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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Einsatz von Oxidoreduktasen für die Reduk-
tion propargylischer Ketone . In dieser ersten umfassenden Untersuchung der
enzymatischen Reduktion von Alkinonen wurden insgesamt über 50 Substrate
dargestellt und getestet . (R)- und (S)-Methyl-Ethinyl-Carbinole konnten mit unter-
schiedlichsten Resten an der Dreifachbindung über recLB-ADH und CPCR nahezu
allgemeingültig enantiomerenrein zugänglich gemacht werden . Die Reduktion
propargylischer Ketone mit einer terminalen Dreifachbindung mittels recLB-ADH
führte zu einer Konfigurationsumkehr bei den erhaltenen Alkoholen . (X-chlorierte und
a-bromierte Alkinone wurden über die Enzyme recLB-ADH, HL-ADH und TB-ADH
mit hohen Aktivitäten zu den entsprechenden halogenierten Alkoholen reduziert . Am
Beispiel der multifunktionellen chlorierten C4-Bausteine wurde eine Optimierung der
enzymatischen Reduktion durchgeführt . Die Substrate konnten im mmol-Maßstab mit
Cofaktor-TTNs von bis zu 20.000 quantitativ reduziert werden . Abschließend wurde
die vielseitige Folgechemie der halogenierten propargylischen Alkohole durch die
Überführung in Epoxide, Nitrile und Olefine demonstriert .

Abstract

This study describes the use of oxidoreductases for the reduction of propargylic
ketones . In this first comprehensive investigation of the enzymatic reduction of
alkynones a total of more than 50 substrates were prepared and tested . It was
possible to make enantiomerically pure (R)- and (S)-methyl-ethinyl-carbinois with
widely differing residues at the triple bond almost universally accessible via
recLB-ADH and CPCR. The reduction of propargylic ketones with a terminal triple
bond by means of recLB-ADH led to an inversion of the configuration of the alcohols
obtained . a-chlorinated and a-brominated alkynones were reduced to the
corresponding halogenated . alcohols via the enzymes recLB-ADH, HL-ADH and
TB-ADH with high activities . The enzymatic reduction was optimized for the
multifunctional chlorinated C4 constituents . The substrates were quantitatively
reduced an the mmole scale with cofactor TTNs of up to 20,000 . In conclusion, the
versatile consecutive chemistry of the halogenated propargylic alcohols was
demonstrated by transforming them into epoxides, nitriles and olefins .
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1 Einleitung

1 .1

	

Enantiomerenangereicherte propargylische Alkohole

1 .1 .1

	

Enantioselektive Synthese propargylischer Alkohole : Stand der Technik

Asymmetrische Synthesen bieten einen wichtigen Zugang zu chiralen Alkoholen . Die
Vielzahl bekannter asymmetrischer Synthesen wird fortlaufend durch neue Veröffent-
lichungen ergänzt und erweitert . Ein Großteil dieser Publikationen beschäftigt sich
mit der chemischen enantioselektiven Reduktion der entsprechenden Ketone, welche
sowohl katalytisch als auch mit stöchiometrischen Reagenzien durchgeführt werden
kann.f'l Die Diversifikation dieser Methoden ermöglicht einen breiten Zugang zu un-
terschiedlichst substituierten enantiomerenangereicherten Alkoholen.

Zu nicht racemischen chiralen propargylischen Alkoholen wurde bislang kein allge-
meingültiger Zugang entwickelt . Die bekannten Synthesewege sind entweder auf ein
begrenztes Substratspektrum beschränkt oder sie erreichen lediglich für einen Teil
der Produkte einen hohen Enantiomerenüberschuß .i l l Die beschriebenen Synthesen
nicht racemischer chiraler propargylischer Alkohole verlaufen zu einem großen Teil
über eine enantioselektive Reduktion der entsprechenden prochiralen Ketone :

i) Chemische Methoden

Reduktionen mit Boranen

Die umfangreichen Arbeiten zu diesem Thema stellen eine große Anzahl unter-
schiedlich substituierter Borane für die Reduktion propargylischer Ketone zur Verfü-
gung . f2d Für die Anwendung ist es hierbei von Vorteil, daß viele dieser Verbindungen
kommerziell erhältlich sind . Zu den bekanntesten Reagenzien zählen die von Corey
et al . entwickelten CBS-Borane,l2d,3] welche katalytisch eingesetzt werden können,
sowie Alpine-Boran und DIP-Chlorid als stöchiometrisch einzusetzende Reagenzien
(Abb . 1-1) .[4,5]

[I] An dieser Stelle soll lediglich eine Übersicht über die enantioselektiven Synthesemethoden gege-
ben werden . Detaillierte Angaben zu Enantiomerenüberschüssen und Ausbeuten bei propargylischen
Alkoholen werden im speziellen Teil jeweils bei den unterschiedlichen Substrat-Klassen angegeben
und den eigenen Ergebnissen vorangestellt .
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R
R = Alkyl, Aryl
CBS-Katalysator ALPINE-BORAN DIP-CHLORID
(Oxazaborolidin)

Abb.1-1 : Boran-Reagenzien

Da jeweils beide Enantiomere der Borane zugänglich sind, können durch die Umset-
zung sowohl die (S)- als auch die entsprechenden (R)-Alkohole erhalten werden
(Abb . 1-2) . Die bei der Reduktion erzielbaren Enantiomerenüberschüsse hängen
stark von den Substituenten des Borans ab. Vor der Umsetzung eines neuen Sub-
strats ist hierdurch ein Screening erforderlich, mit dem ein für die Reduktion geeigne-
tes Boran identifiziert werden kann .

.~%BCI
J'2

(-)-DIP-

	

(+)-DI P-
CI chlorid i -"Cl chlorid f -*"-r v _CI

(S)-1 b

	

1 a

	

(R)-1 b

97 % ee

	

97% ee
85 % Ausbeute

	

85 % Ausbeute

Abb. 1-2 :

	

Beispiel einer enantioselektiven Keton-Reduktion über ein Boran . [61

Reduktionen mit komplexen Aluminium-Hydriden

Brinkmeyer et al . gelang 1977 die erste asymmetrische Reduktion nicht-aromatischer
Ketone mit Enantiomerenüberschüssen von 62 - 82 % .I'1 Hierbei konnten insgesamt
7 propargylische Ketone in Anwesenheit eines chiralen Aminoalkohols mit LiAIH4 re-
duziert werden . In der Folgezeit wurden weitere chirale Zusätze bei der Reduktion
propargylischer Ketone mit komplexen Hydriden eingesetzt.f81 Noyori et al . entwickel-
ten erstmals enantiomerenangereicherte Aluminium-Hydride wie BINAL-H (Abb. 1-3),
welche keine weiteren Zusätze zur chiralen Induktion benötigen .I91
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Aldehyd-Additionen

Sonstiqe chemische Synthesen

R 1 , R2 = Alkyl, Aryl

Abb. 1-3 :

	

Keton-Reduktion mit BINAL-HJ91

O

R 1 '

	

_
~

H

	

+

	

H

	

R2

R 1 , R2 = Alkyl, Aryl

Abb. 1-4 :

	

Aldehyd-Addition an Organo-Metall-Verbindungen . [ 1081

BINAL-H

R = Alkyl

OH

R1"L-, R2

Eine weitere Methode zur Synthese propargylischer Alkohole ist die enantioselektive
Addition von Acetylenen an Aldehyde . Erstere werden zumeist als Organo-Zink-,
vereinzelt auch als Organo-Zinn- oder Titan-Verbindungen eingesetzt (Abb . 1-4) .l1°1

Die chirale Induktion erfolgt durch die Zugabe katalytischer Mengen enantiomeren-
reiner Liganden. Während bei der Verwendung sterisch anspruchsvoller Aldehyde
häufig die entsprechenden Alkohole hoch enantioselektiv erhalten werden, ist die
Einführung einfacher Substituenten wie "Methyl" (R1 = CH3) oder "Chlormethyl" (R 1 =

CH2C1) aufgrund der Instabilität der entsprechenden Aldehyde unter diesen Reakti-
onsbedingungen nicht möglich)"]

1 . Metallorganyl

	

OH
2 . N-Methylephedrin

R1

Ein alternativer enantioselektiver Zugang zu Alkinolen ist die asymmetrische Trans-
ferhydrierung der entsprechenden Ketone mittels eines von Noyori et al . entwickelten
Ruthenium-Katalysators . f 121 Neben hohen Enantiomerenüberschüssen werden die
Produkte in teils quantitativen Ausbeuten erhalten . Außer der TMS-Gruppe als Alkin-
Substituent wurden bisher keine weiteren funktionalisierten Substrate für diese che-
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mische Reduktion eingesetzt. Die Substrate müssen für die Hydrierung sorgfältigst
gereinigt werden, da der Katalysator bereits durch Spuren terminaler Acetylene inhi-
biert wird . [ ' 2]

ii) Enzymatische Methoden

Enantiomerentrennunq mit hydrolytischen Enzymen

Die Anwendung von Lipasen ist der am besten untersuchte enzymatische Zugang zu
chiralen propargylischen Alkoholen (Abb . 1-5) .[13 Er kann sowohl mit isolierten En-
zymen als auch als Ganzzellbiotransformation durchgeführt werden. Die Vielzahl zur
Verfügung stehender Lipasen ermöglicht es hierbei, unterschiedlichst funktionalisier-
te Alkinole mit hohen Enantiomerenüberschüssen zu erhalten . Die Substratspektren
der einzelnen Lipasen unterscheiden sich stark voneinander und sind isoliert
betrachtet häufig auf wenige Alkinole beschränkt . Die Umsetzung eines noch nicht
getesteten Substrats erfordert somit meist ein neues Enzym-Screening .

O

OH

Abb. 1-5 :

Lipase aus
Pseudomonas sp.

OH

2b

	

(S)-2b

	

(R)-2c

Pseudomonas sp .~'3aj - Vinylacetat, Hexan, 25°C .

>95 % ee

	

>95 % ee
47 % Ausbeute

	

48 % Ausbeute

Synthese des propargylischen Alkohols (S)-2b mit einer Lipase aus

Da es sich bei der Alkohol-Synthese mit Lipasen um eine Racematspaltung handelt,
liegt die maximale Ausbeute bei 50 % . Eine Lösung dieses Problems ergibt sich
durch eine Racemisierung des nicht umgesetzten Enantiomers.f' 41 Die Durchführbar-
keit dieser Racemisierung für propargylische Alkohole wurde bislang noch nicht ge-
zeigt.
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Reduktion mit Oxidoreduktasen

Das enzymatische Pendant zur chemischen Reduktion ist für Alkinone bisher nur
wenig untersucht worden .i' 51 Im Rahmen umfassender Substrat-Screenings mit Oxi-
doreduktasen wurden vereinzelt propargylische Ketone getestet, wobei die erzielten
Ergebnisse in Abhängigkeit der Substrat-Struktur stark variieren . Da die getesteten
Alkinone von den verwendeten Enzymen überwiegend als Substrat akzeptiert wor-
den sind, sollte eine umfassendere Untersuchung dieser Umsetzungen einen inte-
ressanten neuen Zugang zu propargylischen Alkoholen eröffnen können. Diese An-
nahme wird durch die Arbeiten von Phillips et al ., die bis dato ausführlichsten Veröf-
fentlichungen über die Umsetzung von Alkinonen mit Oxidoreduktasen, bestätigt
(Abb . 1-6) .11591 In diesen Arbeiten wird gezeigt, daß Alkoholdehydrogenase aus
Thermoanaerobacter ethanolicus (TE-ADH) eine Vielzahl von Ketonen und Ke-
toestern mit einer terminalen Dreifachbindung zu den entsprechenden Alkoholen
reduziert .

Abb. 1-6 :

Sonstiqe enzymatische Methoden

TE-ADH
OH

>98 % ee
50 % Ausbeute

Synthese des propargylischen Alkohols (S)-3b über Reduktion mit Alkoholde-

hydrogenase aus Thermoanaerobacter ethanolicus.['59J - NADP+ , 2-Propanol,
Tris-Puffer (pH = 8), 50°C.

Eine weiterer enzymatischer Zugang zu propargylischen Alkoholen wurde durch den
Einsatz von Chloroperoxidasen eröffnet (Abb. 1-7) .1,61

Mikroorganismen erwiesen sich als ungeeignet, da die alkinonischen Substrate eine
toxische Wirkung auf die eingesetzten Mikroorganismen haben . [17]
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CPO

OH

87%ee
30 % Ausbeute

Abb. 1-7 :

	

Synthese des propargylischen Alkohols 5 mit Chloroperoxidase (CPO) .'' 6j - t-BUOOH,
Na-Citrat-Puffer (10 mM, pH = 5.5), RT.
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1 .1 .2 Anwendung propargyllscher Alkohole

Die vielseitige Chemie, die an Acetylenen durchgeführt werden kann,[' $] macht enan-
tiomerenangereicherte propargylische Alkohole zu multifunktionellen Trägern chiraler
Information . Durch bekannte Modifizierungen der Dreifachbindung (Abb. 1-8) sowie
der Hydroxy-Funktion eignen sich Alkinole auch als Bausteine für die Synthese von
Verbindungen, die keine a,ß-dreifach-ungesättigten Carbinoleinheiten enthalten . In
der Vergangenheit fanden propargylische Alkohole Einsatz als Intermediate in der
Synthese von Alkaloiden, Pheromonen, Prostaglandinen, Steroiden, Antibiotika, Vi-
taminen sowie Sequiterpenen .[' 9 ]

OH

OH

COOH

OH OH

	

OH

OH

R

OH R"

	

OH

	

OH X

R * / R"

	

R

OH
COOH

Abb. 1-8 :

	

Überführung der Dreifachbindung in andere funktionelle Gruppen

OH
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Enantiomerenangereicherte u,ß-ungesättigte Carbinoleinheiten finden sich auch di-
rekt in einer Vielzahl von Natur- und Wirkstoffen wieder. Bei der Synthese dieser
Verbindungen können propargylische Alkohole vorteilhafterweise effizient als Syn-
these-Bausteine eingesetzt werden:

Leukotriene

Leukotriene sind biologisch hochaktive Substanzen, welche an Entzündungsprozes-
sen im menschlichen Organismus beteiligt sind.i2°1 Hierdurch können eine Reihe
chronischer Erkrankungen wie Asthma, Rheuma oder Allergien ausgelöst werden .
Während die Biosynthese über die Arachidonsäure verläuft, wurden chemische Syn-
thesen dieser Verbindungen auf unterschiedlichen Wegen mittels propargylischer
Alkohole realisiert . [201 So ist beispielsweise der abschließende Schritt der von Naso et
al . entwickelten Synthese des Leukotrien B3 Methylesters (8) eine Kreuz-Kupplung[ 21 ]
des TBS-geschützten propargylischen Alkohols 6 mit dem bromierten Olefin 7 (Abb .
1-9) . [2ob]

OTBS

6

Abb. 1-9 :

	

Synthese von Leukotrien B 3 Methylester (8) .[2°ej - a) Catecholboran, Pd(Ph3)4 , NaOH,

RT (57 %) . - b) AI 203 (neutral), Hexan, RT (41 %) .

5-Lipoxygenase-Inhibitoren

8

OTBS

7

C02CH3

C02CH3

Der erste Schritt der Biosynthese der oben erwähnten Leukotriene wird durch das
Enzym 5-Lipoxygenase katalysiert . Die Wirkstoffgruppe der 5-Lipoxygenase-Inhibi-
toren kann somit die durch Leukotriene ausgelösten Krankheiten durch Blockierung
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der Leukotrien-Biosynthese wirkungsvoll verhindern . j221 5-Lipoxygenase-Inhibitoren,
die einen aromatisch substituierten N-Hydroxy-N-(3-butin-2-yl)-harnstoff (11) als ge-
meinsames Strukturelement besitzen, werden chemisch durch eine Kupplung des
Harnstoff-Derivates 11 mit einem halogenierten Aromaten 12 erhalten (Abb .
1-10) .[22b] Das Harnstoff-Derivat 11 wird in zwei Reaktionsschritten aus (S)-3-Butin-2-
ol [(S)-9a] dargestellt .[22a]

PhO

b

Abb. 1-10 :

12

	

A-79175 R+ (13)

Synthese des 5-Lipoxygenase-Inhibitors A-79175 R+ (13) .[22a,b] -

a) Ph02CNH0002Ph, (Ph)3P, DEAD, THF, RT. - b) NH40H, McOH, RT. -
c) Pd(CH3CN)2CI2 , Ph3P, Cul, Et2NH, EE, RT.

Polyacetylene aus marinen Orqanismen

HO
v

In den vergangenen zwei Dekaden gelang die Isolierung und Charakterisierung einer
Vielzahl acetylenischer Verbindungen aus marinen Schwämmen . f231 Bei den Verbin-
dungen handelt es sich häufig um unverzweigte ungesättigte C30-Alkane, welche mit
Hydroxy- oder Ketogruppen funktionalisiert sind . Daneben konnten auch acetyleni-
sche Alkohole anderer Kettenlängen mit teilweise weiteren funktionellen Gruppen
isoliert werden . Viele dieser Alkinole besitzen interessante bioaktive Eigenschaften .
Petrosynol (14) inhibiert die reverse Transkriptase und könnte somit eine wichtige
Aufgabe bei der Behandlung von HIV-Infektionen übernehmen (Abb . 1-11 ) .[23c] Duryn
(15) ist eine der vielen acetylenischen Verbindungen aus marinen Schwämmen, wel-
che eine ausgeprägte Antitumor-Aktivität aufweisen .[23a]
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OH OH

OH

	

Petrosynol (14)

	

OH

Duryn (15)

Abb. 1-11 :

	

Alkinol-Metabolite aus marinen Schwämmen . [23a,°l

Polyacetylene in der Ginseng-Wurzel

Die Ginseng-Wurzel ist im asiatischen Raum traditionell als Heilpflanze bekannt. Seit
der Entdeckung ihrer Antitumor-Aktivität wurden eine Vielzahl ihrer Inhaltsstoffe iso-
liert und identifiziert (Abb . 1-12) j 241 Hierunter befinden sich auch eine Reihe polyace-
tylenischer Alkohole, denen teilweise die Antitumor-Aktivität zugeordnet werden
konnte .

OH

Panaxytriol (16)

OH

Heptadeca-1,8-dien-4,6-diyn-3,10-diol (17)

[241Abb. 1-12 :

	

Acetylenische Inhaltsstoffe der Ginseng-Wurzel .
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1 .2

	

Alkoholdehydrogenasen und Carbonylreduktasen

Der weltweite Bedarf enantiomerenreiner Wirkstoffe hat zu einer besonderen Bedeu-
tung der katalytischen asymmetrischen Synthese als Teilgebiet der organischen
Chemie geführt . f' b l Die stetige Suche nach neuen Zugängen zu enantiomerenange-
reicherten Verbindungen hat neben der Entwicklung einer Vielzahl chemischer Rea-
genzien auch den Biokatalysatoren steigende Aufmerksamkeit zukommen lassen . [25]

Bei den enzymatischen Alkoholsynthesen standen Hydrolasen und Lyasen lange Zeit
im Vordergrund, da sie leicht zu handhaben sind und es darüber hinaus keiner Co-
faktorregenerierung bedarf . [261 In den vergangenen Jahren konnten zahlreiche Arbei-
ten auf dem Gebiet der Ketonreduktion mit Oxidoreduktasen die gute Eignung auch
dieser Enzyme für die enantioselektive Synthese aufzeigen .f271 Hierbei ist es von Vor-
teil, daß die theoretische Ausbeute 100 % beträgt, während bei hydrolytischen En-
zymen für gewöhnlich lediglich 50 % erzielt werden können . Die hohe Chemo- und
Stereospezifität der Alkoholdehydrogenasen und Carbonylreduktasen in Verbindung
mit wichtigen Fortschritten bei der Cofaktorregenerierung eröffnen somit neue Zu-
gänge zu nicht racemischen, chiralen Alkoholen .

1 .2.1

	

Die Enzyme

Die Alkoholdehydrogenasen Pferdeleber-ADH (HL-ADH), Hefe-ADH (Y-ADH) und
Thermoanaerobium brockii-ADH (TB-ADH) sind nicht zuletzt durch ihre kommerzielle
Verfügbarkeit bereits seit längerer Zeit eingehend untersucht und beschrieben wor-
den (Tab. 1-1).[271 Ergänzend haben sich neuere Arbeiten erfolgreich mit der Isolie-
rung und Charakterisierung weiterer Oxidoreduktasen beschäftigt (Tab . 1-1) .[2'a] in-
folgedessen stehen der organischen Synthese nun Biokatalysatoren zur Verfügung,
deren unterschiedliche Spezifitäten einen breiten Zugang zu enantiomerenangerei-
cherten Alkoholen ermöglichen .

Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase

Die HL-ADH (EC 1 .1 .1 .1) ist wahrscheinlich die am besten untersuchte Oxidoreduk-
tase überhaupt.f25,27,2s ] HL-ADH besitzt eine dimere Struktur bestehend aus zwei na-
hezu identischen Untereinheiten, welche jeweils zwei Zink-Ionen enthalten . Es han-
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delt sich um ein (S)-spezifischesl" 1 , NAD(H) abhängiges Enzym mit einer pH-Stabilität
von pH 5-10 und einer guten Verträglichkeit für organische Lösungsmittel . HL-ADH
akzeptiert ein breites Substratspektrum, wobei mono-, bi- und polycyclische Ketone
unterschiedlichster sterischer Ansprüche am besten als Substrate umgesetzt werden
können . [27a]

Thermoanaerobium brockii-Alkoholdehydrogenase

Das NADP(H) abhängige Enzym wurde 1981 von Lamed und Zeikus aus dem ther-
mophilen Bakterium Thermoanaerobium brockii isoliert . f291 TB-ADH (EC 1 .1 .1 .2) be-
sitzt eine außerordentlich hohe Temperaturstabilität von bis zu 65°C. Die pH-Stabili-
tät liegt im Bereich pH 7-9. Das Enzym zeigt eine interessante Umkehr der Stere-
ospezifität bei Ketonen einer Größe von C4 und C5 , welche mit moderater Enantiose-
lektivität zu (R)-Alkoholen umgesetzt werden, während 2-Alkanone ab einer Länge
von C6 mit hoher Selektivität zu (S)-Alkoholen reduziert werden (Abb . 1-13) . Generell
werden lineare Ketone am besten als Substrate akzeptiert . [27a]

OHTB-ADH ii TB-ADH

R = C3H5

	

1-11

	

-R

	

R= C4H9

(R)-18

	

(S)-19

Abb. 1-13 :

	

Umkehr der Stereospezifität bei der Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobium

brockii. 127a]

Thermanaerobacter ethanolicus-Alkoholdehydrogenase

Die Oxidoreduktase TE-ADH (EC 1 .1 .1 .2) ist zu 99 .1 % sequenz-identisch mit der
Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobium brockii, wodurch die Eigenschaften
der beiden Enzyme sich nahezu entsprechen . f301 Zeikus et al . gelang die Klonierung
und Expression von TE-ADH in E. coli, so daß das Enzym kostengünstig zugänglich
iSt . [301

[II] Aus Gründen der Übersichtlichkeit wird in der vorliegenden Arbeit ein Re-Seiten Angriff auf das

Carbonyl als (S)-spezifisch (Prelog-Konfiguration) und ein Si-Seiten Angriff auf das Carbonyl als

f25a(R)-spezifisch bezeichnet (Anti-Prelog).~
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Hefe-Alkoholdehvdrogenase

Y-ADH (EC 1 .1 .1 .1) wird aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae gewonnen und ist
die erste Alkoholdehydrogenase, die in kristallisierter Form isoliert werden konnte . [31]

Obwohl sich die primäre Struktur des NAD(H) abhängigen Enzyms von der Amino-
säuresequenz der HL-ADH deutlich unterscheidet, besitzen beide ADHs eine ähnli-
che Tertiärstruktur .[27a1 Y-ADH besitzt eine gute Stabilität im Bereich pH 6 .6-9.5 und
bei Temperaturen zwischen 10 und 25°C. Das Substratspektrum der (S)-spezifischen
Y-ADH ist mit Methyl- sowie ungesättigten Ketonen stark eingeschränkt .

Lactobacillus Alkoholdehvdrogenasen

Die aus Lactobacillus kefir isolierte Alkoholdehydrogenase LK-ADH (EC 1 .1 .1 .2) ist
im Gegensatz zu den bereits aufgeführten ADHs eine (R)-spezifische Oxidoredukta-
se. Das Enzym, dessen pH Stabilität bei pH 4 .5-8.5 liegt, akzeptiert ein breites Spek-
trum an Substraten . Aliphatische, cyclische und aromatische Ketone können in hoher
Aktivität und guten Enantiomerenüberschüssen zu den entsprechenden Alkoholen
reduziert werden . [27a,32]

Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LB-ADH ; EC 1 .1 .1 .2) besitzt ein
dem der LK-ADH sehr ähnliches Substratspektrum .[321 Ein wichtiger Vorteil ist die
gute Verfügbarkeit der Lactobacillus brevis Alkoholdehydrogenase, da diese durch
Expression in E. coli in großer Menge in rekombinanter Form erhalten werden kann
(recLB-ADH) . [32]

Candida parapsilosis Carbonylreduktase

Die aus der Hefe Candida parapsilosis isolierte Carbonylreduktase (CPCR ; EC
1 .1 .1 .1) ist ein NAD(H) abhängiges Enzym mit einem Stabilitätsbereich von pH 6-8
und 25-C.[27a,331 CPCR besitzt ein breites Substratspektrum, das sich von alipha-
tischen, cyclischen und aromatischen Ketonen über Diketone bis hin zu Oxo-Keto-
estern erstreckt . Aufgrund der vielseitigen Reduktionseigenschaften wurde dieses
(S)-spezifische Enzym bereits in einer Reihe von Synthesen chiraler Bausteine ein-
gesetzt . [341
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Tab. 1-1 :

	

Biochemische Charakteristika der eingesetzten Oxidoreduktasen.[27a,321

1 .2.2 Cofaktorregenerierung

Die Wirtschaftlichkeit eines enzymatischen Reduktionsprozesses wird zu großen Tei-
len durch den Substratpreis sowie die Enzym- und Cofaktorkosten bestimmt. Da die
Substratmenge naturgemäß vorgegeben ist, kann eine Senkung dieser Kosten nur
über das verwendete Enzym oder den Cofaktor erzielt werden. Die Verringerung der
Enzym-Dosis resultiert in einer Verlängerung der Reaktionszeit, welche sich beson-
ders bei instabilen Substraten negativ auf die erzielte Ausbeute auswirken würde .
Hierdurch kommt der Verwendung von rekombinanten Enzymen eine wichtige Be-
deutung zu, da diese für gewöhnlich kostengünstig in großer Menge zur Verfügung
stehen . Eine zusätzliche Reduzierung der Kosten ergibt sich durch das Absenken

Enzym HL-ADH TB-ADH Y-ADH LK-ADH LB-ADH CPCR

Standard- Cyclo- 2-Butanon 2-Butanon 5-Oxohexan- 5-Oxohexan- 5-Oxohexan-

Substrat hexanon säureethyl- säureethyl- säureethyl-
ester ester ester

Spezifität
der S S S R R S

Reduktion
Spezifische

Aktivität für Red . 2.7 8 >300 99 30 1800
(U/mg)

Temperatur-
optimum (°C) 37 50 30 30-45 50 36-40
[Reduktion]
Temperatur-
stabilität (°C) 25 < 65 10-25 < 50 < 65 25
[Reduktion]
pH-Optimum

der 7.0 7.5-8.0 7.1 6 .5 6 .5 7.0-8.5
Reduktion

pH-Stabilität
des 5.0-10.0 7.0-9.0 6.6-9.5 4.5-8.5 5.0-9.0 6.0-8.0

Enzyms
Benötigter
Redox- NAD(H) NADP(H) NAD(H) NADP(H) NADP(H) NAD(H)
Cofaktor
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des Cofaktor-Anteils . Um eine stöchiometrische Zugabe dieser Verbindung zu ver-
meiden, muß der Cofaktor während der enzymatischen Synthese möglichst effektiv
in situ regeneriert werden. Bei den unter Abschnitt 1 .2.1 beschriebenen Alkoholde-
hydrogenasen und Carbonylreduktasen handelt es sich um Enzyme, welche 1,4-Di-
hydronicotinamidadenindinukleotid [NAD(H)] bzw. 1,4-Dihydronicotinamidadenindinu-
kleotidphosphat [NADP(H)] als Redox-Cofaktor benötigen (Abb. 1-15) .[27al

o0 0
0

I

	

I_
IPI_o_~_o

	

0 N /T
N-/N

HOB

	

1OH Hd

	

bR

0- 0(9
I

	

I

Abb. 1-15 :

	

Strukturformeln von NADH und NADPH

R=H:

	

Nicotinamidadenindinucleotid (NAD+)
R=P032- :

	

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP+)

Abb. 1-14 :

	

Strukturformeln von NAD+ und NADP+

R=H:

	

1,4-Dihydronicotinamidadenindinucleotid (NADH)
R=P032- :

	

1,4-Dihydronicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH)

Cofaktorreqenerierunq mittels gekoppelter Substratmethode[ 35 ]

NH2

_ _
IPI 0	I PI 0

	

0

	

l
N

	

NH2

N NU
HO OH

	

Hd bR

Bei dieser Methode wird die eingesetzte Alkoholdehydrogenase neben der eigentli-
chen Substratumsetzung gleichzeitig auch zur Regenerierung des Cofaktors ver-
wendet (Abb . 1-16). Zu dem Enzymansatz wird die reduzierte Form eines zweiten
Substrats im Überschuß zugegeben, welches ebenfalls vom Enzym akzeptiert wird .
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Bei dessen Oxidation wird der Cofaktor wieder in seine reduzierte Form überführt
und steht erneut zur Reduktion des eigentlichen Substrats zur Verfügung .

Substrat

ox. 2 . Substrat

Abb. 1-16 :

	

Gekoppelte Substratmethode .[351

Produkt

2 . Substrat

Der Überschuß des zweiten Substrats muß so gewählt werden, daß dieses nicht in-
hibierend auf das Enzym wirkt . Ein Nachteil dieser Methode liegt in der Verminde-
rung der Reaktionsgeschwindigkeit bezogen auf das gewünschte Produkt, da das
zweite Substrat an dasselbe aktive Zentrum des Enzyms bindet . Weiterhin ist eine
Desaktivierung des Enzyms auch durch die oxidierte Form des zweiten Substrats
möglich . In der Praxis hat sich die Durchführung der gekoppelten Substratmethode
mittels 2-Propanol bewährt, da es von vielen Oxidoreduktasen als Substrat akzeptiert
wird . Darüber hinaus kann das Gleichgewicht der enzymatischen Reduktion durch
Abtrennung des entstehenden Acetons zu den gewünschten Produkten hin verscho-
ben werden .

Cofaktorreqenerierunq mittels gekoppelter Enzymmethode[36]

Bei dieser Methode wird ein zweites Enzym benötigt, welches den Cofaktor durch
Oxidation eines zweiten Substrats wieder in die reduzierte Form überführt (Abb .
1-17) . Das System muß so gewählt werden, daß die beiden Enzyme möglichst nicht
um die unterschiedlichen Substrate konkurrieren, um eine erneute Oxidation des
Produkts zu verhindern .
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Substrat

ox . 2 . Substrat

Abb. 1-17 :

	

Gekoppelte Enzymmethode . [361

Produkt

2 . Substrat

Besonders vorteilhaft kann die katalytische Oxidation von Formiat zu Kohlendioxid
mittels einer NAD(P)+ abhängigen Formiatdehydrogenase (FDH) ausgenutzt wer-
den. f371 Hierdurch wird NAD(P)H für die eigentliche Substratreduktion zur Verfügung
gestellt . Da das Kohlendioxid gasförmig entweicht, ist die Rückreaktion ausgeschlos-
sen . Weiterhin ist die Verwendung von Glucose-6-phosphatdehydrogenase als zwei-
tes Enzym möglich, welche die Oxidation von Glucose-6-phosphat (G6P) kataly-
siert . i 38

1 Neben den hohen Kosten für G6P liegt ein weiteres Manko dieser Variante in
der erschwerten Isolierung des gewünschten Produkts . Eine interessante Alternative
ist der Einsatz von molekularem Wasserstoff . Die Übertragung auf den Cofaktor kann
mittels Hydrogenasen durchgeführt werden . Die Nachteile der gekoppelten Enzym-
methode liegen in den höheren Kosten bedingt durch das zweite Enzym sowie der
komplexeren Kinetik des Gesamtsystems . Weiterhin können die Temperatur- und
pH-Stabilitäten der Enzyme differieren, wodurch der Einsatz unter gleichen Bedin-
gungen erschwert wird .

Neben den zwei aufgeführten Vorgehensweisen gibt es noch weitere Möglichkeiten,
wie z . B . den Einsatz elektrochemischer Methoden, [39] um den Cofaktor zu regenerie-
ren .
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1 .3 Zielsetzung

Enantiomerenreine propargylische Alkohole sind wichtige Intermediate in der Natur-
und Wirkstoffsynthese . Entsprechend dieser Bedeutung wurde in der Vergangenheit
eine Vielzahl unterschiedlichster Alkinol-Synthesen veröffentlicht (s . Abschnitt 1 .1 .1) .
Keine dieser Synthesen bietet jedoch einen allgemeinen Zugang zu enantiomeren-
reinen propargylischen Alkoholen . Die Einsatzmöglichkeiten von Oxidoreduktasen
bei der Darstellung dieser Verbindungen sind bisher nur wenig untersucht worden .
Bei der Reduktion anderer Ketone haben sich die Substratspektren dieser Enzyme
aber bereits als sehr umfassend erwiesen, [27a] so daß Oxidoreduktasen den gesuch-
ten allgemeinen Zugang zu chiralen Alkinolen bieten könnten .

Ziel der Arbeit ist es, die Eignung von Alkoholdehydrogenasen und Carbonylredukta-
sen bezüglich der Reduktion propargylischer Ketone zu untersuchen . Die Enzyme
sollen durch ein umfangreiches Substrat-Screening soweit charakterisiert werden,
daß ihre Reduktionseigenschaften auch für neue Alkinone weitestgehend vorherge-
sagt werden können. Weiterhin ist es für den Einsatz der Alkinole als Bausteine in
der organischen Synthese vorteilhaft, jeweils beide Enantiomere der Alkohole mit
höchsten Enantiomerenüberschüssen zugänglich zu machen (Abb . 1-18).

O

	

OH
Oxido redu ktase

Abb. 1-18 :

	

Enzymatischer Zugang zu propargylischen Alkoholen

- (R) und (S)

- ee >99

Die Ergebnisse sollen anschließend in den präparativen Maßstab umgesetzt werden,
wobei sowohl literaturbekannte als auch neue Alkinole enantioselektiv dargestellt
werden sollen. Hierbei gilt es zu untersuchen, welche Reaktionsführung sich zur Er-
zielung hoher Umsatzraten und guter Ausbeuten am besten erweist . Nach erfolgrei-
cher Optimierung der enzymatischen Umsetzungen soll die vielseitige Verwendbar-
keit der propargylischen Alkohole durch Synthesen zur Folgechemie gezeigt werden .
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Spezieller Teil

2.1

	

Die Substrate

Grundlage für die Charakterisierung der zu untersuchenden Oxidoreduktasen ist ein
umfangreiches Substrat-Screening . Da nur wenige interessante alkinonische Sub-
strate kommerziell erhältlich sind und diese neben der Alkinfunktion meist keine wei-
teren funktionellen Gruppen enthalten (Abb. 2-1), wurden zu Beginn der Arbeiten
literaturbekannte Synthesestrategien getestet und verglichen, um einen effizienten
Zugang zu den benötigten und überwiegend noch nicht beschriebenen Ketonen zu
ermöglichen . Diese Synthesen sollen möglichst allgemein anwendbar sein, um ein
breites Spektrum unterschiedlich substituierter Substrate auf wenigen Syntheserou-
ten zugänglich zu machen .

3-Butin-2-on (9a)

	

4-Decin-3-on (20a)

	

4-Phenyl-3-butin-2-on (2a)

Abb. 2-1 :

TMS

4-Trimethylsilyl-3-butin-2-on (21a)

	

(E)-4-Phenyl-3-buten-2-on (22a)

Kommerziell erhältliche a,ß-ungesättigte Substrate

2.1 .1

	

Synthese der propargylischen Ketone

Synthese über Säurechloride

Propargylische Ketone werden vorteilhafterweise in Zweikomponenten-Reaktionen
dargestellt, bei denen einer der Reaktanden die Ketofunktion und der andere die
Dreifachbindung in das Substrat einbringt . Zum Einführen der Ketofunktion haben
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sich insbesondere Carbonsäurechloride bewährt, da diese durch ihre Stabilität leicht
zu handhaben sind . Weiterhin stehen diese meist kostengünstigen Verbindungen in
großer Vielfalt kommerziell zur Verfügung, so daß Ketone mit unterschiedlichsten
Resten in (x-Position auf diesem Weg zugänglich sind . In den beschriebenen Synthe-
sen wird das Säurechlorid meist mit hochreaktiven Metall-organischen Verbindungen
gekuppelt . 1401 Hierfür haben sich Kupfer- oder Palladiumacetylide als geeignete Rea-
genzien erwiesen, welche teilweise in situ generiert werden können.[41] Die Instabilität
der Metall-Actetylide verhindert häufig eine längere Lagerung dieser Reagenzien, so
daß diese für jede Synthese neu dargestellt werden müssen . Weiterhin sind die Sub-
stanzen sehr hydrolyseempfindlich, wodurch bereits geringe Mengen Feuchtigkeit im
Reaktionsansatz zu schlechten Produktausbeuten führen .

Eine präparativ wertvolle Alternative zu den Kupfer- und Palladium-Verbindungen
ergibt sich durch den Einsatz von Silicium-Acetyliden . Diese sind wesentlich stabiler
und können somit drastischeren Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden . Weiter-
hin sind Silicium-Acetylide mit unterschiedlichsten Resten kommerziell erhältlich und
können in der Regel problemlos gelagert werden. Die Anwendung bedingt eine Akti-
vierung der Säurechloride . Diese gelingt durch die Zugabe von 1 .1 - 3 Äquivalenten
der Lewis-Säure AIC13 (Abb. 2-2) .[42] Die propargylischen Ketone wurden auf diesem
Weg überwiegend in Ausbeuten zwischen 50 und 90 % erhalten (Tab. 2-1) .

R1 TMS
O1 .1 - 3 eq . AIC13

CI

	

R2	CH2C12, 0°C

Abb. 2-2:

	

Synthese propargylischer Ketone über Carbonsäurechloride.[ 421

Als Carbonsäurechloride wurden in den durchgeführten Arbeiten eine Reihe unter-
schiedlicher aliphatischer und aromatischer Derivate eingesetzt (Tab. 2-1) . Als Rest
R1 konnte neben einer Vielzahl aromatischer Substituenten auch eine zweite Tri-
methylsilylgruppe eingesetzt werden (R1 = TMS) . Da die TMS-Gruppen des Edukts
Bis(trimethylsilyl)acetylen eine höhere Reaktivität als die des gebildeten propargyli-
schen Ketons besitzen, wurde hierbei die Addition eines zweiten Säurechlorides wei-
testgehend unterdrückt . Interessanterweise konnte die beschriebene Synthese auch
mit Trimethylsilylacetylen (R1 = H) zur Darstellung der Ketone 26a und 33a mit einer
terminalen Dreifachbindung angewendet werden (Tab . 2-1) . Hierbei wurden jedoch
lediglich Reaktionsausbeuten von 41 bzw. 26 % erzielt . [431
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Tab. 2-1 :

	

Synthese propargylischer Ketone über Säurechloride

Synthese über Weinreb-Amide

Eine Alternative zur Einführung der Ketofunktion ist durch den Einsatz von N-Metho-
xy-N-methylamiden gegeben . f441 Diese sogenannten Weinreb-Amide sind auf ver-
schiedenen Wegen über die entsprechenden Säuren, Säurechloride oder Ester zu-
gänglich j45 1 Zur Synthese propargylischer Ketone wird das Weinreb-Amid mit einem
Lithium-Acetylid umgesetzt (Abb . 2-3) .146

O

	

O

R 1

	

-

	

H

	

+

	

H3C1NJLR2

	

1 eq . n-BuLi
1

	

10
OCH3 THF, -78°C

Abb. 2-3 :

	

Synthese propargylischer Ketone über Weinreb-Amide .[ 46 ]

Produkt Ausbeute Produkt Ausbeute

0
23a ~KM-Br 86% 30a 51

Br 31a
24a 0 ®, 89% 0 ~~ 0 71

/
- -

Br
0 %~

0
25a 64% 32a - - TMS 75

O O
26a ~~ 41 % 33a 26

2

o
27a

~---

70 0/o
O O

34a 0 \ 77NU 2
TMS TMS

O O O
28a ci 76 0/o 35a�

0
< 1\ \

TMS TMS

O O
29a Br\ 76 0/o 36a 84

\ \

\

TMS TMS
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Ein Vorteil dieser Synthese ist die große Akzeptanz gegenüber funktionellen Grup-
pen. So gelang auf diesem Weg unter anderem die Einführung von Aromaten, Ami-
nen, Olefinen, Acetalen und Silylen als Rest R' (Tab. 2-2) .

Tab. 2-2: Synthese propargylischer Ketone über Weinrebamide

Die Synthese eines a-cyano-substituierten Alkinons (R2 = CH2CN) wurde ebenfalls
unter den beschriebenen Bedingungen versucht . Das entsprechende Weinreb-
Reagenz, welches über Cyanoessigsäure zugänglich war, [47] führte bei der Umset-
zung mit dem Acetylid ausschließlich zu Zersetzungsprodukten . In der Literatur wur-
de bislang nur ein einziges a-cyano-substituiertes Alkinon (R' = CH 3 , R2 = CH2CN)
beschrieben, welches als sehr instabil charakterisiert wurde. [481 In Kombination mit

Produkt Ausbeute Produkt Ausbeute

37a
0/

1-OCH3 82% 45a
0

~H 55

38a
o/

IMAM-F 73% 46a
O/

MAN, 67

39a
o~~

-cl 69% 47a o>ES 69

O N- O
40a = 36% 48a >~TBS 65%°

41 a o =
-~

73% 49a
0

~
s ~ 57

/\L \

42a
O OEt

73% 50a
O
~TBS 83

/ ÒEt CI

43a O' , N-Bn
/ 17% 51 a 0 0H= 26

/ cl

O
44a ~ 70% 52a o 71

CH2
-
-
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den eigenen Syntheseversuchen liegt die Schlußfolgerung nahe, daß alle a-cyano-
substituierten Alkinone unter den verwendeten Bedingungen instabil sind, wodurch
sich diese Verbindungen für Oxidoreduktasen als ungeeignete Substrate darstellen
würden .

Synthese über Silyl-Abspaltunq

Die oben beschriebenen Wege eignen sich in erster Linie für die Synthese von pro-
pargylischen Ketonen mit substituierten Dreifachbindungen . Die Darstellung von Ke-
tonen mit terminaler Dreifachbindung erfordert bei diesen Methoden entweder den
Einsatz von Trimethylsilylacetylen, welches nur mit moderaten Ausbeuten umgesetzt
wurde (Tab. 2-1), oder die Verwendung von Li-Acetylid, welches überhaupt nicht zu
den gewünschten Produkten geführt hat . Dieses Problem konnte über die Synthese
trimethylsilyl-substituierter Alkinone umgangen werden, welche durch die Kupplung
von Bis(trimethylsilylacetylen) mit einem Säurechlorid leicht zugänglich sind (s .
Synthese über Säurechloride) . Anschließend wurde die Silyl-Gruppe mit wäßriger
Borax-Lösung in Methanol quantitativ abgespalten (Abb . 2-4) .142b1

Die terminalen Acetylene konnten jedoch auch auf diesem Weg in vielen Fällen in
nur geringer Ausbeute erhalten werden (Tab . 2-3) . Dies ist neben auftretenden Zer-
setzungsprozessen während der Silyl-Spaltung auch auf die Flüchtigkeit der Produk-
te zurückzuführen, welche Verluste bei der Aufarbeitung und Isolierung mit sich
bringt .

Tab. 2-3:

	

Synthese propargylischer Ketone mit terminaler Dreifachbindung über Silyl-Spaltung

Produkt Ausbeute Produkt Ausbeute

0 0
53a 20% 56a ci 60

0 0
54a < 1 % 57a \ 67

0
55a
~

< 1 %
0 0

58a ~~ 84
Br
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TMS

	

H

Abb. 2-4 :

	

Synthese terminaler propargylischer Ketone über Silyl-Spaltung . [42b]

Sonstiqe Synthesen

0

	

aq . Borax

	

0

R

	

McOH, RT

	

R

Für die Synthese von 1-Pentin-3-on (59a), welches über die oben beschriebenen
Wege nur schwer zugänglich ist, stand der entsprechende Alkohol 59b in racemi-
scher Form kommerziell zur Verfügung . Dieser wurde mittels Braunstein zu dem ge-
wünschten Substrat oxidiert (Abb. 2-5) .[4s] Hierbei wurden auch unter drastischen
Bedingungen nur Umsätze von bis zu 80 % erreicht . In der anschließenden Destilla-
tion konnte aufgrund der ähnlichen Siedepunkte von Edukt 59b und Produkt 59a kei-
ne vollständige Trennung erzielt werden. Hierdurch ist ein wesentlicher Nachteil die-
ser Synthese gegeben, da bereits kleinste Mengen nicht abgetrennter racemischer
Alkohol zu einer Verschlechterung des Enantiomerenüberschusses nach erfolgter
enzymatischer Reduktion führen . Darüber hinaus führte die Destillation zu einer un-
befriedigenden Ausbeute von nur 15 % .

OH

59b

	

59a
Abb. 2-5 :

	

1-Pentin-3-on (59a) Synthese über Oxidation . [ 491 - a) Mn0 2 , CH 2CI 2 , RT (15 %).

In anderen Fällen verhinderte die Anwesenheit bestimmter funktioneller Gruppen die
Anwendung der oben beschriebenen Synthesewege . So konnte 1-Methoxy-4-
trimethylsilyl-3-butin-2-on (62a) nicht über das Säurechlorid dargestellt werden, da
Methoxy-Essigsäurechlorid (60) in der vorgelegten AICI3-Suspension nicht stabil ist .
Die Synthese von 62a gelang schließlich über die mildere Umsetzung mit einem ace-
tylenischen Cuprat in 62 % Ausbeute (Abb . 2-6) .15°1

H3C0
O

H TMS a _ H3C0

CI TMS

Abb. 2-6 :

	

Synthese von 1-Methoxy-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (62a) . l5° ' - a) n-BuLi, CuBr, LiBr,
THF, 0°C (62 %) .
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Die Einführung einer Ester-substituierten Dreifachbindung wurde mittels einer Silber-
organischen Verbindung realisiert (Abb . 2-7) . 15'1 In der zweistufigen Synthese wurde
der Propargylsäureester 63 mit Silbernitrat in das entsprechende Argentat 64 über-
führt, welches als silbrig-brauner Feststoff isoliert werden konnte . In der zweiten Stu-
fe wurde dieser dann mit Acetylchlorid zu 65a umgesetzt . Nach Destillation wurde
das reine Produkt in einer Gesamtausbeute von 53 % erhalten .

O

	

O
H~~ Ag~~

OEt

	

OEt

NC

TMS

F3C

b

0

F3C

TMS

	

_TMS
69

	

70

Abb. 2-8 :

	

Syntheseversuche der Cyano- und Trifluorderivate 69 und 70 . E",s3
J

Abb. 2-7 :

	

Synthese von 4-Oxo-2-pentinsäureethylester (65a) .[
5 'J
- a) AgN03 , McOH, RT (80 %) .

- b) Acetylchlorid, CH2CI2 , RT (66 %) .

Die Synthese der (x-substituierten Substrate 1-Cyano-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on
(69) (s . Synthese über Weinreb-Amide) und 1,1,1-Trifluor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on
(70) gelang nicht nach den oben beschriebenen Syntheserouten . Das vermutlich in-
stabile Cyano-Derivat 69 konnte auch über einen Br/CN-Austausch nicht zugänglich
gemacht werden (Abb. 2-8) .152] Ebenso führten unterschiedliche Ansätze zur Synthe-
se von 70 in keinem der Fälle zu dem gewünschten Produkt (Abb. 2-8).153

H3C0'

	

ÖEt
66 TMS

	

67

	

Li - TMS

68

CsF /

	

BF3-Et20
TMS-CF3
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2.1 .2 Synthese der olefinischen Substrate

Neben dem umfassenden Screening von Ketonen mit einer a-ß-Dreifachbindung soll-
te auch untersucht werden, ob Ketone mit einer a-ß-Zweifachbindung prinzipiell für
enzymatische Reduktionen geeignet sind . Aufgrund der guten Zugänglichkeit der
aromatisch substituierten Verbindungen wurde 4-Phenyl-3-buten-2-on sowie das
entsprechende (x-chlorierte Derivat für das Substrat-Screening ausgewählt . Beide
Ketone wurden jeweils als (E)- und als (Z)-Isomer eingesetzt . Hierdurch sollte sich
ein Rückschluß über die Auswirkungen der unterschiedlichen sterischen Ansprüche
der beiden Stereoisomere auf die enzymatische Umsetzung treffen lassen .

Die in 2.1 .1 beschriebenen Synthesen sind nicht auf olefinische Ketone übertragbar,
da die elektronischen Eigenschaften olefinischer Reagenzien stark von denen pro-
pargylischer Analoga abweichen . Die Darstellung der Alkenone gelang in kurzen ein-
bis zweistufigen Synthesen, welche jedoch in nur geringen Ausbeuten zu den ge-
wünschten Produkten führten. Ausgehend von 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) ergab die
Reduktion mit Wasserstoff in Anwesenheit eines Lindlar-Katalysators (Z)-4-Phenyl-3-
buten-2-on (71a) in einer Ausbeute von 29 % (Abb . 2-9) .154 Dieses wurde dann
ebenso wie das kommerziell erhältliche (E)-Isomer 22a mit N-Chlorsuccinimid in
Ausbeuten von jeweils 20 % in die (x-Chlor-substituierten Derivate 72a bzw. 73a

überführt . 1551

a b
CI

b
CI

22a

	

73a

Abb. 2-9 :

	

Synthese olefinischer Substrate . [54,55] - a) H2, Lindlar-Katalysator, Pentan, RT (29 %) .

- b) n-BuL!, Diisopropylamin, N-Chlorsuccinimid, THF, -70°C (20 %) .
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2.1 .3 Synthese der racemischen Alkohole

Ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Qualität der enzymatischen Reduktionen
ist der Enantiomerenüberschuß der Produkte . Die notwendige Bestimmung erfolgte
entweder mittels HPLC bzw. GC an chiralen Phasen oder über die entsprechenden
Mosher-Ester (s . Abschnitt 2.4 .3) . Zur Etablierung einer geeigneten Analytik dienten
die racemischen Alkohole als Referenzsubstanzen . Die racemischen Alkohole waren
über die Reduktion mit NaBH4 in Ethanol oder 2-Propanol gut zugänglich .[56 ] Im ana-
lytischen Maßstab (10 gmol) konnten die Produkte bei quantitativen Umsetzungen
nach Extraktion mit Ethylacetat ohne weitere Aufarbeitung zur Enantiomerentren-
nung über HPLC oder GC eingesetzt werden .

Die Folgechemie der a-halogenierten Alkinole wurde zunächst ebenfalls an den ra-

cemischen Alkoholen durchgeführt . Hierfür mußten die hochfunktionalisierten, a-ha-
logenierten propargylischen Ketone möglichst frei von Nebenprodukten reduziert
werden . Die racemischen Alkohole wurden über NaBH4 in guten Ausbeuten erhalten
(Tab. 2-4, Abb . 2-10).1561

Tab. 2-4:

	

Synthese racemischer propargylischer Alkohole über NaBH4

R

X = Cl, Br
R = TMS; TBS ; Ph

0.5 eq . NaBH4

EtOH, 0°C

Abb. 2-10 :

	

Synthese racemischer Alkohole mit NaBH4 . [56]

OH

R

Alkohol Ausbeute Alkohol Ausbeute
OH

28b c~ 42%
HO

30b -O 71
TMS

cl

OH HO
29b Br~ 53 0/o 50b TBS 94

TMS
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Zusätzlich wurde an dem Keton 29a auch die Reduktion mit DIBAL-H getestet (Abb .
2-11).[57 Diese Reaktion führte bei einer vergleichbaren Ausbeute von 55 % eben-
falls zu dem Alkohol 29b, so daß zwei alternative Reduktionsmethoden zur Verfü-
gung standen.

HO
45a

74

	

75

3 eq . DIBAL-H
B

Hexan, 0°C
TMS 55%

	

-TMS
29a

	

29b

Abb. 2-11 :

	

Synthese des racemischer Alkohols 29b mit DIBAL-H .~e 'j

Verbindung 45b, formal ein Addukt aus Aceton und 3-Butin-2-ol (9b), konnte auf-
grund starker Nebenproduktbildung als einziger Alkohol nicht über die Reduktion des
Ketons 45a zugänglich gemacht werden. Die racemische Verbindung 45b wurde
somit über die Addition des Acetylens 74 an Acetaldehyd (75) dargestellt (Abb .
2-12),[5s1

NaBH4
EtOH, 0°C

HO

O

	

i n-BuLi
H

	

+

	

~

	

THF, -78°C
HO

	

H

Abb. 2-12 :

	

Synthese der racemischen Dihydroxyverbindung 45b . f5sJ

45b

OH

Bei der Reduktion von 4-Oxo-2-pentinsäureethylester (65a) bildeten sich ca. 50
eines Nebenprodukts, welches nicht isoliert werden konnte. Der Vergleich der
GCMS-Spektren mit dem Produkt zeigt eine Massendifferenz von +2 sowie eine ähn-
liche Retentionszeit . Dies deutet daraufhin, daß bei dem Edukt neben der Reduktion
der Ketofunktion teilweise auch eine Reduktion der Estergruppe stattgefunden hat
(Abb . 2-13) .
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a
HO O

OEt

HO OH

~-~Ollt

Abb. 2-13 :

	

Chemische Reduktion von 4-Oxo-2-pentinsäureethylester (65a) . - a) NaBH4 , EtOH,
0°C .
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2.2 Enzym-Screening

Zu Beginn der Arbeiten mußten geeignete Oxidoreduktasen für die enzymatische
Reduktion propargylischer Ketone identifiziert werden . Die in Abschnitt 1 .2 .1 aufge-
führten Enzyme wurden hierfür in einem UV-Assay auf ihre Reduktionseigenschaften
bezüglich dieser Substrate getestet . Bei den Aktivitätstests wurde die Abnahme der
NAD(P)H-Konzentration als Funktion der Zeit photometrisch aufgezeichnet . Als Pa-
rameter diente die Änderung der Extinktion der Lösung bei einer Wellenlänge von
340 nm, dem Absorptionsmaximum von NAD(P)H . Da mit jedem Molekül Cofaktor,
welches oxidiert wird, gleichzeitig ein Molekül Substrat reduziert wird und die Extink-
tion nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz mit der Konzentration korreliert ist,l591 ist
so ein indirekter Nachweis der enzymatischen Aktivität möglich . Die Ergebnisse wer-
den relativ zu einem Standard angegeben . Als Standardaktivität, die willkürlich als
100 % definiert wird, dient die enzymatische Aktivität eines bereits literaturbekannten
und gut akzeptierten Substrats .

Da es sich um einen indirekten Nachweis handelt, ist es vorab wichtig, mögliche Feh-
lerquellen auszuschließen . Das häufigste Problem ist eine nicht enzymatisch beding-
te Zersetzung der Substrate unter den Assay-Bedingungen . Wenn Edukte und Pro-
dukte hierbei andere Absorptionskurven aufweisen, kommt es zu einer Änderung der
Extinktion der Lösung, welche fälschlicherweise als Aktivität gedeutet werden könnte .
Zur Überprüfung der Stabilität der propargylischen Ketone wurden diese in einer
Konzentration von 10 mmol/L über einen Zeitraum von 16 h in verschiedenen wäßri-
gen Systemen gerührt (Tab . 2-5) . Anschließend wurden die Substrate mit Ethylacetat
extrahiert und der Zersetzungsgrad mittels GCMS überprüft.

Als Ergebnisse zeigten sich eine Reihe von Stabilitätstendenzen (Tab . 2-5) . Die pro-
pargylischen Methyl-Ketone waren stabiler als die entsprechenden a-halogenierten
Substrate, bei denen bereits eine leichte Zersetzung stattgefunden hatte . Die Ketone
mit einer terminalen Dreifachbindung erwiesen sich als sehr instabil : Nach 16 h konn-
ten in Puffer nur noch Zersetzungsprodukte detektiert werden . Weiterhin waren alle
Substrate bei Raumtemperatur stabiler als bei 38°C, und Wasser erwies sich als un-
kritischer als TEA-Puffer. Die ebenso getesteten propargylischen Alkohole waren
unter allen Bedingungen nahezu gleichbleibend stabil . Wichtigste Aussage aus Sicht
der durchzuführenden Aktivitätsmessungen war, daß sich in vorab genommenen
Proben keines der Substrate innerhalb des für den UV-Assay relevanten Zeitraums
von 60 Sekunden nennenswert zersetzt hat . Weiterhin zeigten UV-Messungen von
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Substraten in Puffer, daß deren Zersetzung nur einen geringen Einfluß auf die in
dem Assay vermessene Extinktion bei 340 nm hat .

Tab . 2-5 :

	

Stabilität propargylischer Substrate in wäßrigen Systemen

c=10mmol/L;t=16h

Als Testsubstrat für das Enzymscreening nach geeigneten Oxidoreduktasen wurde
3-Butin-2-on (9a) eingesetzt . Hierbei handelt es sich um das einfachste denkbare
propargylische Keton . Neben der Methylgruppe und der terminalen Dreifachbindung
sind keine weiteren funktionellen Gruppen oder Substituenten vorhanden, welche die
enzymatische Aktivität beeinflussen könnten . Hieraus ergibt sich eine gute Aussicht
für die Annahme, daß ein Enzym, welches 3-Butin-2-on (9a) als Substrat akzeptiert,
auch höher substituierte Alkinone umsetzen kann . Voraussetzung für diese Annahme
ist, daß die Substituenten dieser Alkinone keinen negativen Einfluß auf die enzymati-
sche Aktivität besitzen . Eine wichtige Zielsetzung der Arbeit ist es, in allen Fällen
beide Enantiomere der propargylischen Alkohole zugänglich zu machen. Somit soll-
ten in dem Enzym-Screening (S)- und (R)-spezifische Oxidoreduktasen berücksich-
tigt werden. Die Enzyme CPCR und recLB-ADH stellten sich für die Reduktion von

Substrat TEA-Puffer TEA-Puffer TEA-Puffer Wasser
pH 6.51 RT pH 7.0 / RT pH 7138<>C pH 7 / RT

O

/ _-= R

O

J--=_ R _ + _
X

O
+

R

Propargylische
+ + + + + + + +Alkohole

+ + = 0 % Zersetzung X = Cl, Br
+ = 1 -20 % Zersetzung R = TMS, TBS, Ph
- = 21 -50 % Zersetzung R' = H, Me, Et, Bu
- - = 100 % Zersetzung
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3-Butin-2-on (9a) als geeignet heraus, da sie das Substrat mit sehr guter Aktivität
reduzierten (Tab . 2-6) . Von den anderen Alkoholdehydrogenasen zeigte lediglich
TB-ADH im UV-Assay eine auch für präparative Zwecke ausreichende Aktivität . Die-
se war jedoch deutlich geringer als die der ebenfalls (S)-spezifischen CPCR . Weiter-
hin handelt es sich bei TB-ADH um ein Enzym aus einem thermophilen Organismus .
Die optimale Reaktionstemperatur liegt hierdurch oberhalb 40°C, was bei den Alki-
non-Reduktionen zu einer stärkeren Zersetzung der Substrate führen würde (s . Tab .
2-5) . Die weiteren Arbeiten zur enzymatischen Reduktion propargylischer Ketone
wurden aufgrund dieser Ergebnisse zunächst auf die Enzyme CPCR und recLB-ADH
beschränkt .

Tab. 2-6:

	

Identifizierung geeigneter Enzyme für die Reduktion von Alkinonen

Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat, 0.25 mM NAD(P)H, 1 MM M9CI2 , 100 mM TEA/NaOH-
Puffer, pH = 6.5, RT (TB-ADH : 38°C). Die Enzymaktivitäten wurden über die Abnahme der
NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm relativ zu den jeweiligen Standards bestimmt .

Die spezifische Enzymaktivität Us läßt sich anhand der Aktivitätstests über die Ände-
rung der Extinktion pro Minute berechnen. Us wird sowohl für den Vergleich der ein-
zelnen Substrate bezogen auf das Enzym als auch für den späteren Einsatz des En-
zyms in präparativen Umsetzungen herangezogen .

CPCR recLB-ADH TB-ADH HL-ADH Y-ADH

Standard 5-Oxohexan- 5-Oxohexan- 2-Butanon Cyclo- 2-Butanon

( - 100%) säureethyl- säureethyl- hexanon
ester ester

O

52 66 11 0 0
ee = 49 % ee = 60 % ee = 86 %1' Sa]

3-Butin-2-on (9a)
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Enzymaktivität U bezogen auf Substrat S :

Us
VEnzymlsg .

	

min . £NAD(P)H . d . fVd . fKüv

U s :

	

spezifische Enzymaktivität [gmol/min]
VEnzymlsg:

	

Volumen der Enzymlösung [mL]
DE:

	

Änderung der Extinktion

£NAD(P)H :

	

molarer Extinktionskoeffizient von NAD(P)H
[6 .22 cm2/pmol]

d:

	

Schichtdicke der Küvette [cm]
fVd :

	

Vorverdünnungsfaktor der Enzymlösung
fKüv:

	

Verdünnung der Enzymlösung in der Küvette
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2.3

	

Substratspektrum und Charakterisierung der Produkte

Um möglichst detaillierte Aussagen über die Reduktionseigenschaften der Enzyme
CPCR und recLB-ADH bezüglich propargylischer Ketone treffen zu können, wurden
die Substrate in verschiedene Unterklassen eingeteilt . Hierbei war es das Ziel, sys-
tematische Einflüsse von Substituenten erkennen zu können. Durch die umfassende
Untersuchung der möglichen Substitutionsmuster unter Einbeziehung unterschiedli-
cher Funktionalitäten sollten die Enzyme bezüglich propargylischer Ketone vollstän-
dig charakterisiert werden . Zukünftig sollte hierdurch allein anhand der Struktur von
Alkinonen vorhergesagt werden können, ob und wie gut diese von den Enzymen
umgesetzt werden.

2.3.1

	

Aromatische Alkinone

i) Einleitung

Bei diesem Substrat-Screening wurden propargylische Ketone mit aromatisch substi-
tuierten Dreifachbindungen getestet . Als zweiter Rest des Ketons wurde jeweils eine
Methyl-Gruppe gewählt . 4-Aryl-3-butin-2-on-Derivate können mit kommerziell erhält-
lichen Reagenzien wie CBS-Katalysatoren, Alpine-Boran und DIP-Chlorid mit Enan-
tiomerenüberschüssen von 21 - 87 % reduziert werden. l3°,5] Die von Noyori et al .
entwickelten chiralen Ruthenium(II)-Komplexe erzielen 98 % ee.f12 ] Ähnliche Ergeb-
nisse sind durch die Anwendung von Lipasen erhalten worden . l' 3a° °] Oxidoreduktasen
wurden in diesem Zusammenhang bislang nur bei der Synthese von 5-Lipoxy-
genaseninhibitoren eingesetzt (s . Abschnitt 1 .1 .2) .['se,'] Hierbei wurden mit LK-ADH,
HL-ADH und TB-ADH hohe Enantiomerenüberschüsse von 96 bis >99 % erreicht,
wobei die isolierten Ausbeuten auf moderate 10 bis 60 % beschränkt blieben (Abb .
2-14).
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ii) Ergebnisse

Substrat-Screening

ADH

Abb. 2-14 :

	

Enzymatische Synthese von Vorstufen für 5-Lipoxygenaseinhibitoren .[' 5e,f]

4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) wurde von den Enzymen CPCR und recLB-ADH mit ho-
her Aktivität reduziert (Tab . 2-7) . Bei der Bestimmung der ee-Werte mittels HPLC an
chiraler Phase konnte im Vergleich zum basisliniengetrennten Racemat jeweils nur
ein Enantiomer detektiert werden, woraus sich ein Enantiomerenüberschuß von grö-
ßer als 99 % ergibt . Die absoluten Konfigurationen wurden über die Bestimmung der
Drehwerte und anschließendem Vergleich mit den Literaturdaten zugeordnet. l' 3°1 Ein
weiteres untersuchtes Kriterium ist der Einfluß elektronenarmer und elektronenrei-
cher Aromaten unterschiedlicher sterischer Ansprüche . Die Substrate 37a-39a und
23a wurden von den Enzymen mit gleichbleibend guter Aktivität und wiederum aus-
gezeichnetem ee von größer als 99 % umgesetzt . Darüber hinaus wurde der sterisch
anspruchsvolle Brom-Substituent in ortho-, meta- und para-Position toleriert, so daß
die Verbindungen 24a+25a ebenfalls zu den enantiomerenreinen Alkoholen 24b+25b
umgesetzt werden konnten. Die absolute Konfiguration von (R)-37b wurde wie oben
beschrieben über den Drehwert,[13'1 die von 38b über die entsprechenden Mosher-
Ester bestimmt.f6°1 Alle weiteren Konfigurationen wurden unter Bezug auf mechanis-
tische Aspekte der Enzym-Katalyse zugeordnet. [32,331 Als weitere Substrate wurden
die Alkinone 40a+41 a mit heteroaromatischem Substituenten getestet . Auch diese
Verbindungen wurden sehr gut als Substrate von den Enzymen CPCR und
recLB-ADH akzeptiert.

ADH Ausbeute ee Konfig .
LK-ADH 60% > 98% R
HL-ADH 10% 96% S
TB-ADH 18% > 99% S
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Tab. 2-7:

	

Screening aromatischer Alkinone

Assay-Bedingungen : 2 MM Substrat, 0.25 MM NAD(P)H, 1 MM M9CI2 , 100 MM TEA/NaOH-
Puffer, pH = 6 .5, RT. -a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion
bei 340 nm (Anfangsgeschwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexansäureethylester bes-
timmt; Umsatzbestimmung erfolgte über GCMS nach 16 h (Regenerierung des Cofaktors
über FDH/Formfiat [CPCR] bzw. 2-Propanol [recLB-ADH]) . - b) Die absoluten Konfiguratio-
nen der Alkohole 2b und (R)-37b wurden über Vergleich der Drehwerte mit Literaturda-
ten, [' 3 °k die von 38b über die entsprechenden Mosher-Ester bestimmt .16°1 Die absoluten Kon-
figurationen von 23b-25b und 39b-41b wurden über Vergleich mit 2b und (R)-37b unter
Bezug auf mechanistische Aspekte der Enzymkatalyse bestimmt.[32,331 - c) Nicht bestimmt
aufgrund hoher UV-Absorption des Substrates bei 340 nm .

% Aktivität (% Umsatz)a % ee (abs. Konfig .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

2a
o_-=ZU 41 (80) 142 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

23a 0 AMM Br 51 (20) 107 (85) > 99 (S) > 99 (R)

Br

24a 0~~ 150 (55) 117 (75) > 99 (S) > 99 (R)

Br

0 %~25a 110 (20) 132 (70) > 99 (S) > 99 (R)

37a
0

~_OCH3 89 (30) 10 (70) > 99 (S) > 99 (R)

38a _ -F 128 (60) 138 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

39a
0

~-C 71 (> 99) 114 (85) > 99 (S) > 99 (R)

O N-
40a - 94 (40) 85 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

41 a O - nb° (60) nb ° (> 99) > 99 (S) > 99 (R)
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Batch-Ansätze

Um die präparative Anwendbarkeit der enzymatischen Reduktionen zu überprüfen,
wurden je 1 mmol der Substrate 2a und 37a mit recLB-ADH sowie 1 mmol 2a mit
CPCR in Batch-Ansätzen umgesetzt . Bei den nicht optimierten Reaktionen wurden
die Alkinone in 100 mL TEA-Puffer vorgelegt (Optimierung s . Abschnitt 2 .6) . An-
schließend erfolgte die Zugabe des Cofaktors sowie 50 U recLB-ADH bzw. 6 U
CPCR. In den recLB-ADH-Ansätzen wurde der Cofaktor NADPH mittels der gekop-
pelten Substratmethode (Abschnitt 1 .2.2) mit 2-Propanol als Cosubstrat regeneriert .
Die Cofaktorregenerierung bei den CPCR-Ansätzen wurde nach der gekoppelten
Enzymmethode (Abschnitt 1 .2 .2) mit Formiatdehydrogenase (FDH) und Natriumfor-
miat durchgeführt. Nach einer Reaktionszeit von 16 h wurden die Reaktionsansätze
extrahiert und die Produkte säulenchromatographisch aufgereinigt . Die enantiome-
renreinen propargylischen Alkohole 2b und 37b wurden in Ausbeuten von 66
[(S)-2b], 86 % [(R)-2b] und 64 % [(R)-37b] erhalten .

Zusammenfassend können die verwendeten Oxidoreduktasen als hoch effektive Ka-
talysatoren für die Reduktion einer großen Vielfalt aromatischer Alkinone bezeichnet
werden . Hervorzuheben ist hierbei, daß jeweils beide Enantiomere aller aromati-
schen Alkohole enantiomerenrein erhalten werden .

2.3.2 Aliphatische Alkinone

i) Einleitunq

Wie bereits bei den aromatischen Ketonen wurden auch die Untersuchungen der
aliphatischen Alkinone zunächst mit Methyl-Ketonen durchgeführt (s . auch Abschnitt
2.3.4) . Von der Vielzahl der denkbaren propargylischen Ketone mit aliphatischem
Substituenten an der Dreifachbindung sind bisher nur wenige Beispiele enantioselek-
tiv reduziert worden . Midland et al . erhielten bei der Umsetzung eines t-Butyl-
substituierten Alkinons sowie des Ketons 65a (Tab. 2-8) mit Alpine-Boran die ent-
sprechenden Alkohole in 60 % Ausbeute und einem ee um 75 %.f4a] Das enantiome-
renreine Produkt (S)-65b wurde 1997 von Trost in einer vierstufigen Synthese aus
(S)-Milchsäureester (78) dargestellt und in der Synthese des Antitumor-Wirkstoffs
(+)-Parviflorin eingesetzt (Abb. 2-15) .[ 61 Weiterhin konnte Verbindung 42b (Tab. 2-8)
als Zwischenstufe im Rahmen der Synthese eines bioaktiven Hydroxyalkenals durch
die BINAL-H Reduktion von 42a in 74 % Ausbeute und 85 % ee erhalten werden . [62]
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H3C0
OH OTBS OTBS (S)-65b

78

	

79

	

80

Abb. 2-15 :

	

Synthese des Antitumor-Wirkstoffs (+)-Parviflorin (81) ."'l - a) TBSCI, Et3N, DMAP,

THF, RT. - b) DIBAL-H, Hexan, -78°C (72 %) . - c) Ph3P, CBr4 , CH2CI2 , -78°C

(75 %) . - d) n-BuLi, CIC02C2H5 , THF, -78°C (80 %).

OH

Biokatalytisch konnte (R)-3-Pentin-2-ol [(R)-82b] über Stereoinversion von racemi-
schem 82b durch den Mikroorganismus Nocardia fusca AKU 2123 zugänglich ge-
macht werden. Shimizu et al . erhielten (R)-82b auf diesem Weg in 70 % Ausbeute
und einem ee von 98.7 %.[63]

OH

ii) Ergebnisse

Substrat-Screeninq

(R)- und (S)-82b

	

82a

	

(R)-82b
ee = 98.7

Abb. 2-16 :

	

Synthese von (R)-3-Pentin-2-ol [(R)-82b] .[631 - a) Nocardia fusca AKU 2123, 0 .35 M
Phosphat-Puffer, 30°C (70 %) .

Die Aktivitätsmessungen zeigen, daß die aliphatischen Alkinone ebenso gut wie die
aromatischen Verbindungen als Substrat akzeptiert werden (Tab. 2-8) . CPCR und
recLB-ADH katalysieren die Reduktion sowohl gesättigter, olefinischer als auch Sau-
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erstoff oder Stickstoff heterosubstituierter aliphatischer propargylischer Ketone . Die
Alkohole wurden in allen mittels HPLC bzw. GC an chiraler Phase untersuchten Fäl-
len enantiomerenrein erhalten . Die absoluten Konfigurationen von 42b wurden über
die entsprechenden Mosher-Ester bestimmt . 1601 Die absoluten Konfigurationen der
anderen Alkohole wurden unter Bezug auf mechanistische Aspekte der Enzymkata-
lyse zugeordnet. f32,331

Tab. 2-8:

	

Screening aliphatischer Alkinone

Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat, 0.25 mM NAD(P)H, 1 MM M9CI2 , 100 mM TEA/NaOH-
Puffer, pH = 6 .5, RT. -a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion
bei 340 nm (Anfangsgeschwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexansäureethylester be-
stimmt ; Umsatzbestimmung erfolgte über GCMS nach 16 h (Regenerierung des Cofaktors
über FDH/Formfiat [CPCR] bzw. 2-Propanol [recLB-ADH]) . - b) Die absoluten Konfiguratio-
nen von 42b wurden über die entsprechenden Mosher-Ester bestimmt.f6° j Die absoluten Kon-
figurationen der anderen Alkohole wurden unter Bezug auf mechanistische Aspekte der En-
zymkatalyse zugeordnet . [32,331 _ c) Nicht bestimmt .

% Aktivität (% Umsatz)' % ee (abs. Konf1g .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

0.�0Et
42a 135 (> 99) 37 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

OEt

43a 0_, N-Bn 76 (nb)° 79 (nb) ° nb° nb°

Ò\ /
44a 38 (> 99) 104 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

/ \C̀H 2

H
45a

0_�
44 (> 99) 87 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

O,46a 54 (25) 91 (95) > 99 (S) > 99 (R)

0
65a >=C0 2Et 49 (> 99) 86 (> 99) > 99 (S) > 99 (R)

83a O~ 62 (nb)° 126 (nb) ° nb° nb°
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Enantiomerenreines 3-Butin-2-ol (9b)

i) Einleitunq

3-Butin-2-ol (9b) ist ein wichtiges Intermediat in der Natur- und Wirkstoffsynthese (s .
Abschnitt 1 .1 .2) . 122 Aufgrund der ähnlichen sterischen Ansprüche der Substituenten
"Methyl" und "Ethinyl" ist eine Differenzierung zwischen den beiden Resten des ent-
sprechenden Ketons 9a sehr schwierig . f641 Die enantioselektive Reduktion von 9a
führt dementsprechend nur zu unbefriedigenden Enantiomerenüberschüssen . Der
chemisch mittels Alpine-Boran erzielbare ee von 77 % kann auch auf enzymatischem
Weg nicht wesentlich übertroffen werden .l 51 Der durch TB-ADH erzeugte ee von 86
stellt gleichzeitig den bisher höchsten durch Reduktion von 9a erzielten Enantiome-
renüberschuß bei 3-Butin-2-ol (9b) dar . 1 ' 5a1 Infolgedessen sind in den vergangenen
Jahren eine Reihe mehrstufiger Synthesen zu enantiomerenreinem 9b entwickelt
worden . [22a,65] Im Rahmen der Synthese von 5-Lipoxygenase-Inhibitoren gelang Ko-
lasa et al . 1996 eine elegante dreistufige Darstellung von (S)-9b ausgehend von ei-
ner Oxidation des Crotylalkohols (84) unter Sharpless-Bedingungen (Abb . 2-17) . 122al

Nach Einführung einer Tosyl-Schutzgruppe wurde (S)-9b durch Einwirkung eines
6-fachen n-BuLi Überschusses erhalten . Da das Produkt (S)-9b anschließend nicht
isoliert wurde, sind keine Angaben über die Gesamtausbeute und den Enantiomere-
nüberschuß gemacht worden . Alternativ haben Nakamura et al . einen Lipase-Zugang
zu (S)-9b in 98 % ee beschrieben, bei dem jedoch eine Ausbeute von lediglich 11
erzielt wurde. [ ' 3°]

Abb. 2-17 :

Ts0
c OH

C
3-Butin-2-ol (9b) über Sharpless-Epoxidierung .[22a] - a) L-(+)-DIPT, t-Bu0OH,

Ti(O!Pr)4, CH2CI2 , -20°C . - b) TsCI, Et3N, -20 bis -10°C (22

	

c) n-BuLi, THF,

-72°C .

Die Oxidoreduktasen CPCR und recLB-ADH reduzierten 9a erwartungsgemäß mit
unbefriedigenden ee-Werten von 49 bzw. 60 % (Tab. 2-9) . Die Ergebnisse der vo-
rangegangenen Substrat-Screenings zeigten, daß ein sterisch anspruchsvollerer
Rest an der Dreifachbindung zu einer höheren Selektivität der Reduktion führt . Hier-
auf aufbauend sollte bei Keton 9a eine funktionelle Gruppe anstelle des terminalen
Protons eingeführt werden . Eine wichtige Anforderung hierbei war, daß diese nach
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erfolgter Reduktion leicht wieder abgespalten werden kann . Silyl-Gruppen sind hier-
für besonders geeignet, da sie die gewünschten Anforderungen erfüllen und darüber
hinaus mit unterschiedlichen sterischen Ansprüchen kommerziell erhältlich sind .[42b,66]

CPCR und recLB-ADH wurden somit auf ihre Eigenschaften bei der Reduktion von
4-Silyl-3-butin-2-onen untersucht . Chemisch führt die Reduktion der einfachsten Silyl-
Verbindung 4-Trimethylsilyl-3-butin-2-on (21a) mittels CBS-Boranen oder einem Ru-
thenium-Katalysator zu den besten Ergebnissen . [3b,121 21b kann so in 87 bzw. 98
ee bei einer Ausbeute von jeweils größer 90 % erhalten werden . Enzymatisch ist
(S)-21b über eine Racematspaltung mittels einer Lipase aus Pseudomonas mit
>95 % ee (27 % Ausbeute) zugänglich .[13a1 (R)-21b wurde über eine enzymatische
Reduktion katalysiert durch LK-ADH mit 94 % ee (25 % Ausbeute) erhalten . [15c]

ii) Ergebnisse

In den vorliegenden Arbeiten zeigten beide Oxidoreduktasen gute Aktivitäten bei den
Silyl-substituierten Butinonen 21a und 47a-49a (Tab . 2-9) . Die Bestimmung der
Enantiomerenüberschüsse und der Konfiguration der Produkte 21b und 47b-49b
wurde nach Abspaltung der Silyl-Gruppe durchgeführt . Diese erfolgte mittels einer
200 mM n-Tetrabutylammoniumfluorid-Lösung in THF bei RT. [671 Die Alkohole 21b
und 47b-49b wurden hierbei in einer Reaktionszeit von 1 h quantitativ desilyliert . Die
Analyse ergab, daß bei der Reduktion mit recLB-ADH der sterische Anspruch der
TMS-Gruppe bereits ausreicht um enantiomerenreines Produkt zu erhalten . Die Re-
duktion mit CPCR führte selbst mit den sterisch anspruchsvollen TES- bzw. TBS-
substituierten Alkinonen nicht zu Produkten mit einem ee von >99 %. Enantiomeren-
reines (S)-9b wurde schließlich über die Einführung einer Silyl-Gruppe mit einem
aromatischen Substituenten (49a) erhalten . Durch die Reduktion der Silyl-
Verbindung mit anschließender Abspaltung der ee-steigernden Schutzgruppe kön-
nen die Alkohole (S)- und (R)-9b nun mit einem Enantiomerenüberschuß von größer
99 % in einer zweistufigen Synthese erhalten werden (Abb. 2-18) .

CPCR
O

	

bzw.

	

OHrecLB-ADH

TEA-Puffer, RT
Si R3

Abb. 2-18 :

	

Synthese von enantiomerenreinem 3-Butin-2-ol (9b) .

1) (n-Bu)4 NF
THF, RT

2) H2O
OH

Si R3
(S)- bzw . (R)

	

(S)- bzw. (R)-9b
ee >99 %

	

ee>99
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Zur Belegung der präparativen Anwendbarkeit der enzymatischen Reduktion wurde
1 mmol 21a mit CPCR wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben umgesetzt. Weiterhin wur-
den 7 mmol 21a mit 200 U recLB-ADH reduziert . Nach Extraktion mit CH2C12 und
Aufreinigung über Flashchromatographie [(S)-21 b] bzw. Destillation [(R)-21 b] werden
die reinen Produkte (S)- und (R)-21b (GCMS, NMR) in Ausbeuten von 78 bzw. 73
erhalten . Die Enantiomerenüberschüsse der Alkohole betragen 57 % [(S)-21 b] sowie
>99 % [(R)-21 b] .

Tab. 2-9:

	

Screening silylierter Alkinone

Assay-Bedingungen : 5 MM Substrat (49a : 2 MM), 0.25 MM NAD(P)H, 1 MM M9CI2, 100 MM
TEA/NaOH-Puffer, pH = 6.5, RT. - a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-
Extinktion bei 340 nm (Anfangsgeschwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexan-
säureethylester bestimmt ; Umsatzbestimmung erfolgte über GC (9a) oder GCMS (21a, 47a-
49a) nach jeweils 16 h (Regenerierung des Cofaktors über FDH/Formfiat [CPCR] bzw.
2-Propanol [recLB-ADH]) . - b) Die absoluten Konfigurationen wurden nach Silyl-Spaltung
über Vergleich der Retentionszeiten mit der von kommerziell erhältlichem (S)-9b bestimmt
(GC an chiraler Phase).

Ein weiterer Zugang zu enantiomerenreinem 3-Butin-2-ol (9b) wird durch Substrat
45a eröffnet (Tab. 2-8). Hierbei handelt es sich formal um ein Addukt aus Aceton und
3-Butin-2-on (9a) . 45a wurde sowohl von recLB-ADH als auch von CPCR mit einem
ee von größer 99 % zu dem (R)- bzw. (S)-Alkohol 45b reduziert . Die erhaltenen Pro-

% Aktivität (% Umsatz)a % ee (abs. Konfig .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

9a
0/

52 (> 99) 66 (> 99) 49(S) 60 (R)

21 a 0>_-=TMS 48 (> 99) 46 (> 99) 57(S) > 99 (R)

0
47a

~_
-=Si(Et)3 33 (65) 27 (90) 91 .5(S) > 99 (R)

0
48a

~_
-=TBDMS 41 (40) 34 (40) 98.6(S) > 99 (R)

49a 0~-sLg 44 (80) 38 (60) > 99 (S) > 99 (R)
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dukte 45b sollten durch Abspalten von Aceton mittels K2C03 ebenfalls in enantiome-
renreines 3-Butin-2-ol (9b) überführt werden können .['°°]

2.3.3 Alkinone mit terminaler Dreifachbindung

i) Einleitunq

Propargylische Alkohole mit einer terminalen Dreifachbindung sind vielseitig in der
organischen Synthese einsetzbar (s. auch Abschnitt 1 .1 .2) .[19a,c] In der Vergangenheit
wurden eine Reihe unterschiedlicher enantioselektiver Zugänge entwickelt . Da die
Reduktion von 1-Octin-3-on (53a) mit Alpine-Boran oder BINAL-H nur zu ee-Werten
von bis zu 92 % führte, [9,681 testeten Brown et al. weitere Borane. Hierbei gelang die
Synthese von (S)-53b mit 99 % ee.[ 691 Alternativ wurden (S)- und (R)-53b über die
Trennung von Diastereomeren sowie eine 3 Stufen-Synthese über die Sharpless-
Oxidation eines Allyl-Alkohols zugänglich gemacht . ['°°" 1 Der Enantiomerenüberschuß
des Produkts 53b betrug in beiden Fällen 88 % .

In einer Reihe von biokatalytischen Synthesen wurden propargylische Alkohole mit
terminaler Dreifachbindung über hydrolytische Enzyme dargestellt .[13a.721 Die Alkohole
wurden überwiegend mit ee-Werten von deutlich unter 90 % erhalten . In einigen Bei-
spielen konnte jedoch eine gute Eignung von Lipasen aufgezeigt werden (Abb .
2-19).[72C1

rac-86b

	

(R)-86b
ee = 95.8

Abb. 2-19 :

	

Synthese von (R)-86b über die Candida antarctica Lipase B .['2 °j - a) Candida
antarctica Lipase B, S-Ethyl-thiooctansäureester, 39°C .

Enzymatische Reduktionen sind bisher nur mit der Alkoholdehydrogenase aus
Thermoanaerobium ethanolicus (TE-ADH) beschrieben .[ 1591 Hierbei wurden eine Rei-
he von Ketonen und Ketoestern umgesetzt, die neben der terminalen Dreifachbin-
dung keine weiteren funktionellen Gruppen enthielten. Die erzielten Enantio-
merenüberschüsse liegen zwischen 42 und >98 %. Interessanterweise tritt bei den
Reduktionen eine Umkehr der bevorzugten Stereoselektivität des Enzyms auf .
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TE-ADH reduziert 1-Hexin-3-on (26a) in 51 % ee zu (S)-26b, während 1-Heptin-3-on
mit 42 % ee zu dem entsprechenden (R)-Alkohol umgesetzt wird . Eine weitere Konfi-
gurationsumkehr wurde bei der Ganzzellbiotransformation der Verbindungen 87a
und 88a mit Bäckerhefe beobachtet (Abb. 2-20).[' 31 Das silylierte Keton 87a wurde zu
(R)-87b reduziert, während man bei Einsatz von 88a das (S)-Enantiomer des Alko-
hols 88b erhalten hatte . Hierbei ist zu berücksichtigen, daß Bäckerhefe eine Vielzahl
unterschiedlicher Alkoholdehydrogenasen enthält . Es ist somit sehr wahrscheinlich,
daß es sich nicht um die Umkehr der Stereospezifität eines einzelnen Enzyms han-
delt, sondern daß die beiden Substrate von zwei unterschiedlichen Oxidoreduktasen
reduziert worden sind .

Abb. 2-20 :

H3CO2C

H3CO2C

ii) Ergebnisse

Substrat-Screening

87a
TMS

	

(R)-87b `TMS

a

a

H3CO2C

H3CO2Cv

88a

	

(S)-88b

Konfigurationsumkehr bei der Reduktion mit Bäckerhefe . [731 - a) Bäckerhefe, D-Glu-
cose, EtOH, Wasser, 30°C [(R)-87b : 82 % ee (48 %) ; (S)-88b : 80 % ee (46 %)] .

Die Untersuchung der von den Oxidoreduktasen CPCR und recLB-ADH katalysierten
Reduktion der terminalen Alkinone ergab ebenfalls eine Umkehr der bevorzugten
Stereoselektivität in Abhängigkeit von der Größe des Alkyl-Restes der Substrate . Bei
der Umsetzung mit recLB-ADH, welche bei der Reduktion von 9a den (R)-Alkohol
[(R)-9b] ergibt, wurde bereits das Substrat 1-Pentin-3-on (59a) zu dem entsprechen-
den (S)-Alkohol (S)-59b reduziert (Tab. 2-10) . Die höheren Homologe 26a und 53a
wurden von dem Enzym sogar zu den enantiomerenreinen Produkten (S)-26b und
(S)-53b umgesetzt . Gleichzeitig stieg die Aktivität bei den Substraten mit längerer
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Alkyl-Kette stark an . Auf der anderen Seite konnte CPCR bei keinem der terminalen
Alkohole einen ee-Wert von größer als 76 % erreichen . Zusätzlich fällt die Aktivität
hier bei den höheren Homologen sehr stark ab. Nichtsdestotrotz wechselt auch die
Stereoselektivität der CPCR katalysierten Reduktion mit steigender Kettenlänge. In-
folgedessen wird 53a mit 62 % ee zu dem (R)-Alkohol (R)-53b umgesetzt . Es ist
wahrscheinlich, daß beide Enzyme ab einer bestimmten Alkyl-Kettenlänge diesen
Teil als den größeren Rest des Substrats erkennen . Hierdurch kommt es dann zu der
Umkehr der bevorzugten Konfiguration der Produkte .

Tab. 2-10:

	

Screening terminaler Alkinone

Assay-Bedingungen : 5 MM Substrat, 0.25 MM NAD(P)H, 1 MM M9CI2 , 100 MM TEA/NaOH-
Puffer, pH = 6.5, RT. - a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion
bei 340 nm (Anfangsgeschwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexansäureethylester bes-
timmt; Umsatzbestimmung erfolgte über GC (9a+59a) bzw. GCMS (26a+53a) nach jeweils
16 h (Regenerierung des Cofaktors über FDH/Formfiat [CPCR] bzw. 2-Propanol
[recLB-ADH]) . - b) Die absoluten Konfigurationen von 9b und 53b wurden durch Vergleich
der Retentionszeiten mit denen von kommerziell erhältlichen Alkoholen (GC an chiraler Pha-
se), die von 59b und 26b durch Vergleich der Drehwerte mit Literaturdaten bestimmt.f'4,751 -

c) Sehr niedrig.

Batch-Ansätze

Das Problem bei der präparativen Umsetzung der terminalen Alkinone ist deren hohe
Instabilität in wäßrigen Systemen (Tab. 2-5), über die bereits von Phillips et al . be-

% Aktivität (% Umsatz)a % ee (abs. Konfig .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

O
9a 52 (> 99) 66 (> 99) 49(S) 60 (R)

O
59a 34 (90) 41 (90) 67(S) 34(S)

\

O
26a ~~ 13 (65) 28 (> 99) 76(S) --99(S)

O
53a sn° (< 5) 85 (> 99) 62 (R) > 99 (S)
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richtet wurde.l' 591 Die Substrate, die vermutlich eine vinyloge Addition eingehen, be-
sitzen in TEA-Puffer (pH = 7) eine Halbwertzeit von lediglich 6 - 12 h . Die Reduktion
von je 1 mmol 59a und 26a konnte zwar, wie in Abschnitt 2 .3 .1 beschrieben, durch-
geführt werden . Bei Umsätzen von größer 90 % gelang es aufgrund von Nebenreak-
tionen jedoch nicht, reines Produkt 59b und 26b zu isolieren . Zur Verbesserung der
Ausbeute könnte eine deutlich erhöhte Enzymmenge eingesetzt werden . Da hier-
durch die Reaktionszeit verkürzt würde, sollte sich die Bildung von Nebenprodukten
maßgeblich verringern . Alternativ ist auch eine Fed-Batch-Strategie denkbar, bei der
die zur Verfügung stehende Substratmenge stets gering gehalten wird und somit
schnell umgesetzt werden kann. In den durchgeführten Arbeiten konnte die Zerset-
zung der Substrate durch den Austausch des Puffers verhindert werden . Da die Ne-
benreaktion vermutlich durch den Stickstoff des TEA-Puffers nucleophil katalysiert
wird, führte der Austausch des TEA-Puffers gegen einen Phosphat-Puffer zu deutlich
verbesserten Ergebnissen . Auf diesem Weg gelang die Reduktion von 15 .6 mmol
26a mit 750 U recLB-ADH . Alkohol (S)-26b wurde nach Extraktion und Destillation in
69 % Ausbeute frei von Nebenprodukten erhalten . Die höheren Homologe terminaler
(S)-Alkinole sind somit durch enzymatische Reduktion enantiomerenrein in guten
Ausbeuten zugänglich .

2.3.4 a-Substituierte Alkinone

Neben den Ketonen mit terminaler Dreifachbindung wurden bislang ausschließlich
propargylische Methyl-Ketone als Substrate umgesetzt, da die Anwesenheit eines
kleinen Restes an der Carbonyl-Funktion in der Regel für eine gute enzymatische
Aktivität und hohe Enantioselektivität erforderlich ist .

Aus Sicht des organisch-präparativen Chemikers sind enantiomerenreine Alkinole
mit einer Methylgruppe häufig nicht ausreichend funktionalisiert . Die Durchführung
von Folgechemie an diesem Rest ist kaum möglich . Demzufolge wäre ein an der Me-
thylgruppe funktionalisierter Alkohol von großem Interesse . Es wurden daher eine
Reihe (x-substituierter propargylischer Ketone synthetisiert . In einem Substrat-
Screening wurde überprüft, welche Substituenten von den Enzymen akzeptiert wer-
den (Tab . 2-11) . Hierbei zeigte sich, daß eine Verlängerung der Methylgruppe um ein
Kohlenstoffatom (20a) bereits zu einem vollständigen Verlust der Aktivität der ver-
wendeten Enzyme führt . Somit konnte auch das Alkinon 27a mit dem noch größeren
Phenylsubstituenten in (x-Stellung nicht umgesetzt werden . Das a-Methoxy-
funktionalisierte Substrat 62a zeigte im UV-Assay eine ausreichende Aktivität . Die
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Verbindung stellte sich jedoch unter den Batch-Bedingungen als nicht stabil heraus,
so daß eine präparative enzymatische Umsetzung nicht möglich war. Als weitere
Substrate wurden die halogenierten Ketone 28a und 29a getestet . recLB-ADH ak-
zeptierte beide Verbindungen mit guter Aktivität, wobei die entsprechenden Alkohole
(S)-28b und (S)-29b mit Enantiomerenüberschüssen von größer 99 % bzw. 98 .6
gebildet wurden . CPCR reduzierte 28a und 29a mit einem ee von größer 99 %. Die
niedrige Aktivität der CPCR ist jedoch für präparative Umsetzungen kaum ausrei-
chend.

Tab. 2-11 :

	

Screening (x-substituierter Alkinone

Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat (27a : 2mM), 0.25 mM NAD(P)H, 1 MM M9C12, 100 MM
TEA/NaOH-Puffer, pH = 6.5, RT.
a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm (Anfangsge-
schwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexansäureethylester bestimmt ; Umsatzbe-
stimmung erfolgte über GCMS nach 16 h (Regenerierung des Cofaktors über FDH/Formfiat
[CPCR] bzw. 2-Propanol [recLB-ADH]) .
b) Die absoluten Konfigurationen der Alkohole 28b und 29b wurden über deren Mosher-
Ester bestimmt.f 6o]

c) Sehr niedrig.
d) Formale Konfigurationsumkehr aufgrund der CIP-Nomenklatur.
e) Nicht stabil unter Batch-Bedingungen .

% Aktivität (% Umsatz)' % ee (abs. Konf1g .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

O
20a 0 (-) 0 (-)\

O

27a
*,~

o (-) o (-)
TMS

O

28a cl sn° (30) 28 (95) > 99 (R)d > 99 (S)d

TMS

OII
29a Br sn° (10) 18 (95) > 99 (R)d 98.6 (S)d

TMS

62a H3C0~

OII

10 (-)e 28 (-)e -- --

TMS



48

	

2 . Spezieller Teil

2.4

	

a-Halogenierte Alkinone

Die Chlor- und Bromverbindungen 28a und 29a haben sich als geeignete Substrate
für die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis erwiesen (s . Abschnitt 2.3.4) .
Diese enzymatischen Umsetzungen bieten somit einen Zugang zu hoch funktionali-
sierten C4-Bausteinen, die eine vielseitige Folgechemie ermöglichen . Der Halogen-
substituent aktiviert neben den bereits funktionalisierten Kohlenstoffenatomen der
Dreifachbindung und der Hydroxygruppe auch das vierte Kohlenstoffatom des Buti-
nol-Grundgerüstes, wodurch sich umfassende Einsatzmöglichkeiten dieser
Verbindungen in der organischen Synthese ergeben. In der Literatur wurde nur ein
einziges enantiomerenangereichertes (x-Chlor- bzw. Brom-substituiertes Alkinol
beschrieben . [3b] 1-Chlor-4-triisopropylsilyl-3-butin-2-on (89a) wurde von Corey et al .
mittels eines CBS-Katalysators und Catecholboran in 95 % ee und mit einer
Ausbeute von 97 % reduziert (Abb. 2-21). Die sterisch anspruchsvolle
Triisopropylsilylgruppe ist hierbei notwendig, da anhand der nicht chlorierten
Substrate gezeigt werden konnte, daß ein Austausch gegen die kleinere TMS-
Gruppe eine deutliche Verschlechterung des ee-Wertes zur Folge hat . f 3b1

CI

Si(i-Pr)3

a CI

Si(i-Pr) 3
89a

	

(S)-89b
ee=95%

Abb. 2-21 :

	

Synthese von (S)-89b über CBS-katalysierte Reduktion . [3b1 a) Oxazaborolidin, 1 .2 eq .

Catecholboran, Toluol, -78°C (97 %) .

In den Arbeiten von Wong et al . mit Oxidoreduktasen aus Pseudomonas sp. und
Lactobacillus kefirwerden für die Ketone 28a und 54a Aktivitäten von 52 % bzw. 2
angegeben . f' 5b , cI Diese wurden nicht über einen analytischen Nachweis der gebilde-
ten Produkte bestätigt (s . Abschnitt 2.4.2) .

2.4.1

	

Reduktion a-halogenierter Alkinone mit recLB-ADH und CPCR

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bisher die TMS-Derivate 28a und 29a
als halogenierte Substrate bei den Aktivitätsmessungen eingesetzt . In einem weite-
ren Screening wurde nun getestet, mit welchen Aktivitäten und Enantiomerenüber-
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schüssen andere halogenierte Alkinone umgesetzt werden können . recLB-ADH hat
sich für die Reduktion von halogenierten Alkinonen als besonders geeignet erwiesen .
Die chlorierten Verbindungen mit einer sterisch anspruchsvolleren Silylgruppe 50a
oder aliphatischer Substitution 51a wurden ebenso wie das aromatische Alkinon 30a
von diesem Enzym mit guter Aktivität akzeptiert (Tab. 2-12). CPCR zeigte bei allen
Substraten eine für präparative Zwecke zu niedrige Aktivität .

Tab. 2-12 :

	

Screening weiterer halogenierter Alkinone

Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat (30a : 2 mM), 0.25 mM NAD(P)H, 1 MM M9CI2, 100 MM
TEA/NaOH-Puffer, pH = 6.5, RT.
a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm (Anfangsge-
schwindigkeit) relativ zum Standard 5-Oxohexansäureethylester bestimmt ; Umsatzbe-
stimmung erfolgte über GC (54a+55a) bzw. GCMS (30a, 50a, 51a) nach jeweils 16 h (Rege-
nerierung des Cofaktors über FDH/Formfiat [CPCR] bzw. 2-Propanol [recLB-ADH]) .
b) Die absoluten Konfigurationen von 30b+50b wurden durch Überführung in die entspre-
chenden Epoxide (s . Abschnitt 2.7 .1) und Vergleich der Drehwerte mit Literaturdaten be-
stimmt .['61 Die absoluten Konfigurationen von 54b+55b wurden durch Vergleich der Retenti-
onszeiten mit denen von "(S)-28b nach Silylspaltung" (s . Abschnitt 2 .1 .1) mit wäßriger Borax-
Lösung bestimmt .
c) Sehr niedrig.
d) Nicht bestimmt.
e) 10-fache Enzymmenge eingesetzt .

% Aktivität (% Umsatz)a % ee (abs. Konfig .)bSubstrate
CPCR recLB-ADH CPCR recLB-ADH

30a
cl~

"Affl
'

sn ° (45) 70 (> 99) 90 (R) > 99 (S)

O
50a TBS sn ° (9) 37 (15) > 99 (R) > 99 (S)

cl

O OH
51 a - sn ° (0) 41 (> 99) nbd nbd

cl

54a sn ° (90) e 28 (80)e 30 (R) > 99 (R)
cl

55a sn ° (85) e 18 (75)e 20 (R) > 99 (R)
Br
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Die Aktivitäten bei den Ketonen 54a und 55a mit terminalen Dreifachbindungen ent-
sprechen in etwa den Werten bei den nicht-terminalen Alkinonen 28a und 29a (Tab .
2-12). Das Enzym CPCR kann jedoch bei gleichbleibend schwachen Aktivitäten zwi-
schen den Resten "Halomethyl" und "Ethinyl" bei den Substraten 54a und 55a nicht
mehr hinreichend unterscheiden. Infolgedessen sinken die ee-Werte bis auf 20 % ab .
recLB-ADH setzte auch diese Substrate mit hohen Enantiomerenüberschüssen um .
Die Bestimmung der absoluten Konfiguration erfolgte durch Vergleich der GC-
Retentionszeiten mit (S)-54b und (S)-55b, welche durch recLB-ADH-katalysierte Re-
duktion von 28a und 29a mit anschließender Silylspaltung erhalten worden sind . Das
Ergebnis zeigt, daß die Umsetzung mit recLB-ADH wie schon bei den nicht haloge-
nierten Substraten mit einer terminalen Dreifachbindung [26a, 53a und 59a (s . Ab-
schnitt 2.3.3)] zu einem Wechsel der Stereospezifität der enzymatischen Reduktion
führt . Im Gegensatz zu der Reduktion der entsprechenden TMS-Derivate 28a und
29a, welche zu den enantiomerenreinen (S)-Produkten (S)-28b und (S)-29b führt,
werden hier die ebenfalls enantiomerenreinen (R)-Alkohole (R)-54b und (R)-55b er-
halten . Da Silyl-Gruppen an terminale Acetylene substituiert und auch abgespalten
werden können,[42b,66a] ergibt sich ein neuer hoch enantioselektiver Zugang zu Enan-
tiomerenpaaren über dieselbe Oxidoreduktase (Abb. 2-22) .

a

TMS

	

_TMS

	

_TMS
28a/29a

	

(S)-28b/29b h (R)-28b/29b

X = CI, Br

a

54a/55a

	

(R)-54b/55b

	

(S)-54b/55b

Für alle Alkohole :

ee >99

OH

Abb. 2-22 :

	

Synthese von Enantiomerenpaaren über recLB-ADH . [42b,66a] - a) recLB-ADH,

TEA-Puffer, RT . - b) Borax, McOH, RT. - c) n-BuL!, TMSCI, THF, -78°C .
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2.4.2 Enzym-Screening mit halogenierten Alkinonen

Ein Ziel der durchgeführten Arbeiten war es, jeweils beide Enantiomere aller propar-
gylischen Alkohole durch enzymatische Reduktion zugänglich zu machen . Dieses ist
von großer Bedeutung für den Einsatz der Alkinole als Intermediate in der Naturstoff
und Wirkstoffsynthese, da hier häufig die Darstellung des (S)- und des (R)-Produktes
erwünscht ist . Da Oxidoreduktasen im Gegensatz zu chemischen Reagenzien nicht
als Bild und Spiegelbild erhältlich sind, müssen zwei unterschiedliche Enzyme für die
Reduktion eingesetzt werden . Im Fall der propargylischen Methyl-Ketone konnte die-
ses über recLB-ADH und CPCR erreicht werden . Bei den in (x-Position halogenierten
Alkinonen zeigt CPCR keine ausreichende Aktivität, so daß die entsprechenden
(R)-Alkohole nicht erhalten werden konnten. Auch die aufgezeigte Möglichkeit diese
Alkohole über recLB-ADH zugänglich zu machen (Abb. 2-22) ist keine hinreichende
Lösung dieses Problems, da sich zum einen die Substrate 54a und 55a als nur
schwer zugänglich erwiesen haben und das nachträgliche Einführen eines Substi-
tuenten zum anderen eine zusätzliche Synthesestufe bedeutet . Zur Lösung des
Problems wurde ein erneutes Enzym-Screening durchgeführt. Hierbei wurden neben
den mit 3-Butin-2-on (9a) bereits getesteten und kommerziell erhältlichen Enzymen
HL-ADH, TB-ADH und Y-ADH (s . Abschnitt 2 .2) die Alkoholdehydrogenasen aus
Candida boidinii (CB-ADH) und Thermoanaerobium ethanolicus (TE-ADH) getes-
tet .[ 3° , "] Im Ergebnis zeigten die Oxidoreduktasen TB-ADH, TE-ADH und HL-ADH
gute Aktivitäten mit den halogenierten Substraten (Tab . 2-13). Während TB-ADH und
TE-ADH, deren Sequenzen zu 99 .1 % identisch sind f781 bei dem Methyl-Keton 2a
bereits ähnlich hohe Aktivitäten gezeigt hatten, war 2a von HL-ADH nur mäßig um-
gesetzt worden . Im Gegensatz zur CPCR also, welche von Methyl-Alkinonen hin zu
Halomethyl-Alkinonen einen starken Abfall der Aktivitäten aufweist, findet bei
HL-ADH bei den a-halogenierten Substraten ein deutlicher Anstieg der Aktivitäten
statt . Da TB-ADH, TE-ADH und HL-ADH dieselbe Spezifität wie CPCR besitzen,
konnten die fehlenden (R)-Enantiomere über diese Enzyme zugänglich gemacht
werden . Die hierbei erzielbaren Enantiomerenüberschüsse wurden bei der nachfol-
genden eingehenderen Untersuchung der Substrat-Spektren bestimmt (Kapitel
2.4.3-2 .4.5) .
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Tab. 2-13 :

	

Enzym-Screening mit a-halogenierten Alkinonen

Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat (2a und 30a: 2 mM), 0.25 mM NAD(P)H, 1 MM M9Cl2,
100 mM TEA/NaOH-Puffer, pH = 6.5, RT (TB-ADH und TE-ADH: 38°C) .
a) Enzymaktivitäten wurden über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm (An-
fangsgeschwindigkeit) relativ zu den jeweiligen Standards bestimmt (LB-ADH, CPCR =
5-Oxohexansäureethylester ; HL-ADH = Cyclohexanon ; CB-ADH = Aceton; Y-ADH, TB-ADH,
TE-ADH = 2-Butanon) .
b) Sehr niedrig .

Diskussion über die enzymatische Reduktion von a-Halogenketonen

Generell ist bei den Aktivitätsmessungen zu beachten, daß es sich um eine indirekte
Methode handelt, bei der lediglich die Abnahme der Extinktion bei 340 nm verfolgt
wird. Da die Abnahme der Extinktion auch andere Ursachen haben könnte ist es
wichtig, die gemessenen Werte stets mit Batch-Ansätzen zu bestätigen. Dieses gilt

besonders für a-halogenierte Ketone, da hier bereits über mögliche Nebenreaktionen
berichtet wurde (Abb. 2-23) . ['9] Hierbei konnte gezeigt werden, daß bei der Umset-
zung halogenierter Substrate mit Oxidoreduktasen über einen Radikalmechanismus
auch die Bildung der entsprechenden dehalogenierten Ketone möglich ist. Auch bei

Aktivitäten'
Substrate

LB-ADH CPCR HL-ADH CB-ADH Y-ADH TB-ADH TE-ADH

0
TMS 28 snb 15 snb 0 74 37

CI
28a

0

J---= 18 snb 35 snb 0 4 5
Br

29a
0

CI~~ 70 snb 32 snb 0 53 67
30a

J0 TBS 37 snb 24 snb 0 51 32
cl

50a

0 MiN 142 41 6 0 0 47 51
2a



2 . Spezieller Teil

	

53

dieser Reaktion wird NAD(P)H verbraucht und damit Aktivität im UV-Assay gemes-
sen .

GH2X

	

10

	

' CH2X 3	CH2 ~ r `Y ~CH3
(NADH)

	

(NADH)

Abb. 2-23 :

	

Dehalogenierung von a-Haloacetophenon durch NADH . f'91

Wong et al . berichten als einzige über die enzymatische Reduktion a-halogenierter
Alkinone (28a + 54a) .I' 5b °°l Da in den Arbeiten ausschließlich die Aktivitäten bestimmt
wurden, ist die tatsächliche Bildung der Alkohole 28b und 54b nicht eindeutig nach-
gewiesen worden .

Interessanterweise weist der Verlauf der Aktivitäten bei den propargylischen Substra-
ten zwei unterschiedliche Tendenzen auf . Während die enzymatische Aktivität bei
den getesteten (x-Chlor- und a-Brom-Alkinonen im Vergleich zu den Methyl-
Alkinonen bei recLB-ADH und CPCR deutlich abnimmt, wurde für die HL-ADH ein
starker Anstieg gemessen . In der Literatur finden sich nur wenige Vergleiche zwi-
schen der enzymatischen Umsetzung von a-halogenierten sowie den entsprechen-
den nicht halogenierten Ketonen . Bei dem überwiegenden Teil dieser Substrate han-
delt es sich um ß-Keto-Ester. Die Tendenzen bei den Aktivitäten für die Reduktion
der ß-Ketoester sind ebenfalls sehr uneinheitlich . So setzen Y-ADH und CB-ADH
4-Chloracetessigsäureethylester mehr als vier mal so gut um wie Acetessigsäurethyl-
ester.l"°$°1 Die Carbonylreduktase aus Rodoccocus erythropolis (RECR) verliert in
diesem Vergleich mehr als 70 % ihrer Aktivität, [77] während recLB-ADH, CPCR und
die Glyceroldehydrogenase aus Geotrichum candidum beide Substrate ähnlich gut
akzeptieren .[32,33,811 Die Ergebnisse sind nur bedingt mit denen der Alkinone ver-
gleichbar, da ß-Ketoester meist eine Sonderstellung in den Substrat-Spektren von
Oxidoreduktasen einnehmen. Während ein kleiner Rest bei anderen Ketonen in der
Regel die Voraussetzung für eine gute Aktivität ist, werden ß-Ketoester mit zwei ste-
risch anspruchsvollen Resten häufig sehr gut als Substrat akzeptiert .l32,33°"1 Eine Er-
klärung hierfür könnte ein durch die Keto-Enol-Tautomerie der ß-Ketoester verur-
sachter veränderter enzymatischer Reduktionsmechanismus sein .

Weitere direkte Vergleiche zwischen der enzymatischen Umsetzung von a-halo-
genierten und nicht halogenierten Substraten sind nur für Acetophenon beschrieben
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worden . [ 33°" ,82] I n allen 3 beschriebenen Fällen nimmt hier die Aktivität zu Chlorace-
tophenon hin ab . Bei CPCR sinkt sie von 34 auf 0 %, bei RECR von 5 auf 2 % und
bei der Phenylacetaldehyd Reduktase aus Corynebacterium sp. ST-10 von 100 auf
23 %. Hierdurch wird die These bestätigt, daß eine Vergrößerung des kleinen Restes
des Ketons zu einem Rückgang der Aktivität führt . Daneben wurden eine Reihe von
Ganzzellbiotransformationen halogenierter Verbindungen beschrieben . [ 831 Die Um-
setzungsraten können hierbei jedoch nicht mit denen der halogenfreien Ketone ver-
glichen werden, da die jeweiligen Reduktionen bei Ganzzellbiotransformationen von
unterschiedlichen Enzymen katalysiert werden können.

Für die HL-ADH sind eine Reihe von Modellen aufgestellt worden, um die Umset-
zungen von Substraten vorhersagbar zu machen . f841 Die Modelle beschäftigen sich
primär mit der Vorhersage der zu erwartenden Konfigurationen der Alkohole . Zusätz-
lich wurde anhand der Struktur des Enzyms berechnet, in welchen Positionen des
Ketons sich Substituenten befinden dürfen (Abb. 2-24) .[84c] Besitzt die eingesetzte
Verbindung Reste in den sogenannten verbotenen Bereichen, wird sie von dem En-
zym nicht als Substrat akzeptiert . Allen Modellen gemein ist, daß sie für cyclische
Ketone entwickelt worden sind, da diese von HL-ADH am besten umgesetzt werden
können . Eine Übertragung auf aliphatische Ketone ist somit nur bedingt möglich .
Beispielsweise ist das von Johnson et al . entwickelte Substratmodell (Abb. 2-24) nur
schwer auf Alkinone anwendbar, [84'1 da die gestreckte lineare Form der Dreifachbin-
dung kaum in das cyclische Modell eingepaßt werden kann. Somit steht der Aktivi-
tätsanstieg bei den halogenierten Alkinonen dann auch im Widerspruch zu dem Mo-
dell, da alle für den Chlor-Substituenten möglichen Positionen gehindert oder gar
verboten sind .

H

Favorisiert

Frei

Gehindert

Verboten

Abb. 2-24 :

	

Modell zur Bestimmung möglicher HL-ADH-Substrate nach Johnson .[84° ]
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a-Halogenierte Alkinone nehmen somit eine interessante Sonderstellung im Sub-
strat-Spektrum der HL-ADH ein, nicht zuletzt da bislang angenommen wurde, daß
dieses Enzym aliphatische Verbindungen nur schlecht als Substrat akzeptiert . [25b,27a]

Ein vollständiges Modell für HL-ADH müsste neben den sterischen Effekten auch die
elektronischen Eigenschaften der potentiellen Substrate berücksichtigen . In den Ar-
beiten von Kawai et al . wird eine Erklärung für die gute Aktivität bei der Y-ADH kata-
lysierten Reduktion von 4-Chloracetessigsäureethylester angegeben . l $°1 Hier wird die
gegenüber Acetessigsäureethylester gesteigerte Aktivität mit einem Induktionseffekt
des Chlor-Substituenten begründet, welcher zu einer positiven polaren Wechselwir-
kung mit dem Active-Site des Enzyms führt. Eine genauere Aufklärung des Enzym-
Substrat-Komplexes könnte über die Methode des "molecular modeling" ermöglicht
werden .

2.4.3 1-Chlor- und 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (28a und 29a)

Die Substrate 28a und 29a bieten aufgrund ihres TMS-Substituenten erweiterte Mög-
lichkeiten für die Folgechemie . Präparativ wurden mit recLB-ADH, HL-ADH sowie
TB-ADH jeweils 0 .5 - 1 mmol dieser Substrate reduziert . Trotz Umsätzen von bis zu
95 % wurden die Alkohole 28b und 29b nach Extraktion in überwiegend moderaten
Ausbeuten zwischen 34 und 84 % erhalten . Die anschließende Aufreinigung der
Rohprodukte über präparative Dünnschichtchromatographie führte zu einer weiteren
Erniedrigung der Ausbeute. Die Alkohole 28b und 29b konnten somit über
recLB-ADH und HL-ADH nur in isolierten Ausbeuten von 10 - 43 % erhalten werden .
Im Fall der TB-ADH wurden sogar nur 2 (28b) bzw. 6 % (29b) Ausbeute erzielt . Die
schlechten Ergebnisse sind auf eine Zersetzung der Substrate 28a und 29a im wäss-
rigen Medium zurückzuführen . Da die TB-ADH katalysierten Reduktionen bei einer
Temperatur von 38°C durchgeführt wurden, kam es hierbei zu noch stärkerer Bildung
von Nebenprodukten, so daß kaum noch gewünschter Alkohol erhalten werden
konnte . Hinzu kamen weitere Verluste bei der Aufreinigung durch Zersetzungspro-
zesse an Kieselgel . Wie bereits gezeigt wurde sind die jeweiligen Alkohole unter den
Reaktionsbedingungen deutlich stabiler als die entsprechenden Ketone (Tab . 2-5) .
Somit könnte eine Fed-Batch-Strategie, welche zu einer verringerten Substrat-
Konzentration in den Ansätzen führt, verbesserte Ausbeuten ermöglichen .

Die Bestimmung des Enantiomerenüberschusses sowie der absoluten Konfiguration
der Alkohole 28b und 29b erfolgte durch Überführung in die entsprechenden
(S)-Mosher-Ester .1601 Diese wurden durch Reaktion von 28b und 29b mit (R)-a-Me-
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thoxy-a-trifluormethylphenylacetylchlorid [(R)-MTPA-Cl] in Pyridin in guten Ausbeu-
ten erhalten . Durch gaschromatographische Trennung wurde auf diesem Weg bei
der Reduktion von 28a und 29a mit den Enzymen recLB-ADH, HL-ADH und TB-ADH
in nahezu allen Fällen ein ee von größer 99 % bestimmt . Lediglich die Reduktion von
29a mit recLB-ADH führte zu einem leicht erniedrigten ee von 98.6 %. Die aufgrund
der jeweiligen Enzym-Spezifitäten angenommenen Konfigurationen konnten über die
Methode von Mosher bestätigt werden (Abb. 2-25) .[6° Hierbei werden die Substituen-
ten des Alkohols nach ihren sterischen Ansprüchen in einen kleinen und einen gro-
ßen Rest eingeteilt . Die Wechselwirkungen der Reste mit der Phenyl- bzw. der Me-
thoxygruppe des MTPA führt dann zu einer entsprechenden relativen Hoch- oder
Tieffeld Verschiebung der ' 3C-NMR-Signale . Über die Feldverschiebungen können
dann die Konfigurationen der Produkte zugeordnet werden . Nach Mosher entspricht
somit im vorliegenden Beispiel die Tieffeld Verschiebung des größeren Restes TMS-
Acetylen einem (S)-Alkohol .

Tieffeld

	

Hochfeld Tieffeld

	

Hochfeld
verschoben verschoben verschoben verschoben

Abb. 2-25 :

	

Zuordnung der absoluten Konfiguration von 28b über die relativen Verschiebungen
der ' 3C-NMR-Signale . [ 60 ]
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2.4.4 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on (50a)

In Abschnitt 2 .4 .3 wurde beschrieben, daß die TMS-Derivate 28a und 29a zwar mit
guten Umsätze enzymatisch reduziert werden konnten, die Ausbeuten jedoch gering
sind . Da dieses auf den TMS-Substituenten zurückgeführt wurde, sollte als nächstes
ein Substrat mit einer stabileren Silyl-Gruppe getestet werden. Hierfür wurde das AI-
kinon 50a ausgewählt, da es chemisch gut zugänglich ist und die TBS-Gruppe im
Vergleich zur TMS-Funktion der stabilere Substituent ist.?]

Zur Bestätigung der gemessenen Aktivitäten wurde ein semipräparativer Batch-
Ansatz durchgeführt . Hierbei wurden 3 mg 50a mit 0.5 U recLB-ADH in 1 mL TEA-
Puffer reduziert, wobei der Cofaktor mit 15 IgL 2-Propanol als Cosubstrat regeneriert
wurde . Der mittels GCMS nach 16 h ermittelte Umsatz betrug 15 %. Um höhere Um-
sätze zu erzielen wurden die zugegebenen Mengen an Substrat, Enzym, Cofaktor
und Cosubstrat vielfältig variiert . Im Ergebnis führten geringe Substratkonzentratio-
nen und hohe recLB-ADH Zugaben zu einer Verbesserung des Umsatzes . Auch
durch eine Erhöhung der Cosubstrat Menge bis auf 80 gL konnte der Umsatz weiter
gesteigert werden . Die Zugabe einer größeren Dosis Cofaktor ergab keine Verbesse-
rung . Insgesamt konnten Umsätze von über 50 % jedoch nur über lange Reaktions-
zeiten mit sukzessiver Zugabe größerer Enzymmengen erreicht werden. Ein Batch-
Ansatz mit 3 mg 50a ergab nach 6 Tagen, in denen insgesamt 4 mal 0 .5 U recLB-
ADH zudosiert worden sind, einen Umsatz von 96 % . Der anschließende Scale-Up
der Reaktion um den Faktor 50 führte dann jedoch nur zu einem Umsatz von 75 % .
Die isolierte Ausbeute von 45 % deutet daraufhin, daß sich aufgrund der langen Re-
aktionszeit ein Teil des Substrats 50a zersetzt hat .

Da die Reduktion durch Variieren der Konzentrationen der einzelnen Komponenten
nicht ausreichend optimiert werden konnte, wurden alternative Reaktionsführungen
getestet :

a) Durch die Zugabe von MTBE zu einem semipräparativen recLB-ADH-Ansatz wur-
de ein 2-Phasen-System erzeugt, wodurch eine geringe Substrat-Konzentration in
der wäßrigen Phase erreicht werden sollte . f861 Dieses sollte für den Fall einer Sub-
strat-Inhibierung des Enzyms zu verbesserten Umsätzen führen . Nach 2 Tagen hat-
ten sich trotz zweifacher Zugabe von 0 .5 U recLB-ADH jedoch lediglich 4 % Produkt
gebildet .
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b) In einem zweiten Versuch sollte durch "strippen" eine eventuelle Coprodukt-
Inhibierung beseitigt werden . Zu diesem Zweck wurde in einem Ansatz von 50 mg
50a jeweils nach 2 h Reaktionszeit über einen Zeitraum von 30 min Stickstoff durch
die Lösung geleitet, um das gebildete Aceton auszutreiben . Da durch den Vorgang
auch das benötigte Cosubstrat entfernt oder das Enzym in der Lösung beschädigt
werden kann, erfolgte nach dem "Strippen" jeweils eine erneute Zugabe von 2-Pro-
panol, recLB-ADH und NADP+. Nach zweimaliger Zugabe und einer Reaktionszeit
von 7 h zeigt eine GCMS-Probe, daß sich 65 % Produkt gebildet hatten . Durch weite-
res "Strippen" nach jeweils 1 Tag und über eine Zeitraum von 2 h wurde nach einer
Reaktionsdauer von 6 Tagen ein Umsatz von 79 % erzielt . Die isolierte Ausbeute
betrug jedoch nur 25 %, was auf eine Substrat-Zersetzung aufgrund der langen Re-
aktionszeit zurückgeführt wurde.

c) Alternativ wurde die Methode der Cofaktorregenerierung geändert . Der Cofaktor
NADP+ wurde in einem Ansatz von 3 mg 50a mit dem System Natriumformiat / For-
miatdehydrogenase (FDH) recycliert .l3'1 Nach 16 h ergab sich ein Umsatz von 90 % .
Die Reaktion erwies sich jedoch als schlecht reproduzierbar, da in weiteren identi-
schen Ansätzen lediglich 20 % Produktbildung erzielt werden konnte .

Zur Bestimmung des Enantiomerenüberschusses und der absoluten Konfiguration
wurden präparative Batch-Ansätze durchgeführt. Hierfür wurden 1 .9 g 50a mit
recLB-ADH sowie 100 und 200 mg 50a mit HL-ADH bzw. TB-ADH umgesetzt, wobei
das jeweilige Enzym mehrfach nachdosiert wurde. Bei isolierten Ausbeuten von 21
(recLB-ADH), 24 % (HL-ADH) und 9 % (TB-ADH) wurde jeweils ein ee von größer
99 % erhalten . Die Konfiguration wurde nach der Methode von Mosher (s . Abschnitt
2.4.3) zugeordnet . Zusätzlich wurde der (R)-Alkohol (R)-50b in das entsprechende
Epoxid überführt (s . Abschnitt 2 .7.1) und dessen Drehwert gemessen. Der Vergleich
mit dem Literaturwert bestätigte die (R)-Konfiguration . ['6a,b]

Zusammenfassend stellt sich die enzymatische Reduktion von 50a trotz guter Aktivi-
tätswerte als problematisch dar. Hohe Umsätze konnten nur durch die mehrmalige
Zugabe größerer Enzymmengen und lange Reaktionszeiten erzwungen werden. Die
Instabilität des Substrats in wäßrigen Lösungen führte zu geringen isolierten Ausbeu-
ten .
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2.4.5 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a)

Als weiteres Substrat wurde die aromatische Verbindung 30a getestet . Das Keton
30a, dessen Isolierung von Birkofer et al . als nicht möglich beschrieben wurde, [42a]

erwies sich über die Kupplung von Chloressigsäurechlorid und Phenyl-
trimethylsilylacetylen als gut zugänglich (s. Abschnitt 2.1 .1) . Die Synthese wurde im
Dekagramm-Maßstab in 86 %iger Ausbeute durchgeführt . Der erhaltene Feststoff
enthielt noch Spuren olefinischer Verunreinigungen, die weder durch Säulenchroma-
tographie noch durch Umkristallisation vollständig abgetrennt werden konnten.

Durch den aromatischen Substituenten ist Verbindung 30a in wäßriger Phase schwer
löslich . In den semipräparativen Ansätzen blieb ein Großteil des Substrats 30a trotz
einer Vergrößerung des Puffer-Volumens um den Faktor 10 ( c3oa = 2 .8 mM/L [be-
rechnet]) somit ungelöst . Da ein kaum gelöstes Substrat nur schwer umgesetzt wer-
den kann, wurden größere Mengen von recLB-ADH (200 U), HL-ADH (40 U) bzw.
TB-ADH (62 U) und NAD(P)+ (60 gmol) eingesetzt . Hierdurch wurden nach 16 h je-
weils quantitative Umsätze erreicht . Die Enantiomerenüberschüsse der Produkte
wurden mittels HPLC an chiraler Phase in allen drei Fällen als größer 99 % be-
stimmt . Zur Aufklärung der absoluten Konfiguration wurde 1 mmol 30a mit
recLB-ADH reduziert . Nach 24 h wurde 30b bei 100 % Umsatz in einer Ausbeute von
85 % isoliert . Der Alkohol 30b wurde in das Epoxid überführt (s . Abschnitt 2 .7.1) und
dessen Drehwert mit dem Literaturwert verglichen . f7611 Wie erwartet hatte der Alkohol
30b eine (S)-Konfiguration, wodurch den Produkten 30b der HL- und TB-ADH kata-
lysierten Reduktion über Vergleich der Retentionszeiten (HPLC) die (R)-Kon-
figuration zugeordnet wurde.

2.5

	

Olefinische Ketone

Die a-ß-ungesättigten Alkinone haben sich als besonders geeignete Substrate für die
enzymatische Reduktion herausgestellt (s . Abschnitte 2.3 und 2 .4) . Hieraus ergab
sich die Fragestellung, ob a-ß-ungesättigte Alkenone ebenso gut von Oxidoredukta-
sen umgesetzt werden können . Wie bereits für die propargylischen Ketone erläutert
(s . Abschnitt 2 .3.4), wurde auch das Screening der olefinischen Substrate auf Me-
thyl- und Halomethyl-Ketone beschränkt . Die enantioselektive Reduktion dieser AI-
kenone wurde chemisch bereits mit unterschiedlichen Reagenzien durchgeführt . Wie
bei den Alkinonen (s. Abschnitt 1 .1 .1) wurden hierfür in der Mehrzahl der Synthesen
Borane, komplexe Aluminiumhydride oder Rutheniumkatalysatoren eingesetzt.[ .. . .. . .. 1
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Die chemischen Reduktionen konnten teilweise hoch enantioselektiv bei sehr guten
Ausbeuten durchgeführt werden . Überraschenderweise wurde bislang keine Reduk-
tion eines (Z)-Methyl-Alkenons beschrieben . Bei den enantiomerenangereicherten
Halomethyl-Alkoholen findet sich darüber hinaus keine einzige enantioselektive Syn-
these in der Literatur . In den beschriebenen Zugängen werden ausschließlich bereits
nicht racemische, chirale Verbindungen modifiziert .f9°1 Hierfür wurde entweder die
Olefin- oder die Halogenfunktion in den bereits dargestellten enantiomerenangerei-
cherten Alkohol eingeführt .

Biochemische Reduktionen der Alkenone wurden mit einer Reihe von Mikroorganis-
men getestet .f9 ' 1 Bis auf eine Umsetzung mit Bäckerhefe, die in 18 %iger Ausbeute
zu dem gewünschten olefinischen Alkohol in 95 %iger Reinheit führte (Abb . 2-26), 192

wurden hierbei ausschließlich Nebenprodukte wie das gesättigte Keton oder der ge-
sättige Alkohol erhalten . Die Reduktion mit einem isoliertem Enzym wurde bisher nur
mit der Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis beschrieben . [93]

(S)-(E)-4-Phenyl-3-buten-2-ol [(S)-22b] wurde enantiomerenrein in einer Ausbeute
von 77 % erhalten .

22a

a
OH

2.5.1

	

Enzym-Screening olefinischer Substrate

(S)-22b
ee = 90 %

	

(Anteil : 5 %)

Abb. 2-26 :

	

Synthese des olefinischen Alkohols (S)-22b über Bäckerhefe . [921 - a) Bäckerhefe,
Phosphat-Puffer, D-Glucose, EtOH, RT (18 %) .

Als Test-Substrate wurden die aromatisch substituierten Olefine 4-Phenyl-3-buten-2-
on sowie 1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-on ausgewählt. Der Vergleich eines Methyl-
sowie eines Chlormethyl-Alkenons sollte Aufschluß über die Akzeptanz eines
a-Substituenten geben. In beiden Fällen ist es wichtig, jeweils die (E)- und (Z)-
Alkenone zu testen, da die beiden Stereoisomere aufgrund verschiedenartiger steri-
scher Ansprüche unterschiedlich von den Enzymen akzeptiert werden können .

In dem Substrat-Screening ergaben die (Z)-Alkenone 71a und 72a niedrige Aktivitä-
ten (Tab . 2-14) . 72a wurde zwar von allen vier eingesetzten Oxidoreduktasen als
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Substrat akzeptiert . Die Aktivitäten waren jedoch in drei Fällen mit Werten zwischen
3 und 5 % sehr gering . Darüber hinaus wurde bei 72a mit keinem der Enzyme ein
Enantiomerenüberschuß von größer 95 % erzielt. Das (Z)-Olefin 71a wurde kaum als
Substrat akzeptiert . Aufgrund maximaler Aktivitätswerte von 2 % wurde hier auf die
Bestimmung des Enantiomerenüberschusses verzichtet . Das entsprechende
(E)-Isomer 22a konnte von dem Enzym recLB-ADH und, wie bereits beschrieben,
von dem Enzym CPCR gut umgesetzt werden.f931 Olefin 73a wurde von allen 4 Oxi-
doreduktasen zu dem enantiomerenreinen Alkohol 73b reduziert. Hierbei erreichte
lediglich recLB-ADH mit 47 % eine hohe Aktivität, während die anderen Enzyme mo-
derate Aktivitätswerte von 5 - 16 % ergaben .

Tab. 2-14:

	

Substrat-Screening olefinischer Ketone

Assay-Bedingungen : 2 MM Substrat, 0.25 MM NAD(P)H, 1 MM M9CI2 , 100 MM TEA/NaOH-
Puffer, pH = 6.5, RT (TB-ADH : 38°C) .
a) Enzymaktivitäten wurden über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm (An-
fangsgeschwindigkeit) relativ zu den jeweiligen Standards bestimmt (LB-ADH, CPCR = 5-
Oxohexansäureethylester; HL-ADH = Cyclohexanon ; TB-ADH = 2-Butanon) ; Umsatzbes-
timmung erfolgte über GCMS nach 16 h (Regenerierung des Cofaktors über FDH/Formfiat
[CPCR] bzw. 2-Propanol [recLB-ADH]) .
b) Sehr niedrig .
c) Die absoluten Konfigurationen wurden über Vergleich der Retentionszeiten mit denen der
Alkohole (S)-72b und (S)-73b, welche aus (S)-30b erhalten wurden (s . Abschnitt 2 .7.2), be-
stimmt .

Aktivität (% Umsatz)'
Substrat

recLB-ADH HL-ADH TB-ADH CPCR

0
22a i 39 (90) snb (5) snb (10) 12 (> 99)

0
73a C / 47 (80) 5 (80) 16 (30) 9 (70)

ee >99 % (S)° ee >99 % (R)° ee >99 % (R)° ee >99 % (R)°

71a ~ 0 (-) 0 (-) snb (5) 2 (10)

72a 0 31 (80) 3 (20) 5 (70) 3 (60)c~ -
ee = 86 % (S)° ee = 6 % (R)° ee = 95 % (R)° ee = 86 % (R)°
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Interessanterweise zeigen in fast allen untersuchten Beispielen die chlorierten Alke-
none bei den jeweiligen Enzymen bessere Aktivitäten als die entsprechenden Me-
thyl-Alkenone . Lediglich das Screening mit CPCR ergab einen leichten Abfall der Ak-
tivitätswerte bei dem chlorierten Keton 73a.

Die gemessenen Aktivitäten wurden über Batch-Ansätze bestätigt . Die Durchführung
erfolgte wie bereits für die aromatischen propargylischen Ketone beschrieben (s . Ab-
schnitt 2 .4 .5) . Die ermittelten Umsätze waren in allen Fällen mit den angegebenen
Aktivitäten konform. TB-ADH erwies sich für die Reduktion der halogenierten Sub-
strate 72a und 73a als ungeeignet, da die Umsetzungen aufgrund der höheren Reak-
tionstemperatur von 38°C zu einer Reihe von Nebenprodukten führten . Die hierbei
primär entstandenen dechlorierten Ketone 22a und 71a wurden ihren Aktivitätswer-
ten entsprechend von der TB-ADH kaum weiter enzymatisch umgesetzt. Bei dieser
Dehalogenierung handelt es sich um eine nicht enzymatische Nebenreaktion, da, wie
mittels einer Blindprobe gezeigt werden konnte, die Batch-Ansätze bei einer Reakti-
onstemperatur von 38°C auch ohne die Zugabe von Enzym zu der Bildung der Keto-
ne 22a und 71a führen . Die Batch-Ansätze der CPCR ergaben bei den Substraten
22a und 71a-73a die Bildung von jeweils 40 - 50 % des gesättigten Alkohols (s .
auch Abb. 2-26) . Kula et al . haben bei der Reduktion von 22a mittels CPCR bereits
über die Bildung von 5 % des gesättigten Produkts berichtet . f931 Diese wurde über
eine Verunreinigung des Substrats 22a mit 5 % des gesättigten Ketons erklärt . Wei-
terhin wurde in der Literatur über eine Reihe von Mikroorganismen berichtet, die AI-
kenone zu den gesättigten Alkoholen umsetzen können .l9 ' 1 Da es sich bei der Candi-
da parapsilosis Carbonylreduktase um ein Wildtyp-Enzym handelt, welches mit ande-
ren Enzymen verunreinigt sein kann, liegt die Vermutung nahe, daß die Reduktion
der Doppelbindung durch eine zweite Dehydrogenase ausgeführt wurde . Zur Über-
prüfung dieser These wurde eine chromatographisch weiter aufgereinigte CPCR-
Charge in einem zweiten Batch-Ansatz mit dem Substrat 22a eingesetzt. Durch die
Aufreinigung sollte zumindest ein Teil des vermuteten zweiten Enzyms abgetrennt
worden sein . Tatsächlich führte diese Umsetzung zu einer verminderten Bildung des
gesättigten Alkohols von 25 %. Eine vollständige Abtrennung der störenden Neben-
aktivität sollte somit ausschließlich zu dem gewünschten olefinischen Produkt führen .
Alternativ sollte der Einsatz der von Kula et al . beschriebenen CPCR in rekombinan-
ter Form ebenfalls keine Nebenaktivität zeigen . [94]

Zur Demonstration der präparativen Anwendbarkeit der enzymatischen Alkenonre-
duktion wurden 67 gmol 73a mit 200 U recLB-ADH umgesetzt. Nach einer Reakti-
onszeit von 16 h wurde der Batch-Ansatz mit Ethylacetat extrahiert und mittels prä-
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parativer Dünnschichtchromatographie aufgearbeitet . Der enantiomerenreine Alkohol
(S)-73b wurde in 57 % Ausbeute und mit einer Reinheit von 95 % (GCMS, NMR) er-
halten . Die absolute Konfiguration wurde über Vergleich der Retentionszeit mit der
des Alkohols (S)-73b, welcher aus (S)-30b erhalten wurden (s . Abschnitt 2 .7.2), be-
stimmt .

Zusammenfassend haben sich aromatische Alkenone als weniger gut geeignete
Substrate für die enzymatische Reduktion mit den ausgewählten Oxidoreduktasen
erwiesen . Nur in wenigen Fällen wie der präparativ durchgeführten Umsetzung von
73a mit recLB-ADH waren die Produkte in guten Umsätzen und hohen Enantiomere-
nüberschüssen zugänglich .
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2.6

	

Optimierung der enzymatischen Reduktionen

Die bisher beschriebenen enzymatischen Reduktionen wurden unter dem Aspekt der
Erzielung möglichst hoher Umsätze durchgeführt . Während hierbei in den semiprä-
parativen Ansätzen primär die enzymatische Aktivität bestätigt wurde, konnten bei
den präparativen Reduktionen die erzielbaren Ausbeuten und Enantiomerenüber-
schüsse bestimmt werden. Aus diesem Grund wurde in der Regel eine größere
Menge an Enzym und Cofaktor zugegeben . Die so verwendeten Bedingungen sind
bei einem Scale-Up nicht einsetzbar, da der Enzym- und Cofaktor-Bedarf zu hoch
wäre. Aus diesem Grund wurden die einzelnen Parameter der Reduktionen optimiert .
Hierfür wurde 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a) als Testsubstrat ausgesucht, da
es sich trotz seiner hohen Funktionalisierung in Puffer als sehr stabil erwiesen hat
und mit guten Umsätzen enzymatisch reduziert wurde (s . Abschnitt 2.4.5) . Darüber
hinaus stellt der bislang nicht beschriebene enantiomerenreine Alkohol 30b einen
interessanten Baustein dar, an dem die Folgechemie der propargylischen Alkohole
etabliert werden kann.

2.6.1

	

Lösungsmittelverträglichkeit der Enzyme

Bei der Verbindung 30a handelt es sich um einen in Wasser schwer löslichen Fest-
stoff . Da hierdurch die enzymatische Umsetzung erschwert wird, sollte eine Erhö-
hung der Löslichkeit zu einer deutlich verbesserten Produktbildung führen . Die Erhö-
hung der Löslichkeit kann durch Zugabe organischer Lösungsmittel erreicht werden .
Für den Einsatz bei der enzymatischen Reduktion bieten sich 2-Propanol bzw. Etha-
nol an, da es sich hierbei um mögliche Cosubstrate der Oxidoreduktasen
recLB-ADH, HL-ADH und TB-ADH handelt . Als positiver Nebeneffekt sollte durch die
erhöhte Konzentration dieser Alkohole eine Verschiebung des chemischen Gleich-
gewichts in Lösung hin zu den gewünschten Produkten bewirkt werden .

Zur Überprüfung der Stabilität der Enzyme in Gegenwart erhöhter Alkoholkonzentra-
tion wurden 2 U recLB-ADH, 2 U HL-ADH oder 5 U TB-ADH in je 10 mL von TEA-
Puffer- / Alkohol-Gemischen unterschiedlicher Verhältnisse gegeben . Nach 16 h
wurden 0 .03 gmol NAD(P)+ sowie 50 gmol 30a hinzugefügt . Nach weiteren 5 h wurde
dann eine Probe mit Ethylacetat extrahiert und die Umsätze per GCMS überprüft. Im
Ergebnis zeigten die drei Enzyme sehr unterschiedliche Eigenschaften (Abb . 2-27) .
recLB-ADH besaß eine überraschend hohe und in dieser Form für das Enzym noch
nicht beschriebene Lösungsmittelstabilität . Erst ab 20 % 2-Propanol wurde ein Rück-
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gang des Umsatzes registriert . Selbst bei 50 % Lösungsmittelanteil lag der Umsatz
bei 70 % . Ab diesem Punkt nahmen die Werte dann nahezu linear ab . Sogar bei ei-
nem Anteil von 90 % 2-Propanol konnte noch eine Restaktivität von 16 % registriert
werden . Die Umsätze der HL-ADH zeigten ein deutliches Maximum . Die zu Beginn
beobachtete Erhöhung der Umsätze mit steigenden Lösungsmittelanteilen, die in
abgeschwächter Form auch bei der recLB-ADH verzeichnet wurde, ist vermutlich auf
die verbesserte Löslichkeit des Substrats zurückzuführen . Mit HL-ADH wurde bis zu
einem Ethanolanteil von 25 % einen quantitativer Umsatz erzielt, der bei der weiteren
Erhöhung des organischen Lösungsmittelanteils deutlich zurückging . Bei einem An-
teil von 40 % Ethanol konnte kein Produkt mehr nachgewiesen werden. Die Kurve
der TB-ADH besitzt einen monoton fallenden Verlauf . Die Umsätze gingen bei 0 -
40 % 2-Propanol in etwa linear bis auf einen Wert von 12 % zurück . Der Umsatz fiel
anschließend im Bereich von 40 - 70 % Alkohol weiter bis auf Null ab .

recLB-ADH und HL-ADH haben sich für enzymatische Umsetzungen in Puffer mit
einem Alkoholanteil von 20 - 30 % als sehr stabil erwiesen, wodurch nahezu quanti-
tative Umsätze erzielt wurden . TB-ADH war in diesem Bereich weniger gut geeignet,
da die Umsätze bei Zugabe von 30 % 2-Propanol bereits bis auf unter 40 % abgefal-
len waren.
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Abb. 2-27 :

	

Abhängigkeit der enzymatischen Umsätze vom Alkoholanteil des Mediums . -
2 U (recLB-ADH, HL-ADH) bzw . 5 U (TB-ADH) wurden 16 h in je 10 mL Puffer/Alkohol
vorgelegt . Die verbliebene Aktivität wurde anschließend über den Umsatz von 30a
nach einem Zeitraum von 5 h bestimmt.
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2.6.2 Optimierung der Konzentrationen in den enzymatischen Ansätzen

Für die weiteren Optimierungen wurden mit recLB-ADH und HL-ADH je ein (R)- und
ein (S)-spezifisches Enzym ausgewählt. Auf den Einsatz von TB-ADH wurde verzich-
tet, da das Enyzm die gleiche Spezifität wie HL-ADH besitzt, sich aber bezüglich der
Lösungsmittelverträglichkeit als ungeeigneter erwiesen hat (s . Abschnitt 2 .6 .1) . Dar-
über hinaus würde die höhere Reaktionstemperatur bei der TB-ADH katalysierten
Reduktion zu einer erhöhten Instabiliät der Substrate führen (s . Abschnitt 2 .2 ; Tab .
2-5) . Ziel der Optimierung war primär die Verminderung der eingesetzten Cofaktor-
und Enzymmenge, da diese Faktoren maßgeblich zu den Gesamtkosten der enzy-
matischen Umsetzung beitragen . Zusätzlich wurde untersucht, welche Substrat-
Konzentrationen bei den Enzymen ohne merkliche Einbußen bei den Umsätzen ein-
gesetzt werden können .

Als Reaktionsführung wurde eine Fed-Batch-Strategie verwendet, bei der ein Teil
des eingesetzten 2-Propanols bzw. Ethanols in Lösung vorgelegt wurde . In dem rest-
lichen Alkohol wurde das Substrat 30a gelöst und in mehreren Portionen im stündli-
chen Abstand zu dem Enzym-Ansatz hinzugegeben .

Cofaktor-Konzentration

Die zugegebene NAD(P)+-Menge wurde stufenweise reduziert . Als entscheidende
Zielgröße wurde hierbei der Umsatz beobachtet . Solange eine quantitative Umset-
zung des Substrats 30a stattfand, wurde die eingesetzte Cofaktor-Konzentration in
dem nächsten Fed-Batch verringert . Hierdurch konnten in den Ansätzen Nr. 4 und
Nr. 8 TTNs von 20.000 bzw. 15.000 erzielt werden (Tab . 2-15, 2-16). Finanziell trägt
der Cofaktor ab einer TTN von 1000 kaum noch zu den Gesamtkosten bei .i951 Da
dieser Wert sowohl für recLB-ADH als auch für HL-ADH bereits um eine Zehner-
Potenz übertroffen werden konnte, wurde an dieser Stelle auf eine weitere Reduzie-
rung der Cofaktor-Konzentration verzichtet .
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Tab. 2-15 :

	

recLB-ADH katalysierte Reduktionen

a) bezogen auf das Volumen des Mediums
b) berechnet für 100 % Umsatz

Tab. 2-16 :

	

HL-ADH katalysierte Reduktionen

a) bezogen auf das Volumen des Mediums
b) berechnet für 100 % Umsatz

Ansatz 1 2 3 4 5 6
Medium TEA TEA TEA TEA H O TEA
Volumen (Medium) 20 mL 20 mL 10 mL 20 mL 20 mL 20 mL
2-Propanol 4 mL 4 mL 2 mL 4 mL 4 mL 4 mL
Substrat (30a)
(in x mL 2-Propanol)

10 mg
(0.4 mL)

10 mg
(0.4 mL)

200 mg
(2 mL)

200 mg
(4 mL)

200 mg
(4 mL)

200 mg
(4 mL)

Substratendkonz.a 2.8 mmol/L 2.8 mmol/L 112 nimoI L 56 mniol ; L 56 mmol/L 56 mmol/L
Zugabezeit 1 h 1 h 30 h 20 h 10 h 10 h
Reaktionszeit 1 h 1 h 96 h 40 h 48 h 48 h
recLB-ADH-Konz.a 250 U L 1000 UI 1000 U/L 1000 U/L 1000 U/L 1000 U/L
NADP+-Konz.a 28 gmol/L 28 lpmol/L 2.8 gmol/L 2.8 lpmol/L 2 .8 lpmol/L 2.8 gmol/L
TTN ° 100 100 40 .000 20 .000 20.000 20.000
Umsatz 20 °o > 99 °o 85 00 , 99 °0 80 °o 85 °o

Ansatz 7 8 9 10 11
Medium TEA TEA TEA H >O TEA
Volumen (Medium) 10 mL 10 mL 20 mL 20 mL 20 mL
Ethanol 1 .5 mL 1 .5 mL 4 mL 4 mL 4 mL
Substrat (30a)
(in x mL 2-Propanol)

30 mg
(0.9 mL)

30 mg
(0.9 mL)

200 mg
(4 mL)

200 mg
(4 mL)

200 mg
(4 mL)

Substratendkonz.a 17 mmol/L 17 mmol L ' 56 mmol L 56 mmol/L 56 mmol/L
Zugabezeit 3 h 3 h 20 h 10 h 10 h
Reaktionszeit 24 h 24 h 46 h 30 h 48 h
HL-ADH-Konz.a 200 U L 500 U L 1000 U/L 250 U/L 250 U/L
NAD+-Konz.a 4 .7 lpmol/L 1 .1 gmol/L 2.8 gmol/L 2.8 lpmol/L 2 .8 lpmol/L
TTN ° 3.600 15.000 20 .000 20 .000 20.000
Umsatz 65 °o , 99 °~ 50 °o 50 ° o 55 °~
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Enzym-Konzentration

Die Verringerung der eingesetzten Enzym-Menge ist bei der HL-ADH besonders
wichtig, da das Enzym nicht rekombinant verfügbar ist . Die Kosten pro Unit Enzym
fallen dementsprechend höher aus als bei der rekombinanten Alkoholdehydrogenase
aus Lactobacillus brevis . Letztere kann in einer 10 Liter Fermentation in einer Aus-
beute von 600.000 Units gewonnen werden, wodurch recLB-ADH bei der wirtschaftli-
chen Betrachtung der Fed-Batch-Ansätze nur geringe Bedeutung zukommt . 1321 Im
Ergebnis wurde die Enzym-Konzentration bei weiterhin quantitativen Umsätzen für
recLB-ADH bis auf 1000 U/L und für HL-ADH bis auf 500 U/L abgesenkt (Tab. 2-15,
2-16 ; Ansätze 2 + 8). Eine weitere Reduzierung der eingesetzten Enzym-Menge
führte zu einem deutlichen Rückgang der erzielten Umsätze (Ansätze 1 + 7) .

Substrat-Konzentration

Da enzymatische Prozesse häufig bei niedrigen Substrat-Konzentrationen stattfin-
den, resultieren größere Produktmengen oft in einem großen Reaktionsvolumen . Als
dritte Zielgröße wurde somit die Substrat-Konzentration solange erhöht, bis ein Ein-
bruch der erzielten Umsätze registriert wurde . Hierbei haben sich 56 mmol/L 30a für
recLB-ADH und 17 mmol/L 30a für HL-ADH als Grenzwerte ergeben, bei denen das
Substrat 30a gerade noch vollständig umgesetzt wurde (Tab . 2-15, 2-16; Ansätze
3+4 bzw. 8+9).

2.6.3 Wasser als Medium

Es wurden je zwei nahezu identische Fed-Batch-Ansätze mit den Enzymen
recLB-ADH und HL-ADH durchgeführt (Tab . 2-15, 2-16; Ansätze 5+6 bzw. 10+11), in
denen TEA-Puffer und entionisiertes Wasser als Reaktionsmedium verglichen wur-
den. Voraussetzung für die Quantifizierung einer möglichen Umsatz-Differenz war,
daß bei keinem dieser Ansätze das Substrat vollständig reduziert wird . Im Ergebnis
wurden bei der Reduktion in Wasser annähernd die gleichen Werte wie in Puffer er-
halten . Die Ansätze in Wasser erfordern eine externe Regulierung des pH-Wertes,
da dieser gegen Ende der enzymatischen Umsetzung bis auf einen Wert von unter 4
abgefallen war . Die leichte Verschlechterung der Umsätze in Wasser von jeweils 5
kann somit auf eine verlangsamte enzymatische Reduktion im sauren pH-Bereich
sowie eine Denaturierung des Enzyms in dem sauren Milieu zurückgeführt werden .
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Ein aus Vergleichsgründen durchgeführter Austausch des Puffers gegen entionisier-
tes Wasser bei Fed-Batch-Ansätzen mit TB-ADH führte zu einem Umsatz-Rückgang
von über 70 % . Ungepuffertes Wasser als Lösungsmittel kann dementsprechend
nicht beliebig bei Alkoholdehydrogenasen eingesetzt werden . In den durchgeführten
Arbeiten mit recLB-ADH und HL-ADH ergibt sich durch ungepuffertes Wasser als
Reaktionsmedium eine interessante Möglichkeit, die Reaktionskosten weiter zu sen-
ken und die Aufarbeitung zu erleichtern .

2.6.4 Scale-Up der optimierten Reduktionen

Die in den Abschnitten 2 .6 .1 - 2.6 .3 optimierten Reaktionsbedingungen wurden in
den präparativen Maßstab übertragen. Zu diesem Zweck wurden je 8.8 mmol 30a mit
den Enzymen recLB-ADH bzw. HL-ADH reduziert . Die einzelnen Komponenten wur-
den entsprechend den Ergebnissen der Optimierungen eingesetzt (Abb. 2-28) . Hier-
aus ergaben sich für den recLB-ADH-Ansatz Konzentrationen von 44 mmol/L 30a
und 20 gmol/L NADP+ bei einem Reaktionsvolumen von 200 mL. Die HL-ADH-
katalysierte Reduktion wurde mit Konzentrationen von 17.6 mmol/L 30a und
16 pmol/L NAD+ in einem Reaktionsvolumen von 500 mL durchgeführt.

(R)-30b

Abb. 2-28 :

/~~ recLBADH

(S)-30b

OH

8.8 mmol
150 U
3.6 mg

2000
>99
98

>99

Enzymatische Reduktionen von 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a)

Um auf eine Regulierung des pH-Wertes verzichten zu können, wurde TEA-Puffer
als Lösungsmittel verwendet . Im Fall der recLB-ADH wurde das Substrat 30a gelöst
in 2-Propanol mittels einer Hamilton-Pumpe über einen Zeitraum von 20 h kontinuier-

NAD'

EtOH ,

NADH

>

30a NADPH NADP'

O ~~
HL-ADH lk, recLBADH

30a: 8.8 mmol 30a:

HL-ADH : 250 U recLB-ADH :

NAD+: 6.0 mg NADP+ :

TTNNAD: 1000 TTNNADP:

Umsatz : >99 % Umsatz :

Ausbeute : 97% Ausbeute :

ee : >99 % ee :
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lich bei RT zudosiert und weitere 28 h gerührt . Bei der HL-ADH-katalysierten Reduk-
tion wurde 30a bei RT in Ethanol gelöst und in drei Portionen mit je 1 h Abstand zu-
gegeben . Hier betrug die gesamte Reaktionsdauer 36 h . In beiden Ansätzen wurde
das reine Produkt (GCMS, NMR) durch Extraktion ohne weitere Aufarbeitung in einer
Ausbeute von größer 97 % isoliert . Der Enantiomerenüberschuß der Alkohole (S)-
und (R)-30b betrug auch in den präparativen Umsetzungen größer 99 %.

Das aromatische Methyl-Keton 2a wurde ebenfalls mit dem Enzym recLB-ADH mit
den bei der Umsetzung der Verbindung 30a bereits bewährten Reaktionsbedingun-
gen reduziert . Zusätzlich zur Übertragbarkeit auf andere Verbindungen wurde hierbei
auch gezeigt, daß der Austausch von Puffer gegen nicht gepuffertes Wasser auch im
präparativen Maßstab möglich ist (s . Abschnitt 2.6.3) . Es wurden 13 .9 mmol 2a in
einem Fed-Batch mit 250 U recLB-ADH und 6 mg NADP+ in 250 mL entionisiertem
Wasser reduziert . Nach einer Reaktionszeit von 30 h wurde ein Umsatz von größer
99 % festgestellt . Eine Verschlechterung des Umsatzes aufgrund des während der
Reaktion bis auf einen Wert von 4 .5 gesunkenen pH-Wertes wurde somit unter die-
sen Bedingungen nicht beobachtet . Das reine Produkt (R)-2b (GCMS, NMR) wurde
nach Extraktion mit Ethylacetat ohne weitere Aufarbeitung in einer Ausbeute von
94 % erhalten werden.

rec LB-ADH

H2O

OH

2a

	

(R)-2b
ee >99

Abb. 2-29 :

	

recLB-ADH katalysierte Reduktion von 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) . - 2a (2 .08 g),
NADP+ (6.0 mg; TTN = 2000), recLB-ADH (250 U), Wasser (1 MM M9CI2 ; 250 mL),
RT (94 %) .

Zusammenfassend hat sich durch die Optimierung der enzymatischen Reduktionen
ein kostengünstiges Verfahren ergeben. Die benötigten Mengen an Enzym und Co-
faktor konnten soweit reduziert werden, daß eine kostengünstige Synthese propargy-
lischer Alkohole ermöglicht wurde . Hierbei stellt die Möglichkeit ungepuffertes Was-
ser als Reaktionsmedium zu verwenden gerade aus technischer Sicht einen weiteren
interessanten Vorteil dar . Die Aufarbeitung durch Extraktion ohne zusätzliche Reini-
gungsschritte ermöglicht eine einfache Isolierung der gewünschten Produkte . Die
nahezu quantitativen Ausbeuten der enantiomerenreinen Alkohole und die hohen
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TTNs der Cofaktoren sind ein wichtiger Beleg für die hohe Effizienz dieser enzymati-
schen Synthese .
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2.7 Folgechemie

2.7.1

	

Reaktionen an C1 und C2

i) Folqechemie der TMS-substituierten Alkohole 28b und 29b

Die Anwendungsmöglichkeiten der enantiomerenreinen Alkohole 28b und 29b soll-
ten nachfolgend durch Beispiele belegt werden. Die Reaktionen wurden an racemi-
schem 28b und 29b getestet und sollten anschließend mit den Alkoholen (S)- und
(R)-28b sowie (S)- und (R)-29b wiederholt werden. Die TMS-Verbindungen erwiesen
sich jedoch für die Folgechemie als nur mäßig geeignet . Die Umsetzungen mit KCN
oder NaN3 , mit denen das Halogenid gegen Cyanid bzw. Azid substituiert werden
sollte, ergaben eine Vielzahl von Nebenprodukten . Dies ist darauf zurückzuführen,
daß die TMS-Gruppe unter den angewandten Reaktionsbedingungen leicht ab-
gespalten wird . Um Reaktionen ohne die Bildung von Nebenprodukten durchzufüh-
ren, wurde die TMS-Gruppe daher quantitativ entfernt . Zur besseren Handhabung
der flüchtigen Produkte wurden die Alkohole vor der TMS-Spaltung mit einer TBS-
Schutzgruppe versehen. Die Einführung der TBS-Schutzgruppe wurde für die Alko-
hole 28b und 29b in jeweils über 90 % Ausbeute mit t-Butyldimethylsilyltriflat durch-
geführt (Abb. 2-30) .[ 96 Die Abspaltung der TMS-Gruppe gelang mittels KCN in Etha-
nol / Wasser (4:1) in 70 % (93) bzw. 84 % (94) Ausbeute, wobei die reinen Produkte
(GCMS, NMR) ohne weitere Aufarbeitung durch Extraktion erhalten wurden .

TMS
28b/29b

	

91/92

	

93/94

X = Cl, Br

OH

	

O�TBS
b

O�TBS

TMS

Abb. 2-30 :

	

Folgechemie der TMS-Alkinole . - a) t-Butyldimethylsilyltriflat, Triiethylamin, CH2CI2 ,

0°C (91 : 90% /92 : 94

	

- b) KCN, EtOH / H2O (4:1), 50°C (93 : 70 % /94 : 84 %) .
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ii) Folgechemie der Alkohole 30b und 50b

Die vielseitige Verwendbarkeit der a-halogenierten propargylischen Alkohole, die
bereits ausführlich für Methyl-Alkinole beschrieben worden ist (s . Abschnitt 1 .1 .2),
wurde nun für die a-halogenierten Produkte demonstriert . Als Test-Substrat wurde
die Verbindung 30b ausgewählt . Daneben wurde die Übertragbarkeit der Synthesen
in einigen Beispielen anhand des silylierten Alkohols 50b demonstriert . Die Folge-
chemie wurde zunächst an racemischem Alkinolen getestet und anschließend auf die
enantiomerenreinen Produkte übertragen .

Epoxid-Synthese

Einleitunq

Synthesen terminaler propargylischer Epoxide in enantiomerenangereicherter Form
wurden auf zwei mehrstufigen Wegen beschrieben (Abb . 2-31) .['6 In der Synthese
von Kanger et al . wird das Weinsäurederivat 95 in sechs Syntheseschritten in das
TBS-substituierte Epoxid 96 überführt (Weg I) . Das enantiomerenreine Produkt 96
wird in einer Gesamtausbeute von 20 % erhalten . Die universelle Übertragbarkeit
des Verfahrens auf andere Verbindungen wurde noch nicht demonstriert . Die zweite
beschriebene Synthese geht von chiralen ß-Ketosulfoxiden aus, die ihrerseits in zwei
Stufen dargestellt werden (Weg II) . Die Ketofunktion wird diastereoselektiv syn bzw.
anti reduziert . Abschließend wird die Sulfoxid-Gruppe über das Sulfid in das Epoxid
überführt . Nachteilig bei dieser fünfstufigen Synthese sind die niedrigen Enantiome-
renüberschüsse der Produkte von 66 - 88 % ee.

O
1

S'''11:ih
ol

6 Stufen
20

3 Stufen
20

ee >99

ee : 66 - 88

R = Ph, Me, n-Pr

Abb. 2-31 :

	

Bekannte Zugänge zu enantiomerenangereicherten, terminalen propargylischen
Epoxiden.[76]
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Ergebnisse

In den durchgeführten Arbeiten mußte zunächst eine Base für die Überführung der
a-Chlor-Alkinole in die Epoxide gefunden werden. Die Basen KOH, K2C03 und NaH
erwiesen sich bei den Alkoholen 30b und 50b als ungeeignet, da die entsprechenden
Epoxide in Ausbeuten von maximal 30 % erhalten wurden . f971 Alternativ wurde die
Base DBU in CH2C12 getestet . Chemla et al. wendeten diese Bedingungen bereits
erfolgreich bei der Synthese eines internen propargylischen Epoxids an. [98] In den
vorliegenden Arbeiten konnte auf diesem Weg nach einer Reaktionszeit von 4 Tagen
ein Umsatz von 58 % erzielt werden. Zur Erhöhung des Umsatzes wurde eine Mi-
schung aus Ethanol / Wasser (4:1) als Lösungsmittel getestet, da in diesem Medium
bereits die Substitution des Broms eines a-Bromo-Alkohols gegen einen Nitrilsubsti-
tuenten in guter Ausbeute beschrieben wurde .l 991 Da diese Reaktion über die in situ
Bildung eines Epoxids verläuft, sollten die Bedingungen auch bei der Epoxid-Bildung
aus dem halogenierten Alkohol 30b zu hohen Umsätzen führen . Der Alkohol 30b
wurde bei RT durch den Einsatz von 3 Äquivalenten DBU in Ethanol / Wasser (4:1) in
90 min quantitativ zu dem propargylischen Epoxid 97 umgesetzt (Abb . 2-32) . Um das
Produkt besser extrahieren zu können, wurde das Ethanol im Vakuum eingeengt .
Hierbei kam es zu einer Zersetzung der Verbindung 97. Demzufolge wurde der Re-
aktionsansatz bei einem zweiten Versuch vor der Extraktion mit dem fünffachen Vo-
lumen an Wasser verdünnt und das Epoxid 97 anschließend mit Ethylacetat extra-
hiert . In einem Ansatz von 16.7 mmol racemischem 30b fiel das Produkt 97 auf die-
sem Weg in 90 % Ausbeute rein (GCMS, NMR) als orangenes Öl an. Durch säu-
lenchromatographische Aufreinigung wurde das Epoxid 97 in 82 % Ausbeute als
farbloses Öl erhalten .

OH
CI 3 eq . DBU

Et0H/H20 (4/1)

90

Abb. 2-32 :

	

Synthese des propargylischen Epoxids 97

Zur Bestimmung des Enantiomerenüberschusses wurden anschließend 3.3 mmol
(R)-30b in das Epoxid 97 überführt. Da die Enantiomere des racemischen Epoxids
97 mittels HPLC oder GC an chiraler Phase nicht getrennt werden konnten, wurde 97
mit KCN zu dem Nitril 100 geöffnet (Abb. 2-34). Über HPLC an chiraler Phase wurde
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nun ein Enantiomerenüberschuß von größer 99 % ermittelt . Die Bestimmung der ab-
soluten Konfiguration von 97 erfolgte über einen Vergleich des Drehwertes mit Litera-
turdaten . l'6°1 Der Vergleich ergab, daß (R)-30b zu dem (R)-Enantiomer des Epoxides
97 umgesetzt worden war .

Der TBS-substituierte Alkohol (S)-50b wurde mit einer Ausbeute von 76 % in das
entsprechende Epoxid (S)-96 überführt, wodurch die Übertragbarkeit der Reaktion
auf andere chlorierte Alkinole gezeigt wurde.

Durch die aufgezeigte Synthese sind enantiomerenreine, terminale propargylische
Epoxide erstmals allgemein zugänglich gemacht worden. Wie schon bei den a-halo-
genierten Alkoholen handelt es sich auch hier um hochfunktionalisierte C4-
Bausteine, die ihrerseits einer vielseitigen Folgechemie unterzogen werden können .
Die meisten dieser Reaktionen, wie z. B. nucleophile Substitutionen an C1 und C2,
wurden bislang ausschließlich an racemischen propargylischen Epoxiden durchge-
führt . 1 ' °°1 Das große Potential der enantiomerenreine Epoxide für die Natur- und Wirk-
stoffsynthese wurde in der Darstellung von HMG-CoA Reduktase Inhibitoren bereits
erfolgreich unter Beweis gestellt (Abb. 2-33).[101

Abb. 2-33 :

Nitrit-Synthese

a

TBS"

	

TBS

(R)-96

	

(S)-98

(+)-NK-104 (99)

Synthese des HMG-CoA Reduktase Inhibitors (+)-NK-104 (99) .l' °' 1 - a) KCN (2 eq.),
EtOH, Phosphat-Puffer (pH = 7), RT (58 %) .

O

Propargylische a-cyano-Alkohole können nicht durch enantioselektive Reduktion des
entsprechenden Ketons dargestellt werden, da die Ketone instabil und somit nicht
isolierbar sind (s . Abschnitt 2 .1 .1 ) .1481 Im Rahmen der Synthese des HMG-CoA-
Reduktase Inhibitors (+)-NK-104 (99) (Abb. 2-33) wurde die bislang einzige Synthese
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enantiomerenangereicherter, propargylischer a-cyano-Alkohole beschrieben .[' ° ']
Hierbei wurde Epoxid (R)-96 mit 2 Äquivalenten KCN in einem Ethanol / Puffer-
Gemisch bei Raumtemperatur in 58 % Ausbeute in das propargylische Nitril (S)-98
überführt .

Da die Umsetzung der Alkohole 30b und 50b unter diesen Reaktionsbedingungen
sehr langsam verlief, wurden 30b und 50b mit einem dreifachen Überschuß KCN bei
einer Temperatur von 50°C umgesetzt (Abb . 2-34) . Als Lösungsmittel erwies sich
wiederum Ethanol / Wasser (4:1) als geeignet . Die Reaktion verlief in diesem Ge-
misch ohne die Bildung von Nebenprodukten (s . auch Epoxid-Synthese) . Der Verlauf
der Reaktion über die Zwischenstufe des Epoxids konnte durch Nachweis des Epo-
xids 97 mittels GCMS belegt werden . Hiyama et al . hatten gezeigt, daß die Öffnung
des Epoxids unter Retention verläuft,l' ° ' 1 wodurch die jeweilige absolute Konfigurati-
on der Nitrile über die Epoxide zugeordnet werden konnte (Abb. 2-34) . Der über
HPLC an chiraler Phase bestimmte Enantiomerenüberschuß der Nitrile beträgt grö-
ßer 99 %.

OH

(S)-30b

Abb. 2-34 :

	

Synthese des propargylischen Nitrils (R)-100

OH

(R)-100
ee >99

CN

Das Cyanid 100 wurde unterschiedlichen sowohl sauren als auch basischen Bedin-
gungen ausgesetzt. Im Ergebnis führten alle Reaktionen neben der gewünschten
Verseifung der Nitril-Funktion auch zu einer Elimination der Hydroxy-Gruppe . Hierbei
wurde mit der Ausbildung des konjugierten Systems auch die Chiralität der Verbin-
dungen zerstört .

Eine mögliche Anwendung des Nitrils 100 besteht in der Synthese des Naturstoffs
Kawain, der eine gefäßerweiternde und spannungslösende Wirkung auf den
menschlichen Organismus besitztJ' 02 ] Über eine Blaise-Reaktion mit einem Brom-
Ester könnte hierfür das Kohlenstoffgerüst aufgebaut und anschließend entspre-

I'chend modifiziert werden (Abb. 2-35) . °s~



78

	

2 . Spezieller Teil

OH
CN

Weitere Synthesen

OH

Abb. 2-36 :

	

Synthese des Azids (S)-104

2 .2 eq . NaN3

DMF, 80°C

17%

OH O O

(S)-100

	

L iJ

	

101

O

OEt

Kawain (103)

Abb. 2-35 :

	

Mögliche Synthese des Wirkstoffs Kawain (103) . - a) aktiviertes Zn, BrCH 2CO2Et,
THF, Ultraschall, 30°C.1'°3]

Das Azid 104 konnte nicht durch direkte Umsetzung des Alkohols 30b mit NaN3 er-
halten werden, da die Reaktion in Ethanol / Wasser (4:1) ausschließlich die Bildung
diverser Nebenprodukte ergab. Die erste Synthese eines nicht racemischen, chiralen
Alkinols mit einem a-Azid-Substituenten gelang durch Öffnung des Epoxids (S)-97
mit NaN3 in DMF bei 80°C, wobei das Azid (S)-104 nach säulenchromatographischer
Aufreinigung in einer Ausbeute von 17 % erhalten wurde (Abb . 2-36) .[ 1°4 Die Reakti-
on verlief nicht streng stereoselektiv : Der mittels HPLC an chiraler Phase bestimmte
Enantiomerenüberschuß des Produkts (S)-104 betrug 96 % .

OH

(S)-97 (S)-104
(ee >99 %)

	

(ee = 96 %)

OCHS

N3

Während die basische Hydrolyse von (S)-97 nur zu Nebenprodukten führte, verliefen
die neutrale und saure Hydrolyse im analytischen Maßstab mit einem Umsatz von
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größer 90 % zum Diol 105 (Abb. 2-37) . Die Analyse des Diols 105 mittels HPLC an
chiraler Phase ergab, daß alle Reaktionen unter starker Racemisierung verlaufen
waren, so daß auf eine präparative Synthese des Diols 105 verzichtet wurde .

Abb. 2-37 :

2.7.2 Reaktionen an C3 und C4

In Abschnitt 2 .5 wurde die enzymatische Reduktion olefinischer Ketone untersucht .
Die erzielten Umsätze und Enantiomerenüberschüsse waren in den meisten Fällen
nicht befriedigend . Alternativ wurden nun die gut zugänglichen propargylischen Alko-
hole zu den (E)- und (Z)-Olefinen umgesetzt . Wie schon die Folgechemie an C1 und
C2 (Abschnitt 2.7.1) wurden auch diese Reaktionen an dem hochfunktionalisierten
halogenierten Alkinol 30b etabliert .

(E)-Olefine

(S)-97
(ee >99 %)

a

Synthese des Diols 105

105

OH
OH

ausschließlich Nebenprodukte

Für die Überführung von Dreifachbindungen zu (E)-Doppel-Bindungen hat sich Red-
AI als preisgünstiges und effektives Reagenz bewährt.l' °51 Bei der Umsetzung von
30b mit 1 .6 Äquivalenten Red-AI bei Raumtemperatur wurde nach einem Zeitraum
von 4 min mittels GCMS ein quantitativer Umsatz registriert . Hierbei entstanden 17
des dehalogenierten (E)-Alkohols als Nebenprodukt . Nach 15 min war dieser Anteil
durch fortschreitende Dehalogenierung des Produkts auf 21 % angestiegen . Der
Versuch wurde bei 0°C wiederholt, um die bei Raumtemperatur schnell verlaufende
Reduktion der Dreifachbindung zu verlangsamen . Im Ergebnis blieb die Reaktions-
dauer unverändert . Der Anteil des dehalogenierten Alkohols wurde durch die Tempe-
ratursenkung auf etwa 10 % reduziert . Die isolierte Ausbeute des (E)-1-Chlor-4-
phenyl-3-buten-2-ols (73b) betrug nach chromatographischer Aufreinigung 77
(Abb . 2-38) . Das Olefin wurde durch die Reduktion mit Red-AI ausschließlich als

a Umsatz ee
aq .NaOH 100% -
aq .HCl04 100% 55
aq.H2S04 90% 32
H2O 100% 6
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(E)-Isomer erhalten . Der ee des Produkts (S)-73b wurde mittels HPLC an chiraler
Phase zu größer 99 % bestimmt.

OH

	

OH
CI

Abb. 2-38 :

	

Synthese des (E)-Olefins (S)-73b

(Z)-Olefine

Ein geeignetes Reagenz für die Synthese von (Z)-Olefinen über acetylenische Aus-
gangsverbindungen ist der Lindlar-Katalysator.l' °61 Hierbei handelt es sich um einen
mit Blei vergifteten Palladium-Katalysator . Die Reduktion der Dreifachbindung ge-
schieht mit molekularem Wasserstoff in Anwesenheit einer Aminbase. Die Durchfüh-
rung der Reduktion bei atmosphärischem Druck ermöglicht eine einfache Reaktions-
führung. Die Reduktion von (S)-30b wurde in DMF in Anwesenheit von Ethylendia-
min durchgeführt (Abb . 2-39) . Nach 75 min war die Verbindung quantitativ umge-
setzt. Neben 5 % des unerwünschten (E)-Isomers führte die Reaktion auch zu ca .
10 % des gesättigten Alkohols. Die chromatographische Aufarbeitung erwies sich als
schwierig, so daß das in 72 % Ausbeute isolierte Produkt (S)-72b noch 5 % nicht
identifizierter Verunreinigungen enthielt . (S)-72b wurde über die Reduktion von
(S)-30b in einem E/Z-Verhältnis von 5:95 und enantiomerenrein erhalten .

Red-AI

	

-

	

~/ -l~

	

ee >99
THF, 0°C

	

II

	

`I

	

EZ= 100:0
77

(S)-30b (S)-73b

OH
CI

Lindlar-Kat . / EDA
DMF, RT
72

(S)-30b

	

(S)-72b [+ 5 % NP]

Abb. 2-39 :

	

Synthese des (Z)-Olefins (S)-72b

CI

ee >99
I E:Z= 5:95

Im Vergleich mit der enzymatischen Reduktion der Ketone 72a und 73a (Tab. 2-14)
erweist sich die Synthese von 72b und 73b über den propargylischen Alkohol
(S)-30b als überlegen . Das (Z)-Olefin 72b wurde über den Einsatz der Oxidoredukta-
sen lediglich mit ee-Werten von 6 - 95 % erhalten . Zusätzlich waren die Aktivitäten
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der Enzyme bei diesem Substrat überwiegend gering . Die Reduktion der Dreifach-
bindung mittels eines Lindlar-Katalysators führte hingegen in guter Ausbeute zu dem
enantiomerenreinen (Z)-Olefin (S)-72b . Das (E)-Olefin 73b konnte enzymatisch wie
chemisch mit einem ee von größer als 99 % zugänglich gemacht werden . Enzyma-
tisch zeigt jedoch nur das Enzym recLB-ADH eine für präparative Zwecke ausrei-
chende Aktivität . Chemisch ist auch bei dem (E)-Olefin 73b die Synthese beider
Enantiomere in guter Ausbeute möglich . Ein weiterer großer Vorteil der Darstellung
der Olefine aus den Alkinolen liegt in der potentiellen Übertragbarkeit der Reduktion
auf die Methyl-Derivate 22b und 71b . Diese sollten über Red-AI bzw. Lindlar-
Katalysator sogar besser zugänglich sein als die halogenierten Alkohole 72b und
73b, da Nebenreaktionen wie die Dehalogenierung nicht mehr möglich sind . Enzy-
matisch wurden diese Verbindungen nur teilweise als Substrate akzeptiert, so daß
die Anwendung hier auf die Reduktion des (E)-Methyl-Ketons 22a mit recLB-ADH
und CPCR beschränkt bleibt (Tab . 2-14).
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Einsatz von Oxidoreduktasen für die Reduk-
tion propargylischer Ketone . In dieser ersten umfassenden Untersuchung der
enzymatischen Reduktion von Alkinonen wurden insgesamt über 50 Substrate
dargestellt und getestet . Hierbei wurden jeweils beide Enantiomere einer Vielzahl
propargylischer Alkohole enantiomerenrein erhalten . Nach der Optimierung der
enzymatischen Umsetzung wurde die vielseitige Verwendbarkeit der Produkte durch
Arbeiten zur Folgechemie demonstriert .

Enantiomerenreine Methyl-Ethinyl-Carbinole wurden mit unterschiedlichsten Resten
an der Dreifachbindung über recLB-ADH und CPCR nahezu allgemeingültig zugäng-
lich gemacht . Aromatische Methyl-Alkinone wurden hierbei mit verschiedenen Substi-
tuenten und mit unterschiedlichen Substitutionsmustern in guten Ausbeuten umge-
setzt . Weiterhin wurden aliphatische Methyl-Alkinone mit gesättigten, olefinischen
und heterosubstituierten Resten mit hohen Enzym-Aktivitäten reduziert .

recLB-ADH

	

CPCR

R

	

R

	

-R

ee >99 %

	

ee >99

R = Aryl, Alkyl, Heteroalkyl

Die gute Eignung der Oxidoreduktasen bei der Reduktion von Methyl-Ethinyl-
Carbinolen wurde in der Synthese von enantiomerenreinem (R)- und (S)-3-Butin-2-ol
(9b) angewendet . Durch die Einführung einer Silyl-Funktion als ee-steigernde
Schutzgruppe, welche nach der enzymatischen Reduktion abgespalten wurde, ge-
lang die bislang kürzeste Synthesesequenz zu enantiomerenreinem (S)- bzw. (R)-9b .

(S) bzw. (R)

	

(S) bzw. (R)-9b
ee >99 %

	

ee >99
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Die Reduktion propargylischer Ketone mit einer terminalen Dreifachbindung mittels
recLB-ADH führte zu einer interessanten Konfigurationsumkehr . Wenn hierbei der
zweite Rest des Substrats größer als eine Ethylgruppe war, wurden die Produkte mit
einem ee von größer 99 % erhalten . Die gute präparative Anwendbarkeit der Reduk-
tion wurde durch die Darstellung von (S)-1-Hexin-3-ol [(S)-26b] belegt, daß im
g-Maßstab umgesetzt wurde . Zum ersten Mal gelang hierdurch die Synthese von
enantiomerenreinen Alkoholen mit entgegengesetzter Konfiguration über dieselbe
Oxidoreduktase .

R"

	

R"

	

R"
R=H

	

RAH

Da CPCR Ketone mit einer terminalen Dreifachbindung nur mit moderater Enantiose-
lektivität reduziert, bietet sich für nachfolgende Arbeiten die Identifizierung einer AI-
koholdehydrogenase an, die einen besseren Zugang zu (R)-Alkinolen mit einer ter-
minalen Dreifachbindung eröffnet .

Als funktionelle Aktivierung für die Methyl-Gruppe wurden eine Reihe von Ketonen
mit unterschiedlichen Substituenten in (x-Position einem Enzym-Screening unterzo-
gen. Hierbei wurden a-chlorierte sowie a-bromierte Alkinone über die Enzyme
recLB-ADH, HL-ADH und TB-ADH mit hohen Aktivitäten zu den halogenierten Alko-
holen reduziert . Diese für die Anwendung in der Natur- und Wirkstoffsynthese hoch-
interessanten Produkte wurden hierdurch erstmals enantiomerenrein erhalten .

OH

ee >99
R

X = CI, Br

R = Ph, TMS, TBS

recLB-ADH
OH

Anhand der multifunktionellen chlorierten C4-Bausteine wurde eine Optimierung der
enzymatischen Reduktion durchgeführt. Im Ergebnis wurde 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-
2-on (30a) selektiv zu beiden Enantiomeren des entsprechenden Alkohols 30b im
mmol-Maßstab mit Cofaktor-TTNs von bis zu 20.000 quantitativ reduziert . Präparativ
wurde 30a mit recLB-ADH sowie HL-ADH umgesetzt. Die reinen Alkohole (S)- und
(R)-30b wurden nach Extraktion ohne Aufreinigung nahezu quantitativ und enantio-
merenrein erhalten .
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(S)-30b
ee >99

98 % Ausbeute

(R)-30b
ee >99

97 % Ausbeute

Alkinone mit einem Ethylrest wurden bis auf 1-Pentin-3-on (59a) aufgrund der Größe
des Ethyl-Substituenten nicht mehr als Substrat akzeptiert . Als weiterführende Arbeit
bietet sich hier ein Screening nach Oxidoreduktasen an, mit denen auch sterisch an-

spruchsvollere Reste in u,-Position umgesetzt werden können .

Die vielseitige Folgechemie der halogenierten propargylischen Alkohole wurde an-

hand einiger ausgesuchter Beispiele demonstriert. Hierbei wurden die enantiomeren-
reinen Verbindungen Epoxid 97 und Nitril 100 in einstufigen Synthesen in guten Aus-
beuten erhalten . Weiterhin erwiesen sich die Olefine 72b und 73b über die Reduktion
der Dreifachbindung von 30b als gut zugänglich . Auch diese Verbindungen wurden
mit einem ee von größer 99 % sowie hervorragenden (E/,Z)-Verhältnissen dargestellt .

OH

	

OH
CN

	

_j,- ,CI
CI

97

	

100

	

73b

	

72b

ee >99%

	

ee >99 %

	

ee >99 %

	

ee >99
E/Z = 5 :95

	

E/Z= 100 :0

Die enzymatische Reduktion der entsprechenden olefinischen Ketone 72a und 73a
verlief mit überwiegend schlechten Aktivitäten und Enantiomerenüberschüssen, so
daß die getesteten aromatischen Alkenone 22a und 71a-73a als weniger gut geeig-
nete Substrate für die enzymatische Reduktion mit den getesteten Enzymen identifi-
ziert wurden . Eine detailliertere Aussage über die Umsetzungsmöglichkeiten von ole-
finischen Ketonen mit Oxidoreduktasen könnte erst durch die Synthese und das
Screening einer größeren Anzahl von Alkenonen getroffen werden .
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Für zukünftige Arbeiten bietet sich eine umfassendere Untersuchung zur Folgeche-
mie der halogenierten Alkohole an . Insbesondere die Dreifachbindung könnte in eine
Vielzahl weiterer funktioneller Gruppen überführt werden . Darüber hinaus könnten
diese Reaktionen auch bei dem propargylischen Epoxid angewendet werden . Hierbei
erscheint besonders die Überführung in die (E)- und (Z)-olefinischen Epoxide als in-
teressanter Weg zu weiteren neuen Verbindungsklassen.
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4

	

Experimenteller Teil

4.1 Analytik

NMR-Spektren wurden mit dem Spektrometer AMX 300 der Fa. Bruker aufgenom-
men ('H : 300 MHz, 13C

: 75 .5 MHz; T = 20°C) . Als interner Standard diente der un-
deuterierte Anteil ('H-NMR) bzw. das 13C-Signal (

13C-NMR) des verwendeten Lö-
sungsmittels . Die 13C-NMR-Spektren wurden unter 'H-Breitband-Entkopplung ge-
messen (WALTZ16) . Zur Unterstützung der Signalzuordnungen wurden zusätzlich
DEPT135-Experimente durchgeführt. Angegeben werden die chemischen Verschie-
bungen 8 in ppm sowie Kopplungskonstanten in Hz. Multiplizitäten : s (Singulett), d
(Dublett), t (Triplett), q (Quartett), hex (Hextett), m (Multiplett) .

GCMS-Spektren wurden mit dem HP 6890 Series GC-System sowie dem HP 5973
Mass Selective Detector der Fa . Hewlett Packard aufgenommen . Es wurde die Säule
HP-5MS (5% Phenyl Methyl Siloxan / Kapillare 30 .0 m x 250 pm) der Fa . Hewlett
Packard verwendet ; Trägergas Helium (1 .0 mL .min-1 , konstanter Fluß), Injektor im
Split-Modus (50:1, 250°C), TGC (Injektor) = 250°C, TMS (lonenquelle) = 230°C, Tem-
peraturprogramm A: To min = 60°C, T3 min = 60°C, T14 min = 280°C (Aufheizrate :
20°C/min), T1s min = 280°C; Temperaturprogramm B : To min = 40°C, T5 min = 40°C,
T29 min = 280°C (Aufheizrate : 10)C/min), T34 min = 280°C. MS-Parameter : EI (70 eV),
lonenquelle 230°C, Quadrupol 106°C, Transfer Line 300°C, detektierter Massenbe-
reich 50-550 amu. Bei MS-Signalen mit Isotopenmuster wird jeweils das Isotopen-
signal mit der stärksten Intensität angegeben .

Gaschromatogramme wurden mit dem Gaschromatographen CP 9002 der Fa .
Chrompack aufgenommen . Es wurden die chiralen Säulen HP FS-Cyclodex-beta-1/P
(50 .0 m x 320 pm) der Fa. Hewlett Packard sowie Lipodex E (25.0 m x 250 pm) der
Fa. Macherey & Nagel verwendet ; FID-Detector = 250°C, T (Injektor) = 200°C .

HPLC-Trennungen wurden mit dem HP Series 1100 Chromatographiesystem der Fa .
Hewlett Packard durchgeführt, das mit einem UV-Diodenarraydetektor versehen war.
Es wurden die chiralen Phasen Chiracel OB und Chiralpak AD (je 250 x 4 mm aus-
gestattet mit einer Vorsäule, 80 x 4 mm ; Fa. Daicel Chem. Ind .) verwendet .
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IR-Spektren wurden mit dem Avatar 360 FT-Infrarot-Spektrometer der Fa. Nicolet
aufgenommen . Die Substanzen wurden als Film vermessen . Angegeben werden die
Wellenzahlen in cm- ' ; die Intensitäten als ss (sehr stark), s (stark), m (mittel), w
(schwach) .

Elementaranalysen und hochauflösende Massenspektrometrie wurden in der zentra-
len analytischen Abteilung des "KEKULE Institut für Organische Chemie und Bio-
chemie" der Universität Bonn durchgeführt [Elementaranalysen (Wario EL", Fa. He-
raeus) ; massenspektroskopische Analysen (EI, 70 eV, "AEI MS50", Fa . Kratos)] .

PH-Werte wurden mit dem pH-Meter pH 526 Multi Cal der Fa. WTW GmbH gemes-
sen .

Kinetik-Messungen der Aktivitätstests wurden mit dem Ultrospec 2000 Spektropho-
tometer der Fa. Pharmacia Biotech durchgeführt . Gemessen wurde die Extinktion bei
einer Wellenlänge von 340 nm.

Schmelzpunkte wurden mit der Schmelzpunktapparatur B-540 der Fa. Büchi gemes-
sen .

Optische Drehwerte wurden mit dem Polarimeter P241 der Fa . Perkin-Eimer be-
stimmt ; angegeben werden neben den Drehwerten Konzentration und Lösungsmittel .
Alle Werte wurden mit der D-Linie der Na-Lampe gemessen .

Analytische Dünnschichtchromatographie erfolgte auf DC-Alufolien Kieselgel 60 F254
der Fa. Merck.

Präparative Dünnschichtchromatographie erfolgte auf DC-Glasplatten Kieselgel 60
F254 (2 .0 mm) der Fa . Merck .

Säulenchromatographie (Flashchromatographie) erfolgte an Kieselgel der Fa. Merck,
Korngröße 0.04 - 0.063 mm.

Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck, TCI (Japan) und Lan-
caster bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt . Lösungsmittel wurden vor
Gebrauch destilliert und falls angegeben nach den literaturüblichen Methoden ge-
trocknet . Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobium brockii (TB-ADH), Pferde-
leber (HL-ADH) und Saccaromyces cerevisiae (Y-ADH) wurden von SIGMA bezogen .
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Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis (CPCR) wurde freundlicherweise von
der Firma Jülich Fine Chemicals (Dr. T. Daussmann) überlassen . Herrn Priv.-Doz. Dr .
W. Hummel (Institut für Enzymtechnologie der Universität Düsseldorf) sei an dieser
Stelle ganz herzlich für die Bereitstellung der Lactobacillus brevis Alkoholdehydroge-
nase (recLB-ADH) gedankt .
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4.2

	

Synthese der Substrate

Synthese von Alkinonen über Carbonsäurechloride

AAV I : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von Carbonsäurechloriden mit Tri-
methylsilyl-Acetylenen .[42ah AIC13 (1 .15 g, 8 .6 mmol) wird unter starkem Rühren bei
0°C zu einer Lösung eines Trimethylsilylacetylens (3 .0 mmol) und Carbonsäurechlo-
rid (2.8 mmol) in trockenem CH2C12 (50 mL) gegeben. Nach einer Reaktionszeit von
30 min wird die Suspension auf RT erwärmt und weitere 30 min gerührt . Es wird mit
2 M aq. HCI (50 mL) hydrolisiert und die Lösung mit CH2C12 (3 x 50 mL) extrahiert .
Die vereinigten organischen Phasen werden über Na2S04 getrocknet und im Vaku-
um eingeengt.

4-(4'-Bromphenyl)-3-butin-2-on (23a) . Synthese nach AAV I, ausgehend von
(4-Bromphenylethinyl)trimethylsilan (760 mg, 3.0 mmol) und Acetylchlorid (224 mg,
2.8 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 23a als hellbrauner Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 64 - 65°C erhalten . Ausbeute : 537 mg (2 .4 mmol, 86 %) .

Rf:

	

0.21 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

' H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.45 (s, 3H, CH3), 7 .43 (d, J = 8 .6 Hz, 2H, ar-H), 7 .53 (d, J =
8.6 Hz, 2H, ar-H).

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.9 (CH3), 89.0, 89.1 (C---C), 118 .9, 125.7, 132 .2, 134.5 (ar-
C), 184.6 (CO).

GCMS:

	

Rt = 9 .6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 222 (22) [M+], 207 (100) [M+ - CH3], 179 (2) [M+ - CH3
- CO], 128 (16) [M+- Br - CH3], 100 (14) [M+- Br - CH3 - CO] .

C, 0H,BrO 223.07
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4-(3'-Bromphenyl)-3-butin-2-on (24a) . Synthese nach AAV I, ausgehend von
(3-Bromphenylethinyl)trimethylsilan (760 mg, 3.0 mmol) und Acetylchlorid (224 mg,
2.8 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 24a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute :
556 mg (2 .5 mmol, 89 %) .

Rf:

	

0.28 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

' H-NM R (CDC13) :

	

8 = 2.45 (s, 3H, CH 3), 7.26 ('t', J = 7.8 Hz, 1 H, ar-H), 7 .51 (d, J =
7.8 Hz, 1 H, ar-H), 7.59 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, ar-H), 7.71 (s, 1 H, ar-
H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.9 (CH3), 88 .1, 88.9 (C---C), 122.0, 122 .6, 130.3, 131 .7,
134 .0, 135 .7 (ar-C), 184.5 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 9 .8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 222 (22) [M+], 207 (100) [M+ - CH3], 128 (24) [M+ - Br
- CH3], 115 (9), 100 (14) [M+ - Br - CH3 - CO] .

C 1oH7BrO 223.07

4-(2'-Bromphenyl)-3-butin-2-on (25a) . Synthese nach AAV I, ausgehend von
(2-Bromphenylethinyl)trimethylsilan (760 mg, 3.0 mmol) und Acetylchlorid (224 mg,
2.8 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 25a als braunes Öl erhalten . Ausbeu-
te: 400 mg (2.2 mmol, 64 %).

Rf:

	

0.29 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.42 (s, 3H, CH 3), 7.15-7 .36 (m, 2H, ar-H), 7.22-7.44 (m, 2H,
ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 33.0 (CH3), 88 .5, 91 .6 (C---C), 122.5, 127 .0, 127.5, 132.0,
132 .9, 135 .0 (ar-C), 184.6 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 9 .6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 222 (34) [M+], 207 (100) [M+ - CH3], 128 (25) [M+ - Br
- CH3], 115 (11), 100 (21) [M+ - Br - CH 3 - CO] .

C 1oH7BrO 223.07
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1-Hexin-3-on (26a) . AIC13 (17.84 g, 133.4 mmol) wurde über einen Zeitraum von
60 min unter starkem Rühren bei 0°C zu einer Lösung aus Trimethylsilylacetylen
(12 .00 g, 122 .4 mmol) und Buttersäurechlorid (12 .2 g, 114.2 mmol) in trockenem
CH2C12 (400 mL) gegeben . Nach einer Reaktionszeit von 30 min wurde die Suspen-
sion auf RT erwärmt und weitere 4 h gerührt . Anschließend wurde mit eisgekühlter
2 M aq. HCI (100 mL) hydrolisiert und die Lösung mit CH 2CI2 (3 x 100 mL) extrahiert .
Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vaku-
um eingeengt . Nach Destillation (30 mbar/63°C) wurde 26a als farblose Flüssigkeit
erhalten . Ausbeute : 4.50 g (46 .8 mmol, 41 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1 .72 ('hex', J = 7.4 Hz, 2H,
CH2), 2 .58 (t, J= 7.4 Hz, 2H, CH 2), 3.21 (s, 1 H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 13 .6 (CH3), 17.5 (CH2), 47 .4 (CH2), 78.5, 81 .6 (C---C), 187 .7
(CO) .

GCMS:

	

Rt = 3.3 min (Temperaturprogramm B)
m/z (%) = 95 (42) [M+ - H], 81 (36) [M+ - CH3], 68 (97) [M+ -
C2 H4], 53 (100) [M+- C3 H,] .

C6H80 96.13

1-Phenyl-3-trimethylsilyl-2-propin-l-on (27a) . Benzoylchlorid (2 .00 g, 14 .2 mmol)
wurde in CH2CI2 (10 mL) gelöst und über einen Zeitraum von 30 min bei 0°C zu einer
Suspension von AICI3 (2.85 g, 21 .4 mmol) in trockenem CH2CI2 (20 mL) zugetropft .
Die leicht bräunliche Mischung wurde für weitere 30 min gerührt. Anschließend wur-
de der Ansatz abdekantiert und durch Glaswolle filtriert . Das Filtrat wurde über einen
Zeitraum von 45 min bei 0°C zu einer Vorlage von Bis(trimethylsilyl)acetylen (2.43 g,
14.2 mmol) in CH2CI2 (20 mL) zugegeben und 2 h gerührt. Abschließend wurde mit
eisgekühlter 2 M aq . HCI (50 mL) hydrolisiert, die wäßrige Phase mit Diethylether
(50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über Na2S04 getrocknet .
Nach Einengen im Vakuum und Aufreinigung durch Flashchromatographie wurde
27a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 2.01 g (9.9 mmol, 70 %).

Rf:

	

0.29 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .
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'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.15 (s, 9H, CH3), 7 .29 - 7.37 (m, 3H, ar-H), 7.96 - 8 .03 (m,
2H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.5 (SiCH3), 100 .8, 101 .0 (C---C), 128.8, 129 .9, 134.4, 136.6,
(ar-C), 177 .9 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 9 .2 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 202 (11) [M+], 187 (100) [M+ - CH3], 159 (12) [M+ -
CH3 - CO], 105 (14) .

C12H140Si 202 .33

1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (28a) . Chloracetylchlorid (10.00 g, 88.5 mmol)
und Bis(trimethylsilyl)acetylen (15 .04 g, 88.5 mmol) wurden in trockenem CH2C12
(250 mL) gelöst und auf 0°C gekühlt . Dann wurde AIC13 (12 .98 g, 97.4 mmol) über
einen Zeitraum von 30 min in 4 Portionen zugegeben, wobei sich die Suspension
orange-braun färbte . Der Ansatz wurde für 3.5 h bei RT gerührt und erneut auf 0°C
gekühlt, bevor mit 2 M aq. HCI (150 mL) hydrolisiert und mit Diethylether (3 x
100 mL) extrahiert wurde . Nach dem Trocknen über Na2S04 wurden die vereinigten
organischen Phasen im Vakuum eingeengt. Nach Destillation (0 .06 mbar/34)C) wur-
de 28a als farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 11 .68 g (67.1 mmol, 76 %) .

m/z (%) = 174 (1) [M +], 159 (14) [M+ - CH3], 125 (100) [M+ -
CH2C11, 103 (54), 97 (47) .

HRMS (M+ -CH3) : ber . :

	

159.0033
gef . : 159.0033

C7H� CIOSi 174.74

'H-NMR (CDC13) : 8 = 0 .27 (s, 9H, SiCH3), 4.25 (s, 2H, CH2C1) .

' 3C-NMR (CDC13) : 8 = -0 .8 (SiCH3), 49 .7 (CH2C1), 99.2, 103.6 (C---C), 178.5 (CO) .

1 R : 2963 (w), 2154 (w), 1696 (s), 1677 (s), 1252 (s), 1101 (ss), 863
(ss), 843 (ss), 760 (s) .

GCMS: Rt = 6 .2 min (Temperaturprogramm A)
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1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (29a) . Bromacetylchlorid (17.40 g, 110.6 mmol)
und Bis(trimethylsilyl)acetylen (18.80 g, 110.6 mmol) wurden in trockenem CH2CI2
(250 mL) gelöst und auf 0°C gekühlt . Dann wurde AICI3 (16 .20 g, 121 .6 mmol) über
einen Zeitraum von 30 min in 4 Portionen zugegeben, wobei sich die Suspension
dunkelrot färbte . Der Ansatz wurde für 3 .5 h bei RT gerührt und erneut auf 0°C ge-
kühlt, bevor mit 2 M aq . HCI (150 mL) hydrolisiert und mit CH2CI2 (3 x 100 mL) extra-
hiert wurde . Nach dem Trocknen über Na2S04 wurden die vereinigten organischen
Phasen im Vakuum eingeengt . Nach Destillation (0.13 mbar/42°C) wurde 29a als
farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 18.29 g (83.5 mmol, 76 %) .

'H-NMR (CDC13) :

	

S = 0.26 (s, 9H, SiCH3), 4.05 (s, 2H, CH2Br) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

S = -0.7 (SicH3), 35 .9 (CH2Br), 99.3, 103.1 (C---C), 177.9 (CO).

1 R :

	

2962 (w), 2157 (w), 1672 (s), 1252 (s), 1084 (s), 841 (ss), 760
(s), 617 (s) .

GCMS:

	

Rt = 6 .7 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 219 (1) [M+ - H], 203 (8) [M+ - CH3], 149 (17), 125
(100) [M+- CH2Br], 97 (19) .

HRMS (M+ -CH3) : ber . :

	

202.9528
gef . : 202.9536

C7H 11 BrOSi 219 .19

1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a). Chloracetylchlorid (6.50 g, 57 .4 mmol) und
Phenylethinyltrimethylsilan (10 .00 g, 57.4 mmol) wurden in trockenem CH2CI2
(150 mL) gelöst und auf 0°C gekühlt . Dann wurde AICI3 (8.40 g, 63.1 mmol) über ei-
nen Zeitraum von 30 min in 4 Portionen zugegeben, wobei sich die Suspension dun-
kelbraun färbte . Der Ansatz wurde für 2 h bei RT gerührt und erneut auf 0°C gekühlt,
bevor mit 2 M aq . HCI (150 mL) hydrolisiert und mit CH2CI2 (3 x 100 mL) extrahiert
wurde . Nach dem Trocknen über Na2S04 wurden die vereinigten organischen Pha-
sen im Vakuum eingeengt . Nach Filtrieren über Kieselgel mit Isohexan :Ethylacetat
(40 :1) wurde 30a als dunkelrotes Öl in 90 % Reinheit (GCMS) erhalten . 30a kristalli-
sierte langsam in braun-gelben Nadeln aus . Ausbeute: 8.78 g (49 .3 mmol, 86 %) .
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Durch Umkristallisation aus Isohexan:Ethylacetat wird das Alkinon 30a in weiß-
gelben Nadeln mit einem Schmelzpunkt von 37 - 39°C erhalten . Ausbeute : 5 .21 g

CH2C1 - CO], 75 (19) .

HRMS (M+) :

	

ber. :

	

178.0185
gef . : 178.0185

C 1oH7C10 178 .62
berechnet (%):

	

C 67.24

	

H 3.95
gefunden (%) :

	

C 66.92

	

H 3.99

1,4-Bis(1-butin-3-on)-benzen (31a) . 1,4-Bis(trimethylsilylethinyl)-benzen (540 mg,
2.0 mmol) und Acetylchlorid (360 mg, 4 .5 mmol) wurden in trockenem CH2C12
(20 mL) gelöst und bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min zu einer Suspension von
AIC13 (1 .82 g, 13.7 mmol) in CH 2CI2 (30 mL) gegeben . Anschließend wurde auf RT
erwärmt und die Mischung für 3 h gerührt, bevor der Ansatz mit 1 M aq . HCI (40 mL)
hydrolisiert und mit CH2CI2 (3 x 20 mL) extrahiert wurde . Nach Trocknen über
Na2S04 und Einengen im Vakuum wird 31a nach Flashchromatographie als hellgel-
ber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 122 - 124°C (Lit . : 122 - 123°C)1'o'1 erhal-
ten . Ausbeute : 298 mg (1 .42 mmol, 71 %) .

(29 .3 mmol, 51 %) .

Rf: 0.13 (Isohexan:Ethylacetat = 40:1) .

'H-NMR (CDC13) : S = 4.33 (s, 2H, CH2), 7 .39 - 7.51 (m, 3H, ar-H), 7.60 - 7 .64 (m,
2H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) : S = 49 .7 (CH2), 85.6, 95.5 (C---C), 119 .3, 128.9, 131 .6, 133.5 (ar-
C), 178.5 (CO).

1 R : 3442 (m), 2935 (w), 2206 (m), 1698 (s), 1587 (s), 1395 (m), 1075
(ss), 791 (m), 753 (s), 685 (s) .

GCMS: Rt = 9 .9 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 178 (9) [M+], 129 (100) [M+ - CH2C1], 101 (14) [M+ -



m/z (%) = 210 (32) [M+], 195 (100) [M+ - CH3], 180 (8) [M+ -
2CH3], 167 (15) [M+ - CH3 - CO], 153 (27), [M+ - 2CH3 - CO] .

C14H1002 210 .23

6-Trimethylsilyl-3,5-hexadiin-2-on (32a). Synthese nach AAV I, ausgehend von
1,4-Bis(trimethylsilyl)-butadiin (577 mg, 3.0 mmol) und Acetylchlorid (224 mg,
2.8 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 32a als braunes Öl erhalten . Ausbeu-
te: 344 mg (2.1 mmol, 75 %).

Rf:

	

0.21 (Isohexan:CH2C12 = 4:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.24 (s, 9H, SiCH3), 2.37 (s, 3H, CH3) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.6 (SicH3), 32 .8 (CH3), 73 .7, 75 .0, 85.8, 97.7 (C---C), 183 .6
(CO) .

GCMS:

	

Rt = 7.5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 164 (10) [M+], 149 (100) [M+ - CH3], 134 (3) [M+ -
2CH3], 121 (54) [M+ - CH3 - CO], 107 (31) [M+ - 2CH3- CO] .

C9H 120Si 164.28
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Rf: 0.30 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1) .

1 H-NMR (CDC13) : 8 = 2 .46 (s, 6H, CH3), 7 .57 (s, 4H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) : 8 = 32 .9 (CH 3), 88 .5, 90.3 (C---C), 122.3, 133.1 (ar-C), 184 .5
(CO) .

GCMS: Rt = 11 .6 min (Temperaturprogramm A)
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5-Cyclopentyl-l-pentin-3-on (33a) . Synthese nach AAV I, ausgehend von Trimethyl-
silylacetylen (196 mg, 3.0 mmol) und 3-Cyclopentylpropionylchlorid (450 mg,
2.8 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 33a als rotes Öl erhalten . Ausbeute :
109 mg (0 .7 mmol, 26 %) .

Rf:

	

0.30 (Isohexan:Ethylacetat = 50:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .49 - 1 .77 (m, 11 H), 2.60 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 3 .22 (s,
1 H, CH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 25 .3, 30 .1, 32.6 (CH2), 39 .6 (CH), 45 .0 (CH2), 78 .6 (C---CH),

81 .7 (C=-CH), 188 .0 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 7.9 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 149 (12) [M+ - H], 135 (18) [M' - CH3], 122 (31), 107
(36) [M+ - CH3 - CO], 82 (69) [M+ - C5H,], 67 (100) [C5 H7+], 53
(74) .

C1oH140 150 .22

4-Oxo-6-trimethylsilyl-5-hexinsäuremethylester (34a). Bis(trimethylsilyl)acetylen
(3.00 g, 17.6 mmol) und Succinsäuremethylesterchlorid (2 .53 g, 16.8 mmol) wurden
in trockenem CH 2CI2 (50 mL) gelöst und bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min zu
einer Suspension von AIC13 (6.72 g, 50.5 mmol) in CH2CI2 (80 mL) gegeben . An-
schließend wurde auf RT erwärmt und die Mischung für 1 .5 h gerührt . Der Ansatz
wurde mit 2 M aq. HCI (80 mL) hydrolisiert und mit CH2CI2 (3 x 50 mL) extrahiert .
Nach Trocknen über Na2S04 und Einengen im Vakuum wird 34a nach Destillation
(30 mbar/76°C) als klare Flüssigkeit erhalten . Ausbeute: 2 .74 g (12.9 mmol, 77 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.24 (s, 9H, SiCH3), 2 .64 (t, J = 6 .7 Hz, 2H, CH2), 2 .92 (t, J =
6.7 Hz, 2H, CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.4 (SicH3), 28.0, 40.2 (CH2), 52 .4 (OCHS), 99.1, 101 .8
(C---C), 172.9 (C02R), 185 .7 (CO) .



4 . Experimenteller Teil

	

97

GCMS:

	

Rt = 8 .4 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 212 (1) [M+], 197 (32) [M+- CH3], 181 (8) [M+- CH30],
169 (12) [M+ - CH3 - CO], 125 (100), [M+ - C4H702] .

C1oH1603Si 212 .32

3-Oxo-5-trimethylsilyl-4-pentinsäureethylester (35a) . Synthese nach AAV I, ausge-
hend von Bis(trimethylsilyl)acetylen (510 mg, 3 .0 mmol) und Malonsäureethylester-
chlorid (422 mg, 2.8 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 35a als gelbes Öl
erhalten . Ausbeute : 4 mg (19 gmol, < 1 %) .

Rf:

	

0.48 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.24 (s, 9H, SiCH3), 1 .31 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CH3), 3.58 (s, 2H,
CH2), 4 .23 (q, J = 7 .1 Hz, 2H, OCH2) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.5 (SicH3), 14.4 (CH3), 60 .8, 61 .8 (CH2), 97.8, 101 .2
(C---C), 166.1 (C02R), 178 .8 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 8 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 212 (3) [M+], 197 (16) [M+ - CH3], 183 (7) [M+ - C2H5],
151 (16), 125 (100) [M+ - C4 H702 1, 115 (29) .

C1oH1603Si 212 .32

1-Trimethylsilyl-l-octin-3-on (36a) . Synthese nach AAV I, ausgehend von
Bis(trimethylsilyl)acetylen (510 mg, 3.0 mmol) und Hexansäurechlorid (376 mg,
2.8 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 36a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute :
460 mg (2 .3 mmol, 84 %) .

Rf:

	

0.39 (Isohexan:Ethylacetat = 20:1) .



98

	

4. Experimenteller Teil

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.25 (s, 9H, TMS), 0.91 (t, J= 6.3 Hz, 3H, CH3), 1 .31 - 1 .33
(m, 4H, CH2), 1 .65 - 1 .70 (m, 2H, CH2), 2 .56 (t, J = 7 .3 Hz, 2H,
CH2) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.6 (TMS), 14.0 (CH3), 22 .5, 23 .8, 31 .3, 45.4 (CH2), 97.7,
102 .2 (C---C), 188 .3 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 7.7 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 195 (3) [M+ - H], 181 (12) [M'- CH3], 153 (8) [M+ -
CH3 - CO], 140 (52), 125 (100), 97 (29) .

C11 H200Si

	

196.26

6-Chlor-l-trimethylsilyl-l-hexin-3-on (106a) . Bis(trimethylsilyl)acetylen (3.00 g,
17.5 mmol) und 4-Chlorbuttersäurechlorid (2 .37 g, 16 .8 mmol) wurden in trockenem
CH2C12 (40 mL) gelöst und bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min zu einer Suspen-
sion von AIC13 (6 .70 g, 50 .4 mmol) in CH2C12 (50 mL) gegeben . Anschließend wurde
auf RT erwärmt und die Mischung für 1 h gerührt. Der Ansatz wurde mit 1 M aq . HCI
(50 mL) hydrolisiert und mit CH2C12 (3 x 40 mL) extrahiert . Nach Trocknen über
Na2S04 und Einengen im Vakuum wurde 106a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute :
2.76 g (13 .6 mmol, 81 %) . 106a wurde ohne weitere Aufreinigung zu 56a umgesetzt .

GCMS:

	

Rt = 8 .0 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 201 (1) [M+ - H], 187 (3) [M+ - CH3], 145 (30), 125
(100), 97 (14) .

C9H15Closl 202 .76
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Synthese von Alkinonen über Weinreb-Amide

AAV II : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von Weinreb-Amiden mit termina-
len Acetylenen (Variante 1).1461 n-BuLi (1 .9 mL, 3 .0 mmol, 1 .6 M in Hexan) wird bei
0°C zu einer Lösung des terminalen Acetylens (3 mmol) in trockenem THF (50 mL)
gegeben . Nach 15 min wird die Lösung auf - 78°C abgekühlt und das Weinrebamid
(3.5 mmol) zugegeben . Nachdem der Ansatz für 30 min gerührt wurde, wird auf RT
erwärmt und weitere 2 h gerührt . Die Mischung wird mit 2 M aq . HCI (50 mL) hydroli-
siert und mit CH 2CI2 (3 x 50 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wer-
den über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt .

AAV III : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von Weinreb-Amiden mit termina-
len Acetylenen (Variante 2). 11 °$1 n-BuLi (5.1 mL, 8 .2 mmol, 1 .6 M in Hexan) wird bei
-78°C zu einer Lösung des terminalen Acetylens (7.8 mmol) in trockenem THF
(30 mL) gegeben . Nach 30 min wird das Weinreb-Amid (7 .1 mmol) zugetropft und
der Ansatz für 30 min bei -78°C gerührt . Anschließend wird auf 0°C erwärmt, die Mi-
schung mit eisgekühlter 2 M aq . HCI (50 mL) hydrolisiert und mit CH2CI2 (3 x 50 mL)
extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen werden über Na2S04 getrocknet und
im Vakuum eingeengt .

4-(4'-Methoxyphenyl)-3-butin-2-on (37a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
1-Ethinyl-4-methoxybenzen (396 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3.5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 37a als gelber Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 45 - 46°C erhalten . Ausbeute : 429 mg (2 .5 mmol, 82 %) .

Rf:

	

0.12 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.42 (s, 3H, CH3), 3.83 (s, 3H, OCH3), 6 .88 (d, J = 9.0 Hz,
2H, ar-H), 7.51 (d, J= 9.0 Hz, 2H, ar-H).

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.8 (CH3), 55.6 (OCHS), 88 .4, 91 .7 (C---C), 111 .7, 114.5,
135 .3, 161 .8 (ar-C), 184.9 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 10 .1 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 174 (33) [M+], 159 (100) [M+ - CH 3], 144 (13) [M+ -
2CH3], 131 (5) [M+- CH 3 - CO], 116 (8) [M+- 2CH3 - CO] .

C11H1002 174 .20
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4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-on (38a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
1-Ethinyl-4-fluorbenzen (360 mg, 3 .0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3 .5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 38a als leicht gelbes Öl er-
halten . Ausbeute : 355 mg (2 .2 mmol, 73 %) .

Rf:

	

0.23 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.42 (s, 3H, CH 3), 6.95-7 .12 (m, 2H, ar-H), 7.45-7.62 (m, 2H,
ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.8 (CH3), 88 .3, 89.2 (C---C), 115 .7, 116.2 (d, J = 23 Hz),
135 .4 (d, J = 9 Hz), 164 .5 (d, J = 257 Hz), (ar-C), 184.6 (CO).

GCMS:

	

Rf = 7.8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 162 (20) [M+], 147 (100) [M+ - CH3], 119 (6) [M+ - CH3
- CO] .

C10H7F0 162 .16

4-(4'-Chlorphenyl)-3-butin-2-on (39a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
1-Ethinyl-4-chlorbenzen (408 mg, 3 .0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3.5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 39a als leicht gelber Fest-
stoff mit einem Schmelzpunkt von 53 - 54°C (Lit . : 54°C)f'os1 erhalten . Ausbeute :
370 mg (2 .1 mmol, 69 %) .

Rf:

	

0.28 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

' H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.46 (s, 3H, CH3), 7 .38 (d, J = 6 .6 Hz, 2H, ar-H), 7 .51 (d, J =
6.6 Hz, 2H, ar-H).

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.9 (CH3), 89.0, 89.1 (C---C), 118 .5, 129.3, 134.4, 137.4 (ar-
C), 184.7 (CO).

GCMS:

	

Rf = 9 .6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 178 (19) [M+], 163 (100) [M+- CH3], 135 (5) [M+- CH3
- CO], 128 (1) [M+ - Cl - CH3].

C 1oH7C10 178 .62
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4-(2-Pyridinyl)-3-butin-2-on (40a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von 2-Ethinyl-
pyridin (309 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid (362 mg, 3.5 mmol) .
Nach Flashchromatographie wurde 40a als rotes Öl erhalten . Ausbeute : 157 mg
(1 .1 mmol, 36 %).

Rf:

	

0.32 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.45 (s, 3H, CH3), 7 .28-7.37 (m, 1 H, ar-H), 7.55 (d, J = 7 .8
Hz, 1 H, ar-H), 7.60-7 .77 (m, 1 H, ar-H), 8.62 (d, J = 4.3 Hz, 1 H,
ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 32.9 (CH3), 86 .1, 87.7 (C---C), 124.8, 128 .9, 136.6, 140.8,
150 .7 (ar-C), 184.5 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 8 .4 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 145 (23) [M+], 130 (100) [M+ - CH3], 102 (3) [M+ - CH3
- CO], 78 (15) .

C9H7N0 145 .16

4-(3'-Methyl-2-thienyl)-3-butin-2-on (41a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
2-Ethinyl-5-methylthiophen[11°] (366 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3 .5 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 41a als gelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 361 mg (2.2 mmol, 73 %).

Rf:

	

0.23 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

1 H-NM R (CDC13) :

	

8 = 2.41 (s, 3H, CH3), 2 .51 (s, 3H, CH 3), 6 .74 (d, J = 3.8 Hz, 1 H,
ar-H), 7.30 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 15.9 (CH3), 32 .6 (CH3), 85.6, 93 .0 (C---C), 117.3, 126.5,
137 .7, 147 .7 (ar-C), 184.4 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 9.0 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 164 (44) [M+], 149 (100) [M+ - CH3], 121 (24) [M+ -
CH3 - CO] .

C9H80S 164.22
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5,5-Diethoxy-3-pentin-2-on (42a) . Synthese nach AAV 111, ausgehend von
1,1-Diethoxypropin (1 .00 g, 7.8 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid (730 mg,
7.1 mmol) . Nach Destillation (0.08 mbar/50°C) wurde 42a als farbloses Öl erhalten .
Ausbeute: 966 mg (5.7 mmol, 73 %).

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .24 (t, J = 6.8 Hz, 6H, CH2CH3), 2 .37 (s, 3H, CH3), 3.58 -
3.77 (m, 4H, CH2), 5.38 (s, 1 H, CH).

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 15.2 (CH2CH3), 32.9 (CH 3), 61 .7 (CH2), 83.1, 84.8 (C---C),
91 .2 (CH), 184 .1 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 7.6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 169 (4) [M+ - H], 155 (1) [M+ - CH3], 141 (3) [M+ -
CH2CH3], 125 (100) [M+ - OCH2CH3], 97 (91) [M+ - CH2CH3 -
CH3 - CO].

C9H 1403 170 .20

N-Benzyl-N-methyl-5-amino-3-pentin-2-on (43a) . Synthese nach AAV III, ausgehend
von N-Benzyl-N-methyl-propargylamin (1 .24 g, 7.8 mmol) und N-Methoxy-N-
methylacetamid (730 mg, 7.1 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 43a als gel-
bes Öl erhalten . Ausbeute : 254 mg (1 .3 mmol, 17 %) .

Rf:

	

0.46 (Isohexan:Ethylacetat = 2 :1 ; 1 % Triethylamin) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.31 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CH3), 3.40 (s, 2H, CH2), 3.52
(s, 2H, CH2), 7.23 - 7 .27 (m, 5H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 33 .2, 42 .2 (CH3), 45.3, 60 .4 (CH2), 86.0, 87.9 (C---C), 127.7,
128 .6, 129 .3 (ar-CH), 138 .4 (ar-Cq), 184.6 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 7.6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 201 (14) [M+], 184 (4) [M+ - CH3], 158 (13) [M+ - CH3
-CO], 124 (58) [M + - C6H5], 91 (100) [C7H7] .

C13H15N0 201 .27
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5-Methyl-5-hexen-3-in-2-on (44a). Synthese nach AAV 111, ausgehend von 2-Methyl-
1-buten-3-in (1 .03 g, 7 .8 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid (730 mg,
7.1 mmol) . Nach Destillation (18 mbar/57)C) wurde 44a als farblose Flüssigkeit er-
halten . Ausbeute : 595 mg (5.5 mmol, 70 %) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .94 (s, 3H, CH3), 2.37 (s, 3H, CH3), 5.52 (s, 1 H, CH2), 5.58
(s, 1 H, CH2) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 22.6 (CH 3), 32.9 (CH3), 87.1, 91 .3 (C---C), 124.9, 127 .9 (Cq ,
CH2), 184.9 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 3.7 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 108 (38) [M+], 93 (100) [M+- CH 3], 77 (9) [M+- 2CH3],
65 (31) [M+ - CH3 - CO] .

C7H80 108 .14

5-Hydroxy-5-methyl-3-hexin-2-on (45a). Synthese nach AAV III, ausgehend von
2-Methyl-3-butin-2-ol (678 mg, 7 .8 mmol), n-BuLi (10.8 mL, 17 .2 mmol, 1 .6 M in
Hexan) und N-Methoxy-N-methylacetamid (730 mg, 7 .1 mmol) . Nach Flash-
chromatographie wurde 45a als farblose Flüssigkeit erhalten . Ausbeute : 490 mg

m/z (%) = 126 (1) [M+], 111 (100) [M+ - CH 3], 93 (6) [M+ - CH3 -
H 20], 83 (17) [M+ - CH3 - CO], 69 (72) [M+ - 2CH3 - CO] .

C7H1002 126 .16

(3.9 mmol, 55 %).

Rf: 0.21 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1) .

'H-NMR (CDC13) : 8 = 1 .54 (s, 6H, CH3), 2 .33 (s, 3H, CH3), 3 .11 (s, 1 H, OH) .

' 3C-NMR (CDC13) : 8 = 30 .7 (C[CH3]2), 32 .8 (CH3), 65.1 (Cq), 81 .5, 95 .8 (C---C), 185 .2
(CO) .

GCMS: Rt = 5.9 min (Temperaturprogramm A)
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4-(1-Cyclohexen)-3-butin-2-on (46a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
1-Ethinyl-l -cyclohexen (317 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3 .5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 46a als gelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 296 mg (2.0 mmol, 67 %).

Rf:

	

0.14 (Isohexan:Ethylacetat = 20:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .58 - 1 .66 (m, 4H, CH2), 2 .13 - 2 .18 (m, 4H, CH 2), 2 .35 (s,
3H, CH3), 6 .43 - 6.46 (m, 1 H, CH).

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 21 .2, 22 .1, 26 .3, 28 .4 (CH2), 32.9 (CH3), 86 .8, 93 .1 (C---C),
119 .0 (C=CH), 142 .7 (C=CH), 185.1 (CO).

GCMS:

	

Rf = 8 .2 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 148 (51) [M+], 133 (100) [M+ - CH 3], 105 (42) [M+ -
CH3 - CO] .

C10H120 148 .21

4-(Triethylsilyl)-3-butin-2-on (47a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von Triethyl-
silylacetylen (420 mg, 3 .0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid (362 mg,
3.5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 47a als klare Flüssigkeit erhalten .
Ausbeute: 377 mg (2.1 mmol, 69 %).

Rf:

	

0.34 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.69 (q, J = 7.8 Hz, 6H, CH2), 1 .20 (t, J = 7 .8 Hz, 9H, CH3),
2.37 (s, 3H, CH3) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.9 (SiCH2), 7 .5 (SiCH2 CH3), 32.9 (CH3), 95 .9, 103.9 (C---C),
184 .6 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 7.3 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 182 (1) [M+], 167 (3) [M+ - CH3], 153 (100) [M+ -
CH2C1-131, 125 (52) .

C 1oH180Si 182 .34
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4-(t-Butyldimethylsilyl)-3-butin-2-on (48a). Synthese nach AAV II, ausgehend von
t-Butyldimethylsilylacetylen (420 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid
(362 mg, 3.5 mmol). Nach Flashchromatographie wurde 48a als klare Flüssigkeit er-
halten . Ausbeute : 355 mg (2 .0 mmol, 65 %) .

Rf:

	

0.32 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.17 (s, 6H, CH3), 0 .95 (s, 9H, t-Bu), 2.33 (s, 3H, CH 3) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = - 4.9 (SicH3), 16.7 (SiCq), 26 .1 (C[CH3]), 32 .8 (CH3), 96.4,

103 .3 (C---C), 184.5 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 6 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 182 (5) [M+], 167 (17) [M+ - CH3], 125 (100) [M+ - t-
Bu] .

C, OH180Si 182 .34

4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-on (49a) . Synthese nach AAV 11, ausgehend von
Dimethylphenylsilylacetylen[" 1 ] (480 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methyl-
acetamid (362 mg, 3 .5 mmol) . Nach Flashchromatographie wurde 49a als klare Flüs-
sigkeit erhalten . Ausbeute : 345 mg (1 .7 mmol, 57 %) .

Rf:

	

0.24 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.49 (s, 6H, SiCH 3), 2 .37 (s, 3H, CH3), 7 .32-7.70 (m, 5H, ar-
H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = - 1 .7 (SicH3), 32 .6 (CH3), 96.8, 102 .7 (C---C), 128 .1, 130.0,
133 .7, 134 .2 (ar-C), 184.5 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 8 .8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 201 (23) [M+- H], 187 (100) [M+- CH3], 159 (86) [M+-
CH3 - CO], 145 (58) [M+ - 2CH3 - CO].

C12H140Si 202 .33
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4-t-Butyldimethylsilyl-l-chlor-3-butin-2-on (50a) . n-BuLi (55.2 mL, 88.3 mmol, 1 .6 M
in Hexan) wurde bei -78°C über einen Zeitraum von 30 min in eine Lösung von
t-Butyldimethylsilylacetylen (11 .27 g, 80 .3 mmol) in trockenem THF (500 mL) zuge-
tropft . Nach weiteren 90 min wurde 2-Chlor-N-methoxy-N-methylacetamid (9 .92 g,
72 .2 mmol) gelöst in THF (75 mL) bei -78°C zugegeben und der Ansatz erneut für
90 min bei dieser Temperatur gerührt . Anschließend wurde auf 0°C erwärmt, die Mi-
schung mit eisgekühlter 1 M aq. HCI (100 mL) hydrolisiert und mit CH2C12 (3 x
150 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Destillation (0.02 mbar/26°C) wurde 50a
als leicht gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 13.00 g (60 .0 mmol, 83 %) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.20 (s, 6H, SiCH3), 0.98 (s, 9H, t-Bu), 4 .23 (s, 2H, CH2C1) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = - 5.1 (SicH3), 16 .8 (SiCq), 26.1 (C[CH3]), 49 .7 (CH2C1), 100.0,
102 .7 (C---C), 178 .6 (CO) .

1 R :

	

2953 (w), 2931

	

(w), 2859 (w), 2154 (w), 1698 (m), 1677 (m),
1252 (m), 1101 (s), 837 (ss), 778 (ss) .

GCMS:

	

Rt = 8 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 216 (9) [M+], 201 (7) [M+- CH3], 167 (90) [M+- CH2C1],
160 (52) [M+ - t-Bu], 145 (73) [M+ - t-Bu - CH3], 103 (100) .

HRMS (M+) :

	

ber. :

	

216.0737
gef . : 216.0733

C 1oH17C1OSi 216 .79

1-Chlor-5-hydroxy-5-methyl-3-hexin-2-on (51a) . Synthese nach AAV 111, ausgehend
von 2-Methyl-3-butin-2-ol (678 mg, 7.8 mmol), n-BuLi (10.8 mL, 17.2 mmol, 1 .6 M in
Hexan) und 2-Chlor-N-methoxy-N-methylacetamid (974 mg, 7.1 mmol) gelöst in THF
(10 mL) . Nach Flashchromatographie wurde 51a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute :
293 mg (1 .8 mmol, 26 %) .

Rf:

	

0.37 (Isohexan:Ethylacetat = 3 :1) .
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1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .59 (s, 6H, CH3), 4 .23 (s, 2H, CH2C1) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 30.6 (CH3), 49 .7 (CH2C1), 65 .3 (Cq), 78 .7, 100.4 (C---C), 179 .1
(CO) .

1 R :

	

3393 (w), 2984 (w), 2213 (m), 1698 (s), 1677 (s), 1374 (m), 1167
(s), 1112 (s), 966 (s), 786 (m) .

GCMS:

	

Rt = 7.6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 160 (1) [M+], 145 (61) [M+ - CH3], 111 (76) [M+ -
CH2C1], 53 (100).

HRMS (M+ -CH3) : ber . :

	

145.0055
gef . : 145.0060

C7H9C102 160 .60

5-Phenyl-3-pentin-2-on (52a). Synthese nach AAV 11, ausgehend von 3-Phenyl-l -
propin (349 mg, 3.0 mmol) und N-Methoxy-N-methylacetamid (362 mg, 3.5 mmol) .
Nach Flashchromatographie wurde 52a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute: 337 mg
(2 .1 mmol, 71 %).

Rf:

	

0.33 (Isohexan:Ethylacetat = 20:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.27 (s, 3H, CH3), 3 .68 (s, 2H, CH2), 7 .19-7.27 (m, 5H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 25.4 (CH3), 33.0 (CH2), 82.9, 90 .9 (C---C), 127.4, 128.1,
129 .0, 134 .5 (ar-C), 185.0 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 9 .3 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 158 (84) [M+], 143 (13) [M+ - CH3], 115 (100) [M+ -
CH3 - CO], 89 (21) .

C11H100 158 .20
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Silylspaltung mit Borax-Lösund42b1

1-Octin-3-on (53a) . Wäßrige Borax-Lösung (0 .01 M, 3 .2 mL, 37 gmol) wurde zu einer
Lösung aus 1-Trimethylsilyl-l -octin-3-on (36a) (400 mg, 2 .0 mmol) in Methanol
(80 mL) gegeben . Nach einigen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung orange .
Nach 2 h wurde mit eisgekühlter 2 M aq. HCI hydrolisiert und mit Isohexan (3 x
50 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie wurde 53a als gel-
bes Öl erhalten . Ausbeute : 49 mg (0.4 mmol, 20 %) .

Rf:

	

0.32 (Isohexan:Ethylacetat = 10:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.83 (t, J= 6.8 Hz, 3H, CH 3), 1 .20 - 1 .30 (m, 4H, CH2), 1 .56 -
1 .66 (m, 2H, CH2), 2.51

	

(t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 3 .16 (s, 1 H,
CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 14 .0 (CH3), 22.5, 23.6, 31 .2, 45.6 (CH2), 78 .5, 81 .6 (C---C),
187 .8 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 5 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 123 (9) [M+ - H], 109 (15) [M+ - CH3], 95 (8) [M+ -
C2 H5], 81 (18), 68 (100), 53 (42) .

C8H120 124 .18

1-Chlor-3-butin-2-on (54a) . Wäßrige Borax-Lösung (0.01 M, 4.2 mL, 48 gmol) wurde
über einen Zeitraum von 10 min zu einer Lösung von 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-
2-on (28a) (1 .05 g, 6 .0 mmol) in Methanol / THF (10 :1 ; 65 mL) gegeben. Nach eini-
gen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung leicht gelb . Nach 1 h wurde mit eis-
gekühlter 2 M aq . HCI (100 mL) hydrolisiert und mit CH2C12 (3 x 50 mL) extrahiert .
Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vaku-
um eingeengt. Nach Destillation (4.6 mbar/26)C) wurde 54a als farblose Flüssigkeit
erhalten . Ausbeute : 4 mg (39 gmol, < 1 %) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.46 (s, 1 H, CH), 4.26 (s, 2H, CH2C1) .
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13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 49.6 (CH2C1), 78 .9, 82.9 (C---C), 178.6 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 3.3 min (Temperaturprogramm B)
m/z (%) = 102 (22) [M +], 88 (25), 73 (31), 70 (68), 61 (83), 57
(100) .

C4H3C10 102 .52

1-Brom-3-butin-2-on (55a). Wäßrige Borax-Lösung (0.01 M, 3.0 mL, 35 gmol) wurde
über einen Zeitraum von 10 min zu einer Lösung von 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-
2-on (29a) (900 mg, 4.1 mmol) in Methanol / THF (10:1 ; 60 mL) gegeben. Nach eini-
gen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung leicht gelb . Nach 1 h wurde mit eis-
gekühlter 2 M aq . HCI (100 mL) hydrolisiert und mit CH2C12 (3 x 50 mL) extrahiert .
Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vaku-
um eingeengt. Nach Destillation (4.6 mbar/50°C) wurde 55a als farblose Flüssigkeit
erhalten . Ausbeute : 6 mg (40 gmol, < 1 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.43 (s, 1 H, CH), 4.06 (s, 2H, CH2Br) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 35.4 (CH2Br), 79 .1, 82 .5 (C=--C), 177.7 (CO).

GCMS:

	

Rt = 7.5 min (Temperaturprogramm B)
m/z (%) = 146 (6) [M+], 118 (21), 93 (5) [CH2Br+], 79 (3) [Br+], 53
(100) .

C4H3BrO 146 .97

6-Chlor-l-hexin-3-on (56a). Wäßrige Borax-Lösung (0 .01 M, 25.0 mL, 288 gmol)
wurde zu einer Lösung aus 6-Chlor-l -trimethylsilyl-l -hexin-3-on (106a) (2 .76 g,
13.6 mmol) in Methanol (80 mL) gegeben . Nach einigen Minuten färbte sich die Re-
aktionsmischung gelb . Nach 45 min wurde mit eisgekühlter 1 M aq . HCI hydrolisiert
und mit Diethylether (3 x 50 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen
wurden über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flashchroma-
tographie wurde 56a als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 1 .06 g (8 .1 mmol, 60 %) .
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Rf:

	

0.26 (Isohexan:Ethylacetat = 10:1) .

'H-NM R (CDC13) :

	

8 = 2.10 ('q', J = 6.7 Hz, 2H, CH2), 2.79 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH2),
3.29 (s, 1 H, CH), 3 .56 (t, J= 6.3 Hz, 2H, CH2) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 26.3, 42 .4, 43.9 (CH2), 79.3, 81 .3 (C---C), 186 .0 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 5 .1 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 129 (2) [M+ - H], 95 (9) [M+- Cl], 81 (4) [M+ - CH2C1],
68 (100), 53 (87) [M+ - CH2C1- CO] .

C6H7C10 130 .58

1-Phenyl-2-propin-l-on (57a) . Wäßrige Borax-Lösung (0 .01 M, 9 .0 mL, 104 gmol)
wurde zu einer Lösung von 1-Phenyl-3-trimethylsilyl-2-propin-l -on (27a) (1 .16 g,
5.7 mmol) in Methanol (70 mL) gegeben . Nach einigen Minuten färbte sich die Reak-
tionsmischung orange . Nach 10 min wurde mit eisgekühlter 2 M aq. HCI (100 mL)
hydrolisiert und mit Isohexan (3 x 50 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen
Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flash-
chromatographie wurde 57a als weiß-gelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
52°C (Lit . : 51 °C)f42b1 erhalten . Ausbeute : 500 mg (3 .8 mmol, 67 %) .

Rf:

	

0.32 (Isohexan:Ethylacetat = 4 :1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.60 (s, 1 H, CH), 7.50 - 7.69 (m, 3H, ar-H), 8.18 - 8.22 (m,
2H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 80 .6, 81 .7 (C---C), 129 .1, 130 .1, 135 .0, 136.5 (ar-C), 177 .9
(CO) .

GCMS:

	

Rt = 7.4 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 130 (72) [M +], 102 (100), 77 (18) [C6H5+], 51 (18)
[C4H3+] .

C9H60 130 .15



4 . Experimenteller Teil

	

11 1

4-Oxo-5-hexinsäuremethylester (58a) . Wäßrige Borax-Lösung (0.01 M, 3.0 mL,
35 gmol) wurde über einen Zeitraum von 10 min zu einer Lösung von 4-Oxo-6-
trimethylsilyl-5-hexinsäuremethylester (34a) (900 mg, 4.2 mmol) in Methanol / THF-
Lösung (10:1 ; 50 mL) gegeben. Nach einigen Minuten färbte sich die Reaktionsmi-
schung gelb . Nach 25 min wurde mit 2 M aq. HCI (50 mL) hydrolisiert und mit CH2C12
(3 x 30 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04
getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Destillation (100 mbar/64)C) wurde 58a
als farblose Flüssigkeit erhalten . Ausbeute : 496 mg (3 .5 mmol, 84 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.65 (t, J = 6 .8 Hz, 2H, CH2), 2 .94 (t, J = 6 .8 Hz, 2H, CH2),
3.27 (s, 1 H, CH), 3 .69 (s, 3H, OCH3) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 27 .6, 40 .2 (CH2), 52 .2 (OCHS), 79 .4, 81 .1 (C---C), 172 .9
(C02), 185 .2 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 6 .3 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 140 (1) [M+], 125 (11) [M+ - CH3], 109 (59) [M+ -
CH30], 81 (33) [M+- C2 H302], 53 (100) [M+ - C4H702] .

C7H803 140 .14

Sonstige Substrat-Synthesen

1-Pentin-3-on (59a).[49] 1-Pentin-3-ol (59b) (1 .34 g, 15.9 mmol) und aktiviertes Mn02
(13 .1 g, 150.9 mmol) wurden in CH2C12 (30 mL) suspendiert und bei RT gerührt .
Nach 45 min wurde eine weitere Portion aktiviertes Mn02 (13 .1 g, 150 .9 mmol) zu-
gegeben und die Mischung weitere 90 min gerührt . Anschließend wurde das Mn02
abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt . Durch Kugelrohrdestillation wurde
59a als klare Flüssigkeit erhalten . Das Produkt 59a war durch 10 % 1-Pentin-3-ol
(59b) verunreinigt . Ausbeute : 196 mg (2 .4 mmol, 15 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .15 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3), 2.62 (q, J = 7 .3 Hz, 2H, CH2),
3.22 (s, 1 H, CH).
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13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 7.9 (CH3), 39 .0 (CH2), 78.6 (C=-CH), 81 .5 (C---CH), 188 .2
(CO) .

C5H60

C8H 1402Si

82 .10

1-Methoxy-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (62a). Zu einer Lösung von Trimethylsilylace-
tylen (1 .63 g, 16 .6 mmol) in trockenem THF (20 mL) wurde bei 0°C n-BuLi (10.4 mL,
16 .4 mmol, 1 .6 M in Hexan) zugetropft und die Reaktionslösung 15 min bei 0°C ge-
rührt . Der Ansatz wurde bei 0°C zu einer Suspension aus CuBr (2 .39 g, 16.6 mmol)
und LiBr (2 .89 g, 33.3 mmol) in THF (100 mL) gegeben und weitere 20 min gerührt .
Hierbei änderte die Mischung ihre Färbung von grün nach gelb . Anschließend wurde
Methoxyessigsäurechlorid (1 .64 g, 15 .1 mmol) in trockenem THF (20 mL) über einen
Zeitraum von 20 min zugegeben, wobei sich die Lösung bräunlich färbte . Nach weite-
ren 30 min wurde mit gesättigter NH4C1-Lösung (100 mL) hydrolisiert und mit Diethyl-
ether (3 x 30 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über
M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie wurde
62a als hellrotes Öl erhalten . Ausbeute : 1 .59 g (9.4 mmol, 62 %).

Rf:

	

0.18 (Isohexan:Ethylacetat = 20:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.24 (s, 9H, Si[CH3]3), 3 .45 (s, 3H, OCH3), 4.18 (s, 2H, CH2) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.7 (Si[CH3]3), 59.7 (CH2), 99 .7, 101 .5 (C---C), 184 .7 (CO) .

GCMS:

	

Rf = 6 .3 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 170 (1) [M+], 155 (6) [M+ - CH3], 140 (16) [M+ - 2CH3],
125 (100), 97 (84) [M+ - Si(CH3)3], 73 (47) .

170 .29

4-Oxo-2-pentinsäureethylester (65a) .l 5 ' 1 Gesättigte wässrige NH40H-Lösung wurde
solange zu einer Suspension von AgN03 (6.83 g, 40 .8 mmol) in Wasser / Methanol
(1 :2 ; 240 mL) getropft bis sich der Niederschlag gerade gelöst hatte . Nach einer wei-
teren Zugabe der NH40H-Lösung (1 mL) wurde zu dieser Lösung Propargylsäu-
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reethylester (4.00 g, 40 .8 mmol) gelöst in Methanol (10 mL) über einen Zeitraum von
30 min bei RT zugegeben . Der Ansatz wurde 2 h bei RT gerührt und anschließend
mit CHC13 / CC14 (1 :1 ; 3 x 70 mL) extrahiert . Nach Trocknen über Na2S04 und Einen-
gen im Vakuum wurde das Produkt im Vakuum getrocknet, wobei Propargylsäu-
reethylester-Argentat als silbrig-brauner Feststoff erhalten wurde . Ausbeute : 6.70 g
(32 .6 mmol, 80 %). Anschließend wurde das Argentat in trockenem CH 2CI2 (75 mL)
suspendiert und Acetylchlorid (2.56 g, 32 .6 mmol) gelöst in CH2CI2 (10 mL) bei RT
zugegeben . Der Ansatz wurde 8 h gerührt, wobei sich ein lila-brauner Niederschlag
bildete . Die Lösung wurde zentrifugiert (10.000 U/min) und vom Niederschlag abde-
kantiert . Nach Einengen im Vakuum wurde 65a durch Destillation (0 .1 mbar/44)C)
als klare Flüssigkeit erhalten . Ausbeute : 3.02 g (21 .6 mmol, 66 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

1 .33 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 2.42 (s, 3H, CH3), 4.29 (q, J = 7 .2
Hz, 2H, CH2) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 14.1 , 32 .6 (CH3), 63.2 (CH2), 78 .1, 80.9 (C---C), 152.3 (C02),
182 .7 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 5 .6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 140 (4) [M+], 125 (85) [M+ - CH3], 95 (64) [M+ -
OCH 2CH3], 80 (14) [M+ - OCH2CH3 - CH3], 53 (100) .

C7H803 140 .14

(Z)-4-Phenyl-3-buten-2-on (71a). Eine Lösung von 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a)
(500 mg, 3.5 mmol) in Pentan (5 mL) wurde an Lindlar-Katalysator (35 mg) unter
Normaldruck und Rühren über 5.5 h mit Wasserstoff hydriert . Der Katalysator wurde
abfiltriert und die Lösung im Vakuum eingeengt. Nach Flashchromatographie wurde
71a als klare Flüssigkeit erhalten . Ausbeute: 147 mg (1 .0 mmol, 29 %).

Rf:

	

0.30 (Isohexan:Ethylacetat = 20:1) .

1 H-NM R (CDC13) :

	

8 = 2.17 (s, 3H, CH3), 6.20 (d, J= 12 .7 Hz, 1 H, C=CH) ), 6.92 (d,
J = 12 .7 Hz, 1 H, C=CH), 7.26 - 7.43 (m, 3H, ar-H), 7 .40 - 7.56
(m, 2H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 31 .3 (CH3), 128 .8, 129.6, 129 .7, 129.8, 135 .8, 140.6 (ar-C,
C=C), 201 .5 (CO) .
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GCMS:

	

Rt = 8 .4 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 145 (96) [M+ - H], 131 (100) [M+- CH3], 103 (98) [M+ -
CH3 - CO], 77 (31) .

C1oH1o0 146 .19

(Z)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-on (72a).l551 Zu einer Lösung von Diisopropylamin
(107 mg, 1 .1 mmol) in trockenem THF (7 mL) wurde bei 0°C n-BuLi (550 gl,
0.9 mmol, 1 .6 M in Hexan) zugegeben und die Lösung 15 min gerührt . Anschließend
wurde (2)-4-Phenyl-3-buten-2-on (71a) (107 mg, 0 .7 mmol) in trockenem THF (4 mL)
gelöst über einen Zeitraum von 25 min bei 0°C zu der Reaktiosmischung getropft .
Nach weiteren 30 min wurde die Mischung auf -70°C gekühlt und N-Chlorsuccinimid
(127 mg, 1 .0 mmol) in trockenem THF (7 mL) schnell zugegeben . Nach 2 min Rüh-
ren bei -70°C wurde die Lösung mit ges . NaHC03- / NaCI-Lösung (1 :1 ; 15 mL) hy-
drolisiert und auf 0°C erwärmt . Die organische Phase wurde abgetrennt und die wäß-
rige Phase mit Diethylether (2 x 20 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen
Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach präparati-
ver Dünnschichtchromatographie wurde 72a als gelbes Öl erhalten . Das Produkt
enthielt noch 20 % Edukt sowie 10 % (E)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-on (73a)
(GCMS), welche nicht abgetrennt werden konnten . Ausbeute : 25 mg (0 .1 mmol,
19%) .

Rf:

	

0.17 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1)

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 4.05 (s, 2H, CH2), 6.23 (d, J= 12 .7 Hz, 1 H, C=CH), 6.97 (d, J
= 12 .7 Hz, 1 H, C=CH), 7 .21 - 7.38 (m, 3H, ar-H), 7.29 - 7.45 (m,
2H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 49.2 (CH2), 124 .5, 128.7, 130 .0, 130.2, 134 .8, 144.0 (ar-C,
C=C), 193 .3 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 9 .9 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 180 (12) [M+], 131 (100) [M+ - CH2CI], 103 (54) [M+ -
CH2C1 - CO], 77 (26) .

C 1oH9C10 180 .64
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(E)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-on (73a) .f 551 Zu einer Lösung von Diisopropylamin
(146 mg, 1 .4 mmol) in trockenem THF (10 mL) wurde bei 0°C n-BuLi (750 gl,
1 .2 mmol, 1 .6 M in Hexan) zugegeben und die Lösung 15 min gerührt . Anschließend
wurde (E)-4-Phenyl-3-buten-2-on (146 mg, 1 .0 mmol) in trockenem THF (5 mL) ge-
löst über einen Zeitraum von 30 min bei 0°C zu der Reakionsmischung getropft .
Nach weiteren 30 min wurde die Mischung auf -70°C gekühlt und N-Chlorsuccinimid
(174 mg, 1 .3 mmol) in trockenem THF (10 mL) schnell zugegeben . Nach 2 min Rüh-
ren bei -70°C wurde die Lösung mit ges . NaHC03- / NaCI-Lösung (1 :1 ; 20 mL) hy-
drolisiert und auf 0°C erwärmt . Die organische Phase wurde abgetrennt und die wäß-
rige Phase mit Diethylether (2 x 30 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen
Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach präparati-
ver Dünnschichtchromatographie wurde 73a als farbloser Feststoff mit einem
Schmelzpunkt von 55 - 56°C (Lit . : 56 - 57'C)[' 12] erhalten . Ausbeute : 36 mg
(0.2 mmol, 20 %).

Rf:

	

0.35 (Isohexan:Diethylether = 9:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 4.32 (s, 2H, CH2C1), 6 .99 (d, J = 16.1 Hz, 1 H, C=CH), 7.36 -
7.48 (m, 3H, ar-H), 7 .52 - 7.66 (m, 2H, ar-H), 7 .72 (d, J = 16 .1
Hz, 1 H, C=CH) .

13C-NMR (CDC13):

	

8 = 47.7 (CH2C1), 121 .8, 128.8, 129.2, 131 .4, 134.1, 145.4 (ar-C,
C=C), 191 .5 (CO) .

GCMS:

	

Rt = 10 .4 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 180 (8) [M+], 131 (100) [M+ - CH2CI], 103 (51) [M+ -
CH2C1 - CO], 77 (20) .

C10H9C10 180 .64
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4.3

	

Synthese der racemischen Alkohole

Analytische Racemat-Synthese und Trennunq der Enantiomere

AAV IV : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion von Alkinonen mit NaBH4 (Analy-
tischer Maßstab) . 1561 Das Alkinon (10 gmol) wird zu einer Lösung von NaBH4 (0.2 mg,
5 gmol) in Ethanol (1 mL) gegeben und für 1 h bei 0°C gerührt . Anschließend wird
die Mischung mit 1 M aq. HCI (1 mL) hydrolisiert, gesättigte NaCI-Lösung (1 mL) zu-
gegeben und mit CH2C12 (1 mL) extrahiert .

AAV V: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Desilylierung von Alkinolen mit (n-Bu)4NF
(Analytischer Maßstab). [ 521 Das Silyl-Alkinol (5 gmol) und (n-Bu)4NF (0.5 mL, 1 M in
THF) werden in THF (2 mL) für 1 h bei RT gerührt . Anschließend wird die Mischung
mit gesättigter NaCI-Lösung (8 mL) und Wasser (8 mL) hydrolisiert, und mit CH2C12
(400 gL) extrahiert .

4-Phenyl-3-butin-2-ol (2b) . Synthese ausgehend von 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) nach
AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels
HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan:2-Propanol = 95 :5), Rt = 24.3 min (R) +
31 .9 min (S) . - GCMS: Rt = 8.0 min (Temperaturprogramm A) ; m/z (%) = 146 (50)
[M+], 131 (100) [M+- CH3], 103 (61) [M+- CH3 - CO], 77 (35) [C6H5+] .

3-Butin-2-ol (9b) . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC auf einer Cyclo-
dex-ß Säule (T = 35°C), Rt = 13 .9 min (R) + 15 .5 min (S) .

4-Trimethylsilyl-3-butin-2-ol (21 b) . Trennung der Enantiomere nach Desilylierung
gemäß AAV V; Umsatz 100 %. Die Trennung der Enantiomere des 3-Butin-2-ols (9b)
erfolgte wie beschrieben .

4-(4'-Bromphenyl)-3-butin-2-ol (23b) . Synthese ausgehend von 4-(4'-Bromphenyl)-3-
butin-2-on (23a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralpak AD Säule (Isohexan:2-Propanol =
99 :1), Rt = 54.4 min (S) + 60.6 min (R) . - GCMS : R t = 10.4 min (Temperaturpro-
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gramm A) ; m/z (%) = 224 (33) [M+], 209 (100) [M+ - CH3], 181 (22) [M+ - CH3 - CO],
145 (26) [M+ - Br], 102 (75) [M+ - Br - CH3 - CO] .

4-(3'-Bromphenyl)-3-butin-2-ol (24b) . Synthese ausgehend von 4-(3'-Bromphenyl)-3-
butin-2-on (24a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol =
98 :2), Rt = 63.8 min (S) + 69.2 min (R) . - GCMS : R t = 10.2 min (Temperaturpro-
gramm A) ; m/z (%) = 224 (16) [M+], 209 (33) [M+ - CH3], 181 (17) [M+ - CH3 - CO],
145 (100) [M+ - Br], 102 (62) [M+ - Br - CH3 - CO] .

4-(2'-Bromphenyl)-3-butin-2-ol (25b) . Synthese ausgehend von 4-(2'-Bromphenyl)-3-
butin-2-on (25a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol =
95 :5), Rt = 26.2 min (R) + 35.1 min (S) . - GCMS : R t = 10.4 min (Temperaturpro-
gramm A) ; m/z (%) = 224 (27) [M+], 209 (100) [M+ - CH3], 181 (19) [M+ - CH3 - CO],
145 (35) [M+ - Br], 102 (62) [M+ - Br - CH3 - CO] .

1-Hexin-3-ol (26b) . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC auf einer

	

Cy-
clodex-ß Säule (T = 60°C), Rt = 26.3 min (S) + 28.4 min (R) .

4-(4'-Methoxyphenyl)-3-butin-2-ol (37b) . Synthese ausgehend von 4-(4'-Methoxy-
phenyl)-3-butin-2-on (37a) nach AAV IV; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der
Enantiomere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Pro-
panol = 95:5), Rt = 39 .2 min (R) + 53.0 min (S). - GCMS : Rt = 10.3 min (Temperatur-
programm A) ; m/z (%) = 176 (40) [M+], 161 (100) [M+ - CH3], 145 (5) [M+ - OCHS],
133 (26) [M+ - CH 3 - CO], 118 (14) [M+ - 2CH3 - CO] .

4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-ol (38b) . Synthese ausgehend von 4-(4'-Fluorphenyl)-3-
butin-2-on (38a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralpak AD Säule (Isohexan:2-Propanol =
99 :1), Rt = 45.5 min (S) + 47 .8 min (R) . - GCMS: R t = 8.5 min (Temperaturprogramm
A); m/z (%) = 164 (33) [M +], 149 (100) [M+ - CH3], 121 (43) [M+ - CH 3 - CO], 101
(47) [M+ - CH3 - CO - F] .

4-(4'-Chlorphenyl)-3-butin-2-ol (39b) . Synthese ausgehend von 4-(4'-Chlorphenyl)-3-
butin-2-on (39a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralpak AD Säule (Isohexan:2-Propanol =
99 :1), Rt = 49.4 min (S) + 54 .4 min (R) . - GCMS: R t = 9.8 min (Temperaturprogramm



11 8

	

4. Experimenteller Teil

A) ; m/z (%) = 180 (29) [M+], 165 (100) [M+ - CH3], 145 (11) [M+ - CI], 137 (16) [M+ -
CH3 - CO], 102 (14) [M+ - CH3 - CO - CI] .

4-(2-Pyridinyl)-3-butin-2-ol (40b) . Synthese ausgehend von 4-(2-Pyridinyl)-3-butin-2-
on (40a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantiomere er-
folgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol = 98 :2), Rt =
61 .9 min (R) + 68 .1 min (S) . - GCMS : Rt = 9 .2 min (Temperaturprogramm A) ; m/z
(%) = 147 (8) [M+], 132 (15) [M+ - CH3], 104 (100) [M+ - CH3 - CO], 78 (24) .

4-(3'-Methyl-2-thienyl)-3-butin-2-ol (41b) . Synthese ausgehend von 4-(3'-Methyl-2-
thienyl)-3-butin-2-on (41a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS): 100 % . Die Trennung der
Enantiomere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Pro-
panol = 95:5), Rt = 33 .6 min (R) + 38.6 min (S) . - GCMS : R t = 8.8 min (Temperatur-
programm A) ; m/z (%) = 166 (44) [M+], 151 (100) [M+ - CH3], 134 (10) [M+ - S], 123
(32) [M+ - CH3 - CO] .

5-Methyl-5-hexen-3-in-2-ol (44b) . Synthese ausgehend von 5-Methyl-5-hexen-3-in-2-
on (44a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantiomere er-
folgte mittels GC auf einer Cyclodex-ß Säule (T = 60°C), Rt = 47.6 min (R) + 51 .1 min
(S) . - GCMS : Rt = 3.9 min (Temperaturprogramm A); m/z (%) = 109 (17) [M+ - H], 95
(100) [M+ - CH3], 77 (14), 67 (41) .

5-Methyl-3-hexin-2,5-diol (45b) .[ 581 Zu einer Lösung von 2-Methyl-3-butin-2-ol
(126 mg, 1 .5 mmol) in trockenem THF (1 .5 mL) wurde bei -78°C über einen Zeitraum
von 15 min n-BuLi (1 .9 mL, 3 mmol, 1 .6 M in Hexan) zugetropft und der Ansatz wei-
tere 60 min bei -78°C gerührt. Anschließend wurde Acetaldehyd (440 mg, 1 mmol)
bei -78°C zugegeben und weitere 2 h bei dieser Temperatur gerührt . Die Lösung
wurde auf RT erwärmt und mit Wasser (8 mL) hydrolisiert . Nach Einengen der Lö-
sung im Vakuum wurde die Reaktionsmischung mit CH2C12 extrahiert und über
Na2S04 getrocknet . Umsatz (GCMS) : 100 % . Die Trennung der Enantiomere erfolgte
mittels GC auf einer Cyclodex-ß Säule (T = 100°C), Rt = 37 .9 min (R) + 40.0 min (S) .
- GCMS : R t = 5.8 min (Temperaturprogramm A); m/z (%) = 113 (98) [M+- CH3], 95
(100) [M+-CH3 - H 2O], 85 (10) [M+ -CH3 - CO], 67 (92) .

4-(1-Cyclohexen)-3-butin-2-ol (46b) . Synthese ausgehend von 4-(1-Cyclohexen)-3-
butin-2-on (46a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantio-
mere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol =
99 .5 :0 .5), Rt = 37 .0 min (S) + 42 .7 min (R) . - GCMS : R t = 8.1 min (Temperaturpro-
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gramm A) ; mlz (%) = 150 (65) [M+], 135 (53) [M + - CH3], 121 (100) [M+ - C2H5], 107
(42) [M+ - CH3- CO], 91 (74), 79 (82) .

4-Triethylsilyl-3-butin-2-ol (47b) . Synthese ausgehend von 4-Triethylsilyl-3-butin-2-on
(47a) nach AAV IV; Umsatz (GCMS) : 100 %. - GCMS : Rt = 7.4 min (Temperaturpro-
gramm A) ; mlz (%) = 184 (3) [M+], 169 (1) [M+- CH3], 155 (22) [M+- CH2CH3], 127
(100) [M+ - CH2CH3 - CO], 113 (34), 99 (57) . - Trennung der Enantiomere nach De-
silylierung gemäß AAV V; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die Trennung der Enantiomere
des 3-Butin-2-ols (9b) erfolgte wie beschrieben .

4-(t-Butyldimethylsilyl)-3-butin-2-ol (48b) . Synthese ausgehend von 4-(t-Bu-
tyldimethylsilyl)-3-butin-2-on (48a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 %. - GCMS :
Rt = 6.6 min (Temperaturprogramm A) ; mlz (%) = 184 (5) [M +], 169 (1) [M+ - CH3],
127 (7) [M+- t-Bu], 109 (5) [M+ - t-Bu - H2O], 99 (100) [M+ - t-Bu - CO]. - Trennung
der Enantiomere nach Desilylierung gemäß AAV V; Umsatz (GCMS) : 100 %. Die
Trennung der Enantiomere des 3-Butin-2-ols (9b) erfolgte wie beschrieben .

4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-ol (49b) . Synthese ausgehend von 4-(Dimethyl-
phenylsilyl)-3-butin-2-on (49a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 % . - GCMS : R t =
9.7 min (Temperaturprogramm A); mlz (%) = 189 (3) [M+ - CH3], 161 (100) [M+ - CH3
- CO], 75 (28) . - Trennung der Enantiomere durch Desilylierung nach AAV V; Um-
satz (GCMS): 100 % . Die Trennung der Enantiomere des 3-Butin-2-ols (9b) erfolgte
wie beschrieben .

1-Octin-3-ol (53b). Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC auf einer
Cyclodex-ß Säule (T = 80°C), Rt = 41 .8 min (S) + 44.9 min (R) .

1-Chlor-3-butin-2-ol (54b) . Synthese ausgehend von 1-Chlor-3-butin-2-on (54a) nach
AAV IV; Umsatz (GCMS) : 95 % . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC
auf einer Lipodex E Säule (T = 60°C), Rt = 42.1 min (S) + 45 .3 min (R) . - GCMS: Rt =
4.7 min (Temperaturprogramm B); mlz (%) = 103 (6) [M+ - H], 87 (2), 75 (3), 69 (8)
[M+ - Cl], 55 (100) [M+ - CH2C1], 51 (15) .

1-Brom-3-butin-2-ol (55b) . Synthese ausgehend von 1-Brom-3-butin-2-on (55a) nach
AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 % . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC
auf einer Lipodex E Säule (T = 70°C), Rt = 56.4 min (S) + 61 .3 min (R) . - GCMS: Rt =
4.5 min (Temperaturprogramm A) ; mlz (%) = 147 (9) [M+ - H], 121 (4), 93 (5), 69 (21)
[M+ - Br], 55 (100) [M+ - CH2Br], 51 (16) .
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6-Chlor-l-hexin-3-ol (56b) . Synthese ausgehend von 6-Chlor-l-hexin-3-on (56a)
nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 % . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mit-
tels GC auf einer Cyclodex ß Säule (T = 95°C), Rt = 51 .4 min (S) + 53 .5 min (R) . -
GCMS: Rt = 6 .5 min (Temperaturprogramm A) ; m/z (%) = 131 (1) [M+ - H], 104 (14),
79 (10) [M+ - cl - H2O], 70 (24), 55 (100) .

1-Pentin-3-ol (59b) . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels GC auf einer
Lipodex E Säule (T = 35°C), Rt = 30.5 min (S) + 32.0 min (R) .

4-Hydroxy-2-pentinsäureethylester (65b) . Synthese ausgehend von 4-Oxo-2-
pentinsäureethylester (65a) nach AAV IV ; Umsatz (GCMS) : 100 % (ca. 10 % Neben-
produkt ; s . Abschnitt 2 .1 .3) . Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels HPLC auf
einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol = 98 :2), Rt = 30 .3 min (S) + 34 .3 min
(R) . - GCMS: Rt = 6 .7 min (Temperaturprogramm A) ; m/z (%) = 141 (1) [M+ - H], 127
(22) [M+- CH3], 99 (100) [M+ - CH3 - CO], 81 (29), 71 (52) .

Präparative Racemat-Synthese und Trennunq der Enantiomere

AAV VI : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion von Alkinonen mit NaBH4 (Prä-
parativer Maßstab) . f561 Zu einer Lösung von Alkinon (175 gmol) in 2-Propanol
(1 .5 mL) wird NaBH4 (13 mg, 350 gmol) gegeben und die Reaktionsmischung für
16 h bei RT gerührt. Anschließend wird die Lösung mit 2 M aq . HCI (1 mL) hydroli-
siert und mit CH2C12 (1 mL) extrahiert . Die organische Phase wird mit Wasser gewa-
schen und über M9S04 getrocknet . Der racemische Alkohol wird ohne weitere Aufar-
beitung in einer Reinheit von größer 90 % erhalten .

AAV VII : Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (S)-MTPA-Estern aus Alkino-
len.["3 l Das Alkinol (50 gmol) und (R)-(-)-a-Methoxy-a-trifluor-phenylessig-
säurechlorid (43 mg, 170 gmol) werden in Pyridin (500 gL) gelöst und über einen
Zeitraum von 90 min gerührt. Dann wird mit gesättigter NaHC03-Lösung (2 mL) hy-
drolisiert und der Ansatz weitere 30 min gerührt. Anschließend wird mit CHC13 (1 mL)
extrahiert und die organische Phase mit Wasser (1 mL), gesättigter NH4-CI-Lösung
(1 mL) und gesättigter NaCI-Lösung (1 mL) gewaschen . Nach Einengen im Vakuum
wird der Ester ohne weitere Aufarbeitung in einer Reinheit von größer 90 % erhalten .
Bei den NMR-Daten werden ausschließlich die zur Bestimmung der absoluten
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ten Konfiguration relevanten Verschiebungen angeben (s . Abschnitt 2 .4.3) . Die GC-
Trennungen wurden auf einer Cyclodex-ß Säule durchgeführt. Die angegebenen (S)-
und (R)-Zuordnungen beziehen sich auf die Konfiguration des jeweiligen Alkinol-
Enantiomers .

(S)-MTPA-21b . Die Trennung der Enantiomere von 4-Trimethylsilyl-3-butin-2-ol (21 b)
erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend
von 21 b (7 mg, 50 gmol) als gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 9 mg (27 gmol,
53%) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .51 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3 [S]), 1 .57 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3

[R]), 3.57 (s, 3H, OCH3 [Rj), 3.60 (s, 3H, OCH3 [Sj) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 21 .1 (S), 21 .2 (R) (CH3), 91 .1 (R), 91 .3 (S), 102 .0 (R), 102 .3
(S) (C=C) .

GCMS:

	

Rt = 11 .00 min (S) + 11 .05 min (R), (Temperaturprogramm A).

GC:

	

180°C; 10.2 min (S) + 10 .8 min (R) .

C171-121F3O3Si

C16H17F303

358 .44

(S)-MTPA-26b . Die Trennung der Enantiomere von 1-Hexin-3-ol (26b) erfolgte über
den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend von 26b (5 mg,

50 gmol) als gelbes Öl erhalten wurde. Ausbeute : 8 mg (27 gmol, 54 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .36-1 .46 (m, 2H, CH2 [S]), 1 .48-1 .57 (m, 2H, CH 2 [R), 3.57
(s, 3H, OCH3 [R), 3.60 (s, 3H, OCH3 [S]) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 18.2 (S), 18.4 (R) (CH2), 36.46 (S), 36 .49 (R) (CH2), 74.85
(R), 74.93 (S), 79.9 (R), 80 .1 (S) (C=--C) .

GCMS:

	

Rt = 10 .55 min (S) + 10 .63 min (R), (Temperaturprogramm A).

GC:

	

180°C; 8 .9 min (S) + 9.6 min (R) .

314 .31
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1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (28b) . Zu einer Lösung von 1-Chlor-4-trimethyl-
silyl-3-butin-2-on (28a) (23.60 g, 135.6 mmol) in trockenem Ethanol (600 mL) wurde
bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min NaBH4 (2 .58 g, 67.8 mmol) in 5 Portionen
zugegeben . Nach einigen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung braun. Nach
45 min wurde 5 %ige Essigsäure (300 mL) zugegeben und die Lösung im Vakuum
auf 400 mL eingeengt. Abschließend wurde der Ansatz mit Wasser (200 mL) ver-
dünnt, mit CH2C12 (3 x 200 mL) extrahiert, über Na2S04 getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Nach Destillation (0 .93 mbar/73°C) wurde 28b als farbloses Öl erhalten .
Ausbeute: 10 .09 g (57.1 mmol, 42 %).

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.20 (s, 9H, SiCH3), 2.35 (s, 1 H, OH), 3 .62-3.79 (m, 2H,
CH2), 4 .58 (dd, J = 6.9 Hz, 4 .0 Hz, 1 H, CH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0 .1 (SicH3), 49 .0 (CH2), 63.1 (CHOH), 91 .9, 102 .4 (C---C) .

1 R :

	

3355 (w), 2960 (w), 2177 (w), 1250 (s), 1042 (s), 838 (ss), 758
(ss) .

GCMS:

	

Rt = 7.2 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 175 (1) [M + - H], 161 (4) [M + - CH3], 127 (100) [M + -

(S)-MTPA-28b . Die Trennung der Enantiomere von 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-
ol (28b) erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von 28b (9 mg, 50 gmol) als gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 11 mg
(28 gmol, 55 %).

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.61 (d, J = 1 .5 Hz, 3H, OCH3 [R]), 3.65 (d, J = 1 .5 Hz, 3H,
OCH S [S]), 3.71-3.76 (m, 2H, CH2CI [R]), 3.77-3 .83 (m, 2H,
CH2CI [SD .

CH2C11, 95 (97),

HRMS (M+-CH3) : ber . : 161 .0194
gef . : 161 .0189

75 (46) .

C7H 13CIOSi 176 .76
berechnet (%): C 47.58 H 7 .41
gefunden (%) : C 47.18 H 7 .31



4 . Experimenteller Teil

	

123

13C-NMR (CDC13) :

	

S = 44.44 (R), 44.47 (S) (CH 3), 94 .3 (S), 94 .5 (R), 97.1 (S), 97 .6
(R) (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 10 .02 min, (Temperaturprogramm A).

GC:

	

160°C; 54.9 min (R) + 56.0 min (S).

C 17H20C1F303Si 392 .91

1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (29b) - Variante 1 . Zu einer Lösung von 1-Brom-
4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (29a) (14 .00 g, 63.9 mmol) in trockenem Ethanol
(280 mL) wurde bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min NaBH4 (1 .20 g, 32 .0 mmol)
in 5 Portionen zugegeben . Nach einigen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung
braun. Nach weiteren 45 min wurde 5 %ige Essigsäure (110 mL) zugegeben und die
Lösung im Vakuum auf 150 mL eingeengt . Anschließend wurde der Ansatz mit Was-
ser (150 mL) verdünnt, mit CH2C12 (3 x 150 mL) extrahiert, über Na2S04 getrocknet
und im Vakuum eingeengt . Nach Destillation (0 .17 mbar/55)C) wurde 29b als farblo-
ses Öl erhalten . Ausbeute : 7.41 g (33.5 mmol, 53 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

S = 0.19 (s, 9H, SiCH3), 2.32 (s, 1 H, OH), 3 .45-3.62 (m, 2H,
CH2), 4 .59 (dd, J = 6.8 Hz, 4 .1 Hz, 1 H, CH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

S = -0 .1 (SicH3), 38 .0 (CH2), 62 .6 (CHOH), 91 .8, 102 .6 (C---C) .

1 R :

	

3312 (w), 2960 (w), 2174 (w), 1250 (s), 1025 (s), 837 (ss), 759
(ss) .

GCMS:

	

Rt = 7.1 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 221 (1) [M+ - H], 205 (4) [M + - CH3], 139 (64) [M+ - Br],
127 (100) [M+ - CH2Br], 99 (36), 75 (14) .

HRMS (M+-CH3) : ber . : 206.9664
gef . : 206.9681

C7H 13BrOSi 221 .21
berechnet (%): C 38.01 H 5 .92
gefunden (%) : C 38.14 H 5 .87
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1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (29b) - Variante 2. Zu einer Lösung von DIBAL-H
(41 .1 mL, 41 .1 mmol, 1 M in Hexan) wurde bei 0°C innerhalb von 1 min eine Lösung
von 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (29a) (3.00 g, 13 .6 mmol) in Hexan (30 mL)
gegeben . Nach 10 min wurde mit gesättigter NaCI-Lösung (60 mL) hydrolisiert und
anschließend 15 %ige Essigsäure (35 mL) zugegeben . Der entstandene Nieder-
schlag wurde über eine Glasfritte abfiltriert . Anschließend wurde der Ansatz mit
Diethylether (3 x 100 mL) extrahiert, über Na2S04 getrocknet und im Vakuum einge-
engt . Das Produkt 29b wurde ohne weitere Aufarbeitung als farbloses Öl erhalten .
Ausbeute: 1 .65 g (7 .5 mmol, 55 %) .

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Verbindung 29b, die nach Variante 1
erhalten wurde, überein .

(S)-MTPA-29b . Die Trennung der Enantiomere von 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-
ol (29b) erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von 29b (11 mg, 50 gmol) als gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 20 mg
(45 gmol, 91 %).

'H-NMR (CDC13) :

	

S = 3.61 (d, J = 1 .5 Hz, 3H, OCH3 [R]), 3.66 (d, J = 1 .5 Hz, 3H,
OCH S [S]), 3 .53-3.58 (m, 2H, CH2Br [R]), 3 .58-3.63 (m, 2H,
CH2Br [S]) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

S = 31 .18 (R), 31 .23 (S) (CH 3), 94 .1 (S), 94 .3 (R), 97.7 (S), 98 .1
(R) (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 12 .41 min, (Temperaturprogramm A).

GC:

	

160°C; 77.8 min (R) + 80.8 min (S).

C 1 ,H2oBrF3O3Si 437 .36

1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol (30b) . Zu einer Lösung von 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-
on (30a) (6.00 g, 33.6 mmol) in trockenem Ethanol (150 mL) wurde bei 0°C über
einen Zeitraum von 30 min NaBH4 (640 mg, 16.8 mmol) in 5 Portionen zugegeben .
Nach einigen Minuten färbte sich die Reaktionsmischung dunkelrot . Nach weiteren
30 min wurde 5 %ige Essigsäure-Lösung (50 mL) zugegeben und die Lösung im Va-
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kuum auf 80 mL eingeengt . Anschließend wurde der Ansatz mit Wasser (70 mL) ver-
dünnt, mit CH2C12 (3 x 70 mL) extrahiert, über Na2S04 getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Nach Flashchromatographie wurde 30b als dunkelrotes Öl erhalten . Aus-
beute : 4.31 g (23.9 mmol, 71 %). Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels
HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol = 95:5), Rt = 39 .0 min (S) +
44.7 min (R) .

Rf:

	

0.23 (Isohexan:CH2C12 = 2:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.61 (s, 1 H, OH), 3.74-3 .88 (m, 2H, CH2), 4 .84 (dd, J = 6 .3
Hz, 4.2 Hz, 1 H, CH), 7.26-7.44 (m, 3H, ar-H), 7.40-7.53 (m, 2H,
ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 49.3 (CH2), 63.2 (CHOH), 86.1, 86 .6 (C---C), 122.0, 128.6,
129 .1, 132 .0 (ar-C) .

I R :

	

3353 (w), 2180 (w), 1489 (m), 1031 (s), 753 (ss), 688 (ss) .

GCMS:

	

Rt = 10 .1 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 180 (15) [M +], 131 (100) [M+ - CH2C1], 115 (11), 103
(29) [M+ - CH2C1- CO], 77 (30) [C6H5+] .

HRMS (M+-CH3) : ber . :

	

180.0342
gef . : 180.0344

C10H9C10 180 .64

4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-ol (38b) . Synthese nach AAV VI, ausgehend von
4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-on (38a) (28 mg, 175 gmol) wurde 38b als gelbes Öl er-

halten . Ausbeute : 22 mg (137 gmol, 78 %).

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .55 (d, J = 6 .6 Hz, 3H, CH3), 1 .85 (s, 1 H, OH), 4.75 (q, J =
6.6 Hz, 1 H, CH) 6.92-7.11 (m, 2H, ar-H), 7.32-7.51 (m, 2H, ar-H) .
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13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 24.6 (CH3), 59.0 (CHOH), 83.2, 90.8 (C---C), 115 .7 (d, J =
22 .0 Hz, ar-CH), 118 .9 (ar-Cq), 133.8 (d, J = 8 .4 Hz, ar-CH),
162 .7 (d, J = 249.6 Hz, ar-CF) .

GCMS:

	

Rt = 8 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 164 (33) [M+], 149 (100) [M+ - CH3], 121 (43) [M+ -
CH3 - CO], 101 (47) [M + - CH3 - CO - F] .

C1oH9F0 164 .18

(S)-MTPA-38b . Die Trennung der Enantiomere von 38b erfolgte über den entspre-
chenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend von 38b (8 mg, 50 gmol) als

gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 9 mg (24 gmol, 47 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .62 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 [S]), 1 .67 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3

[R]), 3.60 (s, 3H, OCH3 [R]), 3.62 (s, 3H, OCH3 [S]) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 21 .2 (S), 21 .3 (R) (CH3), 84 .9 (R), 85.0 (S), 85.8 (R), 86.6 (S)
(C---C) .

GCMS:

	

Rt = 13 .18 min (S) + 13 .23 min (R), (Temperaturprogramm A).

GC:

	

210°C; 20.7 min (S) + 21 .9 min (R) .

C2oH16F403 380 .33

5,5-Diethoxy-3-pentin-2-oi (42b) . Synthese nach AAV VI, ausgehend von 5,5-Dietho-
xy-3-pentin-2-on (42a) (30 mg, 175 gmol) wurde 42b als leicht gelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 17 mg (99 gmol, 57 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .22 (t, J = 7.0 Hz, 6H, CH2CH3), 1 .45 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CH3), 2 .36 (s, 1 H, OH), 3 .54 - 3.75 (m, 4H, CH2), 4.57 (q, J = 6 .6
Hz, 1 H, CH), 5 .28 (s, 1 H, CH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 15.2 (CH2CH3), 24 .2 (CH3), 58.4, 61 .0 (CH2 , CHOH), 79.5,

87.4 (C---C), 91 .4 (CH02) .
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GCMS:

	

Rt = 7.9 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 171 (4) [M+ - H], 143 (1) [M+ - C2H5], 127 (100) [M+ -
OC2H5], 99 (21) [M+ - C2 H 5 - CH3 - CO], 71 (56) .

C9H 1603

C19H23F305

172 .22

(S)-MTPA-42b . Die Trennung der Enantiomere von 42b erfolgte über den entspre-
chenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend von 42b (9 mg, 50 gmol) als
gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 9 mg (24 gmol, 47 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .54 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3 [S]), 1 .60 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3

[R]), 3.56 (s, 3H, OCH3 [R]), 3.58 (s, 3H, OCH3 [S]) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 20.9 (S), 21 .0 (R) (CH3), 81 .5 (R), 81 .6 (S), 82 .2 (R), 82.4 (S)
(C---C) .

GCMS:

	

Rt = 12 .43 min, (Temperaturprogramm A).

GC:

	

210°C; 11 .7 min (S) + 12 .5 min (R) .

388 .37

4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-ol (49b). Synthese nach AAV VI, ausgehend von
4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-on (49a) (36 mg, 175 gmol) wurde 49b als gelbes

Öl erhalten . Ausbeute : 26 mg (126 gmol, 72 %).

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.43 (s, 6H, CH3), 1 .49 (d, J = 6 .6 Hz, 3H, CH3), 1 .87 (s, l H,
OH), 4 .57 (q, J = 6.6 Hz, 1 H, CH) 7 .30-7.48 (m, 3H, ar-H), 7.55-
7.70 (m, 2H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -0.8 (SicH3), 24.4 (CH3), 59.0 (CHOH), 86.7, 109 .5 (C---C),
128 .1, 129 .7, 133 .9, 136 .9 (ar-C) .

GCMS:

	

Rt = 9 .7 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 189 (3) [M+ - CH3], 161 (100) [M+ - CH3 - CO], 75 (28) .

C12H160Si 204 .35
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(S)-MTPA-49b . Die Trennung der Enantiomere von 49b erfolgte über den entspre-
chenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend von 49b (10 mg, 50 gmol)
als gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 10 mg (24 gmol, 47 %) .

' H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .55 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 [S]), 1 .61 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3

[R]), 3.56 (s, 3H, OCH3 [R]), 3.58 (s, 3H, OCH3 [S]) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 21 .0 (S), 21 .2 (R) (CH3), 89 .2 (R), 89.4 (S), 103 .7 (R), 104 .0
(S) (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 13 .70 min (S) + 13 .75 min (R), (Temperaturprogramm A).

GC:

	

190°C; 58.3 min (S) + 62 .8 min (R) .

C22H23F3O3Si 420 .50

4-t-Butyldimethylsilyl-l-chlor-3-butin-2-ol (50b) . Zu einer Lösung von 4-t-Bu-
tyldimethylsilyl-l -chlor-3-butin-2-on (50a) (4 .00 g, 18.5 mmol) in trockenem Ethanol
(130 mL) wurde bei 0°C über einen Zeitraum von 30 min NaBH4 (350 mg, 9 .3 mmol)
in 3 Portionen zugegeben . Nach weiteren 30 min wurde 5 %ige Essigsäure (40 mL)
zugegeben und die Reaktionsmischung im Vakuum auf 60 mL eingeengt . Anschlie-
ßend wurde der Ansatz mit Wasser (50 mL) verdünnt, mit CH2C12 (3 x 70 mL) extra-
hiert, über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Produkt 50b wurde
ohne weitere Aufarbeitung als farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 3.79 g (17.4 mmol,
94%) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.12 (s, 6H, SiCH3), 0.93 (s, 9H, SiC[CH 3]3 ), 2 .49 (s, 1 H, OH),
3.60-3 .75 (m, 2H, CH2), 4 .59 (dd, J= 6.4 Hz, 4.1 Hz, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.6 (SiCH3), 16.6 (SiC[CH 3]3 ), 26 .2 (Sic[CH3]3), 49 .3 (CH2),
63.1 (CHOH), 90 .2, 103 .0 (C---C) .

1 R :

	

3347 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2857 (w), 2176 (w), 1250 (s), 1042
(s), 837 (ss), 775 (ss) .
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GCMS:

	

Rt = 8 .7 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 218 (8) [M+], 203 (1) [M+- CH3], 169 (4) [M+- CH2CI],
161 (22) [M+ - t-Bu], 95 (100), 75 (46) .

HRMS (M+) :

	

ber. :

	

218.0894
gef . : 218.0898

C 1oH19C10Si 218 .84
berechnet (%):

	

C 54.90

	

H 8.75
gefunden (%) :

	

C 54.67

	

H 8.73

(S)-MTPA-50b . Die Trennung der Enantiomere von 4-t-Butyldimethylsilyl-l -chlor-3-
butin-2-ol (50b) erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach
AAV VII, ausgehend von 50b (11 mg, 50 gmol) als gelbes Öl erhalten wurde . Aus-
beute : 19 mg (42 gmol, 85 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.61 (d, J = 1 .5 Hz, 3H, OCH3 [R]), 3.64 (d, J = 1 .5 Hz, 3H,
OCH S [S]), 3.72-3.75 (m, 2H, CH2CI [R]), 3.77-3 .80 (m, 2H,
CH2CI [SD .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 44.561 (R), 44 .564 (S) (CH3), 92.8 (S), 92 .9 (R), 97.9 (S),
98.3 (R) (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 13 .16 min, (Temperaturprogramm A).

GC:

	

170°C; 84.3 min (R) + 86.2 min (S).

C20H26C1F3O3Si 334 .99

(Z)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-ol (72b).[ 1141 Eine Lösung von 1-Chlor-4-phenyl-3-
butin-2-ol (30b) (150 mg, 833 gmol) und Ethylendiamin (90 .2 mg, 1 .5 mmol) in DMF
(20 mL) wurde an Lindlar-Katalysator (210 mg) unter Normaldruck und Rühren über
75 min mit Wasserstoff hydriert . Anschließend wurde der Katalysator abfiltriert, mit
Wasser (100 mL) verdünnt und der Ansatz mit Ethylacetat (2 x 50 mL) extrahiert . Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 0 .5 M aq . HCI, gesättigter NaHC03-
Lösung und mit gesättigter NaCI-Lösung gewaschen, über M9S04 getrocknet und im
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Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie wurde 72b als gelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 114 mg (626 gmol, 75 %). Die Trennung der Enantiomere erfolgte mittels
HPLC auf einer Chiralpak AD Säule (Isohexan :2-Propanol = 98:2), Rt = 23.6 min (R)
+ 29.1 min (S) .

Rf:

	

0.26 (CH2C12 : Ethylacetat = 20:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.40 (s, 1 H, OH), 3 .62-3.76 (m, 2H, CH 2), 4.72-4.89 (m,
CHOH), 5 .76 (dd, J = 11 .7 Hz, 9.0 Hz, C=Ch), 6.76 (d, J = 11 .7
Hz, C=CM, 7.27 - 7.44 (m, 5H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 49.9 (CH2), 68.0 (CHOH), 128.0, 128 .8, 128.9, 129 .3, 134.3,
136 .2 (ar-C, C=C).

GCMS:

	

Rt = 9 .6 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 182 (6) [M+], 133 (100) [M+ - CH2C1], 115 (41), 105
(32) [M+ - CH2C1- CO], 91 (18), 77 (20) [C6H5+ ] .

HRMS (M+) :

	

ber. :

	

182.0498
gef . : 182.0500

C 1oH� C10 182 .66

(E)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-ol (73b) .f' o51 Zu einer Lösung von 1-Chlor-4-phenyl-
3-butin-2-ol (30b) (277 mg, 1 .5 mmol) in trockenem THF (12 mL) wurde bei 0°C
Red-AI (703 gL, 2.46 mmol, 3.5 M in Toluol) gegeben und für 15 min gerührt .
Anschließend wurde gesättigte NH4CI-Lösung (2 mL) zugetropft, mit Wasser
verdünnt (25 mL) und mit Ethylacetat (2 x 15 mL) extrahiert . Die vereinigten
organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Die
Nebenprodukte wurden durch präparative Dünnschichtchromatographie von 73b (70
mg, 385 gmol) entfernt, wobei ein hellgelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von
46 - 47°C erhalten wurde . Ausbeute : 56 mg (308 gmol, 80 %) . Die Trennung der
Enantiomere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-
Propanol = 99 .5 :0 .5), Rt = 76 .1 min (S) + 86.2 min (R) .

Rf:

	

0.34 (Isohexan:Ethylacetat = 40:1) .
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'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.44 (s, 1 H, OH), 3.65-3.80 (m, 2H, CH 2), 4 .55 (dd, J = 10 .0
Hz, 6 .1 Hz, 1 H, CHOH), 6 .22 (dd, J = 16 .0 Hz, 6 .1 Hz, C=CM,
6.74 (d, J = 16 .0 Hz, C=CH), 7.27 - 7.40 (m, 5H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 49.9 (CH2), 72.5 (CHOH), 126.8, 127 .4, 128.4, 128 .9, 133.0,
136 .2 (ar-C, C=C).

GCMS:

	

Rt = 10 .2 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 182 (16) [M+], 133 (100) [M+ - CH2C1], 115 (31), 105
(22) [M+ - CH2C1- CO], 77 (22) [C6H5

+] .

HRMS (M+) :

	

ber. :

	

182.0498
gef . : 182.0503

C 1oH� CIO 182 .66
berechnet (%):

	

C 65.76

	

H 6.07
gefunden (%) :

	

C 65.42

	

H 6.03
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4.4

	

Enzym- und Substrat-Screening

Untersuchunq der Stabilität der propargylischen Substrate in wäßrigen Systemen

In einem Rundkolben wurde das Alkinon (10 mmol/L) unter den jeweiligen in Tab . 2-5
angegebenen Bedingungen (je 5 mL Lösungsmittel) gerührt. Nach 60 sek wurde je-
weils eine Probe (1 mL) mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mittels
GCMS analysiert. In keiner der Proben wurde nach 60 sek eine Zersetzung der Sub-
strate nachgewiesen . Nach 16 h wurden die Ansätze mit Ethylacetat (5 mL) extra-
hiert und die organische Phase wiederum mittels GCMS analysiert . Untersucht wur-
den die Stabilitäten folgender Substrate : 2a, 9a, 21a, 26a, 28a, 29a, 30a, 48a, 50a,
53a und 59a. Die Ergebnisse sind Tab. 2-5 zu entnehmen.

Photometrische Enzymassays

Bei den Aktivitätsmessungen wird die Abnahme an NAD(P)H photometrisch über die
Änderung der Extinktion pro Minute bei einer Wellenlänge von 340 nm (ENAD(P)H =

6.22 cm2 . gmol-1 ) verfolgt . Die Konzentration der eingesetzten Substrat-Lösungen
beträgt 5 mM (2 mM bei aromatischen Alkinonen) . Die Vorverdünnung der Enzymlö-
sung wird so gewählt, daß die Abnahme der Extinktion bei 340 nm in der ersten Mi-
nute linear verläuft . In einer Halbmikro-Plastikküvette werden die Substratlösung
(970 pl), NAD(P)H-Lösung (20 pl, 12 .5 mM) sowie die Enzymlösung (10 pl) gegeben
und mit einem Plastikspatel durchmischt . Für jedes Enzym wird parallel die Abnahme
der Extinktion mit einem Standardsubstrat bestimmt. Die Meßergebnisse der Proben
werden dann prozentual bezogen auf den Standard angegeben . Die Ergebnisse sind
den Tab. 2-7 - Tab. 2-14 sowie Abschnitt 6.2 zu entnehmen . Über die Änderung der
Extinktion kann die spezifische Enzymaktivität US berechnet werden (s . Abschnitt
2.2) . 1 U ist definiert als die Menge Enzym, die unter den Meßbedingungen die Re-
duktion von einem Mikromol Substrat pro Minute katalysiert . Die bei den enzymati-
schen Umsetzungen angegebenen Enzymmengen U beziehen sich stets auf die Re-
duktion der Standardsubstrate .

recLB-ADH. Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte bei RT in TEA-Puffer
(pH 6 .5, 100 mM, 1 MM M9Cl2) mit NADPH als Cofaktor . Als Standardsubstrat wurde
5-Oxohexansäureethylester verwendet .
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CPCR, HL-ADH, Y-ADH, CB-ADH: Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte bei
RT in TEA-Puffer (pH 7.0, 100 mM) mit NADH als Cofaktor . Als Standardsubstrate
wurden 5-Oxohexansäureethylester (CPCR), Cyclohexanon (HL-ADH), Aceton
(Y-ADH) und 2-Butanon (CB-ADH) verwendet .

TB-ADH, TE-ADH: Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte bei 38°C in TEA-
Puffer (pH 7.0, 100 mM) mit NADPH als Cofaktor . Als Standardsubstrat wurde 2-Bu-
tanon verwendet .

Untersuchunq der Lösunosmittelverträolichkeit der Enzyme

Zur Bestimmung der Stabilität der Oxidoreduktasen in Anwesenheit organischer Lö-
sungsmittel wurden die Enzyme unterschiedlichen Alkoholkonzentrationen ausge-
setzt . Hierbei wurden recLB-ADH (2 U), HL-ADH (2 U) bzw. TB-ADH (5 U) in TEA-
Puffer- / Alkohol-Gemischen (10 mL) mit Volumenverhältnissen von 10:0 (9:1, 8 :2
etc.) bis 0:10 gerührt. Als Alkohole wurden 2-Propanol (recLB-ADH, TB-ADH) und
Ethanol (HL-ADH) verwendet . Nach 16 h wurden NADP+ (recLB-ADH, TB-ADH) bzw.
NAD+ (HL-ADH) (0.03 gmol) sowie 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on 30a (9 mg,
50 gmol) als Substrat zugegeben . Nach weiteren 5 h wurden die Ansätze mit Ethyl-
acetat extrahiert und die Umsätze des Substrats 30a per GCMS ermittelt . Die Ergeb-
nisse können Abb. 2-27 entnommen werden .
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4.5

	

Enzymatische Reduktionen im analytischen Maßstab

CPCR katalysierte Reduktionen im analytischen Maßstab

AAV VIII : Allgemeine Arbeitsvorschrift für die CPCR katalysierte Reduktion von Ke-
tonen (analytischer Maßstab) . Das Substrat (10 gmol) wird zu einer Lösung aus
NAD+ (0 .45 mg, 0.6 gmol), Natriumformiat (68 mg, 1 mmol), FDH (2 U) und CPCR
(0.5 U) in TEA/NaOH-Puffer (1 mL, 100 MM TEA ; pH 7 .0) gegeben . Nach 16 h bei
RT wird der Ansatz mit CH2C12 (200 gL) extrahiert . Die GCMS- sowie die HPLC- bzw.
GC-Daten stimmen in allen Fällen mit den bei den racemischen Alkoholen bestimm-
ten Daten überein . Die Umsätze und Enantiomerenüberschüsse werden in den Tab .
2-7 - Tab. 2-14 angegeben .

Nach AAV VIII wurden folgende Substrate enzymatisch umgesetzt :

2a
9a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
21a
22a

	

(Bildung von 50 % des gesättigten Alkohols ; Wiederholung des Ansat-
zes mit säulenchromatographisch weiter aufgereinigter CPCR führte zu
25 % des gesättigten Alkohols)

23a-25a
26a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
28a,29a,50a (ee und absolute Konfiguration wurden nach Einengen im Vakuum über

die entsprechenden Mosherester bestimmt. Die Synthese erfolgte nach
AAV VII mit R-(-)-a-Methoxy-a-trifluor-phenylessigsäurechlorid (9 mg,
34 gmol) . Umsatz: jeweils 100 % . Die GCMS- und GC-Daten stimmen
mit den für die racemischen (S)-MTPA-(28b, 29b, 50b) bestimmten Da-
ten überein)

30a

	

(5 mg Substrat [28 gmol], 4.5 mg NAD+ [60 gmol], 680 mg Natriumfor-
miat [10 mmol], 20 U FDH, 5 U CPCR, 10 mL TEA-Puffer)

37a - 41a
44a - 46a
47a - 49a

	

(ee-Bestimmung durch Überführung der Produkte in 9b nach AAV V)
51 a

	

(Umsetzung führte ausschließlich zu Nebenprodukten)
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53a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
54a,55a

	

(10-fache Enzymmenge eingesetzt [20 U FDH, 5 U CPCR])
59a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
65a

	

(starke Zersetzung des Substrats)
71 a,72a

	

(Bildung von 40 % des gesättigten Alkohols) .
73a

	

(Bildung von 50 % des gesättigten Alkohols)

recLB-ADH katalysierte Reduktionen im analytischen Maßstab

AAV IX: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die recLB-ADH katalysierte Reduktion von
Ketonen (analytischer Maßstab) . Das Substrat (10 gmol) wird zu einer Lösung aus
NADP+ (0.50 mg, 0 .6 gmol), 2-Propanol (15 gL) und recLB-ADH (0.5 U) in
TEA/NaOH-Puffer (1 mL, 100 mM TEA, 1 MM M9C12; pH 6 .5) gegeben . Nach 16 h
bei RT wird der Ansatz mit CH 2C12 (200 gL) extrahiert . Die GCMS- sowie die HPLC-
bzw. GC-Daten stimmen in allen Fällen mit den bei den racemischen Alkoholen be-
stimmten Daten überein . Die Umsätze und Enantiomerenüberschüsse werden in den
Tab. 2-7 - Tab. 2-14 angegeben .

Nach AAV IX wurden folgende Substrate enzymatisch umgesetzt :

2a
9a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
21a-25a
26a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
28a,29a
30a

	

(5 mg Substrat [28 gmol], 5.0 mg NADP+ [60 gmol], 2 mL 2-Propanol,
200 U recLB-ADH, 10 mL TEA-Puffer)

37a - 41a
44a - 46a
47a - 49a

	

(ee-Bestimmung durch Überführung der Produkte in 9b nach AAV V)
50a,51 a
53a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
54a,55a

	

(10-fache Enzymmenge eingesetzt [5 U recLB-ADH]
56a.
59a

	

(teilweise Zersetzung des Substrats)
65a
71a-73a
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HL-ADH katalysierte Reduktionen im analytischen Maßstab

AAV X: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die HL-ADH katalysierte Reduktion von Ke-
tonen (analytischer Maßstab) . Das Substrat (10 gmol) wird zu einer Lösung aus
NAD+ (2.50 mg, 3 .3 gmol), Ethanol (500 gL) und HL-ADH (40 U) in TEA/NaOH-Puffer
(5 mL, 100 mM TEA; pH 7.0) gegeben . Nach 16 h bei RT wird der Ansatz mit CH2C12
(5 mL) extrahiert . Die GCMS- sowie die HPLC- bzw. GC-Daten stimmen in allen Fäl-
len mit den bei den racemischen Alkoholen bestimmten Daten überein . Die Umsätze
und Enantiomerenüberschüsse der olefinischen Alkohole werden in der Tab. 2-14
angegeben .

Nach AAV X wurden folgende Substrate enzymatisch umgesetzt:

2a

	

(95 % Umsatz, >99 % ee)
22a
30a

	

(5 mg Substrat [28 pmol], 4.5 mg NAD+ [60 pmol], 1 .5 mL Ethanol, 40 U
HL-ADH, 10 mL TEA-Puffer; 100 % Umsatz; ee >99 %)

71a-73a

TB-ADH katalysierte Reduktionen im analytischen Maßstab

AAV XI: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die TB-ADH katalysierte Reduktion von Ke-
tonen (analytischer Maßstab) . Das Substrat (10 gmol) wird zu einer Lösung aus
NADP+ (2 .50 mg, 3.0 gmol), 2-Propanol (500 gL) und TB-ADH (30 U) in TEA/NaOH-
Puffer (5 mL, 100 mM TEA ; pH 7 .0) gegeben . Nach 16 h bei 38°C wird der Ansatz
mit CH2C12 (5 mL) extrahiert . Die GCMS- sowie die HPLC- bzw. GC-Daten stimmen
in allen Fällen mit den bei den racemischen Alkoholen bestimmten Daten überein .
Die Umsätze und Enantiomerenüberschüsse der olefinischen Alkohole werden in der
Tab. 2-14 angegeben .
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Nach AAV XI wurden folgende Substrate enzymatisch umgesetzt :

2a

	

(100 % Umsatz, >99 % ee)
22a

	

(Bildung von 20 % des dehalogenierten Ketons)
30a

	

(5 mg Substrat [28 pmol], 5.0 mg NADP+ [60 gmol], 2 mL 2-Propanol,
62 U TB-ADH, 10 mL TEA-Puffer) ; 100 % Umsatz, >99 % ee)

71 a, 72a

	

(Bildung von 40 % des dehalogenierten Ketons)
73a

	

(Bildung von 20 % des dehalogenierten Ketons)



138

	

4. Experimenteller Teil

4.6

	

Enzymatische Reduktionen im präparativen Maßstab

CPCR katalysierte Reduktionen im präparativen Maßstab

AAV XII : Allgemeine Arbeitsvorschrift für die CPCR katalysierte Reduktion von Keto-
nen (Präparativer Maßstab) . Das Substrat (250 gmol) wird zu einer Lösung aus
NAD+ (11 mg, 15 gmol), Natriumformiat (1 .70 g, 25 mmol), FDH (25 U) und CPCR
(2 U) in TEA/NaOH-Puffer (25 mL, 100 mM TEA; pH 7.0) gegeben . Nach 16 h bei RT
wird der Ansatz mit CH2CI2 (2 x 20 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Pha-
sen werden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die 'H-NMR-,
' 3C-NMR- und GCMS-Daten stimmen in allen Fällen mit den bei dem Racemat an-
gegebenen Werten überein . Die Bestimmung des Enantiomerenüberschusses der
Alkohole erfolgte falls nicht anders angegeben über den entsprechenden (S)-MTPA-
Ester, der nach AAV VII dargestellt wurde . Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten
stimmen in allen Fällen mit denen des (S,S)-Diastereomers des (S)-MTPA-Esters
überein .

(S)-4-Phenyl-3-butin-2-ol [(S)-2b)] . 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) (144 mg, 1 .0 mmol)
wurde zu einer Lösung aus NAD+ (45 mg, 60 gmol), Natriumformiat (6 .80 g,
100 mmol), FDH (24 U) und CPCR (6 U) in TEA/NaOH-Puffer (100 mL, 100 mM
TEA; pH 7.0) gegeben. Nach 16 h bei RT wurde der Ansatz mit CH2CI2 (3 x 40 mL)
extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und
im Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie wurde (S)-2b als farbloses Öl

erhalten . Ausbeute: 96 mg (660 gmol, 66 %) . - [a]p' = -46.8 (c = 1 .0, Et20) [Lit . :
[CC]ö = -44.8 (c = 1 .0, Et20; ee = 97 % )]

, [13c] - ee >99 % (HPLC) .

Die GCMS- und HPLC-Daten stimmen mit den bei racemischem 2b angegebenen
Daten überein .

Rf:

	

0.22 (Isohexan:Ethylacetat = 10:1) .

'H-NMR (CDCI3) :

	

8 = 1 .55 (d, J = 6 .6 Hz, 3H, CH3), 2 .13 (s, 1 H, OH), 4.75 (q, J =
6.6 Hz, 1 H, CH), 7 .31-7.42 (m, 5H, ar-H) .
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13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 24.3 (CH3), 58 .7 (CH), 83.9, 90.9 (C---C), 122 .5, 128.2, 128.3,
131 .6 (ar-C) .

C1oH1o0 146 .19

(S)-4-Trimethylsilyl-3-butin-2-ol

	

[(S)-21 b)] .

	

4-Trimethylsilyl-3-butin-2-on

	

(21a)
(140 mg, 1 .0 mmol) wurde zu einer Lösung aus NAD+ (45 mg, 60 gmol), Natriumfor-
miat (6.80 g, 100 mmol), FDH (24 U) und CPCR (6 U) in TEA/NaOH-Puffer (100 mL,
100 mM TEA ; pH 7.0) gegeben . Nach 16 h bei RT wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x
40 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt. Nach Flashchromatographie wurde (S)-21 b als
hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 111 mg (780 gmol, 78 %) . - [a]D1 = -15.8 (c =

0.75, CHC13) [Lit . : [a]ö = -25 .9 (c = 3.1, CHC13 ; ee >95 %)] .[13e] - ee = 57 % (GC

nach Überführung von (S)-21 b in (S)-9b nach AAV V) .

Die GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 21 b angegebenen Daten über-
ein .

Rf:

	

0.20 (Pentan :CH2C12 = 1 :1)-

H-NM

	

1 R (CDC13) :

	

8 = 0.17 (s, 9H, SiCH3), 1 .45 (d, J = 6 .6 Hz, 1 H, CH3), 2.01 (s,
1 H, OH), 4.52 (q, J = 6 .6 Hz, 1 H, CH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.0 (SicH3), 24 .4 (CH3), 58.9 (CH), 88 .6, 107 .8 (C---C) .

C7H 140Si 142 .28

(S)-4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-ol [(S)-38b] . Synthese nach AAV XII, ausgehend von
4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-on (38a) (40 mg, 250 gmol) wurde (S)-38b als farbloses
Öl erhalten . Ausbeute: 32 mg (195 gmol, 78 %). - (S)-MTPA-(S)-38b. Synthese nach
AAV VII, ausgehend von (S)-38b (8 mg, 50 gmol) wurde (S)-MTPA-(S)-38b als gel-
bes Öl erhalten . Ausbeute : 10 mg (26 gmol, 51 %), ee >99 % (GC) .



140

	

4. Experimenteller Teil

(S)-5,5-Diethoxy-3-pentin-2-ol [(S)-42b] . Synthese nach AAV XII, ausgehend von
5,5-Diethoxy-3-pentin-2-on (42a) (42 mg, 250 gmol) wurde (S)-42b als gelbes Öl er-
halten . Ausbeute : 24 mg (144 gmol, 58 %). - (S)-MTPA-(S)-42b. Synthese nach AAV
VII, ausgehend von (S)-42b (9 mg, 50 gmol) wurde (S)-MTPA-(S)-42b als gelbes Öl
erhalten . Ausbeute : 10 mg (27 gmol, 53 %), ee >99 % (GC) .

(S)-4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-ol [(S)-49b] . Synthese nach AAV XII, ausge-
hend von 4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-on (49a) (51 mg, 250 gmol) wurde
(S)-49b als farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 33 mg (165 gmol, 66 %) . - (S)-MTPA-
(S)-49b . Synthese nach AAV VII, ausgehend von (S)-49b (10 mg, 50 gmol) wurde
(S)-MTPA-(S)-49b als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 10 mg (24 gmol, 48 %), ee
>99 % (GC) .

recLB-ADH katalysierte Reduktionen im präparativen Maßstab

AAV XIII : Allgemeine Arbeitsvorschrift für die recLB-ADH katalysierte Reduktion von
Ketonen (Präparativer Maßstab) . Das Substrat (250 gmol) wird zu einer Lösung aus
NADP+ (12 mg, 15 gmol), 2-Propanol (370 1gL) und recLB-ADH (100 U) in
TEA/NaOH-Puffer (25 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9C12; pH 6 .6) gegeben . Nach 16 h
bei RT wird der Ansatz mit CH2C12 (2 x 20 mL) extrahiert . Die vereinigten organi-
schen Phasen werden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die
'H-NMR-, ' 3C-NMR- und GCMS-Daten stimmen in allen Fällen mit den bei dem Ra-
cemat angegebenen Werten überein . Die Bestimmung des Enantiomerenüberschus-
ses der Alkohole erfolgte falls nicht anders angegeben über den entsprechenden
(S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII dargestellt wurde . Die ' 3C-NMR-, GCMS- und
GC-Daten stimmen in allen Fällen mit denen des entsprechenden Diastereomers des
(S)-MTPA-Esters überein .

(R)-4-Phenyl-3-butin-2-ol [(R)-2b)] . 4-Phenyl-3-butin-2-on (2a) (2.08 g, 14 .4 mmol)
wurde bei RT über eine Hamilton-Pumpe innerhalb von 20 h kontinuierlich zu einer
Lösung aus NADP+ (6.0 mg, 7 gmol, 0 .05 mol %, TTN = 2000), 2-Propanol (50 mL)
und recLB-ADH (250 U) in entionisiertem Wasser (250 mL, 1 MM M9CI2 ; pH 6.6,
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HCI) gegeben . Nach weiteren 4 h wurde mittels GCMS und NMR ein Umsatz von
98 % bestimmt . Nach einer gesamten Reaktionszeit von 30 h betrug der Umsatz
größer 99 %. Der Ansatz wurde mit Ethylacetat (3 x 200 mL) extrahiert . Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt,
wobei (R)-2b als hellgelbes Öl erhalten wurde. Ausbeute : 1 .98 g (13.5 mmol, 94 %) .

- [a]ö' = +47.5 (c = 1 .1, Et20) [Lit . : (S)-2b : [a]= -44.8 (c = 1 .0, Et20; eeö =
97 %)] .[13cl - ee >99 % (HPLC) .

Die GCMS- und HPLC-Daten stimmen mit den bei racemischem 2b angegebenen
Daten überein . Die 1 H- und 13C-NMR-Daten sind in Übereinstimmung mit den Daten
für (S)-2b .

(R)-4-Trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-21 b] . 4-Trimethylsilyl-3-butin-2-on (21 a) (1 .00 g,
7.1 mmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+ (58 mg, 68 gmol), 2-Propanol
(15 mL) und recLB-ADH (200 U) in TEA/NaOH-Puffer (150 mL, 100 mM TEA, 1 mM
M9C12 ; pH 6 .5) gegeben . Nach 24 h wurde mittels GCMS ein Umsatz von 68 % be-
stimmt . Daraufhin wurden NADP+ (58 mg, 68 gmol) und recLB-ADH (200 U) zugege-
ben und weitere 24 h gerührt (GCMS : 90 % Umsatz). Der Ansatz wurde mit CH2C12
(3 x 70 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Destillation (0 .52 mbar/50°C) wurde
(R)-21b als farblose Flüssigkeit erhalten . Ausbeute : 740 mg (5.2 mmol, 73 %). -

[a]ö = +26 .8 (c = 1 .2, CHC13) [Lit . : (S)-21b : [a]225 = -25.9 (c = 3.1, CHC13 ; ee
>95 %)] . [1301 - ee >99 % (GC nach Überführung von (R)-21 b in (R)-9b nach AAV V) .

Die GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 21 b angegebenen Daten über-
ein . Die 1H- und 13C-NMR-Daten sind in Übereinstimmung mit den Daten für (S)-21 b.

(S)-MTPA-(R)-21b. Eine zweite Bestimmung des ee von (R)-21b erfolgte über den
entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VI I, ausgehend von (R)-21b (7 mg,
50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 9 mg (27 gmol, 53 %) ; ee >99 % (GC) .

Die 13C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 21 b überein .
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(S)-1-Hexin-3-ol [(S)-26b] . 1-Hexin-3-on (26a) (1 .50 g, 15.6 mmol) wurde bei RT zu
einer Lösung aus NADP+ (115 mg, 138 gmol), 2-Propanol (30 mL) und recLB-ADH
(750 U) in Phosphat-Puffer (1000 mL, 50 MM Phosphat, 1 MM M9C12 ; pH 7.0) gege-
ben. Nach 16 h wurde der Ansatz mit Et20 (3 x 200 mL) extrahiert . Die vereinigten
organischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt .
Nach Destillation (100 mbar/92°C) wurde (S)-26b als farblose Flüssigkeit erhalten .

Ausbeute: 1 .06 g (10.8 mmol, 69 %) . - [a]D1 = -33.8 (c = 1 .2, Et20) [Lit . : [a]ö =

-24.0 (c = 2.4, Et20; ee = 68 %)] .['5 ] - ee >99 % (GC).

Die GC-Daten stimmen mit den bei racemischem 26b angegebenen Daten überein .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1 .46-1 .54 (m, 2H, CH2CH3),
1 .68-1 .75 (m, 2H, CH2), 2.48 (s, 1 H, C---CH), 4.39 (t, J = 6 .4 Hz,
1 H, CHOH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 13 .8 (CH3), 18.4 (CH2CH 3), 39.8 (CH2), 62 .2 (CHOH), 72 .9

(S)-MTPA-(S)-26b. Eine zweite Bestimmung des ee von (S)-26b erfolgte über den
entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, ausgehend von (S)-26b (5 mg,
50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 9 mg (30 gmol, 61 %) ; ee >99 % (GC) .

Die 13C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,S)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 26b überein .

(S)-1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(S)-28b] . 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on
(28a) (87 mg, 500 gmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+ (21 mg,

(C---CH), 85.3 (SCH) .

1 R : 3311 (m), 2965 (s), 2935 (m), 2874 (m), 1591 (ss), 1381 (m),
1119 (s), 951 (s), 817 (m) .

GCMS: Rt = 5 .7 min (Temperaturprogramm B)
m/z (%) = 97 (5) [M+ - H], 83 (33) [M+ - CH 3], 70 (17) [M+ - H2O],
55 (100) [M+ - CH3 - CO] .

C6H 100 98.15
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25 gmol), 2-Propanol (2 mL) und recLB-ADH (25 U) in TEA/NaOH-Puffer (20 mL,
100 MM TEA, 1 MM M9C12 ; pH 6 .5) gegeben . Nach 17 h wurde mittels GCMS ein
Umsatz von 65 % bestimmt. Daraufhin wurden NADP+ (21 mg, 25 gmol) und
recLB-ADH (25 U) zugegeben und weitere 24 h gerührt (GCMS : 95 % Umsatz) .
Dann wurde der Ansatz mit CH2CI2 (3 x 20 mL) extrahiert . Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Ausbeute :
74 mg (420 gmol, 84 %; Reinheit 90 % [GCMS, 'H-NMR]) . Nach präparativer Dünn-
schichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat = 30:1 ; Rf = 0.27) wurde (S)-28b als

hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute: 38 mg (216 gmol, 43 %) . - [a]2 = +26.5 (c = 1 .1,

CDC13) .

Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 28b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(S)-28b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(S)-28b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (S)-28b (9 mg, 50 gmol) dargestellt wurde. Ausbeute : 12 mg (31 gmol,
62 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,S)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 28b überein .

(S)-1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(S)-29b] . 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on
(29a) (109 mg, 500 gmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+ (21 mg,

25 gmol), 2-Propanol (2 mL) und recLB-ADH (50 U) in TEA/NaOH-Puffer (20 mL,
100 MM TEA, 1 MM M9C12 ; pH 6 .5) gegeben . Nach 16 h wurde mittels GCMS ein
Umsatz von 30 % bestimmt. Daraufhin wurden NADP+ (10 mg, 12 gmol) und
recLB-ADH (50 U) zugegeben und weitere 6 h gerührt (GCMS: 55 % Umsatz) . Nach
erneuter Zugabe von NADP+ (10 mg, 12 gmol) und recLB-ADH (100 U) wurde der
Ansatz über 26 h gerührt (GCMS : 90 % Umsatz) . Anschließend wurde mit CH 2CI2 (3
x 20 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt . Ausbeute : 70 mg (317 gmol, 63 % ; Reinheit
80 % [GCMS, 'H-NMR]). Nach präparativer Dünnschichtchromatographie (Isohe-
xan : Ethylacetat = 30 :1 ; Rf = 0.31) wurde (S)-29b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeu-

te: 12 mg (54 gmol, 11 %) . - [a] 2 = +24 .2 (c = 0.6, CDC13) .
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Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 29b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(S)-29b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(S)-29b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (S)-29b (11 mg, 50 gmol) dargestellt wurde. Ausbeute : 17 mg (38 gmol,
76 %) ; ee = 98.6 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,S)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 29b überein .

(S)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol [(S)-30b)] . Synthese nach AAV XI 11, ausgehend von
1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a) (45 mg, 250 gmol) wurde (S)-30b als gelbes Öl
erhalten . Ausbeute : 38 mg (213 gmol, 85 %) .

Versuche zur Optimierung der recLB-ADH katalysierten Reduktion von 1-Chlor-4-
phenyl-3-butin-2-on (30a) . Die Fed-Batch-Ansätze wurden wie in Tab . 2-15, Ansätze
1 - 6, aufgeführt angesetzt . Das Substrat 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a) gelöst
in 2-Propanol wurde in jeweils gleichen Portionen stündlich zugegeben. Nach Ablauf
der angegebenen Reaktionszeiten wurde eine Probe (200 1gL) mit Ethylacetat
(200 gL) extrahiert und der Umsatz mittels GCMS kontrolliert . Die Ergebnisse können
Tab. 2-15 entnommen werden .

(S)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol [(S)-30b)] - Optimierter Ansatz . 1-Chlor-4-phenyl-3-
butin-2-on (30a) (1 .56 g, 8.8 mmol) gelöst in 2-Propanol (30 mL) wurde bei RT über
eine Hamilton-Pumpe innerhalb von 20 h kontinuierlich zu einer Lösung aus NADP+
(3.6 mg, 4 gmol, 0.05 mol %, TTN = 2000), 2-Propanol (30 mL) und recLB-ADH
(150 U) in TEA/NaOH-Puffer (200 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9C12; pH 6.5) gegeben .
Nach weiteren 28 h wurde entionisiertes Wasser (600 mL) hinzugegeben und der
Ansatz mit CH2C12 (3 x 200 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wur-
den über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt, wobei (S)-30b ohne weitere
Aufarbeitung als gelbes Öl erhalten wurde . Ausbeute : 1 .55 g (8 .6 mmol, 98 %) . -

[a]ö = +25.4 (c = 1 .4, CHC13) - ee >99 % (HPLC).
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Die GCMS-, HPLC-, 1 H-NMR- und 13C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemi-
schem 30b angegebenen Daten überein . Die absolute Konfiguration von (S)-30 wur-
de durch Überführung in das Epoxid (S)-97 und anschließendem Vergleich des Dreh-
wertes von (S)-97 mit dem Literaturdrehwert zugeordnet (s. Epoxid-Synthesen) .

(R)-4-(4'-Methoxyphenyl)-3-butin-2-ol [(R)-37b] . 4-(4'-Methoxyphenyl)-3-butin-2-on
(37a) (174 mg, 1 .0 mmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+ (50 mg,
60 gmol), 2-Propanol (1 .5 mL) und recLB-ADH (50 U) in TEA/NaOH-Puffer (100 mL,
100 MM TEA, 1 MM M9C12 ; pH 6 .5) gegeben . Nach 16 h wurde der Ansatz mit
CH2C12 (3 x 40 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über
Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Nach Flashchromatographie wurde
(R)-37b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute: 113 mg (640 gmol, 64 %) . - [U

,D
]22 =

+39 .9 (c = 1 .4, Et20) [Lit . : (S)-37b : [a] 21
= -35 .1 (c = 1 .0, Et20; ee = 97 %)] .[13c] -

ee >99 % (HPLC) .

Die GCMS- und HPLC-Daten stimmen mit den bei racemischem 37b angegebenen
Daten überein .

Rf:

	

0.17 (Isohexan:Ethylacetat = 10:1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .55 (d, J = 6 .5 Hz, 3H, CH 3), 1 .90 (s, 1 H, OH), 3.80 (s, 3H,
OCH S), 4 .75 (q, J = 6 .5 Hz, 1 H, CHOH), 6 .82 (d, J = 7.1 Hz, 2H,
ar-H), 7.37 (d, J = 7.1 Hz, 2H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13):

	

8 = 24.7 (CH3), 55.5 (OCHS), 59.1 (CH), 84.1, 89.8 (C---C), 114.1,
114 .8, 133 .3, 159 .8 (ar-C) .

C11H1202 176 .21

(R)-4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-ol [(R)-38b] . Synthese nach AAV XIII, ausgehend
von 4-(4'-Fluorphenyl)-3-butin-2-on (38a) (40 mg, 250 gmol) wurde (R)-38b als far-
bloses Öl erhalten . Ausbeute: 31 mg (189 gmol, 75 %). - (S)-MTPA-(R)-38b. Syn-
these nach AAV VII, ausgehend von (R)-38b (8 mg, 50 gmol) wurde (S)-MTPA-(R)-

38b als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 9 mg (23 gmol, 47 %), ee >99 % (GC) .
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(R)-5,5-Diethoxy-3-pentin-2-ol [(R)-42b] . Synthese nach AAV XIII, ausgehend von
5,5-Diethoxy-3-pentin-2-on (42a) (42 mg, 250 gmol) wurde (R)-42b als gelbes Öl er-
halten . Ausbeute : 28 mg (165 gmol, 66 %) . - (S)-MTPA-(R)-42b. Synthese nach AAV
VII, ausgehend von (R)-42b (9 mg, 50 gmol) wurde (S)-MTPA-(R)-42b als gelbes Öl
erhalten . Ausbeute : 13 mg (35 gmol, 68 %), ee >99 % (GC) .

(R)-4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-ol [(R)-49b]. Synthese nach AAV XIII, ausge-
hend von 4-(Dimethylphenylsilyl)-3-butin-2-on (49a) (51 mg, 250 gmol) wurde
(R)-49b als farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 33 mg (165 gmol, 66 %) . - (S)-MTPA-
(R)-49b . Synthese nach AAV VII, ausgehend von (R)-49b (10 mg, 50 gmol) wurde
(S)-MTPA-(R)-49b als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 10 mg (23 gmol, 46 %), ee
>99 % (GC) .

(S)-1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-ol [(S)-50b] . 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-
3-butin-2-on (50a) (1 .90 g, 8 .8 mmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+
(30 mg, 35 gmol), 2-Propanol (30 mL) und recLB-ADH (360 U) in TEA/NaOH-Puffer
(200 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9C12; pH 6 .5) gegeben . Nach 72 h wurde mittels
GCMS ein Umsatz von 25 % bestimmt. Dann wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x
200 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie (Isohe-
xan : Ethylacetat = 30 :1 ; Rf = 0.30) wurde (S)-50b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeu-

te: 402 mg (1 .8 mmol, 21 %). - [a]p' = +23.5 (c = 1 .6, CH2C12) .

Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 50b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(S)-50b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(S)-50b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (S)-50b (11 mg, 50 gmol) dargestellt wurde. Ausbeute : 11 mg (25 gmol,
50 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,S)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 50b überein .
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Versuche zur Optimierung der recLB-ADH katalysierten Reduktion von (S)-1-Chlor-4-
t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on (50a) .

a)

	

2-Phasen-System : [86]

	

1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on

	

(50a)

	

(2

	

mg,
10 gmol), NADP+ (0.45 mg, 0.6 gmol), 2-Propanol (50 IgL) und recLB-ADH (0.5 U)
wurden in einer Lösung aus TEA/NaOH-Puffer (1 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9CI2 ;
pH 6 .5) und MTBE (1 mL) gelöst . Nach 24 h wurde eine Probe (200 gL) mit Ethylace-
tat (200 gL) extrahiert . Mittels GCMS wurde ein Umsatz von 1 % ermittelt . Nach er-
neuter Zugabe von recLB-ADH (0.5 U) wurde weitere 24 h gerührt . Der nun wie oben
bestimmte Umsatz betrug 4 % .

b) "Strippen" : 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on (50a) (50 mg, 230 gmol),
NADP+ (10 mg, 13 gmol), 2-Propanol (1 .5 mL) und recLB-ADH (50 U) wurden in
TEA/NaOH-Puffer (1 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9C12 ; pH 6.5) bei RT über 2 h ge-
rührt . Dann wurde über einen Zeitraum von 30 min mit Wasser gesättigter Stickstoff
über eine Pipette in den Ansatz eingeblasen . Anschließend wurde 2-Propanol
(750 gL), NADP+ (5 mg, 7 gmol) und recLB-ADH (50 U) nachdosiert . Nach weiteren
2 h Reaktionszeit wurden erneut wie beschrieben Stickstoff eingeleitet und Kompo-
nenten nachdosiert . Nach einer Reaktionszeit von 7 h wurde eine Probe (200 gL) mit
Ethylacetat (200 gL) extrahiert . Hierbei konnte mittels GCMS ein Umsatz von 65
ermittelt werden . Der Ansatz wurde weiter gerührt, wobei täglich über einen Zeitraum
von 2 h Stickstoff eingeleitet wurde sowie die oben aufgeführten Komponenten
nachdosiert wurden . Nach einer Gesamtzeit von 6 Tagen betrug der wie oben be-
stimmte Umsatz 79 %. Ausbeute : 13 mg (60 gmol, 25 %; nicht aufgereinigt) .

c) Cofaktorregenerierung über FDH : 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on (50a)
(2 mg, 0 .6 gmol), NADP+ (0.45 mg, 60 gmol), Natrium-Formiat (68 mg, 1 mmol), FDH
(5 U) und recLB-ADH (20 U) wurden in TEA/NaOH-Puffer (1 mL, 100 MM TEA, 1 MM
M9C12 ; pH 6.5) gelöst . Nach 16 h wurde eine Probe (200 gL) mit Ethylacetat (200 IgL)
extrahiert . Es wurde mittels GCMS ein Umsatz von 90 % ermittelt . In 2 nachfolgend
identisch durchgeführten Ansätzen konnten nur Umsätze von jeweils 20 % erzielt
werden .

(S)-1-Pentin-3-ol [(S)-59b] . 1-Pentin-3-on (59a) (82 mg, 1 .0 mmol) wurde bei RT zu
einer Lösung aus NADP+ (50 mg, 60 gmol), 2-Propanol (1 .5 mL) und recLB-ADH
(50 U) in TEA/NaOH-Puffer (100 mL, 100 MM TEA, 1 MM M9C12 ; pH 6.5) gegeben .
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Nach 16 h wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x 40 mL) extrahiert . Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Das
Rohprodukt (S)-59b wurde aufgrund seiner Flüchtigkeit nicht aufgereinigt . Umsatz

(GC): 90 %. - [a]D' _ -8.4 (c = 0 .5, Et20) [Lit . : (R)-59b : [a]ö = +34.0 (c = 2.2, Et20 ;

ee >97 %)] .['3 ] - ee = 34 % (GC) .

Die GC-Daten stimmen mit den bei racemischem 59b angegebenen Daten überein .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 1 .01 (t, J= 7.4 Hz, 3H, CH3), 1 .68-1 .75 (m, 2H, CH2), 2.45 (s,
1 H, C---CH), 4 .32 (t, J = 6.4 Hz, 1 H, CHOH) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 9.4 (CH3), 30 .9 (CH2), 63.6 (CHOH), 72 .9 (C---CH), 84 .9
(SCH) .

I R :

	

3292 (m), 2973 (w), 2938 (w), 2881 (w), 2091

	

(w), 1705 (ss),
1362 (m), 1226 (m), 975 (s), 650 (ss) .

C5H80 84.12

(S)-(E)-4-Phenyl-3-buten-2-ol [(S)-73b] . (E)-4-Phenyl-3-buten-2-on (73a) (12 mg,
67 gmol) wurde bei RT zu einer Lösung aus NADP+ (15 mg, 18 gmol), 2-Propanol
(3 mL) und recLB-ADH (200 U) in TEA/NaOH-Puffer (30 mL, 100 mM TEA, 1 mM
M9C12 ; pH 6.5) gegeben . Nach 17 h wurde der Ansatz mit Ethylacetat (4 x 20 mL)
extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und
im Vakuum eingeengt . Nach präparativer Dünnschichtchromatographie
(CH2C12:Ethylacetat = 20 :1) wurde (S)-73b als gelbes Öl erhalten . Ausbeute: 7 mg

(38 gmol, 57 %; Reinheit : 95 %). - [a]ö = +3 .1 (c = 0 .4, CHC13) - ee >99 % (HPLC) .

Die GCMS-, HPLC-, 'H-NMR- und 13C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemi-
schem 73b angegebenen Daten überein .
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HL-ADH katalysierte Reduktionen im präparativen Maßstab

(R)-1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-28b] . Zu einer Lösung aus NAD+ (60 mg,
75 gmol), Ethanol (4 mL) und HL-ADH (60 U) in TEA/NaOH-Puffer (80 mL, 100 mM
TEA; pH 7.0) wurde 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (28a) (174 mg, 1 mmol)
gelöst in Ethanol (4 mL) innerhalb von 4 h in 3 Portionen bei RT zugegeben . Nach
weiteren 12 h wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x 100 mL) extrahiert (GCMS : 100
Umsatz) . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und
im Vakuum eingeengt . Ausbeute: 60 mg (340 gmol, 34 %; Reinheit 90 % [GCMS,
'H-NMR]) . Nach präparativer Dünnschichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat =
30 :1 ; Rf = 0.27) wurde (R)-28b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 17 mg (97 gmol,

10 %) . - [a]ö = -26 .0 (c = 0 .8, CDC13) .

Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 28b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(R)-28b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-28b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-28b (9 mg, 50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 11 mg (28 gmol,
56 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 28b überein .

(R)-1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-29b] . Zu einer Lösung aus NAD+ (30 mg,
37 gmol), Ethanol (2 mL) und HL-ADH (30 U) in TEA/NaOH-Puffer (80 mL, 100 mM

TEA; pH 7.0) wurde 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (29a) (109 mg, 500 gmol)
gelöst in Ethanol (2 mL) innerhalb von 4 h in 3 Portionen bei RT zugegeben . Nach
weiteren 12 h wurde der Ansatz mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert (GCMS: 100
Umsatz) . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und
im Vakuum eingeengt . Ausbeute: 50 mg (226 gmol, 45 %; Reinheit 90 % [GCMS,
'H-NMR]) . Nach präparativer Dünnschichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat =
30 :1 ; Rf = 0.31) wurde (R)-29b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 11 mg (50 gmol,

10 %) . - [a]ö = -27.5 (c = 0 .5, CDC13).
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Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 29b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(R)-29b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-29b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-29b (9 mg, 50 gmol) dargestellt wurde. Ausbeute : 13 mg (30 gmol,
59 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 29b überein .

Versuche zur Optimierung der HL-ADH katalysierten Reduktion von 1-Chlor-4-
phenyl-3-butin-2-on (30a) . Die Batch-Ansätze wurden wie in Tab. 2-16, Ansätze 7 -
11, aufgeführt angesetzt . Das Substrat 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-on (30a) gelöst in
Ethanol wurde in jeweils gleichen Portionen stündlich zugegeben. Nach Ablauf der
angegebenen Reaktionszeiten wurde eine Probe (200 1gL) mit Ethylacetat (200 1gL)
extrahiert und der Umsatz mittels GCMS kontrolliert . Die Ergebnisse können Tab .
2-16 entnommen werden.

(R)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol [(R)-30b)] - Optimierter Ansatz. 1-Chlor-4-phenyl-3-
butin-2-on (30a) (1 .56 g, 8 .8 mmol) gelöst in Ethanol (45 mL) wurde bei RT innerhalb
von 2 h in 3 Portionen zu einer Lösung aus NAD+ (6 .0 mg, 8 gmol, 0 .10 mol %, TTN
= 1000), Ethanol (75 mL) und HL-ADH (250 U) in TEA/NaOH-Puffer (500 mL,
100 mM TEA; pH 7.0) gegeben . Nach weiteren 34 h wurde entionisiertes Wasser
(1000 mL) hinzugegeben und der Ansatz mit CH2C12 (3 x 300 mL) extrahiert . Die
vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum
eingeengt, wobei (R)-30b ohne weitere Aufarbeitung als gelbes Öl erhalten wurde .
Ausbeute: 1 .53 g (8.5 mmol, 97

	

[a]ö = -25.2 (c = 1 .3, CHC13) - ee >99

(HPLC).

Die GCMS-, HPLC-, 'H-NMR- und ' 3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemi-
schem 30b angegebenen Daten überein . Die absolute Konfiguration von (R)-30 wur-
de durch Überführung in das Epoxid (R)-97 und anschließendem Vergleich des
Drehwertes von (R)-97 mit dem Literaturdrehwert zugeordnet (s . Epoxid-Synthesen) .
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(R)-1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-50b] . Zu einer Lösung aus NAD+
(8 mg, 10 gmol), Ethanol (2 .5 mL) und HL-ADH (10 U) in TEA/NaOH-Puffer (17 mL,
100 mM TEA; pH 7.0) wurde 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on (50a)
(100 mg, 460 gmol) gelöst in Ethanol (2.5 mL) innerhalb von 10 h in 10 Portionen bei
RT zugegeben. Nach weiteren 12 h wurde erneut HL-ADH (6 U) zugegeben. Der An-
satz wurde weitere 24 h gerührt und anschließend mit CH2C12 (3 x 30 mL) extrahiert
(GCMS: 25 % Umsatz). Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2S04
getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie (Isohe-
xan :Ethanol = 50:1 ; Rf = 0.18) wurde (R)-50b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute :

25 mg (114 gmol, 24 %) . - [a]ö = -23.9 (c = 1 .0, CDC13) .

Die GCMS-, 'H-NMR- und '3C-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 50b
angegebenen Daten überein .

(S)-MTPA-(R)-50b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-50b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-50b (11 mg, 50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 11 mg (25 gmol,
50 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 50b überein .

TB-ADH katalysierte Reduktionen im präparativen Maßstab

(R)-1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-28b] . Zu einer Lösung aus NADP+
(40 mg, 48 gmol), 2-Propanol (750 1gL) und TB-ADH (35 U) in TEA/NaOH-Puffer
(100 mL, 100 mM TEA; pH 7 .0) wurde 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (28a)
(163 mg, 937 gmol) gelöst in 2-Propanol (750 1gL) innerhalb von 4 h in 3 Portionen
bei 38°C zugegeben . Nach weiteren 3 und 9 h wurde jeweils TB-ADH (30 U) zudo-
siert . Nach einer gesamten Reaktionszeit von 30 h wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x
75 mL) extrahiert (GCMS : 100 % Umsatz) . Die vereinigten organischen Phasen wur-
den über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach präparativer Dünn-
schichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat = 30:1 ; Rf = 0.27) wurde (R)-28b als
hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 3 mg (17 gmol, 2 %) .
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Die GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 28b angegebenen Daten über-
ein .

(S)-MTPA-(R)-28b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-28b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-28b (3 mg, 17 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 2 mg (5 gmol,
30 %) ; ee >99 % (GC) .

Die GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers des
(S)-MTPA-Esters von 28b überein .

(R)-1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-29b] . Zu einer Lösung aus NADP+
(40 mg, 48 gmol), 2-Propanol (750 1gL) und TB-ADH (37 U) in TEA/NaOH-Puffer
(100 mL, 100 mM TEA; pH 7 .0) wurde 1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-on (29a)
(205 mg, 928 gmol) gelöst in 2-Propanol (750 1gL) innerhalb von 4 h in 3 Portionen
bei 38°C zugegeben . Nach weiteren 3 und 9 h wurde jeweils TB-ADH (30 U) zudo-
siert . Nach einer gesamten Reaktionszeit von 30 h wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x
75 mL) extrahiert (GCMS : 65 % Umsatz) . Die vereinigten organischen Phasen wur-
den über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach präparativer Dünn-
schichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat = 30:1 ; Rf = 0.31) wurde (R)-29b als
hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 12 mg (54 gmol, 6 %).

Die GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 29b angegebenen Daten über-
ein .

(S)-MTPA-(R)-29b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-29b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-29b (11 mg, 50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 11 mg (26 gmol,
52 %) ; ee >99 % (GC) .

Die GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers des
(S)-MTPA-Esters von 29b überein .
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(R)-1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-ol [(R)-50b] . Zu einer Lösung aus NADP+
(40 mg, 48 gmol), 2-Propanol (750 gL) und TB-ADH (36 U) in TEA/NaOH-Puffer
(100 mL, 100 MM TEA; pH 7.0) wurde 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-on
(50a) (200 mg, 926 gmol) gelöst in 2-Propanol (750 gL) innerhalb von 8 h in 8 Por-
tionen bei 38°C zugegeben . Nach der fünften sowie der letzten Substrat-Zugabe
wurde jeweils TB-ADH (35 U) zudosiert . Nach einer gesamten Reaktionszeit von
30 h wurde der Ansatz mit CH2C12 (3 x 75 mL) extrahiert (GCMS : 15 % Umsatz) . Die
vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Nach Flashchromatographie (Isohexan :Ethanol = 50 :1 ; Rf = 0.18) wurde
(R)-50b als hellgelbes Öl erhalten . Ausbeute : 19 mg (87 gmol, 9 %) .

Die GCMS-, 'H-NMR-Daten stimmen mit den bei racemischem 50b angegebenen
Daten überein .

(S)-MTPA-(R)-50b. Die Bestimmung des ee und der absoluten Konfiguration von
(R)-50b erfolgte über den entsprechenden (S)-MTPA-Ester, der nach AAV VII, aus-
gehend von (R)-50b (11 mg, 50 gmol) dargestellt wurde . Ausbeute : 13 mg (30 gmol,
60 %) ; ee >99 % (GC) .

Die ' 3C-NMR-, GCMS- und GC-Daten stimmen mit denen des (S,R)-Diastereomers
des (S)-MTPA-Esters von 50b überein .
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4.7 Folgechemie

Schützen der Hydroxy-Gruppe und Abspalten der Trimethylsilyl-Funktion

1-Chlor-4-trimethylsilyl-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (91) . Zu einer Lösung aus
1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (28b) (1 .00 g, 5 .7 mmol) und Triethylamin
(860 mg, 8.5 mmol) in trockenem CH2C12 (15 mL) wurde bei 0°C t-Butyl-
dimethylsilyltriflat (2.20 g, 8.5 mmol) gegeben, woraufhin der Ansatz sich gelb färbte .
Nach 2 h wurde CH2C12 (50 mL) zugegeben und die Lösung mit gesättigter NaHC03-
Lösung (50 mL) gewaschen . Die organische Phase wurde über Na2S04 getrocknet
und im Vakuum eingeengt. Nach Flashchromatographie wurde 91 als farbloses Öl
erhalten . Ausbeute : 1 .48 g (5 .1 mmol, 90 %) .

Rf:

	

0.18 (Isohexan:Ethylacetat = 50:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.15 (s, 3H, SiCH3), 0 .16 (s, 3H, SiCH3), 0.17 (s, 9H,
Si[CH3]3 ), 0.93 (s, 9H, C[CH3]3), 3 .52-3.69 (m, 2H, CH2), 4.49
(dd, J = 7.6 Hz, 4 .8 Hz, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.7, -4.5 (SiCH3), -0 .1 (Si[CH 3]3 ), 18.5 (C[CH3]3), 25 .9
(C[CH3]3), 48.7 (CH2), 64.4 (CH), 91 .0, 103.9 (C---C) .

GCMS:

	

Rf = 9 .4 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 289 (1) [M+ - H], 275 (2) [M+ - CH3], 241 (9) [M+ -
CH2C1], 233 (14) [M+ - t-Bu], 147 (100) , 125 (84), 73 (87)
[C3H9Si+ ] .

C, 3H27CIOSi2 290 .98

1-Brom-4-trimethylsilyl-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (92) . Zu einer Lösung aus
1-Brom-4-trimethylsilyl-3-butin-2-ol (29b) (1 .00 g, 4.5 mmol) und Triethylamin
(690 mg, 6.8 mmol) in trockenem CH2C12 (15 mL) wurde bei 0°C t-Butyl-
dimethylsilyltriflat (1 .79 g, 6.8 mmol) gegeben, woraufhin der Ansatz sich gelb färbte .
Nach 2 h wurde CH2C12 (50 mL) zugegeben und die Lösung mit gesättigter NaHC03-
Lösung gewaschen . Die organische Phase wurde über Na2S04 getrocknet und im
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Vakuum eingeengt . Nach Flashchromatographie wurde 92 als hellgelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 1 .41 g (4 .2 mmol, 94 %) .

Rf:

	

0.20 (Isohexan:Ethylacetat = 50:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.16 (s, 3H, SiCH3), 0 .18 (s, 3H, SiCH3), 0.19 (s, 9H,
Si[CH3]3), 0.93 (s, 9H, C[CH3]3), 3 .42-3.50 (m, 2H, CH2), 4.52
(dd, J = 7.8 Hz, 4 .8 Hz, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.7, -4.4 (SiCH3), -0 .1 (Si[CH 3]3 ), 18.5 (C[CH3]3), 25 .9
(C[CH3]3), 36.9 (CH2), 64.0 (CH), 90.9, 104.2 (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 9 .9 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 335 (1) [M+ - H], 320 (1) [M+ - CH3], 278 (10) [M+ - t-
Bu], 241 (7) [M+- CH2Br], 147 (98), 125 (100), 73 (95) [C3H9Si+] .

C13H27BrOSi2 335 .43

1-Chlor-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (93) . Zu einer Lösung aus 1-Chlor-4-trimethyl-
silyl-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (91) (200 mg, 688 gmol) in Ethanol / Wasser
(40 mL; 4:1) wurde KCN (56 mg, 861 gmol) gegeben und die Reaktionsmischung 2 h
bei 50°C gerührt. Der Ansatz wurde mit Wasser (100 mL) verdünnt und mit Ethylace-
tat (3 x 100 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04
getrocknet und im Vakuum eingeengt. 93 wurde ohne weitere Aufarbeitung als hell-
gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 105 mg (481 gmol, 70 %) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.16 (s, 3H, SiCH3), 0 .17 (s, 3H, SiCH3), 0.93 (s, 9H,

C[CH3]3), 2.48 (s, 1 H, C---CH), 3.53-3.65 (m, 2H, CH2), 4.46-4.54
(m, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.9 (SiCH3), -4.5 (SiCH3), 18.4 (C[CH3]3 ), 25.9 (C[CH3]3 ),
48.5 (CH2), 63.8 (CH), 73.9 (C----CH), 82 .4 (C---CH) .

GCMS:

	

Rt = 7.6 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 217 (1) [M+ - H], 203 (1) [M+ - CH3], 169 (7) [M+ -
CH2C1], 161 (9) [M+ - t-Bu], 125 (8), 93 (100) .

C 1oH19C10Si 218 .80
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1-Brom-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (94) . Zu einer Lösung aus 1-Brom-4-trimethyl-
silyl-2-t-butyldimethylsiloxy-3-butin (92) (35 mg, 104 gmol) in Ethanol / Wasser (6 mL ;
4:1) wurde KCN (9 mg, 131 gmol) gegeben und die Reaktionsmischung 2 h bei 50°C
gerührt. Der Ansatz wurde mit Wasser (15 mL) verdünnt und mit Ethylacetat (3 x
20 mL) extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen wurden über M9S04 getrock-
net und im Vakuum eingeengt. 94 wurde ohne weitere Aufarbeitung als hellgelbes Öl
erhalten . Ausbeute : 23 mg (87 gmol, 84 %).

'H-NMR (CDC13) :

	

S = 0.17 (s, 3H, SiCH3), 0 .19 (s, 3H, SiCH3), 0.93 (s, 9H,
C[CH3]3), 2.49 (s, l H, C---CH), 3.43-3.51 (m, 2H, CH2), 4.50-4.58
(m, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

S = -4.8 (SicH3), -4.5 (SiCH3), 18.4 (C[CH3]3 ), 25.9 (C[CH3]3 ),
36.6 (CH2), 63.4 (CH), 73.9 (SCH), 82 .7 (C---CH) .

GCMS:

	

Rt = 8 .2 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 263 (1) [M+ - H], 247 (1) [M + - CH 3], 207 (10) [M+ -
t-Bu],169 (14) [M+ - CH2Br], 139 (100), 125 (17) .

C, OH19BrOSi 263.25

Epoxid-Synthesen

AAV XIV: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die Synthese propargylischer Epoxide . Der
halogenierte Alkohol wird zu einer Lösung von DBU in Ethanol / Wasser (4:1) gege-
ben. Der Ansatz wird 90 min bei RT gerührt. Anschließend wird auf das 5-fache Vo-
lumen mit Wasser verdünnt und mit Ethylacetat (3 x 200 mL) extrahiert . Die vereinig-
ten organischen Phasen werden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt .

(S)-1-t-Butyldimethylsilyl-3,4-epoxy-l-butin [(S)-96] . (S)-4-t-Butyldimethylsilyl-l-chlor-
3-butin-2-on [(S)-50b] (151 mg, 694 gmol) und DBU (310 1gL, 2 .1 mmol) in Ethanol /
Wasser (5 mL; 4 :1) wurden nach AAV XIV umgesetzt. Ausbeute (nach Flashchroma-

tographie) : 96 mg (530 gmol, 76 %) - [a]22 = +71 .8 (c = 1 .2, CH 2CI2) [Lit . : (R)-96 :

[a]ö = -72.3 (c = 5.6, CH2CI2 ; ee >99 %)].[76b]
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Rf:

	

0.22 (Pentan :CH2C12 = 5 :1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.11 (s, 6H, Si[CH3]2), 0 .93 (s, 9H, C[CH3]3), 2.91 (d, J= 2 .7
Hz, 2H, CH2), 3.36 (t, J = 2 .7 Hz, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.6 (Si[CH3 ]2 ), 16 .6 (C[CH3]3 ), 26 .2 (C[CH3]3), 40.1 (CH),
49.2 (CH2), 87.7, 102.7 (C---C) .

I R :

	

2954 (m), 2929 (m), 2857 (m), 2179 (w), 1471

	

(m), 1249 (s),
1086 (s), 937 (s), 832 (ss), 774 (ss) .

GCMS:

	

Rt = 7.5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 182 (8) [M+], 167 (5) [M+ - CH3], 125 (100) [M+- t-Bu],
109 (64), 97 (67) [M+ - t-Bu - CO].

C101-1180Si 182 .34

1-Phenyl-3,4-epoxy-l-butin (97) . 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol (30b) (3 .00 g,
16 .7 mmol) und DBU (7 .5 mL, 50 .0 mmol) in Ethanol / Wasser (120 mL; 4:1) wurden
nach AAV XIV umgesetzt. 97 wurde als oranges Öl analytisch rein (GCMS, NMR)
erhalten . Ausbeute : 2.16 g (15.0 mmol, 90 %) . Durch Aufreinigung über Flashchro-
matographie wurde 97 als farbloses Öl erhalten . Ausbeute : 1 .96 g (13.6 mmol,
82%) .

Rf:

	

0.17 (Isohexan:Ethylacetat = 30:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 3.02 (d, J = 3.3 Hz, 2H, CH2), 3.60 (t, J = 3.3 Hz, 1 H, CH),
7.24-7 .44 (m, 3H, ar-H), 7.37-7.54 (m, 2H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 40.4 (CH), 49.3 (CH2), 83.6, 85.9 (C---C), 122 .1, 128.5, 129.0,
132 .1 (ar-C) .

I R :

	

2956 (w), 2932 (w), 2175 (w), 1490 (m), 1375 (m), 926 (s), 834
(ss), 754 (ss), 689 (ss) .
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GCMS:

	

Rt = 8 .8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 144 (31) [M+], 114 (100) [M+ - CH20], 88 (24), 63 (15) .

C1oH80 144.17

(R)-1-Phenyl-3,4-epoxy-l-butin [(R)-97] . (R)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol [(R)-30b]
(588 mg, 3.3 mmol) und DBU (1 .5 mL, 10.0 mmol) in Ethanol /Wasser (20 mL; 4:1)
wurden nach AAV XIV umgesetzt. Ausbeute nach Extraktion : 441 mg (3.1 mmol,
93 %) . Ausbeute (nach Flashchromatographie) : 376 mg (2 .6 mmol, 80 %) - [a]ö =

-47.0 (c = 1 .3, Aceton) [Lit . : [a]ö = -42 (c = 2 .0, Aceton ; ee = 78 %)] .['6c] - ee

>99 % .

'H-NMR-, ' 3C-NMR- und GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 97 ange-
gebenen Daten überein . Die Bestimmung des ee erfolgte mittels HPLC an chiraler
Phase nach Überführung von (R)-97 in das Nitril (S)-100 (Versuchsbeschreibung : s .
Synthese von 100) .

(S)-1-Phenyl-3,4-epoxy-l-butin [(S)-97] . (S)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol [(S)-30b]
(150 mg, 833 gmol) und DBU (376 gL, 2.5 mmol) in Ethanol / Wasser (6 mL; 4:1)
wurden nach AAV XIV umgesetzt . Ausbeute (nach Flashchromatographie) : 73 mg

(507 gmol, 61 %) - [a]ö = +45 .7 (c = 1 .6, Aceton) [Lit . : [a]ö = +41 (c = 2 .0, Aceton ;

ee = 76 %)] .['6c] - ee >99 % (HPLC nach Überführung von (S)-97 in (R)-100 [Ver-
suchsbeschreibung : s . Synthese von 100]) .

'H-NMR-, ' 3C-NMR- und GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 97 ange-
gebenen Daten überein .
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Nitrit-Synthesen

AAV XV: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die Synthese propargylischer Nitrile . Der
halogenierte Alkohol wird zu einer Lösung von KCN in Ethanol / Wasser (4:1) gege-
ben. Der Ansatz wird 16 h bei 50°C gerührt . Anschließend wird die Lösung im Vaku-
um eingeengt und mit CH2C12 extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen werden
über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

1-Cyano-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-ol (98) . 1-Chlor-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-
2-ol (50b) (196 mg, 900 gmol) und KCN (173 mg, 2.7 mmol) in Ethanol / Wasser
(40 mL; 4 :1) wurden nach AAV XV umgesetzt. Durch Aufreinigung über Flashchro-
matographie wurde 98 als gelbe Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 32 - 34°C
erhalten . Ausbeute : 85 mg (405 gmol, 45 %) .

Rf:

	

0.35 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

S = 0.13 (s, 6H, Si[CH3]2), 0 .95 (s, 9H, C[CH3]3 ), 2.77 (d, J= 5 .6
Hz, 2H, CH2), 4.67 (t, J = 5 .6 Hz, 1 H, CH) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

S = -4.7 (Si[CH3]2), 16 .6 (C[CH 3]3 ), 26 .1 (C[CH 3]3 ), 27.6 (CH2),
58.9 (CHOH), 91 .1, 103 .2 (C---C), 116 .5 (CN).

GCMS:

	

Rf = 9 .5 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 191 (1) [M+ - H2O], 152 (57) [M+ - t-Bu], 134 (19) [M+ -
t-Bu - H2O], 111 (100) [M+- t-Bu - CH2CN], 83 (10) .

C 11 H1gNOSi 209 .37

1-Cyano-4-phenyl-3-butin-2-ol (100) . 1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol (30b) (3.00 g,
16 .7 mmol) und KCN (3 .20 g, 50 .0 mmol) in Ethanol / Wasser (400 mL; 4 :1) wurden
nach AAV XV umgesetzt . Nach Aufreinigung durch Flashchromatographie wurde 100
als gelbes Öl erhalten . Ausbeute: 1 .13 g (6.6 mmol, 40 %). Die Trennung der Enanti-
omere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan:2-Propanol =
95 :5), Rf = 69 .8 min (R) + 78.9 min (S) .



160

	

4. Experimenteller Teil

Rf:

	

0.27 (Isohexan:Ethylacetat = 5 :1) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.94 (d, J = 5 .7 Hz, 2H, CH2), 4.92 (t, J = 5.7 Hz, 1 H, CH),
7.25-7 .45 (m, 3H), 7.38-7.56 (m, 2H, ar-H) .

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = 27.6 (CH2), 59 .1 (CHOH), 86.2, 87 .3 (C---C), 116 .6 (CN),
121 .5, 128 .6, 129 .4, 132 .1 (ar-C) .

1 R :

	

3413 (m), 2360 (w), 2341 (w), 2236 (w), 1598 (w), 1490 (s), 1052
(ss), 755 (ss), 689 (ss) .

GCMS:

	

Rt = 10 .8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 171 (17) [M+], 153 (5) [M+ - H2O], 131 (100) [M+ -
CH2CN], 103 (34), 77 (32) [C6H5+] .

C11 H9N0

	

171 .20

(R)-1-Cyano-4-phenyl-3-butin-2-ol [(R)-100] . (S)-1-Chlor-4-phenyl-3-butin-2-ol
[(S)-30b] (150 mg, 833 gmol) und KCN (160 mg, 2.5 mmol) in Ethanol / Wasser
(20 mL; 4 :1) wurden nach AAV XV umgesetzt. Durch Aufreinigung über Flashchro-
matographie wurde (R)-100 als gelbes Öl erhalten . Ausbeute : 73 mg (426 gmol,

51 %) . - [U ]D21 = +46.5 (c = 1 .4, CHC13) - ee >99 % (HPLC) .

1 H-NMR-, 13C-NMR- und GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 100 ange-
gebenen Daten überein .

Azid-Synthesen

AAV XVI: Allgemeine Arbeitsvorschrift für die Synthese propargylischer Azide. Das
propargylische Epoxid wird zu einer Lösung von NaN3 in DMF gegeben. Der Ansatz
wird 16 h bei 80°C gerührt . Anschließend wird die Lösung auf das 8-fache Volumen
mit H2O verdünnt und mit Ethylacetat extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen
werden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt .



4 . Experimenteller Teil

	

161

1-Azido-4-phenyl-3-butin-2-ol

	

(104) .

	

1-Phenyl-3,4-epoxy-l -butin

	

(97)

	

(250

	

mg,
1 .7 mmol) und NaN 3 (250 mg, 3.8 mmol) in DMF (25 mL) wurden nach AAV XVI um-
gesetzt . Durch Aufreinigung über Flashchromatographie wurde 67 als farbloses Öl
erhalten . Ausbeute : 63 mg (340 gmol, 20 %) . Die Trennung der Enantiomere erfolgte
mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Isohexan :2-Propanol = 90:10), Rt =
30 .9 min (R) + 38 .5 min (S) .

Rf:

	

0.24 (Isohexan:Ethylacetat = 10:1) .

'H-NMR (CDC13) :

	

8 = 2.39 (d, J = 5.8 Hz, 1 H, OH), 3 .52-3.60 (m, 2H, CH2), 4.71-
4.86 (m, 1 H, CH), 7.23-7.45 (m, 3H), 7.37-7 .54 (m, 2H, ar-H) .

' 3C-NMR (CDC13) :

	

8 = 56.6 (CH2), 62.7 (CHOH), 86.5, 86 .8 (C---C), 121 .9, 128.6,
129 .1, 132 .0 (ar-C) .

I R :

	

3420 (w), 2360 (w), 2341

	

(w), 2095 (ss), 1489 (m), 1260 (s),
1069 (s), 917 (s), 754 (ss), 688 (ss) .

GCMS:

	

Rt = 10 .8 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 187 (1) [M+], 131 (100) [M+- CH2N3], 102 (46), 77 (27)

[C6H5+] .

C 1oH9N30 187.20

(S)-1-Azido-4-phenyl-3-butin-2-ol [(S)-104] . (S)-1-Phenyl-3,4-epoxy-l-butin [(S)-97 ;
ee >99 %] (264 mg, 1 .8 mmol) und NaN3 (265 mg, 4 .1 mmol) in DMF (30 mL) wur-
den nach AAV XVI umgesetzt . Durch Aufreinigung über Flashchromatographie wur-

de (S)-104 als farbloses Öl erhalten . Ausbeute: 57 mg (305 gmol, 17 %) . - [a]D' _

+84 .5 (c = 1 .0, CHC13) - ee = 97 % (HPLC).

'H-NMR-, '3C-NMR- und GCMS-Daten stimmen mit den bei racemischem 104 ange-
gebenen Daten überein .
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1-Azido-4-t-butyldimethylsilyl-3-butin-2-ol

	

(107) .

	

1-t-Butyldimethylsilyl-3,4-epoxy-l -
butin (96) (20 mg, 92 gmol) und NaN3 (18 mg, 275 gmol) in DMF (1 mL) wurden nach
AAV XVI umgesetzt . 107 wurde ohne weitere Aufreinigung als hellgelbes Öl erhalten .
Ausbeute: 10 mg (44 gmol, 48 %) .

1 H-NMR (CDC13) :

	

8 = 0.12 (s, 6H, Si[CH3]2), 0 .92 (s, 9H, C[CH3]3), 3.40-3 .48 (m,
2H, CH2), 4 .52 (t, J= 5.4 Hz, 1 H, CH).

13C-NMR (CDC13) :

	

8 = -4.6 (Si[CH3]2), 16 .6 (C[CH 3]3 ), 26 .2 (C[CH 3]3 ), 56.6 (CH2),
62 .4 (CHOH), 90 .8, 103 .8 (C---C) .

GCMS:

	

Rt = 9 .5 min (Temperaturprogramm A)
mlz (%) = 197 (1) [M+ - N2], 168 (47) [M+ - t-Bu], 153 (6) [M+ - t-
Bu - CH3],112 (100) [M+ - t-Bu - CH2N 3], 99 (26), 83 (45) .

C1oH19N3OSl 225 .37

Diol-Synthesen

4-Phenyl-3-butin-1,2-diol (105) . Methode A: Zu einer Lösung von 1-Phenyl-3,4-
epoxy-l -butin (97) (5 mg, 35 gmol) in DMSO / H2O (500 1gL ; 2:1) wurde aq. HCl04
(2 gL, 60 %ig) gegeben . Nach 3 h bei 75°C wurde mit Ethylacetat (500 gL) extrahiert
und die Probe mittels GCMS analysiert . Der ermittelte Umsatz betrug 100 %. Die
Trennung der Enantiomere erfolgte mittels HPLC auf einer Chiralcel OB Säule (Iso-
hexan :2-Propanol = 95 :5), Rt = 31 .3 min + 55 .1 min . - (S)-97 (ee >99 %) wurde nach
Methode A zu dem Diol 105 mit einem ee von 55 % (HPLC) umgesetzt .

GCMS:

	

Rt = 10 .1 min (Temperaturprogramm A)
m/z (%) = 162 (8) [M+], 144 (3) [M+ - H2O], 131 (100) [M+ -
CH20H], 103 (30), 77 (32) [C6H5+] .

C10H1002 162 .19



4 . Experimenteller Teil

	

163

4-Phenyl-3-butin-1,2-diol (105) . Methode B : Zu einer Lösung von (S)-1-Phenyl-3,4-
epoxy-1-butin [(S)-97 ; ee >99 %] (5 mg, 35 gmol) in Dioxan (2 mL) wurde aq . H2S04
(1 mL, 3 %ig) gegeben . Nach 5 min bei 50°C wurde mit Ethylacetat (2 mL) extrahiert
und die Probe mittels GCMS analysiert . Umsatz: 90 %. - ee = 32 % (HPLC).

4-Phenyl-3-butin-1,2-diol (105) . Methode C: (S)-1-Phenyl-3,4-epoxy-l -butin [(S)-97 ;
ee >99 %] (5 mg, 35 gmol) wurde in entionisiertes H2O (pH = 7 ; 3 mL) gegeben .
Nach 6 h bei 100°C wurde mit Ethylacetat (1 mL) extrahiert und die Probe mittels
GCMS (s . Methode A) analysiert. Umsatz: 100 % . - ee = 6 % (HPLC) .

4-Phenyl-3-butin-1,2-diol (105) . Methode D: (S)-1-Phenyl-3,4-epoxy-l -butin [(S)-97 ;
ee >99 %] (5 mg, 35 gmol) wurde in aq. NaOH-Lösung (500 1gL ; 2M) gegeben . Nach
1 h bei 60°C wurde mit Ethylacetat (1 mL) extrahiert und die Probe mittels GCMS (s .
Methode A) analysiert. Umsatz: 100 % (ausschließlich Nebenprodukte) .

Olefin-Synthesen

(S)-(Z)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-ol [(S)-72b].1"41 Eine Lösung von (S)-1-Chlor-4-
phenyl-3-butin-2-ol [(S)-30b] (40 mg, 222 gmol) und Ethylendiamin (24.3 mg,
404 gmol) in DMF (5 mL) wurde an Lindlar-Katalysator (162 mg) unter Normaldruck
und Rühren über 25 min mit Wasserstoff hydriert . Anschließend wurde der Katalysa-
tor abfiltriert, mit Wasser (20 mL) verdünnt und mit Ethylacetat (2 x 20 mL) extrahiert .
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 0 .5 M aq. HCI (20 mL), gesättigter
NaHC03-Lösung (20 mL) und mit gesättigter NaCI-Lösung (20 mL) gewaschen, über
M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt . Nach präparativer Dünnschichtchro-
matographie (CH2C12 : Ethylacetat = 20 :1) wurde (S)-72b als gelbes Öl erhalten . Aus-

beute : 29 mg (159 pmol, 72 %; Reinheit : 95 %) .- [a]p' _ -27 .0 (c = 0 .4, CHCI3) - ee

>99 % (HPLC) .

'H-NMR-, ' 3C-NMR-, GCMS- und HPLC-Daten stimmen mit den bei racemischem
72b angegebenen Daten überein .
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(S)-(E)-1-Chlor-4-phenyl-3-buten-2-ol [(S)-73b] .1'°51 Zu einer Lösung von (S)-1-Chlor-
4-phenyl-3-butin-2-ol [(S)-30b] (60 mg, 333 gmol) in trockenem THF (3 mL) wurde
bei 0°C Red-AI (153 gL, 533 gmol, 3 .5 M in Toluol) gegeben und für 4 min gerührt .
Anschließend wurde gesättigte NH4C1-Lösung (2 mL) zugetropft, mit Wasser ver-
dünnt (10 mL) und mit Ethylacetat (2 x 10 mL) extrahiert . Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden über M9S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Nach Ruf-
reinigung durch präparative Dünnschichtchromatographie (Isohexan :Ethylacetat =
40 :1) wurde (S)-73b als hellgelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 46 - 47°C

erhalten . Ausbeute : 47 mg (258 gmol, 77 %) . - [a]p' = +5.4 (c = 1 .1, CHCI3) - ee

>99 % (HPLC) .

'H-NMR-, ' 3C-NMR-, GCMS- und HPLC-Daten stimmen mit den bei racemischem
73b angegebenen Daten überein .
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6 Anhang

6.1 Abkürzungsverzeichnis

Abb . Abbildung
abs . Konfig . absolute Konfiguration
aq .

	

wässerig (aqueous)
ar Arylrest
BINAL-H

	

Binaphtol modifiziertes Aluminiumhydrid
BINAP 2,2'-Bis-(diphenylphosphanyl)-1,1'-binaphtyl
Bn Benzyl
Bu Butyl
c

	

Konzentration in mol - L-' (M), mmol - L- ' (mM) oder g - (100mL)-' ;
letzteres nur in Verbindung mit der Angabe der spezifischen Drehung

[a i ;

CB-ADH

	

Candida boidinii Alkoholdehydrogenase
CBS Corey-Bakshi-Shibata
CPCR

	

Candida parapsilosis Carbonylreduktase
DBU 1,8-Diazabicyclo[5 .4.0]undec-7-en
DEAD Diethylazodicarboxylat
DEPT

	

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (NMR-
Meßtechnik)

DIBAL-H Diisobutylaluminiumhydrid
DIP Diisopinocampheylboran
DIPT Diisopropyltartrat
DMAP 4-Dimethylaminopyridin
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
EC

	

Enzymklassifizierung (Enzyme Classification)
EDA Ethylendiamin
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EE Ethylacetat
ee

	

Enantiomerenüberschuß (enantiomeric excess)
EI

	

Elektronenstoß Ionisation (Electron Impact)
eq

	

Äquivalente (equivalents)
Et Ethyl



172

	

6 . Spezieller Teil

FDH Formiatdehydrogenase
GC Gaschromatographie
GCMS Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Kopplung
HL-ADH

	

Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase (Horse Liver Alcohol
Dehydrogenase)

HMG-CoA

	

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A
HPLC

	

High Performance Liquid Chromatography
HRMS

	

Hochauflösende Massenspektrometrie (High Resolution Mass
Spectrometry)

IR Infrarot
J

	

Kopplungskonstante (Hz)
LB-ADH

	

Lactobacillus brevis Alkoholdehydrogenase
LDA Lithiumdiisopropylamid
Lit . Literatur
LK-ADH

	

Lactobacillus kefir Alkoholdehydrogenase
Me Methyl
MS Massenspektrometrie
MTBE Methyl-t-butylether
MTPA a-Methoxy-a-trifluormethylphenylacetyl
m/Z Masse/Ladung-Verhältnis
NAD+ Nicotinamidadenindinucleotid
NADH 1,4-Dihydronicotinamidadenindinucleotid
NADP+ Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NADPH 1,4-Dihydronicotinamidadenindinucleotidphosphat
nb

	

nicht bestimmt
n-BuLi n-Butyllithium
NMR

	

Kernmagnetische Resonanz (Nuclear Magnetic Resonance)
NP Nebenprodukt
ox. oxidiert
Ph Phenyl
Pr Propyl
recLB-ADH

	

in E. coli überproduzierte LB-ADH
RECR

	

Rhodoccocus erythropolis Carbonylreduktase
Rf

	

Retentionsfaktor
RT Raumtemperatur
Rt	Retentionszeit (min)
sn

	

sehr niedrig
t

	

Zeit (time)
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Tab. Tabelle
TB-ADH

	

Thermoanaerobium brockii Alkoholdehydrogenase
TBS tert-Butyldimethylsilyl
TEA Triethanolamin
TE-ADH

	

Thermoanaerobium ethanolicus Alkoholdehydrogenase
TES Triethylsilyl
THF Tetrahydrofuran
Tol Tolyl
TMS Trimethylsilyl
Ts Tosyl
TTN

	

Umsatzzahl (Total turnover number)
UV Ultraviolett
Y-ADH

	

Saccharomyces cerevisiae Alkoholdehydrogenase (Yeast Alcohol
Dehydrogenase)

zit . Lit .

	

zitierte Literatur

[a ]Ä

	

Spezifische Drehung (10 deg - cm2g') bei Temperatur T (°C) und

Wellenlänge X (nm)

b

	

Chemische Verschiebung (ppm)
s

	

Molarer Extinktionskoeffizient (cm2 _ pmol-1)
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6.2

	

Screening weiterer Alkinone

Aktivltat a
Substrate CPCR recLB-ADH

31a ° - ° 66 46

O
32a - - TMs 58 115

33a
O

snb 68

2

O O
34a w

0
~ 0 7

TMS

O O
35a ~ snb snb

o
TMS

O

36a ~ 0 0

TMS

52a O 157 118

56a
0

ci snb 62

ee >99

O

57a ~~ snb snb

58a
O O

OJW~ snb 4
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Assay-Bedingungen : 5 mM Substrat (aromatische Substrate : 2 mM), 0.25 mM NAD(P)H,
1 MM M9Cl2, 100 MM TEA/NaOH-Puffer, pH = 6.5 .
a) Enzymaktivität wurde über die Abnahme der NAD(P)H-Extinktion bei 340 nm relativ zum
Standard 5-Oxohexansäureethylester bestimmt.
b) Sehr niedrig .

Substrate
Aktivität'

CPCR recLB-ADH
0

108' 0 0

109' 0 0

0 0
110' -~ ~ 0 0
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