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Abstract

This thesis is divided into two parts:

1.Investigations to the self-aggregation of DNA bases:

In previous investigations of DNA bases other isomers as the usual Watson-Crick-base
pairs could be observed in gas phase-IR/UV-spectroscopy. In order to elucidate the structure
of these isomers specific substituted derivatives of adenine were synthesized and analysed
using IR-absorption-spectroscopy in cooperation with the physical chemistry.

28 30

Thereby formation of three cyclic dimers and one trimer was identified for the compounds
28 and 30. But it is to consider that compound 30 can be exist in cis- as well as trans-
conformation for the orientation of the N-methyl-amino-group. Furthermore modified guanine
34- and cytosine 32-nucleosides were synthesized, whose investigations of the homo-/hetero
base pairing are still in progress.

2. Photochemistry of Caged Compounds of the o-Nitrobenzyl type:

Caged compounds 5 are used as tools for No, o
the photochemical release of biological active CE/ hv CE/ -
molecules HX in biochemistry and biophysics. X 0
However, their photochemistry is not completely 5 6
elucidated and till today a further improvement
of their physical and photochemical properties is necessary. Therefore different compounds
like 67, 75, 76 and 82 were synthesized for a better understanding of the photolysis
mechanism and in cooperation with the physical chemistry they were investigated using

femtoseconds-, ESI-mass- and IR/R2PI-spectroscopy.
Furthermore these

. HOOC. NO:
different model com- NO,  HOO NO, ’ o NO
pounds were used for the C[ coor ¢ ]@[
i X X 0 X
67 75 76 X 82

synthesis of caged Com-
pounds with  improved
properties. Among other things an increase of the quantum yield of the photolysis was
desired. In order to achieve this increase | decided to use triplet sensitizers. Possible
candidates (93, 94 and 95) were discussed and the efficiency of sensitization was elucidated
by HPLC. A drastic increase of the rate of photolysis was achieved.

It is planed to attach the sensitizer

O
to the caged compound in order to | i I
form a bichromophoric system. In O O O O
preliminary investigations | optimized NH, o S

the reaction conditions for such a
coupling step. Furthermore, some compounds were synthesized as tools for biophysical
applications.






Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Dissertation gliedert sich in zwei Teilbereiche:

1. Untersuchung zur Selbstaggregation von DNA-Basen:

In frlheren Untersuchungen an DNA-Basen konnten in Gasphasen-IR/UV-Spektren
neben den Ublichen Watson-Crick-Basenpaaren noch andere Isomere beobachtet werden.
Um die Struktur dieser Isomere aufklaren zu kdnnen, wurden im Rahmen einer Kooperation
mit der physikalischen Chemie gezielt substituierte Derivate der DNA-Base Adenin syn-

thetisiert und mittels IR-Absorptionsspektroskopie untersucht.
o] NH,

N Py N \S‘/_O </N l )N\H \Si/—O | \/L
D R T

? " ? "
Na: ~ |

28 30 i

/SI7< 34 /SI7< 32

Dabei konnte fur die Verbindungen 28 und 30 die Bildung von drei cyclischen Dimeren,
aber auch einem stabilen Trimer nachgewiesen werden. Allerdings ist zu beachten, dass
Verbindung 30 je nach Orientierung der N-Methyl-Aminogruppe dabei sowohl als cis- als
auch als trans-Isomer vorliegen kann. Weiterhin wurden modifizierte Guanin 34- und Cytosin
32-Nukleoside synthetisiert, deren Homo-/Heterobasenpaarung zurzeit untersucht wird.

NH,

2. Photochemie von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs:

Schon seit vielen Jahren werden Caged
Compounds 5 als Werkzeuge zur photo- NO: hy NO "
chemischen Freisetzung biologisch  aktiver CE/x &o :
Molekile HX in der Biochemie und Biophysik
eingesetzt. Jedoch ist ihre Photochemie bis heute
noch nicht vollstandig aufgeklart und eine weitere Verbesserung ihrer physikalischen und
photochemischen Eigenschaften ist notwendig. Aus diesem Grund wurden zum besseren
Verstandnis des Photolysemechanismus der Caged Compounds verschiedene Modell-
verbindungen, wie z. B. 67, 75, 76 und 82 synthetisiert und in Kooperation mit der physi-
kalischen Chemie mittels Femtosekunden-, ESI-Massen- und IR/R2PI- Spektroskopie
untersucht.

Weiterhin wurden diese NO;  HOO NO, HOOC NO: NO,
Modellverbindungen auch C[ U COOH 8]@[
fur die Synthese von X X o X

. 67 75 76 X 82

Caged Compounds mit

verbesserten physikalischen und photochemischen Eigenschaften eingesetzt. Angestrebt
wurde z. B. eine Erhéhung der Quantenausbeute der Photolyse, welche durch den Einsatz
von Triplett-Sensibilisatoren erreicht werden sollte. Potentielle Sensibilisatoren (93, 94 und
95) wurden vorgeschlagen und die Effizienz der Sensibilisierung wurde mittels HPLC in
Hinsicht auf verschiedene Caged Compounds untersucht. Eine drastische Steigerung der
Photolysegeschwindigkeit konnte erreicht werden.

Es wird angestrebt, Sensibilisator und

o
Caged Compound zu einem Bichromo- I I
phor zu koppeln. In Voruntersuchungen O O O O
konnten die fir diese anschlielRende NH; o S

93 94 95

Kopplung von Sensibilisator und Caged

Compound notwendigen Reaktionsbedingungen optimiert werden. Zusatzlich konnten
Verbindungen als Werkzeuge flr eine direkte biophysikalische Anwendung synthetisiert und
zur Verfigung gestellt werden.

5 6
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Einleitung 1

1 Einleitung

Definition, Historie und Bedeutung der Photochemie

Unter photochemischen Reaktionen versteht man solche Reaktionen, die nicht
ausschlieBlich - wie dies bei den thermischen Reaktionen der Fall ist - im elektro-
nischen Grundzustand ablaufen, sondern bei denen auch ein oder mehrere elektro-

nisch angeregte Zustande involviert sind.!"!

Die ersten Kenntnisse der Menschheit Uber Vorgange unter Beteiligung von Licht
verlieren sich in der Frihzeit der Kulturgeschichte. So verwendeten schon vor circa
4000 Jahren die Agypter Licht zur Mumienpréaparation und mit gebiindeltem Sonnen-
licht zindete Archimedes vor 2200 Jahren die Segel feindlicher Schiffe an. Selbst in
der biblischen Schépfungsgeschichte hei3t es im Ersten Buch Moses, Vers 3 — 4:
,und Gott sprach: Es werde Licht! / Und es ward Licht. / Und Gott sah, dass das Licht
gut war.“ Es ist bemerkenswert, dass selbst die Schreiber des Alten Testaments im
Licht eine der Urschépfungen erkannten, die fur die Entstehung irdischen Lebens mit
verantwortlich ist."! Dennoch blieb Licht tber viele Jahrtausende hinweg ein
Phénomen voller Magie und Mystik, bis 1669 der Hamburger Alchimist Brand das
Element Phosphor und mit ihm das &lteste Beispiel von Chemolumineszenz ent-
deckte. Um 1800 entdeckte der Physikochemiker J. W. Ritter wahrend Unter-
suchungen mit Silbersalzen das UV-Licht, bevor 1862 E. Bequerel das Phanomen
der Fluoreszenz und das der Phosphoreszenz erschloss. Die anschlielende Zeit von
1875 — 1900 wurde unter anderem durch die Entwicklung der praparativen Chemie
initiiert und durch die photochemischen Arbeiten von C. T. Liebermann zur
Dimerisierung und cis/trans — Isomerisierung geprégt.“] Von Beginn des 20.
Jahrhunderts an trugen alsdann G. Ciamician und A. Schénberg zur Entwicklung der
praparativen Photochemie wichtige Ergebnisse bei. Des Weiteren zog mit der
lichtinduzierten Chlorierung von Aromaten und Alkanen auch die Photochemie in die
chemische Grofdtechnik ein. Trotz all diesen Erkenntnissen fiihrte die Photochemie
dennoch bis etwa ins Jahr 1950 eher ein Schattendasein.!" Seitdem hat sie jedoch
immer mehr an Bedeutung gewonnen und besitzt heute einen grof3en praktischen

Stellenwert.
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2 Problemstellung

Die vorliegende Dissertation gliedert sich in zwei Teile:

1. Untersuchungen zur Selbstaggregation von DNA-Basen

Die Basenpaarungen uber Wasserstoffbrickenbindungen bestimmen schon seit
jeher die Form und Funktion der DNA. Sie alleine sind fur die Doppelhelixstruktur der
DNA und fur die Transkription des genetischen Codes eines jeden Lebewesens ver-
antwortlich.”? Jedoch sind bis heute genaue Informationen tber die zwischen den
Komplementarbasen herrschenden Wasserstoffbriickenbindungen noch nicht be-
kannt. In Gasphasen-IR/UV-Spektren konnten, neben der Adenin 1 —Thymin 16 - und
der Guanin 13 —Cytosin 15 -Paarung, noch andere Isomere beobachtet werden.?
Um die Struktur dieser Isomere genauer aufklaren zu kénnen, sollen in der physi-
kalischen Chemie Untersuchungen zur Selbstaggregation und zur Aggregation in
Lésung mit Hilfe der IR-Spektroskopie durchgefiihrt werden. Daher ist es Gegen-
stand dieser Arbeit Derivate der DNA-Base Adenin 1 und modifizierte Guanin- 2 und

Cytosin-Nukleoside 3 zu synthetisieren.

NH,
s
N~ “NH
1
o)
S
N NH,
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2. Photochemie von Caged Compounds des o-Nitrobenzl-Typs

Der zweite Teil der Arbeit beschéaftigt sich mit der Photochemie von Caged

Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4.

NO,

Dabei bezeichnet der Begriff Caged Compounds bioaktive Substanzen, die durch die
Kopplung an eine photolabile Schutzgruppe in eine inaktive Form tberfuhrt werden

und durch Lichteinstrahlung gezielt wieder freigesetzt werden kénnen.

Caged Compounds werden zwar seit vielen Jahren als Werkzeuge in der Biochemie
und Biophysik eingesetzt, jedoch ist ihre Photochemie bis heute noch nicht
vollstdndig aufgekldrt und auch heute noch ist eine Verbesserung ihrer
physikalischen und photochemischen Eigenschaften notwendig. Aus diesem Grund
ist es in diesem Teil dieser Arbeit von grolem Interesse in Kooperation mit der
physikalischen Chemie ein verbessertes Verstdndnis des Photolysemechanismus

der Caged Compounds zu erlangen. Dies soll unter anderem durch

a) die Aufnahme zeitaufgel6ster UV-Vis-Spektren mittels Femtosekunden-
spektroskopie,

b) die Verfolgung der photochemischen Reaktion mittels ESI-Massen-
spektrometrie und

c) die Aufnahme von IR-Spektren angeregter Zustande in der Gasphase

neu synthetisierter Verbindungen erfolgen.



4 Problemstellung

Zudem wird die Synthese von Caged Compunds mit verbesserten physikalischen
und photochemischen Eigenschaften, wie z. B. einer erhéhten Quantenausbeute
sowie einer niedrigeren Anregungsenergie angestrebt. Des Weiteren sollen
synthetisierte Verbindungen als Werkzeuge fir eine direkte biophysikalische

Anwendung zur Verfigung gestellt werden.
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3 Hauptteil

3.1 DNA

3.1.1 Theoretische Grundlagen

~We wish to suggest a structure for the salt of deoxyribose nucleic acid (DNA). This
structure has novel features which are of considerable biological interest.”
(J.Watson, F.Crick,1953)!

3.1.1.1 Entdeckungsgeschichte

Die Frage nach dem Geheimnis des Lebens beschéftigt die Menschheit schon seit
unzéhligen Jahren. So entdeckte 1869 der Schweizer Arzt F. Miescher erstmals bei
der Untersuchung von Eiterzellen die ersten Nukleinsauren, bevor es 1894 A. Kossel
gelang drei, der - wie wir heute wissen - vier existierenden DNA-Basen zu identifi-
zieren und sie schlieBlich im Jahre 1910 genauer als Pyrimidin 14 - und Purin 12 -
Basen zu charakterisieren. Im Jahr 1929 konnte dann P. Levene die einzelnen
Bestandteile der DNA: Base, Zucker und Phosphatrest nachweisen, bevor 1944
O. Avery die DNA als Speicher der genetischen Information beschrieb. Diese
Erkenntnis wurde schliel3lich von A. Hershey und M. Chase im Jahre 1952 durch ihre
Untersuchungen an T2-Phagen unterstutzt. Allerdings wurden die grundlegenden
Forschungsarbeiten, die zur allgemeinen DNA-Struktur fiihrten, von den britischen
Biophysikern F. Crick, M. Wilkins und R. Franklin sowie dem amerikanischen
Biochemiker J. Watson durchgefihrt. Mit Hilfe der Roéntgenstrukturanalyse, konnte
R. Franklin 1952 erstmals einen Beweis fur die DNA-Helix-Struktur liefern. Des
Weiteren gelang es J. Watson und F. Crick die rdumliche und somit komplette
Molekularstruktur der DNA aufzuklaren,™ so dass sie im Jahre 1953 die Doppelhelix-
Struktur der DNA vorstellen konnten. Nach genau dieser Struktur erfullt die DNA alle
Anforderungen, die an einen Trager von Erbgutinformationen gestellt werden.®! |Fiir
ihre Entdeckungen Gber die Molekularstruktur der Nukleinsduren und ihre Bedeutung

fur die Informationsiibertragung in lebender Substanz“ erhielten J. Watson und
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F. Crick zusammen mit M. Wilkins dann im Jahre 1962 den Nobelpreis fur Medizin.[®!
R. Franklin, deren Rétgenbeugungsdiagramme wesentlich zur Entschlisselung der
DNA-Struktur beigetragen hatte, war zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben und
konnte daher nicht mehr fir den Nobelpreis nominiert werden. Abschliefend gelang
es dem amerikanischen Biochemiker A. Kornberg, nach all diesen bahnbrechenden
Erkenntnissen, im Jahre 1967 biologisch aktive DNA aus einfachen Bausteinen zu

synthetisieren.”!

3.1.1.2 Aufbau der DNA

Die DNA (Desoxyribonukleinsdure) gehért wie die ebenfalls in Zellen vorkommende
RNA (Ribonukleinsdure) zu den Nukleinsduren. Sie sind nach dem Zellkern
(Nukleus) benannt, aus dem sie 1860 erstmals isoliert wurden. Bei der DNA handelt
es sich um ein Makromolekil mit einer hochmolekularen Struktur, welches die
genetische Information aller Lebewesen codiert und die Erbgutinformation von einer
Generation zur Nachsten weitergeben kann.!! Die Desoxyribonukleinsaure besteht
aus einer Abfolge von durch Polykondensation miteinander verknipften Bausteinen,
den Nukleotiden. Dabei ist jedes einzelne Nukleotid aus dem Zucker 2-Desoxyribose,

einer Phosphatgruppe und einer heterozyklischen Nukleobase aufgebaut.

B
{0 Base
R} 0
H H
OH H
7

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Nukleotids 7

Bei dem Zucker 2-Desoxyribose beschreibt die Vorsilbe ,2-Desoxy“, dass diesem
Zucker im Vergleich zur Ribose (dem Zucker der Ribonukleinsdure/ RNA) das

Sauerstoffatom am 2'-C-Atom fehit.[”!
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Abbildung 2: 2-Desoxyribose 8 und Ribose 9

Die nur aus dem Zucker und der Nukleobase aufgebaute Untereinheit bezeichnet
man als Nukleosid 10. Die Verknipfung der Pentose mit der Base erfolgt dabei unter
Wasserabspaltung und Ausbildung einer N-glykosidischen Bindung tber das 1°-C-
Atom des Zuckers und das N-9-Atom (Purin 12 -Derivate) bzw. das N-1-Atom

(Pyrimidin 14 -Derivate) der Base.!!

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Nukleosids 10

Schreibt man die Strukturformel in der Standardorientierung, so liegt die Base
oberhalb der Ebene des Zuckers, was fur die N-glykosidische Bindung bedeutet,

dass sie in einer B-Konfiguration vorliegt. (siehe Abbildung 4)

Abbildung 4: 3-glykosidische Bindung in einem Nukleosid 11
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Betrachtet man die in der DNA vorkommenden Nukleobasen, so muss zwischen den
Purin-Derivaten 12: Adenin (A) 1 und Guanin (G) 13 und den Pyrimidin-Derivaten 14:
Cytosin (C) 15 und Thymin (T) 16 unterschieden werden. Betrachtet man die RNA so
wird dort das Thymin (T) 16 durch Uracil (U) 17 ersetzt.

NH, o)
6
NN HN N
\>s Né[ ) )
k kN/ N HZNJ%N ﬁ
Purin 12 Adenin (A) 1 Guanin (G) 13

NH, 0 o)
4
3N| X5 N)E HN |CH3 HN |
L N S &

Pyrimidin 14 Cytosin (C) 15 Thymin (T) 16 Uracil (U) 17

Abbildung 5: Heterozyklische Nukleobasen

Betrachtet man einen ganzen Nukleinsdurestrang, so ist die 3"-Hydroxylgruppe im
Zuckerrest des einen Nukleotids 7 stets mit einer an die 5°-Hydroxylgruppe des
benachbarten Zuckerrestes gebundenen Phosphatgruppe, verestert. Die Uber solche
Phosphordiesterbriicken verbundenen Zucker werden als Ruickgrat einer
Nukleinsdure bezeichnet und sind Uber die ganze Lange der DNA bzw. RNA
identisch. Nur die Basen kdénnen sich dabei von einem Monomer zum N&chsten
unterscheiden.!”! In ihrer Sequenz allein ist daher die ganze genetische Information
eines Lebewesens verschlusselt.”! Mit dieser ,linearen“ Anordnung ergibt sich nun
ein Einzelstrang mit einer bestimmten Richtung. Seine Enden werden dabei nach
den freien Gruppen der 2-Desoxyribose benannt: der freien Hydroxylgruppe am 3°-

Ende und der freien Phosphatgruppe am 5°-Ende.?!
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3’-Ende

Abbildung 6: Ruckgrat der Desoxyribonukleinséure

Bei der Synthese einzelner DNA-Stradnge kénnen neue Nukleotide jedoch immer nur
an die Hydroxylgruppe am 3°-C-Atom, jedoch nicht an das 5°-C-Atom angehéngt
werden. Dies hat zur Folge, dass der DNA-Einzelstrang immer nur vom 5°-Ende zum
3’-Ende waéchst. Dazu wird zuerst ein Nukleosidtriphosphat als neuer Baustein
angeliefert. Nach Abspaltung von zwei Phosphaten, in Form von Pyrophosphat, wird
dann die verbleibende Phosphatgruppe an die Hydroxylgruppe am 3°-C-Atom des im
Strang letzten Nukleotids unter Wasserabspaltung angelagert.['” Betrachtet man die
Stabilitdt der Nukleins&uren, so stellt man fest, dass durch die negative Ladung der
Phosphordiesterbindung diese weit aus weniger empfindlich gegeniiber nucleophilen
Angriffen ist als andere Ester, wie z. B. Carbonsaureester. Auch das Fehlen der
Hydroxylgruppe am 2°-C-Atom fuhrt zu einer gréReren Resistenz gegenlber einer

Hydrolyse.!”!

Allerdings wird bis jetzt mit dieser Verknlipfung der Nukleotide nur ein einzelner
Strang des DNA-Molekiils beschrieben."! Jedoch konnten J. Watson und F. Crick

mit ihren Untersuchungen auch zeigen, dass die DNA aus zwei umeinander gedrehte
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Einzelstrange (Doppelhelix) aufgebaut sein muss. Dabei bilden die abwechselnd
miteinander verknipften Zucker- und Phosphatgruppen die Aulienseite der Doppel-
helix und die vier heterozyklischen Nukleobasen weisen ins Innere dieser. Im Inneren
der Helix stehen sich dabei immer eine Purin 12 - und eine Pyrimidin 14 -Base
gegenuber. Genauer gesagt: Adenin 1 paart mit Thymin 16 und Guanin 13 mit
Cytosin 15. Man bezeichnet sie auch als komplementare Basen, die sich aufgrund
von Wasserstoff-Brickenbindungen einander anziehen. Adenin 1 und Thymin 16
bilden dabei zwischen sich zwei, Guanin 13 und Cytosin 15 drei Wasserstoff-

Briickenbindungen aus.

Adenin (A) 1 Thymin (T) 16 Guanin (G) 13 Cytosin (C) 15

Abbildung 7: Komplementére Basenpaarung in der DNA

Zwar weisen die gebildeten Wasserstoff-Briickenbindungen nur einen schwachen
Bindungscharakter (4-21 kJ/mol) auf, jedoch tragen sie durch ihre grolte Anzahl zur
guten Stabilitédt der Doppelhelix bei. Auskunft Uber die Stabilitdt der Verknipfungen
der beiden Komplementarstréange liefert hierbei der Anteil von Adenin 1 und Thymin
16 relativ zu Guanin 13 und Cytosin 15. Wobei jedoch die Adenin 1 — Thymin 16 -
Paarung aufgrund ihrer zwei Wasserstoff-Brickenbindungen eine schwéchere
Bindung der beiden Einzelstrdange zur Folge hat als die Guanin 13 — Cytosin 15 -
Paarung mit drei Wasserstoff-Briickenbindungen.!'” Allerdings ist eine Paarung der
komplementdren Basen nur dann mdéglich, wenn die beiden Einzelstrdnge in
entgegengesetzter Laufrichtung aneinandergelagert sind. Das bedeutet, ein Strang
verlauft immer vom 3°-Ende zum 5°-Ende und der andere Strang vom 5°-Ende zum

3’-Ende. Man bezeichnet diese beiden Strange als antiparallel.”

Neben der helicalen Anordnung der beiden Einzelstrdnge fanden J. Watson und

F. Crick auch heraus, dass der Abstand zwischen den beiden Einzelstrangen an
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jeder beliebigen Stelle der Doppelhelix identisch ist, da immer ein Purin 12 - mit
einem Pyrimidin 14 -Derivat kombiniert."” Die Basen stehen dabei senkrecht zur
Helixachse und liegen 0.34 nm auseinander. Weiterhin wiederholt sich die Helix-
struktur alle 3.4 nm, was bedeutet, dass eine Drehung stets aus 10 Basenpaaren
besteht. Somit stehen also die einzelnen Basen in einem Winkel von 36 °C zu-
einander verdreht. Insgesamt hat die ganze Doppelhelix einen Durchmesser von 2

nm.m

3.1.1.3 DNA-Replikation

Nach der vollstandigen Aufkldrung der Struktur und des Aufbaus der DNA mit Hilfe
von kristallographischen Daten, stellt sich nun die Frage: Wie werden Erbgut-
informationen auf der DNA von Zellgeneration zu Zellgeneration weitergegeben?!'"!
Fur die Beantwortung dieser so lebenswichtigen Frage, kann man die Forschungs-
ergebnisse von J. Watson und F. Crick heranziehen, die nicht nur das Doppelhelix-
Modell der DNA, sondern auch nebenbei noch den Replikationsmechanismus
publizierten. BeriUhmtes Zitat aus ihrer Veréffentlichung im Jahre 1953 in der

Zeitschrift Nature:

LIt has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated

immediately suggests a possible copying mechanism for the genetic material.”

(,Es ist unserer Aufmerksamkeit nicht entgangen, dass die speziellen Paarungen, die
wir postuliert haben, auch einen méglichen Vervielfaltigungsmechanismus fur das

genetische Material implizieren.*)™
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Abbildung 8: Replikationsgabel

Um eine Vererbung zu gewahrleisten, muss die DNA in der Lage sein, die in ihr
gespeicherten Informationen identisch zu reproduzieren, ohne dass dabei genetische
Informationen verloren gehen. Dies bedeutet, dass wadhrend einer Zellteilung das
Lelterliche” DNA-Molekul verdoppelt werden muss, so dass die entstehenden beiden
Tochterzellen mit den identischen Erbinformationen ausgestattet werden. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Replikation. Bei einer solchen Replikation wird die zu
Beginn vorliegende Doppelhelix erst entwunden und der Doppelstrang sodann durch
das Enzym Helicase reissverschlussartig an den Wasserstoffbricken der Basen in
seine Einzelstrange aufgetrennt. Es entsteht eine so genannte Replikationsgabel.
Jeder Elternstrang dient nun als Matrize fir die Bildung eines neuen komplementaren
Stranges. Die DNA-Replikation verlduft somit semikonservativ - jedes Tochtermolekul
besteht aus einem Strang der Eltern-DNA und einem neu synthestisierten Strang.[”
% |m Bereich der nun gebildeten Replikationsgabel markiert zunachst ein RNA-
Primer, der durch das Enzym Primase synthetisiert wird, den Startpunkt der DNA-
Neusynthese.!"” An dieses Startmolekiil kénnen dann die, zu den frei gewordenen
Basen der Elternstrdnge, komplementaren Nukleotide durch das Enzym DNA-
Polymerase angehéangt werden, bis die neue DNA wieder zu einem Doppelstrang
vollstdndig ausgebildet ist. Die bei der Replikation aktive DNA-Polymerase kann
allerdings nur am 3°-5°-Strang vom 5°-Ende in Richtung des 3’-Endes einen neuen
Einzelstrang direkt und in einem ganzen Stiick aufbauen.”! Die Synthese am zweiten
Strang (5°-3") der Eltern-DNA kann hingegen nicht kontinuierlich durchgefuhrt
werden. Hier erfolgt die Replikation nur stlickweise entgegen der eigentlichen

Richtung der Replikationsgabel. Diese Einzelstiicke bezeichnet man als Okazaki-
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Fragmente. Diese Fragmente kénnen allerdings nach ihrer Synthese durch das
Enzym DNA-Ligase wieder zu einem kompletten Strang verkniipft werden. Der fir
den Replikationsstart erforderliche RNA-Primer wird am Ende der Synthese
enzymatisch abgebaut. Dadurch entstehen zwar Licken im neuen DNA-Strang, die
aber durch spezielle DNA-Polymerasen mit geeigneten Nukleotiden wieder aufgefullt
werden.['” Die Geschwindigkeit einer kompletten Replikation belduft sich bei
Bakterien auf ungefdhr 1000 Nukleotide/s und beim Menschen auf etwa 50
Nukleotide/s.!'"!

Eine der erstaunlichsten Tatsachen ist die Prazision, mit der eine Replikation der
DNA stattfindet. Grundvoraussetzung hierfur ist eine hohe Kopiergenauigkeit, um die
genetischen Informationen unveréndert an jede Zelle und an jede weitere Generation
weiterzugeben.'"! Denn Kopierfehler kénnen bei der Replikation schwere Schaden
und Mutationen fiir die entstehenden Tochterzellen zur Folge haben. Die Kopier-
genauigkeit liegt bei etwa einem Fehler pro 10° Nukleotiden. Damit solche Fehler
nicht auftreten ,lesen spezielle Enzyme hinter der Replikationsgabel Korrektur und

ersetzen nicht komplementare Nukleotide durch Komplementare.!!

3.1.1.4 Mutationen

Unter der Mutation von DNA-Abschnitten versteht man eine vererbbare Verénderung
des Erbgutes. Mutationen finden immer zufallig und ungesteuert statt.” Spontane
Mutationen, also solche deren Ursache meist nicht zu erkennen sind, sind relativ
selten. Die Haufigkeit an Mutationen kann jedoch meist stark ansteigen, wenn
chemische Stoffe (mutagene Agenzien) oder energiereiche Strahlen (Roéntgen-,

radioaktive und ultraviolette Strahlung) auf die Zellen einwirken.

Die Substitution eines Basenpaares durch ein Anderes ist der wohl bis heute
verbreiteste Mutationstyp. Bei diesem Typ muss man jedoch zwischen der Transition
und der Transversion differenzieren. Eine Transition ist dabei der Ersatz eines Purins
12 durch ein anderes Purin 12 -Derivat oder analog der Ersatz eines Pyrimidins 14
durch ein anderes Pyrimidin 14 -Derivat. Wird dagegen ein Purin 12 durch ein
Pyrimidin 14 oder umgekehrt ersetzt, so spricht man von Transversion.”!
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A---T T-—-A A-—-T -—» T-—-A
G—-C C—-G C—G = G——-C
Transitionen Transversionen

Abbildung 9:Mé&gliche Substitutionsreaktionen

J. Watson und F. Crick schlugen einen mdglichen Mechanismus flr das spontane
Auftreten von Transitionen vor. Sie erkannten, dass einige Wasserstoffatome der vier
Basen ihre Stellung unter der Bildung eines Tautomers wechseln kénnen. Dabei
kann durch Tautomerisierung eine Aminogruppe (-NH>) in eine Iminoform (=NH) und
eine Ketogruppe (C=0) in eine Enolform (=C-OH) Ubergehen. Der Anteil dieser
Imino- bzw. Enol-Tautomere betragt bei jeder Base etwa 10™. Solche voriibergehend
auftretenden Tautomere kénnen dann unibliche Basenpaare bilden, die in eine
Doppelhelix passen und dort zu méglichen Mutationen fihren. Dabei kann z.B. das
Imino-Tautomer des Adenins 1 mit Cytosin 15 paaren. In diesem Adenin 1 — Cytosin
15 - Paar wirde dann also der Einbau eines Cytosin’s 15 anstelle des erwarteten
Thymin’s 16 in einem sich dublizierenden DNA-Strang erfolgen. Wird dieser Fehler
nicht korrigiert, wirde in der nachsten Replikationsrunde das Adenin 1 mit grofRer
Wahrscheinlichkeit wieder seine Ubliche Form einnehmen und sich mit Thymin 16
paaren, wohingegen sich das Cytosin 15 aber mit Guanin 13 paaren wird. Dies hatte
zur Folge, dass ein Tochter-DNA-Strang anstelle eines A-T-Paares ein G-C-Paar

enthielte.[”!

H H
N---H N

cy €
Jogang

N= >/-—N
\

@) R

Imino-Form des Adenins 1 Cytosin 15

Abbildung 10: Basenpaar mit mutagenemTautomer



Hauptteil 15

die

desaminierender und alkylierender Verbindungen auf.’? So kann z. B. Salpetersaure

Weitere chemische Veranderungen treten auch durch Einwirkung

Cytosin 15 zu Uracil 17 desaminieren und Methansulfonsaureester Guanin 13

alkylieren.!'” Als Folge dieser Modifikationen ist dann eine Ausbildung der Wasser-

stoff-Briickenbindungen zur komplementaren Base nicht mehr méglich.

NH>
N7 | HNO, HN |
O)\N O N
H H
Cytosin 15 Uracil 17
@] \O
N
HN 2N
)\ | \> (H3C)802(OCH£) N | \>
N N ™
HoN N H H,N H
Guanin 13 19

Abbildung 11: Chemische Modifikation von Cytosin 15 bzw. Guanin 13

Eine andere Art von Mutation kann von flachen aromatischen Molekulen verursacht
werden. So kénnen sich z.B. Acridinfarbstoffe, wie das Acridinorange 20, zwischen
die in der DNA benachbarten Basenpaare einschieben und so zu einem Einbau einer
zusatzlichen Base im Gegenstrang fithren.[! Damit ist dieser DNA-Strang und alle,
die spater nach seinem Muster aufgebaut werden, um ein Nukleotid langer.®
Acridinfarbstoffe erzeugen also somit eine Leserasterverschiebung.! Man spricht

von einer sogenannten Rastermutation.

| |
_N N N
O /O
20

Abbildung 12: Acridinorange 20
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Energiereiche Strahlungen, wie radioaktive, Rdntgen- und ultraviolette Strahlung,
wirken ebenfalls mutagen. Kinstliche Strahlenbelastungen stammen dabei meist aus
Réntgenuntersuchungen, sowie der Anwendung radioaktiver Stoffe in der
medizinischen Diagnostik und Therapie. Dabei dringt die von auflen kommende
Strahlung aber meist nicht tief in den Kérper ein. Problematischer sind dagegen
radioaktive Isotope, die wir mit der Atemluft und der Nahrung in uns aufnehmen, wie
z. B. das nach dem Reaktorunfall von Tschernobyl in die Atmosphére gelangte
radioaktive lod oder Céasium. Radioaktive Strahlung und Rdéntgenstrahlung wirken
aber nicht wie angenommen unmittelbar und direkt auf die DNA, sondern erzeugen in
den Zellen eine Vielzahl von lonen und Radikalen, welche mit der DNA chemische
Reaktionen eingehen und sie so schadigen konnen.”! Eine weitere haufige Ursache
fur DNA-Schaden ist der ultraviolette Anteil des Sonnenlichts. Seine Wirkung besteht
darin in der DNA benachbarte Pyrimidin 14 -Basen durch eine photochemische
Reaktion kovalent zu binden. Dabei kann sowohl ein Cyclobutan-Dimere 21 als auch
ein Oxetan-Dimer 22, welches anschlieBend zu einem 6-4-Photoschaden 23 fihrt,
gebildet werden. Diese beiden mdglichen Photoschdden machen eine Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen zu den komplementédren Basen nicht mehr
maoglich.[! Da solche Dimere nicht mehr in die Doppelhelix passen, wird die DNA
nicht mehr richtig repliziert und die stattfindende Replikation kommt zum Stillstand bis
der Schaden behoben wird.” 7 Diese Art der DNA-Schadigung ist wohl die

Hauptursache fiir die Entstehung von Hautkrebs.!"”!

O 0O

Abbildung 13: Lewis-Struktur eines Cyclobutan-Dimers 21
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Abbildung 14: Oxetan-Intermediat 22 und durch eine Paterno-Biichi-Reaktion gebildeter 6-4-
Photoschaden 23

Ahnlich schwerwiegend ist eine Quervernetzung gegeniiberliegender Basen. Hier-
durch kann der DNA-Doppelstrang nicht mehr in seine Einzelstrdnge getrennt

werden und eine Replikation wird somit unmaéglich.!

Aufgrund ihrer mutagenen Eigenschaften und ihres h&ufigen Auftretens missen
DNA-Schéden rechtzeitig aus dem Genom entfernt werden. Nach Schatzungen
belauft sich die Anzahl der Schaden auf 10*-10° neue Schaden pro Zelle und Tag.
Zur Behebung der DNA-Schaden verfiigen die Zellen jedoch Uber ein effizientes

DNA-Reparatursystem.

3.1.1.5 DNA-Reparatur und Praventiv-MaBnahmen

Die Aufrechterhaltung der unversehrten genetischen Informationen ist eine unab-
dingbare Voraussetzung fur das Leben. Deshalb besitzen alle Zellen verschiedene
Mechanismen zur Reparatur beschadigter DNA."! Die drei méglichen Reparaturwege
sind: die direkte Reparatur, die Basenexcisions-Reparatur und die Nukleotid-
excisions-Reparatur. Bei der direkten Reparatur wird der beschadigte DNA-Bereich
direkt an Ort und Stelle durch ein Enzym korrigiert, welches die chemische Anderung
an der DNA-Base rickgangig macht. Bei der Basenexcisions-Reparatur wird die
fehlerhafte Base alleine ausgeschnitten und die entstandene freie Stelle anhand der
Information im Gegenstrang neu synthetisiert. Wohingegen bei der Nukleotid-
excisions-Reparatur ein gréfderer DNA-Abschnitt rund um die Schadstelle entfernt
und ausgetauscht wird.["" @ Ein Beispiel fiir eine direkte Reparatur ist die photo-

chemische Spaltung von Pyrimidin 14-Dimeren. In einem Forschungsprojekt der Uni-
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versitat Dusseldorf unter der Leitung von Prof. Dr. med Jean Krutmann gelang es die
Wirksamkeit des photoreaktivierenden Enzyms DNA-Photolyase - ein Enzym von
Zellen phototropher Organismen, wie z. B. der Blaualge - zu bestatigen und dariber
hinaus fiir den Menschen nutzbar zu machen.!" In einer Kooperation mit der Firma
AGI Dematics aus Freeport, New York, USA untersuchte Krutmann wieweit die
Méglichkeit besteht, UVB-induzierte Schaden in der menschlichen Haut mit Hilfe
dieses Enzyms zu reparieren. Dieses Enzym besitzt die Fahigkeit Thymin 16 -Dimere
nach Bestrahlung mit photoreaktivierendem (sichtbarem) Licht in ihre urspriingliche
Struktur umzuwandeln. Fir diese Untersuchung trug Krutmann auf einen bestrahlten
und durch Sonnenbrand geschadigten Hautbereich topisch eine Lotion mit dem
DNA-Reparaturenzym der Blaualge auf und konnte mittels dieser Untersuchung
nachweisen, dass die Zahl der UVB-induzierten Dimere um etwa die Halfte reduziert
werden konnte.!"! Seitdem werden die Photolyasen aus der Blaualge in biologisch-
aktiver Form in Liposomen inkorporiert und in Produkten zur Linderung von

Sonnenbranden vermarktet.

Neben der DNA-Reparatur solcher Schéden, ist es aber vor allem von grundlegender
Bedeutung, diesen durch Sonneneinstrahlung verursachten DNA-Schéden, mit Hilfe
von mdglichen Praventiv-Mallnahmen rechtzeitig vorzubeugen. Eine Mdoglichkeit
bietet dabei der exogene Hautschutz, der von auf3en auf den Kérper einwirken kann.
Hierzu werden z. B. Systeme - wie in Abb. 15 dargestellt- vor dem Sonnenbaden auf
die Haut aufgetragen, um den direkten Kontakt zwischen der Hautoberflache und der
schadigenden UV-Strahlung weitestgehend auszuschlieBen. Die Aufgabe dieser
Systeme ist es, energiereiche Strahlung aufzunehmen, diese in Warmestrahlung

umzuwandeln und somit fir die Haut unschéadlich zu machen.

R R
o) hv Z 0
- I
_H A H
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Abbildung 15: Sigmatrope [1,5]-H-Wanderung
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Die photoreaktiven Systeme gelangen durch Absorption von UV-Strahlung in einen
angeregten Zustand und in Analogie zum Initialschritt bei der Photolyse von Caged
Compounds des o-Nitrobenzyltyps findet anschlieRend eine sigmatrope [1,5]-H-

Wanderung statt.

o A
l\fzo hv /N?O
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-
H A N H
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Abbildung 16: Sigmatrope [1,5]-H-Wanderung bei Caged Compounds

Nach abgeschlossener [1,5]-H-Wanderung reagiert das System schnell thermisch in
den Ausgangszustand zuriick und steht fir eine neue Absorption eines schadlichen

UV-Photons wieder zur Verfigung.

Neben dem exogenen Hautschutz ist aber auch eine endogene, systemische
Photoprotektion durch N&hrstoffe méglich. Ein bekanntes Beispiel stellen dabei die
Carotinoide da. Carotinoide sind eine weit verbreitete Klasse von isoprenoiden
Naturstoffen, die durch ihre zumeist rote und gelbe Farbe hervorstechen und als
Farbstoffe in vielen Lebensmitteln eingesetzt werden (z. B. Einfarben von
Limonaden). Carotinoide kommen in der Natur als Pflanzeninhaltsstoffe z. B. in
Paprika, Tomaten und Méhren vor. Tierische Quellen sind Lachs und Krustentiere,
die durch carotinoidhaltige Nahrung ihre charakteristische Farbe erhalten. Eines der
bekanntesten Carotinoide ist das £-Carotin 27, welches 1831 von Wackenroder
erstmals aus der Karotte isoliert wurde und aufgrund des lateinischen Namens,

Daucus Carota, der ganzen Substanzklasse ihren Namen gab.!">""!
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Abbildung 17: 8-Carotin 27

Charakteristisch fur Carotinoide ist ihr System aus konjugierten Doppelbindungen,
durch das sie in der Lage sind Licht im sichtbaren und im UV-Bereich zu absorbieren.
Ihre photoprotektiven Eigenschaften beruhen dabei auf dieser Fahigkeit Licht zu
absorbieren und auf der Fahigkeit Singulett-Sauerstoff zu deaktivieren (,|6schen®).!"®!
Dabei handelt es sich um einen physikalischen Prozess bei dem ein Carotinoid in der
Lage ist, den in einer Reaktion mit angeregtem Chlorophyll Chl gebildeten Singulett-
Sauerstoff abzufangen, ihn in Triplett-Sauerstoff umzuwandeln und somit unschad-
lich zu machen. Das sich danach im angeregten Zustand befindende Carotinoid geht

anschlie3end unter Warmeabgabe wieder in den Grundzustand zurick.

chl —"Wu o 1o —SCh sy
SCh|* + 302 s Chl + 102*

Abbildung 18: Bildung von Singulett-Sauerstoff

*

'0, + Car — 30, + 3car’

3Car ——> Car + Wérme

Abbildung 19: Deaktivierung von Singulett-Sauerstoff
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3.1.2 Syntheseplanung

Die Synthese der DNA-Base 9-Ethyladenin 28 erfolgt ausgehend von Adenin 1 nach
einer Vorschrift von Nair et al.l'®l. Die Synthese des 9-Ethyl-1-methyladenins 30 wird
in Anlehnung an diese Vorschrift ausgehend von 1-Methyladenin 29 durchgefihrt.
Das Nucleosid 3°,5°-O-Bis(tert-butyldimethylsilyl)-2°-deoxycytidin 32 wird nach einer
Vorschrift von Zhang et al.?® in nur einer Stufe dargestellt. Ebenso kann 3°,5"-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-2"-deoxyguanosin 34 nach Hofmann et al.*"! ebenfalls in nur

einem Schritt erhalten werden.

3.1.3 Synthesen

3.1.3.1 Synthese von 9-Ethyladenin (28)

Die Darstellung von 9-Ethyladenin 28 erfolgt unter Luft- und Feuchtigkeitsaus-

schluss.!'% 22

NH, NH,
N NaH N
NI X \> Ethyl-p-toluolsulfonat o N| X \> V1
k 7 N N,N-Dimethylformamid p.a. k = N
N H N

1 28)

Dazu wird Adenin 1 in trockenem N,N-Dimethylformamid mit Natriumhydrid
deprotoniert und anschlieBend mit Ethyl-4-toluolsulfonat in einer nucleophilen

Substitution umgesetzt.
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3.1.3.2 Synthese von 9-Ethyl-1-methyladenin (30)

Die Synthese zur Darstellung von 9-Ethyl-1-methyladenin 30 wird ebenfalls unter

Luft- und Feuchtigkeitsausschluss durchgefihrt.l'® 2%

\NH \NH
N NaH
N| N \> Ethyl-p-toluolsulfonat o N7 N\>
I\ Z~N N,N-Dimethylformamid p.a. II\ = V 2
N" O H N N

29 30 )

9-Ethyl-1-methyladenin 30 wird dabei analog V1 in trockenem N,N-Dimethylformamid
durch Deprotonierung mittels Natriumhydrid und anschlieBendem nukleophilen

Angriff an Ethyl-4-toluolsulfonat erhalten.

3.1.3.3 Synthese von 3°,5°-Bis-(O-tert-butyldimethylsilyl)-2 °-deoxy-
cytidin (32)

3°,5°-Bis-(O-tert-butyldimethylsilyl)-2"-deoxycytidin 32 wird ausgehend von 2'-
Deoxycytidin Monochlorid 31 in trockenem N,N-Dimethylformamid mit tert-Butyl-
dimethylsilylchlorid (TBDMS-CI) und Imidazol hergestellt.! 2°!
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TBDMS-CI1 \ N-Dimethylf id
Imidazol ,N-Dimetnhyltormamiad p.a.
NH,
AN
N
/
Si—0O | /K
N (@)
O
H H
o) H
.
/S'\’<
32

3.1.3.4 Synthese von 3°,5°-Bis-(O-tert-butyldimethylsilyl)-2 °-deoxy-

guanosin (34)

Die Synthese von 3°,5°-Bis-(O-tert-butyldimethylsilyl)-2°-deoxyguanosin 34 erfolgt
analog V3, jedoch unter Feuchtigkeitsausschluss.?? 2" Dazu wird in trockenem N,N-
Dimethylformamid 2°-Deoxyguanosin 33 mit fert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-CI)

und Imidazol umgesetzt.

V3
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TBDMS-CI

) N, N-Dimethylformamid p.a.
Imidazol

@)

V4
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3.1.4 Ergebnisse

In friiheren Untersuchungen konnten in Gasphasen-IR/UV-Spektren neben den
ublichen Watson-Crick - Basenpaaren Adenin 1 — Thymin 16 und Guanin 13 —
Cytosin 15 noch andere Isomere beobachtet werden.? Um die Struktur dieser
Isomere genauer aufklaren zu kénnen, war es das Ziel im Rahmen einer Kooperation
mit der physikalischen Chemie AK Kleinermanns'??! Untersuchungen zur Selbst-
aggregation und zur Aggregation in Lésung mit Hilfe der IR-Spektroskopie durch-
zufuhren. Die dafur bendétigten Derivate der DNA-Base Adenin 1 wurden
synthetisiert. Da es das Ziel war gezielte Aggregationen der Basen zu verfolgen,

wurden selektiv substituierte Adeninderivate dargestellt.

~N

NHZ NH
1 ﬁ\
N Z4 >9 ZI\N Z4 >8 Zk 7 >
3 3 )
1 28 30

Abbildung 20: Adenin 1 und alkylierte Adeninderivate 28 und 30

Die beiden in Position 9 durch einen Alkylrest blockierten Derivate wurden mittels IR-
Absorptionsspektroskopie unter Gleichgewichtsbedingungen in deuteriertem Chloro-
form vermessen. Der Gebrauch von deuteriertem statt nicht deuteriertem Chloroform
gewabhrleistet dabei, dass sich die spektralen Bereiche, welche von groRem Interesse
sind, nicht mit dem Absorptionsbereich des undeuterierten Lésungsmittels Uber-
lagern. Weiterhin besteht auch bei nicht deuteriertem Chloroform das Problem, dass
die Dielektrizitatskonstante von Chloroform (¢ = 4.9) mit der in der DNA (¢ = 3-5)
vergleichbar ist. Die durchgefihrten Messungen ergaben, dass in Position 9
ethyliertes Adenin 28 bevorzugt drei cyclische Dimere, aber auch ein stabiles Trimer
ausbilden kann. Die Strukturen sind dabei nach den Positionen der Wasserstoff-
briicke zum N-Atom 1 bzw. 7 im Purin-System, welches als H-Briicken-Akzeptor

gesehen werden kann, benannt.
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Et\ (1-1/7-1)
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Weitere Untersuchungen ergaben, dass im Falle des 9-Ethyladenins 28 das
symmetrische (1-1)-Dimer die stabilste Anordnung darstellt. Danach folgt das (1-7)-
und abschlieRend das (7-7)-Dimer. Betrachtet man die Stabilitdtsreihenfolge der
Dimere fur das 9-Ethyl-1-methyladenin 30, so ist zu berlcksichtigen, dass diese
Verbindung in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen kann. Je nach Orien-
tierung der N-Methyl-Aminogruppe namlich sowohl in Form des cis- als auch in Form

des stabileren trans-lsomers (AE = 6.2 kJ/mol).

Ho /CH3
=N ﬁ[
¢E> : ()
\Et
cis trans
39 40

Abbildung 21: cis 39 - und trans 40 -Isomer von 9-Ethyl-1-methyladenin 30

Es ergibt sich dabei fur das stabilere trans-lsomer, dass das (7-7)-Dimer vor dem (1-
7)- und (1-1)-Dimer die stabilste Form bildet.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte in einem weiteren Schritt die angewandte
Messmethode auch auf das Basenpaar Guanin 13 - Cytosin 15 Ubertragen und
deren Homo-/Heterobasenpaarung (G-G, C-G, C-C) untersucht werden. Hierzu

wurden modifizierten Guanin 34 - und Cytosin 32 — Nukleoside synthetisiert.
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o) NH,

\/ </N | NH
Si—O , N NANHZ

Abbildung 22: Modifizierte Nukleoside 34 und 32
Bei der Synthese wurden die 3° und 5°-Hydroxygruppen durch die sterisch
anspruchsvolle tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe ersetzt, um keine unspezifische
Aggregation der Desoxyribose-OH-Gruppen zu erhalten. Da diese modifizierten
Nukleoside in aprotischen L&sungsmitteln gut 18slich sind und in diesen die
Anordnung der Wasserstoffbriicken zwischen den Basen bevorzugt ist, wird auch bei
deren Messungen deuteriertes Chloroform als L&sungsmittel verwendet. Die
geplanten Messungen dieser beiden synthetisierten modifizierten Nukleoside 34 und

32 wurden allerdings zum Ende dieser Arbeit noch durchgefuhrt.
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3.2 Caged Compounds

3.2.1 Theoretische Grundlagen

sBeziiglich der Wirkung des Lichtes auf organische, die Nitrogruppe enthaltende
Kérper haben wir bisher leider kein gro3es positives Beobachtungsmaterial sammeln
kénnen; um uns indessen gleichsam flir die vielen fruchtlosen Versuche zu
entschéadigen, haben wir eine Reaktion gefunden, die den interessantesten, bisher
bekannten, photochemischen Reaktionen an die Seite gestellt werden kann.“

(G. Ciamician, P. Silber, 1901)%!

Giacomo Ciamician (standing) and Paul Silber in their Bologna laboratory
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3.2.1.1 Das Nervensystem

Dendriten

Abbildung 23: Aufbau eines Neurons?*

Zusammen mit dem Hormonsystem dient das Nervensystem zur Erfassung, Aus-
wertung, Speicherung und Aussendung von Informationen. Dabei besteht jedes
Nervensystem aus Nervenzellen, den Neuronen, die auf Erregungsweiterleitung spe-
zialisiert sind. Innerhalb einer solchen Nervenzelle werden Reize, die in den
Dendriten ankommen als elektrische Impulse (Aktionspotentiale) Uber spezifische
Fasern (Axon) an die prasynaptischen Endkdpfe weitergeleitet. Dort 6ffnen sich
spannungsgesteuerte Ca®’-Kanale in der prasynaptischen Membran. In der
prasynaptischen Zelle befinden sich zudem Membrantaschen, auch synaptische
Vesikel genannt, welche den Neurotransmitter enthalten. Das durch das Offnen der
Ca?*-Kanalen einstrémende Calcium verursacht ein Verschmelzen einiger Vesikel
mit der prasynaptischen Membran, woraufhin ihr Inhalt in den synaptischen Spalt
ausgeschittet wird. Diesen Vorgang bezeichnet man als Exocytose.?® Die nun
freigesetzten Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt zur
postsynaptischen Membran und bewirken dort, durch das Binden an fir sie
spezifische Rezeptoren, wiederum das Offnen von lonenkanélen. Als Folge des
Offnens strémen Na’-lonen durch die Membran zur negativ geladene Innenseite
dieser, wodurch die Membran voribergehend depolarisiert wird. Diese erregende
Reaktion ist allerdings in ihrer Starke von der Zahl der mit Liganden besetzten

Rezeptoren und damit von der Anzahl gedffneter lonenkanale abhangig.
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Ein  Aktionspotential

wird allerdings

erst gebildet, wenn

Spannungswert - tblich ist 0.1 Volt?® - tiberschritten wird.!?°!

synaptischer
Spalt

Vesikel

Axon

prdsynaptische Zelle

Neurotransmitter

Rezeptoren

’ postsynaptische

Zelle

Abbildung 24: Aufbau einer Synapse

[24]

ein

bestimmter

Die fur eine Weiterleitung von Reizen so wichtigen Neurotransmitter lassen sich

generell in zwei Klassen einteilen. Man spricht dabei bei Monoaminen, biogenen

Aminen, Aminosduren oder l6slichen Gasen von niedermolekularen und bei

Neuropeptiden von hochmolekularen Neurotransmittern.””! Man muss aber auch

zwischen exzitatorischen (erregenden) und inhibitorischen (hemmenden) Neurotrans-

mittern unterscheiden. Inhibitorische Neurotransmitter bewirken - im Gegensatz zu

den Exzitatorischen - keine schnelle synaptische Ubertragung, sondern eine schnelle

synaptische Hemmung. Dies hat zur Folge, dass die Zelle daran gehindert wird ein

Aktionspotential zu erzeugen.

Bekannte und viel untersuchte erregende Neurotransmitter sind das biogene Amin

Acetylcholin 41 oder die Aminosaure L-Glutamat 42.

N ek,
@)

4

O 0O

HOWOH

NH,
42
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Ein hemmender Neurotransmitter ist die Aminosaure y-Aminobuttersaure 43.

@)

HZN\/\)J\OH

43

3.2.1.2 Methoden zur Untersuchung der Zellkinetik

Die kinetische Untersuchung einer, wie oben beschriebenen, Signallibertragung
ermoglicht es, Wechselwirkungen zwischen Neurotransmittern und liganden-
gesteuerten lonenkandlen zu untersuchen. Die Zahl der gedffneten lonenkanale ist
dabei eine Funktion der Neurotransmitterkonzentration und der Zeit. Die
Konzentration der geéffneten lonenkandle, ihre lonenspezifitdt und ihre
lonenleitfahigkeit bedingen die Initiierung eines Aktionspotentials innerhalb einer
Nervenzelle.”> 2% 2! Ein typisches Reaktionsschema fiir einen Neurotransmitter-

Rezeptor-Komplex liefert dabei der nicotinische Acetylcholin-Rezeptor.

K K K
1 AL L~ AL o

A+L AL,%P

kcI

ka1 | K12 Ka3|| kaa

L —== L,

Abbildung 25: Darstellung des Acetylcholinrezeptors (A)-Ligand (L)-Gleichgewicht unter

Beriicksichtigung einer inaktiven Form

Die Reaktionsabfolge startet nach der Freisetzung des Neurotransmitter L in den
synaptischen Spalt mit der Bindung des freien Neurotransmitters an eine Rezeptor A.
Untersuchungen von B. Katz und S. Thesleff zeigten, dass zum Offnen eines
lonenkanals die Bindung von zwei Liganden erforderlich ist.?> *”! Es erfolgt dann eine
Anderung der Konformation des nicotinischen Acetylcholin-Rezeptors, was ein
Offnen des transmembranen lonenkanals zur Folge hat. Die Anderung der
Konformation des Proteins wird dabei durch die beiden Geschwindigkeitskonstanten

kop (Kanal6ffnung) und kg (KanalschlieBung) beschrieben. Ebenso konnte gezeigt
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werden, dass das Vorhandensein von Neurotransmittern eine Inhibierung hervor-
rufen kann, indem der Rezeptor in eine inaktive Form | tibergeht.?®> " |n dieser Kon-
formation ist die Affinitdt zu einem Liganden herabgesetzt. Dies wird durch die

Gleichgewichtskonstante K, beschrieben.*!

Betrachtet man die getffneten lonenkanéle, so lasst sich ihre Konzentration [AL,°"]

mit folgender Gleichung bestimmen:

[LI?
AL =
(IL1+K P+{L1? 0
mit:  [L] : Konzentration der aktivierenden Liganden
d : Verhéltnis der Gleichgewichtskonstanten ky und ko,
d=ka/kop

Fur die Anzahl der zu 6ffnenden Rezeptorkanélen | gilt dann:
la = IMRmIAL:®P] (2)

mit: Iy : Anzahl der zu 6ffnenden Kanale bei einer

Rezeptorkonzentration von 1 mol/I

Rwm : Anzahl der Rezeptorproteine in der Zellmembran

Die linearisierte Form dieser Gleichung lautet:
{IMRM(IA)-1_1}1/2 = d1/2 + d1/2K1[L]-‘| (3)

Fur die kinetische Untersuchung der oben beschriebenen Prozesse sind spezielle
Rahmenbedingungen zu bericksichtigen. So finden die zu beobachtenden Prozesse
im Mikro- und Millisekundenbereich statt, so dass Messtechniken erforderlich sind,

deren zeitliche Auflésung sich in diesem Bereich befindet. Weiterhin muss darauf
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geachtet werden, dass die Messungen die Zellaktivitat nicht beeinflussen und die
Messungen im wassrigen Milieu durchgefiihrt werden. Zudem ist zu beriicksichtigen,
dass die Untersuchung stets an der gesamten Zelle oder einem einzelnen Vesikel

erfolgt, so dass der zu messende Effekt nachweisbar ist.

Fur Messungen unter diesen besonderen Bedingungen wird eine Kombination von

zwei Messtechniken benutzt:

e die Patch-Clamp-Technik und

o die Laser-Puls-Photolyse

Die Patch-Clamp-Technik:

Diese von E. Neher und B. Sakmann im Jahre 1976 eingefilhrte Technik zur
Untersuchung von lonenkandlen war revolutiondr, denn sie ermdglichte Messungen
von Zellaktivitaten in einer bis dahin noch nicht bekannten Genauigkeit.!”!

Man unterscheidet bei dieser Technik zwischen zwei mdglichen Arten an

Messungen: dem single-channel-recording und dem whole-cell-recording.

Beim single-channel-recording wird eine Glaspipette, welche einen Puffer und einen
Ag-Draht enthélt (Ag, AgCI-Elektrode) mit einer Offnung von etwa 1 um fest auf eine
intakte Zelle gepresst.”! Durch leichten Unterdruck wird eine starke Abdichtung
erreicht, wodurch der elektrische Widerstand zwischen dem Inneren der Pipette und
der dulleren Lésung bei einigen Gigaohm liegt. Diese starke Abdichtung ermdéglicht
einen zwischen Pipette und der von der Pipettenéffnung bedeckten Membran-
oberflache identischen Stromfluss. Die Gigaohm-Versiegelung fuhrt zu einer hoch-
aufgeldésten Messung von Strémen, wahrend eine bestimmte Spannung an die
Membran angelegt ist. Somit kénnen der lonenfluss durch einen, sich unter der
Pipette befindenden einzelnen Kanal sowie die Ubergdnge zwischen den
verschiedenen Zustdnden eines Kanals mit einer zeitlichen Auflésung von Mikro-
sekunden verfolgt werden.[”! Zusatzlich ist es méglich eine solche Messung direkt in

der natlrlichen Umgebung der Zelle durchzufiihren.
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Pipette
Patch

IFelle

Abbildung 26: Schematische Darstellung des single-channel-recording®*!

Beim whole-cell-recording wird die gleiche Vorgehensweise wie beim single-channel-
recording angewendet. Allerdings wird hier die Zellwand durch das kurzzeitige
Anlegen eines kréftigen Unterdruckes zerstért, so dass die Pipette mit dem gesamten
Inneren der Zelle verbunden ist und Stréme durch die ganze Zellmembran gemessen
werden kénnen. Auf diese Weise ist es moglich die Aktivitdten aller Rezeptoren

gleichzeitig zu ermitteln.

Pipette

IFelle

Abbildung 27: Schematische Darstellung des whole-cell-recording®®*

Befindet sich die zu untersuchende Zelle nun im ,whole-cell-recording-Modus* (siehe
Abbildung 27), so wird die Zelle mit Hilfe eines Strdmungsrohres schnell mit der
Neurotransmitter-L6ésung umspult. Der Neurotransmitter reagiert mit den Rezeptoren
auf der Zelloberflaiche und der resultierende Strom kann gemessen werden.
Allerdings stellt die gleichmaRige Verteilung des Neurotransmitters um die Zelle ein
Problem dar, da nicht beliebig hohe Strémungsgeschwindigkeiten der Neuro-
transmitter-Lésung mdglich sind. Zu schnelle Strémungen kdnnen die frei an der
Pipette hangende, sehr empfindliche Zelle beschadigen oder sogar von der Pipette
abreiBen. Jedoch ist eine gleichm&Rige Verteilung des Neurotransmitters von
entscheidender Bedeutung, da die Gleichgewichtseinstellung in der L6sung komplett
erfolgt sein muss, bevor es zur Reaktion des Neurotransmitters mit dem Rezeptor
kommt. Ist dies nicht der Fall, so spiegelt die gemessene Geschwindigkeitskonstante

die Gleichgewichtseinstellung der Lésung wider.*"
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Weiterhin ergibt sich bei dieser Messtechnik, welche auch als Cell-flow-Technik
bezeichnet wird, das Problem, dass die lonenkanéle auf der Vorderseite der Zelle
eher von der Neurotransmitter-L6sung umspult werden und somit eher 6ffnen als die
lonenkanéle auf der Zellenruckseite (siehe Abbildung 28). Deshalb ist es mit dieser

Methode nicht méglich sehr schnell ablaufende Reaktionen hinreichend zu erfassen.

v
-

Abbildung 28: Darstellung der Cell-flow-Technik

Die Laser-Puls-Photolyse:

Das grundlegende Verfahren der Laser-Puls-Photolyse gleicht dem der Cell-flow-
Technik. Hierbei wird die Zelle allerdings nicht wie bei der Cell-flow-Technik mit dem
Neurotransmitter, sondern mit einer biochemisch inerten photolabilen Vorstufe
dessen, einem so genannten Caged Compound, umspdlt. Ist die Zelle homogen mit
der Caged Compound-Lésung umspilt, so wird sie mit einem Laserpuls bestrahlt.
Dies fuhrt dazu, dass sich die Verbindung spaltet und der Neurotransmitter frei-
gesetzt wird. Nun kann der Neurotransmitter an alle Rezeptoren gleichzeitig binden
und eine Zellaktivitét auslésen. Dies kann durch den resultierenden Strom mit einer
Elektrode gemessen werden. Mit diesem Messverfahren ist es méglich eine hohe
zeitliche Auflésung zu erreichen. Jedoch ist die Zeitauflésung mit Hilfe dieser Technik
immer abhangig von der Geschwindigkeit der Freisetzung des Neurotransmitters und

kann je nach Art der Schutzgruppe und des Neurotransmitters variieren.
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Laser % Computer —— Oszilloskop — Z&rr\:g;

Ag/AgCl-
Elektrode,

Referenz-
elektrode

Abbildung 29: Darstellung der Laser-Puls-Photolyse

Zum Vergleich beider Messmethoden (Cell-flow-Technik vs Laser-Puls-Photolyse) ist
in Abbildung 30 der, bei dem jeweiligen Verfahren, resultierende Strom in
Abhéangigkeit von der Zeit aufgetragen. Bei der Messung mit der Laser-Pulse-
Photolyse ist zu beobachten, dass der Strom beim Offnen der lonenkanéle stark
ansteigt bis er einen Maximalwert erreicht. An diesem Punkt sind alle Kanéle
gedffnet. AnschlieRend nimmt der Strom wahrend des Schliellens der lonenkanéle
(siehe Abbildung 25: Ubergang nach IL,) mit einer langsameren Zeitskala wieder ab.
Betrachtet man den Kurvenverlauf fir die Cell-Flow-Technik, so ist zu beobachten,
dass man rund das 30fache an Zeit bendtigt bis das Strommaximum erreicht ist. Wie
oben bereits erwahnt, liegt der Grund darin, dass bei der Cell-flow-Technik nicht alle
lonenkanéle gleichzeitig reagieren, sondern dass die Kanéle auf der Vorderseite der

Zelle eher als die Kanéle auf der Riickseite 6ffnen.

t=85ms

1.0 ;
ol F—- \Cell-Flow

0.0 —
0 10 20 30 500 1000

tIms

Abbildung 30: Vergleich der Messkurven von Laser-Puls-Photolyse
und Cell-flow-Technik



38 Hauptteil

3.2.1.3 Die ortho-Nitrobenzylschutzgruppe

Die lichtinduzierte Umlagerung von o-Nitrobenzaldehyd 44 zu o-Nitrosobenzoesaure
45 wurde im Jahre 1901 erstmals von P. Silber und C. Ciamician entdeckt’*®! und

bildet die Basis der Chemie der Caged Compounds.

NO, NO
hv
ﬁ
©;/O O

44 45  OH

Abbildung 31: Photolyse von o-Nitrobenzaldehyd 44

60 Jahre lang blieb diese Reaktion jedoch unbeachtet bis sie 1960 R. B. Woodward
erstmals zur photochemischen Abspaltung von Schutzgruppen nutzte. Hierbei

schutzte er Amine in der Peptidsynthese.

Abbildung 32: Abspaltung von Schutzgruppen unter Lichteinwirkung

1977 filhrte J. Engels®® **! die o-Nitrobenzylschutzgruppe in die Biophysik ein. Er
koppelte cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) mit der o-Nitrobenzyl-
Schutzgruppe, wodurch dieses hydrophober und somit zellmembrangé&ngiger wurde.
Engels war es so mdoglich, nach Diffusion des geschitzten cAMP’s durch die

Zellmembran ins Innere der Zelle, dieses dort durch Bestrahlung wieder frei zu

setzen.
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J. H. Kaplan®®* entwickelte diese Methode im Jahre 1978 weiter. Er kombinierte sie
mit der Laser-Puls-Photolyse und setzte an die o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe ge-
koppeltes Adenosintriphosphat (ATP), so genanntes caged ATP 47, direkt in der

Zelle mit Hilfe eines Laserpulses zu einem definierten Zeitpunkt frei.

NH,
NO, .
X
0 0 / . N
oo Lo p
————— N
| | N
OH OH OH 0
OH OH
47

Bis zu diesem Zeitpunkt waren solche Untersuchungen nur mdglich, indem eine
vergleichsweise langsame Diffusion durch die Zellmembran abgewartet, beziehungs-
weise eine Injektion direkt in die Zelle durchgefiihrt wurde.*®! Auf diesem Wege
gelang es aber erstmals solche elektrophysiologische Untersuchungen mit einer

Zeitauflosung im Millisekundenbereich durchzufiithren !



40 Hauptteil

Letztendlich war es auch J. H. Kaplan, welcher den Begriff Caged Compound fur

biologisch aktive Molekiile mit photolabilen Schutzgruppen einfiihrte.

Der Gebrauch der o-Nitrobenzylschutzgruppe setzte sich immer weiter durch. EIf
Jahre nach J. H. Kaplan’s Untersuchungen verwendete G. P. Hess diese Schutz-
gruppe erstmals zur Erforschung von neuronaler Kommunikation,® 3" als er Caged
Carbamoylcholin 48 zur Untersuchung von Inhibitoren des Acetylcholinrezeptors

einsetzte 2% %

NO,
H
N o) ®
T \/\N(CH3)3
COOHO

438

Allerdings modifizierte er die Schutzgruppe durch Einfihren einer zuséatzlichen
Carbonséaure-Gruppe, wodurch das Caged Compound polarer, wasserléslicher und
somit geeigneter fur photophysikalische und biologische Untersuchungen wurde.
Weiterhin gelang es G. P. Hess dadurch auch die Zeitauflésung der Freisetzung der

biologisch aktiven Substanz auf Mikrosekunden zu verbessern.

Caged Compounds werden zurzeit - wie bereits oben beschrieben - unter anderem

zur Untersuchung transmembraner lonenkanéle eingesetzt.

Obwohl bis heute zahlreiche Untersuchungen an o-Nitrobenzylderivaten durchgefihrt
wurden, konnte der Photolysemechanismus der Caged Compounds noch nicht
vollstandig geklért werden. Lange Zeit war der von D. Gravel und R. Giasson vor-
geschlagene Reaktionsmechanismus der allgemein Akzeptierte. Allerdings war mit
ihm eine Reihe von Beobachtungen nicht hinreichend erklarbar. Jedoch kann heute
nach Schaper et al. anhand theoretischer Untersuchungen und experimentellen
Daten folgendes allgemeines Reaktionsschema im wéassrigen Medium angenommen

werden 2 40
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Abbildung 33: Photolysemechanismus der o-Nitrobenzylschutzgruppe

Durch Bestrahlung geht die o-Nitrobenzylverbindung 5 in den angeregten Singulett-
Zustand 49 dber. Von hier aus erfolgt entweder ein H-Transfer zu den Isomeren 51
und 52 oder ein Intersystem-Crossing (ISC) in den T4-Zustand 50. Auch aus dem T;-
Zustand ist eine [1, 5]-H-Wanderung nach 51 und 52 mdglich. Aus den beiden aci-

Nitroverbindungen 51 und 52 entstehen dann, unter Deprotonierung, die
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Verbindungen 54 und 55, welche durch anschlieRende Protonierung die Tautomeren
53 und 56 bilden. Diese beiden Tautomeren stellen nun die reaktive Spezies dar, die
zu den Intermediaten 57 wund 60 cyclisieren und schlieBlich Uber die
Ubergangszustédnde 58 und 59 zum Nitroso-Halbacylal/Halbaminal-Anion 61
zerfallen. Abschliefend wird unter Freisetzung von X° 62 gebildet, welches mit

seinem Dimer 63 im Gleichgewicht steht.

3.2.1.4 Anforderungen an Caged Compounds

Die photochemische Freisetzung biologisch aktiver Substanzen hat sich als eine
bewéhrte Methode zur Untersuchung biochemischer Prozesse etabliert, da bei dieser
Art von Messungen eine homogene Verteilung der inaktiven Verbindung um die
ganze Zelle méglich ist, ohne dass ein Ligand-Rezeptor-Komplex ausgebildet wird.!**!
Um Caged Compounds allerdings erfolgreich als Werkzeug fur biophysikalische und
biochemische Untersuchungen mit Hilfe der Laser—Puls-Photolyse einsetzen zu

kdnnen, missen sie einigen Kriterien gentigen (siehe Abbildung 34).

1) Die photolabil geschitzte Substanz sollte unter physiologischen Bedingungen
eine hohe Hydrophilie aufweisen.

2) Sie sollte hydrolytisch stabil sein.

3) Das Caged Compound darf nicht mit der Zelle wechselwirken.

4) Die Nebenprodukte der Photoreaktion dirfen keinen Einfluss auf die zu
untersuchende Zelle haben.

5) Die photochemische Reaktion sollte mit einer mdglichst geringen
Anregungsenergie ausgeldst werden.

6) Die Quantenausbeute der photochemischen Reaktion sollte mdglichst hoch
sein.

7) Die Freisetzung der aktiven Verbindung sollte schnell erfolgen.

8) Die gewiinschte photolabil geschitzte Substanz sollte leicht zuganglich sein.
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Abbildung 34: Schematisches Anforderungsprofil an Caged Compounds

Unter Beachtung dieser Kriterien sind ausgehend von der o-Nitrobenzyl-Schutz-
gruppe*! in den vergangenen Jahren verschiedene Schutzgruppen entwickelt
worden. Durch einzelne Modifikationen®* 3¢ 4% 43I dieser, wie z. B. die Einfiihrung
zusatzlicher Carbonsaure-Gruppen, ist es teilweise gelungen eine gesteigerte Los-
lichkeit, eine héhere Quantenausbeute und eine geringere Toxizitdt der Zerfalls-

produkte zu erreichen.

3.2.2 Physikochemische Untersuchungen

3.2.2.1 Femtosekunden-Spektroskopie

Wie bereits in der Problemstellung erwahnt, wird in dieser Arbeit die Synthese von
Caged Compounds mit verbesserten physikalischen und photochemischen Eigen-
schaften, wie z. B. einer erhéhten Quantenausbeute angestrebt. Wichtig fur eine gute
Quantenausbeute ist dabei ein schneller Ablauf der [1,5]-H-Wanderung aus dem
angeregten Singulett- 49 bzw. Triplett-Zustand 50 zu den beiden aci-Nitro-Inter-
mediaten 51 und 52 (siehe Photolysemechanismus, Abbildung 33). Um nun
genauere Angaben lber die Geschwindigkeit, mit der dieser H-Transfer stattfindet,
machen zu kénnen, soll die Bildung der aci-Nitro-Intermediate 51 und 52 wé&hrend
der Photoreaktion von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4 néher
untersucht werden. Da diese Reaktion allerdings im Subnanosekunden-Bereich
erfolgt, soll diese Untersuchung in einer Kooperation mit dem AK Gilch aus Miinchen

mittels Femtosekunden-Spektroskopie erfolgen.
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3.2.2.1.1 Methodik

Die Femtosekunden-Spektroskopie stellt eine spezielle Art der Laser-Spektroskopie
dar. Mit ihr ist es moglich, besonders schnell ablaufende Reaktionen, wie z. B. den
ersten Schritt der o-Nitrobenzylphotochemie (Subnanosekundenbereich) unter Ver-
wendung ultrakurzer Lichtimpulse zu untersuchen. Méchte man eine Verbindung
mittels Femtosekunden-Spektroskopie untersuchen, so wird mittels eines Titan-
Saphir-Lasers ein Lichtimpuls erzeugt, der direkt in zwei Einzelstrahlen geteilt wird. In
den ,Pump“ und ,Probe“-Laser. Mit Hilfe des ,Pump“Lasers kann nun die zu
untersuchende Probe in den angeregten Singulett-Zustand angeregt werden
(1.Schritt), wo mittels ,Probe“-Laser ein UV-Vis-Spektrum des erreichten Zustandes
aufgenommen wird. Die nun, Uber eine strahlungslose Deaktivierung (2.Schritt),
Inter-System-Crossig (ISC) in den Triplett-Zustand (3.Schritt) etc. weiterlaufende
Reaktion kann dabei weiter, durch die schnelle Aufnahme von UV-Vis-Spektren, der

einzelnen dabei erreichten Zustéande, verfolgt werden.

EA

Aufnahme 1.UV

Abbildung 35: Graphische Darstellung der Femtosekunden-Spektroskopie

Mit dieser Methode ist es somit mdglich, den aus den UV-Vis-Spektren erhaltenden

Zwischenprodukten der Reaktion die gemessenen Lebensdauern zuzuordnen.
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3.2.2.1.2 Synthese

Die Synthese, der fiir die Femtosekunden-Spektroskopie verwendeten Verbindung o-
Nitrobenzylacetat 67 wird in Kapitel 3.2.3 Verbesserung von physikalischen und

photochemischen Eigenschaften aufgefuhrt.

3.2.2.1.3 Ergebnisse

Im Rahmen der mechanistischen Studien des Photolysemechanismus der Photo-
reaktion von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs war die Bildung der aci-
Nitrointermediate 51 und 52 fir uns von groRem Interesse (siehe Photolyse-

mechanismus).

Da die Photolyse der Caged Compounds allerdings im Subnanosekunden-Bereich
erfolgt, wurden die Voruntersuchungen in einer Kooperation mit dem AK Gilch aus
Minchen mittels Femtosekunden-Spektroskopie durchgefuhrt. In der Arbeitsgruppe
Gilch wurden bereits intensive spektroskopische Studien mittels Femtosekunden-

Auflédsung an der Modellverbindung o-Nitrobenzylaldehyd 44 unternommen.
NO,
o9
44
Jedoch ist o-Nitrobenzylaldehyd 44 im Allgemeinen kein gutes Modell fur die Photo-

chemie von o-Nitrobenzyl-Verbindungen, da die Photolyse Uber ein Keten 66 als
Zwischenprodukt verlauft (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Graphische Teildarstellung der Photolyse von o-Nitrobenzylaldehyd 44

Daher wurde fur erste Voruntersuchungen die Verbindung o-Nitrobenzylacetat X
synthetisiert und anschlielend mittels Femtosekunden-Spektroskopie, in Acetonitril

als Lésungsmittel, vermessen.
NO,
OY
0]
67

Folgende Absorptionsspektren wurden dabei (nach Bestrahlung) fur Zeiten zwischen

0.2 ps und 2950 ps aufgezeichnet:

40 T T T T

__0.200 ps
~0.500 ps

5.000 ps
30 ~—20.000 ps

~200.000 ps
__ 1000 ps
__ 2950 ps

Absorbance Change [a.u.]

300 400 500 600 700
Wavelength [nm]

Abbildung 37: Fir Verbindung 67 aufgezeichnete UV-Spektren
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Tragt man nun die Messzeit, die Wellenlangen und die gemessene Absorption als

3D-Plot auf, so erhalt man das in Abbildung 67 dargestellte zeitaufgeléste UV-VIS-
Spektrum.

@/ A
o o

Aoty hae fncl)
y/ 4
o
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o
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Abbildung 38: UV-VIS-Spektrum des bestrahlten o-Nitrobenzylacetat 67

Hierbei zeigen die Zeitspuren das Verhalten an charakteristischen Wellenldngen und
die transienten Spektren das spektrale Verhalten vor und nach wichtigen kinetischen
Prozessen. Eine erste Analyse liefert fir die Experimente funf verschiedene Lebens-
dauern von 11 = 20 fs, 12 = 1 ps, t3 = 10 ps, 14 = 500 ps und t5 = 1500 ps. Die genaue
Zuordnung dieser flinf gemessenen Lebensdauern zu den entsprechenden
Prozessen ist noch unklar. Vergleicht man die Ergebnisse allerdings mit denen von
frlher vermessenem o-Nitrotoluol, so kann man in Analogie annehmen, dass 11 und
12 dem Singulett-Zerfall zuordnen sind. 13 kdnnte eine Signatur des Schwingungs-
kihlens oder Prozesse zwischen Triplett-Zustdnden sein und t4 kann dem Triplett-
Zerfall zu geordnet werden. Das Spektrum nach ~ 1000 ps wird durch die Absorption
der aci-Formen dominiert und das in diesen Voruntersuchungen nach 3 ns
gemessene Spektrum entspricht dem aci-Nitrointermediate-Spektrum, welches schon
in friheren Messungen in der AG Schaper mit Nanosekunden-Auflésung erhalten

wurde.[*4
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3.2.2.2 Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie

Neben der Untersuchung der Photoreaktion von Caged Compounds des o-Nitro-
benzyl-Typs 4 mittels Femtosekunden-Spektroskopie soll diese auch im Elektro-
sprayionisation-Massenspektrometer erforscht werden. Dabei ist es von Interesse,
Informationen Uber die Zeitaufloésung der Freisetzung der bioaktiven Substanz
wahrend der Photolyse des Caged Compounds zu erhalten. Zu diesem Zweck sollen
verschiedene Verbindungen synthetisiert und anschlieBend im Rahmen der
Messungen in der Injektionskapillare des ESI-Massenspektrometers kurz vor der

Injektion und lonisierung photolysiert werden.

3.2.2.2.1 Methodik

Der Begriff Elektrosprayionisation basiert auf Arbeiten von Dole und wurde im Jahre
1984 von Fenn etabliert. Die Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS)
ist eine schonende Messmethode zur Massenbestimmung von sehr empfindlichen,
aber auch sehr gro3en Molekulen. Die Molekile werden dabei unter Atmosphéaren-

druck ionisiert, was den Vorteil einer geringen Fragmentierung zur Folge hat.!*®!

Stickstoff-
zufuhr 2
Stickstoff-
zufuhr 1
Proben ¢ °
- X]
zufuhr @ ...: o ° .
— ] . @@ ° ',
. ® o0 °
. L ] . L]
? . eo ' :
. ® ° - 0
Kapillare mit anliegender ® " °° Detektor /
Spannung ca. 4 kV Analysator
Trépfchenbildung I
Verdampfen des
L&sungsmittels

Abbildung 39: Aufbau eines ESI-Massenspektrometers!*’!
Bei einer ESI-MS-Messung wird eine Probe der zu untersuchenden Substanz
zunachst in einem Lésungsmittel gelést. Dabei ist es wichtig, dass es sich bei der zu

untersuchenden Substanz um ein geladenes Molekil (Kation oder Anion) handelt.
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Die L6ésung (10°-10° mol/l) wird durch eine Kapillare (ca. 0.1 mm Durchmesser), an
deren feine Spitze eine Spannung (ca. 4 kV) anliegt, in die lonisationskammer mit
starkem elektrischen Feld gespriiht.?! Die an der Kapillarspitze angelegte Spannung
fuhrt zur elektrostatischen Aufladung der Lésungsmitteltrépfchen. Zuséatzlich wird ein
Schutzgas, meist Nj, Uber die Kapillare hinweg geleitet, dass die Vernebelung
unterstitzt und das Lésen der Tropfchen von der Kapillarspitze verbessert. Nach
dem Lésen von der Kapillarspitze wandern die einzelnen Trépfchen im elektrischen
Feld zwischen Kapillare und der Gegenelektrode. Wahrend dieser Wanderung wird
das Aerosol von einem aufgeheizten Stickstoffstrom getrocknet, wodurch das
Lésungsmittel aus den Trépfchen verdampft und zu einer Ladungsanreicherung im
diesen fiihrt.*! Diese Ladungsanreicherung hat zur Folge, dass ab einer bestimmten
Ladungsdichte (Rayleigh-Limit) die Trépfchen, aufgrund der coulombschen Ab-
stoRung zwischen Teilchen gleicher Ladung, in kleinere Tropfchen zerfallen.**! Man

bezeichnet diesen Vorgang als Coulomb-Explosion.

Instabiler Tropfen mit
hoher Ladungsdichte

Tropfen . : +

|

+ . '
Verdampfen des Lésungsmittels I == R &

(Evaporation) .
+

+ +

Coulomb-Explosion

Abbildung 40: Graphische Darstellung einer Coulomb-Explosion!*’!

Dieser Vorgang wiederholt sich nun solange bis die Probenmolekile separiert vor-
liegen. AnschlieRend werden die einzelnen Molekile in das Massenspektrometer
weitergeleitet und dort detektiert. Ist dem Detektor eine Pauls-Falle vorgelagert, so
kénnen die separierten Molekile dort erst gesammelt und dann Molekile

gewiinschter Masse einzeln ausgewahlt werden. !
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3.2.2.2.2 Syntheseplanung

Um das fir die ESI-MS-Messungen benétigte positiv geladene Caged GABA
(geschitzte y-Aminobuttersaure) 73 darstellen zu kénnen, ist es sinnvoll im ersten
Schritt die gewiinschte Schutzgruppe zu synthetisieren. Wie auch in Kapitel 3.2.3.4
ausfihrlich beschrieben, kann die Synthese der Schutzgruppen von Caged
Compounds je nach Substituenten den praparativ aufwendigsten Teil der Arbeit
darstellen. Jedoch l&sst sich die fur das Caged GABA 73 gewiinschte Gruppe direkt
in einem Schritt durch eine Wohl-Ziegler-Bromierung von 2-Nitrotoluol 68 erhalten.
Da y-Aminobuttersdure 70 zwei zur Kopplung befahigte Stellen (-Carbonséure-
Gruppe und Amino-Gruppe) besitzt, muss vor der Kopplung in einem weiteren Schritt
die Amino-Funktion geschiitzt werden. Dabei hat sich die tert-Butoxycarbonyl-Gruppe
(Boc-), die sich im schwach bis stark sauren Milieu leicht abspalten lasst, bewahrt.
Die aktivierte photolabile Schutzgruppe 69 und die mittels Boc-Gruppe amino-
geschitzte y-Aminobuttersaure 71 lassen sich sodann mit der Base 1,8-Diaza-
bicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) zum geschitzten Caged Compound 72 umsetzen.
Im letzten Schritt wird die vorhandene Boc-Schutzgruppe der Amino-Funktion in

triflouressigsaurem Milieu entfernt.
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Die Synthesenplanung der weiteren vier, fur die Voruntersuchungen verwendeten
Substanzen 74, 75, 76 und 77 werden im Rahmen der Untersuchungen zur Ver-
besserung von physikalischen und photochemischen Eigenschaften in Kapitel 3.2.3.4

aufgefuhrt.
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3.2.2.2.3 Synthesen

3.2.2.2.3.1 Synthese von (2-Nitrobenzyl-)4-aminobutanoat 73

Die Synthese von (2-Nitrobenzyl)-4-aminobutanoat 73 erfolgt Uber vier Stufen. Zu
Beginn findet dabei die Einfihrung einer tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppe an die
Aminofunktion der y-Aminobuttersdure (GABA) 70 mittels di-tert-Butoxy-ortho-
carbonat (di-BOC) statt.

di-Boc - COOt-Bu
HooC™ " NH, Hooc” " N7

1 ,4—Dioxan/WasseF N

70 71
Parallel erfolgt die Synthese der photolabilen Schutzgruppe in einem Schritt. Dies

geschieht durch eine Wolf-Ziegler-Bromierung von 2-Nitrotoluol 68 in trockenem
Tetrachlorkohlenstoff mit N-Bromsuccinimid (NBS) und Dibenzoylperoxid (DBPO) als

NO, NO;
NBS, DBPO
Tetrachlorkohlenstoff Br

68 69

Radikalstarter.

Nach Darstellung der Schutzgruppe 69 erfolgt unter Lichtausschluss die Kopplung
dieser mit der bereits im ersten Schritt geschitzten y-Aminobuttersdure 71 in Gegen-
wart von DBU.

V5

V6
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Abschliefend wird im letzten Schritt unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss die
tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppe der Aminofunktion mittels Trifluoressigséaure ent-

fernt.

V7
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Die Synthesen der weiteren vier, fur die Voruntersuchungen verwendeten
Substanzen 74, 75, 76 und 77 werden in Kapitel 3.2.3.5 aufgefihrt.

3.2.2.2.4 Voruntersuchungen

Um die Photoreaktion von Caged Compounds im ESI-Massenspektrometer unter-
suchen zu kénnen, sollten zunachst Voruntersuchungen durchgefiihrt werden. Diese
sollten Aufschluss geben, unter welchen Bedingungen ein Mutterion im ESI-
Massenspektrum detektiert werden kann. Fur diese Voruntersuchungen wurden die
Verbindungen 74 bis 77 synthetisiert und anschlieRend vermessen. Es wurden diese
vier Verbindungen dargestellt, das sie durch Deprotonierung der Carbons&ure-
Gruppen bzw. Protonierung der Amino-Gruppe die fiir die Messungen notwendigen

geladenen Teilchen bilden.

V38
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Fur alle vier Verbindungen konnte ein Mutterion detektiert und in einer lonenfalle

isoliert werden. Des Weiteren konnte bei allen Verbindungen ein lon mit doppelter

Masse detektiert werden. Dies zeigt, dass diese Systeme nicht nur in L&sung,

sondern auch in der Gasphase stabile Dimere ausbilden kénnen. Untersucht man die

'H-NMR-Spektren fir Verbindung 74 und 76 naher, so beobachtet man einen

doppelten Signalsatz, der genau diese Dimerenbildung widerspiegelt. Vergleicht man

Dimer- und Monomer-Spektrum untereinander, so tritt im Dimer-Spektrum fiir das

Signal der Methylengruppe eine Hochfeldverschiebung von 1.5 ppm auf. Diese

Hochfeldverschiebung deutet darauf hin, dass es sich bei dem gebildeten Dimer um

zwei Kopf-Schwanz gestapelte Molekile handeln muss.

Abbildung 41: Schematische Darstellung eines

Kopf-Schwanz gekniipften Dimers von 74

Bei den ESI-MS-Messungen der Verbindungen 74 bis 77 wurde im Negativ-Modus

gemessen. Dies bedeutet, von den Systemen wurden Carboxylat-Anionen detektiert.

Messung mit dem synthetisierten Derivat 78, Caged GABA wurden hingegen im
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Positiv-Modus durchgefiihrt und die protonierte Spezies wurde als Kation detektiert.
Auch in diesem Fall konnte - wie bei den vier Ubrigen Verbindungen - ein Mutterion

detektiert werden (siehe Abbildung 42, rote Messkurve).

NO,
01/0 ® g
\"/\/\NH3

O
78

3.2.2.2.5 Ergebnisse

Nach abgeschlossenen Voruntersuchungen wurde in einem zweiten Schritt versucht,
die Probe 78 direkt vor dem Einspriihen in die lonisationskammer zu bestrahlen, um
ihre Photoreaktion auch auf diesem Wege verfolgen zu kénnen. Dazu wurde die
Verbindung bei einer Wellenlange von 308 nm bestrahlt und im Massenspektrometer
analysiert. Das resultierende ESI-MS-Spektrum ist ebenfalls in Abbildung 42 gezeigt

(blaue Kurve).

800000 ‘ : :
—— ESI ohne Bestrahlung

in der Diise
600000 | | —— ESI mit Bestrahlung
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NO,
400000 ©;o o
lmo———<oq N
WNH3 | | 0

200000 | e No
) \ _OH

/. .
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Abbildung 42: ESI-MS-Spektren von Caged GABA 78

Betrachtet man das aufgenommene ESI-MS-Spektrum, so ist zu beobachten, dass
die Intensitdt des Mutterions, der vor dem Einsprihen in den lonisationsraum

bestrahlten Probe abnimmt. Gleichzeitig erscheint ein zusatzlicher Peak mit hoher
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Intensitat. Dieser kann der durch die Photolyse freigesetzten protonierten y-
Aminobuttersaure (GABA) 70 zugeordnet werden. Dieses Ergebnis zeigt somit, dass
sich die Photoreaktion mittels Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie ver-
folgen lasst. Neben der Entstehung der freien protonierten y-Aminobuttersdure 70
wird auch die Entstehung von protoniertem o-Nitrosobenzaldehyd 6 als zweites
Produkt erwartet. Betrachtet man das aufgenommene ESI-MS-Spektrum, so erkennt
man, dass auch fir dieses erwartete Produkt eine entsprechende Masse detektiert
werden konnte. Jedoch weist der zugehérige Peak nur eine sehr geringe Intensitat
auf. Dies ist vermutlich auf eine geringe Basizitadt der Verbindung zurlckzufiihren.
Fuhrt man die entsprechenden Messungen in alkalischer Lésung durch, so wird nur
eine geringe Ausbeute an freier y-Aminobuttersdure 70 beobachtet. Diese Tatsache
bestétigt die Aussage, dass Photoreaktionen mit zunehmendem pH-Wert langsamer
werden. Dies bedeutet, dass die Quantenausbeute ® der Reaktion vermutlich
abnimmt. Deswegen ist davon auszugehen, dass die geringe Ausbeute an freier y-
Aminobuttersdure 70 darauf zurickzufuhren ist, dass eine Abspaltung der Abgangs-
gruppe aus dem geschitzten GABA 73 noch nicht vollstédndig stattgefunden hat und
die Ausbeute an freiem GABA 70 von der Zeit zwischen Photolyse und Detektion

abhangt.
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3.2.2.3 IR/R2PI-Spektroskopie

Schon in friiheren Arbeiten war es zum Verstéandnis des Photolysemechanismus das
Ziel, mdglichst bathochrom absorbierende Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-
Typs 4 zu synthetisieren. Neben einer hohen bathochromen Absorption sollten diese
zusatzlich auch schon eine mdéglichst hohe Quantenausbeute der Photolyse zeigen.

Mit der Synthese folgenden Verbindungstyps 79 konnten solche Systeme dargestellt

0 NO,
OD;/X

79

werden.

Untersuchungen dieser ergaben, dass die Verbindungen neben einem kurzlebigen
reaktiven Singulett-Zustand auch einen noch nicht beobachteten, langlebigen, nicht
reaktiven Triplett-Zustand besitzen.*® Die Absorption dieses Zustandes kann dabei
allerdings durch Sauerstoff als Triplett-Léscher deutlich reduziert werden, ohne dabei
die Bildung des Photoproduktes zu beeinflussen. Hierbei handelt es sich nach

Rechnungen um einen Charge-Transfer-Zustand (CT-Zustand).*"!

Zur Untersuchung des nicht reaktiven Triplett-Zustandes ist es nun geplant Ver-
bindungen des Typs 79 zu synthetisieren und anschlieRend den angeregten Zustand
dieser in Kooperation mit der physikalischen Chemie AK Gerhards mittels IR/R2PI-
Messungen (R2Pl = Resonant Two Photon lonization) in der Gasphase zu charak-

terisieren.

3.2.2.3.1 Methodik

Die IR/R2PI-Spektroskopie erlaubt die Messung von Schwingungsspektren
angeregter Zustande, bei der die Detektion der Signale massenspektrometrisch

erfolgt. Man kann diese Methode in zwei Teilexperimente einteilen.
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1. Teilexperiment (Abbildung 43):

Zur Untersuchung des Schwingungsspektrums des Tq-Zustandes wird im 1. Schritt

die zu untersuchende Probe mittels UV-Laser in den Si-Zustand angeregt. Von dort
aus erfolgt eine strahlungslose Deaktivierung, mit anschlie®Bendem Inter-System-
Crossing (ISC) in den angeregten Tq-Zustand (Schritt 2). Anschliel3end wird versucht,
ausgehend vom T;-Zustand zu photoionisieren (D*o). Dazu wird die Pulssequenz
wiederholt und dabei die Wellenldnge des letzten Laserpulses solange variiert, bis
diejenige Wellenldnge ermittelt ist, bei der die lonisierung aus dem T ihre maximale
Ausbeute erreicht (maximales D"*;). Die lonisierung wird dabei im Massenspektro-

meter detektiert.

A

3. 8,
\ T
sﬂ

|

/

Abbildung 43: Graphische Darstellung des 1. Experiments der IR/R2PI-Spektroskopie

2. Teilexperiment (Abbildung 44):

Sind die optimalen lonisierungsbedingungen gefunden, so wird im zweiten Ex-

periment ebenfalls mit der Anregung der Probe mittels UV-Laser begonnen. Im 2.
Schritt folgen analog dem des 1. Experimentes die strahlungslose Deaktivierung und
der Ubergang in ein niedriges Schwingungsniveau des angeregten T;-Zustandes.
Von dort aus wird nun mit Hilfe eines IR-Lasers gepulst (Schritt 3). Dabei wird dieser
Uber verschiedene Wellenzahlen durchgestimmt. Nach einem Puls mit dem IR-Laser
erfolgt abschlie3end ein erneuter Puls mittels UV-Laser. Bei diesem zweiten Experi-
ment kénnen nun zwei mdgliche Falle eintreten 1. Fall: Der eingestrahlte IR-Laser

fuhrt nicht zu einer Absorption. Dies hat nach einer weiteren Bestrahlung mit dem
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UV-Laser zur Folge, dass sich die Menge der Radikalkationen (D*y) nicht &ndert
(Schritt 4). 2. Fall: Der eingestrahlte IR-Laser fuhrt zu einer Absorption, welche dann
nach weiterer Bestrahlung mit dem UV-Laser zu einer anderen Ubergangswahr-

scheinlichkeit und somit einer anderen Menge an D" fiihrt (Schritt 4°).

E—

N

N

4

\%7,

S,

Abbildung 44: Graphische Darstellung des
2.Teils der IR/R2PI-Spektroskopie

Tragt man nun in einem Diagramm die Menge an gemessenem D"y gegen die je-
weiligen eingestellten Wellenzahlen auf, so erhalt man fir die vermessene Probe ein

charakteristisches IR-Spektrum.

3656

3543
3426' I3434

T T T T
13300 3400 3500 3600 3700
Wellenzahl des IR-Lasers [cm-1]

Abbildung 45: Beispiel fir ein durch IR/R2PI-Spektrometrie
erhaltenes IR-Spektrum des Peptidsystems Ac-Tyr-NH,*®!
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3.2.2.3.2 Synthesen

3.2.2.3.2.1 Synthese von (4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl)-acetat 82

Die Darstellung von Verbindung 82 erfolgt ausgehend von k&uflich erworbenem 4,5-
Methylendioxybenzylalkohol 80 nach einer Synthesevorschrift von F. Bley™® in zwei
Schritten.

Im ersten Schritt erfolgt die Einfihrung einer Nitrogruppe in o-Position zur Alkohol-

Funktion mittels Nitriersaure.

0] NO
T o = (X vo
Eisessig
0 OH g o OH
80 81

Abschlieltend erfolgt unter Lichtausschluss die Veresterung des Alkohols 81 mit

Acetylchlorid in Pyridin.

o NO
@) 2 Acetylchlorid 0 i V10
< oH Pyridin < 0
o ° g
81 82 7
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3.2.2.3.2.2 Synthese von [3-(Dimethylamino)benzyl]-acetat 84

Die Darstellung von [3-(Dimethylamino)benzyl]-acetat 84 erfolgt analog dem zweiten

Schritt der Synthese von Verbindung 82.

OH OY

Acetylchlorid

Pyridin V 11

83 84

Jedoch ist hier aufgrund der hohen Reinheit keine s&ulenchromatoraphische

Aufreinigung mehr erforderlich.

3.2.2.3.2.3 Synthese von 2,3-Dimethyl-1-nitronaphthalin 86

Nach einer Synthesevorschrift von T. Wieland und E. Bauerlein**! wird 2,3-Dimethyl-
1-nitronaphtahlin 86 in einer einstufigen Synthese durch die Umsetzung von 2,3-
Dimethylnaphthalin 85 mit einem Gemisch aus rauchender Salpetersgure und

Eisessig synthetisiert.

NO,

HNO3 .
Eisessig V 12

85 86
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3.2.2.3.2.4 Synthese von 4-Acetoxymethyl-7-methoxycumarin 88

4-Acetoxymethyl-7-methoxycumarin 88 wird in Anlehnung an eine Synthesevorschrift

von T. Eckardt et al ®® dargestellt.

Br OY

. O
X Natriumacetat X
> V13

Essigséureanhydrid'

87 88

Dazu wird in einer einstufigen Synthese kaufliches 4-Brommethyl-7-methoxycumarin

87 mit Natriumacetat in Essigsdureanhydrid zum gewtinschten Produkt verestert.

3.2.2.3.3 Ergebnisse

Um genauere Erkenntnisse Uber die nicht reaktiven Triplett-Zustdnde von batho-
chrom absorbierenden Caged Compounds des Verbindungstyps 79 erlangen zu
kénnen, war es in diesem Teil der Arbeit das Ziel, Verbindungen dieses Typs zu
synthetisieren und in der Gasphase mittels IR/R2PI-Spektrometrie genauer zu
charakterisieren. Fur diese Untersuchungen wurde Verbindung 82 synthetisiert und

IR/R2PI-Untersuchungen an ihr durchgefihrt.

S, XX S

79 82 0o

Da die GréRenordnung der lonisationspotentiale und damit die Anregungs-
wellenlange des UV-Lasers fur Caged Compounds nicht bekannt waren, wurden fir
diese Verbindung groRe Wellenlangebereiche getestet. Jedoch zeigte sich in diesen

Untersuchungen, dass es nicht méglich ist, IR/R2PI-Spektren von 82 zu erhalten, da
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kein Mutterionensignal detektiert werden konnte. Jedoch wurden fir verschiedene
Anregungswellenldngen Fragmentierungen beobachtet, welche unter anderem der

Abspaltung einer Nitrosogruppe und der Seitenkette zugeordnet werden kénnen.

Infolge dessen wurde das stabilere Derivate 81 synthetisiert und untersucht.

81

Allerdings konnte auch hier nur Fragmentierung beobachtet werden, welche der von
82 entspricht. Diese beiden Ergebnisse lassen somit darauf schlie3en, dass unter
den gewahlten Reaktionsbedingungen eine so schnelle Fragmentierung erfolgt, dass
eine Analyse der Mutterionen mit Hilfe der kombinierten IR/UV-Methode fur den
angeregten Triplett-Zustand nicht mdglich ist. Jedoch konnte eine massenspektro-
metrische und spektroskopische Analyse der einzelnen Fragmente vorgenommen

werden.

Da beide synthetisierten Verbindungen leider nicht die gewinschten Ergebnisse
lieferten, wurde die durch eine Amino-Gruppe, anstelle einer Nitro-Gruppe, sta-
bilisierte Verbindung 84 und das, durch einen zusatzlichen aromatischen Ring,

stabilere Naphthalen-Derivat 86 hergestellt.

o
Y NO,

P o0

84 86

Aber auch bei diesen Systemen konnte keine Mutterionen-Detektion und somit auch

keine erfolgreiche IR/R2PI-Untersuchung durchgefiihrt werden.
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Um (unfragmentierte) Caged Compounds auch mit Hilfe der IR/R2PI-Spektrometrie
in elektronisch angeregten Zustanden untersuchen zu kénnen, wurde Verbindung 88,
ein Coumarinderivat, als Modell fir eine alternative photolabile Schutzgruppe dar-

gestellt.

88

Verbindung 88 wird zurzeit genauer im AK Gerhards untersucht. Erste Experimente
zeigen allerdings, dass diese Verbindung im Gegensatz zu Caged Compounds des
o-Nitrobenzyl-Typs 4 massenspektrometrisch als Mutterion infolge einer Zwei-
photonen-Laseranregung nachgewiesen werden kdénnen. Die Aufnahme von

IR/R2PI-Spektren elektronisch angeregter Zustéande soll nun folgen.
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3.2.3 Verbesserung von physikalischen und photochemischen

Eigenschaften

Wie bereits im oberen Teil dieses Kapitels erwahnt, missen Caged Compounds fir
den Einsatz in der Laser-Puls-Photolyse einige wichtige Kriterien erfiillen. Aus
diesem Grund ist es im Rahmen dieser Arbeit weiterhin das Ziel, Verbindungen mit
verbesserten physikalischen und photochemischen Eigenschaften zu synthetisieren.
Hauptaugenmerk liegt dabei auf der Synthese von Systemen, die eine geringe An-
regungsenergie und eine hohe Quantenausbeute aufweisen. Da es allerdings nicht
moglich ist bathochromer absorbierende Caged Compounds wie die des Ver-
bindungstyps 79 herzustellen (siehe Kapitel 3.2.2.3), sollen Triplett-Sensibilisatoren
eingesetzt werden. Hierbei ist es das Ziel, durch einen Triplett-Triplett-Energie-
transfer zwischen Sensibilisator und Caged Compound eine Verbesserung hin-
sichtlich dieser beiden Kriterien zu erlangen. Voraussetzung fur eine erfolgreiche
Sensibilisierung ist allerdings, dass der verwendete Triplett-Sensibilisator eine
héhere Triplettenergie als die o-Nitrobenzyl-Verbindung besitzt und eine mdéglichst
hohe Quantenausbeute aufweist. Ein Triplett-Triplett-Energietransfer findet dabei
jedoch nicht nach dem bekannten Férster-Mechanismus, sondern nach dem Dexter-
Mechanismus statt. Dies hat zur Folge, dass der Triplett-Triplett-Energietransfer
zwischen den beiden Verbindungen nur Uber einen kurzen Abstand mdglich ist. Dies
bedeutet, dass ein effektiver Transfer der Energie nur dann gewahrleistet ist, wenn
eine moglichst hohe Konzentration an Sensibilisator vorliegt oder der Sensibilisator
kovalent an das Caged Compound gebunden ist. Jedoch missen hohe Sen-
sibilisator-Konzentrationen vermieden werden, da Triplett-Sensibilisatoren uner-
winschte Reaktionen in biologischen Systemen auslésen kénnen. Daher ist es
sinnvoller Verbindungen zu synthetisieren, in denen Caged Compound und Sen-
sibilisator aneinander gebunden sind. Dieses Konzept wurde von Steiner und Woll
bereits fur die 2-(2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl (NPPOC)-Schutzgruppe erfolgreich

eingesetzt.>1]
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ll)exter Abstand der effektiven Wechselwirkung: 7 -10 A

@ —— A

[} Sensibilisator
l([ﬂmm]h) k Neurotransmitter

‘ Schutzgruppe
(ﬂmﬂﬂ] WW _— mﬂmumﬂmﬂw d]][”p lonenkanal

Abbildung 46: Schema fir den Energietransfer zwischen Sensibilisator

und Caged Compound®™*

Wie in Abbildung 46 dargestellt geht bei einem Energietransfer zwischen Sen-
sibilisator und Caged Compound der Sensibilisator nach einer selektiven Anregung
in den angeregten Singulett-Zustand und wechselt anschlieBend durch Inter-System-
Crossing (ISC) in den Triplett-Zustand (T). Sodann erfolgt die Ubertragung der
Energie und des Spins des Sensibilisators auf das Caged Compound nach dem
Dexter-Mechanismus und anschlieend die Freisetzung des Neurotransmitters durch
photochemische Abspaltung. Der freie Neurotransmitter kann dann an den lonen-
kanal binden und filhrt so zu einem Offnen dieser. Um eine effektive Wechselwirkung
zwischen Sensibilisator und Caged Compound zu erhalten, darf beim Dexter-
Mechanismus eine Distanz zwischen diesen von 7-10 Angstrém nicht tberschritten
werden. Um geeignete Systeme fur einen solchen effizienten Energietransfer zu
finden, wird die Synthese von Caged Compounds mit zur Kopplung geeigneten
funktionellen Gruppen angestrebt und ein Screening nach potentiellen Sensibili-

satoren durchgefihrt.

3.2.3.1 Energietransfer

Wie im vorherigen Kapitel bereits erwahnt, ist es das Ziel durch den Einsatz von
Sensibilisatoren verbesserte Systeme fiir die Anwendung in der Biochemie und
Biophysik zu schaffen. Dabei hat der Sensibilisator die Aufgabe seine Energie mittels
Energie- und Spintransfer auf das Caged Compound zu Ubertragen und es somit in

einen Triplett-Zustand zu tGberfihren.
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Im Folgenden sollen die mdglichen Mechanismen des Energietransfers naher er-

|Autert werden.

Energietransfer

Bei einem Energietransfer (ET) wird ein angeregtes Molekil (Donor) zu einem
niedriger liegenden Zustand deaktiviert, in dem es seine Anregungsenergie auf ein
im Grundzustand befindliches Molekil (Akzeptor) Ubertragt. Dieses geht dabei in

einen angeregten Zustand uber.

i D

Ty —=
hv S
N T4
,I, 1
K '

s, —L

Donor Akzeptor

Abbildung 47: Schematische Darstellung eines Energietransfers

Den Donor einer solchen Reaktion bezeichnet man auch als ,Sensibilisator” und den
Akzeptor als ,Photoreaktives System®. Man unterscheidet bei einem Energietransfer
zwischen zwei mdoglichen Mechanismen: Dem Fd&rster-Mechanismus und dem

Dexter-Mechanismus.

Forster-Mechanismus

Der Forster-Mechanismus wird auch als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
(FRET), Forster-Resonanz-Energietransfer; Coulomb-Mechanismus oder Dipol-
Dipol-Mechanismus bezeichnet.®® Er beruht auf der Wechselwirkung zwischen
Ubergangsdipolmomenten und findet bei der Energieiibertragung zwischen
Molekulen statt, deren Abstand weniger als 10 nm betragt. Er ist somit im Vergleich

zum Dexter-Mechanismus ein weiter reichender Energietransfer.
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*

DT+ A —> D, + 'A

Schematisch kann die Energielibertragung nach dem Resonanzmechanismus wie

folgt dargestellt werden:!*°!

oo b 0

Energietransfer

o 4 # o+

D" Ao Do Uy

Abbildung 48: Singulett-Singulett-Energietransfer nach Foérster

Beim Fdrster-Resonanz-Energietransfer wird das angeregte Molekil als schwing-
ender Dipol-Oszillator betrachtet, von dem aus die Anregungsenergie als elektro-
magnetische Schwingung auf ein benachbartes Molekul Ubertragen wird. Damit ein

FRET erfolgen kann, mussen bestimmte Bedingungen erfillt sein.
e Donor- und Akzeptormolekil dirfen keinen zu gro3en Abstand voneinander
aufweisen. Typische Abstande liegen zwischen 1 - 10 nm.
e Das Uberlappungsintegral J des Absorptionsspektrums des Akzeptors mit

dem Emissionsspektrum des Donors muss mdglichst grof3 sein.

Das Uberlappungsintegral J ist wie folgt definiert:

J= [FL0)e0 )5 4)
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mit: jFA (V)dV = ng F)dv =1
0 0
Fa: normierte Fluoreszenzwerte des Absorbers
€p: normierte Exktionswerte des Donors
vV Wellenzahl

e Die Dipole des Akzeptors und des Donors missen moglichst parallel sein, da

der FRET eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist.

Die Transfergeschwindigkeitskonstante ker des Férster-Mechanismus wird wie folgt

beschrieben:

A

~ 5
kET RFA 61/ 2 ( )
Es wird ein Orientierungsfaktor k2 definiert.
k* =(cos @, —3cosd,cosb,)’ (6)
O+: Winkel zwischen Donor-Emission-Dipol und Akzeptor-Emission-Dipol
Oa: Winkel zwischen Abstandsgeraden und Akzeptor-Emission-Dipol
Op: Winkel zwischen Abstandsgeraden und Donor-Emission-Dipol

Je nach Ausrichtung der Dipole zueinander, kann der Orientierungsfaktor k* Werte

zwischen 0 und 4 annehmen. In statistisch verteilten Systemen ist k*= 2/3.

Handelt es sich bei Donor- und Akzeptormolekil um die gleiche Spezies, so erfolgt
der FRET ohne Energieverlust. Bei ungleichen Molekilen kann der angeregte Zu-
stand des Akzeptormolekuls energetisch niedriger liegen als der des Donormolekiils.
Die dadurch entstehende Energiedifferenz wird in Form von Warme abgegeben. Tritt
der umgekehrte Fall auf, das heifdt, findet eine Energielbertragung zu einem héher
liegenden angeregten Akzeptorzustand statt, so kann die fehlende Energie hierbei
aus Translations-, Schwingungs- und Rotationsenergien des Akzeptors gewonnen

werden.
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Als Mal} fur die Wechselwirkung zwischen Akzeptor (Emitter) und Donor (Absorber)
wurde der Forster-Radius Ry eingefiihrt. Dieser stellt den Donor-Akzeptor-Abstand
dar, bei dem die Wahrscheinlichkeit fur einen Resonanz-Energie-Transfer genau
50 % betragt.*®! Es werden dann genau 50 % der angeregten Donormolekiile durch

Energietransfer deaktiviert.

Der Forster-Radius kann wie folgt bestimmt werden:

o _ 9000 -(In10)-x* - ¢, S (7)
’ 128-7°-n*-N
¢,  Quantenausbeute des Absorbers
K Orientierungsfaktor
n: Brechungsindex des Lésungsmittels
Avogadro-Zahl
J: Uberlappungsintegral

Der Forster-Radius kann auch mit Hilfe der kritischen Konzentration Cy berechnet

werden:
3000
Ry =— (8)
4-7-N-C,
Ro: Férster-Radius (in cm)
N: Avogadro-Zahl
Co: kritische Konzentration (in mol/l)

Die kritische Konzentration C, stellt die Akzeptor-Konzentration dar, bei der die
Fluoreszenz des Donors zu 50 % durch FRET geldscht wird.*® Die Bestimmung der
kritischen Konzentration erfolgt durch die Messung der Donorfluoreszenz in Ab-

hangigkeit von der Akzeptor-Konzentration.
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Es gilt die Stern-Volmer-Gleichung.

F,
L =1+K-[4] (9)
F

Fo: Fluoreszenzintensitat ohne Akzeptorzusatz

F: Fluoreszenzintensitat mit Akzeptorzusatz

K: dynamische Transferkonstante

[A]: Akzeptorkonzentration

Tragt man (Fo/F-1) gegen die Akzeptorkonzentration auf, so erhalt man eine Gerade.
Bei dem Wert (Fo /F-1) = 1 gilt [A] = Co. Eine solche Auftragung bezeichnet man als

Stern-Volmer-Plot.%®!

Dexter-Mechanismus

Der Dexter-Mechanismus ist ein Energietransfer als Ergebnis einer Elektronen-
austauschwechselwirkung."" *"! Beim Dexter-Mechanismus ist es wichtig, dass die
Wellenfunktionen der beiden beteiligten Systeme miteinander Uberlappen, so dass
der Energietransfer nur bei einem Molekilabstand von 0.7 - 1.0 nm erfolgen kann.
Weiterhin muss die Spinerhaltungsregel von Wigner gelten, die besagt, dass sich der
Gesamtspin eines angeregten Systems durch Transfer von elektronischer Energie zu
einem anderen System im Grundzustand oder angeregten Zustand nicht &ndern
soll.'" Der Energietransfer nach Dexter ist sowohl bei Triplett-Triplett-Energietransfer

und bei Singulett-Singulett-Energietransfer méglich.
D"+ A ——> Dy + A

*

D"+ A —> D, + 'A

Jedoch tritt der Singulett-Singulett-Energietransfer seltener auf, da die Singulett-

Zustande fiir einen Energietransfer meist zu kurzlebig (~107"'-107 s) sind.[*> °8!
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Die Transfergeschwindigkeitskonstante ket wird wie folgt beschrieben:!!
— WK* |*~-(2R/L
kET = K*J*e ( ) (10)

Orientierungsfaktor
spektrales Uberlappungsintegral

Abstand des Donors und des Akzeptors zueinander

- o s X

effektiver mittlere Bohr-Radius

Im Folgenden sind die beiden mdglichen Energietbertragungsreaktionen
schematisch dargestellt. Jedoch ist dabei zu berucksichtigen, dass kein Elektronen-
Transfer stattfindet; man aber den Prozess als virtuellen Elektronen-Transfer

auffassen kann.

o AT — 1

Energietransfer

o A bt

3D’ Ao Do A

Abbildung 49: Triplett-Triplett-Energietransfer nach Dexter

o T T

Energietransfer

oo e A ot

'D’ Ao Do A

Abbildung 50: Singulett-Singulett-Energietransfer nach Dexter
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Beim Dexter-Mechanismus spielen Elektronenaustauschwechselwirkungen eine
Rolle, die quantenmechanisch durch die Elektronenaustauschintegrale beschrieben

werden.

3.2.3.2 Caged Compounds als Akzeptoren

Fur unsere Untersuchungen sollen nachstehende Caged Compounds vom o-
Nitrobenzyl-Typ 4 dargestellt werden. Dabei dient Verbindung 89 als allgemeine
Modellverbindung beim Screening nach fir diesen Caged Compound-Typ ge-
eigneten Sensibilisatoren. Weiterhin wird die Synthese der carboxylierten Ver-
bindungen 90, 91 und 92 angestrebt, durch deren Carbonsaurefunktion an der
Schutzgruppe der gefundene Sensibilisator Gber z. B. eine Amid-Bindung an das
Caged Compund angehéngt werden soll. Durch diese Kopplung ist es mdglich einen
effizienten Energietransfer zwischen Sensibilisator und Caged Compound zu

gewabhrleisten.

NO, HOOC NO, HOOC NO, NO,
O/\/X \©/\/X X X
HOOC

COOH COOH
89 90 91 92

3.2.3.3 Sensibilisatoren

Um ein erfolgreiches Screening nach geeigneten Sensibilisatoren durchfiihren zu
kénnen, ist es erforderlich die Triplett-Energien von Caged Compounds zu kennen.
Da diese allerdings bisher unbekannt sind, dient fur die Untersuchungen die Triplett-
Energie von Nitrobenzol (61 kcal/mol) als Anhaltspunkt. Bei der Auswahl geeigneter
Sensibilisatoren sind zwei Kriterien zu berlcksichtigen: Zum einen sollen sie eine
héhere Triplettenergie als die o-Nitrobenzyl-Verbindung besitzen und zum anderen
eine moglichst hohe Tripletrt-Quantenausbeute aufweisen. Werden diese beiden

Kriterien bericksichtigt, so sind unter anderem folgende drei Substanzen als
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mdgliche Sensibilisatoren fir unsere Messungen von Interesse. Es sind 4-Amino-

benzophenon 93, Xanthon 94 und Thioxanthon 95.

0] 0] O
l l NH, O S
93 94 95
4-Aminobenzophenon Xanthon Thioxanthon
E+ = 69 kcal/mol E1 = 74 kcal/mol E+ = 60 kcal/mol
O=1 O=1 O=1

Um den oder die effizientesten Sensibilisatoren fur die Sensibilisierung von 89 bis 92
identifizieren zu kénnen, werden zundchst Messungen mit einer Mischung von
Sensibilisator und Caged Compound in Lésung durchgefiihrt. In weiteren Arbeiten
sollen diese dann miteinander zum Bichromophor gekoppelt werden. Aufgrund des
so erhaltenen geringen Abstandes zwischen Caged Compound und Sensibilisator,
welche fur einen effizienten Energietransfer nétig ist, sind so hohe Konzentrationen

an Sensibilisator nicht mehr erforderlich.

3.2.3.4 Syntheseplanung

Die vollstdndige Synthese von Caged Compounds lasst sich generell in zwei Ab-
schnitte einteilen. Den ersten und auch zeitlich aufwendigsten Teil bildet dabei die
Darstellung der Schutzgruppe. Den zweiten Teil stellt im Anschluss die Kopplung
dieser mit einem Neurotransmitter dar. Da Neurotransmitter meist tUber eine oder
mehrere funktionellen Gruppen mit nucleophilen Eigenschaften verfigen, wird eine
von diesen fur die Kopplung zwischen photolabiler Schutzgruppe und Neuro-
transmitter genutzt.”! Jedoch mussen bei Neurotransmittern mit mehr als nur einer
kopplungsfahigen Gruppe, wie z.B. GABA 70, die zur Kopplung nicht erwiinschten

Stellen mit geeigneten Gruppen geschutzt werden.

Die Synthese einer photolabilen Schutzgruppe mit einem an geeigneter Position®”!
zur Kopplung sitzendem Nucleofug stellt ein wichtiges Syntheseziel dar. Da als

gangiges Nucleofug ein Bromidion genutzt werden kannl®®, zielt die Synthese der
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Schutzgruppen auf eine Darstellung der fur unsere Kopplungen geeigneten Bromide
69, 96, 97 und 98 ab.

©/\l\i)2 HOOC\©/\N/OZ t-BuOOC NO
: T t-BuOOC : T

COOt-Bu COOt-Bu
69 96

Die photolabile Schutzgruppe 69 wird, wie in Kapitel 3.2.2.2.3 bereits beschrieben,

mittels Wohl-Ziegler-Bromierung von 2-Nitrotoluol 68 dargestellt.

N02 NOZ
NBS,DBPO
Br

68 69

Der Syntheseweg der photolabilen Monocarbonséure 96 verlauft wie folgt Gber zwei
Schritte. Ausgehend von 4-Methylbenzoesdure 99 wird Verbindung 100 durch eine
Bromierung mit N-Bromsuccinimid (NBS) dargestellt und anschlie®end in m-Position

zur Carbonsaure-Gruppe nitriert.

HOOC HOOC HOOC NO,
NBS DBPO HNO4
Br Br
96

Die Synthese fur die Schutzgruppe 97 geht von 4-Methylbenzoesauremethylester
101 aus. Hier wird durch eine radikalische Substitution die Methylgruppe durch Brom
aktiviert und es erfolgt eine Kettenverlangerung um ein C-Atom durch eine Kolbe-
Nitrilsynthese zum Alkylnitril 103. Anschlielend folgt eine basische Hydrolyse des
Nitrils 103 zur Homoterephthalsdure 104 und mittels aromatischer elektrophiler

Substitution wird die Nitrogruppe in m-Position zur Carboxy-Gruppe eingefihrt.
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H3;COOC H3;COOC H3;COOC
Bry hv NaCN
Br CN

101 102 103

1. NaOH
2. HCI

HOOC
\7::::L\V/COOH

104

lHNO?)/ H,SO4

HOOC NO,

COOH

%

105

llsobuten

+BuOOC NO, tBuOOC NO,
NBS,DBPO
COOt-Bu = COOt-Bu

97 Br 106

Moéchte man das Prinzip des Aufbaus einer Dicarbons&dure nun analog auf die
Synthese der Schutzgruppe 98 anwenden, so ist dies nicht mdglich, da m-
dirigierende Substituenten, nédmlich —Nitro-Gruppe und —Carbonsédure-Gruppe, in
gegeniiberliegender p-Position vorliegen.”?® Dieses Problem kann allerdings mittels
einer vermittelten nucleophilen Substitution (vicarious nucleophilic substitution, VNS-

Reaktion) im 2. Schritt der Synthese umgangen werden.

Ausgehend von Thiophenol 107 und Chloracetonitril kann in einem Schritt Thio-
phenoxyacetonitril 108 als Reagenz fur die Einfuhrung der Seitenkette dargestellt
werden. Durch die nun anschlieende VNS-Reaktion mit 4-Nitrobenzoesdure im
Basischen erhalt man Verbindung 109. Ausschlaggebend ist hierbei die, fur die VNS-
Reaktion wesentliche Aktivierung der Nitro-Gruppe auf die o- und p-Position im

Aromaten. Die im vorliegenden Fall partiell positive Ladung in o-Position ermdéglicht
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den nucleophilen Angriff des Carbanions, welches durch die Baseneinwirkung auf

Thiophenoxyacetonitril 108 entsteht. Eine anschlieRende wassrige Aufarbeitung er-

méglicht die Ruickbildung zum aromatischen System unter Protonierung.*’!

Q
ON—CP @N o@ @N o@
A/’“\\@ sPh 6N
+ “hsPh
COOH COOH COOH
lH*/HZO
NO,
CN
COOH

Abbildung 51: Mechanismus der VNS-Reaktion

Durch saure Hydrolyse des erhaltenen Nitrils 109 erhalt man die Dicarbonsaure 110.

Ausgehend von den beiden so erhaltenen Dicarbonsduren werden im letzten Schritt
die beiden gewilinschten Schutzgruppen 97 und 98 nach Schiitzen der Carbonséaure-
Gruppen als tert-Butylester und abschliellender Aktivierung in a-Position durch NBS-

Bromierung erhalten.
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NO,
SH S _CN /©/ NO,
CICH,CN HOOC _
_—
CN
HooC
109

107 108

lH*/HZO

NO,
/J[:::IZV/COOH
HoOC

110

llsobuten

NO, NO,
COOt-Bu <NBS.DBPO /Oi/coomsu
t+BuOOC t-BuOOC

98 Br 111

Die durch Bromierung aktivierten photolabilen Schutzgruppen 69, 97 und 98 lassen
sich nun mit entsprechenden Neurotransmittern koppeln. Dabei findet die Kopplung
in beiden Fallen unter Verwendung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als
Base statt. Abschlielend erfolgt die Entfernung der vorhandenen tert-Butyl-Schutz-
gruppen mittels Trifluoressigsaure. Die Kopplung von Schutzgruppe 96 erfolgt aller-
dings nicht mit DBU, sondern durch Umsetzen dieser mit Natriumacetat in Essig-

saure.
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3.2.3.5 Synthesen

3.2.3.5.1 Synthese von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesaure 112

HOOC HOOC
NBS, DBPO -
Tetrachlorkohlenstoff Br

99 100

Nach einer Synthesevorschrift von D. L. Tuleen und B. A. Hess, Jr.®"l wird im ersten
Schritt ausgehend von 4-Methylbenzoesdure 99 Verbindung 100 durch eine
Bromierung mit N-Bromsuccinimid (NBS) in trockenem Tetrachlorkohlenstoff in Form

von feinen, weilen Kristallen mit einer Ausbeute von 50 % erhalten.
Die erhaltene 4-Brommethylbenzoesaure 100 wird mit einer Ausbeute von 82 % nach

einer Vorschrift von G. Barany und F. Albericio®®® mit rauchender Salpeterséure in

meta-Position zur Carbonsaure-Funktion nitriert.

HOOC HOOC NO,
HNO3 _
Br o Br

100 96

Die abschlieBende Veresterung zur 4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesédure 112 mit
wasserfreiem Natriumacetat in Eisessig bei 100 °C wird analog der Synthese-
vorschrift von G. Barany und F. Albericio®® durchgefiihrt. Man erhalt dabei das

gewilnschte Produkt nach abschlieRender Umkristallisation in einer Ausbeute von

76 %.
HOOC NO, HOOC NO,
Natriumacetat _
Br Eisessig B OY

96 112 O

V14

V15

V 16
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3.2.3.5.2 Synthese von 4-[Acetoxy(carboxy)methyl]-3-nitrobenzoesaure
114

Ausgehend von 4-Methylbenzoesduremethylester 101 wird Verbindung 102 radi-
kalisch mit elementarem Brom in Benzol unter Bestrahlung mit Licht erhalten. Die
Aufarbeitung erfolgt durch fraktionierte Destillation im Olpumpenvakuum und man

erhalt das Bromid in einer Ausbeute von 71 %.[2°

H;COOC B h H,COOC
> nv
\O\ Benzol \©\/Br V 1 7

101 102

Das Bromid 102 wird anschlieRend mittels Kolbe-Nitril-Synthese zum Methyl-4-
(cyanomethyl)benzoat 103 umgesetzt. Jedoch betragt nach vollstédndiger Auf-

reinigung die Ausbeute an reinem Produkt nur 6 %.

H;COOC H,COO0C
NaCN
—
\O\/Br Ethanol \O\/CN V18

102 103

Daher erwies es sich als gunstiger auf eine Aufreinigung des Rohproduktes zu \f 19
verzichten (siehe Versuchsbeschreibung V 19 und V 20) und das Rohprodukt direkt V 20

in der ndchsten Stufe einzusetzen.

Die nun folgende doppelte Verseifung des Methyl-4-(cyanomethyl)benzoats 103
kann sowohl sauer als auch basisch erfolgen. Jedoch zeigte sich, dass eine basische
Verseifung mit Natriumhydroxid empfehlenswert ist, da durch das Arbeiten unter
zunachst basischen Bedingungen und anschlielendem Ansduern mit Salzsdure die
gewilinschte Dicarbonsaure 104 in relativ guten Ausbeuten ausfallt. Bei der sauren
Hydrolyse hingegen ist die Isolierung des gewilnschten Produkts wesentlich
schwieriger und vor allem langwieriger, da erst durch die Lagerung Uber einen

l&ngeren Zeitraum bei 4°C ein Auskristallisieren erfolgt.
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Zur weiteren Aufreinigung kann das Rohprodukt aber in beiden Féllen aus Eisessig
umkristallisiert werden. Jedoch ist bei der Umkristallisation darauf zu achten, dass
das Produkt nicht Uber einen l&ngeren Zeitraum der hohen Siedetemperatur des
Eisessigs (116-118 °C) ausgesetzt ist, da es ansonsten zu einer Decarboxylierung

der Sauregruppen kommen kann.

H,COOC 1. NaOH HoOC
2. HCI
CN COOH

103 104

Die in einer Ausbeute von 23 % erhaltene (4-Carboxyphenyl)essigsaure 104 kann

nun mittels Nitriersdure unter Eiskihlung bei 0 °C nitriert werden.

HOOC HOOC NO,
HNO3/ H,S0,
COOH COOH

104 105

Weiterhin wurde auch versucht durch Variation in der Reaktionsfuhrung und der
Saurenverhéltnisse zueinander die Ausbeute der Reaktion zu steigern (siehe
Versuchsbeschreibung V 23 und V 24). Jedoch konnte bei diesen Synthesen mit
Ausbeuten von 34 % bzw. 49 % die in V 22 erreichte Ausbeute von 73 % nicht

annahernd erzielt werden.

Im nachsten Schritt erfolgt nun die Einfiihrung der Schutzgruppe fir die beiden
Carbonséaurefunktionen durch die Versterung zum fert-Butylester. Dabei hat sich im
Arbeitskreis K. Schaper die Einkondensation von Isobuten in eine Dicarbonsaure-
Chloroform-Suspension unter Zugabe von konzentrierter Schwefelsaure als
Katalysator in den letzten Jahren etabliert. Die Reaktion wird dabei in einem Glas-
autoklaven durchgefihrt. Man erhélt bei dieser Reaktion das gewlnschte reine

Produkt direkt ohne notwendige Aufreinigung in einer Ausbeute von 77 %.

V21

V 22

V23
V24
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HOOC NO, t-BuOOC NO,
Isobuten
—>
COOH Chloroform COO%Bu

105 106

Eine weitere Mdoglichkeit fur das Schitzen der Carbonsduregruppen bietet die
Verwendung von tert-Butylacetat mit Perchlorsdure als Katalysator. Hierbei wird die
Reaktion ebenfalls in einem Glasautoklaven durchgefiuihrt. Auf Grund der hohen
Reinheit ist auch bei dieser Durchfiihrung ein weiteres Aufreinigen des Rohproduktes
nicht erforderlich. Jedoch wird das Produkt nur in einer Ausbeute von 57 % rein

erhalten.

Fihrt man diese Synthese allerdings in Anlehnung an A. Mobarekeh'® nicht im
Autoklaven, sondern in einer nicht geschlossenen Apparatur durch, so erweist sich
eine saulenchromatograpische Aufreinigung des Rohprodukts als notwendig. Jedoch
erhalt man das gewiinschte Produkt danach nur noch in einer Ausbeute von 50 %.
Dieser Ausbeuteverlust ist damit zu begriinden, dass der Diester empfindlich
gegenuber Sauren ist und selbst bei einem pH-Wert um vier eine vollstandige
Ruckreaktion zur Dicarbonsdure beobachtet werden kann. Ist bei der saulen-
chromatographischen Aufreinigung nun das verwendete Kieselgel zu sauer, so kann
es wahrend der Aufreinigung zu einer Zersetzung des Rohproduktes auf der Saule
kommen. Eine zufrieden stellende chromatographische Reinigung mit guten Aus-
beuten ist daher nur unter Verwendung von Kieselgel besserer Qualitat (YMC) oder

durch eine vorherige Behandlung des sauren Kieselgels mit Triethylamin mdglich.

Zwar stellen diese drei Methoden zuverlassig funktionierende Synthesen dar, aller-
dings sind sie oft mit langen Reaktionszeiten und je nach Durchfihrung mit einem
relativ. hohen Ausbeuteverlust verbunden. Deshalb wurde versucht alternative
Synthesen zu finden, welche héhere Ausbeuten liefern und mit kiirzeren Reaktions-
zeiten ablaufen. Jedoch lieferten die durchgefiihrten Versuche mit tert-Butanol in
Dichlormethan unter der Verwendung von verschiedenen Katalysatoren, wie z.B.
DMAP 124 oder 4-Pyrolidinopyridin 125 in Gegenwart von N,N’-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC) 121 keine Ausbeuten. Auch eine in Anlehnung an C. Y. Chang

V 25

V 26

V 27
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1641

eta durchgefiihrte Eintopfsynthese mit Einfihrung der Schutzgruppe und

Bromierung in a-Position fuhrte nicht zum Ziel.

Die anschlieRende Bromierung der Diesterverbindung 106 in a-Position erfolgt unter
Lichtausschluss mit N-Bromsuccinimid (NBS) in Tetrachlorkohlenstoff. Auch hier
dient Dibenzoylperoxid (DBPO) als Radikalstarter. Bei dieser Reaktion wurde das
gewlnschte Bromid in einer Ausbeute von 60 % erhalten (Lit.: 24 %). Die Steigerung
der Ausbeute kann dabei durch die Verwendung eines evtl. qualitativ guten Kiesel-
gels (YMC) erklart werden, so dass keine Ruckreaktion des Diesters zur Dicarbon-

saure stattgefunden hat.

t-BuOOC NO, t-BuOOC NO,
NBS, DBPO _
COOt-Bu Tetrachlorkohlenstoff COO#-Bu

106 97 Br

Nach erfolgter Bromierung in der a-Position ist es nun empfehlenswert alle weiteren
Syntheseschritte unter Lichtausschluss durchzufiihren, um mdégliche Photoreaktionen

der Nitrogruppe zu vermeiden.

Nach der Darstellung der Schutzgruppe 97 kann diese im nachsten Schritt mit
Essigsaure als Modell fur eine ,biologisch aktive® Verbindung in einer Ausbeute von
88 % zum tert-Butyl-geschiutzten Caged Compound 113 umgesetzt werden. Dies
erfolgt unter der Verwendung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) als Base.

t-BuOOC NO, t-BuOOC NO,
Essigsaure, DBU
COOtBu  Tetrahydrofuran p.a'. COOt-Bu
Benzol p.a.
97 bBr 113 O\WT//
@)

Im letzten Schritt erfolgt die Entfernung der tert-Butylschutzgruppen mittels Triflour-
essigsaure und man erhélt 4-[Acetoxy(carboxy)methyl]-3-nitrobenzoesaure 114 in

einer Ausbeute von 46 %.

V 28

V29
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t-BuOOC NO, ) , HOOC NO,
Trifluoressigsaure
COOtBu Dichlormethan p.a. COOH V 30
113 OY 114 OY
O O

3.2.3.5.3 Synthese von 5-[Acetoxy(carboxy)methyl]-4-nitrobenzoeséaure
115

In Anlehnung an [. Kullartz? und P. Doro®®® erfolgt die Synthese von 5-[Acetoxy-

(carboxy)methyl]-4-nitrobenzoesédure 115 in sieben Stufen.
Ausgehend von Thiophenol 107 und Chloracetonitril kann mit Natriumcarbonat als

Base im ersten Schritt Thiophenoxyacetonitril 108 als Reagenz fur die Einfihrung der

Seitenkette in einer Ausbeute von 89 % dargestellt werden.

SH CICH,CN, S CN
Na,CO; ~
Aceton p.a. V 31

107 108

Durch die nun anschlieBRende VNS-Reaktion mit 4-Nitrobenzoesdure im Basischen

erhalt man Verbindung 109 in einer Ausbeute von 91 %.

NO,
S<_-CN O NO:
~ HOOC .
NaOH, o CN V 32
Dimethylsulfoxid HOOC

108 109

Die hier aufgefuhrte VNS-Reaktion erfordert allerdings ein striktes Einhalten der
Reaktionstemperatur. Die gréRten Ausbeuten kénnen dabei erzielt werden, wenn
zunachst sehr fein gemoérsertes Natriumhydroxid in Dimethylsulfoxid bis knapp tGber

den Gefrierpunkt von DMSO heruntergekihlt wird. Dabei ist allerdings zu beachten,
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dass die L&sung nicht einfriert. Auch bei der anschlieBenden Zugabe der 4-
Nitrobenzoesdure und des Thiophenoxyacetonitrils 108 ist eine mdglichst niedrige
Temperatur der Reaktionslésung unabdingbar. Wesentlich ist, dass ein gutes Ruhren

der L6ésung noch mdglich ist.

Im nachsten Schritt erfolgt sodann mit halbkonzentrierter Salzsaure die Hydrolyse zur
Carbonséure 110, welche ohne weitere Aufreinigung in einer Ausbeute von 82 % rein

erhalten wird.

NO, NO,
HCI, H,0
—_—
CN COOH
HOOC HooC

109 110

Nachdem die Dicarbonsaure 110 synthetisiert wurde, folgt nun die Einfuhrung der
Schutzgruppe fir die beiden Carbonsdure-Funktionen durch Veresterung zum ftert-

Butylester.

N02 NOZ
Isobuten
—_—
COOH Chloroform COOt-Bu
HOOC t-BuOOC

110 111

Auch hier wird die in der AG Schaper etablierte Methode der Einkondensation von
Isobuten verwendet. Zur Einfihrung der Schutzgruppen erfolgt die Durchfiihrung der
Reaktion analog der Durchfuhrung von V 25, welche den Diester in einer Ausbeute
von 80 % liefert.

Eine weitere Md&glichkeit zur Schitzung der Carbons&ure-Gruppen stellt die Ver-
wendung von tert-Butanol und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) 124 in Gegenwart
von N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 121 in Anlehnung an eine Vorschrift von
A. Mobarekeh!®® dar. Jedoch konnten bei dieser Reaktion nur eine Ausbeute von

16 % erzielt werden.

V33

V 34

V 35
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Fuhrt man die Versterung analog V 26 mit tert-Butylacetat und Perchlorsaure als
Katalysator durch, so wird das gewilinschte Produkt nicht erhalten.
Aufgrund der anschlieRenden nicht erfolgreichen Kopplung wurde die weitere Syn-

these von 115 eingestellt.

3.2.3.5.4 Synthese von 5-(a,4-Dicarboxy-2-nitrobenzyl)-L-glutamat 118

Zur Darstellung des Caged Glutamats 118 wird kauflich erworbenes 1-(tert-butyl)-N-
(tert-butoxycarbonyl)-L-glutamat 116 unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss mit
der photolabilen Schutzgruppe 97 unter Verwendung der Base 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) in benzolischer Lésung gekoppelt. Man erhalt dabei
das tert-Butyl-geschitzte Caged Compound in einer Ausbeute von 63 %. Die Syn-
these der photolabilen Schutzgruppe 97 wurde bereits im Kapitel 3.2.3.5.2 aus-

fuhrlich beschrieben.

t-BuOOC NO,
COOt-Bu
COOt-Bu + _COOt-Bu
HOOC N
H
97 Br 116
DBU | Benzol
t-BuOOC NO,
COOtBu
COOt-Bu
o) _COOt-Bu
N
H
(0]
117

Abschlie®end werden unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss die tert-Butylschutz-

gruppen der Carboxyfunktionen sowie die tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppe der

V 36
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Aminofunktion mit Trifluoressigsaure entfernt und man erhalt Caged Glutamat 118
mit 42 % Ausbeute.

t-BuOOC NO,
COOt-Bu
COOt-Bu
0 _COOt-Bu
N
H
0
117

Trifluoressigsaure | Dichlormethan p.a.

HOOC NO,
COOH
COOH
5 * CF,COOH
NH,
o}
118

3.2.3.5.5 Synthese von 2-Nitrobenzyl-acetat 119

Die Synthese des 2-Nitrobenzyl-acetats 119 erfolgt wie die Ubrigen Kopplungs-
reaktionen unter Lichtausschluss und unter Verwendung von 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als Base. Bei dieser Reaktion wird 2-Nitrobenzyl-

acetat 119 in einer Ausbeute von 55 % gebildet.

V 37
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N02 NOZ
Eisessig/DBU
Br Benzol OY V 38

)

69 119

Zur Kopplung wird die bereits unter Kapitel 3.2.2.2.3 dargestellte photolabile o-

Nitrobenzylschutzgruppe 69 mit Eisessig in Benzol verestert.

3.2.3.5.6 Synthese von 2-Nitrobenzylbenzoat 120

Die Synthese von 2-Nitrobenzylbenzoat 120 erfolgt in einer Ausbeute von 33 %
analog V 38 unter Lichtausschluss und unter Verwendung von 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als Base.

N02 NOZ
Benzoesaure / DBU
Br Benzol 0 V 39

69 120

Zur Kopplung wird die bereits unter Kapitel 3.2.2.2.3 dargestellte photolabile o-

Nitrobenzyl-Schutzgruppe 69 mit Benzoesaure in Benzol verestert.
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3.2.3.6 Kopplungsreagenzien

Im Folgenden werden die fiir die Kopplungsvorversuche verwendeten Kopplungs-

reagenzien auf ihre Verwendbarkeit und ihre Wirkungsweise hin ndher beschrieben.

N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 121:

N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 121 ist eine h&ufig bei der Synthesechemie
eingesetzte reaktive organische Verbindung. Vor allem findet sie bei der Synthese
von organischen Estern und Amiden ihre Verwendung. So wird sie z. B. haufig zur
Kopplung von Amidbindungen in der Peptidchemie eingesetzt. Mit einer Saure
reagiert DCC 121 zu einem sehr reaktiven O-acylierten Harnstoff 122, der leicht unter
Abspaltung eines dialkylierten Harnstoffes 123 mit einem Nucleophil reagiert.®* !

Dabei kénnen neben Aminen auch Alkohole und Thiole als Nucleophile dienen.

121 122 123

Abbildung 52: Reaktionsschema zur Kopplung einer Saure mit einem Nucleophil
unter Verwendung von DCC 121

Oft wird den Kopplungsreaktionen zuséatzlich zum N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid 121
noch ein Acylierungskatalysator, wie z. B. 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) 124 oder
4-Pyrrolidinopyridin 125 zugesetzt.® Denn B. Neises und W. Steglich fanden
heraus, dass durch die Zugabe des Acylisierungskatalysators, die durch DCC 121
aktivierte Veresterung beschleunigt wird. Ferner werden weniger Nebenprodukte
gebildet und auch sterisch anspruchsvolle Ester kdnnen in hohen Ausbeuten

erhalten werden.®”!
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\N/ { \
N
X
X
- |
N =
N
124 125

Abbildung 53: DMAP 124 und
4-Pyrrolidinopyridin 125

An der Reaktion beteiligtes DMAP 124 kann den O-Acylester 122 durch einen
nucleophilen Angriff unter der Bildung eines N-Acylpyridiniums angreifen. Dieses N-
Acylpyridinium tragt eine sehr gute Abgangsgruppe und ist daher hoch reaktiv. So
begiinstigt es den Angriff eines Nucleophils. AulRerdem kann DMAP 124 als Base
fungieren und als solche eine Deprotonierung des Nucleophils erleichtern.®® ]

DMAP 124 beschleunigt also die DCC 121 vermittelte Acylierung.

2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin (CDMT) 127:

2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin (CDMT) 127 ist ein fur die Darstellung von z. B.
Amiden oder Estern sehr effizientes Kopplungsreagenz. Nach Z. J. Kaminski®®
lassen sich mit ihm die genannten Verbindungsklassen mit sehr hohen Ausbeuten
darstellen. CDMT 127 erhalt man dabei leicht durch die Reaktion von Cyanurchlorid

126 und Methanol in einer guten Ausbeute von 78 %.[%

Cl Cl
N|)\N NaHCO3 _ N|)\N
ol N)\CI Methanol/Wasser \O)\N)\O/
126 127

Wie bereits oben erwahnt, ist CODMT 127 ein sehr effizientes Kopplungsreagenz unter
anderem zur Bildung von Peptiden, insbesondere auch von sterisch gehinderten
Substraten, so dass Z. J. Kaminski, P. Paneth und J. Rudzinski’”® genauere Unter-

suchungen des Mechanismus durchfihrten. Sie fanden heraus, dass die Anwesen-

V 40
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heit tertiarer Amine, nicht aber die Anwesenheit von Natrium-, Silber- oder quartidren
Ammoniumsalzen der Carbonsaduren, zu einer erfolgreichen Aktivierung der Saure
mittels CDMT 127, notwendig ist. Als Intermediat bildet sich nicht wie anfangs
angenommen ein Carbonsdurechlorid, sondern aus dem CDMT 127 und einem tert-
Amin entsteht zuerst ein quartidres Triazinylammoniumsalz 128. Jedoch ist dabei zu
berlicksichtigen, dass die Bildung dieses Zwischenproduktes mit steigender
sterischer Hinderung des tertiaren Amins immer mehr verhindert wird und die
Aktivierung der Carbonsaure abnimmt. Das quartidre Triazinylammoniumsalz 128
reagiert dann mit einer Carbonsdure zum 2-Acyloxy-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin
129.1%°] Dieses starke Acylierungsreagenz kann unter Abspaltung von 2-Hydroxy-4,6-
dimethoxy-1,3,5-triazin 130, z. B. mit einem Amin, zum Amid reagieren. Analog

reagieren Carbonsauren zu Anhydriden und Alkohole zu Estern.[®® 6971l

PN

Cl ® NR, o~ >R

N)\N

127

PN —
)\
\O N O/

)\ e N)\N

\Ak/

128

“R
N
H

O

_+R-COOH
- HNR,CI

NN

R’

M
P
o N o~

129

+R""-NH,

OH

W*\”
)\ )\
\O N O/

130

Abbildung 54: Vermuteter Kopplungsmechanismus bei der Verwendung von CDMT 127
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Chlortripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyCloP) 133:

Ebenso wie CDMT 127 ist auch Chlortripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
(PyCloP) 133 ein im Bereich der Peptidchemie oft verwendetes Kopplungsreagenz.

PyCloP 133 lasst sich in zwei Stufen ausgehend von Pyrrolidin 131 darstellen.

H . . 0o
N Triethylamin/ I
Phosphorylchlorid_ N—P—N
Benzolp.a. | V 41

131 132

Dazu wird im ersten Schritt Pyrrolidin 131 in benzolischer Lésung mit Triethylamin

und Phoshorylchlorid zu Tripyrrolidinophosphinoxid 132 umgesetzt (Ausbeute: 24 %),

O
I _ ®|
N—P—N 1. Phosphorylchlorid/ N—P—N
| Dichlormethan _ |
N 2. Kaliumhexafluorophosphat/ N V 42
§ 7 Wasser § 7

132 133

bevor im zweiten Schritt PyCloP 133 durch Reaktion von Phosphorylchlorid und

Kaliumhexafluorophosphat erhalten wird (Ausbeute: 42 %).

Betrachtet man den mdéglichen Kopplungsmechanismus bei der Verwendung von
PyCloP 133 als Kopplungsreagenz, so wird angenommen, dass die Carbonsaure
zunéchst unter Anwesenheit der Base Diisopropylethylamin (DIEA) deprotoniert wird
und dann mit PyCloP 133 ein (Acyloxy)phosphoniumsalz bildet. Allerdings konnten
J. Coste, E. Frerot und J. Jouin'" dieses Intermediat nur bei sterisch gehinderten
2,4,6-Trimethylbenzoesduren nachweisen. Allgemein werden direkt das Tripyrro-

lidinophosphinoxid 132 und die aktivierte S&ure als Anhydrid vorliegend gebildet.
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Nun kann ein Amin nucleophil an eine der Carbonylfunktionen des Saureanhydrids
angreifen und es wird unter der Rickbildung eines Saduremolekiils das gewlinschte
Amid erhalten.[®°!

0
0 ® © R%
PF
2R4< + CI—P N<:’ ® __*2DEA 0O + O=P N<:’
-2 DIEAH®
OH 3 e R 3

A o)
133 - PFe 132

‘20 _tHANR R% + R%

Abbildung 55: Vermuteter Kopplungsmechanismus bei der Verwendung von PyCloP 133
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3.2.3.7 Kopplungsvorversuche

Um einen geeigneten Sensibilisator mit dem Caged Compound koppeln zu kénnen
verfolgen wir zwei Mdglichkeiten. Eine Méglichkeit stellt dabei die direkte Kopplung

beider Verbindungen mit Hilfe eines Linkers dar.

Caged Comp.

Linker

Hierbei ist es von Wichtigkeit, dass sowohl das Caged Compound als auch der
Sensibilisator zur Kopplung geeignete funktionelle Gruppen besitzen. Ein Beispiel fur
einen solchen Fall wéare die Synthese eines Bichromophors 134 aus einem Carbon-
saurederivat mit 4-Aminobenzophenon 93 als Sensibilisator, in der die entstehende

Amid-Bindung den Linker darstellt.

e
I X

HN
NO,

134
Die Kopplung kann auf3erdem wie bereits oben erwahnt unter Verwendung von

Kopplungsreagenzien aus der Peptidchemie, wie z.B. DCC 121, PyCloP 133 und
CDMT 127, erfolgen.
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N A

121 133 127

Cl cl
N=C=N |
ok L
I NN

Um herauszufinden, welche Reaktionsbedingungen zur Synthese von Bichromo-
phoren erforderlich sind, werden Modelstudien zur Kopplung von Aminen mit Caged

Compounds durchgefihrt.

Caged Compound + Amin Kopplungsreagenz > Bichromophor

Fur diese Voruntersuchungen werden als Amine Anilin 135 bzw. Benzylamin 136 und
als Caged Compounds die Verbindungen 137, 105 und 112 verwendet.

NH
O/ 2 [ j NH,
135 136
HOOC NO, HOOC NO, HOOC NO,

137 105 112 o

Weiterhin soll auch versucht werden Bichromophore durch Aktivierung der Carbon-
saurefunktion des Caged Compound in Form eines Saurechlorids und an-

schlielender Kopplung mit einem Amin zu erhalten.
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3.2.3.7.1 Synthesen

3.2.3.7.1.1 Synthese von 3-Nitro-N-phenylbenzamid 138

3-Nitro-N-phenyl-benzamid 138 wird unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss durch
eine 24-stindige Reaktion von 3-Nitrobenzoesdure 137, Anilin 135, CDMT 127, N-
Methylmorpholin und DMAP 124 in trockenem Dichlormethan bei Raumtemperatur

dargestellt. Die Ausbeute dieser Kopplung betragt 55 %.

HOOC NO, NH,
fj + (j
137 135

CDMT,| N-Methylmorpholin,
DMAP| Dichlormethan V 43

@)
)‘\O/NOZ
N
H
138

Nach der Synthese von Verbindung 138 unter Verwendung von CDMT 127, wurde
versucht diese auch mittels des Kopplungsreagenzes PyCloP 133 analog V 43 dar-
zustellen. Das gewunschte Produkt konnte dabei in einer Ausbeute von 20 % er-

halten werden.
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HOOC NO, NH,
fj + (j
137 135

PyCloP, |pi
YCIoP: | Dichlormethan V 44

@)
)‘\O/NOZ
N
H
138

3.2.3.7.1.2 Synthese von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid
139

Die Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid 139 erfolgt analog
der Synthese von Verbindung 138 und liefert das gekoppelte Amid in einer Ausbeute

von 98 %.
HOOC NO, NH,
+
\QZ/OY O/

112 o) 135
CDMT, |N-Methylmorpholin,
DMAP Dichlormethan V 45

O\ O
NO
N 2
H
)‘\@/o
139 Y
0
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Fuhrt man die oben beschriebene Reaktion mit PyCloP 133 als Kopplungsreagenz
analog zu V 45 durch, so erhalt man das gewiinschte Produkt 139 ebenfalls in einer V 46

guten Ausbeute von 88 %.

Alternativ ist es allerdings auch moéglich Verbindung 139 durch Aktivierung von 4-
(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesaure 112 mittels Thionylchlorid (Ausbeute: 93 %)

HOOC NO,
\OZ/OY

112 o

Pyridin| Thionylchlorid V 47

NO,

he

140 O

Cl

und anschlieBender Reaktion, in Anlehnung an eine Vorschrift von P. Metz und

C. Mues!™ mit Anilin 135 in Pyridin zu erhalten. Die Ausbeute liegt nach vollstandiger

Aufreinigung bei 42 %.
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0]
N02 NH2
Cl
+
OY
140 O 135
Pyridin | Dichlormethan V 48

O\ O
NO
N 2
H
)‘\@/O
139 Y
0

Alternativ kann das frische S&urechlorid auch mit Anilin 135 in Tetrachlorkohlenstoff
umsetzt werden. Im Vergleich zur vorherigen Reaktion kann dabei die Ausbeute an

gewinschtem Amid von 42 % auf 98 % gesteigert werden.

(0]
NO, NH,
Cl
+
OY
140 0] 135
Tetrachlorkohlenstoff V 49

0
NO,
N
H
0
139 Y
0
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Neben der Kopplung mittels der Reagenzien PyCloP 133 bzw. CDMT 127 und der
direkten Kopplung des Caged Compounds mit dem Sensibilisator tber ein Saure-
chlorid, wurde auch DCC 121 als Kopplungsreagenz eingesetzt. Jedoch konnten bei
den Reaktionen von Benzylamin 136 bzw. Anilin 135 mit Caged Compound 105
unter Verwendung von DCC 121 als alternatives Kopplungsreagenz und 4-Dimethyl-
aminopyridin (DMAP) 124 als Hilfsbase keine positiven Ergebnisse erzielt werden. Es
war bei allen Reaktionen nicht moéglich, das Produkt sauber zu erhalten. Auch die
Umsetzung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoeséaure 112 bzw 3-Nitrobenzoesédure
137 mit Hilfe von DCC 121 zeigte keinen erfolgreichen Umsatz zum gewiinschten

Bichromophor.

3.2.3.7.2 Ergebnisse der Kopplungsvorversuche

Wie bereits im oberen Teil dieser Arbeit erwahnt, ist es das Ziel Bichromophore,
bestehend aus einem Caged Compound und einem Sensibilisator, zu designen. Da
es sich bei den synthetisierten Verbindungen um Carbonséuren handelt, liegt es
daher nahe die Sensibilisatoren Gber eine Amid-Bindung anzuh&ngen. Aus diesem
Grund wurde in ersten Voruntersuchungen versucht die fir solche Kopplungen not-
wendigen Reaktionsbedingungen zu ermitteln. Dazu wurden Modellstudien zur
Kopplung der Amine 135 und 136 mit den Caged Compounds 137, 105 und 112
durchgefuhrt.

Kopplungsreagenz :
Caged Compound + Anilin (A) bzw. PPUTEsTEed > Bichromophor

Benzylamin (B)
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DCC | CDMT | PyCloP | Thionylchlorid
HOOC NO,
\O/ 0% | 55% | 22%
A) | (A (A)
137
HOOC NO,
0%
COOH
(B)
105
HOOC NO,
\Oi/o 0% | 98% | 88% | 42 % bzw.
Y| ®|w | w | see
112 o

Tabelle 1: Ausbeuten der Kopplungs-Vorversuche

Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, konnten die gewinschten Produkte unter Ver-
wendung der Kopplungsreagenzien CDMT 127 und PyCloP 133 in guten und sehr
guten Ausbeuten erhalten werden. Dabei wurden bei den Voruntersuchungen fir die
Kopplung der 3-Nitrobenzoesdure 137 mit Anilin 135 als Sensibilisatormodell
Ausbeuten von 55 % (CDMT 127) und 20 % (PyCloP 133) erzielt. Die Kopplung der
4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesdure 112 mit Anilin 135 lieferte sehr gute Ergeb-
nisse mit Ausbeuten von 98 % fur CDMT 127 und 88 % fur PyCloP 133. Die direkte
Aktivierung der Carbonsaure-Funktion mit z.B. Thionylchlorid ergab Ausbeuten von
42 bzw. 98 % je nach Durchfiihrung und stellt somit eine gute Alternative zu den aus
der Peptidchemie bekannten Reagenzien dar. Reaktionen mit DCC 121 als
mdgliches Kopplungsreagenz fuhrten allerdings selbst unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen, wie z. B. Variation in den aquimolaren Verhaltnissen der
eingesetzten Edukte oder der Reaktionszeit, nicht zu guten Resultaten, da fur alle
drei Caged Compound-Modelle der gewinschte Bichromophor nicht rein isoliert
werden konnte. Eine Aufreinigung der Rohprodukte und eine Abtrennung des DCC’s

121 erwiesen sich dabei leider als nicht méglich.

Somit kann nach diesen Modellstudien DCC 121 auf Grund seiner schlechten
Resultate als mogliches Kopplungsreagenz fir unsere weiteren Arbeiten aus-
geschlossen werden. Mit CDMT 127, PyCloP 133 und der Reaktion Uber ein Saure-
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chlorid sind hingegen potentielle Kopplungsvarianten fur die Synthese der Bichromo-

phore denkbar.

3.2.3.8 Sensibilisierte Bestrahlung

3.2.3.8.1 Screening potentieller Sensibilisatoren

Nach Berucksichtigung der in Kapitel 3.2.3.3 aufgefiihrten Kriterien werden die sich
daraus fir uns als interessant ergebenen potentiellen Sensibilisatoren 4-Amino-
benzophenon 93, Xanthon 94 und Thioxanthon 95 auf ihre Effizienz als Triplett-
Sensibilisator fir die Sensibilisierung verschiedener o-Nitrobenzylderivate hin unter-
sucht. Dazu werden sie zunachst mit 2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 als
allgemeines Modell fir Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4 vermessen, da
es bei dieser Verbindung mdéglich ist sowohl ihren photochemischen Abbau als auch

die Bildung der dabei frei werdenden Benzoesdure mittels HPLC direkt zu verfolgen.

93 94 95

: :NOQ :
O
0
120

Fur die Untersuchung des Photoabbaus (genaue Durchfihrungsbeschreibung: siehe
Experimentalteil) und der damit verbundenen Sensibilisatoreffizienz werden zuerst
eine Stammlésung des reinen Caged Compound und eine Stammldésung des zu

untersuchenden Caged Compound/Sensibilisator-Gemisches angesetzt.
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AnschlieRend wird von diesen jeweils eine luftgesattigte und eine durch Stickstoff
entgaste Probe in einer Grantzel-Apparatur bestrahlt (siehe Abbildung im Experi-
mentalteil). Bei der verwendeten Grantzel-Apparatur handelt es sich um einen 25 cm
langen Zylinder, in dessen Wand sich zwei stabférmige Quecksilberniederdruck-
lampen mit einer Hauptemission von A = 254 nm befinden. Durch Einsetzen von
FluoreszenZfiltern ist es mdglich die Bestrahlungswellenlédnge auf 320, 350 oder 410
nm zu &ndern. Durch einen speziellen sich in dem Zylinder drehenden Kuvettenhalter

kénnen vier Proben gleichzeitig bestrahlt werden.

Die Bestrahlung der zu untersuchenden Proben, wird in definierten Zeitintervallen
unterbrochen, um den Umsatz an Caged Compound durch Detektion bei 250 nm
mittels HPLC zu kontrollieren. Um eine genaue Aussage Uber die Wirksamkeit des
Sensibilisators machen zu kénnen, wird im Anschluss an die Messung die relative
Reaktionsgeschwindigkeit zu Beginn der Bestrahlung fur jede Probe bestimmt. Dazu
werden die fir jede Probe erhaltenen Messdaten graphisch aufgetragen und ent-

sprechend linear oder mono-exponentiell angepasst.
Zur Berechnung dieser relativen Geschwindigkeit bendtigt man die Steigung der
angepassten Kurven zu Beginn der Bestrahlung. Diese lasst sich bei einem mono-

exponentiellen Fit wie folgt berechnen:

Nach Gleichung (11) gilt fir einen mono-exponentiellen Fit:

t

)=y, +4, e’ (11)

Leitet man Gleichung (11) ab, so erhalt man fiir die Ableitung Gleichung (12):

W (12

Um nun die relative Reaktionsgeschwindigkeit berechnen zu kénnen, wird die

Reaktion zum Zeitpunkt t = 0 s betrachtet.
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Setzt man in Gleichung (12) t = 0, so erhalt man Gleichung (13) und somit die

Steigung m der Fitkurve aus den angepassten Werten fur A; und t4:

FO=-2=m (13)

1

Betrachtet man einen linearen Fit der erhaltenen Messdaten, so erhdlt man die

Geradengleichung (14):
f(x)=mx+b (14)
aus deren Ableitung man direkt die Steigung m erhélt. Es gilt fir die erste Ableitung:
fx)=m (15)
Die fiur die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeiten notwendigen Messdaten
sowie die fur die Messungen verwendeten HPLC-Einstellungen sind im Experi-
mentalteil ausfuhrlich beschrieben.
Weiterhin wird neben den relativen anfanglichen Reaktionsgeschwindigkeiten die

Absorbanz der einzelnen vermessenen Caged Compound/Sensibilisator-Mischungen

berechnet. Diese ergibt sich nach Gleichung (16) aus:

A=1g170=(81'01+82'6‘2)'d (16)
mit g Extinktionskoeffizient des Caged Compound fiir die verwendete Bestrahlungs-
wellenldnge
€ Extinktionskoeffizient des Sensibiliators furr die verwendete Bestrahlungswellenlange
Cq: Konzentration des Caged Compound in der Mischung
Cy: Konzentration des Sensibilisators in der Mischung
d: Schichtdicke der verwendeten Kivetten d=1 cm

Die verwendeten Extinktionskoeffizienten werden dazu den von den einzelnen

Substanzen gemessenen UV-Vis-Spektren entnommen.
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Mdéchte man die Menge an vom Caged Compound in der Mischung absorbierten
Photonen im Vergleich zu der vom Caged Compound absorbierten Photonenmenge

in der reinen Caged Compound-L&sung berechnen, so gilt:
]0
logTZACC =g ¢ d (17)

und IS +I1=1, (18)

abs

L&st man nun Gleichung (18) nach | hin auf und setzt den fir | erhaltenden Term in

Gleichung (17) ein, so erhalt man Gleichung (19).

— 0 —gcd (19)

Daraus ergibt sich ein |l fUr die reine Caged Compound-L&sung von:

Jec 1054 —1

=Ly =1y (12107 (20)

abs

Fur die Mischung ergibt sich analog ein |45 nach Gleichung (21) von:

M
IabS

— ]0 . [1 _ 10—(£|-c| -d+£2-cz-d)] (21 )
und fur das Caged Compound in der Mischung ergibt sich ein Iz von:

cCinM _ —(&)-¢;-d+ey-cy-d) & ¢
]abs _10[1_10 H 1 ]

(22)

& -cté

Analog Gleichung (22) kann auch lgs fur den Sensibilisator in der Mischung

berechnet werden. Es gilt Gleichung (23):

[SinM — ]0 .[1_10’(51'01‘d+52'02‘d)]. 82 'CZ

abs

(23)

& cté&,-0
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Dividiert man nun Gleichung (22) durch Gleichung (20), so erhalt man mit Gleichung
(24) die Menge an vom Caged Compound in der Mischung absorbierten Photonen
bezogen auf die Menge vom Caged Compound in der reinen L6sung absorbierten

Photonenmenge:

10[1_10—(£]-cl-d+£2-cz-d)]. 81 'C]
81 'C] +€2 '02

= 24
IS5 I,(1=107) 4

abs

CCinM
Iabs

Moéchte man die Menge der absorbierten Photonen in der Mischung im Vergleich zur
absorbierten Photonenzahl in der reinen Caged Compound-L&ésung berechnen, so
dividiert man Gleichung (21) durch Gleichung (20) und erhailt:

L Iy -[1=10 e (25)
I I,-(1-107)

abs

AbschlielRend gilt analog Gleichung (24) fir den Sensibilisator in der Mischung:

1 _[1_10—(£|-cl-d+£2-cz-d)]_ 82 'CZ
0

IjbinM _ £ °C +¢&, ¢ (26)
IS5 I,-(1-107)

3.2.3.8.1.1 Untersuchung von 4-Aminobenzophenon 93

Als erste nach den Auswahlkriterien theoretisch als potentieller Sensibilisator in
Frage kommende Verbindung wird 4-Aminobenzophenon 93 untersucht. Dazu
werden die entgasten und sauerstoffgeséattigten Proben der reinen Caged
Compound-Lésung und die des Caged Compound/4-Aminobenzophenon (4-AB) 93-
Gemisches bei einer Wellenlange von 320 nm bestrahlt. Diese Bestrahlungs-
wellenlange wird nach Aufnahme von UV/Vis-Spektren von 4-Aminobenzophenon 93
(Abbildung 56) und 2-NB-Benzoat 120 (Abbildung 57) ausgewahlt, da 4-Amino-
benzophenon 93 mit einem gmax von 5086 I/(mol*cm) und auch 2-NB-Benzoat 120 mit

einem ¢ von 196 I/(mol*cm) bei dieser Wellenldange eine Absorption zeigen. Die

M 1
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Absorbanz der Caged Compound/Sensibilisator-Mischung liefert bei einer Be-
strahlungswellenlange von 320 nm einen Wert von A = 20.35. Dies bedeutet, dass

die eingestrahlten Photonen von der Mischung vollstdndig absorbiert werden.

5000

4000

3000 -

2000

1000 +

Extinktionskoeffizient/[l/(mol*cm)]

T T T T T T T 1
250 300 350 400 450
Wellenlange/nm

Abbildung 56: UV/Vis-Spektrum von 4-Aminobenzophenon 93 in Acetonitril (¢ = 0.31 mmol/l)
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Abbildung 57: UV/Vis-Spektrum von 2-NB-Benzoat 120 in Acetonitril (c = 0.78 mmol/l)

Nach einer Bestrahlungszeit von 240 min ergibt sich fur die vier vermessenen Proben
durch Auftragung der detektieren Peakflache gegen die Zeit und anschlielendem Fit

folgender Graph:
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2-N
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Abbildung 58: Photoabbau von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung von

4-Aminobenzophenon 93 bei 320 nm in Acetonitril

An dieser Stelle soll ausfuhrlich anhand des entgasten 2-NB-Benzoat 120 auf die
Berechnung der relativen Reaktionsgeschwindigkeit aus der Steigung der mono-
exponentiellen Fitkurve eingegangen werden. Verwendete Werte kénnen dabei dem

Experimentalteil entnommen werden.

Die Probe wird zu Beginn der Bestrahlung mittels HPLC getrennt und diese
Trennung UV-spektroskopisch verfolgt. Fur den Peak, der dem Caged Compound
zugeordnet wird, ergibt sich eine Flache von 627 mAU*s, welche der eingesetzten
Konzentration von 2.6*10° mol/l gleichgesetzt werden kann. Daraus ergibt sich fur
1 mAU*s eine Konzentration von 4.15*10° mol/l. Berechnet man nach Gleichung (13)
die Steigung m der Kurve aus den Parametern des mono-exponentiellen Fits A1 und
t1, so erhdlt man fir den Startzeitpunkt der Reaktion einen Wert von -5.17

mAU*s/min.

1. AU - .
f'(O)z—66 68 m U Y = 5.17 mAU -s/min
127.92 min

Setzt man nun die zuvor fir 1 mAU*s berechnete Konzentration von 4.15*10° mol/l
ein und rechnet auf mol/l*s um, so erhalt man einen Wert von -3.58*107 mol/l*s.

Dieser entspricht nach Gleichung (27)
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__dlE]
V= ” (27)

einer relativen Reaktionsgeschwindigkeit fur den Photoabbau von 2-NB-Benzoat
(entgast) 120 von 3.58*10” mol/I*s.

Berechnet man die relative Reaktionsgeschwindigkeit fir einen linearen Reaktions-
verlauf, so kann man den uUber die Peakflache und Konzentration berechneten Wert

fir 1 mAU*s direkt in die aus dem Fit erhaltene Steigung m einsetzen.

Die durch die einzelnen Fits der Kurven erhaltenen Werte sowie die daraus
berechneten relativen Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen Proben dieser

ersten Messung kénnen Tabelle 2 enthommen werden.

Yo A, t4 f(0) v
[mMAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/l*s]
2-NB-Benzoat, 8
-24.88 | 661.68 | 127.92 -5.17 35.8*10°
entgast
2-NB-Benzoat+4-AB, 8
/ / / -0.71 4.86*10°
entgast
2-NB-Benzoat 3.76 611.34 | 101.39 -6.03 42.6*10°
2-NB-Benzoat+4-AB / / / -1.11 7.57%10°®

Tabelle 2: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung

von 4-Aminobezophenon 93 bei 320 nm in Acetonitril

E f'(0) wird nach Gleichung (13) aus den Parametern des mono-exponentiellen Fits A1 und t; berechnet. Wenn keine Werte yo,

A und t;in den Tabellen angegeben sind, wurde ein linearer Fit verwandt und f'(0) aus dem linearen Fit enthommen.

Betrachtet man den fiir eine Bestrahlung bei 320 nm erhaltenen Graphen, so ist zu
erkennen, dass bei allen Reaktionen ein photochemischer Abbau des 2-NB-
Benzoates 120 stattgefunden hat. Jedoch ist deutlich zu erkennen, dass in Gegen-
wart des 4-Aminobenzophenons 93 sowohl in der entgasten als auch in der luft-
gesattigten Lésung ein weitaus schlechterer Abbau des Caged Compounds zu ver-

zeichnen ist, denn mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von 35.0*10®mol/l*s I&uft der
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Photoabbau der entgasten reinen 2-NB-Benzoat 120-Lésung rund siebenmal so
schnell ab wie die entsprechende Reaktion der entgasten 2-NB-Benzoat 120/4-AB
93-Lésung. Vergleicht man die beiden luftgeséattigten Losungen miteinander, so ist
der Photoabbau in der reinen Caged Compound-L&sung etwa sechsmal so schnell.
Berechnet man den Anteil der vom Caged Compound 120 in der Mischung
absorbierten Photonen im Vergleich zu der in der reinen Caged Compound-Lésung
absorbierten Photonenmenge nach Gleichung (24), so werden in der Mischung mit
einem Wert von 0.04 nur noch 4 % der eingestrahlten Photonen vom Caged
Compound selber absorbiert. Da nach Gleichung (25) in der Mischung allerdings
145 % an Photonen im Vergleich zu den 100 % in der reinen Caged Compound-
Lésung absorbiert werden, muss der Sensibilisator die restlichen 141 % der einge-
strahlten Photonen absorbieren. Daraus folgt, dass bei einer vollstédndigen Energie-
Ubertragung von Seiten des 4-AB 93 auf 2-NB-Benzoat 120 eine Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit um das anderhalbfache zu erwarten wére. Findet keine
Energietbertragung statt, so sollte eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit auf
4 % beobachtet werden. Dies ist nicht der Fall, denn die gemessenen Geschwindig-
keiten fir den Photoabbau des 2-NB-Benzoats 120 sind in der entgasten Mischung
etwa dreimal und in der luftgeséattigten Mischung rund viermal so hoch wie der be-
rechnete Wert von 4 %. Dies bedeutet, dass 4-AB 93 zwar einen sehr starken
inneren Filtereffekt aufweist, aber einen geringen Teil an Energie auf das Caged
Compound 120 uUbertragt. Somit besitzt 4-AB 93 zwar eine sensibilisierende Wirkung,
allerdings ist sein innerer Filtereffekt gro® verglichen mit der Ubertragenden
Energiemenge, so dass trotzdem eine Abnahme der relativen Reaktionsgeschwindig-
keiten in der Mischung zu beobachten und keine effektive Sensibilisierung zu ver-

zeichnen ist.

Zum Vergleich wird mit den angesetzten Stammldésungen eine zweite Messung mit
einer Bestrahlung durch Licht der Wellenldnge 350 nm durchgefihrt. Die fur die
Caged Compound/Sensibilisator-Mischung bei einer Bestrahlungswellenldnge von
350 nm berechnete Absorbanz hat einen Wert von A = 5.90. Dem zu folge werden
auch bei dieser Bestrahlungswellenldnge die eingestrahlten Photonen von der

Mischung vollstandig absorbiert.

M2
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Nach einer Bestrahlungszeit von 300 min wird folgender Graph erhalten:
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Abbildung 59: Photoabbau von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung von

4-Aminobenzophenon 93 bei 350 nm in Acetonitril

Die durch die einzelnen linearen Fits erhaltenen Werte sowie die daraus berechneten
relativen Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die einzelnen Proben kénnen nachstehen-

der Tabelle entnommen werden.

Yo A1 t1 f,(())’r \"
[mAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mMAU*s/min] | [mol/I*s]
2-NB-Benzoat, 8
/ / / -0.71 5.01*10°
entgast
2-NB-Benzoat+4-AB, 8
/ / / 0.06 0.40*10°
entgast
2-NB-Benzoat / / / -0.73 5.21%10°
2-NB-Benzoat+4-AB / / / -0.17 1.12*10°®

Tabelle 3: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung von 4-

Aminobenzophenon 93 bei 350 nm in Acetonitril

Auch bei einer eingestrahlten Wellenldange von 350 nm ist keine effektive sen-
sibilisierende Wirkung des 4-Aminobenzophenons 93 zu beobachten. Betrachtet man

die Reaktionsgeschwindigkeit fiir den Photoabbau des Caged Compounds 120 in der
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entgasten Mischung, so ist sogar im Rahmen der Messungenauigkeiten bei der
eingestrahlten Wellenldnge fur das gemessene Zeitintervall kein Photoabbau zu be-
obachten. Wohingegen in der reinen Caged Compound-Lésung der direkte photo-
chemische Abbau mit einer Geschwindigkeit von 5.01*10® mol/l*s gemessen werden
konnte. Betrachtet man die Reaktion der luftgesattigten 2-NB-Benzoat 120-Lésung,
so lauft diese mit einer relativen Geschwindigkeit von 5.21*10°® mol/l*s etwa funfmal
so schnell ab wie die der luftgeséattigten 2-NB-Benzoat 120/ 4-AB 93-Ldsung.
Berechnet man auch fur diese Bestrahlungswellenldnge den Anteil der vom Caged
Compound in der Mischung absorbierten Photonen im Vergleich zu der in der reinen
Caged Compound-Lésung absorbierten Photonenmenge, so absorbiert das Caged
Compound nach Gleichung (24) in der Mischung nur rund 10 % der Photonen.
Berechnet man die absorbierte Photonenmenge der ganzen Mischung so betragt
diese 227 % im Vergleich zu der absorbierten Photonenmenge in der reinen Caged
Compound-L6ésung. Dies bedeutet, 217 % der eingestrahlten Photonen werden von
4-AB 93 absorbiert und bei einer vollstandigen Energielibertragung vom 4-AB 93 aus
wirde der Photoabbau rund zweimal so schnell erfolgen wie in der reinen Caged
Compound-Lésung. Betrachtet man nun die aus den Messungen erhaltenen
Graphen, so ist im ersten Augenblick auch bei dieser Wellenldnge davon auszu-
gehen, dass keine Energie vom 4-AB 93 auf 2-NB-Benzoat 120 Ubertragen wird und
nur die etwa 10 % Photonen vom Caged Compound 120 absorbiert werden.
Betrachtet man aber die fur die luftgeséttigte Mischung gemessene Geschwindigkeit,
so ist diese etwa doppelt so schnell wie der berechnete Wert fur 10 %. Dies be-
deutet, dass 4-AB 93 auch bei 350 nm etwas Energie Ubertragt und eine geringe
sensibilisierende Wirkung aufweist. Sein innerer Filtereffekt ist allerdings so grofR,
dass trotzdem eine Abnahme der relativen Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt und
keine effektive Sensibilisierung des Photoabbaus des Caged Compound 120
stattfindet.

Vergleicht man abschlielend die relative Reaktionsgeschwindigkeit des Photo-
abbaus des Caged Compound 120 in der reinen entgasten Lésung mit der Ge-
schwindigkeit in der reinen luftgesattigten Lésung, so verlaufen diese mit relativen
Reaktionsgeschwindigkeiten von 35.8*10° mol/l*s (entgast) und 42.6*10° mol/l*s
(luftgesattigt) bei einer Bestrahlungswellenldnge von 320 nm bzw. mit Werten von
5.01*10mol/I*s (entgast) und 5.21*10°® mol/l*s (luftgesattigt) bei 350 nm wie erwartet
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fast gleich schnell ab. Dies ist dadurch zu erklaren, dass die photochemische Abbau-
reaktion von Caged Compounds aus dem angeregten Singulett-Zustand nicht durch
die Gegenwart von Sauerstoff beeinflusst wird und die Reaktion vom angeregten
Triplett-Zustand so schnell erfolgt, dass ein Léschen durch vorhandenen Sauerstoff
nicht effektiv ist. Die Gegenwart von Sauerstoff ist somit fiir einen direkten Photo-
abbau von Caged Compounds in einer Sensibilisatorfreien Lésung nicht von Be-

deutung.
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3.2.3.8.1.2 Untersuchung von Xanthon 94

Zur Untersuchung von Xanthon 94 als mdéglichen Sensibilisator fiir Caged
Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4 wird auch von diesem zur Bestimmung der
moglichen Einstrahlungswellenlédnge und der Absorbanz der Caged Compound/ Sen-
sibilisator-Mischung ein UV/Vis-Spektrum (siehe Abbildung 60) aufgenommen. Wird
die Reaktionsmischung mit einer Wellenldange von 350 nm bestrahlt, so erhélt man
aus den Konzentrationen der Mischungspartner und den aus den UV-Vis-Spektren
ermittelten Extinktionskoeffiziente fur die Absorbanz der Mischung einen Wert von A
= 0.024. Mit A = 0.024 findet in der Mischung nur eine geringe Absorption der

eingestrahlten Photonen statt.
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Abbildung 60: UV/Vis-Spektrum von Xanthon 94 in Acetonitril (c = 0.234 mmol/l)

Analog den vorher gehenden Messungen werden jeweils eine luftgesattigte und eine
entgaste Probe der reinen 2-NB-Benzoat 120-L6sung sowie der 2-NB-Benzoat

120/Xanthon 94-L&sung bestrahlt. Die Bestrahlungswellenlénge betragt 350 nm.

M3
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Nach Auftragung der erhaltenden Messdaten werden die einzelnen Kurven linear

und mono-exponentiell angepasst und man erhalt den dargestellten Graphen:

2-NB-Benzoat, entgast
2-NB-Benzoat + Xanthon, entgast
2-NB-Benzoat

2-NB-Benzoat + Xanthon
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Abbildung 61: Photoabbau von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung
von Xanthon 94 bei 350 nm in Acetonitril

Die durch die einzelnen Fits erhaltenen Werte sowie die daraus berechneten

relativen Reaktionsgeschwindigkeiten kdnnen der Tabelle 4 entnommen werden.

Yo A1 t1 f’(O)* v
[mAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/l*s]
2-NB-Benzoat, 8
/ / / -0.27 0.99*10°
entgast
2-NB-Benzoat+Xanthon, 8
-3.03 83.89 | 69.24 -1.21 4.66*10°
entgast
2-NB-Benzoat / / / -0.29 1.09*10°®
2-NB-Benzoat+Xanthon / / / -0.28 1.08*10°®

Tabelle 4: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung
von Xanthon 94 bei 350 nm in Acetonitril

Berechnet man nach Gleichung (24) den in der Mischung alleine vom Caged
Compound 120 absorbierten Anteil an Photonen relativ zu der in der reinen Caged

Compound-Lésung absorbierten Photonenmenge, so betragt dieser 99 %.
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Berechnet man nach Gleichung (25) die absorbierten Photonen der ganzen
Mischung, so betragt diese 140 %, dass bedeutet es werden in der Mischung 1.4mal
mehr Photonen absorbiert als in der reinen Caged Compound-Lésung. Somit werden
in der Mischung vom Caged Compound 120 fast genau so viele Photonen wie in der
Caged Compound-Lésung ohne Xanthon 94 -Zusatz und vom Xanthon 94 40 %
Photonen absorbiert. Betrachtet man die in dieser Messung erhaltenen Ergebnisse,
so ist zu erkennen, dass mit Xanthon 94 eine gewiinschte Sensibilisierung erfolgt
und der photochemische Abbau von 2-Nitrobenzylbenzoat 120 um den Faktor funf
beschleunigt werden kann. Betrachtet man allerdings die fur die Mischung be-
rechnete Menge an absorbierten Photonen, so sollte man mit einem Wert von 140 %
rein rechnerisch nur eine Steigerung der Geschwindigkeit fur den Photoabbau des
Caged Compound um etwa das anderthalbfache erwarten. Diese zunachst erstaun-
lich grof3e Steigerung kann erklart werden, wenn man Abbildung 62 genauer be-

trachtet.

1 3
NO, NO, NO,
% 6_%>
e S
H H H H H H
5 49 50

(l)@ ?@
@
P4 \OH /N(-EOH
N8 o
51 H 52 X

Abbildung 62: Ausschnitt des Photolysemachanismus

Die Quantenausbeute fiir die Photolyse von 2-NB-Benzoat 120 in Acetonitril ist 0.12,
wie fruhere Messungen zeigten. Dies bedeutet, dass 88 % aller Molekile ohne zu
reagieren in den Grundzustand zuriickkehren. Die anderen 12 % der Molekile
reagieren zum Produkt. Die Reaktion verlduft dabei Gber zwei Kanéle (AK Gilch,
unverdffentlichte Ergebnisse). Zum einen bilden sich die aci-Nitroformen 51 und 52
direkt aus dem Singulett-Zustand und zum anderen findet Inter-System-Crossing

(ISC) statt und die Intermediate bilden sich aus dem Triplett-Zustand.
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Die Bedeutung der beiden Reaktionswege ist nicht bekannt, aber der Einfachheit
halber wollen wir in diesem Modell annehmen, dass sie die gleiche Bedeutung
haben. Wir haben also ausgehend vom angeregten Singulett-Zustand eine 6%ige
Wabhrscheinlichkeit des ISC und eine 6%ige Wahrscheinlichkeit der direkten Produkt-
bildung. Triplett-Zustdnde haben h&ufig Dank ihrer langen Lebensdauer eine hohe
Reaktivitdt und deshalb nehmen wir im Rahmen unseres Modells an, dass die
Reaktion aus dem Triplett-Zustand eine Quantenausbeute von 100 % aufweist. Nutzt
man einen Triplett-Sensibiliator wie Xanthon 94, so ergibt sich folgendes Bild.
Xanthon 94 absorbiert ein Photon, zeigt zu (nahe zu) 100 % ISC, Ubertragt seine
Energie mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit auf das Caged Compound, welches
dann mit fast 100%iger Wahrscheinlichkeit zum Produkt reagiert. Ist die Energie-
Ubertragung effizient, so kann die gesamte Quantenausbeute fur diesen Prozess
nahe 100 % liegen. Der fur die direkte Bestrahlung liegt aber bei 12 %. Photonen, die
vom Sensibilisator absorbiert werden, kénnen also bis zu ca. achtmal effektiver sein
als die vom Caged Compound absorbierten Photonen. Diese Betrachtung zeigt, dass
die beobachtete Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit so verstanden werden
kann, wenn man die verninftige Annahme macht, dass die Quantenausbeute fur die
Reaktion aus dem Triplett-Zustand sehr viel gréRer ist als die fir die Reaktion aus
dem Singulett-Zustand. Allerdings ist eine Sensibilisierung nur dann méglich, wenn
unter Ausschluss von Sauerstoff gearbeitet wird. In luftgesattigter Losung ist unter
den gewdahlten Bedingungen im Rahmen der Messungenauigkeiten fast keine
Anderung der relativen Reaktionsgeschwindigkeit fur die Schutzgruppenabspaltung
zu beobachten. Dies ist dadurch zu erklaren, dass Sauerstoff den Triplett-Zustand
des Xanthons 94 effektiv 16schen kann. Dies bedeutet, der Triplett-Zustand des
Xanthons 94 Ubertrdgt seine Energie auf den Sauerstoff anstatt auf die o-Nitro-
benzyl-Schutzgruppe. Aufgrund dieses Konkurrenzprozesses wird daher weniger
oder fast keine Energie auf die o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe lbertragen und diese
reagiert nur noch durch die direkte (nicht-sensibilisierte) Aufnahme der Lichtenergie.
Da Xanthon 94 nun einen Teil der Photonen abféangt und somit als Filter wirkt,
empfangt das Caged Compound weniger Photonen, namlich 99 % als bei
Abwesenheit von Xanthon 94. Somit kommt es zu einer etwas langsameren

Reaktion.l’4
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3.2.3.8.1.3 Untersuchung von Thioxanthon 95

Zur Untersuchung von Thioxanthon 95 als mdglichen Sensibilisator werden auch von
diesem und von 2-NB-Benzoat 120 zur Bestimmung der méglichen Einstrahlungs-
wellenlange und der Absorbanz der Mischung UV/Vis-Spektren (siehe Abbildung 63
und 64) in Methanol als Lésungsmittel aufgenommen. Dabei ergibt sich nach Be-
rechnung fir die Caged Compound/Sensibilisator-Mischung eine Absorbanz von

A = 5.39*10" fur eine Bestrahlungswellenlédnge von 410 nm.
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Abbildung 63: UV/Vis-Spektrum von Thioxanthon 95 in Methanol (¢ = 0.26 mmol/l)
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Abbildung 64: UV/Vis-Spektrum von 2-NBB 120 in Methanol (¢ = 0.210 mmol/l)
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AnschlieRend werden analog den vorherigen Messungen jeweils eine luftgesattigte
und eine entgaste Probe der reinen 2-NB-Benzoat 120-Lésung sowie der 2-NB-
Benzoat 120/Thioxanthon 95-L&sung bei einer Wellenldnge von 410 m bestrahlt.

Nach Auftragung der erhaltenden Messdaten werden die einzelnen Kurven linear

und mono-exponentiell angepasst und man erhalt den unten dargestellten Graphen:
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2-NB-Benzoat + Thioxanthon entgast
2-NB-Benzoat

20 2-NB-Benzoat + Thioxanthon
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Abbildung 65: Photoabbau von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 410 nm in Methanol

Die durch die einzelnen Fits erhaltenen Werte sowie die daraus berechneten

relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sind in nachstehender Tabelle aufgefiihrt:

Yo A, ty f(0) v
[mAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/l*s]
2-NB-Benzoat, 9
/ / / -0,06 1.76*10°
entgast
2-NB-Benzoat+Thioxanthon, 9
217 43.76 | 20.59 -2.13 65.710°
entgast
2-NB-Benzoat / / / 0.1 2.93*10°
2-NB-Benzoat+Thioxanthon / / / -0.03 0.93*10°

Tabelle 5: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 410 nm in Methanol
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Betrachtet man die in dieser Messung erhaltenen Ergebnisse, so ist zu erkennen,
dass mit Thioxanthon 95 im Vergleich zum Xanthon 94 ein noch schnellerer photo-
chemischer Abbau des 2-Nitrobenzylbenzoat 120 erfolgt. Unter Verwendung von
Thioxanthon 95 kann das Caged Compound mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von
65.7*10°mol/lI*s sogar 40mal schneller abgebaut werden als dies bei einer direkten,
also nicht-sensibilisierten Bestrahlung (1.76*10°mol/l*s) méglich ist. Allerdings findet
auch hier nur eine Sensibilisierung unter Ausschluss von Sauerstoff statt. Auch bei
Verwendung von Thioxanthon 95 in luftgesattigter L6sung ist auf grund des inneren
Filtereffektes des Sensibilisators eine Verlangsamung der Schutzgruppenabspaltung
zu beobachten. Berechnet man wie viele Photonen vom Caged Compound in der
Mischung im Vergleich zu der Photonenmenge in der reinen Caged Compound-
Lésung absorbiert werden, so sind nach Gleichung (24) 99 %. Berechnet man
anschlielend die Menge aller in der Mischung absorbierten Photonen nach
Gleichung (25), so erhalt man einen Wert von 15.4. Das heif’t, 1540 % an Photonen
werden im Vergleich zur reinen Caged Compound-Lésung absorbiert. Somit Iasst
sich fur die in der Mischung vom Thioxanthon 95 absorbierten Photonen ein Wert von
1441 % berechnen. Aus diesen Rechnungen ergibt sich, dass bei einer vollstdndigen
Energietbertragung des Thioxanthons 95 und der Annahme, dass ®s = @y ist, der
photochemische Abbau des 2-NB-Benzoates 120 rund 15mal schneller ablauft als
ohne Sensibilisator. Vergleicht man diesen berechneten Wert mit dem in unseren
Messungen erhaltenen Wert, namlich einer Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit
um das 40fache, so kann man davon ausgehen, dass auch Thioxanthon 95 bei einer
Bestrahlungswellenlange von 410 nm Energie auf den zu 100 % weiterreagierenden,
hoch reaktiven Triplett-Zustand des Caged Compounds 120 Ubertragt. Eine Steiger-
ung der Gesamtquantenausbeute des photochemischen Caged Compound-Abbaus

und somit eine Steigerung dessen relativen Reaktionsgeschwindigkeit ist die Folge.

Zum Vergleich wird mit den angesetzten Stammlésungen noch eine zweite Messung
durch Bestrahlung mit Licht einer Wellenldnge von 350 nm durchgefiihrt, da beide
Verbindungen bei dieser Wellenlange eine starkere Absorption aufweisen. Die
Absorbanz fir diese Einstrahlungswellenldnge betragt fir das Reaktionsgemisch A =
0.017 und ist somit rund dreimal so hoch wie bei einer Bestrahlungswellenl&nge von
410 nm.

M5
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Nach einer Bestrahlungszeit von nur 30 min kann bei dieser Messung ein fast

vollstandiger Abbau des 2-Nitrobenzylbenzoat 120 beobachtet werden.
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Abbildung 66: Photoabbau von 120 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 350 nm in Methanol

Die durch die einzelnen linearen bzw. mono-exponentiellen Fits erhaltenen Werte
sowie die daraus berechneten relativen Reaktionsgeschwindigkeiten fur eine Be-

strahlung bei 350 nm sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt:

Yo A1 t f'(O) \"
[mMAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mMAU*s/min] | [mol/lI*s]
2-NB-Benzoat, 9
/ / / 0.09 -2.61*10°
entgast
2-NB-Benzoat+Thioxanthon, 9
13.04 33.77 | 4.64 -7.28 224*10
entgast
2-NB-Benzoat / / / -0.13 3.77*10°
2-NB-Benzoat+Thioxanthon / / / -0.08 2.41%107°

Tabelle 6: Messdaten des Photoabbaus von 120 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 350 nm in Methanol
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Vergleicht man die in der Tabelle aufgefihrten Werte mit denen aus der vorherigen
Messung (Einstrahlungswellenlédnge: 410 nm), so ist zu erkennen, dass bei einer Be-
strahlung durch Licht mit einer Wellenlange von 350 nm eine noch deutlichere Stei-
gerung der Reaktionsgeschwindigkeit méglich ist. Dies ist wahrscheinlich darauf
zuriick zu fuhren, dass beide Verbindungen bei 350 nm eine gréRere Absorption als
bei 410 nm aufweisen (siehe UV-Vis-Spektren). Die Sensibilisierung erfolgt dabei in
der entgasten Mischung mit einer Geschwindigkeit von 224*10° mol/I*s rund 85mal
so schnell wie die Reaktion ohne Sensibilisatorzusatz und es werden nur noch etwa
30 Minuten bendétigt, bis ein vollstandiger photochemischer Abbau des Caged
Compound 120 erfolgt ist. Vergleicht man die gemessene Geschwindigkeit fir den
Photoabbau des 2-NB-Benzoat 120 in Gegenwart von Thioxanthon 95 bei 410 nm
mit der gemessenen Geschwindigkeit des Abbaus bei 350 nm, so erfolgt der Abbau
bei 350 nm rund dreieinhalbmal so schnell. Weiterhin ist auch wie beim Xanthon 94
zu beobachten, dass in Gegenwart von Thioxanthon 95 als Sensibilisator in der luft-
gesattigten Lésung eine Verlangsamung der Schutzgruppenabspaltung als Folge des
inneren Filtereffektes des Sensibilisators stattfindet. Nach Gleichung (24) kann fir die
Bestrahlungswellenldnge von 350 nm mit 98 % eine fast vollstdndige Absorption der
eingestrahlten Photonen durch das Caged Compound in der Mischung verglichen mit
der absorbierten Photonenmenge in der reinen Caged Compound-Lésung be-
obachtet werden. Die gesamte Menge an absorbierten Photonen in der Mischung
berechnet sich zu 1118 %. Damit betrédgt der Anteil der durch das Thioxanthon 95
absobierten Photonen 1020 %. Nach dieser Rechnung wirde bei einer vollstadndigen
Energietbertragung und mit ds = ®1 der photochemische Abbau von 2-NB-Benzoat
120 rund 10mal schneller erfolgen. In unseren Messungen konnten wir jedoch eine
Steigerung der relativen Reaktionsgeschwindigkeit um das 85fache beobachten. Das
Ergebnis lasst somit auch in diesem Fall die Annahme zu, dass die Quanten-
ausbeute fir die Reaktion aus dem Triplett-Zustand sehr viel gréRer ist als die

Quantenausbeute fur die Reaktion aus dem Singulett-Zustand.
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3.2.3.8.1.4 Vergleich der méglichen Sensibilisatoren:

Betrachtet man nun abschlieRend die Ergebnisse der einzelnen Messungen (siehe
Abbildung 67), so ist zu erkennen, dass 4-Aminobenzophenon 93 keine effektive
Sensibilisierung des Photoabbaus von 2-Nitrobenzylbenzoat 120 zeigt. Vielmehr ist
eine Verlangsamung der Schutzgruppenabspaltung zu beobachten. Zwar konnte
durch Vergleich der gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten mit der theoretisch
berechneten maximalen Geschwindigkeit eine Energielibertragung auf den Triplett-
Zustand des Caged Compound nachgewiesen werden, allerdings ist der innere
Filtereffekt des 4-Aminobenzophenons 93 so grol}, dass sich diese Energietber-
tragung und damit eine Steigerung von @t auf die Geschwindigkeit des Photoabbaus
nicht effektiv auswirkt. Aus diesem Grund scheidet 4-Aminobenzophenon 93 als
Sensibilisator fir unsere weiteren Untersuchungen aus. Jedoch ware es interessant
zu untersuchen, ob eine Optimierung der erhaltenen Messergebnisse fur 4-AB 93
durch Variation der Bestrahlungswellenldnge und der Sensibilisator- bzw. Caged
Compound-Konzentrationen maéglich ist. Xanthon 94 und Thioxanthon 95 hingegen
sind als Sensibilisatoren fur Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs geeignet. Mit
ihnen konnten die relativen Geschwindigkeiten des Photoabbaus, je nach ein-
gestrahlter Wellenlange und Verbindung bis um das 85fache gesteigert werden.
Allerdings ist eine Sensibilisierung nur dann mdglich, wenn unter Ausschluss von
Sauerstoff gearbeitet wird. Nur so kann verhindert werden, dass in einer Konkurrenz-
reaktion der Sensibilisator seine Energie zuséatzlich noch auf den Sauerstoff der
Lésung Ubertragt und so weniger Energie auf die o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe Uber-

gehen kann.
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Abbildung 67: Vergleich der rel. Reaktionsgeschwindigkeiten potentieller

Sensibilisatoren in entgasten Lésungen

Aufgrund der groflen Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit des photo-
chemischen Abbaus um fast das 85fache und der somit besten Sensibilisierungs-
effizienz werden nachfolgende Sensibilisierungs-Messungen mit Thioxanthon 95 als

Sensibilisator bei einer Bestrahlungswellenl&dnge von 350 nm durchgefihrt.

3.2.3.8.2 Sensibilisierte Spaltung verschiedener o-Nitrobenzyl-Derivate

Nach dem Screening nach dem fir Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4
effizientesten Sensibilisator soll nun neben 2-Nitrobenzylbenzoat 120 der Umsatz der
synthetisierten Verbindungen 82, 112 und 114 mit Thioxanthon 95 als Sensibilisator
bei einer Bestrahlungswellenldnge von 350 nm mittels HPLC untersucht werden. Da
allerdings eine Sensibilisierung nur unter Ausschluss von Sauerstoff méglich ist, wird

auf die analogen Messungen sauerstoffhaltiger Proben direkt verzichtet.
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3.2.3.8.2.1 (4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl)-acetat (4,5-MDNB-
Acetat) 82
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Abbildung 68: UV/Vis-Spektrum von 4,5-MDNB-Acetat 82 in Methanol (c = 0.087 mmol/l)

Analog den vorausgegangenen Messungen wird nach Aufnahme der fir die
Absorbanz notwendigen UV/Vis-Spektren jeweils eine entgaste Probe der reinen 4,5- M 6
MDNB-Acetat 82-L6sung sowie der 4,5-MDNB-Acetat 82/Thioxanthon 95-L&sung
(Absorbanz bei 350 nm = 0.24) bei 350 nm bestrahlt.
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Nach Auftragung der erhaltenden Messdaten werden die einzelnen Kurven mono-

exponentiell angepasst und man erhalt den dargestellten Graphen:

45

m  45-MDNB-Acetat, entgast

404 ® 45-MDNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

354
304

254

Flache/mAU*s

204

Zeit/min

Abbildung 69: Photoabbau von 4,5-MDNB-Acetat 82 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 350 nm in Methanol

Die durch die mono-exponentiellen Fits erhaltenen Werte sowie die daraus be-

rechneten Reaktionsgeschwindigkeiten sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt:

Yo A1 t4 f'(O)* \"
[mAu*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/I*s]

4,5-MDNB-Acetat, 2.11 43.57 | 39.21 -1.11 3.57*10®

4,5-MDNB-Acetat+Thioxanthon 3.83 40.38 | 50.07 -0.81 2.67*10°

Tabelle 7: Messdaten des Photoabbaus von 4,5-MDNB-Acetat 82 unter Verwendung

von Thioxanthon 95 bei 350 nm in Methanol

Vergleicht man nach Gleichung (24) die vom Caged Compound in der Mischung
absorbierte Photonenmenge mit der in der reinen Caged Compound-Lésung, so ist
dieser mit einem Wert von 98 % fast identisch. Berechnet man die Gesamtmenge an
absorbierten Photonen in der Mischung, so betragt diese bezogen auf die Menge in
der reinen Caged Compound-Lésung 105 %. Dies bedeutet 7 % der Photonen
werden in der Reaktionsmischung vom Thioxanthon 95 absorbiert. Wirde das
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Thioxanthon 95 nun seine Energie vollstandig unter der Annahme, dass die
Singulett- ®s und die Triplett- Quantenausbeute @1 ungefahr gleich sind, auf das
Caged Compound ubertragen, so wurde eine Steigerung der relativen Geschwin-
digkeit des Photoabbaus um etwa 5 % erwartet werden. Betrachtet man aber die in
dieser Messung erhaltenen Messergebnisse, so ist zu erkennen, dass fur das 4,5-
MDNB-Acetat 82 keine Sensibilisierung mit Thioxanthon 95 erfolgt. Es ist sogar eine
leichte Abnahme der Geschwindigkeit fur die Schutzgruppenabspaltung bei Gegen-
wart des eigentlichen Sensibilisators zu beobachten. Dies bestétigt unsere friheren
Erkenntnisse, dass 4,5-MDNB-Acetat 82 einen langlebigen, nicht reaktiven Triplett-
Zustand besitzt, aus dem keine Photochemie stattfindet. Zusatzlich wird die Reaktion
bei Gegenwart des Thioxanthons 95 auch durch dessen inneren Filtereffekt lang-
samer, das bedeutet, Thioxanthon 95 absorbiert zwar wie bereits erwahnt 7 % der
Photonen, Ubertragt aber keine Energie auf das 4,5-MDNB-Acetat 82. Als Folge steht
somit dem Caged Compound weniger Licht zur direkten, also nicht-sensibilisierten
Reaktion zur Verfigung. Vergleicht man allerdings die relative Reaktions-
geschwindigkeit des 4,5-MDNB-Acetats 82 (3.57*10° mol/l*s) bei direkter Be-
strahlung mit der Reaktionsgeschwindigkeit des 2-NB-Benzoates 120 (0.26*10°
mol/I*s), so erfolgt ihr photochemischer Abbau rund 13mal so schnell, da 4,5-MDNB-
Acetat 82 verglichen mit 2-NB-Benzoat 120 bei 350 nm eine weit aus hdéhere

Absorption aufweist (siehe UV-Spektren).
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Abbildung 70: Vergleich des Photoabbaus von 4,5-MDNB-Acetat 82 und 2-NB-Benzoat 120
bei 350 nm



Hauptteil 129

3.2.3.8.2.2 4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoeséure (4-CNB-Acetat ) 112

Zur Untersuchung der Monocarbonsdure 112 werden von dieser und dem
Thioxanthon 95 zur Bestimmung der méglichen Einstrahlungswellenldnge und der M 4
Absorbanz der Mischung UV/Vis-Spektren (siehe Abbildung 71 und 72) in Acetonitril

als Lésungsmittel aufgenommen.
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Abbildung 71: UV/Vis-Spektrum von Thioxanthon 95 in Acetonitril (¢ = 0.117 mmol/l)
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Abbildung 72: UV/Vis-Spektrum von 4-CNB-Acetat 112 in Acetonitril (¢ = 0.087 mmol/l)
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Nach Bestrahlung der reinen Caged Compound-Lésung und der Caged Compound/
Sensibilisator-Lésung, mit einer Absorbanz von A = 0.035, werden die erhaltenden M 7
Messdaten aufgetragen und die sich ergebenen Kurven angepasst. Man erhalt den

unten dargestellten Graphen:

35

B 4-CNB-Acetat, entgast
30 - - ® 4-CNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

254

20 4

Flache/mAU*s

Zeit/min

Abbildung 73: Photoabbau von 4-CNB-Acetat 112 unter Verwendung von
Thioxanthon 95 bei 350 nm in Acetonitril

Die durch den linearen und mono-exponentiellen Fit erhaltenen Werte sowie die
daraus berechneten relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sind in der folgenden
Tabelle aufgefuhrt:

Yo A1 t1 f’(O) \"
[mAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/l*s]

4-CNB-Acetat, / / / -0.17 8.22*107°

4-CNB-Acetat+Thioxanthon 5.22 290.04 | 31.88 -0.91 38.8*10”

Tabelle 8: Messdaten des Photoabbaus von 4-CNB-Acetat 112 unter Verwendung von Thioxanthon
95 bei 350 nm in Acetonitril

Vergleicht man nach Gleichung (24) die vom Caged Compound in der Mischung
absorbierte Photonenmenge mit der in der reinen Caged Compound-Lésung, so ist

dieser mit einem Wert von 98 % fast identisch. Berechnet man die Gesamtmenge an
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absorbierten Photonen in der Mischung, so betrégt diese bezogen auf die Menge der
absorbierten Photonen in der reinen Caged Compound-L6sung 186 %. Folglich
werden 88 % der eingestrahlten Photonen von Thioxanthon 95 absorbiert. Wirde
das Thioxanthon 95 nun seine Energie vollstdndig unter der Annahme, dass die
Singulett- ®s und die Triplett- Quantenausbeute @1 ungefahr gleich sind, auf das
Caged Compound lbertragen, so wirde eine Steigerung der relativen Geschwin-
digkeit des Photoabbaus um etwa den Faktor 2 erwartet werden. Vergleicht man
aber die in der oben stehenden Tabelle aufgefihrten Werte so erfolgt der photo-
chemische Abbau von 4-CNB-Acetat 112 bei Sensibilisatorzugabe mit einer Ge-
schwindigkeit von 38.8*10° mol/l*s rund fiinfmal so effektiv wie bei einer direkten
Bestrahlung (8.22*10° mol/l*s). Nach etwa 100 Minuten ist die Monocarbons&ure
112 fast vollstdndig abgebaut. Dies bedeutet, dass auch im Falle der Mono-
carbonsaure 112 Energie von dem in der Mischung enthaltenen Thioxanton 95 auf
den hoch reaktiven Triplett-Zustand des Caged Compound mit anschlieender
100%igen Weiterreaktion stattfindet. Es kann somit eine Erh6éhung der Gesamt-
quantenausbeute der Photoreaktion und somit eine Steigerung der Reaktions-

geschwindigkeit erzielt werden.
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3.2.3.8.2.3 4-[Acetoxy(carboxy)methyl]-3-nitrobenzoeséure (a,4-DCNB-
Acetat) 114
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Abbildung 74:UV/Vis-Spektrum von a,4-DCNB-Acetat 114 in Acetonitril (c = 0.087 mmol/l)

Nach Aufnahme, des zur Bestimmung der méglichen Einstrahlungswellenldnge und
der Absorbanz der Mischung notwendigen, UV/Vis-Spektrums der Dicarbonsaure
(siehe Abbildung 74) in Acetonitril als Lésungsmittel, wird analog den vorherigen
Messungen auch fir diese Messung jeweils eine entgaste Probe des reinen Caged
Compounds sowie des Caged Compound/ Sensibilisator-Gemisches (Absorbanz bei
der Bestrahlungswellenlange von 350 nm: A = 0.025) zeitkontrolliert bestrahlt und der

Umsatz der zu untersuchenden Verbindung mittels HPLC kontrolliert.

M4
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Nach Auftragung der erhaltenden Messdaten werden die einzelnen Kurven linear

angepasst und man erhalt den unten dargestellten Graphen:

25 1 m o 4-DCNB-Acetat, entgast

® o,4-DCNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

20 4
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Abbildung 75: Photoabbau von a,4-DCNB-Acetat 114 unter Verwendung

von Thioxanthon 95 bei 350 nm in Acetonitril

Die durch die linearen Fits erhaltenen Werte sowie die daraus berechneten relativen

Reaktionsgeschwindigkeiten sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Yo A1 t f'(O) \"
[mAU*s] | [mAU*s] | [min] | [mAU*s/min] | [mol/I*s]

a,4-DCNB-Acetat / / / -0.16 9.68*10°

a,4-DCNB-Acetat +Thioxanthon / / / -0.35 23.0*10°

Tabelle 9: Messdaten des Photoabbaus von a,4-DCNB-Acetat 114 unter Verwendung

von Thioxanthon 95 bei 350 nm in Acetonitril

Berechnet man die vom Caged Compound in der Mischung absorbierte Photonen-
menge im Vergleich mit der in der reinen Caged Compound-Lésung Absorbierten, so
ist diese mit 98 % fast identisch. Berechnet man die Gesamtmenge an absorbierten
Photonen in der Mischung, so betragt diese 291 %. Folglich werden 193 % der
eingestrahlten Photonen vom Thioxanthon 95 absorbiert. Daraus wirde man bei
einer vollstdndigen Energielbertragung des Thioxanthons 95 auf das Caged

Compound eine Steigerung der relativen Geschwindigkeit des Photoabbaus um etwa



134 Hauptteil

das dreifache erwarten, wenn ®s = ®1 gilt. Wie den Werten der oben stehenden
Tabelle allerdings zu entnehmen ist, findet der Photoabbau von nicht luftgesattigtem
a,4-DCNB-Acetat 114 bei Zugabe von Thioxanthon 95 nur etwa doppelt so schnell
statt wie der Abbau in der reinen Caged Compound-Lésung. Dies bedeutet, dass das
als Sensibilisator eingesetzte Thioxanthon 95 zwar Energie auf die Dicarbonsaure
114 Ubertrégt, allerdings auch einen Teil der eingestrahlten Photonen durch einen

inneren Filtereffekt absorbiert.

3.2.3.8.2.4 Vergleich der sensibilisierten Spaltung verschiedener o-Nitro-

benzyl-Derivate:

Betrachtet man nun abschlieend die Ergebnisse der einzelnen Sensibilisierungs-
messungen der synthetisierten Zielverbindungen 120, 82, 112 und 114 unter Ver-
wendung von Thioxanthon 95 als ausgewéahlten Sensibilisator bei einer Be-

strahlungswellenlange von 350 nm (siehe Abbildung 76),
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Abbildung 76: Vergleich der rel. Reaktionsgeschwindigkeiten

synthetisierter o-Nitrobenzyl-Derivate
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so ist zu erkennen, dass bei 2-NB-Benzoat 120 mit einer Steigerung der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit um das 85fache mit Abstand die effizienteste Sen-
sibilisierung erzielt werden konnte. Betrachtet man nédmlich die fir die Mischung be-
rechnete Menge an absorbierten Photonen, so ist Uber diese rein rechnerisch nur
eine Steigerung der Geschwindigkeit fir den Photoabbau des Caged Compounds
um etwa das 11fache mdglich. Dies gilt aber wie bereits oben erwahnt nur dann,
wenn die Quantenausbeute des Singulett-Zustandes ®s und die des Triplett-
Zustandes ®1 ungefahr gleich sind. Wird nun aber ein Teil der Energie vom
Sensibilisator auf den Triplett-Zustand des Caged Compound Ubertragen, so reagiert
dieser Anteil von dort aus zu 100 % weiter, da dieser verglichen mit dem Singulett-
Zustand hoch reaktiv ist. Somit ist die Quantenausbeute des Triplett-Zustandes O+
deutlich héher als die des Singulett-Zustandes und als Folge wird die Gesamt-
quantenausbeute der Photoreaktion gesteigert. Diese Steigerung ist auf Grund der
Langlebigkeit des Triplett-Zustandes plausibel und wird h&ufig beobachtet. Die
Reaktion wird somit wesentlich schneller als im einfachen Model mit s = &+

erwartet.

Bei 4,5-MDNB-Acetat 82 konnte hingegen keine Sensibilisierung verzeichnet werden.
Es ist sogar wie bereits oben beschrieben eine Verlangsamung der Schutzgruppen-
abspaltung bei Gegenwart des eigentlichen Sensibilisators zu beobachten. Dies
bestatigt unsere friheren Erkenntnisse, dass 4,5-MDNB-Acetat 82 einen langlebigen,
nicht reaktiven Triplett-Zustand besitzt, aus dem die photochemische Spaltung nicht
mdglich ist. Zusatzlich wird die Reaktion bei Gegenwart des Thioxanthons 95 auch
durch dessen inneren Filtereffekt langsamer, da durch diese dem Caged Compound
weniger Licht zur direkten, also nicht-sensibilisierten Reaktion zur Verfigung steht.
Vergleicht man allerdings die relative maximale Reaktionsgeschwindigkeit des Photo-
abbaus des 4,5-MDNB-Acetats 82 ohne Zusatz an Sensibilisator mit der Reaktions-
geschwindigkeit der entsprechenden Reaktion des 2-NB-Benzoates 120, so erfolgt
der Photoabbau des Acetats 82 aufgrund seiner héheren Bathochromie schneller
(siehe Abbildung 70). Betrachtet man die Sensibilisierungsergebnisse der Mono-
carbonsdure 4-CNB-Acetat 112 und der Dicarbonsaure a,4-DCNB-Acetat 114, so
konnte fur die beiden o-Nitrobenzyl-Derivate bei diesen Messungen eine Sen-
sibilisierung erzielt werden. Allerdings konnte hier eine Steigerung der Geschwindig-

keit wie sie bei 2-NB-Benzoat 120 erfolgt, nicht verzeichnet werden. Die fir die
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beiden Carbonsauren gemessenen Geschwindigkeiten betrugen dabei nur das finf-
bzw. zweieinhalbfache der Geschwindigkeit fir den Photoabbau der jeweiligen

Verbindung in reiner Lésung.

Die fur die einzelnen entgasten Messungen praktisch sowie theoretisch ermittelten
Werte sind noch einmal der Ubersicht halber in nachstehender Tabelle zusammen-
gefasst. Neben den gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten fur den Photoabbau
der Caged Compounds in der reinen Caged Compound-Lésung bzw. in der
Mischung und den von den einzelnen Komponenten (Sensibilisator, Caged
Compound bzw. Mischung) absorbierten Photonenmengen, sind die theoretisch
berechneten maximalen und tatsédchlich gemessenen Steigerungen der Ge-
schwindigkeiten angegeben. (Beispiel: Fur Messung 5 wurde eine etwa 11fache
Steigerung der Geschwindigkeit fir den photochemischen Abbau von 2-NB-Benzoat
120 mit Thioxanthon 95 bei 350 nm berechnet. Tatsachlich gemessen wurde eine

Steigerung um das 85fache).

I | Ly | L™ | Kecentg) | Kumentg) | K
15 | 150 | I | [moli*s] | [molis] | kec
M1| 004 | 145 | 1.41 [35.8*10°|4.86*10°| 0.14
M2 | 0.1 227 | 2.17 [5.01*10°| 0.40*10° | 0.08
M3| 099 | 14 | 0.41 [0.99*10° | 4.66*10° | 4.71
M4 | 099 | 154 | 14.41 [ 1.76*10° | 65.7*10° | 37.33
M5| 0.98 [11.18| 10.2 |[2.61*10° | 224*10° | 85.82
M6| 098 | 1.05 | 0.07 |3.57*10°|2.67*10°| 0.75
M7 | 098 | 1.86 | 0.88 |[8.22*107 | 38.8*10° | 4.72
M8| 0.98 | 291 | 1.93 [9.68*10°|23.010° | 2.38
Tabelle 10: Messergebnisse
mit:  Kecentg): Geschwindigkeit des Photoabbaus des Caged Compound in der reinen
entgasten Caged Compound-L&sung
KM(entg): Geschwindigkeit des Photoabbaus des Caged Compound in der entgasten
Mischung
km/Kce: Verhéltnis der Geschwindigkeit der Mischung zu der Geschwindigkeit der

reinen Caged Compound-L&sung
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4 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation gliedert sich in zwei Teile:
1. Untersuchungen zur Selbstaggregation von DNA-Basen

2. Photochemie von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs

1. Untersuchungen zur Selbstaggregation von DNA-Basen:

In friiheren Untersuchungen konnten in Gasphasen-IR/UV-Spektren neben den
Ublichen Watson-Crick - Basenpaaren Adenin 1 — Thymin 16 und Guanin 13 —
Cytosin 15 noch andere Isomere beobachtet werden.? Um die Struktur dieser
Isomere genauer aufklaren zu kénnen, wurden im Rahmen einer Kooperation mit der
physikalischen Chemie AK Kleinermanns'®?! Untersuchungen zur Selbstaggregation
und zur Aggregation in Losung mit Hilfe der IR-Spektroskopie durchgefiihrt. Die daftr
bendtigten Derivate der DNA-Base Adenin 1 wurden synthetisiert. Da es das Ziel war
gezielte Aggregationen der Basen zu verfolgen, wurden selektiv substituierte Adenin-

derivate dargestellt.

NH, NH, “SNH
”'ﬁ% Nlﬁ“\> ”lﬁ%
L
kN/ N kN/ ; N ;
1 28 30
Abbildung 77: Adenin 1 und alkylierte Adeninderivate 28 und 30

Die beiden alkylierten Adeninderivate 28 und 30 wurden mittels |IR-Absorptions-
spektroskopie vermessen. Die durchgefiihrten Messungen ergaben, dass in Position
9 ethyliertes Adenin 28 bevorzugt drei cyclische Dimere, aber auch ein stabiles

Trimer ausbilden kann.
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Weitere Untersuchungen ergaben, dass im Falle des 9-Ethyladenins 28 das sym-
metrische (1-1)-Dimer die stabilste Anordnung darstellt. Danach folgt das (1-7)- und
abschlieBend das (7-7)-Dimer. Betrachtet man die Stabilitatsreihenfolge der Dimere
fur das 9-Ethyl-1-methyladenin 30, so ist zu beriicksichtigen, dass diese Verbindung
in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen kann. Je nach Orientierung der N-
Methyl-Aminogruppe sowohl in Form des cis- 39 als auch in Form des stabileren
trans 40 -Isomers (AE = 6.2 kJ/mol).

H\N/CHs HsC\N/H
AN N AN N
ﬁ\> =N “@U

= =
N N

N \ N \
Et

cis trans

39 40
Abbildung 78: cis 39 - und trans 40 -Isomer von 9-Ethyl-1-methyladenin 30

Es ergibt sich dabei fir das stabilere trans 40-Isomer, dass das (7-7)-Dimer vor dem
(1-7)- und (1-1)-Dimer die stabilste Form bildet.
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Aufgrund dieser Ergebnisse sollte in einem weiteren Schritt die angewandte Mess-
methode auch auf das Basenpaar Guanin 13 - Cytosin 15 lbertragen und die Homo-
/Heterobasenpaarung (G-G, C-G, C-C) untersucht werden. Hierzu wurden modi-

fizierte Guanin 34 - und Cytosin 32 — Nukleoside synthetisiert.

o) NH,

/ </N | NH
Si—O , N N)\NHZ

Abbildung 79: Modifizierte Nukleoside 34 und 32

Bei der Synthese wurden die 3°- und 5°-Hydroxlgruppen durch die sterisch an-
spruchsvolle tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe ersetzt, um keine unspezifische Aggre-
gation der Desoxyribose-OH-Gruppen zu erhalten. Da diese modifizierten Nukleoside
in aprotischen L&sungsmitteln gut I6slich sind und in diesen die Anordnung der
Wasserstoffbriicken zwischen den Basen bevorzugt ist, wird auch fir deren
Messungen deuteriertes Chloroform als L&sungsmittel verwendet. Die geplanten
Messungen dieser beiden synthetisierten modifizierten Nukleoside 34 und 32 werden

allerdings zurzeit noch durchgefuhrt.

2. Photochemie von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs

Schon seit vielen Jahren werden Caged Compounds als Werkzeuge in der Bio-
chemie und Biophysik eingesetzt. Jedoch ist ihre Photochemie bis heute noch nicht
vollstandig aufgeklart und auch heute noch ist eine Verbesserung der physikalischen
und photochemischen Eigenschaften, wie z. B. eine Erhéhung der Gesamtquanten-
ausbeute ihrer Photoreaktion notwendig. Aus diesem Grund bestand unter anderem
im zweiten Teil dieser Arbeit das grof3e Interesse in Kooperation mit der physika-
lischen Chemie ein verbessertes Verstéandnis des Photolysemechanismus der Caged
Compounds zu erlangen. Die dafiir benétigten Verbindungen wurden synthetisiert

und physikochemisch untersucht.



140 Zusammenfassung

Wichtig fur eine gute Quantenausbeute ist ein schneller Ablauf der [1,5]-H-
Wanderung aus dem angeregten Singulett- 49 bzw. Triplett-Zustand 50 zu den

beiden aci-Nitro-Intermediaten 51 und 52.

NO, NO, NO,
hv o ISC
X X X
H H H
CI)G ?@
N® N®
= \OH = \OH
SN X SN H
51 H 52 x

Abbildung 80: Ausschnitt des Photolysemechanismus
von Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs

Um genauere Angaben Uber die Geschwindigkeit, mit der dieser H-Transfer statt-
findet, machen zu kénnen, wurde die Bildung der aci-Nitro-Intermediate 51 und 52

wahrend der Photoreaktion von 2-Nitrobenzyl-acetat 67 mittels Femtosekunden-

Spektroskopie ndher untersucht.

Q;OY

@)
67

Dazu wurden nach erfolgter Bestrahlung Absorptionsspektren fir Zeiten zwischen

0.2 ps und 2950 ps aufgezeichnet und die Messzeiten mit Wellenlangen und

gemessenen Absorptionen als 3D-Plot aufgetragen.
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Abbildung 81: UV-Vis-Spektrum des

bestrahlten o-Nitrobenzyl-acetat 67

Hierbei zeigen die Zeitspuren das Verhalten an charakteristischen Wellenldngen und
die transienten Spektren das spektrale Verhalten vor und nach wichtigen kinetischen
Prozessen. Eine erste Analyse lieferte fir die Experimente funf verschiedene
Lebensdauern von 11 = 20 fs, 12 = 1 ps, 13 = 10 ps, t4 = 500 ps und 15 = 1500 ps. Die
genaue Zuordnung dieser finf gemessenen Lebensdauern zu den entsprechenden
Prozessen ist noch unklar. Vergleicht man die Ergebnisse allerdings mit denen von
friher vermessenem o-Nitrotoluol, so kann man in Analogie annehmen, dass 11 und
12 dem Singulett-Zerfall zuordnen sind. t3 kdnnte eine Signatur des Schwingungs-
kihlens oder Prozesse zwischen Triplett-Zustanden sein und t4 kann dem Triplett-
Zerfall zu geordnet werden. Das Spektrum nach ~ 1000 ps wird durch die Absorption
der aci-Formen dominiert und das in diesen Voruntersuchungen nach 3 ns
gemessene Spektrum entspricht dem aci-Nitrointermediate-Spektrum, welches schon
in friheren Messungen in der AG Schaper mit Nanosekunden-Auflésung erhalten

wurde.[*4

Neben der Untersuchung der Photoreaktion von Caged Compounds des o-Nitro-
benzyl-Typs mittels Femtosekunden-Spektroskopie sollte diese auch im Elektro-
sprayionisation-Massenspektrometer erforscht werden. Dabei war es von Interesse,
Informationen Uber die Zeitauflésung der Freisetzung der bioaktiven Substanz
wahrend der Photolyse des Caged Compounds zu erhalten. Um die Photoreaktion
von Caged Compounds im ESI-Massenspektrometer untersuchen zu kdénnen,
wurden zunachst Voruntersuchungen durchgefiihrt, welche Aufschluss geben sollten,

unter welchen Bedingungen ein Mutterion im ESI-Massenspektrum detektiert werden
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kann. Fur diese Voruntersuchungen wurden zunéchst die Verbindungen 74 bis 77

synthetisiert und dann anschliel’end vermessen.

HOOC NO, HOOC NO,

COOH O\ﬂ//

74 75 ©

HooC NO, HooC NO,
COCH COOH
COOH
o)

e IR

(@] O
76 77

Fur alle vier Verbindungen konnte dabei ein Mutterion detektiert und in einer
lonenfalle isoliert werden. Des Weiteren konnte bei allen Verbindungen ein lon mit
doppelter Masse detektiert werden. Dies zeigt, dass diese Systeme nicht nur in

L&sung, sondern auch in der Gasphase stabile Dimere ausbilden kénnen.

Abbildung 82: Schematische Darstellung eines

Kopf-Schwanz gekniipften Dimers von 74

Nach abgeschlossenen Voruntersuchungen wurde in einem zweiten Schritt versucht,
die Probe 78

NO,

X

o) @
\"/\/\NH3
0]
78
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direkt vor dem Einspriuhen in die lonisationskammer zu bestrahlen, um ihre Photo-
reaktion auch auf diesem Wege verfolgen zu kénnen. Dazu wurde die Verbindung

bei einer Wellenldnge von 308 nm bestrahlt und im Massenspektrometer analysiert.

800000 | : : 1
—— ESI ohne Bestrahlung

) in der Diise

600000 o | —— ESI mit Bestrahlung

in der Diise
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Abbildung 83: ESI-MS-Spektren von Caged GABA 78

'}
NH ¢
T
0

Betrachtet man nun das aufgenommene ESI-MS-Spektrum, so ist zu beobachten,
dass die Intensitdt des Mutterions, der vor dem Einspriihen in den lonisationsraum
bestrahlten Probe abnimmt. Gleichzeitig erscheint ein zusatzlicher Peak mit hoher
Intensitat. Dieser kann der durch die Photolyse freigesetzten protonierten y-Amino-
buttersdure (GABA) 70 zugeordnet werden. Auch fiir die Entstehung von proto-
niertem o-Nitrosobenzaldehyd 6 als zweites Produkt konnte eine entsprechende
Masse detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigt somit, dass sich die Photoreaktion

mittels Elektrosprayionisations-Massenspektroskopie verfolgen lasst.

Weiterhin wurden auch zur Untersuchung angeregter Zustdnde von Caged
Compounds mit nicht reaktiven Triplett-Zustdanden bathochrom absorbierende Ver-
bindungen synthetisiert und versucht diese mittels IR/R2PI-Spektroskopie zu charak-
terisieren. Jedoch zeigte sich, dass es nicht méglich ist, IR/R2PI-Spektren von den
synthetisierten Verbindungen 81, 82, 84 und 86 zu erhalten, da keine Mutterionen-
signale detektiert werden konnten. Jedoch konnte fir verschiedene Anregungs-

wellenlangen eine Fragmentierung der Verbindungen beobachtet werden.
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Dies lasst darauf schlie3en, dass unter den gewahlten Bedingungen eine so schnelle
Fragmentierung erfolgt, dass eine Analyse der Mutterionen mit Hilfe der kombinierten
IR/UV-Methode fir den angeregten Triplett-Zustand nicht mdglich ist. Jedoch
konnten die einzelnen Fragmente massenspektrometrisch und spektroskopisch

analysiert werden.

Um nun aber (unfragmentierte) Caged Compounds auch mit Hilfe der IR/R2PI-
Spektrometrie in elektronisch angeregten Zustédnden untersuchen zu kénnen, wurde
Verbindung 88, ein Coumarinderivat, als Modell fir eine alternative photolabile
Schutzgruppe synthetisiert.

88

Verbindung 88 wird zurzeit genauer im AK Gerhards untersucht. Erste Experimente
zeigen allerdings, dass diese Verbindung im Gegensatz zu Caged Compounds des
o-Nitrobenzyl-Typs 4 massenspektrometrisch als Mutterion infolge einer Zwei-
photonen-Laseranregung nachgewiesen werden kann. Die Aufnahme von IR/R2PI-

Spektren elektronisch angeregter Zustande ist in Arbeit.
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Neben den physikochemischen Voruntersuchungen zum Erlangen eines besseren
Verstandnisses des Photolysemechanismus von Caged Compounds des o-Nitro-
benzyl-Typs 4, war es im zweiten Teil dieser Arbeit auch das Ziel, Caged
Compounds mit verbesserten physikalischen und photochemischen Eigenschaften
zu synthetisieren. Hauptaugenmerk lag dabei auf der Synthese von Systemen, die
eine geringe Anregungsenergie und eine hohe Quantenausbeute aufweisen. Da es
allerdings nicht mdéglich ist bathochromer absorbierende Caged Compounds wie die
des Verbindungstyps 79 herzustellen, sollten Triplett-Sensibilisatoren eingesetzt
werden. Hierbei war es das Ziel, durch einen Triplett-Triplett-Energietransfer
zwischen Sensibilisator und Caged Compound eine Verbesserung hinsichtlich dieser
beiden Kriterien zu erlangen. Voraussetzung fir eine erfolgreiche Sensibilisierung ist
allerdings, dass der verwendete Triplett-Sensibilisator eine héhere Triplettenergie als
die o-Nitrobenzyl-Verbindung besitzt und eine mdglichst hohe Quantenausbeute
aufweist. Nach Beriicksichtigung dieser beiden Kriterien wurden die sich daraus fir
uns als interessant ergebenen potentiellen Sensibilisatoren 4-Aminobenzophenon
93, Xanthon 94 und Thioxanthon 95 auf ihre Effizienz hin untersucht. Dazu wurden
sie zunachst mit 2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 als allgemeines Modell
fur Caged Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4 vermessen und ihre Effizienz durch
Berechnung der maximalen Geschwindigkeiten der einzelnen Photoreaktionen

ermittelt.

93 94 95

120
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Dabei stellte sich Thioxanthon 95 als effizientester Sensibilisator fur Caged
Compounds des o-Nitrobenzyl-Typs 4 heraus. Sodann wurde nach erfolgreichem
Screening neben 2-Nitrobenzylbenzoat 120 der Umsatz der synthetisierten Ver-
bindungen 82, 112 und 114 in Gegenwart von Thioxanthon 95 als Sensibilisator
mittels HPLC verfolgt.

o NO, HOOC HoOC NO
<Oj©£/0\"/ \©1/ COOH

82 112

Bei den Messungen konnte gezeigt werden, dass bei 2-NB-Benzoat 120 mit einer
Steigerung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit um das 85fache mit Abstand
die effizienteste Sensibilisierung erzielt werden kann. Bei 4,5-MDNB-Acetat 82
konnte hingegen keine Sensibilisierung verzeichnet werden. Es ist sogar eine Ver-
langsamung der Schutzgruppenabspaltung bei Gegenwart des eigentlichen Sen-
sibilisators zu beobachten. Dies bestatigt unsere friheren Erkenntnisse, dass 4,5-
MDNB-Acetat 82 einen langlebigen, nicht reaktiven Triplett-Zustand besitzt, aus dem
ein photochemischer Abbau bzw. eine Sensibilisierung der Verbindung nicht méglich
ist. Vergleicht man allerdings die relative Reaktionsgeschwindigkeit des Photoabbaus
des 4,5-MDNB-Acetats 82 ohne Zusatz an Sensibilisator mit der Reaktions-
geschwindigkeit der entsprechenden Reaktion des 2-NB-Benzoates 120, so erfolgt
der Photoabbau des Acetats 82 aufgrund seiner héheren Bathochromie schneller.
Betrachtet man die Sensibilisierungsergebnisse der Monocarbonsaure 4-CNB-Acetat
112 und der Dicarbonsédure a,4-DCNB-Acetat 114, so ist bei diesen Messungen eine
Sensibilisierung des Photoabbaus des jeweiligen Caged Compounds zu beobachten.
Allerdings kann hier eine Steigerung wie sie bei dem sensibilisierten photo-
chemischen Abbau von 2-NB-Benzoat 120 erfolgt, nicht verzeichnet werden. Aller-
dings steigert Thioxanthon 95 die relative Reaktionsgeschwindigkeit des Photo-
abbaus von 4-CNB-Acetat 112 bezogen auf die Steigerung der Geschwindigkeit des
Abbaus von a,4-DCNB-Acetat 114 noch um das Doppelte.
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Unter Verwendung geeigneter Kopplungsreagenzien (PyCloP 133 und CDMT 127)
oder durch Aktivierung mittels Thionylchlorid konnten zusatzlich in Vorunter-
suchungen die fur die Kopplung des Sensibilisators mit einem Caged Compound
notwendigen Reaktionsbedingungen ermittelt werden. Dazu wurden Modellstudien
mit Anilin 135 und Benzylamin 136 als Sensibilisatorderivate mit den Caged
Compounds 127, 105 und 112 durchgefiihrt.

NH
[::::r/ 2 [::::I//\\NHZ
135 136
HOOC NO, HOOC NO, HOOC NO,
\©/ \©1/COOH \©i/

O\wr//
137 105 112

@)

AbschlieRend gelang es zudem Verbindungen als Werkzeuge fiir eine direkte bio-

logische Anwendung zu synthetisieren und zur Verfiigung zu stellen.
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Experimentalteil

5 Experimentalteil

5.1 Allgemeines

Folgende Geréate und Materialien wurden zur Darstellung und Charakterisierung der

Verbindungen verwendet:

Dunnschichtchromatographie:

Saulenchromatographie:

Schmelzpunktbestimmung:
'H-NMR-Spektroskopie:

3C-NMR-Spektroskopie
¥IP_.NMR-Spektroskopie:
FT-IR-Spektroskopie:
UV/VIS-Spektroskopie:

Elementaranalysen:

Massenspektroskopie:

Hochdruckflussigkeits-

chromatographie (HPLC):

DC-Alufolien Kieselgel 60 mit UV-Indikator
F2s4, Merck

Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm), Fluka
YMC-Gel Silica (6 nm; S-50 um), YMC
Reichardt Thermovar (unkorrigiert)

Bruker Advance DRX 200 (200 MHz)

Bruker Advance DRX 500 (500 MHz)

Bruker Advance DRX 500 (125 MHz)

Bruker Advance DRX 200 (81 MHz)

Bruker Vektor 22

Perkin Elmer Lambda 19

Institut fur Pharmazeutische Chemie, HHU
Dusseldorf

Varian MAT 311A, 70eV, 100 pA, bis 300 °C

Quelltemperatur

Agilent Series 1100, Saule:
YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm
YMC ODS-AQ, 50*4.0 mm, S-3 um, 12 nm
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5.2 Beschreibung der Versuche

Versuch 1:
Darstellung von 9-Ethyladenin (28)

6
NH,
U5
= N
N \
PRZ
x
2 3y"3 N

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden bei Raumtemperatur zu einer
Suspension von 10g (74 mmol) Adenin 1 in 160 ml trockenem N,N-Dimethyl-
formamid 3.0 g (75 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionsweise zugegeben. Nach
beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung fir 30 min bei Raumtemperatur und
anschlief3end fur weitere 30 min bei 60 °C gerihrt. Nach Abkihlen auf 25 °C werden
Uber einen Tropftrichter 15g (75 mmol) Ethyl-4-toluolsulfonat, gelést in 20 ml
trockenem N,N-Dimethylformamid, zugetropft und es wird fir weitere 10 min geruhrt.
Dann wird die Mischung 12 h auf 60 °C erwarmt. Nachfolgend wird das L&ésungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt und der zuriickbleibende Feststoff mit
200 ml Methanol/Dichlormethen 1/9 versetzt. Nicht I6sliches Natrium-4-toluolsulfonat
wird abfiltriert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird aus n-
Butanon umkristallisiert und man erhélt das gewiinschte Produkt in Form eines

weillen Pulvers.

C7HoNs (M = 163.18 g/mol)
Ausbeute: 7.98 g (48.9 mmol, 66 %) Lit.["®: 40 %
Schmelzpunkt: 187 °C Lit.['"1: 192-193 °C
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Abbildung 84: '"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) von 28

"H-NMR (200 MHz, DMSO-dg): & = 1.39 (t, 3H, 3Ji = 7.3 Hz, 8-H), 4.16 (q, 2H,
3Jun = 7.3 Hz, 7-H), 7.18 (s, 2H, 6-H), 8.13 (s, 1H, 2-H), 8.15 (s, 1H, 4-H) ppm.

| T
pPPM 150 100 50

Abbildung 85: "°C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 28
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 15.21 (8-C), 37.94 (7-C), 118.75 (5-C),
140.33 (4-C), 149.26 (3-C), 152.23 (2-C), 155.87 (1-C) ppm.
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W ellenzahl/cm™

Abbildung 86: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 28

IR (KBr-Pressling): v = 3267 (-N-H-Valenz), 1672 (C=N-Valenz), 1600 (Ring-
schwingung), 1415 (-CH3 und -CHz Deformation), 1309 (-C-N-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z : 163 [M]", 148, 136, 135, 121, 109, 108, 94, 57, 54, 43
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Versuch 2:
Darstellung von 9-Ethyl-1-methyladenin (30)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden bei Raumtemperatur zu einer
Suspension von 1.00 g (6.70 mmol) 1-Methyladenin 29 in 15 ml trockenem N,N-
Dimethylformamid 0.27 g (6.8 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionsweise zuge-
geben. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung fur 30 min bei Raum-
temperatur und anschlief3end fur weitere 30 min bei 60 °C geruhrt. Nach Abkuhlen
auf 25 °C werden 1.34 g (6.69 mmol) Ethyl-4-toluolsulfonat hinzugegeben und es
wird fur weitere 10 min gertihrt. Dann wird die Mischung 11 h auf 60 °C erwarmt. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der zurtckbleibende
Feststoff mit 18 ml Methanol/Dichlormethen 1/9 versetzt. Nicht I6sliches Natrium-4-
toluolsulfonat wird abfiltriert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Das
Rohprodukt wird aus n-Butanon umkristallisiert und man erhalt das gewinschte

Produkt in Form eines weiflen Pulvers.

CsH11N5 (M =177.21 g/mol)
Ausbeute: 0.15 g (0.85 mmol, 13 %)
Schmelzpunkt: 136 °C Lit."*:137-140 °C
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Abbildung 87: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 30

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): & = 1.39 (t, 3H, 3J = 7.3 Hz, 9-H), 3.33 (s,
3H, 7-H), 4.17 (q, 2H, °J = 7.3 Hz, 8-H), 7.62 (s, 1H, 6-H), 8.14 (s, 1H, 2-H), 8.21 (s,
1H, 4-H) ppm.

l
ppm 100
Abbildung 88: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 30
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BC{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 15.24 (9-C), 25.75 (7-C), 37.93 (8-C),
119.80 (5-C), 140.00 (4-C), 152.26 (1-C, 2-C, 3-C) ppm.

80
X
T 604
(]
‘»
R
=
2
§ 404
|_

20 -

0 . . . . . . . . . . . . . .
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Abbildung 89: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 30

IR (KBr-Pressling): v = 3242 (-N-H-Valenz), 1623 (Ringschwingung), 1414 (-CHs
und CH, Deformation), 1295 (-C-N-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z : 177 [M]", 162, 150, 148, 120, 119, 106, 93, 42
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Versuch 3:
Darstellung von 3°,5°-O-Bis(tert-butyldimethylsilyl)-2"-deoxycytidin (32)

NH,
2
/ o
5i—o 4 /J{\

9] H
~J
/SI><

3.16 g (12.0 mmol) 2’-Deoxycytidin Monochlorid 31, 7.92 g (52.5 mmol) tert-Butyl-
dimethylsilylchlorid und 7.20 g (105 mmol) Imidazol werden in 12 ml trockenem N,N-
Dimethylformamid geldst. Die Reaktionslésung wird fir 24 h bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieRend mit 60 ml Wasser hydrolysiert. Danach wird die Lésung
dreimal mit je 30 ml Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
mit 30 ml Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel
wird sodann unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand mit
Acetonitril versetzt. Das dabei nicht I8sliche gewlinschte Produkt wird abfiltriert und

anschlieRend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Cz1 H41 N304Si2 (M =455.74 g/mol)
Ausbeute: 3.25 g (7.13 mmol, 60 %) Lit.?%: 93 %
Schmelzpunkt: 186 °C Lit.?%: 184-186 °C
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Abbildung 90: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 32

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): § = 0.04 (2s, je 3H, Si(CHs),), 0.09 (2s, je
3H, Si(CHs3)2, 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.91 (s, 9H, SiC(CHs)3), 2.03-2.08 (m, 1H, 2 0-
H), 2.36-2.41 (m, 1H, 2°B-H), 3.74-3.76 (m, 1H, 3"-H), 3.87-3.91 (m, 2H, 5°-H), 4.34-
4.37 (m, 1H, 4°H), 5.70 (d, 1H, 3Juy = 7.4 Hz, 3-H), 6.24 (t, 1H, *Juy = 6.1 Hz, 1"-H),

7.95 (d, 1H, 3Jun = 7.5 Hz, 4-H) ppm.
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Abbildung 91: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 32

Bc-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = -5.57, -5.50, -4.96 & -4.60
(Si(CHs)2), 17.91 & 18.32 (SiC(CHs)3), 25.69 & 25.87 (SiC(CHs)s), 42.13 (2°-C), 61.93
(5'-C), 70.28 (3°-C), 85.85 (1°-C), 87.25 (4’-C),93.96 (3-C), 141.21 (4-C), 155.68 (1-
C), 165.51 (2-C) ppm.
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Abbildung 92: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 32

IR (KBr-Pressling): v = 3364 (-N-H-Valenz), 2956 & 2859 (-C-H-Valenz), 1638
(C=0-Valenz), 1406 (-CHs- & -CH,-Deformation), 1363 (-C-N-Valenz), 1116 (-C-O-C-
Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 170 °C):
m/z : 456 [M]", 399, 322, 287, 266, 226, 168, 73, 57

C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 55.13 Theorie: %C: 55.34
%H: 8.93 %H: 9.07
%N: 9.19 %N: 9.22
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Versuch 4:
Darstellung von 3°,5°-O-Bis(tert-butyldimethylsilyl)-2"-deoxyguanosin (34)

o)

3
N 2

\ / ¢ ] i
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N™ 5 >N 4 NH,

o) H
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Unter Stickstoffatmosphéare werden 1.02 g (3.82 mmol) 2°-Deoxyguanosin 33 in 5 ml
trockenem Dimethylformamid suspendiert. Zu dieser Suspension werden dann eine
tert-Butyldimethylsilylchlorid-Lésung (2.23 g (14.8 mmol) TBDMS-CI in 15 ml Tetra-
hydrofuran) und 1.76 g (25.9 mmol) Imidazol zugegeben. Nach 10 min Rihren wird
die Lésung klar, bevor das gewilnschte Produkt auskristallisiert. Die Reaktions-
mischung wird fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur gertihrt, anschlie@end mit 6 ml
Ethanol versetzt und nach erneutem Rihren von 30 min unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Produkt wird abfiltriert, mit kaltem Ethanol gewaschen und ab-

schliefend im Vakuum getrocknet.

C22H41N504Si> (M = 495.76 g/mol)
Ausbeute: 4.46 g (9.00 mol, 81 %) Lit.*": 90 %
Schmelzpunkt: 249 °C
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Abbildung 93: "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) von 34

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 0.04 (2s, 6H, Si(CHs)), 0.10 (s, 6H, Si(CHa),,
0.90 (2s, 18H, SiC(CHa)s), 2.21-2.26 (m, 1H, 2°a-H), 2.61-2.66 (m, 1H, 2'B-H), 3.62-
3.71 (m, 2H, 5°-H), 3.80-3.82 (m, 1H, 4°-H), 4.48-4.49 (m, 1H, 3"-H), 6.10 (t, 1H, 3Jun
= 6.2 Hz, 1"-H), 6.47 (s, 2H, NH,), 7.88 (s, 1H, 1-H), 10.61 (s, 1H, NH) ppm.
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Abbildung 94: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 34

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-d): & = -5.55, -5.60, -5.04 & -4.86 (Si(CHa),), 17.63
& 17.89 (SiC(CHas)s), 25.60 & 25.70 (SiC(CHs)s), 38.84 (2'-C), 62.66 (5'-C), 72.09
(3'-C), 82.03 (1'-C), 86.91 (4’-C), 116.55 (2-C), 134.83 (1-C), 150.92 (5-C), 153.64
(4-C), 156.61 (3-C) ppm.
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Abbildung 95: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 34

IR (KBr-Pressling): v = 3424 (-N-H-Valenz), 2930 & 2858 (-C-H-Valenz), 1692
(C=0-Valenz), 1475 (-CHs- & -CH,-Deformation), 1381 (-C-N-Valenz), 1114 (-C-O-C-
Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 180 °C):
m/z : 495 [M]", 439, 349, 306, 231, 178, 151, 89, 73, 41

C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 53.19 Theorie: %C: 53.30
%H: 8.10 %H: 8.34

%N: 14.11 %N: 14.13
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Versuch 5:

Darstellung von N-(tert-Butoxycarbonyl)-4-aminobutanséaure (71)

Zu einer Lésung von 5.00 g (48.5 mmol) »~Aminobuttersdure (GABA) 70 und 13.5¢g
(97.8 mmol) Kaliumcarbonat in einem Gemisch aus 61 ml Wasser und 120 ml 1,4-
Dioxan werden bei einer Temperatur von 0 °C langsam 11.7 g (53.6 mmol) di-tert-
Butoxy-orthocarbonat (di-BOC) zugegeben. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur
wird die Reaktionsmischung fir 4 h geruhrt. Danach wird der weil3e Niederschlag
abfiltriert und das Lésungsmittel des Filtrates unter vermindertem Druck entfernt. Der
Filtratrickstand wird in 100 ml Wasser gelést und zweimal mit je 50 ml Essig-
saureethylester extrahiert. Die wassrige Phase wird mit konzentrierter Salzsaure auf
pH 3 eingestellt und erneut dreimal mit je 100 ml Essigsdureethylester extrahiert.
AnschlieBende werden die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das L&sungsmittel entfernt. Man erhalt das gewlinschte Produkt als

oranges Ol.

CgH17NO4 (M = 203.24 g/mol)
Ausbeute: 9.60 g (47.2 mmol, 97 %) Lit.%*: 99 %
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Abbildung 96: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) von 71

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 1.37 (s, 9H, t-Bu), 1.58 (qui, 2H, 3Ju = 7.2 Hz, 3-
H), 2.18 (t, 2H, 3Ju = 7.4 Hz, 2-H), 2.91 (qua, 2H, 3Juy = 6.7 Hz, 4-H), 6.81 (t, 1H,
3Jun = 5.2 Hz, N-H), 12.02 (s, 1H, -COOH) ppm.

I I

I
ppm 150

I
100 50
Abbildung 97:*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 71
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): & = 24.85 (3-C), 28.17 (C(CHs)s), 30.90 (2-C),
39.19 (4-C), 77.34 (C(CHs)s), 155.54 (5-C), 174.15 (1-C) ppm.
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Abbildung 98: IR-Spektrum (Film) von 71

IR (Film): v = 3500-3030 (-O-H-Valenz & -N-H-Valenz), 2981 (-C-H-Valenz), 1718
(-C=0-Va-lenz, Carbonylbindung), 1685 (-C=0-Valenz, sekundares Carbonsaure-
amid), 1543 (-N-H-Deformation), 1454 (-CH,-Deformation), 1367 (-CHs;-Deformation),
1280 (-C-N-Valenz), 1168 (-C-O-C-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):

miz (%): 147 (50), 146 (8), 130 (26), 129 (26), 113 (2), 112 (25), 102 (21), 86 (14),
73 (3), 69 (5), 60 (4), 59 (40), 57 (100), 56 (16), 41 (34)
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Versuch 6:

Darstellung von 1-(Brommethyl)-2-nitrobenzol (69)

3
NO
4 2 2
5 17Br

6

Unter Lichtausschluss werden 9.77 g (54.9 mmol) N-Bromsuccinimid (NBS) und
9.78 g (71.3 mmol) 2-Nitrotoluol 68 in 60 ml trockenem Tetrachlorkohlenstoff sus-
pendiert. Zu dieser Suspension wird eine Spatelspitze Dibenzoylperoxid (DBPO)
zugegeben und die Reaktionsmischung 14 h zum Ruckfluss erhitzt, wobei jeweils
nach 2 h erneut eine Spatelspitze des Initiators zugegeben wird. Nach beendeter
Reaktion wird das obenauf schwimmende Succinimid abfiltriert und die organische
Phase mit 100 ml Wasser versetzt. Die Phasen werden getrennt und die wassrige
Phase zweimal mit je 100 ml Tetrachlorkohlenstoff extrahiert. Anschliefend werden
die vereinigten organischen Phasen (ber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das braune Rohprodukt wird
saulenchromatographisch mit n-Hexan/Essigsdureethylester 20/1 an Kieselgel der
Firma Fluka gereinigt und man erhdlt das gewinschte Produkt in Form eines

orangen Feststoffes.

C7HsBrNO, (M = 216.03 g/mol)
Ausbeute: 4.47 g (20.7 mmol, 38 %)
Schmelzpunkt: 45 °C
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Abbildung 99: "H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 69

"H-NMR (200 MHz, Deuterochlorofom): 6 = 4.84 (s, 2H, 7-H), 7.45 — 7.73 (m, 3H, 4-
H, 5-H, 6-H), 8.05 (dd, 1H, *Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 3-H) ppm.

ppm 100 50
Abbildung 100: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 69
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 28.84 (7-C), 125.40 (3-C), 129.57
(6-C), 132.47 (4-C), 132.71 (1-C), 133.67 (5-C), 147.89 (2-C) ppm.
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Abbildung 101: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 69

IR (KBr-Pressling): v = 3061 (=C-H-Valenz, Aromat), 2922 (-C-H-Valenz), 2856
(-CH»z-Valenz), 1608 (Ringschwingung), 1524 (-NOj-Valenz), 1433 (-CH»-
Deformation), 1342 (-NO,-Valenz), 794 (-C-Br-Valenz), 752 (=C-H-Deformation, 1,2-
disubstituierter Aromat) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 40 °C):

miz (%): 215 (2), 169 (2), 136 (72), 108 (33), 105 (17), 92 (83), 90
(45), 89 (60), 77 (26), 51 (24)
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Versuch 7:
Darstellung von (2-Nitrobenzyl)-4-[N-(tert-butoxy)amino]butanoat (72)

3
2 NO
4 2
1 12
0 10 COOt-Bu
5 Y 8 L

6 H

Unter Lichtausschluss werden 1.14 g (5.61 mmol) N-(tert-Butoxycarbonyl)-4-amino-
butansdure 71 und 1.00 g (4.63 mmol) 1-(Brommethyl)-2-nitrobenzol 69 in 93 ml
Benzol vorgelegt. Es werden 0.83 g (5.5 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
(DBU) zugegeben und die Reaktionslésung Uber einen Zeitraum von 5h zum
Ruckfluss erhitzt. Nach anschlieliendem Abkihlen auf Raumtemperatur wird die
Reaktionsmischung Uber Nacht weitergeriihrt und danach mit 120 ml Wasser und
50 ml Essigsadureethylester versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wassrige Phase zweimal mit je 150 ml Essigsaureethylester extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel entfernt. Man erhdlt das gewinschte Produkt ohne weitere Auf-

reinigung in Form eines braunen Feststoffes.

C16H22N206 (M = 338.36 g/mol)
Ausbeute: 1.53 g (4.52 mmol, 98 %)
Schmelzpunkt: 66 °C
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Abbildung 102: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 72

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): & = 1.44 (s, 9H, t-Bu), 1.86 (qui, 2H, *Juy =
7.1 Hz, 10-H), 2.46 (t, 2H, *Juy = 7.4 Hz, 9-H), 3.18 (qua, 2H, 3Juy = 6.7 Hz, 11-H),
4.61 (bs, 1H, N-H), 5.52 (s, 2H, 7-H), 7.45-7.70 (m, 3H, 4-H, 5-H, 6-H), 8.10 (dd, 1H,
3Jun = 8.1 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 3-H) ppm.
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Abbildung 103: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 72

¥c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 25.23 (10-C), 28.33 (C(CHs)s),
31.30 (9-C), 39.76 (11-C), 62.98 (7-C), 79.26 (C(CHa)s), 125.00 (3-C), 128.79 (6-C),
129.10 (4-C), 131.98 (1-C), 133.71 (5-C), 147.55 (2-C), 155.99 (12-C), 172.56 (8-C)
ppm.
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Abbildung 104: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 72

IR (KBr-Pressling): v = 3366 (-N-H-Valenz), 2968 (-C-H-Valenz), 2938 (-CHs-
Valenz), 2875 (-CH»-Va-lenz), 1736 (-C=0-Valenz, Carbonylbindung), 1686 (-C=0-
Valenz, sekundéares Car-bonsadureamid), 1616 (Ringschwingung), 1530 (-NO,-
Valenz), 1446 (-CH,- & -CHs-Deformation), 1339 (-C-N-Valenz), 1261 (-C-O-C-

Valenz), 1165 (-C-O-C-Valenz), 731 (=C-H-Deformation, 1,2-disubstituierter Aromat)
1

cm .
Massenspektrum (GC/MS):

miz (%): 152 (1), 150 (9), 149 (76), 137 (2), 136 (18), 135 (65), 120 (8), 107 (98),
105 (22), 91 (100), 89 (25), 77 (70), 76 (19), 75 (5), 56 (80), 51 (39), 40 (22)
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Versuch 8:

Darstellung von (2-Nitrobenzyl)-4-aminobutanoat (73)

3
NO
4 2 2
5 17,08 _~10
\"/9\/11\NH2

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 1.39 g (3.84 mmol) (2-Nitrobenzyl)-
4-[N-(tert-butoxy)amino]butanoat 72 in 94 ml trockenem Dichlormethan geldst. An-
schliefend werden vorsichtig 34.2 ml Triflouressigsdure zugegeben und die Re-
aktionsmischung 21 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Reaktionsende wird das
Lésungsmittel entfernt und der Ruckstand mit 20 ml Toluol versetzt. Nach kurzem
Ruhren werden das L&sungsmittel und die Trifluoressigsdure unter vermindertem
Druck azeotrop entfernt. Dieser Vorgang wird insgesamt viermal durchgefiihrt. Das
Rohprodukt wird abschlieRend saulenchromatographisch an Kieselgel der Firma
Fluka mit Essigsdureethylester als Laufmittel gereinigt und man erhélt das ge-
wiinschte Produkt als Ol, welches durch Lagerung bei 4 °C zu einem braunen

Feststoff auskristallisiert.

C11H14N204 (M = 238.24 g/mol)
Ausbeute: 0.91 g (3.8 mmol, 99 %)
Schmelzpunkt: 44 °C
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Abbildung 105: 'H-NMR (200 MHz, D,0) von 73

"H-NMR (200 MHz, D;0): & = 1.90-2.05 (m, 2H, 10-H), 2.60 (t, 2H, Ju = 7.3 Hz, 9-
H), 3.03 (t, 2H, *Juy = 7.5 Hz, 11-H), 5.49 (s, 2H, 7-H), 7.54 —=7.79 (m, 3H, 4-H, 5-H,
6-H), 8.13 (dd, 1H, ®Jun = 8.1 Hz, *Jun = 1.3 Hz, 3-H) ppm.

. : : : : . . . : . : . .
ppm 150 100 50
Abbildung 106: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, D,0) von 73
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, D,O): & = 22.32 (10-C), 30.90 (9-C), 38.98 (11-C), 64.33
(7-C), 125.54 (3-C), 129.90 (6-C), 130.36 (4-C), 131.13 (1-C), 134.77 (5-C), 147.76
(2-C), 174.75 (8-C) ppm.
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Abbildung 107: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 73

IR (KBr-Pressling): v = 3426 (-N-H-Valenz), 2964 (-C-H-Valenz), 1738 (-C=0-
Valenz, Carbonylbindung), 1682 (-C=0-Valenz, sekundares Carbonsaureamid), 1530
(-NO2-Valenz), 1425 (-CHz-Deformation), 1348 (-C-N-Valenz), 1202 (-C-O-C-Valenz),
1136 (-C-O-C-Valenz), 723 (=C-H-Deformation, 1,2-disubstituierter Aromat) cm™.

Massenspektrum (FAB+MNBA):
m/z : 261 [M+Na]*, 239 [M+1]", 154, 136, 102, 90, 89, 86
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Versuch 9:
Darstellung von 4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzylalkohol (81)

3
o4 2 _NO,
8<m
1
0~ % OH

6 7

Es werden 2.00 ml (3.04 g, 48.2 mmol) rauchende Salpetersdure und 6.00 ml
(6.03 g, 104 mmol) Essigsaure p.a. vorgelegt und auf -10 °C abgekihlt. Dann
werden 2.00g (13.1 mmol) 4,5-(Methylendioxy)benzylalkohol 80 unter Rihren
portionsweise so zugegeben, dass eine Innentemperatur von 0 °C nicht Uberschritten
wird. Nach vollstandiger Zugabe kristallisiert das gewilinschte Produkt in Form von
gelben Kristallen aus. Die Mischung wird noch 15 min geriihrt und anschlief3end auf
Eiswasser gegossen. Der Feststoff wird abgesaugt, zweimal mit je 20 ml Wasser und
einmal mit 10 ml kaltem Diethylether gewaschen. Danach wir er in 15 ml warmen
Ethanol aufgenommen und die nicht I6slichen Bestandteile abfiltriert. Abschlie3end
wird das Filtrat vom L&sungsmittel befreit und das Rohprodukt sdulenchromato-

graphisch an Kieselgel der Firma Fluka mit Dichlormethan gereinigt.

CgH7NOs (M = 197.15 g/mol)
Ausbeute: 0.78 g (4.0 mmol, 30 %) Lit.*: 91 %
Schmelzpunkt: 122 °C Lit.*°: 121-123 °C
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Abbildung 108: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 81

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): & = 2.58 (t, 1H, ®Juu = 6.6 Hz, -OH), 4.90 (d,
2H, 3Juy = 6.6 Hz, 7-H), 6.13 (s, 2H, 8-H), 7.15 (s, 1H, 6-H), 7.60 (s, 1H, 3-H) ppm.

T

pPPrm 150 140 130 120 110 100 90 80 70
Abbildung 109:"°C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 81
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 63.24 (7-C), 103.49 (8-C), 106.23
(3-C), 109.16 (6-C), 135.12 (1-C), 141.98 (2-C), 147.82 (4-C), 153.12 (5-C) ppm.
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Abbildung 110: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 81

IR (KBr-Pressling): v = 3750-3250 (O-H-Valenz), 3125, 3078 (=C-H-Valenz), 2919
(C-H-Valenz), 1618 (Ringschwingung), 1505, 1323 (NO,-Valenz), 1447 (-CHz-De-

formation), 1274, 1126, 1059, 1036 (C-O-C-Valenz), 923, 890, 818 (=C-H-De-
formation) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z : 168, 167, 151, 138, 121



Experimentalteil 179

Versuch 10:
Darstellung von (4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl)-acetat (82)

(@) 4 3 2 NOZ
0= 0.8 -9
6 7

)

Unter Lichtausschluss werden 0.080 g (4.1 mmol) 4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl-
alkohol 81 in 5 ml Pyridin gel6ést. AnschlieRend werden bei Raumtemperatur 0.32 ml
(4.1 mmol) Acetylchlorid hinzugetropft und die Lésung 24 h geriihrt. Danach werden
10 ml Eiswasser hinzugegeben, die Lésung fir weitere 10 min gerihrt und dann
dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden dreimal mit je 20 ml Wasser und einmal mit 20 ml verdiinnter Salzsdure
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. AbschlieRend wird das Rohprodukt s&ulenchromato-

graphisch an Kieselgel der Firma Fluka mit Dichlormethan gereinigt.

C10HgNOg (M = 239.18 g/mol)
Ausbeute: 0.14 g (0.58 mmol, 14 %) Lit.**: Quantitativ
Schmelzpunkt: 148 °C Lit.*%: 149 °C
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Abbildung 111: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 82

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): & = 2.44 (s, 3H, 9-H), 5.72 (s, 2H, 7-H), 6.40
(s, 2H, 10-H), 7.52 (s, 1H, 6-H), 7.90 (s, 1H, 3-H) ppm.

l l
ppm 150 100 50
Abbildung 112:°C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 82
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 20.82 (9-C), 63.14 (7-C), 103.15

(10-C), 105.85 (3-C), 107.56 (6-C), 129.67 (1-C), 141.49 (2-C), 147.40 (4-C), 152.44
(5-C), 170.26 (8-C) ppm.
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Abbildung 113: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 82

IR (KBr-Pressling):v = 3069 (=C-H-Valenz), 2919 (C-H-Valenz), 1731 (C=0Valenz),
1615 (Ringschwingung), 1510, 1319 (NO,-Valenz), 1447 (-CHy-Deformation), 1395
(-CHs-Deformation), 1264, 1033 (C-O-C-Valenz), 904, 755 (=C-H-Deformation) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z : 239 [M], 193, 180, 178, 164, 153, 151, 135, 120, 69, 43
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Versuch 11:
Darstellung von [3-(Dimethylamino)benzyl]-acetat (84)

Zu einer Lésung von 2.00 g (13.2 mmol) 3-(Dimethylamino)benzylalkohol 83 in 10 ml
Pyridin werden unter Lichtausschluss 1.03 ml (1.13 g, 14.4 mmol) Acetylchlorid bei
Raumtemperatur hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung
uber Nacht geruhrt. Dann werden 30 ml Eiswasser zugegeben, die L6ésung noch
einmal 30 min gerthrt und anschlielend dreimal mit je 50 ml Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 40 ml Wasser
und einmal mit 30 ml verdiinnter Salzsdure gewaschen, lber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und abschlieRend bis zur Trockne eingeengt. Man erhdlt das gewinschte

Produkt ohne weitere Aufreinigung in Form eines gelben Oles.

C11H15N02 (M =193.24 g/mol)
Ausbeute: 1.92 g (9.94 mmol, 75 %)
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Abbildung 114: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 84

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): & = 2.16 (s, 3H, 9-H), 3.02 (s, 6H, 10-H, 10’-
H), 5.13 (s, 2H, 7-H), 6.82-6.75 (m, 3H, 1-H, 3-H, 5-H), 7.29-7.34 (m, 1H, 2-H) ppm.
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Abbildung 115:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 84
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 21.05 (9-C), 40.61 (10-C, 10’-C),

66.91 (7-C), 112.43 (5-C), 112.52 (3-C), 116.58 (1-C), 129.30 (2-C), 136.66 (6-C),
150.63 (4-C), 170.95 (8-C) ppm.
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Abbildung 116: IR-Spektrum (Film) von 84

IR (Film): v = 2948 (=C-H-Valenz), 2805 (-N-CHs3-Valenz), 1737 (C=OValenz), 1607
(Ringschwingung), 1440 (-CHz-Deformation), 1379 (-CHs-Deformation), 1227 (-C-N-
Valenz), 1027 (C-O-C-Valenz), 776 (=C-H-Deformation) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 193 [M]", 150, 148, 134, 132, 118, 108, 107, 91, 77, 43
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Versuch 12:
Darstellung von 2,3-Dimethyl-1-nitronaphthalin (86)

5.00 g (32.0 mmol) 2,3-Dimethylnaphthalin 85 werden in 28.6 ml (30.0 g, 500 mmol)
Eisessig vorgelegt und mit Hilfe eines Wasserbades langsam auf 70 °C erwérmt. Zu
der 70 °C warmen L&sung werden dann unter Riuhren 1.38 ml (2.10 g, 33.2 mmol)
rauchende Salpetersdure so zu getropft, dass die Temperatur der Lésung nicht Uber
80 °C steigt. Nach vollstandiger Zugabe wird fir 1.5h bei 70 °C nachgerihrt.
AnschlielRend l&sst man die Reaktionslésung auf Raumtemperatur abkihlen, wobei
langsam ein gelber Feststoff auskristallisiert. Nach Stehen Gber Nacht wird das
ausgefallene Rohprodukt abfiltriert und aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt das

gewunschte Produkt in Form von gelben, kristallinen Nadeln.

C12H11NO, (M = 201.22 g/mol)
Ausbeute: 2.05 g (10.2 mmol, 32 %) Lit.["®: 50 %
Schmelzpunkt: 109 °C Lit.[”®: 111-112 °C
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Abbildung 117: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 86

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): 6 = 2.37 (s, 3H, 9-H), 2.48 (s, 3H, 10-H),
7.49-7.54 (m, 2H, 6-H, 7-H), 7.61 (d, 1H, 3J=8.1 Hz, 8-H), 7.74 (s, 1H, 4-H), 7.79 (d,
1H, 3J=8.1 Hz, 5-H) ppm.

I I
ppm 100 50
Abbildung 118: *C-{"H}-NMR (125 NHz, Deuterochloroform) von 86
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 14.85 (9-C), 20.49 (10-C), 120.95
(8-C), 123.23 (8a-C), 126.65 (5-C), 126.81 (4a-C), 127.15 (6-C), 127.49 (7-C),
129.74 (4-C), 132.02 (3-C), 135.21 (2-C), 148.51 (1-C) ppm.
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Abbildung 119: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 86

IR (KBr-Pressling): v = 2977 (-C-H-Valenz), 1602 (Ringschwingung), 1516, 1268

(NO2-Valenz), 1384 (-CHs-Deformation), 1355 (C-N-Valenz), 772, 749 (=C-H-
Deformation) cm™.

Massenspektrum (GC/MS).
m/z : 201 [M]*, 184, 171, 156, 143, 115, 113, 89, 76, 51, 39
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Versuch 13:

Darstellung von 4-Acetoxymethyl-7-methoxycumarin (88)

Eine Mischung von 1.0 g (3.7 mmol) 4-Brommethyl-7-methoxycumarin 87 und 3.4 g
(42 mmol) Natriumacetat in 18.8 ml Essigsdureanhydrid wird 6 h zum Rickfluss
erhitzt. Nach Ende der Reaktionszeit wird der gebildete Feststoff abfiltriert und mit
13 ml siedendem Essigsaureanhydrid gewaschen. Das erkaltete Filtrat wird unter
Ruhren in ein Eis/Wasser—Gemisch gegeben, worauf das gewilnschte Produkt
langsam als leicht gelber Feststoff ausféllt. Nach anschlieRender Filtration und

Trocknung im Olpumpenvakuum wird das Produkt in reiner Form erhalten.

C13H1205 (M = 248.23 g/mol)
Ausbeute: 0.69 g (2.8 mmol, 76 %)
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Abbildung 120: "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) von 88

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 2.18 (s, 3H, 12-H), 3.86 (s, 3H, 9-H), 5.34 (d, 2H,
*Jun = 1.3 Hz, 10-H), 6.28 (t, 1H, “Jun = 1.2 Hz, 3-H), 6.97 (dd, 1H, *Juy = 8.9 Hz,
*Jun = 2.5 Hz, 6-H), 7.04 (d, 1H, “Jun = 2.5 Hz, 8-H), 7.67 (d, 1H, *Juu = 8.9 Hz, 5-H)
ppm.
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Abbildung 121: "*C-{"H}-NMR(125 MHz, DMSO-ds) von 88

BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): & = 20.45 (12-C), 55.90 (9-C), 61.03 (10-C),
100.92 (8-C), 108.83 (6-C), 110.17 (3-C), 112.28 (4a-C), 150.43 (5-C), 154.89 (4-C),
155.23 (8a-C), 159.99 (7-C), 162.47 (2-C), 169.90 (11-C) ppm.
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Abbildung 122: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 88
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IR (KBr-Pressling): v = 3103 (=C-H-Valenz,), 2932 (-C-H-Valenz), 1718 (-C=0-
Valenz), 1606 (Ring-schwingung), 1410 (-CH,- & -CHj-Deformation), 1370 (-CHs-
Deformation), 1242 & 1077 (-C-O-C-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 120 °C):
m/z : 248 (19) [M]", 206 (40), 178 (24), 161 (34), 149 (32), 121 (18),
43 (100)

C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 62.07 Theorie: %C: 62.90
%H: 4.73 %H: 4.87
%N: / %N: /
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Versuch 14:

Darstellung von 4-Brommethylbenzoeséaure (100)

5!

Br

Es werden 26.0 g (191 mmol) 4-Methylbenzoesdure 99 und 35.0 g (197 mmol) N-
Bromsuccinimid in 500 ml trockenem Tetrachlorkohlenstoff mit 0.130 g (0.537 mmol)
Dibenzoylperoxid versetzt. Das Reaktionsgemisch wird solange zum Ruckfluss er-
hitzt bis sich die zwischendurch leicht orange-braun geférbte Lésung wieder entfarbt.
Nach 2 h wird erneut eine Spatelspitze des Initiators zugegeben und die weisse
Suspension fir weitere 7 h zum Ruickfluss erhitzt. AnschlielRend erfolgen eine
nochmalige Zugabe einer Spatelspitze des Dibenzoylperoxids und ein Erhitzen zum
Ruckfluss fur 2 h. Dann wird der Reaktionskolben im Eisbad gekihlt. Der aus-
gefallene Feststoff wird abgesaugt und dreimal mit je 100 ml n-Pentan gewaschen.
AnschlieRend wird der Feststoff in ein grol3es Becherglas tberfuhrt und mit 400 ml
Wasser versetzt und einige Minuten geriihrt, um das entstandene Succinimid heraus-
zulésen. Der Feststoff wird abfiltriert, im Olpumpenvakuum getrocknet und aus
Ethanol/Essigsaureethylester 2/1 umkristallisiert. Das gewiinschte Produkt erhalt

man in Form von feinen weiflen Kristallen.

CgH;0.Br (M = 215.04 g/mol)
Ausbeute: 20.7 g (96.2 mmol, 50 %)
Schmelzpunkt: 226 °C Lit.5': 227-229 °C
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Abbildung 123: 'H-NMR (200 MHz, Methanol-d4) von 100

"H-NMR (200 MHz, Methanol-d,): & = 4.61 (s, Koaleszenspeak des S&ureprotons
und Wasser, 1H, 1-H), 4.87 (s, 2H, 7-H), 7.49 — 7.55 (m, B-Teil eines [AB]; —
Systems, 2H, 5-H, 5’-H), 7.96 — 8.02 (m, A-Teil eines [AB], — Systems, 2H, 4-H, 4’-H)

ppm.
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Abbildung 124: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 100

¥C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 23.20 (7-C), 120.65 (5-C, 5'-C), 121.57 (3-
C), 122.17 (4-C, 4-C), 125.79 (6-C), 135.18 (2-C) ppm.
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Abbildung 125: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 100
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IR (KBr-Pressling): v = 3500 - 2250 (O-H-Valenz), 2976, 2800 (-CH»-Valenz), 1716
(C=0 Carbonséaure),1610, 1577 (C=C-Valenz), 1509 (Ringschwingung), 1427 (-CHx-
Deformation), 1289 (C-O-Valenz), 863 (1,4-disubstituierte Aromaten), 600 (-C-Hal-

Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z : 215 [M]*, 136, 135, 134, 119, 118, 108, 107, 91, 90, 89, 77, 44

Versuch 15:

Darstellung von 4-Brommethyl-3-nitrobenzoesaure (96)

Es werden 58.5 ml (88.9 g, 1410 mmol) rauchende Salpetersaure vorgelegt und auf -
10 °C abgekihlt. AnschlieRend werden 10.0 g (46.5 mmol) 4-Brommethylbenzoe-
saure 100 Uber 1 h portionsweise so zugegeben, dass eine Innentemperatur von
0 °C nicht dberschritten wird. Nach vollstédndiger Zugabe wird 1h bei 0°C
weitergerihrt. Die Reaktionslésung wird danach vorsichtig mit etwa 50 ml Eiswasser
versetzt, worauf das gewlnschte Produkt ausféallt. Der Feststoff wird abfiltriert, mit
kaltem Wasser gewaschen und im Vakuum tber Kaliumhydroxid getrocknet. Sodann
wird das getrocknete Rohprodukt durch Lésen in heilem Dichlormethan,
anschlieender Zugabe von Pentan bei 25 °C und abschlieBender Kuhlung bei 4 °C

umkristallisiert.

CsHsBrNO4 (M = 260.04 g/mol)
Ausbeute: 9.87 g (0.038 mmol, 82 %) Lit.*%: 89 %
Schmelzpunkt: 97 °C Lit.[’"): 93-94 °C



196 Experimentalteil

S

8.650 8.600 8.350 8.300 7.8507 800

i | |

T | T
PPmM 8.0

T | T T I
7.0 6.0 50 4.0 3.0
Abbildung 126:'H-NMR (200 MHz, Aceton-ds) von 96

"H-NMR (200 MHz, Aceton-ds): & = 5.02 (s, 2H, 8-H), 7.93 (d, 1H, %Juy = 8.0 Hz, 4-
H), 8.33 (dd, 1H, 3Jun = 8.0 Hz, *Jun = 1.7 Hz, 3-H), 8.60 (d, 1H, *Juy = 1.7 Hz, 7-H)
ppm.
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Abbildung 127:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 96
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 5 = 59.88 (8-C), 124.91 (7-C), 128.78 (4-C),
130.36 (2-C),133.87 (3-C),143.15 (5-C), 146.57 (6-C), 165.50 (1-C) ppm.

100 -

80
S
c
@]
7
R

g 60 —
(7))
C
o
|_

40 —

20 —

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
W ellenzahl/cm™

Abbildung 128: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 96

IR (KBr-Pressling): v = 3100 — 2500 (O-H-Valenz), 2844 (C-H-Valenz), 1703 (C=0-
Valenz), 1620 (Ringschwingung), 1536, 1353 (NO.-Valenz), 1431 (-CH,-De-
formation), 1320 (C-O-Valenz), 617 (C-Hal-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
miz (%): 262 (3) [M(®'Br)+1]", 260 (3) [M("°Br)+1]*, 242 (5), 215 (2), 196 (5), 180 (10
0), 136 (44), 108 (65), 105 (80), 80 (51), 71 (2), 57 (2), 46 (4), 45 (12)
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Versuch 16:

Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoeséaure (112)

Es werden 12.42 g (151.4 mmol) wasserfreies Natriumacetat bei 100 °C in 55 ml
Eisessig geldst. Nach anschliellender Zugabe von 3.60 g (13.8 mmol) 4-Brommethyl-
3-nitrobenzoesaure 96 wird die Reaktionsmischung 16 h bei 100 °C geriihrt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wird die Reaktionsmischung mit 90 ml Wasser ver-
dinnt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird
in 50 ml 0.5 N wassriger Salzsdure aufgenommen und dreimal mit je 30 ml Essig-
saureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel entfernt. Das
getrocknete Rohprodukt wird durch L&sen in heiRem Essigsdureethylester, an-
schlielender Zugabe von Petrolether bei 25 °C und abschlieRender Kiihlung bei 4 °C
umkristallisiert. Nach Umkristallisation wird das Produkt fiir einige Tage im Vakuum

Uber Paraffinstreifen getrocknet.

C10HgNOg (M = 239.18 g/mol)
Ausbeute: 2.52 g (10.5 mmol, 76 %) Lit.%?: 94 %
Schmelzpunkt: 125 °C Lit.[?): 128-130 °C
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Abbildung 129:'"H-NMR (200MHz, Aceton-ds) von 112

"H-NMR (200 MHz, Aceton-de): & = 2.15 (s, 3H, 10-H), 5.55 (s, 2H, 8-H), 7.89 (d, 1H,
*Jun = 8.1 Hz, 4-H), 8.36 (dd, 1H, 3Jun = 8.1 Hz, “Jun = 1.7 Hz, 3-H), 8.67 (d, 1H,
*Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm.

l l
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Abbildung 130: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 112
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 5 = 20.45 (10-C), 62.09 (8-C), 125.28 (7-C),
129.43 (4-C), 131.56 (2-C),134.07 (3-C),136.11 (5-C), 147.06 (6-C), 165.23 (1-C),
169.94 (9-C) ppm.
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Abbildung 131: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 112

IR (KBr-Pressling): v = 3095 (O-H-Valenz), 2615 (C-H-Valenz), 1731 (C=0-Valenz),

1624 (Ringschwingung), 1536, 1342 (NO,-Valenz), 1431 (-CHs, -CH»-Deformation),
1342 (C-O-C-Va-lenz) cm™.

Massenspektrum (FAB+NBA):
m/z (%): 240 (3) [M]", 226 (2), 213 (1), 196 (2), 182 (1), 180 (7), 177 (3), 176 (19),
169 (3), 166 (4), 164 (2), 156 (4), 150 (5), 141 (2), 134 (3), 128 (3), 120 (14)
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Versuch 17:
Darstellung von Methyl-4-(brommethyl)benzoat (102)

Br

Es werden 76.02 g (506.2 mmol) 4-Methylbenzoesduremethylester 101 in 95 ml
Benzol gel6st. Bei Raumtemperatur und unter Bestrahlung mit einer 250 W Glihbirne
werden 25 ml (50 mmol) Brom so zugetropft, dass die Lésung stets schwach rot-
orange gefarbt bleibt. Nach vollstdndiger Zugabe des Broms wird fir 3 h unter Be-
strahlung weiter gertihrt. Danach wird die L6sung mit wassriger Natriumdisulfitiésung
so lange extrahiert bis die organische Phase entfarbt ist. Anschlieiend wird die or-
ganische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Benzol unter ver-
mindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird abschlieRend im Olpumpenvakuum

fraktioniert destilliert

CgHgO2Br (M = 229.07 g/mol)

Siedebereich: 80 °C bei 1.4*10? mbar

Ausbeute: 82.62 g (360.7 mmol, 71 %) Lit."®: 70-76 °C
Schmelzpunkt: 49 °C Lit.[®: 52-55 °C
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Abbildung 132: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 102

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): § = 3.91 (s, 3H, 1-H), 4.49 (s, 2H, 7-H), 7.41
— 7.48 (m, B-Teil eines [AB], — Systems, 2H, 5-H, 5’-H), 7.97 — 8.03 (m, A-Teil eines
[AB], — Systems, 2H, 4-H, 4’-H) ppm.
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Abbildung 133: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 102
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, DMDO-ds): & = 32.18 (7-C), 52.18 (1-C), 128.99 (5-C, 5'-
C), 130.03 (3-C, 4-C, 4-C), 142.52 (6-C), 166.48 (2-C) ppm.
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Abbildung 134: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 102

IR (KBr-Pressling): v = 2959 (C-H-Valenz), 1721 (C=0-Valenz), 1611 (Ring-
schwingung), 1434, 1414 (-CH3, -CH,-Deformation), 1282 (C-O-Valenz), 857 (1.,4-
disubstituierte Aromaten), 603 (-C-Hal-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 228 [M]", 199, 150, 149, 122, 121, 118, 91, 90, 89, 77, 45
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Versuch 18:
Darstellung von Methyl-4-(cyanomethyl)benzoat (103)

1 2 4|
H3;COOC._ 3 5
8
4 CN
6
5 7

Es werden 11.68 g (50.98 mmol) Methyl-4-(brommethyl)benzoat 102 in 100 ml
Ethanol gelést. Zu dieser Lésung werden bei Raumtemperatur 5.00 g (102 mmol)
Natriumcyanid, gel6ést in 30 ml Wasser, Uber 1 h langsam zugetropft. Anschliel3end
wird die klare, leicht orange-gelb geférbte Lésung 3 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wird der Alkohol am Rotationsverdampfer von der
dunkel-braunen Lésung entfernt. Der verbleibende Rickstand wird mit 50 ml Wasser
versetzt und dreimal mit je 50 ml Diethylether gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel
unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wird sdulenchromatographisch mit n-Hexan/

Essisaureethylester 3/1 gereinigt.

C1oHoNO; (M = 175.18 g/mol)
Ausbeute: 0.51 g (2.9 mmol, 6 %) Lit."8: 70 %
Schmelzpunkt: 56 °C Lit.[®: 56-59 °C
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Abbildung 135:'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 103

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): & = 3.82 (s, 3H, 1-H), 3.92 (s, 2H, 7-H), 7.40
— 7.42 (m, B-Teil eines [AB], — Systems, 2H, 5-H, 5’-H), 8.04 — 8.06 (m, A-Teil eines
[AB]2 — Systems, 2H, 4-H, 4’-H) ppm.
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Abbildung 136:"°C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 103
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 23.64 (7-C), 52.26 (1-C), 117.11
(8-C), 127.95 (5-C, 5'-C), 130.37 (3-C, 4-C, 4’-C), 134.64 (6-C), 165.64 (2-C) ppm.
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Abbildung 137: IR-Spektrum (Film) von 103

IR (Film): # = 2985 (=C-H-Valenz), 2954 (C-H-Valenz), 2250 (CN-Valenz), 1714

(C=0Valenz),1614 (Ringschwingung), 1417 (-CHs, -CH,-Deformation), 1285, 1183
(C-O-C-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 175 [M]", 144, 116, 90, 76, 64, 39
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Versuch 19:
Darstellung von Methyl-4-(cyanomethyl)benzoat (103)

H,CO0C
T .

11.68 g (50.98 mmol) Methyl-4-(brommethyl)benzoat 102 werden in 100 ml Ethanol

gelést. Zu dieser Lésung werden bei Raumtemperatur 5.00 g (102 mmol) Natrium-

cyanid, gelést in 30 ml Wasser, tUber 1 h langsam zugetropft. Anschliel3end wird die
klare, leicht orange-gelb gefarbte Lésung 3 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen
auf Raumtemperatur wird die dunkel-braun gefarbte Lésung direkt ohne weitere Auf-

reinigung in einer weiteren Stufe umgesetzt.
C1ngNOz (M =175.18 g/mol)

Versuch 20:
Darstellung von Methyl-4-(cyanomethyl)benzoat (103)

H,CO0C
T .

24.36 g (106.3 mmol) Methyl-4-(brommethyl)benzoat 102 werden in 160 ml Ethanol
geldst. Zu dieser L6sung werden bei Raumtemperatur 17.70 g (271.8 mmol) Kalium-

cyanid, gelést in 40 ml Wasser, Uber 1 h langsam zugetropft. Anschliel3end wird die
weille Suspension 3 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
wird die dunkel-braun geférbte Ldésung direkt ohne weitere Aufreinigung in einer

weiteren Stufe umgesetzt.

C10H9N02 (M =175.18 g/mol)
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Versuch 21:
Darstellung von (4-Carboxyphenyl)essigsaure (104)

5 _COOH

Die dunkel-braun gefarbte Lésung aus Versuch 5 wird langsam mit
32.16 g (800.0 mmol) Natriumhydroxid, gel6ést in 100 ml Wasser, versetzt und 2 h
zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur werden unter Eiskiihlung
zur Reaktionsmischung vorsichtig 96 ml konz. Salzsdure zugegeben, wobei ein gelb-
weiller Feststoff ausfallt. Zur Vervollstandigung der Fallung wird die Lésung solange
mit konz. Salzsaure versetzt, bis sie einen pH-Wert von 1 besitzt. Sodann wird der
Feststoff abfiltriert und aus Eisessig umkristallisiert. Jedoch ist darauf zu achten,
dass das Produkt nicht Uber einen langeren Zeitraum der hohen Siedetemperatur
des Eisessigs (116-118 °C) ausgesetzt wird, da es ansonsten zu einer De-
carboxylierung der Sauregruppen kommen kann. Abschlieliend wird das erhaltene

weilRe Produkt fir einige Tage im Vakuum tber Kaliumhydroxid getrocknet.

CgHgO4 (M = 180.16 g/mol)
Ausbeute: 4.33 g (24.0 mmol, 23 %)
Schmelzpunkt: 238 °C Lit.["8l: 239-241 °C
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Abbildung 138:'"H-NMR (200 MHz, DMSO-d;) von 104

"H-NMR (200 MHz, DMSO-dg): & = 3.67 (s, 2H, 8-H), 7.36 — 7.40 (m, B-Teil eines
[AB], — Systems, 2H, 4-H, 6-H), 7.85 — 7.91 (m, A-Teil eines [AB], — Systems, 2H, 3-
H, 7-H), 12.66 (s, 2H, -COOH) ppm.
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Abbildung 139: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 104
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): 5 = 40.50 (8-C), 129.09 (5-C), 129.17 (4-C, 6-
C), 129.59 (3-C, 7-C),140.90 (2-C), 167.11 (1-C), 172.07 (9-C) ppm.
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Abbildung 140: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 104

IR (KBr-Pressling): v = 3300 — 2750 (O-H-Valenz), 2966 (C-H-Valenz), 1697 (C=0-

Valenz), 1612 (Ringschwingung), 1427 (-CH,-Deformation), 1295 (C-O-Valenz), 764
(=C-H-Deformation) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 150 °C):

m/z : 180 [M]", 163, 162, 149, 149, 136, 135, 121, 119, 118, 108, 105, 91, 89, 83, 77,
71,45
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Versuch 22:
Darstellung von (4-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure (105)

Es werden 2.73 ml (4.15g, 65.9 mmol) rauchende Salpetersdure und 9.00 ml
(16.5 g, 168 mmol) konzentrierte Schwefelsaure vorgelegt und auf eine Temperatur
von -10 °C abgekuhlt. AnschlieRend werden innerhalb von 2.5 h 5.46 g (30.3 mmol)
(4-Carboxyphenyl)benzoesaure 104 portionsweise so zugegeben, dass eine Innen-
temperatur von 0 °C nicht Uberschritten wird. Nach vollstdndiger Zugabe wird die
Reaktionsmischung fiir 1 h bei 0 °C nachgerihrt, bevor sie mit 40 ml Eiswasser
ubergossen und fir 20 h bei Raumtemperatur weitergerihrt wird. Es fallt ein gelber
Niederschlag aus, welcher abfiltriert und mit Wasser gewaschen wird. Zuséatzlich wird
das Filtrat dreimal mit je 30 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen, lUber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wird anschlieBend aus Eisessig umkristallisiert. Jedoch ist darauf zu achten, dass
das Produkt nicht Uber einen ladngeren Zeitraum der hohen Siedetemperatur des
Eisessigs (116-118 °C) ausgesetzt wird, da es ansonsten zu einer Decarboxylierung
der S&uregruppen kommen kann. Das bei der Umkristallisation erhaltene Produkt
und der bereits saubere Filtrationsriickstand werden fir einige Tage im Vakuum Uber

Kaliumhydroxid getrocknet.

CoH7NOg (M = 225.15 g/mol)
Ausbeute: 5.00 g (22.2 mmol, 73 %) Lit.": 73 %
Schmelzpunkt: 224 °C Lit.?°l: 220 °C
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Abbildung 141:"H-NMR (200 MHz, DMSO-dg) von 105

T I T
6.0 5.0 4.0 3.0

"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds): & = 4.09 (s, 2H, 8-H), 7.70 (d, 1H, *Jun = 8.0 Hz, 4-H),
8.21 (dd, 1H, 3Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 3-H), 8.50 (d, 1H, *Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm

| | ' ' ' ' | '
ppm 150 100 50
Abbildung 142: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg) von 105
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 5 = 38.91 (8-C), 125.18 (7-C), 131.18 (2-C),
133.72 (3-C),134.24 (4-C),134.90 (5-C), 148.54 (6-C), 165.38 (1-C), 170.80 (9-C)
ppm.
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Abbildung 143: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 105

IR (KBr-Pressling): v = 3100 — 2400 (O-H-Valenz), 2968 (C-H-Valenz), 1697 (C=0-
Valenz), 1623 (Ringschwingung), 1533, 1346 (NO:-Valenz), 1421 (-CH2-De-
formation), 1295 (C-O-Valenz) cm™.

Massenspektrum (EI,Pt.:190 °C):
m/z (%): 225 (12) [M]", 209 (5), 181 (9), 180 (16), 179 (66), 166 (8), 165 (15), 164

(100), 163 (11), 161 (5), 149 (16), 136 (24), 135 (9), 134 (8), 133 (7), 121 (7), 120 (9),
119 (9), 45 (11), 44 (17), 43 (8)
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Versuch 23:
Darstellung von (4-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure (105)

HOOC NO,
\Oi/cow

4.98 g (27.6 mmol) (4-Carboxyphenyl)-benzoesdure 104 werden in 10.7 ml (19.6 g,

200 mmol) konzentrierter Schwefelsdure gelést und auf -10 °C abgeklhlt. Dann
werden 2.8 ml (4.3 g, 67 mmol) rauchende Salpetersdaure so zugetropft, dass die
Temperatur der Lésung 0 °C nicht Ubersteigt. Nach beendeter Zugabe wird die
Reaktionsmischung fur 2h bei 0°C geruhrt und danach mit 35 ml Eiswasser
hydrolysiert. Nach Ruhren tGber Nacht und Erwarmen auf Raumtemperatur wird der
ausgefallene Niederschlag abfiltriert und das Filtrat dreimal mit Essigséureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen, tber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt. Das Rohprodukt wird anschliefiend aus Eisessig umkristallisiert und das er-

haltene Produkt fir einige Tage im Vakuum Uber Kaliumhydroxid gelagert.
CoH7NOs (M = 225.15 g/mol)

Ausbeute: 2.13 g (9.46 mmol, 34 %) Lit.*: 63 %
Schmelzpunkt: 222 °C Lit.?°!: 220 °C

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 22 Giberein.



Experimentalteil 215

Versuch 24:
Darstellung von (4-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure (105)

HOOC NO,
\Oi/cow

Unter Eis/Kochsalzkiihlung werden zu 69.94 ml einer 7:5 — Mischung von 98%iger

Schwefelsdure (40.79 ml, 74.87 g, 763.4 mmol) und rauchender Salpetersaure
(29.15 ml, 44.32 g, 703.2 mmol) 10.48 g (58.16 mmol) (4-Carboxyphenyl)-benzoe-
saure 104 so zugegeben, dass eine Innentemperatur von 0 °C nicht Uberschritten
wird. Nach vollstandiger Zugabe wird die Reaktionsmischung fiir 3 h bei 0 °C weiter-
gerihrt. AnschlieBend wird die Mischung auf 300 g Eiswasser gegossen, der aus-
fallende Feststoff abgesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen. Zuséatzlich wird das
Filtrat dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert, Gber Natriumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel anschlielend entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird aus Eis-
essig umkristallisiert. Abschlief3end wird das Produkt, ebenso wie der zuvor erhaltene

Niederschlag im Vakuum Uber Kaliumhydroxid getrocknet.
CoH7NOs (M = 225.15 g/mol)
Ausbeute: 6.41 g (28.5 mmol, 49 %) Lit.%%: 70 %

Schmelzpunkt: 224 °C Lit.?°!: 220 °C

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 22 Giberein.
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Versuch 25:
Darstellung von tert-Butyl-2-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat (106)

1

t-BuOOC ! 6 _NO,
2 9
3 : COOt-Bu

4 8

In einem Glasautoklaven werden 10.3 g (45.7 mmol) (4-Carboxy-2-nitro-
phenyl)essigsdure 105 in 150 ml Chloroform suspendiert und unter Stickstoff mit
1.5ml (2.7 g, 28.1 mmol) konzentrierter Schwefelsaure versetzt. Anschliellend wird
die Suspension mit Aceton/Trockeneis auf -78 °C abgekuhlt. So dann werden 18 ml
Isobuten eingeleitet. Die Mischung wird langsam auf Raumtemperatur erwarmt und
2 d bei dieser geruhrt. Danach wird die hell-gelbe Lésung in 200 ml gesattigte
Natriumhydrogencarbonatlésung gegeben und anschliellend einmal mit Wasser ge-
waschen. Die gelbe organische Phase wird uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Eine Auf-

reinigung des Rohprodukts ist nicht erforderlich. Es wird als rot-braunes Ol erhalten.

C17H23NOG (M = 337.37 g/mol)
Ausbeute: 11.85 g (35.12 mmol, 77 %) Lit.%L: 26 %
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Abbildung 144: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 106

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): § =1.42 (s, 9H,t-Bu), 1.61 (s, 9H, t-Bu), 3.98
(s, 2H, 8-H), 7.40 (d, 1H, Juy = 7.9 Hz, 4-H), 8.16 (dd, 1H, 3Juy = 7.9 Hz
*Jun = 1.8 Hz, 3-H), 8.63 (d, 1H, *Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm.

} J ‘ " N | ‘ e

\ \
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Abbildung 145:"°C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 106
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 27.87 (C(CHs)s), 28.06 (C(CHs)s),
40.95 (8-C), 82.10 (C(CHs)3), 82.44 (C(CHs)s), 125.98 (7-C), 132.58 (2-C), 133.30 (3-
C), 133.67 (4-C), 134.22 (5-C), 148.81 (6-C), 163.38 (1-C), 168.38 (9-C) ppm.
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Abbildung 146: IR-Spektrum (Film) von 106

IR (Film): v = 2981 (C-H-Valenz), 1725 (C=0-Valenz), 1623 (Ringschwingung),

1537, 1369 (NO,-Valenz), 1395, 1370 (C(CHs;)s-Deformation), 1151 (C-O-Valenz)

cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 264, 236, 220, 208, 190, 165, 135, 57
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Versuch 26:
Darstellung von tert-Butyl-2-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat (106)

t-BuOOC NO,
\Oi/coopsu

In einem Glasautoklaven werden 2.35 g (10.4 mmol) (4-Carboxy-2-nitrophenyl)essig-

saure 105 in 55.3 ml tert-Butylacetat suspendiert. Anschlielend werden 0.21 ml Per-
chlorsaure zugegeben und die Mischung 2 d bei Raumtemperatur gerihrt bis sich die
nitrierte Dicarbonsaure vollstandig gelést hat. Dann wird die klare, gelbliche Lésung
vorsichtig in 350 ml kalte gesattigte Natriumhydrogencarbonatlésung gegeben. Die
wassrige Phase wird dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden zweimal mit Wasser gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das gelb-braune élige
Rohprodukt kann direkt ohne weitere Aufreinigung in einer weiteren Stufe umgesetzt

werden.

C17H23NOG (M = 337.37 g/mol)
Ausbeute: : 2.00 g (5.93 mmol, 57 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 25 tberein.

Versuch 27:
Darstellung von tert-Butyl-2-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat (106)

t-BuOOC NO,
\©1/000t-8u

5.77 g (25.6 mmol) (4-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure 105 werden in 134 ml tert-

Butylacetat vorgelegt. Nach anschliel3iender Zugabe von 0.51 ml Perchlorsdure wird

die Reaktionslésung 48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wird die Reaktions-
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mischung mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung neutralisiert und zweimal
mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit
Wasser gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Es bleibt eine klare Flussigkeit zurlick, die s&ulen-
chromatographisch an Kieselgel der Firma YMC mit n-Hexan/Essisaureethylester 5/1

gereinigt wird.

C17H23NOg (M = 337.37 g/mol)
Ausbeute: 4.30 g (12.7 mmol, 50 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 25 Gberein.
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Versuch 28:
Darstellung von tert-Butyl-2-brom-2-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat (97)

1 7
t-BuOOC 6 _NO,

2 9
3 . 8 _COOt-Bu

Br

Unter Lichtausschluss werden 9.81 g (29.1 mmol) tert-Butyl-2-(4-tert-butoxycarbonyl-
2-nitrophenyl)-acetat 106 in 145 ml absolutem Tetrachlorkohlenstoff gelést. Zu dieser
Lésung werden 9.45 g (53.1 mmol) N-Bromsuccinimid (NBS) und eine Spatelspitze
Dibenzoylperoxid (DBPO) hinzugegeben. Die Suspension wird 24 h zum Ruckfluss
erhitzt, wobei alle 3 h erneut eine Spatelspitze Dibenzoylperoxid zugefugt wird.
Anschlielend wird das aufschwimmende Succinimid abfiltriert und mit Tetrachlor-
kohlenstoff gewaschen. Von dem roten Filtrat wird das Lésungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt und es bleibt ein rétliches zahflussiges Ol zuriick, das s&ulen-
chromatographisch an Kieselgel der Firma YMC mit n-Hexan/Essigsaureethylester

5/1 gereinigt wird.

C17H22BrNOg (M = 416.26 g/mol)
Ausbeute: 7.32 g (17.6 mmol, 60 %) Lit.["®: 24 %
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Abbildung 147: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 97

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): 6 =1.46 (s, 9H,t-Bu), 1.61 (s, 9H, {-Bu), 5.95
(s, 1H, 8-H), 8.04 (d, 1H, %Juy = 8.2 Hz, 4-H), 8.25 (dd, 1H, 3Juy = 8.2 Hz
*Jun = 1.7 Hz, 3-H), 8.54 (d, 1H, *Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm.
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Abbildung 148: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 97
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 27.55 (t-Bu), 28.00 (t-Bu), 43.81
(8-C), 82.75 (C-t-Bu),83.94 (C-t-Bu),125.53 (7-C), 133.29 (2-C), 133.66 (3-C), 133.83
(4-C), 134.50 (5-C), 147.58 (6-C), 162.85 (1-C), 165.95 (9-C) ppm.
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Abbildung 149: IR-Spektrum (Film) von 97

IR (Film): v = 2981 (C-H-Valenz), 1724 (C=0-Valenz), 1621 (Ringschwingung),
1537 (NO»-Valenz), 1395, 1370 (C(CHj3)s-Deformation), 1151 (C-O-Valenz), 746 (-C-
Hal-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 344, 316, 286, 264, 258, 242, 236, 230, 209, 180, 179, 152, 148, 136, 57, 43
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Versuch 29:
Darstellung von (a,4-Di-tert-butoxycarbonyl-2-nitrobenzyl)-acetat (113)

1 7
t-BuOOC 6 _NO,

2 9
3 5 g8 _COOt-Bu
4
0\1"0/ 11
o)

Unter Lichtausschluss werden 7.32g (17.6 mmol) tert-Butyl-2-brom-2-(4-tert-
butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat 97, 1.26 g (21.0 mmol) Essigsdure und 3.09 g
(20.3 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) in einer Mischung von 350 ml
absolutem Benzol und 85 ml absolutem Tetrahydrofuran gelést und 2 h zum Rick-
fluss erhitzt. Danach wird das Lésungsmittel entfernt, das erhaltene Rohprodukt unter
Ruhren mit Aceton versetzt und der nicht I6sliche Ruckstand abfiltriert. Das Filtrat
wird anschliellend mittels Filtration Uber Kieselgel gereinigt und das L&sungsmittel
anschlie3end unter vermindertem Druck entfernt. Eine weitere Aufreinigung des Roh-

produkts ist nicht erforderlich.

C19H25NOg (M = 395.40 g/mol)
Ausbeute: 6.10 g (15.4 mmol, 88 %)
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Abbildung 150: 'H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform) von 113

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): § =1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.60 (s, 9H, t-Bu), 2.21
(s, 3H, 11-H), 6.78 (s, 1H, 8-H), 7.71(d, 1H, 3Juy = 8.2 Hz, 4-H), 8.21 (dd, 1H,
*Jun = 8.1 Hz, *Jun = 1.7 Hz, 3-H), 8.54 (d, 1H, *Juy = 1.7 Hz, 7-H) ppm.
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Abbildung 151: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 113
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 20.55 (11-C), 27.66 (C(CHs)s),
28.04 (C(CHs);), 70.00 (8-C), 82.78 (C(CHs)3), 83.88 (C(CHs)s), 125.82 (7-C), 129.06
(2-C), 133.39 (3-C), 133.61 (4-C), 133.62 (5-C), 148.11 (6-C), 163.02 (1-C), 165.80
(9-C), 169.21 (10-C) ppm.
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Abbildung 152: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 113

IR (KBr-Pressling):v = 2986 (C-H-Valenz), 1748 (C=0-Valenz), 1620 (Ring-
schwingung), 1543 (NO,-Valenz), 1460 (-CHs-Deformation), 1397, 1372 (C(CHj3)s-
Deformation), 1227 (C-O-C-Valenz), 1154 (C-O-Valenz) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z: 322, 294, 278, 263, 251, 235, 207, 165, 149, 57, 43
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Versuch 30:

Darstellung von 4-[Acetoxy(carboxy)methyl]-3-nitrobenzoeséure (114)

! 7
HOOC._» A _NO,

9
3 8 ~COOH

0\1’(|,')/1 1

@)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 0.488 g (1.24 mmol) tert-Butyl-
acetoxy-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat 113 in 8.2 ml trockenem Dichlor-
methan gelést und mit 4.0 ml Trifluoeressigsaure versetzt. Danach wird die
Reaktionslésung fur 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende wird das
Lésungsmittel entfernt und der Riickstand mit Toluol versetzt. Nach kurzem Rihren
werden das Ldsungsmittel und die Trifluoressigsdure unter vermindertem Druck
azeotrop entfernt. Dieser Vorgang wird insgesamt viermal durchgefuhrt. Das Roh-
produkt wird abschlielend sdulenchromatographisch an Sephadex mit Wasser als
Laufmittel gereinigt und man erhélt das gewilinschte Produkt in Form eines weil}en

Feststoffes.

C11H9N08 (M =283.19 g/mol)
Ausbeute: 0.162 g (0.572 mmol, 46 %)
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Abbildung 153: "H-NMR (200 MHz, D,0) von 114

"H-NMR (200 MHz, D,0): & = 2.20 (s, 3H, 11-H), 6.74 (s, 1H, 8-H), 7.80 (d, 1H, Jun

= 8.2 Hz, 4-H), 8.28 (dd,1H, %Juy = 8.1 Hz, “Juy = 1.8 Hz, 3-H), 8.60 (d, 1H,
*Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm.
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Abbildung 154: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 114
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IR (KBr-Pressling): v = 3427 (O-H-Valenz), 1706 (C=0-Valenz), 1621 (Ring-
schwingung), 1546 (NO,-Valenz), 1428 (-CHs-Deformation), 1224 (C-O-C-Valenz)
cm™.
Massenspektrum (El, Pt.: 140 °C):

m/z: 266 (2), 238 (2), 222 (1), 179 (55), 149 (47), 118 (22), 57 (30), 43 (100)

Versuch 31:

Darstellung von Thiophenoxyacetonitril (108)

2

3 1S~ _-CN
7
4 6

5

Es werden 32.5 g (0.307 mol) Natriumcarbonat in 100 ml trockenem Aceton gel&st.
Nach kurzem Rihren werden 20 ml (22 g, 0.20 mol) Thiophenol 107 und 15 ml (18 g,
0.24 mol) a-Chloracetonitril Gber ein Septum zugegeben und die Reaktionslésung
6.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Der entstehende Feststoff wird abfiltriert, mit Aceton
gewaschen und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand
wird in Diethylether aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und der Diethylether anschliefend unter ver-
mindertem Druck entfernt. Eine weitere Aufreinigung des Rohproduktes ist nicht er-

forderlich.

CsH7/NS (M = 149.21 g/mol)
Ausbeute: 26.5 g (0.178 mol, 89 %) Lit.*%:85 %
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Abbildung 155: 'H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) von 108

"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds): & = 4.23 (s, 2H, 7-H), 7.29 — 7.53 (m, 5H, 2-H, 3-H, 4-
H, 5-H, 6-H) ppm.

Auf eine vollstdndige Charakterisierung wurde auf Grund des intensiven Geruchs

verzichtet.
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Versuch 32:
Darstellung von (5-Carboxy-2-nitrophenyl)acetonitril (109)

3
NO
4 2
7 CN
HOOC™ 5 e 1

11.0 g (0.275 mol) fein gemdrsertes Natriumhydroxid werden in 100 ml Dimethyl-
sulfoxid suspendiert und die Suspension unter starkem Rihren auf knapp tGber 18° C
abgekihlt. Dann werden 8.0 g (0.048 mol) 4-Nitrobenzoesaure hinzugegeben und
die Reaktionsmischung bei knapp tiber dem Festpunkt des Dimethylsulfoxids (18 °C)
fir 10 min gerihrt. Schliellich werden 7.1 g (0.047 mol) Thiophenoxyacetonitril 108,
geldst in 100 ml Dimethylsulfoxid, langsam zugetropft. Die tiefblaue Lésung wird fir
1.5 h bei 18° C weitergeriihrt und nach Ende der Reaktionszeit unter starkem Rihren
in eine Mischung aus 60 ml konzentrierter Salzsaure und 500 g Eis gegeben. Die
nun gelbe L&sung wird anschliellend mit Essigsdureethylester extrahiert, die ver-
einigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird in Chloroform/Hexan 1/3
ausgekocht, der zuriickbleibende Feststoff anschlieRend warm abfilitriert und im Ol-

pumpenvakuum getrocknet.

CgH6N204 (M = 206.16 g/mol)
Ausbeute: 8.8 g (0.043 mol,91 %) Lit.?%: 77 %
Schmelzpunkt: 181 °C Lit.%%: 183-185 °C



232 Experimentalteil

T T T T T T T T | T
8.250 8.200 8.150

i L

L L R B A '
ppm8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0
Abbildung 156:'H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) von 109

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 4.42 (s, 2H, 8-H), 8.13 (dd, 1H, ®Ju4 = 8.4 Hz,
*Jun = 1.8 Hz, 4-H), 8.24 (d, 1H,*Juu = 8.5 Hz, 3-H), 8.27 (d, 1H, *Jun = 1.6 Hz, 6-H)
ppm.

Lo ‘H, L S—— .._.JL.._.L

ppm 150 100
Abbildung 157: "*C-{'"H}-NNMR (125 MHz, DMSO-dg) von 109
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 21.36 (8-C), 117.63 (-CN), 125.88 (3-C),
126.76 (1-C), 130.23 (4-C), 132.22 (6-C), 135.50 (5-C), 150.06 (2-C), 165.30 (7-C)
ppm.
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Abbildung 158: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 109

IR (KBr-Pressling): v = 3090 (O-H-Valenz), 2553 (C-H-Valenz), 2258 (CN-Valenz),

1697 (C=0-Valenz),1616 (Ringschwingung), 1533, 1346 (NO,-Valenz), 1435 (-CH,-
Deformation), 1298 (C-O-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 140 °C):
m/z: 206 (5) [M]", 179 (82), 162 (13), 160 (13), 51 (51)



234 Experimentalteil

Versuch 33:
Darstellung von 2-(5-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure (110)

3
NO
4 2 2
H00C 5 _ _cooH
9 6 7 8

4.5 g (0.022 mol) (5-Carboxy-2-nitrophenyl)acetonitrii 109 werden mit 100 ml einer
20%igen Salzsaure versetzt und 6 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird die Reaktionslésung bei 4° C gelagert. AnschlieRend wird der
ausgefallene Feststoff abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und Uber Kalium-

hydroxid getrocknet. Eine weitere Aufreinigung ist nicht erforderlich.

CgH/NOg (M = 225.15 g/mol)
Ausbeute: 4.1 g (0.018 mmol, 82 %) Lit.*: 82 %
Schmelzpunkt: 169 °C Lit.®: 170-171 °C
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Abbildung 159: "H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) von 110

"H-NMR (200 MHz, DMSO-dg): 6 = 4.07 (m, 3H, 3-H, 4-H, 6-H), 8.02-8.18 (s, 2H, 7-
H) ppm.

I I
ppm 150 100 50
Abbildung 160: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 110
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BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 5 = 38.47 (7-C), 125.07 (3-C), 129.21 (4-C),
130.70 (1-C), 134.34 (6-C), 134.82 (5-C), 151.02 (2-C), 165.65 (9-C), 171.05 (8-C)
ppm.
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Abbildung 161: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 110

IR (KBr-Pressling): v = 3250 — 2750 (O-H-Valenz), 2970 (C-H-Valenz), 1701 (C=0-

Valenz), 1617 (Ringschwingung), 1535, 1347 (NOy-Valenz), 1437 (-CH,-De-
formation), 1275 (C-O-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 190 °C):
m/z: 208 (1), 179 (60), 164 (38), 151 (7), 136 (17),
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Versuch 34:
Darstellung von tert-Butyl-2-[5-(tert-butoxycarbonyl)-2-nitrophenyl]-acetat (111)

3
4 2 _NO,
5 1 _cootBu
-BuOOC

s 6 78

In einem Glasautoklaven werden 8.47 g (37.6 mmol) 2-(5-Carboxy-2-nitrophenyl)-
essigsaure 110 in 130 ml Chloroform suspendiert und unter Stickstoff mit 1.2 ml
(2.2 g, 22 mmol) konzentrierter Schwefelsdure versetzt. Die Suspension wird mit
Aceton/Trockeneis auf -78 °C abgekuhlt und in diese 18 ml Isobuten eingeleitet. Die
Mischung wird sodann langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und 4 d bei dieser ge-
rahrt. Danach wird die hell-gelbe Lésung in 250 ml gesattigte Natriumhydrogen-
carbonatldsung gegeben und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Eine Aufreinigung des Rohprodukts ist nicht erforderlich.

C17H23NOg (M = 337.37 g/mol)
Ausbeute: 10.2 g (30.2 mmol, 80 %)
Schmelzpunkt: 93 °C Lit.[°®: 92-94 °C
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Abbildung 162: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 111

"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): § =1.44 (s, 9H,t-Bu), 1.61 (s, 9H, t-Bu), 3.98
(s, 2H, 7-H), 7.90 (d, 1H, “Juy = 1.7 Hz, 6-H), 8.03 (dd, 1H, 3Juy = 8.5 Hz
*Jun = 1.8 Hz, 4-H), 8.10 (d, 1H, *Jun = 8.5 Hz, 3-H) ppm.

I
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100 50
Abbildung 163: *C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 111
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 27.92 (C(CHs)s3), 28.06 (C(CHs)s),
40.86 (7-C), 82.09 (C(CHs)s), 82.53 (C(CHs)s), 125.05 (3-C), 129.31 (4-C), 130.29 (1-
C), 134.24 (6-C), 136.08 (5-C), 151.11 (2-C), 163.58 (9-C), 168.73 (8-C) ppm.
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Abbildung 164: IR-Spektrum ( KBr-Pressling) von 111

IR (KBr-Pressling): 7 = 2982, 2938 (C-H-Valenz), 1711 (C=0O-Valenz), 1618 (Ring-

schwingung), 1527,345 (NO,-Valenz), 1345 (-CHs-Deformation), 1156 (C-O-Valenz)

cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 85 °C):
m/z: 264 (7), 237 (4), 220 (2), 180 (7), 164 (7), 135 (4), 57 (100), 41 (21)
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Versuch 35:
Darstellung von tert-Butyl-2-[5-(tert-butoxycarbonyl)-2-nitrophenyl]-acetat (111)

NO,
/@i/COOt-Bu
t-BuOOC

Zu einer Mischung von 1.0 g (4.4 mmol) 2-(5-Carboxy-2-nitrophenyl)essigsaure 110,
12 g (98 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 2.0 ml (21 mmol) tert-Butanol in
20 ml Dichlormethan werden bei 0°C 2.0 g (9.7 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

(DCC) zugegeben. Nach vollstandiger Zugabe wird die Reaktionsmischung 30 min
bei 0°C und anschlieRend fur 5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Sodann wird die rot-
braune Mischung abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wird in 20 ml Dichlormethan aufgenommen, erneut gefiltert und zweimal
mit je 20 ml 0.5 N Salzsdure und zweimal mit je 60 ml geséattigter Natriumhydrogen-
carbonatlésung gewaschen. Die Lésung wird sodann tber Natriumsulfat getrocknet
und abfiltriert. AbschlieRend wird das L&sungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt und man erhélt das gewtinschte Produkt in reiner Form.

C17H23NOg (M = 337.37 g/mol)
Ausbeute: 0.24 g (0.71 mmol, 16 %) Lit.%%: 57 %

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 34 Gberein.
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Versuch 36:
Darstellung von 1-(tert-Butyl)-5-[a,4-bis(tert-butoxycarbonyl)-2-nitrobenzyl]-N-(tert-

butoxycarbonyl)-L-glutamat (117)

1 7
t-BuOOC 6._NO,

2 9
3 8 COOt-Bu 14
75 COOt-Bu
O 10_~12 COOt-Bu
1ITC"13"N"15
H
o)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 500 mg (1.20 mmol) tert-Butyl-2-
brom-2-(4-tert-butoxycarbonyl-2-nitrophenyl)-acetat 97 und 320 mg (1.06 mmol) 1-
(tert-Butyl)-N-(tert-butoxycarbonyl)-L-glutamat 116 in 65 ml Benzol gelést. Dann
werden 200 mg (1.31 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) zugegeben
und die Reaktionsmischung 5 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach anschlieendem Ab-
kiihlen auf Raumtemperatur wird die Reaktionslésung mit 40 ml Wasser und 40 ml
Essigsaureethylester versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wassrige Phase zweimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden mit Wasser gewaschen, (iber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird anschlieRend sédulenchromato-
graphisch an Kieselgel der Firma Fluka mit n-Hexan/Essigsaureethylester 4/1 ge-
reinigt und man erhalt das gewunschte Produkt in Form eines gelben Feststoffes als

ein Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1:1.

C31H46N2012 (M =638.70 g/mol)
Ausbeute: 480 mg (0.75 mmol, 63 %)
Schmelzpunkt: 30 °C
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Abbildung 165: "H-NMR (200 MHz, Benzol-dg) von 117

'"H-NMR (200 MHz, Benzol-dg): & = 1.23-1.26 (m, 18H, t-Bu), 1.35-1.41 (m, 18H, t-
Bu), 2.07-2.27 (m, 2H, 11-H), 2.31-2.41 (m, 2H, 12-H), 4.30-4.50 (m, 1H, 13-H), 4.97
& 5.14 (2d, *Jun = 8.3 Hz & Juy = 7.4 Hz, -NH), 7.18 (s, 1H, 8-H), 7.46 & 7.58 (dd,
1H, 3Jun = 8.1 Hz & 3Juy = 8.1 Hz, 4-H), 7.95-8.05 (m, 1H, 3-H), 8.48 & 8.50 (2d, 1H,
*Jun = 1.7 Hz & *Jup = 1.7 Hz, 7-H) ppm.



Experimentalteil 243

T I I
ppm 150 100 50
Abbildung 166: *C-{"H}-NMR (125MHz, Benzol-ds) von 117

BC-{'H}-NMR (125 MHz, Benzol-dg): & = 27.20, 27.77, 27.81 & 28.36 (C(CHa)s),
30.15 (12-C), 30.44 (11-C), 60.04 (13-C), 70.71 (8-C), 79.35, 81.59, 81.99 & 83.58
(C(CHs)s), 126.01 (7-C), 128.53 (2-C), 128.37 (4-C), 133.60 (5-C), 133.68 (3-C),
148.65 (6-C), 162.90 (15-C), 166.07 (1-C), 171.15 (14-C), 171.18 (9-C), 171.38 (10-
C) ppm.
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Abbildung 167: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 117

IR (KBr-Pressling): v = 3404 (-N-H-Valenz), 2980 (-C-H-Valenz), 1720 (-C=0O-
Valenz), 1624 (Ringschwingung), 1543 (-NO,-Valenz), 1369 (-CHs;—Deformation),
1301 (-NO,-Valenz), 1232 (-C-N-Valenz), 1155 (-C-O-C-Valenz) cm™.

Masenspektrum (FAB + MNBA):
m/z: 661 [M + Na]", 583, 539, 527, 471, 427, 416, 415, 381, 371, 325, 224
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Versuch 37:
Darstellung von 5-(a,4-Dicarboxy-2-nitrobenzyl)-L-glutamat (118)

7
HOOC 6_NO,

2 9
5
3 8 .COOH 14
COOH
4 *CF;COOH
010.~U2
11>"13¥NH,
o)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 357 mg (0.559 mmol) 1-(tert-butyl)
5-[a,4-bis(tert-butoxycarbonyl)-2-nitrobenzyl] N-(tert-butoxycarbonyl)-L-glutamat 117
in 45 ml trockenem Dichlormethan vorgelegt. Anschliel3end werden vorsichtig 16 ml
Trifluoressigsdure zugegeben und die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Reaktionsende wird das Lésungsmittel entfernt und der Ruckstand mit
30 ml Toluol versetzt. Nach kurzem Ruhren werden das Ldsungsmittel und die
Trifluoressigsdure unter vermindertem Druck azeotrop entfernt. Dieser Vorgang wird
insgesamt funfmal durchgefuhrt. Danach wird der 6lige Rickstand mit Essigséure-
ethylester versetzt, wobei ein weilder Feststoff ausfallt. Dieser wird abfiltriert, mit
Essigsaureethylester gewaschen und anschliellend getrocknet. Man erhéalt das ge-

winschte Produkt in Form eines weilRen Feststoffes.

C14H14N2010*CF3COOH (M =484.29 g/mol)
Ausbeute: 115 mg (0.237 mmol, 42 %)
Schmelzpunkt: 116 °C Lit.°®: 135-137 °C
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Abbildung 168: 'H-NMR (200 MHz, D,0) von 118

"H-NMR (200 MHz, D;0): & = 2.19-2.33 (m, 2H, 12-H), 2.74-2.85 (m, 1H, 11-H), 4.10
(dt, 2H, 3Juy = 6.8 Hz, “Jyy = 2.5 Hz, 13-H), 6.78 (s, 1H, 8-H), 7.81 (d, 1H,
*Jun = 8.0 Hz, 4-H), 8.30 (dd, 1H, *Jun = 8.1 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 3-H), 8.60 (d, 1H,
*Jun = 1.7 Hz, 7-H) ppm.
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Abbildung 169: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, D,0) von 118

3C-{"H}-NMR (125 MHz, D,0): 5 = 25.07 (11-C), 29.72 (12-C), 52.26 (13-C), 71.81
(8-C), 126.74 (7-C), 131.39 (2C), 132.60 (4-C), 133.88 (5-C), 135.02 (3-C), 147.89
(6-C), 167.89 (1-C), 171.57 (10-C), 171.83 (14-C), 172.88 (9-C) ppm.
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Abbildung 170: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 118
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IR (KBr-Pressling): v = 3427 (-N-H-Valenz), 3290-2686 (-C-H-Valenz & -O-H-
Valenz), 1718 (-C=0-Valenz), 1626 (Ringschwingung), 1543 (-NO,-Valenz), 1355
(-NO,-Valenz), 1232 (-C-N-Valenz), 1180 (-C-O-C-Valenz) cm™.

Massenspektrum (FAB + MNBA):
m/z: 282, 226, 154, 137, 89, 57

Versuch 38:

Darstellung von 2-Nitrobenzyl-acetat (119)

3
NO
4 2 2
1 9] 9
5 7 \ISI/

6

0]

Unter Lichtausschluss werden 5.00 g (23.1 mmol) 1-(Brommethyl)-2-nitrobenzol 69 in
40 ml Benzol vorgelegt. Nach der Zugabe von 8.0 ml (53 mmol) 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) und 11.0 ml (11.5g, 192 mmol) Eisessig wird die
Reaktionslésung 5 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird
das Lésungsmittel entfernt und das Rohprodukt mit 100 ml Wasser versetzt. Die
wassrige Phase wird dreimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel an-
schlieBend im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch mit
Chloroform als Laufmittel gereinigt und man erhalt das gewinschte Produkt in Form
eines hellgelben Oles, welches durch Lagerung bei 4 °C zu einem hellgelben

Feststoff auskristallisiert.

CgHgNO4 (M = 195.17 g/mol)
Ausbeute: 2.48 g (12.7 mmol, 55 %)
Schmelzpunkt: 35 °C Lit.*%: 37 °C
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Abbildung 171: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 119

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): 6 = 2.16 (s, 3H, 9-H), 5.51 (s, 2H, 7-H), 7.48
—7.67 (m, 3H, 4-H, 5-H, 6-H), 8.10 (dd, 1H, *Juy = 8.2 Hz, “Jun = 0.9 Hz, 3-H) ppm.

|
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Abbildung 172: C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 119
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 20.77 (9-C), 62.03 (7-C), 125.05

(3-C), 128.76 (6-C), 129.03 (4-C), 132.11 (1-C), 133.69 (5-C), 147.59 (2-C), 170.34
(8-C) ppm.
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Abbildung 173: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 119

IR (KBr-Pressling):v = 3095 (=C-H-Valenz), 2961 (-C-H-Valenz), 2855 (-CHa-
Valenz), 1738 (-C=0-Valenz), 1611 (Ringschwingung), 1524 (-NO,-Valenz), 1440
(-CH2- & -CH3-Deformation), 1381 (-CHs-Deformation), 1341 (-NO,-Valenz), 1236 &
1036 (-C-O-C-Valenz), 739 (=C-H-Deformation, 1,2-disubstituierter Aromat) cm™.

Massenspektrum (GC/MS):
m/z (%): 152 (1), 150 (9), 149 (76), 137 (2), 136 (18), 135 (65), 120 (8), 107 (98), 105
(22), 91 (100), 89 (25), 77 (70), 76 (19), 75 (5), 56 (80), 51 (39), 40 (22)
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Versuch 39:
Darstellung von 2-Nitrobenzylbenzoat (120)

3 13
NO
A@i/z 14 12
5 ( o)
8 3 11
6 7 10

Unter Lichtausschluss werden 2.00 g (9.26 mmol) 1-(Brommethyl)-2-nitrobenzol 69 in
40 ml Benzol vorgelegt. Nach der Zugabe von 3.20 ml (21.2 mmol) 1,8-Diaza-
bicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) und 8.94 g (73.2 mmol) Benzoeséaure wird die Re-
aktionslésung 8 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird
das Ldsungsmittel entfernt und das Rohprodukt mit 40 ml Wasser versetzt. Die
wassrige Phase wird dreimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel an-
schlieBend unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
mit Chloroform als Laufmittel gereinigt und man erhalt das gewlinschte Produkt in

Form hellgelber Kristalle.

C14H11NO4 (M =257.24 g/mol)
Ausbeute: 0.784 g (3.05 mmol, 33 %)
Schmelzpunkt: 89 °C Lit.*%!: 93-95 °C
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Abbildung 174: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 120

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): &6 = 5.79 (s, 2H, 7-H), 7.46-7.53 (m, 3H, 6-H,
11-H, 13-H), 7.59 — 7.62 (m, 1H, 12-H), 7.65-7.69 (m, 2H, 4-H, 5-H), 8.10 (d, 2H,
%J=7.5 Hz, 10-H, 14-H), 8.14 (d, 1H, *J=8.2 Hz, 3-H) ppm.
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Abbildung 175: *C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 120
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 63.33 (7-C), 125.11 (3-C), 128.54
(6-C), 128.78 (4-C), 128.89 (11-C, 13.C), 129.54 (9-C), 129.76 (10-C, 14-C), 132.36
(12-C), 133.39 (5-C), 133.78 (1-C), 147.59 (2-C), 165.91 (8-C) ppm.
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Abbildung 176: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 120

IR (KBr-Pressling): v = 1718 (-C=0-Valenz), 1615 (Ringschwingung), 1518 (-NO,-
Valenz), 1449 (-CHj-Deformation), 1339 (-NO»-Valenz), 1270 & 1118 (-C-O-C-

Valenz), 717 (=C-H-Deformation, 1,2-disubstituierter Aromat) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 50 °C):
m/z (%): 257[M"] (1), 211 (15), 135 (21), 105 (100), 77 (28), 51 (7), 40 (9)
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Versuch 40:
Darstellung von 2-Chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin (127)

Cl
s
N
2\0)4\N)3\O/1

Es werden 100 ml Methanol, 10 ml Wasser und 23.86 g (284.0 mmol) Natrium-
hydrogencarbonat suspendiert und unter Eiskuhlung portionsweise mit 26.19 g
(142.0 mmol) Cyanurchlorid 126 versetzt. Nach beendeter Zugabe wird die
Reaktionslésung fir 7 h bei 30 °C gerthrt. Dann wird die Lésung in 600 ml
Dichlormethan aufgenommen und die organische Phase solange mit Wasser ge-
waschen bis die wassrige Phase neutral ist. Die organische Phase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wird abschlieBend aus Petrolether (40-60 °C) um-

kristallisiert und das erhaltene Produkt im Vakuum getrocknet.

CsHsCIN3O, (M = 175.57 g/mol)
Ausbeute: 17.13 g (97.57 mmol, 78 %) Lit.*: 80 %
Schmelzpunkt: 69 °C Lit.°®!: 73-75 °C
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Abbildung 177: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 127

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): & = 4.06 & 4.12(2s, 6H, 1-H, 2-H) ppm.
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Abbildung 178: "*C-{'"H}-NMR ( 125 MHz, Deuterochloroform) von 127
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 56.03 & 56.92 (1-C, 2-C), 171.48
(5-C), 172.54 & 172.70 (3-C, 4-C) ppm.
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Abbildung 179: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 127

IR (KBr-Pressling): v = 2954 (-CHs;-Valenz),1559 (Ringschwingung), 1470 (-CHs-

Deformation), 1367 &1307 (-C-N-Valenz), 1201 (-C-O-Valenz), 809 (-C-Hal-Valenz)
1

cm .
Massenspektrum (GC/MS, RT: 5.50):

m/z: 175 [M]", 174, 162, 160, 148, 147, 145, 132, 130, 119, 117, 115, 105, 70, 58,
56, 42
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Versuch 41:
Darstellung von Tripyrrolidinophosphinoxid (132)

100 ml wasserfreies Benzol, 13.11 g (129.6 mmol) Triethylamin und 9.21 g (129
mmol) Pyrrolidin 131 werden auf 0 °C abgekuhlt. Zu dieser Lésung werden 14.90 g
(97.16 mmol) Phosphorylchlorid so zugegeben, dass eine Innentemperatur von 5 °C
nicht Gberschritten wird. Nach vollstéandiger Zugabe wird die Reaktionslésung uber
Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das ausfallende Salz wird abfiltriert, das Filtrat

eingeengt und im Vakuum fraktioniert destilliert.

C12H24N3OP (M = 257.32 g/mol)
Siedebereich: 42 °C bei 4*10° mbar
Ausbeute: 2.68 g (10.4 mmol, 24 %) Lit.B": 46 %
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Abbildung 180: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 132

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): 6 = 1.89-1.95 (m, 12H, 2-H, 2°-H), 3.30-3.36
(m, 12H, 1-H, 1°-H) ppm.
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Abbildung 181:"C-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 132
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 26.02 (2-C, 2°-C), 48.08 (1-C, 1°-
C) ppm.

‘ T T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
ppm 18.0 17.0 16.0 15.0 14.0 13.0 12.0
Abbildung 182: *'P-NMR (81 MHz, Chloroform-d) von 132

3IP-NMR (81 MHz, Chloroform-d): & = 14.39 ppm.
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Versuch 42:
Darstellung von Chlortripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (133)

C@C. b
Q '

1.53 g (9.98 mmol) Phosphorylchlorid werden in 20 ml Dichlormethan vorgelegt und
unter Eiskiihlung tropfenweise mit 2.53 g (9.83 mmol) Tripyrrolidinophosphinoxid
132, geldst in 15 ml Dichlormethan, versetzt. Nach beendeter Zugabe wird die
Reaktionslésung 30 min bei Raumtemperatur geruhrt, bevor 1.84 g (10.0 mmol)
Kaliumhexafluorophosphat, gelést in 100 ml Wasser, zugegeben werden. An-
schlielend wird die Lésung dreimal mit je 40 ml Dichlormethan extrahiert, die ver-
einigten organischen Phasen mit Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat ge-
trocknet. Das Ldsungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt aus Eisessig um-

kristallisiert.

C12H24C|F6N3P2 (M =421.73 g/mol)
Ausbeute: 1.72 g (4.08 mmol, 42 %) Lit.": 87 %
Schmelzpunkt: 144 °C Lit.["?: 150-151 °C
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Abbildung 183: 'H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform) von 133

"H-NMR (500 MHz, Deuterochloroform): 6 = 2.01-2.03 (m, 12H, 2-H, 2"-H), 3.32-3.36
(m, 12H, 1-H, 1°-H) ppm.
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Abbildung 184: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 133
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3c-{'H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 26.15 (2-C, 2°-C), 48.39 (1-C, 1°-
C) ppm.

\ \
ppm 0 -50 -100
Abbildung 185: *'P-NMR (81 MHz, Deuterochloroform) von 133

IP-NMR (81 MHz, Deuterochloroform): & = -143.22 (sept, b-P, 'Jpr = 712.3 Hz),
37.02 (s, a-P) ppm.

Im *'"P-NMR ist neben den fiir die untersuchte Verbindung charakteristischen Linien
auch ein Triplett mit einer chemischen Verschiebung von -18 ppm zu erkennen.
Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein Zerfallsprodukt, da diese Linien auch im

Spektrum von k&uflich erworbenem PyCloP auftreten.
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Abbildung 186: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 133

IR (KBr-Pressling): v = 2983 & 2888 (-C-H-Valenz), 1460 (-CH,-Deformation), 1218
& 1143 & 1111 (-C-N-Valenz), 836 (-C-P-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt: 100 °C):
m/z: 421 [M]", 278, 277 [M-PF¢]",236, 234, 222, 171, 138, 136
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Versuch 43:
Darstellung von 3-Nitro-N-phenylbenzamid (138)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 500 mg (2.99 mmol) 3-Nitro-
benzoesaure 137, 270 mg (2.90 mmol) Anilin 135, 615 mg (3.50 mmol) CDMT 127,
405 mg (4.00 mmol) N-Methylmorpholin und 200 mg (1.64 mmol) N,N-Dimethyl-
aminopyridin (DMAP) in 25 ml trockenem Dichlormethan gel6ést und 24 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktionszeit wird die Reaktionslésung mit
50 ml verdinnter Schwefelsaure hydrolysiert und die wassrige Phase dreimal mit je
50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal
mit je 30 ml geséttigter Natriumchloridldsung gewaschen, tber Magnesiumsulfat
getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch an-
schlielende Lagerung bei 4 °C kristallisiert ein Feststoff aus, welcher abfiltriert und
im Vakuum getrocknet wird. Zur weiteren Aufreinigung wird der erhaltene Feststoff in
200 ml Essigsaureethylester aufgenommen und 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Der nichtlésliche Rickstand wird abfiltriert und das Filtrat sdulenchromatographisch

mit Essigsaureethylester als Laufmittel gereinigt.

C13H10N203 (M = 242.23 g/mol)
Ausbeute: 0.396 g (1.63 mmol, 55 %)
Schmelzpunkt: 146 °C
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Abbildung 187: 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) von 138

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 7.15 (t, 1H, 3Jun = 7.4 Hz, 11-H), 7.39 (t, 2H,
Jun = 7.9 Hz, 10-H, 10°-H), 7.78 (d, 2H, 3Jus = 7.9 Hz, 9-H, 9°-H), 7.85 (t, 1H,
3Jun = 8.0 Hz, 5-H), 8.41 (d, 1H, %Jpy =7.8 Hz, 4-H), 8.44 (dd, 1H, Jpy = 8.1 Hz,
“Jun= 2.1 Hz, 6-H), 8.79 (t, 1H, “Jun = 1.9 Hz, 2-H), 10.59 (s, 1H, NH) ppm.
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Abbildung 188: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 138

BC-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 120.50 (9-C, 9°-C), 122.33 (2-C), 124.05
(11-C), 126.06 (4-C), 128.61 (10-C, 10°-C), 130.06 (5-C), 134.09 (6-C), 136.21 (1-C),
138.60 (8-C), 147.66 (3-C), 163.23 (7-C) ppm.
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Abbildung 189: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 138
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IR (KBr-Pressling): v = 3327 (-N-H-Valenz), 3095 (=C-H-Valenz), 2925 (-C-H-
Valenz), 1751 (-C=0-Valenz), 1650 (-N-H-Deformation), 1599 (Ringschwingung),
1533 & 1349 (-NO,-Valenz), 1261 (-C-N-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 170 °C):
m/z: 242 [M]", 181, 165, 150, 121, 104, 93, 84, 77, 65, 52, 40

C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 64.03 Theorie: %C: 64.46
%H: 4.58 %H: 4.16
%N: 11.38 %N: 11.56
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Versuch 44:
Darstellung von 3-Nitro-N-phenylbenzamid (138)

0
NO,

N
H

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 500 mg (2.99 mmol) 3-Nitro-
benzoesdure 137, 270 mg (2.90 mmol) Anilin 135, 1.48 g (3.51 mmol) PyCloP 133
und 905 mg (7.00 mmol) N,N-Diisopropylethylamin (DIEA) in 25 ml trockenem
Dichlormethan gel6st und 4d bei Raumtemperatur gertihrt. Nach beendeter
Reaktionszeit wird die Reaktionslésung mit 50 ml verdinnter Schwefelsaure hydro-
lysiert und die wéassrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 30 ml gesattigter Natrium-
chloridlésung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Durch anschlie®Bende Lagerung bei 4 °C

kristallisiert das gewiinschte Produkt nach einigen Tagen aus.

C13H10N203 (M =242.23 g/mol)
Ausbeute: 0.141 g (0.582 mmol, 20 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 43 Gberein.
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Versuch 45:
Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid (139)

Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 718 mg (3.00 mmol) 4-
(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesdure 112, 279 mg (3.00 mmol) Anilin 135, 615 mg
(3.50 mmol) CDMT 127, 405 mg (4.00 mmol) N-Methylmorpholin und 200 mg (1.64
mmol) Dimethylaminopyridin (DMAP) in 25 ml trockenem Dichlormethan gelést und
5 d bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktionszeit wird die Reaktions-
I6sung mit 50 ml verdiunnter Schwefelsdure hydrolysiert und die wassrige Phase
dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden dreimal mit je 30 ml gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt. Durch anschlielende Lagerung bei 4 °C kristallisiert das gewtinschte Produkt

aus.

C16H14N205 (M = 314.29 g/mol)
Ausbeute: 0.925 g (2.94 mmol, 98 %)
Schmelzpunkt: 132 °C
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Abbildung 190:'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) von 139

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 2.15 (s, 3H, 14-H), 5.50 (s, 2H, 12-H), 7.14 (t, 1H,
*Jan = 7.4 Hz, 11-H), 7.38 (t, 2H, 3Juy = 7.5 Hz, 10-H, 10°-H), 7.78 (d, 2H,
*Jun=8.1Hz, 9-H, 9-H), 7.85 (d, 1H, 3Jun = 8.1 Hz, 5-H), 8.34 (dd, 1H,
*Jun = 8.1 Hz, *Jun = 1.8 Hz, 6-H), 8.68 (d, 1H, *Jun = 1.8 Hz, 2-H), 10.56 (s, 1H, NH)
ppm.
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Abbildung 191:°C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds) von 139

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): & = 20.46 (14-C), 62.07 (12-C), 120.47 (9-C, 9"-
C), 123.90 (2-C), 124.09 (11-C), 128.64 (10-C, 10°-C), 129.30 (5-C), 132.83 (6-C),
134.74 (1-C), 135.33 (8-C), 138.57 (4-C), 147.02 (3-C), 162.90 (7-C), 169.98 (13-C)
ppm.
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Abbildung 192: IR-Spektrum (KBr-Pressling) von 139

IR (KBr-Pressling): v = 3288 (-N-H-Valenz), 2964 (-C-H-Valenz), 1745 (-C=0-
Valenz), 1653 (-N-H-Deformation), 1599 (Ringschwingung), 1532 & 1342 (-NO,-

Valenz), 1443 (-CHs;- & -CHj-Deformation), 1262 (-C-N-Valenz), 1218 (-C-O-C-
Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 170 °C):

m/z: 314 [M]", 287, 257, 256, 244, 242, 230, 222, 180, 162, 151, 132,
77,43
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Versuch 46:
Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid (139)

o)
NO,

N
H
OY
(0]
Unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss werden 718 mg (3.00 mmol) 4-
(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesdure 112, 279 mg (3.00 mmol) Anilin 135, 1.48g
(3.51 mmol) PyCloP 133 und 905 mg (7.00 mmol) N,N-Diisopropylethylamin (DIEA)

in 25 ml trockenem Dichlormethan geldst und 4 d bei Raumtemperatur gerthrt. Nach

beendeter Reaktionszeit wird die Reaktionslésung mit 50 ml verdiinnter Schwefel
saure hydrolysiert und die wassrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 30 ml ge
sattigter Natriumchloridlésung gewaschen, Giber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch anschlieRende Lagerung bei

4 °C kristallisiert das gewlinschte Produkt nach einigen Tagen aus.

C15H14N205 (M = 314.29 g/mol)
Ausbeute: 0.826 g (2.63 mmol, 88 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 45 Gberein.
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Versuch 47:
Darstellung von 4-(Chlorcarbonyl)-2-nitrobenzyl-acetat (140)

76N02

09~10
5
T

@)

Unter Lichtausschluss werden 1.02g (4.26 mmol) 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-
benzoeséure 112 und 1.5 ml (2.46 g, 20.6 mmol) Thionylchlorid solange zum Ruck-
fluss erhitzt bis keine Gasentwicklung mehr erkennbar ist. Sodann wird das
Reaktionsgemisch im Wasserstrahlvakuum unter Verwendung eines Kaliumhydroxid-
Trockenturmes von Uberschussigem Thionylchlorid befreit und man erhalt das ge-
wiinschte Produkt in Form eines orange-gelben Oles. Eine weitere Aufreinigung ist

nicht erforderlich.

C1oHsCINOs (M = 257.63 g/mol)
Ausbeute: 1.02 g (3.96 mmol, 93 %)
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Abbildung 193: 1H-NMR(200MHz, Deuterochloroform) von 140

'"H-NMR (200 MHz, Deuterochloroform): & = 2.21 (s, 3H, 10-H), 5.59 (s, 2H, 8-H),
7.81 (d, 1H, Jun = 8.3 Hz, 4-H), 8.36 (dd, 1H, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.9 Hz, 3-H), 8.83
(d, 1H, *Jun = 1.9 Hz, 7-H) ppm.

I I
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Abbildung 194: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform) von 140
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3c-{'"H}-NMR (125 MHz, Deuterochloroform): & = 20.70 (10-C), 62.44 (8-C), 127.62

(7-C), 129.43 (4-C), 133.82 (2-C),135.13 (3-C),139.49 (5-C), 147.49 (6-C), 166.32 (1-
C), 170.04 (9-C) ppm.
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Abbildung 195: IR-Spektrum (Film) von 140

IR (Film): v = 2959 (C-H-Valenz), 1748 (C=0-Valenz), 1620 (Ringschwingung),
1538, 1346 (NO,-Valenz), 1433 (-CH3, -CH,-Deformation), 1223 (C-O-C-Valenz), 693
(C-Hal-Valenz) cm™.

Massenspektrum (El, Pt.: 90 °C):
m/z: 222 (5), 211 (4), 182 (1), 162 (18), 89 (11), 75 (12), 43 (100)
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Versuch 48:
Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid (139)

o)
NO,

b

@)

Ir=

Unter Lichtausschluss werden 0.97 g (10 mmol) Anilin 135 und 1.06 g (13.4 mmol)
Pyridin in 15 ml Dichlormethan geldst und auf 0 °C abgekuhlt. Sodann werden 1.02 g
(3.97 mmol) 4-(Chlorcarbonyl)-2-nitrobenzyl-acetat 140 in 40 ml Dichlormethan
aufgenommen und langsam zur L&sung zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wird
die Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmt und fir 22 h bei dieser geruhrt.
Zur Aufarbeitung wird die Reaktionslésung dreimal mit Wasser und je einmal mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-L6sung gewaschen. An-
schlielend wird die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird s&ulen-

chromatographisch mit n-Hexan/Essigséureethylester 10:1 als Laufmittel gereinigt.

C16H14N205 (M = 314.29 g/mol)
Ausbeute: 0.52 (1.7 mmol, 42 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 45 Gberein.
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Versuch 49:
Darstellung von 4-(Acetoxymethyl)-3-nitro-N-phenylbenzamid (139)

NO,

he

)

Ir=

Unter Lichtausschluss werden 6.82 g (73.3 mmol) Anilin 135 in 25 ml Tetrachlor-
kohlenstoff vorgelegt. Sodann werden 1.02 g (3.97 mmol) 4-(Chlorcarbonyl)-2-nitro-
benzyl-acetat 140 in 30 ml Tetrachlorkohlenstoff aufgenommen und langsam zur
Lésung zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wird die Reaktionslésung fir 22 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Zur Aufarbeitung wird der ausgefallene Feststoff abfiltriert
und das Filtrat dreimal mit Wasser und je einmal mit geséattigter Natriumhydrogen-
carbonat- und Natriumchlorid-L6sung gewaschen. AnschlieRend wird die organische
Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Essig-

saureethylester 10:1 als Laufmittel gereinigt.

C15H14N205 (M = 314.29 g/mol)
Ausbeute: 1.22 (3.88 mmol, 98 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit jenen aus Versuch 45 Gberein.
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5.3 Sensibilisierte Bestrahlung

Allgemeine Beschreibung:

Fur die Untersuchung des Photoabbaus und der damit verbundenen Sensibilisator-
effizienz werden zu Beginn der jeweiligen Messung eine Stammlésung des reinen
Caged Compounds und eine Stammlésung des Caged Compounds/Sensibilisator-
Gemisches angesetzt (Konzentrationen der einzelnen Stammldsungen: siehe je-
weilige Messung im Experimentalteil). Sodann werden pro Stammldésung jeweils zwei
Kivetten (Volumen: 3500 pl, Schichtdicke: 1 cm) gefiillt und mit einem Septum
enthaltenden Deckel verschlossen. Dann wird fur jede der vier Proben die in ihr
enthaltende Anfangsmenge an Caged Compound mittels HPLC bestimmt. Sind die
Anfangswerte bestimmt, so wird eine der reinen Caged Compound-Proben und eine
der Caged Compound/Sensibilisator-Proben 1 h durch Stickstoff entgast. Somit hat
man fur jede der beiden Stamml&sungen jeweils eine entgaste und eine luftgesattigte
Probe. AnschlieBend werden die beiden luftgesattigten und die beiden entgasten

Proben in einer Grantzel-Apparatur bestrahlt.

Abbildung 196: Grantzel-Apparatur

Bei der verwendeten Grantzel-Apparatur handelt es sich um einen 25 cm langen
Zylinder, in dessen Wand sich zwei stabférmige Quecksilberniederdrucklampen mit
einer Hauptemission von A = 254 nm befinden. Durch Einsetzen von Fluoreszenz-

filtern ist es mdglich die Bestrahlungswellenldnge auf 320, 350 oder 410 nm zu



280 Experimentalteil

andern. Durch einen speziellen sich in dem Zylinder drehenden Kivettenhalter
kénnen vier zu untersuchenden Proben gleichzeitig bestrahlt werden. Wahrend der
Bestrahlung der vier Proben wird diese in definierten Zeitintervallen unterbrochen
und mittels HPLC der Abbau an Caged Compound in den beiden (entgast & luft-
gesattigt) reinen Caged Compound-Lésungen bzw. in den beiden (entgast & luft-
gesattigt) Caged Compound/Sensibilisator-Mischungen durch Detektion bei einer De-
tektionswellenldnge von 250 nm kontrolliert. Da die fur die Bestrahlung und Ent-
gasung verwendeten Kuvetten fur die HPLC-Messungen nicht geeignet sind, wird fur
jede Messung ein Teil der zu untersuchenden Probe aus der jeweiligen Kivette in
ein anderes Probengefal tberfihrt. Nach abgeschlossener Detektion wird der Rest
der Lésung wieder in die Kivette zurickgefullt und die beiden Proben fir die
.entgasten Messungen® wiederum 1 h durch Stickstoff entgast. Sodann werden alle
vier Proben gleichzeitig in der Grantzel-Apparatur weiter bestrahlt und nach einem
definierten Zeitintervall der Abbau an Caged Compound in den einzelnen Lésungen
erneut bestimmt. Auf ein Abschalten der Quecksilberniederdrucklampen zwischen
den einzelnen Bestrahlungsphasen wurde verzichtet, um ein immer wieder erneutes
,Einbrennen” der Lampen beim Anschalten dieser ausschliel3en und somit eine kon-

tinuierliche Lampenleistung fiir jede Bestrahlungsphase voraussetzen zu kénnen.

Bei den Messungen 6-8 wurde auf die Untersuchung von luftgesattigten Proben der
beiden angesetzten Stammldsungen verzichtet. Es wurde nur jeweils eine durch
Stickstoff entgaste Probe der reinen Caged Compound- Lésung bzw. eine entgaste

Probe des Caged Compound/Sensibilisator-Gemisches vermessen.
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Messung 1:

2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 mit 4-Aminobenzophenon (4-AB) 93 in

Acetonitril

Konzentration (2-NB-Benzoat):
Konzentration (4-Aminobenzophenon): 4.0 mM

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Saule:

Injektionsvolumen:

Flussrate:

Laufmittel:

Detektionswellenlange (Absorption):

Retentionszeit (2-NB-Benzoat):

2.6 mM € (320 nm)= 196 I/mol*cm
€ (320 nm)= 4961 I/mol*cm
320 nm

YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm
1l

0.5 ml/min

80% Acetonitril/l20% Wasser

250 nm

7.01 min

Retentionszeit (4-Aminobenzophenon): 4.55 min

) 2
n 2
nm 2
V) 2

Z2Z2ZZ

B-Benzoat, entgast
B-Benzoat + 4-Aminobenzophenon, entgast
B-Benzoat

B-Benzoat + 4-Aminobenzophenon

Flache/(mAU*s)

Zeit/min

I | ]! v
0 627 633 613 635
30 515 651 468 597
60 391 626 330 562
120 222 555 197 479
180 134 520 107 440
240 83 487 60 365

Tabelle 11: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 mit 4-Aminobenzophenon 93

bei 320 nm in Acetonitril




282 Experimentalteil

Messungq 2:
2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 mit 4-Aminobenzophenon (4-AB) 93 in

Acetonitril

Konzentration (2-NB-Benzoat): 2.6 mM € (350 nm)= 97 I/mol*cm
Konzentration (4-Aminobenzophenon): 4.0 mM € (350 nm)= 1412 I/mol*cm
Bestrahlungswellenlange: 350 nm

Chromatographie:

Saule: YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm
Injektionsvolumen: 1 ul

Flussrate: 0.5 ml/min

Laufmittel: 80% Acetonitril/20% Wasser
Detektionswellenldnge (Absorption): 250 nm

Retentionszeit (2-NB-Benzoat): 7.01 min

Retentionszeit (4-Aminobenzophenon): 4.55 min

1) 2-NB-Benzoat, entgast
)] 2-NB-Benzoat + 4-Aminobenzophenon, entgast
1)} 2-NB-Benzoat
IV)  2-NB-Benzoat + 4-Aminobenzophenon
Flache/(mAU*s)
Zeit/min
| | ]| Iv
0 615 644 607 655
30 610 636 598 647
60 584 670 559 641
120 531 657 502 622
180 479 679 451 618
300 417 656 402 604

Tabelle 12: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 mit 4-Aminobenzophenon 93
bei 350 nm in Acetonitril
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Messung 3:

2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 mit Xanthon 94 in Acetonitril

Konzentration (2-NB-Benzoat):

Konzentration (Xanthon):

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Séaule:
Injektionsvolumen:
Flussrate:

Laufmittel:

Detektionswellenlange (Absorption):

Retentionszeit (2-NB-Benzoat):

Retentionszeit (Xanthon):

0.18 mM
0.24 mM
350 nm

€ (350 nm)= 97 I/mol*cm
€ (350 nm)= 27 I/mol*cm

YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm

2 ul

0.5 ml/min
100% Acetonitril
250 nm

4.50 min

5.12 min

1) 2-NB-Benzoat, entgast
1)} 2-NB-Benzoat + Xanthon, entgast
1)} 2-NB-Benzoat
IV)  2-NB-Benzoat + Xanthon
Flache/(mAU*s)
Zeit/min
I ! ]! v
0 82 78 80 78
10 86 71 80 82
20 86 62 74 78
30 85 54 72 74
50 79 36 63 62
70 69 25 53 53
90 65 19 47 48
120 54 13 36 39
240 25 0 15 19

Tabelle 13: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 mit Xanthon 94 bei 350 nm
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Messungq 4:
2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 mit Thioxanthon 95 in Methanol

Konzentration (2-NB-Benzoat):

Konzentration (Thioxanthon):

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Séaule:

Injektionsvolumen:

Flussrate:

Laufmittel

0.087 mM € (410 nm)= 4 I/mol*cm
0.120 MM € (410 nm)= 42 |/mol*cm
410 nm

YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm
2 ul

0.5 ml/min

90% Methanol/10% Wasser

Detektionswellenlange (Absorption): 250 nm

Retentionszeit (2-NB-Benzoat):

Retentionszeit (Thioxanthon):

5.58 min
7.24 min

1) 2-NB-Benzoat, entgast

1)} 2-NB-Benzoat + Thioxanthon, entgast

1)} 2-NB-Benzoat

IV)  2-NB-Benzoat + Thioxanthon

Flache/(mAU*s)
Zeit/min
I || ]| \Y

0 49 47 49 47
10 49 27 48 47
20 50 18 46 48
30 49 14 44 46
60 46 7 41 46

Tabelle 14: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 mit Thioxanthon 95

bei 410 nm in Methanol
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Messung 5:

2-Nitrobenzylbenzoat (2-NB-Benzoat) 120 mit Thioxanthon 95 in Methanol

Konzentration (2-NB-Benzoat):

Konzentration (Thioxanthon):

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Séaule:

0.087 mM
0.120 mM
350 nm

€ (350 nm)= 17 I/mol*cm
€ (350 nm)= 128 I/mol*cm

YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm

90% Methanol/10% Wasser

Injektionsvolumen: 2 ul
Flussrate: 0.5 ml/min
Laufmittel:

Detektionswellenlane (Absorption): 250 nm
Retentionszeit (2-NB-Benzoat): 5.58 min
Retentionszeit (Thioxanthon): 7.24 min

1) 2-NB-Benzoat, entgast
1)} 2-NB-Benzoat + Thioxanthon, entgast
1)} 2-NB-Benzoat
IV)  2-NB-Benzoat + Thioxanthon
Flache/(mAU*s)
Zeit/min
I || ]| v
0 50 47 50 48
51 30 49 48
6 51 23 49 47
10 52 17 49 46
16 52 14 47 46
30 53 13 46 45

Tabelle 15: Messdaten des Photoabbaus von 2-NB-Benzoat 120 mit Thioxanthon 95

bei 350 nm in Methanol
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Messungq 6:
(4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl)-acetat (4,5-MDNB-Acetat) 82 mit Thioxanthon 95

in Methanol

Konzentration (4,5-MDNB-Acetat): 0.087 mM € (350 nm)= 2595 I/mol*cm
Konzentration (Thioxanthon): 0.120 mM € (350 nm)= 128 I/mol*cm

Bestrahlungswellenlange: 350 nm

Chromatographie:

Saule: YMC Pro C18, 150*4.6 mm, S-5 ym, 12 nm
Injektionsvolumenvolumen: 2yl

Flussrate: 0.5 ml/min

Laufmittel: 90% Methanol/10% Wasser

Detektionswellenldange (Absorption): 250 nm
Retentionszeit (3,4-MDNB-Acetat): 4.54 min

Retentionszeit (Thioxanthon): 7.30 min

1) 4,5-MDNB-Acetat, entgast
)] 4,5-MDNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

Zeit/min Flache/(mAU*s)

I !
0 45 44
3 43 42
10 36 37
20 29 31
30 22 26
45 15 20
65 11 15

Tabelle 16: Messdaten des Photoabbaus von 4,5-MDNB-Acetat
82 mit Thioxanthon 95 bei 350 nm in Methanol
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Messungq 7:

4-(Acetoxymethyl)-3-nitrobenzoesdure (4-CNB-Acetat) 112 mit Thioxanthon 95 in

Acetonitril

Konzentration (4-CNB-Acetat):
Konzentration (Thioxanthon):

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Séule:

Injektionsvolumen:

Flussrate:

Laufmittel:

Detektionswellenlédnge (Absorption):
Retentionszeit (4-CNB-Acetat):

Retentionszeit (Thioxanthon):

1) 4-CNB-Acetat, entgast

0.087 mM € (350 nm)= 212 I/mol*cm
0.120 mM € (350 nm)= 137 I/mol*cm
350 nm

YMC ODS-AQ, 50*4.0 mm, S-3 ym, 12 nm
2 Ml

0.5 ml/min

50% Acetonitril/50% Wasser/TFA

250 nm

2.19 min

10.46 min

)] 4-CNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

Zeit/min Flache/(mAU*s)

I !

0 30 34

3 31 31

10 31 28

25 29 18
45 24 12
70 19 8
100 15 7

Tabelle 17: Messdaten des Photoabbaus von 4-CNB-Acetat
112 mit Thioxanthon 95 bei 350 nm in Acetonitril
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Messungq 8:

4-[Acetoxy(carboxy)methyl]-3-nitrobenzoesaure (a,4-DCNB-Acetat) 114 mit Thioxan-

thon 95 in Acetonitril

Konzentration (a,4-DCNB-Acetat):
Konzentration (Thioxanthon):

Bestrahlungswellenldnge:

Chromatographie:

Saule:

Injektionsvolumen:

Flussrate:

Laufmittel:

Detektionswellenlédnge (Absorption):
Retentionszeit (4-CNB-Acetat):

Retentionszeit (Thioxanthon):

1) a,4-DCNB-Acetat, entgast

0.087 mM € (350 nm)= 96 I/mol*cm
0.120 mM € (350 nm)= 137 I/mol*cm
350 nm

YMC ODS-AQ, 50*4.0 mm, S-3 ym, 12 nm
2 Ml

0.5 ml/min

50% Acetonitril/50% Wasser/TFA

250 nm

2.18 min

10.46 min

)] a,4-DCNB-Acetat + Thioxanthon, entgast

Flache/(mAU*s)
Zeit/min
I ||
0 24 22
5 23 22
15 23 18
30 20 12
60 15 2

Tabelle 18: Messdaten des Photoabbaus von a,4-DCNB-Acetat
112 mit Thioxanthon 95 bei 350 nm in Acetonitril
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