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1. Einleitung

1.1  Hintergrund

Porphyrine (nach griech. mopgupa, porphyra, dem Purpurfarbstoff') sind eine Gruppe
heterocyclischer, aromatischer Verbindungen, die aus vier tiber Methinbriicken verbundenen
Pyrrolringen aufgebaut sind. Das Porphyrin-Grundgeriist ist das zentrale Strukturelement
vieler Naturstoffe, beispielsweise der fiir den Sauerstofftransport in Wirbeltieren
verantwortlichen und an vielen biologischen Oxidationsreaktionen beteiligten Hidme und der
fiir die Photosynthese bendtigten Chlorophylle. Insofern sind Porphyrine von tragender
Bedeutung fiir das Leben auf der Erde. Aber auch im Weltraum treten offenbar Porphyrine
auf; sie sind eine mogliche Erkldrung fiir die so genannten diffuse interstellar bands und
scheinen auch in Bodenproben des Mondes, die von Apollo 12 im Mare Cognitum gesammelt
wurden, enthalten zu sein.”> Auch sonst zeigen Porphyrine viele interessante Eigenschaften.
Neben ihrer intensiven roten bis violetten Farbe fluoreszieren sie unter UV-Bestrahlung
orangerot und sind gute Sensibilisatoren fiir die photochemische Erzeugung von
Singulettsauerstoff.’ In Losung koénnen Porphyrine durch Dipol-Dipol- und -7t
Wechselwirkungen Aggregate bilden.” Sie koénnen zu diversen Hydroporphyrinen reduziert
werden, darunter insbesondere Chlorine, Bacteriochlorine und Porphyrinogene. Porphyrine
und die meisten Hydroporphyrine sind amphoter; die Stickstoffatome der Pyrroluntereinheiten
konnen protoniert, aber auch unter Bildung diverser Metalloporphyrine deprotoniert werden.
Letztere weisen oft interessante Redoxeigenschaften auf, die nicht nur auf dem Metall,

sondern auch auf Redoxaktivitit des Porphyringeriists selbst beruhen kénnen.”

' Moore, M. R., In: Dailey, H. A. (ed.), Biosynthesis of Heme and Chlorophylls, McGraw-Hill
Publishing Company, New York, 1 (1990).

> Miles, I. R., Sarre, P. I, J. Chem. Soc. Faraday Trans. 89 (13), 2269-2276 (1993).

3 Hodgson, G. W., Kvenvolden, K., Peterson, E., Ponnamperuma, C., Space Life Sci. 3, 422
(1972).

* Tanielian, C., Wolff, C., J. Phys. Chem. 99 (24), 9825 (1995).

> Abraham, R. J., Eivazi, F., Pearson, H., Smith, K. M., J. C. S. Chem. Comm., 700 (1976).

® Eicher, T., Hauptmann, S., Speicher, A., The Chemistry of Heterocycles, Wiley-VCH
Verlag, Weinheim, 552 (2012).

7 Fuhrhop, J.-H., Angew. Chem. Int. Ed. 13 (5), 321-335 (1974).
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Abb. 1: Strukturformel von Koproporphyrin II (1).

Koproporphyrin II (1), chemisch 3,7,13,17-Tetramethyl-21H,23 H-porphin-2,8,12,18-
tetrapropansdure, wurde 1896 als Gemisch mit anderen Koproporphyrinen von Saillet im Urin
entdeckt und beschrieben.® Es entsteht im menschlichen Korper durch nichtenzymatische
Isomerisierung und anschlieBende Oxidation aus Koproporphyrinogen III, welches ein
Zwischenprodukt der Biosynthese von Hiam b darstellt.” Es ist in Spuren im Urin und im Kot
nachzuweisen und erfiillt keine bekannte biologische Funktion. Erhohte Konzentrationen von
Koproporphyrinen in Kot und Urin weisen auf eine Porphyrie, also eine Stdrung der
Himbiosynthese hin.'” Die Biosynthese von Him & geht von aus dem Citratcyclus
erhdltlichem Succinyl-CoA (2) aus, das mit Glycin (3) zu 5-Aminoldvulinsdure (4) umgesetzt
wird. Diese wiederum wird zu Porphobilinogen (5) kondensiert, welches iiber
Hydroxymethylbilan (6), Uroporphyrinogen III (7), Koproporphyrinogen III (8),
Protoporphyrinogen IX (9) und Protoporphyrin IX (10) schlieBlich zu Him b (11) umgesetzt

wird (Schema 1)."!

8 Saillet, H., Rev. Med. Paris 16, 542-552 (1896).

? Jacob, K., Egeler, E., Hennel, B., Luppa, P., Neumeier, D., Eur. J. Clin. Chem. Clin.
Biochem. 29, 117 (1991).

19 Jacob, K., Doss, M. O., Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 31, 617 (1993).

! Jordan, P. M., In: Dailey, H. A. (ed.), Biosynthesis of Heme and Chlorophylls, McGraw-
Hill Publishing Company, New York, 57 (1990).
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Schema 1: Biosynthese von Hédm b (11).

Bei hereditdrer Koproporphyrie, das heiflit einem erblich bedingten Mangel an
Koproporphyrinogenoxidase, oder deren Inhibition beispielsweise bei einer Bleivergiftung ist
die Umsetzung von Koproporphyrinogen III zu Protoporphyrinogen IX gehemmt und es
bilden sich verstirkt Koproporphyrine.'” Diese rufen nun die fiir Porphyrie typischen
Symptome hervor, beispielsweise Rotfarbung der Zéhne und des Harns, neurologische

Beeintrachtigungen sowie die bei kutanen Porphyrien charakteristische starke

2 Nordmann, Y., et al., Lancet 309 (8003), 140 (1977).
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Photosensibilitdt. Letztere ist auf die Lichtabsorption der Porphyrine im Wellenlédngenbereich
um 400 nm, die so genannte Soret-Bande, zurlickzufiihren, durch welche sie in einen
elektronisch angeregten Zustand iibergehen. Dieser kann nun durch Fluoreszenz in den
Grundzustand zurlickkehren oder die Anregungsenergie an Triplettsauerstoff abgeben, wobei
Singulettsauerstoff und daraus weitere reaktive Sauerstoffspezies entstehen, die stark
gewebeschidigend wirken. Die photosensibilisierende Wirkung von Porphyrinen wird auch
gezielt in der photodynamischen Therapie von Tumoren und anderen Gewebeverdnderungen
genutzt."” Desweiteren ist die Photochemie der Porphyrine als Grundlage der Photosynthese
von entscheidender Bedeutung fiir nahezu alles Leben auf der Erde.

Fischer erhielt 1930 den Nobelpreis fiir Chemie ,,fiir seine Forschungsarbeiten iiber die
Struktur des Hémins und des Chlorophylls und insbesondere fiir seine Synthese des

. 14
Hamins.*

Er hat maB3geblich die Chemie der Porphyrine erforscht und die Strukturen unter
anderem von Koproporphyrinen, Himin b und Chlorophyll @ und b aufgeklirt.'>'®!7 Fischer
war auch derjenige, der den Koproporphyrinen ihren Namen gab. Saillet hatte das von ihm
aus Urin isolierte Gemisch von Koproporphyrinen als Urospektrin bezeichnet; Fischer fand
Koproporphyrine in Kot und bezeichnete die neuen Substanzen zunichst als Kotporphyrin,

dann als Koproporphyrin (nach griech. xompoo, kopros, Kot).'®"”

Die Leistung Fischers bei
der Isolierung, Charakterisierung und Totalsynthese von Naturstoffen ist insbesondere
insofern bemerkenswert, als dass zur damaligen Zeit keine instrumentelle Analytik wie NMR-
und Infrarotspektroskopie sowie Massenspektrometrie bekannt waren, die heutzutage aus der
Strukturaufkldrung solcher Stoffe nicht mehr wegzudenken sind. Fischer nutzte daher
systematisch diverse Abbaureaktionen, um die Naturstoffe in letztendlich bekannte
Verbindungen zu zerlegen und verifizierte anschlieBend die so ermittelte Struktur durch
Totalsynthese. Diese stellte auch die einzige Moglichkeit dar zu priifen, welches der
moglichen Regioisomere der so ermittelten Struktur tatsdchlich vorlag. Um die Struktur des
Hiamins b vollstindig zu kldren stellte Fischer somit die flinfzehn mdglichen Isomere des vom
Hiamin b abgeleiteten Mesoporphyrins totalsynthetisch her und verglich deren Schmelzpunkte

mit dem Schmelzpunkt des aus dem Naturstoff gewonnenen Mesoporphyrins.

P Banfi, S., et al., Bioorg. Med. Chem. 12, 4853 (2004).

'* The Royal Swedish Academy of Sciences, List of the Nobel Prize Laureates 1901-1994,
Almquist & Wiksell Tryckeri, Uppsala, Schweden (1995).

" Fischer, H., Andersag, H., Liebigs Ann. Chem. 450, 201-219 (1926).

' Fischer, H., Zeile, K., Liebigs Ann. Chem. 468, 98-116 (1929).

7 Fischer, H., Wenderoth, H., Liebigs Ann. Chem. 545, 140-147 (1940).

'8 Fischer, H., Hoppe Seylers Z. Physiol. Chem., 97, 109 (1916).

' Fischer, H., Zerweck, W., Hoppe Seylers Z. Physiol. Chem., 137, 242 (1924).
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Diese Untersuchung bestétigt die Ergebnisse Fischers bei seiner Synthese von
Koproporphyrin 11, bezieht dabei moderne analytische Methoden ein und beleuchtet die
ungewohnlichen Eigenschaften des Produkts ndher. Desweiteren gibt sie einen Einblick in die
einzigartige Chemie der Pyrrole und Porphyrine, die viele unerwartete, faszinierende
Reaktionen beinhaltet. So zeigt sich einmal mehr, dass es fiir das tatséchliche Verstidndnis
eines komplexen Naturstoffs nicht ausreicht, dessen Eigenschaften zu kennen; eine
erfolgreiche Synthese ist noch viel lehrreicher. Dies stellt auch eines der Hauptziele der
Totalsynthese von Naturstoffen dar; oft ist nicht so sehr die Zielverbindung von Interesse wie
die Entwicklung neuer synthetischer Methodologie oder das Erlangen eines tieferen
Verstindnisses chemischer Umwandlungen. Woodward, der lange auf dem Gebiet der

Porphyrine und weiterer Tetrapyrrole forschte, notierte geradezu poetisch: >

., We entered a chemical fairyland, replete with remarkable transformations which
provide unusual opportunities for the testing and further development of principle, and we
cannot but urge others to follow us in penetrating what must have seemed to many the

monolithic wall of a finished body of chemistry.

1.2 Synthesestrategie

Die vorliegende, lineare Totalsynthese von Koproporphyrin II begann mit der
Pyrrolsynthese nach Knorr. Acetessigsdureethylester (12) wurde nitrosiert, mit Zink reduziert
und in situ mit einem weiteren Aquivalent Acetessigsiureethylester zu Knorrs Pyrrol (13)
kondensiert.”' Die B-Esterfunktion wurde durch Schwefelsiure selektiv unter Bildung von
Pyrrolcarbonsdure 14 hydrolysiert.”> Deren thermische Decarboxylierung in basischem
Medium ergab das p-unsubstituierte Pyrrol 15, welches mittels einer Vilsmeier-Haack-
Formylierung zum Pyrrolcarbaldehyd 16 umgesetzt wurde.” Eine Knoevenagel-Doebner-
Kondensation lieferte Pyrrolpropensédure 17, die mit Natriumamalgam zu Pyrrolpropansiure
18 reduziert wurde. Diese wurde mit Brom in Essigsdure zu Brommethylpyrrol 19 umgesetzt.

Das Erhitzen von 19 in Wasser ergab unter Abspaltung von Formaldehyd Dipyrrylmethan-

Y Woodward, R. B., Pure Appl. Chem. 2, 384 (1961).

I Woodward, R. B., et al., Tetrahedron 46 (22), 7636 (1990).
22 Fischer, H., Walach, B., Ber. 58, 2820 (1925).

» Chu, E. J.-H., Chu, T. C., J. Org. Chem. 19, 268 (1954).

10



diester 20, der daraufhin mit Natronlauge verseift wurde.*

Die so erhaltene Dipyrrylmethan-

dicarbonsédure 21 wurde durch Erhitzen in Koproporphyrin II (1) liberfiihrt, welches aber zur

Aufreinigung zum Tetramethylester 22 umgesetzt werden musste.”

Dessen Hydrolyse mit

Salzsiure ergab schlieBlich Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 - 2 HCI) (Schema 2).%°

NaNO,, AcOH o] —
O O dann Zn, AcOH (0]
)J\/U\O/\ 46 % -0 /A
N
12 fo) H
13
o
CHQ(COOH PhNH,, A H
34 % 0. [\
N
H
16

Na(Hg), H,0 | 67 %

HO (0] HO 1)

2Cr

0™ on 07 TOH

1-2HCI

Br2 AcOH
43 %

H,0, A
88 %

HCl, HZO

quant

i

2. MeOH, (MeO);CH, H,S0,
~ se%@sulen) % (3 Stufen)

H,SO,
dann H,0O

48 0/0

o]
LOH
oo [\

14

Et,NC,H,OH, A | 34 %

DMF, POCl3
dann H,0, NaOAc, A

83 % oo N

N
H

15

M

1.H,0, A

Schema 2: Synthese von Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 - 2 HCI).

** Fischer, H., Andersag, H., Liebigs Ann. Chem. 450, 215-217 (1926).
> Byrne, C. J., Ward, A. D., Tetrahedron Lett. 29 (12), 1423 (1988).
2 With, T. K., Int. J. Biochem. 9, 887 (1978).
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2. Experimentalteil

2.1 Allgemeines

Natriumamalgam wurde vor Verwendung frisch aus den Elementen hergestellt.
Essigsdure wurde, sofern notig, durch Zugabe von Essigsdureanhydrid absolutiert. Fiir die
Sdulenchromatographie wurden analysenreine, absolutierte Losemittel verwendet. Alle
anderen Chemikalien wurden ohne weitere Vorbehandlung eingesetzt. Arbeiten mit
luftempfindlichen Substanzen wurden mittels Schlenktechnik unter Argon (99.996 %)
durchgefiihrt.

Zur Séulenchromatographie wurde Kieselgel 60 von AppliChem GmbH, Darmstadt,
verwendet. Diinnschichtchromatographie erfolgte an Kieselgel 60-F»s4-Aluminiumfolien bzw.
bei Koproporphyrin-II-tetramethylester (22) an Kieselgel 60-HPTLC-Glasplatten (Normal-
phasenchromatographie) oder an C;3-RP-HPTLC-F;ss-s-Glasplatten (Umkehrphasen-
chromatographie), alle von Merck KGaA, Darmstadt. Detektion erfolgte visuell, durch
Fluoreszenz (Anregung bei 365 nm), Fluoreszenzloschung (Anregung bei 254 nm) oder durch
Anféarben mit lod oder Ninhydrin.

Schmelzpunkte ~ wurden mit einem  Biichi  Melting  Point  B-540-
Schmelzpunktmessgerit bei einer Heizrate von 3.0 °C min™ bestimmt. Bei Brommethylpyrrol
19 und Dipyrrylmethandicarbonsdure 21 wurde aufgrund der Temperaturempfindlichkeit der
Substanzen zundchst die ungefihre Zersetzungstemperatur mit einer Heizrate von
10.0 °C min™' ermittelt. Dann wurde bei einer Heizrate von 3.0 °C min"' die genaue
Zersetzungstemperatur bestimmt, wobei die Probe erst 5.0 °C vor Erreichen der
Zersetzungstemperatur eingefiihrt wurde.

FTIR-Spektren wurden mittels eines PerkinElmer Spectrum 100-Spektrometers mit
Diamant-ATR-Einheit aufgenommen. Peakintensitidten werden wie folgt angegeben: vs — sehr
stark (0 — 9 % Transmission), s — stark (10 — 29 % Transmission), m — medium (30 — 69 %
Transmission), w — schwach (70 — 89 % Transmission), vw — sehr schwach (90 — 100 %
Transmission).

'H-NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Mercury 300 und VNMRS-600 von
Varian aufgenommen. “C{'H}-NMR- und APT-Spektren wurden mit einem Varian
VNMRS-600-Spektrometer mit Kryoprobenkopf aufgenommen. Alle Messungen wurden bei
25 °C durchgefithrt. "C{'H}-NMR-Spektren wurden 'H-breitbandentkoppelt mittels
WALTZ-16. Chemische Verschiebungen 6 werden in ppm angegeben, wobei als

12



Referenzpunkt das Restnuklidsignal des Losemittels oder, bei Verwendung von DMSO-d; als
Losemittel, das Signal von Tetramethylsilan dient. Chloroform-d wurde bezogen von Thermo
Fisher Scientific Inc., Geel, Belgien und war zu 99.8 Atom-% bzw. bei Koproporphyrin-II-
tetramethylester zu 99.95 Atom-% deuteriert. DMSO-ds wurde bezogen von Cambridge
Isotope Laboratories Inc., Andover, MA, USA, war zu 99.9 Atom-% deuteriert und enthielt
0.05 % Tetramethylsilan als internen Standard. Multiplizititen und Signalform werden wie
folgt angegeben: s — Singulett, d — Dublett, ¢ — Triplett, ¢ — Quartett, m — Multiplett, br —
breites Signal. Bei APT-Spektren werden geradzahlige Protonenzahlen (C, CH;) mit g,
ungeradzahlige (CH, CHj3) mit u gekennzeichnet.

Hochaufgeloste Massenspektren wurden mit einem Thermo Scientific LTQ Orbitrap
XL hybrid Fouriertransform-Massenspektrometer aufgenommen. Dazu wurden die Proben in
Methanol geldst und angesiuert. Dann wurden ESI'-Massenspektren gemessen, anschlieBend
die gesuchten Spezies isoliert und einer CID-MS-Messung unterzogen.

UV-Vis-Spektren wurden mit den Spektrometern CADAS 100 von Dr. Lange und
Lambda 35 von PerkinElmer aufgenommen. Es wurden QS-Kiivetten von Hellma oder
PerkinElmer mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet. Datenpunkte wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 220 nm min"' (CADAS 100) bzw. 240 nm min"' (Lambda 35) mit
einer Aufldosung von 1 nm im Messbereich von 300 nm bis 800 nm aufgezeichnet.

Fluoreszenzspektren wurden mit einem PerkinElmer LS 45-Spektrometer
aufgenommen, wobei Anregung am Maximum der Soret-Bande erfolgte. Es wurden QS-
Fluoreszenzkiivetten von PerkinElmer mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet.
Anregungs- und Emissionsbandbreiten betrugen 10 nm. Datenpunkte wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 240 nm min™' mit einer Aufldsung von 0.5 nm im Messbereich von
500 nm bis 900 nm aufgezeichnet.

Farbumschlagsbereiche ~wurden durch potentiometrische Titration 1.0 M
Phosphorsédure mit 1.0 M Natronlauge mit einem Voltcraft PH-100 ATC pH-Messgerit
ermittelt. Die Farbumschldge wurden visuell und UV-Vis-spektroskopisch verfolgt.

Wo erforderlich wurden Bilder nachbearbeitet, um eine korrekte Farb- und

Helligkeitswiedergabe zu erreichen.

13



2.2 Durchfiihrung

Schritt 1 — Diethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2,4-dicarboxylat (Knorrs Pyrrol, 13). In einem
4 L-Rundkolben mit Thermometer und Tropftrichter wird Acetessigsdureethylester (486 mL,
3.85 mol) in Essigsédure (2.0 L) bei 0 °C mit einer Losung von Natriumnitrit (268 g, 3.88 mol,
1.01 equiv.) in Wasser (400 mL) so versetzt, dass die Temperatur nicht tiber 15 °C steigt.
Nach vollstindiger Zugabe wird die Losung 12 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen
und weiterer Acetessigsdureethylester (486 mL, 3.85 mol, 1.00 equiv.) hinzugegeben. Die
Losung wird vorsichtig zu einer Suspension von Zink (700 g, 10.7 mol, 2.78 equiv.) in
Essigsdure (1.0 L) gegeben und eine Stunde unter Riickfluss erhitzt. Dann wird noch heifl
unter kriaftigem Riihren in Wasser (30 L) eingegossen. Der gelbliche Niederschlag wird
abgesaugt, getrocknet und zweimal aus Ethanol (2 x 2.0 L) umkristallisiert. Ausbeute 427.5 g
(46 % d. Th.) Diethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2,4-dicarboxylat (13). Hellgelbe, verfilzte
Kristallnadeln.

Summenformel: C;;H;7NO4. Molekiilmasse: 239.268 g mol!. ReWert: 0.35 (NP,
Dichlormethan). Mp: 135 — 136 °C (Lit.>” 136 — 137 °C). '"H-NMR (300 MHz, CDCl):
8=1.35 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, CHs); 1.36 (¢, *Juu = 7.1 Hz, 3 H, CHs); 2.51 (s, 3 H, CHs);
2.56 (s, 3 H, CHs); 4.28 (¢, *Juu = 7.1 Hz, 2 H, CH,); 4.32 (¢, *Juu = 7.1 Hz, 2 H, CH,); 9.00
—9.30 (br, 1 H, NH). IR (ATR): ¥ = 3261 (m), 2983 (w), 2933 (w), 1665 (s), 1570 (w),
1481 (m), 1434 (s), 1377 (m), 1259 (vs), 1190 (vs), 1126 (m), 1084 (s), 1021 (m), 894 (m),
853 (w), 776 cm™ (s).

Schritt 2 — 5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-carbonsdure (14). In einem 3 L-
Becherglas wird Pyrrol 13 (600 g, 2.51 mol) unter kréftigem Riihren in 96 %iger
Schwefelsdure (1.30 L) gelost, wobei die Temperatur durch die Zugabe zwischen 40 °C und
50 °C gehalten wird. Die braune Losung wird nach vollstindiger Zugabe noch 20 Minuten auf
dieser Temperatur gehalten und dann unter Rithren in Eiswasser (15 L) eingegossen. Der
ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt, mit etwas Wasser nachgewaschen und in Wasser
(6.0 L) suspendiert. AnschlieBend wird mit 5 M Natronlauge bis zur deutlich alkalischen
Reaktion (pH 9 — 10) versetzt, wobei der GroBteil des Feststoffs gelost wird. Die Losung wird

filtriert und das Filtrat mit verdiinnter Schwefelsdure versetzt, bis kein Niederschlag mehr

*7 Fischer, H., Org. Synth. Coll. Vol. II, 202 (1943).
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ausfdllt. Der graue Niederschlag wird abgesaugt, mit viel Wasser nachgewaschen und
getrocknet. Die nun braune Masse wird aus Ethanol (1.5 L) umkristallisiert. Ausbeute 251.9 g
(48 % d. Th.) 5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-carbonséure (14). Graues Pulver;

in reinem Zustand farblos.

Summenformel: C;oH;3sNO,. Molekiilmasse: 211.215 g mol'. Ry-Wert: 0.30 (NP,
Dichlormethan-Methanol-Essigsdure 94:5:1). Mp: 282 — 284 °C (Lit.”> 273 °C). '"H-NMR
(300 MHz, DMSO-dg): 8= 1.29 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, CHs); 2.40 (s, 3 H, CH3); 2.46 (s, 3 H,
CHs); 4.24 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 2 H, CH,); 11.65 — 11.85 (b, 1 H, NH); 11.85 — 12.10 (br, 1 H,
COOH). IR (ATR): v =3294 (s), 2987 (w), 2936 (w), 1659 (vs), 1564 (m), 1485 (s), 1432 (s),
1279 (vs), 1201 (vs), 1133 (m), 1089 (s), 1023 (m), 926 (m), 886 (m), 857 (w), 775 (s),
735 cm™ (s).

Schritt 3 — Ethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (15). In einem 4 L-Rundkolben mit
aufgesetztem Riickflusskiihler wird eine Suspension von Pyrrolcarbonsdure 14 (251.9 g,
1.19 mol) in N,N-Diethylethanolamin (600 mL) eine Stunde zum Sieden erhitzt. Die so unter
starker Gasentwicklung entstehende, braune Losung wird noch heil3 unter Riihren in Wasser
(6.0 L) eingegossen. Dabei fillt ein gelblicher Niederschlag aus, der abgesaugt, mit Wasser
nachgewaschen, getrocknet und zweimal aus Ethanol (500 mL, 150 mL) umkristallisiert wird.
Ausbeute 67.7 g (34 % d. Th.) Ethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (15). Beigefarbene,

wohlausgebildete Kristalle; in reinem Zustand farblos.

Summenformel: CoH;3NO,. Molekiilmasse: 167.205 g mol'. Rr-Wert: 0.39 (NP,
Dichlormethan). Mp: 122 — 123 °C (Lit.”> 125 °C). "H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6= 1.35 (¢,
*Jun = 7.2 Hz, 3 H, CH3); 2.25 (s, 3 H, CH3); 2.31 (s, 3 H, CH3); 4.30 (¢, *Jun = 7.2 Hz, 2 H,
CH,); 5.80 (br s, 1 H, CH); 8.65 — 9.10 (br, 1 H, NH). IR (ATR): v = 3284 (vs), 3153 (w),
3097 (w), 2981 (m), 2926 (m), 2863 (w), 1657 (vs), 1542 (w), 1446 (vs), 1373 (m), 1327 (m),
1271 (vs), 1213 (s), 1102 (s), 1023 (m), 975 (m), 878 (w), 795 cm™ (vs).

Schritt 4 — Ethyl-4-formyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (16). In einem 500 mL-
Zweihalskolben mit aufgesetztem Riickflusskiihler und Tropftrichter mit Druckausgleich wird
Pyrrol 15 (67.7 g, 0.405 mol) in DMF (120 mL, 1.56 mol, 3.85 equiv.) suspendiert. Unter
magnetischem Riihren und Kiihlung mittels eines Eisbads wird Phosphorylchlorid (45.0 mL,
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0.493 mol, 1.22 equiv.) im Verlauf von 45 Minuten zugetropft. Das Eis zur Kiihlung wird
wihrenddessen nicht ersetzt, sodass das Reaktionsgemisch im Verlauf der Zugabe
Raumtemperatur erreicht. Nach vollstandiger Zugabe wird die tiefbraune Losung eine Stunde
bei Raumtemperatur und zwei Stunden bei 100 °C geriihrt. Der Ansatz wird noch heifl unter
Riihren in Eiswasser (1.0 L) eingegossen, wobei eine klare, dunkelbraune Lésung erhalten
wird. Durch Zugabe von Natriumacetat-Trihydrat (ca. 160 g) wird der pH-Wert der Losung
auf pH 4 eingestellt. Dabei fillt ein beigefarbener Feststoff aus. Die so erhaltene Suspension
wird 1.5 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird der Feststoff abgesaugt und
aus Ethanol-Wasser (1:1, 500 mL) umkristallisiert. Ausbeute 65.4 g (83 % d. Th.) Ethyl-4-
formyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (16). Hellbraune Kristallnadeln; in reinem
Zustand farblos.

Summenformel: C;oH;3sNO;. Molekiilmasse: 195.215 g mol'. Ry-Wert: 0.24 (NP,
Dichlormethan). Mp: 144 — 145 °C (Lit.”® 145 — 146 °C). '"H-NMR (300 MHz, CDCl):
8=1.38 (¢, *Jun = 7.2 Hz, 3 H, CHs); 2.55 (s, 3 H, CH3); 2.57 (s, 3 H, CH3); 4.34 (¢, *Jun =
7.2 Hz, 2 H, CH,); 9.65 — 9.85 (br, 1 H, NH); 10.00 (s, 1 H, CHO). IR (ATR): v = 3281 (),
2991 (w), 2930 (w), 2708 (w), 1661 (vs), 1561 (m), 1512 (m), 1438 (s), 1380 (m), 1277 (vs),
1183 (s), 1095 (m), 1016 (m), 879 (m), 776 (s), 742 (s), 660 cm™ (w).

Schritt 5 — (E)-3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]prop-2-ensdure (17). In
einem 500 mL-Zweihalskolben mit aufgesetztem Riickflusskiihler und Tropftrichter wird eine
Suspension von Pyrrolcarbaldehyd 16 (65.4 g, 0.335 mol) und Malonsédure (34.9 g, 0.335 mol,
1.00 equiv.) in 2-Propanol (300 mL) zum Sieden erhitzt. Wenn sich die Kristalle
weitestgehend geldst haben wird Anilin (30.6 mL, 0.335 mol, 1.00 equiv.) zugegeben, wobei
eine fast schwarze Losung erhalten wird. Diese wird weiter unter Riickfluss erhitzt. Nach
etwa einer Stunde fallen farblose Kristalle aus und die Farbe der Losung wird immer heller.
Nach sechs Stunden wird das Gemisch in 3 M Salzsdure (700 mL) eingegossen und fiinf
Minuten zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird abgesaugt, mit Wasser sdurefrei
gewaschen und 2 M Natronlauge zugegeben, bis keine weitere Auflosung zu beobachten ist.
Verbliebener Feststoff wird abfiltriert und das Filtrat mit 3 M Salzsdure stark angesduert. Der
dabei ausfallende, fast farblose Niederschlag wird abgesaugt und aus Ethanol (800 mL)
umkristallisiert. Ausbeute 27.3 g (34 % d. Th.) (E)-3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-yl]prop-2-ensdure (17). Farbloses, lockeres Pulver.
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Summenformel: C;;H;sNO,. Molekiilmasse: 237.252 g mol'. Ry-Wert: 024 (NP,
Dichlormethan-Methanol-Essigsdure 94:5:1). Mp: 236 — 238 °C (Zers.) (Lit.** 240 °C
(Zers.)). '"H-NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6= 1.30 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, CHs); 2.33 (s, 3 H,
CHs); 2.37 (s, 3 H, CHs); 4.24 (¢, *Juu=7.1 Hz, 2 H, CH,); 5.94 (d, *Jun=16.3 Hz, 1 H,
CH); 7.54 (d, *Jun = 16.1 Hz, 1 H, CH); 11.75 (s, 1 H, NH); 12.00 (s, 1 H, COOH). IR
(ATR): 7 = 3280 (s), 2934 (w), 1667 (vs), 1609 (vs), 1563 (s), 1515 (w), 1418 (m), 1352 (w),
1278 (vs), 1189 (vs), 1091 (m), 1019 (w), 940 (s), 843 (m), 751 (s), 684 cm™ (m).

Schritt 6 — 3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]propansdure (18). In einem
500 mL-Erlenmeyerkolben wird Pyrrolpropensdure 17 (26.8 g, 0.113 mol) in Wasser
(150 mL) suspendiert. Unter Schiitteln wird im Verlauf von fiinf Stunden 3 %iges
Natriumamalgam (400 g, 0.522 mol, 4.62 equiv.) in Portionen zu je 40 g zugegeben. Wihrend
der Zugabe 10st sich die Propensdure auf; es entsteht eine olivgriine, spéter graue Losung.
Wenn sich die Séure vollstindig gelost hat wird mehr Wasser (200 mL) zugegeben. Nach
vollstdndiger Zugabe des Natriumamalgams wird noch eine Stunde geschiittelt und
30 Minuten stehen gelassen. Dann wird vom abgeschiedenen Quecksilber abdekantiert,
filtriert und das fast farblose Filtrat mit 9 M Essigsdure (150 mL, 1.35 mol) versetzt. Der
farblose Niederschlag wird abgesaugt und aus Ethanol-Wasser (1:1, 200 mL) umkristallisiert.
Ausbeute 18.2 g (67 % d. Th.) 3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]propan-
sdure (18). Hellgelbe Kristallnadeln; in reinem Zustand farblos.

Summenformel: C;;H;7NO4. Molekiilmasse: 239.268 g mol!. ReWert: 0.25 (NP,
Dichlormethan-Methanol-Essigsdure 94:5:1). Mp: 156 — 157 °C (Lit.** 152 °C (Zers.)).
"H-NMR (300 MHz, DMSO-dq): 6 = 1.27 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 3 H, CH;); 2.13 (s, 3 H, CHs);
2.18 (s, 3 H, CHs); 2.27 (¢, “Jun=7.5 Hz, 2 H, CH,); 2.55 (¢, *Juu = 7.7 Hz, 2 H, CH,);
418 (¢, *Jun = 7.1 Hz, 2 H, CH,); 10.98 — 11.15 (br s, 1 H, NH); 11.80 — 12.50 (br, 1 H,
COOH). IR (ATR): ¥ = 3300 (s), 2976 (m), 2922 (m), 1702 (s), 1662 (vs), 1502 (m), 1441 (s),
1378 (m), 1330 (w), 1268 (vs), 1221 (s), 1165 (s), 1092 (s), 1014 (m), 946 (m), 875 (w),
770 (m), 722 (m), 685 cm™ (w).

Schritt 7 — 3-[2-(Brommethyl)-5-(ethoxycarbonyl)-4-methyl-1H-pyrrol-3-yl]propansdure
(19). In einem 250 mL-Rundkolben mit aufgesetztem Tropftrichter mit Druckausgleich wird
Pyrrolpropansdure 18 (18.2 g, 76.1 mmol) in absolutierter Essigsdure (30 mL) suspendiert.
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Unter kriaftigem Riihren wird eine Losung von Brom (4.87 mL, 95.1 mmol, 1.25 equiv.) in
absolutierter Essigsdure (60 mL) im Verlauf von 20 Minuten zugetropft. Das Reaktions-
gemisch erwédrmt sich dabei und der Feststoff 16st sich auf; es entsteht eine tiefbraune Losung.
Gegen Ende der Zugabe triibt sich die Losung plotzlich, worauthin unter Verfestigung des
Reaktionsgemischs das Produkt auskristallisiert und die Farbe nach Orange umschligt. Der
Ansatz wird 18 Stunden stehen gelassen, der Feststoff abgesaugt, mit absolutierter Essigsdure
und Diethylether nachgewaschen und aus absolutierter Essigsdure (100 mL) umkristallisiert.
Ausbeute 10.5 g (43 % d. Th.) 3-[2-(Brommethyl)-5-(ethoxy-carbonyl)-4-methyl-1H-pyrrol-
3-yl]propansédure (19). Beigefarbene, verfilzte Kristallnadeln. Empfindlich gegeniiber
Feuchtigkeit.

Summenformel: C,H;sBrNO,. Molekiilmasse: 318.164 g mol'. RrWert: 0.36 (NP,
Dichlormethan-Essigsdure 95:5). Mp: 150 — 160 °C (Zers.) (Lit.** 176 °C (Zers.)). "H-NMR
(300 MHz, CDCLy): 6 = 1.37 (¢, *Jun = 7.0 Hz, 3 H, CH3); 2.28 (s, 3 H, CH;); 2.57 (¢, *Jun =
7.7 Hz, 2 H, CHa); 2.80 (¢, *Jun = 7.5 Hz, 2 H, CH,); 4.33 (¢, *Juu=7.1 Hz, 2 H, CH,);
4.53 (s, 2 H, CH,); 8.75 — 8.95 (br, 1 H, NH). IR (ATR): ¥ = 3294 (m), 2930 (m), 1654 (vs),
1439 (s), 1271 (vs), 1220 (m), 1169 (m), 1092 (s), 1013 (m), 924 (m), 770 (m), 707 cm™ (m).

Schritt 8 — 5,5'-[Methandiylbis(2-ethoxycarbonyl-3-methyl-1H-pyrrol-4,5-diyl) ] dipropan-
sdure (20). In einem 500 mL-Rundkolben mit aufgesetztem Riickflusskiihler wird
Brommethylpyrrol 19 (10.5 g, 33.0 mmol) in Wasser (80 mL) suspendiert und das
Reaktionsgemisch zum Sieden erhitzt. Unter kriftiger Entwicklung von Formaldehyd
zerfallen die bridunlichen Kristallnadeln zu fast farblosem, feinem Pulver. Die Suspension
schiumt dabei sehr stark. An der Kolbenwand haftender Feststoff wird nach Bedarf mit
Wasser zuriick in das Reaktionsgemisch gespiilt. Nach vier Stunden wird auf Raumtemperatur
abkiihlen gelassen und der Niederschlag von der iiberstehenden, intensiv gelben Losung
abgesaugt. Nach griindlichem Waschen mit Wasser wird aus Ethanol-Wasser (2:1, 150 mL)
umkristallisiert. Ausbeute 6.74 g (88 % d. Th.) 5,5'-[Methandiylbis(2-ethoxycarbonyl-3-
methyl-1H-pyrrol-4,5-diyl)]dipropansdure  (20). Schwach gelbliche, wohlausgebildete

Kristalle; in reinem Zustand farblos.

Summenformel: Ca3H3N.Os. Molekiilmasse: 462.493 g mol'. ReWert: 0.13 (NP,
Dichlormethan-Methanol-Essigsdure 94:5:1). Mp: 207 — 208 °C (Lit.** 201 °C). "H-NMR
(300 MHz, DMSO-dg): 6 =1.27 (¢, *Juu = 7.2 Hz, 6 H, 2 x CHs); 2.07 (¢, *Jun = 7.7 Hz, 4 H,
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2 x CHy); 2.14 (s, 6 H, 2 x CHs); 2.53 (¢, 4 H, 2 x CHy); 3.85 (s, 2 H, CH,); 4.21 (g, *Tun =
7.0 Hz, 4 H, 2 x CHy); 11.11 (s, 2 H, 2 x NH); 11.80 — 12.20 (br, 2 H, 2 x COOH). IR (ATR):
v = 3419 (m), 3239 (m), 2972 (w), 2927 (w), 1701 (vs), 1666 (vs), 1627 (vs), 1442 (vs),
1258 (vs), 1177 (s), 1094 (s), 1014 (m), 941 (s), 843 (m), 772 (m), 642 cm™ (m).

Schritt 9 — 5,5'-Methandiylbis[4-(2-carboxyethyl)-3-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsdure] (21).
In einem 250 mL-Rundkolben mit aufgesetztem Riickflusskiihler wird eine Ldsung von
Dipyrrylmethandiester 20 (6.58 g, 14.2 mmol) in 2.5 M Natronlauge (60.0 mL, 150 mmol,
10.6 equiv.) zum Sieden erhitzt. Die zundchst gelbe Losung farbt sich dabei langsam braun.
Nach sechs Stunden wird abkiihlen gelassen und unter Kiihlung auf 0 °C mit 2 M
Schwefelsdure (50 mL, 100 mmol) versetzt. Der dabei ausfallende, hellgraue Niederschlag
von 5,5'-Methandiylbis[4-(2-carboxyethyl)-3-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsdure] (21) wird
abgesaugt, mit Wasser sdurefrei gewaschen und noch feucht weiterverarbeitet. Schmutzig-

rosafarbene Masse, die sich schnell rotviolett farbt; in reinem Zustand farblos.

Summenformel: C;9H»N,Os. Molekiilmasse: 406.387 g mol'. Re-Wert: 0.53 (RP,
Dichlormethan-Methanol 50:50). Mp: 125 — 127 °C (Zers.) (Lit.** 176 °C (Zers.)). "H-NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.14 (¢, *Jun = 7.5 Hz, 4 H, 2 x CHy); 2.14 (s, 6 H, 2 x CH3);
2.57 (t, *Jun = 7.7 Hz, 4 H, 2 x CHy); 3.80 (s, 2 H, CH,); 11.05 (s, 2 H, 2 x NH); 11.65 —
12.35 (br, 4 H, 4 x COOH). IR (ATR): v = 3368 (w), 2920 (w), 1653 (vs), 1503 (m),
1462 (m), 1343 (w), 1261 (s), 1168 (m), 1083 (m), 925 (s), 767 (m), 662 cm™ (w).

Schritt 10 — Tetramethyl-3,7,13,17-tetramethyl-21H,23H-porphin-2,8,12, 18-tetrapropanoat
(Koproporphyrin-Il-tetramethylester, 22). In einem 250 mL-Becherglas wird Dipyrrylmethan-
dicarbonséure 21 unter Riihren in siedendes Ethanol-Wasser (1:1, 100 mL) eingetragen. Unter
Gasentwicklung entsteht eine tiefrote Losung, die in Wasser (400 mL) eingegossen und
72 Stunden an der Luft geriihrt wird. Der dabei ausfallende violette, griin schimmernde
Niederschlag wird abgesaugt, griindlich mit Wasser nachgewaschen und getrocknet. Dann
wird der Feststoff in Essigsdure (50 mL) gelost und filtriert. Das Filtrat wird mit 12 M
Salzsdure (1.5 mL, 18 mmol) und Diethylether (150 mL) versetzt. Nach 12 Stunden wird
abgesaugt, mit wenig Diethylether-Essigsdure (3:1) und Diethylether nachgewaschen und
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getrocknet.” Die so erhaltene Masse wird in siedendem Wasser (150 mL) so weit wie moglich
gelost und heil filtriert. Der Filterkuchen wird erneut in siedendem Wasser (50 mL)
suspendiert und filtriert. Die vereinigten Filtrate werden vorsichtig eingedampft und der
Riickstand in Methanol (10.0 mL, 247 mmol) aufgenommen. Nach Zugabe von Trimethyl-
orthoformiat (10.0 mL, 91.4 mmol) und 96 %iger Schwefelsdure (0.5 mL) wird eine Stunde
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Dichlormethan (100 mL)
versetzt und so oft mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlosung geschiittelt, bis diese
neutral bleibt. Die organische Phase wird mit gesittigter Natriumchloridldsung gewaschen,
mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel Toluol-
Acetonitril 95:5 zur Elution einer farblosen, blau fluoreszierenden Bande, gefolgt von
Chloroform oder Dichlormethan-Acetonitril 90:10 zur Elution des Produkts). Ausbeute
18.8 mg (0.56 % d. Th., bezogen auf 20) Tetramethyl-3,7,13,17-tetramethyl-21H,23H-
porphin-2,8,12,18-tetrapropanoat (22). Grauvioletter, amorpher Feststoff von schwacher,

kupferfarbener Irideszenz.

Summenformel: CyH;N4;Os. Molekiilmasse: 710.815 g mol'. R-Wert: 0.25 (NP,
Chloroform). "H-NMR (600 MHz, CDCls, 9.6 mM): 8= -3.88 — -3.72 (br s, 2 H, 2 x NH);
3.25 - 3.32 (m, 8 H, 4 x CH,CO); 3.63 — 3.67 (m, 12 H, 4 x CH3); 3.68 (s, 6 H, 2 x OCH3);
3.69 (s, 6 H, 2 x OCHs); 4.38 — 4.45 (m, 8 H, 4 x CH,); 10.06 — 10.11 (m, 4 H, 4 x CH).
BC{"H}-NMR / APT (151 MHz, CDCls, 9.6 mM): 6 =11.9 (u, 2 x CHs); 11.9 (u, 2 x CH3);
22.0 (g, 2 x CHy); 22.1 (g, 2 x CHy); 37.1 (g, 2 x CHy); 37.2 (g, 2 x CHy); 51.9 (u, 2 x OCH3);
51.9 (u, 2 x OCH3); 96.5 — 97.1 (u, 4 x CH); 136.5 — 137.5 (br, 8 x C); 138.0 — 139.1 (br,
8 x C); 173.7 (g, 4 x COO). HRMS (ESI"): ber. fiir [M+H]" = [C40H47N4Os]": m/z 711.3349,
gef.: m/z 711.3345. HRMS (ESI'-CID 99.00) m/z (%): 712.3376 (41) [(°C;-M)+H]";
681.3145 (24) [("C;-M)+H-CH;0]"; 680.3117 (25) [M+H-OCH;]"; 640.3113 (73)
[(°C1-M)+2H-CH,COOCH;]"; 639.3070 (100) [M+2H-CH,COOCH;]"; 638.3024 (42)
[M+H-CH,COOCH;]"; 626.2980 (19) [(*C;-M)+2H-CH,CH,COOCH;]"; 625.2930 (23)
[M+2H-CH,CH,COOCH;]"; 606.2758 (11) [M-CH,COOCH;-OCH;]"; 581.3010 (15)
[M+3H-CH,COOCH;-COOCH;]"; 567.2842 (14) [M+3H-2CH,COOCH;]"; 566.2808 (14)

“ Aus dem Filtrat kann nach Veresterung ein stark verunreinigtes und schwer trennbares
Gemisch aus Koproporphyrin-II-tetramethylester und dessen Zinkkomplex isoliert werden;

Ausbeute 8.9 mg (0.26 % d. Th., berechnet aus 'H-NMR-Daten als freies Porphyrin).
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[M+2H-2CH,COOCH;]";  553.2684 (11) [M+3H-CH,CH,COOCH;-CH,COOCH;]";
552.2655 (12) [M+2H-CH,CH,COOCH;-CH,COOCH;]". IR (ATR): v = 3451 (w),
3311 (m), 2947 (m), 2865 (w), 1727 (vs), 1620 (w), 1436 (s), 1361 (m), 1243 (m), 1162 (s),
1108 (m), 1059 (w), 1016 (w), 977 (w), 899 (w), 833 (m), 730 (m), 678 cm™ (m). UV-Vis
(Toluol, 4.2 uM): Amax (8) = 402 (24100), 500 (1700), 532 (1200), 570 (910), 625 nm
(610 m* mol"). Fluoreszenz (Toluol, 4.2 uM, Ay = 402 nm): Awn (L) = 627 (1.000),
691 (0.079), 799 nm (0.003).

Schritt 11 — 3,7,13,17-Tetramethyl-21H,23H-porphin-2,8,12, 18-tetrapropansduredihydro-
chlorid (Koproporphyrin-1I-dihydrochlorid, 1 - 2 HCI). In einem 50 mL-Rundkolben wird
Tetramethylester 22 (1.6 mg, 2.3 pmol) mit 12 M Salzsdure (0.50 mL, 6.0 mmol, 2600 equiv.)
versetzt. Nach 48 Stunden wird Wasser (1.0 mL) zugegeben, wobei die zundchst graue
Losung amethystviolett wird. Die Losung wird 24 Stunden stehen gelassen. Die Salzsdure
wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand mit Dichlormethan gewaschen und im
Vakuum tiber Phosphorpentaoxid getrocknet. Ausbeute 2.2 mg (quantitativ, wasserhaltig)
3,7,13,17-Tetramethyl-21H,23 H-porphin-2,8,12,18-tetrapropansiduredihydrochlorid (1 - 2
HCI). Intensiv violetter, in diinnen Schichten griiner, amorpher Feststoff von schwacher

violetter Irideszenz.

Summenformel: CisHyCIl,N,Os. Formelmasse: 727.631 g mol'. R-Wert: 0.17 (RP,
Methanol-Acetonitril-Wasser ~ 45:30:25). HRMS (ESI): ber. fir [M-H-2CI]"
= [C3H30N4O5]": m/z 655.2762, gef.: m/z 655.2753. HRMS (ESI'-CID 70.00) m/z (%):
656.2772 (57) [(°C;-M)-H-2C1]"; 639.2698 (14) [(**C,-M)-H-2CI-OH]"; 638.2670 (36)
[M-H-2CI-OH]"; 598.2672 (44) [(’C;-M)-2CI-CH,COOH]"; 597.2642  (100)
[M-2CI-CH,COOH]";  596.2586 (22) [M-H-2CI-CH,COOH]"; 583.2498 (15)
[M-2Cl-CH,CH,COOH]". UV-Vis (Salzsdure 1.0 M, 1.3 uM): Amax (¢) = 401 (52200),
549 (2700), 590 nm (1500 m* mol™). Fluoreszenz (Salzsiure 1.0 M, 1.3 pM, A, = 401 nm):
Aem (L) = 595 (1.000), 649 (0.349), 791 nm (0.010).
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2.3  Eigenschaften

Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 - 2 HCI) ist ein purpurfarbener, schlecht
kristallisierender Feststoff, der in diinnen Schichten tiefgriin erscheint und eine schwache,
violette Irideszenz aufweist. Es ist in Wasser schlecht, in wéssrigen Sduren und Basen aber
gut 16slich. Es 16st sich ebenfalls in Essigsdaure, Methanol und Dimethylsulfoxid, nicht jedoch
in Dichlormethan, Diethylether oder anderen wenig polaren Losemitteln. Sehr stark saure,
wissrige Losungen von 1 - 2 HCI sind grauviolett und werden bei abnehmender

Sdurekonzentration amethystfarben. Basische Losungen sind wiederum rotbraun (Abb. 2).

Abb. 2: 1.9 mM Lésung von Koproporphyrin Il (1) in (vinr.) 12 M Salzsdure, 4.0 M Salzsdure,
1.0 M Salzsdure, 1.0 M Natronlauge.

Der visuell schwer erkennbare Farbumschlag von rosaviolett zu rosa, basierend auf der
Deprotonierung des Porphyrindikations zum freien Porphyrin, erfolgt bei pH 4 — 5, die
weitere Deprotonierung zum Porphyrindianion bei pH 9 — 10. Die Neutralisation einer
schwach sauren Losung von 1 - 2 HCI mit Natriumacetat fiihrt nicht zur Ausfillung des in
Wasser eigentlich schwer 16slichen freien Koproporphyrins II, sondern zur Bildung einer sehr
stabilen, kolloidalen Losung. Unabhingig vom pH-Wert zeigt Koproporphyrin II in Losung
unter UV-Bestrahlung eine ausgeprigte, orangerote Fluoreszenz, die farblich an die des
Tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(II)-chlorids erinnert.

Koproporphyrin II ist leicht an allen vier Carboxylgruppen zu verestern; dies ist schon
durch Fischer-Veresterung mit Methanol und Schwefelsdure moglich. So erhaltener
Koproporphyrin-II-tetramethylester (22) ist ein grauvioletter Feststoff von schwacher violetter
bis kupferfarbener Irideszenz. Er ist in Wasser kaum 16slich, médBig 16slich in Methanol,

Ethanol, Ethylacetat und Acetonitril und gut 16slich in Dimethylsulfoxid, Toluol,
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Dichlormethan und Chloroform. Verdiinnte Losungen von  Koproporphyrin-II-
tetramethylester in Chloroform sind rosa und werden bei zunehmender Konzentration tiefrot.
Der noch 16semittelhaltige Feststoff ist dann allerdings gelbbraun und wird bei weiterer
Trocknung grauviolett (Abb. 3). Unterschiedliche Losemittel haben nur geringen Einfluss auf

die Farbe der Losung (Tabelle 1).

Abb. 3: (vinr.) Trockener Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22), noch losemittelhaltiger
Feststoff, 2.2 mM Lésung, 0.68 mM Losung, 0.034 mM Losung; alle Losungen in CDCl;.

Tabelle 1: UV-Vis-Daten fiir Koproporphyrin-II-tetramethylester (22)

( [Amax] nm; [¢] m”* mol™")

Losemittel )Lmax (8) Amax (6) )Lmax (8) Amax (6) Amax (6)
Soret v I I I

Acetonitril” | 393 (25200) | 495 (2100) | 528 (1500) | 566(990) | 619 (660)
Chloroform-d” | 400 (26700) | 499 (2200) | 532 (1500) | 568 (1000) | 621 (740)
Dichlormethan © | 398 (25400) | 498 (2200) | 531 (1500) | 568 (1000) | 621 (720)
Ethanol © 396 (23300) | 497 (1900) | 529 (1300) | 568(920) | 621 (650)
Ethylacetat” | 395 (24600) | 496 (2100) | 527 (1400) | 568 (930) | 621 (770)
Toluol 402 (24100) | 500 (1700) | 532 (1200) | 570 (910) | 625 (610)

Im Absorbanzbereich bis mindestens 1.30 ist auf die Soret-Bande in allen in Tabelle 1

aufgefiihrten Losemitteln das Lambert-Beersche Gesetz anwendbar.

b Messung an 3.6 uM Losung.
“ Messung an 2.9 uM Lsung.
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Die Fluoreszenz von Losungen des Koproporphyrin-II-tetramethylesters dhnelt stark
der des freien Koproporphyrins II (Abb. 4). Der Ester eignet sich auch als Fluorophor fiir die
Peroxyoxalat-Chemilumineszenz und erzielt gute Lichtausbeuten (Abb. 5). Er wird dabei aber
schnell oxidativ zerstort, sodass die Lumineszenz innerhalb einer Stunde abklingt und dann

auch keine Fluoreszenz der Losung mehr feststellbar ist.

Abb. 4: Fluoreszenz einer Losung von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22) in
Dichlormethan, Anregung bei 365 nm.

Abb. 5: Peroxyoxalat-Chemilumineszenz mit TCPO in Dichlormethan, sensibilisiert durch

Koproporphyrin-I1I-tetramethylester (22).
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Der Tetramethylester kann in Essigsdure leicht mit Metallsalzen wie Eisen(II)-acetat,
Kupfer(Il)-acetat oder Cobalt(Il)-chlorid zu den entsprechenden Metalloporphyrinen
umgesetzt werden. Im Falle des Eisen(Il)-porphyrins findet dabei Oxidation durch
Luftsauerstoff zum Eisen(IIl)-komplex statt, analog der Oxidation des Hims b zu Hamin b bei
dessen Isolierung aus Blut*® Losungen der Metalloporphyrine in Essigsiure oder
Dichlormethan sind bei Eisen(III) braun, bei Cobalt(II) gelbbraun und bei Kupfer(Il) intensiv
rosa gefarbt (Abb. 6). Verseifung der Metalloporphyrinester mit Natronlauge fiihrt zu den

entsprechenden Metalloporphyrincarbonsiuren.

Abb. 6. Losungen einiger Metallkomplexe von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22) in
Essigsdure, (vinr.) Eisen(Ill), Cobalt(1l), Kupfer(Il).

Die Reduktion von Koproporphyrin II mit Natriumborhydrid in saurer wéssriger
Losung fiihrt zum  farblosen, nicht fluoreszierenden Koproporphyrinogen II
(5,10,15,20,22,24-Hexahydrokoproporphyrin II). Die Umwandlung ist reversibel; schon durch
Luftsauerstoff wird das Porphyrinogen wieder zum Porphyrin oxidiert, was sich an der

Riickkehr der Farbe und der Fluoreszenz bemerkbar macht (Abb. 7).

28 Gattermann, L., Wieland, H., Wieland, T., Die Praxis des organischen Chemikers, Walter
de Gruyter & Co., Berlin, 357 (1956).
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Abb. 7: Links: Losung von Koproporphyrin Il (1) und Natriumborhydrid in 1 M Natronlauge
unter Argon. Mitte: Nach Zugabe von 6 M Salzsdure. Rechts: Nach einstiindigem Stehen an
der Luft.

Wird der Zinkkomplex des Koproporphyrins II mit Natrium in siedendem
Isoamylalkohol reduziert, entsteht griines Koprochlorin II (2,3-Dihydrokoproporphyrin II; als
Zinkkomplex) (Abb. 8). Mit einem gréBeren Uberschuss Natrium entsteht jedoch auch hier
schlieBlich das farblose Koproporphyrinogen II.

Abb. 8: Links: Losung von Koproporphyrin-I1I-Zinkkomplex in Isoamylalkohol unter Argon.
Rechts: Nach Reduktion mit Natrium.
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2.4  Analytik

2.4.1 Allgemeines

Diinnschichtchromatographie wurde durchgefiihrt an Kieselgel 60-HPTLC-Glasplatten
von Merck KGaA, Darmstadt. Detektion erfolgte durch Fluoreszenz (Anregung bei 365 nm).

HPLC-Analytik wurde mit einem Chromatographen von Shimadzu mit einer EC 100/3
NUCLEOSHELL RP 18 2.7 um-Séule von Macherey-Nagel durchgefiihrt. Elution erfolgte
mittels eines Methanol-Wasser-Gradienten unter Zusatz von 1 % Essigsdure. Detektion
erfolgte {iber UV-Absorption bei 254 nm und iiber ESI'-Massenspektrometrie im TIC-Modus
mit LCQ-Detektor von Finnigan.

Hochaufgeloste Massenspektren wurden mit einem Thermo Scientific LTQ Orbitrap
XL hybrid Fouriertransform-Massenspektrometer aufgenommen. Dazu wurden die Proben in
Methanol geldst und angesiuert. Dann wurden ESI'-Massenspektren gemessen, anschlieBend
die gesuchten Spezies isoliert und einer CID-MS-Messung unterzogen.

FTIR-Spektren wurden mittels eines PerkinElmer Spectrum 100-Spektrometers mit
Diamant-ATR-Einheit aufgenommen.

'H-NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Mercury 300, VNMRS-400 und
VNMRS-600 von Varian aufgenommen. VT-NMR-Spektren wurden mit einem Varian
VNMRS-400-Spektrometer aufgenommen. C{'H}-NMR-Spektren, APT- und DEPTQ-
Spektren, 'H-">C-HSQC-Spektren, 'H-">C-HMBC-Spektren, 'H-'H-COSY-Spektren, 'H-'H-
NOESY-Spektren und 'H-DOSY-Spektren wurden mit einem Varian VNMRS-600-
Spektrometer mit Kryoprobenkopf aufgenommen. 'H-DOSY-Spektren wurden zur
Minimierung von Konvektionseffekten ohne Temperaturregulierung bei Raumtemperatur
aufgenommen. Alle anderen Messungen wurden, sofern nicht anders angegeben, bei 25 °C
durchgefiihrt. *C{'H}-NMR-Spektren wurden 'H-breitbandentkoppelt mittels WALTZ-16.
'H-C-HSQC-Spektren wurden wihrend der Aquisitionszeit '*C-breitbandentkoppelt mittels
W40 gOne. 'H-'H-COSY-Spektren wurden mittels der gCOSY-Pulssequenz, 'H-'H-
NOESY-Spektren mittels der NOESY-Pulssequenz, 'H-"C-HSQC- und 'H-"’C-HMBC-
Spektren mittels der gHSQCad- bzw. der gHMBCad-Pulssequenzen aufgenommen. Zur
Aufnahme von 'H-DOSY-Spektren wurde die Dbppste-Pulssequenz verwendet. Chemische
Verschiebungen 6 werden in ppm angegeben, wobei als Referenzpunkt das Restnuklidsignal
des Losemittels dient. Chloroform-d wurde bezogen von Thermo Fisher Scientific Inc., Geel,

Belgien und war zu 99.95 Atom-% deuteriert. Acetonitril-d; wurde bezogen von Thermo
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Fisher Scientific Inc., Geel, Belgien und war zu 99.6 Atom-% deuteriert. Benzol-ds wurde
bezogen von Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland und war zu 99.96 Atom-% deuteriert.

UV-Vis-Spektren wurden mit den Spektrometern CADAS 100 von Dr. Lange und
Lambda 35 von PerkinElmer aufgenommen. Es wurden QS-Kiivetten von Hellma oder
PerkinElmer mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet. Datenpunkte wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 220 nm min"' (CADAS 100) bzw. 240 nm min"' (Lambda 35) mit
einer Aufldsung von 1 nm im Messbereich von 300 nm bis 800 nm aufgezeichnet.

Fluoreszenzspektren wurden mit einem PerkinElmer LS 45-Spektrometer
aufgenommen, wobei Anregung am Maximum der Soret-Bande erfolgte. Es wurden QS-
Fluoreszenzkiivetten von PerkinElmer mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet.
Anregungs- und Emissionsbandbreiten betrugen 10 nm. Datenpunkte wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 240 nm min™' mit einer Aufldsung von 0.5 nm im Messbereich von
500 nm bis 900 nm aufgezeichnet.

Fluoreszenzquantenausbeuten wurden mit einem PerkinElmer LS 45-Spektrometer an
einer durch fiinffaches freeze-pump-thaw cycling entgasten Losung der Probe in Toluol bei
25°C ermittelt. Dies erfolgte durch Messung der Fluoreszenzintensitit relativ zu
5,10,15,20-Tetraphenylporphyrin als Referenzsubstanz von bekannter Fluoreszenzquanten-
ausbeute, wobei Anregung am Maximum der jeweiligen Soret-Bande erfolgte. Es wurden
QS-Fluoreszenzkiivetten von PerkinElmer mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet.
Anregungs- und Emissionsbandbreiten betrugen 10 nm. Datenpunkte wurden bei einer
Scangeschwindigkeit von 240 nm min™' mit einer Aufldsung von 0.5 nm im Messbereich von
500 nm bis 900 nm aufgezeichnet.

Wo erforderlich wurden Bilder nachbearbeitet, um eine korrekte Farb- und

Helligkeitswiedergabe zu erreichen.
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2.4.2 Ergebnisse und Auswertung

Das Diinnschichtchromatogramm des synthetischen Koproporphyrin-II-tetramethyl-
esters (22) neben einem aus Hiihnereierschalen gewonnenem Gemisch der Methylester von
Porphyrinen der Himbiosynthese deutet die Identitidt des erhaltenen Produkts mit natiirlichen
Koproporphyrinen an.” Allerdings wird unter den gewihlten Bedingungen keine Isomeren-

trennung erreicht (Abb. 9).

Protoporphyrin

Koproporphyrin

Pentacarboxyporphyrin

Uroporphyrin

Abb. 9: HPTLC-Chromatogramm von Koproporphyrin-1l-tetramethylester (22) (rechts), mit
aus Hiihnereierschalen gewonnenem Porphyrinmethylestergemisch (links). Stationdre Phase:
HPTLC-Platte Kieselgel 60 auf Glas (Merck). Laufmittel: Toluol-Ethylacetat-Ethanol 17:2:1.

Anregung bei 365 nm.

Da Dipyrrylmethane und intermedidr auftretende reduzierte Porphyrinspezies leicht

isomerisieren konnen muss nun gekldrt werden, ob es sich beim Produkt um reines

30,31

Koproporphyrin II oder um ein Isomerengemisch handelt. Dazu bietet sich analytisch die

HPLC-MS-Kopplung an.

¥ With, T. K., Biochem. J. 137, 597 (1973).

3% Gossauer, A., Engel, J., In: Dolphin, D. (ed.), The Porphyrins, Band 2, Academic Press,
New York, 209 (1978).

3! Mauzerall, D., J. Am. Chem. Soc. 82 (10), 2601 (1960).
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Abb. 10: HPLC-Chromatogramm von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
UV-Detektion (254 nm).

Das HPLC-Chromatogramm des Koproporphyrin-II-tetramethylesters zeigt, dass das
Produkt sehr rein ist (Abb. 10). Das ESI'-MS-Spektrum des Hauptpeaks bei tx =
20.82 Minuten gibt einen m/z-Wert von 711.5 (berechnet fiir [M+H]" : 711.3). Auch der
deutlich kleinere Peak bei tg = 20.51 Minuten ergibt diesen m/z-Wert, sodass es sich hierbei
um eine Verunreinigung mit etwa 6 % des Tetramethylesters eines anderen Koproporphyrin-
isomers handeln diirfte. Unter den Synthesebedingungen am wahrscheinlichsten ist die
spurenweise Isomerisierung zu Koproporphyrin III (23), wobei formal ein Pyrrolring gedreht
wird.

Die Molekiilmasse von Koproporphyrin-II-tetramethylester kann durch ein
hochaufgelostes EST'-Massenspektrum bestimmt und mit dem theoretischen Wert verglichen

werden (Abb. 11).
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Abb. 11: ESI'-HR-Massenspektrum von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22)
in Methanol.
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Der Basispeak liegt bei einem m/z-Wert von 711.3345, was sehr gut mit dem fiir
[M+H]" berechneten Wert von 711.3349 iibereinstimmt. [M+H]" wurde nun isoliert und ein

hochaufgeldstes ESI'-CID-Massenspektrum aufgenommen (Abb. 12).
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Abb. 12: ESI'-CID-HR-Massenspektrum des Peaks bei m/z 711.33 in Abb. 11.

In diesem Spektrum dominieren, wie bei Alkylaromaten zu erwarten, benzylische und
phenylische Fragmentierungen. Besonders begiinstigt ist die Fragmentierung zu
[M+2H-CH,COOCH;]" (m/z 639.3070), da hier das intermedidre Radikalkation benzylisch
und das abgespaltene -CH,COOCH3-Radikal iiber die Carbonylgruppe stabilisiert werden.
Weiterhin treten das fiir Ester typische Acyliumion [M+H-OCH;]" (m/z 680.3117) und die zu
erwartenden *C-Isotopenpeaks wie beispielsweise [("°Ci-M)+H]" (m/z 712.3376) auf.
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Abb. 13: FTIR-Spektrum von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22).
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Auch das FTIR-Spektrum von 22 steht im Einklang mit der Struktur von
Koproporphyrin-II-tetramethylester (Abb. 13). Die Estergruppen sind erkennbar an der C=0O-
Valenzschwingung bei 1727 cm™ und der C-O-Valenzschwingung bei 1162 cm™. Die C=0-
Bande hat eine von aromatischen C=C-Valenzschwingungen stammende Schulter bei
1620 cm™. Einen weiteren Hinweis auf das aromatische System liefert die aromatische C-H-
out-of-plane-Schwingung bei 833 cm™. Die heterocyclisch gebundenen Stickstoffatome sind
erkennbar an der C=N-Valenzschwingung bei 1361 c¢m™, der N-H-Valenzschwingung bei
3311 cm™ und der N-H-Deformationsschwingung bei 678 cm™. Auf die Alkylsubstituenten
deuten die C-H-Valenzschwingung bei 2947 cm™, die asymmetrische CH;-Deformations-
schwingung bei 1436 cm™, die CH,-wagging-Deformationsschwingung bei 1243 cm™ und die

CHa-rocking-Deformationsschwingung bei 730 cm™.
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Abb. 14: 600 MHz ' H-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
9.6 mM Losung in CDCl;.

Abbildung 14 zeigt das '"H-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester.
Besonders auffillig sind die ungewohnlichen chemischen Verschiebungen. So sind die
Signale der meso-Protonen bei 10.06 — 10.11 ppm gegeniiber der iiblichen chemischen
Verschiebungen an Aromaten stark tieffeldverschoben. Auch die Methylgruppen (3.63 —
3.69 ppm) und Methylengruppen (3.25 — 3.32 ppm und 4.38 — 4.45 ppm) weisen eine solche
Tieffeldverschiebung auf (vergleiche die entsprechenden Signale bei Pyrrolpropansédure 18).
Dagegen zeigt das Signal der NH-Protonen (-3.88 — -3.72 ppm) eine beachtliche Hochfeld-
verschiebung. Zu erklédren ist dies durch Ringstromeffekte, wobei Protonen der Peripherie

entschirmt werden, wohingegen die innerhalb des Rings befindlichen NH-Protonen
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abgeschirmt werden. Zufillig sind die chemischen Verschiebungen aller Methylgruppen,
sowohl derer am Porphyrinring als auch der Methylester, fast identisch, sodass diese
chemisch recht unterschiedlichen Gruppen nur ein Signal bei 3.63 — 3.69 ppm aufzuweisen
scheinen. Dass hier aber tatsdchlich zwei unterschiedliche Gruppen vorliegen wird am
BC-NMR-Spektrum und der Korrelation durch das 'H-""C-HSQC-Spektrum deutlich
(Abb. 15 und 16). Auch das "H-NMR-Spektrum des Tetrakis(trideuteriomethylesters) 22-d.»,
bei dem dieses Signal ein Integral von nur 12 statt 24 Protonen hat, bestétigt das (Abb. 41).
AuBergewdhnlich ist auch, dass viele Signale, insbesondere die der meso-Protonen
und der an den Porphyrinring gebundenen Methylgruppen, Feinstruktur aufweisen. Das
Signal der Methylengruppen bei 4.38 — 4.45 ppm zeigt keine erkennbare Feinaufspaltung, ist
aber so breit, dass die Multiplizitit kaum erkennbar ist. Vermutlich handelt es sich auch hier
um Signalfeinstruktur, die aber, anders als bei den Signalen der Methylgruppen und der meso-
Protonen, nicht mehr aufgelost werden kann. Auf die Ursache dieser Feinaufspaltung wird

weiter unten néher eingegangen.

APT: CH CH
, cts ] | |

; \ . "
y | Y y
c, CHy ] 1

DEPTQ 90: CH
Abb. 15: 151 MHz P C{' H)-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
9.6 mM Losung in CDCl;. APT- und DEPTQ 90-Spektrum, 6.8 mM Lésung in CDCl;.

Das "C{'H}-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester ist weniger
ungewdhnlich als das '"H-NMR-Spektrum (Abb. 15). Die chemischen Verschiebungen
stimmen mit den zu erwartenden Werten iiberein. Die quartiren Kohlenstoffatome des
Porphyrinrings geben wegen ihrer langen Relaxationszeiten sehr breite Signale bei 136.5 —
137.5 ppm und 138.0 — 139.1 ppm, was jedoch auch nicht ungewdhnlich ist.** Diese Signale
sind wesentlich besser iiber inverse Verfahren wie "H-">*C-HMBC zu beobachten (Abb. 17).

32 Friebolin, H., Basic One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy, 4. Auflage, Wiley-
VCH Verlag, Weinheim, 168 (2005).
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Abb. 16: 600 MHz 'H-"C-HSQC-Plot von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
9.6 mM Losung in CDCl;.
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Abb. 17: 600 MHz ' H-">C-HMBC-Plot von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22),
9.6 mM Losung in CDCl;.
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Die 'H- und C-NMR-Spektren entsprechen den Angaben in der Literatur.”*** Jedoch
ist die Resonanz der NH-Protonen entgegen den Angaben von Abraham ef al. auch bei
Probenkonzentrationen deutlich unter 36 mM noch zu beobachten, sogar bei einer
Konzentration von 0.10 mM ist das Signal noch deutlich sichtbar. Auch treten Abweichungen
von der Literaturbeschreibung in Bezug auf die Feinstruktur der Signale auf. So beschreiben
Abraham et al. das Signal der meso-Protonen als ein Singulett. Tatsdchlich aber handelt es
sich um zwei iiberlagernde Multipletts. Wird die Probe weiter verdiinnt ergeben sich daraus
zwei nahe beieinanderliegende Singuletts, die jeweils zwei Protonen entsprechen und

bestétigen, dass es sich beim Produkt um das Typ-II-Isomer handelt (Abb. 18).
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Abb. 18: Verinderung der 600 MHz ' H-NMR-Signale der meso-Protonen von
Koproporphyrin-II-tetramethylester (22) beim Verdiinnen der Probe. (vinr.) 9.8 mM,
6.8 mM, 2.0 mM und 0.68 mM Losungen in CDCl;.

Analog den Signalen der meso-Protonen im 'H-NMR-Spektrum tritt auch im
BC-NMR-Spektrum eine Feinaufspaltung der Signale der meso-Kohlenstoffatome bei 96.5 —
97.1 ppm auf (Abb. 19).
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Abb. 19: Feinstruktur der 151 MHz P C{' H)-NMR-Signale der meso-Kohlenstoffatome von
Koproporphyrin-1I-tetramethylester (22), 9.6 mM Losung in CDCls.

3 Abraham, R. J., Burbidge, P. A., Jackson, A. H., Macdonald, D. B., J. Chem. Soc. (B), 621

(1966).
3% Abraham, R. J., Hawkes, G. E., Smith, K. M., J. Chem. Soc., Chem. Comm., 401 (1973).
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Die Feinstruktur der Signale scheint mit intermolekularen Wechselwirkungen des
Porphyrins zusammenzuhéngen. Dabei diirfte es sich primdr um n-Stacking handeln, also um
die parallele Anordnung der Porphyrin-Ringebenen mehrerer Molekiile iibereinander. Dafiir
spricht die geringfiigige Hochfeldverschiebung der Signale der meso-Protonen bei
zunehmender Konzentration, die durch anisotropiebedingte gegenseitige Abschirmung der
Porphyrinmolekiile bedingt wird. Ob hier tatséchlich Oligomere auftreten oder lediglich eine
bevorzugte Orientierung der Molekiile zueinander vorliegt lisst sich durch das 'H-DOSY-

Experiment tiberpriifen (Abb. 20).
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Abb. 20: 600 MHz ' H-DOSY-Plot von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22),
0.70 mM Lésung in CDCl;.

Hier ist nur eine Porphyrinspezies mit einem Diffusionskoeffizienten von
1.72-10°m* s erkennbar. Der Wert fiir den Diffusionskoeffizienten konnte durch
Konvektion in der Probe verfélscht sein; um einen zuverlissigeren Wert zu ermitteln miisste
ein viskoseres Losemittel verwendet werden. Dies konnte jedoch auch das Aggregations-
verhalten der Probe beeinflussen. Das 'H-DOSY-Spektrum bestitigt aber, dass diskrete
Molekiile und keine Oligomere in der Losung vorliegen, womit die Feinstruktur der Signale
auf eine bevorzugte Ausrichtung der einzelnen Porphyrinmolekiile zuriickzufiihren sein muss.

Dieser Effekt beruht auf ausgeprigter Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitidt des
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Porphyrins und fiihrt dazu, dass die Porphyrinmolekiile sich in einem externen Magnetfeld
bevorzugt nach diesem ausrichten. Dadurch werden die normalerweise nur in Festkdrpern zu
beobachtenden und in Losung durch freie Beweglichkeit der Molekiile ausgemittelten
dipolaren Kopplungen nicht mehr vollstdndig aufgehoben. Diese Restkopplungen werden als
residual dipolar couplings (RDCs) bezeichnet und sind bei kleinen oder mittelgrof3en
Molekiilen in organischen Losemitteln recht ungewohnlich; hiufiger treten sie bei Proteinen
und anderen biologischen Makromolekiilen in wissriger Losung auf.”’

In anderen Ldsemitteln sind diese intermolekularen Wechselwirkungen noch deutlich
stirker ausgeprigt. Schon eine 0.70 mM Losung von Koproporphyrin-II-tetramethylester, bei
der in Chloroform-d noch keine nennenswerten dipolaren Restkopplungen zu beobachten
sind, zeigt in Acetonitril-d3 merkliche Signalaufspaltungen insbesondere der meso-Protonen.
In Benzol-ds sind keine RDCs erkennbar, dafiir treten aber weitere, neue Signale auf
(Abb. 21).
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Abb. 21: Vergleich der 600 MHz ' H-NMR-Spektren von Koproporphyrin-II-tetramethylester
(22), 0.70 mM Losung in CsDg, CD3CN und CDCl;.

3% Bastiaan, E. W., MacLean, C., In: Robert, J. B. (ed.), NMR at Very High Field, Springer-
Verlag, Berlin, 19 (1991).

37



Bei hoheren Konzentrationen wird der Unterschied in der Signalaufspaltung bei den
Losungen von Koproporphyrin-II-tetramethylester in Chloroform-d und in Acetonitril-d; noch

deutlicher (Abb. 22).

o i N

| L

T T T T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 0 -1 -2 -3 -4 ppm

Abb. 22: Vergleich der 600 MHz ' H-NMR-Spektren von Koproporphyrin-II-tetramethylester
(22), 9.6 mM Losung in CD3;CN und CDCl;.

Das Auftreten der dipolaren Restkopplungen scheint somit nicht nur von der
Konzentration des Porphyrins, sondern insbesondere auch von der Polaritit des Losemittels
abhingig zu sein und von polaren Ldsemitteln begiinstigt zu werden. Diese Konzentrations-
und Losemittelabhidngigkeit zeigt, dass intermolekulare Wechselwirkungen des Porphyrins
eine entscheidende Rolle dabei spielen, dessen Orientierung in einem externen Magnetfeld zu
stabilisieren und so zu den dipolaren Restkopplungen beitragen.

Die im 'H-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester in Benzol-ds
auftretenden, zusétzlichen Peaks konnen auf die Bildung definierter Assoziate mit Wasser
oder Benzol oder auf durch m-Stacking bedingte Dimerisierung zuriickzufithren sein.
Assoziate mit Wasser wiren moglich durch Wasserstoffbriickenbindungen, wihrend
Assoziate mit Benzol ebenso wie die Dimerisierung auf si-Stacking beruhen sollten. Hier kann
das 'H-DOSY-Experiment wieder wertvolle Hinweise liefern, welche der genannten

Wechselwirkungen tatsdchlich vorliegt (Abb. 23).
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Abb. 23: 600 MHz ' H-DOSY-Plot von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22),
0.70 mM Losung in CeDe.

Erneut ist nur eine Porphyrinspezies erkennbar, hier mit einem Diffusionskoeffizienten
von 834-10""m’ s'. Somit kénnen die zusitzlichen Peaks nicht auf Dimerisierung
zuriickzufiihren sein. Um die Anderungen im '"H-NMR-Spektrum mit einer einzigen Spezies
erklaren zu konnen muss diese Wasser oder Benzol so gebunden enthalten, dass unter
vereinfachender Annahme schneller NH-Tautomerie die Symmetrie des Porphyringeriists von
Dy auf C,y abgesenkt wird. Weitere Indizien fiir die Struktur der Porphyrinspezies kann die
Messung von 'H-NMR-Spektren bei erhohter Temperatur liefern. m-m-Wechselwirkungen
sind recht schwach, womit davon auszugehen ist, dass eine Temperaturerhdhung zu einem
merklichen Zerfall von Porphyrin-Benzol-Assoziaten, zu einer schnelleren Umwandlung
relevanter Spezies untereinander und zu einer damit verbundenen Signalverbreiterung und
Anderung der Integrale fithren wiirde. Bei Erwirmung auf bis zu 70 °C tritt jedoch gegeniiber
der Messung bei 25 °C keine Signalverbreiterung ein; es kommt sogar zu einer Verringerung
der Signalbreite ohne Anderung der jeweiligen Integrale (Abb. 24). Dies ist jedoch normal
und beruht auf einer Verkiirzung der Korrelationszeit und damit verbundener Verldngerung

der T»-Relaxationszeit, welche wiederum umgekehrt proportional zur Signalbreite ist.’® Es

® Simpson, J. H., Organic Structure Determination Using 2-D NMR Spectroscopy: A
Problem-Based Approach, Academic Press, San Diego, 194 (2012).
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deutet jedoch stark darauf hin, dass kein Assoziat mit Benzol, sondern mit Wasser vorliegt.
Dieses wiirde auf gegeniiber den m-m-Wechselwirkungen stirkeren Wasserstoftbriicken-
bindungen, wahrscheinlich zu den Estergruppen, beruhen. Vermutlich spielt die geringe
Polaritdit des Benzols eine Rolle dabei, diese Wechselwirkung zu begiinstigen, die in

Chloroform und Acetonitril offenbar keine merkliche Rolle spielt.
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Abb. 24: 400 MHz VT-' H-NMR-Studie von Koproporphyrin-I-tetramethylester (22),
0.70 mM Lésung in CsDg bei 70 °C, 50 °C und 40 °C.

Wihrend dipolare Kopplungen auch in COSY-Spektren iiblicherweise aufgehoben
sind, konnen sie in anisotropen Losungen durchaus beobachtet werden.’” Dadurch bietet sich
die auBlergewohnliche und niitzliche Mdglichkeit, Informationen iiber die raumliche Struktur
des Molekiils statt iiber die iibliche, aber aufwéindige NOESY-Messung durch die wesentlich
einfachere und schnellere COSY-Messung zu erlangen. Abbildung 25 zeigt das 'H-'"H-COSY-
Plot von Koproporphyrin-II-tetramethylester; zum Vergleich ist in Abbildung 26 das
entsprechende 'H-"H-NOESY-Plot dargestellt.

3" Bendiak, B., J. Am. Chem. Soc. 124 (50), 14862-14863 (2002).
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Abb. 25: 600 MHz 'H-' H-COSY-Plot von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
7.1 mM Losung in CDCI;.
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Abb. 26: 600 MHz 'H-' H-NOESY-Plot von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
6.8 mM Losung in CDCl;.

41



Die sich aus den Spektren ergebenden dipolaren Korrelationen sind in Abbildung 27
schematisch anhand einer Pyrroluntereinheit dargestellt. Erwartungsgemdfl sind sowohl
zwischen den meso-Protonen und den Methylengruppen sowie den Methylgruppen NOEs zu
beobachten als auch zwischen den Methylengruppen untereinander und zu den
Methylgruppen. Im NOESY-Plot nicht zu erkennen, wohl aber im COSY-Plot, ist die dipolare
Kopplung zwischen den NH-Protonen und den meso-Protonen. Diese sind mit 3.79 A
Abstand etwas zu weit voneinander entfernt, um in einer liblichen NOESY-Messung ein
Signal zu geben, da der NOE mit sechster Potenz der Entfernung abnimmt. RDCs nehmen
dagegen nur mit dritter Potenz der Entfernung ab, womit prinzipiell mittels der COSY-
Messung Korrelationen auch iiber grofere Entfernungen mdoglich sind. RDCs sind jedoch
auch richtungsabhingig, weshalb relative Signalintensititen im COSY-Experiment im
Vergleich zum NOESY-Experiment unterschiedlich sein kdnnen. Besonders deutlich ist dies
hier anhand der Methylengruppen bei 3.25 — 3.32 ppm zu sehen, die zu den meso-Protonen
einen dhnlich starken NOE zeigen wie die anderen Methylengruppen bei 4.38 — 4.45 ppm und
die Methylgruppen bei 3.63 — 3.69 ppm, im COSY-Plot aber nur ein sehr schwaches Signal
aufweisen. Weiterhin sind im COSY-Plot natiirlich auch die Signale skalarer Kopplungen
problemlos anhand ihrer wesentlich hoheren Intensitit zu erkennen, in diesem Fall zwischen

den Methylengruppen.

%?* £ Y
H;C
N
e

Abb. 27: Aus COSY- und NOESY-Plots hervorgehende dipolare Korrelationen in
Koproporphyrin-1l-tetramethylester (22). Die Protonen der Methylengruppen werden zur

besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.
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Eine Losung von Koproporphyrin-II-tetramethylester in Toluol zeigt im UV-Vis-
Spektrum eine starke Absorptionsbande bei 402 nm (e = 24100 m* mol'; Abb. 28).

25000 [~

20000

. 15000

€ (m? mol™?

10000

5000

300 400 500 600 700 800
Wellenldnge (nm)

Abb. 28: UV-Vis-Spektrum von Koproporphyrin-1I-tetramethylester (22), 4.2 uM Losung in

sauerstofffreiem Toluol.

Diese so genannte Soret-Bande (auch B-Bande genannt) ist charakteristisch fiir
Porphyrine und beruht auf m-*-Ubergiingen des ausgedehnten aromatischen 26m-Elektronen-
systems. Porphyrine verfligen iiber zwei quasi-entartete HOMOs und zwei vollstindig
entartete LUMOs. Somit ergeben sich prinzipiell zwei m-m*-Uberginge; ein energetisch
héherer, erlaubter Ubergang vom HOMO ay, zum LUMO e, und ein aufgrund der Entartung

nur quasi-erlaubter, wesentlich schwicherer Ubergang von a, zu e, (Abb. 29).%*

% Gouterman, M., J. Mol. Spectrosc. 6, 142-144 (1961).
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Abb. 29: Schematische Darstellung der Grenzorbitale der Porphyrine.

Der erste Ubergang entspricht der Soret-Bande und weist bei niedrigerer Wellenliinge
eine vibronische Schulter auf. Der zweite Ubergang kann ebenfalls zu verschiedenen
Schwingungszustinden im angeregten Zustand fithren und wird bei den freien Basen der
Porphyrine durch die von den beiden NH-Wasserstoffatomen hervorgerufene Symmetrie-
erniedrigung weiter aufgespalten.”” Deshalb fiihrt dieser Ubergang hier zu vier Banden bei
500 nm (¢ = 1700 m* mol™"; IV), 532 nm (¢ = 1200 m* mol"; III), 570 nm (¢ = 910 m* mol’;
IT) und 625 nm (¢ = 610 m* mol™'; I), die als Q-Banden bezeichnet werden. Die Intensitit der
Q-Banden nimmt von IV nach I ab, womit es sich, wie anhand der Struktur des
Koproporphyrin-II-tetramethylesters zu erwarten, um ein Spektrum des Etio-Typs handelt.*’

Uber die Soret-Bande ist es mdglich, Koproporphyrin-II-tetramethylester zur

Fluoreszenz anzuregen.

¥ Mack, J., Stillman, M. J., In: Kadish, K. M., Smith, K. M., Guilard, R. (eds.), The
Porphyrin Handbook, Band 16, Academic Press, San Diego, 46 (2003).

40 Baker, E. W., Palmer, S. E., In: Dolphin, D. (ed.), The Porphyrins, Band 1, Academic
Press, New York, 494 (1978).
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Abb. 30: Fluoreszenzspektren von Koproporphyrin-1l-tetramethylester (22), 4.2 uM Losung in
Toluol, Anregung bei 402 nm, sauerstofffrei (—) und lufigesdttigt (---).

Abbildung 30 zeigt bei einer Anregungswellenlinge von 402 nm in Toluol
aufgenommene Fluoreszenzspektren von Koproporphyrin-II-tetramethylester. Das Emissions-
maximum liegt bei 627 nm, womit sich eine Stokes-Verschiebung von 225 nm bzw.
~107 kJ mol™" ergibt. Die Fluoreszenzquantenausbeute betrigt 0.37 (vergleiche Literaturwert”'
zu 5,10,15,20-Tetraphenylporphyrin: 0.10). Deutlich zu erkennen ist auflerdem das
Fluoreszenzquenching in Anwesenheit von Sauerstoff, das auf den strahlungsfreien Ubergang
des angeregten Fluorophors in den Grundzustand unter gleichzeitiger Bildung von

Singulettsauerstoff zuriickzufiihren ist.*?

! Pineiro, M., et al., Chem. Eur. J. 4 (11), 2301 (1998).
*2 Mathai, S., Smith, T. A., Ghiggino, K. P., Photochem. Photobiol. Sci. 6,995 (2007).
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3. Theoretischer Hintergrund und Mechanismus

Die Synthese von Pyrrol 13 ist die klassische Pyrrolsynthese nach Knorr.”® Durch
Ansduern des Natriumnitrits entsteht Salpetrige Sé&ure, aus welcher durch weitere

Protonierung und anschlieBende Eliminierung von Wasser Nitrosoniumionen gebildet werden.

CH3;COOH CH3;COOH
NOZ_ —_— HO/N\\O ‘i +H O/N\\O ‘:‘ *N=0
CH5COO- CH4COO- 2 H,0

Diese greifen die CH-acide Methylengruppe des Acetessigsdureethylesters (12)
elektrophil an. Der so erhaltene 2-Nitrosoacetessigsdureethylester (24) wird durch Zink nach

einem SET-Mechanismus reduziert.

NO
O\/ bz O\/ *N=0 + O\/
R —~— —
(0] (0] OH O H,O (0]
12
—H*

O a™
< CreooH Zn @
w*r YO <o Yy
- CH3COO- I -Zn*

Zn*t| - Zn%*

HO. +H20'3
CH5;COOH NH CH3COOH

O NH
\n)}( ~ CH3C0O- CH3C0O-
0 O 0 O 0O O

H,0

NHz < CHecooH NH Zn A
W*T“/ YO <
— CH,C00- —Zn2+
0 O o)

25

* Knorr, L., Liebigs Ann. Chem. 236 (3), 290-332 (1886).
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Es bildet sich also in situ 2-Aminoacetessigsdureethylester (25), der unter den
Reaktionsbedingungen mit weiterem Acetessigsdureethylester zu Knorrs Pyrrol (13)
kondensiert. Neben der ohnehin einfachen Bildung fiinfgliedriger Ringsysteme wird diese
Reaktion begiinstigt durch die Bildung von Wasser und einem aromatischen System, die

thermodynamisch besonders vorteilhafte Produkte darstellen.**
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o™ O . oH O Com,
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2 CH3COOH | 2 CH53C00-
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_.0 I®) N CH3COO- He/ CH3COO- “_0 Y
) e e . e
N — CH5COOH 0—/ N — CH4COOH N
6] H* _ H20 -~ Y H+:) o H
13

Die selektive Hydrolyse der 3-Estergruppe in Diester 13 beruht auf deren schwécherer
Mesomeriestabilisierung gegeniiber der des a-stindigen Esters. Beim auf die Protonierung
folgenden nukleophilen Angriff des Wassers wird die Mesomerie des Pyrrolcarboxylats
gestort. Die Hydrolyse erfolgt bevorzugt dort, wo am wenigstens Aktivierungsenergie fiir den
nukleophilen Angriff benétigt wird, also dort, wo die Mesomeriestabilisierung am geringsten

ist.?

* 14, J. J., Name Reactions — A Collection of Detailed Reaction Mechanisms, Springer-
Verlag, Berlin, 197 (2002).
4 Fleming, 1., Selected Organic Syntheses, John Wiley & Sons, New York, 41 (1973).
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Es folgt eine thermisch induzierte Decarboxylierung zum f-unsubstituierten Pyrrol 15.
Durch N,N-Diethylethanolamin als stark basisches und hochsiedendes Reaktionsmedium wird
Pyrrolcarbonsédure 14 deprotoniert und bildet unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid das

Carbanion 26, das nach Protonierung 15 ergibt.*

0 o!,\
OH Et,NC,H,OH Q0 A _ Et,NH*C,H4OH
———_— —_— _—
—~
-0 /N\ EtNFC,H,OH O /N\ _co, O /N\ ~ EtNC,H,OH O /N\
o H H H H
14 26 15

Eine Vilsmeier-Haack-Formylierung liefert den Carbaldehyd 16. Dabei erfolgt
zunichst die Bildung einer elektrophilen Chloriminium-Spezies (Vilsmeier-Haack-Reagenz)
27 aus DMF und Phosphorylchlorid, wobei die Oxophilie des Phosphors die Triebkraft fiir die
Reaktion liefert.

SN ¢l l‘\l Cl | Cl

?
OQ ?;ICl C'\#? H H
’ \O
T ————» O —— | L Poc, - \N/J\ PO,Cl,
| +

27

Das Vilsmeier-Haack-Reagenz greift dann Pyrrol 15 elektrophil an. Pyrrole sind
beziiglich elektrophiler Substitution dullerst reaktionsfreudig, da sie sehr elektronenreich sind
und die positive Ladung gut delokalisiert werden kann.*” Es entsteht ein Iminiumsalz 28,

welches bei der wissrigen Aufarbeitung zum Carbaldehyd 16 hydrolysiert.*®

* Brown, B. R., Q. Rev. Chem. Soc. 5, 132 (1951).

*" Eicher, T., Hauptmann, S., Speicher, A., The Chemistry of Heterocycles, Wiley-VCH
Verlag, Weinheim, 109-110 (2012).

*® 14, J. J., Name Reactions — A Collection of Detailed Reaction Mechanisms, Springer-
Verlag, Berlin, 381 (2002).
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Die anschlieBende Knoevenagel-Doebner-Kondensation iiberfiihrt Carbaldehyd 16 in
Propensdure 17. Dabei wird zundchst Malonsdure zum entsprechenden Enolat 29
deprotoniert, welches nun den Aldehyd 16 nukleophil angreift. Die dabei entstehende
Dicarbonsiure 30 ist unter den Reaktionsbedingungen unbestindig und decarboxyliert iiber

einen E1cB-Mechanismus zu Propensiure 17.%

H

H
HOMOH PANHz
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29
5

0 H
16
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OH HO HO
HO =0 -0 =0
3 - _H
o, J N -co, o0 /N g -0 NG
N — OH- N
H H H
17 30

Natriumamalgam reduziert selektiv aktivierte C=C-Bindungen und schont dabei
Carbonsduren und Carbonsdureester. So wird auch hier Propensdure 17 selektiv und in guter

Ausbeute iiber einen SET-Mechanismus zu Propansiure 18 reduziert.”’

% Briickner, R., Harmata, M., Organic Mechanisms: Reactions, Stereochemistry and

Synthesis, Springer-Verlag, Berlin, 572 (2010).
Y Keinan, E., Greenspoon, N., In: Trost, B. M., Fleming, 1. (eds.), Comprehensive Organic
Synthesis, Band 8, Pergamon Press, Oxford, 525 (1991).
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Die Bromierung zum Brommethylpyrrol 19 ist ungewdhnlich aufgrund des Fehlens
eines Radikalstarters und durch die Selektivitdit des Angriffs an der a-stdndigen
Methylgruppe; beides deutet auf einen nichtradikalischen Mechanismus hin. Eine Erkldrung
hierfiir liefert der Pyrrolring. Durch Protonierung von Pyrrolpropansdure 18 an der carboxy-
ethylsubstituierten p-Position des Pyrrolrings wird eine Tautomerisierung erzwungen,
wodurch ein exocyclisches Alken 31 entsteht. Der elektrophilen Addition des Broms unter
Bildung eines Bromoniumions 32 folgt dann nicht wie iiblich der nukleophile Angriff des
zurlickbleibenden Bromidions, sondern der des freien Elektronenpaars am Stickstoffatom.

Unter Abspaltung eines Protons und damit einhergehender Riickbildung des aromatischen

Systems bildet sich 19.”!
o) o)
OH OH
CHyCOOH CH4CO00- .
P
-~
oo U CH5C00- * M chicooH oo M
N Q H N
0 H 0 H
18
E{_—)Bri—Br-
o) o)
o
OH OH OH
H
o 4 e T o JoR s o, J \Cae
N N NO
o H o H* o H
19 32

o1 Fleming, 1., Selected Organic Syntheses, John Wiley & Sons, New York, 43 (1973).
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Eine weitere interessante Reaktion der Pyrrole ist die Bildung von Dipyrrylmethanen
aus Brommethylpyrrolen durch Erhitzen in Wasser oder wissrigen Alkoholen. Entscheidend
fiir diese Reaktion ist wieder der elektronenreiche Pyrrolring. Zunéchst erfolgt die Hydrolyse
der Brommethylgruppe von 19 nach einem Sy2-Mechanismus. Das so entstandene
(protonierte) Hydroxymethylpyrrol 33 steht iiber eine Retro-Friedel-Crafts-Alkylierung im
Gleichgewicht mit Formaldehyd und dem o-unsubstituierten Pyrrol 34. Dieses wiederum
wird durch weiteres Hydroxymethylpyrrol elektrophil substituiert, wobei Dipyrrylmethan 20
gebildet wird. Begiinstigt wird die Reaktion dadurch, dass der gebildete Formaldehyd fliichtig

ist und sich somit dem Gleichgewicht entzieht.”

o) o) o)
OH OH OH
oo N\ vBr —=—"" ~_o_ [ \ Loty ~———" ~_o /N
N U Br- N I®) HCHO (/N
19 33 o
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oo, N H20
TN Cow
33
\
HO_ 5 ho_ P HO__ 5 ho. 0
- —{_H
~oo M N _ 4N o -H o IY [\ o~
N N CN N
0 H H 0 0 H* H 0
20

Die alkalische Hydrolyse des Dipyrrylmethandiesters 20 erfolgt nach dem Additions-
Eliminierungs-Mechanismus. Dabei greift zunichst ein Hydroxidion eine Estergruppe unter
Bildung eines Orthocarboxylats 35 nukleophil an. Unter Abspaltung von Ethanol bildet sich
das entsprechende Carboxylat 36. Nach Wiederholung dieses Vorgangs und Ansduern wird

Dicarbonsiure 21 erhalten.’”

2 Jackson, A. H., Smith, K. M., In: ApSimon, J. (ed.), The Total Synthesis of Natural
Products, Band 1, John Wiley & Sons, New York, 161 (1973).

3 Becker, H. G. O., et al., Organikum, 22. Auflage, Wiley-VCH Verlag, Weinheim, 473
(2004).
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Dipyrrylmethane konnen als Reduktionsmittel wirken, wobei sie formal unter
Abspaltung von Wasserstoff zum entsprechenden Dipyrromethen 37 reagieren.”* Sie stellen
also ein organisches Hydriddquivalent dar, dhnlich dem in der Biologie sehr wichtigen

NADPH.

21 37

'PS°_Reaktion unter

Dipyrrylmethandicarbonséure 21 bildet iiber eine doppelte SgAr;
Abspaltung von Kohlenstoffdioxid und unter Ringschluss 5,15-Dioxokoproporphyrinogen 11
38.% Dieses wird vermutlich durch Tautomerisierung, Reduktion durch ein Hydriddquivalent
aus Dipyrrylmethan 21 und anschlieender Eliminierung von Wasser und einem Hydroxidion
zu Koproporphyrin II (1) umgewandelt. Die geringe Ausbeute erklirt sich durch die Vielzahl
moglicher Nebenreaktionen der sehr reaktiven Dipyrrylmethane, insbesondere in

Kombination mit der entropisch ungiinstigen Bildung eines sechzehngliedrigen Ringsystems.

** Montalban, A. G., et al., Tetrahedron Lett. 43, 1752 (2002).

> Eshghi, H., Rahimizadeh, M., Attaran, N., Bakavoli, M., J. Iran. Chem. Soc. 10, 1152
(2013).

% Treibs, A., Das Leben und Wirken von Hans Fischer, Hans-Fischer-Gesellschaft, Miinchen,
206 (1971).
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Es entstehen jedoch in einer mechanistisch interessanten Nebenreaktion auch geringe
Mengen Koproporphyrin III (23). Diese Isomerisierung findet vermutlich bereits auf der Stufe
des Edukts statt, der Dipyrrylmethandicarbonsdure 21. Durch Protonierung von 21 an einem
a-Kohlenstoffatom wird ein Carbokation 39 erzeugt, welches in einer Retro-Friedel-Crafts-
Alkylierung zum o-unsubstituierten Pyrrol 40 und dem Pyrroliumion 41 zerfillt. Diese
Gleichgewichtsreaktion erinnert mechanistisch stark an die Bildung des Dipyrrylmethans 20.
Das Pyrroliumion kann das Pyrrol nun entweder an der freien oder an der
carboxylsubstituierten o-Position elektrophil angreifen. Im ersteren Fall ergibt sich insgesamt

keine Verdnderung, im letzteren findet unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid eine
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Isomerisierung zu Dipyrrylmethan 42 statt, was im weiteren Verlauf zur Bildung von

Koproporphyrin III fiihrt. Diese Isomerisierungsreaktion ist insbesondere auch von

Porphyrinogenen bekannt und ldsst sich sogar priparativ zur Synthese statistischer Gemische

.. . 5
von Porphyrinisomeren einsetzen.’’
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Nach Bildung des Porphyrins folgt eine Fischer-Veresterung mit Methanol. Durch

Protonierung der Carboxylgruppen werden diese fiir den nukleophilen Angriff des Methanols

aktiviert, was {liber ein Orthocarboxylat 43 zur Bildung des Methylesters 44 und letztlich des

Tetramethylesters 22 fiihrt.”® Das zugesetzte Trimethylorthoformiat (45) entzieht durch seine
y g y

sdurekatalysierte Hydrolyse dem Gleichgewicht Wasser und verschiebt dessen Lage somit auf

> Smith, K. M., In: Kadish, K. M., Smith, K. M., Guilard, R. (eds.), The Porphyrin

Handbook, Band 1, Academic Press, San Diego, 8 (2000).

** Li, I. J., Name Reactions — A Collection of Detailed Reaction Mechanisms, Springer-

Verlag, Berlin, 122 (2002).
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die Seite der Produkte.’”®°

Dieses Vorgehen ist insbesondere in kleineren Malstiben
einfacher und effektiver als die Fischer-Veresterung unter Dean-Stark-Bedingungen, beruht

aber natiirlich letztlich auf denselben Prinzipien.
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Diese Veresterung dient lediglich dazu, die Polaritit des Produkts ausreichend
abzusenken, dass eine zwingend erforderliche sdulenchromatographische Aufreinigung
moglich wird. Um aus dem Tetramethylester 22 das Koproporphyrin II (1) als eigentliches
Ziel der Synthese zu erhalten bietet sich eine sdurekatalysierte Hydrolyse an. Durch
Protonierung der Carbonylgruppen kann der Ester fiir den nukleophilen Angriff von Wasser

aktiviert werden. Dieser filihrt in einer Gleichgewichtsreaktion, der genauen Umkehrung der

> Haslam, E., In: McOmie, J. F. W. (ed.), Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum
Publishing Company, London, 185 (1976).
% Ahmad, M., et al., J. Am. Chem. Soc. 99 (14), 4827 (1977).
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Fischer-Veresterung, unter Abspaltung von Methanol zur freien Carbonséure 1 - 2 HCI. Zwar
ist diese Reaktion reversibel, doch angesichts des enormen Uberschusses Wasser im

Reaktionsgemisch liegt das Gleichgewicht nahezu vollstindig auf der Produktseite.
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4. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 - 2 HCI)
ausgehend von Acetessigsdureethylester in zwolf linearen Stufen synthetisiert. Das Produkt ist
ein seltener, kommerziell nicht erhiltlicher, heterocyclischer aromatischer Naturstoff,
Farbstoff, Fluorophor und Komplexligand, der eine Vielzahl weiterer aullergewdhnlicher
Eigenschaften aufweist. Die Ausbeuten der einzelnen Stufen der Synthese sind meist méaBig
bis schlecht, was oft auf die Umkristallisation zuriickzufiihren ist. Auch die Ausbeute der
Kondensation von Dipyrrylmethandicarbonsdure 21 zu Porphyrin 1 ist sehr niedrig, wobei
jedoch anzumerken ist, dass klassische Porphyrinsynthesen oft entweder nur schlechte

61,62,63 .
727 Die

Ausbeuten ergeben oder zu Isomerengemischen fithren, manchmal sogar beides.
vorliegende Synthese orientiert sich eng an den Arbeiten von Fischer, erginzt diese aber um
moderne Strukturanalytik, was insbesondere beim Koproporphyrin-II-tetramethylester (22)
viele neue Erkenntnisse bringt.

Alle im Laufe der Synthese isolierten Zwischenprodukte konnten durch '"H-NMR- und
FTIR-Spektroskopie charakterisiert werden, wobei sdmtliche Strukturangaben Fischers
bestitigt wurden. Fiir die Charakterisierung des Endprodukts erwies es sich vor allem
aufgrund der Loslichkeit als vorteilhaft, nicht das freie Koproporphyrin II, sondern dessen
Tetramethylester zu untersuchen. Dessen Identitit und Reinheit wurden durch 'H-NMR- und
BC{'H}-NMR-Spektroskopie, hochaufgeloste ESI-FT- und ESI'-CID-FT-Massen-
spektrometrie, FTIR-Spektroskopie sowie HPTLC und HPLC bestdtigt. Die eindeutige
Zuordnung der NMR-Signale erfolgte durch die Aufnahme von 'H-'H-COSY-, APT-,
DEPTQ-, 'H-"C-HSQC- und '"H-"C-HMBC-Spektren. Im 'H-NMR-Spektrum ist bei fast
allen Signalen Feinstruktur erkennbar. Dabei handelt es sich um residual dipolar couplings
(RDCs), die auf einer bevorzugten Orientierung der Porphyrinmolekiile in einem externen
Magnetfeld zuriickzufiihren sind. Die Aufnahme weiterer 'H-NMR-Spektren bei
unterschiedlichen Probenkonzentrationen zeigte, dass die Feinstruktur stark konzentrations-
abhingig ist. Wie der Vergleich von 'H-NMR-Spektren der in Benzol-d, der in Chloroform-d
und der in Acetonitril-d; gelosten Substanz zeigt, libt das verwendete Losemittel sogar einen
noch groBeren Einfluss auf die Signalaufspaltung aus. Das zeigt, dass dieses Phdnomen zwar

grundsétzlich auf der Orientierung der Porphyrinmolekiile in einem Magnetfeld beruht, aber

%! Fischer, H., Kirstahler, A., Liebigs Ann. Chem. 466, 184 (1928).
52 Treibs, A., Schmidt, R., Liebigs Ann. Chem. 577 (2), 113 (1952).
% Hudson, M. F., Smith, K. M., J. Chem. Soc., Chem. Commun., 516 (1973).
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auch intermolekulare Wechselwirkungen eine wichtige Rolle dabei spielen, diese Ausrichtung
zu stabilisieren. Die RDCs fijhren auferdem im 'H-'H-COSY-Spektrum zu dipolaren
Korrelationen, die mit denen aus einem 'H-'"H-NOESY-Spektrum verglichen wurden. Bei
Losungen der Substanz in Benzol-ds treten sogar véllig neue Signale im 'H-NMR-Spektrum
auf. 'H-DOSY-Spektren und VT-NMR-Studien legen nahe, dass hier iiber Wasserstoff-
briickenbindungen definierte Porphyrin-Wasser-1:1-Assoziate entstehen und geben Hinweise
auf deren Struktur. Neben diesen unerwarteten Entdeckungen konnten die wesentlich
offensichtlicheren optischen Eigenschaften von Koproporphyrin-II-tetramethylester mittels
UV-Vis- und Fluoreszenzspektroskopie ndher untersucht werden, wobei auch die
Fluoreszenzquantenausbeute bestimmt wurde. AbschlieBend wurden die chemischen
Eigenschaften des Produkts genauer beleuchtet, insbesondere die Komplex- und
Redoxchemie.

Die Totalsynthese von Koproporphyrin II ist lang und beschwerlich. Sie demonstriert
jedoch die oft liberraschenden Reaktivititen, von denen die Pyrrolchemie geprigt ist. Vor
allem das Produkt zeigt eine Vielzahl faszinierender Eigenschaften, von denen manche
deutlich sichtbar sind, wihrend sich andere erst bei genauerer Betrachtung offenbaren.
Koproporphyrin II ist eine nahezu unerschopfliche Quelle spannender neuer Fragen; der
Versuch der experimentellen Beantwortung einer bringt dutzende neue hervor. Angesichts
nicht nur der duBerst vielseitigen Chemie der Porphyrine, sondern auch ihrer enormen

allgemeinen Bedeutung fiir das Leben wird deutlich, was Rimington meinte als er sagte: **

1t is arguably true that the tetrapyrrole system is Nature’s most remarkable creation. *

% Moore, M. R., In: Dailey, H. A. (ed.), Biosynthesis of Heme and Chlorophylls, McGraw-
Hill Publishing Company, New York, 42 (1990).
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6. Anhang

6.1 Weitere Spektren

6.1.1 NMR-Spektren
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Abb. 31: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von Diethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2,4-dicarboxylat
(Knorrs Pyrrol, 13) in CDCl;.
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Abb. 32: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von 5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-
carbonsdure (14) in DMSO-ds.
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Abb. 33: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von Ethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (15)

inCDClg.
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Abb. 34: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von Ethyl-4-formyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-
carboxylat (16) in CDCl;.
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Abb. 35: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von (E)-3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-yl]prop-2-ensdure (17) in DMSO-ds.
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Abb. 36: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von 3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-yl]propansdure (18) in DMSO-ds.
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Abb. 37: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von 3-[2-(Brommethyl)-5-(ethoxycarbonyl)-4-methyl-
1H-pyrrol-3-yl]propansdure (19) in CDCI;. Die Substanz ist in CDCI; nur schlecht léslich,
hydrolysiert aber in DMSO-ds oder Methanol-d,.
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Abb. 38: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von 3,5'-[Methandiylbis(2-ethoxycarbonyl-3-methyl-
1H-pyrrol-4,5-diyl) | dipropansdure (20) in DMSO-d.
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Abb. 39: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von 5,5'-Methandiylbis[4-(2-carboxyethyl)-3-methyl-
1H-pyrrol-2-carbonsdure] (21) in DMSO-ds.
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Abb. 40: 300 MHz ' H-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetramethylester (22),
9.6 mM Losung in CDCI;.
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Abb. 41: 600 MHz ' H-NMR-Spektrum von Koproporphyrin-II-tetrakis(trideuteriomethylester)
(22-d12), 0.10 mM Losung in CDCl;.
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6.1.2 FTIR-Spektren
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Abb. 42: FTIR-Spektrum von Diethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2,4-dicarboxylat
(Knorrs Pyrrol, 13).
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Abb. 43: FTIR-Spektrum von 5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-

carbonsdure (14).
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Abb. 44: FTIR-Spektrum von Ethyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (15).
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Abb. 45: FTIR-Spektrum von Ethyl-4-formyl-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (16).
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Abb. 46: FTIR-Spektrum von (E)-3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl] prop-2-
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Abb. 47: FTIR-Spektrum von 3-[5-(Ethoxycarbonyl)-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]-
propansdure (18).
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Abb. 48: FTIR-Spektrum von 3-[2-(Brommethyl)-5-(ethoxycarbonyl)-4-methyl-1H-pyrrol-
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Abb. 49: FTIR-Spektrum von 5,5"-[Methandiylbis(2-ethoxycarbonyl-3-methyl-1H-pyrrol-
4,5-diyl) ] dipropansdure (20).
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Abb. 50: FTIR-Spektrum von 5,5"-Methandiylbis[4-(2-carboxyethyl)-3-methyl-1H-pyrrol-2-

Relative Abundance

carbonsdure] (21).

6.1.3 Massenspektren
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Abb. 51: ESI'-HR-Massenspektrum von Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 -2 HCI)

in Methanol.
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Abb. 52: ESI'-CID-HR-Massenspektrum des Peaks bei m/z 655.28 in Abb. 51.

6.1.4 UV-Vis-Spektren
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Abb. 53: UV-Vis-Spektrum von Koproporphyrin-11-dihydrochlorid (1 - 2 HCI), 1.3 uM Losung

in Salzsdure 1.0 M.
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6.1.5 Fluoreszenzspektren
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Abb. 54: Fluoreszenzspektrum von Koproporphyrin-I1I-dihydrochlorid (1 - 2 HCI),
1.3 uM Losung in Salzsdure 1.0 M, Anregung bei 401 nm.
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6.2  Abbildungen

Abb. 55: Schritt 1 — Nitrosierung von Acetessigsdureethylester (12).

Abb. 56: Schritt 1 — Losung von 2-Nitrosoacetessigsdureethylester (24) in Essigsdure.
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Abb. 57: Schritt 1 — Portionsweise Reduktion von 2-Nitrosoacetessigsdureethylester (24).

Abb. 58: Schritt 1 — Pyrrol 13.
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Abb. 59: Schritt 2 — Auflosung von Pyrrol 13 in Schwefelsdure.

Abb. 60: Schritt 2 — Pyrrolcarbonsdure 14.
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Abb. 63: Schritt 4 — Apparatur zur Vilsmeier-Haack-Formylierung.

Abb. 64: Schritt 4 — Pyrrolcarbaldehyd 16.
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Abb. 66: Schritt 5 — Ausfallende Pyrrolpropensdure 17.

82



Abb. 68: Schritt 6 — Natriumamalgam.
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Abb. 69: Schritt 6 — Reduktion mit Natriumamalgam.

Abb. 70: Schritt 6 — Pyrrolpropansdure 18.
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Abb. 71: Schritt 7 — Apparatur zur Bromierung.

Abb. 72: Schritt 7 — Zugabe des Broms.
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Abb. 73: Schritt 7 — Ausfallendes Brommethylpyrrol 19.

Abb. 74: Schritt 7 — Brommethylpyrrol 19.
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Abb. 75: Schritt 8 — Beginn der Reaktion.
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Abb. 76: Schritt 8 — Niederschlag von Dipyrrylmethandiester 20.
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Abb. 78: Schritt 9 — Verseifung von Dipyrrylmethandiester 20.
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Abb. 79: Schritt 9 — Probe von Dipyrrylmethandicarbonsdure 21.

Abb. 80: Schritt 10 — Nach Erhitzen von Dipyrrylmethandicarbonsdure 21 in Ethanol-Wasser

und Eingiefen in Wasser.
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Abb. 81: Schritt 10 — Rohes Koproporphyrin II (1).

Abb. 82: Schritt 10 — Veresterung von Koproporphyrin II (1).

90



Abb. 83: Schritt 10 — Roher Tetramethylester 22.
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Abb. 84: Schritt 10 — Erste Sdulenchromatographie des rohen Tetramethylesters 22.
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Abb. 85: Schritt 10 — Produktfraktion der Sdulenchromatographie.
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Abb. 86: Schritt 10 — Spdtere Sdulenchromatographie. Hier ist die eindrucksvolle Farbe der

Produktbande besser zu erkennen.
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Abb. 87: Schritt 10 — Diinnschichtchromatogramm der Produktfraktionen einer
Sdulenchromatographie. Stationdre Phase: Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie (Merck).
Laufmittel: Dichlormethan-Acetonitril 95:5.

Abb. 88: Schritt 10 — Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22).
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Abb. 89: Schritt 11 — Saure Hydrolyse von Koproporphyrin-Il-tetramethylester (22).

Abb. 90: Schritt 11 — Koproporphyrin-II-dihydrochlorid (1 - 2 HCI).
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