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I Short Summary

In this dissertation, the terephthalate compounds 51b, 51a and 58b (Scheme |) were
synthesized from succinic anhydride. A threefold protected carboxylic acid was to be
attached as a substrate molecule on the solid phase to improve the efficiency of a
tetraamide synthesis. The combination of resin and linker, however, led to no result,

regarding to carboxylic acid 58b as well as two model systems.

NHBoc NHFmoc NHBoc
CO,Bn CO,Bn CO,Bn
MeO,C MeO,C HO,C
NHFmoc NHBoc NHFmoc
51b, 1% 51a, 2% 58b, 2%
over 7 steps over 7 steps over 8 steps

Scheme I: The three terephthalate compounds 51b, 51a and 58b.

To test the pH-dependency of the fluorescence of terephthalate oligomers, the
doubly protected salt 39b and the symmetric Boc-methylester 32c were coupled with
DCC. The following removal of the Boc-protecting group formed the triamine 61
(Scheme Il). The fluorescence measurements of the oligomer 61 showed a low pH-

dependence of the absorption and emission.

COzMe
N H2 NHBoc NHBoc
NH O CO,H - NEt5 CO,Me
N —> +
CO,Me MeO,C MeO,C
MeO,C NHBoc NH;
NH,
61, 30% 39b 32¢

over 2 steps

Scheme II: Retrosynthesis of the oligomer 61.

The maleimide derivatives 44a, 44b and 45 were obtained from the respective
amines. For that, maleic anhydride was first added to the amines 32a, 32d and 18b.
Then the intermediate was cyclized with NaOAc und Ac,O (Scheme Ill). After
addition of a thiol, the compounds showed fluorescence in the blue spectral area;

therefore they were called Niwa Blue.
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" AL
0PN 0

NH, 0~-C~_0
CO,R’ \V\z/v/ CO,R’
y ol
2 2. NaOAc, Ac,0, 2
R?0,C 140°C R?0,C
NHBoc NHBoc
32a, R' =Bn, R2=Me 44a, R' = Bn, R? = Me, 54%
32d, R'=R2=Bn 44b, R' = R?= Bn, 54%
1. Oﬂo
NH, 0-_0 o N
CO,Me U CO,Me
o
M 2. NaOAc, ACZO, MeO-,C
e0,C 140°C o2
NH, NHACc
18b 45, 34%

Scheme llI: Synthesis of NiWa Blue compounds 44a, 44b and 45.

The NiWa Orange 46 was obtained in four steps. First, the N-Boc-ethylendiamin 47a
and the succinyl succinate 17b were condensed and oxidized. After removing the
Boc-protecting groups, the reaction with maleic anhydride led to the bis-maleimid 46

(Scheme V), which emitted orange light after addition of two equivalents of thiol.

O

/4
N BocHN
& 1 1 e

NH NH 47a

o
CO,Me CO,Me
I:> I:> +
MeO,C MeO,C
HN OH
1 o)

HN
1 CO,Me
N NHBoc
/ MeO,C

o OH
46, 32% 89a, 71% 17b

Scheme IV: Retrosynthesis of the bismaleimid 46.

In order to establish whether the dyes emit light after addition of one equivalent of
thiol, the compounds 94 and 98 were synthesized (Scheme V). The acetoxy-product
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94 was obtained in 9% yield and the mono-addition product 98 was formed after
addition of a hexadecanethiol-solution in 11% yield. The compounds 44a, 45, 46 and
94 were coupled to the Ca**-sensor protein recoverin, and fluorescence spectra were
recorded. With the exception of 46, FRET processes between tryptophan residues
and the dye were detected, showing the Ca?*-dependence of the conformational

change of recoverin.

/4 4
N N
I I
NH NH
CO,Me CO,Me
MeO,C MeO,C
HN HN
1L A
j§/S(CH)15c:H3 ;§OAC
o o
98, 11% 94, 9%

Scheme V: NiWa Orange 98 and 94.

Furthermore, the 2,3-diaminoterephthalatediesters 109a and 109b were synthesized
from p-xylene 50 in four steps (Scheme VI). In contrast to 2,5-diaminoterephthalate

derivatives, the fluorescence wavelengths were found to be in the short-wave area.

CO,R CH;
NH,
NH,
CO,R CHs
109a, R = Me, 9% 50

109b, R = Bn, 8%
Scheme VI: Retrosynthesis of the dimethyl 2,3-diaminoterephthalates 109a and
109b.
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I Kurzzusammenfassung

In dieser Dissertation konnten u. a. die drei Terephthalsdurebausteine 51b, 51a und
58b ausgehend vom Bernsteinsdureanhydrid synthetisiert werden (Schema I). Die
dreifach geschutzte Carbonsaure 58b sollte als Substrat an die feste Phase gebracht
werden, um die Effizienz einer Tetraamidsynthese zu verbessern. Die Kombination
aus Harz und Linker fiihrte allerdings bei zwei Modellsystemen und bei der Carbon-

saure 58b zu keinem Ergebnis.

NHBoc NHFmoc NHBoc
CO2Bn COan COan
MeOzC MeOzC HOzc
NHFmoc NHBoc NHFmoc
51b, 1% 51a, 2% 58b, 2%
Uber 7 Stufen Uber 7 Stufen Uber 8 Stufen

Schema I: Die drei Terephthalsaurebausteine 51b, 51a und 58b.

Um die pH-Abhangigkeit eines Terephthalsaureoligomers zu testen, wurde das zwei-
fach geschitzte Salz 39b und der Boc-Methylester 32c mit DCC gekuppelt. Die
anschlieBende Entfernung der Boc-Schutzgruppe generierte das Triamin 61
(Schema IlI). Die Fluoreszenzmessungen des Oligomers 61 ergaben eine geringe

pH-Abhangigkeit der Absorption und der Emission.

COzMe
NH, NHBoc NHBoc
NHy O CO,H * NEt; COyMe
H | > +
CO,Me MeO,C MeO,C
MeO,C NHBoc NH;
NH,
61, 30% 39b 32c

Uber 2 Stufen

Schema Il Retrosynthese des Oligomers 61.

Die maleimidfunktionalisierten Derivate 44a, 44b und 45 konnten aus den jeweliligen
Aminen hergestellt werden. Dazu wurden die Amine 32a, 32d und 18b zuné&chst mit

Maleinsédureanhydrid versetzt und anschlieRend mit NaOAc und Ac,O cyclisiert
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(Schema IllI). Nach Addition eines Thiols fluoreszieren diese Verbindungen im
blauen Bereich, deshalb wurden diese Maleimide NiwWa Blue genannt.

1 4<=\A\
o1 NI@a®)

NH, 0=~,C~_0
CO,R! \V\j CO,R'
y o
2 2. NaOAc, Ac,0, 2
R20,C 140°C R20,C
NHBoc NHBoc
32a, R' =Bn, R2=Me 44a, R'=Bn, R? = Me, 54%
32d, R'=R2=Bn 44b, R' = R?2=Bn, 54%
1. oﬂo
NH2 0 (0] o N
COzMe v COzMe
2. NaOAc, Ac,0, MeO,C
MeO,C 140°C eO,
NH, NHAc
18b 45 34%

Schema lll: Synthese der NiWa Blue-Verbindungen 44a, 44b und 45.

Das NiWa Orange 46 konnte in vier Schritten erhalten werden. Zunachst wurde das
Boc-N-Ethylendiamin  47a und das Succinylsuccinat 17b kondensiert und
anschlieBend oxidiert. Nachdem die Boc-Schutzgruppe entfernt wurde, fuhrte die
Reaktion mit Maleinsdureanhydrid zum Bis-Maleimid 46 (Schema 1V), welches erst

bei Addition zweier Thiol-Aquivalente im orangen Wellenlangenbereich emittiert.

O
4 N BocHN
OoC
\L \L H2N/\/NHBOC
o
NH NH 47a
CO,Me CO,Me
+
MeO,C MeO,C
HN HN OH
I o) \L CO,Me
N NHBoc
/ MeO,C
0 OH
46, 32% 89a, 71% 17b

Schema IV: Retrosynthese des Bismaleimid 46.
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Fur die Herstellung eines Farbstoffes, welcher nach Addition nur eines Aquivalents
Thiol fluoresziert, konnten die Verbindungen 94 und 98 isoliert werden. Das Acetoxy-
Produkt 94 konnte als Nebenprodukt bei der Bis-Maleimidsynthese in 9% Ausbeute
erhalten und das Mono-Additionsprodukt 98 konnte durch Zugabe einer Hexadecan-
thiol-LOsung zur Verbindung 46 in 11% Ausbeute erhalten werden (Schema V). Die
Verbindungen 44a, 45, 46 und 94 wurden an einem Ca?*-bindenden Protein, dem
Recoverin, gekntipft und deren Fluoreszenz gemessen. Mit Ausnahme von 46 gehen
alle Verbindungen FRET-Prozesse mit einem Tryptophanrest des Recoverin ein, wo-
durch die Ca**-abhangige Konformationsanderung des Proteins gemessen werden

konnte.

/4 74
N N
I I
NH NH
COzMe COZMG
MeOzC MGOZC
HN HN
17 17
ﬁfS(CH)15CH3 b/OAc
o o
98, 11% 94. 9%

Schema V: Niwa Orange 98 und 94.

Letztendlich konnten die 2,3-Diaminoterephthalsaurediester 109a und 109b aus p-
Xylol 50 in 4 Stufen synthetisiert werden (Schema VI). Die Fluoreszenzwellenl&ngen
dieser Verbindungen befinden sich im Vergleich zum 2,5-Diaminoderivat im kurz-

welligeren Bereich.

CO,R CH;
NH,
NH,
CO,R CHs
109a, R = Me, 9% 50

109b, R = Bn, 8%
Schema VI: Retrosynthese der 2,3-Diaminodimethylester 109a und 109b
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1. Einleitung
1.1 Fluoreszenzmarker fur die Detektion von Thiolen
111 Physiologische Bedeutung von Thiolen

In der Physiologie des Menschen spielen drei Thiol Derivate eine besondere Rolle.
Die einfachste Verbindung ist in diesem Zusammenhang das Cystein (Abbildung 1,
Verbindung 4), welches nicht nur als einzige naturliche proteinogene a-Aminosaure
in der (R)-Konfiguration vorkommt, sondern auch ein wichtiger Bestandteil von Co-
faktoren (Thioredoxin und Glutathion) ist. Innerhalb des Proteins dient das Thiol oft
als Stabilisator der tertidren und quartaren Proteinstruktur, da inter- oder intramoleku-
lare Disulfidbriicken und Metallcluster (z. B. Zn**-Cyss-Komplexe) gebildet werden.
Als Thioloxidoreductasen kénnen Cysteinproteine toxische, aber auch nicht-toxische
Verbindungen oxidieren oder reduzieren und Disulfidbriicken knlpften und spalten.
AulRerdem besitzen sie regulatorische Eigenschaften, da sie posttranslationale Modi-
fikationen an Enzymen durchfiihren kénnen, welche die Proteinfunktion verandern.™
Ein erhohter Cysteingehalt im Blutplasma ist zudem ein Risikofaktor fir Praeklampie,
Bluthochdruck, Frithgeburt und geringes Geburtsgewicht.™

Die Aminosdure Homocystein 2 ist ein Metabolit beim Abbau des essentiellen
Methionins 1, wodurch die Verfiugbarkeit von Cystein im menschlichen Kérper ge-
wabhrleistet wird (Abbildung 1).! Das Methionin 1 wird dafiir zunachst durch ATP
und einer Transferase zu S-Adenosylmethionin aktiviert. Das S-Adenosylmethionin
ist ein Methyldonor und gibt die Methylgruppe an einen Azeptor ab, wodurch S-
Adenosyl-Homocystein entsteht. Nachdem mittels einer Hydrolase und H,O das
Homocystein 2 gebildet wurde, kann die irreversible Kondensation der Aminosaure
mit der Hydroxyaminosaure Serin stattfinden. Eine Lyase bewirkt den letzten
Syntheseschritt, so dass das Cystein 4 nun fur die weitere Umsetzung (zur Synthese

von Glutathion oder der Aminosulfonsaure Taurin) zur Verfligung steht.
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@ 1. ATP, Transferase ®
NH; 2. Akzeptor, Transferase /\)N\Hs
>
Mes/\)\cog9 3. H,0, Hydrolase HS cof
1 2
S)
OzCY\
OH
DNH,4
Synthase
NH; 2>, myase @ NH
- HsN S 8
SH 3
s /1;?
4 3

Abbildung 1: Synthese von Cystein 4 aus Methionin 1.

Wenn eine erhéhte Blutkonzentration von Homocystein nhachgewiesen wird, besteht
ein erhohtes Risiko, bestimmte Krankheiten zu erwerben. Besonders Gefal3verkalk-
ung, Thrombose, Herzinfakt, Alzheimer und Demenz werden in diesem Kontext
genannt.™!

Als ein weiteres und letztes Beispiel sei das Glutathion 5 genannt, welches ein Pseu-
dotripetid darstellt, da eine Amidbindung mit der Carboxygruppe in y-Postition zum
Amin gebildet wird. Es besteht aus den drei Aminosauren Glutaminsaure, Cystein
und Glycin (Abbildung 2) und dient als Antioxidans, indem es direkt reaktive,
oxidative Reagenzien (ROS, reactive oxygen species), wie O,  (Hyperoxid), -OH
(Hydroxyl-Radikale), -OOR (Peroxyl-Radikale) und ROOH (Hydroperoxid) zu unge-
fahrlicheren Verbindungen umsetzt."”!

SH
@ Q H
© H o)

Cco;
Glutathion (GSH), 5
Abbildung 2: Das Pseudotripeptid Glutathion.

Indirekt kann das Thiol auch als Cosubstrat bei der Desaktivierung von Peroxiden

eine wichtige Rolle spielen (Abbildung 3). Dabei wird das Glutathion zum Disulfid
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oxidiert, wahrend das Peroxid zu einem Alkohol und Wasser reduziert wird. Das oxi-
dierte Glutathion kann wieder durch die Reduktase und durch den Verbrauch von
NADPH + H" zuriickgewonnen werden. Stehen zu wenig Antioxidantien, durch z. B.
vermehrten Einfluss von UV-Licht, ionisierter Strahlung, Schwermetallen oder redox-
aktive Chemikalien, zur Verfigung, kdnnen die ROS nicht mehr desaktiviert werden
und das oxidative Potential innerhalb der Zelle steigt. Bei diesen oxidativen Stress
werden Proteine, Lipide und DNA geschadigt, was zu Folgeschaden wie Alterungs-

prozessen und Erkrankungen fihrt.®

R- O\ R-OH
OH + H,O
GSH-Peroxidase

2GSH =< >\/A =~ GSSG

GSH-Reduktase

NADF® NADPH + H®

Abbildung 3: Die Desaktivierung des Hydroperoxids durch Peroxidasen.
1.1.2 Marker mit Maleimiden als funktionelle Gruppen
1.1.21 Monomaleimid-Marker

Das vorherige Kapitel macht deutlich, dass der Nachweis von thiolfunktionalisierten
Verbindungen und Proteinen in der Medizin und Biochemie von Bedeutung ist, da z.
B. durch die Konzentration von Cystein und Homocystein Risikofaktoren fir diverse
Krankheiten erkannt werden. Aus diesem Grund gibt es ein weites Spektrum von
Marker fur Thiole. Ein prominentes Beispiel fur einen Absorptionsmarker ist das
Ellman’s Reagens,'® auch eine Vielzahl von Fluoreszenzmarkern ist bekannt.[”

Die Auswahl eines geeigneten Markers ist von vielen Faktoren abhangig, wie z. B.
dem pH-Wert, der Lo6slichkeit, der Photostabilitat, der Absorption- und Emissions-
wellenlange. Auch die Selektivitdt des Thiolangriffs in Gegenwart von Aminen muss
gewdahrleistet sein. Aus diesem Grund hat sich u. a. die Maleimidfunktion
durchgesetzt. Durch konjugierte Addition an die Doppelbindung, die bei Thiolen
bevorzugt ist (HSAB-Konzept), wird diese Selektivitat im Normalfall erfillt. In
Abbildung 4 sind einige Beispiele solcher maleimidfunktionalisierter Verbindungen

aufgefinhrt.
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—_+
(0]
v
N
Me
SR
O
E
t\N o o
Et
8 - 9 B

Abbildung 4: Beispiele einiger Fluoreszenzfarbstoffe mit Maleimid als reaktive

Gruppe.

Die Lumineszenz-Marker besitzen alle das gleiche Aufbauprinzip: Ein Fluorophorkern
ist mit einer Maleimidfunktion verknipft. Bei Verbindung 6 stellt der fluoreszierende
Kern ein Pyren-,®% bei 7 ein Benzimidazol-*” und bei 8 ein Coumarinbaustein™¥ dar.
Einige Ubergangsmetallkomplexe®™@ (z. B. Verbindung 9) und Lanthanide®® als
Zentralatom treten ebenfalls in Erscheinung. Letztere besitzen den Vorteil, eine lange
Emissionslebensdauer, kaum Quencheffekte und eine gute Photostabilitat zu be-
sitzen.

Ausgangsverbindungen fur die Synthese der Maleimid-funktionalsierten Farbstoffe
sind fast immer die jeweiligen Amine 10, die als Nucleophil an ein Maleinsadurean-
hydrid angreifen. Die entstandene Saure 11 kann dann auf verschiedene Arten
cyclisiert werden (Abbildung 5): durch NaOAc und Ac,0, durch NEts/Toluol,'** durch
Lewis-Sauren oder auch durch HMDS,"*® um nur die gangigsten Methoden zu

nennen.
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Oh@;O o NaOAc, Ac,0 oder O
— o NEts/Toluol oder
R-NH, —m > // » || N-R
OH Lewis Saure oder
R=NH HMDS Y
10 1 12

Abbildung 5: Synthese eines Maleimids 12 aus dem Amin 10.

Wie schon erwahnt, spielt der pH-Wert bei der Wahl des Markers eine wichtige Rolle.
Far den Angriff des Thiols wird ein neutrales bis alkalisches Milieu bendtigt. Leider
treten unter diesen Bedingungen auch oft Nebenreaktionen auf. Bei einer gewissen
Orientierung von benachbarten Aminofunktionen wie z. B. bei Cystein oder BSA
(Bovine Serum Albumin) kann eine intramolekulare Aminolyse den Ring des Male-
imids 6ffnen und dadurch die Fluoreszenz beeinflussen.”” AuBerdem kann im was-
srigen Milieu bei besonders hohen pH-Werten eine Hydrolyse zu der offenkettigen
Saure stattfinden.**!

Abgesehen von den unerwiinschten Nebenreaktionen, die unter bestimmten Bedin-
gungen auftreten, sind die Maleimide leicht herzustellen und zeigen durch Quench-
prozesse in der Regel keine Fluoreszenz. Diese sogenannten ,turn on probes® kon-
nen erst nach Addition von Thiolen eine Emission zeigen.™*® Naheres dazu wird im

Kapitel 1.1.2.3 erlautert.
1.1.2.2 Crosslinker

Wenn zwei funktionelle Gruppen an einem Fluoreszenzmarker binden, also der
Marker als Crosslinker fungiert, kbnnen zusatzliche Anwendungsbereiche erschlos-
sen werden. So kdnnen z. B. Verknupfungen zwischen Enzymen, Oligonucleotiden
und anderen Bausteinen geschaffen werden oder deren inter- und intramolekulare
Wechselwirkungen und Abstande untersucht werden. Ein verwendeter fluoreszieren-
der Farbstoff dieser Art ist das das Coumarin-Derivat 13 (Abbildung 6)."*"
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0
R o)
| N R
j:‘é \NI
o) 0
O O

13, R = H, CO,Me, Me

Abbildung 6: Crosslinker 13 mit zwei Maleimidfunktionen.

Das Coumarin-Derivat 13 besitzt zwei Maleimidfunktionen und kann deshalb auch
von zwei Thiolen angegriffen werden. Die funktionellen Gruppen kdénnen dabei von
einem Molekul oder von zwei verschiedenen Molekilen stammen. Dabei sollte der
Abstand innerhalb eines Molekiils genau dem Abstand der Maleimidfunktionen des
Markers entsprechen. So besteht bei Verbindung 13 die Méglichkeit, zwei Aquivalen-
te Mercaptoethan oder ein Aquivalent Bismercaptomethylbenzophenon (BMMB) an-
greifen zu lassen (Abbildung 7).

— Pt
i : oC

HS™ Me keine Fluoreszenz HS SH
2eq 1 eq BMMB

2,8 OO
O&;ﬁm,\, ( qo \OE?

14, 84% 15, 78%
violette Fluoreszenz blaue Fluoreszenz

Abbildung 7: Addition von Mercaptoethan und BMMB an das Coumarin-Derviat 13.
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Es wurde zu diesem Zweck auch ein rekombinantes a-Helix-Protein, das zwei Cyste-
inreste beinhaltet, entwickelt und markiert. Verkniipfungen von zwei Proteinen an
dem Marker konnten nicht beobachtet werden. Wie bei dem Monomaleimid zeigte
der Crosslinker 13 erst nach komplettem Umsatz eine Fluoreszenz, bei Angriff einer
Thiol-Gruppe trat keine Emission auf.

1.1.2.3 Der Quench-Prozess

Mit Ausnahme von wenigen Beispielen, wie z. B. dem FIuorescein-S-maIeimid,[15] tritt
bei Markern mit Maleimidfunktion keine fluoreszierende Emission in Erscheinung. In
den meisten aromatischen organischen Verbindungen wird die Fluoreszenz durch
einen *(m — m*) Ubergang verursacht, der durch quantenmechanische Auswahl-
regeln nicht verboten ist.*%'") Der angeregte elektronische Singulettzustand kann
durch Abgabe vom emittierten Licht in den Grundzustand zuriickkehren. Zunachst
wurde postuliert, dass durch Konjugation der Carbonylgruppen und der Doppelbind-
ung des Maleimids die Molekulorbitale (MO) der nichtbindenden Elektronenpaare
des Sauerstoffs sich energetisch Uber die -MOs des Fluorophors stellen. Sie fun-
gieren nun als HOMO des Systems, die antibindenden *-MO erneut als LUMO. Es
wurde weiter berichtet, dass bei der Anregung in den 1*-Singulettzustand ein Inter-
System-Crossing-Prozess (ISC) zu einem Triplettzustand stattfindet. Der angeregte
Triplettzustand kann nun nicht mehr in den Singulett-Grundzusand durch Abgabe
von Strahlung zurlckkehren, da dieser Vorgang quantenmechanisch verboten ist
(Abbildung 8). Die Energie wird strahlungsfrei an die Umgebung abgegeben. Bei
Addition einer Thiolgruppe fallt das MO der nichtbindenden Elektronen energetisch
unter die MOs der aromatischen Komponente. Die Strahlung kann wieder abgege-

ben werden.
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Abbildung 8: Ubergang des Singulett-Zustandes in den Triplettzustand.

Keillor™® hat dieses Phanomen genauer untersucht und hat die obige These wieder-
legt. Der Inter-System-Crossing-Prozess konnte durch Phosphoreszenz und Laser-
Flash-Photolyse-Experimente ausgeschlossen werden, da ein Triplettzustand nicht
nachgewiesen werden konnte. Dexter-Energie-Transfer und Forster-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET), die auch als Ursache fiur Fluoreszenzldschung in Frage
kommen, konnten verworfen werden; zum einen durch Fehlen des Triplettzustandes
und zum anderen durch fehlende Uberlappung des Absorptionsspektrums des
Maleimids mit dem Emissionsspektrums des Fluorophors. Es konnte hingegen durch
die Stern-Vollmer-Gleichung und durch cyclische Voltammetrie bewiesen werden,
dass ein PET (photoinduzierte Elektronen Transfer) fur den Quenchprozess
verantwortlich ist.

Auch Nagano™ hat diese These untermauert, indem er verschiedene substituierte
BODIPY-Derivate synthetisiert und deren Quantenausbeute bestimmt hat
(Abbildung 9). Da der PET abstandsabhangig ist, also mit wachsender Entfernung
von Elektronendonor und Akzeptor abnimmt, tritt bei der para-Verbindung 16c die
grof3te Fluoreszenz auf, bei der ortho-Verbindung 16a die niedrigste. Der Einfluss auf
voneinander weitentfernte Fluorophor- und Maleimidgruppen wurde in der Literatur?®
beschrieben. Sie iben namlich keinen Einfluss aufeinander aus, da ein Energie- oder

Elektronentransfer auf Grund der Distanz nicht mdglich ist.
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16a 16b 16¢
¢ =0.002 ¢ =0.37 ¢ =0.54

Abbildung 9: Synthetisierte BODIPY-Derivate und deren Quantenausbeute ®.
1.2 2,5-Diaminoterephthalsaurederivate

Seit Uber einem Jahrhundert sind die stark fluoreszierenden Diaminoterephthalsaure-
derivate synthetisch verfiigbar.?) Ausschlaggebend fiir die starke Fluoreszenz sind
die elektronenziehenden Ester- und die elektronenschiebenden Amino-Funktionen.
Die Aminogruppen fungieren als Auxochrome und verschieben das Absorptionsmaxi-
mum des aromatischen Chromophors in den langwelligen Bereich. Die Esterfunktion-
en dienen hingegen als Antiauxochrome, verstarken somit die Delokalisation der
Elektronen im Aromaten und fiihren zu einer Verstarkung des bathochromen Effekts.
Die Diaminoterephthalsdure-Derivate waren zunéchst hauptsachlich aus der
Schmelze von NH4;OAc und den entsprechenden Succinylsuccinaten 17a und an-

schlieBender Oxidation mit Br, zuganglich (Abbildung 10)./2"

OH NH,
: et
EtO,C 2. Bry, EtO,C
H, S0,
OH NH,
17a 18a

Abbildung 10: Synthese des Diaminoterephthalats 18a nach Baeyer.

Die Aminoester konnten spater auch aus den Terephthalsdurediestern 19 in
mehreren Stufen erhalten werden (Abbildung 11).?? Nach einfachem Nitrieren und

Reduzieren der Nitrogruppe konnte durch Schitzen mit Essigsaureanydrid die
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Aminoterephthalsaure 20 erhalten werden. Die Einfihrung der Schutzgruppe sollte
die Aminofunktion vor den drastischen Bedingungen der zweiten Nitrierung schitzen.
Nach dieser Nitrierung konnte die Acetylschutzgruppe wieder unter Erhitzen in
H.SO4,/MeOH abgespalten werden. Der erhaltene Aminonitroterephthalsaurediester

21 konnte mit HCI/ZnCl, reduziert werden, um die Zielverbindung 18b zu erhalten.

CO,Me © HNO. HASO CO,Me
- 3, 112 4
2. HCI. Zn NHAc
3. Ac,0

CO,Me CO,Me

19 20

1.HNO;, | 2.H,SO,,

H2804 MeOH
COsMe CO,Me
NH, HCI NH,
H,N Zn O,N
CO,Me CO,Me
18b 21

Abbildung 11: Synthese des 2,5-Diaminoterephthalsauredimethylesters 18b nach

Kauffmann und Weissel.

Eine Alternative zur Synthese des stark-orangen fluoreszierenden Diamino-
terephthalsduredimethylesters 18b stellte Liebermann im Jahre 1914 vor (Abbildung
12). Das Succinylsuccinat 17b wurde mit 10% alkoholischen NH3; mehrere Stunden
bei 100°C in einem Einschlussrohr erhitzt, wodurch, laut Liebermann, zunachst das
Diimin gebildet wurde. Nach langerem Stehen unter Lichteinfluss lagerte sich das Di-
imin 22 in das Dienamin 23a um, welches durch Erhitzen und Zusatz rauchender
Salzsdure oder Eisessig an der Luft zu dem orange-roten Diaminoterephthalsdure-

dimethylester 18b oxidiert wurde.
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OH
CO,Me

MeOzC
OH
17b

NH»
COzMe

MeOzC
NH-»
18b

NH3,
MeOH,

100°C

H*, Luft

Seite |17
NH
COzMe
MeOzC
NH
22
NH,
COzMe
M802C
NH»
23a

Abbildung 12: Liebermanns Synthese des Diaminoterephthalsauredimethylesters

18b.

Es konnte aulBerdem gezeigt werden,

dass auch Reaktionen von priméren

aromatischen und aliphatischen Aminen mit dem Succinyldiester 17a in Ethanol/Eis-

essig und anschlielBender Oxidation zu den Dialkyl- bzw. Diarylterephthalsaure-
dieestern 25a—f fihren (Abbildung 13). Zur Oxidation hatten sich dabei drei
Methoden bewéhrt. Diese konnte durch einfaches Erkalten an der Luft erfolgen, es

konnte als Oxidationsmittel lod zugesetzt werden oder man erwarmte die Dihydro-

terephthalsaurediester 24a—f an der Luft bis hin zur Schmelze.*
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OH NHR
:
AcOH,

EtO,C EtOH EtO,C

OH NHR

R = Me, Et, Ph,
17a (4-MeCgHy), 24a-f
(4—MeC10H6),

(4-MeOC6H4)

a) I, Luft
EtOH
b) Luft,
NHR JAN
CO,Et
-
EtO,C
NHR

25a-f

Abbildung 13: Synthese von den Dialkyl- und Diarylterephthalsdurediethylestern
25a—f.

In der Industrie werden heutzutage u. a. durch Kondensation von Succinyldiester 17
mit Anilin, Verseifung der entstandenen Diarylterephthalsdureester 26 und
Kondensation mit Lewis-Sauren oder Polyphosphorsaure, die als Farbpigment
bekannten, Chinacridone 27 synthetisiert (Abbildung 14). Je nach Kristallform und
Substitution kénnen dabei die Pigmente eine rote, violette oder eine rot-blaue Farbe
annehmen.?*! Chinacridone finden Anwendung in der Autolackindustrie, als Farbe fiir

Tintenstrahldrucker und Anstreichmittel® oder als OLEDs.?®!

o 2 e
CO,R  H,N

HN o)
COR  (HPO,),
— SR,
RO,C Luft RO,C
OH : NH O NH
17 26 27

Abbildung 14: Industrielle Herstellung von Chinacridonen 27.
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1.3 Vorarbeiten im Arbeitskreis Christoffers

Das Thema der Diaminoterephthalsdurederivate wurde im Arbeitskreis Christoffers
von Zhang®®! aufgegriffen. Sie hat Phenylenverbindungen an Succinylsuccinate
gebunden und rot bis violett fluoreszierende Farbstoffe erhalten. Oligophenylen-
derivate eignen sich als gute Photovoltaikelemente,'?® lassen sich zu Nanofasern!?
verarbeiten und zeigen eine polarisierte blaue Fluoreszenz.2% Jedoch lassen sich die
aromatischen langkettigen Verbindungen nur sehr schlecht lésen. Durch die
Synthese der Oligophenylenderivate sollte dieses Problem behoben werden, da die
eingefuhrten Amino- und Estergruppen zuséatzliche polare Akzente setzen sollten,
ohne die photochemischen Eigenschaften zu beeinflussen.

Es konnten im ersten Schritt die Aminophenylene 28a—-c, zum einen unsubstituiert
zum anderen iodsubstituiert, mit den Diketonen 17a und 17c zu den Oligophenylen-
Derivaten 29a—-f umgesetzt werden (Abbildung 15). Dabei gab es zwei Mdglich-
keiten: In einigen Fallen erfolgte die Reaktion in Toluol unter Zugabe von Salzsaure
bei leicht erhéhter Temperatur. In anderen Fallen wurden etwas drastischere Be-
dingungen bengtigt, indem die Reaktion in AcOH bei 100°C durchgefiihrt wurde. Die
wahrend der Reaktion gebildeten Dienamine konnten dabei durch die eintretende

Luft oxidiert werden.

a) kat. HCI, Luft,
Toluol, 60°C,
16 h bis 2 d HN /
b) AcOH, Lulft, I
CO,R 100°C. 16 h COzR

:
RO,C v RO,C
OH HN

OH

17a, R = Et 28a,i=1,
1

17¢c, R = Oct 28b, _i =

H 29a-f,
I 67-93%
I

Abbildung 15: Synthese von Oligophenylendiaminoterephthalaten 29a-f nach
Zhang.

Um die aromatische Kette zu erweitern, wurden nun aus den lodphenylen- und lod-

bisphenylenderivaten 29c—f mittels Suzuki-Kupplung die rot-violett fluoreszierenden
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Oligophenylenverbindungen 3la-m gebildet (Abbildung 16). Die verwendeten
Boronsduren 30a—d wurden mit verschiedenen Akzeptor- und Donor-Sustituenten
versehen, um die Emission in andere Wellenldngenbereiche zu verschieben. Das
Ziel, die Loslichkeit von Oligophenylenverbindungen zu erhthen, konnte insofern
erfullt werden, da die Komponenten zumindest in einer grol3en Menge Losungsmittel

[6sbar waren.

| X
[Pd(PPh3)4], NayCOs,
HN i Toluol/EtOH/H,0, HN h
CO,R reflux, 16 h CO,R
RO,C RO,C
Al ! X
! 30a,j=1,X=H :
30b,j =1, X = OMe _
29cf J=1, 31a-m, n=1-4
9 30c,j= 1, X = CF; s
30d,j=2,X=H

Abbildung 16: Suzuki-Reaktion zu den erweiterten Oligophenylenterephthalsauredi-
estern 3la—m.

Des Weiteren kann Terephthalsaure als Baustein fur die kombinatorische Chemie
verwendet werden, da es vier Verknupfungstellen besitzt (Abbildung 17). So kénnen
z. B. durch Amidkupplungen vier verschiedene Aminosauren gebunden werden. Vor-
aussetzung fur dieses Vorhaben ist die Schutzgruppenorthogonalitat des Scaffolds.
Es missen daher vier unterschiedliche Schutzgruppen (zwei Aminoschutzgruppen
und zwei Estergruppen) eingefihrt werden, die dann unter verschiedenen Bedingun-

gen abgespalten und amidiert werden kdénnen.

O
Jl\NH O

R NHPG'
CO,PG?
NHR?2 :
R*HN
PG*0,C
o) HN\n/R3 NHPG?
)

Abbildung 17: Orthogonalitat der Schutzgruppen.
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Dieses Vorhaben gelang Pflantz,®!

indem sie zunéchst das unsymmetrische
Succinylsuccinat 17d durch zweifache Einfihrung einer Estergruppe und einer an-
schlieBenden Dieckmann-Kondensation synthetisiert hat (Abbildung 18). Durch die
Asymmetrie des Esters sind dabei drei cyclische Produkte entstanden, die allerdings
chromatographisch getrennt werden konnten. In Analogie zu Liebermann'® wurde
der Diester 17d in einer alkoholischen NHs-Lésung erhitzt und anschlie3end konz.
Salzsaure zugesetzt. Nach dem weiteren mehrtagigen Ruhren bei erhéhter
Temperatur und offenstehender Apparatur konnte der Diaminoterephthal-
saurebenzylmethyldiester in 84% Ausbeute isoliert werden. Es erfolgte unter diesen
Bedingungen keine Umesterung, jedoch bildeten sich geringe Mengen Hydrochinone
und Aminophenole, die allerdings abgetrennt werden konnten. Nach selektive
Einfuhrung einer Boc-Schutzgruppe konnten die Regioisomere 32a und 32b erhalten
werden, die in einem Verhéltnis von 2.5 : 1 vorlagen. Die zweite Aminogruppe wurde

aus praktischen Griinden nicht geschiitzt.

OH
4& 1. BnOH, NEt, CO.Me
>
0] (0]
©) 2. Mel, K;CO4 BnO-C
3. NaH, DMSO e L
17d, 33%
1. NH3, EtOH, 60°C
2. konz. HCI, Luft,
NH, NHBoc 60°C
COsMe CO,Me 3. Boc,O
+
BnO,C BnO,C
NHBoc NH,
32b, 20% 32a, 51%

Abbildung 18: Herstellung des Succinats 17d, dessen Ammonolyse und die Einfthr-

ung einer Boc-Schutzgruppe.

Die nun vorliegende Plattform 32a mit zwei unterschiedlichen Estern und einer
carbamatgeschutzten Aminofunktion konnte mit den Kupplungsreagenzien HOBt und
DCC unter katalytischer Zugabe von DMAP mit einer Aminosaure (z. B. N-Fmoc-§-
Alanin oder N-Fmoc-L-Prolin) zu den Monoamiden 33a und 33b umgesetzt werden

(Abbildung 19). Dann erfolgte die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe, die im sauren
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Milieu durchgefuhrt wurde. Die nachste Kupplung erfolgte mit der zweiten Amino-
saure (z. B. N-Boc-B-Alanin oder N-Boc-L-Valin), die zu den Derivaten 35a und 35b
fuhrte. Nach weiterem Entschiitzen der Benzyl- und der Methylestergruppe und der
anschlieBenden Kupplung konnten zwei verschiedene Tetraamidderivate 36a und
36b synthetisiert werden, die in dem Bereich von 230-250 nm absorbieren und im
blauen sichtbaren Bereich (410-450 nm) emittieren. Die Verbindung 36¢ wurde auf
einer ahnlichen Weise hergestellt. Die Gesamtausbeute von den Verbindungen 36a,
36b und 36¢ betrug Uber sieben Stufen 4-35% (Abbildung 20).

NHBoc NHBoc
CO,Me R'-CO,H CO,Me
'
BnO,C DCC, HOB, BnO,C
NH, kat. DMAP, 80°C NHCOR!
32a 33a, R' = N-Fmoc-p-Ala, 82%

33b, R" = N-Fmoc-B-Pro, 78%

l TFA

NHCOR? NH,
CO,Me R2-CO,H CO,Me
-
DCC, HOBt BnO,C
BnO,C ; o 2
MHCOR' kat. DMAP, 80°C NHCOR!
35a, 75% 34a, 98%
35b. 90% 34b, 90%
1. Hy/Pd
2. R®NH,, DCC, NHCOR?
HOBt, kat. DMAP CO,NHR*
r
3. K,COg3, 50°C R3HNO,C
4
4. R NH2, DCC, NHCOR1
HOBt, kat. DMAP
36a, 58%
36b, 17%

Abbildung 19: Synthese der Tetraamide 36a—b.



1. Einleitung Seite |23

0
PN

HN” “NH
i B
BocHN/\)]\NH 0 S SNH O
B
NH7 S\ CO21BU NH” >CO,Me
PMBHN
t8u0,c” N1 NHFmoc
O HN\H/\/NHFmoc O HN
o 0
36a, 35% 36¢, 4%
0
NH O
BocHN
oc NH” >NCo,Me
Ph._NH
O HN
N
O Fmoc
36b, 11%

Abbildung 20: Die drei Tetraamide 36a—c.
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2. Zielsetzung

Die vorgelegte Dissertation behandelt die Synthese und Anwendung von Diamino-
terephthalsaurederivaten. Im Detail werden vier Teilziele verfolgt: die Oligomer-
synthese aus Terephthalsauremonomeren, die Verknlpfung der Verbindungen an
die feste Phase, um die effiziente Synthese von Tetraamiden zu erschliel3en, die
Darstellung von Fluoreszenzfarbstoffen als Biomarker und ein alternativer
Syntheseweg zu Terephthalsaurederivaten.

Das erste Ziel war die Synthese eines Dimers aus zwei Terephthalsdurebausteinen
(Abbildung 21). Dafur sollte zunachst die zweifach Boc-geschitzte Carbonsaure
39a mit dem Amin 32c¢ durch Kupplungsreagenzien wie DCC, HOBt und katalytisch-
en Mengen DMAP umgesetzt werden. Vom isolierten Amid 37 sollte anschlieRend
die Carbamatschutzgruppen abgespalten und die Ester verseift werden. Die an-
schlielende pH-abhangige Fluoreszenzmessung der Triaminotricarbonséaure 38
sollte die Nutzbarkeit von mehrfach gekuppelten Terephthalsaurebausteinen als

Polyelektrolyte tberprifen.

CO,R?
NHR' NHBoc COsMe
RIHN O CO,H NHBoc
N —> +
H 2 MeO,C H,N
CO,R 2
R20,C 2 NHBoc CO,Me
NHR'
1= 2 —
37, R1 = Boc,zR = Me ;I 392 32¢
38,R'=H,R?=H

Abbildung 21: Synthese des Oligomers 38.

Terephthalsaurederivate eignen sich als Plattform fiir die kombinatorische Chemie, "
jedoch ist die Synthese von Tetraamiden in flissiger Phase mit einem zu hohen zeit-
lichen Aufwand verbunden. Zudem zeigen die Gesamtausbeuten einen hohen Ver-
lust an Ausgangsmaterial. Deshalb sollte eine neue Methode an der festen Phase
entwickelt werden, um das Verfahren zu automatisieren, die Effizienz zu steigern und
den Verlust an Edukt zu minimieren (Abbildung 22). Als feste Phase sollte ein Merri-

field-Harz und als Linker ein s&urestabiler Diol-Linker dienen. Durch Amidkupplung
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der Saure 43 und selektiver Entschitzung, Amidkupplung und Abspaltung sollte ein
Triamid 40 synthetisiert werden.

O O

X N

R NH O R ™NH O

M — 0NN
R3HN R3HN

40 41
PG'HN PG'HN O
CO,H 0O O
PG%0,C PG®0,C @
NHPG? NHPG?
43 42

Abbildung 22: Synthese des Triamids 40 an der festen Phase.

Auf Grund der fluoreszierenden Eigenschaften der Terephthalsaurederivate sollten
deren Nutzen als Biomarker erschlossen werden. Der Marker sollte eine reaktive
Gruppe besitzen, die an einem Cysteinrest eines Proteins, wie Recoverin>* pinden
sollte. Aus Erfahrungen® der Arbeitsgruppe Koch mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Alexa647 fiel die Wahl auf eine Maleimidgruppe. Die jeweiligen fluoreszierenden Ver-
bindungen sollten aus den Ausgangsverbindungen 32a sowie 18b oder aus dem
Succinylsuccinat 17b und dem Boc-N-Ethylendiamin 47a synthetisiert werden
(Abbildung 23).
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N NH,
CO,R’ CO,R’
R?0,C R20,C
NHR3 NHR3
44a, R' = Bn, R%Z = Me, R® = Boc 32a, R' =Bn, R? = Me, R® = Boc
45 R'=R?%=Me, R® = Ac 18b, R'=R2=Me, R®=H
0
q
N
I
NH OH
CO,Me CO,Me
|:> + HZN/\/NHBOC
MeO,C MeO,C
HN OH
o)
17b 47a
N
/

46
Abbildung 23: Maleimid-Marker.

Die entscheidenden Schritte flr die Synthese von Terephthalsdurederivate nach
Liebermann'®! und Pflantz®Y sind die Dienaminbildung und die anschlieRende
Oxidation an der Luft. Wenn allerdings die Reaktionsbedingungen nicht optimal ge-
wahlt werden, kdonnen eine Vielzahl Nebenreaktionen auftreten. Die unvollstandige
Reaktion mit NH3 und die zu schnelle Oxidation des Eduktes und Zwischenproduktes
fuhren zur Bildung von Hydrochinonen und Aminophenolen. Bei zu langen Reak-
tionszeiten treten Polymerisationen auf und die Kombination von HCI/EtOH fuhrt zu
Umesterungen. Aul3erdem kann nach Zugabe von Salzsédure das Dienamin wieder
zum Succinat zerfallen. Da zunachst diese Synthese noch Optimierungsbedarf
bendétigte, sollte parallel dazu ein alternativer Syntheseweg erschlossen werden,
ausgehend von der Terephthalsaure 49 und dem para-Xylol 50 (Schema 24). Eine
Kombination aus Nitrierung, Veresterung und Reduktion sollte zum gewlnschten 2,5-
Diaminoterephthalsaureester 18b fihren, wobei die Syntheseroute mit para-Xylol 50

als Ausgangsmaterial um einen Oxidationsschritt erweitert werden muss.
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NH, NO;
COsMe COsMe /©/002H
MeO,C MeO,C HO,C
NH, NO,
18b 48 49

H3C
50

Abbildung 24: Alternative Syntheserouten zum 2,5-Diaminoterephthalsauredimethyl-
ester 18b.
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3. Durchfuhrung
3.1 Syntheseplan der Terephthalsaurebausteine

Um Terephthalsaurederivate durch Synthese an fester Phase zuganglich zu machen,
sollte ein Baustein entwickelt werden, der eine Carbonséure als Ankerpunkt und drei
orthogonale Schutzgruppen besitzt, die unabhangig voneinander abgespalten
werden kdonnen (Abbildung 25). Die gangigsten Schutzgruppen fur Amine speziell in

der Peptidsynthese sind Boc- (tert-Butyloxycarbonyl)¥

und Fmoc-Gruppen
(Fluorenylmethoxycarbonyl).®®  Die Boc-Schutzgruppe kann unter sauren
Bedingungen, wie unter Zusatz von TFA oder HCI, abgespalten werden,?® wahrend
die Fluorenylmethylschutzgruppe unter Zugabe von Piperidin entfernt werden

kann.B"!

Fir die Carbonsaurefunktionen wurden eine Benzyl- bzw. eine
Methylschutzgruppe ausgewahlt. Durch hydrogenolytische Spaltung der Benzyl-
schutzgruppe sollte die Carbonséaure regeneriert werden, die anschlieRend an einen

Alkandiol-Linker gebunden werden sollte.

NHPG! NHFmoc NHBoc
CO,H CO.Bn CO,Bn
oder
PG°0,C MeO,C MeO,C
NHPG? NHBoc NHFmoc
43 51a 51b

Abbildung 25: Bausteine fur die Synthese an fester Phase.
3.1.1 Synthese der Succinylsuccinate

Fur die Isolierung der Succinylsuccinate wurden die Vorschriften des Arbeitskreises
verwendet.B*® Es war vorab erforderlich, die entsprechenden Diester zu erhalten.
Der Bernsteinséauredibenzylester 52b und der Dimethylester 52a wurden aus Bern-
steinsaureanhydrid Uber die Veresterung des Saurechlorids in guten Ausbeuten
synthetisiert. Der Dimethylester 52a wurde durch Umkristallisation und der Dibenzyl-
ester 52b durch Chromatographie gereinigt. Der unsymmetrische Benzylmethylester
52c wurde in zwei Schritten erhalten. Zunachst erfolgte die Ring6ffnung des Bern-

steinsaureanhydrids mit Benzylalkohol, wodurch der Monobenzylester gebildet
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wurde. Dann schloss sich die nucleophile Substitution des im basischen Milieu ge-
bildeten Carboxylats an Methyliodid an (Abbildung 26).

oA

)

1) SOCI,, DMF,
50-60°C
CO,R
r ROZC/\/ 2
2) ROH,
50-60°C 52a, R = Me, 94%

52b, R = Bn, 86%

1) BnOH, NEt3,

CH,Cly, 23°C _COMe
' 2
2) Mel, K,COs, BnO,C
DMF, 23°C 52¢, 69%

Abbildung 26: Darstellung der Bernsteinsaurediester 52a—c.

Jeweils zwei Aquivalente der Diester 52a—c wurden durch eine intermolekulare

Claisen- und Dieckmann-Kondensation zu den cyclischen Succinaten 17b, 17d und

17e umgesetzt (Abbildung 27). Diese Succinate liegen durch die Stabilisierung mit

Wasserstoffbriickenbindungen komplett als Dienole vor und zeigen unter UV-Licht

eine blaue Fluoreszenz. Wie schon Pflantz®¥ gezeigt hatte, treten bei der Reaktion

mit dem unsymmetrischen Diester 17d die Komponenten 17b und 17e (Ausbeuten

nicht angegeben) als Nebenprodukte auf, die allerdings chromatographisch von der

Verbindung 17d getrennt werden konnten.

CO,R!
R202C/\/ 2

52a-c

1) NaH, DMSO, oH 1
0= 23°C, 50°C COzR
2) HCI-H,0, 2
0> 25°C R702C
OH

17b, R' = R2 = Me, 56%
17e¢,R'=R%2=Bn, 51%
17d, R' = Me, R2 = Bn, 23%

Abbildung 27: Claisen- und Dieckmann-Kondensation.

3.1.2

Optimierung der Ammonolyse

Schlusselschritt bei der Synthese von Terephthalsaurederivaten ist die sogenannte

Ammonolyse. Diverse Vorarbeiten haben gezeigt, dass durch Einwirkung von

Losungen von Ammoniak in Alkoholen auf Succinylsuccinate 17 orangefarbene
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Ldsungen entstehen, deren geléste Komponenten sich als Diimin- oder Dienamin-
derivate 23 oder als deren oxidierten aromatischen Verbindungen 18 herausstellten
(Abbildung 28).

OH NH, NH,
COR NH4/ROH COR|  Oxidation COzR
—_— —
RO,C RO,C RO,C
OH NH, NH,
17 23 18

Abbildung 28: Ammonolyse von Succinylsuccinaten 17.

Die Reproduzierbarkeit stellte sich aber als schwierig heraus, da genaue Reaktions-
bedingungen eingehalten werden mussten. Die von Pflantz*" vorgeschlagene Pro-
zedur, die Losung von NHs in Alkohol durch das Einwirken von wassriger NH3-L6-
sung auf Ethanol in einem Exsikkator herzustellen, konnte nicht reproduziert werden,
da die Konzentration des gelésten NH; um ein vierfaches geringer (c = 3.9 mol I%)
ausfiel, als bei der Versuchsvorschrift von Pflantz (Tabelle 1: Eintrag 1). Mit dieser
Lésung konnten nur die Hydrochinone 53a und 53b isoliert werden. Somit war eine
Anderung der Methode notwendig. Dazu wurde die Konzentration des Ammoniaks
durch Einleiten von NHs-Gas vor und wéhrend des ersten Syntheseschritts erhdht
(Tabelle 1: Eintrag 2 und 3). Aul3erdem wurde das Lésungsmittel variiert, um die
Umesterung des Methylesters 18b zu verhindern. Dabei stellte sich auf Grund der
guten Loslichkeit des Eduktes MeOH als geeignet heraus, wahrend iPrOH nicht die
Eigenschaft zeigte, die Komponenten zu I6sen und zu keinem positiven Ergebnis
fuhrte (Tabelle 1: Eintrag 5). Der zweite Syntheseschritt zur Einleitung der Oxidation,

die Zugabe von konzentrierter Salzsaure, wurde zunachst beibehalten.

NH, OH OH
CO,Bn CO,R! CO.R!
MeO,C R20,C R%0,C
NH, OH NH,
18¢c 53a, R' = R?> = Et 54a, R'=R? = Et

53b, R' = Bn, RZ = Me 54b, R' = Bn, R? = Me

Abbildung 29: Produkt 18c und mégliche Nebenprodukte bei der Ammonolyse.



Tabelle 1: Ammonolyseversuche

Eintrag Reagenz Losungsmittel Temperatur Zeit Besonderheiten Produkte (Ausbeute)
1 a) NHz? EtOH 60°C 1h —
b) konz. HCI-H,0 EtOH 60°C 3d - Hydrochinone 53a,b
2 a) NH;" MeOH 40°C 1h - Produkt 18c,
b) konz. HCI-H,0 MeOH 50°C 42 h - Dimethylester 18b
3 a) NH5” MeOH 40°C 2h NHs-Zufuhr Produkt 18c (8%),
b) konz. HCI-H,O MeOH 40°C 3d - Dimethylester 18b
(17%)
4 a) - MeOH 50°C 45 min NHs-Zufuhr
b) konz. HCI-H,O MeOH 50°C 3d - Produkt 18c und
c) konz. HCI-H,O MeOH 50°C 6h Luft-Zufuhr Nebenprodukte
5 a) - iPrOH 80°C 40 min NHs-Zufuhr
b) konz. HCI-H,O iPrOH 80°C 3d - -
6 a) - THF 50°C 20 min NHs-Zufuhr,
b) konz. HCI-H,0 THF 50°C 16 h Molsieb (4 A) -

a) hergestellt im Exsikkator (c = 3.9 mol I"* in EtOH); b) hergestellt durch Einleiten von NHs-Gas (c = 6.0 mol [ *in MeOH).

Buniynyaing '€

Te] 21188
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Trotz der Verbesserung im ersten Syntheseschritt konnten beim Einsatz des unsym-
metrischen Esters 17d nur minimale Ausbeuten erzielt werden, die Isolierung des Di-

methylesters 18b gelang mit immerhin 30% Ausbeute (Abbildung 30).

M€ MeOH COMe
—>
MeO,C 30 min, MeO-C
H 60°C 2
o NH,
17b - 23a B
1) konz. HCI-H,0, 2) 9 h, starke
3.5d, 50°C, Luftzufuhr
Luft
NH,
COsMe
M602C
NH,
18b, 30%

Abbildung 30: Ammonolyse des Dimethylesters 17b.

Letztendlich filhrte die Methode aus der Bachelorarbeit von Wirrdemann®®! zu einem
Teilerfolg. In ihrer Arbeit wurde die erfolgreiche Isolierung des Dienamindibenzyl-
esters 23b beschrieben (Ausbeute: 72%), die anschlieBende Oxidation mit Benzo-
chinon geschah allerdings eher in geringen Ausbeuten (32%). Entsprechend der
Vorschrift konnten nun der Dimethyl- 17b, der Dibenzyl- 17e und der Benzylmethyl-
ester 17d mit NH,OAc in Toluol und Eisessig am Wasserabschieder kondensiert
werden, wobei der Dimethylester schon im Wasserabscheider durch die eintretende
Luft aufoxidiert wurde. Bei dem unsymmetrischen Ester 17d trat ein Gemisch aus
Dienamin 23c und der aromatischen Verbindung 18c in unterschiedlichen
Verhaltnissen auf, wahrend beim Dibenzylester 17e hauptsachlich das Dienamin 23b
vorlag. Die Enaminbildung mit NH4Cl anstelle des Acetats fand unter gleichen
Bedingungen nicht statt. AnschlieBend musste noch nach einem geeigneten
Oxidationsschritt gesucht werden. Probleme stellten nach wie vor der Wassergehalt

nach Zugabe von konzentrierter Salzsdure und die langen Reaktionszeiten von



3. Durchfiihrung Seite |33

mehreren Tagen dar, die entweder zum Edukt oder zu Polymerisationen fihrten.
Deshalb wurde die Oxidation unter zur Hilfenahme von Eisessig oder von einem
Uberschuss an MnO, durchgefihrt. Dabei wurden aber nur Edukt oder
Zersetzungsprodukte erhalten. Nicht nur die Wahl des Oxidationsmittels stellte ein
Hindernis dar, denn es musste ein alternatives Losungsmittel gefunden werden, in
dem sich Gase gut I6sen und keine Umesterungen stattfinden. Schlief3lich wurde als
Saurezusatz HCl in iPrOH und als Losungsmittel trockenes DMF gewahlt
(Abbildung 31). Dimethylformamid kann Luftsauerstoff und die Reaktions-
komponenten in ausreichendem MaR I6sent*” und die Chlorwasserstofflosung ist
wasserfrei. Der sterisch gehinderte Alkohol fuhrt auRerdem in der Regel nicht zu
einer Umesterung. Durch direktes Blasen von synthetischer Luft auf die Oberflache
der Reaktionslésung konnte zudem die Oxidationszeit auf 5—7 h reduziert werden.
Diese Methode hat das Problem der schlechten Reproduzierbarkeit behoben und ist

zudem auch noch auf andere Systeme (siehe Abschnitt 3.4.4.1) Ubertragbar.

OH ;  xs.NH4OAc, NHa ]
COR"  Eisessig COzR
» —
2 Toluol, 110°C, 2
R70,C Wasserabscheider R°0,C
OH NH,
17b, R' = R? = Me 23c, R'=Bn, R? = Me
1— 2 _ — —
17d, R' = Bn, R? = Me 23b, R'=R?=Bn HCl in iPrOH,
17e, R'=R?=Bn DMF, 50°C,
synth. Luft,
+ 5-7 h
NH,
CO,R!
e S
R20,C
NH,

18b, R' = R2 = Me, 54%
18c, R' = Bn, R? = Me, 48%
18d, R' = R2 = Bn, 40%

Abbildung 31: Optimierte Reaktionsbedingungen fir die Synthese der Diamino-
terephthalsédurederivate 18b—d.
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3.1.3 Einfihrung der Boc-Schutzgruppen

Die ersten Versuche zur selektiven einfachen Einfihrung einer Boc-Schutzgruppe an
dem Diaminodimethylester 18b wurden, den Vorarbeiten®" entsprechend, stark ver-
dinnt in CH,ClI, bei 23°C durchgefiihrt. Die Reaktionszeit musste jedoch auf mehrere
Tage erweitert werden, da nach 16 h immer noch ein stark fluoreszierender oranger
Spot in der Dinnschichtchromatographie zu erkennen war, der vom Edukt stammte.
Erst nach zwei Tagen konnte kein weiterer Umsatz beobachtet werden und die
Reaktion wurde beendet. Das Produkt wurde in Ausbeuten von 50—-80% isoliert. Ein
Problem bei dieser Reaktion ist der Losungsmittelverlust, der durch den geringen
Dampfdruck von CH,CI, und die relativ lange Reaktionszeit verursacht wird. Dement-
sprechend fuhrt das Eindampfen zu einer erhéhten Konzentration und damit zur ver-
mehrten Biscarbamatbildung. Es wurde deshalb ein anderes LOsungsmittel ver-
wendet. Die Wahl von EE flihrte reproduzierbar nach 5 d zu einer Ausbeute von 84%
und bei einer langeren Reaktionszeit von 17 d konnten sogar 93% Produkt erzielt
werden. Unter &hnlichen Bedingungen wurden das Mono-Boc-geschuitzte Dibenzyl-
derivat 32d und die beiden Regioisomere 32a und 32b, ausgehend vom unsym-

metrischen Benzylmethylester 18c, isoliert (Abbildung 32).

Boc,O, NHBoc
0C»
COZR EE, 23 c CO5R
RO,C RO,C
Ho NH,
18b, R = Me 32c, R = Me, 84%
18d, R =Bn 32d, R=Bn, 91%
NH, Boc.O NH, NHBoc
0C,0),
CO,BNn EE, 23°C CO,Bn CO,Bn
—_— +
MeO,C MeO,C MeO,C
NH, NHBoc NH,
18¢ 32a, 40% 32b, 43%

Abbildung 32: Selektive Einfihrung von nur einer Boc-Schutzgruppe.
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Parallel zur Umsetzung mit einem Aquivalent Boc,O wurde das Ziel verfolgt, den
Benzylmethylester 18c mit zwei Boc-Schutzgruppen zu versehen, damit dieser
Baustein spater selektiv am Benzylester entschitzt und mit Verbindung 32c zum
Oligomer amidiert werden konnte. Nach anfanglichen Versuchen wurde auf einen
Uberschuss von Boc,O verzichtet, da die Abtrennung des iberschiissigen Pyro-
carbonates durch Hydrolyse mit NH4CI-Losung zwar moglich, aber in grol3en Mengen
nicht vollstandig durchfiihrbar war. Das Anbringen von einer Schutzgruppe war, wie
man auch im oberen Abschnitt erkennen kann, ohne weiteres bei 23°C durchfihrbar.
Jedoch gelang die Einfuhrung der zweiten Schutzgruppe nur bei erhohter
Temperatur. So konnte z. B. beim Ruhren bei einer Reaktionstemperatur von 23°C in
CH.Cl, tuber 24 h nur das gewtlinschte Bis-Carbamat 56 in 17% Ausbeute und die
Monoprodukte 32a und 32b in 72% erhalten werden. Bei der Erhdéhung der
Temperatur auf 50°C in einer sehr kleinen Menge von EE Uber mehrere Tage konnte
das Produkt in 93% Ausbeute erhalten werden (Abbildung 33).

NH> NHBoc
COzMe 2 eq BOCZO, COzMe
>
BnO,C EE, 50°C, 17d BnO,C
NH> NHBoc
18¢c 56, 93%

Abbildung 33: Das Einflihren von zwei Boc-Schutzgruppen.

Die gleichen Ergebnisse konnten bei den Mono-Fmoc-geschitzten Verbindungen
55a und 55b beobachtet werden. Hier war nicht nur eine erhdhte Temperatur
erforderlich, sondern auch ein Uberschuss an Boc,O (Abbildung 34). Der Wechsel
des LOsungsmittels zu 1,2-Dichlorethan, um das Gemisch tber 70°C erwdrmen zu
konnen, fuhrte zu keiner Verbesserung. Ein Faktor fur die geringe Umsetzung kann
der elektronische Einfluss der ersten Carbamatschutzgruppe sein, die
Elektronendichte und so die Nucleophilie des Amins verringert. Es ist aber auch
durchaus mdoglich, dass das Einfihren der Boc-Schutzgruppe bei der Verbindung
55a in ahnlichen Ausbeuten ablauft, wie beim Regioisomer 55b. Aus zeitlichen
Grunden konnte aber die Versuchsvorschrift nicht auf die anderen Komponenten
Ubertragen werden. Ein weiterer moglicher Grund fir den geringen Umsatz kann die

geringere Reaktionszeit sein.
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NHFmoc NHFmoc
1
CO.R 3—-4 eq Boc,O CO.R!
:
2 70-90°C, 2

R?0,C 3 o4 R?0,C

NH, NHBoc
55a, R' = Me, R2 = Bn 51b, R' = Me, R2=Bn, 41%
55b, R' = Bn, R?2 = Me 51a, R'=Bn, R?Z = Me, 75%

Abbildung 34: Das Einfuhren einer Boc-Schutzgruppe in Anwesenheit einer Fmoc-

Schutzgruppe

3.14 Einfihrung der Fmoc-Schutzgruppen

Fur die Einfuhrung einer Fmoc-Schutzgruppe wurden zwei Reagenzien verwendet
zum einen das Fmoc-O-Succinimid und zum anderen das reaktivere Fmoc-Cl.
Wahrend das Succinimid direkt an der Carbonyloxyfunktion substituiert ist und nach
dem Angriff des Amins abgespalten wird, entsteht beim Angriff des Amins am Fmoc-
Cl nur HCI. Fir das Anbringen einer Fmoc-Schutzgruppe an dem Diaminoterephthal-
saurebenzylmethylester 18c eignete sich das Fmoc-O-Succinimid, da bei 23°C keine
zweifache Substitution beobachtbar war (Abbildung 35). Nach zweifacher
Chromatographie konnten das Regioisomer 55a und das Regioisomer 55b isoliert
werden. Diese Substanz kann wabhrscheinlich aus elektronischen Grinden nur
einmal selektiv an einer Aminogruppe die Fmoc-Schutzgruppe anbringen, da eine
zweifache Substitution, zumindest bei 23°C nicht zu beobachten war. Der
elektronenziehende-Effekt der Carbamatschutzgruppe fuhrt dazu, dass die
Nucleophilie der Aminofunktion abnimmt und diese dann nicht mehr in der Lage ist
das Fmoc-O-Succinimid anzugreifen. Die Schutzgruppe wurde trotz Zugabe von NEt;

in das Laufmittelgemisch bei der chromatographischen Reinigung nicht abgespalten.

NH, Fmoc-O-Succ NHFmoc NHFmoc
COan THF, CH20|2, COzMe COan
> +
MeO,C 23°C, 5d BnO,C MeO,C
NH, NH, NH,
18¢c 55a, 34% 55b, 40%

Abbildung 35: Selektive Einfihrung einer Fmoc-Schutzgruppe.
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Die Einfuhrung der Fmoc-Gruppe in Anwesenheit einer zweiten Carbamatschutz-
gruppe stellte sich wieder als problematisch heraus, denn unter Zusatz von Fmoc-O-
Succ sind die Verbindungen 58a und 58b unter diversen Bedingungen, sei es bei
erhohter Temperatur, bei langerer Reaktionszeit oder unter Zusatz von unterschied-
lichen Basen (Tabelle 2) nicht isolierbar. Das Fmoc-Cl besitzt im Vergleich zum
Succinimid eine hohere Elektrophilie und somit eine hohere Reaktivitat. Im
geeigneten Losungsmittel konnte durch Reaktion mit Fmoc-Cl die Verbindung 58b
unter milden Bedingungen in 62% Ausbeute erhalten werden, welches im weiteren

Verlauf als Terephthalsdurebaustein an die feste Phase angebracht werden sollte.

NH, diverse NHFmoc
CO,R’ Bedingungen CO,R’
' o
R20,C R20,C
NHBoc NHBoc
57a,R'=Bn, R?=H 58a, R'=Bn, R?=H
57b, R' =H, R?=Bn 58b, R' = H, R?=Bn

Tabelle 2: Diverse Bedingungen zur Einfuhrung der Fmoc-Schutzgruppe.

Produkt Zusatz LM T/°C t/d Ausbeute

58a Fmoc-O-Succ Dioxan 23 0.67 -

58a Fmoc-O-Succ Dioxan 23 7 -

58a Fmoc-O-Succ, Dioxan 50 5 -
NaH003

58b Fmoc-O-Succ, Dioxan 23 6 -

DMAP

58b Fmoc-Cl, Dioxan 0—-23 1 -

NaHCO;

58b Fmoc-Cl CHxCl> 0—23 0.67 62%
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3.15 Abspaltung des Benzylesters

Die hydrogenolytische Spaltung der Benzylestergruppe der Verbindung 56 wurde in
einer Hy-Atmosphére in Anwesenheit von Pd-C (10 Massen-% Pd) durchgefthrt. Der
erste Versuch, diese Reaktion bei 23°C in EE (iber 16 h ablaufen zu lassen,®Y zeigte
keinen Erfolg. Erst der Wechsel zu einem Ldsungsmittel, welches das Gas besser
l6sen konnte und leichtes Erhitzen auf 60—70°C fuhrten zur Isolierung der Saure in
58% Ausbeute. Der Verlust an Substanz wurde eventuell durch die Aufarbeitungs-
methode verursacht, denn bei der Filtration/Chromatographie Uber Kieselgel und die
anschlielende Elution mit EE blieben Rickstéande auf der Saule liegen, die allerdings
nicht durch weitere Zugabe von EE gelést werden konnten. Der Wechsel zu
polareren Losungsmitteln wie MeOH fihrte zum Erhalt von verunreinigtem Produkt.
Es hatte sich allerdings gezeigt, dass das Triethylammoniumsalz 39b bessere
l6sliche Eigenschaften besitzt als die entsprechende Saure 39a. Dementsprechend
wurde die Chromatographie mit einem Ldsungsmittelzusatz von NEt; durchgefiihrt

und die Ausbeute konnte auf 95% verbessert werden (Abbildung 36).

NHBoc 1) I';'g_g%n:())H NHBoc
CO,Me 70°C. 16 h CO,Me
>
BnO,C 2) NEt3 EtzN - HO,C
NHBoc NHBoc
56 39b, 95%

Abbildung 36: Abspaltung des Benzylesters.

Um zu den Zielmolekilen 58b und 58d zu gelangen, wurde der Versuch unter-
nommen, die vierfach geschiitzten Bausteine 51a und 51b den Bedingungen einer
hydrogenolytischen Spaltung zu unterwerfen (Abbildung 37). Die gewohnte
Methodik, das Reaktionsgemisch mit Hilfe eines Pd-Katalysators unter Wasserstoff-
atmosphére (1 atm) bei 70°C zu erhitzen, fuhrte nicht nur zur Abspaltung des Benzyl-
esters, sondern zusatzlich noch zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe. Auch die Um-
setzung mit Raney-Nickel in MeOH unter H, (1 atm) und als Additiv zugesetztes
NiCl, - 6 H,O und NaBH,,"“" die in situ Nickelborid bilden, fiihrten zu keiner ge-
winschten Reaktion. Es konnten lediglich das Edukt oder Zerfallsprodukte isoliert

werden.



3. Durchfiihrung Seite |39

NHFmoc NHFmoc
CO.R! CO,R!
v >
R?0,C R?0,C
NHBoc NHBoc
51a, R' =Bn, R? = Me 58c, R'=H, R?= Me
51b, R' = Me, R2 = Bn 58d, R' = Me, R?=H

Abbildung 37: Erfolglose Versuche zur Abspaltung der Benzylgruppe bei den Ver-
bindungen 51a und 51b.

3.1.6 Selektive Monoverseifung

Auf Grund der fehlgeschlagenen Hydrogenolyse des Benzylesters im Beisein der
Fmoc-Schutzgruppe wurde nun die selektive Entschiitzung der Diester 32a und 32b
angestrebt. Danach sollte das Anbringen der Fmoc-Schutzgruppe erfolgen
(Abschnitt: 3.1.4). Fur dieses Vorhaben wurde eine Vorschrift verwendet, in der sym-
metrische Diester monoverseift wurden.*” Dazu wurde zu einer Lésung von dem
Diester in einem THF/Wasser-Gemisch unter Eiskihlung eine wassrige NaOH-
Lésung (c = 0.25 mol I™!) getropft. Nachdem das Gemisch langsam auf 23°C erwarmt
wurde, konnte nach Chromatographie die Saure 57b und bei Zusatz von NEt; ein
Addukt aus Carbonsaure und NEt; (57¢) (1 : 1.33, nicht abgebildet) isoliert werden.
Interessanterweise konnten bei der Reaktion der Verbindung 32b nur die
Komponente 57b und ein wenig Disaure erhalten werden, wahrend das Regioisomer
32a beim Umsatz ein Gemisch aus der Verbindung 57a und wenig 59 lieferte, die
nicht voneinander getrennt werden konnten (Abbildung 38). Hier kann die
Vermutung aufgestellt werden, dass die Boc-Schutzgruppe den benachbarten Ester
abgeschirmt hatte und so die Reaktion eher an der zuganglicheren Position stattfand.
Auch spielte hier die einfachere Abspaltung des Methylesters in Gegenwart eines
Benzylesters eine wichtige Rolle.

In diesem Zusammenhang kann in weiteren Studien die Monoverseifung eines
Mono-Boc geschitzten symmetrischen Diesters untersucht werden. Ein Kkleiner
Probeansatz mit der Dibenzylesterverbindung 32d zeigte schon erste Erfolge mit

nahezu quantitativen Ausbeuten.
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NH2 NaOH, NH,
COMe  THF, H,0 CO,H
r o
0= 23°C,
BnOzC 20 h Bn02C
NHBoc NHBoc
32b 57b, 75%
NH> NaOH NH, NH,
COBn  THF, H,0 CO,H CO,Bn
> +
MeO,C ga’hz” C, MeO,C HO,C
NHBoc NHBoc NHBoc
32a 59 57a

Abbildung 38: Monoverseifung der Diester 32a und 32b.

3.1.7 Kurze Zwischenzusammenfassung

Ausgehend vom Bernsteinsaureanhydrid konnte der dreifach geschuitzte
Terephthalsaurebaustein 58b in acht Stufen synthetisiert werden (Abbildung 39).
Das Anhydrid wurde mit zwei unterschiedlichen Estergruppen ausgestattet, in der
Claisen-Dieckmann-Kondensation cyclisiert und mit Ammoniumacetat
ammonolysiert. Schlie3lich konnte das Diaminoterephthalsédurederivat 18c Uber funf
Stufen in 8% Ausbeute erhalten werden. Fur den weiteren Syntheseweg (Abbildung
39: linker Abschnitt) wurden zunachst eine Fmoc- und Boc-Schutzgruppe eingeflgt,
die zu den Verbindungen 51a und 51b fuhrte. Die anschlieRende hydrogenolytische
Spaltung der Benzylgruppe bewirkte zusatzlich die Entfernung der Fmoc-
Schutzgruppe, deshalb wurde eine andere Route verfolgt (Abbildung 39: rechter
Abschnitt). Nach der Reaktion der Verbindung 18c mit einem Aquivalent Boc,O
wurde selektiv ein Ester verseift. Dabei konnte nur das Regioisomer 32a eine reine
Verbindung liefern. Das Isomer 32b fihrte zu einem Gemisch aus Methyl- und
Benzylester 57a und 59, die nicht getrennt werden konnten. In dem letzten Schritt
konnte der Baustein 58b aus der Carbonséure 57b durch Zugabe von FmocCl

erhalten werden.
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Abbildung 39: Synthese des Terephthalsdurebausteins 58b.
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3.1.8 Fluoreszenzeigenschaften der Terephthalsaurebausteine

Substitution kann die fluoreszierenden Eigenschaften der Terephthalsdurebausteine
beeinflussen. Dabei spielt es eine wichtige Rolle, ob die Gruppen einen
elektronenziehenden oder einen schiebenden Effekt ausiben. Das Ausgangs-
material fur die Ammonolyse, das Succinat 17d, zeigt schon eine geringe
Fluoreszenz im blauen Bereich (Abbildung 40), da durch die beiden 1,3-
Dicarbonylfragmente eine Konjugation gewabhrleistet ist. Die Derivate 18b und 18c
zeigen eine deutliche Emission in gelbgriinen Bereich, konzentriert in L&sung
erscheinen sie jedoch orange. Dabei spielt es keine Rolle, welche Alkylreste am
Ester substituiert sind, da sie mit dem chromophoren Kern nicht wechselwirken. Beim
Einfuhren einer Carbamatschutzgruppe, wie z. B. Boc, wird die Elektronendichte aus
dem aromatischen fluoreszierenden Kern gezogen, die zu einer Verschiebung in den
kurzwelligeren Bereich fuhrt. Es ist dabei belanglos, welches Regioisomer vorliegt
(Verbindung 32a und 32b). Entsprechend wird bei der Anwesenheit einer weiteren
Carbamatschutzgruppe weitere Elektronendichte entzogen, wie man bei der Ver-
bindung 56 erkennen kann. Dieses fuhrt zu einer Emission von Aqnax = 450 nm.
Keinen grol3en Effekt tbt die Verseifung eines zweifach carbamatgeschitzten
Carbonsaureesters auf die Verschiebung aus, die Carbonsaure 58b zeigt immer

noch eine Fluoreszenz im blauen Bereich.
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Abbildung 40: Wellenlangen der Fluoreszenz von Terephthalsaurebausteinen.

3.2 Das Terephthalsaure-Oligomer

Durch die Verknupfung zweier Terephthalsaurebausteine durch eine Amidbindung
kobnnen die optischen Eigenschaften der Terephthalsaurederivate beeinflusst
werden, da sich das konjugierte aromatische System auf ein gréf3eres Molekil
ausbreiten kann (Abbildung 41). Die freiliegenden Amino- und Carboxylgruppen
kénnen aulRerdem je nach pH-Wert protoniert oder deprotoniert werden, dadurch
wird das ,push-pull“-System verandert. Daher wird vermutet, dass bei diesem

System eine pH-abhangige Fluoreszenz zu Stande kommt.
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CO,H CO,H
NH S NH
NH, O 2 NH, O 2
N
CO-H CO,H
HO,C 2 HO,C ’
NH; NH,

38
Abbildung 41: Angestrebtes Oligomer 38 und deren Grenzstruktur.

3.21 Kupplungsreaktion

Die zweifach Boc-geschitzte Carbonsaure 39a sollte zunédchst mit dem Amin 32c
gekuppelt werden (Abbildung 42 und Tabelle 3). Als Kupplungsreagenzien sollten
hierfir DCC und HOBt dienen. Die Reaktion fand zunachst, ahnlich wie in den
Vorarbeiten von Pflantz,®™ in CH.CI, bei erhéhter Reaktionstemperatur in einem
dicht verschlossenen Reaktionsgefal statt. Leider konnten lediglich, auch nach
Zusatz von DMAP, Nebenprodukte isoliert werden. Die Vermutung lag nahe, dass
die geringe Loslichkeit der Carbonséaure fur den schlechten Umsatz verantwortlich
war. Beim Einsatz des Ammoniumsalzes 39b unter dhnlichen Bedingungen konnte
das Produkt leicht verunreinigt mit 27% Ausbeute isoliert werden. Eine Erhéhung der
Temperatur in 1,2-Dichlorethan auf 80—-100°C und die in situ Erzeugung des Salzes
in der Reaktionsmischung durch NEt; fiuhrte zu Nebenprodukten oder zur
Zersetzung. In Kombination wurde letztendlich das Oligomer 37 in 31% Ausbeute,

ausgehend vom Salz 39b und unter Zugabe von DMAP, isoliert.

NH,
CO,Me
MeOzC COzMe
NHBoc NHBoc NHBoc
CO,R 32¢ BocHN O
> N
H
MeO,C DCC. HOBt CO,Me
NHBoc MeO,C
NHBoc
39b, R =H - NEt; 37
39a,R=H

Abbildung 42: Kupplungsversuche der Verbindungen 39a und 39b.
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Tabelle 3: Versuche zur Kupplungsreaktion.

Edukt Zusatz LM T/°C t/d Ausbeute
39a - CHCl, 80 3 -
39a DMAP CH,Cl, 80 4.5 NP
39a - CH,Cl, 80 2.5 ca. 27%
39 - C,H4Cl, 80-100 5 NP
39 NEt;3 CH,Cl, 80 2.5 -
39b DMAP CH,Cl, 80 2.5 31%

3.2.2 Verseifungsversuche und Entfernen der Schutzgruppen

Fur die dreifache Verseifung des Kupplungsproduktes 37 (Abbildung 43) wurden
zwei Reagenzien verwendet: zum einen eine wassrige 10%ige Natronlauge, zum
anderen eine 40%ige MesNBnOH-Losung in MeOH. Trotz Anderung der
Reaktionsbedingungen, wie das Ldsungsmittel oder die Temperatur, konnte die
Tricarbonsaure 60 nicht erhalten werden. Der Grund fir das Misslingen dieser
Synthese lag sehr wahrscheinlich in der Aufarbeitung und der Isolierung der
dreifachen Saure. Nach dem Anséuern mit Salzsdure oder wassriger Citronensaure
konnte kein Niederschlag beobachtet werden und die Extraktion mit Losungsmitteln
(EE, CHxCIl, und MTBE) fuhrte auch nicht zum Erhalt der gewlnschten Verbindung.
Sie war nicht durch NMR nachweisbar, jedoch massenspektrometrisch detektierbar.
Aus diesen Grinden wurde der Versuch unternommen, die Trisdure nicht zu
isolieren, sondern TFA in das Reaktionsgemisch zu geben und anschlieRend das
Zielmolekil 38 nach Extraktion der Reaktionslosung zu erhalten. Auch in diesem Fall
konnte die Zielverbindung nicht isoliert werden. Deshalb wurde die inverse
Syntheseroute verfolgt, indem erst das dreifach Boc-geschitzte Derivat 37 in einer
TFA/CH,Cl,-Losung Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt wurde. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt konnte in einer Ausbeute
von 96% nach chromatographischer Reinigung erhalten werden. Die folgende

Verseifung des Triamins 61 fUhrte jedoch erneut zu keinem sinnvollen Ergebnis.
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Abbildung 43: Syntheseversuche zur Darstellung des Oligomers 38.

3.2.3 Fluoreszenz in Abhangigkeit vom pH-Wert

Um den Einfluss von Sauren und Basen auf das Monomer 18c und das Oligomer 61
zu untersuchen, wurden die Verbindungen mit einem Uberschuss an TFA oder NEt3
versetzt (Tabelle 4). Es ist jeweils eine grol3e Absorptionsbande im Bereich von
200-300 nm und eine bzw. zwei kleinere zu erkennen. Den Erwartungen
entsprechend besitzen die Wellenlangen der UV-Absorption und Fluoreszenz im
Basischen wie auch im Neutralen den gleichen Wert, da keine weiteren Depro-
tonierungen unter diesen Bedingungen mdglich sind. Durch die Protonierung der
Aminogruppen wird, sei es beim Monomer oder beim Oligomer, der Einfluss des
Elekronendonors geschwécht. Folge der Schwachung ist eine Wellenlangenver-
schiebung in den kurzwelligen Bereich. Bei dem Oligomer 61 sind durch das
konjugierte System zwei kleine Absorptionsbanden zu sehen. Die jeweiligen
Absorptions- und Emissionsbanden liegen, im Vergleich zum Monomer 18c, im kurz-

welligeren Bereich. Wenn die Verbindung 61 mit den jeweiligen Absorptionsmaxima
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angeregt werden, tritt als Emissionsmaximum, mit Ausnahme von pH > 7, nur eine
Bande auf. Im basischen Milieu zeigt das Spektrum bei 479 nm eine kleine Schulter.
Bei der Betrachtung des Stokes-Shift kann man die starkste Verschiebung im Sauren

beobachten werden.

Tabelle 4: Vergleich zwischen Monomer 18c und Oligomer 61.

Verbindung Aabs/NM Aem/nmM? Stokes-
Shift/nm
NH,
CO;Me 435 (pH =7) 539 (pH = 7) 104
BnO,C 370 (pH < 7)? 556 (pH < 7)” 186"
NH,
435 (pH > 7)° 539 (pH > 7)° 1049
18c
CO,Me
NH
HN O ® 310,416 (pH=7) 490 (pH=7) 180, 74
N
Me0,G cCoMe 338,373 (pH<7)? 470 (pH < 7)? 132, 97°
HoN

309, 416 (pH > 7)9 479, 486 (pH > 7)9 170, 707
61

c = 10*-10"° mol I in CH,Cl,; a) Air = Aaps; b) Zugabe von 100 eq TFA; c) Zugabe
von 100 eq NEts.

Abbildung 44 zeigt die Abhangigkeit der Wellenlange nach der Zugabe von jeweils
1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 150 und 200 eq TFA bei einer Probenkonzentration von 10>
mol I"*. Auf Grund von Messungenauigkeiten kann an dieser Stelle nur der Einfluss
der Saure auf die Wellenlange abgeschatzt werden. So verschiebt sich die Emission
mit zunehmender Konzentration in den kurzwelligeren Bereich. Im Bereich zwischen
der Zugabe von 20 und 50 eq gibt es mit 6 nm Differenz die grof3te Verschiebung.
Nach dieser Zugabe (ab 50 eq) erreicht die Kurve eine Sattigung. Die
Wellenlangenverschiebung betragt zwischen dem Zusatz von 1 und 200 eq in etwa
10 nm.



3. Durchfiihrung Seite |48

484

® Messpunkte
482 - @

—Trendlinie

480

S
~
00

476

Wellenlange/nm
I
~J
I

472

470

468

[c (TFA)/mol I71]-10°
Abbildung 44: pH-Abhangigkeit der Emissionswellenlangen des Triamins 61 unter
Zugabe von TFA; ¢ = 10> mol I* in CH,Cl,.

3.3 Festphasensynthese

Fur die Automatisierung der Synthese von Tetraamiden sollte der zuvor hergestellte
Baustein 58b an die feste Phase gebracht werden. Hierzu sollte ein Merrifield-Harz
(MFH) mit einem basenlabilen Linker verknupft und dieser mit der ersten Aminosaure
versehen werden. Die eigentliche Bindungsstelle zwischen Baustein und Harz sollte
aus der freien Aminogruppe der Aminosaure und der Carbonsaure des Bausteins
bestehen. In den darauffolgenden Schritten sollten die jeweiligen Schutzgruppen
schrittweise basisch, sauer und hydrogenolytisch entschitzt und amidiert werden.
Die Abspaltung vom Linker und vom Harz sollte dann durch Zugabe von LiOH- oder
NaOH-L6sung erfolgen (Abbildung 45).



NHFmoc
CO,H
BnOzC
o NHBoc FmocHN /\)]\
58b
6)
N ~o-Q) ~Q _:Ppertn
Kupplung BnO,C
NHBoc
62 63
Q -
o 0
R1 o R NH O o)
OH
N/\)I\O_O
3 3 H
R3HN R3HN
R? O HN__R?
o o)
67 66

Abbildung 45: Geplante Synthese an der festen Phase.
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3.3.1 Methodik und Analytik der Harze

Die Festphasensynthese unterscheidet sich in vielen Punkten von der Reaktion in
flussiger Phase. Durch den Uberschuss an Reagenzien kann der Umsatz erhoht
werden und durch die Bindung des Substrats an dem festen Trager wird die
Reinigung erleichtert, indem die freien unerwinschten Verbindungen einfach von
diesem Trager weggesplilt werden. Die Automatisierbarkeit wurde des Ofteren schon
als Grund fur das Arbeiten an der festen Phase in dieser Dissertation genannt und
stellt eine wesentliche Vereinfachung der Synthese dar. Jedoch birgt die Synthese
auch eine Vielzahl von Nachteilen. Durch den Einsatz von Reagenzien im grof3en
Mal3stab fallt, wenn die Substanzen nicht recycelt werden kdnnen, eine grofl3e Menge
Abfélle an, die Atomdkonomie ist also in diesem Fall schlecht. Des Weiteren kénnen
durch unvollstandige Reaktionen an fester Phase weitere Nebenprodukte entstehen,
die im spateren Abspaltungsprozess mit dem Endprodukt zusammen isoliert werden.
Ein weiterer Punkt sind die eingeschrankten Reaktionsbedingungen. Das Merrifield-
Harz besitzt z. B. nur eine geringe Thermostabilitat. Ein weiterer Nachteil der Fest-
phasensynthese sind die begrenzten Mdglichkeiten, Analytik zu betreiben. Die Mittel,
die wahrend dieser Dissertation zur Verfigung standen, waren die Elementar-
analyse, IR-FT (ATR) und gravimetrische Messungen. Die gravimetrischen Mes-
sungen konnten allerdings vernachlassigt werden, da bei den eingesetzten geringen
Mengen eine Ausbeute durch den Verlust des Harzes an den Glaswanden nur
schwer zu bestimmen war. Die Elementaranalyse zeigte bei den folgenden gezeigten
Reaktionen nie quantitative Umsatze, deshalb wurde vor allem nur der Stickstoff-
gehalt verfolgt. Andere typische Methoden, wie die NMR-Spektroskopie oder die
Massenspektrometrie konnten auf Grund der fehlenden Léslichkeit nicht angewendet
werden. Festkorper-NMR-Spektroskopie oder matrixunterstitzte Laserdesorptions-
Flugzeit-MALDI-TOF-Massenspektrometrie standen nicht zur Verfiigung.[**!

Nicht nur die Analytik gestaltet sich anders, auch in der Versuchsdurchfiihrung
missen Anderungen in Kauf genommen werden. Die Versuche wurden zunéchst in
einem Einhalskolben an einer Schittelmaschine durchgefiihrt, da das Durchmischen
mit einem Magnet- oder einem KPG-RUuhrer wegen der mechanischen Instabilitat des
Harzes nicht moglich war. Spéater wurde ein Rotationsmotor verwendet, der mit
einem Aufsatz versehen war. Dieser Aufsatz bat zusatzlich die Mdglichkeit, die

Reaktion auch bei etwas erhohter Temperatur und unter Schutzgas durchzufiihren.
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Bei Beendigung der Reaktion wurde das Harz mittels einer Umkehrfritte (bestiickt mit
einem Hahn zum Druckausgleich) abfiltriert und mit verschiedenen L&sungsmitteln
gewaschen. Bei der Wahl der Lésungsmittel musste beachtet werden, dass das Harz
bei dem Spilvorgang entweder aufquoll oder zusammenschrumpfte. Bei Losungs-
mitteln wie H,O und MeOH fand ein Zusammenziehen des Harzes statt, wahrend bei
CH2Cl, und DMF das Harz sein Volumen vergr('jBerte.[“‘” Das Harz in der Umkehr-

fritte wurde im Hochvakuum getrocknet und anschlie3end gewogen.
3.3.2 Wahl des Linkers und Verknupfung mit der festen Phase

Die Auswahl des Linkers erwies sich als grol3e Herausforderung, denn die
Verknupfung zwischen Substrat und Linker sollte den Bedingungen der
nachfolgenden Schutzgruppen- und Kupplungsreaktionen standhalten. Die Wabhl fiel
auf eine Diolbriicke, die durch Anbringung an die feste Phase noch zusatzlich die
Funktion eines Spacers, dhnlich wie in PEG-PS Harzen,*” einnehmen kann. Der
Vorteil eines Spacers ist die bessere Erreichbarkeit des gebundenen Substrats fur
die eingesetzten Reagenzien, da die Entfernung zum Harz vergroRert wird.
Anwendungsbeispiele fur solche Linker (Propandiol und Butandiol) sind auch
bekannt.*>*®! |n einem dieser Beispiele wurde das Substrat vom Linker reduktiv
durch DIBAL zum Alkohol oder mit Ti(OEt), und einem Alkohol durch Umesterung
abgespalten. Im Rahmen dieser Dissertation sollte das Substrat jedoch durch
Verseifung von der festen Phase entfernt werden.

Das Ziel war es zunéchst, ein Hexandiol an einem chlormethylierten Polystyrolharz
(100200 mesh, 2.8 mmol/g oder 1.3 mmol/g) 68 mittels einer TBAI-katalysierten
nucleophilen Substitution zu einem etherfunktionalisierten Harz 69a und 69b
umzusetzen (Abbildung 46 und Tabelle 5).

HO'(/n\)’OH
Cl > OHOH
O/\ NaH,TBAI O/\ "

68 69a,n=6
69b, n=4

Abbildung 46: Einfihrung des Diol-Linkers.
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Tabelle 5: Bedingungen zur Einfihrung des Diol-Linkers.

Eintrag Diol LM t/°C t/h
1 n=6 THF, DMF 23 3x24
2 n==6 THF, DMF 23 7x24
3 n==6 THF, DMF 23 23 x 24

4 n=4 DMF 23 18

5 n=4 DMF 0 1.5

50 25

6% n=4 DMF 0 1.5
50 3x24

79 n=4 DMF 0 2
50 14 x 24

a) unter Stickstoffatmosphare durchgefihrt.

Zu diesem Zweck wurde unter Eiskiihlung zu einer Suspension aus NaH in THF
portionsweise das Diol gegeben. AnschlielBend wurde das Lésungsmittel entfernt und
der Ruckstand wurde mit THF verdinnt. Das Gemisch wurde mit TBAI und dem
aufgequollenen Harz durchmischt. Zum Abschluss erfolgte das Waschen mit H,0,
DMF, H,O, MeOH, CH,Cl, und Hexan. Zu einem spateren Zeitpunkt wurde Butandiol
statt Hexandiol und eine andere Reaktionsvorschrift verwendet.® In dieser
Vorschrift fand die Reaktion nur in DMF statt und das Harz wurde mit DMF, heiRem
H,O (50°C), CH,Cl, und Et,0O im Aufarbeitungsschritt gewaschen.

Die Elementaranalysen zeigten bei samtlichen Harzen keinen quantitativen Umsatz,
eine weitere Deutung war nicht moglich. IR-Spektren des Harzes zeigten hingegen
erst in den letzten Reaktionen (Tabelle 5: Eintrag 5-7) eine kleine v(O-H)-Bande bei
3433-3448 cm* und somit zumindest eine minimale Umsetzung. Es schien so, dass

eine erhdohte Temperatur und eine Reaktionszeit von mehreren Tagen flr den
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Umsatz notig sind. Schutzgas war in diesem Fall nicht unbedingt notwendig, da auch
bei normaler Atmosphére eine v(O-H)-Bande im IR zu sehen war.

Die fehlgeschlagenen Umsetzungen der Diole konnten noch andere Ursachen
besitzen: so kann sich das Merrifield-Harz 68 mit der Zeit zersetzten (z. B. durch
intramolekulare Friedel-Crafts-Alkylierung) oder Quervernetzungen zwischen dem
Diol und zwei Chlorstyrolgruppen eingehen. Beweise fur das Auftreten dieser
Nebenreaktionen konnten auf Grund der Elementaranalyse nicht erbracht werden, da
der Chlorgehalt mit dem Euro EA-CHNS nicht gemessen werden konnte. Ein
anderes kauflich erworbenes Harz wurde erst bei der Umsetzung des Butandiols ver-
wendet (Tabelle 5: Eintrag 4-7), da die Reaktionsbedingungen und auch die Wahl

des Harzes den Bedingungen von Nicolaou*®! angepasst worden sind.
3.3.3 Einfuhren des B-Alanin-Derivates an die feste Phase

Das Boc-geschitzte p-Alanin wurde einmal durch Zusatz von EDC, NEt; in CH,ClI;
bei Raumtemperatur fir 3 d mit dem Harz 69a bzw. 69b durchmischt und des
Weiteren mit ges. NH4Cl-Lésung oder Salzsaure (1 mol '), MeOH, CH,Cl, und
Hexan gewaschen. Bei dem mit Butandiol versehenden Harz wurde statt EDC das
preisgunstigere DCC verwendet, weil durch die vereinfachte Reinigung an der festen
Phase das sonst storende Harnstoffderviat besser weggespult werden konnte und fur
die Kupplung kein Hindernis mehr darstellte (Abbildung 47). Die Elementaranalyse
konnte nur minimale Spuren von Stickstoff detektieren. Das IR zeigte beim Butandiol-
Linker eine sichtbare doppelte Carbonylbande um die 1715 cm™ und eine kleinere
Bande bei 3445 cm™, die von der nicht substituierten OH-Gruppe oder der NH-
Gruppe stammen konnte.

Das Abspalten der Boc-Schutzgruppe wurde in einem Gemisch aus TFA/CH,CI;
(1 : 1) bei 23°C fur 16 h durchgefuhrt. Fur das Waschen wurde u. a. ein Gemisch aus
NEts/CH,CI, (1 : 4) oder eine Lésung aus DBU/CH,CI, (1 : 9) verwendet, um das an
der festen Phase gebundene Ammoniumsalz zu deprotonieren und wegzuspilen. Es
konnte beim Butandiolderivatisierten-Linker eine im Vergleich zum Edukt 70b
kleinere Carbonylbande (ca. 1729 cm ™) nachgewiesen werden. Die Elementaranaly-
se zeigte erneut nur kleine Spuren von Stickstoff. Des Weiteren konnte das primére

Amin durch den Kaiser-Test*” nicht nachgewiesen werden.



3. Durchfiihrung Seite |54

CO,H
BocHN”™ "2
a)n =6; EDC,
NEts, CH,Cl,, o
23°C, 3d
- A~
O/\O(A)nOH b) n = 4; DCC, O/\o(’\)no NHBoc
HOBt, DMAP,
69a,n=6 DMF, 40°C, 70a,n=6
69b, n =4 3d 70b, n=4
TFA/CH,Cl,,
23°C, 16 h
Y
0
O/\OQO/U\/\NHZ
62b,n=6
62a,n=4

Abbildung 47: Verknipfung des p-Alanin-Derivates an die feste Phase.

3.34 Modellsysteme

Die Synthese des Terephthalsadurederivates 58b ist mit einem hohen synthetischen
und zeitlichen Aufwand verbunden, deshalb wurde das Vorhaben auf einfache
Modellsysteme getestet. Es wurde zundchst das Modellsystem mit B-Alanin und
einer Carbonsaure in flussiger Phase erprobt und die erzielten Ergebnisse
anschlieBend auf die feste Phase Ubertragen. Die Carbonsaure sollte dabei eine
ahnliche Struktur wie das Terephthalsaurederivat 58b besitzen, deshalb wurden
aromatische Carbonsauren eingesetzt. Nach Kupplung der Aminoester 71 und 62

sollte das Zielmolekul 74 durch Verseifung abgespalten werden (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Synthese in flissiger und fester Phase.

3.35 Modellsystem |

Verseifung

Fur das erste Modellsystem wurde das Hydrochlorid 75 durch Kupplung mit 3,5-

Dinitrobenzoeséaure, EDC - HCI als Kupplungsreagenz und NEt; als Base zum Amid

72a umgesetzt (Abbildung 49). AnschlieRend wurde der Ester 72a in einer NaOH-

Losung verseift. Die Kupplungsreaktion verlief in flissiger Phase nur mafdig gut. Es

wurde angenommen, dass die Ausbeute bei der Reaktion bei der Festphasen-

synthese durch den Uberschuss an Reagenzien einen hoéheren Wert erreichen

wurde.
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CO,H
O,N NO, NG,
EDC, NEt;,
CH,Cl, y
NH, - HCI > N
MeO,C~ " 2 MeO,C”~ >~ NO,
0°C = 23°C,
3d o
75 72a, 28%
NaOH,
H,0O, MeOH,
50°C, 2 h
NO,
N
HO,C™ NO,
0
74a, 87%

Abbildung 49: Modellsystem I in flissiger Phase.

An der festen Phase wurde die Kupplung mit der aromatischen Carbonsaure in
vergleichbarer Art und Weise durchgefuhrt, wie in der Reaktion in Ldsung
(Abbildung 50). Fur den Waschvorgang wurden die Reagenzien verwendet, die
auch bei der Verknupfung des Boc-B-Alanins eingesetzt wurden. Auf die Analytik
wurde in diesem Fall verzichtet und das Harz wurde direkt in dem darauffolgenden
Schritt mit NaOH-LOsung in H,O/THF verseift, dabei sollte im Idealfall das Peptid 74a
isoliert werden. Dazu wurde das Harz zunachst mit H,O gewaschen, das Filtrat
wurde mit Salzsdure (5 mol ") angesduert und mit EE extrahiert. Nach dem
Trocknen wurde leider nur die Dinitrocarbonsaure erhalten, nicht nur der Ester schien
verseift worden zu sein, sondern auch das Amid wurde gespalten. Der Einfluss des
zweifach nitrosubstituierten Aromaten erhdhte wahrscheinlich die Elektrophilie der
Carbonylverbindung und somit wurde das Ablaufen der Nebenreaktion geférdert. In
der flissigen Phase wurde diese Reaktion im Nachhinein bei langerer Reaktionszeit
beobachtet. Abgesehen von der Amidspaltung ware es auf3erdem mdoglich, dass bei
den vorherigen Schritten eine unvollstandige Reaktion abgelaufen war, so dass freie

Chlormethylgruppen des Harzes und freie Hydroxygruppen des Linkers vorlagen.
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Diese wurden dann mit der Carbonsdure verknupft und die S&ure wurde
anschlieBend bei der Verseifung wieder abgespalten, die dann isoliert werden

konnte. Die Reaktion mit dem Butandiol-Linker wurde nicht durchgefihrt.

NO,

o HO,C” t “NO,

0] @)
EDC, NEt, NO
O/\O‘k\to/u\/\NHz sl - O/\OQQ/U\/\HJ\Q/ 2
NO,

23°C, 2d
62b 73a

NaOH,
H,0, THF,
23°C, 16 h

NO,

HO,C NO,
~ 36%
Abbildung 50: Modellsystem | in fester Phase.

3.3.6 Modellsystem I

Die Dinitrobenzoesaure hatte sich als nicht geeignet herausgestellt. Deshalb wurde
im Modellsystem Il nun die Diphenylessigsaure zunéchst gekuppelt und an-
schlieBend verseift (Abbildung 51). Wie im vorherigen Beispiel konnte bei der
Kupplung erneut eine sehr geringe Ausbeute erzielt werden. Die Verseifung verlief
ohne Schwierigkeiten in 77% Ausbeute. Auch bei langerem Rihren in Natronlauge

wurde das Amid 74b nicht gespalten.
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Ph\rcozH
Ph
EDC, NEt,,
CH,Cl, 4 Ph
NH,- HCI > N
MeO,C~ " 2 MeO,C~ jH\Ph
0°C = 23°C,
2d o
75 72b, 26%
NaOH,
H,0, THF,
50°C, 3 h

., Ph
N
HO,C™ 7])\Ph
0

74b, 77%

Abbildung 51: Modellsystem Il in flissiger Phase.

Fur das zweite Modellsystem wurde das freie Amin 62a bzw. 62b am Harz mit der
Diphenylessigsaure unter Zusatz von EDC und NEt; oder mit DCC, HOBt und DMAP
gekuppelt (Abbildung 52). Beim Hexandiol-Linker wurde das Harz ohne weitere
Analytik zu betreiben weiter umgesetzt, wahrend beim Butandiol-Linker im IR eine
Carbonylgruppe und in der Elementaranalyse in Spuren Stickstoff nachweisbar
waren. Bei der anschlieBenden Abspaltung durch LiOH-L6ésung konnte beim
hexandiol-linker-bestlickten Harz keine Komponente und beim Butandiol die Di-
phenylessigsaure isoliert werden. In der flissigen Phase war dieses Mal, wie schon
erwahnt, eine Amidspaltung nicht sichtbar. Es traten also eher die im vorherigen
Kapitel (3.3.5) genannten Nebenreaktionen in Erscheinung, in der die vorliegenden
Chlormethylfunktionen des Harzes und die freien Alkoholgruppen des Linkers mit der
Carbonséure reagiert hatten und die Saure spater abgespalten wurde. Eine weitere
Maoglichkeit ist die unvollstdndige Entfernung der Boc-Schutzgruppe, die dazu fihrte,
dass die Aminosaure fur die Reaktion blockiert wurde. Vielleicht war aber auch die
Amidgruppe fur die nucleophilen lonen durch die Abschirmung des Harzes besser

erreichbar, als die Esterfunktion.
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PhYCOQH
Ph
a)n =6; EDC,
o) NEt, CH,Cl,, o) 0
23°C, 2 d Ph
O/\O’(/\);OJ\/\NHZ - O/\O,(A)r;o,u\/\N/u\r
b) n = 4; DCC, H o 5y
HOBt, DMAP,
62b,n =6 CHaCla. 73b,n=6
,N= 40° ,h=
62a,n=4 0°C,3d 73c,n=4
_ n = 4; LiOH,
n = 6; LiOH, H,O, THF,
H,0, MeOH, 23°C,
23°C, 16 h 16 h-14 d
PhYcozH
Ph
nicht isoliert

Abbildung 52: Modellsystem Il in fester Phase.

3.3.7 Versuch mit einem Terephthals&urebaustein

Das noch von vorherigen Versuchen verfugbare Ammoniumsalz 39b wurde, um
zumindest ein fluoreszierenden Baustein an das Harz zu binden, an die feste Phase
gebracht (Abbildung 53). Als Linker wurde das vielversprechendere Butandiolderivat
und als Kupplungsreagenzien DCC und HOBt verwendet. Nach 2 d Mischen bei
leicht erhohter Temperatur konnte das fluoreszierende Harz erhalten werden,
welches im IR bei 1697 cm™ eine zusatzliche Bande aufwies. Die Reaktion in einer
LiOH-LOsung fuhrte nach kompletter Einengung des ersten Filtrats (H,O) zu einem
Gemisch aus der Terephthalsdure 75 und LiOH. Die gleiche Beobachtung, wie bei
den beiden Modellsystemen, konnte auch hier gemacht werden. Auf Grund des

Zeitmangels wurde auf die weitere Bearbeitung des Themas verzichtet.
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NHBoc
COzMe
Eth * HOZC
NHBoc
/(l)]\/\ 39b /(l)]\/\ (@] NHBoc
(O ™ot o NH; ~ (O ™oto ”)‘\Q\
DCC, HOBt,
DMAP, CH,Cl,, COMe
30-40°C, 2d NHBoc
62a 74
LiOH, H,0,
THF, 23°C,
1.5d
NHBoc
CO,H
HO,C
NHBoc
75,
nicht isoliert

Abbildung 53: Syntheseversuch mit einem Terepthtalsaurebaustein 39b.
3.4 Synthese der Fluoreszenzmarker

Die fluoreszierenden Terephthalsdurebausteine sollten nun mit einer oder zwei
Maleimidfunktionen versehen werden, um dort konjugiert Thiole zu addieren. Ziel war
es, die Terephthalsédurederivate als Fluoreszenzmarker einzusetzen und diese dann

an Cysteinreste in Proteinen zu binden.
34.1 Entwicklung der NiWa Blue-Farbstoffe

Zunachst wurden die dreifachgeschiitzten Plattformen 32a und 32d derivatisiert. Es
wurde mit Maleinsaureanhydrid die offenkettige Séure gebildet und anschlieRend der
Ring in Essigsaureanhydrid und Natriumacetat bei erhfhter Temperatur geschlossen
(Abbildung 54). Dieser Vorgang ist eine gangige Maleimidsynthese und wurde des

Ofteren in der Literatur®!"“®!

genannt. Die Maleimide 44a und 44b zeigten
entsprechend der Literatur®**” wegen Quenchprozessen keine Fluoreszenz, sonst

wirde man durch den elektronenziehenden Einfluss des Maleimids am ehesten eine
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blaue Fluoreszenz erwarten. Bei dem Angriff eines Thiols wurde die Doppelbindung
gesattigt und es trat eine blaue Emission auf, deshalb wurden die Derivate 44a und
44h NiWa Blue genannt.[*®!

1)1.5eq
Crt e
Nz MTBE, 50°C TN
COan 16_20,h ’ COan
>
RO.C 2) 0.5 eq NaOAc,
2 Ac,0, 140°C, RO
NHBoc 20-40 min NHBoc
32a, R = Me 44a, R = Me, 54%
32d, R =Bn 44b, R = Bn, 54%

Abbildung 54: Darstellung von NiWa Blue 44a und NiWa Blue 44b.

Von grol3em Interesse war es aul3erdem, die Diaminoterephthalsaure 18b mit zwei
Maleimidgruppen zu versehen. Der doppelte Einsatz von dem Maleimid fuhrte aller-
dings hauptséachlich nur zu einem Gemisch aus einfach substituiertem Produkt 45
und dem Bismaleimid-Derivat 76, welches im Unterschuss vorlag (Abbildung 55).
Beim Mono-Addukt 45 trat zusatzlich noch der Effekt auf, dass die freie Aminogruppe

durch das Anhydrid acetylgeschutzt wurde.

1) 3 eq
o

SOP° oA o AL
NH, — N
THF, 50°C,
COzMe 2d COzMG COzMe
M 2) 1 eq NaOAc,
e0,C AG,0, 140°C, MeO,C MeO,C |
76

NH 20 min NHAc 0

18b 45
34% (4: 1)

Abbildung 55: Syntheseversuche zum Bismaleimid 76.

Da die Monosubstitution bevorzugt war, kam die Idee auf, das Diaminoderivat 18b
unter diesen Bedingungen umzusetzen, um ein anderes monosubstituiertes Derivat
zu erhalten. Der Vorteil dieses Vorganges ist, im Vergleich zu der oberen Verbindung

32a, dass ein Syntheseschritt, namlich das Einfihren einer Boc-Schutzgruppe
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wegfallt. Die optimierte Reaktion ist in Abbildung 56 skizziert. Die Ausbeute betrug
in diesem Fall nur 34%, denn auch hier trat das Bisprodukt 76 als Nebenprodukt auf,
welches chromatographisch und vor allem durch Erwarmen in einem Hexan/EE-
Gemisch entfernt wurde. Der synthetisierte Fluoreszenz-Marker emittierte bei

Addition eines Thiols blaues Licht, deshalb wurde der Farbstoff 45 ebenfalls NiWa
[49]

Blue™ genannt.
1) 1eq
NH, MTBE, Oﬂqxo
CO,Me égg o CO,Me
' e
MeO,C 2) 2-5 gq 1’\2%9(/2%0, MeO,C
CcoL, )
NH, 20 min NHAc
18b 45, 34%

Abbildung 56: Synthese des Derivates 45.

Das Ziel war es, ein Protein mit den Maleimid-Verbindungen zu markieren, deshalb
sollten die Marker im besten Fall komplett oder zumindest teilweise wasserl6slich
sein. Die synthetisierten Komponenten 44a, 44b und 45 zeigten jedoch keine
Wasserloslichkeit. Um dieses zu gewahrleisten, sollte eine oder besser noch zwei
Estergruppen verseift werden (Abbildung 57). Hierzu wurde die gleiche Verdinnung
der Natronlauge wie fur die Monoverseifung (Abschnitt 3.1.6) verwendet. Die
Reaktion fuhrte allerdings nicht zur Zielverbindung, sondern zur offenkettigen
Tricarbonsaure 78, der Ring sollte nach Isolation der Saure anschliel3end wieder mit
Natriumacetat und dem Acetanhydrid geschlossen werden. Der Ring wurde gebildet
und die Boc-Schutzgruppe wurde durch eine Acetylgruppe ersetzt. Der erste Versuch
wurde mit einem Ansatz von 10 mg Ausgangsmaterial durchgefihrt und konnte auf

Grund der Messungenauigkeit der Waage nicht quantitativ ausgewertet werden.
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OI\A\O NaOH, OI\A\O
N H,O, THF, N
CO5BN 23°C,20h CO,H
5= >
MeO,C HO,C
NHBoc NHBoc
44a 77
NaOH,
H,O, THF,
23°C, 20 h
lin
HN O NaOAc, Ac,0, O™ N0
CO,H 140°C, 30 min CO,H
>
HO,C HO,C
NHBoc NHAc
78 79, <23%

Abbildung 57: Verseifungsversuch vom Maleimid 44a.

Bei der Reproduktion der Reaktion reichte die stark verdiinnte Natronlauge nicht aus,
die Verbindung vollstéandig zu verseifen, welches an den Spots in der Dunnschicht-
chromatographie zu sehen war. Nach weiterem Zusatz von Lauge, Isolation der
Trisaure 79 und anschlieRender Cyclisierung wurde die Verbindung verunreinigt mit
einer Ausbeute von <23% erhalten. Auch sie zeigte eine blaue Fluoreszenz [c = 6.3 -
10° mol I'* in H,O und 2 eq NaHCO3; Aaps1 = 262 nm (€ = 6918 mol™ dm? cm™), Aaps2
=309 nm (¢ = 309 mol™ dm® cm™); Aem1 = 417 nm (Air = 262 NM), Aemz = 419 nm (Air
= 309 nm)]. Die Reinigung der dreifachen Saure 79 gestaltete sich schwer, deshalb
wurde noch eine mildere Methode ausprobiert, indem die Verbindung 44a mit K,CO3
und MeOH versetzt wurde (Abbildung 58). Der geringe Wassergehalt des

Methanols sollte dabei vom Carbonat deprotoniert werden.
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MeO,C
O%O MeoiNlo
K,CO3, MeOH,
COzBn 23°C, 16 h CO,Me
>
MeO,C MeO,C
NHBoc NHBoc
44a 80, 76%

Abbildung 58: Umsetzung des Maleimids 44a mit MeOH und einem Carbonat.

Die Verbindung konnte nicht verseift werden. Das Edukt wurde vielmehr an einer
Stelle umgeestert und es trat eine Ringoffnung auf, die durch in situ gebildete
Methanolat-lonen verursacht wurden. Des Weiteren konnte ein weiteres lon eine
konjugierte Addition mit der ungesattigten Carbonylverbindung eingehen (Abbildung
59).

konjugierte Addition

% Ringoéffung

CO,Bn %

Umesterung
MeO,C

NHBoc
Abbildung 59: Nebenreaktionen bei dem Versuch Verbindung 44a zu verseifen.

Die offenkettige Komponente zeigte eine starke blaue Fluoreszenz, welche auch bei
diesem Substitutionsmuster zu erwarten war. Die Verseifung bei Anwesenheit einer
Maleimidgruppe ist also nicht mdglich oder nur schwer zu gestalten. Die Strategie
wurde geandert: Es sollte nun erst die Dicarbonsédure 81 gebildet werden und
anschlieBend das Maleimid eingefiihrt werden (Abbildung 60). Die Verseifung des
Diesters 32a verlief ohne weitere Probleme Uber Nacht bei 23°C. Das Produkt 81
wurde nach Anséuern, Extraktion und Trocknen erhalten. In den beiden folgenden
Reaktionen konnten die erwiinschte Maleimid-Disaure 77 nicht erhalten werden. In
der ersten Variante wurde im ersten Schritt ohne Zusatz von Base und in der zweiten

Variante mit Hydrogencarbonat gearbeitet.
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NH, LiOH, H,0, NH,
THF, 23°C,
CO5Bn 20h CO5H
>
MeOzC HO,C
NHBoc NHBoc
32a 81, ~70%
oder
1)1.5eq 1)1.5eq
MTBE, 50°C, & 2 eq KHCO;,
20 h Dioxan, 23°C,
2) 0.5 eq NaOAc, 19h
Ac,0, 140°C, 2) 0.5 eq NaOAc,
20 min Ac,0, 140°C,
20 min
Y
OEN§O
CO,H
HO,C
NHBoc
77

Abbildung 60: Alternativer Syntheseversuch zur Isolierung der Disaure 77.

3.4.2 NiWa Blue in der Anwendung

Die Farbstoffe sollten an Cysteingruppen eines Proteins gebunden werden. Doch
bevor diese Experimente ihren Lauf nehmen sollten, wurde eine Testreaktion mit
einem Kkleineren Thiol, in diesem Fall Benzylmercaptan, durchgefihrt.* Nach
Zugabe von NEt; als Basenzusatz zeigte sich schon nach einigen Minuten eine
intensive blaue Fluoreszenz. Es war dabei nicht unbedingt erforderlich, die Reaktion
langer als ein paar Stunden laufen zu lassen. Die Umsetzung erfolgte schnell und
das Produkt war auch mehrere Tage in Ldsung stabil. Nach Chromatographie
konnten die Thiol Addukte 150 und 151 von NiWa Blue 44a und 45 erhalten und
deren optische Eigenschaften gemessen werden (Tabelle 6).
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SBn
OAO o) 0]
N N
1 3.7 eq BnSH, 1
COR xs. NEts, COR
ot
MeO,C CH,Cly, 23°C MeO,C
NHR? NHR?
44a, R' = Bn, R? = Boc 82, R' = Bn, R? = Boc, 70%
45 R'=Me, R? = Ac 83, R' = Me, R? = Ac, 84%

Tabelle 6: Fluoreszenzeigenschaften von NiWa Blue 44a und 45 nach der Addition

von Benzylmercaptan.

Verbindung Reaktionszeit &/mol™dm®cm™  Awps/nm  Aen/nm R
82 1.5d 33719 338% 3969 0.47
83 1h 4881 3339 391" 0.59

a) c=4.13-10* mol I'* in CH,Cl,, b) ¢ = 1.49 - 10 * mol I'* in CH.Cl,, c) gemessen
mit Fluorescein-Standard in Natronlauge (0.1 mol I'Y) zum Vergleich.

Die Absorption und die Emission besitzen bei beiden Verbindungen ungeféahr den
gleichen Wert, die Schutzgruppen uben keinen Effekt aus. Der Stokes-Shift besitzt
einen Wert von >50 nm, was die Bedingung zur Anwendung als Fluoreszenzmarker
fir z. B. Immunoassays erfullt.”® Zu den tiblichen Messungen wurde auch noch die
Quantenausbeute bestimmt. Dazu wurde zunachst die Emission von Fluorescein in
Natronlauge (0.1 mol I'") gemessen und die detektierte Flache mit der Flache der
Emissionsspektren von 82 und 83 verglichen. Fir die modifizierte Parker-Rees-
MethodelY wurde folgende Gleichung verwendet:

o o™ ?(J1dv ) g_10see
X~ Xs ns J‘Isdv :L_:I_O—gxdcX

Abbildung 61: Gleichung fur die abgewandelte Parker-Rees-Methode; Qx =

Quantenausbeute der Probe, Qs = Quantenausbeute des Standards,

ny = Brechungsindex des Probenldésungsmittels, ns = Brechungs-
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index des Standardldsungsmittels, [l,dv = Emissionsflache der
Probe, Jlsdv = Emissionsflache des Standards, s = molarer Absorp-
tionskoeffizient des Standards, €x = molarer Absorptionskoeffizient
der Probe, d = Messkivettenbreite, cs = Konzentration des

Standards, ¢, = Konzentration der Probe.

Da die Addition des Benzylmercaptan erfolgreich getestet wurde, konnte das NiWa
Blue 44a an ein Protein gekuppelt werden. Die Arbeitsgruppe Koch untersucht in der
Biochemie das Protein Recoverin,®23352 welches in der Retina zu finden ist und in
den Vorgang der Hell-Dunkel-Adaption des Auges eingebunden ist. Das Protein
besitzt vier Ca**-Bindungsstellen (EF-hands) und die Fettsdure Myristin, die an
einem Ende gebunden ist und die Anheftung an einer Membran ermdglicht. Von den
vier Bindungsstellen sind nur zwei in der Lage, Ca** zu binden. Bei der Bindung wird
die Konformation des Recoverins verandert und das Protein driftet auseinander.
Bisher wurde fur die Markierung des Proteins das fluoreszierende Alexa657
verwendet, welches als funktionellen Anker ein Maleimid besitzt. Diese Ankergruppe
kann an dem Cys39 des Recoverins geknupft werden.

An Stelle des Alexa-Farbstoffes wurden nun NiWa Blue 44a und 45 in einem Puffer
(pH = 7.5, HEPES-KOH Puffer, KCI, DTT) mit dem unmyristolierten Recoverin
erfolgreich markiert.*® Wenn die Wellenlange von 338 nm eingestrahlt wurde, war
eine Emission von ca. 440 nm erkennbar (Abbildung 62). Die Differenz des
Emissionsspektrums von dem thiolsubstituierten Niwa Blue 44a zum markierten
Protein besal’ eine Verschiebung von ca. 50 nm, welches am Einfluss des Proteins
lag. Interessanterweise konnte bei dem Zusatz von CaCl, zusatzlich ein leichter An-
stieg der Intensitat beobachtet werden, der fir eine konformativen Strukturanderung

spricht.
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Abbildung 62: Emission des markierten Recoverin mit und ohne Ca®*, Ay = 338 nm.

In Nachbarschaft zur Cysteingruppe (Position 39) befindet sich ein Tryptophan in
Position 31 und noch zwei weitere in den Positionen 102 und 154. Durch Anregung
dieser aromatischen Reste konnte zusatzlich zur Emissionswellenlange des
Tryptophans (ca. 330 nm) eine zweite Fluoreszenzbande detektiert werden, die vom
Fluoreszenzfarbstoff herriihrt. Bei Erhéhung der Ca?*-Konzentration veranderte sich
das Intensitatsverhéltnis. Die Intensitat des Tryptophans nahm zu und die des
Fluoreszenzfarbstoffes ab (Abbildung 63). Dieser Vorgang wurde durch einen
FRET-Prozess verursacht, der abstandsabhéngig ist, also bei weiter Entfernung von
Energiedonor und -azeptor abnimmt. Das bedeutet, dass bei niedrigen Ca?*-
Konzentrationen die beiden funktionellen Gruppen sich in groRer Nahe zueinander
befinden und Energie ausgetauscht werden kann. Bei der Erhohung der Ca?*-
Konzentration entfernen sich die Gruppen voneinander, so dass keine Wechsel-
wirkungen mehr zwischen ihnen auftreten kdnnen und die Energie in Form von der
Emission des Tryptophans abgegeben wird, was in der Intensitatserhohung bei 330
nm zu sehen ist. Ein Titrationsversuch zeigte bei einer Konzentration von 180 nM

eine halb-maximale Anderung der Konformation (Abbildung 64).1!
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Abbildung 63: FRET-Studie beim markierten Recoverin, Aj; = 280 nm.
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Abbildung 64: Funktion des Emissionsverhaltnis von 450 und 330 nm in

Abhangigkeit der Ca**-Konzentration.
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3.4.3 Fluoreszenzldschung beim NiWa Blue

Zahlreiche Thesen in der Literatur wurden fir den Quenchvorgang gedul3ert (siehe
Abschnitt 1.1.2.3).1*% Entsprechend dazu sollten quantenchemische Berech-
nungen im Arbeitskreis Kliner fir das NiWwa Blue-System durchgefiihrt werden, um
das Ausbleiben der Fluoreszenz zu erklaren.® Die DFT-Rechnungen wurden mit
dem Programm Molden auf dem PBEO0/6-31+G* Niveau erstellt und zeigen die
HOMOs und LUMOSs von dem NiWa Blue-Modell 84 (Abbildung 65) und dem Modell
des Methylthiol-Additionsproduktes 85 (Abbildung 66). Wie man deutlich erkennen
kann, erstreckt sich das HOMO des NiWa Blue im gesamten aromatischen System,
wahrend das LUMO im Maleimid zu finden ist. Bei einem ,normalen“ Chromophor
befinden sich sowohl das HOMO als auch das LUMO im aromatischen Kern, in
denen auch die Anregung und auch die Desaktivierung stattfinden, so ein System
kann man beim Additionsprodukt 85 erkennen.

Man kann sich den Ablauf der Fluoreszenzlésung in etwa so vorstellen: ein Elektron
wandert bei Anregung zunéchst in das m*-LUMO+1 des aromatischen Systems und
wird dann in das energiedrmere LUMO des Maleimids tbertragen (Abbildung 67).
Von dort ist der Ubergang zum HOMO des aromatischen Systems verboten. Die
Energie wird strahlungsfrei abgegeben (z. B. an andere benachbarte Teilchen).
Wenn ein Thiol konjugiert an dem Farbstoff angreift wird das =n-System des
Maleimids gestort und so auch das Energieniveau des LUMOs verandert. In Folge
dessen wird das Elektron nun wieder in das m*-LUMO des aromatischen Systems
angeregt. Die Desaktivierung in das m-HOMO kann wieder durch Abgabe von

Strahlung ablaufen, da diese nicht verboten ist.

HOMO LUMO
NH,
COsMe
MeOZC
O\V\E\FO
84

Abbildung 65: Berechnetes HOMO und LUMO vom NiWa Blue Modell 84
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Abbildung 66: Berechnetes HOMO und LUMO vom Modell 85.

I /_\ LUMO+1
NH,

LUMO+1 LUMO
MeO,C MeO,C
CO,Me LUMO COZMe P
%‘“\
Aromat Maleimid Aromat Succinimid

U—1—)Z ——=

84 HOMO HOMO

Abbildung 67: Elektronen- oder Energietransfer des NiWa Blue bei Anregung.
3.4.4 Entwicklung von NiWa Orange

Die NiWa Blue-Verbindungen emittieren nach Addition eines Substrats im kurz-
welligen Bereich. Es sollte nun ein Farbstoff entwickelt werden, der im langwelligen,
energiedrmeren Bereich fluoresziert. Am optimalsten sind dabei Wellenlangen im
Bereich von 500-700 nm, da z. B. in dieser Region Proteine oder Bestandteile wie
NADPH keine Eigenfluoreszenz besitzen und die Auswertung der Spektren nicht

erschwert wird.
3.44.1 Darstellung vom Bis-Maleimid
Die Emissionswellenléange kann durch die Substitution der Aminogruppen beeinflusst

werden. Bisher fuhrten die Carbamatschutzgruppen zu einem Verlust an Elektronen-

dichte im aromatischen Chromophor, was die Wellenlange in kurzwelligere Bereiche
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verschob. Nun sollten Alkylgruppen eingefuhrt werden, um die Elektronendichte zu
erhbhen. Zusatzlich sollten die Maleimidgruppen vom Chromophor isoliert werden,
um gegenfalls den Quenchprozess zu unterbinden.

Der erste Syntheseversuch sollte mit dem symmetrischen Succinylsuccinat 17b
beginnen, das mit dem Linker 87 zum doppelten Enamin umgesetzt und daraufhin
mit Luft oxidiert werden sollte (Tabelle 7). Fur das selektive Einfiihren der Carbamat-
schutzgruppe wurde unter Eiskiihlung und hoher Verdiinnung das Boc,O in THF zu
einer Losung des Diamins getropft (Abbildung 68).°¥ Das Carbamat wurde dabei im
Unterschuss zugegeben, um die Bildung des zweifach geschitzten Diamins zu
unterbinden. Die Bildung des Bisadduktes konnte aber nicht vollstandig verhindert
werden, die Entstehung konnte jedoch durch die Zutropfgeschwindigkeit und die
Reinheit des Diamins gesteuert werden. Die Trennung des Bisadduktes vom
Monoaddukt 47a stellte kein Problem dar, da durch die Wasserldslichkeit des einfach
geschutzten Boc-Derivates die beiden Produkte durch Extraktion und Filtration von-
einander isoliert werden konnten. Die Maleimidgruppe wurde nach der géangigen
Methode angebracht. Verbindung 86 wurde durch Zugabe eines Uberschusses an

TFA entschitzt. Das Salz 87 konnte in 79% Ausbeute gewonnen werden.

0.33 eq Boc,O, THF

H2N/\/NH2 |_|2N/\/NHBOC

o
THF, 0>25°C, 3d
47a, 23%

1) 1.0 eq 2) 0.5 eq NaOAc,
Ac,0, 140°C,

0
ovo 25 min

MTBE, 50°C,
20h

xs. TFA, CH,Cl,,

Q ﬁH 23°C, 20 h Q NHB
SO T Sy
\ N\

eo)l\CFs s

87, 79% 86, 34%
Abbildung 68: Synthese der Linkerverbindung 87.

Bei der entscheidenden Reaktion wurde zunachst nach einer leicht abgewandelten

Vorschrift von Zhang gearbeitet.?”) Der Linker 87 wurde mit dem Succinat 17b in
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Toluol und AcOH fur mehrere Tage erwadrmt, was keine Produktbildung zeigte. Des
Weiteren wurde die Reaktion an einem Wasserabscheider durchgefuhrt, um das
Gleichgewicht zum Produkt hin zu verschieben. Es konnte dabei im DC nur das
Edukt erkannt werden. Auch die Reaktion am Wasserabscheider unter Zusatz von
HCI in iPrOH fuhrte nicht zum gewilnschten Ziel (Tabelle 7). Die Protolyse des
Ammonium-lons fand scheinbar nur schwer unter diesen Bedingungen statt. Auf die
Zugabe einer starken Base wurde aber verzichtet, da das erzeugte Amin in der Lage

ist, intermolekular mit der Maleimidfunktion zu reagieren.

OH 0 O CF3 NH
COzMe 87 COzMe
e
MeO,C Toluol MeO,C

OH HN

1R
N
/
(0]
17b 46

Tabelle 7: Syntheseversuche der Verbindung 46 mit dem Linker 87.

Salz (eq) Wasserabscheider Saure T/°C t/d
2x5 Nein AcOH 60—-80 3
16 Ja AcOH 110 3

10 Ja HCl in iPrOH 110 0.67

Ziel war es jetzt ein unprotoniertes Amin einzusetzen, indem erst das einfach
geschutzte Diamin in dieser Reaktion eingesetzt, die Schutzgruppe entfernt und das
Maleimid eingefuihrt werden sollte. Das zuvor synthetisierte Mono-Boc-Amin 47a
wurde direkt unter den in Abbildung 69 gezeigten Bedingungen mit dem Succinat
17b zur Reaktion gebracht, was in diesem Fall ohne weitere Probleme

funktionierte.®® Dabei entstand ein Gemisch aus dem Dienamin 88a und dem
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Produkt 89a. Dieses Gemisch wurde dann direkt bei den schon im oberen Abschnitt
3.1.2 erlauterten Bedingungen umgesetzt, wobei das Enamin zum Aromaten oxidiert
wurde. Die isolierte Verbindung 89a zeigte eine orange Fluoreszenz im Bereich von

579 nm. Im Vergleich zum Diaminoterephthalsaurederivat 18 verschob sich die

Wellenlange wie erwartet in den langwelligeren Bereich.

BocHN BocHN
4 eq \L \I\NH
OH NHBoc NH
N
co,Me N CO,Me CO,Me
> +
MeO,C Eisessig, Toluol, MeO,C MeO,C
110°C, 16 h, HN HN
OH Wasserabscheider \L \I\
17b NHBoc NHBoc
88a 89a

synth. Luft,

kat. HCI in jPrOH,

50°C, 5h

BocHN\L
NH
CO,Me
MeO,C
HN\I\
NHBoc
89a, 71%

Abbildung 69: Vorstufe 89a fur Niwa Orange.

Nun sollten die Boc-Schutzgruppen entfernt werden. Dieses gelang ohne weitere
Schwierigkeiten, indem eine ausreichende Menge TFA zugefuhrt wurde. Das
Einfihren des Maleimids erwies sich als kompliziert (Abbildung 70 und Tabelle 8).
In den ersten Experimenten wurde versucht das Anhydrid zu substituieren und dann
den Ring mit NaOAc und Ac,O zu schlieRen (Tabelle 8: Eintrage a—c). Zunéchst
sollte die Substitution in Essigséure ablaufen, da sie durch ihre Polaritat in der Lage
war, das zuvor hergestellte Salz zu 16sen. Nach der Zugabe von Natriumacetat und

Essigsaureanhydrid, die die Cyclisierung einleiten sollten, wurde nur ein polarer Spot
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in der Dunnschichtchromatographie beobachtet, der nicht vom Produkt 46 her-
stammte, sondern von Nebenprodukten. Ahnlich verlief es mit den nachsten Ver-
suchen, in denen ein wenig zusatzliches NaOAc als Puffer oder NEt; als Base
zugesetzt wurde. Weitere Experimente am Wasserabscheider, ob basenkatalysiert
oder nicht, fuhrten zu keinem grof3en Erfolg (Tabelle 8: Eintrdge e und f). Eintrag g
stellt die Ergebnisse einer Reaktion dar, die eine Patentversuchsvorschrift®™ als
Inspiration besald, in der die Autoren para-Toluolsulfonsdure Monohydrat als
Katalysator verwendeten, um bei einem Ammoniumsalz die Maleimidfunktion
anzubringen. Leider war diese Methode nicht auf das hier verwendete Salz
anwendbar. Anteilige Erfolge konnten bei der Addition von Maleinsdureanhydrid in
Eisessig unter Riuckfluss und dem anschlieRenden Wasserentzug erzielt werden, das
Produkt war immerhin im *H-NMR nachweisbar, jedoch noch stark verunreinigt

(Eintrag e in Tabelle 8).

/
BocHN N
1 I
NH NH
CO,Me 1) TFA/CH,Cl, CO,Me
>
2) diverse
MeO,C Bedingungen MeO,C
HN HN
Lo P LA
NHBoc — N
3) diverse /
Bedingungen 0]
89a 46

Abbildung 70: Erfolgslose Versuche zur Synthese des Bismaleimids 46.



Tabelle 8: Erfolgslose Versuche der Bismaleimidsynthese (2. und 3. Syntheseschritt).

Eintrag Zusatz LM T/°C Wasserabscheider Ergebnis

a) 2. Schritt — Eisessig 118 nein

3. Schritt NaOAc Ac,0 140 nein 0%
b) 2. Schritt NaOAc THF 23 — 50 nein

3. Schritt NaOAc Ac,0 140 nein 0%
C) 2. Schritt NEt; EE 23 — 50 nein

3. Schritt NaOAc Ac,0 140 nein <1%
d) 2. Schritt NEts Toluol 110 Nein 0%
e) 2. Schritt - Eisessig 119 nein

3. Schritt NEts3 Toluol 110 ja <15%
f) 2. Schritt - CHCI; 61 ja

3. Schritt NaOAc Ac,0 140 nein 0%
0) 2. Schritt p-TosOH - H,O THF 66 Nein 0%

Buniynyaing '€

9/] @118
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Es wurde erganzend zu den oben angebenden Reaktionen auch noch der Versuch
unternommen nach der Bildung des Salzes mit NaOAc/DMF-Losung einen pH-Wert
von 6—7 einzustellen und danach die Addition durchzufihren. Als Zwischenprodukt
konnte auch ein Additionsprodukt, die offenkettige S&aure, im NMR nachgewiesen
werden, Versuche zum Ringschluss fuhrten allerdings zu Zersetzungsprodukten. Des
Weiteren wurde das Bis-Boc-Amin 89a und das Anhydrid im Verhaltnis 1 : 2 in einem
Reagenzglas bis hin zur Schmelze (>150°C) erhitzt, wodurch wahrscheinlich
schwerlgsliche Polymere entstanden sind und nicht das erhoffte Produkt.

In Tabelle 8 Eintrag e) konnte durch das Erhitzen in Essigsdure zumindest das
Produkt in einer geringen Menge gebildet werden. Es war daher nicht Uberraschend,
dass nach Optimierung der Aufarbeitungsmethode, die Chromatographieséaule
wegen der Anheftung der Verbindung 46 nicht zu hoch zu packen, die Zielverbindung
46 in zumindest 32% zu erhalten (Abbildung 71).5

0
4
BocHN N
\L NH o I NH
1) TFA, 23°C,
CO,Me 30 min CO,Me
>
MeO,C 2)4eq MeO,C

HN O O\=0 HN
1 - (Wi
Eisessig,
NHBoc 95°C. 3 d b

89a 46, 32%
Abbildung 71: Synthese von NiWa Orange 46.

3.4.4.2 Optimierungsversuche zur Synthese eines Bis-Maleimides

Zahlreiche Nebenreaktionen sind bei der Herstellung der Verbindung 46 maoglich.
Das erste Problem, das hier als Problem A definiert wird, stellt die intermolekulare
Reaktion eines primaren oder sekundaren Amins der Verbindung 46 an einer
Maleimidfunktion der gleichen benachbarten Verbindung dar. Diese Oligomerbildung
lauft auch in Eisessig ab, was Literaturbeispiele®® belegen. Dabei kann, wie schon
bei NiWa Blue erwahnt, der Ring gedffnet oder die konjugierte Reaktion an dem

ungesattigten Carbonylverbindung stattfinden. Die jeweiligen Nebenprodukte
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konnten wegen der Unléslichkeit nicht isoliert werden, jedoch wurde im Roh-'H-
NMR-Spektrum noch nicht umgesetztes Salz beobachtet, was das Problem B
darstellt. Bei der Verlangerung der Reaktionzeit konnte allerdings auch nicht mehr
Produkt erhalten werden. Zudem fiihrten die Verringerung der Aquivalente des
Maleinsédureanhydrids zu einer unvollstandigen Umsetzung und die Erhdhung der
Aquivalente zu einer Verschlechterung der Ausbeute. Es hat sich auRerdem gezeigt,
dass das vorherige Trocknen der Essigsaure Uber MgSO, das Ergebnis verbesserte.
Das Sulfat schien sich in der Saure zu l6sen und entzog das bei der Reaktion
anfallende Wasser aus der Losung. Bei Verwendung grofRerer Mengen fuhrte das
aber zu keiner Steigerung des Umsatzes. Es spielte auch keine Rolle, ob das Salz
vorher isoliert und dann weiter umgesetzt wurde oder ob das Maleinsaureanhydrid
direkt in die TFA-L6sung gegeben wurde.

Zur Behebung des Problems A wurde zumindest versucht, das sekundéare Amin des
NiWwa Orange 89a durch ein tertidres Amin zu ersetzen (Abbildung 72). Tertidre
Amine sind dann nicht mehr in der Lage, Additions- oder Substitutionsreaktionen mit
dem Maleimid einzugehen. Fraglich ist aber, ob Uberhaupt das Produkt 91 gebildet
wird, denn die Stabilisierung des Enamins, als erste Zwischenstufe, fallt durch die
fehlende Wasserstoffbriickenbindung des Esters zum Wasserstoffatom des Amins
weg. Die Bildung des Enamins wird wahrscheinlich verhindert, daftr wird die Bildung

des Imins als Zwischenprodukt bevorzugt.
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PGHN

NHPG 1
MeHN/;/ NMe

CO,Me CO,Me

OH

MeO,C MeO,C
OH MeN

1

NHPG
17b 91

1) Entschutzen
2)

Abbildung 72: Syntheseplan fur die Verbindung 92.

Es gibt nur wenige Mdglichkeiten, ein primares Amin in Gegenwart eines sekundéaren
Amins selektiv einfach zu schitzen. Bei dem Versuch das N-Methylethylendiamin
selektiv mit einer Boc-Schutzgruppe zu versehen, entsteht in der Regel haupt-
sachlich das Carbamat am sekundaren Amin.®” Durch strikte pH-Kontrolle ist es
auch mdglich, ein Gemisch aus dem N-Boc-N-Methylethylendiamin und dem N*-Boc-
N-Methylethylendiamin im Verhéaltnis von 1 : 1 zu erhalten, die jedoch in der Literatur
nicht voneinander getrennt wurden.®® Es besteht ebenfalls die Mdglichkeit zwei
verschiedene Schutzgruppen einzufiihren und dann eine selektiv zu entfernen. Da
ein zusatzlicher Syntheseschritt dafir notwendig ist, sollte diese Route nicht

eingeschlagen werden.
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In Abbildung 73 sind die Syntheseversuche von vier geschitzten primaren Aminen
abgebildet, von denen nur zwei realisiert werden konnten. Das Erhitzen von 2,5-
Hexandion am Wasserabscheider unter Zugabe von AcOH flihrte zum Dimethylpyrrol
90a in 74% Ausbeute™ und das Erhitzen von Phthalsaureanhydrid in Wasser fiihrte
zum Phthalimid 90d leicht verunreinigt in 11% Ausbeute. Im Gegensatz zur
Literatur® waren beim letzteren Versuch stark polare oder nur schwerldsliche
Nebenprodukte im DC zu erkennen, die wahrscheinlich von Zwischenprodukten oder
vom falsch substituierten Produkt stammten. Bei der Einfihrung der Trifluoracetamid-
Gruppe verursachte der Einsatz von dem Trifluoressigsaureanhydrid durch die starke
Reaktivitdt im Normalfall keine Selektivitat. Durch die Bildung des unsymmetrischen
Diesters aus dem Anhydrid und EtOH sollte die Reaktivitdt abgemildert und die
Bildung des primar geschiitzten Derivates 90b bevorzugt sein.®) Es wurde deshalb
der Diester in situ durch Zugabe von einem Aquivalent Anhydrid in einem Aquivalent
EtOH erzeugt und die Losung dann zum N-Methylethylendiamin getropft. Das *H-
NMR-Spektrum zeigte allerdings nur ein wildes Gemisch aus verschiedenen
Produkten. Auch die Synthese vom 4,5-Diphenyl-3-oxazolin-2-on 90c zeigte im NMR
ein Produktgemisch. Diese Gruppe besitzt den Vorteil, dass sie fluoresziert und so
leicht unter UV-Licht detektiert werden kann. Sie sollte dann bei der spater durch

Hydroxylamin abgespalten werden.®?
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Nach dem Erhalt der beiden Linker 90a und 90d sollte nun der nachste Schritt
erfolgen. Nach der Bildung des Imins oder Enamins und der anschlieRenden
Aminolyse sollten die Schutzgruppen des Dimethylpyrrols 91a hydrogenolytisch und
des Phthalimids 91d unter Zusatz von Hydrazin abgespalten werden. Die Linker
wurden in dem ersten Syntheseschritt in Toluol und Eisessig unter Ruckfluss am
Wasserabscheider fur mehrere Stunden erhitzt (Abbildung 74). Per DC-Kontrolle
und im Roh-NMR konnten nur das Edukt oder Zersetzungsprodukte erkannt werden.
Die Synthese von Terephthalsaurederivaten mit einem sekundaren Amin scheint

unter der gangigen Methode nicht mdglich zu sein.

6 eq Me
Me e
— A\ N
AN %
MeHN Me
Me NMe
90a CO,Me
e ;
5 o
Toluol, Eisessig, MeO,C
Wasserabscheider, MeN
110°C, 6 h I Me
OH NI
COzMe Me
91a
MeO,C
4
OH 9 0
(o)
17b /4
N \ N
MeHN" 3 I
(@] NMe
90d CO,Me
Z =
=5 >
Toluol, Eisessig, MeO,C
Wasserabscheider, MeN
110°C, 23 h 1 0
N
/
(o]
91b

Abbildung 74: Syntheseversuch mit den zweifach substituierten Linkern 91a und
91b.

Zur Behebung des Problems B wurde die Nucleophilie des Linkers erhoht, indem
nicht das Ammoniumsalz, sondern ein primares Amin eingesetzt wurde (Abbildung

76). Hierfuir wurde das Diamin selektiv Cbz-geschitzt (Abbildung 75) und mit dem
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Succinylsuccinat 17b zu einem Gemisch aus dem pinkfarbenen Dienamin und der
aromatischen Verbindung 89b umgesetzt. Das Dienamin im Gemisch wurde oxidiert,
wodurch die rot fluoreszierende Verbindung 89b isoliert werden konnte. Die
Ausbeute ist mit 35% Ausbeute Uber zwei Stufen recht gering, was mit der
Schwerl6slichkeit des Enamins zu tun hat, welches zum einen fir die Chroma-
tographie nicht vollstandig gelést werden konnte und zum anderen auf der
Chromatographiesaule teilweise liegen blieb. Die folgende Hydrierung flhrte zum
Diamin 93, welches nur in viel Losungsmittel gelést werden konnte und sehr polare
Eigenschaften besall. Es zeigte beim Lagern bei 23°C keine Polymerisations-
reaktion, bei der das freie Amin mit dem Methylester eine Amidbindung bilden kann.
Der entscheidende Schritt, das Bis-Maleimid 46 zu bilden, zeigte keinen Erfolg. Im
ersten Versuch sollte erst das Anhydrid substituiert und anschlieRend der Ring in
AcOH geschlossen werden. Auch das Erhitzen in Eisessig blieb erfolglos.

Leider wurden die hier geschilderten beiden Probleme A und B nicht umgangen. Es
war dennoch moglich genug Material von NiwWa Orange 46 zu isolieren, um dieses
der Biochemie zur Verfugung zu stellen oder weitere Reaktionen damit
durchzufihren (Abschnitt 3.4.4.3).

0.33 eq CbzCl,
CH,Cl,,
~_NH; 272 - -~ NHCbz
H2N 0->25°C H2N
3d 47b, 20%

Abbildung 75: Selektive Einfuhrung einer Cbz-Schutzgruppe.
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Abbildung 76: Erfolgslose Synthese des Bis-Maleimids 46 Uber das Diamin 93.

3.44.3

Entwicklung von weiteren NiWa Orange-Farbstoffen

Zwei Thiol-Gruppen sind notwendig um die Fluoreszenz von NiWwa Orange 46 anzu-
schalten. Es sollte nun ein Farbstoff im roten Bereich entwickelt werden, der nur eine
Maleimid-Gruppe besitzt, um nach der Addition eines Thiols zu emittieren. Es war
daher besonders praktisch, dass bei der etwas modifizierten Reaktion fiir den Erhalt
von NiWa Orange 46, das Niwa Orange 94 als Nebenprodukt aufgetreten war
(Abbildung 77).5¥ Entscheidend dafiir war wahrscheinlich die Verdiinnung im ersten
Schritt. Wenn der Anteil von TFA weiter gesenkt wurde, konnte keine Verschiebung

des Produktverhaltnisses beobachtet werden. Die Acetoxygruppe schien saurekata-
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lytisch an nur eine Maleimidgruppe addiert worden zu sein, als Reagenz flir diesen
Vorgang diente die im zweiten Schritt eingefiihrte Essigsaure. Fur die chromatogra-
phische Trennung musste eine optimale Menge an Kieselgel (Hohe 6-8 cm) und ein
Losungsmittelgradient verwendet werden, da sonst die Trennleistung nicht
ausreichte oder die Verbindungen auf der Chromatographiesaule hdngen blieben.

AcO

/_/

NH 1) TFA/CH,Cl, NH
CO,Me COo,Me
+
\L o) I o)
Eisessig,

o) o)
/4
BocHN N\L N
(ca. 1:1),
CO.Me 23°C, 30 min
MeO,C 2)4eq MeO,C
oo
o o

0 0 1
NH
M802C :
HN\L O\v\j HN HN
89a 46, 15% 94, 9%

Abbildung 77: Synthese von NiWa Orange 94.

Die Synthese der Acetoxyverbindung 94 war nicht immer reproduzierbar, deshalb
sollte eine andere Methode entwickelt werden, um zu einem Monomaleimid zu ge-
langen. Zunachst wurde der Versuch unternommen, die Acetoxygruppe direkt an die
Verbindung 46 anzubringen. Dazu wurde ein Uberschuss an NaOAc zum Dimaleimid
in DMF gegeben. Das Gemisch wurde zunéchst bei 23°C, dann bei 70°C gerthrt. Es
konnte dabei nicht das erhoffte Produkt 94 erhalten werden. Deshalb wurde nach der
Zugabe von TFA nur ein Aquivalent Maleimid zugegeben, um nur das einfach substi-
tuierte Maleimidderivat 95b zu erhalten (Abbildung 78). Auch dieses gelang ohne
Erfolg. Die selektive Entfernung einer Boc-Gruppe konnte in bis zu 38% Ausbeute
durch Zugabe einer verdinnten TFA/CH,Cl,-Losung durchgefiihrt werden. Die Sub-
stanz 95a war jedoch nicht langere Zeit lagerbar, da sie in der Lage ist sich selber zu
entschitzen. Bei der Kombination aus Mono-Entschiitzen und der nachfolgenden
Anbringung der Maleimidgruppe konnte leider auch kein Monoaddukt erhalten

werden.
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Abbildung 78: Einfuhrung einer einzigen Maleimidfunktion.
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Des Weiteren wurde die Verbindung 89a mit TFA entschitzt und mit einem
Aquivalent Pivalinsaurechlorid versetzt, um das einfache Amid 95c zu erhalten, was
jedoch nicht gelang. Das zweifache Salz 97 und das Bis-Pivalinsdureamid 89c

konnten lediglich isoliert werden (Abbildung 79).

BocHN

1

NH
CO,Me

MGOQC
HN
NHBoc
89a
1. TFA, 23°C,
0.5h
2. 0.9 eq PivCl,

NEt;, DMF
23°C, 16 h

nd ® o

PivHN @)l\ H3NI @)]\

COzMe CogMe CO,Me
MeO,C MeO,C MeO,C

HN

Sl

89c, 35% 97, 60% 95c, 0%

NHHV NHPiv

Abbildung 79: Syntheseversuch um das Salz 95c zu erhalten.

Da samtliche Versuche nur eine Maleimidfunktion einzufihren zu keinem Ergebnis
gefuhrt haben, sollte nun einer dieser Gruppen durch die Addition eines Thiols
blockiert werden. Es wurde erst nur ein Aquivalent des Benzylmercaptans mit starker
Verdunnung eingesetzt, wodurch das Mono- und das Bis-Produkt erhalten wurde, die
durch Chromatographie nicht getrennt werden konnten, weil die Polaritat der Ver-
bindungen eine zu starke Ahnlichkeit aufwies. Deshalb wurde nun ein langkettiges

aliphatisches und unpolares Thiol verwendet. Die Wahl fiel auf das Hexadecanthiol,
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welches in einer Losung mit einer Konzentration von 0.015 mol I* eingesetzt wurde
(Abbildung 80). Das Dimaleimid 46 wurde ebenfalls stark verdinnt und die Thiol-
l6sung wurde unter Eiskihlung langsam zugetropft. Es trat erst eine Umsetzung
nach Zugabe einer Base, wie NEts, auf. Es entstand dabei ein Gemisch aus Edukt 46
(19%), dem gewtinschten NiWa Orange 98 (11%) und Bis-Addukt 99 (8%). Auffallig
bei dieser Reaktion war der Verlust an Substanz. Interessanterweise konnte ein Ge-
misch nur bei 0.50 eq des Thiols isoliert werden, beim Einsatz von 0.75 eq oder
hoher konnte einzig das Bis-Addukt 99 erhalten werden, was eigentlich auf Grund
der Stochiometrie nicht moglich ist. Die Erklarung dafir kénnte ein DC-Spot auf der
Startlinie der Chromatographiefolie liefern, der auch beim Rihren des Eduktes in
CH.Cl, und NEt3; beobachtbar war. Die schon haufig angesprochenen Nebenreak-
tionen konnten hier auch wieder aufgetreten sein, die durch die Base erst katalysiert
wurden. Speziell besteht hier der Verdacht, dass das sekundare Amin mit der
Maleimidfunktion intermolekular reagiert hat und diese Oligomere dann der Reak-
tionslésung entzogen wurden. Letztendlich wirden dann weniger Maleimidfunktionen
fur den Thiolangriff zur Verfigung stehen. Genaue Belege fiur diese Vermutung

konnten dafir allerdings nicht erbracht werden.
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Abbildung 80: Addition des Hexadecanthiols am Bis-Maleimid 46.

3.45.1

NiWa Orange 46 in der Anwendung

Analog zum NiWa Blue zeigt das NiwWa Orange keine fluoreszierenden Eigen-

schaften. Die Vermutung liegt nahe, dass auch hier ein Quenchvorgang durch Elek-

tronen- oder Energietransfer verantwortlich ist. Die Lange des Linkers musste also

noch weiter verlangert werden um die Fluoreszenz ,anzuschalten®. Trotzt dieser Tat-

sache wurde ein Uberschuss an Thiol in Anwesenheit von NEt3; zugegeben um zu
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prufen, ob durch die Addition die Verbindung durch Anregung emittiert (Abbildung
81). I

0 BnS 0
4
N N
© \LNH © INH
5 eq HS-Bn,
002Me XS. NEt3 CO2Me
.
MeO,C 23°C,1d MeO,C
HN HN
TR 1R
O O
46 100, 87%
Aabs = 467 nm
Aem = 559 nm (A = 467 nm)
®=0.80

Abbildung 81: Addition von Benzylmercaptan an Niwa Orange 46.

Die Verbindung erzeugte wie erwartet eine Emission im sichtbaren orangen Bereich.
Die Bildung des Monoaddukts konnte bei der Reaktion nicht beobachtet werden. Zu-
satzlich zu der Absorption und der Emission wurde erneut die Quantenausbeute mit
Fluorescein als Standard bestimmt.

Die biochemischen Untersuchungen mit der Verbindung 46 und dem Recoverin
gaben unerwartete Ergebnisse. In der Gelelektrophorese konnten an Hand der Mole-
kularmasse keine Proteindimerbildung und auch nicht die einfache Verknipfung des
Niwa Orange 46 mit dem Protein beobachtet werden. Vielmehr zeigte es eine
andere Molekularmasse, die durch eine nicht erwartete Konformationsanderung des
Proteins verursacht wurde. Des Weiteren wurde bei der Anregungswellenlange von
445 nm eine Fluoreszenz detektiert (Abbildung 82), die wahrscheinlich auf eine Ab-
sattigung der beiden Maleimid-Doppelbindungen hindeutet. Denn es wurde ange-
nommen, dass bei dem Mono-Additionsprodukt durch das Vorhandensein einer

Maleimidfunktion die Fluoreszenzldschung in Erscheinung tritt.
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Abbildung 82: Nicht-myristoliertes Recoverin gebunden an NiWa Orange 46 bei
verschiedenen Konzentrationen in Anwesenheit und in Abwesenheit

von Ca?*, Ay = 445 nm.

FRET-Prozesse wurden dieses Mal nicht detektiert (Abbildung 83), was an der
fehlenden Emission im Bereich von 550-600 nm erkennbar war (der spitze Peak bei
ca. 575 nm in Abbildung 83 stellt ein Artefakt dar). Das Fehlen des FRET-Vorgang-
es kann so gedeutet werden, dass die Tryptophanreste durch einen ausreichenden

Abstand nicht in Wechselwirkung zum Chromophor standen.
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Abbildung 83: FRET-Untersuchung, nicht-myristoliertes Recoverin gebunden an
NiWa Orange 46 bei verschiedenen Konzentrationen in Anwesen-
heit und in Abwesenheit von Ca?*, Ai; = 280 nm.

Diverse Untersuchungent!!

in der vergangenen Zeit haben belegt, dass bei
Abwesenheit eines reaktiven Thiols das Amin nach einer gewissen Zeit eine
konjugierte Addition mit dem Maleimid eingeht. Es kann daher in Betracht gezogen
werden, dass ein benachbartes Amin im Protein neben dem Cysteinrest mit dem
NiWwa Orange 46 eine Verkniupfung gebildet hat (Abbildung 84). Der Vorgang war
nur intramolekular beobachtbar, da die Dimerbildung durch die Elektrophorese

ausgeschlossen werden konnte.

HN\ S
| Recoverin |

Abbildung 84: Mogliche Verknipfung zwischen der Verbindung 46 und dem
Recoverin.
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3.45.2 NiWa Orange 94 und 98 in der Anwendung

Dieses Mal wurden die gequenchten Chromophore 94 und 98 an Glutathion (GSH)
gekniipft.®® Dazu wurden die Verbindungen 94 und 98 (1 mg) jeweils mit 1 ml des
entsprechenden Losungsmittels, 10 uyl N-Methylmorpholin (NMM) oder NaHCOs3;
(9.6 %, als gesattigte Losung) und einem Uberschuss an GSH (10 mg) fir 20-30 min
bei 23°C gerihrt. Anschlieend wurde das Gemisch auf 10 ml verdinnt und es
wurden UV-Vis, Fluoreszenz und massenspektrometrische Untersuchungen
durchgeftihrt. Die Produkte wurden nicht isoliert, aber durch ESI-MS-Hochauflésung

nachgewiesen. Die Ergebnisse sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Markierungsversuche an Glutathion.

Verbindung LM Base Aabs Aem MS
94 CH3CN = 462 nm = Edukt
CHCI3 - 382 nm — -
H,O - - — GSH
DMSO - 469 nm 568 nm GSH, Addukt
94 CH3CN NMM 477 nm - Edukt
CHCl3 NMM 392, 460 nm - Edukt
H,O NaHCO3; 398 nm - -
DMSO NMM 469 nm 566 nm GSH, Addukt
98 CH3;CN - 464 nm — Edukt
CHCI3 - 382 nm - -
H,O - — — GSH

DMSO = 469 nm 565 nm GSH, Addukt
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98 CH3CN NMM 467 nm - Edukt
CHCl3 NMM 370, 468 nm - Edukt
H.0O NaHCOs3 - - -

DMSO NMM 471 nm 568 nm GSH, Addukt

Bei den durchgefuhrten Untersuchungen waren die Loslichkeitseigenschaften
aufallig. In den verschiedenen Losungsmitteln l6ste sich entweder das NiWa Orange
94 und 98 oder das GSH. Dieses wurde auch an Hand der Massenspektrometrie
zum groten Teil bestatigt. Nur in DMSO konnte eine Fluoreszenz und das GSH-
Additionsprodukt nachgewiesen werden, da es in der Lage war beide Komponenten
zu lésen. Interessanterweise war die Basenkatalyse in diesem Reaktionssystem
nicht erforderlich. Eine zusatzliche Anomalitéat konnte bei den Absorptionsbanden in
Chloroform beobachtet werden, weil zwei Banden beobachtet wurden. Eine mdgliche
Ursache konnte eine teilweise Hydrolyse sein, die durch den Wassergehalt des
Chloroforms und dem Basenzusatz verursacht wurde. Im Allgemeinen zeigte das
unpolarere NiWa Orange 98 eine geringere Ldslichkeit als das Niwa Orange 94, was
durch die lange aliphatische Alkylkette verursacht wurde. Zudem zeigten beide
Addukte in DMSO die gleiche Absorptions- und Emissionswellenlange.

Die Untersuchungen®™ an Niwa Orange 94 als Marker fiir Recoverin zeigen beim
myristolierten Protein bei der Angregung von 440 nm nur in der ,Schulter der Kurve
eine calciumabhéngige Kurvenveranderung (Abbildung 85). Die Detektion der
Konformationsanderung des Proteins kann durch die Anregung bei 280 nm, also
durch den FRET-Prozess, verdeutlicht werden (Abbildung 86).
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Abbildung 85: Fluoreszenzspektrum des NiWa Orange 94 am myristolierten
Recoverin bei verschiedenen Ca®*-Konzentrationen, Ay = 440 nm.
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Abbildung 86: Fluoreszenzspektrum des NiWa Orange 94 am myristolierten

Recoverin bei verschiedenen Ca?*-Konzentrationen, Ay = 280 nm.

Die halbmaximale Anderung der Konformation des myristolierten Recoverins liegt bei
ca. 18 ymol (Abbildung 87), zwei ganze Zehnerpotenzen Uber den Wert des nicht-
myristolierten Recoverins (ca. 0.3 ymol, Abbildung 88). Die Fettsaure halt das
Protein davon ab sich bei kleineren Calcium-Konzentrationen zu verandern, dafir
sind grol3ere Konzentrationen notwendig. Bei der Betrachtung der Auswirkung des
FRET-Prozesses beim nicht myristolierten Protein ist im Vergleich zum myristolierten

die Strukturverdnderung kaum zu erkennen (Abbildung 89).
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Abbildung 87: Funktion des Emissionsverhaltnis von 480 und 330 nm in
Abhangigkeit der Ca®-Konzentration bei dem markierten

myristolierten Recoverin.
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Abbildung 88: Funktion des Emissionsverhaltnis von 470 und 330 nm in
Abhangigkeit der Ca?*-Konzentration bei dem markierten nicht-

myristolierten Recoverin.
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Abbildung 89: Fluoreszenzspektrum des NiWa Orange 94 am nicht-myristolierten

Recoverin bei verschiedenen Ca**-Konzentrationen, Ay, = 280 nm.
3.5 Synthese von 2,3-Diaminoterephthalsaurederivaten
351 Darstellung von 2,6-Diaminoterephthalsaurederivaten

Es wurde der Versuch unternommen, eine alternative Syntheseroute zu entwickeln,
die zu 2,5-Diaminoterephthalsdurederivaten fihrt, um die Effizienz zu steigern.
Zunachst wurde eine ahnliche Vorgehensweise wie bei Kaufmann'®? gewahlt, in der
die Terephthalsaure 49 erst doppelt nitriert werden sollte, was durch eine zweistufige
Synthese gelang (Abbildung 90). Durch langsames Zutropfen der Terephthalséaure
49 zu einer Nitriersdure aus 100%iger Salpeter- und konzentrierter Schwefelsaure
konnte nach Erwarmen der Suspension die Verbindung 101 in sehr guten Ausbeuten
isoliert werden. Bei der zweiten Nitrierung musste durch den desaktivierenden Effekt
der Substituenten die Mischung auf 150°C erwarmt werden. Auf Grund der
drastischen Bedingungen konnte die Dinitroterephthalsdure 102 nun in geringen
Ausbeuten und leicht verunreinigt erhalten werden. Die zweifache Nitrierung in einer
Eintopfreaktion fuhrte zu keinem guten Ergebnis. Die anschlie3ende Veresterung
fuhrte durch den Angriff der deprotonierten Dicarbonsaure 102 an Methyliodid zum
entsprechenden Dimethylester 103. Es sollte der erhaltende Diester 103 durch
Reduktion der Nitrogruppen zum Diamin umgesetzt werden. Anhand des Protonen-
NMR-Spektrums des Dimethylesters 103 konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
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die zweite Nitrierung zum falschen Regioisomer gefuhrt hatte, weil zwei unter-
schiedliche Estergruppen zu sehen waren. Die Carbonséuregruppe und der Einfluss
der Nitrogruppen kénnten dazu gefiihrt haben, dass das 2,6-Dinitroderivat gebildet
wurde. Des Weiteren ist die Verbindung durch die drei Substituenten stark
desaktiviert, so dass nur reaktivere Reagenzien und eine erhthte Temperatur zu
einer zweiten Nitrierung gefuhrt haben, was wiederum den Umsatz und somit die

Effizienz minimierte. An diesem Punkt wurde der Syntheseplan verworfen.

CO.H 100%ige HNO, COH
konz. H,SO, NO;
' o
0°C—=50°C,
16-21 h
CO,H COxH
49 101, 96%
100%ige HNO;,
konz. HySOy,
0°C = 150°C,
14 h
Y
CO,Me Mel. DMF. CO,H
O5N NO, K,CO, O,N NO,
-
23°C, 20 h
COzMe COzH
103, 45% 102, <28%
Abbildung 90: Erste alternative Syntheseroute.
3.5.2 Die Synthese von 2,3-Diaminoterephthalséurederivaten

Die Strategie wurde geadndert. Nun sollte para-Xylol 50 als Ausgangsmaterial dienen.
Dieses wurde unter Eiskihlung mit Nitriersaure versetzt (Abbildung 91). Dabei
entstand ein Gemisch aus 2,3-; 2,6- und 2,5-Dinitro-p-xylol (104a—c). Durch
Umkristallisierungs- und Chromatographieversuche konnte nur die 2,3-Komponente
isoliert werden. Die anderen beiden Verbindungen 104b und 104c konnten nicht

voneinander getrennt werden.
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CH CH CH
CHs konz. HNOg, 3 NO O.N 3 NO ’ NO
konz. H2804, 2 2 2 2
> + +
0°C—=23°C, NO, O,N
24 h
CHs CH, CHs; CH,
6 : 3 : 1
50 104a, 44% 104b 104c

Abbildung 91: Nitrierung von para-Xylol 50.

Die Unterscheidung zwischen dem 2,3- und dem 2,5-Dinitro-p-xylol (104a und 104c)
gestaltet sich durch *H-NMR- und entkoppelte **C-NMR-Spektroskopie als schwierig.
Aus diesen Grund wurde an Hand einer gated-decoupled **C{*H}-Messung die Sub-
stanz 104a als richtiges Regioisomer identifiziert. Die Kopplung zwischen den
Kohlenstoff und den Protonen kdnnen durch diese Methode gemessen werden. Das
Kohlenstoffatom an der Position 5 (Abbildung 84, weil3er Pfeil) zeigt ein signifikan-

tes ddg-Signal, welches nur bei diesem Regioisomer vorzufinden ist. Eine zusatz-

liche Bestatigung liefert die Schmelztemperatur von 90°C, die mit der Literatur
[63]

Ubereinstimmt.

....................................................................................................
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------

..................................................

- 1J=164.8 Hz
L 2J=1.7Hz

--------------------------------------------------------------
............................................................................................................................

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

................................................................................................................................

A N N T T T
Abbildung 92: Das entscheidende C-5, ddg-Signal bei der gated-decoupled **C{*H}

Messung.
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Trotz des Erhalts des falschen Regioisomers wurde die Syntheseroute weiter
verfolgt, um die fluoreszierenden Eigenschaften vom 2,3- und 2,5-Regiosomer zu
vergleichen. Die Oxidation der aromatischen Methylgruppe wurde in KMnO4 und (N-
Methyl-N,N-dioctyloctan-1-ammonium)chlorid (Aliquat 339) in H,O unter Ruckfluss
durchgefuhrt. Als Vorteil hat sich bei der Aufarbeitung die heil3e Filtration tber
Kieselgur oder Blaubandfilter erwiesen. Ein grofRer Teil des Produktes blieb
wahrscheinlich trotz ausreichendem Spulen im gebildeten Braunstein hangen. Nach
Anséauern konnte die doppelte Carbonsaure 105 ohne weitere Aufarbeitung in bis zu

35% Ausbeute erhalten werden.

Me 2.1 eq Na,COs, GOH
NO> 10 eq KMnO, NO,
'
Aliquat 336,
NO, H,0, 100°C, 4 h NO,
Me COZH
104a 105, 35%

Abbildung 93: Oxidation zur Dicarbonsaure 105.

Fur die Veresterung zum Methylester wurden zwei Methoden verwendet (Abbildung
94). Als erstes wurde der zweifache Ester Uber das Saurechlorid hergestellt. Die
Verbindung 107a konnte in bis zu 61% Ausbeute erhalten werden. Als Nebenprodukt
wurde das chlorsubstituierte Derivat 106 gebildet. Das anfallende Nebenprodukt 106
konnte dabei auch in grof3erer Menge zu Ungunsten des Hauptproduktes 107a
synthetisiert werden. Durch den stark desaktivierenden Effekt der vier Substituenten
schien das Chlorid-lon nucleophil genug zu sein, um eine nucleophile aromatische
Substitution durchzufhren und eine Nitrogruppe zu verdrangen. Die zweite Methode
ist die klassische Variante, in der die Ausgangsverbindung 105 in Methanol mit
katalytisch H,SO, unter Riuckfluss erhitzt wurde. Als wasserentziehendes Mittel
wurde MgSO, zugesetzt, was einen zufriedenstellenden Umsatz und 85% Ausbeute

lieferte.
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CO,H 1) >k<$i %OMCFIz, CO,Me CO,Me
at. s
NO, 50°C. 3 h NO, NO,
b > +
NO, 2) MeOH, NO, Cl
COzH 50°C=1 h COzMe COzMe
105, 35% 107a, 61% 106, 13%
COzMe
kat. H2304,
MeOH, MgSO, NO,
r
65°C,5h NO,
COzMe
107a, 85%

Abbildung 94: Veresterungen der Dicarbonsaure 105.

Fur die Synthese des Dibenzylesters 107b wurde zunachst die Carbonséure 105 mit
Kaliumcarbonat und Benzylbromid in Aceton fur 16 h erwéarmt. Da kein Produkt
isoliert werden konnte, wurden nun zwei Literaturvorschriften® kombiniert und leicht
abgewandelt. Das Produkt wurde mit Methanol und NEt; versetzt um das
Ammonium-Salz zu erhalten, dann wurde das Losungsmittel entfernt. Der Rickstand
wurde anschliel3end mit Benzylbromid unter katalytischen Zusatz von TBAB in DMF
fr 6 h bei 100°C gerihrt. Die Zielverbindung 107b wurde in 36% Ausbeute erhalten.
Die Verwendung von THF im zweiten Syntheseschritt und deren leichte Erwéarmung
auf 50°C fur 16 h konnten die Ausbeute bei diesen milderen Bedingungen auf bis zu
83% steigern (Abbildung 95).

1) 2 eq NEt3, CO,B
COzH MeOH, >bn
NO, 23°C, 1h NO,
2) 3 eq BnBr,
NO; 0.2 eq TBAB, NG,
COH THF, 50°C, CO2Bn
105 16h 107b, 83%

Abbildung 95: Synthese des Dibenzylesters 107b.

Des Weiteren wurden Versuche unternommen, die einfach veresterte Verbindung zu
erhalten (Tabelle 10). Nach einer Literaturvorschrift®™ wurde mittels NaH das

Carboxylat gebildet, welches anschlie3end mit dem Benzylbromid reagieren sollte.
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Dieses fuhrte, wie beim Einsatz von NEtz; und Benzylchlorid, auch zu keinem
Ergebnis. Wenn Methyliodid als Reagenz zur Methylesterbildung verwendet wurde,

konnte lediglich der Dimethylester 107a isoliert werden.

CO,H diverse CO2R
NO, Bedingungen NO,
>
NO, NO,
CO.H CO,H
105 108a, R = Me
108b, R = Bn

Tabelle 10: Monoveresterungsversuche.

Produkt Reagens Base LM T/°C t/h Ergebnis

108b 1 eq BnBr 1.05 eq NaH DMF 0—23 4 -
108b 1.1 eqBnCl 2 eq NEts EtOH 78 14 -

108a l.1egMel 1.1eqKyCO3 MeOH 0—-23 16 -

35 %
Ester 107a

108a 1.8eqgMel 1.1eqK,CO3 MeOH 23 16

Die Reduktion der Dinitroterephthalsduredimethylester 107a stellte keine Probleme
dar, da sie in einer Suspension aus Pd-C und MeOH unter Wasserstoffatmosphére
durchgefiihrt werden konnte (Abbildung 96).

CO,M
COMe H, (1 atm), 2V1e
NO, MeOH, NH;
’
NO, 23°C, 16 h NH,
COzMe COzMe
107a 109a, 62%

Abbildung 96: Reduktion der Nitrogruppen beim Dimethylester 107a.

Unter diesen Bedingungen kann allerdings die Benzylfunktion des Esters 107b

abgespalten werden, deshalb musste die Nitrogruppen unter milderen Bedingungen
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reduziert werden. Die durchgefuhrten Experimente sind Ubersichtshalber in Tabelle
11 aufgefiihrt. Die Reduktion einer Nitrogruppe mit Fe/HCI®® oder Zn in AcOH!®"! ist
literaturbekannt und die Reduktion der zweiten Nitrofunktion ist nur selten in
Veréffentlichungen zu finden.!® Angewendet auf die Dinitroverbindung 107b konnte
nur ein Gemisch erhalten werden, dass kaum getrennt werden konnte (Abbildung
97).

CO,Bn diverse CO,Bn CO,Bn CO,Bn
NO, Bedingungen NH, NHOH NH,
o + +
NO, NH, NO, NO,
CO,Bn CO,Bn CO,Bn CO,Bn
107b 109b 110 111

Abbildung 97: Reduktion der Nitrogruppen.

Das Protonen NMR-Spektrum zeigte zumindest die Reduktion einer Nitrogruppe zur
Hydroxylamin- 110 oder zur Aminofunktion 111. Die Massenspektren (ESI) konnten
auf Grund der sonst unublichen, aber fur diese Verbindungen o6fters auftretenden,
starken Fragmentierung nicht ausgewertet werden. Andere Reduktionsverfahren, wie
der Einsatz vom Hydrazin-Hydrat und Eisen(ll)sulfat Heptahydrat in Ethanol®® oder
vom Disulfid Na,S,, welches in situ aus Natriumsulfid Hydrat und Schwefel gebildet
wurde,"™  filhrte zur Abspaltung der Benzylfunktion des Esters oder zu
Nebenprodukten. An dieser Stelle wurde mit Pt-Katalysatoren gearbeitet, die die
Firma Evonik zur Verfligung gestellt hat: einen Pt (F 105R/W 5%), einen Pt/Fe (CF
105XR/W 5% Pt + 1% Fe) und einen Pt/V (CF 1082RV/W 3% Pt + 0.6% V)-
Katalysator. Das Tragermaterial der Katalysatoren war Aktivkohle. Die Reduktion
wurde zunachst in H, (1 atm) bei 23°C durchgefihrt, aber die Zielverbindung 109b
konnte nur beim Einsatz des einfachen Pt-C Katalysators in minimalen Spuren
nachgewiesen werden. Die Erwarmung des Gemisches auf 70°C flhrte bei allen
Anséatzen, in denen ein Pt-Katalysator zugesetzt wurde, zu einem detektierbaren
Umsatz. Da die eingesetzte Menge zu niedrig war, konnte keine ausreichende
Menge isoliert werden, um eine reprasentative Ausbeute zu erzielen. Die
Durchfihrung in einem grél3eren Mal3stab fuhrte bei Pt (5%)/Fe (5%)-C zu einer
Ausbeute von 64%. Es ist durchaus mdoglich, dass die anderen Katalysatoren zu
einem &hnlichen Ergebnis fihren. Aus zeitlichen Grinden wurden diese Versuche

nicht durchgefuhrt.
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Tabelle 11: Doppelte Nitroreduktion des Dibenzylesters 106b.

Reagenz LM T/°C t/h Ergebnis

110 und/oder

Fe, HCI H,O/THF A 3
111
110 und/oder
Fe, HCI H,O/THF A 21
111
110 und/oder
Zn HOAc 100 2
111
FeSO, - 7 H,0, Saure(n), nicht
. H,O/EtOH 80 16 o
N2H4 - H20 (80%ig) isoliert
Saure(n), nicht
Na,S, H,O 100 3.5 o
isoliert
Pt (5 %)/Fe (5 %) EE 23 16 -
Pt (5 %)/V (2.5 %) EE 2 16 -
in Spuren
Pt (5 %) EE 23 16 109b + 110
und/oder 110
in Spuren
Pt (5 %)/Fe (5 %) EE 70 16
109b
in Spuren
Pt (5 %)/V (2.5 %) EE 70 16
109b
Pt (5 %)/Fe (5%) EE 70 20 64%
3.5.3 Fluoreszenzeigenschaften von 2,3-Diaminoterephthalsaure-
diestern

Kauffman und Weissel?? konnten im Jahr 1912 den Einfluss der 2,5- und der 2,4-

Substitution des Diaminoterephthalsaureesters auf die Fluoreszenz untersuchen.
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Jedoch war es damals nicht moglich, das 2,3-Regioisomer in reiner Form zu erhalt-
en. Durch die chromatographische Reinigung konnten in dieser Dissertation die 2,3-
Derivate 109a und 109b sauber isoliert werden, um diese Untersuchung fortzu-

setzen. Die Messergebnisse sind der Tabelle 12 zu entnehmen.

COzR CO,R
NH, NH,
NH> H,N
COzR CO,R
109a, R = Me 18b, R = Me
109b, R = Bn 18d, R =Bn

Tabelle 12: Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften der 2,3- und der 2,5-Regio-

isomere.
Verbindung Aabs/NM gmoltdm3cm™  Aen/nm?  Stokes-Shift/nm
109a 385 4137 463 78
109b 391 3802 471 80
18b 434 2773 535 101
18d 43888 61580 5421%8] 104

c=107°-10"* mol I'%; @) Air = Aabs.

Die Differenz der Wellenlangen zwischen den Regioisomeren betragt 40-50 nm.
Man kann erkennen, dass auch hier der Verteilungssatz seine Gultigkeit besitzt:
,dass bei fluoreszierenden Verbindungen, welche Auxochrome und Chromophore an
gleichen Benzolring enthalten, die zueinander para-standige Auxochrome die Fluor-
eszenz starker vertiefen, also dem roten Ende des Spektrums mehr zuschieben als
die zueinander meta- oder ortho-sténdigen“.[zz] Die Wirkung des Estersubstitutenten
auf die Fluoreszenz ist hier, wie beim 2,5-Derivat, nicht zu erkennen. Zusammenfas-
send verschiebt sich die Wellenlange in den kurzwelligeren Bereich, da die Ver-

teilung der Elektronen tber das Molekil geringer ausfallt.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Dissertation wurden der dreifach geschitzte Terephthalsdurebaustein 58b
und die vierfach geschutzten Bausteine 5la und 51b, ausgehend vom Bernstein-
saureanhydrid in sieben bzw. acht Stufen synthetisiert (Abbildung 98).

Das Anhydrid wurde hierflr zunachst in den Bernsteinsaurebenzylmethyldiester 52c
transformiert und mittels einer Claisen-Dieckmann-Kondensation cyclisiert. Die an-
schlieBende Ammonolyse flhrte reproduzierbar zum Diaminoterephthalsaurediester
18c, der wiederum mit einer Boc- und einer Fmoc-Schutzgruppe versehen wurde.
Die Benzylgruppen der erhaltenden Terephthalsaurederivate 51a und 51b konnten
mittels einer hydrogenolytischen Spaltung nicht entfernt werden. Die Carbonsaure
58b konnte auf einen anderen Weg durch selektive Verseifung eines Methylesters
erhalten werden. Die anfallenden Nebenprodukte konnten chromatographisch von
den gewtlnschten Produkten getrennt werden und wurden in einigen Fallen fur

weitere spatere Synthesen (bei den Fluoreszenzmarkern und den Oligomeren)

verwendet.
NHBoc NHFmoc NHBoc
COan COan COan
MeOZC M902C HOzC
NHFmoc NHBoc NHFmoc
51b, 17% 51a, 26% 58b, 23%
Uber 2 Stufen Uber 2 Stufen Uber 3 Stufen
NH,
CO,BNn
MeO,C
NH,»
18c, 8%

uber 5 Stufen

Abbildung 98: Uberblick liber die Synthese der Verbindungen 51a, 51b und 58b.
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Des Weiteren konnte das Oligomer 61 durch Amidkupplung aus dem Di-Boc-ge-
schitzten Ammoniumsalz 39b und dem einfach Boc-geschitzten Diaminodimethyl-
ester 32c erhalten werden (Abbildung 99). Die Entfernung der Boc-Schutzgruppe
gelang in nahezu quantitativer Ausbeute und filhrte zum Erhalt der Verbindung 61.
Bei der folgenden Verseifung konnte die Tricarbonsdure 38 nicht isoliert werden.

In zuklnftigen Arbeiten kann das Carboxylat eventuell durch die Bildung eines in
Wasser schwerloslichen Salzes gefallt und isoliert werden. Méglicherweise kann die
Ubertragung der Syntheseroute auf die feste Phase die Reinigung erleichtern und die

Ausbeute erhdhen.

CO,Me
NH, NHBoc NHBoc
NH, O CO,H * NEt; CO,Me
” | > +
CO,Me MeO,C MeO,C
MeO,C NHBoc NH,
NH,
61, 30% 39b 32¢

Uber 2 Stufen
Abbildung 99: Synthese des Oligomers 61.

Die Darstellung eines Tetraamids an der festen Phase gelang, trotz Variation des
Merrifield-Harzes und des Diol-Linkers, nicht. Der Versuch, zunachst nur eine
Aminosaure einzufiihren und diese anschlieBend von der festen Phase abzuspalten,
fuhrte lediglich zur Verbindung 75 (Abbildung 100). Fir die Kupplungsversuche
wurden entweder DCC und HOBt oder EDC verwendet. Zur Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe wurde ein Gemisch von TFA und CH.CI, verwendet. Das erhoffte
Amid aus der Saure 39b und dem B-Alanin konnte nicht isoliert werden.

Es ist leider nicht nachzuvollziehen, ob der Grund fiir den Erhalt der Carbonséure 75
eine Amidspaltung oder die fehlgeschlagene Substitution des B-Alanins ist. Daher
ware bei weiteren Untersuchungen die Verwendung einer anderen Aminosaure,

eines anderen Harzes oder eines anderen Linkers sinnvoll.
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NHBoc /u\//\ NHBoc
— SRS
HO,C CO,Me
NHBoc NHBoc
75, 74
nicht isoliert

|

NHBoc
O CO,Me
2
O/\o‘k\&o/u\/\NHBoc *
Et3N ¢ HOzC
NHBoc
70b 39b

Abbildung 100: Kupplungsversuch der Verbindung 39b an die festen Phase und
Abspaltung der Disaure 75.

In dieser Arbeit konnten aul3erdem drei Fluoreszenzfarbstoffe hergestellt werden, die
nach Addition einer Thiolgruppe blaues Licht emittieren. Die Maleimide 44a, 44b und
45 konnten aus den jeweiligen Aminen durch Zugabe von Maleinsaureanhydrid und
anschlieBender Cyclisierung mit NaOAc und Ac,O hergestellt werden (Abbildung
101). In biochemischen Untersuchungen mit Recoverin konnten FRET-Prozesse

zwischen dem Tryptophan des Proteins und dem Farbstoff detektiert werden.

L

NH; OO0
CO,R! \V\z/v/ (:02R1
R20,C

2 2. NaOAc, Ac,0,
R°0,C 140°C
NHBoc NHBoc
32a, R' = Bn, R% = Me 44a, R'=Bn, R? = Me, 54%
32d,R'=R?=Bn 44b, R' = R2= Me, 54%
NH, 020 N
COZMe —_ COzMe
M 2. NaOAc, Ac,0, M
eO,C A0oC eO,C
NH, NHACc
18b 45, 34%

Abbildung 101: Synthese der Verbindungen 44a, 44b und 45.



4. Zusammenfassung und Ausblick Seite | 109

In der Zukunft ware es auch denkbar, die offenkettige Saure 112a oder den Ester
112b, die durch die Ring6ffnung des Maleimids entstehen, als Marker einzusetzen
(Abbildung 102). Solche Verbindungen kénnen die Eigenschaft besitzen, auch vor
der Addition eines Thiols zu fluoreszieren. Ahnliche Verbindungen sind ebenfalls in

der Literatur zu finden.""

O OH Os_OR
X X
O” "NH 0”7 "NH
COzMe COzMe
MeO,C MeO,C
NHPG NHPG
112a 112b, R = Alkyl

Abbildung 102: Offenkettige fluoreszierende Saure 112a oder Ester 112b.

Die Darstellung orange-fluoreszierender Farbstoffe gelang ausgehend von dem
Succinylsuccinat 17b und dem Mono-Boc-geschitzten Ethylendiamin  47a
(Abbildung 103). Die Entfernung der Boc-Schutzgruppe mit TFA und das
anschlieBende Erhitzen mit dem Acetanhydrid und Eisessig fuhrten zu dem
Bismaleimid 46 in 32% Ausbeute (Variante A), das erst nach Addition von zwei
Aquivalenten Thiol sichtbares Licht emittierte. FRET-Prozesse bei der Markierung
von Recoverin waren hier nicht zu beobachten. Bei der Bis-Maleimid-Synthese
konnte auch durch Zugabe von CH,CI, im ersten Schritt (Variante B) das Acetoxy-
Produkt 94 als Nebenprodukt isoliert werden, das im Gegensatz zur Verbindung 46,
nur ein Thiol benétigt um zu emittieren. Die Untersuchung an Recoverin ergab erneut
einen FRET zwischen dem Protein und dem Farbstoff. Es konnte selektiv ein
Hexandecanmercaptan an die Verbindung 46 addiert werden. Das Mono-
Additionsprodukt 98 wies nach Reaktion mit GSH eine Fluoreszenz im orangen

Bereich auf.
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BocHN
OH R INH
NHBoc
CO,Me HNTN CO,Me
MeO,C 2) Oxidation MeO,C
OH HN\L
NHBoc
17b 89a, 71%
1) TFA
2)
|
0 o} 0
/4 7 /
N N N
e} \L ¢} \L O \I\
NH NH NH
CO,Me HS(CH3)15CH3 CO,Me CO,Me
- +
MeO,C MeO,C MeO,C
HN HN HN
1 g 1 g 1 g
/ﬁ/}S(CHm,CHs b E§0Ac
o] o) o]
98, 11% 46, 32% Variante A 94, 0%
15% Variante B 9%

Abbildung 103: Synthese des Bismaleimids 46 der Verbindungen 94 und 98.

Die monofunktionalisierten Derivate konnten nur in geringen Mengen erfolgreich
isoliert werden. Es ist daher sinnvoll in spateren Synthesen die Maleimidfunktion
durch eine Amidkupplung anzubringen. Dazu musste das Carbonsaure-Derivat 113
synthetisiert und mit dem Salz 114 gekuppelt werden (Abbildung 104). Es wére in
diesem Zusammenhang auch der Einfluss der aliphatischen Kettenlange des Amins
auf die Fluoreszenzléschung interessant, da die Maleimidgruppe einen grél3eren
Abstand zum Chromophor besitzen und der Elektronen- oder Energietransfer damit

unterbrochen wirde.
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1

NH

INH 0 @) 0]
/©/C02H ¢ ® DCC Nﬁb
- NgyNHy  ——> H "y 4
MeO,C J n MeO,C o
HN\L ©

0,CCF, HN \L

NHBoc NHBoc
113 114 115

BocHN BocHN

Abbildung 104: Alternative zur Synthese eines orange fluoreszierenden Mono-

Maleimids.

Eine andere Syntheseroute zur Gewinnung von 2,5-Diaminoterephthalsdurediestern
konnte nicht gefunden werden. Jedoch gelang die Synthese der beiden 2,3-
Diaminoterephthalsaurediester 109a und 109b (Abbildung 105). Das para-Xylol 50
wurde hierfir zunachst doppelt nitriert und die beiden Alkylgruppen wurden zur
Dicarbonsaure 105 oxidiert. Die Veresterung erfolgte entweder mit Methanol oder
Benzylbromid, die zu den Diestern 107a und 107b fuhrte. Durch die folgende
doppelte Reduktion der Nitrogruppen wurden die blau fluoreszierenden 2,3-

Diaminoterephthalsaurederivate 109a und 109b erhalten.

CO,R CO,R CO,H
NH, NO, NO,
NH, NO, NO,
CO,R CO,R CO,H
109a, R = Me, 62% 107a, R = Me, 85% 105, 35%
109b, R = Bn, 64% 107b, R = Bn, 83%

|

CH; CHj
NO,
NO,

CH; CH;

50 104a, 44%

Abbildung 105: Synthese der 2,3-Diaminodiester 109a und 109b.
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Die Diester 109a und 109b sind literaturunbekannt, dementsprechend ware es von
gro3em Interesse Derivate von diesen Verbindungen zu synthetisieren. Durch das
Vorhandensein zweier benachbarter Aminofunktionen bietet sich die Darstellung von

Heterocyclen, wie Chinoxalinent”? 116 und Imidazolen™ 117, an (Abbildung 106).

CO.R' COzR:_'
Ny R2 N )
) Ve
N~ "R
CO,R! CO,R’
116a, R' = Me 117a, R' = Me
116b, R' = Bn 117b, R' = Bn

Abbildung 106: Derivate der 2,3-Diaminoterephthalséaurediester.
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5. Experimenteller Teil
5.1 Allgemeines
5.1.1 Analytik

NMR-Spektroskopie: *H-NMR-Spektren wurden mit den Geréten Avance 300 (300
MHz) und Avance 500 (500 MHz) der Firma Bruker bei Zimmertemperatur oder bei
der jeweils angegebenen Temperatur aufgenommen. Chemische Verschiebungen
(®) sind in ppm angegeben und auf Tetramethylsilan (TMS, & = 0 ppm) als inerten
Standard bezogen. Die Kopplungskonstanten J sind als Frequenz in Hertz (Hz)
angegeben. Fur die Signalmultiplizitaten wurden folgende Abklrzungen verwendet: s
(Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), m (Multiplett). Breite Signale sind
zusatzlich mit br (breit) gekennzeichnet. *H-Entkoppelte **C-NMR-Spektren wurden
mit dem Bruker Avance 500 (125 MHz) gemessen. Zusatzlich wurden DEPT135-
Messungen durchgefihrt und die entsprechenden Signale den Kohlenstoff-Atomen
wie folgt zugeordnet: CHjz (priméares), CH, (sekundares), CH (tertidres), C
(quartares). Die Zuordnung der H- und C-Signale wurde in komplizierteren Fallen
durch 2D Spektren bestétigt.

IR-Spektroskopie: Infrarot-Spektren wurden mit dem IR-Spektrometer Tensor 27
der Firma Bruker mit MKIl Golden Gate Single Reflection Diamond ATR-System
aufgenommen. Die Lagen der Absorptionsbanden sind in Wellenzahlen (cm™)
angegeben. Die auftretenden Intensitdten sind durch folgende Abkirzungen
charakterisiert: vs (very strong, sehr stark), s (stark), m (mittel), w (weak, schwach),
br (breites Signal).

UV/Vis- und Fluoreszenz-Spektroskopie: Absorptions-Spekten wurden mit dem
UV/Vis-Spektrometer PERKIN ELMER LS 50 und die Fluoreszenzmessungen
wurden mit einem Shimadzu RF-5301PC gemessen. Fir die Bestimmung der
Quantenausbeute wurde die Parker-Rees-Methode mit Fluorescein (10 mol 1Y) in
Natronlauge (0.1 mol I') als Referenz verwendet."Y Folgende Werte wurden fiir die

Referenzwerte eingesetzt: Qs(Fluorescein) = 0.95, ng(Fluorescein) = 2.33,
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esdcg(Fluorescein) = 2.0778. Die Proben wurden in dem jeweils angegebenen

Losungsmittel geldst und anschlielRend in einer Quartzkivette vermessen.

Massenspektrometrie: Niederaufgeléste (MS) und hochaufgeloste (HR-MS)
Massenspektren mit Elektronensto3- (EI) und Chemischer lonisation (Cl) wurden an
einem Finnigan MAT 95 gemessen. Die lonisierungsenergie betragt 70 eV bei der
ElektronenstoR3ionisation. Niederaufgeloste und hochaufgeloste Massenspektren
durch Elektrospray-lonisation (ESI) wurden an einem Q-TOF Premier der Firma
Waters aufgenommen. Die Angabe der Peakintensitaten erfolgt fur EI- und CI-

Spektren in Prozent der jeweiligen Basispeaks.

Elementaranalysen: Die Elementaranalysen im Mikro- bzw. Ultramikromalfistab

wurden mit dem Euro EA-CHNS Messgerat der Firma HEKAtech gemessen.

Schmelzpunkte: Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mittels eines

Gallenkamp Melting Point Messgerates. Die Werte sind unkorrigiert.

5.1.2 Chromatographie

Dunnschichtchromatographie: Dinnschichtchromatogramme wurden an DC-
Fertigfolien der Firma Merck mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel Typ 60, F2s4) ent-
wickelt. Das verwendete Laufmittelgemisch ist mit dem Ry-Wert der entsprechenden
Verbindung angegeben. Die Detektion erfolgte mit einer UV-Lampe bei 254 nm oder
366 nm Wellenlange. Als Anfarbereagenz wurde Cer-Molydatophosphat genutzt.
Dieses wurde aus 5.0 g Molybdatophosphorsaure Monohydrat (HM01,039P - H,0)
und 2.0 g Cer(IV)-sulfat [Cer(SOy),] in 16 ml konzentrierter Schwefelsdure und 184
ml Wasser durch Rihren Uber Nacht hergestellt. Zur optimalen Fleckenausbildung

wurden die DC-Folien zusatzlich erhitzt.

Saulenchromatographie: Fir die Saulenchromatographie wurde Kieselgel der
Firma Merck (Typ 60, Korndurchmesser 0.035 mm bis 0.070 mm) verwendet.
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51.3 Arbeitstechnik

Beim Hydrieren wurde das Losungsmittel durch dreimaliges Einfrieren mit Fllssig-
stickstoff, Evakuieren und Auftauen entgast und anschlieRend unter Hp-Atmosphare

(1 atm) geruhrt.

5.1.4 Chemikalien

Die LOsungsmittel fir die Chromatographie (EE und Hexan) und CH.Cl, wurden
destilliert. Die verwendeten Chemikalien wurden bei den géngigen Chemikalien-
firmen (u. a. Aldrich, TCI, Fluka, Carl Roth) erworben.
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5.2 Versuchsvorschriften

5.2.1 Synthese der Diaminoterephthalsdure-Bausteine
5.2.1.1 Bernsteinsauredimethylester (52a)!""
MeOZC/\/002Me

CeH1004

M = 146.14 g mol™*

Bernsteinsdureanhydrid (4.00 g, 40.0 mmol) wurde mit SOCI, (14.4 ml) und einer
katalytischen Menge DMF (100 mg, 1.37 mmol) versetzt und die Mischung wurde fir
18 h auf 50°C erwéarmt. Die flichtigen Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und
der Rickstand wurde unter Eiskihlung mit MeOH (7.69 g, 240 mmol) versetzt. Das
Gemisch wurde 4 h auf 50°C erwarmt. Anschlieiend wurde das Loésungsmittel im
Vakuum entfernt und es wurde die Titelverbindung 52a (5.46 g, 37.4 mmol, 94%), als

eine farblose Flussigkeit erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.64 (s, 4 H), 3.70 (s, 6 H) ppm.

3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): 5 = 28.92 (2 CH5), 51.82 (2 CH3), 172.72 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 169 (100) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 169.0477 (fir C4H1oNaOy),
gef. 169.0480 [M + Na'].

IR (ATR): At = 2999 (w), 2956 (m), 2850 (w), 1731 (vs), 1438 (m), 1361 (m), 1324
(m), 1269 (m), 1203 (s), 1156 (vs), 1068 (w), 1027 (m), 998 (m), 957 (W), 846 (m)

cm™t,
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5.2.1.2 Bernsteinsauredibenzylester (52b)!™
BnOZCNCOan
C18H1804

M = 298.33 g mol*

Bernsteinsdureanhydrid (2.00 g, 20.0 mmol) wurde mit SOCI, (7.2 ml) und einer
katalytischen Menge DMF (50 mg, 0.684 mmol) versetzt und die Mischung wurde flr
4 h auf 60°C erwarmt. Das SOCI, wurde gro3tenteils im Vakuum entfernt und der
Ruckstand wurde unter Eiskiihlung mit BnOH (8.76 g, 81.0 mmol) versetzt. Nach 1.5
h Rdhren bei 50°C wurde die LOsung im Vakuum eingeengt und anschliel3end
chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1). Es wurde die Verbindung 52b (5.13 g,
17.2 mmol, 86%) als farbloses Ol erhalten, dass langsam zu einem farblosen

Feststoff auskristallisierte.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.69.

Smp.: 42°C (Lit.: 46°C).["*"

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 2.71 (s, 4 H), 5.12 (s, 4 H), 7.31-7.38 (m, 10 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 29.15 (2 CH,), 66.55 (2 CH,), 128.21 (4 CH),
128.26 (2 CH), 128.55 (4 CH), 135.72 (2 C), 172.03 (2 C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 91 (7), 119 (8), 181 (35), 271 (7), 299 (100) [M + H*].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 298.1205 (fiir C15H1504),
gef. 298.1205 [M'].

IR (ATR): A'! = 3066 (w), 3033 (w), 2960 (w), 2900 (w), 1727 (vs), 1498 (w), 1456
(m), 1403 (m), 1347 (m), 1296 (w), 1249 (m), 1206 (s), 1153 (vs), 1083 (m), 1027
(m), 996 (m), 964 (s), 922 (m), 976 (m), 822 (m), 811 (m), 751 (vs), 704 (vs) cm™.
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5.2.1.3 Bernsteinsaurebenzylmethyldiester (52c)3""®
BnOZC/\/COZMe
C12H140;

M = 222.24 g mol™*

Eine L6sung aus dem Bernsteinsauremonobenzylester (52d) (30.0 g, 144 mmol) in
DMF (210 ml) wurde nacheinander mit Mel (22.5 g, 159 mmol) und K,CO3 (19.9 g,
144 mmol) versetzt. Nach 3.5 h Rihren bei 23°C wurde die Reaktionslosung mit EE
(200 ml) verdiinnt und mit H,O (200 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit
EE (2 x 100 ml) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tber MgSOg4
getrocknet und filtriert. Auf Grund von DMF-Rickstanden wurde der Waschvorgang
noch einmal mit einer ges. wassrigen NaCl-Losung (100 ml) und H,O (2 x 50 ml) mit
anschlieBender Trocknung und Filtration wiederholt. Das Produkt 52c¢ (24.3 g, 109

mmol, 76%) wurde nach dem Trocknen im Vakuum als farblose Fliissigkeit erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & = 2.64-2.70 (m, 4 H), 3.68 (s, 3 H), 5.14 (s, 2 H), 7.31-
7.38 (m, 5 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 5 = 28.89 (CH,), 29.16 (CH,), 51.85 (CHs), 66.56
(CH,), 128.23 (2 CH), 128.27 (CH), 128.56 (2 CH), 135.76 (C), 172.12 (C), 172.70
(C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 91 (10), 115 (14), 181 (7), 223 (100) [M + H*].

HR-MS (E|, 70 eV): ber. 222.0892 (fur C12H1404),
gef. 222.0898 [M*].

IR (ATR): A = 3034 (w), 2953 (w), 1731 (vs), 1498 (w), 1455 (m), 1438 (m), 1413
(m), 1353 (m), 1316 (m), 1264 (m), 1211 (s), 1151 (vs), 1067 (w), 1027 (m), 995 (m),
916 (w), 846 (m), 804 (w), 739 (m), 698 (s) cm™.
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5.2.1.4 Bernsteinsauremonobenzylester (52d)!""!
Bno,c~ M
C11H1204

M = 208.21 g mol*

Benzylalkohol (25.9 g, 240 mmol) und NEt; (24.3 g, 240 mmol) wurden unter
Eisklhlung zu einer Suspension aus Bernsteinsaureanhydrid (20.0 g, 200 mmol) in
CHCl, (100 ml) gegeben. Das Gemisch wurde 16 h bei 23°C geruhrt. Es wurde ges.
wassrige NaHCOs-Lsg (125 ml) zugefugt und die Phasen getrennt. Die wassrige
Phase wurde mit Salzsaure (ca. 60 ml, 5 mol I'!, pH < 2) versetzt und mit EE (2 x 150
ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO4 getrocknet,
filtriert und das Loésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde die Verbindung
52d (37.8 g, 182 mmol, 91%) als ein farbloses Ol erhalten, welches langsam als

farbloser Feststoff auskristallisierte.
Smp.: 57°C (Lit.: 56-57).'™@

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & = 2.67-2.73 (m, 4 H), 5.15 (s, 2 H), 7.31-7.38 (m, 5 H)

ppm; das Proton der Carbonsaure ist nicht erkennbar.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28.86 (2 CH,), 66.65 (CH,), 128.20 (2 CH),
128.29 (CH), 128.56 (2 CH), 135.65 (C), 171.95 (C), 177.98 (C) ppm.

MS (Cl, Isobutan): m/z (%) = 91 (85), 108 (13), 119 (4), 181 (27), 209 (100) [M + H"].

HR-MS (El, 70 eV): ber. 208.0736 (fiir C1;H1,04),
gef. 208.0739 [M'].

IR (ATR): A! = 3070-2550 (br. m), 3061 (m), 3027 (m), 2929 (m), 2759 (m), 2679
(m), 2574 (m), 1728 (s), 1691 (vs), 1501 (w), 1455 (m), 1423 (m), 1390 (m), 1360
(vs), 1302 (w), 1259 (s), 1248 (s), 1215 (w), 1173 (vs), 1069 (m), 1032 (w), 1009 (m),
999 (m), 970 (s), 943 (vs), 914 (s), 895 (s), 848 (m), 734 (vs), 698 (vs), 679 (m) cm™.
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5.2.1.5 2,5-Dihydroxy-1,4-cyclohexadien-1,4-dicarbonsauredimethylester
(17b)!"8
OH
CO,Me
MeO,C
OH
C10H1206

M = 228.20 g mol*

Der Dimethylester 52a (3.90 g, 26.7 mmol) wurde unter Eiskihlung zu einer
Suspension aus NaH (2.30 g, 57.5 mmol, 60%ig in Paraffin6l) in 10 ml DMSO
gegeben. Nach 30 min Ruhren unter Eiskihlung wurde die Suspension mit 10 ml
DMSO verdinnt und auf 50°C fur 2 h erwarmt. Unter Eiskihlung wurde Salzséure
(ca. 40 ml, 1 mol I', pH < 3) zugetropft. Nach weiteren 30 min Riihren wurde der
ausfallende Feststoff abgesaugt und mit H,O (ca. 100 ml) gewaschen. Es wurde
nach Umkristallisation aus Hexan/EE (70 ml, 4 : 3) das Produkt 17b (1.71 g, 7.49

mmol, 56%) als farbloser Feststoff erhalten.
Smp.: 153°C (Lit.: 153°C).l"®
'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.18 (s, 4 H), 3.79 (s, 6 H), 12.12 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 28.44 (2 CH,), 51.77 (2 CHs), 93.09 (2 C),
168.48 (2 C), 171.60 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 251 (100) [M + Na™].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 251.0538 (fur C1oH12NaOg),
gef. 251.0532 [M + Na'].

IR (ATR): A = 3040 (br. m), 2995 (m), 2954 (m), 2917 (m), 2899 (m), 2822 (w), 1667
(s), 1639 (s), 1442 (s), 1420 (m), 1338 (s), 1205 (vs), 1118 (s), 1065 (vs), 951 (m),
794 (vs), 767 (vs) cm™.
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5.2.1.6 2,5-Dihydroxy-1,4-cyclohexadien-1,4-dicarbonsaure-1-benzylester-
4-methylester (17d)RY

OH
CO,Me

BnO,C
OH

C16H1606
M = 304.29 g mol™*

Der Diester 52c (10.0 g, 45.0 mmol) wurde unter Eiskihlung zu einer Suspension
aus NaH (3.96 g, 49.0 mmol, 60%ig in Paraffindl) in 50 ml DMSO gegeben. Nach 30
min Rahren unter Eiskuihlung wurde die Suspension mit 20 ml DMSO verdinnt und
5.5 h bei 23°C geriihrt. Unter Eiskiihlung wurde Salzsaure (ca. 20 ml, 5 mol I,
pH < 3) zugetropft. Das Gemisch wurde bei 23°C fir 30 min gerdhrt. Der
ausgefallende Feststoff wurde abgesaugt, mit H,O (ca. 75 ml) gewaschen und in
einem Gemisch aus Hexan/CH,Cl, (100 ml, 9 : 1) fur 1 h auf 50°C erwarmt. Der
verbliebene Feststoff (hauptsachlich der Dibenzylester 17e) wurde abgesaugt und
das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt. Nach chromatographischer Reinigung des
Filtratriickstandes (SiO,, Toluol) wurde in der ersten Fraktion [R{(SiO2, Toluol) = 0.51]
der Dibenzylester 17e, in der zweiten Fraktion die Titelverbindung 17d (1.57 g, 5.16
mmol, 23%) [Ri(SiO,, Toluol) = 0.38] und in der dritten Fraktion der Dimethylester
17b [R{(SiO,, Toluol) = 0.28] als farblose Feststoffe erhalten. Die Ausbeute der

ersten und der dritten Fraktion wurde nicht bestimmt.
R¢(SiO2, Toluol) = 0.47.
Smp.: 125°C (Lit.: 127°C).*!

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 3 = 3.19-3.23 (m, 4 H), 3.80 (s, 3 H), 5.24 (s, 2 H), 7.31—
7.41 (m, 5H), 12.11 (s, 2 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 28.55 (2 CH,), 51.75 (CHs), 66.30 (CH5), 93.12
(C), 93.16 (C), 128.02 (2 CH), 128.38 (CH), 128.64 (2 CH), 135.57 (C), 168.49 (C),
168.93 (C), 170.95 (C), 171.59 (C) ppm.
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MS (Cl, Isobutan): m/z (%) = 91 (5), 171 (5), 239 (3), 287 (6), 305 (100) [M + H'].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 304.0947 (fiir C16H160s),
gef. 304.0955 [M'].

IR (ATR): A = 3034 (w), 2952 (W), 2899 (W), 1663 (s), 1632 (m), 1496 (W), 1456 (W),
1442 (m), 1426 (m), 1386 (m), 1324 (s), 1213 (vs), 1146 (m), 1124 (s), 1059 (vs),
1025 (m), 956 (m), 933 (M), 914 (M), 867 (m), 799 (s), 774 (vs), 756 (s), 738 (M), 702
(s) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 378 (657 mol ™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 450 nm (Air = 378 nm).

5.2.1.7 2,5-Dihydroxy-1,4-cyclohexadien-1,4-dicarbonséuredibenzylester
(17e)"!
OH
CO,Bn
BnO,C
OH
C22H2006

M = 380.39 g mol™*

Der Dibenzylester 52b (3.00 g, 10.1 mmol) wurde unter Eiskihlung zu einer
Suspension aus NaH (664 mg, 16.6 mmol, 60%ig in Paraffindl) in 16 ml DMSO ge-
geben. Das Gemisch wurde bei 23°C fur 2 h gerihrt. Unter Eiskihlung wurde
Salzsaure (ca. 15 ml, 5 mol I, pH < 3) zugetropft. Das Gemisch wurde auf 23°C
erwarmt und dann 2.5 h geruhrt. Der ausgefallende Feststoff wurde abgesaugt, mit
H,O (ca. 50 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Nach Umkristallisation aus
Hexan/Toluol/CH,Cl, (50 ml, 5 : 7 : 10) wurde die Verbindung 17e (980 mg, 2.58

mmol, 51%) als ein farbloser Feststoff erhalten.

Smp.: 172°C (Lit.: 169°C)."%
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.24 (s, 4 H), 5.23 (s, 4 H), 7.33-7.40 (m, 10 H),
12.10 (s, 2 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 28.57 (2 CH,), 66.32 (2 CH,), 93.16 (2 C);
128.02 (4 CH), 128.38 (2 CH), 128.63 (4 CH), 135.55 (2 C), 168.87 (2 C), 170.94 (2
C) ppm.

MS (Cl, Isobutan): m/z (%) = 381 (100) [M + H], 761 (17) [2 M + H"].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 381.1333 (flir C22H2106),
gef. 381.1349 [M + H].

IR (ATR): A"! = 3036 (w), 2897 (w), 2827 (w), 1651 (s), 1621 (s), 1498 (W), 1456 (W),
1423 (m), 1396 (m), 1337 (vs), 1268 (w), 1214 (vs), 1178 (s), 1161 (s), 1143 (m),
1068 (s), 1029 (m), 1002 (m), 970 (m), 952 (m), 914 (w), 883 (w), 851 (s), 802 (vs),
774 (m), 751 (s), 735 (vs), 694 (vs) cm™,

5.2.1.8 2,5-Diaminoterephthalsauredimethylester (18b)1?%%!
NH,
CO,Me
MeOzC
NH,
C10H12N204

M = 224.21 g mol™*

Versuchsvorschrift 1: Der Dimethylester 17b (112 mg, 0.491 mmol) wurde mit 4.5
ml MeOH versetzt. Es wurde ein Blasenzahler auf die Apparatur gesetzt und NHz(Q)
eingeleitet und die Suspension wurde dabei auf 60°C fur 30 min erwarmt. Die Gaszu-
fuhr wurde unterbrochen und es wurde langsam Salzsaure (0.8 ml, 10 mol I'Y) zuge-
tropft. AnschlieRend wurde bei 50°C fur 9 h Luft in die Lésung eingeleitet und noch-
mals ohne Luftzufuhr bei 50°C weitergerthrt. Nach 3 d wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und es wurde CH,CI, (20 ml) und H,O (20 ml) zugesetzt. Die
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (3 x 20 ml) extra-
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hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Nach Chromatographie (SiO»,
Toluol/EE = 7 : 1, + 1 Vol% NEt3) wurde die Verbindung 18b (34 mg, 0.15 mmol,

31%) als ein oranger Feststoff erhalten.

Versuchsvorschrift 2: Der Dimethylester 17b (875 mg, 3.83 mmol) wurde mit
NH4OAc (5.91 g, 76.7 mmol), Eisessig (0.5 ml) und Toluol (15 ml) versetzt und am
Wasserabscheider unter Ruckfluss fur 16 h erwarmt. Es wurde mit EE (100 ml) und
ges. wassriger NaHCO3-L6sung (100 ml) verdinnt. Nach Trennung der Phasen
wurde die wassrige mit EE (100 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
MgSO, getrocknet und filtriert. Der Ruckstand wurde zweimal chromatographiert
(SiO2, Hexan/EE = 2 : 1, + 1 Vol% NEt3) um Verbindung 18b (460 mg, 2.05 mmaol,
54%) als orangen Feststoff zu erhalten.

Ri(SiO2, Hexan/EE = 2 : 1) = 0.27.
Smp.: 181°C (Lit.: 185°C).[?#%!
'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.88 (s, 6 H), 5.06 (br. s, 4 H), 7.28 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 51.89 (2 CHs), 117.55 (2 C), 118.87 (2 CH),
140.55 (2 C), 167.61 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 123 (100), 150 (55), 193 (60), 225 (25) [M + H*].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 225.0875 (flr C1oH13N204),
gef. 225.0880 [M + H'].

IR (ATR): A'* = 3469 (s), 3366 (s), 3066 (W), 2956 (m), 2923 (m), 2852 (m), 1681 (s),
1575 (s), 1502 (m), 1485 (m), 1438 (s), 1331 (w), 1281 (s), 1211 (vs), 1104 (vs), 955

(m), 903 (m), 854 (w), 789 (s) cm™.

UV/Vis (CH2Cl): Amax (€) = 434 (2773 mol™ dm?® cm™) nm.
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Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 535 nm (Air = 434 nm).

5.2.1.9 2,5-Diamino-1,4-cyclohexadien-1,4-dicarbonsaure-1-benzylester-4-

methylester (23c)

NH»
CO,Bn
MeO,C
NH»>
C16H18N204

M = 302.33 g mol ™

Synthese des Enamins: Der Diester 17d (1.00 g, 3.29 mmol) wurde mit NH4;OAc
(5.07 g, 65.8 mmol), Eisessig (0.5 ml) und Toluol (30 ml) am Wasserabscheider unter
Ruckfluss erhitzt. Es wurde in einem zeitlichen Abstand von 16 h und 7.5 h weiteres
NH,OAc (2 x 1 g, 2 x 1.30 mmol) zugegeben und die Mischung wurde weiter
refluxiert. Nach weiteren 12.5 h wurde EE (20 ml) und H,O (50 ml) zugegeben und
die wassrige Phase wurde nach Phasentrennung mit EE (50 ml) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden lber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Nach der chromatographischen
Aufarbeitung (SiO2, NEt3, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol% NEt3) wurde das orange-rote
Enamin 23c (851 mg, 2.81 mmol, 85%) erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.20.

Smp.: 100°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): = 3.11-3.13 (m, 2 H), 3.15-3.17 (m, 2 H), 3.70 (s, 3 H),
5.17 (s, 2 H), 7.29-7.32 (m, 1 H), 7.34-7.37 (m, 4 H) ppm; die Protonen der
Amingruppen sind nicht erkennbar.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 30.18 (CH,), 30.29 (CH,), 50.56 (CHs), 64.97

(CH,), 86.40 (C), 86.44 (C), 127.77 (2 CH), 127.82 (CH), 128.45 (2 CH), 137.00 (C),
155.53 (C), 155.97 (C), 168.34 (C), 169.02 (C) ppm.
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MS (ESI, neg. Modus): m/z = 301 (100) [M — H'].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 301.1188 (fur C16H17N204),
gef. 301.1195 [M — H*].

IR (ATR): AL = 3442 (m), 3330 (m), 3030 (W), 2948 (w), 2888 (W), 2826 (W), 1661 (s),
1610 (s), 1540 (s), 1497 (m), 1431 (m), 1372 (w), 1337 (w), 1270 (s), 1208 (vs), 1083
(s), 1003 (m), 963 (M), 907 (m), 864 (m), 820 (M), 778 (s), 751 (M), 734 (M), 697 (S)

cm™.

Synthese des Gemisches aus Enamin 23c und dem Terephthalsdurederivat
18c: Unter ahnlichen Bedingungen konnte auch ein Gemisch aus Enamin 23c und
dem oxidierten Produkt 18c isoliert werden. Dabei konnte z. B. bei dem Einsatz von
1 g (3.29 mmol) Edukt 17d und 9.07 g (118 mmol) NH,OAc in 30 ml Toluol und 0.5
ml Eisessig ein Gemisch (395 mg, Enamin 23c/Terephthalat 18c = 1 : 2) erhalten

werden.

5.2.1.10 2,5-Diaminoterephthalsaure-1-benzylester-4-methylester (18c)*Y

NH»>
COan
MGOZC
NH,
C16H16N204

M = 300.31 g mol™

Das Enamin 23c (200 mg, 0.662 mmol) oder das Enamin/Diaminoterephthalséure-
Gemisch wurde mit wasserfreiem DMF (10 ml) und mit katalytisch HCI (0.5 ml, 5-6
mol I'* in iPrOH) versetzt. Es wurde ein Blasenzéhler auf die Apparatur gesetzt, syn-
thetische Luft eingeleitet und die Losung wurde dabei auf 50°C fur 7.5 h gerihrt. Die
Gaszufuhr wurde gestoppt und es wurde weiter erwarmt. Nach 14.5 h wurde EE (50
ml) und H,O (40 ml) zugefigt. Nach Phasentrennung wurde die wassrige Phase mit
EE (2 x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSOyg4

getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Riuckstand
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wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol% NEts) und es wurde die
Verbindung 18c (114 mg, 0.380 mmol, 57%) als ein rotes Ol isoliert.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.30.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 3.88 (s, 3 H), 5.11 (br. s, 4 H), 5.32 (s, 2 H), 7.28 (s,
1 H), 7.32 (s, 1 H), 7.36=7.44 (m, 5 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): § = 51.92 (CHs), 66.58 (CH,), 177.33 (C), 177.60
(C), 118.86 (CH), 128.24 (2 CH), 128.36 (CH), 128.60 (CH), 128.66 (2 CH), 135.81
(C), 140.50 (C), 140.72 (C), 166.94 (C), 167.58 (C) ppm.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 435 (3545 mol™* dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 539 nm (Air = 435 nm).

5.2.1.11 2,5-Diamino-1,4-cyclohexadien-1,4-dicarbonsaure-1,4-
dibenzylester (23b)1®

NH»>
CO,Bn
Bn02C
NH»
C22H22N204

M = 378.42 g mol™

Der Dibenzylester 17e (880 mg, 2.31 mmol) wurde mit NH,OAc (3.57 g, 46.3 mmol),
Eisessig (0.5 ml) und Toluol (15 ml) am Wasserabscheider fur 20 h refluxiert. Die
Reaktionslésung wurde mit EE (75 ml) und ges. wassriger NaHCO3;-Lsg (75 ml) ge-
waschen. Die wéssrige Phase wurde mit EE (75 ml) extrahiert. Die vereinigten organ-
ischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE =
3:1—1:1,+1Vol% NEt3) und es wurde ein orange-roter Feststoff 23b (805 mg,
2.13 mmol, 92%) erhalten.
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R¢(SiO,, Hexan/EE = 3: 1) = 0.44.
Smp.: 158°C (Lit.; 158-159°C).1%!

'H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 3.18 (s, 4 H), 5.17 (s, 4 H), 7.30-7.34 (m, 2 H), 7.34—

7.37 (m, 8 H) ppm; die Protonen der Amingruppen sind nicht erkennbar.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 30.31 (2 CH,), 65.05 (2 CH,), 88.46 (2 C);
127.83 (4 CH), 127.88 (2 CH), 128.50 (4 CH), 137.04 (2 C), 155.95 (2 C), 168.39 (2
C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 261 (70), 305 (90), 349 (30), [M — 2 NH, + H'], 401 (55)
[M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 401.1477 (fir C22H22N2NaOy),
gef. 401.1469 [M + Na'].

IR (ATR): At = 3474 (m), 3414 (m), 3333 (m), 2946 (w), 2890 (w), 2827 (w), 1655
(s), 1605 (s), 1538 (s), 1498 (m), 1455 (m), 1427 (m), 1393 (w), 1374 (w), 1337 (w),
1275 (m), 1214 (vs), 1088 (s), 1028 (m), 912 (m), 878 (m), 810 (m), 779 (s), 748 (vs),
738 (vs), 697 (vs), 652 (m) cm™.

Synthese des Gemisches aus Enamin 23b und dem Terephthals&urederivates
18d: Unter dhnlichen Bedingungen konnte auch ein Produktgemisch isoliert werden.
Es konnte zum Beispiel bei einem Ansatz von 880 mg Edukt (2.31 mmol) 17e, 3.57 g
NH4OAc (46.3 mmol) in 15 ml Toluol und 0.4 ml Eisessig eine Mischung aus Enamin
23b/Terephthalat 18d (413 mg, 1 : 1) erhalten werden.
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5.2.1.12 2,5-Diaminoterephthalsauredibenzylester (18d)1=

NH>
CO,Bn
BnO,C
NH,
C22H20N204

M = 376.41 g mol ™

Der Dibenzylester 23b (880 mg, 2.33 mmol) oder das Produktgemisch von 23b und
18d wurde mit DMF (10 ml) und katalytisch HCI (0.5 ml, 5-6 mol I'* in iPrOH)
versetzt. Es wurde ein Blasenzahler auf die Apparatur gesetzt und synthetische Luft
eingeleitet. Nach 6 h Ruhren bei 50°C wurde die Lésung abgekihlt und EE (50 ml)
und wassrige ges. NaHCOs-Losung (50 ml) zugesetzt. Die Phasen wurden vonein-
ander getrennt und die wassrige Phase wurde mit EE (50 ml) extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das LOosungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde chromatographiert (SiOo,
Hexan/EE = 2 : 1, + 1 Vol% NEt3). Es wurde die Titelverbindung 18d (387 mg, 1.03

mmol, 44%) als ein orange-roter Feststoff erhalten.
R¢(SiO,, Hexan/EE = 2 : 1) = 0.67.
Smp.: 121°C (Lit.: 132-133 °C).*®

'H-NMR (500 MHz, CDCl): 6 = 5.08 (br. s, 4 H), 5.32 (s, 4 H), 7.31 (s, 2 H), 7.34-
7.44 (m, 10 H) ppm.

13C{lH}-NMR (125 MHz, CDCI3): 6 = 66.59 (2 CH,), 117.51 (2 C); 118.86 (2 CH),
128.23 (4 CH), 128.34 (2 CH), 128.65 (4 CH), 135.87 (2 C), 140.72 (2 C), 166.93 (2
C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 377 (100) [M + H™].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 377.1501 (fur C22H21N204),
gef. 377.1477 [M + H'].
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IR (ATR): A'* = 3435 (m), 3372 (m), 3336 (m), 3063 (w), 3033 (w), 2961 (w), 1687
(s), 1578 (m), 1498 (m), 1450 (m), 1425 (w), 1377 (w), 1286 (s), 1199 (vs), 1091 (vs),
1028 (m), 945 (m), 915 (m), 883 (m), 823 (m), 789 (M), 726 (m), 693 (vs) cm™.

5.2.1.13 Die Umsetzung des Diaminodicarbonsaurebenzylmethyldiesters
18c mit Boc,0O

Boc,O (364 mg, 1.67 mmol) wurde zu einer Losung aus Benzylmethyldiester 18c
(374 mg, 1.25 mmol) in EE (16 ml) gegeben. Nach 7 d Ruhren bei 23°C wurde das
Gemisch mit ges. wassriger NH4Cl-Lésung (50 ml) versetzt und 10 min bei 23°C
geruhrt. Nach der Phasentrennung wurde die wassrige Phase mit EE (50 ml) extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet, filtriert
und das Loésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde chroma-
tographisch gereinigt (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol% NEt3) und es wurden das
Regioisomer 32b (202 mg, 0.504 mmol, 40%) in der ersten Fraktion [R{(SiO,,
Hexan/EE = 3 : 1) = 0.50] und das Regioisomer 32a (214 mg, 0.534 mmol, 43%) in
der zweiten Fraktion [R{(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.40] als gelb-orange Feststoffe

isoliert.

5.2.1.13.1 5-Amino-2-(tert-butoxycarbonylamino)terephthalsdure-1-benzyl-
ester-4-methylester (32b)

NHBoc
CO,Bn
MeO,C
NH,
C21H24N206

M = 400.43 g mol™

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.50.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 = 1.53 (s, 9 H), 3.89 (s, 3 H), 5.46 (s, 2 H), 5.47 (br. s,
2 H), 7.36-7.44 (m, 6 H), 8.83 (s, 1 H), 9.50 (s, 1 H) ppm.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 28.41 (3 CHj3), 51.96 (CHs), 67.26 (CH,), 80.15
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(C), 115.89 (C), 118.67 (CH), 120.72 (C), 122.01 (CH), 128.31 (2 CH), 128.58 (CH),
128.74 (2 CH), 130.92 (C), 135.32 (C), 144.21 (C), 153.08 (C), 166.84 (C), 167.85

(C) ppm.

MS (ClI, Isobutan): m/z (%) = 301 (75) [M — 2 CO,tBu + H'], 345 (100), 401 (75) [M +
H'], 801 (40) [(2 M)'].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 400.1634 (fur C1H24N,0g),
gef. 400.1627 [M"].

IR (ATR): A* = 3478 (m), 3368 (m), 3327 (m), 2975 (w), 1693 (s), 1626 (w), 1569
(m), 1529 (s), 1500 (m), 1454 (m), 1438 (m), 1422 (m), 1392 (w), 1368 (m), 1317 (m),
1296 (m), 1270 (m), 1226 (vs), 1212 (vs), 1155 (vs), 1107 (vs), 1044 (m), 1022 (m),
986 (m), 906 (m), 870 (w), 838 (m), 790 (s), 748 (m), 730 (s), 692 (s) cm™.

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 416 (9303 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 492 nm (Air = 416 nm).

5.2.1.13.2 2-Amino-5-(tert-butoxycarbonylamino)terephthalsdure-1-
benzylester-4-methylester (32a)>"

NH,
COan
MeO,C
NHBoc
C21H24N206

M = 400.43 g mol™*
R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.40.

Smp.: 142°C (Lit.: 146°C).*!
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 1.51 (s, 9 H), 3.91 (s, 3 H), 5.38 (s, 2 H), 5.47 (br. s,
2 H), 7.32-7.33 (m, 2 H), 7.36—-7.39 (m, 2 H), 7.46-7.47 (m, 2 H), 8.88 (s, 1 H), 9.41
(s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 28.41 (3 CHj3), 52.40 (CHs), 66.42 (CH,), 80.16
(C), 115.88 (C), 118.64 (CH), 121.11 (C), 122.50 (CH), 127.91 (2 CH), 128.08 (CH),
128.56 (2 CH), 130.87 (C), 136.20 (C), 144.29 (C), 153.08 (C), 167.18 (C), 167.49

(C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 301 (80) [M — 2 CO,tBu + H*], 345 (100), 401 (80) [M +
H'], 801 (6) [(2 M)'].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 400.1634 (fiir C21H24N>0g),
gef. 400.1629 [M'].

IR (ATR): A'! = 3481 (m), 3370 (m), 3339 (m), 3004 (w), 2981 (w), 2955 (w), 1698
(s), 1628 (w), 1569 (m), 1530 (s), 1454 (m), 1440 (m), 1421 (m), 1385 (w), 1370 (m),
1319 (m), 1297 (m), 1274 (m), 1245 (vs), 1215 (vs), 1158 (vs), 1110 (vs), 1047 (m),
1024 (m), 987 (m), 906 (m), 840 (m), 790 (s), 771 (m), 751 (m), 733 (s), 687 (s) cm™.
UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 409 (4384 mol™* dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 490 nm (Air = 409 nm).

5.2.1.14 2-Amino-5-(tert-butoxycarbonylamino)terephthalsauredimethyl-
ester (32¢)

NHBoc
CO,Me
MeO,C
NH>
C15H20N206

M = 324.33 g mol™
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Boc,O (631 mg, 2.89 mmol) wurde zu einer Losung aus dem Diester 18b (648 mg,
2.89 mmol) in EE (27 ml) gegeben. Die Lésung wurde 5.5 d bei 23°C gerihrt und die
Mischung wurde anschlieRend mit EE auf 50 ml verdinnt. Es wurde mit ges.
wassriger NH4Cl-Lésung (50 ml) gewaschen und nach Phasentrennung wurde die
wassrige Phase mit EE (50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Der Riuckstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol%
NEts3) und es wurde die Verbindung 32c (785 mg, 2.42 mmol, 84%) als ein oranger
Feststoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.35.
Smp.: 116-120°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 1.51 (s, 9 H), 3.87-3.89 (m, 6 H), 5.48 (br. s, 2 H),
7.30 (s, 1 H), 8.78 (s, 1 H), 9.49 (s, 1 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): § = 28.33 (3 CH3), 51.94 (CHs), 52.36 (CHs3), 80.07
(C), 115.58 (C), 118.58 (CH), 120.57 (C), 121.75 (CH), 130.65 (C), 144.20 (C),
153.04 (C), 167.48 (C), 167.80 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z = 323 (100) [M — H'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 347.1219 (fur C15H20N2NaOg),
gef. 347.1222 [M + Na'].

IR (ATR): A = 3477 (m), 3368 (m), 2952 (w), 2925 (w), 2851 (w), 1690 (s), 1623 (w),
1565 (m), 1521 (s), 1436 (m), 1417 (m), 1390 (w), 1364 (m), 1314 (m), 1266 (m),
1221 (vs), 1154 (vs), 1101 (vs), 1072 (s), 1044 (s), 1020 (s), 966 (m), 904 (m), 872
(w), 787 (s), 747 (m), 679 (m) cm™.

UVIVis (CH2Cla): Amax (€) = 404 (4563 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH2Clz): Aem = 490 nm (Air = 404 nm).
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5.2.1.15 2-Amino-5-(tert-butoxycarbonylamino)terephthalsauredibenzyl-
ester (32d)

NHBoc
CO,Bn
BnO,C
NH,
C27H28N206

M = 476.52 g mol™

Eine Losung aus Boc,O (268 mg, 1.23 mmol) in EE (6 ml) wurde zu einer Lésung
aus dem Diaminodiester 18d (420 mg, 1.12 mmol) in EE (6 ml) getropft. Nach 18 d
Ruhren bei 23°C wurde ges. wassrige NH4Cl-Losung (25 ml) zugegeben und die
Mischung wurde 20 min geruhrt. Es wurde mit EE auf 50 ml verdiinnt und die Phasen
wurden getrennt. Die wassrige Phase wurde mit EE (25 ml) extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden tber MgSO, getocknet, filtriert und das Losungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde nach Chromatographie (SiO,, Hexan/EE
=3:1, +1Vol% NEt3) Verbindung 32d (485 mg, 1.02 mmol, 91%) als ein gelber

Feststoff erhalten.
R¢(SiO,, Hexan/EE =3 :1) = 0.47.
Smp.: 137°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1.51 (s, 9 H), 5.34 (s, 2 H), 5.38 (s, 2 H), 5.45 (br. s,
2 H), 7.26-7.47 (m, 11 H), 8.89 (s, 1 H), 9.43 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 28.36 (3 CHj3), 66.37 (CH,), 67.28 (CH,), 80.16
(C), 115.75 (C), 118.65 (CH), 120.84 (C), 122.27 (CH), 127.86 (2 CH), 128.06 (CH),
128.34 (2 CH), 128.53 (2 CH), 128.61 (CH), 128.74 (2 CH), 130.87 (C), 135.22 (C),
136.11 (C), 144.27 (C), 153.02 (C), 166.81 (C), 167.15 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 499 (100) [M + Na'].
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HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 499.1845 (fur C,7H23N2NaOg),
gef. 499.1847 [M + Na'].

IR (ATR): At = 3467 (m), 3360 (m), 3325 (m), 3067 (w), 3038 (w), 2976 (w), 2934
(w), 2879 (w), 1693 (s), 1626 (w), 1572 (m), 1530 (s), 1499 (m), 1452 (m), 1424 (m),
1394 (w), 1368 (m), 1316 (m), 1271 (m), 1226 (vs), 1161 (vs), 1114 (vs), 1048 (m),
1025 (m), 962 (m), 895 (m), 833 (m), 787 (s), 751 (m), 725 (s), 688 (vs) cm™.

5.2.1.16 2,5-Bis(tert-butoxycarbonylamino)terephthalsédure-1-benzylester-4-
methylester (56)°

NHBoc
CO,Bn
MeO,C
NHBoc
C26H32N208

M = 500.54 g mol*

Eine L6sung aus dem Diamin 18c (186 mg, 0.619 mmol) in EE (1 ml) wurde mit
Boc,O (1.24 mmol, 271 mg) versetzt und die Mischung wurde fur 17 d bei 50°C
geruhrt. Anschlie3end wurde ges. wassrige NH4CIl-Losung (3 ml) zugegeben und 15
min bei 23°C gerthrt. Es wurde mit EE auf 20 ml verdiinnt. Die organische Phase
wurde mit ges. NH,CIl-Losung (20 ml) gewaschen, die Phasen wurden getrennt und
die wassrige wurde noch einmal mit EE (20 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert (SiO-,
Hexan/EE = 3 : 1 — EE) und es wurde die Verbindung 56 (288 mg, 0.575 mmol,

93%) als gelber Feststoff erhalten.
R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.64.

Smp.: 175°C (Lit.: 182°C).1*
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.49 (s, 9 H), 1.50 (s, 9 H), 3.92 (s, 3 H), 5.39 (br. s,
2 H), 5.47 (br. s, 2 H), 7.92-7.32 (m, 1 H), 7.35-7.38 (m, 2 H), 7.44-7.45 (m, 1 H),
9.00 (s, 1 H), 9.10 (s, 1 H), 9.85 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 28.36 (3 CHs), 28.38 (3 CHjs), 52.66 (CHs),
67.14 (CH>), 80.61 (C), 80.66 (C), 119.62 (C), 119.62 (C), 121.13 (CH), 121.55 (CH),
127.90 (2 CH), 128.33 (CH), 128.66 (2 CH), 135.36 (C), 135.40 (C), 135.56 (C),
152.84 (C), 152.90 (C), 167.12 (C), 167.85 (C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 301 (40) [M — 2 CO,tBu + H'], 345 (55), 389 (100), 401
(80) [M — CO,tBu + H*], 445 (95), 500 (100) [M*], 1001 (18) [(2 M)*].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 500.2159 (fiir C26H32N20s),
gef. 500.2153 [M'].

IR (ATR): At = 3304 (m), 3138 (w), 3007 (W), 2973 (m), 2929 (w), 1722 (s), 1695 (s),
1542 (s), 1453 (m), 1434 (m), 1412 (m), 1391 (m), 1365 (m), 1321 (m), 1241 (vs),
1220 (vs), 1152 (vs), 1104 (vs), 1053 (vs), 1027 (s), 963 (m), 918 (m), 853 (m), 788
(m), 768 (W), 743 (m), 727 (w), 693 (m) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 404 (7073 mol™* dm® cm™) nm.
Fluoreszenz (CH2Cly): Aem = 450 nm (Air = 404 nm).

5.2.1.17 Umsetzung des Diaminodicarbonséaurebenzylmethyldiesters 18c

mit Fmoc-O-Succinimid

Eine Mischung aus Fmoc-O-Succinimid (536 mg, 1.59 mmol) in CH,Cl, (7 ml) wurde
zu einer Losung aus dem Diamin 18c (477 mg, 1.59 mmol) in THF (7 ml) getropft.
Nach 5 d Ruhren bei 23°C wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde zweifach chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol%
NEt3) um Regioisomer 55b (330 mg, 0.632 mmol, 40%) in der ersten Fraktion [(SiO,
Hexan/EE = 3 : 1) = 0.47] und Regioisomer 55a (283 mg, 0.542 mmol, 34%) in der
zweiten Fraktion [(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.37] als gelbe Feststoffe zu erhalten.
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5.2.1.17.1  5-Amino-2-[(9H-fluoren-9-yl)carbonylamino]terephthalsaure-1-
benzylester-4-methylester (55b)

NHFmoc
CO,Bn
MeO,C
NH,
C31H26N206

M = 522.55 g mol*

R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.47.

Smp: 146°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.90 (s, 3 H), 4.32 (t, J = 7.5 Hz, 1 H), 4.43 (d, J =
7.6 Hz, 2 H), 5.39 (s, 2 H), 5.54 (br. s, 2 H), 7.32—=7.35 (m, 2 H), 7.39-7.44 (m, 6 H),
7.46-7.48 (m, 2 H), 7.65—7.67 (m, 2 H), 7.77-7.79 (m, 2 H), 8.87 (s, 1 H), 9.92 (s, 1
H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 47.14 (CH), 52.06 (CHs), 67.32 (CH,), 67.47
(CH,), 115.71 (C), 118.72 (CH), 119.99 (2 CH), 121.02 (C), 122.27 (C), 125.27 (2
CH), 127.14 (2 CH), 127.73 (2 CH), 128.45 (2 CH), 128.70 (CH), 128.79 (2 CH),
130.48 (C), 135.19 (C), 141.31 (2 C), 143.93 (2 C), 144.75 (C), 153.71 (C), 166.92
(C), 167.75 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 523 (100) [M + H™], 545 (10) [M + Na'].

HR-MS (ES|, pos. MOdUS)Z ber. 545.1689 (fl'Jr C31H26N2N306),
gef. 545.1682 [Na'].

IR (ATR): A'* = 3477 (s), 3364 (s), 3327 (br. m), 3065 (W), 3027 (W), 2945 (m), 1716
(m), 1692 (vs), 1633 (w), 1592 (m), 1562 (m), 1532 (s), 1499 (m), 1435 (s), 1373 (W),
1358 (w), 1304 (m), 1265 (s), 1242 (s), 1212 (s), 1189 (s), 1107 (s), 1089 (s), 1069
(m), 1041 (m), 1003 (m), 992 (m), 980 (m), 950 (W), 905 (m), 873 (w), 843 (W), 806
(W), 793 (m), 783 (M), 768 (m), 759 (M), 737 (vs), 696 (m), 639 (m) cm™.
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5.2.1.17.2 2-Amino-5-[(9H-fluoren-9-yl)carbonylamino]terephthalsaure-1-
benzylester-4-methylester (55a)

NH,
COZBn
MeO,C
NHFmoc
C31H26N206

M = 522.55 g mol™
R¢(SiO,, Hexan/ EE=3:1) =0.37.
Smp.: 134°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.96 (s, 3 H), 4.29 (t, J = 7.5 Hz, 1 H), 4.43 (d, J =
7.6 Hz, 2 H), 5.37 (s, 2 H), 5.54 (br. s, 2 H), 7.31-7.44 (m, 10 H), 7.65-7.66 (m, 2 H),
7.77-7.78 (m, 2 H), 8.92 (s, 1 H), 9.84 (s, 1 H) ppm.

3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): = 47.11 (CH), 52.60 (CHz3), 66.51 (CHy), 67.31
(CHy), 115.61 (C), 118.72 (CH), 119.97 (2 CH), 121.26 (C), 122.50 (C), 125.28 (2
CH), 127.11 (2 CH), 127.72 (2 CH), 127.94 (2 CH), 128.13 (CH), 128.57 (2 CH),
129.96 (C), 135.99 (C), 141.31 (2 C), 143.94 (2 C), 144.88 (C), 153.67 (C), 167.07
(C), 167.52 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 523 (18) [M + H'], 545 (100) [M + Na'].

HR-MS (ES|, pos. MOdUS)Z ber. 545.1689 (fl'Jr C31H26N2N306),
gef. 545.1688 [M + Na'].

IR (ATR): A™* = 3470 (s), 3359 (s), 3281 (br. m), 3064 (w), 2942 (m), 2884 (w), 1711
(s), 1690 (vs), 1631 (w), 1593 (s), 1500 (m), 1440 (s), 1371 (w), 1277 (s), 1245 (s),
1232 (s), 1204 (vs), 1104 (vs), 1093 (vs), 1063 (m), 1038 (m), 991 (w), 969 (m), 937
(w), 905 (m), 891 (w), 867 (w), 848 (w), 821 (w), 788 (m), 777 (m), 738 (vs), 697 (),
637 (w) cm™.
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5.2.1.18 5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-[(9H-fluoren-9-yl)carbonylamino]-
terephthalsdure-1-benzylester-4-methylester (51a)

NHFmoc
COZBn
MeOzC
NHBoc
C36H3aN20s

M = 622.66 g mol™

Eine Mischung aus Fmoc-Diester 55b (0.191 mmol, 100 mg), EE (3 ml) und Boc,O
(0.23 mmol, 50 mg) wurde fir 9 d bei 70°C gerthrt. Es wurde zwischenzeitlich
weiteres Boc,O (0.33 mmol, 73 mg) zugesetzt und so viel EE zugeflgt, dass der
Lésungsmittelstand von ca. 3 ml erhalten blieb. Anschlieend wurde das Losungs-
mittel entfernt. Der Ruckstand wurde in CH.CIl, (10 ml) aufgenommen, mit ges.
wassriger NH4CI-Losung (2 x 20 ml) 40 min gerthrt und die Phasen getrennt. Die
organische Phase wurde mit ges. wassriger NH4Cl-Losung (2 x 20 ml) gewaschen,
Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungmittel wurde im Vakuum entfernt.
Nach Chromatographie (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol% NEt3) wurde das Produkt
51a (89 mg, 0.14 mmol, 75%) als weil3-gelblicher Feststoff isoliert.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.65.

Smp.: 159°C.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 1.56 (s, 9 H), 3.95 (s, 3 H), 4.33 (t, J = 7.5 Hz, 1 H),
4.46 (d, J = 7.6 Hz, 2 H), 5.48 (s, 2 H), 7.33-7.38 (m, 3 H), 7.41-7.44 (m, 4 H), 7.53—
7.54 (m, 2 H), 7.66—7.67 (m, 2 H), 7.78-7.79 (m, 2 H), 9.08 (s, 1 H), 9.20 (s, 1 H),
9.97 (s, 1 H), 10.32 (s, 1 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28.29 (3 CH3), 47.00 (CH), 52.67 (CHs), 67.27
(CH,), 67.47 (CH,), 80.67 (C), 119.37 (C), 119.85 (C), 119.98 (2 CH), 121.32 (CH),
121.40 (CH), 125.18 (2 CH), 127.12 (2 CH), 127.74 (2 CH), 127.99 (2 CH), 128.37
(CH), 128.63 (2 CH), 134.48 (C), 135.38 (C), 135.99 (C), 141.26 (2 C), 143.74 (2 C),
152.74 (C), 153.50 (C), 167.11 (C), 167.63 (C) ppm.
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MS (ESI, pos. Modus): m/z = 523 (28) [M — CO,tBu + H™], 645 (100) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 645.2213 (fur C3sH34N2NaOg),
gef. 645.2214 [M + Na'].

IR (ATR): At = 3303 (m), 2982 (m), 2954 (m), 1720 (s), 1692 (s), 1541 (vs), 1477
(W), 1450 (m), 1438 (m), 1412 (m), 1392 (w), 1367 (w), 1324 (m), 1217 (vs), 1152
(vs), 1109 (s), 1051 (s), 987 (m), 965 (m), 920 (w), 845 (w), 789 (w), 751 (m), 737 (s),
699 (m), 670 (m) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 379 (4900 mol™* dm?® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 452 nm (Air = 379 nm).

5.2.1.19 5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-[(9H-fluoren-9-yl)carbonylamino]-
terephthalsdure-4-benzylester-1-methylester (51b)

NHBoc
COan
MeOzC
NHFmoc
C36H34N20g

M = 622.66 g mol™*

Boc,0O (0.23 mmol, 50 mg) wurde zu einer Losung aus dem Fmoc-Diester 55a (0.191
mmol, 100 mg) in CH,ClI,/CH,CICH,CI (4 ml, 1 : 1) gegeben. Die Mischung wurde auf
90°C erhitzt. Dabei wurde noch Boc,O (0.25 mmol, 55 mg) und Losungsmittel
zugegeben, so dass das Losungsmittelvolumen von 4 ml erhalten blieb. Nach 3 d
wurde die Reaktionsldsung auf 23°C abgekuhlt, mit CH,Cl, auf 10 ml verdinnt und
mit ges. wassriger NH4CI-Losung (20 ml) ca. 25 min gerihrt. Nach Phasentrennung
wurde die organische Phase Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Nach chromatographischer Aufarbeitung (SiO,, Hexan/EE =
3:1, + 1 Vol% NEt;) wurde das Produkt 51b (49 mg, 79 pmol, 41%) leicht

verunreinigt als weil3-gelblicher Feststoff isoliert.



5. Experimenteller Teil Seite |141

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.56.
Smp.: 140°C.

'H-NMR (500 MHz, CDClg): § = 1.54 (s, 9 H), 4.00 (s, 3 H), 4.30 (t, J = 7.7 Hz, 1 H),
4.44 (d, J = 7.5 Hz, 2 H), 5.40 (s, 2 H), 7.32—7.45 (m, 9 H), 7.65-7.67 (m, 2 H), 7.77—
7.79 (M, 2 H), 9.11 (s, 1 H), 9.16 (s, 1 H), 9.95 (s, 1 H), 10.33 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 28.35 (3 CHs), 47.03 (CH), 52.87 (CH3), 67.26
(CH,), 67.53 (CHy), 80.79 (C), 119.41 (C), 119.92 (C), 120.01 (2 CH), 121.14 (CH),
121.61 (CH), 125.25 (2 CH), 127.15 (2 CH), 127.78 (2 CH), 127.96 (2 CH), 128.40
(CH), 128.68 (2 CH), 134.58 (C), 135.35 (C), 136.03 (C), 141.31 (2 C), 143.82 (2 C),
152.88 (C), 153.51 (C), 166.99 (C), 167.88 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z = 645 (100) [M + Na'], 1267 (42) [2 M + Na].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 645.2213 (fur C3sH34N20gNa),
gef. 645.2194 [M + Na'].

IR (ATR): A! = 3296 (m), 3141 (w), 2980 (m), 2955 (m), 1721 (s), 1692 (vs), 1546
(vs), 1502 (w), 1449 (m), 1437 (w), 1410 (s), 1388 (w), 1367 (w), 1321 (m), 1231 (vs),
1203 (vs), 1149 (vs), 1113 (s), 1076 (m), 1049 (s), 989 (m), 955 (w), 918 (w), 901
(w), 881 (w), 865 (w), 848 (w), 813 (w), 788 (m), 756 (m), 738 (s), 725 (s), 691 (s),
646 (m) cm™.

5.2.1.20 Triethylammonium-[2,5-bis(tert-butoxycarbonylamino)-4-(methoxy-
carbonyl)benzoat] (39b)

NHBoc
CO,H - NEty
MeOzC
NHBoc
C2s5H41N30g

M =511.61 g mol™
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Der Benzylester 56 (573 mg, 1.14 mmol) wurde mit iPrOH (30 ml) und Pd-C (50 mg,
10 Massen-% Pd) versetzt. Die Suspension wurde durch dreimaliges Einfrieren (N>),
Evakuieren und Auftauen entgast und unter Ho-Atmosphare (1 atm, Ballon) bei einer
Temperatur von 70°C fur 16 h geruhrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und es wurde EE (3 ml) und NEt; (1 ml) zugegeben. Das Gemisch wurde chroma-
tographiert (SiO,, EE — CH,Cl, - EE/MeOH =3 :1 — 1 : 1, + 1 Vol% NEt3). Es
wurde das Salz 39b (550 mg, 1.08 mmol, 95%) als gelblich-weiRer Feststoff erhalten.

R{(SiO,, EE) = 0.13.

Smp.: >180°C (langsame Zersetzung).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.29-1.32 (m, 9 H), 1.46 (s, 9 H), 1.47 (s, 9 H), 3.08—
3.14 (m, 6 H), 3.88 (s, 3 H), 8.90 (s, 1 H), 8.97 (s, 1 H), 9.84 (s, 1 H) 11.36 (s, 1 H),
13.19 (br. s, 1 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 8.53 (3 CHs), 28.25 (3 CHs), 28.38 (3 CHs),
45.43 (3 CHy), 52.19 (CHs), 79.26 (C), 79.72 (C), 116.83 (C), 119.73 (CH), 121.91
(CH), 127.35 (C), 134.66 (C), 135.01 (C), 152.67 (C), 153.31 (C), 168.46 (C), 171.66

(C) ppm.
MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 409 (100) [M — H'].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 409.1611 (fir C19H25N20sg),
gef. 409.1622 [M — NEt; + H'].

IR (ATR): At = 3315 (w), 2980 (m), 1714 (m), 1693 (m), 1632 (w), 1529 (s), 1408
(m), 1391 (m), 1364 (m), 1246 (s), 1225 (vs), 1150 (vs), 1076 (m), 1049 (s), 1026
(m), 958 (w), 929 (w), 850 (m), 804 (m), 791 (m), 768 (m), 739 (m) cm™.



5. Experimenteller Teil Seite | 143

5.2.1.21 2-Amino-4-(benzyloxycarbonyl)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-
benzoesaure (57b)

NH»
CO,H
BnOzC
NHBoc
C20H22N206

M = 386.40 g mol™

Natronlauge (2.0 ml, 0.25 mol I*) wurde langsam unter Eiskiihlung zu einer Lésung
aus dem Benzylmethylester 32b (205 mg, 0.512 mmol) in THF (2 ml) getropft. Die
Losung wurde auf 23°C erwarmt und 20 h gerthrt. Es wurde mit ges. wassriger
NaCl-Lésung (40 ml) verdinnt und mit EE (4 x 40 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE =
3:1— EE - EE/MeOH = 1 : 10). Es wurde die S&aure 57b (148 mg, 0.383 mmol,

75%) als ein gelblich-weil3er Feststoff erhalten.

Ri(SiO2, EE/MeOH =4 : 1) = 0.15.

Smp.: 178°C.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & = 1.40 (s, 9 H), 5.34 (s, 2 H), 6.35 (br. s, 2 H), 7.35—
7.46 (m, 6 H), 8.54 (s, 1H), 11.51 (br. s, 1H) ppm; das Proton der Carbonsaure ist
nicht erkennbar.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDs0D): & = 28.78 (3 CHj), 67.25 (CH,), 80.98 (C), 114.33
(C), 120.77 (CH), 122.50 (CH), 129.12 (2 CH), 129.16 (CH), 129.61 (2 CH), 130.37

(C), 133.14 (C), 137.97 (C), 147.05 (C), 155.18 (C), 168.79 (C) 174.44 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z = 385 (100) [M — H'].
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HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 431.1195 (fur CyoH21N2Na,Og),
gef. 431.1186 [M —H" + 2 Na'].

IR (ATR): A'! = 3476 (w), 3353 (m), 2979 (m), 2932 (w), 1999 (m), 1627 (m), 1572
(m), 1514 (s), 1426 (m), 1366 (s), 1291 (m), 1229 (vs), 1207 (s), 1154 (vs), 1118 (m),
1066 (s), 1017 (m), 906 (m), 878 (w), 844 (w), 810 (m), 786 (m), 768 (m), 737 (M),
695 (s), 637 (m) cm™.

5.2.1.22 Triethylammonium-[2-amino-4-(benzyloxycarbonyl)-5-(tert-butoxy-

carbonylamino)benzoat] (57¢)

NH,
CO5H
* 1.3 NEt3
BnO,C
NHBoc

C20H22N206 * 13 NEtg
M = 520.98 g mol™*

Der Mono-Boc-Diester 32b (248 mg, 0.619 mmol) wurde mit THF (10 ml) und H,O (8
ml) versetzt. Unter Eiskilhlung wurde langsam Natronlauge (2.5 ml, 0.25 mol I
zugetropft. Nach 3 h Ruhren unter Eiskiihlung wurde die Lésung auf 23°C erwarmt
und 1.5 d gerlhrt. Die Reaktionslésung wurde anschlieend mit MTBE (50 ml) und
H.O (50 ml) verdinnt. Da keine Phasentrennung zu erkennen war, wurde noch EE
(100 ml) und ges. wassrige NaCl-Losung (100 ml) zugefiugt. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase wurde mit EE (4 x 150 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert
(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1 — MeOH, + 1 Vol% NEt3). Es wurde das Salz 57c (241 mg,
0.463 mmol, 75%) als gelblicher Feststoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.07.

Smp.: 161°C.
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'H-NMR (500 MHz, CD3s0D): § = 1.34 (t, J = 7.3 Hz, 1.3 x 9 H), 1.52 (s, 9 H), 3.31 (q,
J=73Hz 1.3 x6H), 540 (s, 2 H), 7.34-7.37 (m, 1 H), 7.41-7.44 (m, 3 H), 7.51-
7.53 (m, 2 H), 8.66 (s, 1H) ppm; die Protonen der Carbonsaure und der Amino-

funktionen sind im Lésungsmittel nicht erkennbar.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CD30D): § = 9.28 (1.3 x 3 CH3), 28.83 (3 CHs), 47.89 (1.3 x
3 CH,), 67.06 (CH,), 80.58 (C), 113.20 (C), 120.63 (CH), 121.69 (CH), 129.10 (3
CH), 129.60 (2 CH), 130.13 (C), 132.33 (C), 138.11 (C), 147.07 (C), 155.25 (C),
169.02 (C) 173.80 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z = 267 (40), 311 (100), 385 (40) [M — NEtz — H].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 385.1400 (fur C20H21N20g),
gef. 385.1389 [M — H" — NEt3].

IR (ATR): A™* = 3475 (w), 3311 (m), 2976 (m), 1707 (m), 1683 (m), 1638 (w), 1598
(m), 1510 (s), 1454 (m), 1419 (s), 1392 (m), 1366 (m), 1334 (m), 1249 (s), 1221 (vs),
1198 (vs), 1156 (vs), 1091 (s), 1066 (vs), 1043 (m), 1017 (m), 917 (m), 838 (m), 813
(m), 791 (vs), 749 (s), 695 (m), 618 (m) cm™.

5.2.1.23 4-(Benzyloxycarbonyl)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-2-{[(9H

fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}benzoeséaure (58b)

NHFmoc
CO.H
BnOzC
NHBoc
Cs5H32N20g

M = 608.64 g mol™*

Fmoc-Cl (200 mg, 0.773 mmol) wurde unter Eiskiuhlung zu einer Losung aus der
Séaure 57b (211 mg, 0.546 mmol) in CH,Cl, (2 ml) gegeben. Die Mischung wurde
unter N,-Atmosphare bei 23°C fur 16 h gerthrt. Anschlielend wurde mit CH,ClI, (15

ml) verdinnt und das Gemisch mit wassriger ges. NaHCOj;-Lésung (15 ml)
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gewaschen. Nach Phasentrennung wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (2 x 15 ml)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet.
Nach dem Filtrieren und dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde der
Ruckstand zweifach chromatographiert (SiO,, Hexan/EE=3:1->1:1-52:1 —
EE/MeOH =1 : 4). Es wurde die Titelverbindung 58b (207 mg, 0.340 mmol, 62%) als
ein farbloser Feststoff erhalten.

R¢(SiO2, EE) = 0.04.
Smp.: 188°C.

'H-NMR (500 MHz, CD3s0D): 6 = 1.54 (s, 9 H), 4.29 (t, J = 7.5 Hz, 1 H), 4.42 (d, J =
7.3 Hz, 2 H), 5.47 (s, 2 H), 7.33-7.36 (m, 2 H), 7.42-7.45 (m, 5 H), 7.55-7.56 (m, 2
H), 7.67-7.68 (m, 2 H), 7.84-7.85 (m, 2 H), 8.90 (s, 1H), 9.00 (s, 1H) ppm; die
Protonen der Saure und der Aminofunktionen sind in CD3OD als Losungsmittel nicht

erkennbar.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CD30D): § = 28.43 (3 CHs), 68.04 (CHy), 48.04 (CH), 68.15
(CH,), 81.35 (C), 109.20 (C), 121.04 (2 CH), 121.66 (CH), 124.27 (CH), 125.23 (C),
126.23 (2 CH), 128.26 (2 CH), 128.92 (2 CH), 129.36 (2 CH), 129.43 (CH), 129.71 (2
CH), 135.10 (C), 136.70 (C), 137.27 (C), 142.64 (2 C), 145.20 (2 C), 154.77 (C),
155.20 (C), 168.71 (C), 178.67 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 607 (100) [M — H*].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 653.1876 (fur C3sH31N2NaxOg),
gef. 653.1877 [M —H" + 2 Na'].

IR (ATR): A" = 3285 (w), 3065 (W), 2951 (w), 1789 (s), 1731 (s), 1712 (s), 1696 (s),
1633 (m), 1633 (w), 1539 (s), 1500 (m), 1449 (m), 1413 (m), 1383 (w), 1328 (m),
1215 (vs), 1163 (s), 1096 (s), 1053 (m), 999 (s), 913 (w), 789 (w), 754 (s), 737 (vs),
696 (s), 652 (m), 621 (W) cm™.

UV/Vis (CH2Cl): Amax (€) = 369 (4645 mol™ dm?® cm™) nm.
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Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 457 nm (Air = 369 nm).

5.2.1.24 2-(tert-Butoxycarbonylamino)-5{[(2,5-bis(tert-butoxycarbonyl-
amino)-1-(methoxycarbonyl)]benzoyl}aminoterephthalséuredi-

methylester (37)

NHBoc
COo,M
MeO,C 2V1e
H
N
0] NHB
BocHN ¢
MeOzC
C34H44N4O13

M =716.73 g mol™*

Eine Losung aus DMAP (0.213 mmol, 26 mg) und DCC (0.228 mmol, 47 mg) in
CHCl, (0.3 ml) wurde zu einer Lésung aus dem Salz 39b (107 mg, 0.209 mmol) in
CH.Cl, (0.3 ml) getropft. Es wurde HOBt (31 mg, 0.229 mmol) zugegeben und es
wurde noch mehr CH,CI, (0.1 ml) zugesetzt. Nachdem ein triiber Niederschlag zu
sehen war (ca. 1-2 min), wurden das Amin 32c (100 mg, 0.308 mmol) und CH.CI,
(0.2 ml) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2.5 d bei 80°C in einem dicht-
verschlossenem Gefal3 geruhrt. Das Gemisch wurde mit EE (15 ml) und einer
wassrigen ges. NH4Cl-Losung (15 ml) verdunnt. Nach der Phasentrennung wurde die
organische Phase jeweils mit wassriger ges. NaHCO3-L6ésung (20 ml) und H,O (20
ml) gewaschen. Nach der Trocknung Uber MgSQO,, der Filtration und dem Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand chromatographiert (SiOo,
Hexan/EE = 3 : 1, + 1 Vol% NEt3). Es wurde das Dimer 37 (47 mg, 66 pmol, 31%)
isoliert, welcher als gelblicher Feststoff vorlag.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3: 1) = 0.56.

Smp.: >207°C (langsame Zersetzung).
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 1.52 (s, 9 H), 1.53 (s, 9 H), 1.55 (s, 9 H), 3.96 (s, 3
H), 3.97 (s, 3 H), 4.00 (s, 3 H), 8.93 (s, 1 H), 9.00 (s, 1 H), 9.17 (s, 1 H), 9.25 (s, 1 H),
9.57 (s, 1 H), 10.10 (s, 1 H), 10.15 (s, 1 H), 11.58 (s, 1 H) ppm.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28.30 (3 CHs), 28.32 (3 CHs), 28.35 (3 CHs),
52.68 (CHs), 52.91 (CHs), 53.08 (CHs), 80.52 (C), 80.52 (C), 80.96 (C), 117.46 (CH),
117.72 (C), 118.56 (C), 120.94 (CH), 121.67 (C), 122.19 (CH), 122.19 (C), 123.36
(CH), 133.32 (2 C), 136.49 (C), 137.49 (C), 152.73 (C), 152.90 (C), 153.02 (C),
166.61 (C), 167.66 (C), 167.82 (C), 167.93 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 739 (100) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 739.2817 (fur C3sH44N4NaOy3),
gef. 739.2803 [M + Na'].

IR (ATR): A* = 3305 (m), 2979 (m), 2930 (m), 1721 (m), 1694 (m), 1632 (w), 1544
(s), 1437 (m), 1408 (m), 1391 (m), 1365 (m), 1324 (m), 1222 (vs), 1153 (vs), 1108
(s), 1071 (m), 1052 (s), 1027 (m), 978 (w), 916 (w), 880 (w), 842 (w), 811 (w), 788
(m), 742 (m), 694 (m) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 380 (7381 mol™* dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 470 nm (Air = 380 nm).

5.2.1.25 2,5-Diamino-N-[2,5-diamino-4-(methoxycarbonyl)benzoyl]-
terephthalsduredimethylester (61)

NH,
CO,M
CO,Me 2V1e
NH
(@] NH
H,N 2
COzMe
C19H20N4O7

M = 416.38 g mol™
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Das Dimer 37 (58 mg, 81 ymol) wurde mit CH,Cl, (5 ml) und TFA (0.81 mmol, 92
mgq) versetzt und die Mischung wurde fir 16 h bei 50°C erwéarmt. Die fliichtigen Be-
standteile wurden im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde chromatogra-
phisch gereinigt (SiO,, Hexan/EE = 1 : 1 — EE, + Vol% NEt3). Es wurde das Triamin
61 (32 mg, 77 umol, 96%) als ein oranger Feststoff erhalten.

R¢(SiO2, Hexan/EE =1 : 1) =0.27.

Smp.: 212°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.89 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 4.90 (br. s,
2 H),5.24 (br. s, 2 H), 5.66 (s, 2 H), 7.01 (s, 1 H), 7.31 (s, 1 H), 7.40 (s, 1 H), 9.18 (s,
1 H), 11.04 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 51.84 (CHa), 52.16 (CHs), 52.80 (CHs), 115.10
(C), 115.38 (C), 115.52 (CH), 118.69 (CH), 119.36 (CH), 121.69 (C), 123.79 (CH),
124.60 (C), 138.73 (C), 141.72 (C), 143.45 (C), 145.47 (C), 166.43 (C), 167.73 (C),
167.78 (C), 167.81 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 417 (100) [M + H"].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 417.1410 (fur C19H21N40O7),
gef. 417.1418 [M + H'].

IR (ATR): A" = 3443 (m), 3417 (), 3344 (m), 3291 (m), 3197 (m), 2950 (W), 1697
(s), 1658 (M), 1626 (m), 1576 (m), 1521 (s), 1438 (s), 1412 (s), 1354 (m), 1303 (m),
1267 (m), 1206 (vs), 1112 (s), 979 (M), 925 (w), 904 (m), 888 (m), 788 (s), 748 (s),
694 (m) cm™.

UV/Vis (CH2Cl): Amax (€) = 310 (9662), 416 (11275 mol™* dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH2Cl,): Aem = 470 nm (Ayr = 310, 416 nm).
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5.2.2 Synthese der Modellsysteme fur die Festphasensynthese

5.2.2.1 3-Aminopropansauremethylester-Hydrochlorid (75)%

Meozc/\/NHz - HCI

C4H10CINO;
M = 139.58 g mol™*

SOCl; (7.34 ml) wurde unter Eiskihlung langsam zu einer Suspension von (3-Alanin
(3.00 g, 33.7 mmol) in MeOH (13.7 ml) getropft. Nach 5 min Ruhren wurde das
Gemisch 16 h unter Ruckfluss erwarmt. Alle flichtigen Bestandteile wurden im
Vakuum entfernt und es wurde das Hydrochlorid 75 (4.70 g, 33.7 mmol, 99%) als
spektroskopisch-reiner farbloser Feststoff erhalten.

Smp.: 79°C (Lit.; 89-90°C).1%!

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): = 2.70-2.77 (m, 2 H), 3.15-3.20 (m, 2 H), 3.70 (s, 3

H) ppm; die Protonen der Aminofunktion und der Carbonséaure sind nicht erkennbar.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 32.13 (CH,), 36.52 (CH,), 52.70 (CHs), 172.62
(C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 126 (52) [M — HCI + Na*], 207 (100) [2 M — 2 HCI +
H'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 126.0531 (fir C4H9sNNaO,),
gef. 126.0538 [M — HCI + Na'].

IR (ATR): A = 2941 (br. s), 1736 (vs), 1597 (m), 1570 (m), 1523 (s), 1473 (W), 1446
(m), 1424 (m), 1392 (m), 1345 (s), 1215 (vs), 1155 (m), 1115 (m), 1003 (s), 958 (m),
891 (w), 797 (s), 706 (m) cm™.
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5.2.2.2 3-(3,5-Dinitrobenzamido)propansauremethylester (72a)

@)
OoN COM
2 N/\/ PAY (S

H
NO,
C11H11N307
M = 297.22 g mol ™

Die Dinitrobenzoeséaure (1.07 g, 5.04 mmol) wurde mit CH,CI, (6 ml), NEt; (437 mg,
4.32 mmol) und EDC - HCI (964 mg, 5.03 mmol) versetzt. Es wurde unter Eiskihlung
ein Gemisch aus dem Hydrochlorid 75 (500 mg, 3.58 mmol) und NEt; (437 mg, 4.32
mmol) in CH2Cl, (6 ml) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf 23°C
erwarmt und fur 3 d geruhrt. Anschliel3end wurde mit CH,Cl, auf 50 ml verdinnt und
die organische Phase wurde mit ges. wassriger NHACl (50 ml), ges. wassriger
NaHCOs-Lésung (50 ml) und H,O (50 ml) gewaschen. Es wurde tber MgSO, ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 3 : 1 — EE) und es wurde die Verbind-
ung 72a (296 mg, 1.00 mmol, 28%) als ein farbloser Feststoff erhalten

R:(SiO,, EE) = 0.43.
Smp.: 112°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): = 2.72 (t, J = 5.8 Hz, 2 H), 3.75 (s, 3 H), 3.80 (g, J =
5.8 Hz, 2 H) 7.16-7.20 (m, 1 H), 8.93-8.95 (m, 2 H), 9.16-9.18 (m, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 33.18 (CH,), 35.92 (CH,), 52.15 (CHj3), 121.13
(CH), 127.16 (2 CH), 137.83 (C), 148.68 (2 C), 162.64 (C), 173.30 (C) ppm.

MS (ClI, Isobutan): m/z (%) = 298 (100) [M + H].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 298.0675 (fur C11H12N307),
gef. 298.0674 [M + H™].
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IR (ATR): A = 3329 (m), 3111 (m), 2959 (w), 1709 (s), 1668 (s), 1633 (m), 1530 (s),
1451 (m), 1428 (w), 1345 (vs), 1288 (vs), 1200 (m), 1187 (m), 1112 (w), 1088 (m),
1051 (m), 1017 (m), 959 (m), 923 (m), 911 (m), 848 (w), 824 (w), 729 (s), 718 (vs)
657 (m), 619 (m) cm™.

5.2.2.3 3-(3,5-Dinitrobenzamido)propanséaure (74a)"

O
02N N/\/COZH
H
NO,
C10HoN307
M = 283.19 g mol™*

Der Methylester 72a (150 mg, 0.505 mmol) wurde mit MeOH (1 ml) und mit
Natronlauge (0.25 mol I*, 2.2 ml) versetzt und die Mischung fiir 2 h auf 50°C er-
warmt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde in 15
ml H,O geldst und mit Salzséure (3 Tropfen, 5 mol I}, pH > 3) versetzt. Es wurde mit
EE (2 x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO4
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde die
Verbindung 74a (125 mg, 0.441 mmol, 87%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp.: 190°C (Lit.: 202.5 °C).B!
'H-NMR (300 MHz, CD30D): & = 2.63 (t, J = 6.8 Hz, 2 H), 3.64 (t, J = 6.8 Hz, 2 H),
9.00-9.01 (m, 2 H), 9.07-9.09 (m, 1H) ppm; die Protonen der Aminogruppe und der

Carbonsaure sind nicht erkennbar.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CD30D): & = 34.33 (CH,), 37.50 (CH,), 122.02 (CH), 128.50
(2 CH), 138.82 (C), 150.11 (2 C), 165.44 (C), 175.21 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 282 (100) [M — H'].
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HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 282.0362 (fur C1oHgN307),
gef. 282.0359 [M — H™].

IR (ATR): A = 3374 (m), 3089 (m), 1708 (s), 1646 (s), 1631 (s), 1589 (w), 1561 (m),
1536 (vs), 1440 (m), 1418 (m), 1398 (m), 1373 (w), 1342 (vs), 1306 (m), 1284 (m),
1203 (vs), 1114 (w), 1095 (m), 1081 (m), 1039 (w), 1002 (w), 922 (m), 913 (m), 877
(m), 836 (m), 804 (m), 729 (s), 716 (vs), 649 (m), 625 (m) cm™.

5.2.24 3-(2,2-Diphenylacetamido)propansauremethylester (72b)

O
Ph CO,M
%H/\/ P
Ph

C18H19NO3
M = 297.35 g mol™*

Eine Suspension aus Diphenylessigsaure (300 mg, 1.41 mmol), NEt; (215 mg, 2.12
mmol) und EDC - HCI (380 mg, 1.98 mmol) in CH2Cl, (1 ml) wurde zu einer
Suspension aus dem Hydrochlorid 75 (275 mg, 1.97 mmol) in CH,ClI, (1 ml) und NEts
(215 mg, 2.12 mmol) gegeben. Es wurde mit CH,Cl, (1 ml) nachgespult und die
Mischung 2 d bei 23°C gerihrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit
CH.CI, auf 10 ml verdinnt und die organische Phase wurde mit wassriger ges.
NH4CI-Lésung (20 ml), wassriger ges. NaHCO3-Lésung (20 ml) und H,O (20 ml)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde Uber Kieselgel (ca. 3
cm hoch, 40 ml EE) filtriert. Das Amid 72b (107 mg, 0.360 mmol, 26%) wurde als
farbloser Feststoff isoliert.

R¢(SiO,, EE) = 0.83.
Smp.: 106°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & = 2.54 (t, J = 6.0 Hz, 2 H), 3.54 (g, J = 6.0 Hz, 2 H),
3.62 (s, 3 H), 4.89 (s, 1 H), 6.19 (br. s, 1 H), 7.23-7.28 (m, 6 H), 7.29-7.35 (m, 4 H)
ppm.
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BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCl5): & = 35.74 (CH,), 35.24 (CH,), 51.65 (CHs), 59.09
(CH), 127.18 (2 CH), 128.67 (4 CH), 128.79 (4 CH), 139.33 (2 C), 171.84 (C), 172.64
(C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 130 (20), 168 (20), 298 (100) [M + H'].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 298.1438 (fur C1gH20NO3),
gef. 298.1436 [M + H].

IR (ATR): At = 3259 (m), 3077 (m), 3032 (w), 3006 (w), 2952 (m), 1740 (s), 1642 (s),
1600 (m), 1556 (s), 1496 (M), 1435 (m), 1341 (s), 1255 (s), 1230 (s), 1189 (w), 1161
(s), 1152 (s), 1067 (m), 1032 (s), 985 (w), 958 (w), 923 (w), 897 (w), 881 (w), 840 (w),
821 (w), 746 (s), 734 (s), 721 (m), 699 (vs), 637 (m), 612 (w) cm™.

5.2.2.5 3-(2,2-Diphenylacetamido)propansaure (74b)!%?

O
Ph CO,H
W)I\N/\/ 2
Ph

C17H17NO3
M = 283.32 g mol™

Natronlauge (0.25 mol I}, 1.6 ml) wurde zu einer Losung aus dem Methylester 72b
(1120 mg, 0.370 mmol) in THF (15 ml) getropft. Das Gemisch wurde bei 50°C fir 3 h
erwarmt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mit
H,O (15 ml) verdiinnt und mit Salzs&ure (2 Tropfen, 5 mol I'!, pH > 3) versetzt. Die
wassrige Phase wurde mit EE (2 x 20 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lo&sungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Die Saure 74b (74 mg, 0.26 mmol, 71%) wurde als farbloser

Feststoff erhalten.
R{(EE/MeOH =4 :1) = 0.43.

Smp.: 102°C (Lit.: 110-112°C).18?
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'H-NMR (500 MHz, CD30OD): & = 2.39 (t, J = 6.7 Hz, 2 H), 3.34 (t, J = 6.6 Hz, 2 H),
4.79 (br. s, 1 H), 7.03-7.13 (m, 2 H), 7.13-7.20 (m, 8 H) ppm; die Protonen der

Aminofunktion und der Carbonséaure sind nicht erkennbar.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 24.65 (CH5), 36.74 (CH,), 59.08 (CH), 128.06 (2
CH), 129.49 (4 C), 129.91 (4 C), 141.10 (2 C), 174.84 (C), 175.36 (C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 282 (100) [M — H™].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 282.1130 (fur C17H16NO3),
gef. 282.1133 [M — H'].

IR (ATR): A = 3317 (m), 3081 (m), 3029 (m), 2956 (m), 1699 (s), 1671 (m), 1642
(s), 1583 (w), 1551 (s), 1492 (m), 1452 (m), 1438 (m), 1403 (m), 1351 (m), 1314 (w),
1282 (m), 1261 (m), 1244 (s), 1226 (m), 1197 (m), 1080 (m), 1053 (m), 1030 (m),
1015 (m), 958 (m), 919 (w), 892 (w), 877 (w), 854 (w), 801 (m), 777 (W), 741 (m) 723
(m), 701 (vs), 633 (s) cm™.

5.2.3 Synthese von Fluoreszenzmarker

5.2.3.1 2-(N-tert-Butoxycarbonylamino)ethylamin (47a)*%

BocHN" "~ NM2
C7H16N202
M = 160.21 g mol™

Eine Losung aus Boc,0 (12.1 g, 55.4 mmol) in THF (80 ml) wurde unter Eiskiihlung
zu einer Losung aus Ethylendiamin (10.0 g, 166 mmol) in THF (160 ml) getropft. Die
Losung wurde langsam auf 23°C erwarmt und noch 3 d geruhrt. Das Lésungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde in 75 ml H,O aufgenommen,
filtriert und das Filtrat mit CH,Cl, (3 x 100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das L&sungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Es wurde die Titelverbindung 47a (6.12 g, 38.2 mmol, 69%) als ein

leicht gelbliches Ol isoliert.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.24 (br. s, 2 H), 1.45 (s, 9 H), 2.80 (t, J = 5.9 Hz, 2
H), 3.17 (g, J = 5.8 Hz, 2 H), 4.83 (br. s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 28.41 (3 CHs), 41.91 (CH,), 43.48 (CH,), 79.26
(©), 156.19 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 161 (100) [M + H*].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 161.1290 (fir C;H17N20,),
gef. 161.1286 [M + H'].

IR (ATR): A'* = 3362 (m), 2976 (m), 2932 (M), 2869 (W), 1687 (s), 1519 (m), 1454
(W), 1391 (W), 1365 (m), 1273 (m), 1249 (s), 1166 (vs), 1043 (w), 953 (W), 871 (W),
779 (w) cm™,

5.2.3.2 2-(N-Benzyloxycarbonylamino)ethylamin (47b)®*

NH
CbzHN” >~ 12

C10H14N202
M = 194.23 g mol™*

Eine Losung aus CbzCl (2.00 g, 11.7 mmol) in CHCI, (35 ml) wurde langsam unter
Eiskiihlung zu einer Losung aus Ethylendiamin (2.11 g, 35.1 mmol) in CH,Cl, (35 ml)
getropft. Die Losung wurde langsam auf 23°C erwarmt und noch 16 h gerthrt. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ruckstand wurde in 30 ml H,O auf-
genommen, filtriert und das Filtrat wurde mit CH,Cl, (3 x 50 ml) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden lber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde die Titelverbindung 47b (1.36 g,
7.00 mmol, 60%) als ein farbloses Ol isoliert, welches nach kurzer Zeit zu einem farb-

losen Feststoff auskristallierte.

Smp.: 96°C (Lit.: 80-82°C).184]
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): = 1.18 (br. s, 2 H), 2.83 (t, J = 5.8 Hz, 2 H), 3.25 (q, J =
5.8 Hz, 2 H), 5.10 (br. s, 3 H), 7.31-7.37 (m, 5 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 41.67 (CH,), 43.81 (CH,), 66.67 (CH,), 128.10
(3 CH), 128.51 (2 CH), 136.54 (CH), 156.62 (C) ppm.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 151 (15), 195 (100) [M + H'], 345 (8), 389 (27) [2 M
+H.

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 195.1134 (fur C1oH15N205),
gef. 195.1128 [M + H].

IR (ATR): A"t = 3320 (m), 3034 (w), 2941 (m), 1698 (vs), 1533 (m), 1456 (m), 1407
(W), 1333 (W), 1249 (vs), 1137 (m), 1005 (m), 914 (m), 776 (m), 738 (s), 698 (vs), 607

(m) cm™.
5.2.3.3 2-(2,5-Dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-N-methylethanamin (90a)®®

Me
MeHN\/\N A

—

Me
CoHisN2
M = 152.24 g mol™

N-Methylethylendiamin (200 mg, 2.70 mmol) wurde mit dem 2,5-Hexandion (339 mg,
2.97 mmol), Eisessig (0.1 ml) und Toluol (2 ml) am Wasserabscheider fur 3.5 h
refluxiert. Es wurde anschlieBend EE (7 ml) zugefugt und die organische Phase
wurde mit wassriger ges. NaHCO3z-Losung (10 ml) und wassriger ges. NaCl-Losung
(10 ml) gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden mit EE (20 ml) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde die Verbindung als 90a (306 mg,
2.01 mmol, 74%) eine leicht gelbe Flussigkeit erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.24 (s, 6 H), 2.45 (s, 3 H), 2.80 (t, J = 6.9 Hz, 2 H),
3.89 (t, J = 6.9 Hz, 2 H), 5.77 (s, 2 H) ppm; das Proton der Aminofunktion ist nicht

erkennbar.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 12.60 (2 CHs), 36.61 (CHa), 43.54 (CH,), 52.15
(CH,), 105.31 (2 CH), 127.70 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 153 (100) [M + H].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 153.1392 (fir CgH17Ny),
gef. 153.1395 [M + H'].

IR (ATR): At = 3311 (w), 3104 (w), 2934 (m), 2852 (m), 2795 (m), 1651 (m), 1576
(w), 1521 (w), 1475 (m), 1446 (m), 1409 (vs), 1357 (m), 1302 (s), 1216 (w), 1146 (w),
1116 (w), 1021 (w), 1001 (w), 977 (w), 747 (vs), 639 (m) cm™.

5.2.3.4 2-[2-(Methylamino)ethyl]isoindolin-1,3-dion (90d)!®!

o)
N
MeHN” >~
o)

C11H12N207
M = 204.23 g mol™*

N-Methylethylendiamin (200 mg, 2.70 mmol) wurde mit dem Phthalsaureanhydrid
(799 mg, 5.39 mmol) und H,O (4 ml) unter Rickfluss 3.5 h erwarmt. Die Lésung
wurde anschlieBend mit ges. wassriger NaHCO3-Losung (20 ml) verdinnt und mit EE
(3 x 25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO,4 ge-
trocknet, filtriert und das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rickstand
wurde aus EE (5 ml) umkristallisiert. Es wurde die Verbindung 90d (62 mg, 0.30

mmol, 11%), als nahezu reiner weil3-gelblicher Feststoff erhalten.

Smp.: 139°C (Lit.: 187-189°C).!*!
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'H-NMR (500 MHz, CDClg): & = 1.56 (br. s, 1 H), 2.45 (s, 3 H), 2.89 (t, J = 6.2 Hz, 2
H), 3.82 (t, J = 6.2 Hz, 2 H), 7.69-7.70 (m, 2 H), 7.82-7.84 (m, 2 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 36.04 (CHs), 37.61 (CH,), 50.01 (CH,), 123.21
(2 CH), 132.23 (2 C), 133.84 (2 CH), 168.48 (2 C) ppm.

MS (ClI, Isobutan): m/z (%) = 205 (100) [M + H™].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 205.0977 (fur C11H13N205),
gef. 205.0981 [M + H].

IR (ATR): A'! = 3307 (m), 2933 (m), 1773 (W), 1709 (s), 1622 (vs), 1595 (s), 1576
(m), 1538 (vs), 1495 (s), 1433 (m), 1397 (s), 1357 (m), 1299 (s), 1188 (w), 1119 (w),
1070 (m), 1044 (w), 973 (w), 915 (W), 870 (W), 777 (m), 719 (vs), 665 (s), 636 (M)

cm™t,

5.2.3.5 N-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethylcarbaminséaure-tert-
butylester (86)°!

o)

J \
BocHN™

o)

C11H16N204
M = 240.26 g mol™

Das einfach geschitzte Diamin 47a (3.70 g, 23.1 mmol), MTBE (50 ml) und das
Maleinsaureanhydrid (2.27 g, 23.1 mmol) wurden 4 h bei 23°C gerthrt. Das Losungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde mit NaOAc (947 mg, 11.5
mmol) und Ac,O (37 ml) fir 25 min unter Ruckfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Eiswasser (ca. 200 g) gegossen und die wassrige Phase wurde mit EE (2
x 200 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO,4 ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt

wurde aus heiRem EE unter Zugabe von Hexan auskristallisiert, wobei die erste
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schwarze Fraktion abfiltriert und verworfen wurde. Es wurde die Titelverbindung 86
(1.87 g, 7.78 mmol, 34%) als farbloser Feststoff isoliert.

Smp.: 122°C (Lit.: 116 °C).[5®

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.39 (s, 9 H), 3.29-3.35 (m, 2 H), 3.64 (t, J = 5.6 Hz,
2 H), 4.75 (br. s, 1 H), 6.70 (s, 2 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 28.29 (3 CHj3), 37.97 (CH,), 39.37 (CH,), 79.49
(C), 134.14 (2 CH), 155.91 (C),170.75 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 141 (26) [M + H" — Boc], 207 (57), 263 (100) [M +
Na‘], 503 (21) [2 M + Na™].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 263.1008 (fur C11H16N2NaOy),
gef. 263.1000 [M + Na'].

IR (ATR): A = 3348 (m), 3089 (m), 2982 (m), 2935 (w), 1699 (vs), 1679 (vs), 1517
(s), 1434 (m), 1405 (m), 1361 (m), 1322 (m), 1288 (m), 1251 (s), 1166 (vs), 1104 (w),
1958 (w), 1040 (w), 1015 (w), 944 (m), 879 (m), 843 (s), 807 (w), 784 (m), 764 (w),
741 (w), 691 (vs), 602 (s) cm™.

5.2.3.6 [2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethanammonium]trifluor-
acetat (87)!

0
> o L
@
TR o cF,
o)

CgHoF3N204
M = 254.16 g mol™*

TFA (9.83 ml, 127 mmol) wurde unter Eiskihlung zu einer Lésung aus dem Maleimid
86 (1.09 g, 4.54 mmol) in CH,CI, (19 ml) getropft. Die Mischung wurde 20 h bei 23°C
geruhrt. Der Ruckstand wurde mit Toluol als Schleppmittel (ca. 10 ml) versetzt und
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im Vakuum entfernt, um restliche TFA zu entfernen. Das Rohprodukt wurde in MeOH
(ca. 20 ml) unter Ruckfluss erhitzt. Das Produkt wurde durch Zugabe von Et,O (ca.
10 ml) ausgeféllt. Die erste schwarze Fraktion wurde abfiltriert und verworfen. Die
farblosen Kristalle der zweiten Fraktion wurden abfiltriert und im Vakuum getrocknet,
um das Salz 87 (908 mg, 3.57 mmol, 79%) zu erhalten.

Smp.: 124°C (Lit.: 127°C).k%

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & = 3.21 (t, J = 5.7 Hz, 2 H), 3.87 (t, J = 5.9 Hz, 2 H),
6.94 (s, 2 H) ppm; die Protonen der Carbonsaure und der Aminofunktion sind nicht

erkennbar.

1BC{*H}-NMR (125 MHz, CDsOD): & = 36.29 (CH,), 39.90 (CH,), 135.81 (2 CH),
172.39 (2 C) ppm; das Trifluoracetat ist nicht erkennbar.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 141 (100) [M + H* — C,F30,].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 141.0664 (fir C¢HgN2O>),
QEf. 141.0665 [M +H" - C2F302_].

IR (ATR): A* = 3030 (m), 2927 (m), 2843 (m), 2742 (m), 2655 (w), 2549 (w), 1708
(vs), 1670 (vs), 1626 (m), 1536 (m), 1465 (w), 1440 (m), 1413 (s), 1395 (m), 1370
(m), 1331 (m), 1175 (vs), 1119 (vs), 1061 (m), 1041 (w), 1022 (m), 948 (w), 902 (w),
849 (m), 829 (vs), 799 (m), 719 (s), 697 (vs), 640 (w), 609 (w), 598 (W) cm™.
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5.2.3.7 Synthese der Verbingung 89a und des Enamins 88a

5.2.3.7.1 2,5-Bis(2-tert-butoxycarbonylamino)ethylaminoterephthalsaure-
dimethylester (89a)

BocHN

1

NH
CO,Me
MeO,C
HN

1

NHBoc
C24H38N4Og
M =510.58 g mol™*

Synthese eines Gemisches mit dem Enamin 88a: Eine Suspension aus dem Di-
methylsuccinat 17b (367 mg, 1.61 mmol), Boc-Ethylendiamin 47a (1.03 g, 6.43
mmol) und Eisessig (0.8 ml) in Toluol (8 ml) wurde am Wasserabscheider unter
Ruckfluss fur 16 h erhitzt. Das Gemisch wurde anschlielend mit EE (75 ml) versetzt
und mit ges. wassriger NaHCO3;-Losung (75 ml) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit EE (75 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden tber
MgSO, getrocknet. Nach der Filtration und dem Entfernen des LOosungsmittels im
Vakuum wurde der Rickstand chromatographiert (SiO,, Hexan/EE =2 : 1, + 1 Vol%
NEt3). Es wurde ein Produktgemisch aus dem Enamin 88a und dem oxidierten

Podukt 89a in verschiedenen Verhéltnissen (z. B. 662 mg, 1 : 2) erhalten.

Oxidation des Gemisches: Eine Losung aus dem Produktgemisch (662 mg) in
getrocknetem DMF (10 ml) wurde mit katalytisch HCI in iPrOH (0.5 ml, 5-6 mol I}
versetzt. Die Apparatur wurde mit einem Blasenzahler ausgestattet. Wahrend syn-
thetische Luft eingeleitet wurde, wurde die Losung bei 50°C fiur 5 h gerthrt. Dann
wurde die Gaszufuhr gestoppt und die Reaktionsmischung auf 23°C abgekuhlt. Es
wurde ges. wassrige NaHCOgs-Losung (50 ml) und EE (50 ml) zugesetzt. Nach
Phasentrennung wurde die wéssrige Phase noch einmal mit EE (50 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO,4 gerocknet, filtriert und das

Ldosungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert
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(SiO,, Hexan/EE =3 : 1 — 2 : 1, + 1 Vol% NEtz) und es wurde die Titelverbindung
89a (581 mg, 1.14 mmol, 71%) als roter Farbstoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 2 : 1) = 0.25.
Smp.: 154°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.43 (s, 18 H), 3.32 (t, J = 5.6 Hz, 4 H), 3.38-3.42
(m, 4 H), 3.89 (s, 6 H), 4.80 (br. s, 2 H), 6.90 (br. s, 2 H), 7.33 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): = 28.32 (6 CHs), 39.88 (2 CH,), 43.61 (2 CH,),
51.85 (2 CH3), 79.28 (2 C), 114.15 (2 CH), 116.91 (2 C), 140.99 (2 C), 155.96 (2 C),
168.16 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 235 (100), 511 (53) [M + H'], 533 (30) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 511.2768 (flr C24H33N40s),
gef. 511.2779 [M + H'].

Elementaranalyse: ber. C 56.46%, H 7.50%, N 10.97%;
gef. C 56.18%, H 7.81%, N 11.17%.

IR (ATR): A% = 3362 (s), 2968 (m), 2948 (m), 1687 (vs), 1522 (vs), 1467 (m), 1439
(M), 1420 (m), 1392 (w), 1366 (w), 1332 (), 1291 (m), 1272 (m), 1207 (vs), 1160
(vs), 1119 (vs), 1092 (s), 1037 (m), 998 (m), 969 (M), 907 (W), 872 (m), 849 (w), 788
(s), 759 (w) cm™.

UVIVis (CH2Cla): Amax (€) = 469 (5607 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 569 nm (Air = 469 nm).
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5.2.3.7.2 2,5-Bis(2-tert-butoxycarbonylamino)ethylamino-1,4-cyclohexadien-
1,4-dicarbonsauredimethylester (88a) (nicht isoliert)

Das Enamin 88a wurde als Gemisch in der oben genannten Reaktion erhalten.

1

NH
CO,Me
MeO,C
HN

1

NHBoc

BocHN

C24H40N4Og
M =512.60 g mol™*

R¢(SiO,, Hexan/EE =2 : 1) = 0.13.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1.45 (s, 18 H), 3.20 (s, 4 H), 3.27-3.35 (m, 4 H),
3.36-3.42 (M, 4 H), 3.69 (s, 6 H), 4.80 (s, 2 H), 8.92-8.97 (m, 2 H) ppm.

5.2.3.8 Synthese der Cbz-geschiitzten Verbindung 89b und des Enamins
88b

5.2.3.8.1 2,5-Bis(2-benzyloxycarbonylamino)ethylaminoterephthalséaure-
dimethylester (89b)

CbzHN

L

NH
CO,Me

MeOZC
HN

1

NHCbz
C30H34N4Og
M = 578.61 g mol™
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Synthese des Gemisches mit dem Enamin 88b: Eine Suspension aus dem Di-
methylsuccinat 17b (216 mg, 0.947 mmol), Cbz-Ethylendiamin 47b (734 mg, 3.78
mmol) und Eisessig (0.3 ml) in Toluol (3 ml) wurde am Wasserabscheider unter
Ruckfluss fur 24 h erhitzt. Das Gemisch wurde anschlieBend mit EE (50 ml) versetzt
und mit ges. wassriger NaHCO3;-Losung (50 ml) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit CH,Cl, (2 x 50 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet. Nach der Filtration und dem Entfernen des
Lésungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand chromatographiert (SiO,, Hexan/EE
=2:1->1:1—->1:2 - MeOH — CH.CI,, + 1 Vol% NEt3). Es wurde ein Produkt-
gemisch aus dem Enamin 88b und dem oxidierten Podukt 89b in verschiedenen

Verhéltnissen erhalten (z. B. 331 mg, 1: 1).

Oxidation des Gemisches aus 88b und 89b: Eine LOsung aus dem
Produktgemisch (331 mg) in getrocknetem DMF (10 ml) wurde mit HCI in iPrOH (0.5
ml, 5-6 mol ) versetzt. Die Apparatur wurde mit einem Blasenzéhler ausgestattet.
Wahrend synthetische Luft eingeleitet wurde, wurde die Lésung bei 50°C fir 6 h ge-
rahrt. Die Gaszufuhr wurde beendet und die Reaktion auf 23°C abgekihlt. Es wurde
ges. wassrige NaHCOs-Losung (50 ml) und EE (50 ml) zugesetzt. Nach Phasen-
trennung wurde die organische Phase Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert
(SiO2, Hexan/EE =1:1 - 1:2 — EE, + 1 Vol% NEt3) und die Titelverbindung 89b
(190 mg, 0.328 mmol, 35%) wurde als roter Feststoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =1 :1) = 0.37.

Smp.: 161°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.35 (t, J = 5.3 Hz, 4 H), 3.47 (g, J = 5.5 Hz, 4 H),
3.87 (s, 6 H), 5.07 (br. s, 2 H), 5.12 (s, 4 H), 6.92 (br. s, 2 H), 7.28-7.37 (m, 12 H)

ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): = 40.62 (2 CH,), 43.64 (2 CH,), 51.91 (2 CHs),
66.80 (2 CHy), 114.42 (2 CH), 117.25 (2 C), 128.04 (4 CH), 128.07 (2 CH), 128.50 (4
CH), 136.59 (2 CH), 141.08 (2 C), 156.51 (2 C), 168.19 (2 C).
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MS (EI, 70 eV): miz (%) = 77 (17), 79 (25), 91 (90), 108 (30), 205 (8), 217 (18), 249
(20), 274 (93), 306 (23), 362 (15), 414 (65), 428 (16), 470 (38), 578 (100) [M*].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 578.2365 (fur CaoH3aN4Os),
gef. 578.2377 [M"].

IR (ATR): A™* = 3359 (s), 3063 (W), 3037 (w), 2953 (m), 2887 (w), 2856 (w), 1682
(vs), 1524 (vs), 1468 (m), 1455 (m), 1435 (s), 1358 (w), 1332 (w), 1289 (m), 1259 (s),
1207 (vs), 1142 (s), 1118 (vs), 1092 (s), 1014 (s), 963 (m), 905 (m), 869 (w), 789 (s),
773 (m), 751 (s), 695 (vs) cm ™.

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 469 (3971 mol™ dm® cm™) nm.
Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 565 nm (Air = 469 nm).

5.2.3.8.2 2,5-Bis(2-benzyloxycarbonylamino)ethylamino-1,4-cyclohexadien-
1,4-dicarbonsauredimethylester (88b) (nicht isoliert)

Das Enamin 88b wurde als Gemisch in der oben genannten Reaktion erhalten.

CbzHN

1

NH
COZMe

MeO,C
HN

1

NHCbz
C30H36N40g
M = 580.63 g mol™*

R¢(SiO,, Hexan/EE =1 : 1) = 0.24.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 = 3.19 (s, 4 H), 3.37-3.40 (m, 8 H), 3.68 (s, 6 H), 5.05—
5.15 (m, 6 H), 7.28-7.38 (m, 10 H), 8.91-8.96 (m, 2 H) ppm.
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BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 26.77 (2 CH,), 41.68 (2 CH,), 42.40 (2 CH,),
50.55 (2 CHa), 66.87 (2 CH,), 84.99 (2 CHy), 128.05 (4 CH), 128.10 (2 CH), 128.49
(4 CH), 136.46 (2 C), 156.40 (2 C), 157.63 (2 C), 169.66 (2 C) ppm.

5.2.3.9 2,5-Bis(2-aminoethylamino)terephthalsduredimethylester (93)

1

NH
CO,Me

H,N

MeOZC
HN

1

NH,
C14H2oN404
M = 310.35 g mol™

Das zweifach Cbz-geschitzte Derivat 89b (127 mg, 0.219 mmol) wurde mit MeOH (4
ml) und Pd-C (20 mg, 10 Massen-% Pd) versetzt, entgast und die Apparatur mit
einem Hy-Ballon versehen. Nach 21 h Riuhren bei 23°C wurde der Katalysator tUber
eine Fritte (PorengrofRe 4) abfiltriert und der Ruckstand mit MeOH (50 ml)
gewaschen. Nachdem das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt wurde, wurde das

Diamin 93 (57 mg, 0.18 mmol, 84%) als nahezu reiner roter Feststoff isoliert.
Smp.: 159°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.48 (br. s, 4 H), 2.98 (t, J = 6.0 Hz, 4 H), 3.25 (t, J =
6.0 Hz, 4 H), 3.87 (s, 6 H), 6.97 (br. s, 2 H), 7.31 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 41.40 (2 CHy), 46.77 (2 CH,), 51.81 (2 CHs),
114.34 (2 CH), 116.99 (2 C), 141.37 (2 C), 168.35 (2 C) ppm.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 91 (33), 131 (18), 131 (19), 187 (57), 205 (39), 248 (60),
280 (100), 310 (85) [H*].
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HR-MS (E|, 70 eV): ber. 310.1641 (fur C14H22N404),
gef. 310.1650 [M].

IR (ATR): A = 3382 (m), 3313 (w), 2947 (m), 2911 (m), 2841 (m), 1678 (s), 1526 (s),
1475 (m), 1435 (s), 1417 (m), 1331 (w), 1206 (vs), 1105 (vs), 966 (m), 894 (m), 868
(m), 812 (m), 783 (vs), 730 (m), 700 (w), 600 (w) cm™.

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 478 nm (2965 mol™ dm® cm™).
Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem =571 nm (Air = 478 nm).

5.2.3.10 Umsetzung der Boc-Verbindung 89a mit TFA und Pivalin-
saurechlorid

Eine Losung des zweifach Boc-geschutzten Derivats 89a (94 mg, 0.18 mmol) in
CHCl, (2 ml) wurde mit TFA (0.5 ml) versetzt. Nach 30 min Ruhren bei 23°C wurden
die fluchtigen Bestandteile durch eine azeotrope Destillation (Schleppmittel:
Toluol/EE =1 : 1, 2 x 8 ml) entfernt. Der Rickstand wurde in trockenem DMF (2 ml)
geldst und mit NEt; (82 mg, 0.810 mmol) versetzt. Eine L6ésung aus Pivalinsaure-
chlorid (20 mg, 0.16 mmol) in DMF (1 ml) wurde zur Lésung getropft und die
Mischung wurde 16 h bei 23°C geruhrt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand wurde chromatographiert (SiO,, + 1 Vol% NEt;, EE —
EE/MeOH =10 : 1 — MeOH). Es wurde die Verbindung 89c (31 mg, 65 pmol, 35%)
in der ersten Fraktion [R{(SiO,, EE) = 0.43] und das Salz 97 (59 mg, 110 mmol, 60%)
in der zweiten Fraktion [R¢(SiO,, MeOH) = 0.03] beide, als orange Feststoffe
erhalten.
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5.2.3.10.1 2,5-Bis(2-pivalamidoethylamino)terephthalsauredimethylester

(89c)
PiVHN\L
NH

MeOzC

COzMe

HN

NHPiv

C24H38N40¢

M = 478.58 g mol™*

R{(SiO,, EE) = 0.43.

Smp.: 209°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.18 (s, 18 H), 3.36 (t, J = 5.7 Hz, 4 H), 3.51 (q, J =
5.6 Hz, 4 H), 3.59 (s, 6 H), 5.92-5.97 (m, 2 H), 6.94 (br. s, 2 H), 7.36 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): § = 27.54 (6 CHs), 38.72 (2 CH), 39.00 (2 CH,),
43.25 (2 CHy), 52.00 (2 CHs), 114.63 (2 CH), 117.22 (2 C), 141.19 (2 C), 168.23 (2
C), 179.78 (2 C) ppm.

MS (ClI, Isobutan): m/z (%) = 480 (100) [M + H™].

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 479.2870 (fur C24H39N40¢),
gef. 479.2870 [M + H].

IR (ATR): At = 3371 (m), 3311 (m), 3067 (w), 2947 (m), 2849 (W), 1694 (s), 1635 (s),
1530 (vs), 1474 (w), 1442 (m), 1417 (m), 1398 (w), 1360 (w), 1333 (w), 1306 (w),
1190 (vs), 1153 (m), 1118 (s), 1093 (m), 972 (w), 955 (w), 897 (w), 864 (w), 799 (w),
786 (m), 689 (m) cm™.

UV/Vis (CH2Cl): Amax (€) = 469 nm (3121 mol™ dm?® cm™).
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Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 567 nm (Air = 469 nm).

5.2.3.10.2 [2,5-Bis(2-ammonioethylamino)terephthalsauredimethylester]tri-
fluoracetat (97)

MeOzC
)Oj\ HN\L
)
0~ “CF, S,
C18H24FeN4Osg
M = 536.40 g mol™*

R¢(SiO2, MeOH) = 0.03.
Smp: 236°C.
'H-NMR (500 MHz, CD30D): 6 = 3.00-3.08 (m, 4 H), 3.40-3.46 (m, 4 H), 3.85 (s, 6

H), 7.25 (s, 2 H), 7.80-8.10 (m, 6 H) ppm; die Protonen des sekundéaren Amins sind

nicht sichtbar.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CD30D): = 37.68 (2 CH,), 40.38 (2 CH,), 51.96 (2 CHs),
113.63 (2 CH), 117.21 (2 CH), 139.63 (2 CH), 167.13 (2 C) ppm; die Trifluoracetat-
gruppen sind nicht erkennbar.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 85 (45), 310 (77) [M* — 2 H' — 2 CF3CO, ], 311 (100) [M
—H*—2 CF5CO, .

HR-MS (ClI, Isobutan): ber. 311.1714 (fur C14H23N40.),
gef. 311.1722 [M — H" — 2 CF3CO; .
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IR (ATR): At = 3399 (m), 3012 (m), 2896 (m), 1668 (vs), 1537 (s), 1506 (s), 1440
(m), 1421 (m), 1392 (w), 1365 (m), 1340 (m), 1297 (w), 1228 (s), 1193 (vs), 1174
(vs), 1109 (vs), 1030 (m), 996 (m), 968 (w), 881 (w), 858 (w), 833 (m), 791 (s), 755
(m), 720 (s), 601 (m) cm™.

UV/Vis (H20): Amax (€) = 442 nm (3518 mol™ dm® cm™).

Fluoreszenz (H20): Aem = 570 nm (Air = 442 nm).

5.2.3.11 5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yDterephthalsaure-1-benzylester-4-methylester (44a)

oA o

N
COZBn
MeOZC
NHBoc
C25H24N20s

M = 480.47 g mol™*

Eine Suspension aus dem Diaminoterephthalsdure-Derivat 32a (285 mg, 712 umol),
Maleinsaureanhydrid (104 mg, 1.06 mmol) und MTBE (2.8 ml) wurde bei 50°C fir
20 h geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und NaOAc (30 mg,
0.366 mmol) und Ac,0O (11 ml) wurden zugefligt. Die L6sung wurde unter Ruckfluss
40 min erhitzt. AnschlieBend wurde die Losung auf Eiswasser (12 g) gegossen und
die wassrige Phase wurde mit EE (2 x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lo&sungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO»,
Hexan/EE = 3 : 1). Es wurde die Verbindung 44a als ein farbloser Feststoff (186 mg,
387 ymol, 54%) isoliert.

R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.37.

Smp.: 152°C.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 1.55 (s, 9 H), 3.84 (s, 3 H), 5.36 (s, 2 H), 6.86 (s, 2
H), 7.35-7.45 (m, 5 H), 7.93 (s, 1 H), 9.20 (s, 1 H), 10.33 (s, 1 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 5 = 28.67 (3 CHs3), 53.25 (CHj3), 68.11 (CH,), 81.88
(C), 117.79 (C), 122.23 (CH), 123.21 (C), 128.96 (2 CH), 129.04 (CH), 129.21 (2
CH), 133.29 (CH), 133.40 (C), 135.02 (2 CH), 135.25 (C), 143.47 (C), 152.81 (C),
164.98 (C), 166.75 (C), 170.28 (2 C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 479 (100) [M — H™].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 479.1454 (fur C25H23N20g),
gef. 479.1455 [M — H*].

IR (ATR): At = 3312 (m), 3091 (m), 2980 (w), 1717 (vs), 1699 (vs), 1578 (m), 1519
(s), 1452 (w), 1432 (m), 1417 (s), 1393 (w), 1370 (w), 1319 (m), 1298 (w), 1232 (vs),
1146 (vs), 1153 (vs), 1062 (m), 1041 (w), 1081 (m), 978 (w), 944 (w), 921 (w), 897
(w), 861 (W), 828 (m), 808 (w), 788 (m), 726 (m), 709 (m), 687 (s) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 338 nm (9750 mol* dm® cm ™).

5.2.3.12 2-Acetamido-5-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)terephthal-
saure-1,4-dimethylester (45)

(@]
z;j
(@)

CO,Me

MeOzC
HN Me

0=

C16H1aN207
M = 346.29 g mol™

Eine Suspension aus dem Diaminoterephthalsaure-Derivat 18b (196 mg, 874 pmol),
Maleinsédureanhydrid (86 mg, 0.88 mmol) und MTBE (3 ml) wurde bei 23°C fiur 6 d
gerihrt und anschlieBend 22 h bei 50°C gerihrt. Das Ldsungsmittel wurde im
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Vakuum entfernt und NaOAc (36 mg, 0.44 mmol) und Ac,0 (5 ml) wurden zugefugt.
Die Losung wurde unter Ruckfluss 20 min erhitzt. Anschlie3end wurde die Ldsung
auf Eiswasser (10 g) gegossen und die wassrige Phase wurde mit EE (2 x 20 ml) ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde chromato-
graphisch gereinigt (SiO,, CH,CI,/EE = 10 : 1). Das Rohprodukt wurde mit Hexan/EE
(30 ml, 2 : 1) versetzt und die Mischung wurde auf 50°C fir 5 min erwarmt und heifl3
filtriert. Der RlUckstand wurde im Vakuum getrocknet, um Verbindung 45 (116 mg,

335 umol, 38%) als farblosen Feststoff zu erhalten.
R¢(SiO,, CH,CI,/EE = 10 : 1) = 0.55.
Smp.: 227°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.23 (s, 3 H), 3.80 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 6.83 (s, 2
H), 7.91 (s, 1 H), 9.39 (s, 1 H), 10.10 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 5 = 25.40 (CHg3), 52.75 (CH3), 52.83 (CH3), 117.97
(C), 123.21 (CH), 124.64 (C), 132.64 (CH), 133.00 (C), 134.58 (2 CH), 141.88 (C),
164.45 (C), 167.14 (C), 169.09 (C), 169.61 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 347 (15) [M + H'], 369 (100) [M + Na'], 715 (15) [2
M + Na'l].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 369.0699 (fur C16H14N2NaO-),
gef. 369.0698 [M + Na'].

Elementaranalyse: ber. C 55.49%, H 4.07%, N 8.09%,
gef. C 55.05%, H 4.09%, N 8.11%.

IR (ATR): A'! = 3295 (w), 3261 (m), 3127 (w), 3091 (m), 3008 (W), 2957 (w), 1705
(vs), 1693 (vs), 1615 (w), 1582 (m), 1519 (m), 1440 (m), 1412 (s), 1371 (m), 1319
(m), 1300 (M), 1267 (s), 1242 (vs), 1196 (s), 1153 (s), 1110 (vs), 1056 (m), 1041 (m),
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1015 (m), 960 (m), 915 (m), 840 (s), 805 (m), 790 (m), 751 (m), 714 (m), 689 (s), 660

(m) cm™.
UV/Vis (CH2Clo): Amax (€) = 333 (4185 mol ™ dm® cm™) nm.

5.2.3.13 2-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yDterephthalsauredibenzylester (44b)

oA o

N
CO,Bn
BnOzC
NHBoc
C31H28N20g

M = 556.56 g mol™*

Eine Mischung von dem Diaminoterephthalsaure-Derivat 32d (250 mg, 0.525 mmol),
Maleinséaureanhydrid (77 mg, 0.79 mmol) und MTBE (6 ml) wurde bei 50°C fur 18 h
geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und NaOAc (21 mg, 0.26
mmol) und Ac,O (8 ml) wurden zugefiigt. Die Lésung wurde unter Ruckfluss fur 20
min erhitzt. AnschlieBend wurde die Lésung auf Eiswasser (10 g) gegossen und die
wassrige Phase wurde mit EE (2 x 25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Loésungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde zweifach chromatographisch gereinigt (SiO»,
Hexan/EE =4 : 1 und Hexan/EE =6 :1 — 5:1 — 4 : 1). Der Ruckstand wurde im
Vakuum getrocknet, um Verbindung 44b (159 mg, 0.286 mmol, 54%) als farblosen

Feststoff zu erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =6 : 1) = 0.18.

Smp.: 114°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.45 (s, 9 H), 5.15 (s, 2 H), 5.26 (s, 2 H), 6.49 (s, 2
H), 7.21-7.34 (m, 10 H), 7.81 (s, 1 H), 9.16 (s, 1 H), 10.17 (s, 1 H) ppm.
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1BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28.20 (3 CHs), 67.47 (CH,), 67.60 (CH>), 81.38
(C), 117.38 (C), 122.28 (CH), 123.10 (C), 128.38 (CH), 128.45 (2 CH), 128.55 (2
CH), 128.56 (2 CH), 128.67 (CH), 128.73 (2 CH), 132.80 (CH), 133.43 (C), 134.01 (2
CH), 134.85 (C), 135.13 (C), 142.98 (C), 152.22 (C), 163.99 (C), 166.26 (C), 169.63
(2 C) ppm.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 456 (100) [M* - Boc], 501 (10), 556 (10) [M"].

HR-MS (E|, 70 eV): ber. 556.1846 (fUI’ C31H28N208),
gef. 556.1852 [M"].

IR (ATR): A'* = 3318 (w), 3066 (W), 3036 (w), 2980 (w), 1716 (vs), 1578 (m), 1519
(m), 1444 (w), 1420 (m), 1393 (w), 1369 (m), 1315 (m), 1225 (vs), 1148 (vs), 1105
(s), 1061 (w), 1039 (w), 1017 (m), 961 (m), 908 (s), 825 (m), 791 (w), 728 (vs), 691
(vs), 648 (w), 625 (w) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 339 (533 mol™ dm® cm™) nm.

5.2.3.14 2-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(3-methyl-3-methoxycarbonyl-4-
butanamid)terephthalsauredimethylester (80)

COyMe
OMe

HN @)
COzMe

MeO,C
NHBoc

C21H28N2019
M = 468.45 g mol™*

Das Maleimid 44a (31 mg, 65 uymol), K,CO3 (18 mg, 0.13 mmol) und MeOH wurden
16 h bei 23°C gerthrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, mit H,O (30 ml)
und MTBE (30 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Es wurde die Titelver-

bindung 80 (24 mg, 51 umol, 76%) als farbloser Feststoff erhalten.
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Smp.: 217°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.53 (s, 9 H), 2.77 (dd, J = 8.5 Hz, J = 16.4 Hz, 1 H),
2.97 (dd, J = 3.7 Hz, J = 16.4 Hz, 1 H), 3.61 (s, 3 H), 3.72 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 3.97
(s, 3H),4.24 (dd, J=3.7 Hz, J = 8.5 Hz, 1 H), 9.12 (s, 1 H), 9.39 (s, 1 H), 10.08 (s, 1
H), 11.69 (s, 1 H) ppm.

1BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28.30 (3 CHs3), 37.71 (CHy), 51.96 (CHs), 52.75
(CHs), 52.92 (CHs), 59.67 (CHs), 79.25 (CH), 80.86 (C), 118.80 (C), 120.85 (C),
121.00 (CH), 122.55 (CH), 133.30 (C), 137.01 (C), 152.79 (C), 167.46 (C), 167.72
(C), 170.31 (C), 170.99 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 491 (100) [M + Na'], 959 (18) [2 M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Mosus): ber. 491.1642 (fir C21H23N2NaO1),
gef. 491.1628 [M + Na'].

IR (ATR): At = 3306 (m), 3244 (w), 2974 (m), 2840 (w), 1739 (m), 1731 (m), 1697
(m), 1682 (m), 1538 (vs), 1434 (m), 1408 (m), 1395 (m), 1369 (m), 1323 (w), 1238
(vs), 1216 (vs), 1120 (s), 1104 (vs), 1069 (s), 1019 (m), 1002 (m), 957 (m), 940 (w),
916 (w), 897 (w), 862 (m), 808 (m), 790 (m), 752 (m), 692 (m), 667 (m) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 373 (5659 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 443 nm (Air = 373 nm).
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5.2.3.15 2,5-Bis[2-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethylamino]-
terephthalsaduredimethylester (46)

C22H2oN4Og
M = 470.43 g mol™

Eine Mischung des Biscarbamats 89a (894 mg, 1.75 mmol) und TFA (5 ml) wurde bei
23°C fur 30 min geruhrt. Es wurde Eisessig (3 ml) und Maleinsaureanhydrid (687 mg,
7.01 mmol) zugefigt und das Gemisch fir 3 d bei 95°C erwarmt. Nachdem das Re-
aktionsgemisch mit EE (75 ml) und ges. wéssriger NaHCOg3;-Ldsung (75 ml) verdinnt
wurde, wurde die wassrige Phase mit EE (2 x 75 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tUber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert (SiO»,
HexanEE=2:1—->1:1—-1:2 — EE) um das Bis-Maleimid 46 (262 mg, 0.577,
32%) als oranger Feststoff zu erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =1 : 2) = 0.41.

Smp.: 223°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.40-3.65 (m, 4 H), 3.80 (t, J = 6.2 Hz, 4 H), 3.90 (s,
6 H), 6.69 (s, 4 H), 6.89 (s br., 2 H), 7.34 (s, 2 H) ppm.
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13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 37.11 (2 CHy), 41.94 (2 CH,), 51.96 (2 CHs),
114.20 (2 CH), 117.26 (2 C), 134.15 (4 CH), 140.67 (2 C), 168.08 (2 C), 170.62 (4 C)

ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 44 (100), 84 (23), 195 (21), 232 (17), 260 (18), 285 (58),
317 (27), 328 (20), 427 (10), 470 (20) [M"].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 470.1438 (fiir C2sH»,N40s),
gef. 470.1429 [M"].

IR (ATR): A = 3354 (m), 3118 (w), 2953 (w), 2922 (m), 2849 (m), 1690 (vs), 1592
(w), 1533 (m), 1467 (w), 1439 (m), 1406 (m), 1360 (m), 1333 (m), 1258 (m), 1209
(vs), 1158 (m), 1110 (vs), 1089 (m), 1057 (m), 998 (m), 962 (m), 912 (m), 874 (w),
853 (w), 834 (vs), 787 (s), 721 (w), 696 (vs) cm™.

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 462 (2935 mol™ dm® cm™) nm.
5.2.3.16 2-[2-(3-Acetoxy-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethylamino]-5-[2-(2,5-di-

0x0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethylamino]terephthalsauredi-
methylester (94)

C24H26N4010
M = 530.48 g mol*



5. Experimenteller Teil Seite |179

Eine L6sung aus dem Dicarbamat 89a (410 mg, 0.803 mmol) in CH,Cl, (4 ml) wurde
mit TFA (5 ml) versetzt und bei 23°C fur 30 min gerihrt. Es wurde Eisessig (3 ml)
und Maleinsdureanhydrid (315 mg, 3.21 mmol) zugefuigt und das Gemisch wurde fir
2 d bei 90°C erwarmt. Nachdem das Reaktionsgemisch mit EE (90 ml) und H,O (40
ml) verdinnt wurde, wurde die wassrige Phase mit H,O (40 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographiert
(SiOz, HexanlEE=2:1 —>1:1 — 1: 2) und es wurde das Bis-Maleimid 46 (56 mg,
0.12 mmol, 15%) in der ersten Fraktion [R{(SiO,, Hexan/EE = 1 : 2) = 0.43] und das
Acetoxy-Produkt 94 (40 mg, 75 pmol, 9%) in der zweiten Fraktion [R¢(SiO,,
Hexan/EE = 1 : 2) = 0.33], beide als orange Feststoffe erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =1 : 2) = 0.29.

Smp.: 128°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): = 2.14 (s, 3 H), 2.64 (dd, J = 4.8 Hz, J = 18.2 Hz, 1 H),
3.15(dd, J =8.7 Hz, J = 18.3 Hz, 1 H), 3.40-3.51 (m, 4 H), 3.78-3.82 (m, 2 H), 3.82-
3.86 (m, 2 H), 3.90 (s, 3 H), 3.91 (s, 3 H), 543 (dd, J =4.8 Hz, J = 8.6 Hz, 1 H), 6.70
(s, 2 H), 7.39 (s, 1 H), 7.40 (s, 1 H) ppm; die beiden Protonen der NH-Gruppe sind

nicht erkennbar.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls, 330 K): & = 20.38 (CHa), 35.72 (CH,), 37.23 (CH>),
38.47 (CH,), 41.11 (CH,), 42.02 (CH,), 51.91 (2 CHs), 67.50 (CH), 114.46 (CH),
114.60 (CH), 117.46 (C), 117.74 (C), 134.16 (2 CH), 140.50 (C), 140.93 (C), 168.02
(C), 168.11 (C), 169.64 (C), 170.54 (2 C), 173.05 (C), 173.31 (C) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 328 (58), 388 (35), 470 (18), 530 (100) [M"].

HR-MS (E|, 70 eV): ber. 530.1649 (fUl' C24H26N4010),
gef. 530.1641 [M'].
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IR (ATR): A'! = 3355 (w), 3111 (w), 2953 (w), 2848 (w), 1693 (vs), 1601 (w), 1533
(m), 1438 (m), 1405 (m), 1358 (m), 1335 (m), 1213 (vs), 1110 (s), 1040 (m), 997 (w),
964 (w), 913 (m), 873 (W), 830 (m), 788 (M), 728 (M), 696 (s), 648 (W) cm™,

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 446 (6710 mol™ dm® cm™) nm.
5.2.3.17 Umsetzung des Bismaleimids 46 mit Hexadecanthiol

Unter Eiskihlung wurde zu einer Lésung aus dem Bismaleimid 46 (114 mg, 0.242
mmol) und NEt; (100 mg, 0.988 mmol) in CH,Cl, (4 ml) eine Ldésung aus 1-
Hexadecanthiol (8.1 ml, 0.015 mol I'* in CH,Cl,) getropft. Das Gemisch wurde bei
einer Temperatur von 23°C fur 24 h geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/CH,Cl,/EE =
2:1:1—->1:1:1— CH,CI/EE = 1 : 1) um das Bis-Thioladdukt 99 (18 mg, 18
pmol, 8%) in der ersten Fraktion [R{(SiO,, Hexan/EE = 1 : 1) = 0.53], das Mono-
Thioladdukt 98 (20 mg, 27 umol, 11%) in der zweiten Fraktion [R¢(SiO,, Hexan/EE =
1:1) =0.30] und das Edukt 46 (22 mg, 47 pmol, 19%) in der dritten Fraktion
[Ri(SiO2, Hexan/EE = 1 : 2) = 0.11], alle als rote Feststoffe zu erhalten.

5.2.3.17.1 2-[2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethylamino]-5-{2-[3-
(hexadecylthio)-2,5-dioxopyrrolidin-1-ylJethylamino}terephthal-

sauredimethylester (98)

0

|'|:4,C(H2C)153‘§‘[\ﬁ\L

NH

C3gHs56N408S
M = 728.94 g mol™*
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R¢(SiO,, Hexan/EE =1 : 1) = 0.30.
Smp.: 186°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): = 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.22-1.30 (m, 23 H), 1.32—
1.39 (m, 2 H), 1.54-1.66 (m, 3 H), 2.52 (dd, J = 3.6 Hz, J = 18.6 Hz, 1 H), 2.71 (ddd,
J=6.8Hz, J=8.3Hz, J=150Hz, 1 H), 285 (ddd, J=6.3Hz,J=8.7Hz,J=14.4
Hz, 1 H), 3.14 (dd, J =8.0 Hz, J = 18.8 Hz, 1 H), 3.43 (q, J = 6.5 Hz, 4 H), 3.72 (dd, J
= 3.6 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H), 3.79-3.83 (m, 4 H), 3.90 (s, 3 H), 3.91 (s, 3 H), 6.70 (s, 2
H), 7.37 (s, 1 H), 7.42 (s, 1 H) ppm; die beiden Protonen der NH-Gruppen sind nicht

erkennbar.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 14.05 (CHs), 22.67 (CH5), 28.83 (CH,), 29.10
(CH,), 29.20 (CHa), 29.35 (CH>), 29.50 (CH5), 29.59 (2 CHy), 29.66 (2 CHy), 29.69 (4
CH,), 31.77 (CHy), 31.93 (CH,), 36.27 (CH,), 37.11 (CH,), 38.23 (CH,), 39.33 (CH),
42.11 (CH,), 51.98 (CHs), 52.03 (CHa), 114.52 (2 CH), 117.39 (2 C), 134.18 (2 CH),
141.05 (2 C), 168.00 (2 C), 170.56 (2 C), 174.76 (C), 176.59 (C) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 328 (17), 728 (100) [M"].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 728.3819 (fiir CagHssN4OsS),
gef. 728.3806 [M'].

IR (ATR): A'! = 3357 (w), 2919 (m), 2850 (m), 1692 (vs), 1537 (m), 1439 (m), 1404
(m), 1360 (m), 1336 (M), 1220 (vs), 1112 (vs), 963 (w), 911 (w), 874 (w), 838 (m),

788 (s), 721 (W), 697 (s) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 468 (2541 mol* dm® cm™) nm.
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5.2.3.17.2 2,5-Bis[2-(3-hexadecylthio-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethylamino]-
terephthalsaduredimethylester (99)

0]

HSC(HZC)qu\L

O
NH

CO,Me

MeO,C
HN

\L 0
;}S(CHZ)HCHQ,

o
Cs4HooN4OgS2
M = 987.44 g mol™

R¢(SiO,, Hexan/EE =1 : 1) = 0.53.
Smp.: 165°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 328 K): 5 = 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 6 H), 1.24-1.33 (m, 48 H),
1.33-1.45 (m, 4 H), 1.56-1.69 (m, 4 H), 2.51 (dd, J = 3.6 Hz, J = 18.5 Hz, 2 H),
2.70-2.76 (m, 2 H), 2.85 (ddd, J = 6.3 Hz, J = 8.06 Hz, J = 18.7 Hz, 2 H), 3.09 (dd, J
=9.1 Hz, J = 18.5 Hz, 2 H), 3.45 (t, J = 6.3 Hz, 4 H), 3.68 (dd, J = 3.7 Hz, J = 9.0 Hz,
2 H), 3.77-3.82 (m, 4 H), 3.91 (s, 6 H), 7.37 (s, 2 H) ppm; die beiden NH-Gruppen

sind nicht erkennbar.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls;, 328 K): 8 = 14.00 (2 CHs), 22.67 (2 CH,), 28.83 (2
CHy), 29.15 (2 CHy), 29.20 (2 CHy), 29.34 (2 CHy,), 29.50 (2 CH,), 29.59 (2 CHy),
29.69 (4 CHy), 29.69 (6 CHy), 31.80 (2 CHy), 31.93 (2 CHy), 36.29 (2 CHy,), 38.39 (2
CHy), 39.39 (2 CH), 42.22 (2 CHy), 51.90 (2 CHs3), 114.53 (2 CH), 117.60 (2 C),
140.75 (2 C), 168.07 (2 C), 174.62 (2 C), 176.57 (2 C) ppm; zwei CH,-Gruppen sind

nicht erkennbar.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 196 (28), 987 (100) [M™].
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HR-MS (E|, 70 eV): ber. 986.6200 (fo C54H90N40882),
gef. 986.6209 [M'].

IR (ATR): At = 3372 (w), 2917 (s), 2850 (m), 1769 (w), 1692 (vs), 1539 (m), 1467
(m), 1439 (m), 1401 (m), 1342 (m), 1220 (s), 1203 (s), 1116 (s), 949 (w), 873 (w),
788 (m), 720 (w), 694 (w) cm™.

UV/Vis (CH2Clo): Amax (€) = 467 (4191 mol™* dm® cm™) nm.
Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem =561 nm (Air = 467 nm).

5.2.3.18 2-(3-Benzylthio-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-5-(tert-butoxycarbonyl-

amino)terephthalsaure-1-benzylester-4-methylester (82)

0= N 0
CO,Bn
MeOzC
NHBoc
C32H32N208S
M = 604.67 g mol™

Eine Losung aus dem Maleimid 44a (25 mg, 52 ymol), NEt; (30 mg, 0.30 mmol) und
BnSH (23 mg, 0.19 mmol) in 0.5 ml CH,Cl, wurde fir 1 h bei 23°C gerihrt. Nach
dem Entfernen des Lésungsmittels wurde der Ruckstand chromatographiert (SiOo,
Hexan/EE = 3 : 1). Die Titelverbindung 82 (22 mg, 0.19 mmol, 70%) wurde als
farbloser Feststoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.37.

Smp.: 96°C.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls, 320 K): & = 1.56 (s, 9 H), 2.55-2.65 (m, 1 H), 3.15 (dd, J
=18.6 Hz, J = 9.0 Hz, 1 H), 3.70-3.75 (m, 1 H), 3.86 (s, 3 H),3.93 (d, J=12.2 Hz, 1
H), 4.23 (d, J = 13.6 Hz, 1 H), 5.38 (s, 2 H), 7.25-7.45 (m, 10 H), 7.89 (s, 1 H), 9.21
(s, 1 H), 10.28 (s, 1 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 5 = 28.25 (3 CH3), 36.00 (CH,), 36.13 (CH,), 38.23
(CH), 52.81 (CHgs), 67.69 (CH,), 81.47 (C), 117.42 (C), 121.92 (CH), 123.72 (C),
127.55 (CH), 128.56 (2 CH), 128.71 (2 CH), 128.75 (CH), 128.78 (2 CH), 129.21 (2
CH), 131.99 (CH), 134.87 (C), 136.81 (C), 143.27 (C), 152.35 (C), 164.39 (C), 166.28
(C), 174.10 (C), 174.14 (C) ppm; ein quartares Kohlenstoffatom ist nicht erkennbar.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 527 (35) [M — Boc + Na'], 571 (92), 627 (100) [M +
Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 627.1777 (fir C3,H32N2NaOgS),
gef. 627.1776 [M + Na'].

IR (ATR): A™! = 3312 (m), 2978 (w), 1785 (w), 1714 (vs), 1578 (m), 1520 (m), 1454
(w), 1437 (w), 1415 (m), 1383 (w), 1369 (w), 1316 (w), 1232 (vs), 1148 (vs), 1103
(vs), 1072 (m), 1042 (w), 1016 (m), 964 (w), 911 (w), 867 (w), 810 (w), 790 (w), 731
(m), 697 (s), 648 (W), 619 (w) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 338 (4881 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 396 nm (Air = 338 nm).
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5.2.3.19 2-Acetamido-5-(3-benzylthio-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)terephthal-
sauredimethylester (83)

o
pd
(¢))
O

CO,Me

MeOzC
HN Me

0=

Co3H22N207S
M = 470.50 g mol™*

Eine Losung aus dem Maleimid 45 (72 mg, 0.21 mmol), NEts (57 mg, 0.56 mmol) und
BnSH (96 mg, 0.77 mmol) in 2 ml CH,Cl, wurde fur 1.5 d bei 23°C geruhrt. Nachdem
das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde, wurde das Rohprodukt chromatogra-
phiert (SiO,, Hexan/EE =1 : 1 — EE/MeOH =10 : 1 — CHCl,). Des Weiteren wurde
der isolierte Feststoff mit einer Losung aus Hexan/EE/CH,CI, (10 ml, 10 : 1 :1) ver-
setzt und auf 50°C fur 30 min erwarmt. Der Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum
getrocknet. Das Additionsprodukt 83 (83 mg, 0.18 mmol, 84%) wurde als farbloser,

fluoreszierender Feststoff isoliert.

R¢(SiO,, Hexan/EE =1:1) =0.27.

Smp.: 241°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 330 K): & = 2.27 (s, 3 H), 2.58-2.67 (m, 1 H), 3.18 (dd, J
=18.6 Hz, J = 9.3 Hz, 1 H), 3.74 (dd, J = 9.3 Hz, J = 4.1 Hz, 1 H), 3.84 (s, 3 H), 3.93-

3.97 (m, 1 H), 3.97 (s, 3 H), 4.25 (d, J = 13.5 Hz, 1 H), 7.28-7.30 (m, 1 H), 7.33-7.36
(m, 2 H), 7.41-7.44 (m, 2 H), 7.90 (s, 1 H), 9.45 (s, 1 H), 10.10 (s, 1 H) ppm.
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13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls;, 330 K): & = 25.32 (CH3), 36.18 (CH>), 36.30 (CH,),
38.56 (CH), 52.71 (CHs), 52.78 (CHs), 118.14 (C), 123.45 (CH), 125.77 (C), 127.60
(CH), 128.76 (2 CH), 129.25 (2 CH), 131.88 (CH), 132.65 (C), 136.92 (C), 142.28
(C), 164.34 (C), 167.21 (C), 168.98 (C), 173.77 (C), 175.77 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 369 (100), 407 (70), 451 (40), 493 (95) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Mosus): ber. 493.1045 [C,3H22N2NaO-S],
gef. 493.1056 [M + Na'].

IR (ATR): A™* = 3332 (m), 3136 (w), 2959 (w), 17.82 (w), 1709 (vs), 1692 (vs), 1619
(w), 1582 (m), 1529 (m), 1452 (m), 1434 (m), 1412 (s), 1368 (w), 1316 (m), 1299 (m),
1265 (vs), 1239 (vs), 1190 (vs), 1173 (s), 1103 (vs), 1072 (m), 1031 (m), 957 (m),
915 (m), 885 (w), 837 (w), 807 (w), 792 (m), 763 (s), 724 (m), 704 (s), 678 (s), 660 (S)

cm™,

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 333 (3371 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 391 nm (Air = 333 nm).
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5.2.3.20 2,5-Bis[2-(3-benzylthio-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethylamino]-
terephthalsduredimethylester (100)

CO,Me

MeO,C

C36H3gN4OsS2
M = 718.84 g mol™

Eine LOsung aus dem Maleimid 46 (25 mg, 53 pmol) in CH,Cl, (2 ml) wurde mit NEt;
(19 mg, 0.19 mmol) und BnSH (32 mg, 0.26 mmol) versetzt und fir 1 d bei 23°C
geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde
chromatographiert (SiO,, Hexan/EE=2:1 — 1:1 — EE). Es wurde Verbindung 100
(33 mg, 46 ymol, 87%) als roter Feststoff erhalten.

R¢(SiO,, Hexan/EE = 2 : 1) = 0.09.
Smp.: 70°C.
'H-NMR (500 MHz, CDCls, 330 K): 5 = 2.43 (dd, J = 18.6 Hz, J = 3.9 Hz, 2 H), 2.96

(dd, J = 18.6 Hz, J = 9.2 Hz, 2 H), 3.47 (t, J = 6.1 Hz, 4 H), 3.54 (dd, J = 9.2 Hz, J =
3.9 Hz, 2 H), 3.77-3.84 (M, 4 H), 3.88 (d, J = 13.4 Hz, 2 H), 3.91 (s, 6 H), 4.19 (d, J =
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13.5 Hz, 2 H), 6.87 (br. s, 2 H), 7.27-7.30 (m, 2 H), 7.31-7.36 (m, 4 H), 7.37-7.41
(m, 6 H) ppm.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls, 330 K): & = 35.66 (2 CH,), 36.00 (2 CH,), 37.95 (2
CH), 38.41 (2 CH,), 41.13 (2 CH,), 51.87 (2 CHs), 114.43 (2 CH), 117.56 (2 C),
127.53 (2 CH), 128.69 (4 CH), 129.16 (4 CH), 136.94 (2 C), 140.79 (2 C), 168.07 (2
C), 174.48 (2 C), 176.52 (2 C) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 91 (35), 452 (18), 718 (100) [M*].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 718.2131 [CasH3sN40sS3)],
gef. 718.2148 [M'].

IR (ATR): A™* = 3373 (m), 3060 (w), 3030 (w), 2951 (m), 2859 (w), 1177 (w), 1698
(vs), 1604 (w), 1578 (w), 1532 (s), 1497 (w), 1456 (m), 1437 (m), 1420 (m), 1397 (s),
1359 (m), 1336 (m), 1216 (vs), 1175 (s), 1116 (s), 1074 (m), 1031 (w), 991 (w), 920
(W), 874 (w) cm™.

UV/Vis (CH2CL): Amax (€) = 467 (3426 mol™ dm® cm™) nm.
Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 559 nm (Air = 467 nm).

5.2.4 Synthese von 2,3-Diaminoterephthalaten
5.2.4.1 2,3-Dinitro-p-xylol (104a)®!

Me
NO,

NO,
Me
CgHgN204
M =196.16 g mol™

Eine Mischung von HNOj; (65%ig, 3.83 g, 39.5 mmol) und H,SO,4 (3.4 ml) wurde
unter Eiskthlung zu einer Losung von p-Xylol (2.00 g, 18.8 mmol) in konz. H,SO4 (30
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ml) getropft. Das Gemisch wurde langsam auf 23°C erwarmt und fur 24 h geruhrt.
Anschliel3end wurde das Reaktionsgemisch auf Eiswasser (ca. 75 g) gegossen und
mit H,O (200 ml) verdinnt. Der Feststoff wurde mittels einer Glasfritte (Poren-
gréf3e 3) abgesaugt, mit H,O (2 x 30 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Der
Ruckstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 6 : 1). Es wurde in der
ersten Fraktion ein Regioisomerengemisch aus 104b und 104c (1.24 g) erhalten,
welches sich nicht trennen lies. In der zweiten Fraktion wurde das gewinschte
Produkt 104a (1.61 g, 8.23 mmol, 44%) als farbloser Feststoff erhalten

R¢(SiO,, Hexan/EE =6 : 1) = 0.37.
Smp.: 90°C (Lit. 92-93°C).[6%¢!
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.43 (s, 6 H), 7.39 (s, 2 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 17.91 (2 CHs), 130.65 (2 C), 133.87 (2 CH)
ppm; zwei quartare Kohlenstoffatome sind nicht erkennbar.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 149 (100), 179 (95), 196 (45) [M"].

HR-MS (EI, 70 eV): ber. 196.0484 [CgHgN,04],
gef. 196.0483 [M"].

Elementaranalyse: ber. C 48.98%, H 4.11%, N 14.28%;
gef. C 48.84%, H 4.27%, N 14.04%.

IR (ATR): A™* = 3081 (w), 2998 (w), 2942 (w), 2887 (w), 1533 (vs), 1488 (s), 1464
(m), 1404 (m), 1395 (m), 1360 (vs), 1289 (m), 1269 (w), 1173 (w), 1151 (w), 1048
(m), 938 (W), 918 (w), 835 (s), 800 (vs), 773 (w), 712 (m) cm™.
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5.2.4.2 2,3-Dinitroterephthalsaure (105)®"

CO,H
NO,

NO,
CO,H

CgH4N>Og
M = 256.13 g mol*

Eine Mischung von Dinitroxylol 104a (2.55 mmol, 500 mg), Na,COs3 (2.55 mmol, 500
mg), KMnO4 (25.5 mmol, 4.03 g), (N-Methyl-N,N-dioctyloctan-1-ammonium)chlorid
(ca. 0.1 ml) und H,O (15 ml) wurde unter Ruckfluss fir 4 h erhitzt. AnschlieRend
wurde das ausgefallene MnO, Uber Kieselgur abfiltriert und mit warmen Wasser (75
ml) nach gewaschen. Das Filtrat wurde unter Eiskiuhlung mit Salzsdure (13 ml, 5
mol I'!, pH < 3) versetzt. Die wéssrige Phase wurde mit EE (3 x 75 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tUber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde die Disaure 105 (226 mg, 0.882
mmol, 35%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp.: >180°C (langsame Zersetzung) [Lit.: 290°C (Zersetzung)].!”!

'H-NMR (500 MHz, CDs;OD): & = 8.24 (s, 2 H) ppm; die Protonen der beiden
Carbonsauregruppen sind in diesem Losungsmittel nicht sichtbar.

1B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 17.91 (2 CHs), 130.73 (2 C), 134.58 (2 CH),
164.18 (2 C) ppm.

MS (ESI, neg. Modus): m/z (%) = 210 (65) [M — H" — NO,], 254 (100) [M — H*].

HR-MS (ESI, neg. Modus): ber. 254.9889 [CgH3N,Og],
gef. 254.9889 [M — H™].
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IR (ATR): At = 3200-2400 (br. m), 2904 (m), 2648 (m), 2553 (m), 1702 (vs), 1615
(w), 1556 (vs), 1488 (m), 1408 (m), 1353 (s), 1260 (vs), 1199 (m), 1129 (w), 899 (s),
873 (s), 806 (m), 760 (m), 733 (W), 692 (s), 640 (w), 617 (w), 594 (w), 559 (w) cm™.

5.24.3 Bildung des 2,3-Dinitroterephthalsauredimethylesters 107a und
des Nebenproduktes 106

Versuchsvorschrift 1. Die Dinitrodisdure 105 (253 mg, 0.988 mmol) wurde mit
SOClI; (4 ml) und DMF (0.27 mmol, 20 mg) bei 50°C fur 3 h erwarmt. Die flichtigen
Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde unter Eiskiihlung
mit MeOH (5 ml) versetzt und erneut auf 50°C erwéarmt. Nach 1 h wurde das MeOH
im Vakuum entfernt und der Ruckstand wurde mit EE (50 ml) und ges. wassriger
NaHCOs-Losung (50 ml) versetzt. Nach Phasentrennung wurde die wassrige Phase
mit EE (100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO,
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Produkt-
gemisch wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE =3 : 1 — 1 : 1), um das Neben-
produkt 106 (35 mg, 0.13 mmol, 13%) in der ersten Fraktion [R{(SiO,, Hexan/EE =
3:1) = 0.32] und die Verbindung 107a (171 mg, 0.602 mmol, 61%) in der zweiten
Fraktion [R¢(SiO,, Hexan/EE = 3 : 1) = 0.15] als farblose Feststoffe zu erhalten.

Versuchsvorschrift 2: Die Dinitrodisdure 105 (200 mg, 0.781 mmol) wurde mit
MeOH (15 ml), konz. H,SO4 (0.6 ml) und MgSO4 (300 mg) 3 d unter Ruckfluss
erhitzt. Es wurde weiteres MgSO,4 (200 mg) zugesetzt und das Gemisch wurde 5 h
refluxiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde
mit ges. wassriger NaHCO3-Losung (30 ml) verdinnt. Die wassrige Phase wurde mit
EE (3 x 25 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden uber
MgSO, getrocknet. Nach der Filtration wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt
und der Rickstand wurde chromatographiert (SiO,, Hexan/EE = 1 : 2). Es wurde die
Titelverbindung 107a (188 mg, 0.662 mmol, 85%) als farbloser Feststoff erhalten.
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5.2.4.3.1  2,3-Dinitroterephthalsauredimethylester (107a)®®

COzMe
NO,

NO,
CO,Me

C10HsN20sg
M = 284.18 g mol*

R¢(SiO,, Hexan/EE = 3: 1) = 0.15.
Smp.: 141°C (Lit.; 173-174°C).1%!
'H-NMR (500 MHz, CDCl5): 3 = 3.95 (s, 6 H), 8.16 (s, 2 H) ppm.

B3C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 54.00 (2 CH3), 128.76 (2 C), 133.03 (2 CH),
142.63 (2 C), 161.82 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 307 (100) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 307.0178 [CgH3N,;NaOg],
gef. 307.0177 [M + Na'].

IR (ATR): A™! = 3098 (w), 2964 (w), 1733 (vs), 1619 (w), 1545 (vs), 1484 (m), 1435
(m), 1355 (m), 1286 (vs), 1202 (m), 1144 (w), 1118 (s), 972 (m), 892 (m), 867 (m),
819 (s), 774 (s), 754 (s), 727 (m), 701 (m), 628 (w) cm™.

5.2.4.3.2 2-Chlor-3-nitroterephthalsauredimethylester (106)

COzMe
Cl

NO,
CO,Me

C10HsCINOg
M = 273.63 g mol™
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R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.32.
Smp.: 102°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 3.94 (s, 3 H), 3.99 (s, 3 H), 7.96 (d, J = 8.2 Hz, 1 H),
8.03 (d, J =8.2 Hz, 1 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 53.27 (CHs), 53.57 (CHs), 125.90 (C), 126.15
(C), 129.26 (CH), 131.61 (CH), 135.82 (C), 150.07 (C), 161.86 (C), 163.98 (C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 296 (100) [M + Na'].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 295.9938 [C10HsCINNaOg],
gef. 295.9929 [M + Na'].

IR (ATR): At = 3104 (w), 2960 (m), 2915 (w), 2850 (w), 1730 (vs), 1604 (w), 1548
(s), 1477 (m), 1450 (m), 1433 (m), 1397 (w), 1365 (m), 1282 (s), 1265 (vs), 1198 (s),
1172 (s), 1146 (m), 1104 (s), 995 (w), 971 (m), 893 (w), 866 (m), 854 (m), 818 (m),
799 (w), 764 (s), 754 (s), 740 (m), 706 (m), 610 (w) cm™.

5.24.4 2,3-Dinitroterephthalsauredibenzylester (107b)

COan
NO,

NO,
COZBn

C2oH16N20g
M = 436.37 g mol™*

Die Diséure 105 (289 mg, 1.13 mmol) wurde mit MeOH (1 ml) und NEt; (240 mg,
2.37 mmol) fur 1 h bei 23°C gertuhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und der Rickstand wurde mit THF (3 ml), BnBr (580 mg, 3.39 mmol) und TBAB (73
mg, 0.23 mmol) versetzt. Das Gemisch wurde 16 h bei 50°C erwarmt. Anschlie3end
wurde mit EE auf 50 ml verdtinnt und die organische Phase wurde mit ges. wassriger

NaHCOs-Lésung (50 ml) gewaschen. Nach Phasentrennung wurde die wassrige
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Phase noch mit EE (25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der RUck-
stand wurde mit Hexan (20 ml) auf 50°C fur 30 min erwarmt. Der verbleibende Fest-
stoff wurde abgesaugt, mit Hexan (30 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Es
wurde die Titelverbindung 107b (410 mg, 0.940 mmol, 83%) als farbloser Feststoff
erhalten.

Smp.: 112°C.
'H-NMR (500 MHz, CDCls): d = 5.35 (s, 4 H), 7.32-7.40 (m, 10 H), 8.14 (s, 2 H) ppm.

13C{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): d = 69.36 (2 CH,), 128.63 (2 C), 128.75 (4 CH),
128.80 (4 CH), 129.09 (2 CH), 133.03 (2 CH), 133.72 (2 C), 142.69 (2 C), 161.25 (2

C) ppm.

Elementaranalyse: ber. C 60.55%, H 3.70%, N 6.42%,
gef. C 60.11%, H 4.13%, N 6.39%.

IR (ATR): A™* = 3115 (w), 3094 (w), 3065 (w), 3037 (w), 2895 (w), 1726 (vs), 1651
(W), 1615 (w), 1551 (vs), 1497 (w), 1482 (m), 1455 (m), 1407 (w), 1379 (m), 1356 (s),
1276 (vs), 1210 (w), 1190 (s), 1118 (s), 1083 (m), 1027 (w), 994 (w), 948 (m), 937
(m), 912 (m), 885 (w), 866 (w), 847 (w), 804 (m), 784 (w), 770 (w), 747 (s), 670 (vs),
646 (w), 620 (w), 587 (m) cm™.

5.24.5 2,3-Diaminoterephthalsauredimethylester (109a)

COzMe
NH,

NH,
CO,Me

C10H12N204

M = 224.21 g mol™
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Der Dinitrodiester 107a (144 mg, 0.507 mmol) wurde mit Pd/C (40 mg, 10 Massen-%
Pd) und MeOH (5 ml) versetzt. Nach der Entgasung und dem Aufsetzen eines H,-
Ballons (1 atm) wurde das Gemisch 16 h bei 23°C geruhrt. AnschlielRend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Katalysator wurde durch Filtration mit
Kieselgur entfernt. Der Filterriickstand wurde noch mit CH,Cl, (50 ml) gewaschen
und das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und getrocknet. Es wurde die Diamino-

verbindung 109a (71 mg, 0.32 mmol, 62%) als oranger Feststoff erhalten.
Smp.: 122°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.89 (s, 6 H), 7.31 (s, 2 H) ppm; die vier Protonen

der beiden Aminogruppen sind nicht erkennbar.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCls): & = 51.88 (2 CH3), 114.19 (2 C), 118.34 (2 CH),
140.84 (2 C), 168.60 (2 C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 225 (100) [M + H™].

HR-MS (ESI, pos. Modus): ber. 225.0871 [C10H13N204],
gef. 225.0875 [M + H'].

IR (ATR): A! = 3444 (m), 3351 (m), 2957 (m), 2922 (m), 2854 (m), 1688 (s), 1621
(m), 1607 (m), 1528 (m), 1433 (s), 1374 (w), 1319 (m), 1273 (m), 1226 (vs), 1180 (s),
1102 (s), 1022 (m), 976 (m), 904 (w), 809 (m), 737 (s) cm™.

UV/Vis (CH2Clb): Amax (€) = 385 (4137 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem = 463 nm (Air = 385 nm).
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5.2.4.6 2,3-Diaminoterephthalsauredibenzylester (109b)

COan
NH,

NH,
CO,Bn

C22H20N204
M = 376.41 g mol™*

Der Dinitrodiester 107b (45 mg, 0.10 mmol) wurde mit einem Pt/Fe-Katalysator (CF
105XR/W 5% Pt + 1% Fe) der Firma Evonik und EE (3 ml) versetzt und entgast. Ein
H,-Ballon (1 atm) wurde auf die Apparatur gesetzt. Das Gemisch wurde bei 70°C fir
20 h erwarmt. Der Katalysator wurde Uber Kieselgur abfiltriert und der Ruckstand
wurde mit CH,Cl, (20 ml) gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und
anschlieBend erneut mit CH,Cl, verdinnt. Die organische Phase wurde mit ges.
wassriger NaHCO3-Ldsung und H,O gewaschen, tber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die Titelverbindung 109b (24 mg, 64 umol,

64%) wurde als oranger Feststoff erhalten.
R¢(SiO,, Hexan/EE =3 : 1) = 0.48.
Smp.: 102°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 5.35 (s, 4 H), 5.59 (br. s, 4 H), 7.34-7.40 (m, 8 H),
7.43-7.44 (m, 2 H), 7.31 (s, 2 H) ppm.

BC{*H}-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 66.42 (2 CH,), 114.24 (2 C), 118.45 (2 CH),
127.98 (4 CH), 128.22 (2 CH), 128.61 (4 CH), 136.02 (2 C), 141.02 (2 C), 167.92 (2
C) ppm.

MS (ESI, pos. Modus): m/z (%) = 279 (80), 308 (10) [M — Bn + Na'], 377 (47), 399
(100) [M + Na'.
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HR-MS (ES|, pos. MOdUS)Z ber. 399.1321 [C22H20N2Na04],
gef. 399.1324 [M + Na'].

IR (ATR): A = 3410 (m), 3323 (m), 3038 (w), 2955 (w), 1683 (s), 1587 (m), 1528
(m), 1499 (m), 1478 (w), 1454 (m), 1383 (m), 1302 (m), 1277 (s), 1226 (vs), 1112
(vs), 1006 (s), 966 (s), 850 (w), 793 (m), 737 (vs), 694 (s), 665 (m) cm™.

UV/Vis (CH2Clo): Amax (€) = 391 (3802 mol™ dm® cm™) nm.

Fluoreszenz (CH,Cl,): Aem =471 nm (Air = 391 nm).
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