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1. Einleitung

1.1. Einfiihrung

Die Serinprotease humane Leukozyten-Elastase (HLE), auch humane neutrophile
Elastase (HNE) genannt, gehort zur grofen Familie von Chymotrypsin-artigen
Proteasen. HLE wird von neutrophilen Granulozyten sekretiert und spielt eine grof3e
Rolle bei Entzlindungsprozessen. (1]

Die Elastase-Inhibitoren vom Typ der 4-Oxo-f-Laktame (Azetidin-2,4-dion) konnen
die tibermiBige Elastin-Proteolyse und die Zerstorung von Bindegewebe inhibieren.
Sie konnen potentiell viele entziindliche Erkrankungen wie Lungen-Emphyseme,
akutes Atemnotsyndrom, chronische Bronchitis, rheumatische Arthritis oder

chronische obstruktive Lungenerkrankungen heilen. 214



1.2. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist, aufbauend auf die Publikationen von Mulchande et al., 4
Bl zur Zyklisierung von Malonséuredichloriden (Schema 1) potentielle Elastase-
Inhibitoren zu synthetisieren. Dazu sollte in die 1-Aryl-azetidin-2,4-dion-Struktur
eine geschiitzte Aminofunktion in Position 3 eingefiihrt werden. Diese strukturelle
Modifizierung sollte den peptidischen Charakter der Molekiile erhohen und vielleicht
damit die Affinitdt zu HLE verbessern. Azetidin-2,4-dione mit einer Arylgruppe in
Position 1 und einer Amino- und Alkygruppe in Position 3 sind unbekannt. Deshalb
sollten ausgehend von Malonsdure-Derivaten synthetische Zugidnge untersucht

werden. Mit dieser Arbeit sollte ein Beitrag zu Heterozyklisierung von Malonséaure-

Derivaten erbracht werden.

Schema 1
Rl RZ Rz o)
3 1
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1.3. Elastasen

Die humane Leukozyten-Elastase ist eine Serinprotease, die zur Chymotrypsin-
Superfamilie gehort. Serinproteasen sind Enzyme, die Proteine und Peptide spalten.
Sie haben im aktiven Zentrum die katalytische Triade mit einem aktiven Ser-Rest.
Zur Familie von Chymotrypsin gehoren unter andere neben Elastasen, auch
Proteinase 3 und Cathepsin G. ™ M Fiir Serinproteasen wird die allgemeine

Nomenklatur der Protease-Spezifitat angewendet (Abb. 1).

Abb. 1

<+———  Protease

~C <= Substrat

Spaltstelle

Die Nomenklatur der Protease-Spezifirit. ! Das aktive Zentrum von Proteasen
besteht aus Taschen. In jeder Tasche bindet ein Substrat-Rest. Die Taschen werden S
und die Reste P genannt. Sie sind nach dem Ort der Spaltung nummeriert. In C-
terminaler Richtung von der Spaltstelle werden die Taschen und Reste mit den
Symbolen (S°/P’) bezeichnet.

Beim Menschen sind mehrere Sorten von Elastasen vorhanden, neben der
Leukozyten-Elastase unter anderem auch die Pankreas-Elastase. Sie wird in der
Bauchspeicheldriise als inaktive Proelastase, das Zymogen der Elastase, produziert
und im Diinndarm durch eine einzige tryptische Spaltung, durch die ein kurzes
N-terminales Polypeptid ausgeschnitten wird, zum Enzym Elastase aktiviert. Das
aktive Verdauungsenzym Elastase kann das sonst praktisch unverdaubare, an Ala-,

Gly- und Val-Resten reiche Protein Elastin, ein Faserprotein, wirksam hydrolysieren.
[6]



HLE befindet sich in den azurophilen Granula in den polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN). Thre Aktivitét ist abhdngig von der katalytischen
Triade bestehend aus einem Asp-, His- und Ser-Rest, dic in der primdren Sequenz
weiter von einander entfernt liegen, aber in der tertidren Struktur des Proteins als
aktives Zentrum zusammengebracht werden. PMNSs sind die ersten Zellen, die im
Falle einer Bakterieninfektion zum Ort des Geschehens gelangen. Sie gehdren zur
ersten Abwehr gegen Bakterieninfektionen. 1!

Die EC-Nummer von HLE ist EC 3.4.21.37, ™ wobei die erste Ziffer 3 fiir die
Enzym-Klasse der Hydrolasen, die die hydrolytische Spaltung katalysieren, steht.
Zur EC 3-Klasse gehdren Esterasen, Lipasen, Phophatasen und Proteasen 7

Das Gen fiir HLE, ELAZ2, ist innerhalb des 50 kb-Segments in der terminalen Region
des kiirzeren Armes vom Chromosom 19p13.3 lokalisiert. [LHLE ist ein Protein, das
aus 218 Aminosdurenresten mit einer Molekiilmasse von 29-33 kDa besteht. Der
isolelektrische Punkt pl ist etwa 10.5 und der optimale pH-Wert fiir die Aktivitit
liegt bei 8.0-8.5.

Abb. 2

3D-Struktur von HLE, Komplex mit dem Inhibitor E (Peptidylpentafluorethylketon ,
pdb) ID: 1BOF. !

Die Rontgenkristall-3D-Strukturen von HLE (Abb. 2) sind Komplexe mit dem
Protein-Inhibitor turkey ovomucoid third domain (OMTKY-IIl) oder mit
synthetischen Inhibitoren. ™1 HLE hat zwei sechsstringige B-Faltblatt-Doménen, die



fir die Proteasen der Chymotrypsin-Familie typisch sind. Nur das mittlere und
C-terminale Segment sind in einer a-Helix-Struktur organisiert. Das aktive Zentrum
ist in der Spalte von zwei B-Faltblattern lokalisiert. Die Peptid-Kette von HLE wird
durch vier Disulfidbriicken stabilisiert.

HLE bevorzugt kleine hydrophobe Reste in P1-Position (Abb. 3), z. B. Val-, Cys-,
Ala-, Met-, lle-, Leu- oder Ser-Reste. Die S1-Tasche ist hemisphérisch und
hydrophob, besteht aus Val190, Phel92, Alal213, Val216, Phe228 und aus der
Disulfidbriicke Cys191-Cys220. Der Boden der S1-Tasche ist durch den Rest
Asp226 negativ geladen. Die S2-Tasche besteht aus Phe215, Leu99, His57 und ist
hydrophob. Die S1°-Tasche ist relativ hydrophob und ist mit Cys42-Cys58 und
Phe41 gesdumt. [

Abb. 3

P2 o/ PI

o Pl o B

Das Substrat im aktiven Zentrum von HLE.

Der erste Schritt in der durch Serinproteasen katalysierten Reaktion ist die Formation
eines Acyl-Enzym-Intermediats zwischen dem Substrat und dem essentialen Ser-
Rest des aktiven Zentrums, wobei die Peptidbindung gespalten wird. Das Acyl-
Enzym-Intermediat wird mit Wasser in der Deacylierung hydrolysiert und der freie
Ser-Reste vom Enzym erneuert. Bei der Deacylierung greift das Wassermolekiil als
Nukleophil die Ester-Gruppe an. ™

Abb. 4 zeigt die durch Serinproteasen katalysierte Spaltung von Azetidin-2,4-dion-
Inhibitoren. Es wurde vermutet, dass diese Heterozyklen als Substrat-analoge
Inhibitoren wirken. Die Interaktion entspricht dem Mechanismus der Protease-
katalysierten Hydrolyse eines Peptid-Substrates. !

Je langsam die Deacylierung der Azetidin-2,4-dion-Intermediate erfolgt, desto

starker ist die Hemmung. 31

10



Abb. 4 Bl

S1
S2 R2 o R2 O
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Katalytischer Mechanismus der Spaltung von Azetidin-2,4-dionen durch

Serinproteasen.
In der Literatur © ist das Peptidylpentafluorethylketon E als HLE-Inhibitor

beschrieben, dessen Bindung an Elastase von Dr. Mihiret Tekeste Sisay durch

Docking simuliert wurde (Abb. 5).

Abb. 5

Docking mit HLE und E, , pdb 1D: 1BOF. ]

11



2. Hauptteil

2.1. Schiitzung und Alkylierung von 2-Aminomalonsaurediethylester (1)
2.1.1. Schiitzung von 1

Die Aminogruppe vom Ausgangsstoff 2-Aminomalonséurediethylester-Hydrochlorid
(1) sollte in erstem Schritt geschiitzt (Schema 2) und dann dieses Malonséureester-
Derivat 2 alkyliert werden. 2-Aminomalonséauredicthylester-hydrochlorid (1) wurde
im Wasser gelost, Na;CO3; und dann Chlorameisensdurebenzylester zugegeben. Die
Reaktion wurde bei 0 °C durchgefiihrt. Die diinnschichtchromatographische
Kontrolle der Reaktionslosung zeigte, dass nach 2 h ein vollstdndiger Umsatz vorlag.
Die Reaktionslosung wurde mit Salzsdure angesduert und dann mit Ethylacetat
extrahiert. Nach der Entfernung des organischen Losungsmittels Ethylacetat wurde
das Produkt aus Petrolether/Ethylacetat umkristallisiert. Im Tiefkiihlschrank war aus
der Losung ein Niederschlag ausgefallen. Dieser Niederschlag wurde abgesaugt und
getrocknet. Bei der Trocknung entstand ein weiller Feststoff 2, der manchmal bei RT
schmolz (hellgelbes Ol) und manchmal fest blieb. In der Literatur wurden beide

Aggregatzustinde beschrieben, ein weiBer Feststoff ' oder ein farbloses O1 M.

Schema 2

oo s e
S L G

0 °C, Na2C03 2h O

2. HCI fe) fe)
1 3. Extraktion
2
NaOEt
90 °C
~ e
O
T o
(0]
o” o7 ™
3
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2.1.2. Alkylierung von 2

In zweiten Schritt wurde 2 alkyliert. Zuerst wurde Natrium-Ethanolat hergestellt.
Natrium wurde in getrockneten Ethanol bei RT bis zum Ende der Gasentwicklung
gelost. Ethylbromid und die Losung von Natrium-Ethanolat wurden zu 2 zugegeben
und unter Riickflusskiihler bei 90 °C Olbadtemperatur 10 h erhitzt und geriihrt. Nach
der Zugabe von Dichlormethan wurde unlosliches Material durch die Filtration
abgetrennt. Kieselgel, Natriumcarbonat und Aktivkohle wurden zum Filtrat
zugegeben. Die Mischung wurde filtriert, das Losungsmittel entfernt und das
gewonnene Ol durch Siulenchromatographie (Ethylacetat/Petrolether 1+3) gereinigt.
(12 [131 141 191 g wurde ein hellgelbes Ol gewonnen. Das Malonséureester-Derivat 3

ist bislang in der Literatur nicht beschrieben.

2.1.3. Die magnetische Nichtiquivalenz

Einen interessanten Sachverhalt erbrachten die *H NMR-Spektren von 2 und 3. Die
CH,-Gruppen des Esters 2 zeigten ein unerwartetes Multiplett an Stelle des
erwarteten Quartetts. Der CH-Kohlenstoff im Malonsédure-Derivat 2 ist achiral,
trotzdem zeigte unser NMR-Signal bei 4.10-4.20 ppm (m, 4H, OCH,CHs)
diastereotope Eigenschaften der CH,-Gruppen an (Abb. 5).

4.10-4.20 (m, 4H) £11-4.20 (m, 4H)
TR Y o '
e L Ael
0
o N T
o” © o~ S0~ ™
2 7

Unsere Substanz 3 hatte als entsprechendes *H NMR-Signal ein Quartett bei 4.12
ppm (g, 4H, OCH,CH3). Dieses Quartett war aber nicht so schén und deutlich (Abb.
8). Deshalb wurde vermutet, dass dieses Phdnomen mit einem freien
Wasserstoffatom in Position 2 verbunden sein konnte.

In der Literatur wurde nach dhnlichen Malonsdurediethylester-Derivaten gesucht und

verwandte Molekiile aus der Substanzbibliothek wurden einbezogen. Es konnte

13



moglich sein, dass die kommerziell erworbenen Substanzen 7, 8 und 9 das
unerwartete Multiplett zeigen konnten. Deshalb wurden die Substanzen 7, 8 und 9
zur NMR-Spektroskopie abgegeben. Die Substanz 7 zeigte im *H NMR-Spektrum
das gleiche Multiplett bei 4.11-4.20 ppm (m, 4H, CH,CH3) (Abb. 5). Die Substanz 8
zeigte ebenfalls ein Multiplett bei 4.06-4.15 ppm (m, 4H, OCH,CHs;) (Abb. 6) und 9
ein Quartett bei 4.10 ppm (g, 4H, OCH,CHj3) (Abb. 6).

o 4};24.15 (m, 4H) o 4.10 (q, 4H)
jo ﬁo’gi
o S0 > 07 o7 ™

8 9

Auch einige Stoffe ohne Wasserstoff-Substitution wurden einbezogen um zu priifen,
ob diese Nichtidquivalenz von Methylengruppen des Esters vom Wasserstoff in
Position 2 abhingig sein konnte.

Die Substanzen 10 und 11 wurden in der Doktorarbeit von Dr. Agnieszka Ambrozak

beschrieben. 22

Dort gab es keine NMR-Spektren-Abbildungen von diesen
Substanzen. Die Substanzen 10 und 11 wurden in der Substanzbibliothek von AK

Giitschow gefunden und erneuert gemessen.

2.09 (g, 2H
4.12 (q, 4H) @ 2H) 4.07-4.15 (m, 4H)

0 N\ o
186 Ehe
© (@] O/\ o 0O O/\
10 11

Die Substanz 10 zeigte im *H NMR-Spektrum ein Quartett bei 4.12 ppm (q, 4H,
OCH,CHs) statt des erwarteten Multipletts (Abb. 7). Es konnte nur eine Ausnahme
sein. Die chemischen Verschiebungen der Protonen konnten gleich sein und dann
keine geminale Kopplungskonstante aufweisen. Das heil3t, dass dann nur ein Quartett
sichtbar wird. Die Substanz 11 zeigte im *H NMR-Spektrum ein Multiplett bei 4.07-
4.15 ppm (m, 4H, OCH,CH5).

14



Nach diesen Ergebnissen wurde noch einmal die Substanz 3 gemessen. Jetzt wurde
die doppelte Zeit zur NMR-Messung benutzt. Das undeutliche Quartett bei 4.12 ppm
dhnelte jetzt mehr einem Multiplett bei 4.09-4.16 ppm (m, 4H, OCH,CHj3) (Abb. 8).

2.07 (g, 2H)
o 4.09-4.16 (m, 4H)
@v Aoy &£
o_ _N
he o
o
o” S0 ™
3

Die magnetische Nichtdquivalenz von CH,-Gruppen von Malonester-Derivaten ist
nicht abhdngig von einer Wasserstoff-Substitution in Position 2. Beide Beispiele
ohne Wasserstoff (Substanzen 3, 11) oder mit Wasserstoff in Position 2 (2, 7, 8,)
zeigen dhnliche magnetische Nichtdquivalenz, ein Multiplett an Stelle des erwarteten
Quartetts. Die CH,-Gruppe in Position 2 (d.h. nicht am Ester-Substituenten) bei
Substanzen 3 und 11 ist immer ein normales Quartett bei 2.07 ppm (2H, CH,CHy)
fiir Substanz 3 und bei 2.09 ppm (2H, CH,CHj3) fiir Substanz 11.

Die Malonsdure-Derivate 2, 3, 7, 8, 10 und 11 haben ein prochirales Zentrum,
deshalb verhalten sich die CH,-Protonen der Ester-Substituenten diastereotop und
zeigten ein entsprechenden Kopplungsmuster (ein Multiplett). Nur die Substanz 10
stellte hier eine Ausnahme dar. Malonsdurediethylester (9) ist nicht prochiral,

deshalb gibt es nur ein Quartett.

2.1.4. Die Nichtiaquivalenz von CH,-Gruppen, Literatur

In der Arbeit von Sano et al., !

aus der wir den Vorschrift fiir die Schiitzung von 2-
Aminomalonsdurediethylester-hydrochlorid (1) (Schema 2) tibergenommen haben,
war auch ein Multiplett bei 4.03-4.53 ppm (m, 4H, OCH,CHpg). In dieser Arbeit war
die magnetische Nichtdquivalenz als Multiplett ohne Erkldrung beschrieben. Es
wurde auch in den Biichern iiber NMR-Spektroskopie gesucht. Wie in einem Buch
[16] heschrieben, sind in manchen CH,-Gruppen die beiden H-Atome diastereotop,

obwohl das Molekiil als Ganzes achiral ist. Das klassische Beispiel ist

15



Acetaldehyddiethylacetal A, in dem die beiden Methylenprotonen der Ethylgruppen
diastereotop sind.

o/ o/

%O <O R
A\ A\ _0
A B C

Man erhilt ein fiir Ethylgruppen sehr kompliziertes Spektrum. C-Atom 1 stellt hier
ein prochirales Zentrum dar. Analog ist die Situation in der Zitronensdure. Auch hier
sind die beiden Methylengruppen diastereotop. 1*°!

Die Nachbarschaft von chiralen oder prochiralen Zentren kann zur Nichtidquivalenz
(Anisochronie) der Protonen einer CH,-Gruppe fiihren. Diastereotope Gruppen sind
chemisch nicht dquivalent und kénnen allenfalls zufillig isochron sein. !

Die Substanz A wurde auch in der Literatur frither beschrieben. Das ‘H NMR-
Spektrum von Acetaldehyddiethylacetal A zeigte hohere Multiplizitit im CHa-
Bereich als nach dem einfachen Spin-System erwartet wurde. Dies wurde auf eine
Kopplung mit dem Sauerstoffatom zuriickgefiihrt. Die B¢c-H Kopplungs-Werte
reflektierten wieder diese Nichtdquivalenz von Methylengruppen. Aber das Molekiil
B hat dquivalente Methylenwasserstoffe. Nach der Meinung dieser Autoren konnte
die Nichtdquivalenz von CH,-Gruppen durch Rotationsisomere, die verschiedene
Stabilitit haben, verursacht werden. ™ Auch die Substanz C zeigte Multiplizitit der
CH,-Gruppen wie bei A und unserer Substanz 2. !

Es wurde festgestellt, dass die geminale Kopplungskonstante (Jgem) in Acetal A und
Acetal-Derivaten sensitiv fiir das Losungsmittel und die Konzentration war. Diese
Ergebnisse zeigten, dass offenkettige sp>-hybridisierte Systeme mittlere geminale
Kopplungen aufweisen und als strukturell diverse Systeme betrachten werden
konnen. ! Die geminale Kopplung in Acetal A war groBer als die entsprechende
Kopplung in Methan, was als back donation effect vom Sauerstoffatom bezeichnet

wurde.

16



Bei dem Molekiil D wurde die magnetische Nichtidquivalenz von den CH,-Gruppen
des Esters ebenfalls beschrieben. Die Nichtiquivalenz war von der Temperatur
abhingig. * Die mehrfache Nichtiquivalenz von Methylenprotonen bzw. Isopropyl-
Methylgruppen wurde in Malonaten des Typs R'CH(COOCH.R), bzw.
R"CH(COOCHMEe,), beobachtet, wobei R” ein chiraler Substituent ist. %*!

Auch die CH»- und CH3-Protonen von COOCH,CHs-Gruppen in einigen Malonat-
1,2-Dihydronaphthalen-Derivaten, z.B. F, wiesen interessante Spin-Spin-Kopplung

und Signal-Multiplizitit auf. **!

COOCH,CH3

O‘ COOCH,CHs

F

Die Rolle von sterischen Faktoren fiir die magnetische Nichtiquivalenz in
komplexen geminalen Gruppen in Substanzen wie z. B. G wurde ebenfalls

untersucht. Die Carboalkoxy-Gruppen waren anisochron. (%!

Shze

Einige Autoren schrieben, dass diese Wasserstoff-Nichtdquivalenz von CH,-Gruppen
abhingig vom Vorliegen von Rotationsisomeren und vom Ldsungsmittel oder der
Konzentration oder der Temperatur kann sein. Die Aufklarung von solchen Ursachen
fiir die Nichtdquivalenz in unseren Molekiilen wiirde den Rahmen dieser
Diplomarbeit iiberschreiten. Allerdings kann man sagen, dass es in unseren
Molekiilen 2 und 3 ein prochirales Zentrum ™ gibt und deshalb benehmen sich die

Methylenprotonen diastereotop, obwohl kein chirales Zentrum vorliegt.

17



Abb. 5
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Tabelle 1. Chemische Verschiebungen, Multiplizitdt und Kopplungskonstanten der
NMR-Spektren von ausgewdhlten Verbindungen.

"H NMR-Spektrum von 2 'H NMR (DMSO-dg) & 1.18 (t, J = 7.6
Hz, 6H, OCH,CHs), 4.10-4.20 (m, 4H,
OCH,CH3), 491 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
CH), 5.05 (s, 2H, CH,CgHs), 7.30-7.38
(m, 5H, CgHs), 8.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
NH)

'"H NMR-Spektrum von 7 'H NMR (DMSO-dg) & 1.19 (t, J = 7.1
Hz, 6H, CH,CHs), 2.10 (s, 3H, CHs),
4.11-4.20 (m, 4H, CH,CHs), 5.06 (d, J =
7.4 Hz, 1H, CH), 8.74 (d, 1H, J = 7.4
Hz, NH)

C NMR-Spektrum von 2 “C NMR (DMSO-dsg) & 14.05
(CH,CHsz), 57.90 (CH), 61.87
(CH2CH3), 66.18 (CH,CeHs), 128.02,
128.15, 128.58, 136.84 (CsHs), 156.09
(CONH), 166.65 (COCHy)

C NMR-Spektrum von 7 ®C NMR (DMSO-dg) & 13.97
(CHsCHy), 22.09 (CHs), 56.27 (CH),
61.78 (CHsCH,), 166.62 (COOCH,),
169.73 (CONH)

'"H NMR-Spektrum von 8 'H NMR (DMSO-dg) 6 1.17 (t, J = 7.1
Hz, 6H, OCH,CH3), 1.26 (d, J = 7.2 Hz,
3H, CCHs), 3.53 (q, 1H, CH), 4.06-4.15
(m, J = 7.1 Hz, 4H, OCH,CHs)

"H NMR-Spektrum von 9 "H NMR (DMSO-dg) & 1.18 (t, J = 7.1
Hz, 3H, OCH,CHs), 3.46 (s, 2H, CHy),
4.10 (g, J = 7.1 Hz, 4H, OCH,CHy)

C NMR-Spektrum von 8 C NMR (DMSO-dg) & 13.45(CCHs),
13.99 (OCH,CHs), 45.47 (CH), 60.92
(OCH,CH3), 169.80 (COOC;Hs)

C NMR-Spektrum von 9 ®C NMR (DMSO-dg) & 14.03
(OCH,CH3), 4135 (CH,), 60.91
(OCH,CHs), 166.64 (COOC;Hs)

"H NMR-Spektrum von 10 'H NMR (DMSO-dg) 6 1.15 (t, J = 7.1
Hz, 3H, OCH,CHs), 1.55 (s, 3H, CCHa),
1.87 (s, 3H, COCH3), 4.12 (g, J = 7.1
Hz, 4H, OCH,CHs), 8.27 (s, 1H, NH)
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'"H NMR-Spektrum von 11

'TH NMR (DMSO-dg) 5 0.71 (t, J = 7.6
Hz, 3H, CH,CHy), 1.14 (t, J = 7.1 Hz,
6H, OCH,CHs), 1.90 (s, 3H, CCHba),
1.87 (s, 3H, COCHs), 2.09 (q, J = 7.6
Hz, 2H, CH,CHs), 4.07-4.15 (m, J = 7.1
Hz, 4H, OCH,CHj), 8.16 (s, 1H, NH)

*C NMR-Spektrum von 10 ®C NMR (DMSO-dg) & 13.90
(OCH,CH3), 21.36 (CCHs), 2231
(COCH3) 61.60 (OCH,CH3), 62.68
(CCOOC;Hs), 168.41  (COOC,Hs),

169.14 (CONH)

C NMR-Spektrum von 11

3C NMR (DMSO-dg) & 7.83 (CH,CHs3),
13.95 (OCH,CHs), 22.24 (COCHS,),
25.94 (CCHs3), 61.56 (OCH,CHs), 66.77
(CCOOC,Hs), 167.69 (COOC,Hs),
169.07 (CONH)

'H NMR-Spektrum von 3, normale
Messzeit

'H NMR (DMSO-dg) 6 0.76 (t, J = 7.4
Hz, 3H, CH,CHs), 1.12 (t, J = 6.9 Hz,
6H, OCH,CHz), 2.07 (q, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CHs), 412 (q, J = 6.9 Hz, 4H,
OCH,CH3), 5.03 (s, 2H, CgHsCHy),
7.29-7.38 (m, 5H, CgHs), 7.59 (s, 1H,
NH)

'H NMR-Spektrum von 3, doppelte
Messzeit

'H NMR (DMSO-dg) 6 0.76 (t, J = 7.5
Hz, 3H, CH,CH3), 1.12 (t, J = 7.1 Hz,
6H, OCH,CHz), 2.07 (q, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CHs), 4.09-4.16 (m, J = 7.1 Hz, 4H,
OCH,CH3), 5.03 (s, 2H, CgHsCHy),
7.29-7.38 (m, 5H, CgHs), 7.48 (s, 1H,
NH)

C NMR-Spektrum von 3, normale
Messzeit

*C NMR (DMSO-ds) & 7.96 (CH,CH),
13.98 (OCH,CHs), 26.70 (CH,CHs),
61.83 (OCH,CHs), 65.73, 67.15
(CH,CgHs,  CCOOC,Hs),  127.76,
128.03, 128.51, 137.00 (C¢Hs), 154.75
(CONH), 167.70 (COOC,Hs)
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2.2. Hydrolyse des 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsiurediethylesters (4)

Das Malonsdureester-Derivat 3 sollte im néchsten Schritt verseift werden. Die
Reaktion wurde in einer Mischung von 2.5 mol/l NaOH/Ethanol (3+1) bei RT
durchgefiihrt. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle der Reaktionslosung
zeigte, dass nach 4 d ein vollstdndiger Umsatz vorlag. Die Reaktionslosung wurde

unter Rithren bei 0 °C mit vorgekiihlter 1 mol/l HCl vorsichtig angesiuert
(Schema 3). 1201 [27]

Schema 3
o) (6]
@\/ N d ©\/O H
(0] N 1. NaOH, EtOH, RT, 4
N ’ — - OH
T © 2. HCI T
o o O/\ 3. Extraktion o fe) OH
3 4

Beim ersten Mal wurde nach der Spaltung des Esters 3 zur Extraktion Ethylacetat
benutzt. Die Entfernung des organischen Losungsmittels wurde bei vollem Vakuum
(etwa 20 mbar), 30 °C Wasserbadtemperatur und 15 min durchgefiihrt. Der 6lige
Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und mittels NMR-Spektren analysiert
(Abb. 9). Nach den NMR-Spektren blieb eine grole Menge des Ethylacetats an der
Séure 4. Deshalb wurde beim zweiten Mal eine hohere Temperatur und langere Zeit
fiir die Entfernung des Losungsmittels benutzt. Es wurde bei vollem Vakuum, 60 °C
Wasserbadtemperatur und 30 min abrotiert. An der Sdure 4 blieb eine geringere
Menge Ethylacetat und dazu entstand noch das Nebenprodukt 5 (Schema 4, Abb.
10).

Schema 4
@Vo ‘AP 60 °C ©Vo N
TN OH T
(@] (@]
(0] OH (@] OH
4 (#)-5
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Wir vermuteten, dass das Nebenprodukt durch Decarboxylierung der Malonsdure
entstanden war. Deswegen wurde diese decarboxylierte Sdure 5 separat synthetisiert
(Schema 5, Abb. 12). Es wurde kommerziell zugingliches (S)-H-Abu-OH 6

eingesetzt.

Schema 5

L ©Vo cl
g o N
oH 0°C,NaHCO; O _ T
H,N
2. HCl o)

(@) OH
o 3. Extraktion

6 (S)-5

Alle Signale in den NMR-Spektren von (S)-5 entsprachen denen des
Nebenproduktes. Unsere Vermutung wurde bestdtigt. Das Nebenprodukt 5, das beli
dem Erhitzen von 4 entstand, war die decarboxylierte Malonsdure 5 in racemischer
Form.

Im *C NMR-Spektrum von 4 (Extraktion mit Ethylacetat, Entfernung bei 30 oder
60 °C) konnte man das Signal bei 169.59 ppm nicht eindeutig zuordnen. Es konnte
entweder der COOH-Gruppe von 4 oder dem Carbonylkohlenstoff von Ethylacetat
zugehoren. Der Carbonylkohlenstoff von Ethylacetat bei 170.31 ppm (28] sollte eine
dhnliche chemische Verschiebung wie der Carbonylkohlenstoff der Saure 4
aufweisen. Deshalb wurde in einem dritten Experiment die Extraktion mit
Diethylether durchgefiihrt. Diethylether hat keine CO-Gruppe. Das Signal bei
170 ppm war jedoch im *C NMR-Spektrum des neu gewonnenen Produktes wieder
sichtbar (Abb. 11). So konnte man dieses Signal zu unserer Substanz zuordnen.

Bei diesem dritten Mal wurde die Entfernung des organischen Losungsmittels
Diethylether bei vollem Vakuum, 30 °C Wasserbadtemperatur und 15 Minuten
durchgefiihrt. Es war zu keiner Abspaltung von Kohlendioxid unter Bildung von 5
gekommen. An der Saure 4 blieb aber noch Ethanol aus der vergangenen
Synthesestufe. Der Siedepunkt Ethanols (78 °C) 291 ist etwa zwei Mal hoher als der
Siedepunkt Diethylethers (35 °C) 291 Der Siedepunkt Ethylacetats (77 °C) 29 st

dhnlich wie der Siedepunkt Ethanols. Deshalb wurde beim ersten und zweiten Mal

29



Ethanol mit Ethylacetat zusammen abrotiert und an der Séure 4 blieb nur Ethylacetat.
Wenn man Ethanol mit Diethylether abrotierte, wurde nicht das gesamte Ethanol
entfernt, weil Diethylether einen niedrigen Siedepunkt hat, und Ethanol anteilig an
der Saure 4 haften blieb.

Nach unserer Meinung ist die beste Moglichkeit zur Gewinnung von 4 die Extraktion
mit Ethylacetat und Entfernung bei 30 °C Wasserbadtemperatur. Es ist besser an der
Séure 4 organisches Losungsmittel Ethylacetat und kein Nebenprodukt 5 zu erhalten.

Die Malonséure 4 ist bislang in der Literatur nicht beschrieben.
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Abb. 9
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Abb. 10
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bei 60 °C). Die Signale von 4 (rot), Ethylacetat (griin), Nebenprodukt 5 (gelb) und

Ethanol (blau) sind gekennzeichnet.
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(D) *C NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 4 (Extraktion mit Ethylacetat, Entfernung
bei 60 °C). Signale von 4 (rot), Ethylacetat (griin) und Nebenprodukt 5 (gelb) und
sind gekennzeichnet.
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(A) *H NMR-Spektrum von 4 (Extraktion mit Diethylether, Entfernung bei 30 °C).
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(B) *H NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 4 (Extraktion mit Diethylether, Entfernung

bei 30 °C). Die Signale von 4 (rot) und Ethanol (blau) sind gekennzeichnet.
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(C) *C NMR-Spektrum von 4 (Extraktion mit Diethylether, Entfernung bei 30 °C).
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(D) 3C NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 4 (Extraktion mit Diethylether, Entfernung
bei 30 °C). Die Signale von 4 (rot) und Ethanol (blau) sind gekennzeichnet.
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(B) *H NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 5 (Extraktion mit Ethylacetat, Entfernung bei

30 °C). Die Signale von Ethylacetat (griin) und 5 (gelb) sind gekennzeichnet.



o o o wom
3 2 2 282 0 = o o
2 2 2 B8 8 2 o 2
[=e] © - <O (] () (=3 N
o © N~ O~ < < 3 ©
~ wn (e} N NN n wn < o
5 s 9 98y 8 8 b S
(AL h ‘ J L ol ‘ -
170 160 150 140 130 120 110 100 % 80 70 60 50 2 30 20 10

(ppm)

(C) *C NMR-Spektrum von 5 (Extraktion mit Ethylacetat, Entfernung bei 30 °C).

10.6283

24.3082

— 14.2108

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
(ppm)

(D) °C NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 5 (Extraktion mit Ethylacetat, Entfernung
bei 30 °C). Die Signale von Ethylacetat (griin) und Nebenprodukt 5 (gelb) sind
gekennzeichnet.
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Tabelle 2. Chemische Verschiebungen, Multiplizitit und Kopplungskonstanten der
NMR-Spektren von ausgewihlten Verbindungen °.

'H NMR-Spektrum von 4
(Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 30 °C)

TH NMR (DMSO-dg) 5 0.73 (t, J = 7.4
Hz, 3H, CHs), 2.10 (g, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CHs), 5.03 (s, 2H, OCH»), 6.85 (s,
1H, NH), 7.28-7.38 (m, 5H, CgHs)

'H NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Ethylacetat,

'H NMR (DMSO-dg) 5 0.73 (t, J= 7.4
Hz, 3H, CH3), 2.10(q, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CHjy);

Ethanol *H NMR (DMSO-dg) & 1.05 (t,
J=7.0Hz, 3H, CH3), 3.43 (9, J = 7.0
Hz, 2H, CH));

Ethylacetat 'H NMR (DMSO-dg) &
1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHz), 1.98
(s, 3H, CH5CO), 4.02 (q, J = 7.1 Hz,
2H, CH,CH)

Entfernung bei 30 °C)
C  NMR-Spektrum von 4
(Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 30 °C)

®C NMR (DMSO-dg) & 8.02 (CHy),
25.65 (CH,CHs), 65.60, 66.76 (OCH,,
CCOOH), 12755, 127.90, 128.47,
136.98 (C¢Hs), 154.25 (CONH),
169.58 (COOH)

3C  NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 30 °C)

®C NMR (DMSO-dg) & 8.02 (CHy),
25.64 (CH2CH3);

Ethylacetat *C NMR (DMSO-dg) §
14.22 (CH,CHz), 20.89 (CH5CO)

von 4
Ethylacetat,

'H  NMR-Spektrum
(Extraktion mit
Entfernung bei 60 °C)

'H NMR (DMSO-dg) 6 0.73 (t, J = 7.5
Hz, 3H, CHs), 2.11 (g, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CHs), 5.03 (s, 2H, OCH,), 6.85 (s,
1H, NH), 7.29-7.39 (m, 5H, CgHs)

'H NMR-Spektrum, (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 60 °C)

"H NMR (DMSO-dg) & 0.73 (t, J = 7.5
Hz, 3H, CHs), 2.11 (q, J = 7.5 Hz, 2H,
CH2CH3);

Ethanol *H NMR (DMSO-dg) & 1.05 (t,
J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 3.43 (g, J = 6.9
Hz, 2H, CH));

Ethylacetat 'H NMR (DMSO-dg) &
1.16 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHs), 1.98
(s, 3H, CH3CO), 4.02 (q, J = 7.1 Hz,
2H, CHZCH3);

Nebenprodukt *H NMR (DMSO-ds) &
0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.55-
1.76 (m, 2H, CH,CH3), 3.85-3.90 (m,
1H, CH)
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C  NMR-Spektrum
(Extraktion mit
Entfernung bei 60 °C)

von 4
Ethylacetat,

®C NMR (DMSO-dg) & 8.02 (CHy),
25.68 (CH,CHs), 65.61, 66.77 (OCH,,
CCOOH), 12756, 127.91, 128.47,
136.99 (C¢Hs), 154.26 (CONH),
169.59 (COOH)

3C  NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 60 °C)

®C NMR (DMSO-dg) & 8.01 (CHy),
25.68 (CH2CHa);

Ethylacetat *C NMR (DMSO-ds) §
14.22 (CH,CHs), 20.89 (CH3CO);
Nebenprodukt *C NMR (DMSO-dg) &
10.65 (CHs), 24.31 (CH,CHs)

'"H  NMR-Spektrum  von 4 |'H NMR (DMSO-dg) 5 0.73 (t, J = 7.6
(Extraktion ~ mit  Diethylether, | Hz, 3H, CH3), 2.10 (q, J = 7.6 Hz, 2H,
Entfernung bei 30 °C) CH,CHj3), 5.03 (s, 2H, OCH,), 6.84 (s,

1H, NH), 7.28-7.39 (m, 5H, CgHs)

'H NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Diethylether,

TH NMR (DMSO-dg) 5 0.73 (t, J = 7.6
Hz, 3H, CH3), 2.10 (g, J = 7.6 Hz, 2H,

Entfernung bei 30 °C) CH,CHy);
Ethanol *H NMR (DMSO-dg) & 1.05 (t,
J=7.1Hz, 3H,CH3), 344 (q,J=7.1
Hz, 2H, CH,)
®C  NMR-Spektrum von 4| ™C NMR (DMSO-dg) & 8.01 (CHj),
(Extraktion ~ mit  Diethylether, | 25.66 (CH,CHj3), 65.63, 66.79 (OCH,,
Entfernung bei 30 °C) CCOOH), 127.56, 127.91, 128.48,
136.99 (C¢Hs), 154.26 (CONH),

169.56 (COOH)

C NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 4 (Extraktion mit Diethylether,

C NMR (DMSO-ds) 3 8.01 (CHa),
25.66 (CH2CHs);

Entfernung bei 30 °C) Ethanol *C NMR (DMSO-dg) 6 18.69
(CHy)

'"H  NMR-Spektrum von 5| 'H NMR (DMSO-dg) 6 0.88 (t, J = 7.4

(Extraktion mit Ethylacetat, | Hz, 3H, CHgj), 1.54-1.76 (m, 2H,

Entfernung bei 30 °C) CH,CHj3), 3.85-3.90 (m, 1H, CH), 5.03

(s, 2H, OCH,), 7.28-7.37 (m, 5H,
CeHs), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH),
12.48 (s, 1H, COOH)

'H NMR-Spektrum (Ausschnitt)
von 5 (Extraktion mit Ethylacetat,
Entfernung bei 30 °C)

'H NMR (DMSO-dg) 5 0.88 (t, J = 7.4
Hz, 3H, CHs), 1.54-1.76 (m, 2H,
CH,CHs), 3.85-3.90 (m, 1H, CH);
Ethylacetat 'H NMR (DMSO-dg) &
1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHs), 1.98
(s, 3H, CHCO), 4.02 (q, J = 7.1 Hz,
2H, CH,CHs)
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C  NMR-Spektrum von 5| C NMR (DMSO-ds) & 10.63 (CHs),
(Extraktion mit Ethylacetat, | 24.31 (CH,CH3), 55.43, 65.50 (OCHp,,
Entfernung bei 30 °C) CCOOH), 127.83, 127.91, 128.46,
137.19, (CgHs), 156.33 (CONH),
173.87 (COOH)

3C  NMR-Spektrum (Ausschnitt) | °C NMR (DMSO-ds) & 10.63 (CHs),
von 5 (Extraktion mit Ethylacetat, | 24.31 (CH,CHs3);

Entfernung bei 30 °C) Ethylacetat *C NMR (DMSO-ds) §
14.21 (CH,CHz), 20.87 (CH5CO)

% Die chemischen Verschiebungen von Losungsmitteln sind in der Literatur

beschrieben ]
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2.3. Versuche zur Herstellung von dem Azetidin-2,4-dion-Derivat 13

2.3.1. Umsetzung von 4 und Anilin

2.3.1.1. Reaktion bei 110 °C Olbadtemperatur mit 1 dquiv. Anilin und TEA in

Dioxan

Mit dem Ziel, das Produkt 13 zu erhalten, wurden im ersten Experiment die in der
Literatur beschriebenen Reaktionsbedingungen verwendet. ! Bl Das Malonséure-
Derivat 4 sollte zundchst in das Sdurechlorid umgewandelt werden. Im absolutierten
Dichlormethan wurden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonsdure (4) (5
mmol), Oxalylchlorid (23 mmol) und 3 Tropfen DMF (Dimethylformamid) bei
Raumtemperatur unter Argonatmosphire geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr
beobachtet wurde P%. Nach der Entfernung des organischen Losungsmittels
Dichlormethan wurde der 6lige Riickstand in Dioxan geldst. Zur Losung von 12 in
Dioxan wurde unter Argonatmosphire 1 dquiv. (Aquivalent) Anilin zugegeben und
dann tropfenweise eine Losung von TEA (Triethylamin) in Dioxan 1 h zugespritzt.
Danach wurde die Reaktionsldsung 6 h bei 110 °C (Olbadtemperatur) erhitzt
(Schema 6). Triethylamin-Hydrochlorid (27) wurde durch Absaugen abgetrennt, das
Losungsmittel wurde vom Filtrat entfernt und der 6lige braune Riickstand durch

Saulenchromatographie gereinigt. (21131 Es wurden 5 Fraktionen gewonnen.

Schema 6
0 o)
N H
o_ _N on (cocly, o. N
T RT, 12 h T cl
(o] OH 0 o cl
4 12

/ 110 °C <. Anilin
Olbadtemperatur “:  TEA
HN 6h V Dioxan
HN
O/A/N o 0 o)
e
@ v
o)
14 13
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Die erste Fraktion (m = 0.08 g, oranges Ol) wurde nicht zur NMR-Spektroskopie
gegeben, weil es nur eine geringere Menge war. Auch die zweite Fraktion (m = 0.10
g, braunes Ol mit Niederschlag) wurde aus diesem Grund nicht zur NMR-
Spektroskopie gegeben. Die dritte Fraktion (m = 0.11 g, hellorange Niederschlag)
war den NMR-Spektren zufolgte kein sauberes Material. Nach dem NMR-Spektrum
der vierten Fraktion (m = 0.11 g, orange Kristalle) konnten wir nicht die Struktur
eindeutig zuordnen. Dieser Stoff wurde zur MS (Massenspektroskopie) gegeben und
seine Molekiilmasse war 193 g/mol. Die Struktur von 16 (Formel nicht abgebildet)
konnte in Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden.

Die fiinfte Fraktion, das Hauptprodukt (m = 0.35 g, helloranger Niederschlag) wurde
zur NMR-Spektroskopie und zur MS gegeben. Molekiilmasse war 323 g/mol, die

Summenformel C1gH17N303. Es wurde demnach ein Hydantoin 14 erhalten.
n )
HN
o= o
N (0]
14

Es wurde kein Azetidin-2,4-dion-Derivat 13 gewonnen, deshalb wir die

Reaktionsbedingungen verdndert haben.

2.3.1.2. Reaktion bei 80 °C Olbadtemperatur mit 1 dquiv. Anilin und TEA in

Dioxan

In  absolutiertem  Dichlormethan  wurden  2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (5 mmol), Oxalylchlorid (23 mmol) und 3 Tropfen DMF bei
Raumtemperatur unter Argonatmosphire geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr
beobachtet wurde. Nach der Entfernung von Dichlormethan wurde der o6lige
Riickstand in Dioxan gelost. Zur Losung von 12 in Dioxan wurde unter
Argonatmosphére tropfenweise eine Losung von 1 dquiv. Anilin und TEA in Dioxan

1 h bei 80 °C Olbadtemperatur zugespritzt. Danach wurde die Reaktionsldsung noch
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6 h bei 80 °C erhitzt (Schema 7). Triethylamin-Hydrochlorid (27) wurde abgesaugt
und der nach dem Abrotieren anfallende 6lige, orange-braune Riickstand wurde

durch Sdulenchromatographie gereinigt. Es wurden wieder 5 Fraktionen gewonnen.

Schema 7
O
H g\ 9
e} N (CocCly, 1) N
T e Ty e
0 RT, 12 h
(0] OH © (e} Cl
4 12
P> e —--_/ :
. 80 °C 7/\ Anilin
Olbadtemperatur ! TEA
6h ! Dioxan

Die erste Fraktion (m = 0.19 g, orange Kiristalle) ist nach den NMR-Spektren
N-Benzylanilin (15). Die Zuordnung erfolgte auf der Grundlage der NMR-Daten aus

der Literatur. B4
: ‘N/\©
H

15

Die zweite Fraktion (m = 0.02 g, orange Niederschlag) und die dritte Fraktion (m =
0.06 g, oranges Ol) wurden nicht zur NMR-Spekroskopie gegeben, weil es nur
geringere Mengen waren. Nach den NMR-Spektren der vierten Fraktion (m = 0.19 g,
oranges Ol) waren dort die gleichen Signale wie bei 16 (Formel nicht abgebildet),
aber dazu noch Anilin Y. Deshalb wurde dieser Stoff in Ethylacetat gelést und mit
HCI (0.05 mol/l, 5 ml) und zwei Mal mit Wasser ausgeschiittelt. Essigesterphase
wurde mit Na,SO, getrocknet, filtriert und abrotiert. Nach DC
(Diinnschichtchromatographie) entstand noch ein Produkt. Wahrscheinlich wurde
das Molekiil 16 gespalten. Es wurde versucht, dieses Ol aus Petrolether

umzukristallisieren. Einige ockergelbe Kristalle waren ausgefallen, aber nur 2 mg.
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Die fiinfte Fraktion (m = 0.09 g, orange Kristalle) wurden nicht zur NMR-
Spektroskopie gegeben.

Die sechste Fraktion, das Hauptprodukt (m = 0.40 g, orange, schmierige Masse) war
nach den NMR-Spektren kein sauberer Material. Wir versuchten, diesen Stoff aus
Aceton umzukristallisieren, es entstand ein Niederschlag, aber wahrscheinlich hatte
dieser Stoff mit Aceton reagiert, weil weitere Signale in den NMR-Spektren
entstanden.

In diesem Experiment wurde kein Hydantoin 14 und kein Azetidin-2,4-dion-Derivat
13 gewonnen. An der eingesetzten Malonsdure 4 haftet sehr viel Ethanol an, und das

konnte der Grund des Fehlschlages sein.

2.3.1.3. Reaktion bei 80 °C Olbadtemperatur mit 1 dquiv. Anilin und TEA in

Dioxan

In diesem Ansatz wurden die gleichen Bedingungen wie im vergangenen Experiment
noch einmal benutzt. Bei 80 °C Olbadtemperatur und unter Argonatmosphire
wurden 1 dquiv. Anilin mit TEA in Dioxan zusammen 1 h zugegeben, dann 6 h
erhitzt und am ndchsten Tag abgesaugt. Das Filtrat wurde abrotiert und der 6lige

Riickstand durch Saulenchromatographie gereinigt (Schema 8).

Schema 8
o o
H H
0 N oH (cocy, o N
T RT, 12 h T cl
(o] OH o le} cl
4 12

/

HN B 80 °C Anilin
Olbadtemperatur TEA
HN 6h Dioxan
o= 0
. L
@ :

H
14 16 15
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Die erste Fraktion (m = 0.12 g, orange Kristalle) wurde nach der NMR-
Spektroskopie der Substanz 15 zugeordnet. Die zweite Fraktion (m = 0.05 g,
hellbraunes Ol) war nach NMR-Spektroskopie die Substanz 16. Nach dem NMR-
Spektrum war die dritte Fraktion (m = 0.07 g, oranges Ol) nicht sauber. Die vierte
Fraktion (m = 0.27 g, orange Kristalle) wurden analysiert und das Ergebnis war ein
Hydantoin, Substanz 14.

In diesem Ansatz wurden N-Benzylanilin (15), 16 und Hydantoin 14 synthetisiert.

2.3.1.4. Reaktion bei 80 °C Olbadtemperatur mit 2 dquiv. Anilin und TEA in

Dioxan

Wenn die Reaktion nach einem Mechanismus, wie er in Schema 12 gezeichnet ist,
ablaufen wiirde, sollte mehr Anilin zur hoheren Ausbeute fithren. In diesem Ansatz
wurden die gleichen Bedingungen wie im vergangenen Experiment benutzt, nur die
Menge von Anilin wurde verdoppelt. Bei 80 °C Olbadtemperatur und unter
Argonatmosphdre wurden 2 dquiv. Anilin mit TEA in Dioxan zusammen 1 h
zugegeben, dann 6 h erhitzt und am ndchsten Tag abgesaugt. Das Filtrat wurde
abrotiert und der 6lige Riickstand durch Sdulenchromatographie gereinigt (Schema

9).

Schema 9
o o)
N H
o_ _N on (cocly, o. N
T RT,12h T c
(@] OH 0 e} cl
4 12

HN 80°C i Anilin
+ Olbadtemperatur | TEA
HN 6h | Dioxan
o%\ (@] :"' V
N (0]
’ ©\
N
H

14 16 15
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Es wurden 5 Fraktionen gewonnen. Nach den NMR-Spektren waren leider keine der
Substanzen sauber. In den Spektren waren die entsprechenden Signale fiir die

Molekiile N-Benzylanilin (15), 16 und das Hydantoin 14.

2.3.1.5. Reaktion bei RT mit 2 dquiv. Anilin und TEA in Dioxan

Wir vermuteten, dass die niedrigere Temperatur des Reaktionsablaufes kleinere
Mengen von Nebenprodukten bringen wiirde. In diesem Ansatz wurden die gleichen
Bedingungen wie im vergangenen Experiment benutzt, nur die Reaktion wurde bei
RT durchgefiihrt. Unter Argonatmosphidre wurden 2 &quiv. Anilin mit TEA in
Dioxan zusammen 1 h zugegeben, 24 h geriihrt und dann abgesaugt. Das Filtrat
wurde abrotiert und der 6lige Riickstand durch Saulenchromatographie gereinigt
(Schema 10).

Alle Fraktionen auBer der zweiten (m = 0.07 g, oranges Ol) und der fiinften Fraktion
(m = 0.07 g war dunkeloranges Ol) wurden analysiert. Die erste Fraktion (m = 0.25
g, orange Kristalle) war die Substanz 15, die dritte Fraktion (m = 0.30 g, hellbraunes
Ol) war die Substanz 16 und die vierte Fraktion (m = 0.53 g, orange Kristalle), das
Hydantoin 14.

Schema 10
0 o)
N H
o) N oH (COCl), o N
T RT,12h T c
O OH o e} cl
4 12

/ Anl“n
HN RT
@ 24h TEA
HN Dioxan
o= o
N
() Y

14 16 15
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2.3.1.6. Reaktion bei RT mit 3 dquiv. Anilin und TEA in Dioxan

Wenn die Reaktion nach einem Mechanismus, wie er in Schema 12 gezeichnet ist,
ablaufen wiirde, sollten 3 dquiv. Anilin eingesetzt werden. In diesem Ansatz wurden
die gleichen Bedingungen wie im vergangenen Experiment benutzt, nur mit 3 dquiv.
Anilin. Bei RT und unter Argonatmosphdre wurde Anilin mit TEA in Dioxan
zusammen 1 h zugegeben und dann 24 h geriihrt, am nichsten Tag abgesaugt, das
Filtrat abrotiert und der olige Riickstand durch Saulenchromatographic gereinigt
(Schema 11).
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Es wurden 6 Fraktionen gewonnen. Die erste Fraktion (m = 0.25 g, orange Kristalle)
war nach den NMR-Spektren die Substanz 15. Die vierte Fraktion (m = 0.11 g,
hellgelbes Ol) war nach der Analyse die Substanz 16, aber verunreinigt. Die fiinfte
Fraktion, das Hauptprodukt (m = 0.56 g, helloranges Feststoff) war das Hydantoin,
die Substanz 14. Die anderen Fraktionen enthielten nur geringe Mengen und wurden
nicht analysiert.

Die Herstellung von dem Azetidin-2,4-dion-Derivat 13 war leider unmoglich. Es
wurden verschiedene Bedingungen nach der Literatur!®? B und spiter nach unseren
eigenen Meinungen und Uberlegungen benutzt. Es hat sich immer ein Hydantoin 14
und N-Benzylamin (15) durch den unten vorgeschlagenen Mechanismus gebildet
(Schema 12).
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Die Ausbeuten mit 2 oder 3 dquiv. Anilin waren dhnlich. Die besten Bedingungen
zur Herstellung des Hydantoins 14 waren der Einsatz von 3 dquiv. Anilin, 2.4 dquiv.
TEA B ynd die Durchfiihrung der Reaktion in Dioxan bei RT unter Argon.

Der postulierte Mechanismus zur Bildung von 14 ist in Schema 12 dargestellt. Es
wird vermutet, dass ein cyclisches Intermediat mit 2-Benzyloxy-5(4H)-Oxazolon-
Struktur durchlaufen wird. Dieses konnte durch den Angriff von Anilin an der

Benzylgruppe N-Benzylanilin (15) liefern, das ja auch isoliert wurde.

Schema 12
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4-Ethyl-2,5-dioxo-N,1-diphenylimidazolidin-4-carboxamid (14) ist eine neue
Substanz, die noch nicht beschrieben ist. Ahnliche Hydantoine hat Dr. Agniezska
Ambrozak hergestellt. 2. Es wurde unser Hydantoin 14 und die Hydantoine von ihr
verglichen. Diese Molekiile haben &dhnliche chemische Verschiebungen der CO-
Gruppen im B3¢ NMR-Spektrum (Tabelle 3). Deshalb unterstiitzten die 3C NMR-
Daten die vorgeschlagene Struktur 14.

Tabelle 3. *C NMR-Daten von Hydantoinen.

Unser Hydantoin 14 Hydantoine von Dr. Ambrozak
CO-Gruppe o (ppm) CO-Gruppe o (ppm)
NHCON 155.41 NHCON 155-157
CONR? 164.58 CONR! 164-167
CONHR? 170.50 CONHR? 170-174

In der Literatur wurden keine Substanzen der allgemeinen Formel 24, die unserem

Hydantoin 14 entspricht, beschrieben.

H R? HN-R®
N

Ry kein H
AL
N (0] R<, R* Alkyl/Aryl

Rl
24

In der Literatur gibt es dhnliche Substanzen wie 14, bei denen die beiden
Substituenten am sp>-hybridisierten C-Atom ihrerseits einen Ring bilden. Solche
Spiro-Verbindungen 25 zeigt die die untenstehende Formel. Dieser Typ der

Verbindungen wurde von Khalil et al. synthetisiert. [*2 3%
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2.3.2. Umsetzung von 17 und Anilin

2.3.2.1 Reaktion bei 80 °C mit 1 dquiv. Anilin und TEA in Dioxan

In den nichsten Versuchen wurde 2-(Benzyloxycarbonylamino)-malonsiaure (17)
eingesetzt. Dieser Malonsdure fehlt die Ethylgruppe. Sie wurde kommerziel
erworben. In absolutiertem Dichlormethan wurden die Substanz 17 (5 mmol),
Oxalylchlorid (23 mmol) und 6 Tropfen DMF bei Raumtemperatur unter
Argonatmosphére geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr beobachtet wurde. Nach
der Entfernung von Dichlormethan wurde der 6lige Riickstand in Dioxan geldst. Zur
Losung von 18 in Dioxan wurde unter Argon tropfenweise eine Losung von 1 dquiv.
Anilin und TEA in Dioxan 1 h bei 80 °C Olbadtemperatur zugespritzt. Danach wurde
die Reaktionslosung noch 6 h bei 80 °C erhitzt (Schema 13).
Triethylamin-Hydrochlorid (27) wurde abgesaugt, das Losungsmittel vom Filtrat
wurde entfernt und der 6lige orange-braune Riickstand durch Sdulenchromatographie
gereinigt. Es wurden 6 Fraktionen gewonnen.

Die erste Fraktion, das Hauptprodukt (m = 0.09 g, orange Kristalle) wurde nach dem
NMR-Spektrum als Substanz 15 festgelegt. Die anderen Fraktionen waren nur kleine
Mengen (die zweite, dritte und vierte Fraktion) oder nach den NMR-Spektren nicht
sauber (die fiinfte und sechste Fraktion).

Wenn es in dem Molekiil (17) keine Ethyl-Gruppe gibt, lduft die Reaktion offenbar
nicht nach dem gleichen Mechanismus wie bei der Herstellung von Substanz 14
(Schema 12).
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o o]
H H
o_ _N on (cocl), o. N
T RT,12h T cl

17 18

) 80°C \< Anilin
Olbadtemperatur 71> TEA
6h | Dioxan

’ <

19

Iz

2.3.3. Umsetzung von 17 und Dicyandiamid

2.3.3.1. Reaktion bei RT mit 1 d4quiv. Dicyandiamid und TEA in Dioxan

In absolutiertem Dichlormethan wurden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-malonsdure
(17), Oxalylchlorid und 6 Tropfen DMF bei Raumtemperatur unter
Argonatmosphire geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr beobachtet wurde. Nach
der Entfernung von Dichlormethan wurde der 6lige Riickstand in Dioxan gelost. Zur
Losung von 18 in Dioxan wurde in Argonatmosphidre und bei RT 1 &quiv.
Dicyandiamid und eine Losung von TEA in Dioxan etwa 5 min zugegeben. Nach
Zugabe von einer kleinen Menge von TEA in Dioxan war die Reaktionslosung
schwarz geworden. Nach 24 h wurde die Losung filtriert, das Losungsmittel des
Filtrates entfernt und dann durch Séulenchromatographie gereinigt. Es wurde eine
Fraktion (m = 0.14 g, braunes Ol) gewonnen. Nach den NMR-Spektren konnte man

die Struktur nicht eindeutig zuordnen.
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21

In diesem Versuch sollte man die Substanz 21 erwarten, aber die Reaktion hat leider
nicht geklappt. Von dem Cyanamid-Derivat 21 wiren Eigenschaften als

Cysteinprotease-Inhibitor zu erwarten gewesen. 4

2.3.4. Umsetzung von 4 und Dicyandiamid
2.3.4.1. Reaktion bei RT mit 1 dquiv. Dicyandiamid und TEA in Dioxan

Im  absolutierten  Dichlormethan  wurden  2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (5 mmol), Oxalylchlorid (23 mmol) und 3 Tropfen DMF
(Dimethylformamid) bei Raumtemperatur unter Argonatmosphire geriihrt, bis keine
Gasentwicklung mehr beobachtet wurde. Nach der Entfernung von Dichlormethan
wurde der olige Riickstand in Dioxan gelost. Zur Losung von 12 in Dioxan wurde in
Argonatmosphdre und bei RT 1 dquiv. Dicyandiamid und eine Losung von TEA in
Dioxan etwa 5 min zugegeben und dann 6 h bei 80 °C erhitzt. Es entstand eine
braune Masse im Kolben und eine iiberstehende gelbe Losung. Die Losung wurde
filtriert, das Losungsmittel entfernt und das erhaltene Ol siulenchromatographisch
gereinigt. Es wurden 2 Fraktionen (m = 0.04 g und m = 0.02 g) gewonnen, die nach
den NMR-Spektren nicht sauber waren.

Die braune Masse wurde in Ethylacetat bei Erhitzen teilweise gelost, filtriert und in
dem Tiefkiihlschrank aufbewahrt, aber leider ohne die Bildung von organischen
Kristallen.

Die braune Masse, die sich nicht in Ethylacetat gelost hatte, wurde aus
Isopropylalkohol umkristallisiert. Es entstand ein heller Niederschlag (m = 0.27 g).
Wahrscheinlich reagierte der Stoff mit Isopropanol, weil in den NMR-Spektren viele

Signale im Alkyl-Bereich waren.

53



Schema 14

e} (@]
C
Y cl TEA N‘ o
O —_—
o7 cl - TEA HCI o)\o
12 :
TEA)N\HZ N
=
-TEAHCI ~ F
H,N~ N
N
0 Y

-

In diesem Versuch sollte man die Substanz 20 erwarten. Der Mechanismus von
dieser Reaktion sollte so laufen, wie es im Schema 14 eingezeichnet ist. Aber dieser
Versuch hat auch nicht geklappt. Alle Reaktionen mit Dicyandiamid waren leider

nicht erfolgreich und deshalb waren nicht in Experimenteller Teil eingefiihrt.

2.3.5. Umsetzung von 4 und Benzylamin
2.3.5.1. Reaktion bei RT mit 2 diquiv. Benzylamin und TEA in Dioxan

In  absolutiertem  Dichlormethan  wurden  2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (5 mmol), Oxalylchlorid (23 mmol) und 3 Tropfen DMF bei RT
unter Argonatmosphére geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr beobachtet wurde.
Nach der Entfernung des organischen Losungsmittels Dichlormethan wurde der 6lige
Riickstand in Dioxan gelost. Zur Losung von 12 in Dioxan wurde in

Argonatmosphire tropfenweise eine Losung von 2 dquiv. Benzylamin und TEA in
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Dioxan 1 h bei RT zugespritzt und die Reaktionslosung 24 h bei RT geriihrt (Schema
15). Am nichsten Tag wurde Triethylamin-hydrochlorid (27) durch Absaugen
abgetrennt, das Losungsmittel vom Filtrat entfernt und der 6lige orange Riickstand

durch Saulenchromatographie gereinigt. Es wurden 5 Fraktionen gewonnen.

Schema 15
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Die erste, zweite und dritte Fraktion waren nur kleine Mengen, ohne NMR-Spektren.

22

Die vierte Fraktion (m = 0.12 g, hellgelbe Niederschlag) war nach den NMR-
Spektren nicht sauber. Nach den NMR-Spektren war die fiinfte Fraktion, das
Hauptprodukt (m = 0.34 g, ockergelbes Ol) nicht sauber, aber es konnte ein
Hydantoin sein. Deshalb wurde das Ol aus Ethylacetat/Petrolether umkristallisiert.
Im Tiefkiihlschrank war ein ockergelber Niederschlag ausgefallen, der nach den
NMR-Spektren wieder nicht sauber war. Dann wurde diese Stoff (m = 0.17 g) noch
einmal aus Ethylacetat umkristallisiert. Im Tiefkiihlschrank waren weie Kristalle (m
= 0.014 g) ausgefallen. In den NMR-Spektren erschienen vermutlich Signale von
zwei verschiedenen Stoffen. Der Schmelzpunkt war 132-137 °C.

In diesem Versuch haben wir nicht die Substanz 22 gewonnen. Es hat sich immer ein

Produkt mit seinem Nebenprodukt gebildet, die man nicht trennen konnte.
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2.3.6. Umsetzung von 4 und Isopropylamin
2.3.6.1. Reaktion bei RT mit 2 diquiv. Isopropylamin und TEA in Dioxan

In  absolutiertem  Dichlormethan  wurden  2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (5 mmol), Oxalylchlorid (23 mmol) und 3 Tropfen DMF RT
unter Argonatmosphire geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr beobachtet wurde.
Nach der Entfernung von Dichlormethan wurde der 6lige Riickstand in Dioxan
geldst. Zur Losung von 12 in Dioxan wurde in Argonatmosphire tropfenweise eine
Losung von 2 dquiv. Isopropylamin und TEA in Dioxan 1 h bei RT zugespritzt. Die
Reaktionslosung wurde 24 h bei RT geriihrt (Schema 16) und am nédchsten Tag
Triethylamin-hydrochlorid (27) durch Absaugen abgetrennt. Das Losungsmittel
wurde vom Filtrat entfernt und der olige orange Riickstand durch

Saulenchromatographie gereinigt. Es wurden 2 Fraktionen gewonnen.

Schema 16
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Die erste Fraktion (m = 0.24 g, hellgelber Feststoff) war nach den NMR-Spektren
nicht sauber, deshalb wurde aus Ethylacetat/Petrolether umkristallisiert. Kleine
weille Kristalle waren ausgefallen, die den Schmelzpunkt zwischen 230-231 °C
hatten. Nach den NMR-Spektren und MS (255 Molpeak) konnte man die Struktur

nicht eindeutig zuordnen, deshalb wurde die Substanz als 26 (keine Formel
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abgebildet) bezeichnet. Nach MS hat 26 das gleiche Molekiilgewicht wie 23, aber die
NMR-Spektren passen nicht dazu. Die zweite Fraktion (m = 0.20 g, oranges Ol) war
nach den NMR-Spektren verunreinigt und wurde darauthin in heilem Ethylacetat
gelost. Nach der Zugabe von Petrolether war ein oranger Niederschlag ausgefallen,
die Losung wurde filtriert und im Tiefkiihlschrank aufbewahrt. Keine Kristalle waren
ausgefallen. Dann wurde das Losungsmittel entfernt und der 6lige Riickstand aus
Ethylacetat umkristallisiert, auch ohne Bildung von Kristallen. Nachfolgend wurde
diese Losung erhitzt und Petrolether in kleinen Mengen zugegeben und wieder in
Tiefkiihlschrank aufbewahrt, aber leider auch ohne Ergebnisse.

Die Reaktion mit Isopropylamin war nicht erfolgreich, die Substanz 23 wurde nicht
synthetisiert, aber es wurde eine andere Substanz 26 hergestellt, deren Struktur noch

aufgeklart werden muss. Die Substanz 26 war nach der Mikroskopie amorph.
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3. Zusammenfassung

Humane Leukozytenelastase (HLE) ist eine Serinprotease, die eine wichtige Rolle
bei Entziindungen und bakteriellen Infektionen spielt. Deshalb gilt es,
niedermolekulare Hemmstoff fiir HLE zu entwickeln bzw. zu verbessern. In der
vorliegenden Diplomarbeit sollten Untersuchungen zur Herstellung von Inhibitoren
von humaner Leukozytenelastase (HLE) vorgenommen werden. Dazu sollte in die
Azetidin-2,4-dion-Struktur in Position 3 fiir R* eine geschiitzte Aminogruppe, z.B.
Z-NH, und fiir R? eine Ethylgruppe eingefiihrt werden. R® sollte z.B. ein Phenylrest
sein. Das Zielmolekiil besitzt die Struktur 13. Es ist bekannt, dass Azetidin-2,4-dione
mit R' = R> = Et, R® = Aryl wirksame Inhibitoren von HLE sind. Durch die
anvisierte Einfiihrung einer geschiitzten Aminogruppe wurde eine Verbesserung der
Affinitdt zu HLE erwartet, da der peptidische Charakter der Molekiile erhoht wiirde.
Azetidin-2,4-dione mit einer Arylgruppe in Position 1 und einer Amino- und

Alkygruppe in Position 3 sind unbekannt.

RZ
o}
R? T N
N e
3 13

o} R

Ausgehend von  Aminomalonsdurediethylester-Hydrochlorid 1 wurde die
Aminofunktion geschiitzt und in 2 die Ethylgruppe durch Alkylierung eingefiihrt.
Das Diethylmalonat-Derivat 3 ist literaturunbekannt. An Hand der Diester 2 und 3
wurde das Phidnomen von diastereotopen Methylenprotonen bei nicht-chiralen
Substanzen beobachtet und im Hinblick auf Literaturbefunde diskutiert. Als Ursache
fiir die Nichtdquivalenz der Ester-CH,—Protonen wird die Prochiralitit der Molekiile

benannt.
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Die Malonsdure 4 wurde im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal hergestellt und
ein geeignetes Verfahren zur Gewinnung von 4 wurde entwickelt. Es konnte gezeigt
werden, dass 4 in der Hitze zu der Monocarbonsédure 5 decarboxyliert. Dies muss fiir

die Gewinnung von 4 beachtet werden.
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Die Malonsdure 4 wurde mit Oxalylchlorid zum Saurechlorid aktiviert und in situ
mit Anilin umgesetzt. An Stelle von 13 wurde jedoch das Carbamoylhydantoin 14
erhalten. Dessen Bildung wird diskutiert. Es wird vermutet, dass ein cyclisches
Intermediat mit 2-Benzyloxy-5(4H)-Oxazolon-Struktur durchlaufen wird. Dieses
konnte durch den Angriff von Anilin an der Benzylgruppe N-Benzylanilin (15)
liefern, das ebenfalls isoliert wurde.

Die Struktur des Hydantoins 14 wurde mittels Massenspektroskopie und
hauptsdchlich auf der Basis vergleichender NMR-Daten zugeordnet. Die beste
Ausbeute an 14 konnte beim Einsatz von drei Aquivalenten Anilin und der
Reaktionsfithrung bei Raumtemperatur erreicht werden. Ausgehend von diesem
Befund konnen in zukiinftigen Arbeiten vielleicht weitere neuartige Hydantoine auf

diesem Weg synthetisiert werden.
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4. Experimenteller Teil

4.1. Allgemeines

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen Acros, Alfa-Aesar, Bachem,
Griissing GMBH, Merck und Chemcube bezogen. Die verwendeten Losungsmittel
wurden in getrocknetem Zustand gekauft oder vor Gebrauch destilliert und bei
Bedarf nach literaturbekannten Methoden getrocknet.
Diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden mit Aluminiumfolien der
Firma Merck, beschichtet mit Kieselgel 60 Fys4 durchgefiihrt und die Substanzen
wurden nach Entwicklung der Chromatogramme mit Ethylacetat/Petrolether, als
Laufmittel  mittels  UV-Detektion (254 nm)  visualisiert.  Fir  die
sdulenchromatographische Reinigung der Synthesestufen wurde Kieselgel der Firma
Acros (0.06-0.20 mm, 60 A) verwendet.

NMR-spektroskopische Messungen erfolgten von S. Terhart-Krabbe, A. Reiner und
M. Schneider an einem Bruker Advance DRX-500 Spektrometer bei 303 K in
DMSO-ds, welches zudem als interner Standard (*H 2.49 ppm, *C 39.70 ppm)
diente. *H NMR-Spektren werden bei 500 MHz und *3C bei 125 MHz aufgenommen.
Die Signale werden in ppm (parts per million) angegeben. Die Kopplungskonstanten
J der 'H-Signale werden in Hz, ihre Spinmultiplizititen werden als Singulett (5),
Dublett (d), Triplett (t), Quartett (g), und Multiplett (m) angegeben. Die
Massenspektren wurden an einem A.E.l. MS-50 Spektrometer (EI, 70 eV)
aufgenommen. Die Schmelzpunkte wurden an einem Biichi B545-Apparat bestimmt
und sind unkorrigiert angegeben. Alle Stoffe wurden im Exsikkator beim vollen
Vakuum (20 mbar) 24 h getrocknet.
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4.2. Synthesevorschriften

4.2.1. 2-(Benzyloxycarbonylamino)malonsdurediethylester (2)

2-Aminomalonsdurediethylester-Hydrochlorid (1) (5.30 g, 25 mmol) wird in H,0 (30
ml) gelost. Na,CO3 (3.18 g, 30 mmol) und Chlorameisensdurebenzylester (3.55 ml,
4.27 g, 25 mmol) werden zugegeben. Alles wird 2 Stunden bei 0 °C geriihrt. Es wird
iiber Nacht bei RT stehen gelassen. Es ist eine Emulsion (weiBes Ol mit Wasser)
entstanden. Zu der Mischung wird Ethylacetat (15 ml) im Rundkolben zugegeben.
Der pH-Wert war alkalisch, deshalb wird mit Salzsdure (10 ml, 1 mol/lI) angesduert.
Dann wird die Mischung im Schiitteltrichter 5 min geschiittelt und in zwei Phasen
geteilt. Zur Wasserphase wird wieder Ethylacetat (15 ml) zugegeben, dann 5 min
geschiittelt und dann noch einmal mit Ethylacetat (15 ml) extrahiert. Das Produkt soll
aus der Wasserphase in Ethylacetat iibergehen. Dann wird als Trockenmittel
wasserfreies Natriumsulfat (etwa 10 g) zugegeben. Nach 10 min Riihren wird filtriert
und das Losungsmittel abrotiert. Das Produkt ist ein hellgelbes Ol (7.37 g). Dann
wird aus Petrolether wie folgt umkristallisiert. Die Mischung aus dem Produkt und
Petrolether (50 ml) wird erhitzt. Es wird Ethylacetat (in kleinen Mengen) zugegeben
und man erhitzt so lange bis eine klare Losung entsteht (Zugabe von etwa 20 ml
Ethylacetat). Dazu wird als Trockenmittel wasserfreies Natriumsulfat (10 Q)
zugegeben, und nach 10 min Rithren wird filtriert. Die Losung wird im
Tiefkiihlschrank (-8 °C) aufbewahrt. Es entsteht ein weiller Niederschlag. Nach dem
Absaugen wird er mit tiefgekiihltem Petrolether gewaschen. Der Feststoff schmilzt
bei RT. Es entsteht ein durchsichtiges hellgelbes Ol (6.13 g). Das Filtrat des
Absaugens wird wieder im Tiefkiihlschrank aufbewahrt. Dann entsteht noch einmal
der Feststoff. Nach Absaugen und Trocknung werden 0.31 g des Ols zusitzlich
erhalten. Manchmal entsteht hellgelbes Ol und manchmal weiBer Feststoff, der bei
Raumtemperatur schmilzt. Das Filtrat des Absaugens wird noch zur ndchsten
Umkristallisation eines anderen Absatzes benutzt.

Ausbeute: 6.44 g, 83 % (in der Literatur 97 ™! - 99 95 (1)
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Schmelzpunkt: 31 °C

Literaturschmelzpunkt: 31 — 32 °C weiller Feststoff 10 oder farblose O1 Y
Summenformel: C15H19NOg

Molekiilmasse: 309.31 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) & 1.18 (t, J = 7.6 Hz, 6H, OCH,CHs), 4.10-4.20 (m, 4H,
OCH,CHj3), 4.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CH), 5.05 (s, 2H, CH,C¢Hs), 7.30-7.38 (m, 5H,
CeHs), 8.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dg) & 14.05 (CH,CHs), 57.90 (CH), 61.87 (CH,CHs), 66.18
(CH,CeHs), 128.02, 128.15, 128.58, 136.84 (Cg¢Hs), 156.09 (CONH), 166.65
(COCHy).

4.2.2. 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonséurediethylester (3)

Zuerst wird Natrium-Ethanolat hergestellt. Natrium (0.48 g, 20.8 mmol) wird im
getrockneten Ethanol (42 ml) unter Riickflusskiihler gelost und etwa 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt.

2-(Benzyloxycarbonylamino)malonsdurediethylester 2 (6.44 g; 20.8 mmol) und
Ethylbromid (2.47 g; 1.7 ml; 22.9 mmol) werden zusammen gegeben. Dazu wird die
Natrium-Ethanolatlosung zugegeben. Die Mischung wird unter Riickfluss bei 90 °C
Olbadtemperatur 10 Stunden erhitzt und geriihrt. Nach 10 Stunden wird
Dichlormethan (62 ml) zugegeben. Die Mischung wird in der Fritte abgesaugt. Zu
dem Filtrat werden Natriumsulfat (2.1 g), Aktivkohle (0.8 g), Kieselgel (0.8 g)
zugegeben. Die Mischung wird abgesaugt, aber das Filtrat war nicht farblos, sondern
milchig grau (Suspension von Natriumbromid, Aktivkohle und Produkt). Dann wird
das Losungsmittel abrotiert. Nach der Trocknung entsteht eine graue Suspension
vom Ol und Feststoff (5.89 g). Zur Reinigung wird die Siulenchromatographie
benutzt (etwa 750 ml Kieselgel und das Losungsmittel Ethylacetat und Petrolether im

Verhiltnis 1+3). 11 Fraktionen waren sauber. Diesen 11 Fraktionen werden
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zusammen gesammelt und abrotiert und im Exsikkator iiber Nacht bei vollem
Vakuum (20 mbar) getrocknet.

Es wird 4.38 g durchsichtiges hellgelbes Ol gewonnen.

Ausbeute: 4.38 g, 63 %

Summenformel: C17H23NOs

Molekiilmasse: 337.37 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) 6 0.76 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs), 1.12 (t, J = 6.9 Hz, 3H,
OCH,CHj3), 2.07 (q, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH3), 4.12 (q, J = 6.9 Hz, 2H, OCH,CHpy),
5.03 (s, 2H, C¢HsCHy), 7.29-7.38 (m, 5H, CgHs), 7.59 (s, 1H, NH).

3C NMR (DMSO0-dg) § 7.96 (CH,CHs), 13.98 (OCH,CHj3), 26.70 (CH,CHs), 61.83
(OCH,CHg), 65.73, 67.15 (CH,CgHs, CCOOC;Hs), 127.76, 128.03, 128.51, 137.00
(CgHs), 154.75 (CONH), 167.70 (COOC,Hs).

4.2.3. 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonséure (4)

hig OH

Zu 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonséurediethylester 3 (2.96 g, 8.8 mmol)
wird die Mischung von Ethanol (35 ml) und Natriumhydroxid (2.5 mol/l, 105ml) im
Verhiltnis 1:3 zugegeben. Bei RT wird die Mischung des Ols und des
Losungsmittels 4 Tagen gerithrt. Der Reaktionsablauf wird durch die
diinnschichtchromatographische =~ Kontrolle der Reaktionslosung beobachtet
(Ethylacetat/Petrolether im Verhiltnis 1+3). Nach dem ersten Tag wird das Ol nur
ein bisschen geldst, nach dem zweiten Tag auch ein bisschen mehr, aber nach 4
Tagen wird alles Ol gelost und entstand eine kleine Menge vom Feststoff auf der
Wasserflache. Die Reaktionslosung wird bei 0 °C mit abgekiihlter Salzséure (1 mol/l,
etwa 240 ml) langsam und vorsichtig angeséuert. Wenn der pH-Wert sauer war, wird
die Losung mit Ethylacetat (50 ml) 5 min geschiittelt und in zwei Phasen geteilt. Zur
Wasserphase wird wieder Ethylacetat (50 ml) zugegeben, dann 5 min geschiittelt und
dann noch einmal mit Ethylacetat (50 ml) extrahiert. Zu Ethylacetat wird das

Trockenmittel wasserfreies Natriumsulfat (15 g) zugegeben, 10 min geriihrt und dann
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filtriert. Die Entfernung des organischen Losungsmittels Ethylacetat wird dann bei
30 °C Wasserbadtemperatur und 15 min bei vollem Vakuum (etwa 20 mbar)
durchgefiihrt.

Es wird 1.71 g des hellgelben Ols gewonnen.

Ausbeute: 1.71 g, 69 %

Summenformel: C13H15NOs

Molekiilmasse: 281.26 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) & 0.73 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 2.10 (q, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CHg), 5.03 (s, 2H, OCHy), 6.85 (s, 1H, NH), 7.28-7.38 (m, 5H, C¢H5).

¥C NMR (DMSO-d¢) & 8.02 (CH3), 25.65 (CH,CHs), 65.60, 66.76 (OCHo,
CCOOH), 127.55, 127.90, 128.47, 136.98 (CgHs), 154.25 (CONH), 169.58 (COOH).

4.2.4. (S)-2-(Benzyloxycarbonylamino)buttersdure (5)

@Voﬁr

o} OH

(S)-2-Aminobuttersdure ((S)-H-Abu-OH) (6) (0.31 g, 3 mmol) wird in H,O (6 ml)
gelost. NaHCOj3 (0.5 g, 6 mmol) und Chlorameisensdurebenzylester (0.47 ml, 0.56 g,
3.3 mmol) werden zugegeben. Alles wird 2 Stunden bei 0 °C geriihrt. Es wird {liber
Nacht bei RT stehen gelassen. Es ist eine Emulsion (weiBes Ol mit Wasser)
entstanden. Die Reaktionsmischung wird drei Mal mit Diethylether (10 ml)
ausgeschiittelt. Diethylether wird verworfen. Die Wasserphase wird dann mit
Salzsdure (4 ml, 1 mol/l) bis zum pH-Wert 2 angesduert. Die Mischung wird mit
Ethylacetat (10 ml) im Schiitteltrichter 5 min geschiittelt und in zwei Phasen geteilt.
Zur Wasserphase wird wieder Ethylacetat (10 ml) zugegeben, dann 5 min geschiittelt
und dann noch einmal mit Ethylacetat (10 ml) extrahiert. Das Produkt soll aus der
Wasserphase in Ethylacetat iibergehen. Dann wird als Trockenmittel wasserfreies
Natriumsulfat (etwa 5 g) zugegeben. Nach 10 min Riihren wird filtriert und das
Losungsmittel abrotiert.

Das Produkt ist ein hellgelbes Ol (0.56 g), das nach der Trocknung im vollen

Vakuum (etwa 20 mbar) ein weiller Feststoff wird.
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Ausbeute: 0.71 ¢, 79 %

Schmelzpunkt: 76 — 77 °C

Literaturschmelzpunkt: 78.5 — 79 °C B!

Summenformel: C1,H15NO4

Molekiilmasse: 237.25 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) & 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.54-1.76 (m, 2H, CH,CHs),
3.85-3.90 (m, 1H, CH), 5.03 (s, 2H, OCH,), 7.28-7.37 (m, 5H, CgHs), 7.49 (d, J =
7.9 Hz, 1H, NH), 12.48 (s, 1H, COOH)

¥C NMR (DMSO-dg) & 10.63 (CHs), 24.31 (CH,CHs), 55.43, 65.50 (OCHs,
CCOOH), 127.83, 127.91, 128.46, 137.19, (Ce¢Hs), 156.33 (CONH), 173.87
(COOH).

4.2.5. 4-Ethyl-2,5-dioxo-N,1-diphenylimidazolidin-4-carboxamid (14)
w0
HN%
O/A/ (6]
N O

In absolutiertem Dichlormethan (100 ml) werden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (1.40 g, 5 mmol), Oxalylchlorid (2.92 g, 2.0 ml, 23 mmol) und 3
Tropfen DMF bei Raumtemperatur unter Argonatmosphire geriihrt bis keine
Gasentwicklung mehr beobachtet wird. Nach der Entfernung des organischen
Losungsmittels Dichlormethan wird der 6lige Riickstand in Dioxan (20 ml) geldst.
Zur Losung von 12 in Dioxan wird in Argonatmosphire tropfenweise eine Losung
von Anilin (1.49 g, 1.5 ml, 15 mmol) und TEA (1.21 g, 1.7 ml, 12 mmol) in Dioxan
(5 ml) 1 h bei RT zugespritzt. Danach wurde die Reaktionslésung noch 24 h bei RT
geriihrt.  Triethylamin-hydrochlorid wird beim Absaugen abgetrennt, das
Losungsmittel vom Filtrat entfernt und der 6lige orange-braune Riickstand durch
Saulenchromatographie (750 ml Kiesegel, Ethylacetat/Petrolether im Verhaltnis 1+5)

gereinigt. Es werden 5 Fraktionen gewonnen. Die vierte Fraktion wird ein
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Hydantoin. Nach der Entfernung des Losungsmittels und der Trocknung im vollen
Vakuum (etwa 20 mbar) entsteht orange-hellbrauner Feststoff (m = 0.56 g).
Ausbeute: 0.56 g, 35 %

Schmelzpunkt: 130-134 °C

Summenformel: C1gH17N303

Molekiilmasse: 323.35 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) & 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 2.11-2.18 (m, 1H, CH,CHs),
2.23-2.30 (m, 1H, CH,CHj3), 7.10-7.36 (m, 10H, CgHs), 9.01 (s, 1H, NHC¢Hs), 9.85
(s, 1H, NH).

3C NMR (DMSO-dg) & 7.63 (CH3), 28.00 (CH,CHj3), 69.49 (CCH,CHs3), 120.96,
124.42, 126.89, 128.26, 128.71, 128.97, 131.93, 138.18 (CgHs), 155.41 (NHCON),
164.58 (CONCgHs), 170.50 (CONHCgHs).

4.2.6. N-Benzylanilin (15)

Ctmg

In absolutiertem Dichlormethan (100 ml) werden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonséure (4) (1.40 g, 5 mmol), Oxalylchlorid (2.92 g, 2.0 ml, 23 mmol) und 3
Tropfen DMF bei Raumtemperatur unter Argonatmosphire geriihrt bis keine
Gasentwicklung mehr beobachtet wird. Nach der Entfernung des organischen
Losungsmittels Dichlormethan wird der 6lige Riickstand in Dioxan (20 ml) gelost.
Zur Losung von 12 in Dioxan wird in Argonatmosphire tropfenweise eine Losung
von Anilin (1.02 g, 1.0 ml, 11 mmol) und TEA (1.21 g, 1.7 ml, 12 mmol) in Dioxan
(5 ml) 1 h bei RT zugespritzt. Danach wurde die Reaktionslosung noch 24 h bei RT
geriihrt.  Triethylamin-hydrochlorid wird beim Absaugen abgetrennt, das
Losungsmittel vom Filtrat entfernt und der 6lige orange-braune Riickstand durch
Séulenchromatographie (750 ml Kiesegel, Ethylacetat und Petrolether im Verhéltnis
1+5) gereinigt. Es werden 5 Fraktionen gewonnen. Die erste Fraktion wird ein
N-Benzylanilin. Nach der Entfernung des Losungsmittels und der Trocknung im

vollen Vakuum (etwa 20 mbar) entstehen orange-hellbraune Kristalle (m = 0.25 g).
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Ausbeute: 0.25 g, 28 %

Schmelzpunkt: 35-37 °C

Literaturschmelzpunkt; 35-38 °C ¥

Summenformel: Ci3H;3N

Molekiilmasse: 183.25 g/mol

'H NMR (DMSO-ds) & 4.24 (d, J = 6.1 Hz, 2H, CH,), 6.15 (t, J = 6.1 Hz, 1H, NH),
6.49-6.57 (m, 3H, Cg¢Hs), 7.00-7.03 (m, 2H, CgHs), 7.19-7.35 (m, 5H, CgHs).

BC NMR (DMSO-ds) & 46.60 (CH,), 112.40. 115.83, 126.68, 127.28, 128.35,
128.90, 140.44, 148.79 (10C, CgHs).

Die Substanz 15 wurde bei dem Experiment 4.2.5. in einer Ausbeute von 0.11 g und
17 % erhalten.

4.2.7. Die Substanz 16

In absolutiertem Dichlormethan (100 ml) werden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (1.40 g, 5 mmol), Oxalylchlorid (2.92 g, 2.0 ml, 23 mmol) und 3
Tropfen DMF bei Raumtemperatur unter Argonatmosphére geriihrt, bis keine
Gasentwicklung mehr beobachtet wird. Nach der Entfernung des organischen
Losungsmittels Dichlormethan wird der 6lige Riickstand in Dioxan (20 ml) geldst.
Zur Loésung von 12 in Dioxan wird in Argonatmosphére bei 80 °C oder bei 110 °C
tropfenweise eine Losung von Anilin (1.02 g, 1.0 ml, 11 mmol) und TEA (1.21 g, 1.7
ml, 12 mmol) in Dioxan (5 ml) 1 h zugespritzt und noch 6 h bei 80 °C erhitzt.
Triethylamin-hydrochlorid wird abgesaugt, das Losungsmittel vom Filtrat entfernt
und der oOlige orange-braune Riickstand durch Saulenchromatographie (750 ml
Kiesegel, Ethylacetat und Petrolether im Verhiltnis 1+5) gereinigt. Es werden 5
Fraktionen gewonnen. Die zweite Fraktion (m = 0.07 g, hellbraunes Ol) wird
gewonnen. Nach den NMR-Spektren und MS kann man die Struktur nicht eindeutig
zuordnen, deshalb wird fiir die Substanz 16 keine Formel abgebildet.

Ausbeute: 0.07 g, 8 %

Molekiilmasse: 193 g/mol

Die Substanz 16 wurde bei dem Experiment 4.2.5. in einer Ausbeute von 0.25 g und

20 % erhalten, war aber nicht sauber.
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4.2.8. Die Substanz 26

In absolutiertem Dichlormethan (100 ml) werden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsaure (4) (1.40 g, 5 mmol), Oxalylchlorid (2.92 g, 2.0 ml, 23 mmol) und 3
Tropfen DMF bei RT unter Argonatmosphére geriihrt, bis keine Gasentwicklung
mehr beobachtet wird. Nach der Entfernung von Dichlormethan wird der olige
Riickstand in Dioxan (20 ml) gelost. Zur Losung von 12 in Dioxan wird in
Argonatmosphére tropfenweise eine Losung von 2 dquiv. Isopropylamin (0.65 g, 0.9
ml, 12 mmol) und TEA (1.21 g, 1.7 ml, 12 mmol) in Dioxan (5 ml) 1 h bei RT
zugespritzt. Die Reaktionslosung wird 24 h bei RT geriihrt und am néchsten Tag
Triethylamin-hydrochlorid durch Absaugen abgetrennt. Das Losungsmittel vom
Filtrat wird entfernt und der 6lige orange Riickstand durch Sdulenchromatographie
750 ml Kiesegel, Ethylacetat und Petrolether im Verhiltnis 5+1) gereinigt. Es
werden 2 Fraktionen gewonnen. Die erste Fraktion (m = 0.24 g, hellgelbes Feststoff)
war nach den NMR-Spektren nicht sauber, deshalb wird aus Ethylacetat/Petrolether
umkristallisiert. Kleine weille Kristalle (m = 0.014 g) sind ausgefallen. Nach den
NMR-Spektren und MS kann man die Struktur nicht eindeutig zuordnen, deshalb
wird fiir die Substanz 26 keine Formel abgebildet.

Ausbeute: 0.014 g, 9 %

Schmelzpunkt: 230-231 °C

Molekiilmasse = 255 g/mol

4.2.9. Triethylamin-hydrochlorid (27)

®
P T

KCI

27

In absolutiertem Dichlormethan (100 ml) werden 2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-
ethylmalonsdure (4) (1.40 g, 5 mmol), Oxalylchlorid (2.92 g, 2.0 ml, 23 mmol) und 3
Tropfen DMF bei RT unter Argonatmosphire geriihrt, bis keine Gasentwicklung
mehr beobachtet wird. Nach der Entfernung des organischen Losungsmittels

Dichlormethan wird der 6lige Riickstand in Dioxan (20 ml) geldst. Zur Losung von
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12 in Dioxan wird in Argonatmosphére tropfenweise eine Losung von Anilin (1.02 g,
1.0 ml, 11 mmol) und TEA (1.21 g, 1.7 ml, 12 mmol) in Dioxan (5 ml) 1 h bei 80 °C
Olbadtemperatur zugespritzt. Danach wurde die Reaktionsldsung noch 6 h bei 80 °C
erhitzt. Triethylamin-hydrochlorid blieb beim Absaugen in der Fritte und wird mit
Dioxan gewaschen.

Es wird weiller Feststoff (m = 0.72 g) gewonnen.

Ausbeute: 0.72 g, 44 %

Schmelzpunkt: 258-261 °C

Literaturschmelzpunkt: 261 °C [37]

Summenformel: C¢H1sNCI

Molekiilmasse: 137.65 g/mol

'H NMR (DMSO-dg) 6 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 9H, CH,CHs), 3.03 (g, J = 7.2 Hz, 6H,
CH,CHy), 10.67 (s, 1H, NH™).

3C NMR (DMSO-dg) & 8.49 (CH,CHs), 45.40 (CH,CHy).

69



4.3. NMR-Spektren-Anhang
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5. Abkiirzungsverzeichnis

A
Abb.
AE.l
Ala
aquiv.
bzw.

Cys

DC

d.h.
DMSO-ds
et al.

His
HLE
HNE
Hz
lle

J gem

kb
kDa

Leu

mbar
Met
min
ml

mm

Angstrém (Einheit)
Abbildung

Advanced Electronic Ignition
Alanin

Aquivalent

beziehungsweise

Cystein

Dublett
Diinnschichtchromatographie
das heil3t

deuterisiertes Dimethylsulfoxid
et alii

Gramm

Stunde

Histidin

humane Leukozyten-Elastase
humane neutrophile Elastase
Herz

Isoleucin

geminale Kopplungskonstante
Kelvin

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Leucin

Multiplett

Millibar

Methionin

Minuten

Milliliter

Millimeter
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mmol
mol
MS
nm
Phe
pl
PMN

ppm

Millimol

Mol

Massenspektrometrie, Massenspektrum
Nanometer

Phenylalanin

isoelektrische Punkt
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
parts per million

Quartett

Raumtemperatur

Singulett

Serin

Triplett

Triethylamin

Valin

Benzyloxycarbonylamino-

zum Beispiel
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Abstract

Rheinische Friedrich-Wilhelms University Bonn
The Faculty of Mathematics and Natural Sciences
Pharmaceutical Institute, Pharmaceutical Chemistry |
Diploma Thesis
Synthesis of Functional Derivatives of Malonic Acid as Buildings Blocs for

Elastase Inhibitors

Marie Hruskova

Human leukocyte elastase (HLE) is a serine protease, which plays an important role
in inflammatory diseases. Low molecular weight inhibitors can be therapeutically
used for example for the treatment of chronic obstructive pulmonary diseases. In this
thesis, azetidin-2,4-dione derivatives should be prepared as HLE inhibitors. In
particular, 3-(benzyloxycarbonylamino)-3-ethyl-N-phenyl-azetidine-2,4-dione should
be synthesized. The protected amino group was expected to increase the peptidic
character of this molecule and thus, affinity to HLE.

The starting compound was 2-aminomalonic acid diethylester hydrochlorid. The
amino function was protected in the first step, followed by alkylation and then
hydrolysis of 2-(benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonic acid diethylester to
2-(benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonic ~ acid. =~ Both  the  ester  of
2-(benzyloxycarbonylamino)malonic  acid and the 2-(benzyloxycarbonyl-
amino)ethylmalonic acid showed in their *H NMR spectra a multiplet in place of the
expected quartet. This phenomenon was explained as a result of the prochiral center
present in both molecules. The 2-(benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonic
decarboxylated at 60 °C to 2-(benzyloxycarbonylamino)butyric acid.

The 2-(benzyloxycarbonylamino)-2-ethylmalonic acid was reacted with oxalyl
chloride to give the acid chloride and then in situ with aniline to a
carbamoylhydantoine, namely 4-ethyl-2,5-dioxo-N,1-diphenylimidazolidine-
4-carboxamide. The postulated cyclic intermediate, a 2-benzyloxy-5(4H)-oxazolone
derivative, has probably been attacked by aniline at the benzyl group to afford

N-benzylaniline. The reaction conditions were optimal when 3 equivalents of aniline
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were used at room temperature. Similar carbamoylhydantoins should be synthesized
in future experiments. Several further experiments were performed, but they were not

successful.
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Diplomova prace
Syntéza funk¢nich derivati kyseliny malonové jako stavebnich kameni pro

inhibitory elastasy

Marie Hruskova

Lidska leukocytarni elastaza (HLE) patii mezi serinové proteasy, které hraji
vyznamnou roli v zanétlivych onemocnénich. Nizkomolekularni inhibitory mohou
byt vyuzity napiiklad k 1écbé chronické obstrukéni plicni nemoci. V této praci maji
byt pfipraveny azetidin-2,4-diony jako HLE inhibitory. Zejména ma byt syntetizovan
3-(benzyloxykarbonylamino)-3-ethyl-N-fenyl-azetidin-2,4-dion. Bylo o¢ekavano, ze
chranéni aminoskupiny této molekuly zvysi afinitu k HLE.

Vychozi slouceninou byl hydrochlorid diethylesteru kyseliny 2-aminomalonové.
V prvnim kroku byla chranéna aminoskupina, nasledovala alkylace a poté hydrolyza
diethylesteru kyseliny 2-(benzyloxykarbonylamino)-2-ethylmalonové na kyselinu
2-(benzyloxykarbonylamino)-2-ethylmalonovou. Jak ester 2-(benzyloxykarbonyl-
amino)malonové kyseliny, tak ester 2-(benzyloxykarbonylamino)ethylmalonové
kyseliny vykazovaly ve svych 'H NMR spektrech multiplet misto o&ekavaného
kvartetu. Tento fenomén byl vysvétlen pfitomnosti prochiralniho centra v obou
molekulach. Kyselina 2-(benzyloxykarbonylamino)-2-ethylmalonova pii 60 °C
dekarboxylovala na kyselinu 2-(benzyloxykarbonylamino)maselnou.

Kyselina 2-(benzyloxykarbonylamino)-2-ethylmalonova reagovala s oxalylchloridem
za vzniku chloridu kyseliny a pak in situ s anilinem za vzniku
karbamoylhydantoinového  derivatu  4-ethyl-2,5-dioxo-N,1-difenylimidazolidin-
4-karboxamidu. Ptredpokladany cyklicky intermediat, derivat 2-benzyloxy-5(4H)-
oxazolonu, byl pravdépodobné atakovan anilinem na benzylskupinu za vzniku

N-benzylanilinu. Reakéni podminky byly optimalizovany za pouziti 3 ekvivalenti
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anilinu pfi pokojové teploté. V budoucich experimentech by mély byt syntetizovany

dalsi karbamoylhydantoiny. Byly provadény dalsi experimenty, ale nebyly uspésné.
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