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1 Einleitung

In der Vergangenheit wurde bereits von den Arbeitsgruppen Schmid und Konrat tber die
Anwendung von 2-Hydroxymethyl-acrylséure-tert-butylester (Schema 1) als Ausgangsma-
terial fur die Synthese von verschiedenen isotopenmarkierten biosynthetischen Vorstufen
der Aminoséuren berichtet."** Die chemisch synthetisierten “H- und **C-markierten a-
Ketocarbonsauren wurden fur die Synthese von isotopenmarkierten Proteinen dem
Bakterium E. coli zur Verfugung gestellt. Sie werden in vivo in entsprechende
Aminosauren umgewandelt, die dann als Bausteine fir die Biosynthese der gewtinschten
Proteine dienen. Die Synthese von selektiv isotopenmarkierten Proteinen in Kombination
mit moderner Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie, engl. ,nuclear
magnetic resonance®) dient heutzutage als eine der Methoden zu Strukturaufklarung von

Proteinkomplexen.*

Die in der erwahnten Literatur beschriebenen a-Ketocarbonsauren-Synthesen basieren
auf Essigsaure als Ausgangsprodukt, verlaufen Uber 2-Hydroxymethyl-acrylsédure-tert-
butylester und liefern die biosynthetischen Vorstufen fiir die Aminoséduren Methionin?,

Leucin, Isoleucin und Valin® (Schema 1).

/ 2- Ketobutyrat
4 Val
HgCTOH e HO\)I\’(OtBu \HH‘/

0 2-Ketoisovalerat
2- Hydroxymethyl acrylsaure- oo
tert-butylester ONa

O
Methylthio-2-oxobutanoat

Schema 1: Synthesewege zu potentiell isotopenmarkierten Aminosauren mit 2-Hydroxy-

methyl-acrylsdure-tert-butylester als zentrale Zwischenstufe.

Eine andere Mdaglichkeit zur Herstellung isotopenmarkierter Proteine besteht darin, den
Mikroorganismen direkt die markierten Aminosauren zum Aufbau der Proteine in das
Néahrmedium zuzugeben. Als Ergadnzung zu den Synthesen im Schema 1 werden in
dieser Arbeit Mdglichkeiten zur Synthese von potentiell “H- und *C-markierten
Aminoséauren Lysin und Ornithin dber 2-Hydroxymethyl-acrylsaure-tert-butylester

vorgestellt.



1.1 Verwendung von isotopenmarkierten Aminosauren

Aminosauren sind elementare Bausteine von Proteinen und biosynthetisches
Ausgangsmaterial fir eine Reihe von biologisch wichtigen priméaren und sekundaren
Metaboliten. Selektiv *H, *C und N markierte Peptide und Proteine werden in
unterschiedlichen Methoden (NMR, IR und MS) zur Untersuchung von
Biosynthesewegen, Bindungsaffinitaten und dynamischen Ph&nomenen, sowie der

Strukturaufklarung verwendet.

Eine der gebrauchlichen NMR-Methoden zur Strukturaufklarung von Proteinen in Losung
beruht auf dem Kern-Overhauser-Effekt (NOE, engl. ,nuclear Overhauser effect®).
Besonders in NOE-Spektren wachst mit steigender Proteingrof3e die Anzahl der Signale.
Das fiihrt zu einer Linien-Verbreiterung und zur Uberlappung der Signale und erschwert
die Signal-Zuordnung und Spektreninterpretation, oder macht diese sogar unmdoglich. Die
Verwendung von isotopenmarkierten Proteinen fuhrt zu erhtéhter Empfindlichkeit und

Auflésung der Spektren.?®

Die isotopenunterstitzten NMR-Verfahren in Verbindung mit regioselektiven und
stereoselektiven isotopenmarkierten Aminosauren ermdglichen sowohl die lokale, als
auch die umfassende Strukturaufklarung von Proteinen, wie zum Beispiel Konformationen

von Seitenketten der einzelnen Reste.®’

Mit Festkorper-NMR-Methoden kdnnen Proben sehr grol3er Membranproteine analysiert
werden. Sie konnen lagespezifische Informationen (ber die Substrat-Protein-
Wechselwirkungen und Konformationsanderungen liefern. Die Kombination von MAS-
NMR (MAS far engl. ,magic angle spinning“) und Isotopenmarkierung erlaubt die

Strukturaufklarung von bis zu 60 KDa groRen Membranproteinen.®

Eine vielgenutzte Methode =zur quantitativen Untersuchung des Proteoms ist die
Verwendung von stabil isotopenmarkierten Aminosauren in Zellkulturen (SILAC, von engl.
.Stable isotope labeling amino acids in cell cultures®) mit anschlieBender MS. Bei dieser
Methode werden Zellproben, die in einem Kulturmedium einmal mit isotopenmarkierten
Aminosauren und einmal mit unmarkierten Aminosauren hergestellt wurden, vor der MS-
Analyse gemischt. Paare chemisch identer Peptide mit unterschiedlicher Stabilisotopen-
Zusammensetzung konnen aufgrund ihrer Massendifferenz im Massenspektrometer

unterschieden werden.**°



1.2 Biosynthese von Lysin in Escherichia coli

Die ersten zwei Stufen der Biosynthese der Aminoséaure Lysin in E. coli sind identisch mit
jenen des Methionins und Threonins (Schema 2). Die Biosynthese beginnt mit
Phosphorylierung von L-Aspartat. Die Phosphorylierung liefert als Zwischenprodukt 4-
Aspartylphosphat, welches dann durch die NADPH-unterstitzte Reduktion und unter
Abspaltung von Phosphat zu Aspartat-4-semialdehyd umgewandelt wird. Nach diesen
zwei Schritten zweigt der individuelle Lysin-Biosyntheseweg ab (Schema 3). Aspartat-4-
semialdehyd kondensiert mit Pyruvat und ein zyklisches Produkt wird gebildet. Infolge der
Reduktion einer der Doppelbindungen des zyklischen 2,3-Dihydrodipicolinates und der
Ubertragung eines Succinylrestes vom Succinyl-CoA auf das Stickstoffatom entsteht eine
stabilisierte, nicht-zyklische Verbindung. Die folgende Ubertragung einer Aminogruppe
von L-Glutamat auf die 6-Carbonylgruppe des gebildeten N-Succinyl-2-amino-6-
oxopimelats wird von einer Transaminase katalysiert. Im nachsten Schritt wird das
Succinat durch Einwirken einer Desuccinylase abgespalten. Das entstandene L,L-2,6-
Diaminopimelat wird zu D,L-2,6-Diaminopimelat isomerisiert. In der letzten Stufe wird
durch eine Pyridoxalphosphat-abhangige Decarboxylase die Cs-Carboxylgruppe des

Diaminopimelates abgespalten und L-Lysin gebildet (Schema 3).**

ATP ADP
COxH 2+ CO,H
HOZC/\‘/ - NV POzC/\r
NH, AE.partat- NH,
L-Aspartat inase 4-Aspartylphosphat
NADPH/H*
Aspartat-
semialdehyd- +
dehydrogenase NADP
Pi
CO,H
L-Lysin <----------- OHC
NH,
L-Aspartat-4-semialdehyd
L-Methionin <------- L-Homoserin ------- » |L-Threonin

Schema 2: Lysin-Biosynthese im Bakterium E. coli.



Pyruvat H,O =4

CO,H
OH C/\r \ / «
> HO,C N CO,H

NH, Dihydrodipicolinat-
L-Aspartat-4-semialdehyd synthase L-2,3-Dihydrodipicolinat
NADPH/H*
Dihydrodipicolinat-
reduktase NADP*
Succinyl-
CoA-SH CoA H,O
HOZCW\‘/COZH ‘\ / )
Tetrahydropyridin- X,
(e} HN\C/ (CH,),CO,H 2-carboxylat- HO,C N CO,H
N-Succinyl-2-amino- I N-succinyltransferase | 5 3 4 5 Tetrahydrodipicolinat
6-oxopimelat 0
, L-Glutamat
Succinyl-

d|am|nop|n_1elat- PyrP
transaminase

2-Oxoglutarat

HO,C CO,H H,0 Succinat o, c CO,H
\é/\/Y \Coy \é/\/\r
NH; HN\C/(CHz)chH Succinyldiamino- NH, NH;
imelat- S
N-Succinyl-L,L-2,6- || desF:JccinyIase L,L-2,6-Diaminopimelat
diaminopimelat (0]
Diaminopimelat-
epimerase
CoO,
PyrP
H,N COH = A\ Py HO,C CO,H
\/\/\r Diaminopimelat- Y\/\r
NH, decarboxylase NH, NH,
L-Lysin Meso-(D,L)-2,6-diaminopimelat

Schema 3: Lysin-Biosynthese im Bakterium E. coli (Fortsetzung).



1.3 Biologische Funktion von Lysin
Die Aminosaure Lysin besitzt eine vergleichsweise lange Seitenkette mit positiv
geladenem Ende (e-Aminogruppe) bei neutralem pH-Wert und dementsprechend

hydrophilen Eigenschaften.*

Fur den Menschen ist Lysin eine der neun essenziellen Aminoséauren, die der Korper nicht
selbst aufbauen kann aber fiir seine Aufrechterhaltung benétigt. Die Aminoséure Lysin ist
eine ketogene Aminosaure, da diese zu Acetyl-CoA abgebaut wird, aus welchem
Ketonkdrper hervorgehen kénnen.*®

Lysin spielt eine wichtige Rolle bei katalytischen Prozessen vieler enzymatischer
Umwandlungen. So wird z.B. bei der Transaldolasereaktion, die einen wichtigen Teil des
Pentosephosphatwegs darstellt, eine Cs-Einheit (Dihydroxyaceton) von einem
Ketosedonor auf einen Aldoseakzeptor Ubertragen. Dabei bildet sich im ersten Schritt
zwischen der e-Aminogruppe eines Lysinrestes im Aktivzentrum des Enzyms

Transaldolase und der Carbonylgruppe des Ketosesubstrats eine Schiff-Base.™

Ein anderes Beispiel sind Transaminasen, auch Aminotransferasen genannt, die
unerlasslich fur den Aminosaurestoffwechsel sind. Von den Aminotransferasen wird der
Transfer einer a-Aminogruppe von einer Aminosaure auf eine a-Ketosaure katalysiert. Zu
Beginn der Transaminierungsreaktion erhalten alle Aminotransferasen Pyridoxalphosphat
als prostetische Gruppe, das Uber seine Aldehydgruppe an die e-Aminogruppe eines
spezifischen Lysinrestes am aktiven Zentrum des Enzyms kovalent gebunden ist. Die ¢-
Aminogruppe des Lysins wird vom aktiven Zentrum des Enzyms durch die a-Aminogruppe

einer Aminosaure verdrangt. *°

Das Enzym Pyruvat-Carboxylase katalysiert den ersten Schritt der Gluconeogenese.
Dieses Enzym besitzt eine Biotinbindungsdoméne (kovalent gebundene prostetische
Gruppe als Trager von aktiven CO,), in der die e-Aminogruppe eines spezifischen

Lysinrestes iiber eine Amidbindung mit der Carboxylatgruppe des Biotins verkniipft ist.*®

Das 11-cis-Retinal ist ebenfalls Gber eine kovalente Bindung an einen Lysinrest (Lysin-
296) des Proteins Opsin gebunden und stellt damit das Sehpigment Rhodopsin dar.
Rhodopsin ist ein Pigment in der Netzhaut (Retina) der Augen von Wirbeltieren, das fir

das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich ist.’

Ein kleines, in allen Eukaryotenzellen vorkommendes Protein namens Ubiquitin dient als

Marker fur die Kennzeichnung von Proteinen, die abgebaut werden sollen (nicht benétigte

oder defekte Proteine). Nach der Aktivierung der terminalen Carboxylgruppe des

Ubiquitins, wird dieses auf eine e-Aminogruppe eines Lysinrestes des Zielproteins
5



transferiert. Uber das an das Zielprotein gebundene Ubiquitin kdnnen weitere
Ubiquitinmolekiile gebunden werden. Diese Verkniupfung erfolgt Uber die e-Aminogruppe
des Lysin-48 eines schon am Zielprotein gebundenes Ubiquitins und Uber terminales
Carboxylat eines weiteren Ubiquitinmolekils. Eine Ubiquitin-Kette aus vier oder mehr
Resten signalisiert die Notwendigkeit des Abbaus des markierten Proteins. *®

Lysin spielt eine wichtige Rolle im Aufbau des fibrillaren Protein — ,Kollagens®, das
Hauptbestandteil des Bindegewebes der Haut, der Blutgefalie etc. ist. Die Lysinreste im
Procollagen, der Kollagen-Vorstufe, tragen zur Bildung tripelhelikaler Kollagenmolekile
bei. Nachdem die Lysinreste der einzelnen Helices zunachst 5-hydroxyliert und dann

glycosyliert wurden, kommt es zur endgiiltigen Faltung der Kollagen-Dreifachhelix.*

Aus der Aminosaure Lysin wird Carnitin gebildet. Carnitin ist eine natlrlich vorkommende
Verbindung, die fir den Fettséduretransport tUber die mitochondriale Membran bei dem B-
Oxidationsweg dient. Die Biosynthese von Carnitin erfolgt Gber 3-Hydroxylierung von

trimethyliertem L-Lysin.™*



1.4 Verwendung und Synthese von isotopenmarkiertem Lysin

Lysin ist ein Bestandteil des aktiven Zentrums einiger Enzyme und auch anderer wichtiger
Komponenten der biologischen Systemen, weshalb die Synthese seiner **C-, 2H- und **N-
Isotopomere, die fir verschiedene Metabolismus-Studien und Untersuchungen mit
spektroskopischen Methoden herangezogen werden, von grof3em Interesse ist.

Rhodopsin ist ein photosensitives Pigment in der Netzhaut der Augen von Wirbeltieren,
das fur das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich ist. Es gehdrt zur groRen Familie von G-
proteingekoppelten Membranrezeptoren (GPCR von engl. ,,G protein-coupled receptor®).
Rhodopsin besteht aus einem Protein Opsin, das in seinem Aktivteil einen Lysinrest
enthalt (Lysin-296), an welchen Uber die Aldimin-Schiffsche Base 11-cis-Retinal
gebunden ist. Um die Rolle des Aktivzentrums des Photorezeptors Rhodopsin mithilfe *H
und °C Festkorper-NMR zu untersuchen, wurde es von Siebum et al. €-*C,e-°>N-L-Lysin
synthetisiert (Schema 4)."

Ph N tB HoN CO,tBu BocN,, _CO,tBu
=z \/CO2 u a, b 2%, 2 c,d Y, 2
_— >

Ph

C02Me
HO
BocN,, _CO,tBu H.N,, ~_CO.H
e,f 1), g,h /H"/
— > — >

°NH,

Schema 4: Synthese von &'°C.e-N-L-Lysin nach Siebum et al.; Reagenzien und
Bedingungen: a) Acrylsauremethylester, 50 % KOH, chirale PTC (92%); b) H;O" (96%); c)
(Boc),0, EtzN (94%); d) NaBH./LiCl (70%); e) PhsP, Br, (81%); f) K'*C™N (80%); g) H,/PtO
(95%); h) TFA (97%).

Im ersten Schritt wird an ein C2-Atom des geschiitzten Glycins der Acrylsduremethylester
angekoppelt. Bevor der Methylester mir NaBH,/LIiCl reduziert wird, sollte die
Diphenylmethylen-Schutzgruppe durch eine Boc-Gruppe ersetzt werden. Nach der
Reduktion des Methylesters zum Alkohol wird die Hydroxygruppe zunéchst als Bromid
aktiviert und dann mit isotopenmarkiertem Kaliumcyanid umgesetzt. Schlie3lich wird das
Cyanid zur Aminogruppe reduziert und die tert-Butyl-Schutzgruppe abgespalten.

Acrylsauremethylester, der zu Beginn der Synthese eingesetzt wird, kann auch



isotopenmarkiert hergestellt werden und somit die Synthese von L-Lysin mit der
Markierung an anderen Stellen der Seitenkette ermoglichen.

Das aktive Zentrum des Photorezeptors Bakteriorhodopsin enthalt ebenfalls das
Chromophor Retinal, das an die e-Aminogruppe des Lysins-216 kovalent gebunden ist.
Bakteriorhodopsin ist ein Membranprotein der phototrophen Organismen, wie zum
Beispiel Halobacterium halobium, und konvertiert Lichtenergie in einen Protonen-
gradienten. Die Energie, die beim Abbau des Protonengradienten entsteht, dient zur
Synthese von Adenosintriphosphat, eines Energiespeichers. Somit wird die Lichtenergie
in solchen Organismen direkt fir den Stoffwechsel genutzt. Aufgrund seiner
auRBergewohnlichen Funktionalitat ist das Protein von groflem wissenschaftlichem

Interesse.

Resonanz-Raman Spektroskopie von g-°N-Lysin-markiertem Bakteriumrhodopsin lieferte
die genauen Informationen Uber die detaillierte Struktur des Photorezeptors. Die in situ
Untersuchungen bestétigten, dass das Chromophor Retinal tiber eine e-Aminogruppe des

Lysinrestes als Aldimin-Schiff'sche Base an das Protein gebunden ist.*

Mit Hilfe hochauflésender Festkdrper->N-NMR-Spektroskopie wurde die Anisotropie der
chemischen Verschiebung von der Schiffsche Base in Bakteriorohdopsin und in einer
Reihe von Modell-Verbindungen untersucht und verglichen.? Diese Methode erméglichte
den protonierten Zustand der e-°N-markierten Schiff'sche-Base-Verkniipfung des
Retinals an das Protein und seine Wechselwirkung mit einem Gegenion aufzuklaren. Fur
diese Untersuchung wurde &-°N-Lysin-markiertes Bakteriorhodopsin hergestellt. Dafiir
wurde dem kinstlichen Nahrmedium des Halobacterium halobium, das in der Lage ist,
das gewiinschte Bakteriorhodopsin zu synthetisieren, anstatt normalen Lysins das &-*°N-
markierte Lysin zugefiigt. Die Modell-Verbindungen wurden ebenfalls als *N-markierte
Verbindungen verwendet. Die  Festkdrper-NMR-Spektroskopie  bei  niedrigen
Temperaturen erwies sich als eine wichtige Methode zur Untersuchung der

Membranproteine.

Zur Studie Uber des primdren Photoproduktes von Bakteriorodopsin und die genaue
Konformation und Konfiguration seines [C14-C15=N-Cg]-Fragments wurde eine Reihe von
8- und e-L-Lysin **C- und “H-Isotopomeren synthetisiert: (e-*C)-L-Lysin, (e-°C, &-'>N)-L-
Lysin, (8-"°C)-L-Lysin, (e-*’H)-L-Lysin, (¢-"°C, e-°H)-L-Lysin®*. Im ersten Teil der Synthese
wurden drei verschiedene isotopenmarkierte 4-lodobutyronitrile, ausgehend von K*CN,
K**C™N und 2-'*C-Acetonitril, hergestellt (Schema 5).



a b

o g — o N gy > N e
a' b

CI/\/\BF —>C|/\/\13015N |/\/\13C15N

c 13
BCH,ON > 7507 " Non T 1 O en

Schema 5: Synthese von isotopenmarkierten 4-lodobutyronitrile nach Raap et al;
Reagenzien und Bedingungen: a) K**CN; a‘) Na'>C"™N; b) KI; c) i) n-BulLi, ii) Ethylenoxid, iii)
TsCl; d) Nal.

Im zweiten Syntheseteil wurden die 4-lodobutyronitrile dem Bislactim-ether des
Zyklodipeptids von Glycin und Valin zugesetzt. Die Alkylgruppe wird mit hoher
Stereoselektivitdt in die 5-Position des Dihydropyrazinrings eingefiihrt. Infolge der
Reduktion der Cyanide mit LiAID, anstelle nichtdeuteriertem LiAIH,; wurden weitere 2H-
markierte L-Lysine erhalten (Schema 6). Die Gesamtausbeute von - und &-L-Lysin **C-
und *H-Isotopomeren nach dieser Synthese (ausgehend von isotopenmarkierten K**CN,
Na*C**N und **CH;CN) betrug 35-40%.

o o o

N)\ Lt NN Ny _b, N/H.\\\\““\/\/NHZ
N N _N
< < O

Cl
[
HOOC._ -~ _NH:
€

NH,
L-Lysin

Schema 6: Synthese von L-Lysin-lsotopomere nach Raap et al.; Reagenzien und
Bedingungen: a) i) n-BulLi, ii) I(CH,)sCN-Isotopomere; b) LiAIH, oder LiAlDy; c) i) 6N HCI, ii)
lonenaustauscher.

Lysin stellt einen der Hauptbestandteile des Kollagens und somit der Augengewebe dar,
weshalb es eine wichtige Rolle bei Untersuchungen im Bereich der Augenerkrankungen
wie Glaukom und Miopie spielt. Lysinoxidase katalysiert die oxidative Desaminierung von
Lysinresten der Kollagenmolekile, wodurch diese zu &-Glutamatsemialdehydresten
werden und schlieBlich durch die Kondensation quer verknipft werden. Solche
Quervernetzungen stabilisieren das Kollagen und erhéhen die Dehnbarkeit des

Gewebes. Fir eine Studie Uber den Vergleich von Kollagenstruktur des normalen und des

9



erkrankten Augengewebes mit NMR-Spektroskopie wurde von Sutherland et al. 6-*C-L-
Lysin hergestellt.”? Die vorgestellte Synthese geht von kommerziell erhéltlicher,
geschiitzter Glutaminsdure aus und besteht aus funf Stufen, wobei die **C-Markierung im
dritten Schritt durch **C-markiertes Natriumcyanid eingefiihrt wird (Schema 7).

l;lHCbz NHCbZ l;lHCbz

Schema 7: Syntese von 6-"°C-L-Lysin nach Sutherland et al.; Reagenzien und Bedingungen:
i) CICO,Et, NaBH, (60%); ii) TsClI, Pyridin; iii) Na">CN, DMF (55%); iv) H./PtO; v) 6N HCI.
Takatori et al. gelang in einer Reihe von asymmetrischen Synthesen isotopenmarkierter
Aminosduren auch eine Synthese von L-[4-*C]-Lysin zu entwickeln. Aus dem [2-'*C]-
markierten Natriumacetat und Glycin wird ein a,B-ungesattigtes Zwischenprodukt
hergestellt (Schema 8), das nach der Aktivierung einem Oxazinon zugesetzt wird.

a
HZN/\COZH — anN/\COZBn

Cc Bn2N CHO /\/\
CH3C02N3 —_—> PhSP/\C()zEt T» anN / CO2Et

: "

Bn,N /\/\CHZBr - anN/\/\CHZOH

Schema 8: Synthese von a,B-ungesattigtem Zwischenprodukt fir die Lysin-Synthese nach
Takatori et al.; Reagenzien und Bedingungen: a) BnCl, K,CO3 (96%); b) i) LiAlH4 (85%), ii)
DMSO, (COCl),, EtsN (quant.); c) i) PhCOBr, PhCO,H , ii) Br,, iii) EtOH, iv) Ph3P, v) NaOH
(71%); d) Benzol (94%); e) DIBAL (81%); f) LiBr, MsCI, Et3N (71%).

Die Alkylierung von Oxazinon verlauft mit hoher Diastereoselektivitat. Nach Offnung des
Oxazinon-Ringes, Hydrierung der Doppelbindung, Entfernung der chiralen Hilfsgruppe
und Hydrolyse wurde [4-*C]-markiertes L-Lysin erhalten (Schema 9). Mit der
vorgestellten Synthese ist es mdéglich, **C auch in durch andere Methoden nicht
zuganglichen Positionen in L-Lysin einzufihren. Bei der Verwendung von anderen
Isotopomeren von Natriumacetat und Glycin, die kommerziell erhaltlich sind, kann die
Synthese zur Herstellung von anderen spezifischen Isotopenmarkierungen des L-Lysins

dienen.
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)i f anN CHzBr )i /vr
////// NBn2
Boc Boc

HO HO

CONHNH, ¢ CO,Et
J T
Ph N SN, Ph N NN,

Boc Boc
d l
j\ jOEt - HZN\/\/\‘/COZH
Ph ”////\/\NBn

Boc NH,

HO

Schema 9: Synthese von (3—13C)—L—Lysin nach Takatori et al.; Reagenzien und Bedingungen:
a) LIHMDS, HMPA, -40 °C (86%); b) HCI/EtOH (73%); c) KO,CN=NCO,K, AcOH; d) HCI/EtOH
(73%); e) i) Hy, PA(OH),, ii) 6M HCI (51%).
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1.5 Biosynthese, Vorkommen und Bedeutung von Ornithin

Die Aminosaure Ornithin gehort nicht zu den proteinogenen Aminosauren, jedoch spielt
sie eine wichtige Rolle bei anderen metabolitischen Prozessen. Sie ist ein wichtiges
Zwischenprodukt im Harnstoffzyklus und auch eine Vorstufe der proteinogenen

Aminosaure Arginin.

Die Biosynthese der Aminoséure Ornithin, wie auch von Prolin und Arginin, geht von
Glutamat aus, weshalb die drei Aminosduren zur Glutamat-Familie gehéren. Beim
Menschen beginnt der Syntheseweg mit der Reduktion der vorab phosphorylierten y-
Carboxygruppe des Glutamats zum Aldehyd (Schema 10). Das entstandene Glutamat-5-
semialdehyd kann nun entweder vom Enzym Ornithin-d-Aminotransferase direkt zu
Ornithin transaminiert werden oder spontan zu einer cyclischen Schiffsche Base
(Pyrrolin-5-carboxylat) schliel3en, aus der Prolin gebildet wird. In E. coli. beginnt die
Synthese mit der Acetylierung der Glutamat-Aminogruppe zu N-Acetylglutamat. Das
gebildete N-Acetylglutamat wird ebenfalls Gber die vorausgehende Phosphorylierung der
y-Carboxygruppe zu N-Acetylglutamat-5-semialdehyd reduziert. Die Acetylierung der
Aminogruppe des Glutamats im ersten Schritt verhindert eine spontane Cyclisierung des
Zwischenproduktes N-Acetylglutamat-5-semialdehydes. Die folgende Transaminierung
des N-Acetylglutamat-5-semialdehydes liefert N-Acetylornithin. Die schiitzende
Acetylgruppe wird nun durch die Hydrolyse abgespalten und es bildet sich Ornithin. Die

Aminoséaure Ornithin wird im Harnstoffzyklus zu Arginin umgewandelt (Schema 10).%

Wahrend des Aminosaurestoffwechsels werden die als Bausteine fiir Biosynthese nicht
bendtigten Aminosduren zu Verbindungen abgebaut, die in andere Stoffwechselwege
eingeschleust werden konnen. Im ersten Schritt des Aminoséaureabbaus wird die a-
Aminogruppe abgespalten, wobei neben dem verbleibenden Kohlenstoffkdrper ein
Ammoniumion entsteht. Ein Teil des gebildeten Ammoniumions wird zur Biosynthese
stickstoffhaltiger Verbindungen und neuer Aminosauren aus den a-Ketosauren verwendet.
Das Ubriggebliebene Ammoniumion, das im Gleichgewicht mit Ammoniak vorliegt (NH,"
<& NHsz + H,O), muss aus dem Korper ausgeschieden werden, da Ammoniak schon in
kleinen Konzentrationen fir die Zellen giftig ist. Beim Mensch und anderen S&ugetieren
geschieht dies durch Bildung von Harnstoff im Harnstoffzyklus, bei dem die Aminosaure

Ornithin ein wichtiges Zwischenprodukt darstellt.'*?*

Zu Beginn des Harnstoffzyklus wird Ammoniak mit dem Hydrogencarbonat-lon

enzymatisch unter Verbrauch von zwei ATP-Molekllen in der Mitochondrienmatrix der

Zellen zu Carbamoylphosphat verbunden. Danach wird die Carbamoylgruppe des

Carbamoylphosphates auf die d-Aminogruppe des Ornithins Ubertragen, wobei die
12



ebenfalls nicht proteinogene Aminosaure Citrullin entsteht. Fir die nachsten drei
Reaktionen des Harnstoffzyklus wird Citrullin zum Cytoplasma transportiert.

o) Acetyl-CoA CoA-SH
COoOr \ /
_O >
N-Acetylglutamat-
N HS+ synthase
Glutamat

N- Acetylglutamat o)

y-Glutamy!- ATP
kinase ADP Acetyl- ATP
ADP

o glutamatkinase
. coo o
O3PO N OO
NH3+ O3PO
HN
Glutamat-5-phosphat CHs
Dehydro- NAD(F)H O
genase NAD(P)* N-Acetylglutamat-5-phosphat
P NAD(P)H
o N-Acetyl-y-glutamat-
phosphatdehydrogenase NAD(P)
COoO”
H
NH5* \
Glutamat-5-semialdehyd Pyrrolin- H Co0
5-carboxylat
HN
Pyrrolin-5- NAD(P)H
carboxylat-
Ornithin- / Glutamat reduktase NAD(P)* O
G-amino- N-Acetylglutamat-5-semialdehyd
transferase .
\" a-Ketoglutarat Prolin
N-Acetylornithin-o- Glutamat
v aminotransferase a-Ketoglutarat
CH;COO"
COoO COO”
+H3N/\/Y - \__ +H3NW
NH3* Acetylornithin- HN CH,
o deacetylase
Ornithin
N-Acetylornithin O
l Harnstoff-
ll zyklus
Arginin

Schema 10: Biosynthese von Ornithin im Menschen (links) und in E. coli (rechts).

Hier kondensiert Citrullin mit Aspartat zu Argininosuccinat. Dieses wird durch das Enzym

Argininosuccinase in Arginin und Fumarat gespalten. Das Arginin ist unmittelbare Vorstufe
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des Harnstoffs und wird durch eine enzymatische Reduktion zu Ornithin und Harnstoff
hydrolysiert. Das Ornithin wird anschlieBend wieder ins Mitochondrium transportiert und
geht erneut in den Zyklus ein (Schema 11). Der Harnstoffzyklus verlauft in der Leber,
wobei der gebildete Harnstoff iber die Nieren ausgeschieden wird.*??*

Carbamoyl- (o)
phosphat-
synthase 2 s
2ATP + HCO3 + NH; — ™ H.,N OPO3“ + 2ADP + Pj 5
Carbomoyl- Lé
phosphat Pi o
. . O
Ornithin > Citrullin =
A Ornithintranscarbamoylase A\
\‘/ R \l/
P 3
Ornithin H,N NH, Citrullin 2
A tat -
Harnstoff sparta 5
ATP
Ardinin-
Arginase H,O ADP SL:?:Icl;Pi]r:nat-
Fumarat synthase
Arginin - AN Argininsuccinat

Argininsuccinase

Schema 11: Der Harnstoffzyklus verlauft teils im Mitochondrium, teils im Cytosol.

Aus chemischer Sicht ist Ornithin eine a,0-Diaminocarbonsaure, die bei der Abspaltung

eines Wassermolekuls ein relativ stabiles &-Lactam bilden kann (Schema 12).

OH

“H,0 NH
HaN O  iho 0
NH, NH,
Ornithin Ornithin-Lactam

(3-Amino-2-piperidon)
Schema 12: Bildung des Ornithin-Lactams aus Ornithin.

Die nicht proteinogene Aminoséure Ornithin ist nicht nur als biochemische Quelle der
Aminosauren Arginin, Prolin und von Glutamat wichtig, sondern auch als Bestandteil von
Antibiotika und Alkaloiden. Das isotopenmarkierte Ornithin wurde bei einigen
biosynthetischen Studien Uber Antibiotika wie Clavulansaure, Sinefungin und anderen

schiitzenden Alkaloiden eingesetzt.?*

In der Studie von Martens-Lobenhoffer et al. wird eine Methode zur Detektion und

Quantifizierung des Ornithin-Lactams-Gehaltes im menschlichen Plasma mit Hilfe von LC-
14



MS/MS vorgestellt. Fir diesen Zweck wurde isotopenmarkiertes Ornithin (3,3,4,4,5,5-De)

verwendet.®

Hyperarginindmia ist eine Storung des Harnstoffzyklus, die sich aufgrund des Mangels an
Arginase, einem der Harnstoffzyklusenzyme (siehe Schema 11), ergibt. In einer Studie
wurde gezeigt, wie sich die Konzentration von Arginin und Ornithin in Plasma, in den
Nieren und im Gehirn von Knockout-M&ausen durch den Mangel an Arginase A-1 und A-ll

verandert und welche Folgen sich daraus fiir die geziichteten Tiere ergibt.®
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2 Theoretischer Hintergrund
2.1 Schlisselschritte aus eigener Synthese

2.1.1 Claisen-Johnson Umlagerung?

In der Synthesechemie ist die Bildung der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung haufig einer
der Schlissel-Schritte der Reaktionssequenz. Unter der Mannigfaltigkeit der
Mdglichkeiten zur Bildung der C-C-Bindung ist die Claisen-Johnson Umlagerung eine in
der organischen Synthese verbreitete Methode. Bei dieser Reaktion wird ein Ketenacetal,
das infolge der Kondensation eines Orthoesters mit einem Allylalkohol entstand, durch
eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung in eine ungesattigte Carbonylverbindung umgewandelt
(Schema 13). Der wesentliche Teil der Claisen-Johnson Reaktion ist die [3,3]-sigmatrope
Umlagerung, die hier die Claisen Umlagerung und eine Umwandlung eines Allylvinyl-

Fragmentes in eine ungesattigte Carbonylverbindung darstellt.

Ry Ri
R, EoRceh: | g | Ermareee
HO —_—
EtO& EtO -
Alvialkonol ) Ketenacetal B Y, 6-ungesattigte

Carbonylverbindung
Schema 13: Claisen-Johnson Umlagerung.

Die Claisen Umlagerung wurde vom deutschen Chemiker Ludwig Claisen im Jahr 1912
entdeckt.”® Waéhrend seiner Experimente mit Acyl- und Allyl-Derivaten des
Acetessigesters bemerkte Claisen, dass ungeséttigte Derivate, die O-Allylacetessigester,
im Gegensatz zu gesattigten O-Acylacetessigestern beim Destillieren eine Neigung zur
.Isomerisierung®, wie er es damals nannte, in C-Allylderivate zeigten. Eine &hnliche
Neigung zur solchen Umlagerung zeigten auch Phenolether (Schema 14). Die Claisen
Umlagerung ist eine thermische Umwandlung eines aliphatischen oder aromatischen

Allylvinylethers in eine y,d-ungesattigte Carbonylverbindung.
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A N
H3C o} HsC O o OH
- 1 —
CyHs50,C 7 CyH50,C
O-Allylacetessigester B-Naphtholallylether

Schema 14: Claisen Umlagerung des aliphatischen (links) und aromatischen (rechts)

Allylvinylethers beim Destillieren.

Die Claisen Umlagerung ist eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung (oder [3,3]-Shift). Dabei
handelt es sich um eine intramolekulare irreversible Umlagerung, bei der eine ¢-Bindung
aufgeldst wird und gleichzeitig eine neue o-Bindung an einer anderen Stelle entsteht.
Gleichzeitig kommt es zur Verschiebung der m-Bindungen. Insgesamt bleibt die Anzahl

der o- und T-Bindungen gleich.?
T [3.31-shit o~
Qe N

Schema 15: Claisen Umlagerung als ein [3,3]-sigmatroper Shift.

Q

Offensichtlich ist der genaue Ubergangszustand immer noch nicht bekannt, obwohl er mit
verschiedenen rechnerischen Methoden in zahlreichen theoretischen Studien zu ermitteln
versucht wurde.”® Es ist nicht klar, ob die Umlagerung Uber einen aromatischen
Ubergangszustand, ein Diradikal oder ein 1,4-Diyl verlauft (Schema 16).%*% Es kann
aber eindeutig vermerkt werden, dass es sich dabei um einen sechs-gliedrigen
Ubergangszustand handelt, der entweder in der sessel- oder bootférmigen Konformation

vorliegt (Schema 17)_29b,30b,31

RN
‘) Aromat
v
2 o 2
T3 O/\ PN
Diradikal
] g \/ TN 3
2 b 2
O
1,4-Diyl

Schema 16: Mdgliche Ubergangszustande der Claisen Umlagerung.

Der energetische Unterschied zwischen der sessel- und der bootférmigen Konformation

betragt bei der Umlagerung ungefahr 3 Kcal/Mol.*® Somit ist die Sessel-Geometrie
18



bevorzugt, aber die Boot-Form nicht ausgeschlossen. Der energetische Ubergang vom
Edukt zum Produkt ist in folgendem Diagramm abgebildet (Schema 17). Da das Produkt

thermisch stabiler als das Edukt ist, ist die Reaktion irreversibel.

Ot

o

Z axis

C C 0
N X-0,$ xZ ¢

1 Cy Q\Ql’_' L

2

Schema 17: Claisen Umlagerung via den zwei maoglichen Konformationen des

Ubergangszustands (oben: Boot-, unten: Sessel-Kom‘ormation).zga1

Die Johnson Variante der Claisen Umlagerung ist die Reaktion eines Allylalkohols mit
einem Orthoester, infolge dessen ein Ketenacetal als Zwischenstufe gebildet wird. Dieses
wird dann Uber die [3,3]-sigmatrope Umlagerung in eine y,0-ungesattigte Carbonyl-

verbindung umgewandelt (Schema 18).

R4
HO R, + EtO OEt —_—
EtO - EtOH
Allylalkohol Triethylorthoacetat
B R Ry ] Ry
Ry Ro Claisen- s R
S o) — o Umlagerung e g
- EtOH _—
EtO

EtO EtO P

EtO @

- gemischter Ketenacetal - ¥, d-ungesaéttigter

Orthoester Ethylester

Schema 18: Claisen-Johnson Umlagerung (R;= CHjs; R,= (CH;),CH(CH3)=CHy,).

Die Umlagerung wurde im Jahr 1970 von Johnson et al. als eine hoch stereoselektive
Variante der Claisen Umlagerung fur die Synthese von trans-dreifach substituierten

olefinischen Verbindungen beschrieben.®? In dieser Reaktion sind die Bildung von
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gemischtem Orthoester, die Abspaltung von Ethanol und die Bindung von Ketenacetal
reversible Prozesse. Der letzte Teil — die eigentliche Umlagerung — ist irreversibel.

Die typische praktische Durchfihrung dieser Reaktion geschieht durch Erhitzen eines
Allylalkohols mit  Uberschuss eines Orthoester (meistens Trimethyl- oder
Triethylorthoacetat) und katalytischen Mengen einer schwachen Saure (klassisch
Propionséure) bei Temperaturen zwischen 140-200 °C. Dabei kann die Reaktion einige
Stunden oder sogar Tage dauern. Die Durchfihrung in der Mikrowellen-Apparatur
beschleunigt die Reaktion drastisch. In den meisten Fallen wurde nicht nur die Zeit der
Reaktion von Stunden auf Minuten verkirzt, sondern auch die Ausbeute des Produktes

im Vergleich zur klassischen Thermolyse verbessert.*

Die Claisen-Johnson Umlagerung findet vielseitige Verwendung in der synthetischen
Chemie. Trotz ihrer nicht milden Reaktionsbedingungen (hohe Temperaturen, Saure-
Katalyse) wird die Reaktion wegen der einfachen ,Eintopf‘-Durchfiihrung oft eingesetzt.
AuBerdem sind Orthoester entweder kommerziell erhdltlich oder unkompliziert
herzustellen (z.B. durch die Pinner-Reaktion**), und die Reaktionsbedingungen verlangen

keine strengen wasserfreien Bedingungen.
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2.1.2 Reduktion der Azide zu Aminen®

Organische Azide bieten die Mdoglichkeit zur Einflhrung einer primaren Aminogruppe.
Primare Amine sind oft Bestandteile biologisch aktiver Verbindungen. Aufgrund der
unkomplizierten Herstellung der Azide ist deren Reduktion zu Aminen von wesentlicher

Bedeutung in der bioorganischen Synthese.

Azide sind stabil gegeniber vielen Reagenzien und koénnen bei hydrolytischen
Bedingungen leicht zu primédren Aminen reduziert werden, haufig auch selektiv bei
Anwesenheit anderer reduzierbarer funktioneller Gruppen. Die Azid-Gruppe wird durch
die nukleophile Substitution mit einem anorganischen Azid eingefiihrt.>®

Fur die Reduktion der Azide konnen verschiedene Reduktionsmittel verwendet werden.

Eine der Methoden der Reduktion der Azide zu Aminen ist die metallkatalytische
Hydrogenolyse. Da im Laufe der Hydrogenolyse der Azide Stickstoff freigesetzt wird, ist
es nicht moglich, die normale Hydrogenolyse-Apparatur zu verwenden. Der genaue
Mechanismus der Hydrogenolyse ist noch nicht etabliert. Mdglicherweise verlauft die
Reaktion (ber eine Triazen-Zwischenstufe.*® Palladium- oder Platin-katalysierte
Hydrogenolyse ist zwar eine effektive, aber nicht immer passende Mdoglichkeit zur
Reduktion der Azide, die auch andere reduzierbare Gruppen erhalten. Selektive
Hydrogenolyse der Azido-Gruppe bei Anwesenheit der Doppelbindung kann mit dem

Lindlar-Katalysator erreicht werden (Schema 19).%’

/ CONH(CH,),N; / CONH(CH,),NH,
HO Hy/Lindlar ~ HO
_—

Schema 19: Reduktion der Azidgruppe mit Lindlar-Katalysator (R=H, 95%; R= OCHj3, 97%).

Die Anwendung von Palladium auf Kohle als Katalysator ermdglicht die selektive
Reduktion von Aziden ohne dabei andere sensitive Gruppen anzugreifen, wie zum
Beispiel die Benzyloxycarbonyl-Gruppe.*® Der Raney-Nickel-Katalysator kann ebenfalls
fur die selektive Reduktion der Azid-Verbindungen verwendet werden, die auch

Doppelbindungen oder Benzyloxy-Gruppen enthalten.*

Eine andere Moglichkeit Azide in Amine zu Uberfihren ist die Reduktion mit
anorganischen Verbindungen niedervalenter Metalle. Zinn(ll)chlorid reduziert eine Reihe

von Alkyl- und Arylaziden zu entsprechenden Aminen bei Raumtemperatur, wobei fir
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weniger reaktive Azide katalytische Mengen an Aluminiumchlorid zugesetzt werden
sollen.”® Vanadium(ll)chlorid hat sich als niitzliches Reduktionsmittel von Arylaziden in
wassriger Lésung bewiesen (Schema 20).*' Die Heteroaryl- und Arenosulfonylazide

kénnen ebenfalls im wassrigen Medium mit Titanum(lll)chlorid reduziert werden.*?

N NH
X % VCILH,OTHF x 2

| _ 70%-95% _

Schema 20: Reduktion von Arylaziden mit Vanadium(ll)chlorid (R= H, 70%; R= 2-CH;, 85%;
R= 2,4-di-CH3 76%; R= 4-Cl, 78%, R= 4-F, 95%, R= 2-CF3, 78%,).

Eine chemoselektive Reduktion der Azidopyrazine ist mit einem Fe/NH,CI-
Reduktionssystem in einem Zwei-Phasen-Losungsmittel-System von Ethylacetat und
Wasser méglich.*® Ein Zn/NH,Cl-Reduktionssystem in Ethanol/Wasser hat sich im
Vergleich zu einem Eisen/Ammoniumchlorid-System als aktiver erwiesen.*

Die Metallhydride und Borhydride werden ebenfalls fur die Herstellung primérer Amine
aus Aziden verwendet. Lithiumaluminiumhydrid ist ein gutes Reduktionsmittel fir Azide,
fur welche keine Chemoselektivitat erforderlich ist.* Natriumborhydrid wurde erfolgreich
fur die Reduktion eine Reihe von Aryl-, Alkyl- und Sulfonylaziden im THF/MeOH-System
eingesetzt.*®

Die sogenannte Staudinger-Reaktion ist eine hochselektive Reduktionsmethode zur
Uberfuhrung von Aziden zu primaren Aminen. Als Reduktionsmittel werden dabei
Triphenyl- oder Trialkylphosphine in THF mit geringem Uberschuss an Wasser
verwendet.”” Phosphine reagieren mit Aziden zu Phosphazenen, die bei Anwesenheit von
Wasser sofort zu Aminen hydrolysieren (Schema 21). Bei dieser Methode bleiben viele
andere sensitive funktionelle Gruppen unbeeinflusst, wie zum Beispiel Nitro-,

Alkoxycarbonyl- und Epoxid-Gruppen.*®

H

O
R—Nj + PPh; —= R—N=PPhj +—20> R—NH,

- Ny - PhgP

Schema 21: Staudinger-Reduktion von Aziden zu primaren Aminen.
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Die Reduktion von Aziden mit Hydrogensulfid ist eine seit Jahren verwendete,
chemoselektive Methode zur Herstellung von Aminen. Sie erlaubt eine selektive
Reduktion der Azidogruppe in Gegenwart anderer empfindlicher funktioneller Gruppen wie
zum Beispiel die Reduktion von ungesattigten Azid-Nukleosiden oder von
Azidothiophenen, die eine Cyanogruppe besitzen.*

Ein anderes schwefelhaltiges Reduktionsmittel mit noch hoherer Selektivitat zu
Azidogruppen ist Dithiothreitol (Schema 22).

NEt,

R—N,; +
8 HS MeOH/N,

R—NH, +

11N
-.uIIIO
§ T
()]
I

OH
Schema 22: Reduktion der Azide mit Dithiothreitol.
Die Durchfihrung dieser Reduktion unter Inertgas-Atmosphare in Methanol oder Wasser
mit Dithiothreitol und einer Base (Triethylamin oder Diisopropylamin) erlaubt eine selektive
Reduktion der Azidogruppe in Anwesenheit der Doppel- und Dreifachbindungen, Nitro-,

Cyano- und Carbonylgruppen.®®
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3 Eigene Experimente

3.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, Synthesewege von 13-C und Deuterium markierten
Aminosauren Lysin und Ornithin zu erarbeiten. Eine Hauptbedingung dieser Arbeit war,
genannte Synthesen mit preisglinstigen potenziellen Isotopenquellen in moglichst hohen

Ausbeuten durchzufihren.

Die vorgenommene Synthesesequenz sollte jeweils in acht Schritten zu den gewtinschten
Aminosauren Lysin bzw. Ornithin fuhren (Schema 23). Die Reaktionen wurden mit

unmarkierten Substanzen erarbeitet.

HO. otBu _(MeO)sCCHs MeOMOtBu NaBH,/LiCl HO\/\)H‘/OtBu
o) o

NNMe, o)
HoNNMe,
HO\/\)‘\[(OtBu - HO\/\)‘\[(OtBu
MeSO,Cl
o) o)
NNMe, KCN NNMe,
MeS0,0 OtBu —> NC OtBu NHs,
Pd/C, H,
O \
© NH,
NaN3 OtBu
H,N
NNMe, o)
N3 OtBu
TFA
o)
NHs, NH,
Pd/C, H, OH
H,N
NH2 NH2 Lysin o
HzNM(OtBu _TFA HZN\/\/H‘/OH
o Ornithin ©

Schema 23: Geplanter Syntheseweg zu Lysin und Ornithin.



3.2 Beschreibung der durchgefihrten Synthesen

Das Ausgangsmaterial fir die Synthese — 2-Hydroxymethyl-acrylsaure-tert-butylester 3 —
wurde in drei Schritten nach bekannten und bereits optimierten Vorschriften hergestellt®
(Schema 24). Dabei wurde Bromessigsaure zuerst zum tert-Butylester 1 verestert®® und
dann das entstandene tert-Butylbromacetat 1 durch Anwendung einer Arbusov-Reaktion
mit Triethylphosphit zu tert-Butylphosphonoacetat 2 umgesetzt®®. Dieses wurde
anschliel3end durch eine Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion mit Paraformaldehyd und

Kaliumcarbonat zu 2-Hydroxymethyl-acrylsaure-tert-butylester 3 umgewandelt™.

t-BuOH, DMAP,
/ﬁ(OH DCC, CH,Cl, /ﬁ‘/otBU P(OEt)3
Br > Br "
65 % quant.
(0] O

1

1) (HCHO)n 1N H3POy,

H,0, 90 °C
(EtO) P/ﬁ(OtBu 2) K2003, Hzo‘ r.t. _ Ho OtBu
2 -
| "
O o) 58 % 1
2 3

Schema 24: Synthese des Ausgangsmaterials.

Allylalkohol 3 wurde in einer Claisen-Johnson Umlagerung (Schema 25) mit

Trimethylorthoacetat umgesetzt.*

Die Reaktion wurde ohne Ldsungsmittel bei
verschiedenen Temperaturen und mit unterschiedlichen Mengen an Orthoester
durchgefiuhrt. Als Katalysator wurde Propionsdure verwendet. Der Versuch, das Erhitzen

%5857 7u ersetzen brachte keinen

im Olbad durch Erwarmung in der Mikrowellen-Apparatur
Erfolg. Samtliche Reaktionen in der Mikrowellen-Apparatur ergaben unvollstdndigen
Umsatz. AufRerdem wurde eine Polymerisierung, vermutlich des Allylalkohols, beobachtet.
Eine Ubersicht der Ergebnisse der Optimierung der Claisen-Johnson Umlagerung ist in
Tabelle 1 dargestellt.

(CH30)3CCHG3,

Propionsaure

HO OtBu MeO OtBu

\j

Verschiedene
o) Bedingungen le) lo)
3 4

Schema 25: Claisen-Johnson Umlagerung von 2-Hydroxymethyl-acrylsdure-tert-butylester

3).
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Tabelle 1: Versuche zur Optimierung der Claisen-Johnson Reaktion.

Temp. °C Reaktionszeit  Ag. TMOA PlrEc:jduukI:t/ Rohprodukt

150° C MW 10 min 10 1:1 (polym.)

180 °C MW 15 min 10 1:0,15 (polym.)

160 °C MW 15 min 7 1:0,14 (polym.)

160 °C MW 15 min 14 1:1 (polym.)

95-100 °C 2,5 St 5 1:0;8 55 %

ca. 105 °C 6 St 5 1:0,014 52 %

105-110 °C 3,5 St 7 1:0,8 79 %

105-110 °C 18 St 7 1:0,015 79 %

105-110 °C 6 St 7 1:0 61 % *
120 °C 2,5 St 5 1:0 81 % *
120 °C 3 St 3 1:0,03 (polym.) *

100-105 °C 20 St 3 1:0,2 (polym.)

110-115°C 3 St 4 1:0,013 73 % *

110-115 °C 3 St 5 1:0 75 % *

TMOA — Trimethylorthoacetat; *Portionierte Zugabe an Katalysator; (polym.) — Polymerisation des
Produktes.

Es zeigte sich, dass die portionsweise Zugabe von Katalysator bessere Ausbeuten ergab.
In Bezug auf die Mdglichkeit der Anwendung des Orthoesters als Isotopenmarkierungs-
quelle wurde versucht, den Uberschuss an Trimethylorthoacetat zu minimieren. Dabei
zeigte sich die Polymerisierung des Eduktes schon bei Einsatz von 3 Aquivalenten an
Orthoester, was als mdgliche Folge der erhéhten Konzentration des Allylalkohols
interpretiert werden kann. Folgende Reaktionsbedingungen erwiesen sich demnach als
optimal: eine Temperatur von 120 °C, 5 Aquivalente an Trimethylorthoacetat und
portionsweise Katalysatorzugabe, womit eine Ausbeute von ca. 80 % des Produkts 4

erreicht werden konnte.

Die folgende Umsetzung des Methylesters 4 zum Alkohol 5 sollte eine selektive Reduktion
sein, da die Verbindung 4 drei reduzierbare Gruppen enthalt (Methylester, tert.-Butylester
und eine Doppelbindung). Die unterschiedlichen Reaktionsbedingungen zur Umsetzung
von 4 zu 5 sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Nachdem das geplante
Natriumhydroborat-Lithiumchlorid-Reduktionssystem®® im Lésungsmittel THF:MeOH nicht
das gewiinschte Produkt lieferte und im Losungsmittel THF:EtOH zusétzlich zur
Methylester-Gruppe auch die Doppelbindung reduzierte, wobei als Nebenprodukt
Substanz 5a gebildet wurde, wurde zu anderen Reduktionsmitteln gegriffen (Schema 26).
Die Reduktion mit Natriumborhydrid in Ethanol fuhrte ebenso zur Bildung von
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Nebenprodukt 5a. Das BF3;*OEt,/DIBAL-System>*®® reduzierte das Substrat 4 vollstandig
sogar bei -78 °C und lieferte ein Dialdehyd 5b (Schema 26).

HO OtBu HO OtBu
o) 4:4 Aq. NaBH,/LICI 8 Aq. DIBAL-THF o)
5a THF/EtOH, 0 °C -> rt THF, 0 °C 5
MeO OtBu
1,1/3,1 Aq.
BF3*OEt,/DIBAL-Hexan 0 o} 2,5 Aq. DIBAL-Hexan
CH,Cly, - 78 °C 4 THF, 0 °C
10 Aq. DIBAL-THF
o THF, 0 °C
X ‘ HO OtBu
(6]
5b HO OH o)
5
5¢c

Schema 26: Reduktion von Methylester (4).

Nur die Versuche mit DIBAL flhren zur gewilnschten selektiven Reduktion von
Methylester 4 (Schema 26). Wurde 1 M DIBAL-L6ésung in THF in kleineren Mengen
zugesetzt (3,5 Ag.) kam es zur unvollstandigen Reaktion. Erst bei der Zugabe von 8 Aq.
wurde ein vollstandiger Edukt-Umsatz erreicht und ergab das gewlinschte Produkt 5. Der
groRere Uberschuss an diesem Reduktionsmittel (10 Aq.) lieferte Nebenprodukt 5c¢, bei
dem beide Methyl- und tert-Butylester zu den Alkoholgruppen reduziert wurden (Schema
26). Bei der Anwendung von 1M DIBAL in Hexan reichten 2,5 Aquivalente fur den
vollstadndigen Umsatz des Methylesters 4 zu Alkohol 5.

Somit zeigten sich die folgenden Reaktionsbedingungen fiir die Reduktion von
Methylester 4 zu dem Alkohol 5 als optimal: eine Temperatur von 0 °C, 2,5 Aquivalente an
1 M DIBAL-L6sung in Hexan und das langsame Zutropfen von Reduktionsmittel (ca. ein
Tropfen pro Sekunde). Ein vollstandiger Umsatz von Substrat war unmittelbar nach der
Reduktionsmittel-Zugabe durch Dunnschichtchromatographie zu detektieren. Die besten
Ausbeuten wurden durch die Verwendung von wenigen Tropfen konzentrierter Essigsaure

fur eine bessere Phasentrennung wahrend der Aufarbeitung erreicht.
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Tabelle 2: Versuche zur Reduktion von 1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentadioat (4).

Aqui-

Tempe-

Reduktionsmittel valente Losungsmittel ratur Zeit Ergebnis
NaBH,/LiClI 474  THF.MeOH (1) 0°C>rt _ 18h  Kein Umsatz
NaBH./LiCl 44 THEEtOH (21) 0°C>rt  17h (%,55:’1??)

NaBH, 5 EtOH 0°C>rt  18h (O‘f'l%jf"l)
1M DIBAL-Toluol 25 CH,Cl, 0°C>rt  2,5h V‘e‘;USn féﬁ;’;t
1M DIBAL-Hexan 25 CH,Cl, 0°C>rt  25h 5¢

SIFB%:IC_)_E;@ 1a'\g 1,1/3,1 CH,Cl, 78 °C 5h 5b

1 M DIBAL-THF 12 THF 11750°C  4h  Kein Umsatz
1 M DIBAL-THF 15 THF 17> 5h  Kein Umsatz
1 M DIBAL-THF 35 THF 0°C>rt  35h  4,5(L1)
1 M DIBAL-THF 4 THF 0°C>rt  3,5h  4,5(L:1,1)
1 M DIBAL-THF 6 THF 0°C>rt  35h 4,5(0,25:1)
1 M DIBAL-THF 4 THF 0°C>rt  17h  4,5(L1)
1 M DIBAL-THF 10 THF 0°C 1,5h (15:’1?1‘:3)

1 M DIBAL-THF THF 0°C 15h 5 (53%)
1 M DIBAL-THF THF 0°C>rt  13h  5c (33 %)
1 M DIBAL-THF THF 0°C 15h  5(50 %)
1MDIBAL-THF  8+0,5 THF 0°C 4h 5% (82%)

1 MDIBAL-Hexan 1,5+1,5 THF 0°C DC  5*(48 %)

1 MDIBAL-Hexan 25 THF 0°C DC 557 %)

1 MDIBAL-Hexan 2,5 THF 0°C DC 5% (74 %)

1 MDIBAL-Hexan 25 THF 0°C DC 5% (70 %)

* Aufarbeitung mit Essigsaure; DC — Kontrolle durch Dunnschichtchromatographie; die Zahlen in

der Spalte ,Ergebnis® beziehen sich auf die Substanzen aus dem Schema 26.

Durch die Ozonolyse von Verbindung 5 bei -78 °C mit anschlielender Reaktion mit
Triphenylphosphin sollte die Doppelbindung in die a-Ketogruppe umgewandelt werden.
Wahrscheinlich schliel3t die Verbindung 6, die nicht isoliert wurde, sofort nach ihrer
Bildung in einen 5-gliedrigen Ring 7 (Schema 27). Die Struktur von zyklischem Isomer 7
Die erhaltene **C- und 'H-NMR-Spektren

stimmen mit den publizierten Literaturdaten iiberein.®*

wurde mittels NMR-Spektroskopie bestéatigt.
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(MeO)3CCHg,
OtBu Proplons OtBu DIBAL/THF HO. OtBu
120 °C

O3, PPh3
CH2C|2
-78 °C
o OH e}
—-—
(0]
7 6 ©

Schema 27: Claisen-Johnson Umlagerung, Reduktion und Ozonolyse.

Vermutlich entsteht dieser 5-gliedrige Ring durch Bildung eines Halbacetals zwischen der
neugebildeten a-Carbonylgruppe an dem C,-Atom und der Hydroxygruppe des Cs-Atoms.
Um einen Ringschluss zu vermeiden, wurde die Cs-Hydroxygruppe der Verbindung 5 vor
der Ozonolyse in den Mesylester 8 tberfihrt (Schema 28).

Die Einflhrung des Mesylats ist fur die Aktivierung der Hydroxygruppe zur folgenden
nukleophilen Substitution durch ein Cyanid notwendig (Schema 23) und wurde in
Dichlormethan bei 0 °C durch Zugabe von katalytischen Mengen an
Dimethylaminopyridin, Triethylamin und Methansulfonylchlorid ~durchgefiihrt.®” Die
Reinheit des Produktes konnte durch NMR-Spektroskopie bestétigt werden, sodass das
Rohprodukt ohne weitere Reinigungsschritte in der anschlieBenden Ozonolyse eingesetzt

werden konnte.

Alternativ zur Mesylat-Gruppe wurde die Aktivierung der Hydroxygruppe Uber eine
Tosylat-Gruppe durchgefiihrt. Die Reaktion von Alkohol 5 mit p-Toluolsulfonylchlorid in
Dichlormethan in Anwesenheit von Pyridin als Base® brachte keine guten Ausbeuten an
Tosylether 9 (Schema 28). AuRerdem dauerte die Reaktion bis zu 65 Stunden. Im
Gegensatz zu Mesylat war es notwendig, das tosylierte Rohprodukt 9 vor der weiteren
Ozonolyse zu reinigen. Aus diesen Grinden wurde im weiteren Verlauf der Synthese nur

mehr die Mesylierungsreaktion verwendet.
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HO\/\)I\’(OtBu
MeSO,Cl, DMAP, (0] TsCl, Pyridin,
EtsN, 0 °C 5 0°C
rt: 1h rt: 65h
roh ca. 85 % gerein. ca. 30%
MESOZO\AJ\H/OtBU TSO\/\)K’(OtBU

8 0 9 o}

Schema 28: Vergleich Mesylierungs- und Tosylierungs-Reaktionen.

Die Ozonolyse des Mesylesters 8 wurde bei -78 °C in abs. Dichlormethan durchgefuhrt.
Ozon wurde bis zur Sattigung der Loésung (Blaufarbung) eingeleitet und anschlieend
durch Zugabe von Triphenylphosphin das intermediative Ozonoid umgesetzt.
Saulenchromatographische Reinigung ergab Verbindung 10 als offenkettige Verbindung
(Schema 29).

Im nachsten Schritt sollte die a-Ketogruppe durch N,N-Dimethylhydrazon ersetzt werden
(10 =11 Schema 29). Die Reaktion mit N,N-Dimethylhydrazin wurde bei Raumtemperatur
in Diethylether als Losungsmittel Gber Nacht durchgefiihrt. Nachdem die Bildung des
Hydrazons an dieser Stufe erfolglos war, wurde zundchst die Cyanierung des
Methylsulfonylesters versucht (10 - 12 Schema 29).

Die Cyanierung wurde nach der Vorschrift aus der Arbeit von Utech et al.®® durchgefiihrt.
Hierbei wurde das Substrat mit 10-fachem Aquivalent-Uberschuss von KCN in
Dimethylformamid als Losungsmittel versetzt und bis auf 120 °C erhitzt. In spateren
Versuchen stellte sich heraus, dass fur den Ablauf der Reaktion ein Erhitzen auf 80-90 °C

ausreichend war.

Grundsatzlich hatte auch Kaliumcyanid als weitere glnstige Isotopenquelle verwendet
werden konnen. Unter diesem Gesichtspunkt und unter Beriicksichtigung der sehr
geringen Loslichkeit des Kaliumcyanids in organischen Losungsmitteln war geplant, den
minimal notwendigen Uberschuss an KCN zu bestimmen. Dieser Plan wurde
schlussendlich jedoch nicht umgesetzt, da die Cyanierungsreaktion zu einem
unerwarteten Ergebnis fuhrte: Anstelle des gewlnschten Cyanids 12 bildete sich wieder
eine zyklische Verbindung 13 (Schema 29). Die Struktur der Verbindung 13 wurde durch
NMR-Spektroskopische Methoden aufgeklart. Die erhaltenen spektroskopischen Daten
zeigten Analogie zu dem in der Literatur beschriebenen zyklischen Cyanid.®* Es wird
vermutet, dass bei diesen Reaktionsbedingungen die Bildung des 5-gliedrigen Rings

noch vor der nukleophilen Substitution stattfindet.
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O
MeSOQOv\)%‘/OtBu O3 MeSOZON‘\[(OtBu
—_—
\\&NANMe

o) o)
8 10 NNMe,
MeS0,0 OtBu
KCN KCN
o)
1
o CN o)
Q%(omu NC\/\)H(OtBu
o) o]

13 12

Schema 29: Ozonolyse, Reaktion mit Hydrazin und Cyanierungsreaktion.

Die Herausforderung dieser Reaktionsfolge und die Reaktionsbedingungen zur
Einfuhrung des Cyanids, der Umsetzung zum Hydrazon und Optimierung der
anschlielenden Reduktion zum Amin missen in zukinftiger Forschungsarbeit gelost

werden.

Zur Synthese von Ornithin wurde die Mesylestergruppe der Verbindung 10 durch ein Azid
ersetzt (10 »> 14 Schema 30). Die Verbindung 10 wurde dazu mit Natriumazid in
Dimethylformamid als Lésungsmittel bei 80 °C fiir ca. zwei Stunden erhitzt.*> Nach der
saulenchromatographischen Reinigung wurde Azid 14 erhalten. In den nachfolgenden
Schritten wurde angestrebt, die a-Ketogruppe der Verbindung 14 durch zwei mdgliche

Wege in eine a-Aminogruppe umzusetzen (Schema 30).

O
MeSOZO\/\)H(OtBu
10 fe}

NaN3, DMF
80 °C
NNMe, Me,NNH,, 0 o
N3\/\)H‘/Ot3u Et,0, rt Ns\/\)‘\[(OtBu TFA, 0°C Ns\/\)H(OH
15 4 14 0 75
NH3, Ho/Pd NH3 g., NH3-Lésung,
MeOH NaCNBHj3;, 0 °C
NH; NH, NH,
H2N OtBu > HZN\/\/H(OH é N3\/\/H‘(OH
16 S 19 g 18 9

Schema 30: Reaktion mit Azid und zwei mdgliche Synthesewege zu Aminoséure Ornithin.
Der erste Weg erfolgte iiber die Reaktion mit N,N-Dimethylhydrazin® mit nachfolgender
Reduktion durch den Wasserstoff, bei der sowohl die Dimethylhydrazyl- als auch die Azid-
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Gruppe, in Aminogruppen uberfiihrt werden sollten. Hydrazon 15 wurde nach der
saulenchromatographischen Reinigung mit einer Ausbeute von nur 22 % erhalten und die
Reduktion von 15 mit H,/Pd in der Durchflusshydrierapparatur lieferte nicht das
gewinschte Ergebnis (15 - 16 Schema 30).

Im zweiten Weg wurde versucht, die a-Ketogruppe der Verbindung 14 durch eine
reduktive Aminierung in eine Aminogruppe umzuwandeln. Dafir sollte der tert-Butylester
zunachst abgespalten werden. Wahrend die Abspaltung des tert-Butylesters mit
gasférmiger HCI' nicht zum gewiinschten Produkt fiihrte, erhielt man durch die Reaktion

mit Trifluoressigséaure® bei 0 °C eine qualitative Ausbeute von 17.

Die reduktive Aminierung erfolgte in konzentrierter Ammoniaklésung unter Zugabe von
CuSO0,4 und NH,4CI durch Durchblasen von Ammoniak-Gas und anschlieRender Zugabe
des Reduktionsmittels.>® Bei Verwendung von Natriumborhydrid als Reduktionsmittel
wurde ein Gemisch aus Ornithin 19 und Azidoaminosaure 18 erhalten (ermittelt durch
NMR-Analyse). Eine selektive Reduktion gelang mit Natriumcyanoborhydrid, wobei
ausschlielich die a-Carbonylgruppe des Substrats 17 reduziert wurde, was nur ein
Produkt 18 lieferte.

Es gibt zahlreiche Mdglichkeiten ein Azid in eine Aminogruppe umzuwandeln (siehe Seite
21). Die meisten davon eignen sich fur Azide mit guter Ldslichkeit in organischen
Ldsungsmitteln, aber in vorliegendem Fall loste sich die Verbindung 18 in organischen
Ldsungsmitteln sehr schlecht oder gar nicht. Um Azid 18 zu reduzieren, wurden mehrere
Methoden herangezogen (Tabelle 3): Reduktion mit Wasserstoff, Staudinger-Reduktion
mit Triaklyl- und Triarylphosphinen, Reduktion mit Dithiothreitol (DTT), Reduktion mit Zink
und mit Natriumborhydrid.

In Tabelle 3 sind die erprobten Reaktionen zusammengefasst. Die Reduktion mit Zink-
Staub in Wasser mit NH,Cl bei 100 °C ergab die besten Ergebnisse. Dass bis zu 75 %
des gewtlinschten Produkts 19 entsteht, wurde mit 'H-NMR- und
Massenspektroskopischen Methoden nachgewiesen, wenn auch die Reproduzierbarkeit

dieser Reaktion durch nachfolgende Experimente noch zu optimieren ist (Tabelle 3).

In Schema 31 sind die durchgefuhrten Reaktionen des Synthesewegs zu Aminosauren
Ornithin und Lysin zusammengefasst. Die zu optimierenden Stufen im Syntheseweg zu

Lysin sind durch punktierten Pfeil dargestellt.

33



Tabelle 3: Versuche zur Reduktion von Azid zu Amin.

Methode Lésungsmittel Bedingungen ~ Er9€bnis laut

NMR
H./Pd H.O rt unident. NP, 19
H./Re-Ni H,O:MeOH (1/1) rt unident. NP
PPhs THF:H,0 (1/2) 20h; rt kein Umsatz
PPhs THF:0,1M NaOH (1/2) 18h; rt uniden.NP
P(n-Bu)s THF:0,1M NaOH (1/2) 18h; rt uniden.NP
Zn/NH,CI EtOH:H,O 1h; 90 °C 18, Spur von 19
Zn/NH,CI H,O 6h 100 °C 18/19 (1/1)
Zn/NH,CI H,O 19h; 90 °C 19 (75 %)
Zn/NH,CI H,O 19h; 90 °C wenig Umsatz
Zn/NH,CI H,O 19h; 90 °C wenig Umsatz
DTT H,O:DIPA= 3/1 3h; rt uniden. NP
NaBH,/ CoCl,*6H,0 H,O 1h;rt uniden. NP

unident. NP — Nebenprodukt wurde nicht identifiziert; DTT — Dithiothreitol; 18 — Azidonorvalin; 19 —
Ornithin.

(MeO)3CCHg,
Propionsaure, DIBAL/THF,
HO OtBu 120 °C MeO OtBu 0°C HO OtBu
81% 74%
3 O o] 4 o] 5 o)

MeSO,Cl, DMAP, | gzo,
EtsN, 0 °C

O3, -78 °C;

(0]
PPhj, -78 °C->rt
MeSO,0 OtBu =2 " MesS0,0 OtBu
79%
NaNs/DMF, 10 : O 8 ¢
BV :
58% v

o) O NH,
N3 OtBu NC OtBu ----- - OH
T HoN
40 12 O Lysin o)
TFA, 0 °C l quant.
NH3 g, 0 °C,
o NaCNBHj, NH,
N3 OH 0 °C->rt _ZONHC oH
53% H,0, 90 °C
70 Ornitin (19) O

Schema 31: Zusammenfassung der durchgefiihrten Reaktionen.
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4  Experimenteller Teil

4.1 Allgemeine Methoden

Die *H- und *C-NMR-Spektren wurden auf einem ,Avance DPX 400“ Spektrometer der
Firma Bruker aufgenommen. Alle Messungen wurden standardmafig bei 298 K
durchgefuhrt. Die chemische Verschiebung & ist in ppm (parts per million) angegeben und
die Kopplungskonstanten J in Hz (Herz). Das Referenzieren erfolgte auf das
entsprechende deuterierte Lésungsmittel (CDCls: *H-Spektren &= 7,26; *C-Spektren 8=
77,16; D,0O: 'H-Spektren 8= 4,79).

Elektronenstol3-lonisations-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT 8230-Gerat

aufgenommen.

Zur Dunnschichtchromatographie dienten mit Kieselgel 60 und Fluoreszenz-Indikator
UV.,s4 beschichtete Aluminium-Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel. Die Detektion
erfolgte durch Eintauchen in KMnO4-Lésung (1,5 g KMnOy, 10 g K,COs3, 1,25 mL 10 %-
iger NaOH, 200 mL H,0) bzw. Ammoniummolibdat-Cersulfat-Losung mit anschlieRender

Verkohlung mittels Hotgun oder Einfarben mit Ninhydrin.

Die saulenchromatographische Trennung wurde mit Merk-Kieselgel 60 (0,0040-0,0063

mm) durchgefihrt.

Die verwendeten Losungsmittel wurden destilliert. Die absolutierten Losungsmittel wurden
uber 4A Molekularsieb aufbewahrt. Dichlormhetan wurde vor dem Gebrauch tber Alox
filtriert.  Triethylamin  wurde durch Destillieren Uber Calciumhydrid getrocknet.
Wasserfreies Tetrahydrofuran wurde entweder bei den Firmen Acros oder Fluka

erworben.
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4.2 Durchgefihrte Reaktionen

4.2.1 tert-Butylbromacetat (1)

OH  BuOH, DMAP, OtBu
Br DCC, CH,Cl, ~ Br
o) ! o)
C2H3B}"02 C6HllBr02
138.95 195.05

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

Bromessigsaure (C,H3BrO,; 138,95 g/mol; 1 Aq.; 22,013 g; 0,158 mol)

tert-Butanol (C,H.00; 74,12 g/mol; 0,775 g/mL; 2 Ag.; 0,317 mol; 35 mL)
Dimethylaminopyridin (C;H1oNy; 122,17 g/mol; 0,1 Ag.; 0,016 mol; 1,93 g)
Dicyclohexylcarbodiimid (C13H2,N,; 206,33 g/mol; 0,95 g/mL; 1,03 Ag.; 0,163 mol; 35 mL)
Dichlormethan abs.; HCI 0,5 M; NaHCO3; 2% Losung; H,O 40 mL

Durchfiihrung:

Bromessigsaure, tert-Butanol und DMAP wurden in einem 500 mL Dreihalskolben in 100
mL abs. Dichlormethan geltst. Der Kolben wurde mit einem groRen Magnetrtihrkern und
einem Tropftrichter ausgeristet. In den Tropftrichter wurde das in 100 mL abs.
Dichlormethan geloste DCC gegeben (vorher im Wasserbad bei 45 °C geschmolzen).
Nachdem das Reaktionsgefa3 unter Argon-Atmosphére auf 0 °C gebracht wurde, wurde
die DCC-LOsung langsam zugetropft. Nach der Zugabe von DCC wurde die
Reaktionsmischung bei Raumtemperatur Uber Nacht gerthrt. Danach wurde die
Reaktionsmischung in ca. 240 mL Dichlormethan aufgenommen und der gebildete
Niederschlag (Dicyclohexylharnstoff) abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 0,5 M HCI-L6sung (3
x 120 mL), 2% NaHCO; (3 x 120 mL) und schlie8lich mit Wasser (1 x 120 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Gber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel
am Rotationsverdampfer abgezogen. Das Rohprodukt wurde mittels Kugelrohrdestillation
gereinigt (bei ca. 12 Torr, bis auf 100 °C). Es wurde eine farblose, fruchtig riechende

Flissigkeit erhalten.

Ausbeute: 21,054 g, 68 % d. Th.
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"H-NMR (400 MHz; CDCly) & [ppm]: 3.74 (s, 2H, Br-CH,-); 1.48 (s, 9H, -C(CHy)s)

3C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 166.39 (>C=0); 83.01(-C(CHs)s); 27.97 (Br-CHy-); 27.79 (-
C(CHs)3)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 216.98 [M+Na]* 3 %; 160.92 [M+Na-CgH10]" 1,5 %
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4.2.2 tert-Butyl-2-(diethylphosphono)acetat (2)

OtBu P(OEt);

ohne Ldsungsmittel OtBu
B & > (EtO)2P/\H/
O o) o
195.05 252 24

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen
tert-Butyl-2-bromacetat (1) (CgH1,BrO,, 195,05 g/mol; 1 Ag.; 20,972 g; 0,108 mol;)
Triethylphosphit (CsH1505P; 166,157 g/mol; 0,97 g/mL; 1,02 Ag.; 0,110 mol; 20 mL)

Durchfiihrung

tert-Butyl-2-bromacetat und Triethylphosphit wurden in einen 100 mL Zweihalskolben (mit
Ruckflusskihler) gegeben und 6h bei 65 °C gerihrt. Das entstandene Ethylbromid wurde

am Rotationsverdampfer entfernt (60 °C, 20 mbar, ca. 1h).

Ausbeute: 27,118 g, quantitativ.

'"H-NMR (400 MHz; CDCl3) & [ppm]: 4.16 (quint., 4H, J= 7.05 Hz, (CH3-CH,0),-); 2.87 (d, 2H, J=
21.41 Hz, >P(=0)-CH,-); 1.47 (s, 9H, -C(CH3)3); 1.34 (t, 6H, J= 7.02 Hz, (CH3-CH,0),-)

3C-NMR (400 MHz; CDCl,) & [ppm]: 165.05 (d, J= 6.60 Hz, -CO,tBu); 82.12 (s, -C(CHs)s); 62.60
(d, J= 6.43 Hz, (CHs-CH,0),-); 35.76 (d, J= 132.98 Hz, >P(=0)-CH,-); 28.08 (s, -C(CH,)s); 16.48
(d, J= 6.31 Hz, (CH5-CH,0),-)

EI-MS: m/z [Interpretation]: 275.10 [M+Na]"
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4.2.3 tert-Butyl-2-(hydroxymethyl)acrylat (3)

O
|| OtBu 1) |(_|H8H;)gr:,C1N H,PO,, HO OtBL
(EtO),P 2= -
2) K2003, Hzo, r.t.
O O
C,oH,,05P CsH 1405
252.24 158.19

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-2-(diethylphosphono)acetat (2) (C1oH,:03P; 252,24 g/mol; 1 Aq.; 24,121 g; 0,095 mol)
Paraformaldehyd ((HCHO)n; 30,03 g/mol; 4 Ag.; 0,380 mol; 11,40 g)

Kaliumcarbonat (K,CO3; 138,20 g/mol; 1,6 Aqg.; 0,152 mol; 20,98 g)

1N Phosphorsaure; H,O dest.; Diethylether dest.; NaCl geséttigte wassrige Losung

Durchfihrung

In einen 500 mL-Dreihalskolben mit einem Ruickflusskiihler wurden Paraformaldehyd, 90
mL H,O und 1 mL 1N H3PO, gegeben und unter standigem Rihren auf 90 °C erhitzt.
Nachdem Paraformaldehyd depolymerisiert worden war (ca. 2,5h) und die Losung klar
geworden war, wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekthlt. Dann wurde
tert-Butyl-2-(diethylphosphono)acetat mithilfe des Tropftrichters zugegeben und
anschlieRend die K,COs-Losung (in ca. 15 mL H,0) langsam zugetropft, sodass eine
Temperatur der Reaktionsmischung von 35-40 °C nicht Uberschritten wurde. Die
Reaktionsmischung wurde Uber Nacht (ca. 18h) bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde
die Reaktionsmischung in 140 mL Diethylether aufgenommen und mit 90 mL gesattigter
NaCl Lésung gewaschen. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit
Diethylether gewaschen (3 x 90 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden noch
einmal mit 60 mL gesattigter NaCl Losung gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt (6lartige, leicht gelb
gefarbte Flissigkeit) wurde mittels Destillation gereinigt. Um Polymerisation zu
vermeiden, wurde dem Rohprodukt vor der Destillation etwas Hydrochinon zugesetzt

(eine Spatelspitze).

Ausbeute: 8,774 g, 58 % d. Th.
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'H-NMR (400 MHz; CDCl5) & [ppml: 6.15 (s, 1H, >C=CH,); 5.74 (s, 1H, >C=CH,); 4.29 (s, 2H, -
CH,OH); 2.27 (br. s, 1H, -OH); 1.51(s, 9H, -C(CHs)s)

“C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 165.86 (>C=0); 141.00 (>C=CH,); 124.97 (>C=CH,); 81.56 (-
C(CHa)3); 63.03 (-CH,0H); 28.24 (-C(CHa)3)

EI-MS: m/z [Interpretation]: 181.09 [M+Na]"
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4.2.4 1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentandioat (4)

HO OtBu (CH30)3CCHz,  MeO OtBu
Propionsaure
_—
120 °C
@) O @)
CsH 1405 C;H,50,
158.19 214.26

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-2-(hydroxymethyl)acrylat (3) (CgH.403, 158,19 g/mol; 1 Ag; 1,454 g; 9,19*10° mol)
Trimethylortoacetat (CsH1,03, 120,15; 0,956 g/mL; 5 Aq; 4,59*10% mol; 5,80 mL)
Propionsaure (CsHgO,, 74,08; 0,99 g/mL; 0,1 Aq; 9,19*10™; 68 pL (= 17 uLx 4)

1 M HCI-L6sung; NaCl gesattigte wassrige Losung; Diethylether dest.

Durchfihrung

tert-Butyl-2-(hydroxymethyl)acrylat, Trimethylorthoacetat und das erste Aliquot
Propionséaure (17 pL) wurden in einen Zweihalsrundkolben gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde bei 120 °C 5h gerthrt, wobei die drei restlichen Aliquote an
Propionséaure in einstiindigem Abstand zugegeben wurden. Der Verlauf der Reaktion
wurde mittels DC kontrolliert (Laufmittel PE:EE=8:2, Farbereagenz KMnQO,). Nach der
Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekihlt und
aufgearbeitet. Dazu wurde die Reaktionsmischung im Diethylether aufgenommen (ca. 15
mL). Fur die Hydrolyse des uberschissigen Orthoester wurden ca. 15 mL 1 M HCI
zugegeben. Die organische Phase wurde mit gesattigter NaCl Losung gewaschen (3 x 15
mL). Die wassrige Phase wurde noch ein Mal mit Ether extrahiert und verworfen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tUber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel

wurde im Vakuum entfernt. Das Produkt ergab eine klare, 6lige Substanz.

Ausbeute: 1,683 g, 81 % d. Th.

"H-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 6.09 (s, 1H, >C=CH,); 5.50 (s, 1H, >C=CH.,); 3.67 (s, 3H, -
OCHjy); 2.62-2.58 (m, 2H, MeO,C-CH,-CH,-); 2.53-2.49 (m, 2H, -CH,-CH,-C(=CH,)-); 1.49 (s, 9H,
-C(CHz3),)
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C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 173.43 (-CO,Me); 166.08 (-CO,tBu); 140.72 (>C=CH,);
124.83 (>C=CH,); 80.95 (-C(CHjs)s); 51.72 (-OCHs); 33.24 (MeO,C-CH,-CH,-); 28.22 (-C(CHs)3);
27.59 (-CH,-CH,-C(=CH,)-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 181.05 [M+Na-C,Hg]" 3.2 %; 237.11 [M+Na]® 3.3 %;
253.08 [M+K]" 0.5 %
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4.2.5 tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5)

MeO OtBu piBAL 1M Hexan HO OtBu
THF, 0 °C

C11H1804 C]0H18O3
214.26 186.25

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen
1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentadioat (4) (C11H1504, 214,26 g/mol; 1 Aqg.; 5,745 g; 0,028 mol)
DIBAL 1 M Hexan-Loésung (2,5 Ag; 0,067 mol; 67 mL)

THF wasserfrei 50 mL

1 M HCI-L6ésung; Ethylacetat; NaCl gesattigte wassrige Lésung

Durchfihrung

In einem Dreihalskolben wurde 1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentanoat abgewogen.
Der Kolben wurde mit einem Ruhrkern, einem Septum und einem Tropftrichter
ausgeristet und unter Argon-Atmosphére gebracht. THF wurde mithilfe einer Spritze
zugegeben und das geltste Substrat wurde auf 0 °C gekihlit. DIBAL-L6sung wurde mittels
einer Spritze in den Tropftrichter gegeben. Dann wurde DIBAL langsam zur gekuhlten
Reaktionsmischung zugetropft (1 Tropfen pro Sekunde). Nach vollstandiger Zugabe von
DIBAL wurde eine DC-Kontrolle gemacht (Laufmittel EE:PE= 2:8, Farbereagenz KMnO,-
Losung), die zeigte, dass der Ausgangsstoff verbraucht war. Dann wurde die
Reaktionsmischung in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und 20 mL 1 M HCI zugegeben.
Die Phasen wurden getrennt (bei schlechter Phasentrennung wurde konzentrierte
Essigsaure zugesetzt). Die organische Phase wurde 3 Mal mit 1 M HCI gewaschen (je 30
mL), uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt

(Essigsaure wurde an der Pumpe entfernt).

Ausbeute: 4,477 g, 89 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppml: 6.08 (s, 1H, >C=CH,); 5.51 (s, 1H, >C=CH,); 3.64 (t, 2H, J=
6.32 Hz, -CH,0H); 2.37 (t, 2H, J= 7.46 Hz, -CH,-CH,-C(=CH,)-); 1.74 (quint., 2H, J= 7.46 Hz, J=
6.32 Hz, -CH,-CH,-CHy-); 1.50 (s, 9H, -C(CHs)s)
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C-NMR (400 MHz; CDCls) & [ppm]: 166.99 (>C=0); 141.94 (>C=CH,); 124.46 (>C=CH,); 80.89 (-
C(CHa)3); 62.01 (-CH,0H); 32.19 (-CH,-CH,-CH,-); 28.21(-C(CHs)s); 28.08 (-CH,-C(=CH,)-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 209.11 [M+Na]* 2.2 %; 225.11 [M+K]* 0.4 %
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4.2.6 tert-Butyl-2-hydroxytetrahydrofuran-2-carboxylat (7)

OH
1) O3, CH,Cl, @)
HO OtBu .78 °C OtBU
—
2) PPh,
O -78 °C ->rt
O
C ot 1503 CoH 150,
186.25 188.22

Ausgangsstoff, Reagenzien und Ldsungen

tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5) (C1;H1505; 186,25 g/mol; 1 Aqg.; 0,034 g; 1,83*10™
mol)

Triphenylphosphin (C1sH1sP; 262,29 g/mol; 2 Aqg.; 3,65*10™ mol; 0,096 g)

Dichlormethan abs. 25 mL

Durchflihrung

tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat wurde in Dichlormethan in einem 100 mL-
Dreihalskolben geldst, unter Argon-Atmosphare gebracht und auf -78 °C gekuihlt. Durch
die Losung wurde Ozon geleitet, bis sich diese blau verfarbte. Danach wurde Luft durch
die Lésung geleitet, bis die Losung wieder farblos geworden war. Anschlielend wurde
Triphenylphosphin zugegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht geruhrt, wobei die
Temperatur langsam auf Raumtemperatur stieg. Methylenchlorid wurde im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie gereinigt (Laufmittel:
PE:EE=7:1).

Ausbeute: 0,022 g, 64 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCls) & [ppm]: 4.13-4.07 (m, 1H, -OCH,-); 3.98-3.92 (m, 1H, -OCH,-); 2.38-
2.31 (m, 1H, -CH,-CH,-CH,- ); 2.14-2.07 (m, 1H, -CH-CH,-CH,- ); 2.05-1.97 (m, 2H, -CH,-
CO(OH)-); 1.50 (s, 9H, -C(CHs)3)

“C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 170.66 (-CO,tBu); 102.71 (tBuO,C-C(OH)-O-); 83.37 (-
C(CHs)3); 69.66 (-OCH,-); 35.27 (-CH,-CO(OH)-); 28.14 (-C(CHs)s); 25.72 (-CHp-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 57.1 [C4Ho]” 80 %; 87.1 [M-CO,-C4Hs]” 100 %
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4.2.7 tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8)

MeSO,Cl, DMAP

HO OtBu EtsN, 0 °C MeSO,0 OtBu
_—
rt, 1h
) )
C10H18O3 C] 1H2005S
186.25 264.34

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5) (C10H:s03, 186,25 g/mol; 1 Aqg.; 8,05*10™ mol; 0,151
9)

Methansulfonylchlorid (CH;CIO,S; 114,55 g/mol; 1,48 g/mL; 2 Aq_; 1,61*10° mol; 125 pL)
N,N-Dimethylaminopyridin (C;H1oN,, 122,17 g/mol; 0,1 Aq.; 8,05*10° mol; 0,01 g)

Triethylamin (EtsN; C¢HysN; 101,19 g/mol; 0,73 g/mL; 3 Ag.; 2,42*10° mol; 335 uL)

Dichlormethan abs., Ethylacetat, 1 M HCI, 5 % NaHCO3, H,O dest.

Durchfiihrung

Das Substrat wurde in einem Dreihalskolben in 10 mL Dichlormethan abs. geldst, unter
Argon-Atmosphare gebracht und auf 0 °C gekuhlt. Dann wurden DMAP, Et;N und MsCI
zugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 1h gertihrt (DC-
Kontrolle: Laufmittel PE:EE= 8:2, Entwicklungsmittel KMnO4-L6sung). Dann wurde die
Reaktionsmischung mit 10 mL EE verdinnt und mit 10 mL H,O extrahiert. Die Phasen
wurden getrennt und die organische Phase wurde je 1 Mal mit 10 mL 1 M HCI, 10 mL 3 %
NaHCO; und 10 mL H,O gewaschen. Die organische Phase wurde Utber MgSO,
getrocknet, das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt entweder mittels
Saulenchromatografie gereinigt (Laufmittel: PE:EE= 7:3) oder als Rohprodukt weiter zur

Ozonolyse eingesetzt.

Ausbeute: 0,138 g, 65 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCl,) & [ppml: 6.11 (s, 1H, >C=CH,); 5.52 (s, 1H, >C=CH,); 4.24 (t, 2H, J=
6.35 Hz, -CH,0OMs); 3.01 (s, 3H, -SO5CH,); 2.40 (t, 2H, J= 7.65 Hz, -CH,C(=CH,)-); 1.94 (quint.,
2H, J= 7.56 Hz, J= 6.35 Hz, -CH,-CH,-CH,- ); 1.49 (s, 9H, -C(CHa)s)
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“C-NMR (400 MHz; CDCls) & [ppm]: 166.18 (-CO,tBu); 140.63 (>C=CH,); 125.14 (>C=CH,); 81.02
(-C(CHa)s); 69.36 (-CH,OMs); 37.58 (-SO3CHs); 28.31 (-CH,-CH,»-CH,-); 28.31 (-CH,-CH,-CO,tBuU);
28.21 (-C(CHa)s)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 287.09 [M+Na]* 1.6 %; 303.07 [M+K]" 1.1 %
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4.2.8 tert-Butyl-2-methylen-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]pentanoat (9)

HO OtBu Py”%":gsc' TsO OtBu
rt, 65 h
o) o)
C10H1803 C17H2405S
186.25 340.43

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5) (C1oH1503; 186,25 g/mol; 1 Aqg.; 1,53 g; 8,2x10° mol)
p-Toluolsulfonsaurechlorid (C;H,ClO,S; 190,64 g/mol; 2 Aqg.; 1,64*10° mol; 3,13 0)

Pyridin abs. (CsHsN; 79,1 g/mol; 0,98 g/mL; 4 Aq.; 3,23*10 mol; 2,65 mL)

Dichlormethan abs., Diethylether, H,O dest.

Durchfiihrung

tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat wurde in einem 25 mL-Dreihalskolben im 8 mL
Methylenchlorid aufgeltst, unter Argon-Atmosphéare gebracht und auf 0 °C gekuhlt.
Zunachst wurde Pyridin mit Hilfe einer Spritze zugegeben und anschlieBend TsCl ziigig
zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde 65h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde
die Reaktionsmischung in 20 mL Et,O aufgenommen und mit 20 mL H,O gewaschen. Die
wassrige Phase wurde 3 Mal mit Et,O (je 10 mL) gewaschen und die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet. Das L&sungsmittel wurde am
Vakuum abgezogen und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie gereinigt
(Laufmittel: EE:PE=2:8).

Ausbeute: 0,811 g, 29 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCl5) & [ppml: 7.78 (d, 2H, J= 8.26 Hz, 2x(-CH=C(SO3-)-); 7.34 (d, 2H, J=
8.26 Hz, 2x(-CH=C(CH3)-); 6.04 (s, 1H, >C=CH,); 5.39 (s, 1H, >C=CH,); 4.03 (t, 2H, J= 6.31 Hz, -
CH,OTs); 2.45 (s, 3H, =C(CHa)-); 2.29 (t, 2H, J= 7.36 Hz, -CH,C(=CH)-); 1.82 (quint., 2H, J= 7.36
Hz, J= 6.31 Hz, -CH,-CH,-CH,- ); 1.46 (s, 9H, -C(CHa)s)

“C-NMR_ (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 166.14 (-CO,tBu); 144.85 (-CH=C(SO,)-; 140.58 (-
CH=C(CHj)-); 133.33 (>C=CH,); 129.98 (-CH=C(CH)-); 128.05 (-CH=C(S03)-); 125.02 (>C=CH,);
80.90 (-C(CHa)s); 69.88 (-CH,OTSs); 28.21 (-CH,-CH,-C(=CH,)-); 28.18 (-CH=C(CHa)-); 27.92 (-
CH,-CH,-CH,-); 27.76 (-C(CHa)s)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 363.12 [M+Na]™ 1.7 %; 379.10 [M+K]" 0.6 %
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4.2.9 tert-Butyl-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (9.1)

1) O3, CH,Cl, O
TsO OtBu __8°C  _ Ts0 OtBu
2) PPhs
-78 °C ->rt
0] @]
C7H,,058 C16H 7,065
340.43 342.41

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-2-methylen-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]-pentanoat (9) (Ci7H240sS, 340,43 g/mol; 1
Aqg.; 0,44 g, 1,29%10° mol)

Triphenylphosphin (C1gH1sP, 262,29 g/mol; 2 Aq.; 2,58*10° mol; 0,678 Q)
Dichlormethan abs. 30 mL

Durchfihrung

tert-Butyl-2-methylen-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]-pentanoat wurde in Methylenchlorid
in einem 100 mL-Dreihalskolben geldst, unter Argon-Atmosphére gebracht und auf -78 °C
gekdhlt. Durch die Losung wurde Ozon geleitet, bis sich diese blau verfarbte. Danach
wurde Luft durch die Losung geleitet, bis die Lésung wieder farblos geworden war.
AnschlieBend wurde Triphenylphosphin zugegeben und die Reaktionsmischung uber
Nacht (ca. 18h) gerihrt, wobei die Temperatur langsam auf Raumtemperatur stieg.
Methylenchlorid wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde

mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Laufmittel: EE:PE=4:6).

Ausbeute: 0,326 g, 73 % d. Th.

'"H-NMR (400 MHz; CDCl3) 6 [ppm]: 7.78 (d, 2H, J= 8.38 Hz, 2x(-CH=C(S03)-); 7.35 (d, 2H, J=
8.47 Hz, 2x(-CH=C(CH,)-); 4.07 (t, 2H, J= 6.07 Hz, -CH,OTs); 2.88 (t, 2H, J= 7.01 Hz, -
CH,C(=CHy,)-); 2.45 (s, 3H, =C(CHs)-); 1.97 (quint., 2H, J= 6.95 Hz, J= 6.15 Hz, -CH,-CH,-CH,-);
1.54 (s, 9H, -C(CHs)3)

SC-NMR_(400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 194.27 (-C(=0)CO,tBu); 160.17 (-CO,tBu); 145.05 (-
CH=C(S0;)-); 133.09 (-CH=C(CHa)-); 130.06 (-CH=C(CHa)-); 128.06 (-CH=C(SO3)-); 84.42 (-
C(CHa)s); 69.21 (-CH,OTS); 35.05 (-CHp-CH,-C(=CH,)-); 27.94 (-CH=C(CHy)-); 22.68 (-CH,-CH,-
CH,-); 21.79 (-C(CHg)3)

49



EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 309.04 [M+Na-C4Hs]” 2.5 %; 365.10 [M+Na]" 2.6 %;
381.08 [M+K]" 1 %;
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4.2.10 tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10)

1) O3, CH,Cl, o
MeS0,0 OotBu —"8C o Mes0,0 OtBu
2) PPhs
-78°C->rt
(e} (@]
C1H 70058 CioH 15065
264.34 266.31

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]-pentanoat (8) (C1;H»00sS; 264,34 g/mol; 1 Ag.; 1,168
g, 8,05*10™ mol)

Triphenylphosphin (C1gH1sP; 262,29 g/mol; 2 Aq.; 8,84*10° mol; 2,318 Q)

Dichlormethan abs. 30 mL

Durchfiihrung

tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]-pentanoat wurde in Dichlormethan in einem
100 mL-Dreihalskolben geldst, unter Argon-Atmosphére gebracht und auf -78 °C gekuhlt.
Durch die Losung wurde Ozon geleitet, bis sich diese blau verfarbte. Danach wurde Luft
durch die Losung geleitet, bis die Lésung wieder farblos geworden war. Anschlie3end
wurde Triphenylphosphin zugegeben und die Reaktionsmischung uber Nacht gerihrt,
wobei die Temperatur langsam auf Raumtemperatur stieg. Methylenchlorid wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie
gereinigt (Laufmittel: EE:PE=4:6).

Ausbeute: 0,935 g, 79 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCI3) & [ppm]: 4.28 (t, 2H, J= 6.11 Hz, -CH,OMs); 3.01 (s, 3H, -SO3;CH3,);
2.96 (t, 2H, J= 6.93 Hz, -CH,C(=0)-); 2.09 (quint., 2H, J= 6.50 Hz, -CH,-CH,-CH,- ): 1.55 (s, 9H, -
C(CHs)3)

“C-NMR (400 MHz; CDCls) & [ppm]: 194.35 (-C(=0)CO,tBu); 160.26 (-CO,tBu); 84.53 (-C(CHs)s);
68.62 (-CH,OMSs); 37.56 (-SO3CHs); 35.05 (-CH,C(=0)-); 27.94 (-C(CHs)s); 23.00 (-CH,-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 233.0 [M+Na-C,Hg]” 6 %; 289.07 [M+Na]" 5 %; 305.04
[M+K]" 2 %
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4.2.11 tert-Butyl-2-cyanotetrahydrofuran-2-carboxylat (13)

@) CN
KCN, DMF O
MeSO,0 OBu — 5 OtBu
80 °C
O 0]
CoH 15048 C1oH 15N O;3
266.31 197.23

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (C1oH150sS; 266,31 g/mol; 1 Aqg.; 0,102 g,
3,83*10™ mol)

Kaliumcyanid (KCN; 65,12 g/mol; 10 Aq.; 3,83*10°° mol; 0,249 o))
N,N-Dimethylformamid abs. 2 mL

Durchfiihrung

In einem Zweihalskolben wurde tert-Butyl-5-[(metylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat und
Kaliumcyanid eingewogen. Nachdem der Kolben unter Argon-Atmosphére gebracht
wurde, wurde DMF mit einer Spritze zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 80 °C
mit einem Ruckflusskihler Gber Nacht (ca. 18h) gerihrt. Dann wurde diese auf
Raumtemperatur gekuhlt, in 10 mL EE aufgenommen und mit 10 mL H,O gewaschen.
Nach der Extraktion wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch einmal mit
10 mL EE gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 10 mL
H,O gewaschen und Uber MgSO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter Vakuum
abgezogen (30 min, 60 °C).

Ausbeute: 0,043 g, 57 % d. Th.

'"H-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 4.14 (t, 2H, J= 6.75 Hz, -OCH,-); 2.60-2.54 (m, 1H, -CH,-
C(CN)<): 2.41-2.34 m, 1H, -CH,-C(CN)<): 2.20-2.08 (M, 2H, -CHp-CH,-CHy-); 1.53 (s, OH, -
C(CHa)s)

C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 165.71 (-CO,tBu); 118.05 (-CN); 84.96 (-C(CHs)3); 78.11 (-
C(CN)<); 71.24 (-OCH,-); 38.00 (-CH,-C(CN)<); 27.88 (-C(CHj3)s); 25.53 (-CH,-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 164.03 [M+Na-C4Hg]" 4.5 %; 220.09 [M+Na]® 4.5 %;
236.06 [M+K]" 1%; 278.06 [M+Na+C4Ho]" 6 %
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4.2.12 tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat (14)

o) o)
NaN;, DMF
MeS0,0 OtBu —— » Nj OtBu
80 °C
o) o)
CoH 13048 CoH 5N 505
266.31 213.23

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (C1oH1506S, 266,31 g/mol; 1 Aqg.; 0,85 g,
3,19*10°° mol)

Natriumazid (NaN3; 65,01 g/mol; 6 Aq.; 1,92*10% mol; 1,245 s)]
N,N-Dimethylformanid abs. 6 mL

Durchfihrung

In einem Zweihalskolben wurde tert-Butyl-5-[(metylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat und
Natriumazid eingewogen. Nachdem der Kolben unter Argon-Atmosphéare gebracht wurde,
wurde DMF mit einer Spritze zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 80 °C mit
einem Ruckflusskihler Uber Nacht (ca. 16h) gerihrt. Dann wurde diese auf
Raumtemperatur gekihlt, in 20 mL Ethylacetat aufgenommen und mit 10 mL H,O
gewaschen. Nach der Extraktion wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase
noch einmal mit 10 mL Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden lUber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum abgezogen (15 min,
60 °C). Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt (Laufmittel:
EE:PE= 2:8).

Ausbeute: 0,406 g, 58 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCl5) & [ppml: 3.36 (t, 2H, J= 6.63 Hz, -CH,N3); 2.89 (t, 2H, J= 7.03 Hz, -
CH,C(=0)-); 1.91 (quint., 2H, J= 6.73 Hz, J= 6.91 Hz, -CH,-CH,-CH,- ); 1.55 (s, 9H, -C(CHs)s)

3C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 194.62 (-C(=0)CO,tBu); 160.43 (-CO,tBu); 84.36 (-C(CHy)s);
50.59 (-CH,N3); 36.11 (-CH,C(=0)-); 27.96 (-C(CHs)3); 22.74 (-CH,-CH,-CHo-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 236.10 [M+Na]* 6.5 %; 252.07[M+K]" 2 %
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4.2.13 tert-Butyl-5-azido-2-(2,2-dimethylhydrazono)pentanoat (15)

o) NNMe,
H,NNMe,
N OBu — " » N, OtBu
Etzo, rt
O O
CoH 5N 305 C;H N 50,
213.23 255.32

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat (14) (CgH1sNOs3; 212,331 g/mol; 1 Ag.; 0,257 g; 1,21*10° mol)
1,1-Dimethylhydrazin (CgHgN,; 60,10 g/mol; 1,5 Aqg.; 1,81*10'3 mol; 0,78 g/mL; 0,07 mL)
Diethylether abs. 10 mL

Durchfiihrung

In einem Rundkolben wurde tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat in Et,O gelést und unter
Argon-Atmosphare gebracht. Dimethylhydrazin wurde mit Hilfe einer Spritze zugegeben
und die Reaktionsmischung uber Nacht (ca. 17h) bei Raumtemperatur geruhrt. Dann
wurde die Reaktionsmischung mit 10 mL Wasser gewaschen. Die wassrige Phase wurde
zweimal mit je 10 mL Et,O extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber MgSO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt.

Ausbeute: 0,043 g, 27 % d. Th.

'H-NMR (400 MHz; CDCl3) 6 [ppm] (major): 3.32 (t, 2H, -CH;N3); 2.83 (s, 6H, -N(CHs),); 2.64 (t,
2H, -CH,C(=NNMe,)-); 1.79 (quint., 2H, -CH»-CH,-CH,- ); 1.52 (s, 9H, -C(CHz)3)

'H-NMR (400 MHz; CDCl3) & [ppm] (minor): 3.33 (t, -CH,N3); 2.57 (s, -N(CHg)2); 2.23 (t, -
CH,C(=NNMe,)-); 1.86 (quint., -CH»-CH,-CH,- ); 1.52 (s, -C(CH3)s)

C-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm] (major): 164.24(-CO,tBu); 148.47 (>C=NMMe;); 81.82 (-
C(CHa)3); 51.43 (-CHNg); 47.66 (-N(CHs)y); 28.27 (-C(CHa)3z); 26.49 (-CH,-CH,-CH,- ); 26.05 (-
CH,-C(=NNMey)-)

¥C-NMR (400 MHz; CDCl3) & [ppm] (minor): 165.08 (-CO,tBu); 155.28 (>C=NMMey,); 82.75 (-
CH,-CH,-CH-)
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EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 256.18 [M+H]" 0.45 %; 278.16 [M+Na]" 0.5 %; 200.11
[M+H-C4Hs]" 2.8 %
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4.2.14 5-Azido-2-oxopentansaure (17)

N; OtBu  TFA,0°C  Nj OH
—_—

O O
CoH 5N 30; CsH ;N ;0;
213.23 157.13

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen
tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat (14) (CqH1sN303, 213,23 g/mol; 1 Ag.; 0,155 g, 7,27%10™ mol)

Trifluoressigsaure 3 mL, Diethylether dest.

Durchfiihrung

tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat wurde in einen Zweihalskolben gegeben und unter
Argon-Atmosphéare gebracht. Dann wurde das Edukt auf O °C gekuhlt, mit TFA versetzt
und bei 0 °C eine Stunde gerthrt (DC-Kontrolle: EE:PE= 4:6; Farbereagenz KMnO,-
Losung). Danach wurde die Reaktionsmischung in Et,O aufgenommen und das

Lésungsmittel und TFA am Rotationsverdampfer (bei 40 °C) abgezogen.

Ausbeute: 0,113 g, quantitativ.

'H-NMR (400 MHz; CDCl,) & [ppml: 3.40 (t, 2H, J= 6.50 Hz, -CH,N3); 3.06 (t, 2H, J= 6.99 Hz -
CH,C(=0)-); 1.98 (quint., 2H, J= 6.68 Hz, J= 6.81 Hz, -CH,-CH,-CH,-)

3C-NMR (400 MHz; CDCl3) 6 [ppm]: 195.36 (-C(=0)CO,tBu); 160.57 (-CO,tBu); 50.50 (-CH,N3);
35.21(-CH,C(=0)-); 22.92 (-CH,-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation]: 156.04 [M-H]
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4.2.15 Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18)

o NH,
1) NH3 o NH3-Lésung,
N3 OH CuSOy4, NH,CI, 0°C N3 O'NH,*
t
2) NaCNBHjg, 0°C->rt
o) o)
CsH,N ;0; CsH 3N 50,
157.13 175.19

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

5-Azido-2-oxopentansaure (17) (CsHgNsNaOg; 179,11 g/mol; 1 Aq.; 1,23*10™ mol; 0,022 g)
Kupfersulfat (CuSO,*5H,0; 249,69 g/mol; 0,4 Aq.; 3,1,81*10° mol; 0,012 g)
Ammoniumchlorid (NH,CI; 53,49 g/mol; 14 Aq.; 1,81*10™ mol; 0,096 g)
Natriumcyanoborhydrid (NaCNBHg; 62,84 g/mo; 4,2 Aq.l; 5,16*10™ mol; 0,013 o))
NH3-Gas, NH3 24,5 % Ldsung, NH3 12 % Ldsung; 1M HCI, NaHCO; gesatt. Lésung

Durchfihrung

5-Azido-2-oxopentansaure, Kupfersulfat und Ammoniumchlorid wurden in einen
Zweihalskolben gegeben und mit Ammoniak-Lésung versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde auf 0 °C gekuhlt und Ammoniak-Gas 45 min durch die Reaktionsmischung geleitet.
Wahrend der nachsten 45 min wurde die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur ohne
Ruhren stehen gelassen und anschlieRend nochmals Ammoniak-Gas bei 0 °C 15 min
durchgeleitet. Danach wurde NaCNBH; bei 0 °C zugegeben und Uber Nacht (15h)
geruhrt, wobei die Temperatur auf Raumtemperatur stieg. Durch die Zugabe von
halbkonzentrierter HCI wurde der pH-Wert der Reaktionsldsung auf 1 eingestellt. Der
eventuell ausgefallene Niederschlag wurde mittels Filtration abgetrennt. Dann wurde der
pH-Wert des Filtrates durch die Zugabe von gesattigter NaHCO; Ldsung eingestellt (pH=
6) und im Vakuum eingeengt, bis ein weil3er Rickstand entstand. Es wurde eine
lonenaustauscher-Saule vorbereitet (ca. 10 g DOWEX 50Wx8,50-100 mesh), die zuerst
mit 1 M HCI konditioniert und dann mit Wasser neutral gewaschen wurde. Der Ruckstand
wurde in 1 M HCI aufgel6ést und auf die Saule aufgetragen. Dann wurde die Saule mit
Wasser gewaschen bis der pH des Eluates neutral wurde. Schliel3lich wurde das Produkt
mit %2 konz. NH;-LOsung eluiert. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das

Produkt an der Pumpe getrocknet.

Ausbeute: 0,009 g, 53% d.Th.
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'H-NMR (400 MHz; CDCl,) & [ppm]: 3.81 (t, 1H, J= 6.16 Hz, >CH(NH,)); 3.45 (t, 2H, J= 6.65 Hz, -
CH,N3); 2.01-1.19 (m, 2H, -CH,CH(NH,)-); 1.80-1.70 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-)

3C-NMR (400 MHz; CDCI;) & [ppm]: 174.82 (>C=0); 54.81 (>CH(NH,)); 50.92 (-CH,Ns); 28.17 (-
CH,C(=0)-); 24.43 (-CH,-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation]: 181.07 [M+Na-NHg]"
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4.2.16 Ammonium-2,5-diaminopentanoat (19)

NH; NH,
N3 oNH,r  AVNHCE N O'NH,*
H,0
—_—
90 °C
(@) (@)
CsH 3N 50, CsH 5N 30,
175.19 149.19

Ausgangsstoff, Reagenzien und Lésungen

Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18) (CsH13NsO,; 175,19 g/mol; 1 Ag.; 0,018 g; 1,07*10™
mol)

Zn-Staub (65,4 g/mol; 2,4 Aq.; 2,60%10™ mol; 0,017 Q)
Ammoniumchlorid (NH,CI; 53,49 g/mol; 2,5 Aq.; 2,71*10™ mol; 0,015 Q)
NHz-Lésung konz., H,O dest.

Durchfihrung

Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat wurde in einem Zweihalskolben in 5 mL H,O
geldst. Zink-Staub und Ammoniumchlorid wurden zugegeben und die Reaktionsmischung
wurde bei 95-100 °C Uber Nacht gerthrt (ca. 16 h). Dann wurde der Zink-Staub abfiltriert
und das Losungsmittel am Rotavapor bei 40 °C entfernt. Eine Saule mit dem
lonenaustauscher wurde vorbereitet (ca. 20 g DOWEX 50W, 50-100 mesh, mit 1 M HCI
konditioniert). Der weie Rulckstand wurde in 1 M HCI aufgelést und auf den
lonenaustauscher tbertragen. Dann wurde der lonenaustauscher mit Wasser gewaschen
bis der pH-Wert des Eluates neutral wurde. SchlieB3lich wurde das Produkt mit 1:10
verdinnter konz. NHs-Losung eluiert. Das Eluat wurde am Rotavapor eingeengt.

Anschlielend wurde das weil3e Produkt an der Pumpe getrocknet.

"H-NMR (400 MHz; CDCl;) & [ppm]: 3.82 (t, 1 H, J= 6.05 Hz, >CH(NH,)); 3.09 (t, 2H, J= 7.48 Hz, -
CH,NH,); 2.01-1.95 (m, 2H, -CH,CH(NH,)-); 1.89-1.77 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-)

EI-MS: m/z [Interpretation] rel. Intensitat: 133.1 [M+H-NH]" 3.2 %; 188.12 [M+K]" 0.6 %
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5 Zusammenfassung
Ziel der vorliegender Arbeit war es geeignete Synthesewege zur Herstellung **C-
markierter Aminosauren Lysin und Ornithin zu erarbeiten, die in weiterer Folge fir NMR

Untersuchungen an Proteinen herangezogen werden sollen.

Als stabile Isotopenquellen in der vorgeschlagenen Variante finden folgende relativ
kostenglinstige Verbindungen Verwendung: Bromessigsaure (A), Formaldehyd (B),

Trimethylorthoester (C) und in der Synthese des Lysins Kaliumcyanid (D) (Schema 32).

ﬁ
Br 3c
~
e on
COOH A COOH
HoN o HN
. | k
C
R
B
MeO,
AN
HN MeO— "3C—"3CHj /
/ NH
MO e ke i
Ornithin D Lysin

Schema 32: Moégliche 13C-Isotopenmarkierung der Aminosauren Lysin und Ornithin

Allylalkohol 3 als Ausgangsstoff flr die Synthese wurde in drei Stufen aus
Bromessigsaure und Paraformaldehyd hergestellt (Schema 33), wodurch die ersten drei
potentiell **C-markierten Positionen eingefiihrt wurden. In der folgenden Claisen-Johnson
Reaktion des Allylalkohols 3 mit Trimethylorthoacetat wurden zwei weitere
Kohlenstoffatome eingefiihrt, die zum Einbringen von *C in die Lysin und Ornithin
Seitenkette genutzt werden kdnnen. Die Methylestergruppe der Verbindung 4 wurde
selektiv zum Alkohol reduziert und das Molekul durch Einfihrung eines Mesylesters
aktiviert (8). Nach der Ozonolyse wurde der Mesylester als gute Abgangsgruppe durch
eine Azidogruppe in einer nukleophilen Substitution ersetzt (14). Fur die Aminosaure
Lysin sollte der Kohlenstoff an der e-Position durch die Reaktion mit KCN eingefihrt
werden (12). Um die a-Ketogruppe in die Aminogruppe zu uberfihren wurde eine
reduktive Aminierung angewendet. Hierfir wurde die tert-Butylschutzgruppe zunachst
abgespalten und die a-Ketogruppe selektiv mit Natriumcyanoborhydrid zur gewtinschten

a-Aminogruppe reduziert (18). Zum Schluss musste die Azidogruppe zur Aminogruppe
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reduziert werden. Fur diesen Zweck erwies sich ein Zink-Ammoniumchlorid-System als

das am besten geeignete Reduktionsmittel.

1) +-BuOH MeO);CCH
Br/\[(OH 2) P(OE) HO otBu ( )3 3. MeO OtBu
—_—
3) (HCHO
o ) (HGHO)n 5 O o o
1) DIBAL
2) MeSO,Cl
1) O3

Q 2) NaN;
N3\A)H(Ot8u -« MeS0,0 OtBu
14 O 8 o)

1) TFA 1) 05 : .
2) NH3/NaCNBH3 2) KCN

NH,
Na\/\)ﬁ(OH \/\)H(OtBU
18 O

Zn/NaH,Cl l Y § ;
NH; NH,
ZN\/\)\[(OH M
(0]
Ornithin (19) Lysin

Schema 33: Zusammenfassung der durchgefihrten Reaktionen.

Die geplante Synthesesequenz wurde an die Herausforderungen und Bedingungen der
Durchfiihrung angepasst und entsprechend verandert. Dadurch gelang es, die Synthese
von Ornithin ausgehend von 2-Hydroxymethyl-acrylsaure-tert-butylester 3 in acht Stufen
durchzufihren. Die letzten Syntheseschritte, die zur Aminoséure Lysin fuhren, missen in

weiterfuhrender zukunftiger Forschungsarbeit vervollstandigt werden.
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6 Abkirzungsverzeichnis

abs. absolutiert

ADP Adenosindiphosphat

Aq. Aquivalent

ATP Adenosintriphosphat

Boc tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe
Cbz Carboxybenzyl-Schutzgruppe
CoA-SH Koenzym-A

DC Diinnschichtchromatographie
DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid
DIPA Diisopropylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EE Ethylacetat

EI-MS Elektronenstol3-lonisations-Massenspektrometrie
EtsN Triethylamin

HMPA Hexamethylphosphoramid

IR Infrarotspektroskopie

kDa Kilodalton

LC-MS/MS  Flussigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung

LIHMDS Lithiumbis(trimethylsilyl)amid (Lithium HexaMethyIDiSilazide)
MS Massenspektrometrie

MsCI Methynsulfonylchlorid

NADPH Nicotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
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NADP”* Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form)

NMR nuclear magnetic resonance
PE Petrolether (Hexan)
PhsP Triphenylphosphin
PTC Phasentransferkatalyse
PyrP Phyridoxalphosphat
guant. guantitativ

rt Raumtemperatur
n-BuLi n-Butyllithium

tBu tert-Butyl-Gruppe

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TsClI p-Toluolsulfonylchlorid
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"H-NMR: tert-Butyl-2-bromacetat (1) (CDCl,)
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3C-NMR: tert-Butyl-2-bromacetat (1) (CDCI,)
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'H-NMR: tert-Butyl-2-(diethylphosphono)acetat (2) (CDClIs)
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®C-NMR: tert-Butyl-2-(diethylphosphono)acetat (2) (CDCl;)
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"H-NMR: tert-Butyl-2-(hydroxymethyl)acrylat (3) (CDCl5)
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*C-NMR: tert-Butyl-2-(hydroxymethyl)acrylat (3) (CDCl;)
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'H-NMR: 1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentandioat (4) (CDCl;)
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*C-NMR: 1-tert-Butyl-5-methyl-2-methylenpentandioat (4) (CDCls)
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'H-NMR: tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5) (CDCl)
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*C-NMR: tert-Butyl-5-hydroxy-2-methylenpentanoat (5) (CDCls)
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'H-NMR: tert-Butyl-2-hydroxytetrahydrofuran-2-carboxylat (7) (CDCI;)
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*C-NMR: tert-Butyl-2-hydroxytetrahydrofuran-2-carboxylat (7) (CDCls)
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'H-NMR: tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8) (CDCl;)
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®C-NMR: tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8) (CDCls)
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COSY: tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8) (CDCI;)
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HSQC: tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8) (CDCI;)
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HMBC: tert-Butyl-2-methylen-5-[(methylsulfonyl)oxy]pentanoat (8) (CDCI;)
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'H-NMR: tert-Butyl-2-methylen-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]pentanoat (9) (CDCl5)
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3C-NMR: tert-Butyl-2-methylen-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]pentanoat (9) (CDCl;)
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"H-NMR: tert-Butyl-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (9.1) (CDCl5)
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®C-NMR: tert-Butyl-5-[((methylphenyl)sulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (9.1) (CDCl;)
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"H-NMR: tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (CDClIs)
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*C-NMR: tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (CDCl5)
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COSY: tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (CDCI)
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HSQC: tert-Butyl-5-[(methylsulfonyl)oxy]-2-oxopentanoat (10) (CDClI;)
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'H-NMR: tert-Butyl-2-cyanotetrahydrofuran-2-carboxylat (13) (CDCl;)
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*C-NMR: tert-Butyl-2-cyanotetrahydrofuran-2-carboxylat (13) (CDClI;)
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COSY: tert-Butyl-2-cyanotetrahydrofuran-2-carboxylat (13) (CDCIs)
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2D-NMR: tert-Butyl-2-cyanotetrahydrofuran-2-carboxylat (13) (CDCI,)
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"H-NMR: tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat (14) (CDCls)
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*C-NMR: tert-Butyl-5-azido-2-oxopentanoat (14) (CDCI,)
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"H-NMR: tert-Butyl-5-azido-2-(2,2-dimethylhydrazono)pentanoat (15, E/Z) (CDCI;)
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*C-NMR: tert-Butyl-5-azido-2-(2,2-dimethylhydrazono)pentanoat (15, E/Z) (CDCl;)
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COSY: tert-Butyl-5-azido-2-(2,2-dimethylhydrazono)pentanoat (15, E/Z) (CDCIs)
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2D-NMR: tert-Butyl-5-azido-2-(2,2-dimethylhydrazono)pentanoat (15, E/Z) (CDCIs)
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'H-NMR: 5-Azido-2-oxopentansiure (17) (CDCl,)
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*C-NMR: 5-Azido-2-oxopentansiure (17) (CDCl;)
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'"H-NMR: Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18) (D,0)
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¥C-NMR: Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18) (D,0)
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HSQC: Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18) (D,0)
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COSY: Ammonium-2-amino-5-azidopentanoat (18) (D,0)
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'H-NMR: Ammonium-2,5-diaminopentanoat (19) (D,0)
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COSY: Ammonium-2,5-diaminopentanoat (19) (D,0)
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