight-Massenspektroskopie erleben zur Zeit eine stiirmische Ent-

wicklung.'’

Die Biotechnologie etabliert sukzessive den Einsatz der Fluoreszenz-Spektroskopie, speziell in der Nuclein-
sdurehybridisierung oder bei immunologischen Tests.'” Hierbei arbeitet man mit autofluoreszierenden oder
farbstoffmarkierten Reagenzien, die, und hierin liegt der wesentliche Vorteil, radioaktive Marker ersetzen.
Sie bieten Vorteile im Hinblick auf Sicherheit, Schnelligkeit, Stabilitdt und (Verwaltungs-)Kosten. Neben
den konventionellen Fluorophoren'® wie dem bekannten Luminol, das in alkalischer Losung auf Zugabe von
Wasserstoffperoxid und eines Elektronendonors eine tiefblaue Chemilumineszens zeigt, oder dem Luciferin,
dem Leuchtstoff des Glithwiirmchens, wurden aromatische Lanthanid-Chelate entwickelt, deren Eu(IIl)-,

Tb(IIT)- und Sm(IIT)-Komplexe ausgezeichnete Photolumineszenseigenschaften zeigen.'’

Diese Arbeit présentiert neue aromatische Liganden fiir den Einsatz als autofluoreszierende Marker in der
Fluoreszenz-Spektroskopie und als N-terminales Affinitdtsiabel fiir die Reinigung groBer Peptide in der
Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography (IMAC).

Seite 2



Theoretischer Hintergrund

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Lumineszenz

Fluoreszenz, Phosphoreszenz, Chemilumineszenz, Biolumineszenz und Lumineszenz sind hiufig uneindeu-
tig gebrauchte Begriffe. Lumineszenz ist der Oberbegriff und bezeichnet die Lichtemission, die durch den
Ubergang eines Molekiils aus einem angeregten Energiezustand in den Grundzustand hervorgeht.”! Eine
Variante, Lumineszenzphénomene zu differenzieren, bietet die Einteilung nach dem Stimulus der elektroni-
schen Anregung. Danach umfafit Photolumineszenz alle Prozesse, deren Initialisierung ein Photon erzeugt.
Hierbei 146t sich wiederum zwischen Fluoreszenz, zeitlich aufgeloster Fluoreszenz (time resolved fluo-
reszens) und Phosphoreszenz unterscheiden. Chemilumineszenz wird durch einen chemischen
Stimulus hervorgerufen (vgl. Luminolreaktion), wobei die Biolumineszenz Chemilumineszenzphidnomene in

lebenden Organismen (Glithwiirmchen) beschreibt.

Neben den photoinduzierten Lumineszenzerscheinungen gibt es die besonders technisch relevante elektro-
neninduzierte Kathodolumineszenz (Fernsehgerite, Monitore), die durch elektrische Felder induzierte Elek-
trolumineszenz (LEDs, EL-Displays) und die durch mechanische Energie hervorgerufene Tribolumines-

22
zenz.

Nach dem Gesetz von Stokes besitzt die emittierte Strahlung bei der Fluoreszenz eine kleinere Frequenz
(groBere Wellenlinge) als die absorbierte Strahlung.® Diese Energiedifferenz bezeichnet man als Stokes

shift. Ursichlich dafiir ist die sehr schnelle Relaxation (10> sec) des zunéchst hoch angeregten Zustandes

der Molekiile, die durch strahlungslose Prozesse in den
niedrigsten elektronisch angeregten Zustand iibergehen.

Hieraus kehren sie durch Abgabe eines Lichtquants in den

Grundzustand zuriick (Dissipation durch Strahlung).”* \ v

. . . N S, hv,
Schema 1 zeigt ein Konfigurationskoordinatendiagramm T E(abs) WV / ¢
zur Illustration des elektronischen Ubergangs vom Grund- £ E(em)

zustand in den angeregten Zustand. Dabei sind die absor-
bierte Energie (E(abs)) und die emittierte Energie (E(em)) 1
symbolisch mit Pfeilen dargestellt. Der Stokes-Shift ergibt

sich aus den Beitriigen S;hv, und S:hv..”” Die Wellenlinge r——»

der Fluoreszenzstrahlung liegt bei Molekiilen im UV/VIS- Schema 1

Bereich: etwa zwischen 200 und 1000 nm.

Phosphoreszenz und Fluoreszenz lassen sich rein empirisch unterscheiden: Wéhrend diese zeitlich parallel
und konsistent mit dem &uBeren Stimulus (Photon) einhergeht (Leuchten nur wahrend der Erregung), ist
bei der Phosphoreszenz nach dem Abschalten der dufleren Anregungquelle ein allméhliches Abklingen des

Leuchtens zu beobachten.”
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Physikalisch ergibt sich fiir die Fluoreszenz ein quantenmechanisch erlaubter Elektroneniibergang vom
Grundzustand in den Singulettzustand. Da die Elektronen in beiden Zustinden dieselbe Spinrichtung
einnehmen, erfolgt die Emission sehr schnell (10™° bis 107 sec). ® Wenn aber wihrend der ersten
strahlungslosen Energieabgabe eine Spinumkehr der elektronischen Anregung eintritt, ist die Riickkehr in

den Grundzustand unter Abgabe von Strahlung quantenmechanisch verboten und verzogert sich deutlich

(107 s bis einige Sekunden). Schema 2 zeigt die Dis-

Singulett
sipation von Energie durch Phosphoreszenz. Das \ Tr/inlen
angeregte Molekiil kehrt ausgehend vom Singulettzu- \ L interne Spinumkehr

. . . . | AL
stand durch Spinumkehr in den hierzu relativ ener- \A b\ Y
giedrmeren Triplettzustand (Inter-System-Crossing) T
unter Emission von Licht in den Grundzustand zu- E

Phosporeszenz

rlick.
Da das Molekiil zeitlich relativ lange im angeregten
Triplettzustand verweilt (bis einige Sekunden), kann

dessen Potentielle Energie bei einem Zusammenstof3 e

mit anderen Molekiilen zu Bindungstrennung und
Schema 2
damit zum Auslosen einer chemischen Reaktion fiih-
ren. Daher wirken solche Substanzen, deren Ubergang vom Singulett in den Triplettzustand energetisch

begiinstigt ist, als Sensibilisatoren photochemischer Prozesse.”

Lumineszenz ist kein alltédgliches Phdnomen, und bei einer Mehrzahl von Verbindungen ist keinerlei mef3ba-
re Fluoreszenz und noch seltener Phosphoreszenz nachzuweisen. Molekiile konnen neben der Abgabe eines
Lichtquants ihre Potentielle Energie leichter durch strahlungslose Vorgénge dissipieren. Dazu zéhlt die
Umwandlung in kinetische Energie (Rotation, Oszillation) aber auch die Energielibertragung durch inter-
molekulare Zusammenstoe. Der wahrscheinlich wichtigste dieser Vorgénge ist die sog. Préadissoziation:
Die elektronische Anregungsenergie innerhalb des Molekiils wird in eine sehr hohe Schwingungs-
energieanregung einer Bindung im Molekiill umgewandelt** Diese Schwingungsenergie kann durch
Dissoziation des Molekiils oder sukzessive durch intermolekulare ZusammenstoBe abgebaut werden.
Damit ein Molekiil also signifikante Photolumineszenz zeigt, muf3 es einerseits leicht elektronisch anregbar
sein, andererseits ein stabiles chemisches Bindungssystem aufweisen. Diese Voraussetzungen erfiillen sich
im aromatischen Tt-System und optimal bei polykondensierten Aromaten. Die Intensitét der Fluoreszenz ist
dann von der Wellenldnge und Intensitét des absorbierten Photons, der Konzentration und des Milieus (z.

B.Solvens) abhéngig.
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Theoretischer Hintergrund

Neben den konventionellen Fluorophoren haben sich gerade im technischen und analytischen Bereich
Lanthanidchelate bewihrt, die seit geraumer Zeit Gegenstand der Forschung sind.’® Sie zeigen fime
resolved fluoreszens und kennzeichnen sich durch einen groen Stokes-shift, der eine Unterscheidung vom
Hintergrundrauschen ermoglicht, sowie ein zeitlich verlédngertes Lichtsignal, das die Hintergrundfluores-
zenz tiberdauert.” Jedes Lanthanid hat seine charakteristische Emissionswellenlinge und Abklingzeit, so
da in einer Probe bis zu drei verschiedene Lanthanid-Labels bei unterschiedlicher Wellenldnge und

differentem Zeitfenster vermessen werden konnen.

Diese Faktoren erhohen die Sensitivitét der Lanthanidchelate gegeniiber konventionellen Fluorophoren er-

heblich.

Bei der Photolumineszenz wird hierbei UV-Licht durch den Liganden absorbiert, der damit als Sensibili-
sator fiir das schlecht absorbierende Lanthanid-lon fungiert. Die Absorption des Lichtquants {iberfiihrt den
Liganden in den Singulettzustand, worauf durch die Néhe des Lanthanid-lons ein Inter-System-Crossing
zwischen Ligand und lon stattfindet. Hierbei wird der Triplettzustand des Liganden besetzt. Von dort wird

die Energie effektiv auf die f-Niveaus des Lanthanid-lons iibertragen.

Der Lumineszenzprozel kann damit in die Teilschritte Energieabsorption, Energietransfer und Emission
eingeteilt werden. Interessant dabei ist, das Energieabsorption und Energieemission nicht am selben Ort
geschehen, so dafl der eigentliche Lumineszenzprozel3 weitgehend unabhédngig von der chemischen
Umgebung  stattfindet.”> Mittels sog. Fluoreszenz-Loscher lassen sich selektiv die Lichtemmisionen
bestimmter Molekiile mit sehr hoher Empfindlichkeit unterdriicken. Temperatur- und Konzentrationsab-
hingigkeiten dieser Terminierung erlauben Aussagen iiber die Molekiildynamik.** Konventionelle Fluoro-
phore mit groBem Stokes-Shift weisen flir gewohnlich eine niedrige Loschtemperatur der Lumineszenz auf,
was flr viele Anwendungen von Nachteil ist. Arbeiten mit anorganischen, lanthaniddotierten Materialien
haben gezeigt, dal durch das Prinzip der Ortstrennung von Energieabsorption und Energieemission dieses

Problem umgangen wird.”
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Vorarbeiten

3 Vorarbeiten

3.1 Pybox-Liganden

Die Abkiirzung Pybox (Pyridin-Box) wird i.a. fiir die optisch aktiven

Bis(oxazolinyl)pyridine (1) verwendet’”” und spiegelt deren umschlie- R

Bende bzw. einschlieBende Eigenschaft als tridentater Chelator wie- =

der. Sie werden fiir die chirale Erkennung und zur katalytischen 0 \N | o)
asymmetrischen Induktion verwendet. g/IN 1 ,\}\ZI
Bei der asymmetrischen Induktion nutzt man sterische Effekte bzw. R Z/H HIR
stabile intermolekulare Interaktionen aus, um symmetrische

Verbindungen enantioselektiv bzw. diastereoselektiv zu transformie- Schema 3

ren (z. B.zu reduzieren).

Schema 4 zeigt die diskutierten Interaktionen am

Beispiel eines Aldehyd-Komplexes: Es kann eine I;_’L L L X—Mi_ L
faciale Fixierung des Aldehyds erfolgen durch O/M\ ).(/ IVI\ )> (I)
Chelatisierung (2), Wasserstoffbriickenbindung®™ / © Ho/ © H\/(|

(3) oder m-Orbital-Uberlappung (4)’. Durch diese ) R 3 L\RJ 4
raumliche Festlegung des Aldehyds wird z. B. bei Chelatisierung  H-Bonding n-stacking
einer Reduktion das Reduktionsmittel aus

sterischen Griinden nur eine Seite angreifen und

somit den Aldehyd enantioselektiv reduzieren.

Schema 4

Die Oxazoline (§5) der Pybox-Liganden (1) sind erprobte und wohlfeile chirale Auxiliare, die aus einem redu-

zierten Derivat des Valins, dem Valinol, hergestellt werden. Das be-
sonders vielseitige Oxazolin (6) von Meyers kann z. B. mit prochira-
len Alkenen in einer asymmetrischen Michael-Addition mit ausge-
zeichneter diastereofacialer Selektivitit eingesetzt werden.”® Ferner
sind hiermit o-alkylierte Carbonsduren durch Deprotonierung der

acidifizierten Methylengruppe mit LDA und anschlieBender Alkylie-

RCH\(I

“—OMe

8|

Schema 5

rung oder Cylohexenone mit quartirem sterogenen Zentrum an der Position 4 zuginglich.*'
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Vorarbeiten

Die Strategien in der asymmetrischen Synthese konnen in Generationen eingeteilt werden.*> Diese von Aitken
und Kilenyi eingefiihrte Klassifizierung stellt allerdings keine historische, sondern nur eine methodische
Einordnung dar. Hierbei wird der rasante Fortschritt in dieser Disziplin und der Wandel der Methodik deutlich.
Ausgehend von der Inkorporierung eines chiralen Zentrums in ein Zielmolekiil z. B. durch den Abbau von
Monosacchariden (Ruff, Wohl) und anschlieender Implementierung des chiralen Fragments in das Zielmolekiil,
konnte eine asymmetrische Induktion erzielt werden, wobei ein chirales Auxiliar eine faciale Reaktionslenkung

ermoglicht.

Die erste Generation umfafit Synthesen mit Substanzen aus dem chiralen Pool (Isoprenoide, Aminoséuren;
Synthese des cytotoxischen Avenaciolids von Fraser-Reid aus Glucose™), die zweite Generation die Nutzung

chiraler Auxiliare (Enders” SAMP und RAMP*, Evans’ Oxazolidinon®, Oppholzers Campher-Sultam® oder

Schollkopfs 2,5-Diketopiperazin-Methode zur Synthese ai-methylierter Aminosiuren®”).

In der dritten Generation der asymmetrischen Synthese wurden Metallkomplexe entwickelt, die in stochiometri-
schen Mengen eingesetzt werden: Die asymmetrische Hydroborierung mit Campheylboranen (Ipc,BH)®,
Sharpless Epoxidierung® und Dihydroxylierung”*' (noch ohne N-Methylmorpholin-N-oxid als Reoxidant)*

oder die enantioselektive nucleophile Addition an Carbonylverbindungen mit Noyoris Dialkylzink-Reagentien®.

Die vierte Generation ergibt sich zwanglos aus diesen Vorarbeiten. Hier werden die Erfahrungen zusammenge-

fafit und optimiert in der Stochiometrie, der Selektivitit der Liganden und der Metalle.

3.1.1 Asymmetrische Katalyse mit Pybox-Liganden

Die Erfolge in der asymmetrischen Katalyse sind so umfangreich (z. B. katalytische Sharpless Dihydroxylie-
rung,"' katalytische Hydrierung mit chiralen Ubergangsmetallkomplexen,* insbesondere ~Noyoris
BINAP Ruthenium-Komplexe®), daB hier nur auf neue Arbeiten in der asymmetrische Katalyse mit Pybox-

Liganden eingegangen wird.

Bis(oxazolinyl)pyridine sind C, symmetrisch. Fiir die enantiofaciale Differenzierung ist es nicht erforderlich,
daB ein Auxiliar unsymmetrische geometrische Eigenschaften zeigt, sondern lediglich dissymmetrisch ist.*

Es sollte also weder eine Spiegelebene noch Inversionssymmetrie zeigen.

Es hat sich gezeigt, da} eine C,-Achse innerhalb eines chiralen Auxiliars die Anzahl moglicher diastereomerer
Ubergangszustinde deutlich vermindern kann*’, weshalb in den letzten Jahren eine breite Palette solcher Auxi-

liare nach diesem Konzept entwickelt wurden.*
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Vorarbeiten

Im Pybox-System bilden der Pyridinstickstoff und die Imidstickstoffe mit ihren n-Elektronen ein planares Re-

aktionszentrum. Die Alkylgruppen des Oxazolins bilden chirale Schilde,
die in Schema 6 als shield 1 und shield 2 bezeichnet werden. Das Reakti-
onszentrum, ein Tridentat, komplexiert ein Metall, das iiber eine freie Koor-
dinationsstelle ein weiteres Molekiil binden kann. Dieses Molekiil erfihrt
nun eine sterische Ausrichtung, wobei die in Schema 4 diskutierten

Interaktion ebenfalls einwirken kdnnen.

Nishiyama zeigt am Beispiel der asymmetrischen Hydrosilylierung die

Schema 6

Effektivitit dieser Liganden.”’ Er erzeugt mit Rhodiumtrichlorid und
Isopropyl-Pybox (ip-pybox, vgl. Schema 3, mit Isopropylresten fiir R)
einen Rhodiumkomplex, der mit Diphenylsilan Acetophenon mit einer

optischen Ausbeute von 94 % hydrosilyliert.

Da Versuche mit anderen Ketonen die Abhéngigkeit der optischen

Ausbeute vom sterischen Anspruch des Ketons (bulk) zeigen, schlégt er

das in Schema 7 dargestellte reaktionsbedingende Intermediat vor. Der
Benzylrest orientiert sich sterisch giinstig in die geometrische Tasche

des Komplexes. Die Hydrierung kann nur noch von einer Seite erfolgen.

3.1.2 Elektronisches Tuning der Katalyse durch Substituenten

Schema 7

Nishiyama untersuchte in weiterfithrenden Arbeiten zur asymmetrischen Hydrosilylierung von Ketonen den Ein-

fluB von Donor- und Akzeptorsubstituenten an der Position 4 des

Pyridinrings. Die Arbeiten zeigen, daB die Substituenten EinfluB auf
die kritische Reaktionstemperatur, d. h. die minimale Temperatur, ab der
der Rhodiumkatalysator und das Diphenylsilan das Keton reduzieren,
und auf die turn-over-number (die Anzahl der Katalysecyclen, die der
Katalysator durchliuft, bis er ineffektiv wird) des Katalysators und den

Enantiomeren-UberschuB nehmen. Donorsubstituenten  (Methoxy-,

Amingruppe) erhdhen die kritische Reaktionstemperatur, die optische

R
/ |
0 N 0
N
N N—/,
g
R H H
R = H, Cl, OMe, NMe,

Ausbeute steigt aber relativ zu dem nichtsubstituierten Katalysator

Schema 8

(R = H) deutlich an. Akzeptorsubstituenten (R = Cl) reduzieren die kritische Reaktionstemperatur aber auch den

ee-Wert.
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Vorarbeiten

Der EinfluB} auf die turn-over-number zeigt dagegen einen umgekehrten Effekt. Akzeptorsubstituenten erhdhen
die Umsatzzahl (ton > 150), wihrend Donorsubstituenten diese erniedrigen (ton = 40-90). Nishiyama erklért den
Einflu der Substituenten mittels extended Hiickel-Orbital Berechnungen. Danach wirken die Substituenten auf
die Elektronendichte des Pyridinstickstoffs und damit indirekt auf die Elektronendichte des Rhodium(III)-Atoms

ein. Auf den Imidstickstoff der Oxazolinringe haben sie keinen Einfluf3.

Elektronische Kontrolle durch Substituenten an der Position 4 des Pyridinrings beobachtet auch Jacobsen, der
mit Mangan(Ill)-Komplexen Olefine asymmetrisch epoxidiert.”' Er bestitigt, daB Donorsubstituenten die
Enantioselektivitit erhéhen und legt produktnahe Ubergangszustinde zugrunde, die die stereochemische

Interaktion (stereochemical communication) zwischen chiralem Katalysator und Substrat erhéhen.

3.2 Anwendungsgebiete von Pybox- und auf Pyridin basierende Liganden

Neben der oben erwéhnten asymmetrischen Hydrosilylierung und Epoxidierung haben tridentate Pyridinliganden
Einzug in viele Forschungsgebiete genommen. Dabei wurden neben den von Nishiyama beschriebenen
Bis(oxazolinyl)pyridinen viele Pyridinsysteme gepriift, die alle das tridentate Reaktionszentrum gemeinsam

haben. In dieser Arbeit werden daher tridentate Pyridinliganden allgemein als Pybox-Liganden bezeichnet.

Pybox-Liganden kénnen nicht nur fiir die enantioselektive Synthese, sondern auch fiir die regioselektive Erken-

nung eingesetzt werden. Liinning verwendet konkave Pyridinsysteme R
(Schema 9), um Polyalkohole regioselektiv mit Diphenylketen zu acylie-

ren.”> Prinzipiell sind zwei Mechanismen bei der Pyridin katalysierten |
Acylierung von Alkoholen moglich: Das Keten greift den basischen Pyri-

dinstickstoff an und bildet ein Betain,” oder es bildet sich eine Wasser- N_,‘PO

N
R
- (S
stoffbriickenbindung zwischen dem Pyridinstickstoff und dem Alkohol, O;Q\ ( CI: ),):O
2710

wodurch dieser aktiviert wird.

Liinings Kazerant schliefit den ersten Mechanismus aus. Das sperrige Schema 9
Biphenylketen kann nicht zum Pyridinstickstoff vordringen, weshalb sich nur die Wasserstoftbriickenbindung
zum Alkohol ausbilden kann. Das Substitutionsmuster des Pyridins dirigiert dann Selektivitit und Reaktivitét

beziiglich primérer und sekundérer Alkohole.
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Vorarbeiten

Scrimin und Tonellato entwickeln aus Pybox-Derivaten synthetische Liposomen, die Vesikel (kugelformige

Aggregate ) und Myecellen (in hydrophilen Losungsmitteln Aggre-
gate mit polarer Oberfliche und unpolarem Kern, vgl. Seife)

ausbilden konnen.>*

Schema 10 zeigt ein solches Mimetikum, in dem der Ammonium-
stickstoff mit dem Pyboxsystem die hydrophile Oberfliache und die
Palmitinsdureester den lipophilen Kern bilden. Die Autoren benut-
zen diese Liganden um die hydrolytische Spaltung der aktivierten

Ester von Aminosiduren mit Cu(Il) zu katalysieren.

Diese Systeme sind vergleichbar mit biochemischen Metalloenzymen (z. B.Phosphatasen), die vorwiegend als

Zn(IT)-Komplexe Hydrolysevorginge katalysieren.

3.2.1 Pybox-Kupfer(II)-Komplexe

Die von Evans synthetisierten Kupfer(Il)-Komplexe 8 und 7 werden als chirale Lewisséuren bei der Diels-Alder-

Reaktion® und der enantioselektiven Aldoladdition®®”’

als Kataly-
satoren eingesetzt. Hierbei findet eine starke Substratkoordinie-
rung an den planaren Kupferkatalysator statt, wodurch fiir das

angreifende Reagenz eine nt-faciale Diskriminierung erzeugt wird.

Evans setzt fiir die enantioselektive Aldoladdition Pyruvatester
(1,2-Dicarbonyl-Verbindung) und Benzyloxyacetaldehyd
(1,2-Funktionsgruppenabstand) ein, die mit einem Enolsilan in
guten bis sehr guten optischen Ausbeuten diastereoselektiv

reagieren.

9 zeigt einen koordinierten Substrat-Ligand Komplex am Beispiel
eines Pyruvatesters. Die Lewissédure aktiviert dabei die Carbonyl-
gruppen zum Enol und der Substituent R des Oxazolins schirmt
die Oberseite ab, so dall der Angriff des Enolsilans nur von der

Unterseite erfolgen kann.

Diese Reaktion stellt somit eine Variante der enantioselektiven

Mukaiyama-Aldol-Reaktion™® dar.
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Vorarbeiten

Der Katalysator 7 mit Phenylresten als abschirmende Substituenten R (12) diente Evans bei der Totalsynthese

des Bryostatins 2 zum Aufbau der anti-1,3-Dioleinheit im B-Ring 11 durch eine Aldolreaktion.”

JMS ™S 1 o O OH
SRS
OBn 9 WOBn
5 % Pybox-Kat.
tBuOM H o Iyl tBuO
TBSO
2 O OH OH g 1880
: OBn B
tBuO o 1
+ X
< 2 0
o L o
] o Pybox-Kat.
3 N—cu™ 12
Ph 28bF,  ©h
Schema 12

Schema 12 zeigt im ersten Reaktionsschritt die enantioselektive Aldol-Addition des Silylenolethers an
a-Benzyloxyacetaldehyd, wobei durch den Einsatz des Katalysators 12 ein Enantiomereniiberschufl von
99 % erzielt wird. Im zweiten Reaktionsschritt erfolgt die Synthese des anti-1,3-Diols 10 durch eine
Boranatreduktion, die durch die Hydroxygruppe dirigiert wird. Der B-Ring des Bryostatins 2 11 kann von

dieser Stufe aus in drei weiteren Stufen erreicht werden.

Durch Austausch des Cu(Il) durch Sn(II) kann unter Verwendung der Pyboxliganden das syn-1,3-Diol erhalten

werden.”

Ferner konnte gezeigt werden, das Kupferkomplexe mit Bipyridin- (Bipy) oder Trispyridinliganden selektiv die
RNA spalten.”'
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Van Koten benutzt einen Pybox-Ruthenium Katalysator (Schema 13), um sekundére und primére Amine zu
synthetisieren. Hierbei werden primére oder sekundére Alkohole als Alkylierungsreagenz benutzt. Die katalyti-

sche Alkylierung von Aminen ist auch eine grofftechnisch interessante

Methode (Synthese von Heterocyclen: Piperazine, Piperidine), da hier- AN

bei keine Salze, sondern nur Wasser als Nebenprodukt anfallen. Nach- | —

teilig ist nur der hohe Energieaufwand, da bisher fiir die Reaktion eine [Tl
Reaktionstemperatur von 150-200°C erforderlich ist. MezN—Fﬁu_NMez
Van Koten konnte zeigen, daB3 der Pybox-Ruthenium-Katalysator mit PP

guten Ausbeuten bei 82°C Reaktionstemperatur flir die Alkylierung Schema 13

von Aminen einsetzbar ist.*
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Vorarbeiten

3.3 Lumineszente Lanthanidkomplexe

Nichtradioaktive Labelling-Techniken ersetzen immer mehr den Einsatz von Radionucleotiden, da sie, wie
Eingangs festgestellt, betrdchtliche Vorteile im Umgang, in der Haltbarkeit und den Kosten mit sich
bringen. Hierbei haben sich fiir die zeitaufgeloste Fluoreszenzanalytik besonders Tb(IIl)- und Eu(II)-
Chelate bewihrt.

Zeitaufgeldste Fluoreszenz basiert im Wesentlichen auf zwei Effekten: Das Lanthanid bleibt nach der pho-
toinduzierten elektronischen Anregung fiir Millisekunden im angeregten Zustand und féllt dann unter
Lichtemission in den Grundzustand zuriick. Die Verweilzeit im angeregten Zustand ist ldnger als die der
Umgebung, deren Lumineszenzperiode maximal 10 ns andauert, so dal das Fluoreszenzphinomen der
Lanthanide eintausend mal lénger anhélt. Miit man daher nach der Photoanregung zeitlich verzogert die
Fluoreszenz, so wird das Hintergrundrauschen herausgefiltert. Diese Methode der zeitlich verzogerten

Lumineszenzmessung wird als time-gated measurement bezeichnet.

Ein modernes zeitaufgeldstes Fluorometer gibt eintausend Lichtimpulse pro Sekunde mit einer Wellenldnge
von 340 nm auf eine Probe. In der kurzen Periode zwischen den Lichtimpulsen, mif3t das Gerét nach einer

Verzdgerungszeit von 400 ns die Fluoreszenzemission.

Auf diese faszinierende Weise wird die Achilles-Ferse der Fluorezenzspektroskopie, ndmlich die Lumines-
zenz der Umgebung (Solvens, Partikel, Hilfsreagentien) und damit ein starkes Hintergrundrauschen, elegant

umgangen.

Ein weiterer Effekt, der die zeitaufgeloste Fluoreszenz charakterisiert, ist ein groBer Stokes-Shift, der das
Emissionssignal des Lanthanids von vielen Hintergrundsignalen zu unterscheiden hilft. Er betrigt etwa 300
nm. Dazu ist der Signal-Peak sehr scharf, so dall das MefBfenster des Detektors sehr fein eingestellt werden

21
kann.

Lanthanide benétigen filir die photochemische Anregung einen Sensibilisator, d.h. ein ©-System, das das
ultraviolette Licht absorbiert und die Energie auf das Metallatom iibertrégt. Die Intensitit der Lumines-
zenz, also die Lichtquantenausbeute, ist unmittelbar mit der Absorptivitit des Liganden verbunden. Hierzu
gehort die Effizenz des Energietransfers und die Koordination vom Liganden zum Metall. Da diese Eigen-
schaften primédr durch die Struktur des Liganden bestimmt werden, erfolgte eine groBe Anstrengung bei der

Synthese einer Vielzahl von Liganden.*

Dabei haben sich bidentate Liganden als zu schwache Sensibilisatoren fiir die photochemische Anregung

von Tb(III) und Eu(IIl) erwiesen.”’

Im Gegensatz hierzu ist Dipicolinsdure (Pyridin-2,6-dicarbonséure) ein sehr effizienter Sensibilisator flir

die Lanthanidlumineszenz.*
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Wenzel fiihrte daher Messungen des Absorptionsmaximums und der Emis-

sionsdauer des Komplexes 13 durch, und erhielt typische Ergebnisse: Die
Emission erfolgte innerhalb einer Periode von ca. 5 ms bei einem Absorpti-

onsmaximum von 280 nm."’

Im weiteren fiihrte er ein Protein-Labelling durch, indem er die lodo-Gruppe

des Liganden durch ein Immunoglobulin substituierte. Das an dem Liganden

gebundene Immunoglobulin wurde darauthin auf Nitrocelluloseplatten im-

mobilisiert und in eine TbCl;-Losung zur Komplexierung getaucht.
Schema 14

Nach einer Elektrophorese in einem denaturierenden Polyacrylamidgel konnten fluoreszenzspektrometrisch
unterschiedlich grofle Fragmente des Proteins nachgewiesen werden. Um die Grenzen der Stabilitdt des
Terbium-Komplexes zu testen, wurde das Gel iiber einige Tage regelméfiig in EDTA getaucht. Danach

zeigte der Immunoglobolin-Komplex noch immer die charakteristischen Fluoreszenzspektren.

Wenzel hat damit gezeigt, daB tridentate Pyridinkomplexe als Protein-Konjugate genutzt werden konnen,
die stabile Tb(IIT)-Komplexe bilden. Deren Emissionsperiode und Stokes-Shift sind fiir time-gated Lumi-

neszenz-Immunoessays optimal.

Hogan stellt einen auf dem Wenzelschen Komplex autbauenden Dipicolinsdure-Liganden vor, der um ein

Phenylacetylen erweitert ist (14).”” Das Absorptionsma-
ximum liegt bei 320 nm und das der Emission bei 617 nm,

so daf} der Stokes-shift ca. 300 nm betrégt.

Wie bei der Dipicolinsiure festgestellt,” liegt auch hier

bei einem Ligand - Lanthanid Verhéltnis von 3:1 das

Fluoreszenzmaximum vor. Die Photonenintensitit ist

dabei um den Faktor 10 groBer als bei einem Ligand - Schema 15

Lanthanid Verhiltnis von 1:1.

Hogan konnte bei der Lichtquantenausbeute sogar einen Substituenteneffekt feststellen. Wird 14 an einen
polymeren Harz gebunden, so verdoppelt sich die Lichtintensitit gegeniiber dem Komplex mit dem freien

Liganden.
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3.3.1 Lumineszenz und Energietransfer zwischen Lanthanid-Chelaten

Neue Methoden wurden entwickelt, um die Lumineszenz der Lanthanidionen zu erhohen. Hemmild beob-
achtete eine Quantenverstdrkung von Eu(IIl) und Tb(IIl) bei der Zugabe von Gd(IIl) oder Y(III) in eine
Losung aus B-Diketon, Triton X-100 und Phenanthrolin.* Dieses Phanomen in der Mycellen bildenden

Losung nannte er Co-Lumineszenz.

Danach basiert die durch Co-Lumineszenz bewirkte Lumineszenzverstérkung auf einem intermolekularen
Energietransfer nach Forster”. Dieser Energietransfer erfolgt durch Dipol-Dipol-Wechselwirkung von dem
Chelat des verstdrkenden lons (Gd(IIl) oder Y(III)) auf das Chelat des emittierenden Ions (Eu(Ill), Tb(III)
oder Sm(III)). Die Co-Lumineszenz kann nur in einer Mycellen bildenden Umgebung, nicht aber in micro-
homogener Losung beobachtet werden. So kann z. B. in Benzol dieser Effekt nicht festgestellt werden, da
die Chelate in separaten Molekiilen vorliegen und die groBe intermolekulare Distanz einen Energietransfer

unmdglich macht.

Takalo entwickelte ein polymeres Netzwerk, um Signalverstirkung durch Co-Lumineszenz auch in wéssri-

. . 71
ger Losung zu erreichen” .

Schema 16 zeigt symbolisch dieses Netzwerk , in dem das emit-

tierende Europium in wéssriger Losung von drei Ytterbiumche-

laten umgeben ist ohne Additive und Mycellenbildung. Die dabei I

eingesetzten Liganden 15 sind symmetrisch und vermdgen durch @ &
die terminalen Carboxylgruppen und den basischen Pyridinstick- . @, %@

stoff zwei Lanthanid-lonen zu komplexieren. Das Verhéltnis @
Metall zu Ligand betrédgt dabei 3:2. I

In einem polymeren Netzwerk liegen der Lumineszenzverstir-
-
kung der Eu(Ill)-lonen zwei Faktoren zugrunde. Einmal besteht = N

R
ein groBer Sensibilisatoriiberschu (Ligand) relativ zu den "0,C 15 CO,

Energieacceptoren (Ionen), wodurch maximale Absorption
erfolgen kann. Der UberschuB an Ytterbiumionen verkniipft die Schema 16
Liganden zu einem Netzwerk und verstérkt das Inter-System-Crossing in den externen Liganden. Die Ener-

gie, die die externen Chelate absorbieren, wird dann iiber Triplett-Zustinde zum Europium transferiert.

Somit kann ein Eu(Ill)-lon sowohl durch direkt koordinierte Liganden, als auch durch externen Liganden
angeregt werden. Praktisch bedeutet dies, da3 Energie, die wéhrend des Transfers strahlungslos dissipiert,

jederzeit ersetzt werden kann und ein Maximum der Fluoreszenz erhalten bleibt.
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3.3.2 DELFIA™-System von Wallac

Das DELFIA™-System von Wallac ist die praktische und kommerzielle Umsetzung eines auf Lanthanid-

Chelaten basierenden Labels fiir die Fluoreszenzspektroskopie.” Es gilt als das am hiufigsten eingesetzte

time-resolved Fluoreszenzsystem iiberhaupt und gehort

im Vergleich mit anderen Detektionsmethoden, wie SCNAQ_\ I\

radioisotopische (z. B.'”I) Markierung, zu den sensitiv- N )N

sten nicht enzymatischen Detektionsverfahren fiir Micro- ‘00C” -00C” "00C  COO-
Eus+

(p-Isothiocyanato)benzyl-DTTA

titer-Platten Essays.”

Das System basiert auf dem Liganden (p-Isothiocyanato-
benzyl)—diethylentriamin—Nl NN N -tetraessigsaure Schema 17

(Schema 17) und wirkt untypisch, da der Ligand weder iiber ein konjugiertes mt-System noch iiber &, 7t-
Orbitaliiberlappung Elektronendichte an das Europium weitergeben kann. Er ist daher kein Sensibilisator

fur die Lanthanid-Fluoreszenz.

Das DELFIA™-System gehdrt zu den sog. dissoziativen Methoden. (p-Isothiocyanatobenzyl)-DTTA ist ein
indirektes Label, da es {iber die Isothiocyanatgruppe an das zu untersuchende Substrat gebunden wird, aber
mit Europium einen wenig fluoreszierenden Komplex bildet. Das Europium mufl am Ende des
Essays mit einem Dissoziationsreagenz (enhancement solution), das sich aus Sdure, einem [-Diketon,

Liganden und einem Detergenz zusammensetzt, aus dem Komplex herausgewaschen werden.

SCN‘<j>_\N/ \N/ \ "enhancement solution"

N
(Séaure, B-Diketon)
-OOC/"OOCJ'OOCJ \coo -

Eu3*

Mycellarer Komplex

Schema 18

Das Dissoziationsreagenz wirkt als Fluoreszenzverstirker und bildet mit dem Metall einen neuen Multi-

Komponenten-Komplex, der eine mycellare Struktur einnimmt (Schema 18).

Das DELFIA™-System wird bei Immuno-, Zytotoxizitits- oder DNA-Hybridisierung- Essays eingesetzt.

Seite 16



Vorarbeiten

Schema 19 zeigt die wesentlichen Schritte, die bei einem Immunoessay (sog. Blot-Technik) durchlaufen

werden.

19
P+ Yo = B
SR
+ Dissoziationsreagenz é + @
2 2
Schema 19

Auf einer mit immobilisierten Antikdrpern 16 versehenen Microtiterplatte werden Antigene 17 und an den
DELFIA™-Liganden gebundene Antikorper 18 gegeben. Die Microtiterplatte wird in Europium-Salzldsung
getaucht und es bildet sich nach positiver Antigen-Antikorper Reaktion das auf der Microtiterplatte fixierte
Addukt 19. Dieses wird mit destilliertem Wasser gewaschen, um unkomplexiertes Europium zu entfernen.
Nun wird das Dissoziationsreagenz hinzugegeben, um das fluoreszierende Chelat 21 zu bilden. Auf diese

Weise konnen abhéngig von der Grofle der Microtiterplatte 50 - 100 Tests gleichzeitig vermessen werden.

Andere erprobte Europium-Chelat-Label sind das Cryptat 23 und der Phenanthrolin-2,6-dicarbonséure-
komplex (Cyberfluor) 22. Cyberfluor wurde ur-

spriinglich fliir immunochemische Anwendungen
konzipiert,”* ist aber indessen fiir die DNA-

Erkennung weiterentwickelt worden.”

Das von J. M. Lehn beschriebene Cryptat 23"
wurde ebenfalls fiir immunodiagnostische

Anwendungen,”” DNA-Erkennung” und fiir Pro-

teininteraktionsstudien erfolgreich eingesetzt.”

Schema 20
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Vorarbeiten

3.4 Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography (IMAC)

Die moderne automatisierte Festphasensynthese ermdglicht es in relativ kurzer Zeit grole Peptide aufzu-

bauen. Dabei wird eine N-terminal geschiitzte 5

Aminosdure (aa in Schema 21) {iber ihren .—oJ-l—aa—N—R
H

C-Terminus an einen Harz (resin) gebunden (Ester-

1 tEntschzthung
oder Amid-Bindung) und der N-Terminus im ersten
Reaktionsschritt entschiitzt. Im zweiten Reaktions- Q
@-0 aa—N-H
schritt wird eine N-terminal geschiitzte Aminoséure H
zusammen mit einem die Carboxylgruppe aktivie- 2 ‘ R — OJ-I—aa H R
renden Reagenz (z. B. HBTU) zugegeben und der aktivierte und N-geschiitzte Aminosdure

sich bildende Aktivester greift die vorher freigelegte

O O
Aminogruppe elektrophil an. Dieser Vorgang wird o —OJJ—aa—H—“—aa—H—R
wiederholt, bis das Zielpeptid erreicht ist.
Ein Nachteil der Festphasensynthese ist, daf Schema 21

Nebenprodukte, die durch unvollstéindige Kupplungsreaktionen auftreten, wihrend der Synthese nicht ab-
getrennt werden konnen. Daher liegen nach der Synthese neben dem Zielpeptid andere Peptide unterschied-
licher Lange als Verunreinigung vor, die abgetrennt werden miissen. Um die Reinigung zu erleichtern, wird
wihrend der Synthese in regelméBigen Abstinden ein sog. N-capping-Schritt mit Essigsdureanhydrid
durchgefiihrt. Dabei wird ausgenutzt, daB3 nach dem Kupplungsschritt alle harzgebundenen Peptide, die mit

ihrem Reaktionspartner reagiert haben, N-terminal geschiitzt (vgl. Schritt 2 in

Schema 21), alle Peptide aber, die nicht mit ihrem Reaktionspartner reagiert haben, N-terminal ungeschiitzt
vorliegen (vgl. Schritt 1 in

Schema 21). Das Essigsdureanhydrid acetyliert diese Peptide, so daB3 sie im weiteren nicht mehr reagieren
koénnen. Wird das polare Zielpeptid vom Harz getrennt, kann es so leichter durch reversed phase HPLC

von den weniger polaren acetylierten Nebenprodukten getrennt werden.

Die reversed phase Chromatographie ist aber nur fiir Peptide sinnvoll, die weniger als 30 Aminosduren
enthalten, da bei groBeren Peptiden die physikalischen Eigenschaften wie Ladung, Lipophilie und Molekiil-
grofe bei Zielpeptid und Nebenprodukten dhnlich sind.

Eine Methode groBe Peptide zu reinigen ist die /mmobilized Metal Ilon Affinity Chromatography
(IMAC).” Sie wird bei Peptiden angewendet, die N-terminal Aminoséuren mit Donor Gruppen tragen wie
Cystein, Tryptophan oder Histidin. Dazu wird als stationdre Phase Superose® verwendet, die vor der
chromatographischen Trennung mit Cu(Il) beladen wird. Die Trennung erfolgt durch Komplexbildung mit
dem an der Superose® immobilisierten Metall. N-terminal acetylierte Peptide konnen keine Cu(Il)-

Komplexe bilden und werden daher schneller eluiert als das Zielpeptid.
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4 Experimentelle Durchfithrung

4.1 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war die Synthese chiralen und achiraler Pybox-Systeme, deren Anwendbarkeit fiir die Fluo-

reszenzanalytik {iberpriift werden sollte.

4.2 Synthese der Py-box Komponenten

Die Synthese der Liganden soll aus Griinden der Effizienz nicht linear, sondern konvergent erfolgen.
Diese Strategie kann durch ein Palladium katalysiertes Cross-Coupling bzw. Heckkupplung an Position 4
des Heteroaromaten mit einem Zinkorganyl bzw. Acrylester durchgefiihrt werden. Der retrosynthetische

Ansatz erdffnet dabei zwei Strategien beziiglich der Tridentat-Komponente:

X
26 =
+ (@) NS (0]
e} N
Z Z
| OR X
R
s, _
27
NS
N
Schema 22

Hierbei kann einmal von einem Derivat (27) (z. B. Diester oder Bisamid) oder von 4-Halogen-Lutidin (26)
ausgegangen werden. Das Lutidin kann vor der Kupplung oder wenn moglich nach der Kupplung oxidiert
werden, um ein homologes Diol oder ein Chelidamséuresalz zu erhalten. Demgegeniiber kann die 4-
Halogen-Chelidamséure reduziert werden, was wiederum eine Vielzahl an variierten Liganden eroffnet
(Alkohole, N-substituierte Amine, N-substituierte Amide). Die Synthese von 4-Halogen-Chelidamséure

kann auch iiber Halogenierung der 4-Position von Pyrdin-2,6-dicarbonséure erfolgen:

X
28 29
= Halogenierung ~
—
N N
HO,C”~ "N~ “CoO,H HO,C™ "N” "CO,H

Schema 23
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4.3 Das Lutidin-System

4-Halogenpyridine lassen sich iiber Pyridin-N-Oxide erzeugen, dabei wird von ihren 4-Amino-,*

81,82,83,84 85,86,87

4-Nitramino- oder 4-Nitro-Derivaten ausgegangen. Diese Methodik erweist sich aber nur fiir

die 4-Chlorpyridine als sinnvoll, da die Ausbeuten der Brom-Homologen mit 10 - 20 % fiir Ausgangsmate-
rialien zu gering sind.*"*’

Takalo® schligt daher vor, 4-Hydroxypyridine mit Phosphorylchlorid bzw. mit Phosphorpentabromid um-
zusetzen, wobei mechanistisch der Phosphonester durch das Halogenid ipso-substituiert wird. Das

4-Hydroxylutidin (31) wird aus der preisgiinstigen Dehydroacetessigsdure (30) gewonnen, mit groBem

UberschuB an konzentriertem Ammoniak bei 130°C und 5 bar in einem Autoklaven umgesetzt wird.

Die Aufarbeitung wird durch die Ammoniakdédmpfe erschwert, doch die Ausbeute ist nach dem Umkristal-

lisieren aus Methanol mit 82 % sehr gut.

Br
X
30 31 32
= 0 O OH ﬂ, P
NH4OH CHC|3, 65 % N
> N
5 bar, 130°C Cl
o) o) 10 h, 82 % N/ OF’Cl3 “ N
PC|3, 64 % —
—
N
Schema 24

Um ein Tridentat zu erhalten, ist eine Funktionalisierung der benzylischen Methylgruppen erforderlich. Die
Standardmethode®”*”' fiir die Halogenierung von Kohlenstoffen mit benzylischen Protonen ist die
Umsetzung mit N-Bromsuccinimid bzw. N-Chlorsuccinimid in Tetrachlorkohlenstoff, wobei unter
ionischen Bedingungen ein Halogenkation nach der Deprotonierung bzw. unter radikalischen Bedingungen

ein Halogenatom auf den nukleophilen Kohlenstoff {ibertragen wird.

34 Hal 35 0]
- _ < Benzoylperoxid (katal.) X=Cl : 43 %
A * N—X CCl,, reflux B X=Br : Gemisch
_ % 15-3h
N
O

Schema 25
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Wie schon vorher von Newkome™ und Vogtle” gezeigt, ist die Umsetzung von (34) mit N-Brom-
succinimid unter radikalischen Bedingungen nicht erfolgreich, da ein komplexes Reaktionsgemisch erhalten
wird. Auch Variation des Solvens (Dichlormethan , Chloroform, Toluol, Benzol) verbessert die Ausbeute
nicht. Allerdings konnte die Ausbeute von (36) (X=Cl) durch den Einsatz einer UV-Wolfram-Lampe auf 43

% gesteigert werden, wahrend Takalo keine Reaktionsabhéngigkeit von UV-Anregung feststellen konnte.

Da die Synthese des erwiinschten Lutidin-Derivats (36) (X=Br) auf diese Weise nicht dargestellt werden
konnte, mufite diese Route verlassen werden, selbst wenn die Derivatisierung der Chlormethylgruppen
erfolgreich verlaufen wéren. Im Hinblick auf das Cross-Coupling mit einem Zinkorganyl wire die
Elektrophilie bzw. die Polarisierung des 4-Pyridylkohlenstoffs beziiglich des Chloratoms von 4-Chlor-
lutidin zu gering, um gute Reaktionsausbeuten zu erzielen. Es hétte daher einen Austausch des Chlors

durch Brom mit PBr; erfolgen miissen.

4.4 Chelidamsiure

Die logische Alternative zur Lutidin-Strategie stellt der Einsatz der Chelidamséiure als Ausgangsverbindung

dar. Nach einer ipso-Substitution der 4-Hydroxygruppe mit Phosphorpentabromid und Reduktion beider

88,94

Carboxylgruppen kann man leicht zu (41) (X=Br) gelangen.

OH Br ] Br
= PBr, = EtOH =
0 ~ o| "%
N N
HOZC N COZH N EtOZC N COZEt
Br Br
37 — 39 — 38
Br Br
40 41
NaBH, = PBr, _
—_ —_—
80 % CHCI,
\N 72 % \N
OH OH Br Br
Schema 26

Der Diester (38) ist leicht herzustellen. Die Aufarbeitung beschrénkt sich auf ein Ausfillen des Rohpro-
duktes aus kaltem Wasser mit anschlieBendem Umkristallisieren aus Ethanol, das Diol (40) wird nach der
Reduktion 2 Tage mittels einer Soxlett-Apparatur mit DCM extrahiert und kann daraufhin sofort

eingesetzt werden.
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Ein weiteres Problem der Lutidin-Variante, das hier umgangen werden kann, liegt in der Monohydroxylie-
rung der Methylgruppen. Diese selektive Oxidation ist schwer zu kontrollieren, leicht dagegen ist die Oxi-

dation des 4-Hydroxylutidins zur Chelidamsaure mit KMnO, durchzufiihren.”

Das Tribromid (41) ist eine Schliisselverbindung fiir eine Vielzahl symmetrischer und unsymmetrischer
Liganden. Die benzylischen Bromide werden zunéchst selektiv iiber einen Substitutionsmechanismus aus-

getauscht, das aromatische Bromid darauf iiber ein Cross-Coupling.

Mit sehr guten Ausbeuten erhiilt man das Diamin 43, das nach der Aufarbeitung als gelbes Ol gewonnen
und durch fraktionierte Kristallisation aus Ethanol gereinigt wird.”® Die Produktreinigung des Disulfids 42
erfolgt durch séulenchromatographische Trennung leichter als bei 43, da die Sulfidgruppen weitaus weni-
ger basisch sind und daher ein geringerer Chelatisierungseffekt auftritt (zailing bei der Sdulenchromatogra-

phie).

Br 02 Br o
Me,NH,CI
=  MeSNa cho =
X T EOH " Acetonitril ~
N 3% 94 % N
SMe SMe

NMe2 NMe2

Schema 27

Wird in 38 nur eine Estergruppe reduziert, gelangt man leicht zu asymmetrischen Verbindungen. Hierbei ist

NaBH,, CaCl, 1.0SCl,, 6 h, RT
EtOH | o 2. EtOH

NaSMe| EtOH
reflux, 1 h
Br 44 Br 45
% NaBH,
B EtOH =
NN 54 % N 0
Uber alle Stufen N =
SMe OH SMe OEt
Schema 28
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es nicht erforderlich die sehr wasserldsliche Verbindung 46 aufzuarbeiten. Uberschiissiges NaBH, wird
nach der Reduktion mit Wasser hydrolysiert, der Riickstand wird getrocknet und kann darauf mit

Thionylchlorid umgesetzt werden.

Das Produkt 47 dagegen ist sehr lipophil und kann leicht sdulenchromatographisch getrennt werden.
Nucleophile Substitution mit Natrumthiomethanolat in Ethanol ergibt Produkt 45 , das nach Reduktion mit

NaBH, mit insgesamt guter Ausbeute zum gewiinschten asymmetrischen Liganden 44 fiihrt.

Eine interessante Verbindung stellt 48 dar, denn sie ermdglicht die Synthese eines Bishydroxy-Tridentats
iiber die Cross-Coupling Methode. Nach dem Coupling werden die Benzylschutzgruppen hydrogenolytisch
abgespalten und das Produkt séulenchromatographisch mit Alox B von Katalysator und Aktivkohle
getrennt. Die Synthese von 48 folgt der Benzylierungsmethode von Provelenghiou,”” der Tetrabenzylammo-

niumiodid in katalytischen Mengen als Aktivierungsreagenz einsetzt.

Br Br
S BnBr, Bn,NlI, THF>
NaH, 3h, 20°C, THF
- —
N 72% N
OH 40 OH oBn 48 OBn

Schema 29

Wihrend das Tribromid 41 die Schliisselverbindung fiir Liganden mit Funktionalitdtsnummer 1 am Me-
thylenkohlenstoff darstellt, erfiillt das Sdurebromid 39 diese Aufgabe bei Liganden mit der Funktionalitéts-
nummer 3. Es wird nach der Bromierung mit PBrs als Chloroformextrakt vom Phosphorsauresumpf in

einen trockenen Kolben abfiltriert und unter guter Kiithlung mit einem Nucleophil gequencht.

Br Br Br
7z EtOH HNEt,
75 % 60 %
AN N = N N ~
OEt 38  OEt ar 2 g NEt, £ NEt,
Schema 30
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Piguets Arbeiten zu helikalen Lanthanide Building Blocks™ zeigen, daB das Diamid 49 aufgrund der
hoheren Elektronendichte am Stickstoff relativ zum Diester 38 einen ausgezeichneten Komplexierungssen-
sor und guten Komplexbildner in Acetonitril darstellt. Daher wurde dieser Ligand fiir Komplexierungsver-

suche ausgewihlt, die im weiteren besprochen werden.

4.4.1 Synthese der Chelidamsiure

Die Synthese der Chelidamsdure wurde zuerst 1943 von Zwilgmeyer in Organic Synthesis beschrieben”.
Dabei wird zunéchst Chelidonsdure (53) iiber eine gekreuzte Aldolreaktion von Oxalsdurediethylester mit
Aceton (52) aus dem Vorlaufer (51) gebildet, das darauf mit konzentriertem Ammoniak zu Chelidamséiure

(37) umgesetzt wird.

Der Vorlaufer (51) liegt als hochviskoses, orangefarbenes Salz vor, das bis zur Trockene eingeengt und
dann vorsichtig in konzentrierter Salzséure geldst und auf 100°C erhitzt wird. Das Produkt (53) liegt als
gelbes Pulver vor, und es konnte gezeigt werden, dall Qualititsverbesserungen durch ein Aufkochen mit
Aktivkohle in Wasser zu erzielen sind. Nachdem man die Aktivkohle abfiltriert hat, fallt die Chelidamséure

aus.

Durch fraktionierte Kristallisation erhoht man die Ausbeute. Quantitativ fiihrt der Einsatz von Aktivkohle
jedoch zu einem Ausbeuteverlust, was auf Adsorption an die Aktivkohle zuriickgefiihrt werden kann. Die

Reaktion ist nicht konsistent, d. h. die Ausbeuten schwanken zwischen 45 und 70 %.

0
51
I )J\ NaOEt
quantltatlv NaO ONa
oXe)
2.1eq 1eq o o
30 HCl konz. | 20 h
H,0 100°C
o)
37 ) 53
= NH,OH =
| >
50-82% | |
HO,C N CO,H 24nhRT
FII HO,C 0~ “CO,H
Schema 31

Chelidon- und Chelidamséure lassen sich leicht mit HCI geséttigtem Ethanol verestern bzw. mit konzen-

. . . L 100
triertem Ammoniak zum korrespondierenden Diamid umsetzen.
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Schema 32 zeigt, wie Chelidonséurediethylester mit Palladium auf Bariumsulfat zu dem interessanten me-

101

so-Tetrahydropyranderivat'”' (54) bzw. mit N-Iodsuccinimid nach einer Methode von Ruano'® fiir o, B-

ungesittigte Ketone a-halogeniert werden kann (55).

OH
54 H,
Pd/BaSO, NIS
- _—
o o EtOH 0 CH,CN, RT
N 0] ~ 70%
OEt OEt

Schema 32

4.5 Synthese eines chiralen tethers

Die Synthese der N-Boc-3-iod-L-alaninester (64) (vgl. Schema 35) kann auf mehreren Wegen erfolgen.
Allgemein wird von N-Boc-L-serinmethyl- oder N-Boc-L-serinbenzylester (62) ausgegangen, das in einer

2-Stufen-Reaktion aus L-Serin (56) iiber L-Serin-methylester-Hydrochlorid'® (57) bzw. L-Serin-

104

benzylester-benzolsulfonat ~ (58) hergestellt wird.
0]
OSCl, 7
56 o MeOH _ Ho OMe
o
99 % NH,CI
HO OH
Benzensulfonsaure
NH, CCl,, reflux Q 58
Benzylalkoholr HO OBn
o
4% NH,bs
bs=Benzolsulfonat
Schema 33

Das Amin wird darauf nach Bodansky aus dem Hydrochlorid (57) freigelegt und mit Boc-Anhydrid ge-

schiitzt.'®
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Eine interessante alternative Route, die sich besonders fiir die Synthese der tert-Butylester eignet,'™ leitet
sich von der Methode zur Bildung von Aktivestern mit Dicylocarbodiimid ab (DCC).'”” Hierbei setzt man
Diisopropylharnstoft (§9) mit einem Alkohol zum Alkoxy-isoharnstoff (60) um, der im néchsten Schritt die
Boc-geschiitzte Aminoséure (61) verestert. Die Veresterung verlauft iiber einen Sy2-Mechanismus im Falle

primérer Alkoxy-isoharnstoffe oder iiber einen Sy1-Mechanismus im Fall des fert-Butyloxy-isoharnstoffs.

Diese Reaktionsfiihrung bietet gegeniiber der konventionellen Bildung von Aktivestern mit Dicylocarbodii-
mid mit anschlieBender Zugabe des Nucleophils mehrere Vorteile:

¢ Bei der Standard DCC-Methode liegt der thermisch instabile O-Acylisoharnstoff als Zwischenprodukt

vor.'® Dieser lagert sich zum N-Acylisoharnstoff um, was zu einer Verminderung der Ausbeute fiihrt.

¢ Der N-Acylisoharnstoff liegt als stabiles Nebenprodukt und mit einer dem Hauptprodukt vergleichbaren

Polaritdt vor, so da3 es nicht leicht vom Hauptprodukt abzutrennen ist.

e Wasser ist unbedingt bei der DCC-Methode auszuschlieBen, um die Hydrolyse des Aktivesters zu ver-

hindern.

Bei der Isoharnstoffmethode wird jeder Reaktionsschritt separat ausgefiihrt. Der Alkoxy-isoharnstoff (60)
liegt gereinigt vor, was i. a. iiber Vakuumdestillation erfolgt, und kann gelagert werden. Fiir hohe Ausbeu-

ten sind absolute Losungsmittel nicht erforderlich, '

O
X SN N i -
s |‘ R-OH O e N ﬂ NHBoc \O a OH
2 ,N 0 N \ - 62 NHBoc
H .
Diisopropylharnstoff
R=Bn 95 %
R=tert-Butyl 51 %
Schema 34
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Zur Synthese der N-Boc-iodoalaninester 64 kann im weiteren nach der klassische Variante das N-Boc-
geschiitzte Serin in Pyridin mit Tosylchlorid zu 63 sulfoniert werden. Die Aufarbeitung erfolgt durch
Zugabe einer Losungsmittel-dquivalenten Menge Eis. Die Suspension muB} bis zu 2 h unter weiterer Eiszu-
gabe geriihrt werden. Dies fiihrt zur Bildung eines weilen Produktniederschlags, der darauf abfiltriert,
getrocknet und umkristallisiert wird. Nach der Tosylierung wird unter einfachen Sy2-Bedingungen 63 mit
Natriumiodid in Aceton zu (64) iodiert.

1.2 eq TosCl, 0 63
Pyridin . TosO OR
Route A NHBoc R=Me, 53%
? R=Bn, 67%
HO OR 1.2 eq Nal,
NHBoc Aceton
R=Me, Bn Ph,P, Imidazol, 1,, o 64
2 \ MeCN, Et,0 ReMe. 61%
62 _ - o
Route B | OR  R=Bn,71%
NHBoc
Schema 35

Ein Nachteil dieser Route A liegt in der groBen Menge Pyridins, das als Losungsmittel und Nucleophil-
transferreagenz eingesetzt wird, und insbesondere bei der Aufarbeitung zu einer bedeutenden Geruchsbelé-

stigung fiihrt. Daher bietet Route B eine alternativen Reaktionsweg zu N-Boc-geschiitzten lodoalaninestern.

Bei dieser direkten, Mitsunobu-Reaktion'"” #hnlichen Iodierung von Alkoholen''"'"

mit Triphenylphos-
phin (66) (vgl. Schema 36), lod und Imidazol (65) wird zunéchst ein in Toluol oder Acetonitril wenig
16sliches Addukt 67 gebildet,'”® das bei der Zugabe von Imidazol (65) in das 16slichere und elektrophilere
Salz 68 iibergeht. Dieses Phosphoniumsalz ist hoch oxophil, weshalb es im nichsten Schritt schnell mit der
freien Hydroxygruppe reagiert und eine gute Fluchtgruppe bildet. Die lodierung erfolgt unter
Inversion durch Angriff des gebildeten lodids am aktivierten Kohlenstoff unter Bildung von N-Boc-

iodoalaninester (64) und Triphenylphosphinoxid.
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65
/7N
Ph, P, ./ Phi+ /<~
Ph—P|~ 1IN —> | ph_p—| | I~ ——> Ph—P—N
pH 4 ph =N
66 Ph 67 68
Schema 36

Jackson verwendet bei Umwandlung von Boc-geschiitzten Serin-tert-butylestern in die korrespondierenden
lodoalanin-tert-butylester Methyltriphenoxyphosphiniumiodid (Me(PhO);PI) in DMF mit sehr guten Aus-

beuten.'™

4.6 Synthese der Liganden
4.6.1 Heckkupplung

Uber die Palladium katalysierte Arylierung von Olefinen wurde erstmals 1968 von Heck'™ ''® und drei
Jahre spiter von Mizoroki''” publiziert. Heck fithrte mechanistische Detailstudien durch''™® ''°, die heute

Grundlagen des mechanistischen Verstindnisses dieser Reaktion darstellen.

Hiernach erfolgt innerhalb eines Katalysecyclus zunéchst die oxidative Addition des Arylhalogenids an das
Palladium(0), dann eine Insertion des Olefins in die Palladium-Arylbindung (cis Palladierung). Im nichsten
Schritt wird Palladium(IT)hydrid unter Bildung des Produktes eliminiert (B-Hydrid-Eliminierung) und
Palladium(0) durch Reaktion des Palladiumhydrids mit der Base regeneriert. Palladium(0) kann nun den

Cyclus erneut starten.

Das Spektrum der Heck-Reaktion hat sich bis heute enorm geweitet, von chemo- und regioselektiven Ein-
fachkupplungen hochfunktionalisierter Substrate mit unsymmetrisch'*’ mehrfach substituierten Reaktions-

121

partnern (z. B. Rawal Heck-Cyclisierung bei der Synthese von (+)-Dehydrotubifolin *) {iber Kaskadenre-

aktionen mit C-C-Bindungskniipfungen von drei bis acht Bindungen (Oppenholzers Tandem-Tricylisie-

rungs-HeckprozeB in der Synthese eines Tetracyclus'*)

Einen ausfiihrlichen Uberblick iiber die Bandbreite dieser Reaktion liefert ein 1994 publizierter Review von

de Meijere und Meyer in der Angewandten Chemie.'*?

Die wesentlichen Vorziige der Heck-Reaktion liegen darin, daB3 sie sowohl mit elektronenreichen
(z. B. 1,3-Cyclohexadien) als auch mit elektronenarmen Olefinen (Acrylnitril) erfolgreich und mit guten

Ausbeuten durchgefiihrt werden kann.
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Ferner, wie die Reaktionen mit hochfunktionalisierten Substraten zeigen (s. 0.), toleriert sie eine Vielzahl
von funktionellen Gruppen und erfordert weder den AusschluB von Wasser, noch von Sauerstoff.'"” Eine
Vielzahl von Publikationen zeigt sogar den effizienten Einsatz von Wasser bei der katalysierten Arylierung

von Olefinen.'**

Obwohl sich die Heckreaktion zum Aufbau polycyclischer Verbindungen und quartérer stereogener Zentren
eignet (vgl. Overmans intramolekulare Heck-Strategie in der Synthese von (-)-Morphin)'®, konnte sie sich

aus Kostengriinden in der industriellen Chemie bisher nur wenig durchsetzen.

Spencers konnte zeigen, da3 die Heckkupplung in DMF mit Natriumacetat als Base in hohen Ausbeuten
und Turnovers zu erzielen ist. '** Dabei werden fiir die Synthese der Acrylate (70 a,b,c) 2 mol% Palladi-
umdiacetat, 1.1 eq Natriumacetat als Base und 8 mol% Triphenylphospin als Koligand in DMF eingesetzt.
Die Reaktion ist nach 2 h abgeschlossen, wobei die von Spencer vorgeschlagene Zugabe von Diethylengly-

coldi-n-butylether in diesem Fall zu keiner Verbesserung der Ausbeute fiihrt.

Die Acrylate (70 a,b,c) sind Feststoffe und lassen sich sdulenchromatographisch leicht isolieren.

OR
Br N
69 .
Yz o) a :yield 89 %
70 b :yield 92 %
@) N ) Pd(OAc),, c:yield 72 %
N N = PPh,, DMF
OEt OEt  a:R=i-Butyl _0
38 b : R = i-Propyl
— ¢ : R =t-butyl OEt OEt
Schema 37
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Die 1,6-Pyridin-bisamide (71) kdnnen unter den gleichen Bedingungen synthetisiert werden. Obwohl die
Amidgruppe im Sinne des Pearson-Konzepts weicher und damit bessere Komplexierungseigenschaften

zeigt, ist eine groflere Menge des Katalysators nicht erforderlich.

OtBu
Br N
Yz 0]

0 . 0 Pd(OAc),,
N N =~ PPh,, DMF
NEt, 49  NEt, 70 %

Schema 38

Neben den den Palladiumkatalysator schwach komplexierenden Liganden 70 und 71 kdnnen mit geschiitz-
ten Tridentaten (z. B. 48) auch Vorldufer (72) synthetisiert werden, die nach der Hydrierung einen triden-

taten 2,6-Diol-Liganden zugénglichen machen.

Br OtBu
X / o _

_ Pd(OAc),, DMF
N 81%

OBn 48 OBn
OBn OBn

Schema 39

Seite 30



Experimentelle Durchfiihrung

4.7 Hydrierung der Heckprodukte

Die Hydrierung der wei3en Feststoffe 70 und 71 wird im Falle des 2,6-Pyridindiethylesters (70) in Ethanol
und im Falle des Bisamids (71) in Eisessig durchgefiihrt. Um die Konzentration mdglichst hoch zu halten,
wird empfohlen den Losungsvorgang des Feststoffes im Solvens mit Ultraschall zu unterstiitzen, was deut-

lich die Losungsgeschwindigkeit erhoht.

Die Reaktion benétigt je nach eingesetzter Menge 24 - 48 h, was am Verbrauch des Wasserstoffs kontrol-
lierbar ist. Die Hydrierung von 70 erfolgt deutlich schneller, da die Nucleophilie der Doppelbindung von 71
durch das stark protische Solvens herabgesetzt wird. Nach der Hydrierung wird das Losungsmittel
evaporiert, die Aktivkohle durch eine Saulenfiltration abgetrennt und die Hydrierungsprodukt (73, 74)

sdulenchromatographisch gereinigt.

@]
OtBu OtBu
O\ —
Pd/C, Solvens
—O0
R
73 R=OEt, 80%, Solvens : Ethanol
74 R=NMe,, 99%, Solvens : Eisessig

Schema 40
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4.8 Freisetzung der Carbonsiure (TFA-Spaltung)

Die Acetolyse der fert-Butylester 73 und 74 erfolgt unter Standardbedingungen mit einem Uberschuf3 an
TFA (50 eq sind hierfiir ausreichend) in Dichlormethan."”” Die Reaktion ist nach maximal 1 h abgeschlos-
sen und kann Diinnschichtchromatographisch anhand des Eduktabbaus (UV) und der Produktbildung
(Anfirben mit Bromkresolgriin) verfolgt werden.

Wichtig ist hierbei ferner der Einsatz von Anisol, das als Scavanger, also als Fanger von freigesetzten
alkylierenden Elektrophilen (z. B. tert-Butylkationen), dient. Fiir die Aufarbeitung besteht die besondere

Aufgabe, das Produkt frei von TFA-Spuren zu bekommen, da es im weiteren Reaktionsverlauf die Peptid-

kupplung behindert.
0 o)
OtBu OH
O\ — 0 —
TFA, DCM \
\ =
Anisol / \\
N R N /
—O0 —0
R — 0
75 R=0OEt, 95% R
E R=OEt — - ' )
74 R=NMe, 76 R=NMe,, 90%

Schema 41

Dabei werden zunichst das Solvens und iiberschiissiges TFA evaporisiert, dann aus basischer Losung das
Anisol mit DCM und das Reaktionsprodukt mit Essigsdureethylester extrahiert. Das iiber Natriumsulfat
getrocknete und eingeengte Produkt 75 wird aus Petrolether zweimal umkristallisiert und als weiler
Feststoff gewonnen. Dagegen empfiehlt sich bei 76 nach der Extraktion des Reaktionsproduktes aus Essig-
sdureethylester eine sdulenchromatographische Reinigung iiber Silicagel durchzufiihren, die restliche

Spuren der Trifluoressigséure entfernt.

Die Synthese der terminalen Liganden 75 und 76 ist ausgehend von Chelidamsaure 37 iiber vier Stufen zu
erreichen und zeichnet sich durch hohe Flexibilitdt und gute Ausbeuten aus. Als Schliisselverbindungen
er6ffnen das intermediér gebildete 4-Brom-Pyridin-2,6-dicarbonyl-dibromid (39) ebenso wie der 4-Brom-
Pyridin-2,6-dicarbonsdure-diethylester (38) Zugang zu einer Vielzahl von unterschiedlichen Pyboxsyste-
men, deren gemeinsamer Henkel (Brom an der Position 4 des Pyridins) die selektive Kupplung mit Olefinen

oder Alkanen ermoglicht.
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4.9 Cross-Coupling und Zinkinsertion

Wihrend die Heckreaktion ein Beispiel fiir symmetrische Kupplungsreaktionen darstellt, d. h. Nucleophil
und Elektrophil mit gleicher Funktionalitdtsnummer bilden eine C-C-Verkniipfung, bezeichnet der Oberbe-

griff Cross-Coupling unsymmetrische Kupplungsrektionen.'**

129

Beispielhaft hierfiir sind die Stephans-Castro-Reakton ~~ (77), die héufig als Nebenreaktion stattfindet und

dann als Homokupplung bezeichnet wird, und die Sonogashira-Kupplung (78)."*

Pyridin
Arl + Cu———Ar - A——Ar + cul Z
79
(Ph,P),PdCl, (catal.) 78
R—X + H———R’ - R———R —
80 Cul (catal.), Et,NH, RT
R= aryl, vinyl,
pyridyl

Schema 42
Die Stephans-Castro-Reakton setzt dabei die Synthese eines Metallacetylids voraus, worin wiederum ihre
Beschriinkung liegt, da Ubergangsmetallacetylide i.a. sehr instabil sind.”' Eine Ausnahme ist das
Kupferacetylid (79), das als gelber Feststoff vorliegt und im Kiihlschrank lange und stabil gelagert werden

kann.

Diese Einschriankung iiberwand Sonogashira et. al. durch den katalytischen Einsatz von Palladium, das in
einem katalytischen Prozefl unter milden Bedingungen nach der oxidativen Addition des Halogenids die

nucleophile Insertion des Acetylens (80) ermoglicht.
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Wichtige Beispiele, neben der Heckkupplung, fiir symmetrische Kupplungen sind die Suzuki'*- (82) und
die Stille-Kupplung '**(84).

PdO (catal.) R
R-X _/_ NaOH oder NaoR”, r—7 &

Benzol, reflux

R=Alkenyl, Aryl, Allyl 8l
PdO (catal.
RX + R —Sn(R"), ( )> R—R + X—38n(R"), 84
83
Schema 43

Die Suzuki-Kupplung hat sich als niitzliche Methode in der Synthese konjugierter Diene mit hoher
stereoisomerer Reinheit erwiesen. Hierbei wird ein Alkin regiospezifisch iiber eine syn-Addition zu einem
(E)-vinylboran (81) hydroboriert, das nach der oxidativen Addition des Palladiums in die Kohlenstoff-
Heteroatombindung mit dem Alkenyl- oder Arylhalogenid unter Ausbildung einer neuen C-C-Verkniipfung

reagiert.

Bei der Stille-Kupplung werden Vinylstannane (83) unter milden Bedingungen mit sehr guter Ausbeute
palladiumkatalysiert unter Ausbildung einer neuen C-C-Verkniipfung umgesetzt. Funktionelle Gruppen wie
Ester, Alkohole, Nitrile aber auch Aldehyde werden dabei toleriert. Interessant ist ferner die partielle
Unempfindlichkeit der Vinylstannane gegeniiber sterischen Effekten** und die Moglichkeit, Vinyltriflate
(Enoltriflate) als Elektrophile bei einem Palladium katalysierten Cross-Coupling mit Organostannanen

. 134,135
eimzusetzen.
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4.9.1 Das Jackson-Zinkreagens

Fiir die Synthese der chiralen Liganden 85 und 86 wurde eine erstmals 1992 von Jackson publizierte

Strategie eingesetzt'", die bis heute in zahlreichen Synthesen evaluiert wurde."**™

l;lHBoc NHBoc

Z O z O
87
—_—
o, OMe - okt Z=NEt, N OMe
80 %
O NS O
N N _ O\ \N /O
OEt 86 OEt NEt, 85 NEt,
o 64 87 O
Zn, THF
! OMe  35°C . '4n OMe
NHBoc NHBoc

Schema 44

Dabei wird nach Knochels"” Methode zur Bildung von I,n-Heterobimetallischen Zink-Kupfer-Organylen
aus 1,n-Diiodiden in aprotisch, unpolaren (Benzol) bis schwach polaren Losungsmitteln (THF) das
Zinkorganyl 87 aus Methyl-2(R)-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-iodopropionat (Boc-L-Ala(I)-OMe) 64
und Zinkstaub gebildet. Die Zinkinsertion o-halogenierter Ester ist als Reformatsky-Reaktion bekannt'*
und dient zur Umpolung des o-Kohlenstoffs. Hierbei ist eine Homokupplung aufgrund der herabgesetzten
Nucleophilie des o-zinkierten Kohlenstoffs im Gegensatz zu einem Grignard-Reagenz nicht moglich.
Wichtig bei der Bildung von 87 ist durch regelméflige DC-Kontrolle den Verlauf der Reaktion und die

Bildung des B-Eliminierungsproduktes zu beobachten. Da nach etwa 30 min das Eliminierungsprodukt

nachweisbar ist, sollte die Reaktionszeit nicht ldnger als 2.5 h betragen.

Ein weiteres Problem wire die Isomerisierung des Boc-L-Ala(I)-OMe 64. Dies kann als intermolekulare

Terminierung durch das acidifizierte
MeO Znl
- _ CO,Me Ooznl _  _

o- bzw. Carbamat-Proton oder IZn 2 - e CO,Me
durch die prinzipiell mdgliche rever-

PR : NHiBoe NHBoc  NHBoc
sible Cyclopropanolatbildung erfol-
gen (Schema 45). Schema 45
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Nakamura konnten zeigen, daf die Cyclopropanolatbildung nicht erfolgt und somit die konfigurelle
Stabilitit des Boc-L-Ala(I)-OMe 64 bei der Zinkinsertion gewihrleistet ist."** Jackson wiederum setzte die
Zinkorganyle (88) mit Siurechloriden um, und aus den so gebildeten 4-Oxo-aminosdureestern (89)

104

synthetisierte er nach Freilegung der Aminofunktion (90) Camphan- (91) und Mosher-Amide (92).

CO,Bn ROCI CO,Bn CO,Bn
1Zn _ -
NHBoc  (PhsP),PdCl, o NHBoc O  NH,
88 89 920
CO,Bn CO,Bn
o N 04/( O N A ’
OMe
9 o 2 O
Schema 46

'H-NMR- und fiir das Mosherséaureamid ’F-NMR-shift Messungen ergaben keinerlei Kontamination durch
Epimere, so da3 die Enantiomerenreinheit sowohl fiir die Zinkinsertion als auch nach der Cross-Coupling-

Reaktion als gesichert gilt.

Kennzeichnend fiir die oben erwéhnte Evaluation dieser Cross-Coupling-Reaktion ist, dal abhéngig von
dem eingesetzten Kupplungspartner des Zinkorganyls 87 ein individuelles Reaktionsfenster gefunden
werden muf}, das Losungsmittel, Reaktionstemperatur, -zeit und Katalysator umfafit. So stellte Jung bei der
Totalsynthese des Isodityrosins'*®' fest, daB fiir die Kupplung des Jackson-Reagenzes mit einem
1-lIod-4-benzoxy-3-phenylether der Zusatz von Dimethylacetamid (DMAC) notwendig ist, um eine
erfolgreiche Kupplung durchzufiihren. Dabei setzt er ein 1:1 Gemisch THF/DMAC als Losungsmittel und
Pd,(dba); als Katalysator ein (64 % Ausbeute). Eine solche Abhéngigkeit konnte fiir 85 und 86 nicht

gefunden werden.

Fiir die Zinkinsertion und die Kupplung wird in den frithen Arbeiten von Jackson, aber auch in neueren
Arbeiten**" anderer Autoren, der Einsatz von Ultraschall vorgeschlagen. Die Ultraschallaktivierung gilt als

etablierte Methode zur Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit fiir eine Vielzahl an Reaktionen.'*

Diese Methode kann fiir die Synthese von 85 und 86 nicht empfohlen werden, da sich fiir die Zinkinsertion
gezeigt hat, dafl thermische Aktivierung schnellere und reproduzierbarere Ergebnisse liefert. Gerade die

Reaktionsgeschwindigkeit ist, wie oben beschrieben, flir die Zinkinsertion ein entscheidendes Kriterium.
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Die Ultraschallaktivierung wéhrend des Cross-Couplings kann fiir 85 und 86 {iberhaupt nicht empfohlen
werden, da die hierbei freigesetzte Energie sehr schnell zum B-Eliminierungsprodukt fiihren.

Wichtig ist, dal Zinkinsertion und Cross-Coupling separat, d. h. nicht in sifu und mit volligem Sauer-
stoffausschluB® ' erfolgen. Fiir die Zinkinsertion empfiehlt sich Zinkflitter statt Zinkstaub, da jene ent-

scheidende Vorteile bringen:
e Zinkflitter sind wie Zinkstaub aktivierbar (s. u.) und damit nicht weniger reaktiv.
e Nach der Zinkinsertion ist das Zinkorganyl leicht von nicht umgesetztem Zinkmetall abzutrennen.

e FErfolgt die Abtrennung des Zinkorganyls durch eine Spritze, kann im Gegensatz zu Zinkstaub kein
Zinkmetall in die Spritze gelangen. Dieses deaktiviert den Palladiumkatalysator in der anschlieenden
Cross-Coupling-Reaktion merklich, so dal mehr Katalysator hinzugefiigt werden muf3 oder die Reakti-

on nicht stattfinden kann.

Als nachteilig kann eine erniedrigte Reaktionsgeschwindigkeit angefiihrt werden, da die Oberfléche der
Zinkflitter geringer ist. Diese konnte aber nach entsprechender Aktivierung des Metalls nicht festgestellt

werden, da die Zinkinsertionszeit auch bei Zinkflittern den Literaturwerten entspricht.

Um die Losungsmittelabhangigkeit der Kupplungskomponente bei einer Cross-Coupling-Reaktion mit dem

Zinkorganyl (88) zu erkliren, fithrte Jackson 'H-NMR-Studien iiber die Zinkinsertion und die Cross-

Coupling Reaktion mit dem wenig polaren THF und dem polaren

DMF durch.”® ™ Die 'H-NMR-Daten der Experimente in THF H //\ o
R

weisen auf einen internen Komplex hin, wobei das Zink durch die \N \\<

. . . Zn-.
Carbonylgruppen chelatisiert wird (Schema 47). Dieser Komplex )\\ N0
erklért ferner die konfigurelle Stabilitit des Zinkorganyls. tBuO O |
Die 'H-NMR-Daten der Experimente in DMF weisen ebenfalls auf R=Me, Bn
einen internen Komplex hin, doch koordiniert nur die Estergruppe,

Schema 47

es liegt also kein Chelat vor. Die Koordination der Carbamat-

Carbonylgruppe mit Zink wird durch das DMF unterdriickt. Die Cross-Coupling-Experimente in beiden
Losungsmitteln fiihrten zu folgendem Ergebnis: Phenyliodid und monosubstituierte Aryliodide geben hdhere
Ausbeuten in DMF. Die Ausbeute in THF kann durch Erhohung der Reaktionstemperatur verbessert
werden. Ortho-substituierte Aryliodide zeigen in DMF signifikant bessere Ausbeuten in der Reaktion mit
dem Zinkorganyl als in THF. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Jungs oben angefiihrten Erfahrungen
iiber die 1-lod-4-benzoxy-3-phenylether.

Eine vergleichende Studie mit den sterisch anspruchsvolleren 2.,4,6-substituierten Pyridinen, die in THF

sehr gute Kupplungsergebnisse erzielen, kann ein interessantes Projekt darstellen.
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4.9.2 Zinkaktivierung

Speziell fiir den Einsatz von Zinkflittern ist eine Voraktivierung empfehlenswert, um die Zinkinsertion zu
beschleunigen. Durch Oxidation bildet sich eine passivierende Schicht an der Oberfliache, die moglichst zu
entfernen ist. Bewéhrt hat sich dreitéigiges Erhitzen des Metalls auf 250°C in einem Rohrenofen. Das Gefal3

wird darauf mit Argon gespiilt und das Zink stets unter Argon gelagert.

Vor der Zinkinsertion wird das Zink nach der Knochel-Methode,'*" dhnlich dem Einsatz von Sublimat oder
Iod bei der Grignard-Reaktion, mit 1,2-Dibromethan und Chlortrimethylsilan voraktiviert, 30 min in THF
geriihrt und dann erst das Boc-L-Ala(I)-OMe 64 hinzugegeben. Es hat sich bei 86 gezeigt, daB3 hier der

Einsatz von Chlortrimethylsilan die Ausbeute merklich herabsetzt.

Andere Autoren"® * empfehlen den Einsatz von Rieke™-Zink, eine hochaktivierte Form, die durch
Reduktion mit Natrium gewonnen wird. Es ist kiuflich'** und kann beinahe stochiometrisch eingesetzt wer-
den

(~ 1.0-1.5 eq). Dennoch zeigen die damit erzielten Ausbeuten keine entscheidende Verbesserung und es
besteht bei der Eigensynthese die Gefahr, da3 bei zu klein gewahltem Ansatz das Natrium nicht quantitativ
umgesetzt wird, so dafl Natriumriicksténde im Zink verbleiben. Diese vergiften den Palladiumkatalysator

sofort.

4.10 Verseifung der chiralen Liganden

Um das Syntheseziel zu erreichen, miissen die chiralen Liganden 85 und 86 verseift werden, um die
Carboxygruppe freizulegen. Dabei zeigte sich, dall eine selektive Verseifung des orthogonal geschiitzten
Triesters 86 mit Standardmethoden (NaOH/Dioxan/Wasser, LiI/Pyridinm,
Nal/TMSCI1'*, 0.05 M NaOH'*) nicht zu erzielen ist.

Daher sollte mit dem Benzyl-2(R)-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-3-
iodopropionat (Boc-L-Ala(I)-OBn) 64 der chirale Ligand 93 synthetisiert
werden, dessen Benzylgruppe sich hydrogenolytisch abspalten 148t. Diese

Reaktion schlug fehl, da nur die Edukte und Didehydroalaninbenzylester zu-

riickgewonnen werden konnte. Autoren, die mit Arylhalogeniden arbeiten,

beschreiben keine Probleme mit der Kupplung des (Boc-L-Ala()-OBn) 64. Schema 48
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Walker dagegen, der 2-, 3- und 4-Brompyridin mit (Boc-L-Ala(I)-OBn) umsetzt, erhélt entsprechende

: 136,k
Ergebnisse. ™

Er postuliert eine Zink-Chelatkontrolle durch die Carbonylgruppe des lodoalaninbenzyl- bzw. -methyl-
esters, die zu einer Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Umsetzung des Zinkorganyls des
Iodoalaninbenzylesters mit dem Elektrophil fiihrt. Daher werde ausschlieBlich Didehydroalaninbenzylester
gebildet.

Jacksons 'H-NMR-Studien zeigen aber eine analoge Chelatisierung des Zinks fiir den Iodoalaninbenzyl-

und den lodoalaninmethylester

Schema 47), so dafl Chelatkontrolle allein durch den lodoalaninester nicht ma3gebend sein kann. Es ist
daher zu untersuchen, in wieweit das Pyridin, das wie DMF ein guter Koligand ist, Einflu auf die

Chelatisierung des Zinks nimmt und welchen Einflul dem Benzylester dabei zukommt.

Die Verseifung von 85 erfolgt mit 88 - 90 %iger Ausbeute in einer 1 M Losung Dioxan und 10 % Wasser
mit 3 eq Natriumhydroxid (Schema 49).

NHBoc
= NHBoc
- O g
' O
OMe 3 eq NaOH
= . > OH
Dioxan, 10 % Wasser =
(@) NS (@]
X N 7 88-90 % 0 0
X =
NEt, NEt,
85 NEt, 24  NEt,
Schema 49

Nach der Hydrolyse wird das Rohprodukt 94 Amberlyst-Harz (strongly acid) hinzugegeben und fiir etwa
10 s neutralisiert. Das Amberlyst-Harz wird abfiltriert und das Filtrat mit Essigester extrahiert. Auf diese

Weise kann das Produkt sehr einfach und sehr rein gewonnen werden.
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S Experimente zur Charakterisierung der Liganden

Um die Qualitit der Liganden, d.h. ihre Affinitét gegeniiber Lanthaniden, die Bindungsstéirke zum Metall
und die Fluoreszenz des Metall-Ligand-Komplexes festzustellen, wurden spektroskopische Untersuchun-

gen und Messungen zur Bestimmung der Komplexkonstanten mit Lanthanidtriflaten durchgefiihrt.

5.1 "H-NMR-Experimente: Bestimmung der complexation site

Es ist bei polyfunktionellen Verbindungen wichtig festzustellen, wo der Ort der Komplexierung stattfindet,
d.h. die complexation side bestimmen. So konnen kleine und dadurch sterisch weniger fixierte Molekiile
mit funktionellen ®-Donor Gruppen (z. B.Amino-, Hydroxygruppen) diese dem Metall intramolekular oder
intermolekular als Liganden zur Verfiigung stellen und sich damit an dem Pyridinchelat-Komplex beteiligen
oder im Extremfall das Metall aus dem Pyridinchelat-Komplex extrahieren. Der Pyridinligand wére dann

beziiglich des Metalls ein schlechter Chelator und fiir die Anwendung ungeeignet.

Der Ort der Komplexierung (complexation site) 1aBt sich durch sogenannte 'H-NMR-s#ifi-Experimente
bestimmen. Hierbei wird ein Molekiil 'H-NMR-spektroskopisch untersucht und dabei die Protonenver-
schiebung auf der Zeit- bzw. nach der Fourier-Transformation auf der Orts-Skala (ppm-Skala) vermessen.
Wird ein Metallsalz (i.a. EuFOD;) hinzugegeben, so findet eine Verschiebung der Protonen in Abhéngig-
keit vom Ort der Metallkomplexierung statt, d.h. je ndher sich das Proton an dem Metall befindet, desto

starker wird es auf der ppm-Skala verschoben.

Urséchlich dafiir ist eine verminderte Abschirmung des Protons durch das paramagnetische Lanthanid-lon.
Durch die Komplexbindungs- bzw. Kontaktwechselwirkung wird im Komplex Spindichte des ungepaarten

Elektrons auf den Liganden tibertragen.

Fiir diese Experimente wurden drei Pseudopeptide (95, 96, 97) mit HBTU in Acetonitril synthetisiert

Q R
OH
6) = N

o) —

R

HBTU N \\u‘kfo
\ > A\
\ // a) H,N-Phe-OMe HCI

b) H,N-Tyr-OMe HCI o) R
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—R_NMez R 95 R=OEt; 92%; R'=H (a)

74 R=OEt 96 R=NMe,; 95%; R'=H (a) L.
97 R=NEt,; 68%; R'=OH (b)
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(Schema 50). Aus den drei Pseudopeptiden (95, 96, 97) und der Vergleichssubstanz 71 wurden jeweils vier
Proben erstellt, wobei die erste als Referenz 0 eq, die zweite 0.1 eq, die dritte 1 eq und die letzte 2 eq Euro-
piumnitrat enthielt. Die Proben wurden in deuteriertem Acetonitril gelost (35-45 pwmol Ligand) und das

Eu(NO;);x 6H,0 vorher dreimal in Deuterium geldst und eingeengt, um das Kristallwasser auszutauschen.

Ergebnisse fiir 95

Schema 51 zeigt Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren des
Pseudopeptids 95 . Dargestellt sind aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit nur der Signal-shift der Pyridinprotonen (4), der Ethy-
len- (5) und der der Estergruppen. Die Spektren sind iibereinan-
der mit steigender Konzentration des Europiumsalzes

angeordnet.

Die Spektren zeigen mit steigender Europiumkonzentration eine

zunehmende Verbreiterung der Signale. Die Pyridin- (4) und die

Ethylenprotonen (5) werden weniger abgeschirmt und damit in Richtung hoherer ppm-Werte verschoben,
wihrend die Methylprotonen (6) in Richtung niedriger ppm-Werte shiften. Dabei deutet sich bei den Pyri-
dinprotonen (4) das Erreichen eines Maximums an. Da sich die {ibrigen Signale bis 1.6 eq kaum verdndern
(vgl. Tabelle 1) wird das Europium in diesem Bereich bevorzugt durch das Pybox-System chelatisiert. Ab
2.3 eq wird das Amid-Proton deutlich Tieffeld verschoben, da keine freien Liganden mehr fiir die Chelati-

sierung zur Verfligung stehen.

A o @ (©)
_ N

-

J‘”” (b) (b) 6
4 5 “‘ AR R R RN RN N R
LEARA R R RN R R R R R R R R R RN R R AR R R RN AR R R R a T T T \\\\\\\\l\\\\ TTTT a
110 05 ea e " @ 6.0 56 52 48 4.4 4.0() e 152 136 120
(ppm)
Schema 51

Alle Proben in MeCN-D;, 200 MHz (a) 95, (b) + 0.12 eq Eu(NOs);, (c) + 1.2 eq Eu(NOs);, (d) + 1.6 eq
Eu(NOs)s;, (e) + 2.3 eq Eu(NOs3)s.
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Ergebnisse fiir 76

Schema 52 zeigt das vollstindige Spektrum des Liganden 76; ausge-
schnitten wurde lediglich der Bereich des Losemittelsignals. Auffallig
ist hier, dafl die Pyridinprotonen (4) im Gegensatz zum Experiment
mit 95 nicht mehr sichtbar sind. Die groBte Verschiebung erfahren die
Ethylen- (5) und Methylprotonen (6) der Amidgruppen des Pyridins,

die Protonen (2) und (3) shiften kaum. Wie zu erwarten war, wird das

Séureproton durch das Metall verdréngt, weshalb es in den Spektren

(b) - (d) nicht mehr sichtbar ist.

Die Spektren zeigen, da3 auch dieser Ligand das Europium chelatisiert.

k (d)

JL () — o~ M

N Mok oo bl

8076726864605652484440363228 1.80 1.60 1.40 1.20 1.00 0.80

(ppm)

Schema 52
Alle Proben in MeCN-D;, 200 MHz (a) 76, (b) + 0.12 eq Eu(NO;);, (c) + 1.2 eq Eu(NOs)s,
(d) + 2.3 eq Eu(NO»)s.
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Ergebnisse fiir 96

Auch an diesem Beispiel zeigt sich die Chelatisierung durch
das Pybox-System. Die Ethylenprotonen (5, 7) werden
Tieffeld verschoben, die Methylprotonen (6, 8) wandern in
Richtung kleinerer ppm-Werte. Die Pyridinprotonen (4)

verschieben sich dagegen nicht.

e M

4 3'-5 6 7 5 32 8 6
8.0 7.2 6.4 5.6 4.8 4.0 3.2 1.40  1.00  0.60
(ppm)
Schema 53

Alle Proben in MeCN-D;, 200 MHz (a) 96 (b) + 0.12 eq Eu(NOs);, (¢) + 1.2 eq Eu(NOs)s,
(d) + 2.3 eq Eu(NO»)s.
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Ergebnisse fiir 97

Die Ergebnisse der 'H-NMR-shifi-Experimente entsprechen
den Ergebnissen von 96. Die Ethylenprotonen (5, 7) werden
deutlich Tieffeld verschoben, wéhrend die Methylgruppen
(6, 8) in Richtung Hochfeld wandern. Die Signale der Protonen
des 4-Hydroxy-L-Phenylalaninmethylesterrestes werden deut-

lich unschérfer, doch kaum verschoben. Ebenso die Pyridin-

protonen (4), die im Gegensatz zum Experiment mit 76 sicht-

bar bleiben.

6 | 8
4 5 4" 1+3° 1’ 5 73+2
T ‘ M()MMM
80 72 64 56 48 40 3.2 24 1.60 1.20 0.80
(ppm)
Schema 54

Alle Proben in MeCN-D;, 200 MHz (a) 97, (b) + 0.1 eq Eu(NOs);, (¢) + 1.1 eq Eu(NO3)s,
(d) + 2.2 eq Eu(NO»)s.

Seite 44



Experimente zur Charakterisierung der Liganden

5.1.1 Tabellarische Ausfiihrung der "H-NMR-shift-Experimente

Negative Werte beschreiben eine Hochfeldverschiebung, positive Werte eine Tieffeldverschiebung

der Protonen. ns bedeutet, daB die entsprechenden Protonen im 'H-NMR-shift-Spektrum nicht sichtbar

sind.
(0.12eq Eu) (1.2eq Eu) (1.6 eq Eu) (2.3 eq Eu)
H(l) -0.13 -0.80 -1.14 -1.24
H(2) 0 0 0 0
OEt 0
H(@3),H(2) 0 0 0 0
H(4) 0 1.70 1.93 1.85
H(5) 0 0.25 0.54 1.20 o
H 0 0.1 -0.35 0.45 5 4
® N
H(l) 0 0.18 0.52 1.17
H(3)-H(5') -0.15 -0.20 -0.25 -0.30
H(6) 0 0 0 0

Tabelle 1

(0.12eq Eu) (1.2 eq Eu) (2.3 eq Eu)
H(l) ns ns ns
H(2) 0.40 0.50 0.10
H(3) 0.35 0.25 0
H4) ns ns ns
H(5) 0.50 0.25 0
H(6) 0.10 -0.10 -0.20
H(7) 2.05 2.20 3.20
H() 0.90 2.10 2.05
Tabelle 2
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(0.01 eq Eu) (1.1 eq Eu) (2.1eq Eu)

H(l) 0 -0.30 -0.40
H2) 0 -0.40 -0.40
H@3),H(2) 0 0 0
H4) 0 0 0
H(5) 0.20 0.30 2.00
H(6) 0.20 0.30 0.15
H(7) 0 -0.10 -0.10
H() 0 -0.10 -0.20
H(I) 0 0.50 0.50
H(3)-H(5) 0 0 0
H(6) 0 0.1 0.1
Tabelle 3
(0.2 eq Eu) (1.1 eq Eu) (2.2 eq Eu)
H(l) -0.20 -0.55 -0.60
H(2) -0.20 -0.30 -0.70
H(3) 0 0 0
H4) 0 0 0
H(5) 0.20 0:75 2.00
H(6) 0.25 0.10 -0.30
H(I’) 0.10 0.50 0.50
H(2) 0 0 0
H(3) -0.50 0 0
H4) -0.50 0 0
H(5) ns ns ns
H(6) -0.10 0 0
Tabelle 4
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5.2 UV-Absorptionsspektren

Um den UV-Absorptionsbereich der Liganden zu bestimmen, wurden UV-spektrometrische Untersuchun-
gen mit den Liganden 95 und 71 durchgefiihrt. Aus technischen Griinden konnten die iibrigen Liganden
nicht vermessen werden. Es wurden jeweils sechs 0.01 M Losungen in Acetonitril angesetzt mit
a) dem Liganden, b) Eu(NO;); x 6H,0, c) Ligand mit 0.5eq Eu(NOs);x 6H,0, d) Ligand mit 1eq Eu(NO;);
x 6H,0, e) Ligand mit 2eq Eu(NO3); x 6H,0 und f) Ligand mit 3eq Eu(NOs);x 6H,0.

UV-Spektren von 95

Intensitat

0,6 1

0,4 -

0,2 4

0,0 4

-0,2 T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Wellenldnge [nm]

—— (1) Ligand
—— (2) 0.5eqEu

(3) 1.0 eq Eu
—— (4) 2.0eqEu
—— (5) 3.0eqEu
- - - - (6) Eu(Ill)

Schema 55

Das Absorptionsspektrum von 95 (Schema 55) zeigt im Bereich von 220 - 260 nm eine Zunahme
der Extinktion, die auf eine Komplexierung des Europiums durch den Liganden zuriickzufiihren
ist. Ab zwei Aquivalenten Europium #ndert sich die Stdchiometrie des Komplexes und es ist eine
signifikante Anderung der UV-Absorption mit einem Absorptionsmaximum bei 240 nm erkenn-

bar.
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UV-Spektren von 71

Intensitét

-0,2 A

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Wellenlénge [nm]
—— (1) Ligand

—— (2) 0.5eqEu

(3) 1.0eqEu

—— (4) 2.0eqEu

—— (5) 3.0eqEu
- (6) Eu(lll)

Schema 56

Die Europiumkomplexe absorbieren im charakteristischen Bereich des freien Liganden und die Intensitét

nimmt kontinuierlich ab. Der Ligand 71 ist damit im Vergleich zu 95 der bessere Ligand fiir Eu(III).
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5.3 Messung der Bindungskonstanten

In einer Kooperation mit Prof. Dr. C. Piguet, Institut fiir Anorganische, Analytische und Angewandte
Chemie der Universitdt Genf, wurden die Bindungskonstanten der Liganden 74, 85 und 98 gegeniiber den
Lanthaniden La, Eu und Lu mit der spektroskopischen Titrationsmethode gemessen. Hierbei werden paral-
lel zur Titration UV-Spektren aufgenommen, wobei die Anderung des Absorptionsbereiches die Bildung
einer neuen Komplexspezie anzeigt. Die Messungen wurden bei 298 K mit einem inerten Elektrolyten

(Et4NClOy) in einer 0.1 M Acetonitrillosung durchgefiihrt.

[La@)P" K,
[LoL),]*" K,
[LnL); P Ky

Ln3* +L
[Ln(L)P* +L
[Ln(L),]*" +L

(Y

Metall | Gegenanion logK; logK, IlogK;
98 La(lll) | CF;SO;y 7.4 7.4 6.2
Eu(III) CF5S05 8.3 7.0 7.0
Lu(III) CF5S05 8.1 7.1 7.7
Metall | Gegenanion logK; logK, logK;
La(IIT) CF;SO5 7.4 6.0 5.0
Eu(III) CF5S05 8.2 6.3 53
Lu(III) CF5S05 8.7 6.6 5.0
Metall | Gegenanion logK;, logK, logK;
5 La(III) CF;SO5 7.4 6.5 5.1
Eu(III) CF;SO5 8.2 6.4 5.1
Lu(III) CF5S05 8.7 6.5 53
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Fazit und Ausblick

Fazit

Die 'H-NMR-shifi-Experimente und die UV-spektroskopischen Untersuchungen zeigen, daB die in dieser
Arbeit vorgestellten Pyridin-bis-2,6-(diethyl)-amide mit Europium gute Komplexbildner sind. Die Absorp-
tionsspektren zeigen das typische Absorptionsintervall der fluoreszierenden Lanthanid-Pybox-Chelate. Der
Ligand 85 wird von Piguet und Biinzli im Rahmen des Projektes ,,Helikale Lanthanidkomplexe® unter-

146
sucht.

Ausblick

Das vorgestellte Synthesekonzept erlaubt die Darstellung einer Vielzahl an symmetrischen und unsymme-
trischen Pybox-Systemen, die terminal oder intern mit z. B. Peptiden oder Proteinen verkniipft werden kon-
nen. Eine neue Applikation stellt die heterogene Katalyse dar, wobei die Liganden an die Festphase gebun-

den werden und nach der Reaktion durch Filtration leicht abtrennbar sind.
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6 Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen

IH-NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern WP 80, WP 200 SY und AM 400 der Firma Bruker

erstellt. Als interner Standard diente bei den Messungen Tetramethylsilan, das Losungsmittel wird jeweils
angegeben. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm, Kopplungskonstanten J in Hertz angegeben. Fiir
Signalmultiplizititen werden folgende Abkiirzungen verwendet : s = Singulett, d = Doublett, t = Triplett, q

= Quartett, m = Multiplett, b = breites Signal und Kombinationen der Bezeichnungen.

Zur besseren Zuordnung der Signale folgt die Bezifferung der Molekiile nicht immer der [IUPAC- Nomen-
klatur.

13 C-NMR-Spektren wurden mit dem Spektrometer WP 200 SY (50.3 MHz) und AM 400 (100 MHz) der

Firma Bruker im APT-MeBverfahren gemessen. Das jeweilige Losungsmittel wird angegeben. Als interner
Standard diente Trimethylsilan. Die Singulettmultiplizitéten werden mit "+" fiir Doublett oder Quartett oder
"-" fiir Singulett oder Triplett beschrieben (APT-Spektrum, im Falle des WP 200 SY).

Zur besseren Zuordnung der Signale folgt die Bezifferung der Molekiile auch hier nicht immer der [UPAC-

Nomenklatur.

Infrarot-Spektren wurden mit dem FT-IR-Spektrometer 1710 der Firma Perkin-Elmer gemessen. Die Auf-

nahmetechnik wird jeweils benannt, die Wellenzahlen charakteristischer Banden werden in cm! angegeben.

Es gelten folgende Abkiirzungen : s = stark, m = mittel, w = schwach, b = breit.

Massenspektren wurden mit dem Spektrometer MAT 312 der Firma Finnigan mit einem lonisierungspo-
tential von 70 eV aufgenommen. Neben den Meftemperaturen werden die Massenpeaks mit der jeweils auf

den Basispeak bezogenen Intensitét angegeben.
Schmelzpunkte sind mittels einer Biichi-Apparatur bestimmt worden und nicht korrigiert.

Priparative Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma Baker (0.04 - 0.06 mm Korndurch-

messer) und Aluminiumoxid fiir die Chromatographie der Firma Fluka (5016 blank A blank basisch) unter
leichtem Uberdruck durchgefiihrt.

Analytische Diinnschichtchromatographie wurde mit Fertigfolien 60F-254 der Firma Merck (Schichtdicke

0.25 mm) durchgefiihrt. Die Indikation erfolgte mit UV-Licht, Kaliumpermanganat-, Vanillin-, Cer- und
Ninhydrin-Tauchreagentien.

Losungsmittel wurden destilliert und gegebenenfalls absolutiert.
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Methyl-2(R)-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-3-iodopropionat (Boc-L-Ala(I)-OMe)

2.3 g (10.5 mmol) Methyl-2(R)-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-3-hydroxypropionat (Boc-L-Ser-OMe), 3.60
g (13.7 mmol) Triphenylphosphin und 0.97g (14.1 mmol) Imidazol werden bei 0°C in 10.3 ml Acetonitril
und 17.1 ml Diethylether vorgelegt. Hierzu gibt man langsam 3.81 g (15.02 mmol) Iod und 14t iber Nacht
unter Rithren auf RT kommen. Die Losung wird mit 200 ml Diethylether verdiinnt, mit Eis versetzt und
jeweils 3x mit gesittigter Na,SO; und gesittigter CuSO4-4H,O (Kupfervitriol) ausgeschiittelt. Ist alles lod
reduziert, wird die organische Phase von der walrigen abgetrennt, mit geséattigter NaCl-Losung vorge-
trocknet und iiber NaSO, getrocknet. Der Diethylether wird langsam evaporiert, wobei das Triphenylphos-
phin ausfillt. Dieses wird abfiltriert, der Riickstand mit wenig kaltem Diethylether gewaschen. Durch fort-
gesetztes Evaporieren und Abfiltrieren kann das Triphenylphosphin nahezu quantitativ abgetrennt werden
(Diinnschichtchromatographische Kontrolle mit Kaliumpermanganat). Nachdem der Diethylether vollstan-
dig abgetrennt wurde, wird durch schérferes Evaporieren das Acetonitril abgetrennt, bis ein gelbes Ol zu-

rlickbleibt. Dieses wird sdulenchromatographisch (EE:PE 1:5) gereinigt. Das Produkt ist ein weil3er,

wachsartiger Feststoff.
Ausbeute: 63 %
Summenformel: CoHcINO,

Molekulargewicht: 329.1366
Schmelzpunkt: 59°C
[o]*'p = -4° (Methanol)
"H-NMR (400 MHz, CDCL):
1.50 (s, 9H), 3.58 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 4.55 (dd, 3.9 Hz, 1H), 5.36 (bd, 6.8Hz, 1H)
BC-NMR (100 MHz, CDCl;):

8.0 (+, ICH,), 28.2 (-, CHs)s), 31.0 (-, CN), 53.0 (-, CH;0), 80.0 (+, C-(Me)s), 155 (+, Urethan),
170 (+, COO)

IR: 3432, 2982, 2930, 1744, 1704, 1496

MS: M’ 329 (3.69%), 146 (100%)
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Benzyl 2(R)-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-3-iodopropionat (Boc-L-Ala(I)-OBn)

2 g (11.9 mmol) N-Boc-L-Serin werden in 14 ml DCM gelost. Hierzu gibt man 3 g (12.95 mmol) OBn-
N,N’-Diisopropylisoharnstoff und 148t 12 h unter Riickfluf3 erhitzen. Dann werden emeut 3 g (12.95 mmol)
O-bn-N,N’-Diisopropylisoharnstoff hinzugegeben und fiir weitere 24 h riickflussiert. Nach dem Abkiihlen
wird der ausgefallene Diisopropylharnstoff abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Sdulenchromatographische
Reinigung mit PE:EE (20:1) ergibt 2.62 g (96 %) Benzyl-2(R)-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-3-
hydroxypropionat (Boc-L-Ser-OBn). Dieses wird wie oben beschrieben iodiert.

Ausbeute: 65 % (2 Stufen)
Summenformel: Ci5sHyINO,
Molekulargewicht: 405.2354
Schmelzpunkt: 79°C
Elementaranalyse:
berechnet : C=445% H=5.0% N=3.4%
gemessen : C=44.59 % H=4.89 % N=3.42%
[a]*'p = -18° (CHCl5)
"H-NMR (400 MHZ, CDCl):
1.45 (s, 9H), 3.58 (m, 2H), 4.55 (dd, 4.0 Hz, 1H), 5.24 (m, 2H), 5.38 (bd, 7.3 Hz, 1H),
7.35 (m, 5H)
BC-NMR (100 MHz, CDCl;):

7.79 (+, ICHy), 28.26 (-, CH3)3), 53.6 (-, C-N), 68.01 (+, CH»-Bn), 80.43 (+, C-(Me);), 128.60 (-,
C-H aromatisch), 134.81 (+, Cq aromatisch), 154.80 (+, Urethan), 169.43 (+, COO)

IR: 3432, 3000, 2980, 2932, 1744, 1708, 1496, 1456, 1368, 1340, 1160

MS: M 405 (2.21%), 91 (100%)
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Chelidamsdure
OH
1
X2
(@) — (0]
N"3°F,
OH OH

0.79 g (34.2 mmol) Natrium werden in 10 ml absolutem Ethanol gelost. Die Losung wird auf 60°C er-
warmt und 50% der Losung in einen weiteren Kolben mit KPG-Riihrer iiberfiihrt. Hierzu werden 1.2 ml
(0.95 g, 16.3 mmol) Aceton und 2.3 ml (2.5 g, 17.1 mmol) Oxalsdurediethylester gegeben. Sobald die Lo-
sung triib wird, werden die restliche, angewirmte Natriumethanolat-Losung und weitere 2.3 ml (2.5 g, 17.1
mmol) Oxalséurediethylester hinzugegeben. Die Losung nimmt nun eine hell gelbe Farbe an und ist hoch-
viskos. Man 146t 40 min rithren und evaporiert das Gemisch bis zur Trockene ein. Es resultiert ein staubi-
ger, brauner Feststoff, der in ein Becherglas umgefiillt und zuerst mit Eis, dann mit 5 ml konzentrierter
Salzsdure versetzt wird. Das Gemisch wird geriihrt, bis sich eine homogene gelbe Masse bildet, und fil-
triert sie mit einem Biichner-Trichter ab. Der so erhaltene gelbe Feststoff wird 20 h mit 5 ml konzentrierter
Salzsdure riickflussiert. Die auf diese Weise als Rohprodukt vorliegende Chelidonséure wird abgenutscht
und mit kaltem Wasser gewaschen, bis ein homogenes grau-braunes Pulver vorliegt. Diese wird 24 h mit
10 ml konzentriertem Ammoniak riickflussiert (Ballontechnik). Der iiberschiissige Ammoniak wird vor-
sichtig mit halbkonzentrierter Salzsdure neutralisiert und der Riickstand abgenutscht. Dieser wird aus hei-

Bem Wasser umkristallisiert. Das Produkt liegt als gelbliches Pulver vor.

Ausbeute: 58-70 %
Summenformel: C,HsNOs
Molekulargewicht: 183.1216
Schmelzpunkt: 265-267°C
'"H-NMR (400 MHZ, DMSO-d6):
5.5-10.0 (bs), 7.55 (s)
BC-NMR (100 MHz, DMSO-d6):
116.50 (-, C2), 150.88 (+, C1), 166.99 (+, C3), 168.30 (+, C4)
IR: 3606, 3446, 3293, 3119, 2876, 2708, 2541, 1731, 1615, 1472, 1131

MS: M’ 183 (1.71%)
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4-Bromo-pyridin-2,6-dicarboxylsdiiurediethylester

In einem 100 ml 2-Halskolben mit RiickfluBkiihler werden 3.7 ml (72.36 mmol ) Brom in 24 ml PE vorge-
legt. Hierzu gibt man langsam unter Eiskiihlung 3.62 ml (87.02 mmol) Phosportribromid und 148t bei RT
rithren, bis eine gelbe Suspension entsteht (ca. 5 min). Das PE wird iiber dem RiickfluBkiihler abgezogen,
bis ein gelber Feststoff zuriickbleibt. Hierzu werden 4.4 g (24.04 mmol) Chelidamséure gegeben und fiir
2.5 h unter Rithren auf 75 °C erhitzt. Man 146t auf RT kommen und filtriert das entstandene Tribromid
vorsichtig mit 60 ml trockenem Chloroform in einen 250 ml Kolben ab. Unter ausreichender Eiskiihlung
werden 100 ml (1.7 mol) Ethanol hinzu getropft (stark exotherme Reaktion!). Nach der Ethanolzugabe 143t
man iiber Nacht bei RT rithren. Die Chloroformphase wird auf "4 des Ausgangsvolumens evaporiert und
mit eisgekiihltem Wasser versetzt, bis sich ein weiler Niederschlag bildet. Dieser wird abgenutscht, das
Filtrat mit EE extrahiert. Die EE-Phase wird iiber NaSO, getrocknet und eingeengt, der Produktnieder-

schlag im Exicator getrocknet. AbschlieBend wird beides vereinigt und aus Ethanol auskristallisiert.

Ausbeute: 70 %
Summenformel: C1H;;BrNO4
Molekulargewicht: 302.1266
Schmelzpunkt: 94-96°C
"H-NMR (400 MHZ, CDCl):
1.46 (dt, 0,7 Hz, 7,2 Hz, 6H), 4.50 (dq, 0,7 Hz, 7,2 Hz, 4H), 8.27 (s, 1H), 8.43 (s, 1H)
BC-NMR (100 MHZ, CDCL):

14.20 (-, C-8), 62.73 (+, C-7), 128.10 (-, C-2), 131.10 (-, C-4), 146.60 (+, C-3), 149.52 (+, C-1),
149.85 (+, C-5), 163.54 (+, C-6)

IR: 3020, 1720, 1460, 1335

MS: M+ 302 (3.8 %)
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4-Bromo-2,6-bis-(hydoxymethylen)-pyridin

Br
3
2 X\ 4
=
7071 N" 56
HO OH

248 mg (0.821 mmol) 4-Bromo-pyridin-2,6-dicarboxylsdurediethylester werden 10.3 ml absolutem Ethanol
vorgelegt. Hierzu gibt man in kleinen Portionen innerhalb von 0.5 h 139.7 mg (3.70 mmol) NaBH, und 1463t
2 h bei RT rithren. Darauf wird 24 h unter Riickflu} erhitzt. Das Gemisch 146t man auf RT abkiihlen und
evaporiert das Ethanol. Der weifle Riickstand wird mit 1.3 ml geséttigter Na,CO;-Lésung versetzt und fiir
2 min aufgekocht. Dann werden 2 ml Wasser hinzugegeben, woraus das Rohprodukt {iber Nacht bei 0°C
kristallisiert. Der Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat mit DCM extrahiert. Der so gewonnene wei-
Be Feststoff wird 24 h mit Aceton mittels einer Soxlett-Apparatur extrahiert. Das Produkt kristallisiert

wihrend der Extraktion aus und kann abfiltriert werden.

Ausbeute: 50-65 %
Summenformel: C;HsBrNO,
Molekulargewicht: 218.0513
Schmelzpunkt: 162-164°C
"H-NMR (400, DMSO):
4.53 (d, 5.5 Hz, 4H), 5.55 (t, 5.5 Hz, 3H), 7.5 (s, 2H)
BC-NMR (100, DMSO):
66.5 (-, C-6, C-7), 124.8 (+, C-2, C-4), 136.5 (+, C-3), 166.5 (+, C-1, C-5)
IR: 3604, 3512, 3392, 3068, 2924, 2856, 1692, 1604, 1572

MS: 218 (96.98 %), 216 (100 %)
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4-Bromo-2,6-bis-(N,N-dimethylaminomethylen)-pyridin

80 mg (0.37 mmol) 4-Bromo-2,6-bis-(hydroxymethylen)-pyridin werden in 2.3 ml trockenem Chloroform
vorgelegt. Hierzu gibt man 0.052 ml (149.05 mg, 0.55 mmol) Phosphortribromid in 1.3 ml Chloroform und
erhitzt 8 h unter Riickflu3. Hierauf 146t man auf RT abkiihlen, gibt 10 ml Chloroform hinzu und neutrali-
siert das Gemisch mit geséttigter NaHCOs-Losung. Die organische Phase wird abgetrennt und die wéalrige
Phase sechsmal mit 5 ml CHCI; extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, mit geséttigter NaCl-
Losung gewaschen und iiber NaSQO, getrocknet. Das Losungsmittel wird evaporiert und das 4-Brom-2,6-

bis-bromethyl-pyridin aus DCM/Hexan umkristallisiert (Ausbeute: 75-88 %).

Eine Losung aus 173.8 mg (1.26 mmol) K,COs;, 2 ml Acetonitril und 0.2 ml CHCl; werden auf 0°C ge-
kiihlt und 156.5 (1.74 mmol) N,N-Dimethyl-ammoniumchlorid hinzugegeben. Ist alles geldst, gibt man 98
mg (0.286 mmol) 4-Brom-2,6-bis-bromethyl-pyridin hinzu und 146t {iber Nacht auf RT kommen. Die Lo-
sung wird filtriert und das Filtrat mit Chloroform extrahiert. Nachdem das Losungsmittel evaporiert wurde,

kristallisiert man das Produkt aus Ethanol aus (etwa 3 Tage).

Ausbeute: 80-94 %
Summenformel: C11HisBrN;
Molekulargewicht: 272.1902
Schmelzpunkt: 40-45 °C
'"H-NMR (400 MHZ,CD;OD):
2.3 (s, 12H), 3.6 (s, 4H), 7.52 (s, 2H)
BC-NMR (100 MHZ, CD;0OD):
35.95 (-, C-5), 62.89 (+, C-4), 128.27 (+C-2), 132.65 (+, C-1), 136.83 (+C-3)
IR: 2924, 2856, 2780, 1564, 1456

MS:  M'228/230 (23%, M -NMe,)
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2,6-Bis-(benzyloxy-methyl)-4-bromo-pyridin
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500 mg (2.3 mmol) 4-Bromo-2,6-bis-(hydoxymethylen)-pyridin werden in 4 ml THF vorgelegt und 112.3
mg (4.67 mmol) Natriumhydrid hinzugegeben. Hierauf tritt eine heftige Reaktion mit Warmeentwicklung
ein. Ist diese abgeschlossen, wird 8.5 mg (0.0023 mmol) BnyNI und 0.55 ml (4.64 mmol) Benzylbromid
hinzugegeben. Die Losung erhitzt man 4 h unter Riickfluf}. Hierauf 146t man die Temperatur auf RT
kommen, evaporiert das Solvens und gibt 5 ml 0.5 N NaOH Ldsung hinzu. Das Rohprodukt wird mit
DCM extrahiert und sdulenchromatographisch gereinigt (PE:EE 10:1)

Ausbeute: 72 %
Summenformel: C11H0BrNO,
Molekulargewicht: 398.3031
Schmelzpunkt: 110-115°C
'"H-NMR (200, CDCI3):
4.67 (s, 4H), 4.70 (s, 4H), 7.39 (m, 10H), 7.63 (s, 2H)
BC-NMR (50, CDCI3):

75.55 (+, C-4), 76.2 (+, C-5), 122.4 (+, C-1), 127.8 (-, C-9), 128.3 (-, C-7), 129.4 (-, C-8), 130.6
(-, C-2), 138.4 (+, C-6), 140.2 (+, C-3)

IR: 3088, 3064, 3008, 2960, 2924, 2860, 1568, 1112, 908

MS: 398 (M+, 2.79 %)
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Bromo-pyridin-2,6-dicarboxylsdiure-bis-diethylamid

Br
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X 2

o A3 0
N 4
N N

In einem 25 ml 2-Halskolben mit RiickfluBkiihler werden 0.131 ml (2.57 mmol ) Brom in 1 ml PE vorge-
legt. Hierzu gibt man langsam unter Eiskiihlung 0.29 ml (3.09 mmol) Phosportribromid und 148t bei RT
rithren, bis eine gelbe Suspension entsteht (ca. 5 min). Das PE wird iiber dem RiickfluBkiihler abgezogen,
bis ein gelber Feststoff zurlickbleibt. Hierzu werden 156 mg (0.852 mmol) Chelidamséure gegeben und fiir
2.5 h unter Rithren auf 75 °C erhitzt. Man 146t auf RT kommen und filtriert das entstandene Tribromid
vorsichtig mit 15 ml trockenem Chloroform in einen 100 ml Kolben ab. Unter ausreichender Eiskiihlung
werden 4 ml (39.25 mmol) Diethylamin hinzu getropft (stark exotherme Reaktion!). Das sich dabei bilden-
de und die Reaktionskontrolle erschwerende Ammoniumbromid 146t sich mit Luft ableiten. Ist alles Die-
thylamin hinzu getropft, 148t man 1 h riihren und dabei auf RT kommen. Die Chloroformphase wird evapo-
riert, dabei ausfallendes Ammoniumbromid wird abfiltriert. Die resultierende Fliissigkeit wird mit EE auf-
genommen, mit NaHCO; neutralisiert und die wéiBirige Phase mit EE extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden iiber NaSO, getrocknet. Beim Evaporieren des EE fillt das Produkt aus, das abfil-
triert und mit Diethylether gewaschen wird. Restliches Produktgemisch kann sdulenchromatographisch

getrennt werden (EE:PE 1:2 — EE:PE 1:1). R;: 0.2 (EE:PE 1:1)
Ausbeute: 59 %

Summenformel: C,5H2,BrN;0,

Molekulargewicht: 356.2655

Schmelzpunkt: 92-94°C

Elementaranalyse:

berechnet : C =50.57 % H=6.22 % N =11.70 % (C,sH»N30,x1/3 H,O)

gemessen : C=50.287 % H =6.1562 % N =11.626 %
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'H-NMR (400 MHZ, CDCL):
1.17 (t, 7.2 Hz, 6H), 1.27 (t, 7.2 Hz, 6H), 3.34 (q, 7.2 Hz, 4H), 3.56 (q, 7.2 Hz, 4H)
7.81 2H, s)
3C-NMR (100 MHz, CDCL):
12.72 (-, C6a), 14.24 (-, C6b), 40.27 (+, C5a), 43.27 (+, C5b),
127.10 (-, C2), 134.53 (+, C3), 154.50 (+, C1), 166.70 (+, C4)
IR: 2996 (s), 2936 (m), 2876 (w), 1628 (s), 1564 (s), 1480 (m), 1460 (m), 1444 (m),

MS: 356 (M+, 6.59 %)
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4-(2-tert-Butoxycarbonyl-vinyl)-pyridin-2,6-dicarboxylsdiiurediethylester

/807770

(<]

Allgemeine Vorschrift fiir die Heckkupplung:

42.1 mg (0.222 mmol) Triphenylphosphin und 12.2 mg (0.0574 mmol) Palladiumacetat werden in 3.2 ml
N,N-Dimethylformamid vorgelegt und bei RT geriihrt bis sich eine homogene Losung bildet. 8 ml N,N-
Dimethylformamid, 0.457 ml (3.15 mmol) tert-Butylacrylat, 258.6 mg (3.15 mmol)) trockenes Natrium-
acetat und 883 mg (2.87 mmol) 4-Brom-pyridin-2,6-dicarbonyl-sidurediethylester werden hinzugegeben und
2 h bei 80°C geriihrt (DC-Kontrolle).

Das DMF wird evaporiert und das resultierende Ol in 20 ml Wasser aufgenommen, mit DCM extrahiert
und dieses abschlieBend mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Der DCM-Extrakt wird iiber NaSO,
getrocknet, das DCM evaporiert und das resultierende Ol siulenchromatographisch getrennt (EE/PE 1:5).

R¢: 0.2 (EE/PE 1:5)

Ausbeute: 68 %

Summenformel: C,sH23NOg

Molekulargewicht: 349.3871

Schmelzpunkt: 85-90°C

Elementaranalyse:

berechnet : C = 61.09 % H = 6.69 % N = 3.96 (C;sH,3NOsx1/4 H,0)

gemessen : C=61.061 % H =6.601 % N = 3.8243 %
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"H-NMR (400, CDCl,):
1.49 (t, 7 Hz, 6H), 1.57 (s, 9H), 4.51 (q, 7 Hz, 4H), 6.72 (d, 16 Hz, 1H), 7.61 (d, 16 Hz, 1H),
8.35 (s, 2H)

BC-NMR (100, CDCL):

14.31 (-, C-9), 28.20 (-, C-2"), 62.59 (+, C-8), 81.76 (+, C-1"), 125.74 (-, C-2), 127.13 (-, C-5),
138.83 (-, C-3), 144.91 (+, C-4), 149.62 (+, C-6), 164.44 (+, C-1), 164.76 (+, C-7)

IR: 2984 (m), 2936 (m), 1716 (s), 1368 (s), 1300 (m), 1248 (s)

MS: 349 (M+, 1.01%), 277 (100%)
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4-(2-iso-Propoxycarbonyl-vinyl)-pyridin-2,6-dicarboxylsdiiurediethylester
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Ausbeute: 92 %

Summenformel: C1sH23NOg

Molekulargewicht: 349.3871

Schmelzpunkt: 90-95°C

Elementaranalyse:

berechnet : C = 60.83 % H = 6.71 % N = 3.94 % (C,3H23NO¢x1/3 H,O)
gemessen : C = 60.600 % H = 6.5273 % N = 3.9847

"H-NMR (400 MHZ, CDCl):

1.0 (d, 6 Hz, 6H), 1.5 (t, 7.6 Hz, 6H), 2.1 (m, 1H), 4.1 (d, 6Hz, 2H), 4.5 (q, 7.6 Hz, 4H), 6.8 (d,
16 Hz, 1H), 7.7 (d, 16 Hz, 1H), 8.36 (s, 2H)

3C-NMR (100 MHZ, CDCL):
14.24 (-, C-9), 19.28 (-, C-3"), 27.79 (-, C-2"), 62.56 (+, C-8), 70.11 (+, C-17), 125.12 (-, C-2),
125.72 (-, C-5), 139.78 (-, C-3), 144.58 (+, C-4), 149.63 (+, C-6), 164.36 (+, C-1),
165.56 (+,C-7)

IR: 3000, 2876, 1720, 1252, 1184

MS: 349 M+, 2.7 %), 277 (100 %)

Seite 63



Experimenteller Teil

3-12,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-acrylsiure-tert-butylester
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R¢: 0.3 (EE/PE 2:1)

Ausbeute: 70 %

Summenformel: Cx»H;33N304

Molekulargewicht: 403.5260

Schmelzpunkt: 112-125°C

Elementaranalyse:

berechnet : C =65.48 % H=8.24 % N =10.41 %

gemessen : C=65.273% H=28.22 % N =10.362 %

'"H-NMR (400 MHZ, CDCl;) :
1.18 (t, 7.2 Hz, 6H), 1.31 (t, 7.2 Hz, 6H), 1.58 (s, 9H), 3.37 (q, 7.2 Hz, 4H),
3.59(q, 7.2 Hz, 4H), 6.62 (d, 16 Hz, 1H), 7,52 (d, 16 Hz, 1H), 7.71 (s, 2H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl;):

12.73 (-, C9a), 14.23 (-, C9b), 28.15 (-, C2"), 40.20 (+, C8a), 43.24 (+, C8b), 81.38 (+, C1"),
121.72 (-, C-2), 126.06 (-, C-5), 139,43 (-, C-3), 144.24 (+, C4), 154.44 (+, C6), 164.90 (+, C1),
167.62 (+, C7)

IR: 2980 (s), 2936 (m), 2876 (W), 1708 (s), 1628 (s), 1596 (m), 1484 (m), 1460 (m)

MS:  403.9 (M+, 21.87%), 333 (85.51%) -71 (C4sHgN)
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3-12,6-Bis-(benzyloxy-methy)-pyridin-4-yl]-acrylsiiure-ter-butyl ester

12
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Rs: 0.55 (EE/PE 1:1)
Ausbeute: 81 %
Summenformel: CysH31NO,

Molekulargewicht: 445.5636

Schmelzpunkt: 112-115 °C

Elementaranalyse:

berechnet : C = 74.28 % H = 7.08 % N = 3.09 % (Cx3H3:NO4x2/7 H,O)

gemessen : C =74.252 % H=6.9172 % N =2.924 %

"H-NMR (400 MHZ, CDCl):
1.53 (s, 9 H), 4.66 (s, 8 H), 6.55 (d, 16 Hz, 1 H), 7.34 (m, 10 H), 7.46 (s, 2 H),
7.52 (d, 16 Hz, 1 H)

BC-NMR (100 MHZ, CDCL):

28.13 (-, C2°), 72.75 (+, C8), 73.11 (+, C7), 81.12 (+, C1), 118.05 (-, C5), 124.83 (-,
C2), 127,82 (-, C10), 127.87 (-, C12), 128.58 (-, C11), 137.80 (+, C9), 141.05 (-, C3),
143.34 (+, C4), 158.92 (+, C6), 165.40 (+, C1)

IR: 3064, 2980, 2932, 2864, 1704, 908

MS: 446 (M+, 5.3%)
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4-(2-tert-Butoxycarbonyl-ethyl)-pyridin-2,6-dicarboxylsdiiurediethylester

250 mg (0.716 mmol) 4-(2-tert-Butoxycarbonyl-vinyl)-pyridin-2,6-dicarboxylséurediethylester werden in
5 ml Ethanol geldst (Ultraschall) und 25.0 mg (10 %) Palladium auf Aktivkohle hinzugegeben. Nach 24 h
Hydrierung wird das Ethanol evaporiert, das resultierende Ol mit CHCl; versetzt und von der Aktivkohle
abgetrennt. Das so erhaltene Rohprodukt wird mit Kieselgel vermengt und anschliefend séulenchromato-

graphisch gereinigt (Ether/Petrolether 1:1). R;:0.25 (Ether/Petrolether 1:1)

Ausbeute: 80 %

Summenformel: CsH2sNOg

Molekulargewicht: 351.4031

Schmelzpunkt: 83-85°C

Elementaranalyse:

berechnet : C =59.99 % H =7.27 % N = 3.89 % (C,sH2sNOex1/H,0)

gemessen : C=61.008 % H=7.263 % N = 3.8884 %

"H-NMR (400 MHZ, CDCl):
1.45 (s, 9H), 1.50 (t, 7 Hz, 6H), 2.69 (t, 7.5 Hz, 2H), 3.11(t, 7.5, 2H), 4.55(q, 7 Hz, 4H)
8.18(s, 2H)

BC-NMR (100 MHZ, CDCL):

14.19 (-, C9), 28.10 (-, C2°), 30.26 (+, C3), 35.46 (+, C2) , 62.28 (+, C8), 81.20 (+, C1), 127.83
(-, C5), 148.70 (+, C6), 152.76 (+, C4), 164.71 (+, C7), 170.96 (+, C1)

IR: 2984 (m), 2936 (W), 1720 (s), 1368 (s), 1336 (m), 1248 (s)

MS: 352 (M+ 1.1%), 223 (100%)
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3-/2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-propionsdure-tert-butylester
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108 mg (0.248 mmol) 3-[2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-acrylsdure-tert-butylester werden in 2.0
ml Eisessig gelost (Ultraschall) und 10.8 mg (10 %) Palladium auf Aktivkohle hinzugegeben. Nach 24 h
Hydrierung wird der Eisessig evaporiert, das resultierende Ol mit CHCl; versetzt und von der Aktivkohle
abgetrennt. Das so erhaltene Rohprodukt wird mit Eis gekiihlt und mit 10 ml 2 N Natriumhydroxid ba-
sisch gemacht, mit CHCl; extrahiert, mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und abschlieBend {iiber
NaSO, getrocknet. Das Chloroform wird evaporiert und das Produkt sdulenchromatographisch gereinigt
(EE/PE 1:1). R;:0.20 (EE/PE 1:1)

Ausbeute: 99 %

Summenformel: Cx»H;35N304
Molekulargewicht: 405.5420

Schmelzpunkt: 68-70°C

Elementaranalyse:

berechnet : C=65.16 % H=8.70 % N =10.36 %
gemessen : C= 65.458 % H=8.6125 % N = 10.3403 %
"H-NMR (200 MHZ, CDCL) :

7.45 (s, 2H), 3.53 (q, 7.15 Hz, 4H), 3.30 (q, 7.15 Hz, 4H), 2.95 (t, 7.5 Hz, 2H), 2.58 (t,
7.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.23 (t, 7.15 Hz, 6H), 1.12 (t, 7.15 Hz, 6H)
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*C-NMR (100 MHZ, CDCL):
12.78 (-, C9), 14.05 (-, €9"), 28.16 (+, C2"), 30.75 (+, C3), 35.20 (+, C2), 40.13 (+, C8),
43.23 (+, C8"), 80.95 (+, C17), 123.59 (-, C5), 152.13 (+, C6),153.71 (+, C4), 168.17 (+,
C7), 17127 (+,C1)

IR: 2980 (s), 2936 (m), 2876 (w), 1720 (s), 1624 (s), 1484 (m), 1460 (m), 1444 (m)

MS: 406 (M"20.82 %), 335 (100 %)
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4-(2-Carboxy-ethyl)-pyridin-2,6-dicarboxylsiiurediethylester

442 mg (1.26 mmol) 4-(2-tert-Butoxycarbonyl-ethyl)-pyridin-2,6-dicarboxylsdurediethylester und 1.37 ml
(12.6 mmol) Anisol werden in 22.4 ml DCM gel6st und 4.8 ml (63 mmol) TFA bei RT hinzugegeben. Man
1aBt 1 h rithren (DC-Kontrolle) und evaporiert zundchst das DCM, dann das TFA. Die resultierende Fliis-
sigkeit wird mit DCM aufgenommen und mit NaHCO; unter Eiskiihlung basisch gemacht. Nun wird 6x mit
DCM das Anisol, dann 6x mit EE das Produkt extrahiert (DC-Kontrolle). Die vereinigten Essigsdureethy-
lesterphasen werden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und iiber NaSO, getrocknet. Nachdem der EE
evaporiert wurde, wird das Produkt aus PE umkristallisiert. R¢: 0.0-0.1 (EE:PE1:1)

Ausbeute: 95 %

Summenformel: C14H7NOg¢

Molekulargewicht: 295.2947

Schmelzpunkt: 87-90°C

'"H-NMR (400 MHZ, DMF):
1.38 (t, 7 Hz, 6H), 2.83 (t, 7.3 Hz, 2H), 3.14 (t, 7.3 Hz, 2H), 4.43 (q, 7 Hz, 4H),
8.26 (s, 2H)

BC-NMR (100 MHZ, DMF):
15.8 (-, C9), 31.8 (+,C3),35.6 (+, C2), 63.6 (+, C8), 129.9 (-, C5), 151.1 (+, C6),
156.2 (+, C4), 167.1 (+, C7), 175.8 (+, C1)

IR: 3036 (w), 3000 (w), 2984 (w), 2940 (w), 2901 (w), 2872 (w), 1732 (s), 1700 (s),
1376 (s), 1312 (s)

MS: 296 (M+1, 0.47 %), 223 (100%) (-73)
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3-12,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-propionsiiure

350 mg (0.86 mmol) 3-[2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-propionsaure-tert-butylester und 0.94 ml
(8.64 mmol) Anisol werden in 15.4 ml DCM gelost und 3.3 ml (43.18 mmol) TFA bei RT hinzugegeben.
Man 14Bt 1 h rithren (DC-Kontrolle) und evaporiert zundchst das DCM, dann das TFA. Die resultierende
Fliissigkeit wird mit DCM aufgenommen und mit NaHCO; unter Eiskiihlung basisch gemacht. Nun wird
6x mit DCM das Anisol, dann 6x mit EE das Produkt. extrahiert (DC-Kontrolle). Die vereinigten Essig-
sdureethylesterphasen werden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und iiber NaSO, getrocknet. Nach-
dem der EE evaporiert wurde, wird das Produkt sdulenchromatographisch mit EE gereinigt. R, : 0.0-0.1
(EE:PE 3:1)
Ausbeute: 90 %
Summenformel: CisH»N30,
Molekulargewicht: 349.4336
Schmelzpunkt: 73°C
'"H-NMR (200 MHZ, CD;CN):

8.94 (s, 1H), 7.47 (s, 2H), 3.52 (q, 7.15 Hz, 4H), 3.34 (q, 7.15 Hz, 4H), 2.97 (t, 7.4 Hz, 2H),

2.66 (t, 7.4 Hz, 2H), 1.20 (t, 7.15 Hz, 6H), 1.10 (t, 7.15 Hz, 6H)
BC-NMR (50 MHZ, CD;CN):

13.34 (-, C9a), 13.53 (-, C9b), 29.66 (+, C3), 33.04 (+, C-2), 40.41 (+, C8a), 43.26 (+, 8b),

60.02 (C6), 123.06 (-, C5), 153.16 (+, C4), 153.54 (+, C6), 168.18 (+, 7a), 170.79 (+, 7b),
172.90 (+, C1)

IR: 2984 (m), 2940 (m), 2876 (W), 2584 (m), 2456 (w), 1716 (s), 1624(s)

MS: 349 (M+ 15.10%), 279 (100%)
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3-(2,3-bis-ethoxymethyl-pyridin-4-yl)-N-boc-alanine methylester

Zu 216.6 mg (3.31 mmol) voraktiviertem Zink werden in einem ausgeheizten 10 ml 2-Hals-Kolben unter
Schutzgas 16 pl (23 mol %) Dibromoethan hinzugegeben und 3 min bei 60°C erwérmt. Dann kiihlt man
auf 30°C ab, gibt 3 ml THF hinzu und 148t 30 min riithren. 326.8 mg, (0,993 mmol) Boc-Ala(I)-OMe wer-
den hinzugefiigt und bei 60°C bis zur vollstindigen Zink-Insertion (DC-Kontrolle) geriihrt.

In einem zweiten ausgeheizten 10 ml 2-Halskolben werden unter Schutzgas 250 mg (0.828 mmol) 4-
Bromo-2,6-bis-ethoxymethyl-pyridin und 30.7 mg (5.3 mol %) (Ph;P),PdCl, gegeben. Hierzu gibt man
mittels einer trockenen Spritze das Zinkorganyl und spiilt mit 2 ml THF bis alles gelost ist. Abschlieend
wird auf 50°C erwédrmt und 3 h geriihrt (DC-Kontrolle). Das THF wird evaporiert und das resultierende
braune Ol siulenchromatographisch getrennt (SIO,, EE/PE 2 : 1). R¢: 0.25 (EE:PE 2:1)

Ausbeute: (80%)
Summenformel: CyH2sN2Og
Molekulargewicht: 424.4548
Schmelzpunkt: 45-48°C

"H-NMR (400, CDCl;):

1.4 (s, 9H), 1,48 (t, 7 Hz, 6H), 3.20 (dd, 6 Hz, 13 Hz, 1H), 3.38 (dd, 5.5 Hz, 13 Hz, 1H), 3.79
(s, 3H), 4.50 (bm, 7 Hz, 1H), 5.18 (bd, 7 Hz, 1H), 8.11 (s, H)

BC-NMR (100 Hz, CDCl,):

14.19 (-, C9), 28.26 (-, C3"), 38.29 (+, C3), 53.20 (-, OMe), 60.44 (-, 8), 66.39 (+, 2°), 78.02 (+,
C2), 129.10 (-, C5), 130.28 (+, 6),143.56 (+, 4),164.34 (+, 1), 170.46 (7), 171.28 (+, 1)

IR: 3432 (m), 2984 (s), 1736 (s), 1716 (s), 1248 (s), 1160 (s)

MS: 424 (M+, 9.4 %),
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3-/2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl[-N-boc-alaninmethylester

Zu 210.6 mg (3.22 mmol) voraktiviertem Zink werden in einem ausgeheizten 10 ml 2-Hals-Kolben unter
Schutzgas 16 pl (23 mol %) Dibromoethan hinzugegeben und 3 min bei 60°C erwérmt. Dann kiihlt man
auf 30°C ab, gibt 3 ml THF hinzu und 148t 30 min rithren. 326.8 mg, (0,994 mmol) Boc-Ala(I)-OMe
werden hinzugefligt und bei 60°C bis zur vollstindigen Zink-Insertion (DC-Kontrolle) geriihrt. In einem
zweiten ausgeheizten 10 ml 2-Halskolben werden unter Schutzgas 293.9 mg (0.828 mmol)
Bromo-pyridin-2,6-dicarboxylsdure-bis-diethylamid und 30.7 mg (5.3 mol %) (Ph;P),PdCl, gegeben. Hier-
zu gibt man mittels einer trockenen Spritze das Zinkorganyl und spiilt mit THF bis alles gelost ist
(3 ml). AbschlieBend wird auf 70°C erwdrmt und 3 h geriihrt (DC-Kontrolle). Das THF wird evaporiert
und das resultierende braune Ol sdulenchromatographisch getrennt (SIO,, EE/PE 5 : 1). R; :0.5
(CHCl5:MeOH 50:1)

Ausbeute: 95 %

Summenformel: C24H3sN4Og
Molekulargewicht: 478.5937
Schmelzpunkt 87-90°C; [a]*'p = 27° (CHCly)
'"H-NMR (200 MHZ, CD;CN):

7.41 (s, 2H), 5.79 (d, 8.3 Hz, 1H), 4.50 (m, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.53 (q, 7.15 Hz, 4H), 3.27 (m,
SH), 3.04 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.23 (t, 7.15 Hz, 6H), 1.12 (t, 7.15 Hz, 6H)

BC.NMR(50 MHZ, CD;CN):

12.19 (-, C9a), 13.65 (-, C9b), 27.49 (-, C3"), 36.50 (+, C3), 39.51 (+, C8a), 42.87 (+, C8b),
52.00 (-, OMe), 55.64 (-, C2), 79.20 (+, C2°), 121.36 (-, CS), 141.45 (C6a), 141.98 (C6b),149.08
(+, C4), 154.34 (+, C1), 167.78 (+, C7), 171.83 (+, C1)

IR: 3432 (m), 2936 (s), 2876 (m), 1744 (s), 1712 (s), 1628 (s) MS: 478 (M+, 15.60%), 351 (100%)

Seite 72



Experimenteller Teil

3-/2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl[-N-boc-alanin

150 mg (0.314 mmol) 3-[2,6-Bis-(diethyl-carbamoyl)-pyridin-4-yl]-N-boc-alaninmethylester werden in
0.32 ml Dioxan und 0.032 ml Wasser geldst und 37.66 (0.94 mmol) Natriumhydroxid hinzugegeben. Nach
2.5 h gibt man Amberlyst (strongly acid) hinzu und 146t 10 sec reagieren. Das Gemisch wird abfiltriert und
mit Chloroform extrahiert. Zur Chloroformphase werden 10 ml gesittigte Na,HCOs-Losung gegeben und
die wilrige Phase 2x mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit geséttigter
NaCl-Losung gewaschen und iiber NaSO, getrocknet. AbschlieBend wird das Chloroform evaporiert und
das Produkt aus Acetonitril umkristallisiert. Ry : 0.0-0.2 (CHCl;:MeOH)

Ausbeute: 88 %

Summenformel: Cx3H36N4O¢
Molekulargewicht: 464.5666

Schmelzpunkt: 45-47°C
Elementaranalyse:

berechnet : C=56.27 % H= 7.74 % N =10.50 %

gemessen : C=56.38 % H=7.78% N =10.71 %
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"H-NMR (400 MHZ, CD;CN):

7.42 (s, 2H), 5.71 (d, 8.5 Hz, 1H), 4.41 (m, 1H), 3.51 (q, 7.15 Hz, 4 H), 3.26 (m, 5H), 3.00 (m,
1H),1.33 (s, 9H), 1.20 (t, 7.15 Hz, 6H), 1.10 (t, 7.15 Hz, 6H)

BC-NMR (100 MHZ, CD;CN):

13.13 (-, C9a), 14.60 (-, C9b), 28.53 (-, C3"), 37.42 (+, C3), 40.89 (+, C8a), 44.11 (+, C8b),
54.54 (-, C2), 67.69 (+, C2°), 124.75 (-, C5), 149.29 (+, C6), 153.19 (+, C4), 155.11 (+, C1"),
167.59(+, C7), 171.52 (+, C1)

IR: 3428 (m), 2986 (s), 2980 (s), 2876 (W), 2560 (m), 1708 (s), 1624 (s), 1600 (s)

MS: 465 (M+ 7.4%), 294 (100%)
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N-[2,6-Bis(ethyl-carboxyl)-pyrdin-4yl|-propionyl-L-phenylalaninmethylester (95)

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese der Pseudopeptide:

176 mg (0.6 mmol) Saure werden zusammen mit 133.7 mg (0.62 mmol) L-Phenylalaninmethylester und
0.166 ml (1.2 mmol) TEA in 4.8 ml Acetonitril vorgelegt. Dann wird 453 mg (1.2 mmol)HBTU zugegeben
und 30 min bei RT geriihrt. Die Reaktion wird mit 17 ml Brine gequencht, dann 3x mit 12 ml EE extrahiert.

Die vereinigten organischen Phasen werden 2x mit 1N HCl aq, 2x mit 1.2 ml Wasser, 2x 1.2 ml NaHCO3,
2x mit 1.2 ml Wasser gewaschen. Es folgt Trocknen tliber NaSOy. Das resultierende Rohprodukt wird mit
EE/PE 2:1. Séulenchromatographisch gereinigt.
Ausbeute: 252 mg (92%) eines viskosen Ols.
"H-NMR (200, CDCl,):

1.48 (t, 7.2 Hz, 6H; H6), 2.65 (dt, 3.5 Hz, 7.2 Hz, 2H; H2), 3.0-3.2 (m, 4H; H3, H2"),

3.75 (s, 3H; H6"), 4.5 (q, 7.2 Hz, 4H; H5), 4.9 (m, 1H; HI"), 6.84 (bd, 1H, 8.0 Hz; H1),
7.22 (dd, 1H, 8.0 Hz, 2 Hz; H5"), 7.30-7.4 (m, 4H; H3', H4"), 8.2 (s, 2H; H4)

N-[2,6-Bis(diethyl-carbamoyl)-pyrdin-4yl]-propionyl-L-phenylalaninmethylester (96)
"H-NMR (200, CDCL,) :

1.06 (t, 7.0 Hz, 6H; H6), 1.23 (t, 7.0 Hz, 6H; HS), 2.48 (bt, 7.5 Hz, 2H; H2), 2.80-3.10 (m, 4H;
H3, H2"),3.20 (q, 4H, 7.0 Hz; HS5), 3.54 (q, 4H, 7.0 Hz; H7), 3.61 (s, 3H; H6"), 4.59 (m, 1H;
HI"), 6.72 (d, 1H, 7.8 Hz; HI), 7.10-7.40 (m, 4H, H3"-H5"), 7.60 (s, 2H; H4)
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N-[2,6-Bis(diethyl-carbamoyl)-pyrdin-4yl]-propionyl-L-(4-hydroxy-phenyl)-alaninmethyl-ester (97)
"H-NMR (200, CDCL,) :

1.06 (t, 6.0 Hz, 6H; H6), 1.19 (t, 6.0 Hz, 6H; H8), 2.50 (t, 8.0 Hz, 2H; H2), 2.70-3.00 (m, 4H;
H3, H2"), 3.22 (q, 4H, 6 Hz; H5), 3.50 (q, 4H, 6 Hz; H7), 3.62 (s, 3H; H6"), 4.54 (m, 1H; HI "),
6.60-6.70 (m, 3H; H1, H4"), 6.73 (bs, 1H; H5"), 6.95 (d, 2H, 8.5 Hz; H5"), 7.33 (s, 2H; H4)
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