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Kurzzusammenfassung

Farbstoffe sind wichtige Werkzeuge fiir biophysikalische Untersuchungen. Durch Lichtabsorption
werden Prozesse wie Fluoreszenz oder Photolyse in Chromophoren induziert, welche fir Untersuch-
ungen an biologischem Material von Nutzen sind.

NO,
Die caged Compounds sind solche Chromophore. Sie ermdglichen

die hoch aufgeléste rdumliche und zeitliche Freisetzung von biolo- O @
gischen Wirkstoffen durch den Einsatz photolabiler Schutzgruppen. <
Die Eigenschaften der caged Compounds hangen malfgeblich von 0 NO,

der Beschaffenheit dieser Schutzgruppen ab. MDdiNB

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Caginggruppe, die
3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe (MDdiNB), auf-
grund physikochemischer Uberlegungen entworfen und syn-
thetisiert. MDdiNB-geschltzte Acetate und Benzoate wurden
hergestellt und ihr photophysikalisches Verhalten mit ent-

sprechenden Derivaten géngiger photolabiler Schutzgruppen

verglichen. Die hier vorgestellte neue Schutzgruppe hat eine

Quantenausbeute von 0.06 und kann bei Bestrahlungen mit
Licht bis 400 nm effektiv eingesetzt werden. Sie zeigt sogar geringe Absorbanz bis 510 nm, so dass
bei ausreichender Lichtintensitdt auch Photolysen bis 500 nm an Verbindungen dieses Typs durchge-
fuhrt werden kénnen. Diese neue MDdiNB-Caginggruppe bereichert mit ihrer bathochromen
Absorption die bisherige Auswahl an photolabilen Schutzgruppen fiir die Uncagingtechnik.
Fluoreszenzfarbstoffe sind ebenfalls effiziente Werkzeuge fir biophysikalische Studien. Die
Besetzung langlebiger Triplettzustande in solchen Farbstoffen bei hohen Bestrahlungsintensitaten
durch Intersystem Crossing (ISC) kann eine Vielzahl von Problemen mit sich bringen. So fihrt ISC
dazu, dass die Chromophore nur teilweise fiir die Fluoreszenz zur Verfligung stehen. Sogar eine
Zerstérung der Verbindung aufgrund von Redoxreaktionen aus dem T,.Zustand ist mdglich. Diese
Population des Tq-Zustandes fuhrt speziell bei einzelmolekulspektroskopischen Methoden, wie z. B.
der Fluoreszenzkorrelations Spektroskopie (FCS), zum Signalverlust.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Azobenzole, Diphenylhexatriene und Cyclooctatetraenderivate als
potentielle Triplettquencher fir Fluoreszenzfarbstoffe mit hohen Fluoreszenzintensitdten, wie z. B.
Rhodamine, identifiziert. Die Zugabe dieser Quencher ermdglicht einen Triplettenergietransfer vom
Fluorophor im T4 auf den Quencher. Eine Substanzbibliothek aus 59 Quenchern wurde synthetisiert
und untersucht. Signifikante Steigerungen der Signalstirke und Photostabilitdt der Fluoreszenz-
farbstoffe konnten beobachtet werden.
Zur weiteren Steigerung der Effizienz des Energietransfers wurden 6 Bichromophore aus je einer
Fluoreszenzfarbstoff- und einer Quenchereinheit, die kovalent Gber einen Linker verbunden wurden,
synthetisiert und untersucht. Diese neuen Verbindungen weisen vergleichbare Steigerungen der

Signalstéarke und Photostabilitat auf.






Abstract

Dyes are essential tools for biophysical investigations. Via the absorption of light processes in chro-
mophores such as fluorescence or photolysis can be triggered, which are important for studies of
biological material.

NO,
Caged Compounds are such chromophores. Due to their photolabile

protecting groups they enable the release of biological active sub- O @
stances with high temporal and spatial resolution. The properties of <
caged Compounds rely significantly on the characteristics of the O NO,
caging group. MDdiNB

In the course of this work a new caging group, the 3,4-(methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgroup
(MDdiNB) was designed on the basis of physicochemical considerations and synthesized. MDdiNB-
protected acetates and benzoates were synthesized and their photophysical behavior was compared
to that of the respective derivatives with established caging groups.

The novel MDdiNB-protecting group has a quantum yield of 0.06 and can be used effectively in irradi-
ations with light up to 400 nm. Due to the small absorbance up to 510 nm compounds of this kind can
be used in uncaging experiments in the presence of sufficiently high intensities of light up to 500 nm.
With its bathochromic absorption the novel MDdiNB-protecting group successfully comple-

ments the available range of established photolabile protecting groups.

Fluorescent dyes are also efficient tools for biophysical
studies. The population of long living triplet states in
these dyes by high light intensities via intersystem
crossing (ISC) can lead to a number of problems.

Due to this ISC only part of the chromophores are
available for fluorescence. Even the destruction of the
compound is possible via redox processes from the T4-

state. Especially in single molecule techniques such as

the fluorescence correlation spectroscopy (FCS) this
population of the T,-state leads to a loss in signal intensity.
In the course of this thesis azobenzenes, diphenylhexatrienes and cyclooctatetraene derivatives were
identified as adequate quenchers for fluorescent dyes with high fluorescence intensities such as rho-
damines. The supplement of these quenchers enables a triplet energy transfer from the T4-state of the
dye to the quencher. A compound library of 59 derivatives was synthesized and investigated. In
additive Studies notable increases in signal strength and photostability could be observed.
In order to further increase the efficiency of the energy transfer 6 bichromophores consisting of a
fluorescent dye and a triplet quencher covalently bridged by a linker were synthesized and
investigated. These new substances show a high increase in signal strength and photostability

comparable to the additive studies.
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Substanzverzeichnis

Im Substanzverzeichnis sind alle im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten

Zielverbindungen aufgefuhrt. Sie sind gegliedert in folgende Verbindungsklassen:

e (Caged Compounds (CC)

e Cyclooctatetraenderivate (COT)
e Diphenyldecapentaene (DPD)

e Diphenylhexatriene (DPH)

e Azobenzole (AB)

e Bichromophore (BC)

Caged Compounds (CC)
CC01 s CCo02 CCOB
’ s ccos ccos

ﬁf*@

CCo06 CcCo7

<Zﬁ§:i©

O/\O



XViii Substanzverzeichnis

o) NO, o}
CC*E) «0%
N02 N02 0 NO2 NOZ
CCo8 CCo09
o)
<OIX°)©
O NO, NO,

CC10

Cyclooctatetraenderivate (COT)

O O
@OH @OCHB O/\OH Cl

CcoTo1 COTO02 COTO03 COT04
0
0
NH, O/V\NJ( /Z
0]
H
COTO05 COT06

Diphenyldecapentaene (DPD)

DPDO1

CF,
O NG O
. DPD02



Substanzverzeichnis Xix

Diphenylhexatriene (DPH)

- o

DPHO1 DPHO1
F F
/@/&Q\\ @/\t::\\ F\O/\%‘\ @\/\2&3 /@/‘:{1\ /@/Q{\
F F Br NC
DPHO02 DPHO03 DPHO04 DPHO05 DPHO06 DPHO07
CF,
O,N FsC
CF;
DPHO08 DPHO09 DPH10 DPH11 DPH12
OCHs
Sl H3CO:©/‘¢::¢\ /@/‘%\1\ /@/‘%\:\ el
H3C0/i : HaCO HSC\’T‘ BU\,Tl @
CH3 Bu
DPH13 DPH14 DPH15 DPH16 DPH17
Bu Ph N~ N AN
DPH18 DPH19 DPH20 DPH21 DPH22 DPH23

N N NS o NS N
7 S S S TOS S S
\ o) \e (0]
HO THP—O HO /'Tl
Et 0O
Bn~

DPH24 DPH25 DPH26 DPH27
DPH28 DPH29



XX Substanzverzeichnis

Azobenzole (AB)

\ \ \

ABO01 AB02 ABO3
HOOC‘@*N\\ / HOOCO \\
N N
C \ i ) N
AB04 ABO05
Q
\ N\
NOOH —O0 N@OH
ABO06 ABO7

O (@) HO
N
et o el
ABO8 cooH AB09
COOH
Ot e O O

AB10 AB11 AB12
Oy ey o ey
OCOOC% OCOOH N
AB13 AB14 AB15
O O
N\
4@700% N@—\ 0
AB16 A17 o}
o)
Oy N\ .
\N@—\ 0 —O0 \NOO BOC
AB18 o \—¥
J<_¥ AB19 "
NH



Substanzverzeichnis xXi

Bichromophore (BC)







Einleitung 1

1 Einleitung

Die Studie von biologischen Systemen stand immer schon im Mittelpunkt des
Interesses menschlichen Forscherdrangs. Eine Grundvoraussetzung flr den kontinu-
ierlichen Fortschritt im Erlangen von neuen Erkenntnissen und der Entwicklung von
verfeinerten Modellen fiir Prozesse in Organismen sowie einzelnen Zellen ist eine
stetige Verbesserung der Werkzeugauswahl fur diese Forschung. Die Werkzeuge
kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden:
e Werkzeuge, welche der Beobachtung und Analyse dienen, wie z. B. Spektro-
meter von HPLC-Anlagen und
o Wirkstoffe, deren Einfluss auf ein System man untersuchen méchte, wie z. B.
Toxine, Hormone oder Licht.
Aus der richtigen Kombination von Werkzeugen entstehen neue effektive Techniken
fur die Wissenschaft.
Ein solches Instrument ist die ,,Caging“—TechnoIogie.[Z] Das Konzept dieser Technik
ist es, einen Wirkstoff durch den Einsatz einer photolabilen Schutzgruppe in eine
biologisch inaktive Form zu Uberfihren. Dieser Schritt wird Caging genannt, da die
Aktivitat des Wirkstoffes in einem virtuellen ,Kafig“ weggesperrt wird. Bestrahlung mit

Licht fihrt zu einer Freisetzung des Wirkstoffes in seiner biologisch aktiven Form.

‘h_\’,‘k

‘ Photolabile Schutzgruppe . biologisch aktiv
k Wirkstoff . biologisch inaktiv

Abbildung 1.1: Allgemeines Schema fur das ,Uncaging“ eines caged Compounds.



2 Einleitung

Dies nennt man ,,Uncaging® die Aktivitat des Wirkstoffes wird wieder ,freigelassen®.
Die Substanz kann dann seiner Wirkweise nachgehen. Verbindungen dieser Art, die
aus einem inaktiven Wirkstoff und einer photolabilen Schutzgruppe bestehen,
werden caged Compounds genannt.
Im Rahmen dieses Projekts wurde ein neues Design fir photolabile Schutzgruppen
entworfen. Modellverbindungen dieses Caging-Systems wurden erfolgreich synthe-
tisiert und ihre photophysikalischen Eigenschaften wurden untersucht.
Ein weiteres Instrument fur Unter-
suchungen an biologischen
Systemen ist die Fluoreszenzspektro-

COOH skopie. Als Werkzeuge dienen

AN Fluoreszenzfarbstoffe. Sie koénnen
als Label an Substanzen wie z. B.
o X@ Proteine oder DNA-Strange gebun-

den werden. Bestrahlt man diese

X

Abbildung 1.2: Alilgemeine Struktur von Proben, so regt man diese Farbstoffe

ausgewahlten Fluoreszenzfarbstoffen; X = NH,

n, un ie zeigen Fluoreszenz.
Rhodamin 110 1, X = OH Fluorescein 2. an, und sie zeige uoresze

Diese Fluoreszenz kann mikrosko-
pisch untersucht werden (Fluoreszenzmikroskopie). Fluoreszenzfarbstoffe kénnen so
zelluldre Prozesse sichtbar machen. Je nach Aufbau dieser Apparaturen ist es sogar
moglich, das Verhalten einzelner Moleklle zu beobachten (Einzelmolekilspektro-
skopie). Bei solchen Experimenten kommen meist Fluoresceine und Rhodamine zum
Einsatz. Diese Farbstoffe werden dabei durch hohe Anregungsleistungen und —raten
einer hohen Belastung ausgesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Studien zur Effizienzsteigerung dieser Fluores-
zenzfarbstoffe durchgefuhrt. Diese Kenntnisse ermdéglichten die Entwicklung und

Synthese von verbesserten, neuartigen Fluorescein- und Rhodaminfarbstoffen.
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2 Entwicklung von bathochrom ab-

sorbierenden caged Compounds

Caged Compounds sind photoaktivierbare Bioreagenzien.®! Sie erméglichen den
gezielten Einsatz von Wirkstoffen in biologischen Prozessen mit einer hohen zeit-

lichen und rdumlichen Auflésung.

21 Grundlagen

Die Verwendung von photolabilen Schutzgruppen in der organischen Synthese reicht

bis in die 60er Jahre des 19. Jahrhunderts zuriick.[*®

NH,
N N
T T
NO, N 7 NB-cAMP (3)

//
i
=/U—O
ig
=z

(@]
o) OH
NH,
N X
NO N
2 ey
\O_T_O_T_O_T_O N 7 NB-ATP (4)
O
o) % Oo
OH OH

Abbildung 2.1: Caged Compounds aus den ersten Cagingstudien. Die photolabile Schutzgruppe ist

in Rot eingerahmt, der Wirkstoff in Blau.
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Die Technik des Cagings wurde erstmals 1977 von Engels angewandt.!”! Er fiihrte
Versuche mit nitrobenzylisch-geschitzten cAMP (NB-cAMP, 3) durch. Im Jahre
1978 filhrten Kaplan und Hoffman den Terminus caged Compound ein.®! Fur ihre
Studien stellten sie NB-caged ATP (NB-ATP, 4) her.

Fur die Darstellung eines caged Compounds wird ein biologischer Wirkstoff mit einer
photolabilen Schutzgruppe versehen. Die Bioaktivitdt wird durch die Schutzgruppe
ausgeschaltet (,caged”). Dann bringt man den caged Compound in das zu unter-
suchende System ein. Durch Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Wellenldnge
wird die photolabile Schutzgruppe abgespalten (,uncaged”) und die Bioaktivitat des
Wirkstoffs wird wieder hergestellt. Durch gezieltes Einbringen des caged Compounds
an den Wirkungsort und Kontrolle des Bestrahlungsvolumens kann die lokale Wirk-
weise von Substanzen untersucht werden. Durch geeignete Wahl der Lichtquelle
kann man die zeitliche Auflésung der Freisetzung, sowie die Menge des frei-
gesetzten Bioreagenz steuern.

Fur ein caged Compound kann jedes Bioreagenz verwendet werden, dass mit einer
photolabilen Schutzgruppe versehen werden kann und deren Wirkaktivitdt dadurch
ausgeschaltet wird. Hierzu wird meist die Schutzgruppe an die Funktionalitat
gebunden, auf die die Bioaktivitat zurtickzufihren ist. Oft sind dies Carbons&uren,
Alkohole oder Phosphorsaureester wie im Fall von cAMP (5) und ATP (6).

Seit der Einflhrung der Nitrobenzylschutzgruppe (7) in den 1970er Jahren stieg der
Bedarf an neuen Verbindungen. Mit der Entdeckung vieler neuen Anwendungs-
gebieten von caged Compounds ist die Auswahl an photolabilen Schutzgruppen

gewachsen.?!
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‘o, (A NS
\

2-Nitrobenzylgruppe (7) Coumarinylgruppe (8) 4-Hydroxyphenacylgruppe (9)

OCH,

4-Methoxy 7-nitroindolinylgruppe (10) Benzoingruppe (11)

Abbildung 2.2: Ausgewd&hlte Beispiele géngiger, photolabiler Schutzgruppen. AG = Abgangsgruppe.

Das Design dieser Schutzgruppen wird auf die neuartigen Experimente zuge-

schnitten. Da sich der Aufbau vieler Versuche jedoch stark ahnelt, unterscheiden

sich die erforderlichen Eigenschaften oft nur geringfiigig. Sie lenken das Design. Die

folgenden Kriterien spielen dabei eine wichtige Rolle.

Die Synthese des caged Compounds sollte in mdglichst wenigen Schritten mit
hoher Ausbeute erfolgen.

Das caged Compound muss vor der Photolyse im Versuchsumfeld biologisch
inert sein. Es darf weder als Antagonist noch als Agonist wirken.

Das caged Compound sollte hochrein sein. Spuren des ungeschitzten Bio-
reagenz kénnen z. B. zu einem Hintergrundrauschen flihren und somit die
Signalaufldsung soweit herab setzen, dass keine Auswertung mdglich ist.
Dies setzt auch eine hohe Stabilitdt der geschitzten Form voraus.

Die Photoreaktion der Abspaltung sollte sauber und mit einer hohen
Quantenausbeute erfolgen.

Der Wellenlange der Absorption der Verbindung sollte tiber 300 nm mit einen

grolRen Extinktionskoeffizienten € liegen.
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e Photochemische Nebenprodukte sollten keinen Einfluss auf das zu untersuch-
ende System haben und im Experimentiermedium |8slich sein.

e Die Geschwindigkeit der Photospaltung sollte die Geschwindigkeit des zu
untersuchenden Prozesses Uberschreiten.

e Das caged Compound sollte im Medium des Versuchs I8slich sein. Es muss
gegebenenfalls in der Lage sein biologische Barrieren wie Zellwande zu Uber-
winden.

Erwartungsgemal’ erflllt kein caged Compound alle diese Eigenschaften. Je nach
Experiment muss abgewogen werden welchen Eigenschaften mehr oder weniger
Gewicht gegeben wird.

Die 2-Nitrobenzylgruppe (NB, 7) ist die alteste Schutzgruppe der Cagingtechnik. Der
leichte synthetische Zugang und das ausgepragte Verstandnis des Photolysemecha-
nismus sichern die Vorreiterstellung der NB-Schutzgruppe (7) in Cagingstudien.* *
"I Mechanistische Untersuchungen der Photolyse haben gezeigt, dass es sich um

einen mehrstufigen Prozess handelt.'?
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Jaung

O OHD

A ___m_ium
Jauouopy .

Abbildung 2.3: Photolysemechanismus der o-Nitrobenzylester.
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Bei der Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge wird der NB-Chromophor in
den Singulettzustand angeregt (Schritt A). Durch Intersystem Crossing geht er in den
Triplettzustand Uber (Schritt B). Aus beiden angeregten Zustédnden kann eine Photo-
tautomerisation zu einer aci-Nitroverbindung erfolgen (Schritt C). Rechnungen und
Messungen an NB-Acetat (CC01) haben gezeigt, dass diese Reaktion sowohl aus
dem S4- (Schritte Csq und Cgp) als auch aus dem T;-Zustand (Schritte Ctq und Cr)
erfolgt.!""! Sie erfolgt aus dem Singulettzustand in ~1 ps und aus dem Triplettzustand
in ~2 ns. Dieser H-Transfer kann zum ZZ- (Schritte Cs1 und Ct4) oder ZE-Tautomer
(Schritte Cs2 und Crt,) fuhren welche mittels transienter UV-Spektroskopie detektiert
werden kénnen. Diese wandeln sich wiederum durch Deprotonierung (Schritt D) und
Protonierung (Schritt E) Uber anionische Zwischenstufen nach einigen Mikro- bis
Millisekunden in die EZ- oder EE-aci-nitro Form um. Diese reaktiven Spezies
cyclisieren schnell im Schritt F. AnschlieBende Deprotonierung (Schritt G) fuhrt Gber
anti- bzw. syn-Ubergangszusténde bei einem NB-Ester zum Nitrosoacylal (Schritt H).
Aus diesem wird dann das Bioreagenz freigesetzt (Schritt 1). Das resultierende
Nebenprodukt Nitrosobenzaldehyd liegt im Monomer-Dimer Gleichgewicht vor.

Bei welchem Schritt es sich letztendlich um den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt handelt ist nicht klar. Einige gehen von der Cyclisierung (Schritt F) aus.!™
Eine starke pH-Abhangigkeit der Reaktion lasst allerdings darauf schlielRen, dass
das vorgelagerte Deprotonierungs-/Protonierungsgleichgewicht je nach pH-Wert

geschwindigkeitsbestimmend sein kann.!"!

Die NB-Schutzgruppe (7) weist neben ihrer Einfachheit viele Nachteile auf.
e Absorptionsmaximum im kurzwelligen UV/Vis-Bereich.
e Geringe Hydrophilie.
e Langsame Abspaltungsraten.

¢ Reaktive und hydrophobe Nebenprodukte.

Um diese Eigenschaften zu verbessern, wurden im Laufe der Jahre zahlreiche
Derivate mit unterschiedlichen Substitutionsmustern synthetisiert.

Die Hydrophilie der caged Compounds konnte mit Carboxylgruppen, wie sie z.B. bei
a-CNB (12), 4-CNB (13) und a,4-CNB (14) zu sehen sind, gesteigert werden.['>™
So konnte eine hdhere Ld&slichkeit in wassrigen Puffersystemen beobachtet

werden.!'?14
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NO, COOH NO, NO, COOH
l HOOC l HOOC l
a-CNB 4-CNB ,4-CNB

a-Carboxy-2-nitrobenzylgruppe (12)  4-Carboxy-2-nitrobenzylgruppe (13) a,4-Dicarboxy-2-nitrobenzylgruppe (14)

o) H3CO
© NO, H5CO NO,
MDNB DMNB

4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzylgruppe (15)  4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe (16)

Abbildung 2.4: Ausgewahlte Beispiele von Derivaten der NB-Schutzgruppe (7).

Um die UV-Vis-Absorption dieser Verbindungsklasse der caged Compounds batho-
chrom zu verschieben wurden Methoxy- und Methylendioxysubstituenten am Aroma-
ten eingefiihrt (DMNB (16) und MDNB (15)). Die Anordnung der Substituenten
wurde nach dem Verteilungssatz der Auxochrome von Kauffmann gewahit.?”!
Kauffmann et al. untersuchten methoxysubstituierte Nitrobenzole und fanden heraus,
dass die Stellung der Substituenten die Bathochromie bestimmt. lhnen gelang es,

dieses Prinzip auch auf andere Chromophorsysteme zu tibertragen.?"

clegiotel

T

Bathochromie

Abbildung 2.5: Verteilungssatz der Auxochrome nach Kauffmann; D = Donor, A = Akzeptor.m]
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Fur ein caged Compound des o-Nitrobenzyltyps (7) ist ei

ortho-Position zur Nitrogruppe erforderlich. Aus synthetischen Uberlegungen heraus

ne benzylische Gruppe in

entschied man sich daher fir 3,4-donorsubstituierte Nitrobenzole.

Durch die strategische Einfihrung von zwei Methoxysubstituenten bzw. einer

Methylendioxyeinheit war es mdéglich die Absorption in Acetonitril von 259 nm auf

344 bzw. 345 nm zu verschieben.’!

Wellenzahl x 1000/cm’

Wellenlange/nm

50 45 40 35 30 25
= 30000+ —— NB-Ac (CCO01)
S ——— MDNB-Ac (CC02)
2 —— DMNB-Ac (17)
= 20000+
kS
% 259 nm
e 345 nm
% 10000 —
ks
2
=
2
L
O T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Abbildung 2.6: UV/VIS-Spekiren von (2-Nitrobenzyl)-acetat/NB-Ac (CCO01), (4,5-Dimethoxy-2-
nitrobenzyl)-acetat/DMNB-Ac  (CC02)*" und [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetat/ MDNB—Ac

(17) in Acetonitril, sowie die Wellenlange der bathochromsten Maxima.

Die Quantenausbeuten der Photolyse einiger Derivate wurden bei einer Anregungs-

wellenlange von 254 nm bestimmt.!'
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Tabelle 2-1: Quantenausbeuten @ der Photolyse von photolabil-geschitzter Carbons&uren.

Photolabile Schutzgruppe oP!
NB (7) 0.08-0.40
DMNB (16) 0.08-0.10
MDNB (15) 0.08-0.10

Bei einem Vergleich der bathochrom absorbierenden Verbindungen mit den NB-
Derivaten (7) konnte so keine Steigerung der Quantenausbeuten beobachtet
werden. In Wasser/Acetonitril Mischungen wurden sogar Félle mit einer Quanten-
ausbeute von 0 berichtet.® Verandert man jedoch die Anregungswellenlinge batho-
chrom (360 nm), so findet man bei kleinen Absorbanzen (A < 0.1) bei kontinuierlicher
Bestrahlung in Acetonitril erhéhte Abspaltungsraten fir DMNB- (16) und MDNB- (15)
geschiitzte Verbindungen im Vergleich zum entsprechendem NB-Derivat (7).%°!

Obwohl die eingefuihrten Substituenten die an sie gestellten Erwartungen wie die
Verbesserung der Bathochromie erflllt haben, zeigen die Werte der Quantenaus-
beuten, dass sie auch einen Einfluss auf den Photolysemechanismus haben. Fiir ein
verbessertes Verstandnis der Substitutionseinflisse auf die Photolyse bendtigt man

ein detailliertes photophysikalisches Verstandnis der Reaktionsschritte.

Die Reaktionskaskade der Photolyse der 2-Nitrobenzylgruppe (7) beginnt mit der
lichtinduzierten Anregung in einen Singulettzustand. Quantenmechanistische Unter-
suchungen haben gezeigt, dass der Sy-Zustand der 2-Nitrobenzylgruppe (7) ein n1r*-
Zustand ist. Bei dem S;-Zustand handelt es sich ebenfalls um einem nm*-Zustand.
Die direkte Anregung von S; und S; aus dem Grundzustand ist somit symmetriever-
boten. S; und S4 hingegen sind Trr*-Zustande mit charge transfer Charakter, deren

Anregung erlaubt ist.
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Wellenzahl x 1000/cm”

48 44 40 36 32 28 24 20
= S S, S S —— NB-Ac (CCO01)
o) 4 2 1
N, 20000+ 520eV 4666V 4.32eV  375eV
© E
o O
% s
£ € 10000+
g =
£
ﬁ 0 T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Wellenldnge/nm

Abbildung 2.7: UV/VIS-Spektrum von NB-Ac (CC01) mit den Energien der berechneten

Ubergangen.!"

Man kann daher davon ausgehen, dass eine Anregung bevorzugt in den Ss- oder Su-
Zustand erfolgt. Durch anschlielRende Relaxation geht das Molekil innerhalb von

50 fs in den S4-Zustand (n1*) Uber.

Sh A T

v .
Sy e = 3+ H-Abstraktion
So

Abbildung 2.8: Anregungsschema der o-Nitrobenzylgruppe.

Entsprechend Kashas Regel erfolgen photochemische Reaktionen aus einem Singu-
lettzustand immer aus dem S;-Zustand.?”! Fur eine effektive Photolyse aus dem
Singulettzustand musste der ndchste Reaktionsschritt aus dem S4 erlaubt sein. Es
handelt sich dabei um die H-Abstraktion von der a-Position durch die Nitrogruppe,
die man auch als [1,5]-H-Shift bezeichnen kann.

Turro schlagt vor, dass man Kenntnisse Uber photochemische H-Abstraktionen

gewinnen kann in dem man H-Abstraktionen durch Alkoxyradikale betrachtet.®®! Er
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fasst lokal nt*-angeregte Carbonylgruppen als Biradikale auf und schlagt vor

Alkoxyradikale als Modelle firr lokal angeregte ntr*-Zustande einzusetzen.

):(J)*\ j).\ T
ntr*-Zustand ,Biradikal” Alkoxyradikal

Abbildung 2.9: Alkoxyradikale als Modell furr ntr*-angeregte Carbonylgruppen nach Turro.®

Aufgrund der elektronischen Ahnlichkeit von Nitro- und Carbonylgruppen I&sst sich
dieses Postulat auch auf ntr*-angeregte Nitrogruppen tbertragen.!"”

Da Alkoxyradikale bekanntermal3en sehr gute H-Abstraktoren sind, ist nach diesen
Uberlegungen anzunehmen, dass auch die nm*-angeregte Nitrogruppe effizient ein
Wasserstoff aus der a-Position abstrahieren kann.

1 17]
% % 7 il
©) @ @
NN, NN NS Ng
o) o S * 0 >0
hy j ISC
—_— —_— (:
Ho A H H B H
7 R R R R
AG AG AG AG

H-Abstraktion bzw. c
perizyklische S
1,5-H-Wanderung

3 3
(”) ?@ cl)@ cl)@
@
N @ ® @
N N N N
OH = \O H IsC = \O H d \O H
o < > < p—
R
- S xR . R
AG AG AG AG

Abbildung 2.10: Mégliche Mechanismen fir die H-Abstraktion des angeregten caged Compounds.

Wie in Abbildung 2.10 wird die Bildung der aci-Nitroform sowohl aus dem angeregten
Singulett- (Cs) als auch Triplettzustand (Ct) gezeigt. Bei dieser Stufe konkurriert die
perizyklische 1,5-H-Abstraktion aus dem angeregten Singulettzustand mit einem
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biradikalischen Reaktionsweg Uber Zwischenstufen im Triplettzustand. Dieses
Schema konnte von Gilch et al. mit Hilfe der Femtosekundenspektroskopie bestatigt
werden. lhnen war es méglich zwei Bildungsgeschwindigkeiten des aci-Nitrointerme-

diats im Singulettzustand von 8 ps und 2 ns nachzuweisen.['"

4.32/4.66 eV
Sh
7
H-Abstraktion ¢---8; | ¥ 3758V _iscy  378eV NO,
nTT* ™. Th
8 ps
—V¥3.44eV ___) H-Abstraktion
S, - 0.00 eV Nt T

2ns

Abbildung 2.11: Anregungsschema Uber Singulett- und Triplettzustand der o-Nitrobenzylgruppe.

Der Reaktionsweg Uber den Triplettzustand (B—Cr) setzt ein effizientes Inter System
Crossing voraus. Nach Kaschas Regel misste sich das Molekdil fir eine Weiter-
reaktion in einen ntr*-angeregten T-Zustand befinden. Ein direktes ISC aus einem
ntT*-Singulettzustand in einen nt*-Triplettzustand ist spinverboten. Um in einen ntr*-
angeregten T4-Zustand zu gelangen misste daher ein ISC in einen energetisch
héheren Trr*-Triplettzustand erfolgen, gefolgt von Schwingungskihlung und IC
(Internal Conversion) zum ntr*-angeregten T4-Zustand.

Quantenmechanische Rechnungen von Schaper, Fleig et al. in 2009 haben gezeigt,
dass im Falle des 2-Nitrobenzylacetats (NB-Ac, CC01) der T,-Zustand ein Tr1*-
Zustand ist, der mit 3.78 eV nahezu isoenergetisch mit dem S¢-Zustand mit 3.75 eV
ist."”! Dieser geringe energetische Abstand macht ein ISC méglich. Der T4-Zustand
mit 3.44 eV ist, wie fur eine anschlielende H-Abstraktion nétig, ein ntr*-Zustand. So
dass auch quantenmechanische Studien beide Reaktionswege, sowohl Uber den

Singulett- als auch Gber den Triplettzustand, bestatigen.

Fuhrt man nun Substituenten in das 2-Nitrobenzylsystem 7 ein, verandern sie die
elektronischen und photophysikalischen Eigenschaften der Ausgangsverbindung und
aller Intermediate. Quantenmechanische Rechnungen des Methylendioxyderivats

konnten zeigen, dass auch hier der Si-Zustand nt*-Charakter besitzt. ! Die elektro-
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nenschiebenden Substituenten stabilisieren das m-System und bewirken, dass der
erste angeregte Trm*-Zustand nun der S,-Zustand mit 4.02 eV ist. Ohne Substituent
handelte es sich bei dem ersten angeregten Trr*-Zustand um den S3-Zustand mit
4.66 eV. Durch die Einfuhrung der Methylendioxyeinheit war es also mdglich die
Anregungsenergie fir den ersten optisch hellen Ubergang um etwa 0.6 eV zu
senken (siehe Abbildung 2.12).

Die Methylendioxysubstitution 15 wirkt sich auch auf die Energien der Triplett-
zustadnde aus. Fir ein mogliches ISC stehen dem n1*-S¢ wie zuvor ein nahezu iso-
energetischer mm*-Zustand zur Verfigung. Es handelt sich hierbei um den Ts-
Zustand. Unglucklicherweise flihrte die substitutionsbedingte Stabilisierung des -
Systems zu einer Absenkung des ersten mm*-Zustandes zum T4 unter den
niedrigsten ntr*-Zustand T,. Es findet ein State-Switching statt. Obwohl eine H-
Abstraktion aus dem T, moglich wére, konkurriert dieser mit dem schnelleren IC in
den Tj.

Es ist daher anzunehmen, dass die Photolyse von methylendioxysubstituierten 2-
Nitrobenzylderivaten 15 nach ihrer Anregung aus dem Singulettzustand erfolgt. Da

die Reaktion aus dem T4 nicht stattfindet, verringert sich die Quantenausbeute.

4.02 eV
S2 —xm
—  T3381ev
373eV  ISC : \ :
H-Abstraktion 4 - - - -1 \ 4 = . —mn
————— nml2360ev
....... — T13290ev
........... <O
......... ]
NO
S, & 0.00ev *15

Abbildung 2.12: Anregungsschema fir 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylderivate 15.

Fir die Berechnung der Zustandsenergien auf denen diese Schlussfolgerungen

beruhen, wurde ein isoliertes Molekil im Vakuum angenommen. Das so vorher-
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gesagte Verhalten wirde somit einen Versuch in einem unpolaren Lésungsmittel
beschreiben. In der Regel werden Uncagingexperimente unter polareren Beding-
ungen wie z. B. in Acetonitril oder in wassrigen Puffersystemen durchgefihrt. Eine
polare Umgebung fuhrt zu einer Stabilisierung polarer Zustédnde. Im Falle des [4,5-
(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetats (CC02) gibt es zwei Zustdnde mit charge-
transfer (CT) Charakter. In der Gasphase wird der S¢-Zustand durch eine lokale ntr*-
Anregung der NO2-Gruppe dominiert; der S,-Zustand durch eine lokale n1r*-
Anregung vom Methylendioxyring zum Nitroaromaten mit deutlichem CT-Charakter.
In polaren Medien werden somit beide Zustande energetisch abgesenkt. Jedoch ist
dieser Effekt flir den polaren Sy-Zustand gréRer. Je nach Polaritdt des
Lésungsmittels kann es zu einem Austausch der Zustdnde in der energetischen
Reihenfolge, State Switching, kommen (siehe Abbildung 2.13).'"" Dies fiihrt zu

einem S4-Zustand mit Trr*-Charakter und verhindert somit die Photolyse des caged

Compounds.
,State-
82 . . “
switching
@ o= s: @i B
S @
unpolar polar

Abbildung 2.13: Schema fur , State-Switching“ als Folge der I6sungsmittelbedingten Stabilisierung.

Dies erklart auch die unterschiedlichen Angaben von Quantenausbeuten dieser
Derivate in der Literatur, sowie das bereits oben erwahnte génzliche Ausbleiben der

Photolyse.
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Durch die intensiven mechanistischen Studien auf dem Feld der caged Compounds
konnten viele Beobachtungen zum Photolyseverhalten der Verbindungen vom NB-
(7) und MDNB- (15) Typ erklart werden. Dieses Verstédndnis wird beim Design von

verbesserten photolabilen Schutzgruppen verwendet.
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2.2 Zielsetzung

In der Vergangenheit ist es gelungen, bathochrom absorbierende caged Compounds
zu synthetisieren, die auch unterhalb der fir Gewebe schédlichen Strahlungsenergie
(A > 300 nm) noch eine hinreichende Absorbanz aufweisen. Solche Verbindungen
enthalten als Caginggruppe z. B. die 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylgruppe MDNB
(15) oder die 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe DMNB (16).

e e
O NO; HsCO NO,

MDNB DMNB

4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzylgruppe (15) 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe (16)

Abbildung 2.14: Ausgewahlte Beispiele bathochrom absorbierender Caginggruppen.

Die Einfuhrung von elektronendonierenden A
Substituenten hat zu einer bathochromen

Absorption der Verbindungen gefiihrt. Jedoch o @
haben die Substituenten die elektronischen <o ‘
Eigenschaften so verandert, dass im Vergleich NO,
zum unsubstituierten o-Nitrobenzylderivat 7 B
State-Switching auftritt und so die Quantenaus-  Abbildung 2.15: Beispiel einer donor-
beute der Photolyse verringert ist oder, je nach ~ Substituierten MDNB-caged Verbindung.
Lésungsmittel, die Photolyse ganz unterbleibt. A undioder & = Donor z. B. -OCH,.
Fur zuklnftige Uncagingexperimente wéare es von Interesse noch bathochromer
absorbierende photolabile Schutzgruppen zu entwickeln, die sogar oberhalb 400 nm
photolysierbar sind. Das Design und die Synthese einer solchen Schutzgruppe sind

Ziele dieser Arbeit.
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2.3 Design einer neuen photolabilen
Schutzgruppe

Verfolgt man die bisherige Strategie fur bathochrom absorbierende photolabile
Schutzgruppen (siehe Kapitel 2.1), ware die Einfihrung von weiteren Donoren in das
MDNB-System (15) der nachste Schritt. Weitere Donoren am Aromaten wiirden
auch wie erwartet zu einem weiteren bathochromen Shift fiihren. Jedoch wiirden
dadurch die absorbierenden, nicht reaktiven r*-Zustande so weit abgesenkt, dass
es sich bei ihnen um S und T1 handelt. Bei dem reaktiven n1mr*-Zustand wirde es
sich dann um einen héher angeregten Zustand handeln, aus dem nach Kasha keine
Reaktion erfolgt. Eine solche Verbindung waére als photolabile Schutzgruppe
unbrauchbar (siehe Abbildung 2.17).

0 D12
(L9 (e
Y NO,

S4 A S4 nT*
Ss—— R IRITITR:
s, e+ CT)
Sy ——'J:‘T (+1r7m") .
PR A1LLEPFETIPPPPIRPOR Sy —— nim
s, _| ¥ CT (+mrmr)
o | ——
Photolvse =
><\>‘Photolvse
SO —— SO e——

Abbildung 2.16: Vergleich der Zustandsdiagramme der Singulettregime fir verschiedene MDNB-

derivate. : Shift der m m*-Zustande, """ : Shift der nr*-Zustande.
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Fur caged Compounds, die bathochrom absorbieren und dennoch effizient photoly-

sieren muss ein Weg gefunden werden, die fir die Reaktion essentiellen n1r*-

Zustande als S+- und T4-Zustande energetisch unter die TrT*-Zustédnde abzusenken.

S4

S3
Sy

S
Photolyse

So

e

%245
Sy IIT (2 C T
So A
Sg——?JT (+17117)
S; \ 4 nnf..

\\‘ ce,

Photolvse
Sy —

?
. nTr™
: m*(+ CT)
S; _A
Sy —+CT (+1r7r")
g LY o
V|
Photolyse
Sy ———

Abbildung 2.17: Zustandsdiagramm der Singulettregime firr verschiedene o-Nitrobenzylderivate 7.

Links ein Orbitalschema fiir ein Standardderivat, in der Mitte fiir ein Methylendioxyderivat 15 und

rechts fur ein hypothetisches optimiertes Derivat ( ). **=: Shift der mmr*-Zustande, "=*: Shift der n1r*-

Zustande.

Im Idealfall wére auch flir eine bathochromere Absorption der Schutzgruppe eine

schwache Absenkung der Trr*-Zustdnde wiinschenswert (siehe Abbildung 2.17).
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0

H
MDNB-Ac >\\§H
O

n(NO,)-Orbital n(NO,)-Orbital

Abbildung 2.18: n-Orbitale der Nitrogruppen nach RI-CC2/aug-cc-pVDZ/RI-CC2/cc-pVDZ des [4,5-
(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetats (MDNB-Ac, CC02).1'"

Berechnete n-Orbitale der Nitrogruppen des [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-
acetats (MDNB-Ac, CC02), n(NO;) und n’(NO;) (RI-CC2/aug-cc-pVDZ/RI-CC2/cc-
pVDZ) lassen ihre Ausdehnung im Molekil erkennen (siehe Abbildung 2.18).

Ziel ist es nun durch einen neuen Substituenten X weitere n-Orbitale, n(X) in das
bestehende MDNB-System einzufuhren. Durch die Wechselwirkung mit den n-Orbi-
talen der Nitrogruppe, n(NO;) bzw. n’(NO,), sollen die letzteren energetisch angeho-
ben werden. Je ahnlicher die Energie der n-Orbitale ist desto groRer ist die zu
erwartende Wechselwirkung (siehe Abbildung 2.19). Es bietet sich daher an eine

weitere Nitrogruppe in den Chromophor einzubringen.
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n‘(NOy)

nNop) | - F e
oder ——L

n(neu)

Abbildung 2.19: Energetische Aufspaltung der n-Orbitale n(NO;) der Nitrogruppe und n(X) eines
neuen Substituenten X in einem neuen MDNB-derivat. Die Starke der Aufspaltung richtet sich nach
der Ahnlichkeit der Energie der mischenden n-Orbitale. Die blauen Pfeile zeigen die Anregung der

MDNB-Gruppe (15); die orange farbenen Pfeile die Anregung des neuen MDNB-Derivats.

An der Darstellung der n-Orbitale (Abbildung 2.18) erkennt man, dass im Falle des
n(NO;)-Orbitals die Konjugation bis in die a-Methyleneinheit und Abspaltungsgruppe
reicht. Von einer zweiten Nitrogruppe in meta-Stellung zur ersten Nitrogruppe in
o’-Position zur Methyleneinheit wirde man ebenfalls dieses Verhalten erwarten.
Kombiniert man die Gruppenorbitale der Nitrogruppen, wie sie von Schaper et al. be-
rechnet wurden, mit einem typischen Gruppenorbital fur die Methylengruppe eines
benzylischen Systems, so lasst sich Gber die elektronische Struktur des obersten n-
Orbitals die Wechselwirkung der Nitrogruppen visualisieren (siehe Abbildung
2.20).%29

Auch eine ortho-Stellung der zwei Nitrogruppen ware fur eine effektive elektronische
Wechselwirkung denkbar. Da Nitrogruppen jedoch meta-dirigierend fir eine Zweit-
substitution sind, ist die Einbringung einer weiteren Nitrogruppe in ortho-Position
synthetisch dullerst schwierig und es sind nur wenige Beispiele fir solche Systeme

in der Literatur beschrieben.



Hauptteil — Caged Compounds 23

OO
X-CH, NO,
e Ay G
O=N o
\ /Nooo
S - Yo o

Np

N

X
O O,N
<0 oo 18

Abbildung 2.20: Vorhergesagte Wechselwirkung der n-Orbitale der Nitrogruppen Uber das benzyl-

ische Grundgerust.

2,6-Dinitrobenzylgeschitzte caged Compounds 18 sind bereits in der Vergangenheit
synthetisiert und untersucht worden.?® 3% 3" Es wurden Versuche mit 100%igem Um-
satz nach der Bestrahlung mit einem Laserpuls und Quantenausbeuten von 0.59
berichtet. Es ist denkbar, dass durch die unmittelbare Nachbarschaft zweier Nitro-
gruppen zur Methylengruppe die Wahrscheinlichkeit einer idealen raumlichen Anord-
nung fur die H-Abstraktion signifikant ansteigt. Trotz verstarkter Photolyseeffizienz
wird die 2,6-Dinitrobenzylschutzgruppe (18) jedoch aufgrund des hdheren syntheti-
schen Aufwandes, der geringen Absorbanz im bathochromen Wellenlangenbereich
oberhalb 350 nm und dem stark hydrophoben Charakters extrem selten in
biologischen Untersuchungen eingesetzt.

Ziel dieser Arbeit ist es die Eigenschaften der bathochrom absorbierenden methylen-

dioxysubstituierten caged Compounds 15 mit denen der effizient photolysierenden
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2,6-Dinitrobenzylverbindungen 18 in einer neuartigen photolabilen Schutzgruppe zu
vereinen. Auch soll untersucht werden ob in einer Trimethoxynitrobenzylschutz-
gruppe (TMNB, 19) eine zweite Nitrogruppe das [T -nT1*] state-switching
unterbinden kann. Das Ergebnis ware eine 3,4,5-Trimethoxy-2,6-dinitrobenzylgruppe
(TMdiNB, 20). Um auf bisher erfolgte Untersuchungen aufbauen zu kénnen, werden
gezielt geschitzte Acetate (Ac) und Benzoate (Bz) als Modellsubstanzen syntheti-
siert. Als Schutzgruppen werden neben der neuen 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitro-
benzylgruppe MDdiINB (21) und Trimethoxydinitrobenzylschutzgruppe TMdiNB (20),
auch die bereits bekannten o-Nitrobenzylgruppe (NB, 7) und 4,5-(Methylendioxy)-2-
nitrobenzylgruppe (MDNB, 15) zum Schiitzen der Carbonsauren eingesetzt. Die
spektroskopischen Eigenschaften und das photolytische Verhalten dieser
Verbindungen sollen anschlieBend mit denen der neuartigen MDdiNB-caged

Compounds 21 untersucht und verglichen werden.

2

NO 0] NO, O
<O:©f\o)k <O:@f\o)‘\©
(0] NO, o NO,

(3,4-Methylendioxy-2,6-dinitrobenzyl)-acetat (CC03)  (3,4-Methylendioxy-2,6-dinitrobenzyl)-benzoat (CC04)

MDdiNB-Ac MDdiNB-Bz

NO, 0 NO, 0

)
= A - b
@) NO, O NO,
)
. N
(3,4,5-Trimethoxy-2,6-dinitrobenzyl)-acetat (22) (3,4,5-Trimethoxy-2,6-dinitrobenzyl)-benzoat (23)

TMdiNB-Ac TMdiNB-Bz

Abbildung 2.21: Strukturen der angestrebten Zielmolekiile.

Die Biomolekiile, die in Uncagingexperimenten eingesetzt werden sind haufig
aliphatische Carbonsduren und Aminosduren. Das einfachste Modell eines Bio-

reagenz mit einer Carbonsédureeinheit ist die Essigsdure (24). Im Rahmen dieser
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Arbeit wird daher eine Auswahl photolabil geschitzter Acetate (Ac) synthetisiert. Ent-
sprechend den Uberlegungen in Kapitel 2.2 liegt das Hauptaugenmerk auf der neu-
artigen 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe (MDdiNB, 21) als photolabile
Schutzgruppe.

(2-Nitrobenzyl)-acetat (NB-Ac, CCO01) soll in spateren photophysikalischen Unter-
suchungen als Standard eingesetzt werden, da das Verhalten der NB-Schutzgruppe

(7) bislang am intensivsten untersucht wurde.
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24 Synthese von caged Acetaten

Die Synthesen der caged Acetate werden hier als erstes beschrieben. Zunachst wird
das Standard-caged-Acetat NB-Ac (CC01) dargestellt.

V1: Die Synthese von (2-Nitrobenzyl)-acetat, (NB-Ac, CC01) wird nach einer Vor-
schrift von F.Bley durchgefihrt.?!

O

0 )K
©\AOH CI4< Pyridin, ©
- e
NO, RT NO,
25 26

cco1

Es wird o-Nitrobenzylalkohol (25) mit Acetylchlorid (26) in Pyridin umgesetzt. Man
erhalt das (2-Nitrobenzyl)-acetat (CC01) in einer Ausbeute von 85 %.

Fur 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl-geschitzte Acetat (MDNB-Ac, CC03) soll zu-
nachst die Schutzgruppe dargestellt werden. So ist es dann méglich analog zum NB-
Ac (CCO01) eine Kopplung mit Acetylchlorid (26) durchzufihren. Die Synthese der
MDNB-Schutzgruppe (15) soll durch die Nitrierung von Piperonylalkohol (27)

gelingen.

V2: Dazu wird Piperonylalkohol (27) bei 0 °C mit rauchender Salpetersdure in

Eisessig umgesetzt.

V1
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o) o V2
< Eisessig,
O rauchende
Salpetersdure
27
O OH O \O O
< < <
0 NO, 0 NO, O NO,
28 29 30

Obwohl diese Synthese in der Vergangenheit erfolgreich mit Ausbeuten bis zu 91 %
durchgefiihrt wurde®®®!, gelang es hier nur, Gemische aus dem erwiinschten 4,5-
(Methylendioxy)-2-nitrobenzylalkohol (28), dem oxidiertem 4,5-(Methylendioxy)-2-
nitrobenzaldehyd (29) und dem Zersetzungsprodukt 2,3-(Methylendioxy)nitrobenzol
(30) zu erhalten. Es ist anzunehmen, dass die Qualitdt der Reagenzien sich zu den

in der Vergangenheit eingesetzten Verbindungen unterscheidet.
V3: Durch Zugabe des Piperonylalkohols (27) bei RT in einer Portion konnte

schlieBlich 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzaldehyd (29) in einer Ausbeute von 39 %

isoliert werden.

0 Eisessi 0 N
oH Eisessig, o)
- <
rauchende
o} Salpetersaure O NO,
27

29

V3

V4: Der Versuch die MDNB-Schutzgruppe (15) durch die Nitrierung von Piperonyl-
alkohol (27) darzustellen hat gezeigt, dass der Alkohol zu oxidationsempfindlich ist,
um diese Syntheseroute effizient zu beschreiten. Daher wird der Umweg Uber den
entsprechenden Aldehyd getestet. Das entstehende 6-Nitropiperonal (29) kdnnte
dann mit Natriumborhydrid zum Nitropiperonylalkohol (28) reduziert werden. Dazu

wird Piperonal (31) unter den Bedingungen von V2 nitriert.
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O
< o ElseSS|g < <
o rauchende
Salpetersaure

31 29 30

Die sdulenchromatographische Reinigung zeigt, dass man das 6-Nitropiperonal (29)
in einer Ausbeute von 22 % gewinnt. Es fallen 4 % 3,4-(Methylendioxy)nitrobenzol

(30) als Nebenprodukt an.

V5: Die Umsetzung des 6-Nitropiperonal (31) mit rauchender Salpetersaure ergibt

2,6-Dinitropiperonal (32) in einer Ausbeute von 2 %.

NO,

rauchende O X0
< Salpetersaure <
O NO,

32

Eine direkte doppelte Nitrierung des Piperonylalkohols (27) mit rauchender

Salpetersaure wurde nicht untersucht.

Aufgrund der geringen Ausbeute und der zu erwartenden Zunahme der Neben-
produkte bei drastischeren Reaktionsbedingungen, die nach dieser Herangehens-
weise zur Synthese der zweifach nitrierten MDdiNB-Schutzgruppe (21) nétig wéaren,
wurde diese Strategie aufgegeben.

Ein oxidativer Angriff der benzylischen Hydroxygruppe des Piperonylalkohols (27)
bzw. der aldehydischen Carbonylgruppe des Piperonals (31) fliihrt zu dem hohen
Ausbeuteverlust und den vielen Nebenprodukten. Es wird daher eine Syntheseroute
eingeschlagen, die zunachst diese Funktionalitdt blockiert. Entgegen den Ublichen
Synthesen von caged Compounds in denen zunéachst die photolabile Schutzgruppe
synthetisiert wird und die Kopplung an das Bioreagenz der letzte Syntheseschritt ist,
wird hier zunachst die Kopplung der Modellverbindungen durchgefuhrt. Die
entsprechende Nitrierung erfolgt dann in einem zweiten Schritt. Dieser Weg hat den
Nachteil, dass bei teuren und empfindlichen Bioreagenzien zunadchst eine gangige

Carbonsédure als Platzhalter an den Piperonylalkohol (27) gekoppelt wird und im
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letzten Schritt der Synthese durch eine Umesterung gegen das Bioreagenz

ausgetauscht wird.

V6: Fir die Darstellung des MDNB-Acetats (CC02) wird im ersten Syntheseschritt
mittels Einhorn-Variante der Schotten-Baumann-Reaktion der Essigsdureester des

Piperonylalkohols (27) synthetisiert.

CIY Pyr|d|n RT 0 L Ve
< :@A -HCI < ©

© 33
Man erhélt das Piperonylacetat (33) in einer Ausbeute von 99 %.

V7: Die Nitrierung des Piperonylacetats (33) mit rauchender Salpertersaure ergibt
[4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetat (MDNB-Ac, CC02).

? V7

ElseSS|g )K
o (0]
< rauchende <
Salpetersédure
© NO

Man erhalt das [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetat (MDNB-Ac, CC02) in einer
Ausbeute von 96 %.

Die Gesamtausbeute tUber 2 Stufen von MDNB-Ac (CC02) betragt 95 %. Bisherige
Synthesen in denen zuerst die Nitrierung des Piperonylalkohols (27) und dann die
entsprechende Veresterung durchgefihrt wurden, wiesen Gesamtausbeuten von
412°1 _ 90[?® o4 auf. Bei bis zu quantitativer Ausbeute im Falle des Veresterungs-
schritts ist der ausbeutelimitierende Syntheseschritt die Nitrierung des Alkohols 27.
Obwohl es in einzelnen Fallen gelang Ausbeuten bis zu 91 % flr die Darstellung des
[4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]alkohols, (MDNB-OH, 28) zu erreichen, schwan-

ken die erzielten Ausbeuten dieser Synthese unreproduzierbar stark bis hin zum
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kompletten Ausbeuteverlust. Dies ist vermutlich auf Qualitdtsschwankungen der
unterschiedlichen Produktionschargen des Piperonylalkohols (27) zuriickzuflhren
und zeigt, dass es bei caged Compounds vom MDNB-Typ (15) sinnvoll ist die
Veresterung vor der Nitrierung durchzufiihren, wenn es das Bioreagenz zulasst. Bei
Bioreagenzien, die jedoch durch die Nitrierungsbedingungen angegriffen werden,
sollte man zunachst die Schutzgruppe mit einer leicht ersetzbaren Estergruppe
darstellen. Die Kopplung an das Bioreagenz wirde dann in Form einer Umesterung

als letzter Syntheseschritt folgen.

V8: Zur Darstellung des [3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-acetats MDdiNB-Ac
(CCO03) wird wie bei der Darstellung des mononitrierten Derivats MDNB-Ac (CC02)
Piperonylacetat (33) nitriert.

2

)
rauchende )k
O:©/\ Salpetersaure o
< T L
(@)

CcCo3

Dazu wird der Ester 33 mit rauchender Salpetersdure umgesetzt. Man erhalt
MDdiNB-Ac (CC03) in einer Ausbeute von 17 %. Als Nebenprodukt konnte

decarboxyliertes, doppelt nitriertes Produkt 34 identifiziert werden.

V9: Zur Darstellung des (3,4,5-Trimethoxy-6-nitrobenzyl)-acetats (TMNB-Ac, 35)
wird zunéchst 3,4,5-Trimethoxybenzylalkohol (36) mit Acetylchlorid (26) in Pyridin

verestert.
o) O
(@)
OH CI (@)
+ Pyridin, RT (@)
\ —_—
(@) -HCI
(0] \O
/ O

36 26 - 37

V8

V9
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Man erhalt 3,4,5-Trimethoxybenzylacetat (TMB-Ac, 37), in einer Ausbeute von 89 %.

Die anschlieRende Nitrierung von TMB-Ac (37) mit Eisessig und rauchender
Salpetersdure analog zu dem V2 sollte zum (3,4,5-Trimethoxy-6-nitrobenzyl)-acetat,
(TMNB-Ac, 35) fuhren.

| i | i
(@] (@]
N 7/ N
O Eisessig, O NO;
rauchende
/O Salpetersaure /O
37 35

Das gewlnschte Produkt 37 konnte nicht isoliert werden.

Auch der Versuch TMB-Ac (37) mit rauchender Salpetersdure doppelt zum (3,4,5-
Trimethoxy-2,6-dinitrobenzyl)-acetat, (TMdiNB-Ac, 22) zu nitrieren blieb erfolglos.

O,

O
5 )k )g
O
~N
O rauchende
o Salpetersaure
e

37 22

Die Syntheseversuche zur Darstellung TMNB-caged Acetate 19 wurden an dieser

Stelle eingestellt.

Eine Alternative zur Essigsaure (24) als Abgangsgruppe stellt die Trifluoressigsaure
(38) dar. Sie ist sterisch etwas anspruchsvoller. Durch die Fluoratome wirkt sie
elektronenziehend und férdert die positive Polarisierung des a-Kohlenstoffatoms der
Schutzgruppe. Dies sollte sich positiv auf die Geschwindigkeit der H-Abstraktion in

der Photolyse auswirken.
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Die Synthese beginnt mit der Veresterung von Piperonylalkohol (27). In Anlehnung
an die katalysator- und I6sungsmittelfreie Veresterung von Piperonylalkohol (27) mit
Acetanhydrid (39) von Ranu et al., wird Trifluoressigsaureanhydrid (40) unter

Eiskiihlung zu Piperonylalkohol (27) getropft.*%

e i
OH O CF
ST e S
F3;C
41
27 40

Obwohl eine heftige Reaktion beobachtet werden konnte, gelang es nicht das

(Piperonyl)-trifluoracetat (41) zu isolieren.
V10: Ein weiterer Versuch in Anlehnung an eine Vorschrift zur Veresterung von Allyl-

alkoholen mit Essigsdaureanhydrid von T. Meier wird mit Triflouressigsaureanhydrid

unternommen.?!
O
O )J\
< :©/\ Trlethylamln < (o) CF3
DMAP, O °C
(@]
27 40 41

Man erhélt das (Piperonyl)-trifluoracetat (41) in einer Ausbeute von 35 %. Es konnte
eine Zersetzung des Esters bei Raumtemperatur beobachtet werden. Ein erneuter

Syntheseversuch schlug fehl, so dass weitere Arbeiten nicht sinnvoll erschienen.

V10
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2.5 Synthese von caged Benzoaten

Caged Compounds mit der gleichen photolabilen Schutzgruppe aber verschiedenen
Abgangsgruppen ermdéglichen Kinetikstudien Gber den Einfluss der Abgangsgruppe
auf die Photolyse. Breite Anwendung in Studien von caged Compounds finden
neben den bereits in Kapitel 2.3 vorgestellten Acetaten auch caged Benzoate (Bz).l'*
23.26,341 Bej der quantitativen HPLC-Analyse bieten caged Benzoate den Vorteil, dass
nicht nur die Menge der geschutzten Verbindung sondern auch der freien Abgangs-
gruppe gemessen werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wird versucht photolabil
geschitzte Benzoate fir den Vergleich mit den bereits vorhandenen Acetaten zu
synthetisieren. Wie im Kapitel zuvor stehen auch hier die 2-Nitrobenzylgruppe (NB,
7), als Standardreferenz und die 4,5-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe

(MDdiNB, 21) als neuartige Schutzgruppe im Vordergrund.

V11: Das (2-Nitrobenzyl)-benzoat, (NB-Bz, CC05) kann durch eine einstufige Syn-

these gewonnen werden.

o)
OH cCl -

NO. o RT NO,

25 42 CCO05

In Pyridin wird 2-Nitrobenzylalkohol (25) mit Benzoylchlorid (42) umgesetzt. Man
erhalt das Benzoat NB-Bz (CC05) in quantitativer Ausbeute.

Aus der gewonnenen Syntheseerfahrung bei der Darstellung der methlyendioxy-
nitrobenzylgeschitzten Acetate, MDNB-Ac (CC02) und MDdiNB-Ac (CC03) wird zur
Darstellung der entsprechenden Benzoate, [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-
benzoat (MDNB-Bz, CCO06) und [3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-benzoat

(MDdiINB-Bz, CC04) die Syntheseroute Uber den Benzoesédureester eingeschlagen.

V11
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V12: Analog zum (2-Nitrobenzyl)-benzoat (CC05) wird Piperonylalkohol in Pyridin mit

Benzoylchlorid verestert.

< :©/\OH Cl)‘\© Pyridin, RT < :@A

27 42 43

Man erhalt das Benzoat 43 quantitativ.

V13: Die Nitrierung des Piperonylbenzoat (43) zum [4,5-(Methylendioxy)-2-nitro-
benzyl]-benzoat (CC06) erfolgt analog V7 mit Eisessig und rauchender Salpeter-

sdure in einer Ausbeute von 58 %.

0 V13
ElseSS|g O:(;E\Ob
< rauchende
:©/\ Salpetersaure @] NO,
43 CCo06

V14: Fur die Darstellung des [3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-benzoats,
MDdiNB-Bz, (CC04) wird von dem Piperonylbenzoat (43) ausgegangen. Die
Umsetzung erfolgt analog dem Versuch fir MDdiNB-Ac (CCO03).

NO, 0
o (@)
. <
(e}
o rauchende NO,
O Salpeterséure +
O
NO,
o (@)
43 <
O NO,

CcCo7
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Auf diese Weise erhélt man weitere Produkte: das gewiinschte MDdiNB-Bz (CC04)
und [3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-2-nitrobenzoat (MDdiNB-2NBz, CC07). Die
isolierte Produktmenge betrug ca. 50 %. Es gelang nicht dieses Verbindungsgemisch
saulenchromatographisch zu trennen.

Bisherige Studien von caged Compounds haben gezeigt, dass der Einfluss der
geschitzten Carbonsaureeinheit auf die Quantenausbeute gering ist.*®! Um ein
sauberes MDdiNB-geschiitztes Benzoat zu erhalten, wird daher ein Benzoesaure-
derivat als Modellbioreagenz gewéhlt, welches durch die Nitrierung nicht beeinflusst
wird. Die Wahl fallt auf 4-Nitrobenzoesaure. Caged 4-Nitrobenzoate werden bei der
Nitrierung der Schutzgruppe nicht ebenfalls nitriert und bieten durch die Spiegel-

symmetrie des Aromaten einfachere NMR-spektroskopische Daten.

V15: Fir die Darstellung von (2-Nitrobenzyl)-4-nitrobenzoat NB-4NBz (CC08) wird
2-Nitrobenzylalkohol (25) in Pyridin mit 4-Nitrobenzoylchlorid (44) verestert.

0
V15
Of\OH C'; ( > Pyridin, ©\Ao
: Ne2 RT
NO, o NO, NO2
25 44 CCo8
Nach s&ulenchromatographischer Reinigung kann das Produkt in einer Ausbeute
von 95 % isoliert werden.
V16: Zur Synthese von MDdiNB-4NBz (CC09) wird im ersten Schritt das Piperonyl-
4-nitrobenzoat (45) dargestellt.
V16

oo o
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Dies geschieht in Anlehnung an die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Synthesen
zu Piperonylestern. Piperonylalkohol wird in Pyridin mit 4-Nitrobenzoylchlorid um-
gesetzt. Man erhélt den Ester MDB-4NBz (45) in einer Ausbeute von 92 %.

V17: Die Nitrierung des Ester MDB-4NBz (45) erfolgt analog zu V2, der Darstellung
von [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]alkohol (28), mit einem Gemisch aus rauch-
ender Salpetersdure und Eisessig. Sie ergibt [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-4-
nitrobenzoat (MDNB-4NBz, CC10) in einer Ausbeute von 98 %.

7 V17
ElseSS|g 0 O
< rauchende <
NO, Salpeterséure o NO, NO,
CC10

V18: Nitrierung des Ester MDB-4NBz (45) in rauchender Salpetersaure fuhrt zur
[3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-caged 4-Nitrobenzoesdure (MDdiNB-4NBz,
CCO09) in einer Ausbeute von 92 %.

NO, e V1 8
rauchende
< Salpetersaure o < o
NO, NO,

45 CCo09
V19: Zur Darstellung des 3,4,5-Trimethoxy-6-nitrobenzyl-geschitzten 4-Nitrobenz-
oats TMNB-4NBz (46) wird 3,4,5-Trimethoxybenzylalkohol (36) mit 4-Nitrobenzoyl-
chlorid (44) in Pyridin verestert.

0
| 0 V19
OH Cl o)
Pyridin, RT (0)
+ 4>
N -HCI
0
:][:;:]//A\\ 4§%;? ~o NO,
0
~ 0
NO, ~

36 44 47



38 Hauptteil — Caged Compounds

Man erhalt (3,4,5-Trimethoxybenzyl)-4-nitrobenzoat (TMB-Bz, 47), in einer Ausbeute
von 90 %.

Da die zuvor beschriebenen Synthesen des trimethoxynitrobenzyl-geschitzten
Acetats 35 nicht erfolgreich waren, werden keine Versuche unternommen TMB-

4NBz (47) zu nitrieren und es so in eine caged Verbindung umzuwandeln.

Fur spatere Untersuchungen (siehe Kapitel 2.5) werden UV-Vis-spektroskopische
Daten der Acetat-, Benzoat- und 4-Nitrobenzoateinheiten der synthetisierten caged
Compounds benétigt. Als Modellverbindungen sollen die Ethylester der entsprechen-
den S&auren dienen: Ethylacetat (Et-Ac, 48) Ethylbenzoat (Et-Bz, 49) und Ethyl-4-
nitrobenzoat (Et-4NBz, 50). Ethylbenzoat (49) und Ethyl-4-nitrobenzoat (50) missen

synthetisiert werden.

V20: Fir die Synthese von Ethylbenzoat (49) wird Benzoylchlorid (42) mit Ethanol
(51) bei RT umgesetzt. Man erhalt das Produkt 49 in einer Ausbeute von 41 %

O
/\OH + b —_— /\O
Cl -HCI
49 42

49

O

V21: Das Ethyl-4-nitrobenzoat (50) erhdlt man aus der Umsetzung von Nitro-
benzoylchlorid (44) mit Ethanol (51) in einer Ausbeute von 89 %.

/\OH+C| H—CI> /\O

NO, NO,
51 44 50

V20

V21
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2.6 UV-Vis-spektroskopische Untersuch-
ung der synthetisierten caged Com-
pounds

NO, In Kapitel 2.1 wurde die Motivation zum

O
o )K Design neuer bathochrom absorbierender
< O caged Compounds dargelegt. Um dieses
o) NO Ziel zu erreichen wurden [3,4-(Methylendi-
2

cco3 oXxy)-2,6-nitrobenzyl]-acetat, (MDdiNB-Ac,
MDdiNB-A
B-Ae CCO03) und [3,4-(Methylendioxy)-2,6-

NO, Q nitrobenzyl]-4-nitrobenzoat, (MDdiNB-

O 0 4NBz, CC09) erfolgreich synthetisiert. lhr

< Absorptionsverhalten  soll  nun  mit
O NO, NO,

Derivaten verglichen werden, die andere
MDd?r\?g-?lNBz photolabile Schutzgruppen tragen. Dazu

Abbildung 2.22: Synthetisierte neue caged wurden Essigsaure und 4-Nitrobenzoe-

Compounds mit der 3,4-Methylen-2,6-dinitro- ~ saure jeweils mit einer o-Nitrobenzyl-
benzyl-Schutzgruppe MDdiNB. gruppe NB (7) und einer 4,5-(Methylen-

dioxy)-2-nitrobenzylgruppe MDNB (15)
geschitzt. Man erhalt die Acetate NB-Ac (CC01) und MDNB-Ac (CC02) und 4-Nitro-
benzoate NB-4NBz (CC08) und MDNB-4NBz (CC10). Weiterhin wurden auch die
entsprechenden Benzoesaurederivate NB-Bz (CC05) und MDNB-Bz (CCO06)
synthetisiert.

Vergleicht man die UV-Vis-Spektren von den drei caged Acetaten: NB-Ac (CC01),
MDNB-Ac (CC02) und MDdiNB-Ac (CC03), in Acetonitril so erkennt man, dass die
zweite Nitrogruppe des MDdiNB-Ac (CC03) den erhofften Einfluss auf die Absorption
des Chromophors aufweist. Zu der bereits in Kapitel 2.2 erwahnten bathochromen
Verschiebung der Absorptionskante durch die Einfihrung der Methylendioxyeinheit
um ca. 35 nm wird diese im Absorptionsspektrum des MDdiNB-Ac (CC03) durch die
Nitrogruppe um weitere ca. 25 nm bathochrom verschoben. Das Maximum der

bathochromsten Bande wird dabei um 17 nm von 345 nm auf 362 nm verschoben.
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Die Intensitat der Bande nimmt von ¢(MDNB-Ac@345nm) = 9920 I/(mol-cm) auf
¢(MDdiNB-Ac@362nm) = 8740 I/(mol-cm) ab.

Wellenzahl x 1000/cm”
45 40 35 30 25 20
_ 30000 ——————7—— : :
€ { 233 nm
O Ac
S 250004 i ©\A
o 3 Ac
\\E, 1 nm NO, <
= 20000~ NO,
5 1 —— NB-Ac (CC01)
& 15000+ 259 nm 345 nm MDNB-Ac (CC02)
q) ] -
S | 362 nm—— MDiNB-Ac (CC03)
% 10000 3
S ]
< 5000-
= ]
L
0 T T T T T T 1 T 1 T
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 2.23: UV-Vis-Spektren der photolabil geschitzten Acetate NB-Ac (CC01), MDNB-Ac
(CC02) und MDdiNB-Ac (CCO03) in Acetonitril.

Bei den UV-Vis-Spektren der 4-Nitrobenzoate (siehe Abbildung 2.24) ist ebenfalls
eine zusatzliche bathochrome Verschiebung der bathochromen Bande um 13 nm

durch die zweite Nitrogruppe zu beobachten.
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Wellenzahl x 1000/cm’

25000 40 36 32 28 24 20
/260 nm
—— NB-4NBz (CC08)
20000 - MDNB-4NBz (CC10)
—— MDdiNB-4NBz (CC09)

15000

o}
<ﬁh
o NO, NO,
NO, o}
<]5\A)ﬁ
o NO, NO,

T T T T T T T T T T T I ! |
250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenldnge/nm

10000

5000

Extinktionskoeffizient/[l/(mol*cm)]

Abbildung 2.24: UV-vis-Spektren der photolabil geschitzten Nitrobenzoate NB-4NBz (CCO08),
MDNB-4NBz (CC10) und MDdiNB-4NBz (CCO09) in Acetonitril.

Auch hier verliert die Bande an Intensitdt. Durch das Sichtbarwerden einer schwa-
chen weiteren Bande bei ca. 450 nm wird die Absorptionskante sogar um ca. 135 nm
bathochrom verschoben.

In Hinblick auf reale Cagingexperimente mit der 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitro-
benzylgruppe (21) ist eine hdhere Effizienz der Photolyse bei Bestrahlung mit Licht
langerer Wellenlange zu erwarten als beim Einsatz der o-Nitrobenzyl- (7) und der
4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzylgruppe (15). Dies soll durch Bestrahlungsversuchen
bei denen der photolytische Abbau der MDdiNB-caged Compounds untersucht wird,

bestatigt werden.
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2.7 Studien zum photolytischen Abbau
von caged Compounds

Die UV-Vis-spektroskopischen Untersuchungen (siehe Kapitel 2.5) haben gezeigt,
dass caged Compounds, die mit der 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe
MDdiNB (21) versehen wurden, bathochromer absorbieren als die Analoga vom o-
Nitrobenzyl- NB (7) und 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl-Typs MDNB (15). Es ist
daher zu erwarten, dass diese neuen Verbindungen bei Bestrahlung mit
langwelligerem Licht effizienter photolysieren. Um dieses Verhalten eingehend zu
studieren werden Lésungen von caged Compounds bestrahlt und der resultierende
Abbau der caged Compounds quantifiziert. Die Quantifizierung des Abbaus erfolgt
durch die Mengenbestimmung des caged Compounds oder der abgespaltenen

Substanz mit Hilfe einer NMR spektroskopischen Analyse oder HPLC.

Die Menge der abgebauten caged Compounds kénnen mit der Quantenausbeute der

Abbaureaktion ® und der Anzahl der absorbierten Photonen lay,s beschrieben

werden.
@ = 6’:’; onths = O (2.1)
anp s 0}

@: Quantenausbeute des Abbaus
nx: Menge der abgebauten caged Compounds

n,"°*: Anzahl der absorbierten Photonen

Dabei ergibt sich die Anzahl der absorbierten Photonen zu:

anAbS
61’1 — )" =10t (2.2)

IAbs =

labs: Intensitat des absorbierten Lichts
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t: Zeit/s
on,
(I) =1Abs-8t — 8nx=[AbS~5‘t~CD (2.3)

Um die Eignung der verschiedenen Caginggruppen spéter beurteilen zu kénnen,
liegt das Interesse auf der Abbaueffizienz der Verbindungen. Dies ist entspricht der
Menge der freigesetzten biologisch aktiven Verbindung unter den angewandten Ver-
suchsbedingungen. ldealerweise bedeutet dies die Bestrahlung mit einem kurzen
energiearmen Laserpuls. Wellenldngen tber ca. 300 nm minimieren eine Wechsel-
wirkung mit dem biologischen Material wie z. B. Proteine oder DNA. Ein kurzer Puls
ermdglicht eine hohe zeitliche Auflésung. Aufgrund der kurzen Belichtungsdauer ist
die Abspaltungsgeschwindigkeit v zu Beginn der Bestrahlung zum Zeitpunktt =0 s

ein vergleichbares Mass fur die Abbaueffizienz.

on
=X 24
v=— (2.4)

Diese Menge des abgebauten caged Compounds kann nun in die Formel fir die

Geschwindigkeit des photolytischen Abbaus eingesetzt werden (2.3 in 2.4).

I .. -Of-
o Lapg 019
ot

— v=0>-1 4 (2.5)
Die Quantenausbeute ist eine wellenldangenunabhangige Konstante. Iaps hingegen ist
keine Konstante. Die Absorptionsfahigkeit einer Lésung wird durch das Lambert-

Beersche Gesetz beschrieben.

Az—logizg-c-d (2.6)
Iy

I: Intensitat des transmittierten Lichts
lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts
e: Extinktionskoeffizient/(I-cm™-mol™)
c: Konzentration/(mol-I")

d: Schichtdicke/cm
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Da die Intensitdt des eingestrahlten Lichts der Summe des absorbierten und
transmittierten Lichts entspricht ergibt sich fur die Absorbanz A:

I

A= —logli =log (2.7)

0 Lo =1 yps

Durch Umformen erhélt man folgenden Zusammenhang zwischen dem absorbierten
und eingestrahlten Licht:
1
& 101=—"2
To =1 gps
e 107y =1 ) =1

o 10771, =1,-107 =1)

104 -1) 1059 —1)
= lAbs=10'10A— < lAbs=Io'W
& Ly =1y -(1-107597) & Ly =1y - (1—e 2303 eed)y (2.8)

Der Extinktionskoeffizient und die Schichtdicke sind in den durchgeflihrten Experi-
menten konstant. Die Konzentration hingegen nimmt durch den photolytischen
Abbau ab. Dies bedeutet, dass auch weniger Molekile zur Absorption zur Verfligung
stehen und Iaps sinkt. Bei hohen Konzentrationen jedoch wird das Licht komplett
absorbiert und eine Konzentrationsanderung wirkt sich nicht auf die Anzahl an
absorbierten Photonen pro Zeit aus.

Bei einer Absorbanz von 1 wird gemal der obigen eingerahmten Gleichung 90 %
des eingestrahlten Lichts absorbiert. Bei einer Absorbanz von 2 sind es bereits 99 %.
Man kann daher davon ausgehen, dass bei einer Absorbanz > 2 die Intensitat des

eingestrahlten Lichts |y der Intensitat des absorbierten Lichts laps entspricht.

A>2 & I =1, =const. (2.9)

Mit Hilfe der zuvor hergeleiteten Reaktionsgeschwindigkeit v Iasst sich bei hoch kon-

zentrierten Lésungen mit A > 2 einen linearen Zusammenhang zwischen der Kon-
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zentration des caged Compounds zur Bestrahlungszeit beobachten. Fir den photoly-
tischen Abbau erhdlt man eine Gerade deren Steigung das Produkt des

eingestrahlten Lichts und der Quantenausbeute ist.

oc
v=——=0-] ~@-]
ot Abs 0

= aCECD'Io'at

= Oc = const - Ot (2.10)

Bei niedrigeren Konzentrationen ist diese Naherung nicht anwendbar. Zur Verein-

fachung wird eine Taylorentwicklung am Punkt a = 0 durchgefihrt.

' " (n)
T, (x) = g(a)—i—#(x—a)—i—gT@(x—a)z +....+g—'(a)(x—a)” (2.11)

Die Taylorreihenentwicklung wird fiir die e-Funktion g(x) durchgefthrt.

S =1 =1y-(0—e")=1y—Ipe™" mit: x = 2.303-¢-cd
2= g(x)=e"

& gw=-e" - g0)=-1

= g'x)=e" — g"(0)=1 (2.12)

Fur die Funktion g(x) am Punkt a = 0 ergibt sich durch das Einsetzen der obigen

Werte die folgende Potenzreihe.

(n)
Tn(x)=1—1x+%x2—%x +ix4....+gT!(0)(x)n (2.13)

Hier soll der Fall niedriger Konzentrationen untersucht werden. Dies bedeutet folglich
niedrige Werte fur x = 2.303-¢-c-d. Geht man von Werten fur A = €-c:d < 0.1 aus

erhalt man die Funktion g(0.2303) = 0.7943, so ergibt sich der maximale Fehler fir
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A = 0.1, je nach dem Term n nach dem die Taylorreihe abgebrochen wird, folgende
Werte flir T,(0.2303).

Tabelle 2-2: Werte fir T,(0.2303) je nach dem Polynom n nach dem die Taylorreihe abgebrochen

wird.

Termn T1(0.2303) A zu g(0.2303)

0 1 21 %
1 0.7697 -3 %
2 0.7962 0.24 %
3 0.7942 -0.01 %

Wie man aus Tabelle 2-2 erkennen kann, kann die Taylorreihe nach dem linearen

Term abgebrochen werden fur Werte fir A = e-c:d <0.1.

L) =l-xxe™ =g)

T,(c)=1-2303-c-c-d = e 2303eed _ g(c) (2.14)
Die Funktion f(x) kann daher auch wie folgt geschrieben werden:

fle-c-d<01y=1 4, =1, (1—e230%¢cd)
=1y-(1-(1-2303-¢-c-d))
0

Da in den Bestrahlungsexperimenten ¢, d und |y konstant sind folgt daraus, dass die

Intensitat des absorbierten Lichts proportional zur Konzentration ist.

I 4ps = coOnst -c

SO T (2.16)

Fur die Reaktionsgeschwindigkeit zu Beginn der Photolyse bedeutet dies:
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VZ—%:(I)-const-c:const-c (2.17)

Man erhalt eine Gleichung, die ein kinetisches Zeitgesetz erster Ordnung beschreibt.
Die Reaktionsgeschwindigkeit ist nur von der Konzentration der zerfallenden Sub-
stanz abhangig. Nach der Auflésung des totalen Differentials Idsst sich bei niedrig
konzentrierten Lésungen mit A < 0.2 ein exponentieller Zusammenhang zwischen

der Konzentration des caged Compounds zur Bestrahlungszeit beobachten.
— co(f) = co . gconstt N co(t) = co .8—2.303~5-c-d-CD-t (218)

c(t): Konzentration des caged Compounds zur Zeit t

Co: Startkonzentration des caged Compounds

Bestrahlt man nun Lésungen der synthetisierten caged Compounds und tragt deren
Menge gegen die Bestrahlungszeit erhdlt man je nach Konzentration der Lésungen
unterschiedliche Kurven. Bei hohen Konzentrationen, die zu A = ¢-c-d > 2 fihren, ist

gemal} der vorherigen Herleitung eine Gerade zu erwarten.

—Oc=®-1, 0t (2.19)
Bei niedrigen Konzentrationen ist ein exponentielles Verhalten zu erwarten.

o(f) = ¢ - e 230Beed O (2.20)
Bei Losungen mit Konzentration zwischen 2 < A = g-c-d < 0.2 ist zu erwarten, dass
die Messkurve von einer linearen in eine exponentielle Form Ubergeht. In diesem

Bereich ist eine Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zu t = 0 nicht so einfach

mdglich.
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2.8 NMR-spektroskopische Untersuch-
ung der Photolyse der synthetisier-
ten caged Acetate

Zur Untersuchung des Abbauverhaltens des MDdiNB-caged Acetats (CC03) im
Vergleich zu anderen Derivaten durch Bestrahlung (> 300 nm) werden Lésungen der

verschiedenen caged Acetate unterschiedlich lang bestrahlt. Es handelt sich hierbei
um Lésungen von NB-Ac (CC01), MDNB-Ac (CC02) und MDdiNB-Ac (CC03).

NB MDNB MDdiNB
o-Nitrobenzylgruppe 4,5-Methylendioxy- 3,4-Methylendioxy-
2-nitrobenzylgruppe 2,6-nitrobenzylgruppe
NO, 0 o NO; 0
Ac )J\ )k )J\
0 o O o O
Acetat
O O
cco1 NO, cco2 NO, cco3

Abbildung 2.25: Ubersicht der untersuchten caged Acetate CC01, CC02 und CC03.

Als Strahlungsquelle wird eine Gréantzelapparatur verwendet (fir apparative Details
siehe Kapitel 6.12). Es handelt sich um eine kreisférmig angeordnete Quecksilber-
dampflampe als Lichtquelle in die zylindrische Phosphoreszenzfilter gesteckt werden
kénnen. Je nach Art des Filters wird Licht mit unterschiedlicher Wellenlange in den
Innenraum emittiert. FUr diese Bestrahlungsversuche wurde der ,350 nm-Filter®
verwendet.

Zur Quantifizierung der caged Verbindungen und der abgespaltenen Essigsaure wer-
den '"H-NMR Spektren von den bestrahlten Losungen aufgezeichnet. Als MaR des

Abbaus werden die Signale der Methylgruppen verfolgt.

Ansetzen der Messlésungen: Zunachst werden die zu untersuchenden L&sungen

angesetzt. Da sich die Acetate weder in reinem deuteriertem Chloroform noch in
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Tetrachlorkohlenstoff 16sen, wird als Lésungsmittel eine Mischung dieser beiden zu
gleichen Teilen verwendet. Je Verbindungen werden 25 ml Lésung angesetzt. Da
typische Einwaagen fir die Aufzeichnung von NMR-Spektren 1-5 mg/ml betragen,
wird die Lésung der Verbindung mit der geringsten molaren Masse mit 2.5 mg/ml
angesetzt. In diesem Fall bedeutet dies eine Konzentration der NB-Ac L&sung
(CCO01) von 16 mmol/l. Diese Konzentration wird dann auch fir alle anderen

Messlésungen eingewogen.

Tabelle 2-3: Einwaagen und Konzentrationen der 25 ml Acetat-Messlésungen in deuteriertem

Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff zu gleichen Teilen.

caged Compound Einwaage/mg Konzentration/(mmol/l)
NB-Ac (CC01) 124.40 16.247
MDNB-Ac (CC02) 194.09 16.230
MDdiNB-Ac (CC03) 229.14 16.126

Ginge man von monochromatischem Licht mit einer Wellenlange von 350 nm bei
dieser Bestrahlung und einer Schichtdicke von 0.42 cm fiur die zylindrischen NMR-
Roéhrchen aus, die in der Bestrahlung verwendet werden, so wirde man fir die

Acetate folgende Werte fir A = €-c-d erhalten:

Tabelle 2-4: Errechnete ¢-c-d-Werte fUr die bestrahlten caged Acetat Lésungen bei einer Bestrahl-

ungswellenldnge von 350 nm.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(Cco1) (CC02) (CCo03)
€@350 nm 471 9640 8180
A=¢cd 4 67 55

Bei Werten von A > 2 ist ein linearer Verlauf der Abbaukurven zu erwarten.

Versuchsaufbau: Fir die Bestrahlung werden je 1 ml Messlésung in Quarzglas

NMR-R&hrchen gefilllt. Je Verbindung werden 7 NMR-Rdhrchen gefilllt. Jeweils eine
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Probe pro Verbindung wird nicht bestrahlt. Die Gbrigen 18 Proben werden zeitgleich
in ein rundes Karussell gehangen, so dass der Lésungsabschnitt frei hangt. Der Pro-

benhalter wird durch einen Motor gedreht.

GNJ —— OhneFilter
Rotierende Aufhdngung S ——350nm
4 mit Motor 7] )
S f— g
i (=
T}
™

rel. Emission

L

200 300 400 500 600
Wellenlange/nm

Abbildung 2.26: Skizze des Proben- Abbildung 2.27: Relative Emissionsspektren der Grantzel-
halters gefullt mit NMR-Rohrchen fur apparatur mit und ohne eingesetztem "350 nm-Filter".

die Bestrahlungsexperimente.

Bestrahlung: Der rotierende Probenhalter wird in den Innenraum der eingebrannten
Grantzelapparatur herabgelassen. In verschiedenen, langer werdenden Zeitinterval-
len werden pro Substanz immer je ein NMR-R&éhrchen mit bestrahlten Messlésungen
entnommen; nach 15, 30, 45, 60, 90 und 120 min. Die enthommenen Proben werden

bis zur NMR-spektroskopischen Untersuchung unter Lichtausschuss gelagert.

NMR-spektroskopische Untersuchung: Es werden 'H-NMR Spektren der unbe-
strahlten und bestrahlten Messlésungen aufgezeichnet. Das Hauptaugenmerk liegt
dabei auf den Signalen in dem aliphatischen Bereich mit einer chemischen
Verschiebung von knapp Uber 2 ppm. Es handelt sich dabei um die Signale der

Methylgruppe des Acetat bzw. der Methylgruppe der abgespaltenen Essigsaure.
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Als Beispiel sind in Abbildung 2.28 Ausschnitte ausgewahlter NMR-Spektren von
(o-Nitrobenzyl)-acetat Proben (CCO01) zu sehen. Es handelt sich um L&sungen
gleicher Konzentration die 0, 30 bzw. 120 min bei 350 nm bestrahlt wurden. Das
Signal mit einer chemischen Verschiebung von 2.16 ppm, das in jedem der drei

Spektren stammt von der Methylgruppe des Acetats CCO01.

jj\
(I\O CH 3 hy @\O (o]
' )J\
NO, NO HO CH

cco1
V\ CH;-Acetat (CCO01)
CH3-ESS|gsaure (24)
Pl [ O A O A [ L
ppm2.150  2.100 ppm 2.150  2.100 ppm 2150 2.100
t(hv) =0 min 30 min 120 min

Abbildung 2.28: Oben: Photolyse von (o-Nitrobenzyl)-acetat (CC01). Unten: Ausschnitte von NMR-
Spektren unterschiedlich lang belichteten Proben von (o-Nitrobenzyl)-acetat (CC01).

Nach der Bestrahlung taucht ein Signal mit einer chemischen Verschiebung von
2.10 ppm auf. Dies gehért zur Methylgruppe der Essigsaure (24). Wie man aus den
Spektren sehen kann, nimmt die Menge an gebildeter Essigsdure (24) mit zuneh-
mender Bestrahlungsdauer zu.

Auswertung: Das Verhaltnis der Intensitdten | der einzelnen Signalen |(CHs-Acetat)
bzw. |(CHs-Essigsdure) zu der Summe der Intensitdten beider Signale entspricht

dem Abbau des Acetats bzw. der Zunahme der Essigséaure.

I(CH 5—Essigsdiure)
I(CH 3—Acetat) + I(CH 3—Essigsdure)

= rel. Menge der Essigscdure bzw.
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I(CH 5—Acetat)

= rel. Menge des Acetats (2.21)
I(CH 3—Acetat) + 1(CH 3—Essigsdiure)

Durch die Kenntnis der Ausgangskonzentrationen an Acetat in den unbestrahlten
Messlésungen c(Acetat@ty) ist es moglich die vorliegenden Konzentrationen an
Acetat und Essigsdure in den Messlésungen nach einer Bestrahlungsdauer von
X min zu errechnen.

I(CH 5—Acetat)
1(CH 5—Acetat) + 1 (CH ;—Essigsciure)

*c(Acetat @ty) = c(Acetat @t ) (2.22)

Im Falle von NB-Ac (CC01) und MDNB-Ac (CC02) ist diese Auswertung der 'H-NMR
Spektren mdglich. Im Fall des MDdiINB-Ac (CCO03) besitzt das Signal der
Methylgruppe eine chemische Verschiebung von 2.16 ppm. Es Uberlagert somit das
Signal der Methylgruppe der Essigsaure. Die Signale lassen sich nicht einzeln
auflésen. Es wird daher die Intensitat des Methylsignals bei 2.16 ppm ins Verhaltnis
zu den Ubrigen 'H-Signalen des MDdiNB-Ac (CCO03) gesetzt. Die Differenz des
aktuellen Signal |(CH3;(Ac+Essigsaure@ty)) zu [(CHs-Acetat@ty) gibt die Menge der

gebildeten Essigsaure |(CHs-Essigsaure@ty) wieder.

[1 _ I(CH;(Ac + Essigsdure @t )) — I(CH3 — Acetat @1,))

3 = rel. Menge des Acetats
I(CH5(Ac + Essigsdiure @t )

(2.23)

Wertet man nun die '"H-NMR Spektren der bestrahlten caged Acetat Lésungen aus
und tragt die relative Menge des Acetats in den Lésungen gegen die Bestrahlungs-

zeit auf, so erhalt man Abbildung 2.29.
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Abbildung 2.29: Auftragung der relativen Menge der caged Acetate CC01, CC02 und CC03 gegen

die Bestrahlungszeit in min in der Grantzelapparatur mit eingesetztem 350 nm Filter.

Man erkennt, dass alle drei caged Acetate CC01, CC02 und CCO03, wie erwartet, ein

lineares Abbauverhalten zeigen. Ein linearer Fit: y =a + b-x ist somit gerechtfertigt.

Fir die Messkurven ergeben sich folgende Fits:

Tabelle 2-5: Einzelne Werte der linearen Fitparameter der Messkurven.

Achsenabschnitt

Steigung = —

Co -dt

NB-Ac MDNB-Ac  MDdiNB-Ac
(CCO01) (CC02) (CC03)
a 1.00 1.01 1.01
b| -0.00200 -0.00242 -0.00147
R” 0.994 0.984 0.986

Zum Zeitpunkt t = 0 sollte a =1 sein; a > 0 resultiert aus bereits vorhandener Essig-

saure durch Zersetzung vor der Bestrahlung.
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An den Kurven lasst sich bereits mit bloRem Auge erkennen, dass das MDNB-Acetat
(CC02) am schnellsten unter diesen Versuchsbedingungen abbaut. o-Nitrobenzyl-
caged Acetat photolysiert ahnlich gut. Das MDdiNB-caged Acetat (CC03) hingegen
baut deutlich langsamer ab.

Die aufgetragene relative Menge Acetat entspricht der caged Compound-Konzentra-
tion geteilt durch die Startkonzentration cy. Die resultierende Steigung m entspricht

dc
CO . dt

daherm =

(2.24). Rechnet man die Steigungen um in Konzentrationsanderung

pro Sekunde so erhalt man die Abbaugeschwindigkeiten der caged Compounds v.

Tabelle 2-6: Photolysegeschwindigkeiten der caged Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(CC01)  (CCO02) (CC03)

~% - yi(moli-min) | 32.510° | 39.3-10° | 23.7.q0° |APPeugeschwindgel
dt pro min
—§= viimolll's) | 542107 | 655107 | 3.95107 |"°Paugeschwindigket
pro s

Far Lésungen mit Konzentrationen bei denen A = €-:c-d = 2, wie in diesem Fall, gilt

labs = lo. Daraus folgt:

dc
=——=0-7 ;. =20-] 2.25
v i Abs 0 ( )

Da die verschiedenen caged Acetatmesslésungen gemeinsam bestrahlt wurden, ist

lo bei den Messungen stets gleich: 702 = [MPNB — MDAINE.

v v VuDi
NB _ YMDNB _ VMDidNB (2.26)
Qng Pupns P mpding

Dies bedeutet, dass das Verhaltnis der Abbaugeschwindigkeiten der unterschied-
lichen caged Compounds proportional zu ihren Quantenausbeuten ist. Die Quanten-
ausbeuten @ der NB- (7) und MDNB- (15) Schutzgruppen sind bekannt.” ' Sie
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werden in Acetonitril mit ®ng = 0.08-0.1 bzw. ®ypns = 0.08-0.1 angegeben (siehe
auch Kapitel 2.1).”" 2 Da die o-Nitrobenzylgruppe unter diesen Versuchsbeding-
ungen einen sehr kleinen Extinktionskoeffizient aufweist, wird die Quantenausbeute

von der MDNB- (15) Gruppe mit ®ypns = 0.1 im Folgenden als Referenz verwendet.

Tabelle 2-7: Experimentell bestimmte Quantenausbeuten der caged Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(Cco1) (CC02) (CCo03)
YeC 0.83 1.0 0.60
Y MDNB
0.08 Richtwert 0.06
chC ¢MDNB =0.1

Die errechnete Quantenausbeute fir NB-Ac (CC01) ®\g liegt mit 0.08 im Bereich der
bisher experimentell bestimmten Werte. Fur die Quantenausbeute von MDdiNB-Ac
(CCO03) Oppging erhalt man einen Wert von 0.06. Die Quantenausbeute von MDdiNB-
Ac (CC03) entspricht ca. 60 % der Quantenausbeute von MDNB-Ac (CC02).

Man muss jedoch bericksichtigen, dass diese Experimente in einer Chloroform-
Tetrachlorkohlenstoff-Mischung (1:1) durchgefuhrt wurden und die Referenzwerte
aus Versuchen in Acetonitril stammen. Der Vergleich der normierten, empirischen
Er(30)N-Werte fur die Polaritdt von Losungsmitteln, zeigt, dass die chlorierten

Lésungsmittel, im Vergleich zum Acetonitril, eine unpolare Umgebung darstellen.

Tabelle 2-8: Normierte, empirische ET(BO)N-Werte fur Polaritat ausgewahlter Lésungsmittel.

Lésungsmittel Er(30)"
Chloroform 0.259
Tetrachlorkohlenstoff 0.052

Acetonitril 0.460
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Versuche von Nerbonne et al. haben gezeigt, dass die Quantenausbeute von
MDNB-Ac (CC02) mit zunehmender Polaritdt des L&sungsmittels abnimmt
(®Pvons(H20)= 0); die Quantenausbeute von NB-Ac (CC01) wird nicht davon
beeinflusst. [ Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass in einem unpolaren Medium
von MDNB-Ac (CC02) eine hdhere Quantenausbeute als von NB-Ac (CC01) zu
erwarten ist. Ein niedriger Wert fur NB-Ac (CC01) um etwa 20 % ist daher in

Ubereinstimmung mit den Literaturwerten.
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29 Untersuchung der Photolyse der
synthetisierten caged Compounds
mittels HPLC

Fur weitere detaillierte Untersuchungen zum Abbauverhalten der caged Compounds

werden Bestrahlungsreihen mit Hilfe von HPLC-Methoden verfolgt.

2.9.1 Untersuchung der Photolyse der caged
Acetate mittels HPLC

Zunachst wird das Abbauverhalten der caged Acetate untersucht. Es handelt sich
um (o-Nitrobenzyl)-acetat (NB-Ac, CC01), [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetat
(MDNB-Ac, CC02), und [3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-acetat (MDdiNB-Ac,
CCO03).

Diese Experimente werden &hnlich den NMR-gestiutzten Versuchen durchgefihrt.
Auch hier werden Lésungen der caged Compounds mit Licht bestrahlt. Nach den
Bestrahlungen wird die nicht abgebaute Menge quantifiziert.

Ansetzen der Messlésungen: Im Unterschied zu den bisherigen Versuchen werden
hier 4.507 micromolare L&sungen von NB-Ac CC01), MDNB-Ac (CC02) und
MDdiNB-Ac (CC03) mit Acetonitril als Losungsmittel verwendet. Pro caged Acetat
wird je eine Fluoreszenzkivette mit 1 cm Kantenldnge mit Lésung gefillt. Das
Klvettenvolumina betragt 4 ml.

Bei einer Konzentration von 4.51 pmol/l und einer Schichtdicke von 1 cm betragt

A@3so nm = €:C:d bei einer Wellenlédnge von 350 nm je nach Verbindung:

A@3s0 nm (NB-Ac) = 2.86-107
A@350 nm (MDNB-AC) = 44.3:10° bzw.
A@350 nm (MDdiNB-Ac) = 36.8:10™%
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Da ¢-cd in allen Fallen kleiner 0.1 ist, ist, wie in Kapitel 2.7 beschrieben, unter diesen
Bedingungen ein exponentielles Abbauverhalten der caged Acetate zu erwarten.

Far die Bestrahlung werden 3 identische Fluo- Rotierende Aufhangung
reszenzkUvetten mit je 4 ml Messlésung verwen- ﬁ mit Motor
det. Jeweils eine Kivette wird mit Messlésung

von NB-Ac (CCO01), MDNB-Ac (CC02) bzw. @
MDdiNB-Ac (CCO03) gefillt. Die Kiivetten werden

in einen Probenhalter gestellt. Der Probenhalter

I

wird durch einen Motor gedreht, um sicherzu-

stellen, dass alle drei Proben gleich stark belich-

fo
[ fe

_

L L
N~

apparatur verwendet (fur apparative Details

N

tet werden. N
Als Strahlungsquelle wird wie zuvor die Grantzel- -
siehe Anhang). Fir diese Bestrahlungsversuche -
wurde der ,350 nm- PhosphoreszenZfilter ver-

wendet. Das Emissionsspektrum ist in Abbildung  Abbildung 2.30:Skizze des rotierbaren
2.27 gezeigt. Probenhalters gefillt mit Kivetten fir

. . die Bestrahl imente.
Der rotierende Probenhalter wird in den Innen- ~ ©'¢ Bestranungsexperimente

raum der eingebrannten Grantzelapparatur

herabgelassen. Nach 5-minutiger Bestrahlung wird der Probenhalter aus der
Grantzelapparatur herausgenommen. Die Kivetten werden fur die Dauer der HPLC-
Messungen unter Lichtausschluss gelagert. Anschlieend werden die Kulvetten
wieder in den Probenhalter gestellt und erneut bestrahlt. Diese Prozedur wird
wiederholt, so dass die Proben insgesamt 60 min bestrahlt wurden.

Quantifizierung mit der HPLC: Die Quantifizierung der caged Compounds erfolgt
mittels HPLC. Die apparativen Details sowie die Messprozedur sind im Experimental-
teil erlautert. Registriert werden die Flachen der UV-Vis-Absorptionssignale in den
Chromatogrammen der caged Acetate. Das UV-Signal wird entsprechend der
Absorptionsmaxima der Verbindungen fir NB-Ac (CCO01) bei 260 nm, MDNB-Ac
(CCO02) bei 347 nm und bei MDdiNB-Ac (CC03) bei 361 nm detektiert. Die Abnahme

der Signalflachen entspricht dem photolytischen Abbau der Verbindungen.
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Abbildung 2.31: Auftragung der relativen Menge der caged Acetate CC01, CC02 und CCO03 gegen

die Bestrahlungszeit in min in der Grantzelapparatur mit eingesetztem 350 nm Filter.

Wie in den bisherigen Untersuchungen wird die relative Menge an vorhandenem

caged Acetat gegen die Bestrahlungsdauer aufgetragen. Wie erwartet lasst sich

unter diesen Bedingungen ein exponentielles Abbauverhalten beobachten. Die

erhaltenen Messkurven werden daher mit der exponentiellen Funktion ExpDec1 von

OriginPro 8 gefittet: y=A-e_$ +y,.P° Fur die Messkurven ergeben sich folgende

Parameter:

Tabelle 2-9: Einzelne Werte der exponentiellen Fitparameter der Messkurven.

Yo

NB-Ac MDNB-Ac  MDdiNB-Ac
(cco1) (CC02) (CCo03)
-0.275 -0.221 0.165 Offset
1.27 1.22 0.832 Amplitude
90.7 39.9 81.6 Zerfallskonstante
0.997 0.999 0.999
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Hohe zeitliche Aufldsung in Cagingexperimenten erreicht man, in dem die Photolyse
nicht mit kontinuierlicher Bestrahlung sondern mit einem einzigen Laserpuls (LPP:
laser pulse photolysis) initiiert wird. Maligebend fir die Verwendbarkeit einer
photolabilen Schutzgruppe ist daher die Zerfallsgeschwindigkeit zum Zeitpunkt to.
Dies entspricht der Steigung der Exponentialfunktion, welche man aus der ersten

Ableitung erhalt.

Mit & =l folgt:
T
f@O=yg+4 "

f(t)=% S =4 et (k)

(2.27)
Fir die Steigung zum Zeitpunkt t; mit t=0 ergibt sich:

£1(0)=-4-k
(2.28)

Im Fall dieser Messkurven beschreibt A-k in dieser Gleichung die Geschwindigkeit
des relativen Umsatzes pro Minute in [min'1] zum Zeitpunkt to. Um die Konzentra-
tionsédnderung pro Minute [mol/(I'min)] zu erhalten, muss A-k mit der Startkonzentra-
tion Csiart iIn zum Zeitpunkt t = 0 multipliziert werden. Fur die Konzentrationsédnderung

pro Sekunde in [mol/(l-s)] wird durch 60 geteilt.

Cstart A Cstart A

S O= = K= 0 -

(2.29)

Durch Einsetzen der entsprechenden Werte lassen sich die Zerfallsgeschwin-
digkeiten der einzelnen caged Acetate bestimmen. Multipliziert man mit dem

Bestrahlungsvolumen von 4:107| erhalt man den Stoffmengenumsatz pro Sekunde.



Hauptteil — Caged Compounds 61

Tabelle 2-10: Photolysegeschwindigkeiten der caged Acetate.

NB-Ac  MDNB-Ac MDdiNB-Ac

(CCO1)  (CC02)  (CCO3)
% < yi(moll-min) | 6.3210° 138107  4.60-10° | Praugesehvindglet
dt pro min
%< yimolils) | 1.05107  2.30-10°  7.67-10710 | AOPaugesehwindgiet
dt pro s
~ Kmoll-s) | 4211072 920107  3.06.1072 | OOfmengenumsat:
dt pro s

Der Stoffmengenumsatz entspricht den Photolyseereignissen in mol. Die Quanten-
ausbeute der caged Compounds @ ist das Verhéltnis der Photolyseereignisse pro

Zeit zur Intensitat des absorbierten Lichts:

Ereignisse
Qo o=—7T—"—

1 s
(2.30)

Die Intensitdt des absorbierten Lichts kann dber 1, =1,(1-10759)(2.31)

beschrieben werden. Fur die einzelnen caged Acetate ergeben sich somit die

folgenden Werte fur laps und ®cc.

Tabelle 2-11: Intensitat des absorbierten Lichts der caged Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(CCO1) (CC02) (CCO3)
labs | 0.00657:1 0.0970-Io 0.0813-1o

®.c/mol | 6.41-107"%1, | 9.4810", | 3.77-107"/l,

Setzt man die errechneten Terme fur die Quantenausbeute ins Verhaltnis zueinander
und nimmt wieder wie in Kapitel 2.8 die Quantenausbeute von der MDNB-Gruppe

(15) mit dypns = 0.1 als Referenzwert, erhalt man die folgenden Quantenausbeuten
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fur die NB- (7) und MDdiIiNB- (21) Gruppe. Die Intensitat des eingestrahlten Lichts

lasst sich herauskirzen.

Tabelle 2-12: Experimentell ermittelten Werte fur die Quantenausbeuten der caged Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(Cco1) (CC02) (CCO03)
_Pec/mol_ 6.76 1.0 0.40
q)MDNB /m()I ) ) )
Do 0.7 Referenzwert ®vpne=0.1 0.04

Die erhaltene Quantenausbeute fiur MDdiNB-Ac (CC03) liegt mit 0.04 im Bereich des
zuvor in Kapitel 2.7 bestimmten Wertes von 0.06. Die Quantenausbeute fir das NB-
Ac (CCO01) ist mit dyg = 0.7 in Bezug auf die bisher beschriebenen experimentellen
Werte von 0.1 bzw. 0.08 eine Grélienordnung zu grof3.

Betrachtet man das Emissionsspektrum der Gréantzelapparatur mit des 350 nm-
PhosphoreszenZfilter in Abbildung 2.32 (schraffierter Bereich) so sieht man, dass
nicht nur bei 350 nm eingestrahlt wird, sondern Uber einen ganzen Bereich, der von
ca. 300 — 450 nm.

Bei der Bestimmung der Quantenausbeuten wurde von monochromatischem Licht
mit der Wellenldnge von 350 nm ausgegangen. Als Mall fur die Menge des
absorbierten Lichtes wurde daher der Extinktionskoeffizient der Verbindungen bei
350 nm herangezogen. In der Abbildung 2.32 erkennt man, dass die Schnittflachen
des Emissionsspektrums der Grantzelapparatur und der Absorptionsspektren der
caged Compounds besser geeignet sind. Sie werden als spektrale Uberlappungs-

integrale (engl. spectral overlaps) bezeichnet.
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Abbildung 2.32: Relative Absorptionsspekiren von NB-Ac (CC01), MDNB-Ac (CC02) und MDdiNB-

Ac (CC03) und Emissionsspektrum der Grantzelapparatur mit 350 nm-Filter.

Dieses Uberlappungsintegral erhdlt man in dem man (ber das Produkt der
Emissions- und Absorptionsfunktion integriert. Die entsprechende Prozedur ist in
Kapitel 6.2.1 beschrieben. Berechnet man diese Flachen so erhalt man ein Mal} fur
das von der bestrahlten Verbindung absorbierte Licht. Es handelt sich dabei um eine
relative GrélRe, da die Emission der Grantzelapparatur nicht absolut gemessen

wurde.

[Uberlappungsintegral = const. - |aps
(2.32)

Bestimmt man nun die Uberlappungsintegrale fur die caged Acetate CC01, CC02
und CCO03 mit der Grantzel-Emission und erneut die Quantenausbeuten so erhélt

man folgende Werte:
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Tabelle 2-13: Berechnung der Quantenausbeuten der caged Acetate CC01, CC02 und CCO03 unter
Berticksichtigung der Uberlappungsintegrale.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac

(cco1) (CC02) (CCO03)
c/(umoll/l) 4.51 4.51 4.51 Konzentration
d/cm 1 1 1 Uberlappungsintegral
const. - laps 370 4269 4706 Schichtdicke
Abb hwindigkeit
vi(mol/l'min) | 6.32:10% | 1.38-107 4.60-10° argesenwindigre!
pro min
Abb hwindigkeit
vi(molil's) | 1.0510° | 2.3010° | 7.67-107" argesenwinigre!
pro s
_dn molrs) | 42110 | 920107 | 306107 | StOfmengenumsatz
dt pro s
lati
®.cl(const - mol) | 1.14-10" | 2.1610™ | 65010 | ¢
Quantenausbeute
Referenzwert bsolut
®.c| 009 0.06 absolte
®none=0.1 Quantenausbeute

Vergleicht man nun der erhaltenen Quantenausbeuten der caged Acetate (Pnp-ac =
0.09, ®upneac = 0.1, Oypgine-ac = 0.06) so sieht man, dass sie im Rahmen der
Genauigkeit mit den Literaturwerten (®ng.ac = 0.1) sowie den zuvor in Kapitel 2.8.1
experimentell bestimmten Werten mittels HPLC (®ngac = 0.08, ®ypng-ac = 0.1,

®mpdine-ac = 0.06) Uberein stimmen.
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2.9.2 Untersuchung der Photolyse der caged

Benzoate mittels HPLC

Das Abbauverhalten von verschiedenen caged Benzoaten und 4-Nitrobenzoaten

wird untersucht. Es handelt sich um die Benzoate:

(2-Nitrobenzyl)-benzoat (NB-Bz, CC05) und
[4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-benzoat (MDNB-Bz, CC06)

und die 4-Nitrobenzoate:
(2-Nitrobenzyl)-4-nitrobenzoat (NB-4NBz, CC08),

[4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-4-nitrobenzoat (MDNB-4NBz, CC10) und
[3,4-(Methylendioxy)-2,6-nitrobenzyl]-4-nitrobenzoat (MDdiNB-4NBz, CC09).

Bz 4NBz
Benzoate 4-Nitrobenzoate
NO, 0 CCo5 NO, 0 ccos
NB
o) O
o-Nitrobenzylgruppe
NO,
0 CC06 0 CC10
o o MDNB
o o 4,5-(Methylendioxy)-
2-nitrobenzylgruppe
0 NO, 0 NO, NO,
NO, 10 CCo09
MDdiNB
= O
3,4-(Methylendioxy)-
2,6-nitrobenzylgruppe
0 NO, NO,

Abbildung 2.33: Ubersicht der untersuchten caged Benzoate, CC05 und CC06, und 4-Nitrobenzoate,
CC08, CC10 und CCO09.



66 Hauptteil — Caged Compounds

Zur Untersuchung des Abbauverhaltens der MDdiNB-Caginggruppe (21) werden
Lésungen des MDAINB-4NBz (CC09) und der Modellverbindungen mit Licht >
300 nm bestrahlt. Der photolytische Abbau wird wie in Kapitel 2.8.2 mittels HPLC
verfolgt. In diesen Bestrahlungen wird abweichend von den bisher beschriebenen
Abbauexperimenten nicht die Grantzelapparatur benutzt. Als Lichtquelle wird eine
LUMOS 43 von Atlas Photonics verwendet.®® Die Bestrahlungsapparatur ist mit
Dioden der Wellenldangen 255, 360 und 405 nm ausgeristet. Die Monochromatizitat
wird vom Hersteller mit 5 nm angegeben. Diese Angabe entspricht der Halbwerts-
breite der Emissionsbanden. Die Emissionsspektren der Dioden zeigen Signalpeaks,
die an ihrer Basis bis zu 50 nm breit sind. Die 255nm-Diode weist zu dem noch eine
flache, breite Emissionsbande von 400-500 nm auf.

Emission der

255 nm-Diode
—— 360 nm-Diode
—— 405 nm-Diode

Intensitat

400 450

Wellenlange/nm

250 300 350 500 550 600 650

Abbildung 2.34: Emissionsspektren der 255 , 360 und 405 nm-Dioden von der Bestrahlungsappara-
tur LUMOS 43.

Bei der Berechnung der Quantenausbeuten wird daher wie in Kapitel 2.9.1 die
Menge des absorbierten Lichtes mit Hilfe des Uberlappungsintegrals bestimmit.

Das Abbauverhalten der caged Verbindungen wird bei allen drei Wellenlangen
untersucht.

Die UV-VIS-spektrometrische Untersuchung des MDdiNB-caged 4-Nitrobenzoats
(CCO09) in Kapitel 2.6 hat gezeigt, dass diese Caginggruppe im Vergleich zu den 4-
Nitrobenzoaten des NB- (CC08) und MDNB- (CC10) Typs ein bathochromes
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Absorptionsverhalten aufweist. Es ist daher zu erwarten, dass MDdiNB-caged
Verbindungen (21) bei Uncagingexperimenten mit bathochromem Licht auch

effizienter photolysieren.
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29.21 Abbau der caged Benzoate bei Licht mit
A =255 nm

Zunachst wird das Abbauverhalten von NB-Bz (CC05), MDNB-Bz (CC06), NB-4NBz
(CC08), MDNB-4NBz (CC10) und MDdiNB-4NBz (CC09) bei der Bestrahlung mit

Licht der Wellenlédnge 255 nm untersucht.

— 25000
£ Absorption von
5 —— NB-4NBz (CC08) - NB-Bz (CCO05)
£ 200007 MDNB-4NBz (CC10) MDNB-Bz (CC06) | 5
=) —— MDdiNB-4NBz (CC09) 2
2 15000+ s
= ] Emission von "3"'
% 100004 [ —— 255 nm-Diode 7
c : o
.9 {f. >
£ 5000+ -
& :
el e |
0 T ‘ T T - -'. — T T
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 2.35: UV-Vis-Spekiren der zu untersuchenden Benzoate und 4-Nitrobenzoate und das
Emissionsspektrum der 255 nm-Diode der LUMOS 43.

Ansetzen der Messlésungen: Die Messldsungen werden in Acetonitril, HPLC-

Grade, angesetzt. Die Konzentration wird so gewahlt, dass A = €-c:d ~ 0.1 ist.
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Tabelle 2-14: Parameter der Messl6sungen fiir die Bestrahlungen bei 255 nm.

c/(mol/l) £@255 nm/l (mol-cm)”  A=g-c-d

NB-Bz (CCO05) 1.29-10° 7350 0.0948
NB-4NBz (CC08) 4.80-10° 20927 0.100
MDNB-Bz (CC06) 1.31-10° 11460 0.150
MDNB-4NBz (CC10) 4.6810° 20831 0.0975
MDdiNB-4NBz (CC09) 4.60-10° 15047 0.0909

Wie in Kapitel 2.6 beschrieben ist unter diesen Bedingungen ein nahezu exponen-
tielles Abbauverhalten der caged Compounds zu erwarten. Fir die Bestrahlungen
werden 4.0 ml der Messlésungen mit einem kleinen Magnetrihrstab in eine Fluores-
zenzklvette mit einer Kantenlange von 1 cm gefillt.

Die Bestrahlung erfolgt in der Bestrahlungsapparatur LUMOS 43. Diese wurde auf
einen Magnetrihrer gesetzt, so dass die Messldsungen wahrend der Bestrahlung
geriuhrt werden. Die LUMOS 43 wird angestellt, so dass es bei 255 nm emittiert. Die
Lésungen werden mit zunehmenden Bestrahlungsdauern in die Bestrahlungs-
kammer gestellt. Wé&hrend der Belichtung werden Proben entnommen und mittels
HPLC untersucht.

Die apparativen Details sowie die Messprozedur sind in Kapitel 6.2.2 erlautert.
Registriert werden die Flachen der UV-Vis-Absorptionssignale in dem Chromato-
gramm. Die Abnahme der Signalflachen entspricht dem photolytischen Abbau der

Verbindungen.
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1.00 * NB-4NBz (CC08) e NB-Bz (CCO5)

MDNB-4NBz (CC10) MDNB-Bz (CC06)
* MDdiNB-4NBz (CC09)

0.50 +

0.25

relative Menge an caged Compound

0.00

-7t . r 1 11t~ 11T 1T 1T 1T 7
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Bestrahlungszeit@255 nm/min

Abbildung 2.36: Auftragung der relativen Menge der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate gegen die
Bestrahlungszeit in min in der LUMOS 43 bei 255 nm.

Die relative Menge an vorhandenem caged Compound wird gegen die Bestrahlungs-
dauer aufgetragen. Wie vorhergesagt, lasst sich unter diesen Bedingungen ein
exponentielles Abbauverhalten beobachten. Die erhaltenen Messkurven werden

daher mit der exponentiellen Funktion ExpDec1 von OriginPro 8 gefittet:

y:A-e_$+y0.[35] Aufgrund der geringen Krimmung der Abbaukurven der NB-
caged Verbindungen wurde hier ein linearer Fit durchgefihrt: y=a+5b-x. Flr die

Messkurven ergeben sich folgende Parameter:
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Tabelle 2-15: Einzelne Werte der exponentiellen Fitparameter der Messkurven.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4ANBz Bz 4ANBz 4NBz
(CCO05) (CC08) (CCO06) (CC10) (CC09)
a| 0.969 0.981 / / / Achsenabschnitt
b| -0.0124 -0.0164 / / / Steigung
Yo / / -0.0566 -0.0974 -0.0734 Offset
A / / 1.05 1.10 1.09 Amplitude
T / / 99.1 134 128 Zerfallskonstante
R? 0.990 0.974 0.998 0.998 0.997
-A/
T / / -0.0106 -0.00821 -0.008526 | steigung

Entsprechend der Herleitung aus Kapitel 2.6 lasst sich aus den Fitparametern und

der Startkonzentration der Stoffmengenumsatz errechnen.

Tabelle 2-16: Photolysegeschwindigkeiten der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4ANBz
(CCO05) (CCO08) (CCO06) (CC10) (CCO09)

dc .
——=v/(mol/l-min) 7 8 7 8 8
dt 1.60-10 7.78-10 1.38:10 3.84:10 3.9110

_9n moll-s)
dt 1.07-10"" 52510" 9.2010" 256:10" 2.61-107?

Der Stoffmengenumsatz entspricht, wie auch zuvor beschrieben, den
Photolyseereignissen in mol. Das Verhaltnis der Photolyseereignisse zur Intensitat

Ereignisse

des absorbierten Lichts: @ - (2.30) ist die Quantenausbeute des caged

Abs

Compounds ®.,c Die Intensitdt des absorbierten Lichts kann {ber
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I 4 =1,(1-1075°9) (2.31) beschrieben werden und wird, wie oben beschrieben, mit

Hilfe des Uberlappungsintegrals bestimmt (siehe Kapitel 2.91). Fir die einzelnen

Verbindungen ergeben sich somit die folgenden Werte flr laps und ®cc.

Tabelle 2-17: Intensitat des absorbierten Lichts der caged Benzoate und Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-

Bz 4NBz Bz 4NBz ANBz

(CC05) (CCO08) (CCO6) (CC10)  (CCO9)

const. - lnps | 26647 26509 23419 24981 24433
®.c/(const - mol) | 4.00-107° | 1.98-10° | 3.93-107"° | 1.02:107® | 1.07-107°

Setzt man die errechneten Terme fiir die Quantenausbeute ins Verhéltnis zueinander
und nimmt wieder wie in Kapitel 2.8.1 die Quantenausbeute von der MDNB-Gruppe
(15) mit Oypne-sz = 0.1 als Referenzwert, erhdlt man die folgenden Quantenaus-
beuten fir die NB- (7) und MDdiNB-Gruppe (21). Die Intensitdt des eingestrahlten

Lichts lasst sich herauskirzen.

Tabelle 2-18: Experimentell ermittelten Werte fur die Quantenausbeuten der caged Benzoate und

4-Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CCo08) (CCo06) (CC10) (CC09)
Referenzwert
Dc 0.10 0.05 0.03 0.03
¢NB=0-1

Fir die Quantenausbeute fir NB-Bz (CC05) erhdlt man einen Wert von 0.10. Dies
entspricht im Rahmen der Genauigkeit dem Literaturwert von 0.12. Die Werte fur die
4-Nitrobenzoate sind mit ¢NB-4NBZ = 005, ¢MDNB-4NBZ = 0.03 und (DMDdiNB-4NBz = 0.03

merklich niedriger als die Werte der Benzoate (Png-sz = 0.10, Oypne-sz = 0.10).
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29.22 Abbau der caged Benzoate bei Licht mit
A =360 nm

Im folgenden Kapitel wird das Abbauverhalten von NB-Bz (CC05), MDNB-Bz
(CC06), NB-4NBz (CC08), MDNB-4NBz (CC10) und MDdiNB-4NBz (CC09) durch
Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 360 nm diskutiert. Die Durchfuhrung erfolgt
analog den Versuchen aus dem vorherigen Kapitel in dem jedoch Licht der

Wellenlange 255 nm verwendet wurde.

25000 ,
Absorption von
—— NB-4NBz (CC08) - - -NB-Bz (CCO05)
20000 - MDNB-4NBz (CC10) MDNB-Bz (CC06)
—— MDdiNB-4NBz (CC09)

Extinktionskoeffizient/[I/mol*cm)]

o
ol
=
15000+ Emission von ‘I_'I’_l
. —— 360 nm-Diode 3
\ 3,
100004\ &,
\ S
AN
5000 -
0 I ' I ' T T I T I T I T I
250 300 350 400 450 500 550

Wellenldnge/nm

Abbildung 2.37: UV-Vis-Spektren der zu untersuchenden Benzoate und 4-Nitrobenzoate und das
Emissionsspektrum der 360 nm-Diode der LUMOS 43.

Ansetzen der Messlésungen: Die Messlésungen werden in Acetonitril angesetzt.
Die Konzentration der verwendeten Messldsungen wird an den jeweiligen Extink-
tionskoeffizienten bei 360 nm angepasst. Die Konzentrationen der Verbindungen von
NB-Typ (7) sind entsprechend den geringen Extinktionskoeffizienten eine GréRen-
ordnung héher als die MDNB- (15) und MDdiINB- (21) caged Verbindungen. Die
Absorbanz der einzelnen Lésungen ist daher A=¢-c-d ~0.1 und Iasst daher ebenfalls

eine exponentielles Abbauverhalten erwarten.
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Tabelle 2-19: Parameter der Messl6sungen fiir die Bestrahlungen bei 360 nm.

c/(moll)  £g3eonm/l (mol-cm)’  A=g-c-d
NB-Bz (CC05) | 2.07-10° 440 0.0911
NB-4NBz (CC08) | 2.76-107 348 0.0960
MDNB-Bz (CC06) 2.04-10° 6470 0.132
MDNB-4NBz (CC10) 1.80-10° 5000 0.0900
MDJiNB-4NBz (CC09) | 2.34-107 4000 0.0936

Bestrahlung und Quantifizierung mit der HPLC: Die Bestrahlung und Quantifi-
zierung der caged Compounds erfolgt analog der Versuche im Kapitel 2.9.2.1. Die
HPLC-Parameter sowie die Messprozedur sind in Kapitel 6 erlautert.

Die relative Menge an vorhandenem caged Compound wird gegen die Bestrahlungs-
dauer aufgetragen. Wie vorhergesagt, lasst sich unter diesen Bedingungen ein

exponentielles Abbauverhalten beobachten.

10 * NB-4NBz (CCO08)
5 * MDNB-4NBz (CC10)
S * MDdiNB-4NBz (CC09)
]

S 0.84
S NB-Bz (CCO05)
O MDNB-Bz (CC06)
Ne) 0
0 064 1,
) [\
O
&
o 0.4- ©
(@)} *
C
() [\ ]
2 N
.g 0.2- ) *
E [
o °
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Bestrahlungszeit@360 nm/min

Abbildung 2.38: Auftragung der relativen Menge der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate gegen die
Bestrahlungszeit in min in der LUMOS 43 bei 360 nm.
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Die erhaltenen Messkurven werden mit der exponentiellen Funktion ExpDec1 von

OriginPro 8 gefittet: y=A-e * +y,.*) Der Abbau der Verbindungen vom Nitro-

benzyltyp ist so langsam, dass hier ein linearer Fit verwendet wird: y=a+b-x.Fur

die Messkurven ergeben sich folgende Parameter:

Tabelle 2-20: Einzelne Werte der exponentiellen Fitparameter der Messkurven.

NB- NB- MDNB- MDNB-  MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CC08) (Ccoe6) (cc10) (CC09)
a 1.00 0.994 / / / Achsenabschnitt
b |-0.00639 | -0.00402 / / / Steigung
Yo / / -0.0268 -0.0101 -0.143 Offset
A / / 1.03 1.01 0.826 Amplitude
T / / 16.9 23 39.2 Zerfallskonstante
R? 1.00 0.997 0.999 0.999 0.997
-Al t / / -0.0609 -0.0439 -0.0211 | Steigung

Entsprechend der Herleitung aus Kapitel 2.7 lasst sich aus den Fitparametern und

der Startkonzentration der Stoffmengenumsatz errechnen.

Tabelle 2-21: Photolysegeschwindigkeiten der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB-  MDNB-  MDdiNB-
Bz 4ANBz Bz 4ANBz ANBz
(CC05)  (CC08)  (CCO6)  (CC10)  (CCO9)
dc .
wg VImolkmin) 1y 0405 14140°  1.2410°  7.90107 645107
_dn l(mol/s) A1 A1 A1 A1 A1
dt 8.80-10""  7.40-10™"" 8.27-10" 527-10"  4.30-10
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Der Stoffmengenumsatz entspricht, wie auch zuvor beschrieben, den Photolyse-
ereignissen in mol. Die Quantenausbeute der caged Compounds ®. ist das

Verhéltnis der Photolyseereignisse zur Intensitdt des absorbierten Lichts:

Ereignisse

D (2.30).Fur die einzelnen Verbindungen ergeben sich somit die

Abs

folgenden Werte flr laps und ®cc.

Tabelle 2-22: Intensitat des absorbierten Lichts der caged Benzoate und Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-

Bz 4NBz Bz 4NBz ANBz

(CC05) (CCO08) (CCO6) (CC10)  (CCO9)

const. - la,s | 30568 48390 36547 33545 40174
®.c/(const - mol) | 2.88:107° | 1.53-10"° | 2.26-10™"° | 1.57:107"° | 1.07-107°

Setzt man die errechneten Terme fur die Quantenausbeute ins Verhaltnis zueinander
und nimmt wieder wie in Kapitel 2.9.1 die Quantenausbeute von der MDNB-Gruppe

(15) mit ®vpne = 0.1 als Referenzwert, erhalt man die folgenden Werte.

Tabelle 2-23: Experimentell ermittelte Werte fur die Quantenausbeuten der caged Benzoate und

4-Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4ANBz 4NBz
(CCO05) (CCO08) (CCO06) (CC10) (CCo09)
Referenzwert
(O 0.13 0.07 0.07 0.05
¢NB=0-1

Die Quantenausbeute fir NB-Bz (CCO05) entspricht mit einem Wert von 0.13 im

Rahmen der Genauigkeit dem Literaturwert von 0.12.
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Die Werte fur die 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CC09 sind ®ngans: = 0.07,
@Ompne-anez = 0.07 und Pypgine-ansz = 0.05. Diese sind zwar zwischen 0.02 und 0.04
gréRer als die Werte, die bei der Bestrahlung bei 255 nm ermittelt wurden. Somit
sind auch bei diesen Messungen die Quantenausbeuten der 4-Nitrobenzoate CC08,
CC10 und CC09 noch merklich kleiner als bei den entsprechenden Acetaten CCO01,
CC2 und CC03 und Benzoaten CC05 und CCO06.
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29.23 Abbau der caged Benzoate bei Licht mit
A =405 nm

Das Abbauverhalten von NB-Bz (CC05), MDNB-Bz (CC06), NB-4NBz (CC08),
MDNB-4NBz (CC10) und MDdiNB-4NBz (CC09) bei der Bestrahlung mit Licht der
Wellenldnge 405 nm wird in diesem Kapitel diskutiert. Die Durchfiihrung dieser
Versuche erfolgt analog denen aus den vorherigen Kapiteln (2.9.2.1 und 2.9.2.2) in

denen jedoch Licht der Wellenlédnge 255 und 360 nm verwendet wurde.

25000
Absorption von
—— NB-4NBz (CC08) - - -NB-Bz (CC05)
20000 - MDNB-4NBz (CC10) MDNB-Bz (CC06)
—— MDdiNB-4NBz (CC09)

N

(o)

o

o

o
1

Emission von
—— 405 nm-Diode

10000

uolissiwg aAne|al

5000

Extinktionskoeffizient/[I/mol*cm)]

\¥I

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenldange/nm

Abbildung 2.39: UV-Spektren der zu untersuchenden Benzoate und 4-Nitrobenzoate und das
Emissionsspektrum der 405 nm-Diode der LUMOS 43.v

Ansetzen der Messlésungen: Die Messlésungen werden in Acetonitril angesetzt.
Die Konzentration der verwendeten Messldsungen wird an den jeweiligen Extink-
tionskoeffizienten bei 405 nm angepasst. Die Verbindungen des NB-Typs weisen bei
405 nm keine Absorption auf. In ihrem Fall werden die Lésungen aus den Versuchen
in Kapitel 2.9.2.2 wieder verwendet. Die Absorbanz der einzelnen Ldsungen ist

daher A=¢-c-d ~0.1 und lasst eine exponentielles Abbauverhalten erwarten.
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Tabelle 2-24: Parameter der Messl6sungen fiir die Bestrahlungen bei 405 nm.

NB-Bz (CCO05) 2.07-10™

NB-4NBz (CCO08) 2.76:10™

MDNB-Bz (CC06) 2.91-10"

c/(moll)  £gaos /I (mol-cm)”  A=g-c-d
/ /
/ /
211 0.0614
311 0.112
1559 0.0811

(
MDNB-4NBz (CC10) | 3.60-107
MDdiNB-4NBz (CC09) 5.20-107

Bestrahlung und Quantifizierung mit der HPLC: Die Bestrahlung und Quantifi-

zierung der caged Compounds erfolgt analog der Versuche im Kapitel 2.9.2.1. Die

HPLC-Parameter sowie die Messprozedur sind in Kapitel 6 erlautert.

RN
o

o
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1

relative Menge an caged Compounds
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|

® 0 * X %

NB-4NBz (CC08)
MDNB-4NBz (CC10)
MDdiNB-4NBz (CC09)
NB-Bz (CCO05)
MDNB-Bz (CC06)

0.4 - .
*
0.2- ) .
!
00 | | | | ! i | !
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Bestrahlungszeit@405 nm/min

Abbildung 2.40: Auftragung der relativen Menge der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate gegen die

Bestrahlungszeit in min in der LUMOS 43 bei 405 nm.
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Die relative Menge an vorhandenem caged Compound wird gegen die Bestrahlungs-
dauer aufgetragen. Wie vorhergesagt, lasst sich unter diesen Bedingungen ein
exponentielles Abbauverhalten beobachten. Die erhaltenen Messkurven werden
daher

mit der exponentiellen Funktion ExpDec1 von OriginPro 8 gefittet:

y=A-e " +y,.° Da die Messkurven fiir die NB-geschiitzten Verbindungen nur
schwach abbauen werden sie nicht exponentiell, sondern linear mit x=a+5b-y

gefittet. Fur die Messkurven ergeben sich folgende Parameter:

Tabelle 2-25: Einzelne Werte der exponentiellen Fitparameter der Messkurven.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4ANBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CC08) (CCco6) (CC10) (CC09)
a| 0.982 0.982 / / / Achsenabschnitt
b| -0.0110 -0.010 / / / Steigung
Yo / / 0.0561 0.00494 0.219 Offset
A / / 0.939 0.996 0.766 Amplitude
T / / 15.8 23.9 5.52 Zerfallskonstante
R?’| 0.996 0.996 0.999 0.999 0.998
-A/
T / / -0.0594 -0.0417 -0.139 Steigung

Entsprechend der Herleitung aus Kapitel 2.7 lasst sich aus den Fitparametern und

der Startkonzentration der Stoffmengenumsatz errechnen.
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Tabelle 2-26: Photolysegeschwindigkeiten der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate.
NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CC08) (CCO06) (CC10) (CC09)
dce
——=v/(mol/l'min
dt ( ) 2.28-10% | 2.76:10° | 1.7310° | 1.50-10° | 7.22:10°
dn
—— [l(mol/'s
dt ( ) 1.52:10"° | 1.84-10" | 1.15-10° | 1.00-10° | 4.81-10°

Fur die einzelnen Verbindungen ergeben sich somit die folgenden Werte flr laps und
¢CC-

Tabelle 2-27: Intensitét des absorbierten Lichts der caged Benzoate und Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz

(CC05)  (CCO08) (CCO6) (CC10)  (CCO9)

const. - laps | 3804 7832 40155 50448 37829
®.c/(const - mol) | 4.00-10™* | 2.35-10™"* | 2.87-10™* | 1.98-10"* | 1.27-10™

Setzt man die errechneten Terme fir die Quantenausbeute ins Verhéltnis zueinander
und nimmt die Quantenausbeute von MDNB-Bz (CC06) mit ®ypns-sz = 0.1 als

Referenzwert, erhalt man die folgenden Werte.
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Tabelle 2-28: Experimentell ermittelte Werte fir die Quantenausbeuten der caged Benzoate und
4-Nitrobenzoate.

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CCo08) (CCO06) (CC10) (CC09)
Referenzwert
®Dcc 0.14 0.08 0.07 0.04
¢NB=0-1

Die Quantenausbeuten korrelieren mit den errechneten Werten aus Kapitel 2.9.2.1
und 2.9.2.2. Fir NB-Bz (CC05) erhalt man einen Wert von 0.14. Berucksichtigt man
die Tatsache, dass diese Verbindung bei der Bestrahlungswellenldange von 405 nm
nur eine sehr geringe Absorbanz zeigt und daher ein relativ grol3er Fehler bei der
Bestimmung der Absorption entsteht, so ist eine Abweichung um 0.02 vom
Literaturwert ®ng.s. = 0.12 im Rahmen der MeRRgenauigkeit zu erwarten.

Die Werte fur die Quantenausbeuten der 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CC09
entsprechen mit ®ygansz = 0.08, Oypnsanez = 0.08 und Pypgins-ansz = 0.04 in etwa

den Werten aus den Bestrahlungsversuchen bei 360 nm im Kapitel 2.9.2.2.
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2.10 Diskussion der Quantenausbeuten

In den vorherigen Kapiteln wurden die Quantenausbeuten von ausgewahlten caged
Verbindungen aus Abbauexperimenten bestimmt. Betrachtet man die Versuche mit
den caged Acetaten NB-Ac (CC01), MDNB-Ac (CC02) und MDdiNB-Ac (CC03) im
Vergleich, so stellt man fest, dass nach Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
350 nm sowohl die NMR- als auch die HPLC-analytischen Versuchsreihe zu den

gleichen Werten fir die Quantenausbeuten der Verbindungen fihren.

Tabelle 2-29: Experimentell ermittelte Quantenausbeuten ausgewahlter Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(CCo1) (CC02) (CC03)
®.c(NMR) 0.09 0.10 0.06 A>2
®.c(HPLC) 0.09 0.10 0.06 A<0.1

— Referenzwert

Die Quantenausbeute von MDNB-Ac (CC02) wurde mit dem Literaturwert von
Pupns-ac(Lit) = 0.10 als Referenzwert eingesetzt. In der Literatur wird die Quanten-
ausbeute von NB-Ac (CC01) mit @pg.ac(Lit) = 0.10 angegeben. Die Abweichung zu
dem hier ermittelten Wert von ®ng.a(Ex) = 0.09 ist bei solchen photochemischen
Untersuchungen im Rahmen der Messgenauigkeit.

Die Bestrahlungsversuche mit den caged Benzoaten CC05 und CC06 und 4-Nitro-
benzoaten CC08, CC10 und CC09 bei 255, 360 und 405 nm lieferten

unterschiedliche Ergebnisse.
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Tabelle 2-30: Experimentell ermittelte Quantenausbeuten ausgewahliter Benzoate und 4-Nitrobenzo-

ate.
NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCo5) (Ccos) (CCo06) (cc10) (CC09)
®:c(255 nm) 0.10 0.05 0.10 0.03 0.03
P.c(360 nm) 0.13 0.07 0.10 0.07 0.05
®c(405 nm) 0.14 0.08 0.10 0.07 0.04
Mittelwert 0.12 0.07 0.10 0.06 0.04
!
Referenzwert

Auch in diesen Versuchsreihen wurde die Quantenausbeute einer MDNB-caged
Verbindung als Referenzwert verwendet. Die Quantenausbeute von MDNB-Bz
(CC06) wurde auf @ypnss-(Lit) = 0.10 festgelegt. Die errechneten Quantenausbeu-
ten der beiden Benzoate NB-Bz (CC05) und MDNB-Bz (CC06) stehen im gleichen
Verhdltnis zueinander wie die Literaturwerte. Die Quantenausbeute von NB-Bz
(CCO05) wird in der Literatur mit @yp.5,(Lit) = 0.12 angegeben.

Die Quantenausbeuten der 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CCO09 sind mit
Ongangz = 0.07, Oypnsansz = 0.06 und Oypgine-ansz = 0.04 relativ niedrig. Studien von
Schaper et al. in 2008 zeigten, dass unterschiedliche Substrate, die mit der gleichen

Schutzgruppe versehen wurden ahnliche Quantenausbeuten aufweisen.!'?

Tabelle 2-31: Quantenausbeuten ausgewahlter Verbindungen. (Tol: Toluat, DMNB: Dimethoxynitro-
benzylgruppe).''?

Caginggruppe
b NB (7) DMNB (16) MDNB (15)
Ac 0.10 0.08 0.10
= Bz 0.12 0.10 0.10
n Tol 0.12 0.10 0.08
:,g, 4-NBz 0.07 / 0.06
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Daher wirde man bei den caged 4-Nitrobenzoaten CC08, CC10 und CC09 zunachst
ebenfalls Quantenausbeuten ahnlich zu den Quantenausbeuten der entsprechenden
Acetaten CC01, CC02 und CCO03 und Benzoaten CC05 und CCO06 erwarten.
Dennoch ist ein Einfluss der 4-Nitrobenzoeséure

(52) als Substrat auf die Quantenausbeute dieser O@

caged Compounds zu beobachten. Diese Beob- |

achtung ist Gber den Photolysemechanismus der N—
Schutzgruppen zu erklaren. ® OH
Schmierer et al. haben die Kinetik der Photoreak- )
tion der o-Nitrobenzylschutzgruppe (7) am Bei- \H/
spiel des Acetats CC01 detailliert untersucht.'" O

Sie konnten zeigen, dass die Geschwindigkeit

der Photoreaktion von der Stabilitdt der aci-nitro-
Abbildung 2.41: Aci-nitro-Form von

Form anhéangt.
o-Nitrobenzylacetat.

Abbildung 2.42: Schema der Kinetik der Photoreaktion von o-Nitrobenzylacetat (CC01).I""
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Die Stabilitat der aci-nitro-Form wird wiederum malfdgeblich von der Donorstéarke des
Sauerstoffs in der Esterbindung beeinflusst (siehe gelb gestirnte Position in Abbil-
dung 2.42). Diese hangt wiederum von der Natur des geschitzten Substrats ab. Be-
rucksichtigt man diese Erkenntnis bei der Betrachtung der experimentell ermittelten
Quantenausbeuten so sind die niedrigeren Quantenausbeuten der 4-Nitrobenzoate
CC08, CC10 und CCO09 im Vergleich zu den Benzoaten CC05 und CC06 verstand-
lich. Die zusatzliche Nitrogruppe als elektronenziehender Substituent senkt die
Donorstarke des Sauerstoffs und damit die Stabilitdt des aci-nitro-Intermediats. Die

Photoreaktion wird verlangsamt und die Quantenausbeute steigt.

Betrachtet man die einzelnen Werte fur die Quantenausbeuten der 4-Nitrobenzoate
CC08, CC10 und CCO09 in Relation zur Bestrahlungswellenldnge so erkennt man,
dass die Abweichungen zu den Referenzwerten bei kurzeren Wellenlédngen starker
ausgepragt sind. Ein Vergleich der UV-Spektren der Essigsdure- (CC01, CC02 und
CCO03), Benzoesédure- (CC05 und CC06) und 4-Nitrobenzoeséaure- (CC08, CC10 und
CCO09) derivaten zeigt den Grund. Die UV-Vis-Spektren der Acetate CC01, CC02
und CCO03 und Benzoate CC05 und CCO06 unterscheiden sich Gber dem gesamten
Wellenldngenbereich nur geringflgig. Bei den UV-Vis-Spektren der 4-Nitrobenzoate
CC08, CC10 und CCO09 sieht dies anders aus. Gerade im kurzwelligen Bereich
unterscheiden sich die Spektren stark.
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Abbildung 2.43: Vergleich von den UV-Spektren der Benzoate und 4-Nitrobenzoate in den Spektral-
bereichen der Emission der 255, 360 und 405 nm-Dioden.

Wo bei den Acetaten CC01, CC02 und CCO03 und Benzoaten CC05 und CC06 im
Bereich um 255 nm das geschiitzte Substrat keine merkliche Absorption aufwies,
bewirkt die Nitrogruppe eine zuséatzliche Absorption durch das Substrat im kurz-
welligen Bereich. Spektren von Ethylacetat Et-Ac (48), Ethylbenzoat Et-Bz (49) und
Ethyl-4-nitrobenzoat Et-4NBz (50) als Modellverbindungen der gekoppelten Sub-
strate belegen diese Beobachtung.

Die Quantenausbeute eines caged Compound ist definiert als der Quotient aus
Photolyseereignissen zur Menge des vom Gesamtmolekill absorbierten Lichtes und
es wird allgemein angenommen, dass die Quantenausbeute unabhé&ngig von der
Wellenldnge des absorbierten Lichtes ist. Diese Annahme beruht auf den Vorraus-
setzungen, dass Lichtemission immer aus dem S;- und T4-Zustand erfolgt (Kasha-
Regel) und dass die strahlungslose Desaktivierung aus S,- und T,-Zustdnden zum

S1- und T4-Zustand schneller erfolgt als jeder andere Prozess.



88 Hauptteil — Caged Compounds

E_1 ~ Et-Ac (48)

3] _

5 12000 - - - - Et-Bz (49)

£ —— Et-4NBz (50)

='10000 -

D

2

g 5000

<

=

s e
250 300 350 400 450

Wellenlange/nm

Abbildung 2.44: UV-Spekiren von Ethylacetat (Et-Ac, 48), Ethylbenzoat (Et-Bz, 49) und Ethyl-4-
nitrobenzoat (Et-4NBz, 50) als Modellverbindungen der gekoppelten Substrate.

Daraus folgert man, dass jedes Photon die gleiche Wahrscheinlichkeit fir eine
Reaktion besitzt. Hier ist die Situation aber etwas anders. Die 4-Nitrobenzoatgruppe
tragt in weiten Teilen des Spektrums erheblich zur beobachteten Absorption bei. Die
oben gemachten Annahmen gelten aber nur fir Photonen, die vom photoreaktiven
Chromophor absorbiert werden. Photonen, die von der Abgangsgruppe absorbiert
werden kénnen nicht zur Photoreaktivitdt beitragen. Wie man den UV-Vis-Spektren
entnehmen kann, ist dieser Effekt bei allen untersuchten Wellenldngen fur die
Acetate CC01, CC02 und CCO03 und Benzoate CC05 und CCO06 vernachlassigbar,
spielt aber fur die 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CC09 im gesamten Wellen-
ldngenbereich eine Rolle. Fir die 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CCO09 ist dieser
Effekt grol3. Bei 255 nm werden 2/3 der Photonen von der Abgangsgruppe absor-
biert. Daher ist die tatsdchliche Quantenausbeute bezogen auf die durch den
Chromophor absorbierten Photonen ca. dreimal héher und liegt dann mit 0.09 im
gleichen Bereich wie die lbrigen. Bei héheren Wellenlédngen ist die Substratabsorp-
tion der 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CC09 gering. Die bestimmten Quanten-
ausbeuten nahern sich daher mit zunehmender Bestrahlungswellenldnge dem
Quantenausbeutenbereich der Acetate CC01, CC02 und CC03 und Benzoate CC05
und CCO06 an.
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Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass bei ausschlieRlicher Berlicksichtigung des
Lichtes welches nur von der photolabilen Schutzgruppe absorbiert wird, man die
wahren Quantenausbeuten der Schutzgruppen bestimmen kann. Um dies zu zeigen
bendtigt man die Absorptionsspektren der reinen photolabilen Schutzgruppe. Dazu
wurden die UV-Spektren der Modellsubstrate Et-Ac (48), Et-Bz (49) bzw. Et-4NBz
(50) von den Spektren der jeweiligen caged Compounds subtrahiert. Man erhalt eine
Reihe von Differenzspektren. Aufgrund der geringen Absorbanz des Et-Ac (48) ist
hier keine Veradnderung der Ergebnisse zu erwarten. Im Folgenden werden daher nur
die caged Benzoate CC05 und CC06 und 4-Nitrobenzoate CC08, CC10 und CC09
behandelt.

Berechnet man nun analog zu den vorherigen Versuchen die Uberlappungsintegrale
mit den Emissionen der LUMOS 43-Dioden so erhélt man neue Werte fir die Menge
an absorbiertem Lichts und schlussendlich auch Werte fir die Quantenausbeuten
®.c der Caginggruppen NB (7), MDNB (15) und MDdiNB (21). Da die Quanten-
ausbeute fur sowohl MDNB-Ac (CC02) als auch MDNB-Bz (CCO06) in der Literatur
mit 0.1 angegeben werden, wird in diesen Berechnungen die Quantenausbeute fur
die MDNB-Gruppe (15) mit 0.1 als Referenzwert eingesetzt. Fir Details siehe Kapitel
6.2. Die ermittelten Quantenausbeuten fur die Caginggruppen sind in Tabelle 2-32
aufgefuhrt.

Vergleicht man die Quantenausbeuten der Gesamtverbindungen mit denen von nur
der Schutzgruppe so erkennt man, dass eine Benzoatgruppe keinen Einfluss auf die
Photolyse hat. Bei der Betrachtung der 4-Nitrobenzoaten CC08, CC10 und CC09
sieht dies allerdings anders aus. Bei allen drei Schutzgruppen 7, 15 und 21 nahern
sich die ermittelten Quantenausbeuten den Werten aus der Betrachtung der
Benzoaten an. Der Einfluss der Nitrobenzoyleinheit auf die Quantenausbeute des
Gesamtmolekils ist, wie die UV-Vis-Spektren erwarten lie3en, bei Bestrahlungen mit
kurzwelligem Licht besonders grof3. Als Mittelwert lasst sich fur die o-Nitrobenzyl-
gruppe eine Quantenausbeute von 0.13 (aus NB-Bz, CC05) bzw. 0.11 (aus NB-
4NBz, CCO08) errechnen. Dies stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit den
Literaturwerten von ®yg = 0.10-0.12 dberein. Fir die Quantenausbeute der 3,4-
(Methylendioxy)-2-nitrobenzylgruppe (15) ergibt sich aus den 4-Nitrobenzoat-
messungen ein Mittelwert von 0.10. Dieser Wert liegt bei den Literaturwerten von
Ouvpne = 0.08-0.10. Fur die neue 4,5-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe (21)
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lasst sich ein Mittelwert von 0.06 errechnen. Dies korrespondiert mit den Werten aus
den Versuchen mit dem MDdiNB-Ac (CC03), wo in beiden Féllen eine Quanten-

ausbeute fir das Acetat von ®ypging = 0.06 bestimmt wurde.
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2.11 Diskussion der Abbaueffizienz

Die Eignung der verschiedenen Caginggruppen fiir photophysikalische Untersuch-
ungen hangt von der Abbaueffizienz der Verbindungen ab. Dies entspricht der
Menge der freigesetzten biologisch aktiven Verbindung unter den angewandten
Versuchsbedingungen der Uncagingexperimente. ldealerweise bedeutet dies die Be-
strahlung mit einem kurzen energiearmen Laserpuls. Wellenlangen Gber ca. 300 nm
sind wunschenswert, um eine Wechselwirkung mit dem biologischen Material wie
z. B. Zellwanden oder DNA zu verhindern. Ein Laser als Lichtquelle ermdéglicht eine
hohe zeitliche und raumliche Auflésung.

Die relativen Abspaltungsgeschwindigkeiten wurden im Rahmen der Bestrahlungs-
versuche bestimmt. Sie beschreiben die Reaktionsgeschwindigkeiten zum Zeitpunkt

t = 0. Zunachst werden die caged Acetate diskutiert.

Tabelle 2-33: Relative photolytische Abbaugeschwindigkeiten der caged Acetate.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(CCO1) (CC02) (CC03)

350 nm [ 0.00200 0.00242 0.00147 |A>2

350 nm 0.014 0.0306 0.102 A<0.1

Wie man erwarten wirde, photolysieren die Verbindungen in verdinnten Lésungen
relativ schneller als in den Lésungen mit hoher Konzentration. Die hochkonzentrier-
ten LOsungen absorbieren das gesamte eingestrahlte Licht. Diese Menge reicht
jedoch nicht aus einen &hnlich hohen Anteil der Molekile in der L6sung anzuregen
wie in den verdinnten Lésungen.

Setzt man diese Abbaugeschwindigkeit nun ins Verhéltnis zu einander und normiert

auf 1 so erhalt man folgenden Graphen.
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Abbildung 2.46: Normierte Abbaugeschwindigkeiten der caged Acetate.

Aus der Abbildung 2.46 erkennt man, dass bei der Verwendung von hochkonzen-
trierten Lésungen mit A > 2 unter den entsprechenden Versuchbedingungen die
relative Abbaugeschwindigkeit sich ausschliellich nach der Quantenausbeute
richtet. Dies ist auch zu erwarten, da alle L6sungen die gleiche Menge an Photonen

absorbieren.

Tabelle 2-34: Vergleich der normierten photolytische Abbaugeschwindigkeiten und Quantenaus-

beuten der caged Acetate in hochkonzentrierten L&sungen mit A > 2.

NB-Ac MDNB-Ac MDdiNB-Ac
(Cco1) (CCo2) (CCO03)
norm. Abbaugeschwindkeit 0.80 1.0 0.60
OR 0.09 0.10 0.06

Bei verdiinnten Lésungen sieht dies etwas anders aus. Die Auftragung oben in der
Abbildung 2.46 zeigt, dass bei Versuchen in denen Licht der Wellenlange 350 nm
verwendet wird, die MDNB-Schutzgruppe (15) effektiver photolysiert als die NB-
(CCO01) und die MDdiNB-caged Acetate (CC03).

Diese Schlussfolgerung wird auch durch die normierten Abbaugeschwindigkeiten in
Abbildung 2.47 der caged Benzoate CC05 und CC06 und 4-Nitrobenzoate CCO08,
CC10 und CCO09 belegt. Im mittleren Segment sind die normierten Abbaugeschwin-

digkeiten nach Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 360 nm aufgetragen. Wie bei
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den Acetaten CC01, CC02 und CCO03 bei 350 nm bauen auch hier die Derivate mit
der MDNB-Schutzgruppe (15) schneller ab als die entsprechenden NB- (7) und die
MDdiNB- (21) Derivate. Bei den Versuchen mit Licht der Wellenldnge 255 nm bauen

die NB-Verbindungen am schnellsten ab.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

NB-Bz
NB-4NBz
MDNB-Bz 405 nm

MDNB-4NBz

MDdiNB-4NBz

NB-Bz
NB-4NBz
MDNB-Bz 360 nm
MDNB-4NBz
MDdiNB-4NBz

NBNAIBI\-JEZ 2222222227777/
-ANBz

MDNB-Bz
MDNB-4NBz
MDdiNB-4NBz

255 nm

T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
normierte Abbaugeschwindigkeit

Abbildung 2.47: Normierte Abbaugeschwindigkeiten der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate.

Bei den bathochromsten Bestrahlungen mit dem Licht der Wellenldnge 405 nm
erweist sich die neue MDdiNB-Schutzgruppe (21) als am besten geeignet. Dies
zeigt, dass unser Design eines neuen o-Nitrobenzylderivats 21, das bei batho-
chromer Bestrahlung (405 nm) noch effiziente Photochemie zeigt, erfolgreich ist. Die
bisher gebrauchlichen NB- (7) und die MDNB- (15) Schutzgruppen weisen in diesem
Bereich keine bzw. nur geringe Absorbanz auf und kénnen somit nicht bzw. nur

schlecht mit Licht > 400 nm photolysiert werden.
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2.12 Eignung der MDdiNB-Schutzgruppe
als Werkzeug in Uncagingexperi-
menten

Die Quantenausbeute einer Verbindung sagt aus, wie effektiv die Verbindungen
absorbiertes Licht fur eine Photoreaktion verwendet. Wie im Kapitel 2.10 beschrie-
ben wurde bezieht sich dies jedoch nur auf monochromophorische Systeme. Als
Quantenausbeuten fur die hier untersuchten Verbindungen wurden folgende Werte

ermittelt.

Tabelle 2-35: Quantenausbeuten ausgewahlter Verbindungen.

Caginggruppe
®c  NB(7) MDNB (15)  MDdiNB (21)
Ac 0.09 0.10 0.06
g B 0.12 0.10 /
8 4NBz 0.07 0.06 0.04
®  ohne 0.12 0.10 0.06

Die Quantenausbeute beschreibt das Verhéltnis des absorbierten Lichts zu den
Photoereignissen. Ist eine Verbindung jedoch unter den Versuchsbedingungen (z. B.
energiearme Anregung) nicht in der Lage Licht zu absorbieren so kann es trotz einer
Quantenausbeute von 1 nicht zu einem Stoffumsatz kommen. Es ist daher bei der
Planung von Uncagingexperimenten wichtig die Caginggruppe nach den Versuchs-
bedingungen auszuwahlen.

NB-Derivate weisen Quantenausbeuten von bis zu 0.12 auf. Sie absorbieren jedoch
nur merklich bis 300 nm und sind daher fir Versuche mit I&ngerwelligem Licht eher
ungeeignet.

MDNB-caged Verbindungen haben mit ~ 0.12 nur leicht kleinere Quantenausbeuten

als die NB-Derivate. Sie kénnen bei Bestrahlungswellenl&dngen bis 375 nm effektiv
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eingesetzt werden. Im Vergleich zu den NB-Verbindungen setzten sie einen
gréleren synthetischen Aufwand voraus.

Die hier vorgestellte, neue MDdiNB-Schutzgruppe (21) weist mit 0.06 eine Quanten-
ausbeute auf, die nur knapp halb so grol3 ist wie die der NB- und MDNB-
Verbindungen. Auch sind die Synthesen von MDdiNB-caged Verbindungen aufwen-
dig. Allerdings kann sie bei Bestrahlungen mit Licht bis 400 nm effektiv eingesetzt
werden. Diese Schutzgruppe zeigt sogar noch geringe Absorbanz bis 510 nm, so
dass bei ausreichender Lichtintensitat auch bis 500 nm Verbindungen dieses Typs
noch photolysiert werden kdnnen. Unter solchen Versuchsbedingungen sind
Wechselwirkungen mit biologischem Material bei Uncagingexperimente auszu-
schlief3en.

Die MDdiNB-Schutzgruppe (21) bietet die Mdglichkeit Uncagingexperimente mit
bathochromem Licht bis hin zu einer Anregungswellenldange von 500 nm durchzu-
fuhren. Diese neue Caginggruppe stellt ein neues Werkzeug fur die Cagingtechnik
dar und bereichert mit seinem bathochromen Absorptionsprofil die bisherige Auswahl

an photolabilen Schutzgruppen.
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3 Entwicklung von Chromophor-

systemen als Fluoreszenzsonden

Fluorophore sind physikalische Sys- Abbildung 3.4: Struktur von
teme, die nach elektronischer Anre- Fluorescein (2) als Dinatriumsalz

gung Fluoreszenz aufweisen. Dies und eine Fluoresceinlésung unter

kénnen Atome, Molekiile, lonen oder UV-Licht.
Nanopartikel sein. Das bekannteste

Beispiel eines Fluoreszenzfarbstoffs

ist das Fluorescein. In Losung weist COONa
es eine leuchtend gelb-griine Fluo- N
reszenz auf. Strukturell gehoért Fluo-
rescein (2) zu der Klasse der Xan- NaO o o
thenfarbstoffen. Weitere Beispiele
sind Rhodamine und Eosine.
e S)
COO NaG9 (e10]0)] Na69
O,N NO
AN 2 \ 2
® ® O
H,N o) NH, Na~ & o) o)
1 Br 53 Br
Rhodamin 110 Eosin B

Abbildung 3.2: Strukturen von ausgewé&hlten Xanthenfarbstoffen: Rhodamin 110 (1) und Eosin B
(53).

Xanthenfarbstoffe werden aufgrund ihrer hohen Stabilitdt und Fluoreszenzquanten-

ausbeute haufig als Fluoreszenzsonden in medizinischen Untersuchungen zum
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Einfarben von Zellen verwendet. Aktivierte Formen der Farbstoffe, auch Reaktiv-
farbstoffe genannt, ermdéglichen die kovalente Kopplung an Substrate wie z. B.
Antikérper oder DNA. Die Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an eine funktionelle
Gruppe einer Zielsubstanz wird Fluorescent Labeling genannt. Das Verhalten dieser
Substrate kann dann spektroskopisch Uber die Fluoreszenz der Farbstoffeinheit
beobachtet werden. So kann man z. B. die Anreicherung eines Antikérpers am
entsprechenden Antigen verfolgen. Methoden, die auf den Fluoreszenzeigenschaften

von Fluorophoren beruhen, werden als Fluoreszenzspektroskopie bezeichnet.
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3.1 Zielsetzung

Die Detektionempfindlichkeit in modernen Methoden der Fluoreszenzspektroskopie,
wie die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie oder Einzelmolekllspektroskopie,
hangt mafgeblich von den photophysikalischen und photochemischen Eigen-
schaften der verwendeten Fluorophore ab. Als wichtige Charakteristika dieser
Fluoreszenzfarbstoffe sind die Photostabilitat und die Fluoreszenzzahlrate zu nennen
(siehe Kapitel 3.23).

Photostabilitat: Durch die hohen Anrgeungsleistungsdichten in der Einzelmolekul-
spektroskopie kommt es haufig zu einer hohen Population von Dunkelzustanden.
Diese Zustande kénnen zur Photozerstérung der verwendeten Farbstoffe flihren. Die
Photostabilitdt beschreibt die Stabilitdt eines Farbstoffs unter diesen

Versuchsbedingungen

Fluoreszenzzahlrate: Langlebige dunkle angeregte Zustdnde wie z. B. ein
Triplettzustand oder reduzierte oder oxidierte Zustédnde fihren im Laufe der
Messungen zu einer Signalsattigung (siehe Abbildung 3.9). Diese Sattigung
verhindert, dass der Fluorophor erneut zur Fluoreszenz angeregt werden kann und

limitiert so die Fluoreszenzzéahlrate.

Die Problematik beziglich des Verhaltens von Fluorophoren bei hohen Leistungs-
dichten und die ausflihrliche Herleitung mdéglicher Lésungsanséatze sind in den
folgenden Kapiteln 3.3 und 3.5 beschrieben. Ein Ziel dieser Arbeit ist die Steigerung
der Photostabilitdt und Fluoreszenzzéhlraten von Fluoreszenzfarbstoffen. Dies sollte
durch die gezielte Léschung des ersten angeregten Triplettzustandes des Farbstoffs
geschehen. Dieser Quenchvorgang soll mittels eines Dexterenergietransfers erfolgen
ohne unerwiinschte L&schung des ersten angeregten Singulettzustands, die zur
Zerstdérung des Fluorophors fuhren kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen aufgrund physikochemischer und photochemischer

Uberlegungen Verbindungsklassen als potentielle Quencher identifiziert werden.
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Ausgewahlte Vertreter dieser Klassen sollen flr Substanzbibliotheken synthetisiert

und auf ihre Eignung als Triplettquencher fir Rhodaminfarbstoffe untersucht werden.
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3.2 Fluoreszenzspektroskopische
Methoden

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine sehr empfindliche physikalische Methode, um
strukturelle und dynamische Eigenschaften von Biomolekilen zu untersuchen.
Anders als bei den meisten anderen spektroskopischen Methoden wird nicht die
Lichtabsorption durch ein Substrat verfolgt, sondern es wird das emittierte Licht nach
entsprechender Anregung detektiert (Emissionsspektroskopie). Eine Reihe von
photophysikalischen Prozessen wie z. B. Schwingungskihlung und interne Umwand-
lung (Internal Conversion I1C) kdnnen zwischen der Anregung eines Molekils und der
Emission von Fluoreszenzlichts durchlaufen werden. In diesem Zeitintervall finden
Wechselwirkungen mit der Umgebung statt wie z. B. Translation, Konformations-
anderung oder Energietransfer. Der Einfluss solcher Wechselwirkungen auf die
Fluoreszenz kénnen Riickschlisse auf die Eigenschaften des beobachteten Systems

erlauben.
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3.2.1 Fluoreszenzmikroskopie und -spektro-
skopie

Eine einfache Form der Fluoreszenzanalytik ist die Fluoreszenzmikroskopie. Der
Aufbau eines herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskops ist in Abbildung 3.3 gezeigt.
Als Lichtquelle werden in der Regel Quecksilberdampflampen oder Laser verwendet.
Mit einem Filter wird die Wellenlange des Anregungslichts ausgewahlt. Das Licht
wird Uber einen halbdurchlassigen Spiegel durch ein Objektiv auf die Probe gelenkt.
Das Fluoreszenzlicht, das von der Probe emittiert wird, wird durch den dichroitischen
Spiegel geleitet. Streulicht wird mit Hilfe eines Emissionsfilters abgetrennt. Die
Detektion kann Uber ein Okular oder eine CCD-Kamera erfolgen.

Die emittierten Photonen kénnen auch mit einem Photomultiplier registriert werden.
Unter solchen Bedingungen werden sehr kleine Lichtintensitdten gemessen. Man

spricht hierbei von Fluoreszenzspektroskopie.

pilldy

N
@ Detektor

Emissionsfilter

Anregungsfilter

dichroitischer

Spiegel Lichtquelle

Objektiv

Probe &

Abbildung 3.3: Allgemeines Aufbauschema eines Fluoreszenzmikroskops.
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Mikroskopische Methoden sind bildgebende Verfahren. Aus spektroskopischen
Methoden erhélt man Spektren, also Strahlungsintensitat-Wellenldnge-Zusammen-
hange. Ein handelslbliches Fluoreszenzspektrometer unterscheidet sich nur gering

von einem Fluoreszenzmikroskop.

Detektor Computer Drucker

Monochromator

90°)
<

Kivette mit

| Monochromator

Lichtquelle

Probenlésung

Abbildung 3.4: Allgemeiner Aufbau eines Fluoreszenzspektrometers.

Das monochromatische Anregungslicht wird beim Spektrometer direkt durch eine
Klvette gestrahlt, die mit einer Probenlésung geflllt wird. Zur Minimierung der
Registrierung von Streulicht wird das emittierte Fluoreszenzlicht in einem Winkel von
90 ° zur Anregung durch einen Monochromator gefiihrt und detektiert. Die Detektion

erfolgt meist durch Avalanche Photodioden.
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3.2.2 Einzelmolekil Fluoreszenzspektrosko-
pie

Die Fluoreszenzspektroskopie lasst sich unterteilen in klassische Ensemblespektro-
skopie und Einzelmolekulspektroskopie. Bei einer Ensemblemessung wird, wie der
Name schon sagt, die gemittelte Fluoreszenz vieler Moleklle ermittelt. Molekulare
Prozesse, vor allem in biologischen Systemen, beruhen jedoch Uberwiegend auf den
Eigenschaften eines einzelnen Molekils. So kann z. B. schon eine geringe Struktur-
anderung bei einer Proteinfaltung einen grol3en Einfluss auf ein System haben.
Empfindliche spektroskopische Methoden wie z. B. Massenspektroskopie oder
Rasterkraftmikroskopie, in denen einzelne Molekile untersucht werden kénnen, fasst
man unter dem Begriff Einzelmolekilspektroskopie zusammen.

Die Fluoreszenzeinzelmolekilspektroskopie ist aufgrund der Empfindlichkeit von
Fluoreszenzmessungen eine verlassliche, weitverbreitete Analysemethode. In der
Regel wird ein Konfokalmikroskop verwendet. Dies ermdéglicht es das Detektions-
volumen, auf wenige Femtoliter zu reduzieren.

Typische Konzentrationen der Messlésungen liegen im nanomolaren Bereich. Diese
sehr geringen Konzentrationen und der konfokale Aufbau bewirken, dass sich im
Detektionsvolumen ein, oder nur wenige, Molekille aufhalten. Als Lichtquelle kann
man Argon-, Argon-Krypton- und Helium-Neon-Laser verwenden. Die Anregung
kann im gepulsten oder continous wave Modus erfolgen.

Je nach Komplexitat des spektroskopischen Aufbaus ist es sogar moglich, mit zwei
verschiedenen Lasern simultan zu arbeiten. Die emittierte Fluoreszenz wird durch
ein Objektiv, einen dichroitischen Spiegel und einem Emissionsfilter geleitet. Der
Filter entfernt mégliches Streulicht. Anschlielend passiert das Emissionslicht eine
Linse, die es bundelt. In der H6he der Bildebene befindet sich eine Lochblende. Sie

entfernt Fluoreszenzstrahlung, die nicht aus der Fokusebene stammt.
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Detektor Computer

dichroitischer

Laser
Spiegel
Anregungs-
Objektiv
Volumen
Objekttrager mit Vertiefung

Probe

Abbildung 3.5: Allgemeines Schema eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops.

Zur Detektion kénnen CCD-Kameras oder Avalanche-Photodioden verwendet
werden. Die emittierte Strahlung kann aber auch durch einen Strahlenteiler aufge-
spalten werden und durch Polarisations- oder Interferenzfilter geleitet werden. Dies
ermdglicht es, Informationen Uber die Polarisationsebene und die Emissionswellen-
ldnge zu erhalten. Bei solchen Aufbauten spricht man von Multiparameter-Fluores-

zenzspektroskopie.
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3.2.3 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (Fluorescence Correlation Spectroscopy,
FCS) ist eine einzelmolekilspektroskopische Methode. Sie zeichnet sich durch die
Auswertungsweise aus. Detektiert wird die Fluktuation der Fluoreszenzintensitat. Die
Auswertung erfolgt mit Hilfe einer Autokorrelationsfunktion, woher sich der Name
ableitet.

Die verwendeten Detektoren zeichnen die Anzahl der emittierten Fluoreszenzphoton-

en pro Zeiteinheit, die Fluoreszenzintensitat Ng(t), auf (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Beispiel einer FCS-Messkurve.

Diese Messdaten kénnen mit Hilfe eines angeschlossenen Hardwarekorrelators
direkt in die Autokorrelationsfunktion Gberfihrt werden. Eine spatere Korrelation der

gespeicherten Werte ist auch méglich (Softwarekorrelation).
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Abbildung 3.7: Beispiel einer Korrelationsfunktion einer FCS-Messung.

Die Berechnung der Autokorrelationsfunktion ist ein rein statistisches Verfahren auf
das hier nicht ndher eingegangen werden soll (siehe Abbildung 3.7). Jede Stufe der
Korrelationsfunktion gibt einen Prozess wieder. Die erste Stufe gibt die Triplettam-
plitude bzw. Triplettlebensdauer wieder. Die Zweite Stufe stellt die Diffusion des
Teilchens aus dem Fokus und die Photozerstérung dar.

Die berechnete Korrelationsfunktion G(tc) gibt auch ein Wahrscheinlichkeitsmalf} fur
die Fluoreszenz zu der Zeit t; an. Aus diesen Kurven lassen sich folgende Kenn-
grélken herleiten.

e Fluoreszenzzahlrate pro Molekulanzahl, F¢,m (siehe Abbildung 3.8).

e Detektion, Charakterisierung und Populationsanalyse von Ubergangszustén-

den, die schlecht oder gar nicht fluoreszieren (z.B. Diffusionszeit (tp), Menge

des gebildeten Triplettzustand (Kt/N) mit Triplettlebensdauer (Tr)).

e Messung der effektiven Anregungszeit als Funktion der Anregungsleistung

und damit der Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung.
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Abbildung 3.8: Beispiel einer Messkurve der Fluoreszenzzahlrate pro Molekil gegen die Anregungs-

leistung.
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3.3 Verhalten von Fluorophoren bei
hohen Bestrahlungsdichten

Moderne Methoden der Fluoreszenzspektroskopie wie die Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie oder Einzelmolekilspektroskopie benétigen hohe Leistungsdichten fir
die Anregung. Unter diesen Bedingungen wird bei Fluoreszenzfarbstoffen eine hohe
Population von Dunkelzustdnden beobachtet. Dabei kann es sich um langlebige
dunkle angeregte Zustande wie z. B. ein Triplettzustand oder reduzierte oder oxidier-
te Zustdnde handeln. Diese Zustadnde fUhren im Laufe der Messungen zu einer

Signalsattigung und letztendlich zur Photozerstérung der Farbstoffe.

1 @

Fluoreszenz

Anregungsenergie

Abbildung 3.9: Vorhergesagtes Fluoreszenzverhalten von Fluorophoren bei steigender Anregungs-
leistungen je nach verwendetem Zustandmodell; a) One-State Model, b) Two-State Model, ¢) Three-
State Model und d) Multistate Model.

Die Abbildung 3.9 zeigt das Fluoreszenzverhalten von Fluorophoren bei zunehmen-
den Anregungsenergien. Die verschiedenen Kurven sind unterschiedlichen Anre-
gungszustandsmodellen zuzuordnen. Diese Modelle werden in den folgenden

Kapiteln erlautert.



112 Hauptteil — Fluoreszenzsonden

3.3.1 Fluorophor: One-State Model

Beim One-State Model beschreibt ein Zustandsdiagramm fur ein Molekdl mit aus-

schlielRlich einem Zustand.

Energiekontinuum

So @

Abbildung 3.10: One-State Model: Anregungsschema fir ein Molekul mit einem Zustand.

Die Energie des absorbierten Licht l5,s wird unmittelbar nach der Anregung wieder
freigesetzt. Dies kann entweder durch strahlungslose Desaktivierung (Index ic) oder
Fluoreszenz (Index f) geschehen. Das Verhéltnis dieser konkurrierenden Prozesse
ergibt sich aus den Geschwindigkeitskonstanten kic der inneren Umwandlung und ks

der Fluoreszenz und wird Uber die Quantenausbeute ® beschrieben.

]abs :]ic +]f

P baw. 1, =—tie .
f ( kic n kf) abs ic ( kic n kf) abs

bzw. ®ic =it Kic (3.1)

Lops (ki + ki

I k
o, -tk
Lops (ki + ki

Beim One-State Model ist die Intensitat des absorbierten Lichts |45 proportional der

Intensitdt des eingestrahlten Lichts lp. Da die Fluoreszenzquantenausbeute ®; eine
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Konstante ist, bedeutet dies fiir die Fluoreszenz einen linearen Zusammenhang zu

der Energie des eingestrahlten Lichts.
[f :q)f‘[() (3.2)

Beispielhaft ist das Fluoreszenzverhalten eines Fluorophors nach Betrachtung mit-

tels des One-State Models als Kurve a in Abbildung 3.9 gezeigt.

3.3.2 Fluorophor: Two-State Model

Geht man vom Two-State Model, einem Modell mit zwei mdglichen Zustédnden, aus,

so erhalt man keinen linearen Zusammenhang wie beim One-State Model.

Abbildung 3.11: Two-State Model: Anregungsschema fiir ein Molekul mit zwei Zustdnden.

Man betrachtet ein Grundniveau und ein angeregtes Niveau. Entsprechend der

typischen energetischen Reihenfolge der Zustédnde von Molekilen sind dies der So.
und Ss-Zustand. Aufgrund der Lebensdauer des angeregten Zustands Tsq ist bei

hohen Anregungsleistungen eine Sattigung des Fluoreszenzsignals zu beobachten.
Bei hohen Anregungsdichten wirden mehr Molekile durch das eingestrahlte Licht

angeregt, als in dieser Zeit fluoreszieren kénnen. Bereits angeregte Molekile kénnen
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wahrend dieser Lebensdauer Tsi weder desaktiviert noch neu angeregt werden.

Dieses Verhalten ist in Abbildung 3.9 durch die Kurve b gezeigt.

3.3.3 Fluorophor: Three-State Model

Erweitert man das Two-State Model um einen Zustand erhalt man das Three-State
Model.

Abbildung 3.12: Three-State Model: Anregungsschema fir ein Molekill mit drei Zustanden.

Es handelt sich entsprechend der bekannten, typischen energetischen Reihenfolge
der Zustdnde von Molekilen um den ersten angeregten Triplettzustand: den T4-Zu-
stand. Aufgrund des Intersystem Crossings (Index isc) und der hohen Lebensdauer

des Triplettzustands Tr¢ ist der Sattigungslevel des Fluoreszenzsignals bei hohen

Anregungsleistungen schon bei geringen Fluoreszenzintensitdten erreicht. (siehe
Abbildung 3.9, Kurve c¢)
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3.3.4 Fluorophor: Multistate Model

Ergénzt man die vorgestellten Zustandsmodelle um weitere angeregte Zustande, so
sinkt der Sattigungslevel der Fluoreszenz erwartungsgemal durch zuséatzliche

Ubergange und Zustandslebensdauern weiter herab.

Photo-

zerstorung

Abbildung 3.13: Multistate Model: Anregungsschema fiir ein Molekil mit zahlreichen Zustanden.

Liegen Zusténde vor, von denen aus eine Photozerstérung moglich ist, so lasst sich
eine Abnahme des Fluoreszenzsignals mit steigenden Anregungsleistungen beob-
achten. Diese abfallende Kurve ist als Kurve d beispielhaft in Abbildung 3.9 darge-

stellt.
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3.4 Probleme bei Bestrahlungen mit
hohen Leistungsdichten und ihre
Ursachen

Die Zahl der mdglichen Anregungszyklen des Fluorophors in einem Versuch diktiert
die Gite der Messergebnisse. Je langer das Molekil im Fokusvolumen beobachtet
werden kann, desto aussagekréftiger sind die experimentellen Ergebnisse. Zum Bei-
spiel gibt es Studien in denen physiologische Prozesse, wie Proteinfaltung, unter-
sucht werden. Ein Fluorophor fiir diese Versuche muss eine ausreichend hohe
Lebensdauer unter den experimentellen Bedingungen aufweisen, um den beobach-

teten Prozess zu Uberleben.

Ex Photozerstérung
Anregungslicht

hvey s
n
S
s Anregungs- Y 2'/’C
0 kreislauf S1<c
IC
ISC ISC ISC
IC Fluoreszenz
th
Phosphoreszenz T4
hv,
IC
T2

Photozerstérung ‘{ T 4

n

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der photophysikalischen Prozesse eines Fluorophors. Die
Prozesse des erwiinschten Anregungszyklus sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet.
EX: Anregung; IC: Internal Conversion; F: Fluoreszenz; ISC: Intersystem Crossing; P: Phosphores-

Zenz.
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Der Fluoreszenz-Anregungsenergie Graph in Abbildung 3.9 zeigt, dass bei Experi-
menten mit hohen Anregungsenergien, wie z. B. einzelmolekulfluoreszenzspektro-
skopischen Untersuchungen, eine Signalsattigung und letztlich eine Zerstérung des
Fluoreszenzfarbstoffs zu erwarten ist. Diese Phdnomene sind auf Prozesse aulder-
halb des erwiinschten Anregungskreislaufs von Sp—S1—Sg + hv zuriickzufthren.

In Abbildung 3.14 sind die photophysikalischen Prozesse eines Fluorophors schema-
tisch dargestellt. Die Prozesse des fir einzelmolekllspektroskopische Untersuchung-
en erwlnschten Anregungskreislaufs sind blau gekennzeichnet. Wie man sieht,
existieren eine Vielzahl von Anregungs- und Desaktivierungspfade, die alternative
Kreisldufe ermdéglichen. Weiterhin bestehen Wege aus den Kreisprozessen durch
Photozerstérung.

In Kapitel 3.3 wurden Modelle vorgestellt, die das Verhalten von Fluorophoren bei
hohen Bestrahlungsdichten beschreiben. Die Modelle bauen aufeinander auf und
berlicksichtigen sukzessiv mehr mégliche photophysikalische Prozesse. Das kom-
plexere Multistate Model gibt daher von den vorgestellten Modellen, das reale
Verhalten von Fluoreszenzfarbstoffen am besten wieder. Anhand der Veranderung
der Fluoreszenz-Anregungsenergie Kurven von einem Modell zum nachsten (a— b

— ¢ — d) kann man den Einfluss der beachteten Prozesse einschatzen.

One-State Model: Die Anzahl der emittierten Photonen entspricht nicht der Anzahl
der absorbierten Photonen, da ein Teil der Energie durch IC und strahlungslose Des-

aktivierung in Warme umgewandelt wird.

Two-State Model: Die Signalintensitdt wird weiterhin durch die Lebensdauer des
angeregten Si-Zustands ts1 abgesenkt. Wahrend ein Chromophor in einem angereg-
ten Zustand weilt, kann er nicht wieder angeregt werden. Er macht ,eine Pause®. Bei
Anregungsraten grol3er als kstkic ,reichern” sich Molekile im angeregten Zustand
,an‘. Es kommt zu einer Signalsattigung, die im Graphen 3.9 im Abflachen der

Kurven b, ¢ und d zu sehen ist.

Three-State Model: Durch die Berilcksichtigung eines dritten Zustandes, dem
Triplettzustand, wird das Zustandsdiagramm um drei weitere Prozesse, dem ISC in
den T4, dem ISC vom T4 in den Sy und der Phosphoreszenz, erweitert. Zudem sind

Triplettzustéande langlebiger (tr1 > 1s1) als angeregte Singulettzustdnde, so dass ein
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Molekul, welches in einen Triplettzustand gelangt langere Zeit nicht als Teil des Fluo-
reszenzzyklus agieren kann. Die Fluoreszenz-Anregungsenergiekurve flacht weiter
ab (Kurve ¢ in Abbildung 3.9).

Multistate Model: Bezient man weitere Zustédnde in die Betrachtungen ein, so
verstarkt sich das Problem der Signalsattigung. Die Fluoreszenz-Anregungsenergie-
kurve flacht weiter ab (Kurve d in Abbildung 3.9). Angeregte Zusténde sind reaktiver
als Grundzustande. Bei hoch angeregten Zustdnden kann es durch die Absorption
weiterer Photonen zur Photoionisierung kommen. Diese Radikale sind sehr reaktiv.
Ein Elektron in einem angeregten Zustand, kann leichter von einem oxidierenden
Reagenz abgefangen werden als ein nicht angeregtes. Aber auch eine vermeintliche
Elektronenlicke durch das Fehlen eines angeregten Elektrons kann von
Reduktionsmitteln genutzt werden, ein weiteres Elektron auf den Fluorophor zu
Ubertragen. Man spricht von Photoionisation, Photooxidation bzw. Photoreduktion.
Ein oxidierter bzw. reduzierter Farbstoff weist nicht mehr das erwinschte
Fluoreszenzverhalten auf, z. B. keine Fluoreszenz und andere Absorptions- und
Emissionsspektren. Diese Farbstoffe sind dartber hinaus hoch reaktiv. Sie kénnen
wieder in den urspringlichen Zustand zurick reduziert bzw. oxidiert werden, oder sie
reagieren weiter. Eine Weiterreaktion flhrt zur Photozerstérung und somit zum
Verlust des Fluorophors. Der Verlust von fluoreszenzfahigen Molekulen fuhrt zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitat. Da diese destruktiven Effekte nicht kontinuier-
lich sondern vermehrt erst ab einem Schwellenwert der Anregungsenergie zu
beobachten sind, sieht man in Abbildung 3.9 ein Abknicken in der entsprechenden

Kurve d im Bereich hoher Bestrahlungsdichten.

Zusammenfassung: In der Einzelmolekuilspektroskopie ist es notwendig, hohe
Laserleistungen zur Anregung der Fluorophore zu benutzen, um eine hohe Signal-
intensitat der Fluoreszenz zu erhalten. Gleichzeitig ist eine hohe Photostabilitat der
Fluorophore erforderlich, um Informationen tber einen gréeren Zeitraum zu erhal-
ten. Eine hohe Laserleistung fuhrt aber wie erlautert zur Photozerstérung und im un-
glnstigsten Fall sogar zur Abnahme der Fluoreszenzintensitat. Dies wirft die Frage
auf, wie es mdglich ist, die Photostabilitdt und die Signalintensitat bei hohen Laser-

leistungen zu steigern.
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3.5 Mogliche Losungsansatze

Die Ursachen des Intensitatsverlusts der Fluoreszenz und der verkirzten Lebens-
dauer der Fluorophore bei Bestrahlungen mit hohen Leistungsdichten sind also die
Anzahl der méglichen angeregten Zusténde, ihre Ubergangswahrscheinlichkeiten
und die Lebensdauern dieser angeregten Zustande. Molekile in einem anderen an-
geregten Zustand als dem S, fluoreszieren nicht (Kasha Regel) und sind in diesem

Zeitraum nicht Teil des gewiinschten Anregungskreislaufs.

Um die Frequenz der Anregungszyklen und die Lebensdauer eines Fluoreszenzfarb-

stoffs zu erhéhen sind mehrere Ansatze mdglich.

1. Optimierung des Farbstoffchromophors: Chromophore von Farbstoffen, die fur
ihre sehr guten Fluoreszenzeigenschaften bekannt sind, kénnen fir die jeweiligen
Anwendungen optimiert werden. Der Fluoreszenzfarbstoff kann strukturell verandert
werden, um seine Stabilitdt gegeniber photozerstérerischen Prozessen zu erhéhen.
Durch die Einfihrung oder Austausch von Substituenten kénnen z. B. die elektroche-
mischen Eigenschaften veréandert werden. Eine erhdhte Rigiditat des Grundgerists
kann vibronisches Abkuhlen reduzieren.

Die Anzahl der chemischen Modifikationen scheint nahezu unendlich. Jedoch gibt es
von den besten und gebrauchlichsten Fluoreszenzfarbstoffen bereits eine Vielzahl
von sehr guten Derivaten. Weitere neue Abkédmmlinge zu finden, die besser sind als
die Vorganger, erscheint schwierig. Betrachtet man die Klasse der auf diesem Feld
etablierten Xanthenfarbstoffe, so bedeutet dies kostenintensivere und aufwendigere

Synthesen in kleinen Mal3staben.

2. Unterbindung der Photozerstérung nach Photooxidation bzw. -reduktion: Zur
Erhéhung der Fluorophorstabilitét ist es mdglich die Redoxreaktionen reversibel zu
gestalten. In der Vergangenheit wurden Versuche unternommen durch den Zusatz
von Reduktions- oder/und Oxidationsmitteln die bereits oxidiert bzw. reduzierten
radikalischen Fluorophore in ihre urspringliche Form zurtick zu reduzieren bzw. zu

oxidieren.B!
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Fluoreszenz

Photostabilitéts:

stbigerung @

Anregungsenergie

v

Abbildung 3.15: Vorhergesagtes Fluoreszenzverhalten von Fluorophoren bei steigender Anregungs-
leistungen.
a) One-State Model, d) Multistate Model und e) Multistate Model mit Zusatz von Reduktions- und/oder

Oxidationsmitteln.

Solche Reagenzien kénnen z. B. 2-Mercaptoethylamin oder Ascorbinsdure sein. Sie
werden dem untersuchten System zugemischt. Die Kurve e in Abbildung 3.15 gibt
den beobachtet Einfluss solcher Substanzen auf das Fluoreszenzverhalten von
Fluorophoren wieder.®

Obwohl durch diese Herangehensweise Erfolge erzielt werden konnten, ist diese
Strategie problematisch. Die Auswahl der Reagenzien so wie deren Zusammen-
setzung und Konzentration, missen an die jeweiligen Versuche angepasst werden.
Wechselwirkungen der Reagenzien mit den untersuchten Systemen und Einflisse
auf die untersuchten Phédnomene sind nur sehr schwer bis nicht kalkulierbar.
Entwickelte, erfolgreich verwendete Fluorophor-Redoxreagenzien-Systeme sind
sicherlich nicht generell fir das breite Spektrum der einzelmolekiilspektroskopischen
Methoden anwendbar. Phanomenologisch kdnnen jedoch Studien dieser Art zur
Klérung des Verhaltens von Fluorophoren unter den experimentellen Bedingungen

beitragen.

3. Verkiirzung der Lebensdauer von angeregten Zustanden: Eine Verklrzung

der Lebensdauern der angeregten Zustdnden des Fluorophors wiirde die Reaktivitat



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 121

des angeregten Farbstoffes gegenlber Photozerstérungsreaktionen herabsetzen
und die beobachtete Signalsattigung reduzieren und zu héheren Anregungsenergien

herausschieben.

Fluoreszenz

Signalsteigerung

Photostabilitét-

steigerung

Anregungsenergie

Abbildung 3.16: Vorhergesagtes Fluoreszenzverhalten von Fluorophoren bei steigender Anregungs-
leistungen.
a) One-State Model, d) Multistate Model und f) Multistate Model mit Zusatz von Quenchern.

Zu diesem Zweck ist es denkbar Ldscher, sogenannte Quencher, einzufihren. Die
Aufgabe dieser Ldscher ist es, die Energie des angeregten Fluorophors durch einen
Energietransfer aufzunehmen, so dass dieser wieder in den Grundzustand zurtck-
kehrt und an dem erwilinschten Anregungskreislauf wieder teilnehmen kann. Diese
Loéschprozesse erfolgen typischerweise aus dem Si-Zustand (t = 10 s) bzw. T-Zus-
tand (t = 10° s), dar hoher angeregte Zustdnde, wie S und To zu geringe Lebens-
dauern (t = 107" s) haben, um eine effektive Wechselwirkung zwischen Fluorophor
und Loscher zu erlauben. Ein Loschen des Si-Zustandes ist unerwiinscht, da dies
die Fluoreszenz reduziert. Ein Ldschen des Ti-Zustandes hétte einen grofRen
positiven Effekt auf die Fluoreszenz, da er langlebig ist und so die Fluoreszenz stark
limitiert und stark an der Photozerstérung beteiligt ist. Gesucht wird also ein

selektiver Quencher fur den T4-Zustand.



122 Hauptteil — Fluoreszenzsonden

Fazit: In dieser Arbeit wird sich aufgrund der oben diskutierten Vor- und Nachteile
der einzelnen Methodiken fir den Einsatz von Quenchern fir die Fluorophore

entschieden.
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3.6 Wechselwirkungen von Fluoropho-
ren und Quenchern

In Kapitel 3.5 wurde die Verwendung von Quenchern zur Steigerung der Signalstar-
ke und der Photostabilitdt von Fluorophoren vorgestellt. Im folgenden Kapitel werden
mdgliche Fluorophor-Quencher-Wechselwirkungen diskutiert.

Die Art der Wechselwirkung richtet sich nach einer Reihe von Parametern. Priméar
bestimmen hierbei die Energien der einzelnen Fluorophorzustdnden in Relation zu
denen des L&schers den Grad der Wechselwirkung. Je mehr sich die Energien
zweier Zustande ahneln, desto intensiver ist die Wechselwirkung. Redoxpotentiale,
raumliche Anordnung und Konzentrationen der agierenden Molekiile nehmen eben-

falls Einfluss.

3.6.1 Energietransfer

Bei einem Energietransfer zwischen zwei Molekilen wird die Energie eines angereg-
ten Molekiils, dem Donor (D), auf ein Molekdl im Grundzustand Ubertragen, dem
sogenannten Akzeptor (A). Der Akzeptor befindet sich nach dem Energietransfer in

einem angeregten Zustand; der Donor ist in den Grundzustand zuriickgekehrt.

D* + A — D +A*

Vorher Energietransfer Nachher

Abbildung 3.17: Schematische Darstellung eines Energietransfer zwischen Donor D und Akzeptor A.

* . angeregte Zustande; —— : eingenommene Zustande; ---- : nicht eingenommene Zustande.
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Im Ausgangszustand kann es sich bei dem angeregten Zustand des Donors sowohl
um einen Singulett- als auch Triplettzustand handeln. Der Akzeptor kann nach dem
Energietransfer ebenfalls in einen Singulett- oder Triplettzustand angeregt sein. Man
spricht von Singulett-Singulett, Triplett-Singulett, Triplett-Singulett oder Triplett-
Triplett-Energietransfer, wobei sich die erste Multiplizitdtsangabe auf die Multiplizitat
des Donors vor dem Energietransfer bezieht, die zweite auf die Multiplizitdt des
Akzeptors nach dem Transfer.”® Ob und von welcher Art ein Energietransfer
zwischen einem Donor-Akzeptor-Paar stattfindet, richtet sich nach den Energien der
Zustande, dem Abstand der beteiligten Reaktanden und den Spinauswahiregeln.
Beim Energietransfer muss der Gesamtspin des Systems erhalten bleiben. Singulett-
Triplett- und Triplett-Singulett-Energietransfers sind daher nach den Spinauswahl-
regeln verboten und stellen daher Ausnahmefélle dar. Wie oben schon erwahnt,
betrachtet man bei Energietransferprozessen die jeweils ersten angeregten Zustén-
de S; und T4, da nur ihre Lebensdauer und Besetzungswahrscheinlichkeit flir einen
Transfer ausreichend grof3 sind. Ein Energietransfer kann nach verschiedenen

Mechanismen stattfinden: dem Forster- Dexter- oder Chargetransfer-Mechanismus.
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3.6.1.1 Forster Resonanz Energietransfer

Der Forster Resonanz Energietransfer auch Fluoreszenz Resonanz Energietransfer
(FRET) wurde 1946 von Theodor Foérster beobachtet und 1948 erstmalig
publiziert.*® FRET basiert auf der Coulombwechselwirkung zwischen den Uber-
gangsdipolmomenten von Donor und Akzeptor. Damit ein erfolgreicher Energie-
transfer nach dem Fd&rster-Mechanismus zustande kommt, muss eine Reihe von

Bedingungen erfiillt sein.

o Beim FRET geschieht die Wechselwirkung zwischen D* und A Uber das elektro-
magnetische Feld und setzt keinen Kontakt der Transferpartner voraus.

Typische Donor-Akzeptor Absténde liegen zwischen 1-10 nm.

o Bei der Interaktion der Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor spielt
ihre gegenseitige Orientierung eine mafgebliche Rolle. Man kann sich die
Wechselwirkung als induzierte Dipoloszillation vorstellen.””®! Im Idealfall sind

dafir die beteiligten Dipolmomente parallel zueinander angeordnet.

e
' @ Akzeptor
'

oszillierendes, kein Feld

starkes Feld

Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen der Ubergangsdipolmomenten

von Donor und Akzeptor bei paralleler und antiparalleler Anordnung.
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. Real handelt es sich beim Forster-Energietransfer um einen strahlungslosen
Prozess. Dieser Mechanismus kann in einem einfachen Modell als zweistufiger

Emissions-AbsorptionsProzess betrachtet werden.

D* - D+ hv
A +hv— A*

Das vom Donor emittierte Photon wird vom Akzeptor absorbiert. Die Ubergange
D* — D bzw. A — A* missen daher jeweils spinerlaubt sein. Nach dem Fdorster-

Mechanismus ist somit ein Singulett-Singulett- spinerlaubt.

1D*+A—)D+1A*

Da real kein Photon emittiert bzw. absorbiert wird und nach den Spinauswahl-
regeln des Energietransfers der Gesamtspin des Systems erhalten werden

muss, ist auch ein Triplett-Triplett-Energieaustausch erlaubt.

3D*+A—>D+3A*

o In erster Nahrung findet ein Energietransfer statt, wenn der angeregte Zustand
des Donors isoenergetisch oder etwas energiereicher als der angeregte Zu-
stand des Akzeptors ist. Ist die Differenz fur einen endothermen Energietransfer

groélder als wenige kcal/mol so wird der Energietransfer ineffizient.

Abbildung 3.19: Schematische Darstellung der Energiezustande fiir einen Energietransfer.
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>

Energie

Wellenlange

Abbildung 3.20: Energetische Vorraussetzungen der Emissionsiibergénge vom Donor (blau) und Ab-
sorptionsiibergénge des Akzeptors (rot). Die griin-schraffierte Fl&che stellt das Uberlappungsintegral J

dar.

Des Weiteren hangt die Wirksamkeit eines Energietransfers, maf3geblich von
der GréRe des Uberlappungsintegrals der Emissionskurve des Donors und der
Absorptionskurve des Akzeptors J ab. Das Uberlappungsintegral ist groR, wenn
Energien der angeregten Zustande von Akzeptor und Donor nahezu isoenerge-
tisch sind (siehe Abbildungen 3.19 und 3.20).

J = J?D-EA-dV (3.3)
0

71): Intensitat der Donoremission mit J?D -dv =1
0

ea: Extinktionskoeffizient des Akzeptors

v: Wellenzahl/cm™
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Ein groRes Uberlappungsintegral setzt entsprechend groRe Werte fiir ea voraus.
Da eine direkte Anregung eines Sy zum T, spinverboten ist, besitzt dieser
Ubergang keine Oszillatorstarke. Daraus resultiert: € = 0. Eine Anregung mittels
FRET in den Triplettzustand des Donors wére daher nicht méglich. Nur Anre-
gungen in den Singulettzustand weisen eine ausreichende Extinktion auf.

Daher handelt es sich bei FRET vornehmlich um einen Singulett-Singulett-

Energietransfer.
1D* +A—>D +1A*

Sind die notwendigen Bedingungen erflllt ergibt sich die folgende Energietransfer-
rate ket fur den FRET.

K2 -kg

6
DA

J(&y) (3.4)

k: Durch den Brechungsindex des verwendeten Lésungsmittels und Konzentration
experimentell bedingte Konstante.
k% Wert bedingt durch die Orientierung der Dipole von Donor und Akzeptor zueinan-

der. Fur statistisch im Raum verteilte Systeme ist k? = 2/3.
kY : Fluoreszenzrate des Donors
J(g4) : Uberlappungsintegral

Ry, " Forsterradius

Der Forsterradius, auch Forsterabstand genannt, ist der Abstand zwischen Donor
und Akzeptor bei dem die Effizienz des FRETs zwischen den angeregten Donor-

molekilen und den Akzeptoren 50 % betragt. Er wird wie folgt definiert.

9000 - &% -In10- Y r

Rpy =
128-7°-n* N,

(3.5)

@Y : Fluoreszenzquantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors.

n: Brechungsindex des L6ésungsmittels.

Na: Avogadrokonstante.
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3.6.1.2 Dexter Energietransfer

Der Dexter Energietransfer DET, auch Dexter Anregungstransfer oder Elektronen-
austausch-Anregungstransfer, wurde 1953 von David L. Dexter eingefuihrt.*” DET
beruht auf der quantenchemischen Elektronenaustauschwechselwirkung von Donor
und Akzeptor. Man kann sich den DET als eine Art virtuellen Elektronenaustausch

vorstellen.

Energietransfer
Vorher Nachher

A -7~ Singulett-Singulett
ET|wwmo —@- ‘3! -

—E)— LUMO
-
,

1D* + A D + 1A*

-——
-

Lumo —@- \3!

g SS
owo @£ @@~ @6 @— rHomo

3
D* + A Triplet-Triplet D + S3A*

Abbildung 3.21: Schematische Darstellung eines Singulett-Singulett bzw. Triplett-Triplett Energie-
transfers nach dem Dexter Mechanismus.

Fur einen Energietransfer nach dem Dexter-Mechanismus, muss eine Reihe von

Bedingungen erfullt sein.

¢ Die Elektronenwolken von Donor und Akzeptor missen fur eine effektive Elek-
tronenaustauschwechselwirkung Uberlappen. Die Fluorophore dirfen dazu

typischerweise nur wenige Angstrém voneinander entfernt sein.
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e Der rdumliche Kontakt des Donor-Akzeptor Paars und die damit bedingte
Uberlappung der Wellenfunktionen erméglicht es das Paar als ein Spinsystem
zu betrachten. Daher sind Singulett-Singulett- und Triplett-Triplett-Energie-

transfers erlaubt.
1D*+A—>D+1A* 3D*+A—>D+3A*

e Die energetischen Verhaltnisse des angeregten Zustands des Donors zum
Zielzustand des Akzeptors missen wie in Kapitel 3.5.1.1 beschrieben beim
FRET sein, da auch hier das Uberlappungsintegral von der Emission des
Donors und der Absorption des Akzeptors eingeht. Hier handelt es sich aber
im Gegensatz zum FRET um ein normalisiertes Uberlappungsintegral, so
dass zwar der Uberlapp der Spekiren eingeht, nicht aber die Intensitat der

Akzeptorabsorption.

Die Transferrate fir einen Energietransfer nach dem Dexter-Mechanismus wird wie

folgt beschrieben.

. _2Rpy
kET(DET):KJe L (3.6)

K: Faktor flr die Orbitalwechselwirkungen.
J: normalisiertes Uberlappungsintegral J= ﬁ-a-d; mit ﬁ-d;zl
0 0

Rpa: Donor-Akzeptor Abstand

L: van der Waals Radien.
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3.6.2 Quenchen durch Charge-Transfer

Der Charge-Transfer-Mechanismus ist ein Elektronenaustausch-Mechanismus. Er
basiert auf dem tatsachlichen Austausch zweier Elektronen zwischen Donor und
Akzeptor in einem Kollisionskomplex. Dieser Austausch kann sowohl in einem

konzertierten Schritt als auch zweistufig erfolgen.

Charge-Transfer-Mechanismus

A _‘}‘\

E \

@y D"+ A \@)

LUMO —‘ )——’_~\\ —
__A— konzertiert LUMO
g \\\/ >
HOMO OO ©O OO Hovo
D* + A

D + A
oL oo
D.'l' + A.-

Abbildung 3.22: Schematische Darstellung der Schritte eines Energietransfers nach dem Charge-

Transfer-Mechanismus.

Der erste Léschprozess in Abbildung 3.22 besteht aus den Schritten a und b. Bei
dem Schritt a handelt es sich um die Reduktion des angeregten Donors. Die
Zwischenstufe entspricht dem reduzierten Donor im Grundzustand. Schritt b ist die

Oxidation des Radikalanions des Donors durch das Radikalkation des Akzeptors.
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Nach der Elektronenibertragung befinden sich Donor und Akzeptor im Grund-
zustand.

Der untere Léschprozess in Abbildung 3.22 besteht aus den Schritten ¢ und d. Hier
wird der angeregte Zustand des Donors zunachst durch den Akzeptor oxidiert. Das
resultierende Radikalkation des Donors wird im zweiten Schritt durch das Radikal-
anion des Akzeptors zurlickreduziert. Wie auch im ersten Ldschpfad befinden sich
Donor und Akzeptor nach der Elektronentbertragung im Grundzustand.

Der mittlere Ldschprozess stellt den konzertierten Charge-Transfer-Mechanismus
dar.

Ein Léschprozess nach dem Charge-Transfer-Mechanismus setzt einen angeregten

Zustand des Donors und Akzeptors mit Radikalcharakter voraus.
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3.6.3 Reduktion und Oxidation

Die Diskussion des Ld&schprozesses nach dem Charge-Transfer-Mechanismus im
vorherigen Kapitel hat gezeigt, dass sowohl die Oxidation als auch Reduktion des
angeregten Fluorophors in einem ersten Schritt zur Léschung des angeregten
Zustands fuhren kann, wenn diese Redoxprozesse von einer Ruckreduktion bzw.
Oxidation in den urspringlichen Ausgangszustand im Grundzustand gefolgt werden.
Daher werden hier die Vorraussetzungen fir die Reduktion und Oxidation des
angeregten Fluorophors durch zugesetzte Quencher diskutiert.

Bei der Anregung von Fluorophoren werden Elektronen des obersten besetzten
Orbitals (HOMO), angehoben. Bestrahlt man einen Fluorophor mit Licht dessen
Energiebetrag gréRer ist als das lonisierungspotential, ist es sogar mdéglich
Elektronen abzulésen. Dieser Prozess wird Photoionisation genannt und ist das

Grundprinzip der Photoelektronenspektroskopie.

\\\\\\\\\;
\ Vakuum \
VY

EA*

HOMO —©O-@O— - —Y

= hv > Ex

EA: Elektronenaffinitat IP: lonisierungspotential

Abbildung 3.23: Schematische Darstellung des Bezugs von der Besetzung von HOMO und LUMO
zur Elektronenaffinitédt EA und dem lonisierungspotential IP.
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Bei den gangigen spektroskopischen Methoden wird ein Elektron jedoch nur bis in
ein energetisch héher liegendes, unbesetztes Orbital (LUMO) angeregt. Es entsteht
eine Elektronenlicke im HOMO. Damit ist die Elektronenaffinitdt des angeregten
Fluorophors F* gréer als im Grundzustand F (EA < EA*). Durch die gesteigerte
Elektronenaffinitat kann der angeregte Fluorophor F* leichter reduziert werden als F.
Im Gegensatz zur Elektronenaffinitdt nimmt das lonisierungspotential IP des
Fluorophors durch die Anregung ab (IP > IP*). Dadurch kann der angeregte
Fluorophor F* leichter oxidiert werden als im Grundzustand.

Fur die Reduktion bzw. Oxidation des angeregten Fluorophors bendtigt es ein

Oxidations- bzw. Reduktionsmittel. Ob ein Quencher einen angeregten Fluorophor

reduzieren oder oxidieren kann, lasst sich anhand der Redoxpotentiale ER.,; bzw.

E. feststellen.

Die Redoxpotentiale von Quenchern kdnnen, so fern sie nicht literaturbekannt sind,
mittels Cyclovoltammetrie bestimmt werden. Von angeregten Verbindungen sind die
Redoxpotentiale weder bekannt, noch kénnen sie aufgrund der kurzen Lebensdauer
der angeregten Zustande cyclovoltametrisch bestimmt werden. Zur Abschéatzung der
Redoxpotentiale der angeregten Zustdnde dient die Rehm-Weller-Gleichung. Sie
beschreibt die Gibbs’sche Energie des photoinduzierten Elektronentransfers in

einem Begegnungskomplex.
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Betrachten wir zunachst die Reduktion des angeregten Fluorophors F* durch den
Quencher Q.

FF+Q->F +Q™"

LUMO
AE,, AV

A %- HOMO
HOMO ’

I % 4

\ 7’
~N__7
F* Q

Abbildung 3.24: Schematische Darstellung der fiir die Rehm-Weller Gleichung relevanten Ubergénge

fur die Reduktion eines angeregten Fluorophors durch einen Quencher.

Ob es sich bei der Reduktion um einen exothermen und damit erlaubten Prozess

handelt, gibt die Gibb’sche freie Energie AG® wieder.

AGY=E  —E° (3.7)
0=0 F*=F

E® . ist das Oxidationspotential des Quenchers und bekannt. E° .. ist das
0=0 F*=F

Reduktionspotenial des angeregten Fluorophors und kann in erster Nahrung durch

die Summe der Anregungsenergie AE,, und dem Reduktionspotential des

0

e ersetzt werden.

Fluorophors im Grundzustand E

AGY=E®  —E°  —AE, (3.8)
0=0 F=F



136 Hauptteil — Fluoreszenzsonden

Die so erhaltene Gleichung besteht nur noch aus experimentell bestimmbaren
Groflen und ermdglicht eine Prognose Uber den Ablauf einer Reduktion des

angeregten Fluorophors F* durch den Quencher Q.

Eine analoge Betrachtung ist fur die Oxidation von F* durch Q méglich.

F* + Q N Fo+ + Qo+.

0
EF’:F'* _ QR =Q
PN
i *
LUMO v N
LUMO
0
AEOO F=F*"

HOMO '}‘
% HOMO
F* Q

Abbildung 3.25: Schematische Darstellung der fiir die Rehm-Weller Gleichung relevanten Ubergénge

fur die Oxidation eines angeregten Fluorophors durch einen Quencher.

Fur die Gibb’sche freie Energie AG® ergibt sich in diesem Fall:

AG*=E° | -E" (3.9)

0 . . . 0 . . . .
EQ":>Q ist Reduktionspotential des Quenchers. E o por ist das Oxidationspotenial

des angeregten Fluorophors und kann in erster Nahrung durch die Differenz des

o+

Oxidationspotential des Fluorophors im Grundzustand E;)'“:F und der

Anregungsenergie AE,, ersetzt werden.
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AGY =E®  —AEy,-E° (3.10)
F=F 0=0

Diese Gleichung ermdglicht eine Vorhersage, ob ein bestimmter Quencher den

verwendeten Fluorophor nach seiner Anregung oxidieren wirde.
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3.6.4 Diskussion der moéglichen Losch-
Mechanismen

Wie oben, (Kapitel 3.5) erldutert, erscheint es sinnvoll, einen Quencher zu den
Fluorophormef3systemen hinzuzufigen, um durch einen Triplett-Triplett-Energie-
transfer die Lebensdauer des Triplettzustands des Fluorophors zu verkiirzen und
dadurch die Signalintensitdt der Fluoreszenz und die Stabilitdt des Fluorophors zu

erhdhen.

Singulett-Singulett-Energietransfer. Singulett-Singulett-Energietransfers  sollen
vermieden werden, da diese zu einer Abnahme der Fluoreszenz fiihren wirden.

Bei geeigneter Lage der Energieniveaus von Fluorophor und Quencher kann eine
Léschung des S1 des angeregten Fluorophors nach dem Dexter- als auch Forster-

Mechanismus verhindert werden.

F* + Q

Abbildung 3.26: Skizze der Energiezustande von Fluorophor und Quencher fir die Vermeidung eines

Singulett-Singulett-Energietransfer .

Dazu muss die Energie des Si-Zustands des Quenchers gré3er sein als die Energie
des S4 des Fluorophors. Ein Singulett-Singulett-Energietransfer ware unter diesen
Umstanden endergonisch und fande nicht statt.

Zur Vermeidung einer Léschung des S1 des Fluorophors durch einen Quencher nach

dem Charge-Transfer-Mechanismus muss ein Quencher mit ausreichend hohen
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Oxidations- bzw. ausreichend geringen Reduktionspotentialen verwendet werden.
Das Oxidationspotential des Quencher muss Uber dem Reduktionspotential des
angeregten Fluorophors liegen; entsprechend muss das Reduktionspotential des

Quenchers kleiner als das Oxidationspotential sein.

Triplett-Trtiplett-Energietransfer: Durch einen Triplett-Triplett-Energietransfer vom
angeregten Fluorophor zum Quencher wird die Lebensdauer des Triplettzustands
des Fluorophors verkirzt. Die Signalintensitat der Fluoreszenz und die Stabilitat des
Fluorophors kann auf diese Weise erhéht werden.

Ein Triplett-Triplett-Energietransfer ist nach dem Foérster-Mechanismus nicht méglich.
Bei geeigneter Lage der Energieniveaus von Fluorophor und Quencher kann ein
Triplett-Triplett-Energietransfer nach dem Dexter-Mechanismus erfolgen und den T;-

Zustand des angeregten Fluorophors I6éschen.

F* + Q

Abbildung 3.27: Skizze der Energiezustande von Fluorophor und Quencher fur einen Triplett-Triplett-

Energietransfer nach dem Dexter-Mechanismus .

Aus der Abbildung 3.27 kann man erkennen, dass dazu der erste angeregte Triplett-
zustand des Quenchers energetisch ahnlich oder leicht unterhalb des ersten
angeregten Triplettzustands des Fluorophors liegen muss.

Ein Triplett-Triplett-Energietransfer nach dem CT-Mechanismus wéare winschens-
wert. Jedoch liegt das Oxidationspotential eines T1-Zustands tber dem Potential des
Si-Zustands. Dies bedeutet, dass ein Quencher mit ausreichend groRem Reduk-

tionspotential fur die Oxidation des T1-Zustands des Fluorophors auch immer in der
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Lage sein wird den S4-Zustand zu oxidieren. Ahnlich verhalt es sich mit der Reduk-
tion des T4-angeregten Fluorophors. Ein Quencher, der in der Lage ist den T, des
Fluorophors zu reduzieren, wird auch seinen S4 reduzieren kénnen. Eine exklusive
Léschung des Triplettzustands des Fluorophors durch einen Quencher nach dem
CT-Mechanismus, ohne Beeintrachtigung der Fluoreszenz durch Quenchen des Si-

Zustands, ist nicht méglich.
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3.6.5 Konzentrationsabhangigkeit von den
Wechselwirkungen zwischen Fluoro-
phor und Quencher bei Loschpro-
zessen

Zur Betrachtung der Konzentrationsabhangigkeit der Wechselwirkungen zwischen
Fluorophor und Quencher bei Léschprozessen werden zunachst Systeme diskutiert,
in denen sich Fluorophor- und Quenchermolekdle frei in einer Lésung bewegen.

In den Kapiteln 3.6.1 und 3.6.2 wurden drei mogliche Mechanismen fir
Léschprozesse zwischen Fluorophor und Quencher vorgestellt: der Forster-, Dexter-
und Chargetransfer-Mechanismus. Alle drei Transfermechanismen sind
abstandsabhéngig. Bei einem Forster Energietransfer FRET liegen typische
maximale Fluorophorabstande zwischen 10 und 100 A, beim Dexter-Energietransfer
DET bei wenigen Angstrém und beim Léschmechanismus nach dem Charge-
Transfer-Mechanismus CT werden quasi abstandslose Kollisionskomplexe voraus-
gesetzt. Der Quenchprozess des Triplettzustands des Fluoreszenzfarbstoffs ist unter
den obigen Bedingungen diffusionskontrolliert. Die Diffusionsgeschwindigkeit ist im
Rahmen der Versuchsbedingungen nicht beeinflussbar. Vernachlassigt man
intermolekulare Anziehungs- und Repulsionskréfte, so wird der mittlere Abstand von
Fluorophor und Quencher in einer Lésung im thermodynamischen Gleichgewicht
allein von den Konzentrationen der Komponenten bestimmt. Je gréRer die Konzen-
trationen des Ld&schers, desto geringer ist der Abstand zwischen angeregtem
Fluorophor und Léscher, und desto wahrscheinlicher ist ein mdglicher Energie-
transfer.

Bei Einzelmolekulspektroskopischen Methoden wird wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben
mit sehr geringen Konzentrationen von Fluorophoren gearbeitet. Typische Konzen-
trationen liegen im nanomolaren Bereich. Quencher misste man hingegen fur das
Zustandekommen einer Léschung des Triplettzustands in verhaltnismaldig hoher

Konzentration zugeben.
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3.7 Eigenschaftsprofil von potentiellen
selektiven Triplett-Quenchern

Potentielle Quencher fur den ersten angeregten Triplettzustand von Fluoreszenz-
farbstoffen "T; missen ein definiertes Eigenschaftsprofil erfillen. Dieses Eigen-
schaftsprofil lasst sich aus denen in Kapitel 3.6 besprochenen mdglichen Wechsel-

wirkungen zwischen Fluorophoren und Quenchern ableiten.

3.7.1 Zustandsenergien von potentiellen
Quenchern

In den Kapiteln 3.6.1 und 3.6.2 wurden die verschiedenen Mechanismen von
Energietransfers beschrieben. Es wurde hergeleitet, dass eine effiziente Léschung
des ersten angeregten Triplettzustands eines Fluoreszenzfarbstoffs F nur durch
einen Dexterenergietransfer DET mdglich ist. Die Zustandsenergien eines

potentiellen Quenchers Q fir einen DET wurden in 3.6 einleitend beschrieben.
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'Fy +'Q
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Abbildung 3.28: Ubersicht der im Léschprozess involvierten Zustandsenergien des Fluorophors F

und Quenchers Q.

Betrachtet man Fluorophor und Quencher als eine Einheit so kann man dies als
%Fp + ?Q, beschreiben. Der Superfix a gibt die Multiplizitdt des Zustands wieder
(*- Singulett; ®— Triplett). Die Zustandsenergien der Einheiten setzten sich aus der
Summe der Zustandsenergien der einzelnen Komponenten zusammen.

Fur die Loschung des *F4 muss der Triplett-Triplett-Léschprozess T-T-DET exotherm
verlaufen. Dazu muss die 'Fo + *Q;-Einheit energetisch leicht unterhalb des *F4 + 'Q
liegen. Fur einen effizienten Energietransfer sollte die Differenz jedoch nicht mehr als
wenige kJ betragen, um eine effektive Uberlappung der Spektren zu garantieren.
Weiterhin muss die Energie des 'Fo + 'Qq groRer als die Energie des 'Fy + 'Qq sein,
damit kein Singulett-Singulett-Energietransfer S-S-DET oder S-S-FRET stattfinden
kann.

Will man Vorhersagen Uber die obigen Prozesse treffen, so missen die Energien der
einzelnen angeregten Zustédnde bekannt sein. Herkdmmlich wird die Differenz des
Schwingungsgrundzustandes des angeregten Zustands z. B. Sy=0) oder T1x=0) Zum
Grundzustand So=0) als Wert fur die Zustandsenergie herangezogen. Diese Energie

wird als adiabatische Zustandsenergie bezeichnet.
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P
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Anregungs-

energie

=

Abbildung 3.29: Schematische Darstellung der adiabatischen Anregungsenergie am Beispiel der An-
regung Sp — Ss.

Unter der Annahme, dass die Nullpunktsenergien der betrachteten Zustande &hnlich
grof} sind, gibt die adiabatische Zustandsenergie in erster Nahrung die Energiediffe-
renz der Minima der Potentialkurven wieder. Die Zustandsenergie fur den Sy z. B.
entspricht der Anregung Sow=0) — S1v=0) Sowie der Emission Sow=0) < S1y=0). Die
Richtung der Pfeile gibt die Richtung des Ubergangs wieder, die aus quanten-
chemischen Rechnungen zugénglich sind. Sie l&sst sich aus den 0-0 Ubergéngen
der Absorption und der Fluoreszenzemission herleiten.

Eine Anregungs- bzw. ein Emissionsprozess ist jedoch nicht notwendigerweise der
direkte Ubergang vom Grundzustand des Molekiils in den Schwingungsgrundzu-
stand des angeregten Zustands. Nach dem Franck-Condon Prinzip weisen senk-
rechte Ubergdnge zwischen zwei Potentialkurven die hdchste Wahrscheinlichkeit
auf, da die Absorption schneller erfolgt, als Geometriednderungen im Molekdl.
Dieses Phanomen ist auf die Geometrie der Zustédnde zurtickzufihren. Erfolgt ein
Ubergang senkrecht, so entspricht die Geometrie des angeregten Zustands der
Geometrie des Grundzustands. Eine Veranderung der Molekllgeometrie erfolgt erst

durch langsamere Molekilschwingungen.
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g !
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vertikale vertikale
Anregungs- Emissions-
energie energie

So-Geometrie Si-Geometrie

Abbildung 3.30: Schematische Darstellung der vertikalen Anregungs- und Emissionsenergien am
Beispiel der Ubergange Sy — Sq und Sp « S;.

In Abbildung 3.30 kann man erkennen, dass bei vertikalen Ubergangsenergien, im
Gegensatz zu den adiabatischen, die Anregungsenergien nicht gleich der Emissions-
energien sind. Die Energien der wahrscheinlichsten Anregungs- und Emissions-
Ubergange entsprechen den Maxima der Absorptions- und Fluoreszenzspektren.

Moéchte man die notwendigen Zustandsenergien fur einen Quencher bestimmen, so
dass dieser den angeregten Triplettzustand des Fluorophors I6schen kann, muss
man die vertikale Emissionsenergie des Fluorophors E('Fo < °F4) mit der vertikalen

und adiabatischen Anregungsenergien des Quenchers E('Qy — 3Q1) vergleichen.
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Fluorophor Quencher

(2 S-S DET 'Q,

“_(3) .= bzw. FRET

1 1 1 I I

Geometrie Sp S; T, So S,
<.........\/.Q.|ft.i.K§.|...> €---- vertikal _ _ ____ >
4 .......... ’ 4_ - _.>
adibatisch
AE-Emission « _>AE-Absorption

Abbildung 3.31: Ubersicht der im Léschprozess involvierten Anregungs- und Emissionsenergien des
Fluorophors F und Quenchers Q.

Beschreibt man Zustande des Fluorophors bzw. Quenchers auf die folgende Weise:

an@Sc, bZW. aQb@Tc

. Multiplizitat des Zustands

F/Q: Fluorophor/Quencher

b . Ziffer des angeregten Zustands

S/T: Geometrie des Singulett-/Triplettzustand
¢ : Ziffer des Geometriezustands
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so gibt der erste Teil des Ausdrucks die elektronische Beschaffenheit und der zweite
Teil die Geometrie des Zustands an.

Ein herkémmlicher Fluoreszenzzyklus eines Fluorophors sahe dann wie folgt aus:

"Fo@So — 'F1@So Anregung 12
v

'F1@S1 — "F1@So Relaxation 23
v

"Fo@S1 — 'F1@S+ Fluoreszenz 354
\ 4

"Fo@So — 'F1@S+ Relaxation 4 —1

Die Zahlen in der letzten Spalte beziehen sich auf die in Abbildung 3.31 eingezeich-
neten Energiezustande.

Bei einem Energietransfer vom angeregten Fluorophor wirden je nach Anregungs-
zustand die vertikalen Emissionsenergien E('Fo@S1 — 'F1@S+) bzw. E('Fo@T1 —
°F,@T4) auf den Quencher Ubertragen werden. Um das Fluoreszenzverhalten des
Fluorophors zu steigern, soll ein zugesetzter Quencher in der Lage sein, die Triplett-
emissionsenergie aufzunehmen. Er sollte jedoch nicht in der Lage sein, die Singulett-
emissionsenergie zu absorbieren und somit, die Fluoreszenz zu I6schen. Die
Anregungsenergien eines potentiellen Quenchers E('Qu@Ss — 'Qi@S+) fir die
adiabatische Anregung in den S; und E('Qu@So — *Q:@So) fiir den Triplettzustand
fur einen T-T-DET missen daher die folgenden Bedingungen erfiillen.

1. E(Qu@So — 'Q:@Sy) > E('Fil@S: — 'F:@S,): Die emittierte Energie des
angeregten Singulettzustands S4 des Fluorophors reicht nicht aus, um den
Quencher in einen Singulettzustand anzuregen. Ein S-S-DET oder S-S-FRET

ware somit endotherm und findet nicht statt.

2. E(Qu@Sy — *Q:@Sy) < E('Fo@T; — *F:@T,): Die emittierte Energie des
angeregten Triplettzustands T1 des Fluorophors muss gleich bzw. bis wenige

kd groRer sein, als die Energie, die nétig ist, den Quencher in den Triplett-
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zustand anzuregen. So wird der Energietransfer nach dem Dexter-

Mechanismus exotherm und lauft ab.

Zur Vorhersage der Effizienz des Energietransfers bendétigt man daher die vertikalen
Emissionsenergien der Fluorophore.

In Kapitel 3 wurden Xanthenfarbstoffe als Fluorophore fir einzelmolekilspektrosko-
pische Fluoreszenzstudien vorgestellt. Die Klasse der Rhodamine zeichnet sich
durch hohe Anregungsraten und geringe /ISC-Raten aus. Sie weisen hohe Fluores-
zenzquantenausbeuten auf (z. B. ®f = 0.94 fur Rhodamin 110 (1); ®;=0.90 fur
Rhodamin 123 (54)) (siehe Abbildung 3.32) und haben sich daher als Fluoreszenz-
farbstoffe in der Einzelmolekilspektroskopie bewahrt.

COOR

\
‘ @
o) NH, ci®

Abbildung 3.32: Allgemeine Rhodaminstruktur. R = H — Rhodamin 110 RH110 (1)
R = CH; — Rhodamin 123 RH123 (54)

HoN

Als Beispiele fir die Groflenordnung der vertikalen Emissionsenergien werden das
carboxylsubstituierte Rhodamin 110 (RH110, 1)und der analoge Methylester, Rhoda-
min 123 (RH123, 54) gewahit.

Rhodamin 110 (1): In ethanolischer Lésung weist RH110 (1) ein Fluoreszenz-
maximum bei 524 nm auf.*"! Dies entspricht einer Emissionsenergie des
angeregten Sq von 2.37 eV.

Aus der Phosphoreszenz von RH110 (1) bei 510 nm I|&sst sich eine Emissions-

energie des T von 2.43 eV ableiten.”> *°!
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Rhodamin 123 (54): Das Fluoreszenzspektrum von RH123 54 in Ethanol hat
das Maximum bei 534 nm.*"! Die vertikale Emissionsenergie des S; betragt
somit 2.32 eV.

Es sind keine experimentellen Daten tUber die Phosphoreszenz von RH123 54
zur Bestimmung der Emissionsenergie des T¢ bekannt. Sie wurde daher von
Marian et. al mittels quantenmechanischen Rechnungen abgeschatzt.!! Zur
Methodenkontrolle wurde zunachst die Emissionsenergie des S1 von RH123 54
im i.) Vakuum und in ii.) Ethanol errechnet. Man erhielt i.) 2.60 eV (477 nm)
bzw. ii.) 2.32 eV (534 nm). Die quantenmechanischen Rechnungen geben die
experimentellen Werte im Rahmen der Messgenauigkeiten wieder, so dass
man davon ausgehen kann, dass die verwendete Rechenmethode fiir vertikale
Emissionsenergien geeignet ist.

Fir die vertikale Emissionsenergie des T4 von RH123 54 konnte daraufhin ein
Wert von i.) 2.02 eV (614 nm) bzw. ii.) 1.90 eV (653 nm) errechnet werden.

Tabelle 3-1: Ubersicht der experimentell und quantenmechanisch errechneten Emissionsenergien der
S4- und T4-Zustédnde von RH110 (1) und RH123 (54).

RH123

Singulett Triplett
E(Fo@S1 — 'Fi@S1): E('Fo@Ti < Fi@T+):  Bestimmung

RH110 2.37 eV (624 nm) 2.43 eV (5610 nm) exp (Ethanol)
2.32 eV (534 nm) / exp (Ethanol)
2.60eV (477 nm) 2.02 eV (614 nm) calc (Vakuum)
2.32eV (5634 nm) 1.90 eV (653 nm) calc (Ethanol)
2.42 eV (512 nm) 1.92 eV (646 nm) Lit (Wasser)*4

Aus Tabelle 3-1 lasst sich erkennen, dass typische Emissionsenergien des S4 von

Rhodaminen um 2.35 eV liegen. Ein potentieller Quencher sollte daher eine vertikale

Anregungsenergie von mindestens 2.40 eV aufweisen. Dies entspricht einem

Absorptionsspektrum < 517 nm.

Emissionsenergien des T4 werden zwischen 1.90 und 2.43 eV angegeben. Je nach

dem verwendeten Rhodaminfarbstoff sollte die vertikale Triplettanregungsenergie
des Quencher < 1.90 eV (2 653 nm) bzw. < 2.43 eV (= 510 nm) sein.
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3.7.2 Redoxpotentiale von potentiellen Quen-
chern

Die Reduktion bzw. Oxidation von Fluoreszenzfarbstoffen im angeregten Zustand
fuhrt zu einer Abnahme der Fluoreszenz (siehe Kapitel 3.6.3). Je nach den vorliegen-
den Redoxpotentialen von Fluorophor und Quencher kann eine Redoxreaktion
exergonisch sein und ablaufen. Zum Erhalt von konkreten Grenzwerten fir die
Redoxpotentiale wird, wie im vorherigen Kapitel, als Beispielfluorophor das
Rhodamin 123 (RH123, 54) gewahlt. Als mdgliche Ausgangszustéande fur Redox-

reaktionen werden zwei reaktive Spezies von RH123 54 identifiziert:"

1. RH123@S+: S1-angeregtes RH123 54

2. RH123@T+: T-angeregtes RH123 54

Die Redoxpotentiale von RH123@S1 und RH123@T+ werden mit Hilfe der Rehm-
Weller-Gleichungen bestimmt (siehe Kapitel 3.6.3).
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3.7.2.1 Oxidationspotentiale @ von RH123@S1 und
RH123@T1

Fir das Oxidationspotential von RH123@S1 und RH123@T Eg*:F,+ ergibt sich

nach Rehm-Weller folgender Zusammenhang:

EE*:F,+ = E2:F,+ — AEy, (3.11)

E2:F,+ : Oxidationspotential des RH123 54 aus dem Grundzustand

AE,, : Anregungsenergie des RH123 54 in den S4- bzw. T4-Zustand

Das Oxidationspotential des RH123 54 aus dem Grundzustand wurde in Kooperation
mit D. Pfiffi cyclovoltametrisch bestimmt und betragt 1.15 V vs. NHE*Y. Die vertikale

Anregungsenergie des RH123 54 in den S AEgO wurde in Ethanol zu 2.32 eV
errechnet.l"" Aufgrund der experimentellen Unzulanglichkeit wird fir die vertikale
Anregungsenergie des RH123 54 in den T; AEl, ein quantenmechanistisch
errechneter Wert von 1.90 eV herangezogen." Die Oxidationspotentiale von

RH123@S: E°. . (S;) und RH123@T1 £ . (7;) ergeben sich somit zu:
F*=F F*=F

E° e (S =117V

F*=

0 —
E), . (T)=-075V
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3.7.2.2 Reduktionspotentiale @ von RH123@S: und

RH123@T;
Fir die Reduktionspotentiale von RH123@S1 und RH123@T; Ejg*: ._ergibt sich
nach Rehm-Weller folgender Zusammenhang:
EVs = E° +AE (3.12)
F*=Fe— F—F 00 .

Ef; - Reduktionspotential des RH123 54 aus dem Grundzustand

AE,, : Anregungsenergie des RH123 54 in den S;- bzw. T4-Zustand

Das Reduktionspotential des RH123 54 aus dem Grundzustand wurde von D. Ffiffi

cyclovoltametrisch bestimmt und betragt -0.61 V vs. NHE™*4. Die vertikale Anreg-

ungsenergien AEj, bzw. AEl, des RH123 54) in den Sy bzw. T, wurden bereits im
vorherigen Kapitel 3.6.1diskutiert (AEg, =2.32 eV, AE}, = 1.90 eV).

Die Reduktionspotentiale von RH123@S$; Eg*ij (S;) und RH123@T; Eﬁ*ﬂk (1)
ergeben sich somit zu:

0 _
E0, L (S)=171F

0 _
EV, L (T)=129V
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3.7.2.3 Eigenschaften der Redoxpotentiale potentieller

Quencher

Eine Oxidation bzw. Reduktion des angeregten Fluorophors RH123@S: und
RH123@T1 mit einem zugesetzten Quencher findet statt, wenn sie exergonisch sind,
d.h. die Gibb’sche freie Energie der Reaktion AG® < 0. Fur AG® der Oxidation ox und
Reduktion red gilt:

0 _ 10 0
AGp =EV, ., EQjQ,_ (3.9)

0 _ 10 0
bzw. AGreC,—EQ:>Q,+ EF*:F'_ (3.7)

Eg*:F._ : Reduktionspotential des angeregten Fluorophors
0 . Reduktionspotential des Quenchers
0=0
EY . Oxidationspotential des Quenchers
0=0
g*j Fo Oxidationspotential des angeregten Fluorophors

Fur die angeregten Zustdnde S4 und T4 des Beispielfluorophors Rhodamin 123
(RH123, 54) werden die folgenden Werte fir die Reduktions- und Oxidations-
potentiale verwendet (siehe Kapitel 3.7.2.1 und 3.7.2.2):
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Tabelle 3-2: Reduktionspotentiale und Oxidationspotentiale von Rhodamin 123 (RH123, 54) im S;-
bzw. T4-Zustand.

By (5D 1.71V
Reduktionspotentiale
0
E ) 1.20 v
0
E o 1) 117V
Oxidationspotentiale
0
EF*:F'* (71) -0.75V

Die Oxidation oder Reduktion eines Farbstoffs fuhrt zum Verlust der Fluoreszenz.
Ein zugesetzter Quencher sollte entsprechend ein geringes Reduktionspotential bzw.
hohes Oxidationspotential aufweisen, so dass Redoxreaktionen zwischen Fluorophor
und Quencher nicht eintreten. Nimmt man die Redoxpotentiale des Rhodamin 123

(54) als Richtwerte, so muss ein potentieller Quencher ein Oxidationspotential

E® .. >1.71Vundein Reduktionspotential E° .. <-1.17 V aufweisen.
o=0 0=0
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3.7.3 Lebensdauer der angeregten Zustande
von potentiellen Quenchern

Erfullt ein Quencher die Bedingungen flir einen Dexterenergietransfer mit einem
Fluorophor, der im Triplettzustand ist, so wird er durch den L&schprozess selbst in
den T¢-Zustand angeregt. Wahrend der Lebensdauer dieses angeregten Zustands
kann der Quencher nicht einen neu auftretenden Triplettzustand eines Fluorophors
I6schen. Ebenso kann ein Quencher, der in einen Singulettzustand angeregt wurde,
keinen Triplettzustand durch einen Energietransfer desaktivieren. Ein effizienter
Quencher sollte daher eine mdéglichst kurze Lebensdauer des Ti-Zustands auf-

weisen.
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3.7.4 Quenchereigenschaften in der Uber-

sicht

Ein potentieller Quencher fir einen Rhodaminfarbstoff muss folgende Bedingungen

erfillen:

Zustandsenergien: Die Anregungsenergie eines potentiellen Quenchers in
den ersten erlaubten Singulettzustand muss mindestens 2.40 eV sein, um den
fluoreszierenden S des Fluoreszenzfarbstoffs nicht zu I8schen. Dies
entspricht einem Absorptionsspektrum < 517 nm.

Die Triplettanregungsenergie des Quencher muss gleich oder geringfligig
niedriger als die vertikale Emissionsenergie des Triplettzustands T; des
Fluorophors sein. Da Triplettemissionsenergien experimentell meist aus
Phosphoreszenzspektren gewonnen werden und man sich ansonsten auf
quantenchemische Rechnungen stutzen muss, schwanken die fir Rhodamine
angegebenen Werte. Je nach Farbstoff muss die vertikale Triplettanregungs-
energie des Quencher < 1.90 eV (= 653 nm) fir RH123 (54) bzw. < 2.43 eV
(2510 nm) fur RH110 (1) sein. (siehe Kapitel 3.7.1)

Redoxpotentiale: Ein Quencher darf nicht in der Lage sein, den angeregten
Fluoreszenzfarbstoff zu oxidieren oder zu reduzieren, da dies zum Verlust des

Chromophors filhren kann. Um einen Rhodaminfarbstoff nicht zu reduzieren

sollte er ein Oxidationspotential Eg:Q.+ > 1.71 V aufweisen. Ein Reduktions-

potential E° .. <-1.17 V verhindert eine Oxidation des Fluorophors. (siehe
0=0

Kapitel 3.7.2.2)

Lebensdauer der angeregten Zustande: Durch einen Energietransfer nach
dem Dextermechanismus kann ein Quencher im Grundzustand den Triplett-
zustand eines Fluorophors effizient |I6schen. Es ist daher von Interesse, dass
die verwendeten Quencher nach ihrer Anregung durch den Fluorophor in den

T4-Zustand schnell wieder in den Grundzustand relaxieren.
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3.8 Potentielle Quencher

Zur ldentifizierung von potentiellen Quenchern fuhrten S. Felekyan und P. Taureg
2005 Voruntersuchungen durch.*® “°1 Anhand von Literaturangaben zu adiabati-
schen Singulett- und Triplettenergien von diversen Substanzklassen wurde eine

471 FCS-Kurven waéssriger

Vorauswahl von potentiellen Quenchern getroffen.
Lésungen von Rhodamin 123 (RH123, 54) ohne und mit Vertreter dieser
Verbindungsklassen wurden aufgezeichnet und ausgewertet. Als maligebliche
Parameter wurden die Triplettamplitude (Teq), Triplettrelaxationszeit (tt/ms) und

Fluoreszenzzahlirate (Fcpm/kHz) von RH123 54 bestimmt.

e Die Triplettamplitude ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Molekul im
Triplettzustand befindet. Sie sollte fiir unsere Versuchszwecke so niedrig wie
moglich sein.

e Die Triplettrelaxationszeit ist ein Mal} fir die Lebensdauer des T4-Zustands.
Auch sie sollte so niedrig wie mdéglich sein.

e Die Fluoreszenzzdhlrate gibt die Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro

Molekil und Sekunde wieder. Sie sollte mdglichst hoch sein.

Notiert wurde ob, die Substanzzugabe zu einer merklichen negativen Verédnderung
(--), geringen negativen Veranderung (-), keiner Veranderung (0), geringen positiven

Veranderung (+) oder grofl3en positiven Veranderung (++) der Parameter fiihrte.

S. Felekyan und P. Taureg haben in diesen Vorversuchen positive Ergebnisse fur
Azobenzol- und Cyclooctatetraenderivate erhalten.*> *®! An diese Vorversuche soll

hier angeknipft werden.
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Tabelle 3-3: Triplettamplitude Teq, Triplettrelaxationszeit ty/ms und Fluoreszenzrate Fcpm/kHz von

RH123 54 mit und ohne Zugabe von potentiellen Quenchern.

Teq tr/ms  Fepm/kHz
0.280 0.003 71.7 |RH123 54

+ + 0 Azulen (55)

0 + 0 1,8,9-Trihydroxy-anthracen (56)
T ++ ++ 9-Anthracenaldehyd (57)

++ ++ ++ 2,4,6-Cyclo-heptatrien-1-carbonsaurenitril (58)
o ++ ++ Azobenzol-4-carbonsaure (AB01)
0 0 0 B,B-Carotin (59)

+ - ++ Ferrocen (60)

_ ++ ++ Ferrocencarbonséure (61)

0 0 0 Perylen (62)

e + + Cyclooctatetraen (63)

B,B-Carotin (59) hat in diesen Voruntersuchungen eine positiven Eigenschaften
gezeigt. Es lasst sich aber vermuten (siehe auch Kapitel 3.82), dass kettenverklrzte
Homologe des f,B-Carotins (59) geeignete Quencher sind. Im Folgenden sollen
daher die drei genannten Substanzklassen auf ihre Eignung als potentielle Quencher

diskutiert werden:

e Cyclooctatetraene
e Carotinoide

e Azobenzole
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3.8.1 Cyclooctatetraene als potentielle
Quencher

Cyclooctatetraen (63) ist ein cyclischer Kohlenwasserstoff mit 4 formal konjugierten
Doppelbindungen. Wére es planar gebaut, so wirde es sich nach der Hiuckel-Regel
mit seinen 8 1-Elektronen um einen Antiaromaten handeln und nach der Hund’schen
Regel als Diradikal vorliegen (siehe Abbildung 3.33).[*%!

nicht planar

Abbildung 3.33: m-Energieniveauschema von COT (63).

Cyclooctatetraen (63) ist jedoch nicht eben gebaut und es findet keine Uberlappung
der p-Orbitale statt. Es ist daher weder aromatisch noch antiaromatisch und verhalt
sich wie ein typisches Olefin. Es weist eine geringe Delokalisationsenergie von

16 kJ/mol auf und kann in einer Wannen- oder Kronenkonformation vorliegen.

O O
- RNTE AN e ] - -

Krone 1 Krone 2 Wanne 1 Wanne 2

Abbildung 3.34: Konformationsanderungen von Cyclooctatetraen (63). ¢: bond shift.

Es kann z. B. nach einer Synthese von Reppe et al. unter Druck aus Acetylen mit

einem Nickelcyanidkatalysator gewonnen werden.’!
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HC=—=CH

Ni(CN),

65

64

63

Abbildung 3.35: Syntheseschema von Cyclooctatetraen (63).

1

{
(-6

67

Abbildung 3.36: Strukturen von Bromido [(1,2,5,6-n)-
1,3,5,7-cyclooctatetraenmethylplatin  (Il) (67) und

Uranocen (66).

Cyclooctatetraen (63) findet Anwen-
dung als Chelatligand in der Kom-
plexchemie.’® Das Anion des
Cyclooctatetraens (63) kann mit
Metallen Sandwichkomplexe bilden
wie z. B. das Uranocen (66).°"

Cyclooctatetraen (63) wird bereits
als Triplettquencher in Lasersys-
temen mit Rhodamin 6G (68)
verwendet.®>*" Es ist zu erwarten,

dass strukturell &hnliche Verbin-

dungen mit dem gleichen Chromophor ebenfalls geeignet sind. Im Rahmen dieser

Arbeit werden daher verschiedene Derivate von Cyclooctatetraen (63) synthetisiert,

um ihre Eignung als Quencher fir Rhodaminfarbstoffe zu untersuchen.
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3.8.2 Carotinoide als potentielle Quencher

Carotinoide sind bekannte Naturstoffe. lhr prominentester Vertreter ist das
3,8-Carotin (59).

IS NN Y Y " g g

59
Abbildung 3.37: Struktur von 3,8 —Carotin (59).

Carotinoide sind Tetraterpene deren Endgruppen uUber neun konjugierte Doppel-
bindungen verknupft sind. Das Polyensystem wird durch vier Methylgruppen und die
Endgruppen stabilisiert. Bei den klassischen Carotinoiden befindet sich noch je eine
weitere Doppelbindung in der Endgruppe. Daraus ergeben sich elf konjugierte
Doppelbindungen.

Man unterscheidet zwischen Carotinen, die reine Kohlenwasserstoffe darstellen, und
Xanthophyllen, die neben Kohlenstoff und Wasserstoff noch Sauerstoff aufweisen.
Carotinoide sind als Farbstoffe in der Flora und Fauna weit verbreitet. Das Farb-
spektrum der freien Carotinoide reicht meist von gelb z. B. Zeaxanthin (69) aus Mais,
bis rot z. B. Lycopin (70) aus Tomaten. Je nach Komplexierung in einem Organismus
kann es bis zur Blauféarbung kommen (Astaxanthin (71) in Crustaceen).

In Pflanzen, Algen und Cyanobakterien sind Carotinoide, wie Lutein (72) oder
B,B3-Carotin (69), Teil der Photosynthesezentren.®® Einen Photosynthesetrakt kann
man in die Lichtsammelantenne (light-harvesting antenna) und das Reaktions-

zentrum unterteilen. Je nach Bereich erfillen sie dort zwei Aufgaben:

e Lichtsammeln (light harvesting): Carotinoide ergdnzen das Absorptions-
spektrum der Organismen von etwa 400 bis 500 nm und erméglicht so das
Sammeln von Licht Gber einen breiteren Spektralbereich. Der absorbierende

Chromophor richtet sich nach der Wellenldnge des eingestrahlten Lichts. Je
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nach Wellenldnge wird es von den Carotinoiden oder dem Chlorophyll (73)
absorbiert. Daher werden Carotinoide auch als akzessorische Lichtsammel-
pigmente (accessory light-harvesting pigments) zum Chlorophyll (73)
beschrieben.*® Carotinoide absorbieren dabei das energiereichere Licht.
Ein angeregtes Carotinoid kann die Energie Uber einen Singulett-Singulett
Energietransfer an ein Chlorophyll (73) weiterleiten. Dieses gibt es durch

einen weiteren Energietransfer ans Reaktionszentrum.

Quenchen: Angeregtes Chlorophyll (73) in einer Photosyntheseeinheit kann
durch ISC in einen Triplettzustand Ubergehen. Triplettchlorophyll (73) ist ein
effizienter Sensibilisator fur Singulettsauerstoff (74). Singulettsauerstoff (74)
und seine Abbauprodukte bezeichnet man als ROS (reactive oxygen
species). Werden ROS nicht schnell genug in einem Organismus
abgefangen, entsteht oxidativer Stress wie z. B. Lipidperoxidation, der zur
Zellzerstérung fihren kann.
Carotinoide gelten als wirksamer Schutz gegen reaktive Sauerstoffspezies.
Ihre antioxidative Wirkung beruht auf Fahigkeit Radikale abzufangen (free
radical scavengers). Dabei kommt es zur irreversiblen Autooxidation des
Carotinoids.
Carotinoide sind in der Lage Singulettsauerstoff (74) mittels Energietransfer
zu quenchen.®”!

'0,* + Car — %0, + 'Car*

Carotinoide kdnnen auch die Bildung von Singulettsauerstoff (74) in den
Organismen unterbinden in dem sie die angeregten Chlorophylle im Triplett-

zustand mittels eines Triplett-Triplett-Energietransfer quenchen.
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Abbildung 3.38: Verteilung der elektronischen Zusténde in einem klassischen Carotinoid.

Die positiven L&scheigenschaften der Carotinoide sind auf die Grofde des Polyen-
systems und auf die elektronische Beschaffenheit der Endgruppen zurtickzufihren.

Eine direkte Anregung von Carotinoiden in den S¢-Zustand ist nicht erlaubt, da dieser
Ubergang spinverboten ist (siehe Abbildung 3.38). Weitere niedrig liegende,
ebenfalls verbotene Singulettzustdnde werden vermutet. Ein erster hoch liegender
Singulettzustand bewirkt daher einen grof3en Singulett-Triplett-Abstand (singlet-triplet
gap) in diesen Molekilen. Solch eine Zustandsverteilung ist vorteilhaft fir potentielle

Quencher von Rhodaminfarbstoffen.

Als eine Verbindungsklasse, die fur ihre Fahigkeit zum Quenchen via Energietransfer
bekannt ist und Sauerstoffspezies, die zur Oxidation eines Fluorophors flihren
kénnten, in Lésungen abfangen kann, scheint sie als Quencher fir Fluoreszenz-
farbstoffe augenscheinlich geeignet. Dennoch sind klassische Carotinoide aus

mehreren Griinden keine potentiellen Quencher fir Rhodaminfarbstoffe:

e Léslichkeit und Struktur: Die klassischen Carotinoide sind schwerlésliche,
grol3e Molekule. Eine Wechselwirkung von hochkonzentrierten Carotinoiden
als Quencher mit einem Fluorophor und nicht mit biologischem Material ist

nicht méglich.
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e Energie des ersten erlaubten Singulettiibergangs: Carotinoide absorbieren
zwischen 400 und 550 nm. Dies entspricht einer Singulettanregungsenergie
von 2.25 — 3.10 eV. Die Singulettemissionsenergie der Rhodamine liegt bei

ca. 2.35 eV. Je nach Kombination von Carotinoid- und Rhodaminderivat ist ein

Singulett-Singulett-Energietransfer méglich.

e Oxidationspotential: Auch weisen die langkettigen Polyene geringe Oxida-

tionspotentiale auf. Sie sind damit in der Lage angeregte Rhodamine zu

reduzieren.

Verkirzt man jedoch das Polyensystem der klassischen Carotinoide, so verandern

sich auch die strukturellen und elektronischen Eigenschaften.

2 Kleinere Molekile weisen in der Regel eine hdhere Ld&slichkeit als ihre

grélkeren Analoga auf.

2 Von Martin et al. konnte gezeigt werden, das Carotinoide durch die Verkir-

zung des Polyensystems an Redoxstabilitat gewinnen.l”!

Anzahl der Doppelbindungen
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Abbildung 3.39: Abhangigkeit des Oxidationspotential von Carotinoiden von der Anzahl der

Doppelbindungen im Polyensystem.

1/(Anzahl der Doppelbindungen)
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< Zudem bewirkt die Verkirzung des Polyensystems eine hypsochrome Ver-
schiebung des Absorptionsspektrums. Der erste erlaubte Singulettzustand
des Carotinoids liegt oberhalb der Emissionsgrenze des singulettangeregtem

Rhodamins. Ein Singulett-Singulett-Energietransfer ware somit nicht méglich.

Verklrzt man z. B. die Polyenkette des B,3-Carotins (63), so kann man Systeme mit
funf bzw. sieben konjugierten Doppelbindungen erhalten. Diese Derivate des B,3-

Carotins, z. B. 75 und 76, sehen haben folgende Struktur:

ﬁf““J? Y
75 76
Abbildung 3.40: Strukturen von B8,3-Carotinderivaten 75 und 76 mit verkirztem Polyensystem.

Um die Redoxstabilitét weiter zu erhéhen, werden im Rahmen dieser Arbeit Derivate
mit aromatischen Endgruppen synthetisiert. Die Bausteine sind leicht zuganglich und
viele Modifikationen sind méglich. lhre Synthese verlduft Gber weniger Stufen und

gelingt so mit hohen Ausbeuten.
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\\\

1,6-Diphenylhexa-1,3,5-trien
(DPHO1)

\\\\\l

1,10-Diphenyl-3,8-dimethyldeca-1,3,5,7,9-pentaen
(DPDO01)

Abbildung 3.41: Strukturbeispiele von Diphenylhexatrienen (DPH) und Diphenyldecapentaenen
(DPD).

Man erhalt Diphenylhexatriene (DPH) und Diphenyldecapentaene (DPD). lhre
Eignung als Quencher fur Rhodaminfarbstoffe wird untersucht.
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3.8.3 Azobenzole als potentielle Quencher

Azofarbstoffe sind Farbstoffe mit einer Azogruppe R

die zwei sp®hybridisierte Kohlenstoffe verbindet. \C—N Rs
Je nach der Anzahl der Gruppen R spricht man Ré/ \\N—C//
von mono-, bis-, tris- oder tetrakis-Azofarbstoffen. R,

Azofarbstoffe kommen in der Natur nicht vor. Sie  Abbildung 3.42: Aligemeine Struk-
wurden Mitte des 19. Jahrhunderts im Zuge der  tureiner Azobindung.
Industrialisierung bei der Suche nach Textilfarb-

stoffen entdeckt. Das aus Steinkohleteer gewonnene Anilin (77) ermdglichte die
Synthese sogenannter Teerfarbstoffe bzw. Anilinfarben. Dazu gehdérten neben Tri-
arylmethan-, Xanthen-, Indigo- und Acridinfarbstoffen auch Azofarbstoffe wie Anilin-
gelb (AB02), Methylorange (78) und Kongorot (79).

N —
N/
N=—/N
80
trans- oder E- cis- oder Z-
Azobenzol Azobenzol

Abbildung 3.43: Stereoisomere des Azobenzols (80) als Modell fiir Azofarbstoffe.

Aromatische Azoverbindungen erlangen ihre Farbigkeit durch das delokalisierte -
System. Azobenzol (80) selbst ist orangefarbig aber besitzt nur einen geringen
Extinktionskoeffizienten (¢ ~ 1500 I-cm-mol™). Durch die Substituenten kénnen die
elektronischen Eigenschaften veréandert und die Absorptionswellenldnge der
Verbindungen verschoben werden. Die Derivatisierung erfolgt meist durch Substitu-
tionen an den aromatischen Gruppen in der 4-Position. Eine Gruppe mit einem freien
Elektronenpaar, welches als Elektronendonor zum m-System fungieren kann (z. B.

eine Dimethylaminogruppe) oder/und ein Elektronenakzeptor (z. B. eine Nitrogruppe)
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bewirken eine gréere Delokalisierung des 1-Systems und somit eine Zunahme der
Extinktion.

o
NO, NO, @}N——O@
oN N /
\ R AN P A N\
N N y
% /
b — v
\ \
81

Abbildung 3.44: Mesomere Grenzstrukturen von 4-Dimethylamino-4'-nitroazobenzol (81).

Elektronendonoren bewirken eine hypsochrome Verschiebung der Absorption; Elek-
tronenakzeptoren eine bathochrome Verschiebung.
Kommerziell finden Azobenzole heute Anwendung als Zusatz in Tinten und Lacken

und als Lebensmittelfarbe.

Abbildung 3.45: Geometrie der Stereoisomere des Azobenzols (80) in der "Ball-and-Stick" Ansicht.

Links: trans-lsomer; Rechts: cis-lsomer.
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Azobenzole kénnen als trans bzw. cis (E bzw. Z) Stereoisomere vorliegen: (siehe
Abbildung 3.45). Zwischen ihnen liegt eine Energiebarriere von etwa 20 kcal/mol.
1937 gelang es Hartley, die cis-Form des Azobenzols zu beobachten, etwa 100
Jahre nach der Entdeckung der Farbstoffklasse®®. Die trans-Form stellt das stabilere
Isomer dar. Es ist etwa 15 kcal/mol stabiler als das cis-lsomer®. Das fehlende
Dipolmoment (uians = 0 D) der trans-Anordnung ist durch die planare Anordnung und
die damit verbundene Ca,-Symmetrie des Molekils zu erklaren.

Das cis-Isomer ist nicht planar und besitzt ein Dipolmoment von p¢s = 3 D (siehe
Abbildung 3.45). Im thermodynamischen Gleichgewicht liegt bei Raumtemperatur je

nach Lésungsmittel Azobenzol (80) zu 15 - 40 % in der cis-Form vor.

4 .

E S, T 477 eV
S, T 3.95 eV
*
- S, NTT_ 282eV
S, 279 eV
T N 1 48 eV )
T, O 428 eV
5 3 N B
) . o
c.? ? ? I
L . S Y Y
So — So S—
trans-Azobenzol cis-Azobenzol

Abbildung 3.46: Energiezustandsdiagramme von trans- und cis-Azobenzol (80). Die Triplettenergien

stammen aus DFT Rechnungen. [°* %%

Die Anregungszustande der beiden Stereoisomere des Azobenzols 80 ahneln sich.
Der Si-Zustand hat Uberwiegend ntr*-Charakter. Die Ubergénge S:«S, fiir das
trans- bzw. cis-Isomer liegen je nach Lésungsmittel bei etwa 450 nm (g ~ 450) bzw.

430 nm (¢ ~ 1500)?. Der Ubergang S,«S ist eine TT*-Anregung. Sie liegt bei ca.
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320 nm (¢ ~ 17000) bzw. 260 nm (¢ ~ 5100)*. Man erkennt, dass die Anregungs-
energien fur das cis-lsomer kurzwelliger sind.

In den Absorptionsspektren sind primar die S,«<—Sp Anregungen zu sehen (Oszillator-
starke: fyans = 0.92). Im Falle des trans-Azobenzols (80) ist der S1«—S, Ubergang
symmetrieverboten (f = 0) und daher schwach. Die nicht planare Geometrie des cis-
Azobenzols (80) erméglicht das Mischen der n-Orbitale der Stickstoffe mit dem -
System. Der S1«—S, Ubergang gewinnt so an Oszillatorstérke (f = 0.02) und die TrTr*-
Anregung Sy«Sg verliert an Intensitat (f= 0.24).

Durch den Si-Zustand, der aufgrund des ntr*-Charkters symmetrieverboten ist, gibt
es in Azobenzolen einen grof3en energetischen Abstand zwischen dem ersten
angeregten Triplett- und dem optisch hellen Singulettzustand (Triplet-Singlet Gap,
siehe Kapitel 3.72). Dies weist auf das Potential als Triplettquencher hin, welches
auch bereits in der Literatur fur aromatische Kohlenwasserstoffe beschrieben
wurde.®? Die Energie des Ti-Zustands von Azobenzol (80) wurde je nach
Stereoisomer zu 1.48 bzw. 1.28 eV berechnet. Der mrr*-artige T,-Zustand soll nach
quantenmechanischen Rechnungen von Gagliardi et al. bei ca. 2 eV liegen. " In
Hinsicht auf das Léschpotential von Azobenzolen fir angeregte Rhodaminfarbstoffe
im Triplettzustand ist daher anzunehmen, dass mindestens ein Triplettzustand des
Azobenzols unterhalb der Triplettenergie des Rhodaminfarbstoffs liegt (RH123:
1.90 eV bzw. RH110: 2.43 eV, siehe Kapitel 3.7.1). Ein Energietransfer ware somit

exergonisch und damit méglich.

Besonders interessant ist die trans/cis- bzw. E/Z-lsomerisierung der Azobenzole
(siehe Abbildung 3.47). Sie kann katalysiert, photochemisch und thermisch erfolgen.
Fur die Isomerisierung werden zwei Mechanismen diskutiert: Inversion und Rotation.
Am Beispiel von Azobenzol (80) sollen die Energieverlaufe der Isomerisierungs-
mechanismen besprochen werden.

Aufgrund des mrr*-Charakters erfolgt sowohl beim trans- als auch cis-Azobenzol (80)
eine direkte Anregung bevorzugt in den Sjy-Zustand. Durch IC relaxiert das
Azobenzol (80) in den Ss-Zustand. Durch Drehung der Phenylringe um die N=N
Bindung erlangt das Molekil ein energetisches Minimum mit einer konischen
Durchdringung (Cl) zum Sp-Zustand. Dieser Rotationsmechanismus wird bei
Isomerisierungsbetrachtungen bevorzugt, da er in der Regel bei Azobenzolderivaten

barrierefrei verlauft.
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Je nach Energiebarriere entlang der Inversionsachse des Si-Zustands ist bei einigen
Derivaten, wie dem unsubstituierten Azobenzol 80, auch ein konzertierter Inversions-
mechanismus denkbar. Mit Licht geeigneter Wellenl&dnge kann man die zwei Stereo-
isomere von Azobenzolen schalten. Azobenzole werden daher auch als Photo-

schalter zur Datenspeicherung auf CD-Rs verwendet.®4*"]

Rotation Inversion

Cis trans Cis

Abbildung 3.47: Schematische Hyperflichen der cis/trans-lsomerisierung von Azobenzol (80). "
68]

Die Durchdringung der Potentialflachen der T4- und Si-Zustdnde ermdglicht eine

schnelle Relaxation des angeregten Triplettzustands nach einem Energietransfer.

Die elektronischen Eigenschaften der Azobenzolderivate lassen sich durch die Deri-
vatisierung mit elektronenziehenden und/oder —schiebenden Substituenten modifi-
zieren. So lassen sich auch die Redoxpotentiale verschieben. Das Reduktionspoten-
tial von Azobenzol (80) wurde cyclovoltametrisch zu Eeg = -0.75 V bestimmt.*¥! Das
Oxidationspotential betrdgt Eox = 2.12 V. Damit eine Photooxidation bzw. Photo-
reduktion vom Rhodaminfarbstoff RH123 54 nicht stattfindet, muss das Reduktions-

potential E° . <-1.17 V und das Oxidationspotential £° .. >1.71V sein (siehe

Kapitel 3.6.2.2). Demnach ist Azobenzol (80) in der Lage RH123 54 zu photo-

oxidieren aber nicht zu reduzieren.
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Daraus ergibt die Zielsetzung im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Azobenzol-

derivate Derivate mit unterschiedlichen Substituenten zu synthetisieren.
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3.9 Synthese und Charakterisierung
potentieller Quencher

Ein Ziel dieser Arbeit ist es eine Bibliothek von potentiellen Quencher zu synthe-

tisieren. Die Verbindungen sollen folgende Substanzklassen vertreten:

. Cyclooctatetraene COT
o Diphenyldecapentaenen DPD
J Diphenylhexatriene DPH

° Azobenzole AB

CoT

Abbildung 3.48: Allgemeine Strukturen von Cyclooctatetraen- (COT), Diphenyldecapentaen- (DPD),
Diphenylhexatrien- (DPH) und Azobenzolderivaten (AB).
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Es werden Derivate mit unterschiedlichsten Substituenten hergestellt. Ihre Eignung
als Quencher fur den angeregten Triplettzustand von Fluoreszenzfarbstoffen wird
untersucht. Ein méglicher Zusammenhang von Struktur und Quenchpotential soll
erarbeitet werden, um Prognosen Uber das Verhalten weiterer, nicht synthetisierter
Verbindungen abgeben zu kénnen bzw. gezielte Synthese geeigneter Quencher zu

ermoglichen.
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3.9.1 Cyclooctatetraenderivate

Cyclooctatetraen (63) ist ein bekannter Triplettquencher fiir Rhodaminfarbstoffe.*2->

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Cyclooctatetraenderivate fir Unter-

suchungen synthetisiert.

3.9.1.1 Synthese

Eine Synthesestrategie fur substituierte COT beginnt mit der Halogenierung von

Cyclooctatetraen (63).14% %9 70!

X2

’
MeCl,, T~ -70 °C

63 82
X: Cl oder Br

Abbildung 3.49: Halogenierung von Cyclooctatetraen (63).

Die anschliel’iende Abspaltung von Halogenwasserstoff aus dem Dihalogenid 82
mittels einer Base gibt Chlor- bzw. Bromcyclooctatetraen (83). Als Basen werden z.
B. Phenyllithium ©® Natriummethanolat, Kaliumhydroxid oder Kalium-tert-butanolat

"% yerwendet.
Base
82 83

X: Cl oder Br
Abbildung 3.50: Abspaltung von Halogenwasserstoff aus 7,8-Dihalogen-cyclooctatrien (83).
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Das Bromcyclooctatetraen (83) dient als Ausgangssubstanz fur verschiedenste COT-
Derivate. Durch eine Metathesereaktion mit Lithiumorganylen erhalt man das
Cyclooctatetraenlithium (84)."" " Dieses kann z. B. mit elementarem Jod zum
Jodcyclooctatetraen (85) umgesetzt werden oder mit Brommethan (86) alkyliert
werden.™

Ausgehend von den monohalogenierten COT-Derivaten 83 ist eine weitere
Derivatisierung tber Grignard-Reaktionen méglich. "> " Diese metallorganische
Syntheseroute wurde 2007 von M. Ludwig in ihrer Diplomarbeit im Rahmen dieses
Projekts verfolgt.[”® |hr Ziel war es tber eine Grignard-Reaktion des Bromcycloocta-
tetraens (83) mit Kohlendioxid die Cyclooctatetraencarbonsaure (COTO01) herzu-
stellen. |hr gelang die Synthese des Bromcyclooctatetraens (83) in einer Ausbeute
von 42 %. Die anschlielfende Umsetzung schlug jedoch fehl.

Auch eine Williamsche Ethersynthese ist mit Bromcyclooctatetraens (83) zu COT-
Alkylethern maoglich.[

Kauflich erwerbbare Cyclooctatetraenderivate sind teuer. Das unsubstituierte Cyclo-

octatetraen 63 ist mit ca. 30 €/g das glnstigste Derivat.

COOCH,;
COOCH,

~30 €/g ~5500 €/g
63 87
~11300 €/g ~50300 €/g
88 89

Abbildung 3.51: Ausgewahlte Beispiele kauflicher Cyclooctatetraenderivate (Stand Februar 2011,
Sigma-Aldrich).
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Weitere Syntheseversuche nach dieser Strategie erscheinen daher kostspielig. Eine
Synthesestrategie die den Aufbau des COT-Chromophors aus gangigen Edukten
beinhaltet und somit gré3ere Ansatze ermdéglicht ist sinnvoller.

Willstétter und Waser publizierten 1911 eine mehrstufige Synthese des Cycloocta-
tetraens 63, die auf dem Pseudopelletierin (90) (auch Granatonin genannt) basiert.
Es ist ein Alkaloid, welches aus der Granatfrucht extrahiert werden kann.l”® Die erste
veroffentliche Synthese, die sich nicht auf einen Naturstoff stltzte, stammt aus 1948
von Reppe et all*®! Dabei wird unter Druck aus Acetylen mit einem Nickelcyanid-

katalysator (65) Cyclooctatetraen (63) gewonnen (siehe Abbildung 3.35).

Im Laufe der Jahre sind weitere Synthesen verdffentlicht worden. Meist sind es
Metallkatalysator gestiitzte Cycloadditionen von Olefinbausteinen.!””!

Bryce-Smith et. al. stellten 1963 eine photochemische Syntheseroute fur Cycloocta-
tetraenderivate vor.l”® Sie berufen sich dabei auf friihere Beobachtung von 1,2- und
1,4-Photoadditionen von Maleinsdureanhydrid (91) an Benzol (92) "%®" sowie
Versuche von Grovenstein et Rao mit Dimethylacetylendicarbonsaure (93).°2 Sie
bestrahlten Lésungen aus Benzol (92) mit Acetylenbausteinen und erhielten so
substituierte COT.

RI
92

Abbildung 3.52: Reaktionsschema einer Cyclooctatetraensynthese nach Bryce-Smith et Lodge'™®.

Ihre Synthese fur Methylcycloocta-1,3,5,7-tetraencarboxylat (COT02) wurde 1976

von Grunewald et al. aufgegriffen und weiter ausgearbeitet. ¢!
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V22: In Anlehnung an diese Versuche
wird der COT-Methylester COT02 syn-
thetisiert. Dazu wird eine Mischung
aus Methylpropiolat (94) und Benzol
(92) in einem Quarzreaktor mit einer
Quecksilberdampflampe (254 nm)
bestrahlt. Beim Bestrahlen verfarbt
sich die Reaktionslésung gelb. Dies ist
auf die Produktbildung zurlickzu-
fuhren. Wenn die Farbtiefe der Lésung
sich augenscheinlich nicht mehr
andert werden die flichtigen Edukte
92 und 94 unter verminderten Druck
am Rotationsverdampfer entfernt und

erneut bestrahlt, wahrend das Produkt

COTO02 zurickbleibt.
COOCH;,
‘ hv =
N e |
@254 nm N
H
92 94

Abbildung 3.53: Bestrahlungsapparatur aus
Quarzglasreaktor und Quecksilberdampflampe mit
einem Syntheseansatz fiir Methylcyclooctatetraen-

carboxylat COTO02. Links: aus; rechts: an.

COOCH; V22

COT02

Diese Prozedur wiederholt sich bis keine Verfarbung der Lésung mehr stattfindet.

Das so erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. Man erhalt
den COT-Methylester COT02 in einer Ausbeute von > 10 %.

V23: Die Umsetzung zur COT-Carbonsaure COTO01 verlauft Uber die Hydrolyse des

Ester COT02 mit Natronlauge.!
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0O 0
V23
O/ NaOH,, on
COTO02 COTO01
Nach der Extraktion erhalt man das Produkt COTO01
als kristallinen gelben Feststoff in einer Ausbeute
von 90 %.
V24: Durch die Reduktion des COT-Methylester
COT02 mit Lithiumaluminiumhydrid wird Methyl- Abbildung 3.54: Cycloocta-
cycloocta-1,3,5,7-tetraenylmethanol (COT03) darge- 1.3,5,7-tetraencarbonsaure
stellt 63! (COTo01).
0
LiAIH
o V24
EtO,
COTO02 COTO03

Saulenchromatographische Reinigung ergibt den COT-Alkohol COT03 als gelbes Ol
in einer Ausbeute von 50 %.

Analog zum Versuch 23, in dem der COT-Methylester COT2 aus Methylpropiolat
(94) und Benzol (92) hergestellt wurde, wird versucht das COT-Amin 95 durch die

Bestrahlung von Propargylamin und Benzol darzustellen.

NH,

hv
+ ‘ // » NH2

92 96 95
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Die Reaktion wird ebenfalls in einem Quarzglasreaktor mit einer Quecksilberdampf-
lampe als Strahlungsquelle durchgefiihrt. Die flichtigen Bestandteile werden im
Vakuum eines Rotationsverdampfers entfernt Das so isolierte Rohprodukt beginnt
beim Kontakt mit Luft stark zu rauchen. Es wird daher sofort in deuteriertem Benzol
aufgenommen. In einem aufgenommenen NMR-Spektrum konnte kein COT-Amin 95
nachgewiesen werden. Auf weitere Untersuchung zur ldentifizierung des gebildeten

Produkts wurde verzichtet.
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3.9.1.2 Redoxpotentiale und Ubergangsenergien von
COT-Derivaten

Die drei synthetisierten COT-Derivate COT01, COT02 und COTO03 zeigen, wie
erwartet, ein dhnliches Absorptionsverhalten (siehe Versuchsbeschreibungen). Dies
l&sst eine vergleichbare Verteilung der Energiezustdnde annehmen und damit ein
ahnliches Ldschverhalten der Derivate wie von unsubstituierten Cyclooctatetraen 63
vermuten. Um diese These zu kontrollieren wird die Carbonsdure COTO01 mit
Cyclooctatetraen (63) verglichen. Die Eigenschaften von Interesse sind die Redox-

potentiale und Zustandsenergien.

Redoxpotentiale: Die Redoxpotentiale von Cyclooctatetraen (63) und der Cyclo-
octatetraencarbonsdure (COTO01) wurden in Kooperation mit D. PFfiffi cyclovolta-
metrisch bestimmt.[**!

Tabelle 3-4: Redoxpotentiale von Cyclooctatetraen (63) und COT01 gemessen vs. NHS.

Exus/V Efas/V
Cyclooctatetraen (63) 1.76 -1.79
Cyclooctatetraencarbonséure (COT01) 1.69 -1.30

Das Oxidationspotential von Cyclooctatetraen (63) wurde von Eberson et Nyberg mit
einer Kalomel-Elektrode (saturated calomel electrode: SCE) zu Egrp = 142 V

bestimmt.®¥ Der Korrekturwert zur Normal-Wasserstoffelektrode (normal hydrogen

electrode: NHE) wird mit Exne = Esce + 0.24 V angegeben®®!. Fur das Oxidations-
potential vs. NHS ergibt sich daraus ein Wert von EJ;¢ = 1.68 V. Dieses

Oxidationspotential stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit den 1.69 V Uberein,
die von Pffifi bestimmt wurden.®*

Ermittelt man die freie Enthalpie AG° eines Elektronentransfers zwischen
angeregtem Rhodamin 123 (54) und 63 bzw. COT01 in Wasser nach Rehm-Weller

(siehe Kapitel 3.7.3) so erhalt man fir die Reduktion des Fluorophors Werte unter Null.
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Tabelle 3-5: Enthalpien der Reduktion bzw. Oxidation des S4 bzw. T4-angeregten Rhodamin 123 (54)
(E(Fo@S1 — 'F1@S1) = 2.32 eV, E('Fo@S1 « 'F1@T,) = 1.90 eV).

AGL, /eV AGY. eV
Sy T4 Sy Ty
Cyclooctatetraen (63) 0.05 0.49 0.62 1.04
coTo1| -0.02 0.40 0.13 0.55

Die Enthalpie einer mdglichen Reduktion durch die COT-Carbonsdure COTO01 ist mit
-0.02 eV nur leicht exergonisch. Da die Herleitung dieser Enthalpiewerte sich u. A.
auf quantenmechanisch errechnete Zustandsenergien stiitzt und die Rehm-Weller-
Gleichung nur eine Nahrung darstellt, sind geringe Abweichungen zu den tatsach-
lichen Werten nicht auszuschliel3en. Weiterhin unterscheiden sich Anregungsenergie
mit der Polaritdt des verwendeten Lésungsmittels. Ob ein zugesetztes COT-Derivat
tatsachlich ein angeregtes Rhodamin 123 (54) reduzieren kann, muss experimentell

geklart werden.

Ubergangsenergien: Die vertikale Anregungsenergie des Tq-Zustands E('Qu@S1 —
'Q;@T+) von Cyclooctatetraen (63) wurde von Frueholz et Kuppermann mittels Elek-
tronenspektroskopie zu 3.05 eV bestimmt®!. Die Anregungsenergie E('Qu@S1 —
'Q:@T,) der COT-Carbonsdure COT01 wurde von C. Marian quantenmechanisch zu
2.75 eV errechnet®!. Die vertikale Emissionsenergie des ersten angeregten Triplett-

zustands von Rhodamin 123 (54) wurde zu 1.90 eV bestimmt.

Tabelle 3-6: Vertikale Triplettanregungs- und Triplettemissionsenergien von ausgewahlten COT-

Derivaten und Rhodamin 123 (54).

E(Qu@S: — 'Q:@T:)/eV E(Fi@S: — 'F1@T:)/eV

63 3.051%
coTo1 2.75°"
RH123 1.90°%"
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Fur einen effektiven Triplettenergietransfer muss die Triplettanregungsenergie eines
Quenchers wenige kcal unterhalb der zu transferierenden vertikalen Triplett-
emissionsenergie des Fluorophors liegen. Vergleicht man die Energien der Uber-
gange der COT-Derivaten mit den 1.90 eV der Triplettemission von Rhodamin 123
(54) so erkennt man, dass diese deutlich gréler sind und ein Energietransfer, daher
unwahrscheinlich. Es ist jedoch bekannt, dass dieser dennoch stattfindet. Der Grund
liegt in den Konformationsanderungen des COT-Grundgerists (siehe Abbildung
3.34). Durch die Umwandlung der planaren Form in die Wannenform steigt die
Zustandsenergie im Grundzustand. Gleichzeitig sinkt der Singulett-Triplett-Abstand.
Diese geometriebedingte Abnahme der Triplettanregungsenergie macht einen

Energietransfer moglich."*



184

Hauptteil — Fluoreszenzsonden

3.9.1.3

Leistungsabhangige
an Rhodamin 123 (54) mit COT-Carbon-

saure COTO1 als Quencherzusatz in

FCS-Messungen

Ethanol wurden in Kooperation mit D.
Pfiffi durchgefuhrt!*?.  Dabei
COTO01 in Konzentrationen bis 726 uM

zugesetzt. Die Messungen sind in Abbil-

wurde

dung 3.55 dargestellt. Man kann erken-
nen, dass die Triplettamplitude des Rho-
damin 123 (54) mit zunehmender Quen-
cherkonzentration  sinkt

Pfeil).

(schwarzer

500 [RH123 (54) + COTO1

e OuM
N 400} © 63uM
T .« 248 M
= 300} 370 M

726 pM

10 10°
<I> | KW/cm?

Abbildung 3.56:

Rhodamin 123 (54) mit COTO01 unterschied-

licher Konzentration.

10’

Fluoreszenzrate von

FCS-Messungen von COT-Derivaten

3.0 RH123 (54) + COTO1
0 uM
——63uM
2.5 248 M
o0 370 M
n 20f 726 uM
(D (0]
ol ©/‘<
10° 10* 10° 10% 10" 10° 10
t I ms

Abbildung 3.55: Normierte FCS-Kurven von
Rhodamin 123 (54) mit COT01 unterschied-

licher Konzentration.

In Abbildung 3.56 ist die Fluoreszenzzahl-
rate pro Fluorophormolekil aufgetragen.
Als Konsequenz der L&schung des Trip-
lettzustands steigt wie vorhergesagt die
Fluoreszenzzahlrate mit der Menge des
Bei

Zugabe von COTO01 in einer Konzentration

zugesetzten Quenchers an. einer
von 726 yM gelang es die Fluoreszenz zu
verdoppeln.

Eine leichte Verschiebung des Kurven

Maximums ist durch die Quencherzugabe

zu hoéheren Laserleistungen zu beobachten. Dies bedeutet, dass die Stabilitdt des

Rhodamins durch die Zugabe von COT01 gesteigert werden konnte.

Diese Untersuchungen zeigen, dass Cyclooctatetraenderivate wie das unsub-

stituierte Cyclooctatetraen 63 als Quencher fir den angeregten Triplettzustand von

Rhodaminfarbstoffen geeignet sind. Als Additive kénnen sie die Fluoreszenz steigern

und die Stabilitat erh6hen.
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3.9.2 Diphenyldecapentaene

Diphenyldecapentaene (DPD) kénnen als Carotinoide mit verkirztem Polyensystem
betrachtet werden. Die Kombination des grof3en Singulett-Triplet Abstand von Caro-
tinoiden und die erhdhte Redoxstabiltat durch das verkleinerte Polyensystem lasst
eine Eignung als Quencher fir Rhodaminfarbstoffe erwarten.

Im Rahmen dieser Arbeit werden Diphenyldecapentaenderivate synthetisiert und ihre

Léscheigenschaften Gberpruft.

3.9.2.1 Synthese

Als Carotinoid ahnliche Verbindungen liegt es nahe die Diphenyldecapentaen-
derivate aus Bausteinen aufzubauen, die fur die Synthese klassischer Carotinoide
eingesetzt werden. Die Molekile lassen sich in zwei Komponenten unterteilen: die

Polyenkette und die Endgruppen.

\\\\\

Abbildung 3.57: Unterteilungsschema der Struktur von Diphenyldecapentaenderivaten in Synthese-

bausteine. Polyenkette: hellblau; Endgruppen: rot.

Die Einzelkomponenten sollen Uber eine Wittig-Reaktion verknlpft werden. Als
Mittelbaustein wird 2,7-Dimethyl-2,4,6-trien-1,8-dial (97) eingesetzt, welches von der
BASF AG zur Verfugung gestellt wurde. Zur Kopplung der Endgruppen missen
diese als Phosphoniumsalze vorliegen. Diese kénnen durch die Umsetzung von
Triphenylphosphin (98) mit Alkylhalogeniden oder Triphenylphosphoniumhydro-
halogenid (99) und Alkoholen dargestellt werden.
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R
A e P N
RT—

Tetrahydrofuran p. a.,
NaH

OM\(\
Z
Diethylethe\% &

OH x°
£ F0
S f /
929

Abbildung 3.58: Syntheseschema fir den Aufbau von Diphenyldecapentaenderivaten.

V25: Fir die Synthese des unsubstituierten, aromatischen Diphenyldecapentaen
DPD01 muss zunachst das benzylische Phosphoniumsalz 100 als Endgruppe

synthetisiert werden.!®®!

Es werden Triphenylphosphin (98) und Benzylbromid (101) in Diethylether zum
Ruckfluss erhitzt.
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OAW . P Diethylether P@ V25
100

101 98

Das Produkt 100 wird in einer Ausbeute von 69 % als ausfallender Feststoff
abfiltriert.

V26: Zur Synthese von 3,8-Dimethyl-1,10-diphenyldeca-1,3,5,7,9-pentaen (DPDO01)

wird das hergestellte Triphenylphosphonium-bromid 100 in einer doppelten Wittig-
Reaktion beidseitig an 2,7-Dimethyl-2,4,6-trien-1,8-dial (97) gekoppelt.[*® %

Bre
@ﬁpg@ + OMAO V26
100 @

97
Tetrahydrofuran p. a.,
NaH

A e e YN

DPDO01

Abbildung 3.59: Orangefarbene Kristalle von DPHO01.
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Die Umsetzung erfolgt in Tetrahydrofuran mit Natriumhydrid als Base. Die Ausbeute

des benzylischen Diphenyldecapentaen DPD01 betréagt 48 %.

Als weiteres elektronenarmes Derivat soll das in 4-Position trifluormethylsubstituierte

Diphenyldecapentaen DPDO02 synthetisiert werden.

V27: Fur die Endgruppe wird Triphenyl-[(4-triflourmethyl)benzyl]phosphonium-bromid
(102) hergestellt.®" Wie bei V25 wird das Benzylhalogenid mit Triphenylphosphin
(98) in Diethylether umgesetzt. Es gelingt, das Produkt 102 in einer Ausbeute von 38

o¥e
/@AW . P Diethylether _ P®—©
F3;C /@/

103 98

% zu erhalten.

Bei Versuchen das Phosphoniumsalz 102 aus Triphenylphosphoniumhydrobromid
(99) und 4-(Trifluormethy)benzylalkohol (104) analog dem ersten Schritt einer Appel-
Reaktion darzustellen, konnte die Produktbildung in Spuren beobachtet werden. Es

gelang jedoch nicht das Produkt 102 in analytischen Mengen zu isolieren.

Br

B°
. OH ® A, Tetrahydrofuran
H—P
oder Acetonitril
FsC

104 99



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 189

V28: Die Umsetzung des Phosphoniumsalz 102 zum Diphenyldecapentaen Derivat

DPDO02 erfolgt wie zuvor bei V26 in einer Wittig-Reaktion mit Natriumhydrid.

Br@
2 P®—© + OMO V28
102

104

Tetrahydrofuran p. a.,
NaH

CF,
\\\\\
FsC

DPD02

Das orangefarbene Produkt
DPDO02 wird in einer Ausbeute

von 14 % erhalten.

Abbildung 3.60: DPDO02
in Form eines orangefar-

benen Feststoffs.
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3.9.2.2 UV-spektroskopische Untersuchung

Die Absorption der Diphenyldecapentaene DPD01 und DPDO02 liegt zwischen 325
und 475 nm.

Wellenzahl x 1000/cm”

40 36 32 28 24 20

z
DPDO1
§ 15000 : /\w \j —DPDgZ
i CF3
10000
FsC

5000

)

Extinktionskoeffizient/[lI/(mol*

T T T T T T T T T | T 1
250 300 350 400 450 500 550
Wellenlange/nm

Abbildung 3.61: UV-Spektren von den Diphenyldecapentaenen DPD01 und DPD02 gemessen in

Chloroform.

Rhodaminfarbstoffe absorbieren zwischen 425 und 550 nm. Ihre Fluoreszenz wird im
Bereich von 500 und 650 nm emittiert. Bei den einzelmolekilspektroskopischen
Untersuchungen wird ein Argon-lonen-Laser der Wellenldnge 496.5 nm verwendet.
Die spektrale Nahe der DPD-Absorption zu der Anregungswellenldnge des Lasers
und der detektierten Fluoreszenz macht FCS-Messungen an Rhodaminen mit zuge-
setzten Diphenyldecapentaenen unmdglich. Fur die Durchfiihrung von Fluorophor-
Léscher Studien mit Rhodaminfarbstoffen werden hypsochromer absorbierende

Verbindungen benétigt.
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3.9.3 Diphenylhexatriene

Diphenylhexatriene, DPH, kénnen eben wie die Diphenyldecapentaene, DPD, als
Carotinoide mit verkirztem Polyensystem betrachtet werden. Im vorherigen Kapitel
wurde beschrieben, dass die Absorption von DPD zu bathochrom ist. Die Absorption
von DPH hingegen ist durch das kirzere Polyensystem zu kirzeren Wellenlédngen

verschoben.

Wellenzahl x 1000/cm’

40

-

(e}

o

o

o
|

10000 -

5000

Extinktionskoeffizient/[I/(mol*cm)]

T T T T T T T T ! T ! 1
250 300 350 400 450 500 550
Wellenldange/nm

Abbildung 3.62: UV-Vis-Spektren von den unsubstituierten DPHO1 und DPDO01 gemessen in
Chloroform.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Bibliothek von Diphenylhexatrienen synthe-

tisiert und untersucht.
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3.9.3.1 Synthese

Der Aufbau der Diphenylhexatriene lehnt sich wie bei den Diphenyldecapentaenen
aus Kapitel 3.92 an der klassischen Synthese von Carotinoden an. Auch die DPH

lassen sich in die Polyenkette und die Endgruppen unterteilen.

\\\

Abbildung 3.63: Unterteilungsschema der Struktur von Diphenylhexatrienderivaten in Synthesebau-

steine. Polyenkette: hellblau; Endgruppen: rot.

Die Einzelkomponenten sollen tber eine doppelte Horner-Wadsworth-Emmons- oder
Wittig-Reaktion verknipft werden. Als Bausteine fir die Endgruppen kommen
verschiedene Benzaldehyde zum Einsatz. Der Mittelbaustein kann ein Bisphospho-

nat oder Bisphosphoniumsalz sein.
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4 0
7N o r\/P\/\/\/
2R—|_/ + 0 //P\O
\ o
)105
m -
R
N GG
|

V29: Das Bisphosphonat 105 lasst sich durch eine doppelte Arbuzov-Reaktion aus
1,4-Dibrombut-2-en  (107) und Triethylphosphit (108) darstellen.®? Durch das
Erhitzen der beiden Substanzen wird die Reaktion in Gang gebracht. Das entsteh-
ende Ethylbromid (109) wird wahrend der Synthese abdestilliert. Nach destillativer
Reinigung erhalt man 2-Buten-1,4-ylen-bis(diethylphosphonat) (105) in einer Aus-
beute von 93 %.

/A >
2 P—d + I,

/
108 O\ 109
120 °C
- 2 EtBr
o)
o)
\P//\/\/\ /O
/ P
Q / 0
N o)

105

V29
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Das Bisphosphoniumsalz But-2-en-1,4-diylbis[(triphenylphosphonium)-bromid] (106)

stand aus Arbeiten von O. Fahr zur Verfigung.®!

Die Synthesen der Diphenylhexatriene erfolgen nach dem am Anfang des Kapitels
vorgestelltem Schema. Sie werden in der Regel in absolutem Tetrahydrofuran durch-
gefuhrt. Als Base findet vorrangig eine 60%ige Suspension von Natriumhydrid in
Mineral6l Anwendung. Zur Hydrolyse der Reaktionsmischung wird meist destilliertes
Wasser eingesetzt. Die jeweilige Reinigung richtet sich nach den Eigenschaften des
synthetisierten Derivats.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Synthesen mit jedem Benzaldehyd in der Regel
nur einmal durchgefihrt. Eine Synthesen- oder Ausbeutenoptimierung fand nicht
statt. Die entsprechenden Details der einzelnen Diphenylhexatriensynthesen sind im
Experimentalteil beschrieben. Synthesen aus denen kein Produkt isoliert wurde,
werden hier nicht diskutiert.

Die Diplomarbeiten von M. Ludwig und M. Murjahn wurden im Rahmen dieses

Forschungsprojekts betreut.!”> 4

Ihre Synthesen von DPH werden hier ebenfalls
diskutiert. Die entsprechenden Versuchsbeschreibungen aus den Diplomarbeiten

sind im Experimentalteil dieser Arbeit aufgefihrt.

Beispielhaft fur die allgemeine Synthesestrategie wird hier die Synthese des
unsubstituierten DPH 1,6-Diphenylhexa-1,3,5-trien (DPHO01) beschrieben.

V30: Das phenylische DPHO01 wird durch eine Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion

dargestellt.

Abbildung 3.64: DPHO01 als gelber, kristalliner Feststoff.
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absolutes Tetrahydrofuran
2NaH | BT 94 h

o ™ X

DPHO01

Ein Aquivalent 60%iges Natriumhydrid wird in absolutem Tetrahydrofuran vorgelegt.
Bei Raumtemperatur wird ein in absolutem Tetrahydrofuran geldstes Aquivalent
Bisphosphonat 106 unter Ruhren zugetropft. Nach einer halben Stunde tropft man
drei Aquivalente frisch destillierten Benzaldehyd (110) hinzu. Die Reaktionslésung
wird bis zur einseitigen Umsetzung des Bisphosphonats 106 gerthrt. Dies erkennt
man an der Bildung einer klaren, hellroten Lésung. Ein weiteres Aquivalent 60%iges
Natriumhydrid wird portionsweise zugegeben und das Reaktionsgemisch Uber Nacht
geruhrt. Ein dunkles Ol fallt aus. Der Reaktionsansatz wird mit geséattigter Natrium-
chloridlésung hydrolysiert. Die wassrige Phase wird mit Diethylether/Tetrahydrofuran
(1:3) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel wird im Vakuum einer Membranpumpe entfernt.

Das Rohprodukt enthalt nicht umgesetzten Benzaldehyd (110) und wird in Hexan
aufgeschwemmt. Uber Nacht bei 5 °C féllt ein gelber Feststoff aus. Dieser Feststoff
wird abfiltriert und in Ethanol digeriert. Man filtriert den hellgelben Niederschlag ab
und erhalt das gewlnschte kristalline Produkt DPHO1 in einer Ausbeute von 37 %.

Die folgenden Diphenylhexatrienderivate wurden im Rahmen dieser Arbeit erfolg-

reich synthetisiert.

V30
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3.9.3.1.1 Ubersicht iiber die synthetisierten elektronen-
armen DPH

In den Synthesen von elektronenarmen DPH wurden Benzaldehyde mit Halogen-,

Nitro-, Cyano- und Trifluormethylsubstituenten als Endgruppenbausteine verwendet.
F
Sy 0w
G N N X
g g “
. DPH02 DPH03 F
V32

F
F
‘ DPH04

Abbildung 3.65: Ausgewahlte elektronenarme DPH als kristalliner, gelber Feststoff; DPH02
(oben links), DPH06 (oben rechts), DPHO7 (unten links) und DPH11 (unzen rechts).
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3.9.3.1.2 Ubersicht iiber die synthetisierten elektronen-
reichen DPH

In den Synthesen von elektronenreichen DPH wurden Benzaldehyde mit Methoxy-,

Alkylamino-, Alkyl- und Phenylsubstituenten als Endgruppenbausteine verwendet.

OCH,
O H,CO
‘ NN O
HsCO

H3;CO
DPH13 DPH14
V42 | V43
N__ N
DPH15

DPH16

V44 V45
DPH17 DPH18
V46 var

Abbildung 3.66: Photos ausgewahlter elektronenarmer DPH.
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3.9.3.1.3 Ubersicht lber die synthetisierten heteroaroma-
tischen DPH

In den Synthesen der heteroaromatischen DPH wurden Pyridin- und Furancarb-

aldehyde als Endgruppenbausteine eingesetzt.

//’ N //N | ‘V50
|\\\\\||\\\\\ -53
N A NS

DPH21 DPH22
V50 V51
N7 | 0\
N N e U S N e P G
N \ o}
DPH23 DPH24
V52 V53

Abbildung 3.67: DPH22 als gelber, kristalliner Feststoff.
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3.9.3.1.4 Synthese von phenolischen DPH

Phenolischen Carotinoiden wird eine hohe antioxidatie Wirkung zugeschrieben.
Durch Hydroxygruppen in para- oder ortho-Position kann ein solches Polyensystem

durch Oxidation in die relativstabile chinoide Retroform gebracht werden.!*>*"!

OH O
-2
(@)

DPH25

T
(@]

OH

O
-2

111

Zur Synthese des para-hydroxysubstituierten DPH 4,4'-(Hexa-1,3,5-triene-1,6-diyl)di-
phenol (DPH25) wurde zunachst eine Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion unter
den zuvor vorgestellten Bedingungen mit Natriumhydrd in Tetrahydrofuran durch-
gefuhrt.

O
N OH
(0]
OFEt Il
9 + EtO\FL/\/\/T\OEt 2 NaH, - N e e N
(II) OEt abs. Tetrahydrofuran O
HO
OH
112 105 DPH25

Das zugegebene 4-Hydroxybenzaldehyd (112) wird in der basischen Reaktions-
I6sung deprotoniert. Eine Farbveranderung sowie eine leichte Tribung weist auf
Spuren einer Produktbildung hin. Jedoch gelang es wegen der hohen Léslichkeit der
farbigen Verbindungen in den wéssrigen und organischen Medien nicht, dass
Produkt DPH25 zu isolieren.
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Um die Menge der vorhandenen Base in der Reaktion zu minimieren wird die
Buddrus-Variante der Wittig-Reaktion mit Butylenoxid mit und ohne Zusatz von

Ethanol getestet.®® %! Es konnte keine Produktbildung beobachtet werden.

A Q2 OH
c® ® A/ O
P(Ph)
2 + (Ph)sg/\/\/m@ 3 7%4, O N ™ X
HO

112 113 DPH25

OH

V54: Synthesen von DPH nach Wittig kénnen in zweiphasigen Reaktionssystemen

mit Ultraschall durchgefiihrt werden.

O on V54
o 3 Utraschall O
rascha
2 + (Ph)35/\/\/'3(gh)3 e O A NN
Br
OH "o
112 106 DPH25

Die Edukte werden in einem System aus Ethylacetat und 3 M Natriumcarbonat-
I6sung beschallt. Das Phosphoniumsalz 106 I6st sich in der organischen Phase; der
4-Hydroxybenzaldehyd (112) in der wassrigen. Die Reaktion findet an der Phasen-
grenze statt. Durch diese Synthese gelang der Nachweis von 4,4'-(Hexa-1,3,5-triene-
1,6-diyl)diphenol (DPH25) im Produktgemisch. Reines Produkt konnte nicht erhalten

werden.

Die Rohproduktfraktionen von Synthesen von 4,4'-(Hexa-1,3,5-triene-1,6-diyl)di-
phenol (DPH25), die sich auf 4-Hydroxybenzaldehyd (112) als Endgruppenbaustein
stltzen, enthalten stets gréRere Mengen dieses eingesetzten Benzaldehyds. Bei der
Reinigung dhneln sich das Verhalten des gewiinschten Produkts DPH25 und des
Endgruppenbausteins 112 stark. Eine Trennung dieser zwei Komponenten war nicht

erfolgreich. Es wird daher beschlossen Syntheserouten zu verfolgen, in denen das



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 201

polare und pH-abhangige Verhalten der Hydroxygruppe durch eine Schutzgruppe
(PG) unterbunden wird.

\\\ \\\

HO PG—O
DPH25
X@
/\/\/P Ph)s
oder 106/113
EtO ?Et l
\P/\/\/I OEt
| OEt
0
105 112

Ein entsprechendes Alkoxyderivat wurde bereits synthetisiert: das methoxy-
substituierte DPH13. Zur Demethylierung der Methoxygruppe wurde DPH13 mit

Bortribromid in absolutem Methylenchlorid umgesetzt.

OCH3 OH
BBl"3
N NN O 7§L, NN O
.
H;CO HO

DPH13 DPH25

Es konnte kein Produkt isoliert werden. Es wird vermutet, dass das Bortribromid
(114) die Polyenkette angegriffen und den Chromophor zerstért hat.

Daher wird eine andere Schutzgruppe verwendet, die Benzoylschutzgruppe.

V55/V56: Zur Synthese von 4-Formylphenylbenzoat (115) wird 4-Hydroxybenzalde-
hyd (112) mit Benzoylchlorid (42) umgesetzt. Zugesetztes Pyridin fangt den entsteh-

enden Chlorwasserstoff ab.
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. N V55/
AN
0o 7 V56
|
N
+ Cl —_— >
0
OH

o}

112 42 115

Die Synthese wird einmal in Tetrahydrofuran als L&sungsmittel (V55) und in
Substanz (V56) durchgefiihrt. Es wurden Ausbeuten von 93 % bzw. quantitative

Umsetzung erreicht.

Die anschlieBende Reaktion des 4-Formylphenylbenzoat (115) mit dem
Bisphosphonat 105 zum benzoylgeschitztem DPH 116 unter den verwendeten
Wittig-Horner-Bedingungen (in Tetrahydrofuran mit Natriumhydrid) fihrte nicht zum

gewilnschten Produkt.

Ox
O
EtO C|)Et ||:|>
2 + \P/\/\/ |\OEt
I OEt
O O
115 105

@) NaH,

abs. THF
O
o O N XX O o
o

116
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Es wurden wenige Milligramm eines gelben Feststoffs isoliert, dessen Identitat

jedoch aufgrund der geringen L&slichkeit nicht geklart werden konnte.

Als alternative Schutzgruppe fir phenolische Hydroxygruppen wurde die Dihydro-

pyrangruppe ausgewabhlt.

V57: Die Reaktion von 4-Hydroxybenzaldehyd (112) mit 3,4-Dihydro-2H-pyran (117)
in Ethylacetat unter salzsaurer Katalyse fihrte zum 4-(Tetrahydropyran-2-
yloxy)benzaldehyd (118).

O

oS V57
O EtOAc
112 117 118

Das gewonnene Rohprodukt enthielt Dihydropyran. Weitere Reinigungsversuche
fuhrten zur zunehmenden Zersetzung des Produkts. Die Ausbeute dieser Stufe
betrug ca. 26 %.

V58: Der Versuch V57 wurde abgewandelt und in Methylenchlord mit Pyridinium-
para-toluolsulfonat (PPTS) als Katalysator durchgefthrt.

V58

PPTS
HQCCIQ

112 117 118
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Diese Variante fihrte zum dihydropyrangeschitzten Aldehyd 118 in einer Ausbeute
von 98 %.

V59: Die Umsetzung des Benzaldehyds 118 mit dem Bisphosphonat 105 zum DPH
DPH39 erfolgte analog den bekannten Wittig-Horner-Bedingungen (NaH, THF).

0
0
o@J o OE! I V59
2 + \ﬁ/\/\/ é ;OEt
o 0

118 NaH, 105

abs. THF
O O\(OJ

\j

SUChAS
@)

DPH26

Mit Dihydropyran 117 verunreinigtes DPH26 konnte als Rohprodukt isoliert werden.
Die Ausbeute betrug max. 9 %. Weitere Reinigungsversuche fiihrten zur Zersetzung
des Produkits.

Eine weitere Alternative als Schutzgruppe fiir phenolische Hydroxygruppen ist die

Methoxyethoxymethylgruppe.

V60: Bei dieser Reaktion wird zunéchst 4-Hydroxybenzaldehyd (112) in Methylen-
chlorid mit Diisopropylamin deprotoniert. Unter Eiskihlung wird eine Ldsung aus

Methoxyethoxymethylchlorid (119) zugetropft.
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= V60
o /\O/\/O\ —_—
H,CCl, o No O

112 119 120
4-[(2-Methoxyethoxy)methoxy]benzaldehyd (120) wurde in einer Ausbeute von 36 %

erhalten.

Die Umsetzung des geschutzten Benzaldehyds 120 zum DPH 121 und das
anschlie®ende Entschitzen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

durchgeflihrt, da sich der Fokus der Synthesen auf andere Systeme verschoben hat.

0
o~ EtO ?E g
2 + t /\/\/
~p Z | SOEt
OMEM I OEt

O
120 NaH, 105

abs. THF

OMEM
Y iilm
"Ilii] 121
MEMO

HCI,
THF/MeOH 2/1

OH
[Ilii N xR X iilm
HO

DPH25

Diese Schritte wurden jedoch 2006 von Zhuang et al. durchgefihrt und publiziert.®®!

FUr die Synthese der o- und m-hydroxysubstituierten DPH 111 und DPH25 wurden
die entsprechenden Hydroxybenzaldehyde mit der Dihydropyranschutzgruppe ver-

sehen.
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V61 bzw. V62: Die Synthesen von 2- bzw. 3-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd
(122 bzw.123) erfolgten analog zu Versuch 58.

N V61
PPTS 0. _©
"0 E 0
124 117 122
o) o) V62

PPTS o
O H2CC|2
OH (@)
12 117 123

Die Ausbeuten waren 59 % bzw. quantitativ. Das isolierte Rohprodukt war in beiden
Fallen mit Dihydropyran 117 verunreinigt und konnte ohne Produktverlust nicht

weiter aufgereinigt werden.

In  Untersuchungen an Carotinoiden mit unterschiedlichen
Endgruppen konnte von Scherrers gezeigt werden, dass 3,3’-Di-
hydroxyisorenieraten (126) besonders antioxidativ ist.®® Dies ist

auf seine trimethylphenolische Endgruppe zurlickzuflihren. Sie
OH
Abbildung 3.69:
@-Endgruppe.

wird auch als @-Endgruppe bezeichnet. Es soll ein DPH mit ¢-
Endgruppen synthetisiert werden. Zur Darstellung der Endgruppe

werden die Synthesearbeiten von Scherrers zur Hilfe genommen.

V63: Die Synthese der @-Endgruppe beginnt mit der Methylierung von 2,3,5-Tri-
methylphenol (127).

V63

NaH,
DMSO

127 125 129
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Bei der Reaktion handelt es sich um eine Williams-Ethersynthese mit Natriumhydrid
und Jodmethan (128) in Dimethylsulfoxid. Nach destillativer Reinigung erhalt man

Methoxy-2,3,5-trimethylbenzol 129 in einer Ausbeute von 81 %.

V64: Zur Koppelfahigkeit der Endgruppe wird Methoxy-2,3,5-trimethylbenzol 129 in

einer Vilsmeierreaktion zum Aldehyd 130 umgesetzt.

o)
~ V64
o)
\ _// + POC|3 —_—
/
O
O

129 131 132 130

+
z

Die Synthese gelingt mit einer Ausbeute von 84 %.

V65: Die Umsetzung von 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd (130) als End-
gruppe zum entsprechendem DPH27 erfolgt analog den bekannten Wittig-Horner-
Reaktionsbedingungen (NaH, THF).
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Man erhélt 1,6-Bis-(4-methoxy-2,3,6-trimethylphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH27) in

einer Ausbeute von 9 %.

Die Demethylierung einer aromatischen para-Methoxygruppe kann mit Bortribromid
(114) erfolgen. Vorherige Versuche haben gezeigt, dass unter diesen Reaktions-
bedingungen das Polyensystem eines DPH angegriffen und zerstért wird. Es wird
daher beschlossen einen Schutzgruppenaustausch an der noch ungekoppelten -

Endgruppe durchzufihren.

V66: Zur Demethylierung von 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd (130) wird

dieses in absolutem Methylenchlorid mit Bortribromid (114) umgesetzt.

O 0
Z = V66
BBr3
abs. H,CCl,
O\ OH

130 133

Nach sdulenchromatographischer Reinigung erhélt man 4-Hydroxy-2,3,6-trimethyl-
benzaldehyd (133) in einer Ausbeute von 32 %.

V67: Als neue Schutzgruppe wird die zuvor vorgestellte Methoxyethoxymethylgruppe
gewahlt. Die Umsetzung erfolgt analog zu V60.

o~ o 0°C o
+ m//\\o/”\\// ~ > o
OH H,CCl, O//\\O//\\V// .

133 119 134

V67
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Das gewiinschte Produkt 134 kann NMR-spektroskopisch identifiziert werden. Es ist
jedoch mit mehreren Nebenprodukten der Schutzgruppe verunreinigt. Weitere

Reinigungsversuche wurden nicht unternommen.

Die weitere Synthese zum geschitzten DPH 135 Uber eine Wittig-Horner-Reaktion
und die anschlieBende Entschitzung mit Salzsdure analog zur Syntheseroute fir
das phenolische DPH25 von Zhuang et al ist denkbar®,

OMEM
MEMO

135

HCI,
THF/MeOH 2/1

OH
L

\/

ooh
HO

DPH25
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3.9.3.1.5 Synthese von DPH mit erhéhter Wasserléslichkeit

Untersuchungen an biologischen Systemen werden haufig in wassrigen Puffern
durchgefiihrt. Daher werden DPH mit erhéhter Wasserldslichkeit synthetisiert.

V68: Zundchst wurde die Quarternisierung des bereits vorhandenen dimethylamino-
substituierten DPH15 durchgefihrt. Durch das Erhitzen vom DPH DPH15 mit Ethyl-
4-methylbenzolsulfonat (136) in einem zweiphasigen Wasser/Toluol-System konnte

in der wassrigen Phase quarterndres Produkt gebildet werden.

N
N
N
N DPH15
Toluol,
115 °C
O=?=O
~_© \’\6‘9/

136 ' \

\
j\@

DPH28

D.Pffifi gelang es in einem UV-Spektrum der wéssrigen Phase das quarternare
Amino-DPH28 durch die typische Dreifingerform nachzuweisen.!'® Die Absorptions-
maxima liegen bei 342, 357 und 377 nm. Ein UV-Spektrum in Ethanol zeigt nur eine
geringe Verschiebung um +1 nm. Das Edukt DPH15 im Gegensatz dazu in Ethanol
ein unstrukturiertes UV-Spektrum mit einem Maximum bei 402 nm aufzeigt. Weitere
spektroskopische Daten konnten nicht erhalten werden. Aus diesem und einem
weiterem Versuch das DPH15 mit lodmethan zu Quarternisieren konnten keine

Ausbeuten von Ammonium-DPH isoliert werden.

V68
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Als Alternativstrategie fur ein DPH mit erhéhter Wasserléslichkeit soll ein Derivat mit
einer Carboxygruppe dargestellt werden. Die Direktsynthese aus dem Bisphospho-
natbaustein 105 und 4-Carboxybenzaldehyd (137) fiihrte nicht zum gewlnschten
Produkt. Es soll daher der Syntheseumweg Uber einen Endgruppenbaustein mit

geschutzter Carboxyeinheit gegangen werden.
V69: Als Schutzgruppe fir 4-Carboxybenzaldehyd (137) wird die Tetrahydropyranyl-

gruppe ausgewahlt. Die Umsetzung des Aldehyds 137 mit Dihydropyran 117 erfolgt

mit 4-Toluolsulfons&ure in Ethylacetat.['"

=
O// e} O
OH + O . O O
o) @) U
137 117 138
Der THP-Aldehyd 138 ist im Rohprodukt erhalten. Er konnte nicht rein erhalten

werden. Weitere Reinigungsversuche fihren zur Verseifung.

V69

V70: Alternativ wird die Carboxygruppe des Aldehyds 137 mit einer Benzylschutz-
gruppe (Bn) versehen.
V70

o o/
K,COs,
OH + > O
DMF, 60 °C Bn
o} 0

Br
137 101 139

Durch die Umsetzung mit Benzylbromid (101) erhalt man den geschitzten Benz-

aldehyd 139 in einer Ausbeute von 93 %.

V71: Die Synthese zum DPH29 erfolgt mit dem Bisphosphonat 105 analog den
erarbeiteten Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktionsbedingungen. Die Umsetzung

gelingt mit einer Ausbeute von 28 %.
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0
O O OEt I
/ EtO_ | P. V71
Bn—O I OEt
o}
139 105
NaH, /Bn
abs. THF 9)
O O
o}
o}
Bn DPH29

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Abspaltung der Benzylschutzgruppe zur freien
DPH-Dicarbonsaure nicht mehr, da sich der Fokus der Synthesen auf andere

Systeme verschoben hat.
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3.9.3.2 Redoxpotentiale von DPH

Die Redoxpotentiale ausgewahlter, para- und meta-substituierter DPH wurden in

Kooperation mit D. Pfiffi cyclovoltametrisch bestimmt.! 1%

A
< i
L‘.:); 0.1 | DPH15 0.05 | DPH10
o L
= - 0.00 |-
= 00f -0.05 [

0.1

| DPH13 0.05 | DPHO7
0.0 - 0.00

I .0.05 |
01 F 01F

PHO1 DPH12
T % 0.0 -
0.05 | DPHO02 2 A 0 1
0.00 -

-0.05

o
—
I

E/V vs. Ag/AgCI

Abbildung 3.71: Cyclovoltamogramme von ausgewshiten DPH.™
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Abbildung 3.72: Allgemeine Struktur von DPH mit Nummerierung der méglichen Substituitionsposi-
tionen.

Tabelle 3-7: Redoxpotentiale von ausgewsahlten DPH gemessen vs. NHS!"%Z,

DPH Substituent in E{s/V ENfs/V
2,6und2,6  4und4’
DPH15 -H -N(CHs)2 0.57 -1.92
DPH13 -H -OCH; 0.99 -1.83
DPHO1 -H -H 1.28 -1.71
DPH02 -H -F 1.26 -1.83
DPH10 -H -CF3 1.42 -1.50
DPHO7 -H -CN 1.42 -1.29
DPH12 -CF;3 -H 1.52 -1.44

Tragt man die Redoxpotentiale dieser DPH-Derivate gegen die Hammett-Koeffizien-

ten 1193 1% ger Substituenten auf, so erhalt man zwei Geraden:

Exx=1.13+0.52:0 bzw. Erea =-1.68 +0.35:0  (3.13, 3.14)
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Abbildung 3.73: Auftragung der Redoxpotentiale ausgewahlter DPH-Derivate gegen die Hammett-
Koeffizienten ihrer Substituenten. Es ergeben sich die folgenden linearen Zusammenhéange:
Eox = 1.13 + 0.52:0 (3.13) bzw. E,eq = -1.68 + 0.35:0 (3.14).

Die rot schraffierte Flache zeigt den Potentialbereich an in dem Reduktionspotentiale
ausreichend hoch waéren, um ein Rhodamin 123 (54) zu oxidieren (Ereq > -1.17 V).
Die gelbe Linie (Ereq > -0.75 V) zeigt die Potentialschwelle einer mdglichen Oxidation
des angeregten RH123 (54) im T-Zustand. Die Reduktionspotentiale aller hier vor-
gestellten DPH-Derivate liegen unterhalb der Grenze von -1.17 V und somit
selbstverstandlich auch unter der Schwelle von -0.75 V. Eine Photooxidation von

Rhodamin 123 (54) ist daher mit keinem Derivat méglich.

Die blau schraffierte Flache zeigt den Potentialbereich an in dem Oxidations-
potentiale niedrig genug waren, um angeregtes Rhodamin 123 (54) zu reduzieren
(Eox < 1.71 V). Die grine Linie (Eox < 1.29 V) gibt die Potentialschwelle einer
moglichen Reduktion des angeregten RH123 54 im T4-Zustand wieder. Am Graphen
kann man sehen, dass nur die Oxidationspotentiale der elektronenarmen DPH mit
Triflourmethyl- (DPH 10 und DPH12) oder Nitrilsubstituenten (DPHO07) ausreichend
hoch sind, um eine Photoreduktion des Fluoreszenzfarbstoffs im S; ihrerseits zu
unterbinden. Alle vorgestellten Derivate kénnten RH123 54 im Tq-Zustand

reduzieren.



216 Hauptteil — Fluoreszenzsonden

Die linearen Zusammenhange zwischen den Redoxpotentialen und den Hammett-
Koeffizienten ermdglichen verlassliche Prognosen zu den Redoxpotentialen weiterer
substituierter DPH. Aussagen Uber ortho-substituiete DPH kénnen nicht gemacht
werden, da fur die ortho-Position aufgrund sterischer Einfliisse keine Substituenten-
parameter von Hammett und Taft bestimmt werden konnten. Es ist davon
auszugehen, dass nur DPH mit stark elektronenziehenden Substituenten sich als
ideale Quencher fir Rhodamine eignen. Dabei ist jedoch darauf zu achten, dass mit
zunehmendem Oxidationspotential auch das Reduktionspotential ansteigt und man
Gefahr lauft ein DPH zu erhalten, das mit einem E;.q > -1.17 V in der Lage ist, ange-

regtes RH123 54 zu reduzieren.

Tabelle 3-8: Hammett-Koeffizienten fir die meta- und para-substituierten DPH, die synthetisiert wur-

den. Der blaue Bereich zeigt den nicht reduzierenden bzw. oxidierenden o-Bereich. Bei fehlenden o-

Werten wurden o-Werte ahnlicher funktioneller Gruppen als Referenz herangezogen.[me" 1041

* = -N(Me),, -N(Et); bzw. -N(Bu),

¢ = -N"(Me)3

Verbindung . Substituent . o
in para in meta
DPH16 -N(Bu), -H -0.7-0.9
DPH15 -N(CHa)> H -0.83
DPH25 -OH -H -0.37
DPH13 -OCH3; -H -0.27
DPH18 -tBu -H -0.20
DPH19 -Bu -H -0.16
DPH26 -O-THP -H -0.16
DPH17 -iPr -H -0.15
.DPH20 P o001
- BBHOT T Ho H 0.00 """

DPHO02 -F -H 0.06
DPHO06 -Br -H 0.23
DPH04 -H -F 0.34
DPH29 -COOBnN -H 0.45
DPH10 -CF; -H 0.54
DPHO07 -CN -H 0.66
DPHO08 -NO, -H 0.78
DPH28 -N*(CH3)2(C2Hs) -H 0.82 *

DPH12 -H 2 x-CF3 0.86
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Méchte man Redoxreaktionen von Fluorophor und einem DPH-Derivat als Quencher
vermeiden, so kommen, bei Monosubstitutionen des DPH, Substituenten mit
Hammett-Koeffizienten o zwischen 1.11 und 1.46 in Frage. Ein Derivat mit diesen
Redoxeigenschaften wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht synthetisiert.
Berlcksichtigt man nur angeregtes RH123 54 im S;-Zustand, so liegen die
Potentialgrenzen bei E.q < -1.17 V bzw. Eox > 1.29 V. Dies entspicht Hammett-
Koeffizienten o von 0.31 < o < 1.46. Die DPH, von denen aufgrund dieser
Abschétzung keine Redoxreaktion mit singulettangeregtem RH123 54 erwartet wird,

sind blau schattiert.
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3.9.3.3 Ubergangsenergien von DPH

In Kapitel 3.7.1 wurde bereits erarbeitet, dass fur einen effektiven Energietransfer
von einem Rhodaminfarbstoff im Triplettzustand auf einen Quencher, die Anregungs-
energien zum Triplettzustand des Quenchers < 1.90 eV (= 653 nm) fur RH123 54
bzw. £2.43 eV (= 510 nm) fir RH110 1 seien. Die vertikale Anregungsenergie zum
Singulettzustand des Quenchers muss mindestens 2.40 eV sein, um einen Singulett-
Singulett-Energietransfer mit dem Fluoreszenzfarbstoff zu vermeiden. Zur
Bestimmung der Anregungsenergien der DPH werden spektroskopische und
guantenmechanisch errechnete Daten verwertet.

A/lnm
600 500 400 300

rel. Absorbanz/rel. Fluoreszenz

1.0 DPH12

15000 20000 25000 30000
~ -1
vicm

Abbildung 3.74: Absorptions- (rot) und Fluoreszenzspektren (blau) von ausgewahlten Beispielen der
synthetisierten DPH gemessen in THF (Kreise) mit multi-Gauss Analyse zur Bestimmung der

einzelnen Bandenlagen (gestrichelt). Die durchgezogene Linie gibt den Gesamtfit wieder.
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Die Ubergangsenergie fiir eine adiabatische Anregung aus dem Grundzustand zu
dem S;-Zustand entspricht dem 0-0 Ubergang im UV-Spektrum. Die Lage eines 0-0
Ubergangs lasst sich anhand einer Bandenanalyse des Absorptionsspektrums
bestimmen. Die Uberlappung mit einem Fluoreszenzspektrum liefert Gewissheit.
Beispielhaft sind in Abbildung 3.71 die Bandenanalysen der UV- und Fluoreszenz-
spektren von ausgewahlten DPH dargestellt."! Es ergeben sich folgende experi-
mentelle Werte fur die adiabatischen Singulett-Anregungsenergien der syntheti-
sierten DPH:

Tabelle 3-9: Wellenldngen und Energien in eV der 0-0 Ubergénge der synthetisierten DPH.

L&sungsmittel der gemessenen Spektren:

m: Cyclohexan ¢: Acetonitril A: Wasser o: Ethylacetat e: Dichlormethan
Verbindung Substituent Ao-o/nm  Eo-o/eV
in ortho in meta in para
DPH22 3-N-pyrindinyl 372 *® 3.33
DPH02 -H -H -F 374 ° 3.32
DPHO05 2x-F -H -H 375 * 3.31
DPH09 -H 1 x -N,O -H 375 *® 3.31
DPHO1 -H -H -H 378 ° 3.28
DPHO03 -F -H -H 378 * 3.28
DPH28 -H -H -N*(CH3),Et 379 4 3.27
DPHO04 -H -F -H 379 * 3.27
DPH10 -H -H -CF3 380 ° 3.26
DPH12 -H 2 x -CF3 -H 380 ° 3.26
DPH11 -CF3 -H -H 380 * 3.26
DPH23 2-N-pyrindinyl 383 * 3.24
DPH17 -H -H -iPr 386 * 3.21
DPH25 -H -H -OH 386 " 3.21
DPH19 -H -H -Bu 386 ° 3.21
DPH18 -H -H -tBu 387 * 3.20
DPH26 -H -H -O-THP 392 * 3.16
DPH14 1 x-OCH; 1 x-OCHs -OCH3 392 * 3.16
DPH13 -H -H -OCHg3 393 * 3.15
DPH24 2-furenyl 395 * 3.14
DPHO07 -H -H -CN 401 ° 3.09
DPH15 -H -H -N(CH3), 422 ° 2.94

DPH16 H -H N(Bu), 446 *  2.78
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Aus der Tabelle 3-9 geht hervor, dass alle vorgestellten DPH Anregungsenergien
zum Sq-Zustand Uber 2.40 eV besitzen. Eine Fluoreszenzléschung von Rhodamin-
farbstoffen durch diese DPH ist daher auszuschliel3en.

Die niedrigste Triplettanregungsenergie entspricht der Bande des So = 0) < T1w = 0)
Ubergangs der Phosphoreszenzemission. Phosphoreszenzspektren der DP sind im
Rahmen dieser Arbeit experimentell nicht zuganglich. Fur die Abschatzung von
Werten fir die Triplettanregungsenergien werden daher quantenchemische Rech-
nungen an ausgewahlten DPH zur Hilfe genommen. C. M. Marian bestimmte die
notwendigen Ausgangssymmetrien mittels (TD)DFT und flhrte far die Triplett-
energien DFT/MCRI-Rechnungen durch.[! Zur Methodenkontrolle wurden auch die
0-0 Ubergénge der Singulettanregung ermittelt und mit den experimentellen Werten

verglichen.

Tabelle 3-10: Berechnete und experimentelle adiabatische Anregungsenergien fur die S4- und Ty-

Zustande ausgewahlter DPH."

Verbindung Substituent Es(-0)exp/  Es(o-o)cal/ ! ET(0-0)calleV
in meta in para eV eV AEs(0-0) /eV
DPHO01 -H -H 3.28 3.10 0.18 1.39
DPH10 -H -CF3 3.26 3.06 0.20 1.37
DPHO02 -H -F 3.32 3.13 0.19 1.40
DPHO07 -H -CN 3.09 2.84 0.25 1.31
DPH12 2x-CF; -H 3.26 3.06 0.20 1.37
DPH15 -H -N(CHjs). 2.94 2.81 0.13 1.33

In Tabelle 3-10 ist eine gute Ubereinstimmung der berechneten adiabatischen
Singulettanregungsenergien mit den experimentell ermittelten Werten zu erkennen.
Die theoretischen Werte liegen im Durchschnitt 0.19 = 0.04 eV uber den
experimentellen. Nimmt man eine ahnliche Abweichung fir die Triplettanregungs-
energien an, so liegen alle errechneten Werte deutlich unterhalb der errechneten
Energiegrenze der Rhodaminfarbstoffe von 1.82 eV. Die DPH sollten energetisch in
der Lage sein, die angeregten Trilpettzustdnde von Rhodaminfarbstoffen zu

quenchen.
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3.9.3.4 FCS-Messungen an DPH

Leistungsabhangige FCS-Messungen an Rhodamin 123 (54) mit DPH als Quencher-
zusatz wurden in Kooperation mit D. Pfiffi durchgefiihrt.** Die Studien fanden in
ethanolischen Lésungen mit einer Sauerstoffkonzentration von ca. 0.1 % statt. Die

DPH wurden in Konzentrationen von 0 — 21 uM zugesetzt.

FCS-Messungen an DPHO01: D. Pfiffi

konnte zeigen, dass durch den Zusatz NN N O
von DPHO1 die Lebensdauer des Trip-

lettzustands von RH123 54 T; mit zu- O DPHO01

nehmender DPH-Konzentration ab-
nimmt (Abbildung 3.76, links). Die
Fluoreszenzzahlrate von Rhodamin 123 (54) steigt signifikant (Abbildung 3.73,

Abbildung 3.75: Struktur von DPHO01.

rechts).

RH123 (54) + DPHO1 RH123 (54) + DPHO1
0.04 e OuM e OuM
® 4.385uM 150 ® 4385uM
11.5 uM i 11.5 uM .
» 003F ® 153uM
N [}
£ T .
= 002 =" ¢
T ° AN
° [ ]
| 50 ® e g o000
0.01 s m2, 0
gt ®
® lo 8
0.00 Lot — 0 x —
10 10 10 2, 10

(1/2)/(kW/cm®) (I/ 2(kW/cm’)

Abbildung 3.76:" Rechts: Korrelationszeit des Triplettzustands von Rhodamin 123 (54) in Gegen-
wart unterschiedlicher Konzentrationen von DPHO01. Links: Fluoreszenzzahlrate von Rhodamin 123

(54) mit DPHO01 in unterschiedlichen Konzentrationen.

Aus diesen Messungen lassen sich kinetische Parameter ableiten (siehe dazu auch
die Dissertation von D. Pfifft'®!). Tragt man die Relaxationsrate kr des Triplett-
zustands und kisc gegen die DPHO01-Konzentration auf so erhdlt man einen
steigenden Zusammenhang (siehe Abbildung 3.78). Wahrend die ISC-Rate und
somit die Menge des gebildeten Triplettzustands von der Menge des zugegebenen

Quenchers nicht beeinflusst wird, steigt die Triplettrelaxationsrate mit zunehmenden
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Quencherkonzentrationen an. Dies entspricht der Verklrzung der Triplettlebens-
dauer tr. Als Konsequenz der Léschung des Triplettzustands steigt wie vorhergesagt
die Fluoreszenzrate. Die Zugabe von 15.3 uM DPHO1 fiihrt zu einer Steigerung der

Fluoreszenz um den Faktor drei.

15

@ k /(10%s™)

ISC

Lo k/(10™s™)

< 10
9
X

S (¢ )

o O
0 1
0 5 10 15 20
c(Q)/uM

Abbildung 3.77:"! Relaxationsrate k; des Triplettzustands und die Inter-System-Crossing-

Rate kisc gegen die DPH01-Konzentration-

Eine leichte Verschiebung des Kurven Maximums ist durch die Quencherzugabe zu
héheren Laserleistungen zu beobachten. Dies bedeutet, dass die Stabilitdt des

Rhodamins durch die Zugabe von DPHO01 gesteigert wird.
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Abbildung 3.78:" Fluoreszenzzahlraten (Fcpm) fir RH123 54 mit unterschiedlichen Konzentrationen
von DPH10, DPHO02 und DPH12.

FCS-Messungen an DPH10, DPH02 und DPH12: FCS-Messungen, wie zuvor flir
DPH10 beschrieben, wurden auch fur die elektronenarmen DPH10, DPH02 und
DPH12 durchgefuhrt.

Auch hier konnten Steigerungen der Fluoreszenzzahlraten und erhéhte Photosta-
bilitdt von Rhodamin 123 (54) durch den Zusatz von DPH als Triplettquencher beo-
bachtet werden. Die elektronenziehenden Substituenten beeinflussen die Triplett-
quenchfahigkeit nicht. Auffallig ist, dass DPH10 und DPHO02 &hnlichen grofl3en
Einfluss wie das unsubstituierte DPHO1 aufweisen. das DPH12 jedoch die Fluores-
zenzzahlrate bei einer Konzentration von 20 yM nicht verdreifacht, sondern lediglich
verdoppelt. Vergleicht man die Fluoreszenzzahlraten und die Triplettpopulation von
RH123 54 bei unterschiedlichen Konzentrationen von DPH01 und DPH12 so erkennt
man fur DPH12 in beiden Graphen eine Sattigung des L&schprozesses durch das

Abflachen der Kurven.
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Abbildung 3.79: Fluoreszenzzahlrate (links) und Triplettpopulation (rechts) von RH123 54 bei ver-
schiedenen Konzentrationen von DPHO01 (rot) und DPH12 (blau) bei einer Laserleistung von 1y/2 =
100 kW/cm?.

Bei geringen Konzentrationen sieht man einen linearen Anstieg; bei gréReren
Konzentrationen strebt das Quenchen gegen einen Grenzwert. Dies wird auf die
geringe Loslichkeit von DPH12 in Ethanol zurickgefuhrt. Eine Séattigung der
Messlosung ist ab einer Konzentration von ca. 10 yM DPH12 zu beobachten und
erklért die schwachere Quenchfahigkeit dieser Verbindung im direkten Vergleich mit
den anderen betrachteten Derivaten.

Die Léslichkeit von allen DPH in alkoholischen und wéassrigen Systemen ist gering.
Wie in Kapitel 3.9.3.1.5 beschrieben, wurden Versuche unternommen Derivate mit
erhdhter Wasserl6slichkeit zu synthetisieren. Es gelang jedoch nicht fir Quencher-
MaRlésungen wasserldsliche DPH in einer einsetzbaren Menge zu gewinnen.

Diese Untersuchungen zeigen, dass Diphenylhexatriene als Quencher fir den ange-
regten Triplettzustand von Rhodaminfarbstoffen hervorragend geeignet sind. lhr
Quenchpotential wird jedoch durch die geringe Léslichkeit in den Solvatationsmedien
limitiert. Um die lokale Konzentration von DPH in der Nahe vom Rhodaminfarbstoff
ausreichend hoch fir einen Energietransfer nach dem Dextermechanismus zu
erreichen (siehe Kapitel 3.6.1.2), sollen kovalente Bichromophorsysteme aus Quen-

cher und Fluorophor aufgebaut werden. Diese Strategie wird in Kapitel 3.10 erklart.
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3.94 Azobenzole

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese einer Bibliothek von Azobenzol-

derivaten durchgefihrt.

3.9.4.1 Synthese

Zur Darstellung von Azobenzolen gibt es verschiedene Synthesestrategien. Die wohl
bekannteste Route besteht aus der Diazotierung eines priméren, aromatischen

Amins und der anschlielenden Azokupplung an einen elektronenreichen Aromaten.

+H*

NaNO, + HCI HNO, NO*

-NaCl H0

Abbildung 3.80: Reaktionsschema einer Diazotierung und einer Azokupplung. EDG: elektronendo-

nierende Gruppe.
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Der elektronendonierende Substituent befindet sich wenn mdglich nach der
Kupplung in der para-Position zur Azobindung. Eine 1,4-Zweitsubstitution des ankop-
pelnden Aromaten flihrt zur ortho-Position der EDG im Azobenzol.

Eine Auswahl von Azobenzolen wird durch diese klassische Synthesestrategie
hergestellt. Da bisher in den Untersuchungen von S. Felekyan und P. Taureg keine
Struktur-Quenchpotential-Beziehung fur Azobenzole erarbeitet wurde, richtet sich
das Substitutionsmuster der synthetisierten Derivate nach der Verfligbarkeit der
Edukte.[*> *®! Die folgenden Derivate wurden durch die Umsetzung von aromatischen
Verbindungen mit Natriumnitrit (140) und Salzsaure bei T< 5 °C dargestellt." Die

Synthesen haben Ausbeuten bis 95 %.

N NH,
ABO02 ABO03

V72
HOOC N HOOC
< > \ / < > \\
N N
ABO04 \ ABo
Na/HOOCO \\ >—©7 \\
ABos C ABo C
V77
0 0 HO
Ny > < > AN
—0 N OH —0 N
ABO08 AB09
V78 COOH V79

COOH

Abbildung 3.81: Photos ausgewéhlter synthetisierter AB.
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Eine weitere Mdglichkeit das Azobenzolgerist aufzubauen ist die Umsetzung von
primaren, aromatischen Aminen mit Nitrosobenzol (141) in Eisessig bei Raum-

temperatur. So erhélt man einseitig substituierte Derivate.

@NO + HQN@R . QN//N@R

141

Die folgenden Azobenzolderivate kdnnen auf diese Weise hergestellt werden:

Oy O
N N
N CHs N -85

AB10 AB11 NHz
V80 V81
ON\\NOOCH3 ON\\NOCOOH
AB12 ABO1
V82 V83
@O OO
N COOCH; N COOCH,CHj
AB13 AB14
V84 V85

(o)
)
v
N

Abbildung 3.82: Photos einiger synthetisierter Azobenzole.
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Die Derivatisierung von Azobenzolen kann durch Reaktionen wie Veretherung oder

Bromierung erfolgen.

V86: Setzt man 4-Methylazobenzol (AB10) mit NBS (142) um so erhédlt man

4-(Brommethyl)azobenzol (AB15) in quantitativer Ausbeute.

V86

0
®7N\\ +Br—N DBPO QN\\ Br
N CHj N
@)

AB10 142 AB15

V87: Phenolische Azobenzole lassen sich Uber eine Williamson-Synthese mit
Mehtyliodid (128) und Natronlauge in Methylether tberfiihren.

V87

HOOCAON\\ + CH,l NaOH HOOCAON\\
N OH -Nal N OCH,4

-H20

ABO06 128 AB16

Abbildung 3.83: AB16 als orangefarbener Feststoff.

4’-Carboxy-4-methoxyazobenzol (AB16) erhdlt man so aus 4’-Carboxy-4-hydroxy-

azobenzol (AB06) in einer Ausbeute von 10 %.!"""]

V88: Diazenylische Ethylbenzoate kdnnen in ethanolischer Kaliumhydroxidlésung

zur freien Carbonséure verseift werden.

V88
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AV w0

AB14 ABO01

Die Synthese von 4-(Phenyldiazenyl)benzoesaure (AB01) aus Ethyl-4-phenyldi-

azenylbenzoat (AB14) verlauft mit einer Ausbeute von 88 %.!"%®!
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3.9.4.2 Redoxpotentiale von Azobenzolen

In Kapitel 3.6.3 wurde erlautert, dass die Redoxpotentiale potentieller Quencher
Aussagen Uber eine mdgliche Reduktion bzw. Oxidation von Fluoreszenzfarbstoffen
im angeregten Zustand ermobglichen. Die Redoxpotentiale ausgewahlter, hier
synthetisierter para-substituierter Azobenzole wurden in Kooperation mit D. Pfiffi

cyclovoltametrisch bestimmt.[' %%

Abbildung 3.84: Allgemeine Struktur von Azobenzol mit Nummerierung der méglichen Substitutions-
positionen.

Tabelle 3-11: Redoxpotentiale von ausgewahlten Azobenzolen gemessen in DMF vs. NHS!"%2,

AB Substituent in Efps/V Ea NV
4 e
ABO1 -H -COOH 2.06 -0.81
ABO7 -OH -COOCH3 1.31 -0.82
AB16 -OCH3 -COOH 1.34 -0.96
AB13 -H -COOCH3 2.06 -0.99
AB10 -CH;s -H 1.93 -1.29
ABO3 -NH> -COOH 1.12 -1.55
ABO02 -NH> -H 1.07 -1.54

Ermittelt man die freie Enthalpie AG® eines Elektronentransfers zwischen angereg-
tem Rhodamin 123 (54) und den Azobenzolen nach Rehm-Weller (siehe Kapitel3.6.3),

so findet man, dass das Azobenzolderivat AB10 mit einer Methylgruppe keine



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 231

Redoxreaktion mit angeregtem RH123 54 eingeht. Die Derivate AB01 und AB13
sind einseitig mit elektronenziehenden Substituenten versehen. Sie kénnen zur
Oxidation des singulettangeregten RH123 54 fihren. AB07 und AB16, die zusatzlich
zum elektronenziehenden Rest einen Methoxysubstituenten aufweisen, kénnen den
T4-Zustand von RH123 54 reduzieren und den Si-Zustand oxidieren. Die aminosub-
stituierten Azobenzole AB03 und AB02 kénnen RH123 54 sowohl im S4- und T1¢-

Zustand reduzieren.

Tabelle 3-12: Enthalpien der Reduktion bzw. Oxidation des S; bzw. T;-angeregten Rhodamin 123
(54) (E('Fo@S; « 'F1@S1) = 2.32 eV, E('Fo@S: « 'F1@T;) = 1.90 eV) durch verschiedene
Azobenzole. Rote Felder entsprechen potentieller Reduktionen des angeregten RH123 54; gelbe
Felder potentieller Oxidationen.

AGY,/eV AG? eV
Sy Ty Sy Ty
ABO01 0.77 0.35 -0.36 0.06
ABO07 0.02 -0.40 -0.35 0.07
AB16 0.05 -0.37 -0.21 0.21
AB13 0.77 0.35 -0.18 0.24
AB10 0.64 0.22 0.12 0.54
ABO03 -0.17 -0.59 0.38 0.80
AB02 -0.22 -0.64 0.37 0.79

Aus diesen Untersuchungen l&sst sich ableiten, dass zur Vermeidung von Redox-
reaktionen mit dem angeregten Fluoreszenzfarbstoff RH123 54 Azobenzolderivate
ohne Substituenten oder mit schwach elektronenschiebenden bzw. —ziehenden

Substituenten als Quencher eingesetzt werden muissen.
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3.9.4.3 Ubergangsenergien von Azobenzolen

In Kapitel 3.71 wurde beschrieben, dass fir einen effektiven Energietransfer von
einem Rhodaminfarbstoff im Triplettzustand auf einen Quencher, die Anregungs-
energien zum Triplettzustand des Quenchers < 1.90 eV (= 653 nm) fur RH123 54
bzw. £2.43 eV (= 510 nm) fur RH110 1 sein mussen. Die vertikale Anregungs-
energie zum Singulettzustand des Quenchers muss > 2.43 eV sein, um einen
Singulett-Singulett-Energietransfer mit dem Fluoreszenzfarbstoff zu verhindern.

Zur Bestimmung der Anregungsenergien der Azobenzole in den S¢-Zustand wird die
UV-Absorption betrachtet. Das Absorptionsmaximum von Azobenzolen liegt meist
zwischen 320 nm und 370 nm. Dies entspricht mit 3.35 - 3.87 eV der vertikalen
Anregung in den Ss-Zustand. Die entsprechenden UV-Spektren sind in Kapitel 6 bei
den Versuchsbeschreibungen abgebildet. Die langwellige Absorptionsgrenze liegt
bei 500 nm (2.48 eV). Damit liegen die Singulettanregungsenergien von Azobenz-
olen Uber den 2.40 eV der Rhodaminfluoreszenz und eine effektive Fluoreszenz-
I6schung durch einen Singulett-Singulett-Energietransfer kann ausgeschlossen
werden.

Triplettanregungsenergien der Azobenzole aus Emissionsspektren sind nicht
bekannt. Sie wurden jedoch von Monti et al. durch Triplettidschexperimente und SCF
Cl-Rechnungen auf 29-35 kcal/l mol (1.26 — 1.51 eV) abgeschatzt.f> % Die
Rechnungen konnten auch zeigen, dass die Triplettenergien von Azobenzolen weit-
gehend substitutionsunabhangig sind. Berechnungen von Astrand et al. konnten
diese Beobachtungen bestitigen."'” Die Triplettenergien von Azobenzolen sind mit
ca. 1.5 eV kleiner als die Triplettanregungsenergien von Rhodaminfarbstoffen. Ein
Triplett-Triplett-Energietransfer von einem Rhodamin auf ein Azobenzol ist daher

mdglich.
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3.944 FCS-Messungen an Azobenzolen

Leistungsabhangige FCS-Messungen an Rhodamin 123 (54) mit Azobenzolen, die
im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, als Quencherzusatz in Ethanol

wurden in Kooperation mit D. Pfiffi durchgefihrt.[** 1%

FCS-Messungen an AB01:

Normierte Korrelationskurven mit steigen- ABO1
den Azobenzolkonzentrationen wurden @N\

bei verschiedenen Leistungsdichten ge- NOCOOH
messen. Das Azobenzol AB01 wurde in

Konzentrationen von 0-386 pM zuge-  appildung 3.85: Struktur von ABOA.
setzt.

RH123 (54) + AB01
0 uM
—— 76 uM
— 159 uM
216 uM
386 uM

tc/ms

Abbildung 3.86: Normierte FCS-Kurven von Rhodamin 123 (54) mit AB01 unter-schied-licher Kon-

zentration und einer Leistungsdichte von 450 kW/cm? 1'%]

Es konnte gezeigt werden, dass durch den Zusatz von AB01 die Korrelationszeit des
Triplettzustands von RH123 54 (T;) und damit auch die Lebensdauer (tr) mit
zunehmender Azobenzolkonzentration abnimmt (Abbildung 3.82, links). Die Fluores-
zenzzahlrate (Fcpm) von Rhodamin 123 (54) steigt signifikant (Abbildung 3.87,
rechts). Bei einer Zugabe von ABO01 in einer Konzentration von 386 uM gelang es

die Fluoreszenz annadhernd zu verdreifachen.
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Eine leichte Verschiebung des Kurven Maximums ist durch die Quencherzugabe zu
héheren Laserleistungen zu beobachten. Dies bedeutet, dass die Stabilitdt des

Rhodamins durch die Zugabe des Azobenzols gesteigert werden konnte.

25l RH123 (54>.+ ﬁ?\; 700 L RH123 (54) + ABO1
® 76uM 600 -_ -0 HM
2ol o 159 uM I e 76 M
. 216 uM N °
> 385 uM T 500
N 1508 =< 400
=~ § 300
— L o
-~ 1.0 _\\‘\ |Lo
200
0.5} ° ° * o
o ° 100
L O 1 Ll N |
10" 10° 10° 10° 10

<[>/ kW/cm? <[>/ kW/cm?

Abbildung 3.87:1"% Links: Fluoreszenzzahlrate von Rhodamin123 (54) mit AB01 in unterschiedlichen
Konz-entrationen. Rechts: Korrelationszeit des Triplettzustands von Rhodamin123 (54) in Gegenwart

unter-schiedlicher Konzentrationen von AB01.

FCS-Messungen an AB03:

Fur das Azobenzolderivat ABO03 ABO03
konnte durch Messungen der Fluores- H2NON\

zenzzahlrate von RH123 54 bei stei- NOCOOH
genden Laserleistungen (Power

Series) und steigenden Azobenzolkon-  Apbildung 3.88: Struktur von AB03.

zentrationen eine Steigerung Signal-

starke und der Photostabilitit des Fluorophors nachgewiesen werden.*¥ Die
Messresultate sind in Abbildung 3.89 dargestellt. Das Azobenzol AB03 wurde in

Konzentrationen von 0 — 783 uM zugesetzt. Eine Steigerung von Uber einem Faktor

funf konnte beobachtet werden.
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[ RH123 (54) + AB03
| e OuM
5_ e 81uM
e 239 uM
No4r 381 uM
f I e 783 uM
§3
LLO L
3 2
L -
1
O =

s
<[>/ kW/cm?

Abbildung 3.89: Fluoreszenzzahlrate von Rhodamin 123 (54) mit AB03 in unterschied-lichen Kon-

zentrationen "

Tripletquenchraten von AB01 und ABO03: Tragt man die Relaxationsrate kr des
Triplettzustands und kisc gegen die Azobenzolkonzentration auf so erhalt man

lineare Zusammenhénge.

kE =k +k, [0  bzw. k§ =kise +k,'10] (3.15, 3.16)

k, : Relaxationsrate des Triplettzustands mit (Q) bzw. ohne (0) Quencher.

k, :Quencherabhangige Relaxationsrate des Triplettzustands
[Q]: Quencherkonzentration

k,’: Quencherabhangige Intersystem Crossingrate
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2.0 20 ° k; -
» 15 215
= e
° ©
& 1.0 1.0
0.5 0.5}
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 500
c(ABO1) / uM c(AB03) / uM

Abbildung 3.90:"¥ Auftragung der Relaxationsrate kr des Triplett-zustands (rot bzw. orange) und

der Inter-System-Crossing-Rate kis¢ (blau bzw. tiirkis) gegen die Konzentration von AB01 bzw. AB03.

Wahrend die ISC-Rate kisc und somit die Menge des gebildeten Triplettzustands von
der Menge des zugegebenen Quenchers nicht beeinflusst wird, steigt die Triplettrela-
xationsrate mit zunehmenden Quencherkonzentrationen an. Dies entspricht der Ver-
kirzung der Triplettlebensdauer tr.

Aus der Steigung der Auftragung der Triplettrelaxationsrate gegen die Quencher-
konzentration ergeben sich die folgenden Werte:

Tabelle 3-13:** Tripletquenchrate k4 ausgewahlter Azobenzole fiir RH123 (54).

AB Substituent in kqr/ M-s
4 4

ABO01 -H -COOH 2.510°

AB03 -NH, -COOH 3.6-10°

Als Konsequenz der Léschung des Triplettzustands steigt wie vorhergesagt die
Fluoreszenzzahlrate. Je gréRer die Tripletquenchrate kqr desto gréRer ist die

erwartete Signalsteigerung der Fluoreszenz des Rhodamin 123 (54). Sowohl AB01
und ABO03 zeigen diese Wirkung.
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Diese Untersuchungen zeigen, dass Azobenzole als Quencher fiir den angeregten
Triplettzustand von Rhodaminfarbstoffen geeignet sind.**! Als Additive kénnen sie

die Fluoreszenz steigern und die Photostabilitdt erhéhen.

3.9.5 Quenchleistung der potentiellen Quen-
cher

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Bibliothek von Triplettquenchern fir Rhodamin-
farbstoffe synthetisiert. Sowohl Cyclooctatetraen- (COT), Diphenylhexatrien (DPH)
und Azobezolderivate (AB) haben sich als geeignet erwiesen. Durch die Zugabe von
ausgewahlten Quenchern konnten die Fluoreszenzzéhlraten F¢p,m von Rhodamin 123
(54) je nach Verbindungsklasse um einen Faktor zwei bis fiinf erhéht werden (siehe
Tabelle 3-14).

Tabelle 3-14: Relative Steigerung der Fluoreszenzzéhlrate Fcpm von Rhodamin 123 (54) in

Abhangigkeit der zugesetzten Menge Quencher.

rel. Steigerung rel. Steigerung der
Quencher  Q/pumol der Fepm Fcpm/100 pmol Quencher
CcoTo01 726 1.80 0.248
DPHO1 15 3.26 21.7
DPH10 21 2.27 10.8
DPHO02 20 3.28 16.4
DPH12 20 1.95 9.75
ABO3 783 5.01 0.640
ABO1 386 1.92 0.497

Betrachtet man die Steigerungen der Fluoreszenzzahlraten Fcom pro zugesetzten
100 pmol ausgewahlter synthetisierter Quencher so erkennt man, dass bei gleicher
Konzentration die COT- und AB-Derivate merklich geringere Wirkung auf die

Fluoreszenzzahlrate aufweisen als die DPH-Derivate (siehe Abbildung 3.91).
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COT01

DPHO1

///

F
E

DPH02 NN O
CF,

DPH10

DPH12

| ' |
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|
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rel. Steigerung von FCpm von RH123 (54) pro 100 ymol Quencher

Abbildung 3.91: Relative Steigerung der Fluoreszenzzahlrate F¢pm von Rhodamin 123 (54) in
Abhangigkeit der zugesetzten Menge ausgewahlter Quencher.

Fir die FCS-Messungen in denen der Quencher einer ethanolischen Rhodamin-
I6sung oder wassrigen Puffersystemen zugesetzt wurde hat sich die geringe Léslich-
keit der DPH als problematisch erwiesen. Da sich nur geringe Mengen der hydro-
phoben Quencher I6sen, sind vergleichbare absolute Steigerungen wie mit den

I6slicheren AB in diesen Additivstudien nicht mdéglich.



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 239

3.10 Bichromophore

In den vorherigen Kapiteln wurden Cyclooctatetraen- (COT), Diphenylhexatrien-
(DPH) und Azobenzol- (AB) Derivate als Triplettquencher fir Rhodaminfarbstoffe
identifiziert. Die FCS-Untersuchungen an Rhodamin 123 (54) haben gezeigt, dass
die Triplett-Relaxationsrate kt des Rhodamins mit der Konzentration des zugesetzten
Quenchers ansteigt. Je hoéher die Konzentration an Quencher in der Messlésung,
desto kirzer ist die Triplettlebensdauer des Rhodamins. Diese Beobachtung tber-
rascht nicht, da Léschprozesse abstandsabhangig sind (siehe Kapitel 3.6.5). Hohe
Konzentrationen von Zusatzen sind bei einzelmolekllspektroskopischen Unter-
suchungen aber unerwiinscht, da Wechselwirkungen mit der Versuchsprobe den zu
untersuchenden Prozess beeinflussen, unterbinden oder weitere Nebenreaktionen
auslésen kénnen. Je nach ihren spektroskopischen Eigenschaften kénnen zuge-
setzte Léscher z. B. durch Absorption oder Eigenfluoreszenz auch die Detektion
stéren. Um die Quencherkonzentration in den Versuchslésungen niedrig zu halten,
und dennoch eine ausreichende radumliche N&he von Fluoreszenzfarbstoff und
Quencher fir eine effektive Triplettidschung zu gewéhrleisten, werden kovalent

gebundene Bichromophore (BCs) entworfen.

Abbildung 3.92: Einfaches Aufbauschema eines Bichromophors aus Fluorophor (F) und Quencher
Q).
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3.10.1 Aufbaustrategien von Bichromophoren

Im Rahmen dieser Arbeit werden Bichromphorsysteme aus Fluorophor und Quen-
cher entwickelt. Ziel dieser Entwicklung ist der Aufbau von Systemen in denen eine
raumliche Nahe der Chromophore fiir eine effektive Triplettidéschung des Fluores-
zenzfarbstoffs garantiert ist. Zum Aufbau der Bichromophore werden Fluoresceine
und Rhodamine als Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt.

Um eine definierte Anordnung der jeweiligen Chromophoren von Fluorophor und
Quencher in einem Bichromophor planen zu kénnen, muss die raumliche Struktur
der Farbstoffe bekannt sein.

Bei Rhodaminen und Fluoresceinen stellt die Xanthenyleinheit den Chromophor dar.
Als Beispiel wird hier die rdumliche Struktur von Rhodamin123 (54) rechts in
Abbildung 3.93 gezeigt.

Abbildung 3.93: Struktur von Rhodamin123 (54). Links ist die Lewisstruktur abgebildet; rechts die
raumliche Struktur in der Stabdarstellung berechnet mit MM2!'"".

Man erkennt, dass die Xanthenylebene senkrecht zum Phenylring steht. Der Phenyl-
ring eignet sich als Modifikationsort fiir die Erzeugung eines Bichromophors, da er
durch die fehlende Konjugation elektronisch nur wenig induktiv wechselwirkt. Die
Xanthenyleinheit sollte méglichst wenig beeinflusst werden, um die guten Fluores-

zenzeigenschaften nicht zu verandern. Dies wird auch bei der Herstellung von Fluo-
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reszenz-labeling-Farbstoffen bertcksichtigt. Diese Farbstoffe besitzen eine aktivierte
Koppelgruppe, meist in 5’- oder 6’-Position, Gber welche die Bindung ans biologische
Material erfolgt.

Cyclooctatetraene (COT), Diphenylhexatriene (DPH) und Azobenzole (AB) als
Verbindungsklassen, die Quencher fur Rhodaminfarbstoffe darstellen, wurden
bereits diskutiert (siehe Kapitel 3.8).

Um eine Fluorophor- und eine Quenchereinheit in einem Bichromophormolekl

unterzubringen, kann man unterschiedliche Strategien verfolgen.

3.10.1.1 Modifikationsstrategie

Eine Mdglichkeit des Bichromophoraufbaus ist die kovalenten Verknipfung von
Fluorophor- und Quencherbausteinen Uber einen Linker stellt die Modifikations-
strategie dar. Dabei wird ein Teil eines Fluorophormolekils, durch chemische Modifi-
kationen in eine Quenchereinheit, umgewandelt. In der Einleitung dieses Kapitels
zum Aufbau von Bichromophoren wurde erldutert, dass im Falle der Rhodamin- und
Fluoresceinfarbstoffe sich der einzelne Phenylring flr strukturelle Verdnderungen im
Molekll anbietet, damit die Fluoreszenzeigenschaften des Xanthenchromophor
bestehen bleiben.

Diese Aufbaustrategie eignet sich vor allem fir Quencher mit Phenylgruppen. Im
Rahmen dieser Arbeit eignen sich dazu die Verbindungsklassen der Diphenylhexa-
triene (DPH) und Azobenzole (AB).
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Abbildung 3.94: Strukturbeispiele von Bichromophoren nach der Modifikationsstrategie mit einer
Azobenzoleinheit links bzw. Diphenylhexatrieneinheit rechts als intramolekularen Quencher (rot). Als
Fluoreszenzfarbstoff (griin) kénnen Fluorescein (2) (X = OH) oder Rhodamine (X = NR;) eingesetzt

werden.

Berlcksichtigt man die Verdrillung des Xanthenchromophors zum einzelnen Phenyl-
ring in Fluorescein (2) und Rhodaminen, so kann man davon ausgehen, dass in
einem Bichromophor nach der Modifikationsstrategie die Ebene der Quenchereinheit
ebenso um etwa 90° verdreht zur Fluorophorebene ist. Ob diese Anordnung der
Einheiten zu einer effektiven Uberlappung von den Wellenfunktionen fiir einen
Energietransfer nach dem Dexter-Mechanismus geeignet ist wird experimentell
geklart werden mussen. Dazu wird in dieser Arbeit ein Bichromophor nach der

Modifikationsstrategie mit einer Quenchereinheit von Azobenzoltyp synthetisiert.
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3.10.1.2 Verknupfungsstrategie

Eine Alternative zur Modifikationstrategie ist die kovalente Verknipfung von Quen-
cher und Fluorophor. Fir eine kovalente Kopplung eines Léschers an Rhodamine mit
moglichst geringem Einfluss auf die hervorragenden Fluoreszenzeigenschaften
eignet sich, wie in Kapitel 3.10.1 diskutiert wurde, der einzelne Phenylring. Als
ndtzlich erweisen sich bei diesem Syntheseansatz die bereits erwéhnten Labeling-
Farbstoffe. Man kann die Farbstoffe als aus der Synthese stammendes

Isomerengemisch oder aufgereinigt als 5’- oder 6’-Carboxyisomer erwerben.

COOH

R,N OH HO NR,

ZnCI4
HCIO, | -2 H,0

6 _—
HooC ./

AN /
RN l o)

Leukoform

o)

Abbildung 3.95: Allgemeines Syntheseschema von Rhodaminfarbstoffen.
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In den kommerziellen Fluoreszenzmarker von Rhodamintyp ist die Carboxylgruppe in
5 bzw. 6’-Position aktiviert. Als aktivierte Kopplungsstellen dienen Funktionalitdten
wie z.B. NHS-Ester, Maleimide, Azide, Isothiocyanate oder Alkine. Auch Fluorescein-
derivate mit einer aktivierten Carboxylgruppe in 5’ bzw. 6’-Position werden kommer-

ziell angeboten.

Abbildung 3.96: Allgemeine Strukturen aktivierter Rhodamin und Fluoresceinderivaten. AKS:
aktivierte Koppelstelle.

Wirde man nun einen Quencher Uber diese aktivierten Koppelstellen an den Fluo-
reszenzfarbstoff binden, so befanden sich Quencher und Fluorophor auf gegeniber
liegenden Enden des Phenylrings. Der Abstand einer solchen Anordnung betragt ca.
10 A. Eine Uberlappung der Wellenfunktionen von Quencher und Fluorophor, eine
Vorraussetzung fir den hier erforderlichen Dexter-Energietransfer, ware unter diesen
Umstanden nicht moglich; ebenso wenig wie fur einen L&schprozess nach dem
Charge-Transfer-Mechanismus.

Um den Abstand der verknipften Quencher- und Fluorophoreinheiten in einem Bi-
chromophor auf nur wenige Angstrém zu bringen, muss der Quencher (ber einen
Linker an den Fluorophor gebunden werde. Der Quencher kann sich dann uber den
Linker ,zurtickbiegen® und sich dem Fluorophor nahern. Die Verdrillung des einzel-
nen Phenylrings zum Xanthenylchromophor darf bei diesen geometrischen Betrach-

tungen nicht auRer Acht gelassen werden.
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Abbildung 3.97: Modell eines Linker-verbriickten Bichromophors.

Als Linker bieten sich aufgrund ihrer Flexibilitdt und geringer Reaktivitat Alkylketten
an. Auch aktivierte Fluorophore mit Koppelstellen an angehangten Alkylketten sind
kommerziell erhaltlich (siehe Abbildung 3.98).

Eine Schwierigkeit bei der Umsetzung dieser Strategie liegt in der Wahl der richtigen
Kettenldnge des Linkers. Ein zu kurzer Linker verhindert das Zuriickbiegen des
Quenchers zum Fluorophor. Eine zu lange Kette fuhrt zu einem groflen Abstand
zwischen Quencher und Fluorophor und fihrt im Extremfall zu diffusionkontrollierter
Quenchkinetik. Im Sinne eines Ball-Chain-Modells sollte die Kette im Idealfall so kurz

wie méglich, aber so lang wie es fiir eine Wechselwirkung nétig ist sein.[''?

Im Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene Bichromophore nach der Verknipf-
ungsstrategie synthetisiert. Als Fluorophorbausteine werden kommerziell erworbene
Fluoresceine und Rhodamine verwendet. Diese Derivate sind in der 6’-Position mit
einer C5-Alkylkette verldngert. Als Koppelstelle dient eine NHS-Esterfunktion.
Es handelt sich um den Fluoresceinfarbstoff (9-{2-Carboxy-4-[6-(2,5-dioxopyrrolidin-
1-yloxy)-6-oxohexylcarbamoyl]phenyl}-3,6-dihydroxyxanthylium)-chlorid (143)
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® 143

Abbildung 3.98: Struktur von DY495-X5-NHS-Ester (143).

Dieser Farbstoff wird von Dyomics unter der Bezeichnung DY495-X5-NHS-Ester
(143) vertrieben. Der Name setzt sich aus einer Abklrzung des Herstellers (DY), der
Wellenldnge des Absorptionsmaximums des Farbstoffs (495 nm), aus der Lange der
eingefigten Alkylkette (X5) und der aktiven Gruppe (NHS-Ester) zusammen. Es
handelt sich hierbei um das reine 6’-Carboxyisomer.

Als Rhodaminbaustein in den Bichromophorsynthesen dieser Arbeit nach der Ver-
knupfungsstrategie wurde (3,6-Diamino-9-{2-carboxy-4-[6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-

oxy)-6-oxohexylcarbamoyl]phenyl}xanthylium)-chlorid (144) verwendet.

‘ O
COOH
\ C|e
/
HoN l o . NH, 144

Abbildung 3.99: Struktur von DY505-X5-NHS Ester (144).
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Dieser Farbstoff ist ein Derivat des Rhodamin 110 (1) und wird von Dyomics unter
der Bezeichnung DY505-X5-NHS-Ester (144) vertrieben. Auch hierbei handelt es
sich um das reine 6’-Carboxyisomer.

Fur die VerknUpfung mit einem Fluoreszenzfarbstoff, der mit einer NHS-Esterfunktion
aktiviert wurde, eignen sich hervorragend Linker mit freien Aminogruppen. Analog zu
herkdbmmlichen Markierungsassays fiir Proteine erfolgt die Umsetzung mit einer

organischen Base in Dimethylformamid.

0
0
N
: )ko/ +  HyN n
o)

DIPEA (Hlnig Base),
DMF

Bichromophor

n

Abbildung 3.100: Allgemeines Syntheseschema fiir Bichromophore nach der Verknipfungsstrategie.

Als Vorbild fir die hier in dieser Arbeit vorgestellten Bichromophorsynthesen sind die
Arbeiten von Alterman et al.l'*® Als Base kommt Diisopropylethylamid zum Einsatz.
Die Cyclooctatetraene (COT), Diphenylhexatriene (DPH) und Azobenzole (AB), die
in dieser Arbeit bisher als potentielle Quencher synthetisiert wurden, enthalten keine
Aminogruppe fur eine mdgliche Kopplung an die ausgewahlten aktivierten Fluores-
zenzfarbstoffe. In weiteren Syntheseschritten werden daher koppelfahige Quencher-
derivate synthetisiert, die anschliefend mit DY495-X5-NHS Ester (143) bzw. DY505-
X5-NHS Ester (144) zu Bichromophoren umgesetzt werden.
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3.10.2 Synthese der Bichromophorbausteine

Zur Synthese von Bichromophore nach der Verknlpfungsstrategie werden Quencher

mit freien Aminogruppen benétigt.

3.10.2.1 Cyclooctatetraenbausteine fiir Bichromophorsyn-

thesen

Die Synthesen von Cyclooctatetraenbausteinen fur die Bichromophorsynthesen ba-
sieren auf den bereits synthetisierten Cyclooctatetraenderivaten. Zur Einflihrung
einer Aminogruppe wird versucht eine Diaminoalkylkette Uber eine Amidbindung an

die Cyclooctatetraencarbonsaure COT01 zu koppeln.

V89: Dazu wird zunédchst die Carbonsdure COTO01 mit Thionylchlorid (145) zum
Saurechlorid COT04 umgesetzt.

V89

o
I

+
OH /S\

> Cl
Cl I

C

COTo01 145 COTO04

Die Synthese erfolgt in Substanz. Es wird von quantitativem Stoffumsatz ausgegan-
gen und das sehr reaktive Rohprodukt ohne weitere Analyse umgesetzt.

Das Saurechlorid COT04 wird in Tetrachlorkohlenstoff gelést und auf Ethylendiamin
(146) getropft. Die Synthese stlitzt sich auf Versuche von Benzoylchlorid (42) mit
Ethylendiamin (146).1""
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)

0
ot NH, —f > NH,

COT04 146 147

Es ist eine heftige Reaktion zu beobachten. Jedoch gelang es nicht das gewilinschte
Produkt 147 zu isolieren.

Um Nebenreaktionen, wie Oxidationen der Aminogruppe, zu vermeiden und die
saulenchromatographische Isolation zu erleichtern wird ein unpolareres Produkt
angestrebt. Dazu wird Ethylendiamin (146) einseitig mit einer tert-Butyloxycarbonyl-
gruppe (BOC) geschitzt und anschlieRend mit der COT-Carbonsaure COTO01

umgesetzt.

V90: Zur Synthese des geschutzten Ethylendiamins 148 wird Ethylendiamin 146 mit
BOC,0 149 umgesetzt. [

o 9 i V90
ool e szw”)kok

146 149 148

Die Reaktion verlauft mit einer Ausbeute von 97 %.

Eine Umsetzung mit dem Cyclooctatetraensdurechlorid COT04 mit dem BOC-

geschitztem Ethylendiamin 147 fiuhrte nicht zum gewinschten Produkt 150.

ot HZN\/\”iOk %’6%\/%/{0/%
50

COT04 148 1
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Es wird vermutet, dass die Salzsaure, die unter den Reaktionsbedingungen aus der
Hydrolyse des Sé&urechlorids COT04 entsteht, zum Abspalten der Schutzgruppe
fihrt. Es wird daher die BOC-Schutzgruppe durch die sdurestabile Fluorenylmeth-
oxycarbonyl-Schutzgruppe (Fmoc) ersetzt. Dazu muss zunachst das Fmoc-
geschitzte Ethylendiamin 151 in zwei Stufen aus dem BOC-geschutzten Ethylen-

diamin 148 synthetisiert werden.!""®

V91: In einem ersten Schritt wird das einseitig geschiitzte Ethylendiamin 148 mit der
asymmetrisch als Succinimidester aktivierten Fmoc-Schutzgruppe 152 umgesetzt.

Man erhéalt das bis-geschitzte Ethylendiamin 153 in quantitativer Ausbeute.

: .
HZN\ANJKO)<+ O. ’ 0)5

148 152

Q. O*HNHTOK
O 153

V92: In einem zweiten Schritt wird die BOC-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure

abgespalten.

V92

Q )J\ /\/N /\/NH2
. \H/ W< TFA
O CH2 C(CHs),

153
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Man erhalt das Fmoc-geschitzte Ethylendiamin 151. Auch hier verlauft die Reaktion

quantitativ.

Auch die Umsetzung mit dem Cyclooctatetraensdurechlorid COT01 mit dem Fmoc-

geschitztem Ethylendiamin 151 fihrte nicht zum gewlnschten Produkt 154.

0 -
O an

COT04 1

154

V93: Alternativ zu einem Alkyldiamin wird das COT-S&urechlorid COT04 mit 25%iger

Ammoniaklésung umgesetzt.'”!

O O
O/”\CI * ONH; o™ O/”\NHZ

COT04 COTO05

Man erhélt ein Cyclooctatetraencaboxamid COTO05 mit einer Ausbeute von 98 %.

Fur die anschlieRende Kopplung an einen Rhodaminfarbstoff benétigt das Cycloocta-
tetraenderivat als Synthesebaustein eine primdre Aminogruppe. Zur Reduktion des

COT-Carboxamid COT05 zum primaren Amin 155 wurde Lithiumaluminiumhydrid

eingesetzt.

Va3
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NH, ;{ NH,

COTO05 155

Es gelang jedoch nicht das gewlinschte Produkt 155 zu isolieren.

Da die Versuche eine Aminogruppe an einem Linker Uber eine Amidbindung einzu-
fuhren nicht zu dem erwinschten Erfolg fuhrten, wird als alternative Verknupfungs-
mdglichkeit die Williamson Ethersynthese gewahlt. Als Cyclooctatetraenbaustein
dient der Alkohol COTO03.

V94: Als Linker-Amino-Komponente wird 3-Brompropylamin (156) zunachst mit einer
BOC-Schutzgruppe versehen.[''® 1'% Die Schiitzung von 3-Brompropylamin (156) er-
folgt ebenfalls mit BOC,O 149. Die Versuchsbedingungen richten sich nach den

Synthese von 157 von Brouwer et al. und Kuo et al.''® 120]
V94
0 o) 0 /Z
Br/\/\NHfﬁ\o)J\O)J\O/Z - Br/\/\”)J\O
156 149 157

Die Umsetzung zum entsprechenden Carbamat 157 erfolgt mit einer Ausbeute von
90 %.

V95: Der BOC-geschutzte Linker 157 wird in einer Williamson Ethersynthese
kovalent an dem COT-Alkohol COT03 gebunden.
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@)
V95
OH + Br/\/\N)J\O/Z
H

COT03 l 157
O
O/\/\ /k /Z
N 0
H
COT06

Es gelang eine geringe Menge eines Gemisches aus dem Alkohol COT03 und dem
erwiinschten Produkt COT06 zu isolieren. Die erhaltene Mischung zerfiel nach
kurzer Zeit. Bei einer Wiederholung des Versuchs gelang es nicht den Linker-

verlangerten COT-Baustein COT06 zu erhalten.

Aufgrund der praparativen Schwierigkeiten wurde der Fokus der Synthesen auf die

Quencherklassen Diphenylhexatriene und Azobenzole gerichtet.
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3.10.2.2 Diphenylhexatrienbausteine fir Bichromophor-

synthesen

Bei den Synthesen von Diphenylhexatrienderivaten (DPH), die bisher beschrieben
wurden, sind stets symmetrische Verbindungen hergestellt worden. Um ein DPH ein-
seitig Uber einen Linker an einen Fluoreszenzfarbstoff zu koppeln, bendtigt man ein
asymmetrisch substituiertes Derivat.

Es wurde daher versucht ein einseitig substituiertes DPH nach der bisherigen
doppelten Wittig-Horner-Emmons Synthesevorschrift fir symmetrische DPH herzu-
stellen. Es wurde sich fir je eine unsubstituierte und eine 4-methoxysubstituierte
Endgruppe entschieden. In einem ersten Schritt wurde das Bisphosphonat 105 mit
einer dquimolaren Menge Natriumhydrid einseitig deprotoniert und eine dquimolare
Menge Anisaldehyd (158) zugegeben. Die Reaktionsldsung 24 h bei RT gerthrt, um
die einseitige Umsetzung zu ermdéglichen. In einem zweiten Schritt wurde erneut eine
aquimolare Menge an Natriumhydrid zugegeben, um die nicht umgesetzte Seite des
Phosphonatmittelbausteins 105 zu deprotonieren. Fir die zweite Wittig-Horner-
Emmons Reaktion wurde Benzaldehyd 110 zugetropft. Die Reaktion wurde analog
den symmetrischen DPH-Synthesen aufgearbeitet. Es konnte jedoch kein Produkt

158 isoliert werden.
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Da die Eintopfsynthese von einseitig substituierten DPH-derivaten nach den bis-
herigen Synthesevorschriften nicht zu den erwlinschten Ergebnissen fuhrt, wird der
Fokus auf Synthesestrategien gelegt in denen das DPH in mehreren Stufen von
einer Endgruppe zur zweiten aufgebaut wird.

Ziel dieser Synthese ist ein einseitig 4-brommethyl-substituierte DPH 160 aus 5-
Phenylpenta-2,4-dienal 161 und dem entsprechende Phosphonat 162 aufzubauen.
An dieses Bromid 160 soll dann, ahnlich wie bei der Synthesestrategie der COT-

Bausteine, mittels einer Veretherung ein Linker mit einer Aminogruppe gekoppelt

O O/(/\)Q\NHz
N XX

Br
NN

werden.

160
NN
+ o) Br
o\P//
N/
o
161 162

V96: Der Phosphonatbaustein 162 wird nach einer Vorschrift von Garbay-Jaure-

guiberry et al. aus Triethylphosphit (108) und a,a’-Dibrom-p-xylol (163) herge-

stellt.['?"]
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a < V96
+Br O\P 0 o) Br

163 108 162

Die Umsetzung erfolgt mit einer Ausbeute von 29 %.

Der Aufbau von 5-Phenylpenta-2,4-dienal (161) soll analog den Arbeiten von
Ramage et al. erfolgen.'?? Diese Syntheseroute beginnt mit der Verlangerung von
Zimtaldehyd (164) um zwei Kohlenstoffatome mit einem Phosphoniumsalz eines
Essigséureesters uUber eine Wittig-Reaktion. Die Reduktion der Estergruppe zum

Alkohol und anschlieende Oxidation zum Aldehyd liefern 5-Phenylpenta-2,4-dienal

(161).
O
©/\/\O @/\/\)‘\O/R
.
164

A AN OH
—

165

N
—

161

Ramage et al. verwendeten das aus Triphenylphosphin (98) und Bromessigsaure-
methylester gebildete Ylid (166) als Baustein zur Kettenverldngerung. In Carotinoid-
synthesen des Arbeitskreises Martin wurde Ublicherweise der entsprechende Ethyl-

ester 167 verwendet.'””® Die Reduktion des Ethylester gestaltet sich anschlieRend
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leichter als die des Methylesters. In dieser Arbeit wird daher ebenfalls der Ethylester

167 als Baustein zur Kettenverlangerung ausgewabhit.

Das Ethyl-phosphoniumylid 167 wird mit Zimtaldehyd (164) in Toluol nach der

Synthesevorschrift von Ramage et al. umgesetzt.l'??

. PhsP
O
164

DCM, 167
A

X o O\

168

Der Verlauf der Reaktion wird mittels Dinnschichtchromatographie kontrolliert. Die
Bedingungen richten sich nach Arbeiten von Sabitha et. al.l'*. Als Laufmittel wird
Hexan/Ethylacetat im Verhaltnis 95:5 verwendet. Nachdem die Reaktionslésung 6 h
zum Ruackfluss erhitzt wurde ist kein merklicher Umsatz zu beobachten. Nur eine
leichte Gelbfarbung der L&sung weist auf eine mdgliche Produktbildung des
Ethylesters 168 hin. Die Synthese wird daher an dieser Stelle abgebrochen.

Daher wurde das entsprechende Phosphoniumsalz 169 hergestellt und versucht,

dies in einer einstufigen Wittig-Reaktion an Zimtaldehyd (164) zu koppeln.

V97/98: Das Phosphoniumsalz 169 zur Verlangerung des Zimtaldehyds (164) wird

aus Chloressisaureethylester (170) und Triphenylphosphin (98) hergestellt.l'*”!

@) @ @)
| - e

o)
98 170 169

V97
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Die Umsetzung erfolgt zunéachst in Diethylether mit einer Ausbeute von 32 %. Um die
Ausbeute zu steigern wurde das Lésungsmittel zu Ethylacetat gewechselt. So konnte
die Reaktionstemperatur erhéht werden. Es wurde eine Ausbeute von 54 % erzielt.
Analog ist auch eine Synthese mit Bromessigsdureethylester (171) zum entsprech-

enden Phosphoniumbromid 172 mdéglich.
V99: Die Wittig-Reaktion des Phosphoniumsalzes 172 mit Zimtaldehyd (164) wird
zunéachst unter den in dieser Arbeit bisher verwendeten Standardbedingungen fur

Wittig- und Wittig-Horner-Emmons-Reaktionen durchgefuhrt (Lésungsmittel: THF,
Base: Natriumhydrid).

X ® O
o O ., pPnp ~
B
O
164

THF, 172
NaH

N X o O\
168

Man erhalt den verlangerten Ester 168 in einer Ausbeute von 67 %.

V100: Als Alternativsynthese wird eine Wittig-Olefinierung nach einer Vorschrift von
Wantabe et al. durchgefiihrt.'*® Es handelt sich dabei um eine Reaktion in einem

Zwei-Phasensystem unter Ultraschall.

V99
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X X oh g/ﬁ(O\/ V100
+ 3
2 |
164 172

. )>>> 2 M (NazCO3),q,
Hexan:Diethylether 95:5

0]

X o O\

168

Die Umsetzung erfolgt mit einer Ausbeute von 79 %. Eine Ausbeute wird in der

Literatur nicht angegeben.

V101/102: Durch die Steigerung der Basenkonzentration auf 3 M Natriumcarbonat-
[6sung und Variation der Losungsmittelzusammensetzung gelingt es die Ausbeuten

zu steigern.

X ® O
o, thﬁ( ~ V101
Br o
102
164 172

3 M (N82CO3)aq,

. )>>> Hexan:Diethylether 1:1
bzw.
Hexan:Ethylacetat 1:1

@)

X o O\

168
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Man erhéalt Ethyl-5-phenylpenta-2,4-dienoat (168) in Ausbeuten von 58 % (Hexan:Di-
ethylether, 1:1) und 99 % (Hexan:Ethylacetat, 1:1) in Form eines cis-/trans-lsomeren-

gemischs.

V103: Der Ester 168 wird durch die Umsetzung Diisobutylaluminiumhydrid zum
Alkohol 165.

o V103

N o . __DiBAI TN OH

168 165
Man erhalt das Produkt 164 als Isomerengemisch in einer Ausbeute von 93 %.

Fur die Oxidation zum entsprechenden Aldehyd 161 wird nach einer Vorschrift von
Ramage et al. der Alkohol 165 mit Pyridiniumdichromat (173) umgesetzt.['*?

NN OH Pr|d|n|um-
dlchromat

Das gewilnschte Produkt kann im Rohprodukt NMR-spektroskopisch nachgewiesen
werden. Es gelingt jedoch nicht das Produkt durch saulenchromatographische
Reinigung von Edukten und Nebenprodukten zu trennen.

Alternativ ware die Darstellung des Aldehyd 161 zum Alkohol 165 durch eine Dess-
Martin- oder Swern-Oxidation denkbar. Es wird jedoch der Fokus auf eine alternative
Syntheseroute gelegt, in der der Aldehyd 161 aus der Reduktion des

entsprechenden Nitrils 174 dargestellt wird.

Analog der oben dargestellten Synthese wird im ersten Schritt Zimtaldehyd (164) mit
einem Phosphoniumsalz um zwei Kohlenstoffatome verlangert. Zur Darstellung des

Nitrils 174 wird (Cyanomethyl)triphenylphosphonium-chlorid (175) benétigt.
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V104/105: Das Phosphoniumchlorid 175 wird durch die Alkylierung von Triphenyl-

phosphin (98) mit Chloracetonitril (176) hergestellt.['*"!

@ C|® V104
Cl A PhsP
PPh R
TN =N T CcHNO, N -105
——N
oder
Benzol
98 176 175

Je nach Ldsungsmittel erhalt man das Phosphoniumsalz 175 in Ausbeuten von 63 %
(Nitromethan) und 67 % (Benzol).

V106/107: Die Umsetzung vom Phosphoniumsalz 175 und Zimtaldehyd (163) erfolgt
unter den in dieser Arbeit bisher verwendeten Standardbedingungen fur Wittig- und

Wittig-Horner-Emmons-Reaktionen (L6sungsmittel: THF, Base: Natriumhydrid).

V106

Phsp® o N 107
NN NN

164 98 174

Die Reaktion verlauft unter atmosphéarischen Bedingungen und bei Raumtemperatur
(V106) in einer Ausbeute von 20 %. Unter Luftausschluss und einer Temperatur von
0 °C (V107) kann die Ausbeute an 174 auf 35 % gesteigert werden.

Die anschliefiende Reduktion des Nitrils 174 soll nach einer Synthesevorschrift von
Wittig und Kethur erfolgen.['*® Dabei handelt es sich um eine Stephen-Aldehydsyn-

these mit wasserfreiem Zinnchlorid und Chlorwasserstoff in Diethylether.!'?’!

4
XX SnCI2
HCIgas
174
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Wittig und Kethur gelang diese Umsetzung mit einer Ausbeute von 10 %. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Synthesen zur Darstellung eines einseitig koppel-

baren DPH an diesem Syntheseschritt eingestellt und der Fokus auf die Quencher-
klasse der Azobenzole gelegt.
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3.10.2.3 Azobenzolbausteine fiir Bichromophorsynthesen

Die Synthesen von Azobenzolbausteinen fir die Bichromophorsynthesen basieren
auf den bereits synthetisierten Azobenzolen. An die vorhandenen Azobenzole als
Quenchereinheiten (rot) sollen Linker unterschiedlicher Kettenldngen (orangefarben)

Uber Ester- so wie Etherbindungen gekoppelt werden.

Abbildung 3.101: Darstellung von den Azobenzol-Linker Bausteinen fiir die Bichromophorsynthesen
nach der Verknlpfungsstrategie. Die Quenchereinheiten sind rot unterlegt; die Linkereinheiten orange
farben. Quencher- und Linkereinheiten sind links Uber eine Etherfunktion verknupft; rechts tber eine
Esterfunktion.
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3.10.2.3.1Ester-verkniipfte Azobenzolbausteine

Der Ester-verknlpfte Azobenzolbaustein soll aus dem brommethyl-substituierten

Azobenzol AB15 und einer Aminoséure als Linker gewonnen werden.

V108: In einem ersten Schritt wird die als Linker ausgewéhlte y-Aminobuttersdure
(GABA, 177) mit einer BOC-Schutzgruppe versehen '3 131

V108
O (@] 0
"'OOC/\/\’\“_|2+ﬁ\o)J\o)J\o/Z —>HOOC/\/\H)J\O/Z
177 149 178

Die Reaktion wird in Dioxan mit 0.5 N Natronlauge durchgefihrt. Man erhalt BOC-
GABA 178 in einer Ausbeute von 70 %.

V109: Die anschliellende Veresterung mit DBU an Azobenzol AB15 liefert den BOC-

geschitzten Azobenzolbausteins AB17. Die Umsetzung erfolgt in Anlehnung an die

Arbeiten von Ono et al.?* %4

\ <:> ; !
N
B HOMN\BOC

AB15 178
lDBU

AB17

Die Ausbeute dieser Reaktion betragt 90 %.
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V110/111: Die BOC-Schutzgruppe des kettenverldngerten Azobenzols AB17 kann
mit Trifluoressigsaure oder Chlorwasserstoff abgespalten werden.

@N\\ <:> V110
N @)
o A11

i
AB17 BOC
TFA
oder
HCI
N
Pt
N @)
(@)
NH,

AB18

Der koppelfahige Azobenzol-Linker Baustein AB18 wird in Ausbeuten von 65 % bzw.
52 % erhalten.

Abbildung 3.102: AB18 als orangebrauner Feststoff.
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3.10.2.3.2Ether-verkniipfte Azobenzolbausteine

Ether-verknlpfte Azobenzolbausteine kénnen aus den hydroxy- oder brommethyl-

substituierten Azobenzolen AB07 bzw. AB15 und einem Linker gewonnen werden.

o)
N
> < > AN O\\
—0 N OH N
Br

Abbildung 3.103: Azobenzole ABO07 (links) und AB15 (rechts).

Fur die Kopplung an die Hydroxygruppe von AB07 werden a-Brom-w-Amino-Kohlen-
stoffketten als Linker gewahlt. 2-Bromethylamin (179) und 3-Brompropylamin (156)
werden als C2- bzw. C3-Linker ausgesucht.

Vor der Umsetzung mit dem Azobenzol AB0O7 sollen die Aminogruppen der Linker in
einem ersten Schritt mit einer BOC-Schutzgruppe versehen werden. Die Synthese
des BOC-gescutzten 3-Brompropylamins wurde bereits in Kapitel 3.10.2.1 beschrie-
ben (V94).

V112: Die Schitzung der Aminogruppe von 2-Bromethylamin (179) wird nach einer

Versuchsvorschrift von Shoji et al. durchgefihrt.!'!

H
N2 4 Boc,o —— Br/\/NTOK V112
0

179 149 180

Man erhélt das Produkt 180 verunreinigt mit Spuren von BOC,0 (149) in einer Aus-

beute von 43 %.
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V113: Die Kopplung des BOC-geschiitzten 3-Bromproylamins 157 an das hydroxy-
substituierte Azobenzol AB07 erfolgt durch eine Williamson-Ethersynthese.

OO T

0]

ABO07 157
NaH

A

Abbildung 3.104: AB19 als orangefarbener Feststoff.

Nach sadulenchromatographischer Reinigung erhdlt man das kettenverlangerte

Azobenzol AB19 in einer Ausbeute von 6 %.

V114: Das Azobenzol AB19 wird durch die Umsetzung mit Trifluoressigsaure ent-
schiutzt. Man erhélt den koppelfahigen Azobenzol-Linker-Baustein AB20 in einer

Ausbeute von 52 %.
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o V114
> < > "\ <:>
—a0 N O

AB19 HN—BOC
TFA
0
N
\_\
AB20 NH,

Fur die Kopplung an die Bromidgruppe vom Azobenzol AB07 wird 2-Aminoethanol

(181) als Linker gewéhlt.

V115: Die Umsetzung richtet sich nach einer Vorschrift von Zeng et al. in dem

Benzylchlorid (182) mit 2-Aminoethanol (181) verlangert wird.[**

O
N "o N

Br

2
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Durch diese Williamson-Ethersynthese mit Natriumhydrid in Tetrahydrofuran erhalt
man das Azobenzol AB21 mit der endstadndigen Aminogruppe in einer Ausbeute von
41 %.

V116: Alternativ wird die Synthese des Azobenzols AB21 mit dem BOC-geschitzten
2-Aminoethanol 183 durchgefiihrt.

o V116
BN ™ +§\OJT\OJ\O/Z T HO\/\NJKO/Z

181 149 183

Dieses erhélt man aus 2-Aminoethanol (181) und Di-tert-butyldicarbonat (149) in

Methylenchlorid bei Raumtemperatur in einer quantitativen Ausbeute.['*”!

V117: Die Kopplung des hergestellten Kettenbausteins 183 an das Azobenzol AB07
wird unter den gleichen Bedingungen wie fur die ungeschitzte Verbindung AB21
durchgefihrt.

O
N N
\\N o > Ngoc

Br
ABO07 183

N
AB22 BOC

Abbildung 3.105: AB22 in Form orangefarbener Kristalle.
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Das Rohprodukt AB22 wird in einer Ausbeute von 90 % erhalten. Durch die saulen-
chromatographische Reinigung Uber Kieselgel 60 wird ein Teil des Produkts hydroly-
siert. Die Ausbeute des reinen Azobenzol-Linker-Baustein AB22 verringert sich auf
23 %. Auf die Entschitzung mit Trifluoressigsaure zum koppelfahigen AB21 wird

verzichtet, da bei der Direktsynthese V115 eine hdhere Ausbeute erzielt wurde.
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3.10.2.3.3Ubersicht der synthetisierten koppelfihigen Azo-
benzol-Linker-Bausteine

Im Folgenden sind die synthetisierten koppelfahigen Azobenzol-Linker-Bausteine flr
Bichromophorsynthesen nach der Verkniipfungsstrategie in einer Ubersicht darge-
stellt. Das Azobenzol AB11 stammt aus den in Kapitel 3.9.4.1 beschriebenen
Azokupplungen. AB18 ist ein Uber einen Ester verldngertes Azobenzol. Bei den

Verbindungen AB20 und AB22 wurde ein Linker Gber einen Ether angehangen.

2

NH,

2
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3.10.3 HPLC-Voruntersuchungen der Edukte
fur die Bichromophorsynthesen

Die Synthesen der Bichromophore werden aus Kostengriinden stets mit sehr gering-
en Substanzmengen im submilligramm-Bereich durchgefiihrt. Die Reinigung der
synthetisierten Bichromophore kann daher mittels HPLC erfolgen.

Um spater die unterschiedlichen Fraktionen in einer Rohproduktprobe eines Bichro-
mophors besser identifizieren zu kénnen, wurden zunachst Probeldufe mit den
Edukten (Fluorophor- bzw. Quencher-Linker-Bausteinen) durchgefuhrt, Kenntnisse
Uber ihr Laufverhalten in der HPLC ermdglicht auch eine einfachere Herleitung der
geeigneten Trennungsbedingungen der sogenannten Methodenentwicklung.

Als Laufmittel wird Methanol und mit Trifluoressigsadure auf pH = 3 angesauertes
Wasser verwendet; je nach Probe in Mischungsverhaltnissen von 95:5 bis 70:30. Zu
Beginn der Untersuchungen wurde als Saule eine YMC ODS-AQ (150 mm x 4.6 mm,
5 um, 12 nm) verwendet. Dabei handelt es sich um ein RP18-Kieselgel mit endstand-
igen Hydroxygruppen. Die Flussrate betrug meist 2.4 ml/min. Je nach Versuchs-
bedingungen wurden diese Bedingungen anschlie3end optimiert.

Um den Spektrenvergleich der einzelnen Komponenten Ubersichtlicher zu gestalten,
werden im Folgenden den Spektren der Fluorophorbausteine die Farbe Griin, der
Azobenzole die Farbe Rot und der Bichromophore die Farbe Blau zugewiesen.

Fur die Fluorophorkomponenten wurden isomerenreine Rhodamine und Fluores-

ceine verwendet.



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 273

3.10.3.1 HPLC-Voruntersuchung: DY495-X5-NHS-Ester
143

Im Rahmen dieser Arbeit wurde DY495-X5-NHS-Ester 143 als Fluoresceinbaustein

in den Bichromophorsynthesen verwendet.

O,
(0}
H H
(0] NM /N O N\/\/\)J\
O OH
o 0
pH>7
—
COOH COOH N
HO™
O \ g p ‘ )
G
HO = OH HO O OH

%

143 184

Abbildung 3.106: Hydrolyseschema von DY495-X5-NHS-Ester 143.

In Voruntersuchungen wird der Fluoresceinbaustein DY495-X5-NHS-Ester 143 auf
sein Laufverhalten in der HPLC bei verschiedenen Laufmittelmischungen untersucht,
um spéater diesen in den Rohproduktmischungen identifizieren zu kénnen.

Zunachst wird das Verhalten vom DY495-X5-NHS-Ester 143 beim Laufmittelverhalt-
nis 95 % Methanol und 5 % Wasser/Trifluoressigsdure (pH = 3) untersucht.
Detektion der UV-Absorption erfolgt bei 254 nm. Die Fluoreszenz wird bei 470 nm
angeregt und bei 500 nm detektiert.
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750 A@254 nm
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Abbildung 3.107: Laufspur von DY495-X5-NHS-Ester 143 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA
(pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Unter diesen Bedingungen weist der Fluoresceinbaustein DY495-X5-NHS-Ester 143
zwei Signale mit Retentionszeiten von 3.5 min bzw. 3.7 min auf. Die aufgezeichneten

DAD-Spektren dieser Signale sehen wie folgt aus:

Wellenzahl x 1000/cm™
. 45 40 35 30 25 20 15
-' T 1 T 1 T T T T T T T T Peak 1
4 4
3_
< i
2_
1_
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange/nm

Abbildung 3.108: UV-Vis-Spektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 1 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tg = 3.5 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 uym,
12 nm); Amax = 228, 450, 486 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
4440 36 32 28 24 20 16

800
600
400 ~

200 +

Peak 2

Wellenlange/nm

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Abbildung 3.109: UV-Vis-Spektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 2 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 3.7 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,

12 nm); Amax = 224, 276, 446, 482 nm.

1

Wellenzahl x 1000/cm’
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Peak 1
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600

Abbildung 3.110: Fluoreszenzspektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 1 in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 3.5 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,

12 nm); Amax (Ex@470 nm) = 520 nm.
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1
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Abbildung 3.111: Fluoreszenzspektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 2 in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 3.7 min.; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 pym,
12 nm); Apax (EX@470 nm) = 517 nm.

Um zu untersuchen, warum bereits im Edukt zwei Signale aufgetreten sind, wird die
Probe der methanolischen DY495-X5-NHS-Ester-L6sung 143 noch einmal auf die
HPLC gegeben. Dieses Mal wird der Anteil Wasser/Trifluoressigséaure (pH = 3) von
5 % auf 30 % erhoht.
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Abbildung 3.112: Laufspur von DY495-X5-NHS-Ester 143 in 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA
(pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).
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Hier wurde die Absorption bei 220 und 320 nm und die Fluoreszenz bei 521 nm nach
einer Anregung bei 493 nm gemessen. Bei dem starken Absorptionssignal bei
220 nm nach 4.1 min handelt es sich um das Methanol der Lésungsmittelfront. Die
Signale mit Retentionszeiten von 5.4 min bzw. 5.7 min weisen die unten stehenden

Spektren auf.

Wellenzahl x 1000/cm’™
44 40 36 32 28 24 20
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Abbildung 3.113: UV-Vis-Spektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 1 in 70 % Methanol und
30 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 5.4 min.; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm); Amax = 448, 486 nm.
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Abbildung 3.114: UV-Vis-Spektrum von DY495-X5-NHS-Ester 143 Peak 2 in 70 % Methanol und
30 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 mil/min; tr = 5.7 min.; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm); Amax = 224, 274, 450, 484 nm.
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Zum Vergleich der einzelnen Signale der HPLC-Messungen von DY495-X5-NHS-

Ester 143 werden deren UV-Vis-Spektren normiert und in einem Graph dargestellt.

Wellenzahl x 1000/cm’™

44 40 36 32 28 24 20
1.0 1
95:5
087 ——t,=3.5min
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< %% 70:30
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0.2
0.0 R
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Abbildung 3.115: Normierte UV-Vis-Spektren der einzelnen HPLC-Fraktionen von DY495-X5-NHS-
Ester 143 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm
x 4.6 mm, 5 um, 12 nm).

Aus der HPLC-Eduktkontrollen der Probe des Fluoresceinfarbstoff DY495-X5-NHS
Ester 143 ergeben sich die obigen Spektren. Sowohl die Messung bei einem Lauf-
mittelgemisch von 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3) als auch bei einem
Verhaltnis von 70 %:30 % ergaben zwei Signale. Ein schwaches nach 3.5 min bzw.
5.4 min und ein starkes nach 3.7 min bzw. 5.7 min. Da sich die UV-Vis- und Fluores-
zenzspektren ahneln handelt sich um verschiedene Fluoresceinderivate. Jedoch
weisen in diesen Messungen keine zwei Signale ein identisches Spektrum auf. Dies
lasst darauf schlie3en, dass die zwei Substanzen in den verschiedenen Laufmittel-
mischungen in unterschiedlichen Formen vorliegen. Es stellt sich die Frage nach der
Natur der zwei Derivate.

Da es bekannt ist, dass das UV-Absorptionsverhalten von Fluorescein stark pH-ab-
hangig ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich eher um unterschiedliche Proto-
nierungszustande zweier Fluoresceinderivate handelt. Da sich jedoch hier der PH-

Wert wahrend eines Laufs nicht dndert und die Protonierung/Deprotonierung zudem
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schnell fur eine Auftrennung mittels HPLC ist, ist die obige Vermutung auszu-
schlie3en.

Bei der Synthese solcher Fluoresceine entstehen gleichzeitig 5- und 6-Carboxy-
isomere (siehe Kapitel 3.10.1.2). Obwohl laut Angaben des Herstellers es sich um
ein isomerenreines Produkt handelt, besteht der Verdacht einer Verunreinigung
durch das unerwiinschte 6-Carboxyisomer. Da die zwei Fraktionen je nach
Trennungsbedingungen in einem Verhéltnis von ca. 1:150 bzw. 1:15 vorliegen, ist
diese Vermutung widerlegt.

Eine weitere Mdéglichkeit ware das Hydrolyseprodukt DY495-X5-COOH 184. Ein
héherer Wasseranteil und ein steigender pH-Wert, sowie die Zeit zwischen der
ersten (95:5) und zweiten (70:30) HPLC-Untersuchung wiirden zur Zunahme der
Hydrolyse fuhren. Die kleinere Fraktion nach 3.5 min bzw. 3.7 min kdme hierfur in
Frage, da ihr Anteil in der spateren Messung stark zugenommen hat.

Normiert man auf den Peak bei ca. 450 nm fiir die Spektren aus der ersten HPLC-
Untersuchung, so erkennt man, dass sich die Spektren der zwei Fraktionen sich im
Bereich gréRer 325 nm durch einen kleinen Shift um 4 nm unterscheiden. Im Bereich

unterhalb 325 nm, unterscheiden sie sich hingegen stark.

Wellenzahl x 1000/cm’™
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—tR = 3.5 min
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Abbildung 3.116: Normierte UV-Vis-Spektren der HPLC-Fraktionen von DY495-X5-NHS-Ester 143 in
95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3).

Dies bestatigt unsere Hypothese. Die zusatzlichen Banden unterhalb von 3.25 nm in

der Fraktion nach 3.7 min sind auf den nm*-Ubergang der Carbonylgruppen des N-
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Succiniimidesters 143 der unhydrolysierten Form zuriickzufihren. Entsprechend
fehlen diese Banden im UV-Vis-Spektrum der Fraktion nach 3.5 min.

Ein weiterer Beleg fir die obige Hypothese sind die spateren Rohproduktuntersuch-
ungen. Da die Bichromophorsynthesen nach der Verknupfungsstrategie unter
basischen Bedingungen stattfinden, die eine mdgliche Hydrolyse férdern, wirde man
hier ebenfalls einen héheren Anteil an Hydrolyseprodukt 184 in den Rohprodukt-
I6sungen erwarten.

Bei der folgenden Untersuchungen mit DY495-X5-NHS-Ester 143 ist also zu
beachten, dass die Hydrolyse des NHS-Esters 143 mit steigendem pH-Wert und
Wasserspuren mit der gewlnschten Kopplung zum Bichromophor tdber eine Amid-
bindung konkurriert. Dies hat zur Folge, dass je nach Reaktions- und Aufarbeitungs-
bedingungen sowohl nicht umgesetzter DY495-X5-NHS-Ester 143 als auch der
hydrolysierte DY495-X5 Baustein 184 in der Reaktionsmischung vorliegen kann. In
den folgenden Beschreibungen der HPLC-Untersuchungen der Bichromophore wird
nur vom DY495-NHS-Ester 143 Signal gesprochen und nicht zwischen dem Ester
143 und der hydrolysierten Sdure 184 unterschieden.

3.10.3.2 HPLC-Voruntersuchung: DY505-X5-NHS Ester
144

Im Rahmen dieser Arbeit wurde DY505-X5-NHS-Ester 144 als Rhodaminbaustein in

den Bichromophorsynthesen verwendet.

144 185
Abbildung 3.117: Hydrolyseschema von DY505-X5-NHS Ester 144.
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DY505-X5-NHS-Ester 144 ist ein Derivat des Rhodamins 110 (1). Dieses wurde,
ahnlich dem DY495-X5-NHS-Ester 144, Uber eine Amidbindung an eine 6-Amino-
hexansaure (185) geknupft, welche wiederum als N-Succinimidester aktiviert wurde.
Auch bei der Untersuchung des DY505-X5-NHS-Esters 144 sollte man, wie schon in
Kapitel 3.10.3.1 fir DY495-X5-NHS-Ester 143 beschrieben, eine mégliche Hydrolyse

des aktivierten Esters 144 in Betracht ziehen.

Der Rhodaminbaustein DY505-X5-NHS-Ester 144 wird auf sein Laufverhalten in der

HPLC bei verschiedenen Laufmittelmischungen untersucht, um diesen spater in den

Rohproduktmischungen identifizieren zu kénnen. Als Laufmittel wird Methanol und
Wasser/Trifluoressigsaure (pH = 3) im Verhaltnis 70:30 mit einer YMC ODS-AQ

Saule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm) verwendet. Die Flussrate betragt 0.5 ml/min.

Die Fluoreszenz wird bei 270 nm angeregt und bei 520 nm detektiert.
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Abbildung 3.118: Laufspur von DY505-X5-NHS-Ester 144 in 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA

(pH = 3); 0.5 ml/min; YMC ODS-AQ Séaule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm).
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Trotz moderatem UV-Absorptionssignal, ist die emittierte Fluoreszenz der Fraktionen
zu intensiv fir den Detektor, so dass es zu einer Sattigung des Signals kommt.

Unter diesen Bedingungen weist der Rhodaminbaustein DY505-X5-NHS Ester 144
Signale mit Retentionszeiten von 0.8, 1.0, 1.1 bzw. 1.2 min auf. Eine Veradnderung
der Laufmittelverhdltnisse, Laufmittel, sowie der Flussraten fuhrte nicht zu einer

héheren Auflésung dieser Signale.

Die aufgezeichneten UV-Spektren dieser Signale sehen wie folgt aus:

Wellenzahl x 1000/cm’
44 40 36 32 28 24 20
2500 + t. = 0.8 min
150 4 -—tR =1.0 min
2000 4 | t.=1.1min
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1500 -
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Abbildung 3.119: UV-Vis-Spektrum von DY505-X5-NHS-Ester 144 in 70 % Methanol und 30 % Was-
ser/TFA (pH = 3); 0.5 ml/min; YMC ODS-AQ Séule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm).

Die detektierten UV-Spektren weisen strukturelle Ahnlichkeiten auf. So findet man
starke Absorptionsbanden um 230 nm und weitere bei 508 nm. Diese Banden sind
den C=0-Gruppen des N-Succinimidesters (230 nm) und der Xanthenyleinheit
(508 nm) zuzuschreiben. Aus der fehlenden Absorptionsbande bei 230 nm der
Fraktion mit einer Retentionszeit von 0.8 min folgt, dass es sich um die hydrolysierte
Form des DY505-X5-NHS-Esters 144 handelt. Die UV-Spektren der Signale nach
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1.0, 1.1 und 1.2 min unterscheiden sich in der Intensitat der 320 nm-Bande. Dies
bedeutet, dass in diesen Fraktionen Modifkationen der Xanthenyleinheit vorliegen.

Aufgrund der Signalsattigung der Fluoreszenz sind nur die Spektren am Anfang und
Ende des Signals auswertbar. Vergleicht man diese Fluoreszenzspektren des hydro-
lysierten 186 und unhydrolysierte NHS-Esters 144, so sieht man dass der Einfluss
der Succinimidylgruppe gering ist. Lediglich ein geringer hypsochromer Shift um

4 nm, von 537 auf 533 nm, ist zu beobachten.

Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.120: Fluoreszenzspektrum von DY505-X5-NHS-Ester 144 in 70 % Methanol und 30 %
Wasser/TFA (pH = 3); YMC ODS-AQ Saule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm).

Auffallend ist, dass die Signale je eine Bande bei 505 nm aufweisen, das Signal nach
1.2 min jedoch nicht. Die fehlende Banden im VIS-Bereichder Fraktion nach 1.2 min
|&sst eine farblose Verbindung vermuten.

Hierbei kdonnte es sich daher um die Leukoform des Farbstoffs handeln (siehe
Abbildung 3.121. Ein ausreichend hohen pH-Wert fuhrt zu einem intramolekularen
Ringschluss. Dieser unterbricht das konjugierte 1-System des Xanthenylchromo-

phors. Man erhélt die daher farblose Leukoform.
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COOR
ROOC
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O +H+
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H2N 0 NH, =
H2N 8 NH2
Leukoform

Abbildung 3.121: pH-abhangiges Gleichgewicht zwischen der farbigen und Leukoform eines
Rhodamin 110-Derivats.

Die weiteren Signale sind vermutlich auf Nebenprodukte und nicht abgetrennte
Zwischenprodukte der mehrstufigen Synthese des aktivierten Rhodaminfarbstoffs
zuzuordnen (siehe Abbildung 3.122).

COOH
O
O
COOH Aktivierung als NHS-Ester - /g\ /N Kettenverldngerung -
Rh O
O \ O
=
HoN 0]
2 ® NH2
1
0 o OXN\AO
I Aktivierung als NHS-Ester ” |
Rh/C\N/\/\/\COOH > c 0
N Rh/ \N/\/\/\ﬁ/
H

186

Abbildung 3.122: Allgemeines Syntheseschema eines kettenverldngerten, aktivierten Rhodamin 110
186.

Sowohl nicht kettenverldngerte Farbstoff 1 sowie sein aktivierter NHS-Ester 186

waren denkbar.
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3.10.3.3 HPLC-Voruntersuchung: 6-Aminofluorescein
(187)

6-Aminofluorescein (169) wird im Rahmen
dieser Arbeit als Fluorophoreinheit in Bi-

chromophoren verwendet. Sein Laufverhalten

\ / O§

in der HPLC wird untersucht. Dazu wird eine COOH
methanolische Probenldsung angesetzt.

Zunachst wird das Verhalten vom 6-Amino-

fluorescein bei einem Laufmittelverhaltnis von HO o . OH
95 % Methanol und 5 % Wasser/Trifluoressig- 187

saure (pH = 3) untersucht. Die Flussrate _
Abbildung 3.123: Struktur von 6-Amino-

fluorescein (187).

betragt 0.5 ml/min.
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Abbildung 3.124: Laufspur von 6-Aminofluorescein (187) in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA
(pH = 3); 0.5 mi/min; tg = 15.6 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).
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Unter diesen Bedingungen hat 6-Aminofluorescein (187) eine Retentionszeit von
15.6 min.

Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.125: UV-Vis-Spektrum von 6-Aminofluorescein (187) in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 0.5 ml/min; tr = 15.6 min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,

12 nm); Amax = 224, 286, 448 nm.
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Abbildung 3.126: Fluoreszenzspektrum von 6-Aminofluorescein (187) in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 0.5 ml/min; tr = 15.6 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm); Amax (EX@219 nm) = 686 nm.
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3.10.3.4 HPLC-Voruntersuchung: Azobenzol AB18

Das Azobenzol AB18 wird

@N\\ auf sein Laufverhalten in der
N@_\ O HPLC untersucht, um spéater

© dieses in der Rohprodukt-

AB18 mischung des Bichromo-

NH
2 phors BCO1 identifizieren zu

Abbildung 3.127: Struktur von AB18. kSnnen. Aufgrund seiner
Loslichkeit wird ein Laufmittelverhaltnis von 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA

(pH = 3) gewahlt. Die Flussrate betragt 2.4 ml/min.
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Abbildung 3.128: Laufspur von AB18 in 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
320 nm; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Unter diesen Bedingungen weist das Azobenzol AB18 eine Retentionszeit von

4.8 min auf. Es ergibt sich das folgende Spektrum.
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Abbildung 3.129: UV-Vis-Spektrum von AB18 in 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; tr = 4.8 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 pym, 12 nm); Anax = 230, 322,
442 nm.

3.10.3.5 HPLC-Voruntersuchung: Azobenzol AB20

Das Azobenzol AB20 wird o
auf sein Laufverhalten in der >—®—N\\
HPLC untersucht, um spater —O NOO

AB20 NH,

dieses in der Rohprodukt-
mischungen der Bichromo-
phore BC02 und BCO03 Abbildung 3.130: Struktur von AB20.
identifizieren zu kénnen. Es wird ein Laufmittelverhaltnis von 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3) gewahlt. Die Flussrate betragt 2.4 mil/min.
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Abbildung 3.131: Laufspur von AB20 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
320 nm; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).
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Das Azobenzol AB20 hat unter diesen Bedingungen eine Retentionszeit von 2.3 min.

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20

500
400;
< 300
200;
100;

OA ' : ' : ' : ' : : : i . : . \

250 300 350 400 450 500 550 600
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Abbildung 3.132: UV-Vis-Spektrum von AB20 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; tr = 2.3 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Anax = 238, 250,
354 nm.

3.10.3.6 HPLC-Voruntersuchung: Azobenzol AB21

nachst bei einem Laufmittelver-

‘L haltnis von 95 % Methanol und
NH

AB21 > 5% Wasser/TFA (pH = 3) unter-

sucht (A). Die Flussrate betragt

Das Laufverhalten des Azobenz-
N\\ ::: ols AB21 auf der HPLC wurde zu-
N
O

Abbildung 3.133: Struktur von AB21. 2.4 mi/min. Es wurden 5 pl einer

methanolischen Stammlésung unbekannter Konzentration aufgetragen.

Unter diesen Bedingungen war eine Retentionszeit von 2.1 min zu beobachten. Die
Signalform ist jedoch nicht symmetrisch. Eine Reinheitsanalyse des Signals Uber
einen Vergleich der registrierten UV-Vis-Spektren im Verlauf des Signals mit Hilfe
der HPLC Software zeigt, dass es sich um einen sauberen Substanzpeak handelt.

Um Fehler auszuschlieBen wurde eine 10 pl Probe der gleichen Stammlésung bei
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einem Laufmittelverhaltnis mit erhdhtem Wasseranteil, 85 % Methanol und 15 %
Wasser/TFA (pH = 3), injiziert (B).
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Abbildung 3.134: Laufspur von AB21 in A 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3) bzw. B
85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 mI/min; 320 nm; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x
4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei diesem Lauf lassen sich nun zwei Signale mit identischem UV-Vis-Spektrum
nach 2.3 min bzw. 2.8 min detektieren. Auch diese Signale sind nach einer HPLC-

Softwareanalyse rein.
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Abbildung 3.135: UV-Vis-Spektren von AB21 in A 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)
bzw. B 85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x
4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Das Azobenzol AB21 weist ein ahnliches UV-

ON\\ Spektrum wie sein Edukt AB15 auf. Da fiir diese
N@_\ Voruntersuchung eine Rohproduktfraktion

AB15 o verwendet wurde, handelt es sich im zweiten Lauf

B vermutlich bei dem schwéacheren Signal nach

Abbildung 3.136: Struktur von AB15. . .
2.8 min um nicht umgesetztes Edukt AB15.

3.10.3.7 HPLC-Voruntersuchung: Azobenzol AB11

dieses in der Rohproduktmischung des Bi-

Das Azobenzol AB11 wird auf sein Lauf-
verhalten in der HPLC untersucht, um spater @N\\ :::
N
chromophors BC04 identifizieren zu kdénnen. NH

AB11
Es wird ein Laufmittelverhéltnis von 90 %

Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)
gewahlt. Als Saule wird eine YMC ODS-AQ Séaule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm)

verwendet. Die Flussrate betragt 1.0 ml/min.

Abbildung 3.137: Struktur von AB11.
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Abbildung 3.138: Laufspur von AB11 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min;
YMC ODS-AQ Séule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm).

Unter diesen Bedingungen weist das Azobenzol AB11 eine Retentionszeit von

0.5 min auf. Es ergeben sich die folgenden Spektren.
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Abbildung 3.139: UV-Vis-Spektrum von AB11 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0ml/min; tr = 0.5 min; YMC ODS-AQ Saule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm); Anax = 228, 320,
442 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 3.140: Fluoreszenzspektrum von AB11 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; tr = 0.5 min; YMC ODS-AQ Saule (50 mm x 4.0 mm, 3 ym, 12 nm); Apax (EX@320 nm) =
630 nm.
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3.10.3.8 HPLC-Voruntersuchung: Nitrosobenzol (141)

e
\O

Abbildung 3.141: Struktur

von Nitrosobenzol (141).

Das HPLC Verhalten von Nitrosobenzol (141) wird
untersucht, um es spater in der Roh produktmischung
identifizieren zu kénnen. Als Laufmittelmischung wurde
95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH =3) gewahlt.
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Abbildung 3.142: Laufspur von Nitrosobenzol (141) in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).
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Abbildung 3.143: UV-Vis-Spektrum von Nitrosobenzol (141) in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA
(pH = 3); 1.0 ml/min; tzg = 10.1 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm); Apax = 218,
282, 304 nm.
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Abbildung 3.144: Fluoreszenzspektrum von Nitrosobenzol (141) in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min; tg = 10.1 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm);
Amax (EX@470 nm) = 370, 391, 588 nm.
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3.10.4 Bichromophorsynthesen

In Kapitel 3.10.1 wurden die Aufbaustrategien fur Bichromophore vorgestellt.

e Modifikationsstrategie: Ein Teil eines Fluorophormolekils, in diesem Fall
der einzelne Phenylring der Fluorescein- bzw. Rhodaminkomponenten, wird
durch chemische Modifikationen in eine Quenchereinheit, hier ein Azobenzol,
umgewandelt. Dies geschieht ohne den fluoreszierenden Xanthenchromophor
strukturell zu &ndern (siehe Kapitel 3.10.1.1).

e Verkniipfungsstrategie: Die kovalente Verknipfung von Quencher und Fluo-

rophor Uber einen Linker (siehe Kapitel 3.10.1.2).

Im folgenden Kapitel 3.10.4.1 wird die Synthese des Bichromophors BC05 nach der
Modifikationsstrategie behandelt werden AnschlieRend werden die Bichromophor-
synthesen nach der Verknipfungsstrategie besprochen. Zunachst werden die
Bichromophore vom Fluoresceintyp vorgestellt (Kapitel 3.10.4.2), gefolgt von den

Bichromophoren des Rhodamintyps (Kapitel 3.10.4.3).
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3.10.4.1 Modifikationssynthesen der Bichromophore vom

Fluoresceintyp

3.10.4.1.1Bichromophor BC05

V118: Der Bichromophor BC05 wird nach der Modifikationsstrategie hergestellt.

@ V118
N

N
CH3COOCH, O
—_—
Methanol, 80 °C COOCH
O b O
HO (@) O

187 BCO05

Abbildung 3.145: Syntheseschema des Bichromophors BC05 nach der Modifikationsstrategie.

Hierzu werden 6-Aminofluorescein (187) und Nitrosobenzol (141) in eine Mischung
aus Eisessig und Methanol gegeben. Da das Fluoresceinderivat 187 in Eisessig nur
schwer I6slich ist, erhalt man eine Suspension. Diese wird auf 80 °C erhitzt und der
sich bildende Bichromophor BC05 geht dabei in Lésung. Man erhélt eine tiefrote

L&sung, deren Zusammensetzung mittels HPLC untersucht wird.

Reinigung: Fir die Reinigung von BCO05 wird aufgrund der grél3eren Substanz-
menge zunachst auf klassische Reinigungsverfahren zurtickgegriffen.

Um Eisessig und Teile des 6-Aminofluoresceins (187) zu entfernen, wird die Roh-
produktlésung des Bichromophors BC05 auf eine Filtersdule mit Kieselgel 60 (0.04 -
0.063 mm, Fluka) aufgetragen. Da 6-Aminofluorescein (187) in Ethylacetat I6slich ist,
wird das Rohprodukt BC05 mit viel Ethylacetat gewaschen und anschliefend mit
Methanol heruntergespllt. Die eingeengte Methanolfraktion wird tber YMC-ODS-AQ

Kieselgel mit einer Laufmittelmischung aus 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA
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(pH = 3) gesault. Die Zusammensetzung der gesammelten Fraktionen wird mittels
HPLC bestimmt.

Saulenfraktionen
4
—6
8
40 - 10
—12
14
16
30 - Nitrosobenzol (141) 18
—F 20
—22
20 - —24

50 - 6-Aminofluorescein (187)

10 - f r
o- .'J“&iﬁﬁ\f *=&“/ﬁ\v — /(\J/\\ - .
10 15 20 25 30 35

Retentionszeit/min

Abbildung 3.146: Fluoreszenzlaufspuren des gesaulten Rohproduktes BC05 in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 0.5 ml/min; Ex@360 nm, Em@550 nm; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x
4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Betrachtet man diese Laufspuren der Fluoreszenzsignale so erkennt man, dass die
gesammelten Fraktionen zunachst 6-Aminofluorescein (187) und Nitrosobenzol (141)
enthalten. Durch die Flussgeschwindigkeit von 0.5 ml/min verdoppeln sich in etwa
die Retentionszeiten im Vergleich zu den Voruntersuchungen. Ab etwa Fraktion 16
enthalten die Fraktionen fast keine Edukte mehr und bestehen fast ausschlief3lich
aus neu gebildeten Komponenten. Die Schwankungen in den Retentionszeiten der
Signale um 30 min sind auf ein unvollstandiges Einspllen der verwendeten HPLC-
Saule zurtckzufiuhren.

Die erhaltenen Fraktionen 16-24 werden vereint und die unter vermindertem Druck

aufkonzentriert.



Hauptteil — Fluoreszenzsonden 299

Da es immer noch um eine grélere Substanzmenge handelt, wird fir die Methoden-
entwicklung und anschlieBende Reinigung an der HPLC eine préparative Saule
verwendet; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

1 A@280 nm
300 A@ Peak 2

200—- Pieak 1 \

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

304 Ex@425 nm
20 Em@450 nm

10 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Retentionszeit/min

Abbildung 3.147: Laufspur vom Rohprodukt BCO5 nach der sdulenchromatischen Reinigung; 95 %
Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 5 ml/min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

Reinigung: Die vorgereinigte Rohproduktfraktion wurde mittels HPLC aufgereinigt.
Die detaillierten HPLC-Einstellungen sind in der Versuchsbeschreibung aufgefthrt.

Die so erhaltene Lésung wird im Vakuum einer Membranpumpe aufkonzentriert.

Reinheitskontrolle: Die zwei gesammelten Fraktionen werden zur Reinheitskontrol-
le auf die HPLC gegeben (siehe Abbildung 3.148).

Beide gesammelten Fraktionen, Fraktion A bzw. Fraktion B, (von 8.0 bis 9.0 min
bzw. 12.0 bis 14.0 min) geben auf der HPLC zwei Signale mit Retentionszeiten von
8.3/8.6 min bzw. 12.6 min.

Die Schwankungen der Retentionszeiten sind auf die Verwendung einer neu
angesetzten Wasser/TFA-Mischung zurlck zufihren. Da die Saule zu diesem Zeit-
punkt noch nicht lang genug mit diesem Laufmittel eingespult wurde, ist die Signal-
form nicht spiegelsymmetrisch. Diese Signale sind laut UV-Analyse der HPLC-Soft-

ware substanzrein.
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Da zwei zu unterschiedlichen Laufzeiten gesammelte Fraktionen bei einer erneuten
HPLC-Analyse zwei identische Substanzsignale aufweisen, handelt es sich um zwei
ineinander Uberfihrbare Formen einer Verbindung. Vermutlich liegen hier die
cis/trans-lsomere des Bichromophors BCO05 vor, sowie es bereits bei anderen

Synthesen beobachtet werden konnte (siehe z. B. Kapitel 3.10.4.2.1).

Fraktion A —— Fraktion B
t = 8.0-9.0 min t = 12.0-14.0 min
100 7
80 —
60 -] Peaks 1 Peaks 2 A@280 nm
< 40-
20 -
04— ] '_'L T T T T 1
0 5 10 15 20
104 Ex@360 nm
- . 1 Em@550 nm
0 T T L T T T T 1
0 5 10 15 20
Retentionszeit/min

Abbildung 3.148: Laufspuren von BCO05 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 5 ml/min;
Fraktion A gesammelt von 8.0 bis 9.0 min, ——Fraktion B gesammelt von 12.0 bis 14.0 min; YMC
ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

Auch die UV-Vis- und Fluoreszenz-Spektren belegen, dass die Fraktionen A und B

die gleiche Zusammensetzung haben.
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Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.149: UV-Vis-Spektren von BC05 aus Fraktion A bzw. Fraktion B in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 8.3 /8.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym,
12 nm), Amax(Fraktion A) = 226, 456, 482 nm bzw. Ay (Fraktion B) = 232, 456, 484 nm.

Wellenzahl x 1000/cm’™
20 19 18 17 16 15 14 13
ar T T T T T T T T T T T T T T
t = 8.6 min
Fraktion B

0.5+

0.0 ///\\\’f\\ //\\\\
550 600 650

500 0

Wellenldnge/nm

Abbildung 3.150: Fluoreszenzspektrum von BC05 Fraktion B in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA
(pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 8.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 pym, 12 nm);
Amax (EX@360 nm) = 521 nm.

Die Auflésung des Fluoreszenzsignals nach 8.3 min von Fraktion A ist fUr eine spek-

trometrische Auswertung zu gering.
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Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.151: UV-Vis-Spektrum von BC05 aus Fraktion A bzw. Fraktion B in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 12.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym,
12 nm); Amax(Fraktion A) = 230, 322, 456, 490 nm, Amax(Fraktion B) = 230, 320, 454, 486 nm.

Wellenzahl x 1000/cm”
20 19 18 17 16 15 14 13
10 - Peak 2
1 tR =12.6 min
8 - Fraktion A
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— 6 N
4
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500 550 600 650 700 750 800
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Abbildung 3.152: Fluoreszenzspektrum von BC05 aus Fraktion A und Fraktion B in 95 % Methanol
und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 12.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym,
12 nm); Amax (EX@360 nm) = 519 nm.

Das Verhaltnis der Substanzsignale ldsst darauf schlieRen, dass es sich bei dem
Signal nach 8.3/8.6 min um das cis-Isomer bzw. nach 12.6 min um das frans-lsomer
des Bichromophors BC05 handelt.
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Auch die starke Absorptionsbande bei 320 nm in dem Signal nach 12.6 min, welche
auf den Trr*-Ubergang zuriick zu filhren ist, zeigt, dass es sich um das trans-lsomer
handelt. Im nicht planaren cis-lIsomer hingegen kommt es zu einer Wechselwirkung
von 1T- und n-Orbitalen. Dies fiihrt zu einer Schwéchung dieses Trr*-Ubergangs und

erhoht die Intensitét der nr*-Bande?® 361,
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3.10.4.2 Verkniipfungssynthesen der Bichromophore vom

Fluoresceintyp

3.10.4.2.1Bichromophor BC01

V119: Der Bichromophor BC01 wird nach der Verkniipfungsstrategie hergestellt
(siehe Kapitel 3.10.2.1). Dazu werden der DY495-X5-NHS-Ester 143 und das Azo-

benzol AB18 in aminfreiem DMF geldst und mit abs. Diisopropylethylamin versetzt.
Das Reaktionsgemisch wird eine Woche bei Raumtemperatur gertihrt. Man erhalt

eine orangefarbene Rohproduktlésung.

Q O V119
}—ca N
N
°o
) O
DY495-X5-NHS Ester + H3NW

143 AB18

Z//

N
O
H\/\/\)J\ \Q/
O N O
N
HW
0]
® .
COOH > CFs
N °0
_ BCO1
HO (@) OH

@

Abbildung 3.153: Syntheseschema zur Darstellung des Bichromophors BC01 nach der Verknlpf-

ungsstrategie.

Methodenentwicklung: Es wurden mehrere HPLC-Laufe des Rohproduktes BC01

mit Methanol und mit Trifluoressigsdure auf pH = 3 angesauertes Wasser als Lauf-
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mittel in verschiedenen Verhéaltnissen durchgefihrt. Zunachst wurde das Lauf-
verhalten bei einem Laufmittelverhéltnis von 95 % Methanol und 5 % Wasser /Tri-

fluoressigsaure (pH = 3) untersucht (Abbildung 3.154).

2000 4
. A@220 nm
1000 — L @
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
< 0 1 2 3 1: " 5 6 7 8 9
100 - ea
i Peak 1 Peak 3 A@320 nm
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0.6 Ex@425 nm
- 0.3 1 Em@450 nm
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Retentionszeit/min

Abbildung 3.154: Laufspur vom Rohprodukt BC01 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Ein Studie der normierten UV-Vis-Spektren der Signale (Abbildung 3.155) und ein
Vergleich mit den zuvor durchgefiihrten Vergleichsproben (Kapitel 3.10.3) der Edukte

ermoglicht die Zuordnung.

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20

— Peak 1, t.= 3.6 min
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< | — Peak 3, tR =4.7 min
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Abbildung 3.155: UV-Vis-Spektren bei verschiedenen Retentionszeiten in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei einem Laufmittelverhéltnis von 95:5 hat der Bichromophor BC01 eine Reten-

tionszeit von 4.3 min. Da in der Rohproduktmischung im Verhaltnis zum Fluorescein-
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baustein 184 (tr = 3.5 bzw. 3.7 min) nur wenig Bichromophor BC01 vorliegt, muss
eine grélkere Probenmenge auf die Saule gegeben werden, um das Produkt
detektieren zu kdnnen. Dies resultiert in einer Verbreiterung der Eduktfraktion,
welche dann mit der Produktfraktion Gberlappt (siehe Abbildung 3.154, Spur@220
nm). Nach 4.7 min folgt kurz darauf eine Azobenzolfraktion (siehe Abbildung 3.154,
Spur@320 nm). Auch eine geringere Flussrate flhrte nicht zu einer besseren
Signalauflésung.

Daher wurde der Wasser/TFA-Anteil im Laufmittel auf 10 % erhéht und das Rohpro-
dukt BCO1 erneut auf die HPLC gegeben (Abbildung 3.156).

Peak 3
159 Peak2 #
< 104
5 -
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
61 Ex@400 nm
4 1 Em@550 nm
24
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Retentionszeit/min

Abbildung 3.156: Laufspur vom Rohprodukt BC01 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 mil/min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Ein Studie der normierten UV-Vis-Spektren der Signale (Abbildung 3.157) und ein
Vergleich mit den zuvor durchgeflihrten Vergleichsproben der Edukte (Kapitel

3.10.3) ermdglicht die Zuordnung.
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Wellenzahl x 1000/cm”™
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0
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Abbildung 3.157: UV-Vis-Spektren bei verschiedenen Retentionszeiten in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei einem Laufmittelverhaltnis von 90:10 hat das Produkt BC01 eine Retentionszeit
von 5.1 min (siehe Abbildung 3.156). Fast gleichzeitig, nach 5.2 min, wird eine
Azobenzolfraktion von der S&ule gespult. Auch hier konnte keine Verbesserung
durch eine Anderung der Flussrate erzielt werden.

Daher wird der Wasseranteil abermals erhéht auf ein Laufmittelverhaltnis von 80 %
Methanol und 20 % Wasser/Trifluoressigsaure (pH = 3) (siehe Abbildung 3.158).

Peak 3 A@320 nm
Peak 1 Peak 2 N
< 50 l
0 I I I JI\—'\I/\ | | I I I I I I I I I I I I 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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- 100 J Em@450 nm

50 +
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Retentionszeit/min

Abbildung 3.158: Laufspur vom Rohprodukt BC01 in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).
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Auch hier ermdglichen die normierten UV-Vis-Spektren der Signale (siehe Abbildung

3.159) die Substanzzuordnung.

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20

— Peak 1, tR = 4.0 min
l — Peak 2, t.=7.7 min
< —— Peak 3, t, = 10.6 min

250 300 350 400 450 500 550
Wellenlange/nm

Abbildung 3.159: UV-Vis-Spektren bei verschiedenen Retentionszeiten in 80 % Methanol und 20 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 mil/min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei einem Laufmittelverhaltnis von 80:20 hat der Bichromophor BC01 eine Retenti-
onszeit von 10.6 min (siehe Abbildung 3.158). Die Fluorescein-Eduktkomponenten
kommen zwischen 3.5-6.0 min. Azobenzolfraktionen haben Retentionszeiten von
6.0-9.5 min und 11.6 min. Unter diesen Messbedingungen ist die Auflésung der
einzelnen Signale ausreichend fir eine Trennung.

Ein Vergleich der normierten UV-Vis-Spektren des Bichromophors BC01 in den ver-
schiedenen Laufmittelmischungen zeigt, dass sich die Struktur nicht andert (siehe
Abbildung 3.160).
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Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 3.160: UV-Vis-Spektren bei verschiedenen Laufmittelverhaltnissen; Flussrate 2.4 ml/min;
YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Reinigung von BCO01: Das Rohprodukt BC01 wird Uber eine Filtersdule mit YMC-
ODS-AQ Kieselgel filtriert, um die Menge der Verunreinigungen im Vorfeld der

HPLC-Reinigung zu reduzieren. Als Laufmittel wurde 95 % Methanol und 5 %
Wasser/Trifluoressigsaure (pH = 3) gewahlt, da hier BC01 die kiirzeste Rententions-
zeit aufwies. Es wird so lange Laufmittel nachgegossen bis alle fluoreszierenden
Fraktionen herunter gewaschen sind.

Das Lésungsmittel der gesammelten Fraktionen wird unter vermindertem Druck auf
etwa 1.5 ml eingeengt.

Diese vorgereinigte Rohproduktfraktion wird anschliel3end mittels HPLC unten den
oben genannten Bedingungen aufgereinigt. Die detaillierten HPLC-Einstellungen
sind in der Versuchsbeschreibung aufgefuhrt.

Die so erhaltene Lésung wird im Vakuum einer Membranpumpe aufkonzentriert.

Reinheitskontrolle: Um die Reinheit des Bichromophors BC01 zu Uberprifen, wird

die aufgereinigte Losung abermals auf die HPLC aufgetragen.
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Abbildung 3.161: Laufspur von BC01 in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Es werden zwei Fraktionen mit Retentionszeiten von 5.0 bzw.10.0 min detektiert. Die

Fraktionen weisen die folgenden UV-Vis- und Fluoreszenzspektren auf:

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20
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Abbildung 3.162: UV-Vis-Spektrum in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Anax = 225, 276, 444 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.163: Fluoreszenzspektrum in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Apax (Ex@400 nm) =
521 nm.
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Abbildung 3.164: UV-Vis-Spektrum in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 10.0 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax = 225, 322, 451 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 3.165: Fluoreszenzspektrum in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; tr = 10.0 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apnax (Ex@400 nm)
=521 nm.

Die zwei Fraktionen aus der HPLC-Reinigung des Rohprodukts BC01 wiesen unter-
schiedliche UV-Vis-Spektren auf (siehe blaue und rote Kurve in Abbildung 3.159).
Die zweite erhaltene Fraktion mit einer Retentionszeit von 10.0 min enthélt den
erwarteten Bichromophor BC01. Um welche Substanz es sich bei der ersten Fraktion
(t = 4.0 min) handelt ist nicht klar ersichtlich. Es kdnnte sich um fluoreszierende
Abbauprodukte wie den Fluoresceinbaustein 184 handeln oder um einen Stereo-
isomer des Bichromophors BCO1.

Vergleicht man die UV-Vis-Spektren der zwei Fraktionen mit dem UV-Vis-Spektrum
des Fluoresceinsignals aus der Rohproduktprobe normiert auf die Absorptions-

maxima im kurzwelligen Bereich, so erhalt man folgenden Graphen:
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Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.166: UV-Vis-Spektrum in 80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
von verschiedenen Fraktionen; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Die Spektren lassen sich in drei Bereiche unterteilen:
1. ~230 nm O—0* Absorption aromatischen Ringe
2. ~310 nm T—T11* Absorption der Azobindung

3. ~440nm  n—T* Absorption.!'%®

Man erkennt signifikante Unterschiede der Spektren in allen 3 Bereichen. Im Beriech
1 der im Aromaten lokalisierten TT—1* Absorption gleicht das Spektrum der unbe-
kannten Substanz dem Spektrum des identifizierten Bichromophors.

Im Bereich 2 der m—1* Absorptionsbanden erkennt man im Spektrum der unbe-
kannten Substanz keine vergleichbar starke Bande wie beim identifizierten Bichro-
mophor BCO01. Dennoch ist hier eine starkere Absorption zuerkennen als bei DY495-
X5-NHS Ester 143.

Im Bereich 3 der n—1* Absorption dhneln sich die Absorptionsbanden des Bichro-
mophors BC01 und des DY495-X5-NHS Esters 143. Hier weist das Spektrum der
unbekannten Substanz eine intensivere Bande mit einem hypsochromen Shift von 7
bzw. 8 nm auf.

Vergleicht man das Absorptionsverhalten der cis- und trans-lsomere von Azoben-

zolen, so erkennt man Parallelen zu den Spektren des Bichromophors BC01 (rote
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Kurve) und der unbekannten Substanz (blaue Kurve). Beim unsubstituierten Azo-
benzol weist das cis-lIsomer eine n—1*-Bande bei 430 nm (¢~1500 I/(mol-cm)) auf;
das frans-lsomer absorbiert leicht bathochrom und deutlich schwécher bei 450 nm
(e~240 I/(mol-cm)). Vergleicht man die T—1* Absorptionsbanden der beiden Isomere
so absorbiert das trans-Isomer bathochromer (A = 330 nm) aber deutlich starker
(e~17000 I/(mol-cm)) als das cis-lsomer (A = 280 nm, €~5100 I/(mol-cm), Absorp-
tionsschulter).

Alle diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass es sich bei der Substanz mit
einer Retentionszeit von 4.0 min, um das cis-Azobenzolisomer des Bichromophors
BCO01 handelt. Das Signal mit einer Retentionszeit von 10.0 min ist dem trans-Isomer

von BCO01 zuzuschreiben.
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3.10.4.2.2Bichromophor BC02

V120: Der Bichromophor BC02 wird nach der Verknipfungsstrategie hergestellt

(siehe Kapitel 3.10.1.2). Dazu werden jeweils mit einer Kapillare einige Kristalle des
DY495-X5-NHS-Esters 143 und des Azobenzols AB20 in DMF gelést und mit
wenigen Tropfen DIPEA versetzt. Man lasst die Reaktionslésung 24 h bei Raumtem-

peratur rihren und erhalt eine orangefarbene Rohproduktlésung.
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Abbildung 3.167: Syntheseschema des Bichromophors BC02 nach der Verknlpfungsstrategie.

Methodenentwicklung: Nach 30 min Reaktionszeit wurde eine Probe der Reak-

tionsmischung auf die HPLC aufgetragen.

V120
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Es wird ein Laufmittelverhaltnis von 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)
gewahlt. Als Saule wird eine YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm)
verwendet. Die Flussrate betragt 2.4 ml/min.

- Peak 2 Peak 3
20 4
Peak 1 / A@280 nm

04
0 1 2 3 4 5 6 7 8
0.6 -
1 Ex@360 nm
— 034 J\J\J Em@550nm
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Retentionszeit/min

Abbildung 3.168: Laufspur vom Rohprodukt BC02 nach 30 min in 95 % Methanol und 5 % Was-
ser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Ein Studie der normierten UV-Vis-Spektren der Signale und ein Vergleich mit den

zuvor durchgefihrten Blindproben der Edukte ermdéglicht die Zuordnung.
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Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 3.169: UV-Vis-Spektren bei verschiedenen Retentionszeiten in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei einem Laufmittelverhéltnis von 95:5 hat der Bichromophor BC02 eine
Retentionszeit von 4.4 min.

Das Azobenzol AB20 hat mit 2.8 min eine um 0.5 min langere Retentionszeit als in
der Voruntersuchung (siehe Kapitel 3.10.3.5). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass
die Herstellung einer Lésung von TFA in Wasser mit einem pH = 3 nicht gut
reproduzierbar ist.

Nach 3.6 min kommt das Fluoresceinedukt 143 von der Saule.

Reinigung: Das Rohprodukt wird tber YMC ODS-AQ Kieselgel filtriert, um die
Menge der Verunreinigungen im Vorfeld der HPLC-Reinigung zu reduzieren. Als
Laufmittel wird 95 % Methanol und 5 %
Wasser/Trifluoressigséure (pH = 3) gewahilt.
Es werden alle fluoreszierenden Fraktionen
gesammelt. Das Lésungsmittel der vereinig-
ten gesammelten Fraktionen wird unter ver-
mindertem Druck fast vollstdndig entfernt.

Die vorgereinigte Rohproduktfraktion wurde

mittels HPLC aufgereinigt. Die detaillierten

HPLC-Einstellungen sind in der Versuchs-

Abbildung 3.170: Methanolische
Lésung von BCO2.

beschreibung aufgefihrt. Die so erhaltene
Lésung wird im Vakuum einer Membran-

pumpe aufkonzentriert.
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Reinheitskontrolle: Um die Reinheit des Bichromophors BC02 zu Uberpriifen, wird

die aufgereinigte Losung abermals auf die HPLC aufgetragen.

20
Peak 1
15 A@280 nm
Peak 1
10 \
5
0 | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
< 0 1 2 3 4 5 6
20
15 A@320 nm
10
5
O I ' I ' I ' I '/\ I ' I ' I
0 1 2 3 4 5 6
6
Ex@360 nm
- 4 /\ Em@550 nm
2
O I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
0 1 2 3 4 5 6
Retentionszeit/min

Abbildung 3.171: Laufspur von BC02 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Nach der Reinigungsprozedur von BC02 mittels HPLC erwartet man, bei erneuter
Auftragung das Signal der abgetrennten Fraktion nach 4.4 min. Man detektiert man

stets noch eine weitere Fraktion mit einer Retentionszeit von 3.6 min.
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Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 3.172: UV-Vis-Spektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 3.6 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Amax = 224, 260, 314, 450 nm.
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Abbildung 3.173: UV-Vis-Spektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 4.4 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Amax = 226, 360, 457 nm.

Es gibt zwei Méglichkeiten dieses Phanomen zu erklaren:

1. Der isolierte Bichromophor BC02 zerfallt und man erhalt ein Fluorescein-
fragment, welches dieselbe Retentionszeit besitzt wie das Fluoresceinedukt
184 im Rohprodukt (siehe oben).

2. Der Bichromophor BC02 untergeht nach der Isolation cis-trans-Isomerisierung

in der Azobenzoleinheit und man erhalt die beiden Stereocisomere.



320 Hauptteil — Fluoreszenzsonden

Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 3.174: UV-Vis-Spektren nach 3.6 min des Rohprodukts und des Reinprodukts in 95 %
Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

Ein Vergleich der UV-Vis-Spektiren des Fluoresceinbausteins 184 im Rohprodukt
nach 3.6 min und der Fraktion nach 3.6 min im Reinprodukt BC02 zeigt, dass es sich
hierbei um zwei verschieden Verbindungen handelt (siehe Abbildung 3.174).

Bei den zwei detektierten Substanzen (siehe Abbildung 3.171) handelt es sich um
die Azo-cis/trans-Isomere des Bichromophors BC02. Vergleicht man die normierten
UV-Vis-Spektren der zwei Substanzen (siehe Abbildung 3.175), so sieht man, dass
sie sich in der Absorptionsbande der Azobenzoleinheit unterscheiden. So erkennt
man bei dem Signal nach 3.6 min eine schwache T—1* Bande bei 314 nm und bei

dem Signal nach 4.4 min eine starkere Bande bei 360 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20

Peak 1, tR = 3.6 min
Peak 2, tR = 4.4 min

trans-lsomer

cis-lsomer

250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange/nm

Abbildung 3.175: UV-Vis-Spektren der Stereoisomere des Reinprodukts BC02 in 95 % Methanol und
5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min.

Die Flache des jeweiligen Absorptionssignals bei 280 nm, bei dem die Extinktions-
koeffizienten ahnlich gro3 sind, lasst auf ein Verhaltnis von ca. 1:6 schliel3en.

Die starker bathochrome m—1* Absorptionsbande der Azobenzoleinheit und der
héhere Anteil dieser Substanz in dem Isomerengemisch lassen darauf schlie3en,
dass es sich bei der Fraktion nach 4.4 min um die stabilere trans-konfigurierte Form
des Bichromophors BC02 handelt. Somit isomerisiert nach der Isolierung der trans-

Bichromophors BC02 und man detektiert nach 3.6 min die cis-Form von BC02.
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3.10.4.2.3Bichromophor BC06

V121: Der Bichromophor BC06 wird nach der Verknipfungsstrategie hergestellt

(siehe Kapitel 3.10.1.2). Dazu werden jeweils einige Kristalle des DY495-X5-NHS-
Esters 143 und des Azobenzols AB21 in 5 ml DMF gel6st und mit wenigen Tropfen

DIPEA versetzt. Man lasst die Reaktionslésung 24 h bei Raumtemperatur rihren

Nx /@ V121
N
/\/O\/Q/
H,N

143 AB21

DY495-X5-NHS Ester +

l COOH
N BC06
=
HO o, OH

Abbildung 3.176: Syntheseschema des Bichromophors BC06 nach der Verknupfungsstrategie.

Reinigung: Aufgrund der geringen Substanzmenge wird der Bichromophor BC06
mit Hilfe der HPLC aufgereinigt.

Um Verunreinigungen zu identifizieren und ideale Trennbedingungen des gewlinsch-
ten Produkts BC06 zu bestimmen, wurde zundchst eine Rohproduktprobe auf die
HPLC gegeben. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus 95 % Methanol und 5 %

Wasser /Trifluoressigsaure (pH = 3) gewahit.
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Abbildung 3.177: Laufspur vom Rohprodukt BC06 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3),
2.4 ml/min; 320 nm; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

In der Detektionsspur findet man die Signale des Azobenzols AB21 zwischen
2-3 min wieder. Von 3.0 min bis 3.8 min sind Fluoreszenzsignale des DY495-X5-
NHS-Esters 143 zu sehen. Die UV-Absorption des Fluoresceinderivates ist bei
320 nm zu schwach um bei dieser geringen Konzentration detektiert werden zu
kénnen.

Nach 4.0 min und 4.2 min tauchen sowohl Signale in der 320 nm-Spur wie auch in
der Fluoreszenzspur auf. Eine erste Betrachtung der UV-Spektren zeigt, dass es sich
hierbei um den synthetisierten Bichromophor BC06 handelt.

In den Voruntersuchungen zum Azobenzol AB21 (siehe Kapitel 3.10.3.6.) hatte sich
gezeigt, dass dieses auf der HPLC-Saule bei einem Laufmittelgemisch mit geringem
Anteil an Wasser/TFA (pH = 3) eine Verbreiterung (,Verschmieren®) zeigt. Daher
wurde auch das Laufverhalten des Rohprodukts BC06 ebenfalls bei einem Lauf-
mittelverhaltnis von 90 % Methanol und 10 % Wasser /Trifluoressigsaure (pH = 3)

untersucht.
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Abbildung 3.178: Laufspur vom Rohprodukt BC06 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3),
2.4 ml/min; 320 nm; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Die Beobachtungen aus diesem Lauf &hneln stark denen bei einem Laufmittel-
verhaltnis von 95 % Methanol und 5 % Wasser /Trifluoressigséure (pH = 3). Lediglich
die Retentionszeiten sind entsprechend langer, so dass es zu besseren Trennung
der Signale kommt.

Um Verunreinigungen im Vorfeld der HPLC-Reinigung zu minimieren, wird die
Lésung des Rohprodukts BCO6 Uber eine Filtersdule mit YMC ODS-AQ Kieselgel als
stationdre Phase filtriert. Als mobile Phase wird 90 % Methanol und 10 %
Wasser/Trifluoressigsdure (pH = 3) gewahlt. Alle fluoreszierenden Fraktionen
wurden gesammelt. lhre Zusammensetzung wird anschliefend mittels HPLC unter-

sucht.
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Abbildung 3.179: Laufspur von den Filtersdulenfraktionen des Rohprodukt BC06 in 95 % Methanol
und 5 % Wasser/TFA (pH = 3), 2.4 ml/min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm);
A@280 nm; Fluoreszenz: Ex@360 nm, Em@550 nm.

Wie man erkennen kann, geht die Menge an Azobenzol AB21 und DY495-X5-NHS-
Ester 143 ab Fraktion 13 stark zurlick. Die Fraktionen 13-21 mit dem gréfiten Anteil
an Bichromophor BC06 werden daher vereint und fur die Reinigung auf der HPLC
unter vermindertem Druck aufkonzentriert.
Diese vorgereinigte Rohproduktfraktion wird
anschliellend mittels HPLC aufgereinigt. Die
detaillierten HPLC-Einstellungen sind in der
Versuchsbeschreibung aufgefuhrt.

Die so erhaltene Losung wird im Vakuum einer

Membranpumpe aufkonzentriert.

Reinheitskontrolle: Um die Reinheit des
Abbildung 3.180: Methanolische

Lésung von BCO06.

Bichromophors BC06 zu Uberprifen, wird die
aufgereinigte Lésung abermals auf die HPLC

aufgetragen.
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Abbildung 3.181: Laufspur von BC06 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Wie bei den zuvor besprochenen Bichromophoren, findet man auch hier die beiden

cis/trans-lsomere. Sie weisen Retentionszeiten von 4.6 min bzw. 5.0 min auf.
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Abbildung 3.182: UV-Vis-Spektrum in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 4.6 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax = 226, 320 nm.
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Abbildung 3.183: Fluoreszenzspektrum in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.4 ml/min; tr = 4.6 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Apax (Ex@360 nm) =
520 nm.
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Abbildung 3.184: UV-Vis-Spektrum in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax = 226, 358 nm.
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Abbildung 3.185: Fluoreszenzspektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min;
tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Amax (EX@360 nm) = 520 nm.

Aufgrund der hypsochromen T—1* Absorptionsbande und dem geringeren Anteil im
Produktgemisch (geschatzt anhand der Fluoreszenzemission) wird zugeordnet, dass
es sich bei dem Isomer mit einem Retentionszeit von 4.6 min um das cis-lsomer des
Bichromophors BC06 handelt. Somit ist das Signal nach 5.0 min dem trans-Isomer

von BCO06 zuzuordnen.
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3.10.4.3 Verkniipfungssynthesen der Bichromophore vom

Rhodamintyp

3.10.4.3.1Bichromophor BC03

V122: Der Bichromophor BC03 wird nach der Verknipfungsstrategie hergestellt

(siehe Kapitel 3.10.1.2). Dazu werden der DY505-X5-NHS-Ester 143 und das Azo-
benzol AB20 in 1 ml DMF geldst und mit wenigen Tropfen abs. DIPEA versetzt. Das

Reaktionsgemisch wird eine Woche bei Raumtemperatur gerthrt.

(@]
>‘CF3
o
o © \
HaN 0
_\_\ N < > <
DY505-X5-NHS Ester + (e} N @]
144 AB20 0
DMF,
DIPEA (@]

® .
COOH > CF,
\ © O
BCO03
P
HoN o NH,

(€]

Abbildung 3.186: Syntheseschema des Bichromophors BC03 nach der Verknipfungsstrategie.

Aufgrund der gewonnen Erfahrungen aus den Synthesen der fluoresceinbasierten
Bichromophoren, wird die Rohproduktlésung zunéchst saulenchromatographisch
aufgereinigt. So ist es moglich, die Menge der Verunreinigungen im Vorfeld der
HPLC-Reinigung zu reduzieren. Als stationare Phase wird YMC ODS-AQ Kieselgel
gewahlt mit 95 % Methanol und 5 % Wasser/Trifluoressigsdure (pH = 3) als Lauf-

V122
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mittel. Es werden alle orangefarbenen, fluoreszierenden Fraktionen gesammelt. Das
Lésungsmittel der vereinigten Fraktionen wird unter vermindertem Druck eingeengt.

Methodenentwicklung: Die gewonnene Rohproduktfraktion wird zur Methodenent-
wicklung verwendet. Dazu werden als mobile Phase verschiedene Laufmittelmisch-
ungen von Methanol und Wasser/TFA (pH = 3) auf einer ODS-AQ Saule (150 mm x

4.6 mm, 5 um, 12 nm) von YMC getestet bei einer Flussrate von 2 ml/min.

Laufmittelverhaltnis Methanol:Wasser/TFA (pH =3)

95:5 ——85:5 ——80:20 75:25 70:30
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50 - ‘
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2 3 4 5 6 7 8 9 10
100 -
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.............. }
| | |
8 9 10
200 -
1007 A@510 nm
0 | | | | | | |
2 5 6 7 8 9 10 11
300 A
— 200
. . Ex@240 nm
100 N e\ Em@536 nm
0 LA T ! 7 T ! T ! T ! T !
2 5 6 7 8 9 10
Retentionszeit/min
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Abbildung 3.187: Laufspuren vom Rohprodukt BC03 bei verschiedenen Laufmittelmischungen von
Methanol und Wasser/TFA (pH = 3); 2.0 ml/min.
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Aus den Laufspuren unter verschiedenen Laufmittelbedingungen kann man
schlielien welche Verunreinigungen noch im Rohprodukt vorhanden sind. Es finden
sich Signale fir das Azobenzol AB20, geringe Mengen von DY505-X5-NHS-Ester
144 Derivate und eine unbekannte, um 230 nm absorbierende, Fraktion wieder. Bei
der unbekannten Substanz kénnte es sich um abgespaltenes N-Succinimid handeln
oder auch um eine Verunreinigung aus dem technischen Lésungsmittel, welches zur
saulenchromatographischen Reinigung verwendet wurde. Es finden sich auch
Signale, die dem erwinschten Bichromophor BC03 zuzuordnen sind.

Mit zunehmendem Wasseranteil vergréRern sich die Retentionszeiten der Bichromo-
phorfraktionen erheblich. Daher wird beschlossen ein weiteres Mal die Rohprodukt-
fraktion zu saulen. Dieses Mal wird zunachst die Fraktion mit einer Lésungsmittel-
mischung aus 50 % Methanol: 50 % Wasser/TFA (pH = 3) auf YMC-ODS-AQ Kiesel-
gel aufgetragen. Mit dem Laufmittel wird erst eine gelblich fluoreszierende Fraktion,
vermutlich der Rhodaminbaustein 186, und dann eine orange, nicht fluoreszierende
Fraktion, das Azobenzol AB20, von der Saule gespilt. Anschliellend wird das
Laufmittel langsam auf reines Methanol umgestellt. Eine fluoreszierende, orange-
farbene Rohproduktfraktion wird gesammelt. Das Lésungsmittel wird unter vermin-

dertem Druck auf 1.5 ml aufkonzentriert.

Reinigung: Die vorgereinigte Rohprodukit-
fraktion wurde mittels HPLC aufgereinigt. Die
detaillierten HPLC-Einstellungen sind in der
Versuchsbeschreibung aufgefiihrt. Die so
erhaltene Lésung wird im Vakuum einer

Membranpumpe aufkonzentriert.

Reinheitskontrolle: Um die Reinheit des
Bichromophors BC03 zu Uberprifen, wird die Abbildung 3.188: Methanolische
aufgereinigte Lésung abermals auf die HPLC Lésung von BCO3.

aufgetragen. Es wird ein Laufmittelverhéltnis von 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3) gewahlt. Als Saule wird eine YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x

4.6 mm, 5 ym, 12 nm) verwendet. Die Flussrate betragt 2.5 ml/min.
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Abbildung 3.189: Laufspur von BC03 in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min;
YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Wie bei den zuvor besprochenen Bichromophoren vom Fluoresceintyp, findet man
auch hier die beiden cis/trans-lsomere. Sie weisen Retentionszeiten von 1.8 min

bzw. 2.1 min auf.
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Abbildung 3.190: UV-Vis-Spektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min;
tr =1.8 min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Anax = 242, 268, 332, 508 nm.

Wellenzahl x 1000/cm”
20 19 18 17 16 15 14 13

30 | I T T T T T T T T T T T T T IPeak 1
20
10

0 T T T T T I T T T T ! I

500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange/nm

Abbildung 3.191: Fluoreszenzspektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min;
tr = 1.8 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 pym, 12 nm); Amax (EX@360 nm) = 533 nm.
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Abbildung 3.192: UV-Vis-Spektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min;
tr = 2.1 min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 um, 12 nm); Anax = 244, 334, 362, 508 nm.
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Abbildung 3.193: Fluoreszenzspektrum in 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min;
tr = 2.1 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax (EX@360 nm) = 534 nm

Um den Vergleich der UV-Vis-Spektren zu vereinfachen, werden sowohl die UV-Vis-
Spektren der BC03-Fraktion als auch des hydrolysierten Rhodaminbausteins DY505-

X5 186 auf 1 normiert und in einen Graphen dargestellt.
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Abbildung 3.194: Normierte UV-Vis-Spektren von DY505-X5-COOH 186, cis- und frans-BC03.

Der signifikanteste Unterschied in den Absorptionsspektren von cis- und trans-
Azobenzolen besteht in der Lage der m—1* Bande. Beim trans-lsomer des unsubsti-
tuierten Azobenzol liegt diese bei 330 nm; im cis-lsomer bei 280 nm.

Aufgrund der markanten Absorptionsbanden der Fraktion nach 2.1 min (siehe Abbil-
dung 3.194, hellblaue Kurve) bei 334 und 362 nm, die T—1* Ubergéngen zuzuwei-
Ren sind, kann man folgern, dass es sich hierbei um das trans-Isomer von BC03
handelt. Das cis-lIsomer wieder weist gegenlber den anderen beiden Fraktionen eine
stéarkere Absorption unterhalb von 300 nm auf. Unter den verwendeten
Laufbedingungen hat es eine Retentionszeit von 1.8 min (siehe Abbildung 3.194,
dunkelblaue Kurve).

Ein ESI-Massenspektrum der gereinigten Lésung zeigt, dass es sich um den gewin-
schten Bichromophor BC03 handelt (siehe Kapitel 6, Versuch 122).
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3.10.4.3.2Bichromophor BC04

V123: Der Bichromophor BC04 wird nach der Verknipfungsstrategie hergestellt

(siehe Kapitel 3.10.4.2). Dazu werden einige Kristalle des DY505-X5-NHS Esters
144 und ein leichter Uberschuss des Azobenzols AB11 in 4 ml DMF gelést und

0.5 ml DIPEA versetzt. Man lasst 3 Wochen bei Raumtemperatur rihren.

DY505-X5-NHS-Ester +

V123
N 7~
_< >7N

AB11

H
O N\/\/\)J\
DMF, RT N
N

COOH »—CFs
€]
O \
=
H,N o NH, BC04

@

Abbildung 3.195: Syntheseschema des Bichromophors BC04 nach der Verknipfungsstrategie.

Reinigung: Die Rohproduktlésung von BC04 wurde unter verschiedenen Lauf-
bedingungen auf die HPLC gegeben. Fir diese Voruntersuchungen wurde eine YMC
ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm) verwendet.
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Abbildung 3.196: Laufspur vom Rohprodukt BC04 in 85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA (pH = 3);
2.0 ml/min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Bei einer Laufmittelzusammensetzung von 85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA
(pH = 3) und einer Flussrate von 2.0 ml/min sieht man, dass die fluoreszierenden Bi-
chromophorfraktionen viel kiirzere Retentionszeiten haben als die Verunreinigungen
wie z. B. das Azobenol AB11. Daher wird zur Verringerung dieser unerwiinschten
Fraktionen zunachst die Rohproduktldsung Uber eine Filtersaule mit ODS-AQ Kiesel-
gel und dieser Laufmittelmischung aufgereinigt. Es werden alle fluoreszierenden
Fraktionen gesammelt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck eingeengt.

Eine HPLC-Untersuchung dieser Fraktion unter den obigen Bedingungen, aber einer
Flussrate von 1.5 ml/min, zeigt, dass sich die Fraktionen mit héheren Retentions-

zeiten erfolgreich abtrennen lielRen.
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Abbildung 3.197: Laufspur vom Rohprodukt BC04 in 85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.5 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Betrachtet man die UV-Vis-Spektren der Signale (nicht abgebildet), so erkennt man,
dass es bei dem ersten Signal mit tg = 3.8 min primar um eine Azobenzolfraktion
handelt. Da diese Fraktion allerdings auch fluoresziert, liegt hier eine Mischfraktion
aus Bichromophor und Azobenzol vor. Auch eine Analyse des Signals mit Hilfe der
HPLC-Software zeigt, dass es nicht rein ist. Es wird daher erneut eine
Methodenentwicklung durchgefihrt.

Bei einem Laufmittelgemisch von 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA (pH = 3)
und einer Flussrate von 2.0 ml/min gelingt es, eine Bichromophorfraktion zu
gréReren Retentionszeiten heraus zu schieben. Es konnten keine Laufbedingungen

ermittelt werden, unter denen alle Signale basisliniensepariert waren.
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Abbildung 3.198: Laufspur vom Rohprodukt BC04 in 70 % Methanol und 30 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.5 ml/min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Die vorgereinigte Rohproduktfraktion wird daher unter diesen Laufbedingungen an
der HPLC aufgereinigt. Die detaillierten HPLC-Einstellungen sind in der Versuchs-
beschreibung aufgefiihrt. Die so erhaltene Lésung wird unter vermindertem Druck

aufkonzentriert.

Reinheitskontrolle: Um die Reinheit des
Bichromophors BC04 zu Uberprifen, wird
die aufgereinigte L6sung abermals auf die
HPLC aufgetragen. Als Laufmittel wird
90 % Methanol und 10 % Wasser/Trifluor-
essigsaure (pH = 3) gewahlt. Die Flussrate

betragt 1.0 ml/min. Syt

Abbildung 3.199: Methanolische
Lésung von BC04.
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Abbildung 3.200: Laufspur von BC04 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min;
YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm).

Es werden zwei Fraktionen mit Retentionszeiten von 8.5 min bzw. 10.4 min

beobachtet. Sie weisen die folgenden Spektren auf.
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Abbildung 3.201: UV-Vis-Spektrum von BC04 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; tr = 8.5 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Anax = 244, 292,
334, 502 nm.
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Abbildung 3.202: Fluoreszenzspektrum von BC04 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; tr = 8.5 min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax (EX@360 nm)
=528 nm.
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Abbildung 3.203: UV-Vis-Spektrum von BC04 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; tr = 10.4 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 pm, 12 nm); Amax = 242, 296,
334, 502 nm.
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Abbildung 3.204: Fluoreszenzspektrum von BC04 in 90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3);
1.0 ml/min; tr = 10.4 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm); Apax (Ex@360 nm)
=529 nm.

Um den Vergleich der UV-Vis-Spektren zu vereinfachen, werden sowohl die UV-
Spektren der BC04-Fraktionen als auch des hydrolysierten Rhodaminbausteins 186

auf 1 normiert und in einen Graphen dargestellt.
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Abbildung 3.205: Normierte UV-Vis-Spektren von DY505-X5-COOH 186 (95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3)), cis- und trans-BC04.
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Aufgrund der markanten Absorptionsbanden der Fraktion nach 10.4 min bei 296 und
334 nm (siehe Abbildung 3.205, hellblaue Kurve), die dem m—1* Ubergéngen ent-
sprechen, handelt es sich hierbei um das trans-Isomer von BC04.
Die UV-Vis-Spektren des Rhodaminbausteins DY505-X5-COOH 186 und der
Fraktion nach 8.5 min (siehe Abbildung 3.205, dunkelblaue Kurve) dhneln sich zu
sehr um eine Zuordnung aus diesen spektroskopischen Daten zu treffen. Eine
Analyse des Signals mit der HPLC-Software zeigt, dass es spektroskopisch rein ist.
Es kann sich daher um das cis-lsomer des Bichromophor BC04 handeln oder um
abgespaltenes DY505-X5-COOH 186.
Fur das cis-Isomer sprechen folgende Griinde:
e Bei der Reinigung mittels HPLC wurde eine Fraktion mit einem spektro-
skopisch-reinen Signal abgetrennt.
e Alle bisher isolierten Bichromophore lagen als Isomerengemisch vor.
e Bei den Voruntersuchungen zum HPLC-Verhalten des Edukts DY505-X5-
NHS-Ester 144 gelang es nicht dieses unter den hier verwendeten Trenn-
bedingungen auf der HPLC zum Laufen zu bringen.

e Kein Azobenzol ist in dieser Fraktion zu beobachten.

Es wird ein MALDI-Massenspektrum der Lésung gemessen, um auszuschlielden,
dass in der L6sung Edukte bzw. ihre Hydrolyseprodukte wie:

e DY505-X5-NHS-Ester 144 (M = 585.2 g/mol)

e DY505-X5-COOH 186 (M = 488.51 g/mol)

e Azobenzol AB11 (M = 211.3 g/mol)

vorliegen.

MS: m/z = 681.3 (M*, ~1200 = 100 %), 682.3 (M*+1, ~500 = 42 %), 683.3 (M*+2,
~150 = 12 %).

Im gemessenen Spektrum sind keine Massensignale, die den M*-Fragmenten dieser
Substanzen zugeordnet werden kénnten. Es zeigt, dass es sich bei dieser Lésung
um ein cis-/frans-lIsomergemisch des Bichromophors BC04 (M = 681.3 g/mol)
handelt.
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3.10.5 FCS-Messungen an Bichromophoren

Leistungsabhangige FCS- 0
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350 . .
] in Ethanol mit Luftsauerstoff A
300 - BC03
] RH123 54
250 4 RH110 1
E 200 4 in entgastem Ethanol
%E %* BCO03
§ 1504 W RH12354 *
L ] *
100 - *
1 *
50 A & u m ' . u
] s X L
0 '. '*'.' T v v LA L L AL A
10 100
2
(1,/2)/(kW/cm®)

Abbildung 3.207: Fluoreszenzzéhlrate pro Molekul (F¢pm) vom Bichromophor BC03, Rhodamin 123

(54) und Rhodamin 110 (1) in luftsauerstoffhaltigem und entgastem Ethanol.!"*!

Vergleicht man die Fluoreszenzzéahlraten fur den Bichromophor BCO03 in Ethanol mit
(rot) und ohne Luftsauerstoff (grin) so erkennt man, dass die Fluoreszenz des
Bichromophors BCO03 in Gegenwart von Sauerstoff etwas hdher ist als in der

entgasten Lésung. Dieser Effekt ist auch beim Rhodamin 123 (54) zu beobachten
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(siehe Abbildung 3.207, eckige Messpunkte). Hier ist die Intensitdtsabnahme durch
den Sauerstoffmangel noch ausgepragter.

Durch den Vergleich der Kurvenmaxima ist jedoch in beiden Féllen eine hdhere
Photostabilitdt des Bichromophors BC03 in der Relation zu den nackten Rhodamin-
farbstoffen 54 und 1 zu sehen (Verschiebung der Maxima zu héheren Energien).

Im entgasten Ethanol weist der Bichromphor BC03 eine erhdhte Fluoreszenzzahlrate
im Vergleich zum Rhodamin 123 (54) auf. Ein Vergleich der Triplettamplituden (siehe
Abbildung 3.208) zeigt, dass diese Fluoreszenzsteigerung im Bichromophor BC03
darauf zurlickzufuihren ist, dass der langlebige, nicht fluoreszierende Triplettzustand

weniger populiert wird (siehe Abbildung 3.208).

08 @ Rh123(54) °
* BCO03
0.6 in entgastem Ethanol
|_
< o4l
o)
0,2+ ?& * *
o *0® * " N
*
O'O ......I1 . . ......IZ . .
10 ) 10
(/(KW/cm?)

Abbildung 3.208: Triplettamplitude (A1) vom Bichromophor BC03 und Rhodamin 123 (54) in entgas-

tem Ethanol.!"®®

Diese Beobachtung erklart auch die Zunahme der Fluoreszenz, sowohl fir den
Bichromophor BC03 als auch des Rhodamin 123 (54), in Gegenwart von Sauerstoff.
Der Grundzustand von Sauerstoff ist ein Triplettzustand. Dies macht ihn zu einem
potentiellen Triplettquencher. Weiterhin ist er als Oxidationsmittel in der Lage
reduzierte radikalkationische Formen der Fluorophore, die sich im Laufe der

Bestrahlungen durch die hohen Laserleistungen gebildet haben, zurick in den
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Ausgangszustand zu oxidieren. Beides fihrt zu einer Steigerung des Fluoreszenz-
signals.

In ethanolischen L&sungen, die noch den geldsten Luftsauerstoff enthalten (siehe
Abbildung 3.207), weist der Bichromophor BCO03 (blau Sterne) eine geringere
Fluoreszenzzahlrate als die reinen Rhodaminfarbstoffe (blaue Vierecke bzw. Kreise)
auf. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den Untersuchungen in entgastem
Ethanol, wo der Bichromophor BCO03 die grofere Fluoreszenz zeigte. Diese
Abweichung ist vermutlich auf Redoxreaktionen zwischen dem Rhodamin und

Azobenzol im Bichromophor zurlick zu flhren.

Ein Vergleich der Redoxpotentiale des Azobenzols AB16 (Eox = 1.34 V, Erq =
-0.96 V, siehe Tabelle 3-11), welches als Modellverbindung fiir die Azobenzoleinheit
im Bichromophor BCO03 dienen kann, und von Sauerstoff (Ereg = -0.82 V) '*"] mit
denen von Rhodamin123 (54) (Eox = 1.15 V, Ereq = -0.61 V) und seinen angeregten
Zustéanden Sq und Tq (Eox(S1) = -1.17 V, Eox(T1) = -0.75 V, Eed(S1) = 1.71 V, Ereqa(T1)
= 1.29 V) lasst abschatzen welche

Redoxprozesse exergonisch sind und AB16
ablaufen kénnen. Das Azobenzol AB16 HOOC—©7N\\

kann den angeregten S;-Zustand und NOOCH3
den T¢-Zustand des Rhodamin 123 (54)

reduzieren. Gel6ster Sauerstoff kann die Abbildung 3.209: Struktur des Azobenzols
angeregten S;- und T-Zustdnde oxi-  AB16.

dieren.
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Abbildung 3.210: Schema mdglicher Ubergdnge von Rhodamin 123 (54) in Gegenwart von
Azobenzol AB16 und geléstem Luftsauerstoff. Durchgezogene Pfeile stellen die regularen Anregungs-
und Desaktivierungprozesse dar, die gestrichelte Pfeile die Léschprozesse via Energietransfer und die

gepunkteten Pfeile Redoxprozesse.

Anhand der gewonnen Erkenntnisse Uber mdgliche Redoxprozesse lasst sich die
grélere Fluoreszenzrate des nackten Rhodamins 123 (54) in Gegenwart von Sauer-
stoff im Vergleich zum Bichromophor nicht erklaren. Allerdings handelt es sich bei
diesen Annahmen um Abschéatzungen. Versuche von Heilemann et al. zur Blink-
kinetik von Rhodaminfarbstoffen zeigen auch, dass Sauerstoff in der Probenlésung
sehr wohl den metastabilen Radikalanionzustand des Farbstoffs zuriick in den
Ausgangszustand oxidieren kann.!'*® Auch eine deutliche Abnahme der Triplett-
amplitude des Bichromophors BCO03 ab einer Laserleistung von ca. 100 kW/cm? trotz
weiter steigender Fluoreszenz (siehe Abbildung 3.207) ist zu beobachten. Versuche
von D. Pfiffi, die Fluoreszenzabklingkurven mathematisch zu beschreiben, haben
gezeigt, dass fir diese Beschreibung drei charakteristische Abklingzeiten notwendig
sind.l'%! Dies zeigt, dass es mindestens drei Populationen an Bichromophor gibt, die
ein unterschiedliches Fluoreszenzverhalten zeigen. Weiterhin vermutet D. PFfiffi
aufgrund des hydrophoben Charakters der Bichromophore die Bildung Bichromo-
phoraggregate mit hohem Charge-Transfer-Charakter, die vermehrt zu intramole-

kularen Redoxreaktionen fuhren.
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Die Untersuchungen haben gezeigt, dass das Prinzip des Triplettenergietransfers
vom Rhodaminchromophor auf die Azobenzoleinheit als interner Quencher in einem
Bichromophor funktioniert. Auch eine Steigerung der Photostabilitdt kann durch das
kovalent angebundene Azobenzol gesteigert werden. Allerdings gibt es weitere
Prozesse unbekannter Natur, die in Gegenwart von Sauerstoff zu einer Fluoreszenz-
I6schung im Vergleich zum nackten Rhodaminfarbstoff fiihren. Die Klarung dieser
Zusammenhange erfordert weitere Untersuchungen, die am Institut fir Physikalische
Chemie mit diesen und anderen hier synthetisierten Bichromophoren durchgefihrt

werden.
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4 Zusammenfassung

4.1 Entwicklung von bathochrom absor-
bierenden caged Compounds

In der organischen Synthese finden photolabile Schutzgruppen als Teile von caged
Compounds seit den 60er Jahren des 19. Jahrhunderts Verwendung.*® Seitdem
sind eine Reihe von unterschiedlichsten photolabilen Schutzgruppen fir dieses
Forschungsgebiet entwickelt worden (siehe Kapitel 2.1). Besonderes Aufmerksam-
keit liegt auf oberhalb 300 nm absorbierender Verbindungen. Gewebeschaden durch
energiereiche Strahlung an biologischen Proben werden so vermieden. Durch die
Einfuhrung elektronenschiebender Substituenten an der weitverbreiteten o-
Nitrobenzyl-Caginggruppe (7) wurde dieses Ziel erreicht. So weist z. B die 4,5-
(Methylendioxy)-2-nitrobenzylgruppe MDNB (15) durch die Methylendioxyeinheit ein
bathochromes Absorptionsverhalten auf (siehe Abbildung 2.6).

Durch Donoren wird die Bathochromie

erhéht, jedoch sinkt die Quantenausbeute NO,

merklich (siehe Tabelle 2-1). Das Design

einer neuen Caginggruppe mit verbesser- O @

ten Eigenschaften war ein Ziel dieser <

Arbeit. So wurde auf der Basis der vorhan- O 1 NO,

denen Kenntnisse aus mechanistischen Abbildung 4.1: Struktur der MDdiNB-Schutz-
Studien an caged Compounds vom NB-  9ruppe 21.

(7) und MDNB- (15) Typ die 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzylgruppe MDdiNB
(21) entworfen (siehe Kapitel 2.2 und Abbildung 4.1).

Zur Darstellung von Modellverbindungen fir caged Compounds vom MDdiNB-Typ
(21) wurde erfolgreich eine Synthesestrategie entwickelt. Nach dieser Strategie
wurden im Rahmen dieser Arbeit die beiden caged Compounds CC03 und CC04 mit
der neuen MDdiNB-Schutzgruppe hergestellt.
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NO, 0 NO, o)

% N % :

O NO, O NO, NO,
(3,4-Methylendioxy-2,6- (3,4-Methylendioxy-2,6-
dinitrobenzyl)-acetat (CC03) dinitrobenzyl)-4-nitrobenzoat (CC04)
MDdiNB-Ac MDdiNB-Bz

Abbildung 4.2: Im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte caged Compounds CC03 und CC04 mit einer
MDdiNB-Schutzgruppe.

Zum Vergleich der photophysikalischen Eigenschaften dieser neuen Schutzgruppe
21 mit etablierten Caginggruppen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Bibliothek
von sechs Referenzverbindungen mit NB- (7) und MDNB- (15) Schutzgruppen
synthetisiert. Weiterhin wurden Referenzverbindungen fur die drei Abgangsgruppen
hergestellt, um ihren Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeiten und Quanten-

ausbeuten zu ermitteln.

Wellenzahl x 1000/cm’’
40 36 32 28 24 20
260 nm fo)
= 20000 f — NB-4NBz (CC08)
o —— MDNB-4NBz (CC10) o
g 1 MDdiNB-4NBz (CC09)
:’ N02 N02
15000
C
0
N
=
[0
% 10000 - 346 nm
c \
8 ] NO o)
% 359 nm 2
E 5000 - <0:©f\o)k©\
] K o NO, NO,
0 T T T T T T T T T T T I M 1
250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange/nm

Abbildung 4.3: UV-Vis-Spektren der photolabil geschiitzten Nitrobenzoate NB-4NBz (CC08), MDNB-
4NBz (CC10) und MDdiNB-4NBz (CC09) in Acetonitril.
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Die gemessenen UV-Spektren bestdtigen, dass die neue MDdiNB-Schutzgruppe
(21) bathochromer als die Referenzcaginggruppen NB (7) und MDNB (15)
absorbiert. Als Beispiel sind hier in Abbildung 4.3 die UV-Spektren der
entsprechenden 4-Nitrobenzoate gezeigt (siehe auch Abbildung 2.23).

Das Abbauverhalten wurde durch die Bestrahlung und anschlieBende Analytik
mittels NMR und HPLC von Ld&ésungen der caged Compounds untersucht. Als
Strahlungsquellen wurden eine Grantzelapparatur mit verschiedenen Phosphores-
zenzfiltern und eine LUMOS43 mit Dioden unterschiedlicher Wellenldngen
verwendet. Um reproduzierbare Photolysebedingungen zu schaffen, wurde der
Strahlungsquellenaufbau u. A. durch neue Probenhalter adaptiert. Durch Bestrah-
lungen mit Licht der Wellenlédngen 255, 350, 360 und 405 nm konnte die Photolyse
unter verschiedenen Versuchsbedingungen untersucht werden.

Zur Interpretation der beobachteten Abbaugeschwindigkeiten und Quanten-
ausbeuten der Verbindungen wurden die Strahlungsquellen eingehend anhand der
Emissionsspektren und Anzahl der emittierten Photonen charakterisiert (siehe
Kapitel 6.2).

Es konnte gezeigt werden, dass die neue photolabile Schutzgruppe MDdiINB (21) bei
der Bestrahlung mit energiearmem Licht viel schneller abspaltet, als bei den

Referenzschutzgruppen (siehe Abbildung 4.4).

—_
o
1

@ NB-4NBz (CC08)
@ MDNB-4NBz (CC10)
@ MDdiNB-4NBz (CC09)

o
(oe}
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rel. Menge an caged Compounds
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e
o
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o

Abbildung 4.4: Auftragung der relativen Menge der caged Benzoate und 4-Nitrobenzoate gegen die
Bestrahlungszeit in min in der LUMOS 43 bei 405 nm.
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NO,
MDdiNB-4NBz (CC09)
0.0' - '011' o '012' o '013' o 'O.I4' - '015' - '016' o '017' o '018' o '019' - '1.0

Normierte Abbaugeschwindigkeit

Abbildung 4.5: Normierte Abbaugeschwindigkeiten der caged 4-Nitrobenzoate.

Bei einer Bestrahlungswellenldange von 405 nm wurde die Abgangsgruppe, die mit
der MDdiNB-Schutzgruppe (21) versehen war, dreimal schneller freigesetzt als das
entsprechende MDNB-Derivat (CC10). Im Vergleich zur géngigen o-Nitrobenzyl-
gruppe sogar um einen Faktor 14 schneller. (siehe Abbildung 4.5)

Die Quantenausbeute der MDdiNB-Schutzgruppe (21) wurde auf ®ypging = 0.06
bestimmt und sie ist somit nur etwas mehr als halb so grol ist wie die der NB- und
MDNB-Verbindungen (siehe Kapitel 2.9). Allerdings kann sie bei Bestrahlungen mit
Licht bis 400 nm effektiv eingesetzt werden, da die Photolyseeffizienz proportional zu
®-¢ ist und die MDdiNBgruppe (21) auch in diesem langerwelligen Bereich noch
ausreichend hohe Extinktion aufweist. Diese Schutzgruppe zeigt sogar noch geringe
Absorbanz bis 510 nm (siehe Abbildung 4.3), so dass bei ausreichender Lichtinten-
sitdt auch bis 500 nm Verbindungen dieses Typs noch photolysiert werden kdnnen.
Bei diesen Wellenlangen sind Wechselwirkungen mit biologischem Material bei
Uncagingexperimente auszuschlie3en.

Daher stellt diese Caginggruppe ein neues Werkzeug fiir die Cagingtechnik dar und
bereichert mit seinem bathochromen Absorptionsprofil die bisherige Auswahl an
photolabilen Schutzgruppen.
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4.2

Abbildung 4.6: Ausgewahlte Beispiele der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Quencher.

Entwicklung von Chromophorsyste-
men als Fluoreszenzsonden

DPH27

Ein Ziel dieser Arbeit war die Steigerung der
Photostabilitdt und Fluoreszenzzahlraten von
Fluoreszenzfarbstoffen, die in einzelmolekil-
spektroskopischen Studien Verwendung finden.
Dies sollte durch die gezielte Léschung des
ersten angeregten Triplettzustandes des Farb-
stoffs geschehen (siehe Kapitel 3.5). Dabei soll
dieser Quenchvorgang durch einen Dexter-
energietransfer erfolgen, ohne unerwiinschte
Léschung des ersten angeregten Singulettzu-
stands.

Daher wurden aufgrund physiko- und photo-
chemischer Uberlegungen potentielle Quencher-
klassen fir Rhodaminfarbstoffe ausgewahlt und
eine Bibliothek von Triplettquenchern bestehend

aus

e 6 Cyclooctatetraenderivaten (COT)
e 2 Diphenyldecaenderivaten (DPD)
e 29 Diphenylhexatrienderivaten (DPH) und

e 22 Azobezolderivaten (AB)

synthetisiert (siehe Abbildungen 4.6 und 4.7).
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Abbildung 4.7: Allgemeine Strukturen der in dieser Arbeit synthetisierten Quencherklassen:
Cyclooctatetraene (COT), Diphenyldecapentaene (DPD), Diphenylhexatriene (DPH) und Azobezole
(AB).

Ausgewahlte Vertreter dieser Verbindungsbibliotheken wurden auf ihre Eignung als
Triplettquencher untersucht. Dabei lag der Schwerpunkt des Interesses auf der
Bestimmung von Ubergangsenergien und Redoxpotentialen und deren Korrelation
zu den Ergebnissen der FCS-Messungen. Dabei haben sich sowohl Cycloocta-

tetraen-, Diphenylhexatrien- und Azobezolderivate haben sich als geeignet erwiesen.

COT: Zur Darstellung der Cycloocta-

, . RH123 54
tetraene wurde eine photochemische '+ COTO1
Synthesestrategie  gewahlt  (siehe 400 < OuM
N 63 uM

Kapitel 3.9.1.1). So gelang es Derivate E 300 248 uM
im  Gramm-MaRstab  herzustellen. ¢ ° 370uM

s L e 726 uM
FCS-Untersuchungen an Rhodamin w

200
123 (54) haben gezeigt, dass die

COT-Carbonsaure COTO01 gut als 100

Triplettidscher geeignet ist (siehe

Kapitel 3.9.1.3). So gelang es, die ..“1.01 | 102 | 103

2
Fluoreszenzzéhlrate zu verdoppeln ('0/ 2)/(kW/cm”)

und die Photostabilitdit zu erhGhen  Abbildung 4.8: Fluoreszenzrate von Rhodamin
(siehe Abbildung 4.8). 123 (54) mit COTO01 unterschiedlicher Konzen-

tration.
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DPH: Die Diphenylhexatriene wurden
meist durch eine doppelte Wittig-Horner-
Emmons Reaktion aus benzaldehy-
dischen Endgruppen und dem Bisphos-
phonat 105 als Kettenbaustein aufge-
baut. So gelang es eine Bibliothek von
Derivaten mit unterschiedlichsten Sub-
Der

Einfluss dieser Gruppen auf die Redox-

stituenten zu  synthetisieren.

potentiale wurde untersucht (siehe
Kapitel 3.9.3.2) und es konnte eine Kor-
relation zu den Hammett-Koeffizienten

erarbeitet werden (siehe Abbildung 4.9).

w o~ o
I — O
: iE i
e 7 S aoaao 7
210f £z
E ([ala]
w© a ) 5
-1.5 —E
o
-2.0 . ! . ! . ! . !
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0
(o2

Abbildung 4.9: Auftragung der Redoxpoten-
tiale ausgewahlter DPH-Derivate gegen die

Hammett-Koeffizienten ihrer Substituenten.

Zur Abschatzung der Ubergangsenergien wurden UV- und Fluoreszenzspekiren

gemessen und eingehend studiert (siehe Abbildung 4.10). Fir die Triplettanregungs-

energien wurden quantenmechanische Rechnungen in Kooperation mit C. Marian

durchgefihrt.

rel. Fluoreszenz

1.07

0.57

DPHO01

rel. Absorbanz

0.0 75000

Abbildung 4.10: Absorptions- (rot) und Fluoreszenzspektrum (blau) von DPHO01 gemessen in THF

(Kreise) mit multi-Gauss Analyse zur Bestimmung der einzelnen Bandenlagen (gestrichelt). Die

durchgezogene Linie gibt den Gesamitfit wieder.
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'RH123 54 FCS-Untersuchungen mit Diphenylhexa-
150 .DP"(')OJM trienderivaten haben gezeigt, dass auch
. ‘11'18_2 ﬂm Vertreter diese Verbindungsklasse Triplett-
N ool ® 153uM quencher fur Rhodamin 123 (54) sind
ég (siehe Kapitel 3.9.3.4). So gelang es z. B.
W’ .' durch die Zugabe von DPHO01 die Fluores-
S0y .:::. zenzzéhlrate um mehr als das dreifache
'F' 3.' ° zu steigern (siehe Abbildung 4.11) und die
0 "'1'61 —— ""1'(')2 Photostabilitdt zu erhéhen (Verschiebung
(1/ 2)/(kW/cm2) des Kurvenmaximums zu héheren

Abbildung 4.11: Fluoreszenzzéhlrate von ENe€rgien).

Rhodamin123 (54) mit DPHO1 in unterschied- Ein Vergleich mit den in diesem Kapitel
lichen Konzentrationen. abgebildeten FCS-Messungen an Rho-
damin 123 (54) mit der COT-Carbonséaure
COTO01 lasst erkennen, dass im Falle der Diphenylhexatriene viel geringere
Quencherkonzentrationen (1/50) eingesetzt wurden. Grund daftr ist die einge-
schrankte Loéslichkeit dieser Verbindungen in Puffer- und ethanolischen Lésungen

(siehe auch Abbildung 3.79).

AB: Zur Darstellung der Azobenzole wurden zwei Synthesestrategien verfolgt. Zum
einem wurden AB Uber die klassische Diazotierung eines Anilinderivats mit
anschliellender Azokupplung an elektronenreichen Aromaten hergestellt. Zum
anderen wurde Nitrosobenzol mit primaren, aromatischen Aminen kondensiert. Diese
Herangehensweise hat den Vorteil, dass auch elektronenarme Aromaten umgesetzt
werden kdnnen. Man erhélt einseitig substituierte Azobenzole (siehe Kapitel 3.9.4.1).
Die Singulettanregungsenergien wurden aus den UV-spektroskopischen Daten
ermittelt (siehe Kapitel 3.9.4.3). Eine mdgliche Fluoreszenzléschung, bedingt durch
einen Singulett-Singulett Energietransfer zwischen dem angeregten Fluoreszenz-
farbstoff und einem zugesetzten Azobenzol, konnte so im Vorfeld ausgeschlossen
werden.

Aus den cyclovoltametrisch bestimmten Redoxpotentialen ausgewahlter Azobenzole
(siehe Kapitel 3.9.4.2) lasst sich ableiten, dass zur Vermeidung von Redoxreaktionen

mit dem angeregten Fluoreszenzfarbstoff RH123 54 Azobenzolderivate ohne Substi-
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tuenten oder mit schwach elektronenschiebenden bzw. —ziehenden Substituenten

als Quencher eingesetzt werden sollten.

FCS-Untersuchungen an Rhodamin 123 5| RH123 54
(54) mit ABO3 haben gezeigt, dass ‘+5383;1M
Azobenzole gute Triplettlsscher sein 4 ¢ 81uM
kdénnen (siehe Kapitel 3.9.4.4). Obwohl % 3'_ o gg? Em
es sich bei diesem Azobenzol AB03 um £ | o 783M

L
ein 4-Amino-4’-carboxysubstituiertes 5 2
Derivat handelt (siehe oben) und eine
Reduktion des S1 und T4 des Rhodamin

123 (54) moglich ist, gelang es die 0 === S
(54) g 9. g 10' 10 10°
Fluoreszenzzéhlrate um einen Faktor 5 (1/2)1 (kW/cmZ)
0
zu erhdhen und die Photostabilitat deut-
lich zu steigern (siehe Abbildung 4.12). Abbildung 4.12: Fluoreszenzzshlrate von

Eine mogliche Erklarung ist die ,Rlck- Rhodamin 123 (54) mit ABO03 in unterschied-
reduktion® bereits oxidierter Fluores- llchen Konzentrationen.
zenzfarbstoffe in den Ausgangszustand (siehe auch Abbildung 3.210). Dies wirkt
einer vorzeitigen Photozerstérung entgegen und wirde die merkliche Zunahme an

Photostabilitat erklaren.

Beim Vergleich der Steigerungen in den Fluoreszenzzéhlraten des Rhodamin 123
(54) durch die Zugabe von ausgewahlten Vertretern der drei Quencherklassen, COT,
DPH und AB, erkennt man, dass die grofite absolute Steigerung durch die Zugabe
von Azobenzolen erzielt werden konnte (siehe oben und Kapitel 3.9.5).

DPHO01

T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
rel. Steigerung von FCpm von Rhodamin123 (54) pro 100 umol Quencher

Abbildung 4.13: Relative Steigerung der Fluoreszenzzéhlrate F¢pm von Rhodamin 123 (54) in

Abhéangigkeit der zugesetzten Menge ausgewahlter Quencher.
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Relativiert man diese Werte auf die Menge des zugesetzten Quenchers (siehe
Abbildung 4.13), so wurde festgestellt, dass Azobenzole die Fluoreszenz um etwa
einen Faktor zwei starker steigern als das COT-Derivat. Bei den vermessenen
Diphenylhexatrienen waren relative Steigerungen um das 40 bis 88-fache zu

beobachten.

Um die Quencherkonzentration in den
G e Versuchslésungen niedrig zu halten, und
dennoch eine ausreichende rdumliche Nahe
von Fluoreszenzfarbstoff und Quencher fir

eine effektive Triplettldschung zu gewahr-

Abbildung 4.14: Einfaches Aufbauschema |eisten, wurden kovalent gebundene Bichro-
eines Bichromo-phors aus Fluorophor (F)

und Quen-cher (Q).

mophore (BCs) entworfen (siehe Abbildung
4.14).

BC: Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei strukturelle Typen von Bichromophoren
entworfen und entsprechende Synthesestrategien entwickelt: die Modifikations- und
die Verknipfungsstrategie (siehe Kapitel 3.10.1). Fur diese Syntheserouten der

Bichromophore werden Quencherbausteine benétigt, die mit einem o

koppelfahigen Linker versehen sind. Im Rahmen dieser o
Arbeit wurden 4 solcher Bausteine hergestellt. Durch \ |
die Umsetzung von Quencher- und o 'r'u

- oI ST
Fluorophorbausteinen O N H/\/\O BCO3
wurden in dieser O
Arbeit 6 Bichro- coon o>;CF3
mophore § o4 =
erfolgreich  syn- O / -

H,N o] NH, o

thetisiert. Darge-

Abbildung 4.15: Struktur und Lésung von BCO03 als Beispiel eines der in
stellt wurden so-

wohl  Fluorescein- dieser Arbeit synthetisierten Bichromophore.

als auch Rhodaminderivate.

Erste FCS-Studien an BC03 haben gezeigt, dass der Bichromophor mit Azobenzol-
einheit in entgastem Ethanol eine dreimal héhere Fluoreszenzzahlrate als das

unveranderte Rhodamin 123 (54) (siehe Abbildung 4.16, links) aufweist. Aus den
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ermittelten Triplettamplituden (siehe Abbildung 4.16, rechts) ist ersichtlich, dass die
Steigerung der Fluoreszenz auf die Léschung des Triplettzustandes zurlickzufiihren

ist.

1501 # BCO3 0.8 | BCO3
| @ RH12354 “lo RH123540
o
~ 1001 * 0.6 °
I - Q
X <
& * 04 o
T i ®
50+ 5 0999
qi 0.2} 92***
- 99' ? *,
OP. ey — OO sl Ll *-*..
10 100 101 102
(1,/2)/(kw/cm?) (1,/2)/(kW/cm?)

Abbildung 4.16: Links: Auftragung der Fluoreszenzzahlrate pro Molekul (F¢pm) vom Bichromophor
BC03 und Rhodamin 123 (54) in entgastem Ethanol."'*®!

Rechts: Triplettamplitude (At) von BC03 und Rhodamin 123 (54) in entgastem Ethanol.['*

Diese einfihrenden Untersuchungen haben gezeigt, dass das Prinzip des Triplett-
energietransfers vom Rhodaminchromophor auf die Azobenzoleinheit als interner
Quencher in einem Bichromophor sehr gut funktioniert. Auch eine Steigerung der
Photostabilitdt kann durch das kovalent angebundene Azobenzol erfolgreich
gesteigert werden. Allerdings gibt es weitere Prozesse unbekannter Natur, die in
analogen Untersuchungen in Gegenwart von Sauerstoff zu einer Fluoreszenz-
I6schung fihren. Die Klarung dieser Zusammenhédnge erfordert weitere Unter-
suchungen, die derzeit am Institut fir Physikalische Chemie mit diesen und anderen

hier synthetisierten Bichromophoren durchgefiihrt werden.
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5 Ausblick

5.1 Weiterentwicklung von bathochrom
absorbierenden caged Compounds

NO,

(LI e
S NO,
21

Abbildung 5.1: Struktur der MDdiNB-
Schutzgruppe

Die im Rahmen dieser Arbeit eingefiihrte
MDdiNB-Schutzgruppe (21) ermdglicht Un-
cagingexperimente bei bathochromer
Bestrahlung bis hin zu einer Anregungs-
wellenldnge von 500 nm (siehe Kapitel 2.12
und Abbildung 2.24). Diese neue Caging-
gruppe 21 erganzt das Angebot an photo-

labilen Schutzgruppen von o-Nitrobenzyl-

Typ.

Die relativ limitierte Léslichkeit in wassrigen Puffersystemen der etablierten o-Nitro-

benzyl-Schutzgruppe (NB, 7) hat ihre Einsetzbarkeit in biologischen Studien in

wassrigen Systemen eingeschrankt. Auch die neue MDdiINB-Schutzgruppe (21)

weist eine beschrénkte Loslichkeit unter diesen Bedingungen auf.

Bei der NB-Schutzgruppe (7) konnte die Wasserldslichkeit signifikant durch die

Einflihrung von einer bzw. zwei Carboxylgruppen in der 4-, 5- oder a-Position (a-
CNB, 12; a,4-CNB, 14 bzw. a,5-CNB, 188) erhoht werden.!"> ' Dabei wurde beo-
bachtet, dass eine a-Carboxylgruppe zu einer stark erhéhten Quantenausbeute
fuhrt.® 3% So besitzt in Acetonitril (Aex = 410 nm, 10 ms) NB-AC CCO1 eine

Quantenausbeute von 0.1; das entsprechende a-Carboxyderivat, a-CNB-Ac 189,

eine von 0.23.1'4
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COOH

Abbildung 5.2: Cyclisierungsschritt des Photolysemechanismus der o-Nitrobenzylester 7.

Die gesteigerte Quantenausbeute ist auf den elektronenziehenden Einfluss der
Carboxylgruppe auf die a-Position zuriickzufihren. Die dadurch induzierte positive
Partialladung am a-Kohlenstoff férdert den Ringschluss der aci-Form (siehe Schritt F
in Abbildung 2.3 und Abbildung 5.2), welcher als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt betrachtet werden kann (siehe Kapitel 2.1).

Die Derivate mit einer Carboxylgruppe (a-CNB, 12) haben grélRere Quantenaus-
beuten als die Verbindungen mit zwei Carboxylgruppen (a,4-CNB, 14 bzw. a,5-CNB,
188). Entsprechende geschiitzte Aspartate (Asp) zum Beispiel haben Quanten-
ausbeuten von: ®(a,5-CNB-Asp) = 0.10, ®(a,4-CNB-Asp) = 0.14 und O(a-CNB-Asp)
=0.19."%

Aus den Arbeiten von Schaper et al. zur NO, COOH
Steigerung der Hydrophilie ist bekannt, dass die
dort erfolgreich angewandte Strategie einen <O AG
erheblichen experimentellen Aufwand bedeu- ) NO,
tet."> ™ Daher wurde hier das Interesse

a-CMDdiNB

zunachst alleine auf die Steigerung der Batho-
a-Carboxy-3,4-Methylendioxy

chromie durch die EinfUhrung einer zweiten -2,5-nitrobenzylgruppe (190)

Nitrogruppe gelegt. Nach den im Rahmen dieser

Arbeit erfolgreichen Studien dieser einfacheren
Systeme bietet sich als weiterfiihrenden Schritt
in zukUnftigen Arbeiten die Synthese des a-Carb-
oxyderivats
190) zur Steigerung der Quantenausbeute und

gruppe (21) an (siehe Abbildung 5.3).

(a-Carboxy-3,4-(Methylendioxy)-2,5-nitrobenzylgruppe,

Abbildung 5.3: Struktur der a-Carb-
oxy-3,4-(Methylendioxy)-2,5-nitro-
benzylgruppe (190).

a—CMDdiNB
Hydrophilie der MDdiNB-Schutz-
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5.2 Weiterentwicklung von Chromophor-
systemen als Fluoreszenzsonden

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine Bibliothek von Triplettquenchern fir
Rhodaminfarbstoffe synthetisiert. Sowohl Cyclooctatetraen- (COT), Diphenylhexa-
trien (DPH) und Azobezolderivate (AB) haben sich als geeignet erwiesen. Fir FCS-
Messungen, in denen der Quencher einer ethanolischen Rhodaminlésung zugesetzt
wurde, hat sich die geringe Léslichkeit der COT und DPH in diesen Lésungen als
problematisch erwiesen.

Vor allen aber in wassrigen Puffersystemen, welche fiir biologische Untersuchungen
Ublich sind, lassen sich nur geringe Mengen der hydrophoben Quencher I6sen. In
diesen niedrigen Konzentrationen konnten sehr gute Quenchleistungen durch
gesteigerte Fluoreszenzzahlraten beobachtet werden (siehe Kapitel 3.9.5). Fur
weitere Additivstudien wéren Derivate mit einer hdheren Wasserl6slichkeit win-
schenswert, um die Wirkung weiter zu verbessern.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Vorstufen fir koppelfahige COT- und DPH-
Derivate synthetisiert (siehe Kapitel 3.10.2.1 und 3.10.2.2). In zukUnftigen Arbeiten
kénnten diese Syntheserouten vervollstandigt werden und Bichromophore nach der
Verknipfungsstrategie (siehe Kapitel 3.10.1) mit COT- oder DPH-Einheit als Léscher
hergestellt werden. Untersuchungen des Fluoreszenzverhaltens dieser neuen
Verbindungen sollen an die durchgefiihrten Additivmessungen (siehe Kapitel 3.9.3.4
und 3.9.4.4) anknipfen.

Auch der Einfluss von der Linkerkettenldnge soll studiert werden. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Bichromohoren BC01 und BC06 vom Fluorescein-Typ (siehe Kapitel
3.10.4.2.1 und 3.10.4.2.3) kénnen hierzu untersucht werden.

Bei den FCS-Messungen am Bichromophor BC03 konnten Reodx-Prozesse beo-
bachtet werden. Dieses Verhalten Iasst sich anhand der bestimmten Redoxpotentiale
erklaren. In fortfUhrenden Arbeiten werden weitere FCS-Studien der anderen in
dieser Arbeit synthetisierten Bichromophore neue Erkenntnisse tber die Lésch- und

Redoxprozesse bringen.
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Abbildung 5.4: Strukturen des Bichromophors BC04 und das Modellazobenzol AB10 fur die

Quenchereinheit.

So lasst bei dem Bichromophor BC04 mit 4-Methylazobenzol (AB10) als
Modellverbindung fiir die Quenchereinheit (siehe Abbildung 5.4) der Vergleich der
Redoxpotentiale des Azobenzols und Rhodamin 123 (54) keine intramolekularen
Redoxreaktionen erwarten. Geplante FCS-Messungen an diesem Bichromophor
BC04 werden Aufschluss Uber die Quenchprozesse geben. Der Vergleich dieser
Beobachtungen mit denen aus den FCS-Messungen vom Bichromophor BC03 sollte

es ermdglichen, Lésch- und Redoxprozesse von einander zu trennen.

Auch FCS-Studien des Bichromophors BCO05,
BCO5 welches nach der Modifikationsstrategie herge-

stellt wurde, sollen durchgefiihrt werden (siehe
N Abbildung 5.5). Sollte hier ebenso eine

Fluoreszenzsteigerung durch L&éschung des

=z

COOH Triplettzustands beobachtet werden, waren

weitere Bichromophore dieses Typs von

S Interesse. Auch Derivate mit einer DPH-Einheit

HO o o als Teil des Rhodamins durch Modifikation an

dem einzelnen Phenylrings sollten synthetisiert
Abbildung 5.5: Strukturen des Bichr- /ST
omophors BCOS. Aus den FCS-Untersuchungen des Bichromo-

phors B03 (siehe Abbildung 5.6) in Koopera-
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0O

Abbildung 5.6: Struktur des Bichromophors BC03. /d
O
|

)
N
H * /Q/ BCO3
O N\/\/\)J\N/\/\O

O COOH O>;CF3 tion mit D. Pfiffi wurde die Bildung
[S)

N 3 von Aggregaten aufgrund des hydro-
‘ / phoben Charakter des Bichromophors
H,N O NH,

vermutet.'® Die geringe Loslichkeit von Fluores-
zenzfarbstoffen in wassrigen Puffersystemen ist auch aus Studien mit den
herkdémmlichen Rhodaminen bekannt. Ubliche Essays schreiben daher ein Lésungs-
mittelgemisch aus PBS-Puffer furs Protein und DMF oder DMSO fir den Fluores-

(139, 1491 Eine Erhshung der Hydrophilie der Farbstoffe durch

zenzmarker vor.
strukturelle Modifikationen am L&scher unter Erhalt der Fluoreszenzeigenschaften ist

wenig aussichtsreich (vergleich Kaptitel 3.5).

o ekinker 3
»

3
90

¥

SLnker >0

X: -COOH
-NHS-Ester
-Azid

Abbildung 5.7: Modellstruktur eines koppelféahigen Bichromophors vom Rhodamin 123-Typ mit einer
Azobenzolquenchereinheit nach der Verkniupfungsstrategie. (Griin: Fluoreszenzfarbstoff, Orange:

Linker, Rot: Quencher, Blau: Koppelstelle).

Fur einzelmolekilspektroskopische Untersuchungen an biochemischen Systemen
werden Fluoreszenzsonden haufig als Label verwendet. Fir die Bichromophore setzt
die Verwendung als Label die kovalente Koppelfahigkeit an z. B. Proteine vor-

raus.['*"! Koppelgruppen, wie freie Carbonsauren, aktivierte NHS-Ester oder Azide
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fur Klick-VerknUpfungen, bieten sich hierfir an. Um den Fluorophor méglichst wenig
zu beeinflussen, wirde sich die Einfihrung dieser neuen Funktionalitdt an der
Quenchereinheit am besten eignen (siehe Abbildungen 5.7 und 5.8). Solche

Systeme kdnnen in weiterfihrenden Arbeiten aufgebaut werden.

X: -COOH
-NHS-Ester
-Azid

Abbildung 5.8: Modellstruktur eines koppelfahigen Bichromophors vom Rhodamin 123-Typ mit einer
Azobenzolquenchereinheit nach der Modifikationsstrategie. (Grin: Fluoreszenzfarbstoff, Orange:
Linker, Rot: Quencher, Blau: Koppel-stelle).
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6 Experimentalteil

6.1 Gerate

6.1.1 Allgemeines

UV-Vis-Spektrometer: Die in dieser Arbeit abgebildeten UV-Vis-Spektren wurden
mit einem Perkin Elmer Lambda 19 Spektrometer oder einem UV-Vis DAD der Firma

Agilent aufgenommen.

Fluoreszenz-Spektrometer: Die in dieser Arbeit abgebildeten Fluoreszenzspektren
wurden einem Fluroeszenz-DAD der Firma Agilent oder mit einem Fluorolog-3

Spektrometer von Jobin Yvon aufgenommen.!"

Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer: Fir die apparativen Details der in dieser
Arbeit vorgestellten FCS-Messungen, die in Kooperation mit dem AK Seidel von Frau
D. Pfiffi durchgefiihrt wurden, siehe Pfiffi et al., 2010 und Pfiffi, 2010!'%°!,

Cyclovoltametrie: Die in dieser Arbeit vorgestellten Redox-Potentiale wurden von
D. Pfiffi gemessen. Die apparativen Details sind in Pfiffi et al., 2010"" und Pfiffi,
2010"%! beschrieben.

IR-Spektrometer: Die in dieser Arbeit abgebildeten IR-Spektren wurden mit einem

Vector 22 IR-Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen.

Massenspektrometer: Die in dieser Arbeit beschriebenen Massenanalysen wurden
mit einem Flugzeit-Massenspektrometer Bruker Ultraflex TOF und einer lonisierungs-

energie von 70 eV durchgefihrt.
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NMR-Spektrometer: Im Rahmen dieser Arbeit sind NMR-Spektren unterschiedlicher
Kerne auf verschiedenen Spektrometer aufgenommen worden. Die Zuordnung der
Spektrometer zu spezifischen Melfrequenzen der einzelnen Kerne kann Tabelle 6-1

entnommen werden.

Tabelle 6-1: Ubersicht der gemessen NMR-Spektren und den dazu verwendeten Spektrometer.

Spektrum v/IMHz Spektrometer
"H-NMR 200 Bruker Advance DRX 200
"H-NMR 500 Bruker Advance DRX 500
BC-NMR 75 Varian MAT 311A
BC-NMR 125 Bruker Advance DRX 500
“F.NMR 470 Bruker Advance DRX 500
*'P-NMR 81 Bruker Advance DRX 500

Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgt mit der Software: MestReC 4.7.0.0,
copyright © 1996-2005.

Refraktometer: Die Brechungsindizes in dieser Arbeit wurden mit einem

Refraktormeter 90213 der Firma Carl Zeiss gemessen.

Schmelzpunktbestimmungsgerat: Die Schmelzpunkte in dieser Arbeit wurden mit
einem Schmelzpunktbestimmungsgerat Thermovar der Firma Reichert oder einem

SMP-20 von Biichi gemessen. Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Elementaranalyse: Die in dieser Arbeit vorgestellten Elementaranalysen wurden am
Institut fur Pharmazeutische Chemie der Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf
durchgefihrt.

Quantenchemische Rechnungen: Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ubergangs-
energien vorgestellt, die mittels quantenmechanischen Rechnungen ermittelt

wurden. Diese Werte wurden von C. M. Marian bestimmt. [
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6.1.2 Bestrahlungsapparatur nach Grantzel

? ' / Probenhalter

<«— PhosphoreszenZzfilter

Bestrahlungskammer

Abbildung 6.1: Bestrahlungsapparatur nach Gréantzel.

Abbildung 6.2: Ansicht des Inneren
der Bestrahlungskammer.

Die Grantzelapparatur ist eine hohlzylindrische
Strahlungsquelle. Die Réhren von zwei Queck-
silberdampflampen mit der Emissionswellen-
ldnge Aem = 254 nm sind schlangenférmig
gebogen und bilden den Zylinder.

Die Leistung der Lampen werden (ber zwei
Spannungsversorger geregelt. In den beschrie-
benen Versuchsreihen wurden jeweils 100 mA
benutzt. Der Innenraum des Zylinders hat einen
Durchmesser von ca. 6 cm und eine Héhe von

25 cm. Er stellt das mdgliche Bestrahlungs-
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volumen dar. Es gibt Probenhalter zur Bestrahlung von Kuivetten und NMR-
Réhrchen. Der Probenhalter fir die NMR-R&hrchen wurde speziell fur die
Bestrahlungsversuche selbst entwickelt und angefertigt (siehe Abbildung 2.26).

Die Probenhalter kdnnen an eine Aufhdngung gehangen werden, welche Uber einen
Motor rotiert. Diese Rotation der Proben gewéhrleistet eine gleichmafige
Bestrahlung aller Proben.

Ebenfalls zylinderférmige Phosphoreszenzfilter aus Glas
kénnen in den Innenraum gestellt werden. Die Phospho-
reszenzfarbstoffe in den Filtern absorbieren das Licht der
Lampen und phosphoreszieren bathochrom zur Anre-
gungswellenlédnge. Die verschiedenen Filter enthalten
verschiedene Phosphoreszenzfarbstoffe. Der Farbstoff
bestimmt die Emissionswellenldnge. Es sind Filter fur
Emissionswellenlangen von 320, 350, 410, 445, 475, 525
und 615 nm vorhanden. Die Emissionsspektren der aller

PhosphoreszenZfilter sind in Abbildung 6.4 des folgenden

Abbildung 6.3: PhosphoreszenZfilter fiir die Grant-

zelapparatur.

Kapitels abgebildet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich Bestrah-

lungen mit dem 350 nm-Filter durchgefihrt.
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6.1.2.1 Emission der Bestrahlungsapparatur nach

Grantzel

Zur Interpretation der experimentellen Ergebnisse der Bestrahlungsversuche sind die
Emissionsspektren der Strahlungsquellen und die Intensitat des eingestrahlten Lichts
von grofdem Interesse.

Der Abbau der caged Acetate wurde durch die Bestrahlung der Messlésungen mit
der Grantzelapparatur ausgeldst. Der Gerateaufbau ist oben beschrieben. Das
Emissionsspektrum der Strahlungsquelle kann durch den Einsatz von Phosphores-
zenZzfiltern veradndert werden. Die verschiedenen Filter enthalten verschiedene
Phosphoreszenzfarbstoffe. Der Farbstoff bestimmt die Emissionswellenldnge. Es gibt
Filter fir Emissionswellenlangen von 320, 350, 410, 445, 475, 525 und 615 nm. Es
wurden Emissionsspektren der Grantzelapparatur ohne und mit den diversen
PhosphoreszenZzfiltern aufgenommen. Sie sind in Abbildung 6.4 dargestellt.

Da bei den Bestrahlungsversuchen im Rahmen dieser Arbeit das Abbauverhalten
der caged Acetate durch langwelliges Licht (A > 300 nm) von Interesse ist, wird ein
Filter verwendet, der bei 350 nm emittieren soll. Aus den Emissionsspektren erkennt
man jedoch, dass die Bestrahlungsapparatur keineswegs monochromatisches Licht
emittiert. Es handelt sich vielmehr um ein komplexes Emissionsspektrum. Dies muss

bei der Interpretation der Bestrahlungsexperimente bericksichtigt werden.
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Intensitat des emittierten Lichts

Emissionswellenldnge/nm
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Abbildung 6.4: Emissionsspektren der Grantzelapparatur mit verschiedenen eingesetzten Phospho-

reszenzfiltern. Die Spektren wurden mit einem portablen DAD gemessen.

[142]
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6.1.3 Bestrahlungsapparatur: LUMOS 43"

Die LUMOS 43 von Atlas Photonics ist eine Bestrahlungsapparatur mit 4 Dioden als
Lichtquellen. Sie besteht aus zwei Komponenten (siehe Abbildung 6.5). Die Untere
enthalt die Spannungsversorgungs- und die Steuereinheit; die Obere die Dioden und
die Bestrahlungskammer. Im Lieferumfang ist ein Kuvettenhalter fur handelstbliche
1.0cm x 1.0 cm Kuvetten enthalten. Die Bestrahlungsflache bei einer derartigen
Kiivette betragt ca. 1 cm? Setzt man die
Bestrahlungseinheit auf einen Magnet-
rahrer, so ist es moglich die Lésungen in
der Apparatur wahrend der Bestrahlung
mit einem Magnetrihrstab zu rihren.

Die Dioden emittieren Licht der Wellenlan-
gen 255, 360, 405 und 525 nm. Von dem

Hersteller wird der Monochromatismus mit

Abbildung 6.5: Bestrahlungsapparatur
LUMOS 43 von Atlas Photonics. einer Genauigkeit von 5 nm angegeben

(siehe Emissionsspektren in Abbildung

6.6). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
255, 360 und 405 nm-Dioden verwendet. Die optischen Leistungen der 360 und 405
nm Dioden sollen typischerweise bei P(360 nm/405 nm) = 200 mW/cm? liegen. Die
optische Leistung der 255 nm wurde mit etwa bei P(255nm) = 10 mW/cm?
angegeben. Um prazisere Werte fur die anschlieBende Quantenausbeute-
bestimmung zu erhalten, wurden die optischen Leistungen P, mit einem Aktinometer

bestimmt. Diese Versuche sind detailliert im folgenden Kapitel 6.1.3.2 beschrieben.

Optische Leistungen der Dioden

Bestrahlungswellenlédnge P,(exp) P,(Hersteller)
255 nm 1.37 mW ca. 10 mW/cm?
360 nm 8.45 mW ca. 200 mW/cm?

405 nm 95.1 mW ca. 200 mW/cm?
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6.1.3.1 Emission der Bestrahlungsapparatur LUMOS 43

Die Bestrahlungsapparatur LUMOS 43 ist mit 4 Dioden der Wellenldngen 255, 360,
405 und 525 nm ausgestattet. In den Bestrahlungsversuchen der hier vorgestellten
Studien wurden die drei kurzwelligeren Dioden verwendet. Abbildung 6.6 zeigt ihre

relativen Emissionsspektren.!'*’!

” relative Emission der
255 nm- Diode

—— 360 nm-Diode

—— 405 nm-Diode

relative Intensitat

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenlédnge/nm

Abbildung 6.6:'"**! Relative Emissionsspektren der 255, 360 und 405 nm Dioden der Bestrahlungs-
apparatur LUMOS 43.

Von dem Hersteller wird der Monochromatismus mit einer Genauigkeit von 5 nm
angegeben. Betrachtet man die Halbwertsbreite so findet man Werte von ca. 12 nm,
also Amax /- 6 nm. Da die Emissionspeaks aber im Bereich niederer Intensitat einen
Wellenlédngenbereich von bis zu 70 nm abdecken und die 255 nm-Diode eine zusétz-
liche Emissionsbande von 375-500 nm aufweist, werden die Emissionskurven
integriert.

Fir die drei Dioden erhalt man folgende Werte:
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Tabelle 6-2: Integrationsflachen der Emissionskurven der 255, 360 und 405 nm Dioden der Bestrah-
lungsapparatur LUMOS 43.

Amax/nm Integrationsflache

255 193600
360 214400
405 221600

Die Flachen unter den Kurven sind ein Mal} fir die Menge des emittierten Lichts. Sie
werden in spateren Rechnungen zur Bestimmung der Quantenausbeuten der caged

Compounds verwendet.

6.1.3.2 Strahlungsquantifizierung mittels Aktinometer

der Bestrahlungsapparatur LUMOS 43

Hier soll die Lampenleistung von drei Dioden einer Bestrahlungsapparatur
LUMOS 43 von Atlas Photonics bestimmt werden. Es handelt sich um Dioden mit
den Wellenlédngen 255, 360 und 405 nm. Die optischen Leistungen der 360 und
405 nm Dioden liegen laut Herstellerangaben typischerweise bei P(360 nm/405 nm)
= 200 mW/cm? liegen. Die optische Leistung der 255 nm wurde mit etwa bei
P(255 nm) = 10 mW/cm? angegeben. Die Bestrahlungsflache bei einer Kiivette mit
1 cm Durchmesser kann auf ca. 1 cm? abgeschatzt werden. Zur Uberpriifung werden
die Leistungen mit Hilfe eines Aktinometers bestimmt.

Ein Aktinometer ist ein chemisches System mit dessen Hilfe man die Photonenzahl
bestimmen kann.['** %%l Es handelt sich hierbei um Substanzen, die unter Lichtein-
wirkung einen Stoffumsatz erfahren. Die Kenntnis von u. a. der genauen Quanten-
ausbeute dieser Photoreaktion, der Bestrahlungszeit und des erfolgten
Stoffumsatzes ermdglicht dann die Berechnung der Menge zuvor absorbierter

Photonen.
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Hatchard-Parker Aktinometer: Aktinometer kbnnen aus vielen verschiedenen
Verbindungsklassen stammen. So kann man den reversiblen Photoringschluss von
Fulgiden, wie z. B. des Aberchrome 540 (191)'*®!, cis/trans-Isomerisierung von Azo-
benzolen!'*"], die Photoreduktion von Uranyloxalat (192)"'*®! oder die Endoperoxid-
bildung von Diphenylhelianthrenen (193)1'* % zyr Bestimmung von Strahlungs-
mengen verwenden. Der wohl am haufigsten verwendete Aktinometer ist der
Hatchard-Parker Aktinometer ['°" "2 Dieses System wurde in den 1950er Jahren
zuerst von Parker auf seine Verwendung als Aktinometer hin ausgiebig untersucht
und Werte fur die Quantenausbeute der Photoreaktion ermittelt. Es handelt sich
hierbei um eine schwefelsaure wassrige Lésung von Kalium-tris(oxalato)ferrat (lll)
(194). Induziert durch Lichteinstrahlung wird ein Oxalatrest zu Kohlendioxid oxidiert

und im Gegenzug zwei Mol Eisen von der Oxidationsstufe Ill nach Il reduziert!'®?!,

2 K3[Fe(C204)5] — 2 Fe** + CO, + 5 C,04% + 6 K*
194

Um den erfolgten Stoffumsatz des Kalium-tris(oxalato)ferrats (Ill) (194) zu ermitteln,
wird die bestrahlte Lésung mit 1.10-Phenanthrolin (195) versetzt. Das 1.10-Phenan-
throlin komplexiert die Eisen(ll)- und Eisen(lll)ionen. Es entstehen der rote
Ferroin(ll)- (196) und der blaue Ferriin(lll)komplex (197). Aus den Absorptionsspek-

trum der Ldsung lasst sich die Menge an Eisen(ll)- und Eisen(lll)-lonen bestimmen.

Ferroin(ll)komplex (196) Ferriin(lll)komplex (197)

Abbildung 6.7: Strukturen des roten Ferroinkomplex (rot) und des blauen Ferriinkomplex (blau).
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Aus dem so bestimmten Stoffumsatz, der Quantenausbeute von Kalium-tris(oxalato)-
ferrat (lll) (194), der Bestrahlungszeiten und den Konzentrationen der eingesetzten
Lésungen lasst sich der Photonenfluss N, [mol Photonen/s] der Lichtquelle

errechnen.

Zur Darstellung von Kalium-tris(oxalato)ferrat (ll1) (194) werden 3 Volumenanteile
einer wassrigen 1.5 M Kaliumoxalat Monohydrat-Lésung (198) mit einem Volumen-
anteil einer 1 M wassrigen Eisen(lll)Chlorid-Lésung (199) bei Raumtemperatur unter
Lichtausschuss einen Tag geruhrt. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert und dreimal
aus 50 °C warmen Wasser umkristallisiert.

Ausreichende Reinheit ist erreicht, wenn nach der Umkristallisation keine signifikante

Zunahme des Extinktionssignals zu erkennen ist. ">

T~ 17500 - - -
g | Kalium-tris(oxalato)ferrat (l11) (194)
44 * 150004 nach einmal Umkris'tllis'ie.ren
re) ] zweimal Umkristllisieren
+<E 125004 dreimal Umkristllisieren
31 = )}
-
N & 10000+
N |
» N
2 4
) ﬂq:) 7500
3 4
» 5000
1 c ]
.0
£ 2500-
§= 1
0 T T T T T T T T T T 1 ‘.>_<' 0 T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 W 200 250 300 350 400 450

Wellenldnge/nm Wellenldnge/nm
Abbildung 6.8: UV-Vis-Absorptionsspektren von Kalium-tris(oxalato)ferrat (Ill) Trihydrat (194) in

Wasser.

Nach dem Trocknen im Olpumpenvakuum bei 50 °C erhélt man das kristalline, griine
Kalium-tris(oxalato)ferrat (lll) (194) als Trihydrat. Um vorzeitige Photoredoxprozesse

zu verhindern sollte das Produkt 194 unter Lichtausschluss gelagert werden.
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Aktinometrische Untersuchung mit dem Hatchard-Parker Aktino-

meter!'4!

Um Strahlungsmengen einer Lichtquelle zu bestimmen wird eine schwefelsaure
wassrige Losung vom Aktinometer 194 angesetzt. Die Konzentration dieser Lésung
richtet sich nach ihrer Extinktion in dem gewahlten Wellenldngenbereich bei gegebe-
ner Schichtdicke. Man misst unter Bedingungen der Totalabsorption. Es soll der
Photonenflul bei 255, 360 und 405 nm bestimmt werden.

Ansetzen der Messlésungen: Fiur die Messungen bei 255 und 360 nm wird eine
0.006 M Lésung des Aktinometers 194 angesetzt. Hierzu werden in einem 1 L Mal3-
kolben 2.947 g Kalium-tris(oxalato)ferrat (Ill) Trihydrat (194) und 100 ml 0.1 N
Schwefelsdure gegeben und anschlieBend mit destillietem Wasser aufgefillt. Da
Kalium-tris(oxalato)ferrat (lll) (194) bei 405 nm einen viel kleineren Extinktions-
koeffizienten hat bei 255 und 360 nm wird fir die Messung eine Lésung héherer
Konzentration benétigt. Fir die Messung der 405 nm-Diode wird eine 0.0981 M
Lésung verwendet; 2.41 g Kalium-tris(oxalato)ferrat (Ill) Trihydrat (194) und 5 ml 0.1

N Schwefelsdure in einem 50 ml Mal3kolben mit destilliertem Wasser aufgefulit.

Um zu wissen wie grol} der von den Aktinometerlésungen absorbierte Anteil des
emittierten Lichts der Dioden ist, wird das Uberlappungsintegral der Absorption des
Aktinometers 194 |,,s und der relativen Diodenemission |y (siehe Abbildungen 6.9

und 6.10) verglichen
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Abbildung 6.9: Absorptionsspektrum des Aktinometers 194 und relative Emissionsspektren der 255,

360 und 405 nm-Dioden der Bestrahlungsapparatur LUMOS 43.

Zur Bestimmung der Uberlappungsfunktion verwendet man folgende Funktion:

500
Irel — '[1661 (/1) . (1 _ lo—g(ﬂ)cd)d/l

abs
215

Mit: 7" : Intensitat des absorbierten Lichts

15 relative Intensitét des eingestrahlten Lichts

e: Extinktionskoeffizient/(I-cm™-mol™)
c: Konzentration/(mol-I") der Aktinometerlésung
d: Schichtdicke/cm =1 cm

Man erhélt folgende Uberlappungsfunktionen und —integrale.
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Abbildung 6.10.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der Aktinometerldsungen
194 mit den Emissionen der Dioden der LUMOS 43.

Tabelle 6-3: Vergleich des emittierten Lichts der Dioden und des absorbierten Lichts der Aktinometer-

I6sungen.

A der Diode/nm l.bs(Aktinometer) lo(Diode)
255 153800 193600
360 201200 214400
405 221100 221600

Aus dem Vergleich des emittierten Lichts der Dioden und des absorbierten Lichts der
Aktinometerldsungen erkennt man, dass im Falle der hochkonzentrierten 0.0981 M
Lésung fur die Messungen bei 405 nm die Absorbanz nahezu vollsténdig ist. Im Falle
der Studie fur die 360 nm-Diode wird 94 % absorbiert und von der Emission der
255 nm-Diode nur 79 %.

Bestrahlung der Messlésungen: Fir die Bestrahlungen werden vier 1 cm Kuvetten

mit je 3 ml der Aktinometerlésung gefillt und fir ein bestimmtes Zeitintervall bei der
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jeweiligen Wellenlange bestrahlt (Bestrahlung A). Zur Kontrolle werden die Bestrah-
lungen jeweils einmal) an dem folgenden Tag wiederholt (Bestrahlung B). Bestrah-

lungszeiten werden so gewahlt, dass der Stoffumsatz maximal 5 % betragt.

Tabelle 6-4: Bestrahlungszeiten der Messlésungen bei verschieden Wellenldngen.

A@255nm B@255nm A@360 nm B@360 nm A@405nm B@405nm

"l

:.g 30 60 30 30 30 20
g 60 120 60 60 60 40
g 90 300 90 90 90 60
o 120 600 120 120 120 90

Entwicklung der Messlésungen: Nach der Bestrahlung missen die bestrahlten
Lésungen entwickelt werden. Dazu wird eine wéssrige 0.1%ige 1.10-Phenanthrolin-
I6sung (195) und ein Puffer angesetzt. Der Puffer besteht aus 82 g Natriumpropionat
(199) und 10 ml konzentrierter Schwefelsdure in einem 1 L-Mal3kolben mit destillier-
tem Wasser aufgefullt.

Bowman und Demas zeigten, dass die Zugabe der Lésungen in einer bestimmten
Reihenfolge Fehler in den Messungen verringert.['** So sollten 1.) die bestrahlten
Lésungen vorgelegt, 2.) der Puffer, 3.) die Phenanthrolinlésung (195) und 4.) das
Wasser zugegeben werden. Weiterhin sollte die 1.10-Phenanthrolinlésung (195)
ebenfalls unter Lichtausschluss gelagert werden und nicht alter als 3 Monate sein.

Eine Entwicklungszeit der Messlésungen von 0.5-1 h wird empfohlen.

Entwicklung der Messlésungen — 255 und 360 nm: Zuerst werden jeweils 1 ml
der bestrahlten L6sungen bzw. 1 ml der unbestrahlten Lésung in je einen 10 mI-Mal3-
kolben gefillt. Dazu werden in jeden Malikolben 0.5 ml des Puffers und 4 ml der
0.1%igen 1.10-Phenanthrolinlésung (195) pipettiert. AnschlieBend wird mit
destilliertem Wasser aufgefillt. Die Lésungen ldsst man nun 1 h unter Lichtaus-

schluss entwickeln.

Entwicklung der Messlosungen — 405 nm: Zuerst werden jeweils 0.15 ml der

bestrahlten Losungen bzw. 0.15 ml der unbestrahlten Lésung in je einen 25 ml-Mal}-
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kolben gefillt. Dazu werden in jeden Mal3kolben 1.25 ml des Puffers und 10 ml der
0.1%igen 1.10-Phenanthrolinlésung (195) pipettiert. AnschlieBend wird mit
destilliertem Wasser aufgefillt. Die Lésungen ldsst man nun 1 h unter Lichtaus-

schluss entwickeln.

Quantifizierung des Stoffumsatzes: Es werden UV-Vis-Spektren der entwickelten
Messlésungen aufgezeichnet (siehe Abbildung 6.11). Die Extinktion bei 510 nm, Es1o,
sollte idealerweise zwischen 0.4 - 1.0 liegen. Als Beispiel wird hier die Bestrahlung
bei 255 nm diskutiert.

1.0
] Absorption nach
0.8 - Os
5 1 ——60s
£ 0.6- —120s
= . ——300s
i 0.4+ ——600s
02 A @ 255 nm, d=1cm

0.0

T T I T
450 500 550 600 650

Wellenldnge/nm

Abbildung 6.11: UV-Vis-Absorptionsspektren der entwickelten Messlésungen nach unterschiedlichen

Bestrahlungszeit bei 255 nm.

Wie man aus Abbildung 6.11 erkennt, entstand auch in der unbestrahlten Probe der
farbige Ferroin(ll)komplex (196). Dies zeigt, dass sich die Photoreaktion nicht
ausschlieflich von der gezielten Bestrahlung, sondern auch von Umgebungslicht wie
Laborlicht oder Sonneneinstrahlung erfolgt ist. Um nur den Anteil der von der
Bestrahlungsapparatur entstandenen Eisen(ll)ionen zu beriicksichtigen wird das
Spektrum der unbestrahlten Blindprobe von den Spektren der bestrahlten Proben

abgezogen (siehe Abbildung 6.12).
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Abbildung 6.12: Korrigierte UV-Vis-Absorptionsspektren der entwickelten Messlésungen nach unter-

schiedlichen Bestrahlungszeit bei 255 nm.

Man betrachtet nun die Extinktion bei 510 nm, Es¢o. Hier absorbiert nur der gebildete
Ferroin(ll)komplex (196). Sie wird gegen die Bestrahlungszeit aufgetragen. Man
erhalt Abbildung 6.13.

@ Bestrahlung A
® Bestrahlung B

L L B I B e e L L L
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Bestrahlungszeit@255 nm/s

Abbildung 6.13: Auftragung der korrigierten Extinktion der bestrahlten Messlésungen bei 510 nm Esqq

gegen die Bestrahlungsdauer in Sekunden.

Lineare Fits ergeben fiir die Bestrahlungen bei 255 nm 1.33-10° s bzw. 1.30:107 ™
fur die Extinktionsanderung bei 510 nm pro Zeit, dEsqo/dt. Es wird mit dem Mittelwert
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von 1.32:10° s weitergerechnet. Analog ergibt sich fiir die Bestrahlungen bei 360
und 405 nm 1.11:10° s bzw. 8.47-10° s,

Tabelle 6-5: Extinktionsédnderung bei 510 nm der entwickelten Messlésungen {ber die

Bestrahlungszeit, dEs,o/dt fiir die verwendeten Bestrahlungswellenldngen.

Bestrahlungswellenlange dEso/dt
255 nm 1.32:10° s™
360 nm 11.1-107 ™
405 nm 8.47-10°s™

Stellt man nun die Gleichung des Lambert-Beerschen Gesetzes um und teilt durch

die Zeit so ergibt sich fur die Konzentrationsédnderung pro Zeit, dc/dt:

de _dEy, 1
dt dt ¢-d

Der Extinktionskoeffizient von Ferroin bei 510 nm unter diesen Umsténden ist
€510 = 11100 I'mol™-cm™. Fur die UV-Vis-Spektren wurden Kivetten mit einer
Schichtdicke von d = 1 cm verwendet. Es ergeben sich folgende Konzentrations-

zunahme an Ferroin pro Bestrahlungszeit:

Tabelle 6-6: Konzentrationsdnderung der entwickelten, fir die UV-Vis-Messungen verdinnte

Messlésungen Uber die Bestrahlungszeit, dc/dt fiir die verwendeten Bestrahlungswellenldngen.

Bestrahlungswellenldnge dc(Ferroin)/dt
255 nm 0.119 umol/l's
360 nm 1.00 pmol/l-s
405 nm 0.763 pmol/l-s

Die UV-spektroskopisch untersuchten Lésungen befanden sich in 10 ml-MaRkolben
bei den Bestrahlungen bei 255 und 360 nm und in 25 ml-Mal3kolben bei den
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Bestrahlungen bei 405 nm. Die Menge an Ferroin (II) (196) pro UV-MaRkolben ist in
Tabelle 6-7 gezeigt.

Tabelle 6-7: Konzentrationsédnderung des gebildeten Ferroins (ll) (196) in der enthommenen Probe
der bestrahlten Aktinometerlésung Gber die Bestrahlungszeit, dc/dt fir die verwendeten Bestrahlungs-

wellenléngen.

Bestrahlungswellenldnge dc(Ferroin)/dt
255 nm 1.19 nmol/s
360 nm 10.0 nmol/s
405 nm 19.1 nmol/s

Far die UV-Vis-Spektren wurde nur ein Teil (1 ml bzw. 0.15 ml) der bestrahlten 3 ml
Aktinometerldsungen 194 mit Phenanthrolinlésung 195, Puffer und Wasser versetzt,
d.h. dass bei den Bestrahlungen die 3- bzw. 20-fache Mengen an Eisen(ll) gebildet

wurde.

Tabelle 6-8: Konzentrationsdnderung des gebildeten Eisens (lI) in den 3 ml der bestrahlten

Aktinometerlésungen Uber die Bestrahlungszeit, dc/dt fur die verwendeten Bestrahlungswellenléngen.

Bestrahlungswellenldange dc(Fell)/dt
255 nm 3.57 nmol/s
360 nm 30.0 nmol/s
405 nm 382 nmol/s

Berechnung des Photonenflusses NP: Die Quantenausbeute @ fir die Reduktion
von Eisen(lll) in Kalium-tris(oxalato)ferrat (Ill) (194) zu Eisen(ll) betragt je nach

eingestrahlter Wellenlange:
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Tabelle 6-9: Werte fiir die Quantenausbeuten der Eisenreduktion, ®, bei 255, 360 und 405 nm.

Bestrahlungswellenlange @151, 155, 156]

255 nm 1.23
360 nm 1.18
405 nm 1.13

Die Quantenausbeute wird definiert als:

_Anzahl_von_Ereignissen
Anzahl_absorbierter_Photonen

Fur den Photonenfluss Np ergibt sich somit:

N = Mol_von_Ereignissen 1
i dt )

In diesem Fall ist das Ereignis die Bildung des Eisen(ll). Der Photonenfluss der 3

Dioden ist in Tabelle 6-10 gezeigt.

Tabelle 6-10: Berechneter Photonenfluss der Dioden, N, bei 255, 360 und 405 nm.

Bestrahlungswellenldnge Np
255 nm 2.90 nmol/s
360 nm 25.4 nmol/s
405 nm 338 nmol/s

Da ein Vergleich Integration der Emissionsspektren mit der Integration der Uberlap-
pungsspektren der Diodenemission und Aktinometerabsorption gezeigt haben, dass
79 % des Lichts bei 255 nm, 94 % bei 360 nm und 100 % bei 405 nm absorbiert

werden, mussen diese Korrekturwerte noch berticksichtigt werden.
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Tabelle 6-11: Korrigierter Photonenfluss der Dioden, Ny, bei 255, 360 und 405 nm.

Bestrahlungswellenldnge N,
255 nm 3.67 nmol/s
360 nm 27.0 nmol/s
405 nm 338 nmol/s

Berechnung der optischen Leistung: Mdchte man nun die optische Leistung der

Dioden bestimmen bendtigt man die Energie der Photonen. Diese ergibt sich aus:
E-h.v="C
A

Mit:  h: Plancksche Wirkungsquantum; 6.6260-10°* J-s
v: Wellenzahl bzw. Frequenz des Lichts
c: Lichtgeschwindigkeit; 3.00-10% m/s
A: Wellenlange des Lichts

Tabelle 6-12: Optische Leistungen der Dioden der Bestrahlungsapparatur LUMOS 43.

Bestrahlungswellenldange Pi(exp) PA(Hersteller)
255 nm 1.73 mW ca. 10 mW/cm®
360 nm 8.99 mwW ca. 200 mW/cm?
405 nm 95.1 mW ca. 200 mW/cm?

Setzt man eine Bestrahlungsfliche von 1 cm? voraus, liegen die tatsachlichen
optischen Leistungen der Dioden bei 17 %, 5 % bzw. 48 % der Herstellerangaben
von Atlas Photonics. Es ist daher anzunehmen, dass die tatsachliche Bestrahlungs-
flache merklich geringer ist.

Da sich die optischen Leistungen der drei Dioden untereinander so stark unterschei-
den, mussen die jeweilige Leistung beim Vergleich von Bestrahlungen bei verschied-

enen Wellenlangen in Betracht gezogen werden.
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6.1.4 BestrahlungsgefaRe

Es wurden Bestrahlungen in NMR-Réhrchen und Quarzglaskivetten durchgefihrt.

NMR-Ro6hrchen

Bezeichnung NMR-R&éhrchen Economics

Hersteller Duran Group GmbH

Material Borsilikatglas

Léange 178 mm

Durchmesser aussen 4.97 mm

Durchmesser innen 4.20 mm
Quarzglasfluoreszenzkiivette

Bezeichnung 111-QS

Hersteller Hellma

Material Quarzglas

Schichtdicke 10 mm x 10 mm

Volumina 3500 pl

MaBe 4.6x12.5x12.5 mm

Durchmesser innen 10 mm

Bodendicke 1.25 mm

Fenster 4 Stuck
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6.1.5 HPLC-Anlage

6.1.5.1 HPLC-Software

Zur Auswertung der HPLC-Daten wird Software der Firma Agilent verwendet:
ChemStation for LC 3D systems

Rev. B.04.02 [96]
Copyright©Agilent Technologies [2001-2009]

6.1.5.2 Hardwarekomponenten der HPLC-Anlage

Losungsmittelfach

Entgaser UV-Vis-DAD

Fluoreszenz DAD

Fraktionssammler

Abbildung 6.14: HPLC-Anlage der Firma Agilent Technologies.

Es handelt sich um eine HPLC-Anlage von der Firma Agilent Technologies der

1100/1200 Serie. Sie besteht aus folgenden Komponenten:



390 Experimentalteil — Messungen

HPLC-Anlage
Lésungsmittelwanne 1100 Series
Artikelnummer: 5062-8581
Entgaser 1200 Series
Artikelnummer: G1322A
Quarterndare Pumpe (aufgeriiste 1100 Series
Isokratische Pumpe) Artikelnummer: G1310A
Autosampler 1200 Series
Artikelnummer: G1329A
manuelles Injektionsventil Rheodyneventil
Artikelnummer: 7725i
UV-Vis-DAD 1100 Series
Artikelnummer: G1315B
Fluoreszenz-DAD 1200 Series
Artikelnummer: G1321A
Fraktionssammler 1100 Series

Artikelnummer: G1364C
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6.1.5.3 HPLC-Saulen

Im Rahmen dieser Arbeit kamen verschiedene HPLC-Saulen zum Einsatz.

YMC-Pack Pro C18 (semipréaperativ)

Vorséulenhalter Artikelnummer: YMC XPGCH-Q1
Vorséule Lange: 10 mm

Artikelnummer: AS12S050104
Séule Art: semipréperativ

Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 5 ym, sphérisch
Lange x Innendurchmesser: 150 X 4.6 mm
Oberflache: 340 m?/g

Kohlenstoffgehalt: 17 %

Optimaler pH-Bereich: 2.0-8.0
Artikelnummer: AS12S051546WT

YMC-Pack ODS-AQ (Methodenentwicklung)

Séaule

Art: Methodenentwicklung
Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 3 um

Lange x Innendurchmesser: 50 X 4.0 mm
Oberflache: 300 m?/g

Kohlenstoffgehalt: 14 %

Optimaler pH-Bereich: 2.0-7.5
Artikelnummer: AQ12S030504KT
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YMC-Pack ODS-AQ (semipréperativ)

Vorséulenhalter Artikelnummer: YMC XPGCS-Q1

Vorséule Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 3 um
Lange x Innendurchmesser: 10 X 4.0 mm
Artikelnummer: AQ12S030104

Séule Art semipraperativ

Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 5 um

Lange x Innendurchmesser: 150 X 10 mm
Oberflache: 300 m?/g

Kohlenstoffgehalt: 14 %

Optimaler pH-Bereich: 2.0-7.5
Artikelnummer: AQ12S051510WT

YMC-Pack ODS-AQ (praperativ)

Vorsédulenhalter

Artikelnummer: YMC XPGCE20

Vorséule

Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 9-11 um

Lange x Innendurchmesser: 10 X 20 mm
Artikelnummer: AQ12S11-1520WT
Artikelnummer: AQ12S110120FC

Séaule

Art préaperativ

Porendurchmesser:12 nm
Partikeldurchmesser: 10 ym

Lange x Innendurchmesser: 150 X 20 mm
Oberflache: 300 m?/g

Kohlenstoffgehalt: 14 %

Optimaler pH-Bereich: 2.0-7.5
Artikelnummer: AQ12S11-1520WT
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6.2 Bestrahlungsexperimente

Die Entwicklung von Messprozeduren, die fir die jeweiligen Bestrahlungs-
experimente optimiert wurden, ermdéglicht den Gewinn zuverlassiger und aufschluss-
reicher Informationen. Eine unkomplizierte und damit reproduzierbare Vorgehens-

weise macht einen Vergleich dieser neuen Ergebnisse mit Zuklnftigen mdglich.

6.2.1 Photolyseuntersuchungen an caged
Acetaten mittels HPLC

In diesem Kapitel wird die Photolyseuntersuchung der synthetisierten caged Acetate
aus Kapitel 2.91 bei der die Grantzelapparatur als Strahlungsquelle und die HPLC
zur Quantifizierung benutzt wurden beschrieben. Die verwendeten Gerate werden in
Kapitel 6.1.2, 6.1.3 und 6.1.5beschrieben.

Bei dieser Studie wurden Messlésungen von NB- (CC01), MDNB- (CC02) und
MDdiNB-Acetat (CC03)bestranhlt.

Messlésungen

Konzentration 4.51 uM

Lésungsmittel Acetonitril, HPLC-grade

Bestrahlungsgefal Quarzglasfluoreszenzkivette Hellma 111-QS
Volumina 4 ml

Der Abbau des jeweiligen caged Acetats wird mittels HPLC-Analyse bestimmt. Fir

alle Messungen gilt:
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HPLC-Einstellungen

Vorséule/Sé&ule YMC-Pack Pro C18
Laufmittel 100 % Acetonitril, HPLC-grade
Flussrate 1 ml/min

Probenschleife 20 pl

manuelles Injektionsvolumen 50 pl

Laufdauer 2.5 min

Die Detektionswellenldnge wird an das Absorptionsspektrum der einzelnen Ver-
bindung angepasst. Der Integrationsbereich zur Bestimmung der Signalflache wird

durch die Retentionszeit des jeweiligen Acetats bestimmt.

Individuelle HPLC-Parameter

caged Compound NB-Ac MDNB-Ac  MDdiNB-Ac
(cco1) (CC02) (CC03)
Integrationsbereich/min  1.90-2.20 1.92-2.10 1.80-2.10
Adetex/nm 260 347 361
tz/min 2.08 1.99 1.92

Relative Menge des absorbierten Lichts

Fir die Berechnung der relativen Quantenausbeuten in Kapitel 2.91 (Tabelle 2-13)
wird ein Mal fir die Menge an Photonen benétigt, welches vom caged Acetat
absorbiert wird. Das Integral der Uberlappungsfunktion der Absorption der caged
Compounds und der Emission der Grantzelapparatur kann dazu herangezogen
werden.

Zur Bestimmung der Uberlappungsfunktion verwendet man folgende Funktion:

500
15k = 13- (-1075Ped)ap
215

Mit:  1"¢ : Intensitat des absorbierten Lichts

abs *

15¥' relative Intensitat des eingestrahlten Lichts
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£ Extinktionskoeffizient/(I-cm™-mol™)
c: Konzentration/(mol-I'") der Aktinometerlésung
d: Schichtdicke/cm =1 cm

Man erhélt folgende Uberlappungsfunktionen und —integrale.

Tabelle 6-13: Integrationsflachen des absorbierten Lichts der caged Acetat-Lésungen bei Bestrahlung

mit der Grantzelapparatur mit eingesetztem 350 nm-Filter.

caged Acetat Konzentration/pM Integrationsflache
NB-Ac (CC01) 4.51 370
MDNB-Ac (CC02) 4.51 4269
MDdiNB-Ac (CC03) 4.51 4706

Uberlappungsfunktion der Emissionvon ~ _ _ - - - — — _ _

1Gréantzelapparatur mit 350 nm Filterund

—-|Absorptionsspektrum von /
NB-Ac (CCO01) )

_ MDNB-Ac (CC02) /

— MDdiNB-Ac (CC03) /

relative Intensitat

Integration der Uberlappungsfunktion

T l lA T
200 300 400 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.15.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der caged Acetat-Lésungen

mit der Emissionen der Grantzelapparatur mit 350 nm-Filter.
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6.2.2 Photolyseuntersuchungen an caged
Benzoaten mittels HPLC

Die folgenden Bedingungen beziehen sich auf die Photolyseuntersuchungen der
caged Benzoate, welche im Kapitel 2.9.2 beschrieben werden. Bei diesen Versuchen
wurden Lésungen von caged Benzoaten, Bz, und 4-Nitrobenzoaten, 4NBz, mit der
Bestrahlungsapparatur LUMOS 43 bestrahlt. Es wurde der photolytische Abbau bei
Bestrahlungen mit Licht der Wellenldngen 255, 360 und 405 nm untersucht. Die
quantitative Analyse erfolgte mittels HPLC. Die entsprechenden Geréatebeschrei-

bungen bzw. —parameter befinden sich in Kapitel 6.1.3-5.

HPLC-Einstellungen:

Der Abbau des jeweiligen caged Benzoats bzw. 4-Nitrobenzoats untersucht wird mit-

tels HPLC-Analyse bestimmt. Fir alle Messungen gilt:

HPLC-Einstellungen

Vorséule/Séule YMC-Pack Pro C18
Laufmittel 80 % Acetonitril, HPLC-grade
20 % Wasser/TFA (pH 3)
Flussrate 1 ml/min
Probenschleife 20 pl
Injektionsvolumen 50 pl
Laufdauer 3.65 min (4.0 min fir MDdiNB-4NBz (CC09))

Die Detektionswellenldnge wird an das Absorptionsspektrum der einzelnen Ver-
bindung angepasst. Der Integrationsbereich zur Bestimmung der Signalflache wird

durch die Retentionszeit bestimmt.
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Individuelle HPLC-Parameter
NB- NB- MDNB- MDNB-  MDdiNB-
caged Compound Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CCo8) (CCo6) (cc10) (CC09)
Integrations- 3.30- 3.05- 3.20- 3.00- 2.70-
bereich /min 3.65 3.40 3.60 3.25 3.00
Adetex/nm 230 260 232 250 255
tz/min 3.46 3.20 3.37 3.11 2.82
Messldsungen:

Bei dieser Studie wurden jeweils Messlésungen von NB- (CC05) und MDNB-Bz

(CC06), sowie von NB- (CC08), MDNB- (CC10) und MDdiNB-4NBz (CCO09)
bestrahlt.

Messlésungen

Lésungsmittel Acetonitril, HPLC-grade
Bestrahlungsgefall Quarzglasfluoreszenzkivette Helma 111-QS
Volumina 4 ml

Die Konzentrationen der Messlésungen wurden an die Absorbanzen bei Amax der
jeweiligen Diode angepasst. Es soll gelten A = ¢-:c-d <0.2.

Konzentration Messlésungen fiir die Bestrahlung@255 nm

NB- NB- MDNB- MDNB- MDdiNB-
caged Compound Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CC08) (CC06) (CC10) (CC09)
c/um 12.9 4.80 13.1 4.68 4.60
£@255 nm 7350 20900 11500 20800 15000
A@255 nm 0.0948 0.100

0.150 0.0975 0.0909
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Konzentration Messlésungen fiir die Bestrahlung@360 nm

NB- NB- MDNB- MDNB-  MDdiNB-
caged Compound Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CCo8) (CCo6) (cc10) (CC09)
c/um 207 276 20.4 18.0 23.4
£@360 nm 440 348 6470 5000 4000
A@360 nm 0.0911 0.0960 0.132 0.0900 0.0936
Konzentration Messlésungen fiir die Bestrahlung@405 nm
NB- NB- MDNB- MDNB-  MDdiNB-
caged Compound Bz 4NBz Bz 4NBz 4NBz
(CCO05) (CCo8) (CCo6) (cc10) (CC09)
c/um 207 276 291 360 52.0
£@405 nm / / 211 311 1559
0.0614 0.112 0.0811

A@405 nm / /
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Relative Menge des absorbierten Lichts der caged

Compounds:

Fir die Berechnung der relativen Quantenausbeuten in Kapitel 2.9.2 wird ein Mal} fur
die Menge an Licht benétigt, welches von den caged Benzoaten und 4-Nitrobenzoat-
en absorbiert wird. Das Integral der Uberlappungsfunktion der Absorption der caged
Compounds und der Emission der LUMOS 43 ist ein solches Mal}.

Zur Bestimmung der Uberlappungsfunktion verwendet man folgende Funktion:

500
i = [1()-a-107Daz (6.1)

abs
215

Mit:  1"¢ : Intensitat des absorbierten Lichts

abs -
15¥' relative Intensitat des eingestrahlten Lichts
£ Extinktionskoeffizient/(I-cm™-mol™)

c: Konzentration/(mol-I") der Aktinometerlésung
d: Schichtdicke/cm =1 cm

Man erhélt die in den Abbildungen 6.16-18 abgebildeten Uberlappungsfunktionen

und —integrale.
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@255 nm

Uberlappungsfunktion und -integral
der 255 nm-Diode und 1

NB-4NBZ (CCO08) I
MDNB-4NBz (CC10) ) 1
—— MDdiNB-4NBz (CC09)

—— NB-Bz (CC05) -
—— MDNB-Bz (CC06 .

relative Integrationsflache
Uberlappungsfunktion

250 275 300 325 350 375 400

Wellenldnge/nm

Abbildung 6.16.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der caged Benzoat- und
4-Nitrobenzoat-Lésungen mit der Emissionen der 255 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der Kurven in
5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-14: Integrationsflaichen des absorbierten Lichts der caged Benzoat- und 4-Nitrobenzoat-
Lésungen bei Bestrahlung mit der 255 nm-Diode der LUMOS 43.

caged Compound Integrationsflache
NB-Bz (CCO05) 26647
NB-4NBz (CCO08) 26509
MDNB-Bz (CC06) 23419
MDNB-4NBz (CC10) 24981

MDdiNB-4NBz (CC09) 24433
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@360 nm

1l Uberlappungsfunktion und g |
- -integral der 360 nm-Diode o .
1w gl ,----"-" -
2 ] NB-4NBZ (CC08) // ]
3 1/ —— MDNB-4NBz (CC10)) ;o 1 <
= ] MDdiNB-4NBz (CC09) Ve IS
c - 1
2 4| ——NB-Bz(cC05) 1S
© ]| ——MDNB-Bz(CCO06 1%
o --—-—----1 5
9L ] c
E ] 13
S 1@
e 4 =
g 1 1 &
o i 1D
—f1 r 7t 1T
200 250 300 350 400 450
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.17.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der caged Benzoat- und
4-Nitrobenzoat-Lésungen mit der Emissionen der 360 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der Kurven in
5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-15: Integrationsflachen des absorbierten Lichts der caged Benzoat- und 4-Nitrobenzoat-
Lésungen bei Bestrahlung mit der 360 nm-Diode der LUMOS 43.

caged Compound Integrationsflache
NB-Bz (CCO05) 30568
NB-4NBz (CCO08) 48390
MDNB-Bz (CCO06) 36547
MDNB-4NBz (CC10) 33545

MDdiNB-4NBz (CC09) 40174
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@405 nm

! Uberlappungsfunktion und -integral c i

] der 405 nm-Diode c ]
O und 8 n
5 <
S NB-4NBZ (CC08) s
= MDNB-4NBz (CC10) ) .1 e
¢ ]| —— MDdiNB-4NBz (CC09) ,---1 8
S | / ] =
T ! 1 <
S ] —— NB-Bz (CC05) X 1 &
o —— MDNB-Bz (CC06 N 1 g
= : 1<
O )/ 1 %
2 lwexc-z-- 77" " AN - - - - - ] ©
© =
o ] o=z Z= DT TTTTTTTTCF IS

: - =

lemososoozmoooon s

_-qu_li'_T_'—' I L D L A

250 300 350 400 450
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.18.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der caged Benzoat- und
4-Nitrobenzoat-Lésungen mit der Emissionen der 405 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der Kurven in
5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-16: Integrationsflachen des absorbierten Lichts der caged Benzoat- und 4-Nitrobenzoat-
Lésungen bei Bestrahlung mit der 405 nm-Diode der LUMOS 43.

caged Compound Integrationsflache
NB-Bz (CCO05) 3804
NB-4NBz (CCO08) 7832
MDNB-Bz (CC06) 40155
MDNB-4NBz (CC10) 50448

MDdiNB-4NBz (CC09) 37829
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Relative Menge des absorbierten Lichts der Caging-

ruppen.

Fir die Berechnung der relativen Quantenausbeuten der photolabilen Schutz-
gruppen in Kapitel 2.10 wird ein Mal} fir den Anteil an Photonen benétigt, welcher
von den Caginggruppen NB (7), MDNB (15) und MDdiNB (21) absorbiert wird.
Ublicherweise verwendet man die Anzahl der absorbierten Photonen des gesamten
Molekuls. In den Bestrahlungsversuchen dieser Arbeit werden neben Acetaten auch
Benzoate und 4-Nitrobenzoate eingesetzt. Diese Chromophore kdnnen ebenfalls
Photonen absorbieren, welche jedoch nicht zur Photolyse des caged Compounds
fuhren kénnen. Nur Photonen welche von der Caginggruppe absorbiert werden sind
dazu in der Lage. Daher wird hier nur der Anteil der Photonen bericksichtigt, die von
der photolabilen Schutzgruppe selbst absorbiert werden.

Das Integral der Uberlappungsfunktion der Absorption der Caginggruppe und der
Emission der LUMOS 43 kann hierzu verwendet werden.

Die Absorption der Caginggruppe erhélt man in dem von den UV-Vis-Spektren der
caged Compounds die Spektren von Modellverbindungen der geschiitzten Substrate
abgezogen werden. Als Modellverbindungen fiir die Substratchromophore, die
Benzoat- und 4-Nitrobenzoateinheiten, werden die Ethylester der Benzoesaure und
der 4-Nitrobenzoesdure verwendet: Ethylbenzoat (Et-Bz, 49) und Ethyl-4-
Nitrobenzoat (Et-4NBz, 50).

O O

/\O /\O

NO,
Et-Bz Et-4NBz

Ethylbenzoat (49) Ethyl-4-nitrobenzoat (50)

Abbildung 6.19: Modellverbindungen 49 und 50 fur die Substratchromophore, die Benzoat- und 4-

Nitrobenzoateinheiten der caged Compounds.
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Die resultierenden Differenzspektren (siehe Abbildung 6.20) geben das Absorptions-

verhalten der Caginggruppen wieder.

Extinktionskoeffizient/[l/(mol*cm)]
o))
o
o
o
1

——NB [NB-Bz - Et-BZ]
——NB [NB-4NBz - Et-4NBz]
——MDNB  [MDNB-Bz - Et-BZ]
MDNB  [MDNB-4NBz - Et-4NBz]
—— MDdiNB [MDdiNB-Bz - Et-Bz]

\

250 300 350 400 450 500 550 600

Wellenldnge/nm

Abbildung 6.20: Absorptionsspektren der Caginggruppen als Differenzspektren der caged Benzoate
und 4-Nitrobenzoate und der Modellsubstrate Et-Bz (49) bzw. Et-4NBz (50).

Zur Bestimmung der Uberlappungsfunktion verwendet man wie zuvor folgende

Funktion:
500

s = 157 (A)-=1072P<d)az (6.2)
230

Mit:  7"¢ : Intensitat des absorbierten Lichts

abs -
15! relative Intensitat des eingestrahlten Lichts

£: Extinktionskoeffizient/(I-cm™-mol™)
c: Konzentration/(mol-I'") der Aktinometerldsung
d: Schichtdicke/cm =1 cm

Man erhélt folgende Uberlappungsfunktionen und —integrale. Die angegebene Inte-

grationsflache ergibt sich aus der Gesamtflaiche abzuglich der Flache, die bedingt

durch das Rauschen bis zum Onset des Peaks entsteht.
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@255 nm

Uberlappungsfunktion und -integral

der 255 nm-Diode und -
- T NB (7) aus Bz
1 / —— NB (7) aus 4NBZ .
1 —— MDNB (15) aus Bz
- MDNB (15) aus 4NBz -
. —— MDdiNB (21) aus 4NBz

|
255 nm

relative Integrationsflache
Uberlappungsfunktion

500

400

Wellenlange/nm

300 350

Abbildung 6.21.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der Caginggruppen NB (7),
MDNB (15) und MDdiNB (21) mit der Emissionen der 255 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der
Kurven in 5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-17: Integrationsflichen des absorbierten Lichts der Caginggruppen NB, MDNB und
MDdiNB bei Bestrahlung mit der 255 nm-Diode der LUMOS 43.

Caginggruppe aus Integrationsflache
NB (7) = NB-Bz — Et-Bz 18718
NB (7) = NB-4NBz — Et-4NBz 7305
MDNB (15) = MDNB-Bz - Et-Bz 15357
MDNB (15) = MDNB-4NBz — Et-4NBz 5137
MDdiNB (21) = MDdiNB-4NBz — Et-4NBz 5578
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@360 nm

{Uberlappungsfunktion und ;7 1

J-integral der 360 nm-Diode und |/ -

] NB (7) aus Bz Elf —-----mmoo- S
L  |——NB(7)aus 4NBZ ol -
S {—— MDNB (15) aus Bz S n 1 o
% |~ MDNB (15) aus 4NBz T T T T T T T T T T T T ko)
S ] MDdiNB (21) aus 4NBz J/ 12
= - AN - c
z - sl /| 1%
8 12
= 1 2
E | £
© O
[ 135

———
450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.22.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der Caginggruppen NB (7),
MDNB (15) und MDdiNB (21) mit der Emissionen der 360 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der
Kurven in 5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-18: Integrationsflachen des absorbierten Lichts der Caginggruppen NB, MDNB und
MDdiNB bei Bestrahlung mit der 360 nm-Diode der LUMOS 43.

Caginggruppe aus Integrationsflache
NB (7) = NB-Bz — Et-Bz 29569
NB (7) = NB-4NBz — Et-4NBz 28036
MDNB (15) = MDNB-Bz - Et-Bz 35091
MDNB (15) = MDNB-4NBz — Et-4NBz 18926
MDdiNB (21) = MDdiNB-4NBz — Et-4NBz 36200
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Uberlappungsfunktionen und —integrale der Bestrahlungsversuche@405 nm

Uberlappungsfunktion und -integral

der 405 nm-Diode und

NB (7) aus Bz

—— NB (7) aas 4NBZ

—— MDNB (15) aus Bz

—— MDNB (15) aus 4NBz
MDdiINB (21) aus 4NBz
MDdiNB aus 4NBz

relative Integrationsflache

Uberlappungsfunktion

J—
- - -
- - -
-— o —
- -

#I‘ﬁllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII

250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.23.: Uberlappungsfunktionen und —integrale der Absorption der Caginggruppen NB (7),
MDNB (15) und MDdiNB (21) mit der Emissionen der 405 nm-Diode der LUMOS 43. Offset der
Kurven in 5000er bzw. 500er Schritten.

Tabelle 6-19: Integrationsflachen des absorbierten Lichts der Caginggruppen NB, MDNB und
MDdiNB bei Bestrahlung mit der 405 nm-Diode der LUMOS 43.

Caginggruppe aus Integrationsflache
NB (7) = NB-Bz — Et-Bz 3510
NB (7) = NB-4NBz — Et-4NBz 5462
MDNB (15) = MDNB-Bz - Et-Bz 39822
MDNB (15) = MDNB-4NBz — Et-4NBz 45177
MDdiNB (21) = MDdiNB-4NBz — Et-4NBz 36493
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6.3 Synthesen

6.3.1 Allgemeines

DPD-Kettenbaustein: Das in den Diphenyldecapentaensynthesen als Kettenbau-
stein verwendete 2,7-Dimethyl-2,4,6-trien-1,8-dial (97) wurde von der BASF zur
Verflgung gestellt.

Dimethylformamid: Das in dieser Arbeit als ,aminfrei“ bezeichnetes Dimethyl-
formamid wurde vorgereinigt. 250 ml technisches Dimethylformamid wurden mit
30 ml Benzol und 6 ml Wasser versetzt. Die Lésung wird fraktioniert destilliert. Zuerst
werden mit dem Wasser und Benzol vorhandene Amine und Ammoniak abdestilliert.
AnschlieRend erhdlt man neutrales und geruchloses Dimethylformamid. Dieses
wurde unter Argon gelagert und wurde in den Bichromophorsynthesen einge-
setzt.'*]

Diinnschichtchromatographie: Fr die dinnschichtchromatographischen Vorunter-
suchungen der saulenchromatographischen Reinigung werden mit Kieselgel 60

beschichtete DC-Aluminiumplatten mit UV-Indikator Fzs4 von Merck verwendet.

DY495-X5-NHS-Ester (142) und DY505-X5-
NHS-Ester (143): Die in dieser Arbeit ver- —
wendeten Fluorescein- und Rhodaminfarb-
stoffbausteine DY495-X5-NHS Ester und
DY505-X5-NHS Ester wurden isomerenrein

von der Firma Dyomics erworden.

Abbildung 6.24: Methanolisch L&sung
von DY505-X5-NHS Ester (143).
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Kieselgel: In dieser Arbeit wurden folgende Kieselgele fir saulenchromatogra-

phische Reinigungen verwendet:

Kieselgel 60 60 A, 40-63 um, 230-400 mesh Merck

Kieselgel 60 60 A, 40-63 ym Fluka
Porendurchmesser: 12 nm, Partikeldurch

ODS-AQ messer: 5 ym, Oberflache: 300 m?/g, YMC

C-gehalt: 14 %, Optimaler pH-Bereich: 2.0-7.5

Natriumhydrid: Als Natriumhydrid wird in den folgenden Synthesen eine 60%ige

Suspension in Mineraldl eingesetzt.
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6.3.2 Versuchsbeschreibungen

6.3.2.1 Caged Compounds

Versuch 1: (2-Nitrobenzyl)-acetat (CC01)23¥

Unter Lichtausschluss werden 3.0 g (20 mmol) @)
2-Nitrobenzylalkohol (25) in 9.0 ml Pyridin geldst. f g )J\
Die Reaktionslésung wird auf T<0°C abge- e - 0 2\
kuhlt. 1.6 ml (22 mmol) Acetylchlorid (26) werden o

langsam zugetropft. Die Reaktionslésung wird d NO,

2 h bei Raumtemperatur gerihrt. c CCO1

Unter Eiskuhlung wird die L6sung mit 25 ml destil-

lietem Wasser hydrolysiert und dreimal mit je 75 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit je 100 ml verdiinnter Salzsaure
und einmal mit 100 ml destilliertem Wasser gewaschen, um noch vorhandenes Pyri-
din zu entfernen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel unter verminderten Druck entfernt.

Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel 60 aufgereinigt. Als

Laufmittel dient Methylenchlorid.

CoHgNO4 (M = 195.17 g/mol)

Ausbeute: 3.3 g (17 mmol, 85 %) CC01 Lit: 88 % [#°!



412 Experimentalteil — Synthese

Wellenzahl x 1000/cm”
52 48 44 40 36 32 28 24
1.0
[
ie)
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Wellenlange/nm

Abbildung 6.25: UV-Vis-Spektrum von CCO01 in Acetonitril (c = 166 uM, d = 0.25 cm).

UV-Vis (Acetonitril):#*™*
Amax (Emax) = 202 (24800 (I/mol)*cm-1), 259 (10500 (I/mol)*cm-1) nm.

BV NN

8.150 8.100 7.700 7.650 7.600 7.550 7.500 7450

Ll
' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.26: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), CCO1.

"H-NMR (200 MHz, CDCl5):[?*»

5 =8.11 (dd, 1 H, ®Jeg = 8.1 Hz, *Jee = 1.1 Hz H=c), 7.63 — 7.72 (m, 1 H, H-d), 7.60
(dd, 1 H, *Jse = 8.0 Hz, *Jig = 1.8 Hz H-f), 7.44 — 7.56 (m, 1 H, H-e), 5.52 (s, 2 H, H-g),
2.17 (s, 3 H, H-1) ppm.
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Versuch 2: 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylalkohol (28), 4,5-(Meth-
vlendioxy)-2-nitrobenzaldehyd (29) und 3.4-(Methylendioxy)-1-nitro-
benzol (30)#"*

Unter Lichtausschluss werden 16 ml einer Mischung aus Eisessig und rauchende
Salpetersdure im Verhéltnis 3:1 auf T < 0°C abgekihlt. 4.04 g (26.2 mmol)
Piperonylalkohol (27) werden portionsweise zugegeben, so dass die Temperatur
nicht Gber 0 °C steigt. Man lasst die Reaktionslésung 10 min rihren.

Der Reaktionsansatz wird mit Eis hydrolysiert. Die Mischung der Produkte féllt in
Form eines gelben Feststoffes aus. Er wird abfiltriert und mit 100 ml Diethylether
gewaschen. Die Mischung der Produkte unter vermindertem Druck getrocknet.

Zur ldentifikation der Produkte wurde nur ein Teil der Mischung saulenchromato-
graphisch mit Methylenchlorid an Kieselgel 60 aufgereinigt. Aufgrund der Vielzahl an

entstandenen Verbindungen wurde auf eine quantitative Aufarbeitung verzichtet.

4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylalkohol (MDNB-OH, 28) :
CgH7NOs (M = 197.14 g/mol)
R{(DCM) = 0.18

4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylaldehyd (MDN-Benzaldehyd, 29):
CgHsNOs (M = 195.13 g/mol)
R{(DCM) = 0.71

3,4-(Methylendioxy)-1-nitrobenzol (MDN-Benzol, 30):
C7HsNO4 (M = 167.12 g/mol)
R{(DCM) = 0.84
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L . I

\
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

o

Abbildung 6.27: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), MDNB-OH (28).

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):?*»
5=7.62(s, 1 H, H=c), 7.16 (s, 1 H, H-f), 6.14 (s, 2 H, H-g), 4.91 (s, 2 H, H-h), 2.53 (s,
1 H, -OH) ppm#3.,

I
opm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.28: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), MDN-Benzaldehyd (29).

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):['%8*
5=10.31 (s, 1 H, H-g), 7.54 (s, 1 H, H-c), 7.35 (s, 1 H, H-f), 6.22 (s, 2 H, H-h) ppm.



Experimentalteil — Synthese 415

A U

7.900 7.6800 7.67507.6700 6.880 6.870 6.860

NN | 'n
L L e o  E N F S EN SR I
ppm 8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.29: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), MDN-Benzol (30).
"H-NMR (500 MHz, CDClI3):!"*

5=7.90 (dd, 1 H, 3J = 8.6 Hz, *Jap = 2.2 Hz, H-a), 7.67 (d, 1 H, *Jca = 2.2 Hz, H-c),
6.87 (d, 1 H, 3Jsa = 8.6 Hz, H-a), 6.14 (s, 2 H, H-h) ppm.

Versuch 3: 4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzaldehyd (29)

Unter Lichtausschluss werden 12 ml einer Mischung
aus Eisessig und rauchende Salpetersdure im
Verhdltnis 3:1 vorgelegt. Die L6sung wird mit einem
Wasserbad auf 10 °C abgekuhlt. 2.00 g (13.1 mmol)

Piperonylalkohol (27) werden in einer Portion zuge-

29

geben. Man lasst die Reaktionsldsung 10 min rihren.
Der Reaktionsansatz wird auf 150 ml Eiswasser gegossen. Das Rohprodukt 27 fallt
in Form eines gelben Feststoffes aus. Dieser wird abfiltriert und mit 50 ml kaltem
Wasser und 50 ml eiskaltem Diethylether gewaschen. Der Ruckstand wird in 30 ml
30 °C warmen Ethanol gel6st. Die Lésung wird abfiltriert und mit 100 ml Wasser
versetzt. Nach 12 h bei 5 °C wird ausgefallener Feststoff abfiltriert. Das Rohprodukt

wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Methylenchlorid aufgereinigt.

CsHsNOs (M = 195.13 g/mol)
R{DCM) = 0.71
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Ausbeute: 1.01 g (5.18 mmol, 40 %) 29

T | T T T T T T T T
ppm  10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.30: "H-NMR (500 MHz, CDCl), 29.

'H-NMR (500 MHz, CDCl5):['%8*
5=10.31 (s, 1 H, H-g), 7.54 (s, 1 H, H-c), 7.35 (s, 1 H, H-f), 6.22 (s, 2 H, H-h) ppm.

Versuch 4: 4.5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzaldehyd (29) und 3.4-
(Methylendioxy)-1-nitrobenzol (30)

Unter Lichtausschluss werden 35 ml Eisessig und 10 ml rauchende Salpeterséure
auf T <0 °C abgeklhlt. 5.00 g (33.3 mmol) Piperonal (31) werden portionsweise
zugegeben, so dass die Temperatur nicht Uber 0 °C steigt. Man lasst die Reaktions-
|I6sung 45 min rdhren.

Der Reaktionsansatz wird zur Hydrolyse auf Eis gegossen. Das Rohprodukt fallt in
Form eines gelben Feststoffes aus. Er wird unter vermindertem Druck getrocknet.
Die Rohprodukte werden sdulenchromatographisch mit Methylenchlorid an Kieselgel

60 aufgereinigt.
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4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzylaldehyd (29):
CsHsNOs (M = 195.13 g/mol)
R{(DCM) = 0.40

3,4-(Methylendioxy)-1-nitrobenzol (30):
C7HsNO4 (M = 167.12 g/mol)
R{(DCM) = 0.57

Ausbeute: 1.43 g (7.33 mmol, 22 %) MDN-Benzaldehyd (29)
247 mg (1.48 mmol, 4 %) MDN-Benzol (30)

Lu | A

| | ' | ' ' | | | | ' |
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.31: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), MDN-Benzaldehyd (29).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3):!"%8
5=10.31(s, 1 H, H-g), 7.54 (s, 1 H, H-c), 7.35 (s, 1 H, H-f), 6.22 (s, 2 H, H-h) ppm.
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[T T T LA L L L L L L [ L L B B LA N L R I B B
7.900 7.68007.67507.6700 6.900 6.850

L | | |
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ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.32: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), MDN-Benzol (30).
"H-NMR (500 MHz, CDCl3):!"*%

5=7.90 (dd, 1 H, 3J4 = 8.6 Hz, *Jac = 2.3 Hz, H-a), 7.68 (d, 1 H, *Jca = 2.3 Hz, H-c),
6.87 (d, 1 H, 3J;a = 8.6 Hz, H-f), 6.14 (s, 2 H, H-h) ppm.

Versuch 5: 3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzaldehyd (32)

Unter Lichtausschluss werden 3 ml rauchende
Salpetersdure auf T<0°C gekihlt. 500 mg
(2.56 mmol) 3,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzalde-
hyd (29) werden portionsweise zugegeben. Man

lasst die gekihlte Reaktionslésung 30 min

rihren.

32

Der Reaktionsansatz wird auf 50 ml Eis gegos-
sen. Die wassrige Suspension wird dreimal mit je 75 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt 32 wird sdulenchromatographisch tber Kieselgel 60 mit Diethylether

als Laufmittel aufgereinigt.
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CSH4N207 (M =240.13 g/mol)
Rf(EtzO) = 0.45

Ausbeute: ~ 5 mg (20 pmol, <1 %) 32

L N
J J—J 6.5550 6.5500 6.5450
’ b ij‘ A

| T T T T T T T T
opm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.33: "H-NMR (500 MHz, DMSO), 32.

"H-NMR (500 MHz, DMSO):

® (Monomer) = 10.34 (s, 1 H, H-g), 8.06 (s, 1 H, H-c), 6.55 (s, 2 H, H-h) ppm.

o (Dimer) =9.83 (s, 1 H, H-g), 7.53 (s, 1 H, H-c), 6.55 (s, 2 H, H-h) ppm.

Das Dimer entsteht durch Aggregation in Lésung. Ein Wechsel des Lésungsmittels in

NMR-Proben verschiebt das Monomer-Dimer-Gleichgewicht.

Versuch 6: Piperonylacetat (33)

Unter Lichtausschluss werden 193 g
(12.7 mmol) Piperonylalkohol (27) in 6 ml Pyri-
din vorgelegt. Bei 0 °C werden 1.0 ml (1.1 g,
14.0 mmol) Acetylchlorid (26) langsam zuge-
tropft. Die Reaktionsmischung wird 12 h bei

Raumtemperatur gerihrt.
Zur Hydrolyse werden 30 ml destilliertes Wasser zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird dreimal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden zweimal mit je 100 ml destilliertem Wasser und einmal mit 100 ml verdinnter
Salzsaure (pH ~ 1) gewaschen. Die Lésung wird tGber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Roh-

produkt wird sdulenchromatographisch mit Diethylether an Kieselgel 60 aufgereinigt.
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C10H1004 (M =194.18 g/mol)
Rf(EtzO) = 0.67

Ausbeute: 2.44 g (12.6 mmol, 99 %) 33

BNUI
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Abbildung 6.34: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), 33.
"H-NMR (500 MHz, CDCl5):!"®%*

5 =6.85(s, 1 H, H-f), 6.83 (d, 1 H, 3Juc = 7.9 Hz, H-b), 6.78 (d, 1 H, 3Jo, = 7.8 Hz,
H-c), 5.96 (s, 2 H, H-h), 5.00 (s, 2 H, H-g), 2.08 (s, 3 H, H-1) ppm.

Versuch 7: [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-acetat (CC02)

Unter Lichtausschluss werden 13.5 ml Eis-
essig und 4 ml rauchende Salpetersaure
auf T < 0 °C abgekuhlt. 1.53 g (7.88 mmol)

Piperonalacetat (33) werden so zugetropft,

dass die Temperatur nicht Gber 0 °C steigt.

Man l&sst die Reaktionslésung 1 h bei 0 °C

CCo02

rahren.
Das Reaktionsgemisch wird mit 20 ml destillietem Wasser hydrolysiert. Das Roh-
produkt féllt als Feststoff aus. Er wird abfiltriert, mit 150 ml Wasser gewaschen und
unter vermindertem Druck getrocknet.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Diethylether auf-

gereinigt. Man erhalt das Produkt als hellgelben Feststoff.
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C10H9N06 (M =239.18 g/mol)
Rf(EtzO) =~ (0.48

Ausbeute: 1.81 g (7.56 mmol, 96 %) CC02

Wellenzahl x 1000/cm”
50 45 40 35 30 25 20
1.5_' T v T v T v T T T T T T
_5 1.0
<
=
a5 0.5
00 T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
Wellenldange/nm

Abbildung 6.35: UV-Vis-Spektrum von CC02 in Acetonitril (c = 147 uM, d = 0.25 cm).

UV-Vis (Acetonitril):[?%*
Amax (Emax) = 194 (36900 (I/mol)*cm-1), 218 (14700 (I/mol)*cm-1), 243 (19400
(I/mol)*cm-1), 294 (5080 (I/mol)*cm-1), 347 (9750 (I/mol)*cm-1) nm.

L I
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Abbildung 6.36: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), CC02.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):#*
5=7.64 (s, 1 H, H=c), 7.00 (s, 1 H, H-f), 6.14 (s, 2 H, H-h), 5.46 (s, 2 H, H-qg), 2.17 (s,
3 H, H-1) ppm.
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Versuch 8: [3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-acetat (CC03)
und 1.2-(Methylendioxy)-3,5-dinitrobenzol (34)

CcCo3 34

Unter Lichtausschluss werden 15 ml rauchende Salpetersdure auf 0 °C abgekuhlt.
2.50 g (12.9 mmol) Piperonylacetat (33) werden langsam zugetropft. Die Reaktions-
mischung wird 12 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Der Reaktionsansatz wird zur Hydrolyse auf 150 ml Eis gegossen. Ausfallender Fest-
stoff wird abfiltriert

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Diethylether auf-

gereinigt.

[3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-acetat (MDdiNB-Ac, CC03):
C10H8N203 (M =248.18 g/mol)
Rf(EtzO) = 0.30

1,2-(Methylendioxy)-3,5-dinitrobenzol (MDdiNB-Benzol, 34):
C7H4N20g (M = 212.12 g/mol)
R«(Et20) = 0.45

Ausbeute: 620 mg (2.50 mmol, 19 %) MDdiNB-Ac (CC03)
36 mg (170 umol, 1 %) MDdiNB-Benzol, (34)



Experimentalteil — Synthese 423

L L L A L L B
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Abbildung 6.37: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), CC03.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):
0 =7.10 (s, 1 H, H-c), 6.32 (s, 2 H, H-h), 5.12 (s, 2 H, H-g), 2.11 (s, 3 H, H-1), 2.17
(Aceton) ppm.

ppm 100 5.0 0.0

Abbildung 6.38: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), 34.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):["®"}
06 =9.86 (s, 1 H, H-a), 7.53 (s, 1 H, H-c), 6.43 (s, 2 H, H-h), 2.17 (Aceton) ppm.

Versuch 9: (3,4,5-Trimethoxybenzyl)-acetat (37)!'%?*

4.04 g (20.4 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzyl-
alkohol (36) werden in 10.0 ml Pyridin
gelést. 1.7 ml (23.8 mmol) Acetylchlorid
(26) werden langsam zugetropft. Die Reak-
tionslésung wird 2d bei Raumtemperatur

gerihrt.
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Unter EiskUhlung wird die Lésung mit 25 ml destillietem Wasser hydrolysiert und
dreimal mit je 75 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden zweimal mit je 100 ml verdiinnter Salzsdure und einmal mit 100 ml
destilliertem Wasser gewaschen, um noch vorhandenes Pyridin zu entfernen. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 37 wird an Kieselgel 60 mit
Ethylacetat filtriert.

C12H1605 (M = 240.25 g/mol)
R{(EtOAc) = 0.57

Ausbeute: 4.35 g (18.1 mmol, 89 %) 37

ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.39: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 37.

1H_NMR (500 MHZ, CDC|3)I[163’ 164]%
0 =6.59 (s, 2 H, H-2/6), 5.04 (s, 2 H, H-10), 3.88 (s, 6 H, H-7/9), 3.85 (s, 3 H, H-8),
212 (s, 3 H, H-12) ppm.
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T T T
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.40: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 37.
3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!"3- 164l

5 = 170.8 (s, C-11), 153.3 (s, C-3/5), 137.9 (s, C-4), 131.4 (s, C-1), 105.5 (s, C-2/6),
66.6 (s, C-10), 60.8 (s, C-8), 56.1 (s, C-7/9), 21.1 (s, C-12) ppm.

Versuch 10: [3,4-(Methylendioxy)-benzyl]-trifluoracetat (41)3%

In 15 ml Methylenchlorid werden 1.9 ml
(13.7 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid
(40), 2.1 ml Triethylamin und eine Spatel-
spitze DMAP (200) gelést und auf 0 °C
abgekdihlt. Eine ebenfalls geklhlte Lésung

aus 1.44 g (9.46 mmol) Piperonylalkohol
(27) in 5 ml Methylenchlorid wird langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3
Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Der Reaktionsansatz wird mit 20 ml Wasser hydrolysiert. Die wassrige Phase wird
zweimal mit je 50 ml Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden zweimal mit je 20 ml 1M Natronlauge und einmal mit 50 ml Wasser gewasch-
en Anschlieend werden sie Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungs-
mittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt 41 wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Methylen-

chlorid aufgereinigt

C10H7F304 (M = 248.16 g/moI)
R{DCM) = 0.70
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Ausbeute: 825 mg (3.32 mmol, 35 %) 41

l 1 ess0 6800 l
b L . |

ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.41: "H-NMR (500 MHz, CDCl), 41.
"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 =6.89 (d, 1 H, 3Juc = 7.8 Hz, H-b), 6.87 (s, 1 H, H-f), 6.81 (d, 1 H, 3Je, = 7.8 Hz,
H-c), 5.99 (s, 2 H, H-h), 5.25 (s, 2 H, H-g) ppm.

Versuch 11: (2-Nitrobenzyl)-benzoat (CC05)!*3#

Unter Lichtausschluss werden 3.05 g 0]

(19.9 mmol) 2-Nitrobenzylalkohol (25) in f g 2

12.0 ml Pyridin gelést. Die Reaktions-  © - o~ 5™ 3
[6sung wird auf T < 0 °C abgekunhlt. b

2.50 ml (21.5 mmol) Benzoylchlorid (42) ‘ NO, *

werden langsam zugetropft. Die Reak-

tionslésung wird 2 h bei Raumtempera- ccos

tur gerthrt.

Unter Eiskihlung wird die Lésung mit 25 ml destilliertem Wasser hydrolysiert und
zweimal mit je 100 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden zweimal mit je 100 ml verdinnter Salzsdure und einmal mit 100 ml destillier-
tem Wasser gewaschen, um noch vorhandenes Pyridin zu entfernen. Die organische
Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ld&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt CC05 wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Methylen-

chlorid aufgereinigt.
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C14H11NO4 (M = 257.24 g/mol)

Ausbeute: 4.81 g (18.7 mmol, 94 %) CC05 Lit: 97 % 3
Wellenzahl x 1000/cm’”
50 45 40 35 30 25
075— T T T T T T T T T T T T
C
S 0.50-
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W 0.25-
0.00 11— : : : : . : . ,
200 250 300 350 400
Wellenlange/nm

Abbildung 6.42: UV-Vis-Spektrum von CCO05 in Acetonitril (c = 109 uM, d = 0.1 cm).

UV-Vis (Acetonitril):?%*
Amax (Emax) = 197 (65800 (I/mol)*cm-1), 229 (21000 (I/mol)*cm-1), 262 (7850 (I/mol)*cm-1)

nm.

T T T | T T T T I T T T T
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Abbildung 6.43: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), CCO05.
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"H-NMR (200 MHz, CDCl5):[?*»
5 =8.07 - 8.18 (m, 3 H, H-c und H-2), 7.42 - 7.72 (m, 6 H, H-3, H-4, H-d, H-e und
H-f), 5.79 (s, 2 H, H-g) ppm?®l.

Versuch 12: Piperonylbenzoat (43)

10.00 g (65.69 mmol) Piperonylal- O
kohol (27) werden in 35 ml Pyridin
vorgelegt. Unter Eiskidhlung wer-
den 17.0 ml (20.6 g/ 146 mmol)

Benzoylchlorid (42) langsam zuget-

ropft. Die Reaktionsmischung wird
2 h bei gerihrt.

Zur Hydrolyse werden 100 ml destilliertes Wasser zugegeben. Das Reaktionsge-
misch wird dreimal mit 200 ml Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird
zweimal mit je 50 ml destilliertem Wasser und zweimal mit 50 ml verdiinnter Salzs&u-
re gewaschen. Die Lésung wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt.Das Rohprodukt 43 wurde nicht weiter auf-

gereinigt.

C15H1204 (M = 256.25 g/mol)
Ausbeute: 16.72 g (65.25 mmol, 99 %) 43

ML e Do

|III|IIII|IIII|IIII|IIII|II
7.5707.5607.5507.5407.530 7.4507.4407 .4307.4207.410

o J M l

| T R T N
ppm 8.0 7.0 : . : 3.0 2.0 1.0 0.0

6.950 6.900 6.850 6.800

Abbildung 6.44: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 43.



Experimentalteil — Synthese 429

"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 =28.04 - 8.08 (m, 2 H, H-2), 7.53 - 7.57 (m, 1 H, H-4), 7.41 - 7.46 (m, 2 H, H-3),
6.95 (d, 1 H, °Jp = 1.3 Hz, H-f), 6.92 (dd, 1 H, °Jps = 1.3 Hz, *Juc = 7.9 Hz H-b), 6.81
(d, 1 H,3Je = 7.9 Hz, H-c), 5.97 (s, 2 H, H-h), 5.29 (s, 2 H, H-g) ppm.

Versuch 13: [4,5-(Methylendioxy)-2-nitrobenzyl]-benzoat (CC06)

Unter Lichtausschluss werden 13 ml
Eisessig und 4 ml rauchende Salpeter-
SN 3 sdure auf T <0°C gekihlt. 2.00g

(7.80 mmol) Piperonylbenzoat (43)

werden portionsweise zugegeben.

Man lasst die gekihlte Reaktions-

cco6 |l6sung 1 h rGhren.
Der Reaktionsansatz wird auf 100 ml Eis gegossen. Ausfallender Feststoff wird
abfiltriert. Das Rohprodukt CC06 wird saulenchromatographisch Uber Kieselgel 60

mit Methylenchlorid aufgereinigt.

C15H11N05 (M = 301.25 g/mol)
R{DCM) = 0.60

Ausbeute: 1.35 g (4.48 mmol, 57 %) CC06

Wellenzahl x 1000/cm’

52 48 44 40 36 32 28 24 20
100000
c 1
.© 75000
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Abbildung 6.45: UV-Vis-Spektrum von CC06 in Acetonitril (c = 73.0 uM, d = 0.25 cm).
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UV-Vis (Acetonitril):*%*
Amax (Emax) = 231 (34400 (I/mol)*cm-1), 283 (5030 (I/mol)*cm-1), 347 (7510 (/mol)*cm-1)

nm.

T T 1 T T T 7 LI — T LI — T T 7 T I
8.100 7.600 7.550 7.500

Ll .

' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
ppm 100 5.0 0.0

Abbildung 6.46: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), CCO086.

"H-NMR (200 MHz, CDCl5):[?*»

6 =8.09 — 8.12 (m, 2 H, C-Teil des [AC],B-Systems, H-2), 7.66 (s, 1 H, H-f), 7.58 —
7.63 (m, 1 H, B-Teil des [AC]:B-Systems, H-4), 7.45 — 7.52 (m, 2 H, A-Teil des
[AC].B-Systems, H-3), 7.08 (s, 1 H, H-c), 6.13 (s, 2 H, H-h), 5.73 (s, 2 H, H-g)
ppm. =’

Versuch 14: [3.4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-3-nitrobenzoat
CcCo7

Unter Lichtausschluss werden
15 ml rauchende Salpeter-
saure auf T <0 °C abgekihlt.
3.00 g (11.7 mmol) Piperonyl-
benzoat (43) werden portions-

weise zugegeben. Man |&sst

die gekihlte Reaktionslésung
1 h rbhren.

Der Reaktionsansatz wird auf 100 ml Eis gegossen. Ausfallender Feststoff wird
abfiltriert. Das Rohprodukt CCO07 wird Uber Kieselgel 60 mit Methylenchlorid filtriert.
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Es handelt sich um noch leicht verunreinigtes [3,4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-

3-nitrobenzoat (CC07). Auf weitere Reinigung wurde verzichtet.
C15H10N20s (M = 346.25 g/mol)

Ausbeute: 2.35 g (max. 6.78 mmol, max. 58 %) CC07

Wellenzahl x 1000/cm’”
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Abbildung 6.47: UV-Vis-Spektrum von CCO07 in Acetonitril (¢ = 69.3 uM, d = 0.25 cm).

UV-Vis (Acetonitril):
Amax (Emax) = 220 (72100 (I/mol)*cm-1), 359 (9180 (I/mol)*cm-1) nm.

P mam M
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Abbildung 6.48: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), CCO07.
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"H-NMR (200 MHz, CDCls):

5 =8.83 (dd, 1 H, *Jos = 1.9 Hz, *Jos = 2.0 Hz, H-2), 8.46 (ddd, 1 H, *J4 = 1.0 Hz,
“az = 2.2 Hz, J4s = 8.3 Hz, H-4), 8.33 (ddd, 1 H, *Js2 = 1.6 Hz, *Jes = 1.2 Hz,
3Jg5 = 7.8 Hz, H-6), 7.69 (dd, 1 H, 3Jss = 7.8 Hz, %Js4 = 8.0 Hz, H-5), 7.18 (s, 1 H,
H-c), 6.35 (s, 2 H, H-h), 5.43 (s, 2 H, H-g) ppm.

Versuch 15: 2-Nitrobenzyl-4-nitrobenzoat (CC08)

3.00 g (19.6 mmol) 2-Nitrobenzylal-
kohol (25) werden in 10 ml Pyridin
gelést und auf T <0 °C abgekuhlt.
4.75 g (25.6 mmol) 4-Nitrobenzoyl-

chlorid (44) werden Uber einen Zeit-

raum von 15 min portionsweise zuge-

CcCo8

geben. Das Reaktionsgemisch wird
5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Es wird mit 50 ml destilliertem Wasser hydrolysiert.
Ausfallender Feststoff wird abfiltriert, dreimal mit je 50 ml verdiinnter Salzsaure (pH =
2), dreimal mit je 50 ml destillietem Wasser und einmal mit 100 ml Hexan
gewaschen. Das Rohprodukt CC08 wird in wenig Dichlormethan gelést und mit
Dichlormethan Uber Kieselgel 60 filtriert. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem

Druck entfernt.

C14H10N206 (M =302.24 g/mol)

Ausbeute: 5.65 g (18.7 mmol, 95 %) CC08
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Wellenzahl x 1000/cm’”
40 38 36 34 32 30 28 26
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Abbildung 6.49: UV-Vis-Spektrum von CC08 in Acetonitril (c =12.3 uM, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Acetonitril):
Amax (Emax) = 260 (21900 (I/mol)*cm-1) nm.

JUUU\—MM
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Abbildung 6.50: "H-NMR (500 MHz, CDCI3), CC08.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):
6 =28.32 (m, 2 H, 3J30+°J35 = 9.0 Hz, B-Teil eines [AB].-Systems, H-3), 8.26 (m, 2 H,
3J53+°J23 = 9.0 Hz, A-Teil eines [AB]>-Systems, H-2), 8.16 (dd, 1 H, 3Jeg = 8.2 Hz, °Jee
= 1.1 Hz, H-c), 7.68 - 7.72 (m, 1 H, H-e), 7.66 (dd, 1 H, 3J;s = 7.5 Hz, °Jiq = 1.1 Hz, H-
f), 7.54 - 7.58 (m, 1 H, H-d), 5.82 (s, 2 H, H-2) ppm.
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Abbildung 6.51: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), CC08.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):

5 =164.1 (s, C-5), 150.7 (s, C-4), 147.8 (s, C-b), 134.8 (s, C-1), 133.8 (s, C-a), 131.2
(s, C-e), 130.9 (s, C-2), 129.3 (s, C-d), 129.3 (s, C-f), 125.3 (s, C-c), 123.7 (s, C-3),
64.3 (s, C-g) ppm.

Versuch 16: [3,4-(Methylendioxy)benzyl]-4-nitrobenzoat (45)

10.00 g (65.69 mmol) Piperonyl-
alkohol (27) werden in 35 ml
Pyridin gelést und auf T<0°C
abgekihlt. Uber einen Zeitraum
von 15min werden 15.07g
(81.21 mmol) 4-Nitrobenzoylchlorid

(44) portionsweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 4 h bei Raumtemperatur

gerihrt. Es wird mit 150 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Ausfallender Feststoff
wird abfiltriert, dreimal mit je 100 ml verdinnter Salzsdure (pH = 2), dreimal mit je
100 ml destilliertem Wasser und einmal mit 200 ml Hexan gewaschen. Das
Rohprodukt 45 wird in wenig Dichlormethan gelést und mit Dichlormethan an

Kieselgel 60 filtriert. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

C15H11N05 (M = 301.25 g/mol)

Ausbeute: 18.26 g (60.62 mmol, 92 %) 45
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Abbildung 6.52: "H-NMR (200 MHz, CDCl,), 45.

"H-NMR (200 MHz, CDCl,):

0 =28.25(m, 2 H, 3J30+°J3, = 9.2 Hz, B-Teil eines [AB].-Systems, H-3), 8.21 (m, 2 H,
3J53+°J23 = 9.1 Hz, A-Teil eines [AB],-Systems, H-2), 6.94 (d, 1 H, *Js, = 1.7 Hz, H-f),
6.94 (dd, 1 H, 3Jpe = 8.3 Hz, “Jpt = 1.7 Hz, H-b), 6.33 (d, 1 H, ®Js = 8.3 Hz, H-c), 5.99
(s, 2 H, H-h), 5.30 (s, 2 H, H-g) ppm.

Versuch 17: [2-Nitro-4,5-(methylendioxy)benzyl]-4-nitrobenzoat

(CC10)

Zu einer eisgekihlten Ldsung
(T< 0 °C) von 20 ml Eisessig

O
< g a und 6 ml rauchender Salpeter-
h
b saure werden portionsweise
o~ d NO NO
c 2 2 3.02 g (10.0 mmol) 3,4-Methyl-

CC10 . .
endioxybenzyl-4-nitrobenzoat

(45) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 90 min mit bei T < 0 °C gerlhrt und
anschliefend auf 100 ml eisgekihltes destilliertes Wasser gegossen. Ausfallender
Feststoff wird abfiltriert und drei Mal mit je 50 ml destilliertem Wasser und einmal mit
100 ml Hexan gewaschen. Das Rohprodukt CC10 wird in wenig Ethylacetat geldst
und mit Ethylacetat an Kieselgel 60 filtriert. Das L&sungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt.

C15H1oN20g (M = 346.25 g/mol)
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Ausbeute: 3.38 g (9.76 mmol, 98 %) CC10

Wellenzahl x 1000/cm’”
48 44 40 36 32 28 24 20
1_2_ L | T T T T T T T T T T T

1.0
S 0.8
< 061
& 044
0.2-
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250 275 300 325 350 375 400 425

Wellenldnge/nm

Abbildung 6.53: UV-Vis Spektrum von CC10 in Acetonitril (c = 101 uM, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Acetonitril):
Amax (Emax) = 346 (5840 (I/mol)*cm-1) nm.

T | T T T T | T T T T | T T
‘ } 8.350 8.300 8.250
ol - " JL_i

R e e e e e
ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.54: '"H-NMR (500 MHz, CDCl;), CC10.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):

6 =28.33 (m, 2 H, 3J30+°J3, = 8.9 Hz, B-Teil eines [AB].-Systems, H-3), 8.26 (m, 2 H,
3J23+°J23 = 8.9 Hz, A-Teil eines [AB],-Systems, H-2), 7.67 (s, 1 H, H-c), 7.04 (s, 1 H,
H-f), 6.16 (s, 2 H, H-h), 5.75 (s, 2 H, H-g) ppm.
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ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.55: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), CC10.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):
5 =164.1 (s, C-5), 152.5 (s, C-e), 150.7 (s, C-4), 147.8 (s, C-d), 141.9 (s, C-b), 134.9
(s, C-1), 130.9 (s, C-2), 128.5 (s, C-a), 123.7 (s, C-3), 108.0 (s, C-f), 106.1 (s, C-c),
103.3 (s, C-h), 64.5 (s, C-g) ppm.

Versuch 18: [3.4-(Methylendioxy)-2,6-dinitrobenzyl]-benzoat (CC09)

Unter Lichtausschluss werden
13.5ml rauchende Salpeter-
saure auf T < 0 °C abgekunhlt.
3.02 g (10.0 mmol) [3,4-(Me-

thylendioxy)benzyl]-4-nitro-

benzoat (45) werden (ber
CCo09 einen Zeitraum von 15 min
portionsweise zugegeben. Man
l&sst die gekihlte Reaktionslésung 1 h rihren.
Der Reaktionsansatz wird in 100 ml Eiswasser gegossen. Ausfallender Feststoff wird
in Methylenchlorid aufgenommen. Die organische Phase wird Gber Magnesiumsulfat
getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Roh-
produkt CC09 wird Uber Kieselgel 60 mit Ethylacetat filtriert.

C15H9N3O1o (M =391.25 g/mol)

Ausbeute: 3.10 g (7.92 mmol, 79 %) CC09
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Wellenzahl x 1000/cm””
10 48 44 40 36 32 28 24 20
0.8
c 1
2 06+
x -
=
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L _
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Abbildung 6.56: UV-Vis-Spektrum von CC09 in Acetonitril (c = 97.6 uM, d = 0.2 cm).

UV-Vis (Acetonitril):
Amax (Emax) = 191 (45700 (I/mol)*cm-1), 254 (19800 (I/mol)*cm-1), 359 (4020

(I/mol)*cm-1) nm.

8400 8.350 8.300 8.250

UL T T N T L T U L T L
ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.57: "H-NMR (200 MHz, CDCl3), CC09.

"H-NMR (200 MHz, CDCl,):

5 = 8.39 (m, 2 H, *°%J3, = 9.1 Hz, B-Teil des [AB],-Systems, H-3), 8.27 (m, 2 H,
33J,3 = 9.1 Hz, A-Teil des [AB],-Systems, H-2), 7.55 (s, 1 H, H-c), 6.55 (s, 2 H, H-h),
5.51 (s, 2 H, H-g) ppm.
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| I | I |
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.58: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO), CC09.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO):

5 = 165.7 (s, C-5), 154.7 (s, C-4), 152.8 (s, C-d), 146.5 (s, C-g), 136.5 (s, C-1), 132.8
(s, C-2), 132.6 (s, C-f), 127.7 (s, C-a), 125.6 (s, C-3), 113.2 (s, C-c), 108.4 (s, C-h),
64.4 (s, C-g) ppm.

—— 3
=70
=80
=90

- =100
. = =110
=120
e — o) F
T =130
T I T T I I I
8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50
ppm

Abbildung 6.59: HMQC (500 MHz, DMSO), CC09.
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Versuch 19: (3,4,5-Trimethoxybenzyl)-4-nitrobenzoat (47)

437 g (22.0 mmol) 3,4,5-Tri-
methoxybenzylalkohol (36) wer-
den in 10 ml Pyridin gelést und
auf 0 °C geklhlt. 425 g
(22.9 mmol) 4-Nitrobenzoyl-

chlorid (44) werden portions-

weise zugegeben. Das Reak-
tionsgemisch wird 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es wird mit 50 ml destilliertem
Wasser hydrolysiert. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert, dreimal mit je 50 ml
verdinnter Salzsaure (pH = 2), dreimal mit je 50 ml destilliertem Wasser und einmal
mit 100 ml Hexan gewaschen. Das Produkt 47 wird unter vermindertem Druck

getrocknet.

C17H417NO7 (M = 347.32 g/mol)

Ausbeute: 6.85 g (19.8 mmol, 90 %) 47

L T T T T T T T
8.300 8.250 ‘ ‘

T I T T T T T T T T
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.60: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 47.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

5 = 8.30 (m, 2 H, **°J3,= 8.9 Hz, B-Teil eines [AB],-Systems, H-3), 8.24 (m, 2 H,
33,3 = 8.9 Hz, A-Teil eines [AB],-Systems, H-2), 6.68 (s, 2 H, H-b), 5.33 (s, 2 H, H-
g), 3.89 (s, 6 H, H-e), 3.68 (s, 3 H, H-f) ppm.
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Versuch 20: Ethylbenzoat (49)

Zu 7.5 ml (5.93 g, 129 mmol) Ethanol (51) wer-

O den 5.00 ml (6.05 g, 43.0 mmol) Benzoylchlorid

/K o~ 2 3 (42) zugetropft. Nach 20 min wird die Lésung mit
O 50 ml Ethylacetat und 50 ml gesattigter Natrium-
hydrogencarbonatlésung versetzt. Der Rickstand
49 wird 2 min stark gerGhrt. Die organische Phase
wird abgetrennt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das L&ésungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt.
CgoH1002 (M = 150.17 g/mol)

Ausbeute: 5.75 g (38.0 mmol, 89 %) 49

Wellenzahl x 1000/cm”
1o 48 44 40 36 32 28 24 20

1.0+

0.8 1
0.6 1
0.4 +

Extinktion

0.2
0.0

220 240 260 280
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.61: UV-Vis-Spektrum von 49 in Acetonitril (c = 98.6 uM, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Acetonitril):
Amax (Emax) = 228 (19310 (I/mol)*cm-1), 272 (1581 (I/mol)*cm-1), 279 (1345

(I/mol)*cm-1) nm.
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Abbildung 6.62: "H-NMR (300 MHz, CDCl,), 49.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5):["®°}

0 =8.02 - 8.08 (m, 2 H, C-Teil des [AC].B-Systems, H-2), 7.51 - 7.59 (m, 1 H, B-Tell
des [AC],B-Systems, H-4), 7.40 - 7.47 (m, 2 H, A-Teil des [AC],B-Systems, H-3),
4.38 (q, 2 H,3Jap = 7.1 Hz, H-a), 1.40 (t, 3 H, Jpa = 7.1 Hz, H-b), ppm.

Versuch 21: Ethyl-4-nitrobenzoat (50)

Zu 5.00 g (26.9 mmol) 4-Nitrobenzoylchlorid
(44) werden 7.0 ml (56.5g, 120 mmol) tech.
Ethanol (51) zugetropft. Das S&urechlorid 44
I6st sich vollstandig auf. Das sich bildende
Produkt 50 féllt aus.

Nach 20 min wird der enstandene Feststoff 50

abgesaugt und mit 50 ml Ethanol gewaschen.

Der Rickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und mit 50 ml geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase wird abgetrennt
und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.

CoHgNO4 (M = 195.17 g/mol)

Ausbeute: 2.16 g (11.1 mmol, 41 %) 50
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Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 6.63: UV-Vis-Spektrum von 50 in Acetonitril (c = 75.8 yM, d = 1 cm).

UV-Vis (Acetonitril):[®®™
Amax (Emax) = 261 (16470 (I/mol)*cm-1) nm.

EYEVENIFTT
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Abbildung 6.64: "H-NMR (300 MHz, CDCly), 50.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5):['¢"}
5 =8.29 (m, 2 H, 3*°Js; = 9.1 Hz, B-Teil des [AB],-Systems, H-3), 8.22 (m, 2 H,
33,3 = 9.1 Hz, A-Teil des [AB]>-Systems, H-2), 4.44 (q, 2 H, *Ja, = 7.1 Hz, H-a), 1.43
(t, 3 H,3Jya = 7.1 Hz, H-b) ppm.
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6.3.2.2 Cyclooctatetraensynthesen

Versuch 22: Methyl-cycloocta-1,3,5,7-tetraencarboxylat (COT02)!%#

In einem Quarzglasreaktor mit einer 700 W Queck-
silberdampf-Tauchlampe wird eine Ldsung von
39.15 g (456.8 mmol) Methylpropiolat (94) in
940 ml Benzol (92) bei Raumtemperatur bestrahlt.

Die Bestrahlung wird unterbrochen wenn die Reak-

tionslésung gelb wird. Nicht umgesetztes Benzol

COT02 (92) und Methylpropiolat (94) werden vom Rohpro-
dukt COTO02 abdestilliert. Der Reaktor wird gereinigt, um am Glas abgeschiedene
Nebenprodukte zu entfernen. Die abdestillierte Lésung wird wieder in den Reaktor
gefullt und erneut bestrahlt. Hierbei verldngern sich die Bestrahlungszeiten mit
abnehmender Eduktkonzentration. Nach einer gesamten Bestrahlungszeit von 250 h
wurden die Bestrahlungen abgebrochen. Das erhaltene Rohprodukt COT02 wird

sdulenchromatographisch mit Diethylether/Hexan (5/95) aufgereinigt.

C10H1002 (M =162.16 g/mol)

Ausbeute: 7.155 g (44.11 mmol, 10 %) COT02

Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 6.65: UV/Vis-Spektrum von COTO02 in Ethanol (c = 327 ymol/l, d = 0.1 cm).
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Abbildung 6.66: '"H-NMR (500 MHz, CDCl3), COTO02.

'H-NMR (500 MHz, CDCly):"*"

0 = 6.94-7.02 (m, 1 H, H-2), 5.69-6.12 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7 und H-8),
3.68 (s, 3 H, H-10) ppm.

Die beobachteten Spektren sind ungewoéhnlich breit und umstrukturiert. Dies kann

auf koformationelle Bewegungen auf der Zeitskala des NMRs erklart werden.

I ' ' ' ' I ' ' ' ' ' ' '
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.67: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), COT02.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCly):
5 = 166.2 (s, C-9), 142.6 (bs, C-2), 134.0 (bs, C-7), 133.4 (s, C-1), 133.0 (bs, C-6),
132.1 (bs, C-4), 131.4 (s, C-5), 130.1 (bs, C-8), 129.6 (bs, C-3), 52.0 (s, C-10) ppm.
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Versuch 23: Methyl-cycloocta-1,3,5,7-tetraencarbonsaure

(COTO01)!"8¥

513 mg (3.10 mmol) Methyl-cycloocta-1,3,5,7-tetra-
encarboxylat (COT02) werden in verdinnter Natron-
lauge (0.26 g, 6.5 mmol) Natriumhydroxid in 4 ml
destilliertem Wasser) 3.5 h zum Ruckfluss erhitzt.

Die Reaktionslésung wird auf -5 °C abgekihlit. Unter

3
COTo01

Ruhren wird eine Lésung aus 0.8 ml konzentrierter Salzsaure und 3 ml destilliertem

Wasser mit einer Spritze langsam Uber einen Zeitraum von 1 h zugetropft. Es fallt ein

gelber Feststoff aus. Die Reaktionsmischung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur

gerihrt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und mit eiskalter Essigsaure (pH =

2) gewaschen. AnschlieBend wird das Produkt COTO01 mit viel Toluol heraus

gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

CoHsO2 (M = 148.16 g/mol)

Ausbeute: 413 mg (2.79 mmol, 90 %) COTO01

i ﬁ
Abbildung 6.68: COTO01 als
kristalliner Feststoff.

Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 6.69: UV-Vis-Spektrum von COT01 in Ethanol (c = 304 pmol/l, d = 0.1 cm).[""
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Abbildung 6.70: "H-NMR (200 MHz, CDCl3, T =-50 °C), COTO1.

'"H-NMR (200 MHz, CDCls):["¢8*

6 =13.00 (bs, 1 H, H-10), 7.19 (d, 1 H, H-2), 5.75-6.09 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7 und H-8) ppm.

Die beobachteten Spektren sind ungewoéhnlich breit und umstrukturiert. Dies kann

auf koformationelle Bewegungen auf der Zeitskala des NMRs erklart werden.

N
| — 1 T T ]
145.0 140.0 135.0 130.0
J M .
' T 1 1
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.71: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), COTO1.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCly):
5 =171.2 (s, C-9), 144.9 (bs, C-2), 134.5 (bs, C-7), 133.5 (bs, C-6), 132.9 (s, C-1),
132.2 (bs, C-4), 131.4 (s, C-5), 129.9 (bs, C-8), 129.1 (bs, C-3) ppm.
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Versuch 24: Cycloocta-1,3,5,7-tetraenylmethanol (C0T03)"** "®H

7 8 9 Zu einer Suspension aus 515 mg (13.6 mmol)

6 { Lithiumaluminiumhydrid in 100 ml Diethylether p. a.

OH0 wird eine Lésung aus 1.44 g (8.86 mmol) Methyl-

5 2 cycloocta-1,3,5,7-tetraencarboxylat (COT02) in 60 ml

4 3 Diethylether p. a. unter Rihren langsam zugetropft.
COTO3 Man lasst 24 h bei Raumtemperatur riihren.

Die Reaktion wird mit 10 ml destilliertem Wasser hydrolysiert und mit 6 ml 10%iger
Schwefelsaure versetzt, um die ausgefallenen Aluminiumsalze zu l6sen. Die wass-
rige Phase wird dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungs-
mittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Der Ruckstand wird in Hexan/Ethylacetat 4/1 aufgenommen und Uber Kieselgel 60
filtriert. Nach Entfernen des Laufmittels erhélt man das Produkt COTO03 als Ol.

CoH100 (M = 134.18 g/mol)

Ausbeute: 597 mg (4.45 mmol, 50 %) COT03

II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I
5.950 5.900 5.850 5.800 5.750

opm 5.0 0.0

Abbildung 6.72: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), COT03.
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"H-NMR (500 MHz, CDCl5):["®%

5=5.89 (d, 1 H, ®Jo3 = 11.2 Hz, H-2), 5.72-5.85 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7 und
H-8), 4.00 (s, 2 H, H-9), 2.01 (bs, 1 H, H-10) ppm.

Die beobachteten Spektren sind ungewoéhnlich breit und umstrukturiert. Dies kann

auf koformationelle Bewegungen auf der Zeitskala des NMRs erklart werden.

N AR

133.0 132.0 131.0 130.0 129.0 128.0 127.0

T T | T T T T T T T T
pm 100 50 0

Abbildung 6.73: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), COT03.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCly):
5 = 143.4 (s, C-1), 133.1 (bs, C-6), 131.9 (s, C-5), 131.8 (bs, C-8), 131.6, 131.8 und
131.8 (je 1 bs, C-7, C-4 und C-3), 127.1 (bs, C-2), 66.1 (s, C-9), ppm.
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6.3.2.3 Diphenyldecapentaensynthesen

Versuch 25: Benzyltriphenylphosphonium-bromid (100)¥

In einem 250 ml Kolben werden 19.87 g
(75.76 mmol) Triphenylphosphin (98) in Di-
ethylether vorgelegt. 11.25 g (65.77 mmol)

Benzylbromid (101) in Diethylether werden ) Br
o

zugetropft. Es wird 10 h zum Ruckfluss er- 1 P

hitzt und 12 h bei Raumtemperatur gerahrt. 3 a

Das Produkt 100 féllt in Form eines weiRen 4 b
Feststoffs aus. Es wird abfiltriert, mit c
Diethylether gewaschen und am Rotations- d
verdampfer getrocknet. 100

Cz5szBrP (M =433.32 g/mol)

Ausbeute: 22.67 g (52.32 mmol); 69 % 100

7.750 7.700 7.650 7. 250 7. 200
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I 7.150 7.100 1 L 5.450 5.400
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ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.74: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 100.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3); [170- 71

06 =7.71-7.80 (m, 9 H, C- und B-Teil von [AC]2B, H-b und H-d), 7.61-7.66 (m, 6 H, A-
Teil von [AC]:B, H-c), 7.20-7.25 (m, 1 H, H-4), 7.11-7.16 (m, 2 H, H-3), 77.07-7.11
(m, 2 H, H-2), 5.43 (d, 2 H, "Jop = 14.4 Hz, H-a) ppm.
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Abbildung 6.75: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls), 100.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls): ['"2*

5 = 30.8 (d, "Jop = 46.6 Hz, C-a), 117.8 (d, "Jap = 85.7 Hz, C-a), 127.1 (d, %Jsp =
8.7 Hz, C-2), 128.3 (d, °J4p = 3.9 Hz, C-4), 128.8 (d, *Jap = 3.3 Hz C-3), 130.1 (d, 3Jep
= 12.6 Hz, C-c), 131.5 (d, 2Jip = 5.6 Hz, C-1), 134.3 (d, Jbep = 9.8 Hz, C-b), 134.9

(d, *Jgp = 3.0 Hz, C-d) ppm.

T T | T T T T |
ppm 200 100

T T T T T T T T T T I
0 -100 -200

Abbildung 6.76: *'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl3), 100.

P-{'H}-NMR (81 MHz, CDCI3):["70- 172l

0 =24.4 (s) ppm.
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Abbildung 6.77: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 100.

IR (KBr):[171, 173]%
vV = 30508 und 3007 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2886 und 2853 (C-H-Valenz-
schwingung), 1603, 1586 und 1496 (C=C-Valenzschwingung), 1437 (P-Phenyl-

Schwingung), 790, 756 und 691 (monosubstituierter Aromat), 720 (CHa,-,rocking®
Schwingung) cm™

Versuch 26: 3,8-Dimethyl-1,10-diphenyldeca-1,3,5,7,9-pentaen
(DPDO1)8® %01 #

DPDO01

Man suspendiert 1.50 g (37.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid und 15.7 g (36.2 mmol)
Benzyltriphenylphosphonium-bromid (100) in Tetrahydrofuran p. a. und erhitzt 2 h
zum Rickfluss. Man gibt 2.63 g (16.0 mmol) 2,7-Dimethyl-2,4,6-trien-1,8-dial (97) in
Tetrahydrofuran p. a. geldst hinzu und erhitzt weitere 5 h. Man lasst 48 h bei Raum-
temperatur rihren. Anschlief3end wird mit 300 ml Wasser hydrolysiert und der ausfal-
lende Feststoff wird abfiltriert.

Wenig Chloroform wird zur besseren Phasentrennung zugegeben und die L&sung

wird dreimal mit 150 ml Wasser extrahiert. Die wassrige Phase wird noch einmal mit
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Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesium-
sulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Der Rickstand und der zuvor isolierte Feststoff werden in Ethanol ausgekocht und
abfiltriert. Nach dem Trocknen erhdlt man das Produkt DPDO01 als leuchtend

orangefarbenen, kristallinen Feststoff.

C24H24 (31 2.45 g/mol)

Ausbeute: 2.40 g (7.68 mmol, 48 %) DPD01

Abbildung 6.78: DPDO01

Schmelzpunkt: 198 °C Lit: 204 °c [ als orangefarbener Fest-
stoff.

Wellenzahl x 1000/cm”

16 34 32 30 28 26 24 22 20

1,4
1,2
1,0
0,8-
0,6-
0,4-
0,2-
0,0-

Extinktion

300 350 400 450 500
Wellenldange/nm

Abbildung 6.79: UV-Vis-Spektrum von DPDO01 in Chloroform (¢ =5.12 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax (Emax) = 388 (10100 (I/mol)*cm-1), 410 (14900 (l/mol)*cm-1), 434 (12800

(I/mol)*cm-1) nm.
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Ay

7.500 7.450 7.400 7.3507.300 7.250 7.200

I I I i I I I I |
6.950 6.900 6.850 6.800 6.750 6.700 6.650 6.600 6.550 6.400 6.350

| | | | | | | | |
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
PPmM

Abbildung 6.80: "H-NMR (500 MHz, CDCl5), DPDO1.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

5 = 7.42-7.46 (m, 4 H, C-Teil von [BC]A, H-2), 7.30-7.35 (m, 4 H, B-Teil von [BC]2A,
H-3), 7.19-7.24 (m, 2 H, A-Teil von [BC].A, H-4), 6.90 (d, 2 H, 3J,a = 15.9 Hz, H-b),
6.71 (dd, 2 H, *Jeg = 7.8 Hz, *Jeq = 2.9 Hz, H-e), 6.61 (dd, 2 H, %J,, = 16.0 Hz, H-a),
6.35-6.40 (m, 2 H, H-d), 2.05 (s, 6 H, H-f) ppm.

...

.

135.0 130.0

—

™ ||ll‘ J

|
100 50 0
PPm

Abbildung 6.81: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPDO01.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):
5 = 137.7 (C-c), 136.0 (C-1), 133.5 (C-b), 132.9 (C-d), 130.1 (C-e), 128.6 (C-3),
127.2 (C-4), 126.3 (C-2), 12.8 (C-f) ppm.
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Abbildung 6.82: HMQC (500 MHz, CDCI;), DPDO01.
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Abbildung 6.83: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPD01.

IR (KBr):
v = 3033 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2916 (CHs-Valenzschwingung), 1588 und 1492
(aromatische Ringschwingung), 1446 (CHs-Deformationsschwingung), 1397 (sym-

metrische CHs-Deformationsschwingung), 752 und 694 (Ringschwingung mit funf
benachbarte H) cm™.
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Versuch 27:

Triphenyl-[4-(trifluormethyl)benzyllphosphonium-

bromid (102)°"#

Man I6st 5.30 g (22.2 mmol) 4-(Tri-
fluormethyl)benzylbromid (103) und
8.00 g (30.5 mmol) Triphenylphosphin
(98) in 100 ml Diethylether und laft
5d bei Raumtemperatur rihren. Der
entstandene Feststoff 102 wird ab-
filtriert, mit 50 ml Diethylether gewa-
schen und unter vermindertem Druck

getrocknet.

CasH21BrF3P (M = 500.05 g/mol)

Ausbeute: 4.20 g (8.40 mmol, 38 %) 102

Schmelzpunkt: 158 °C

I I I I I I
7.5707.5607.5507.540 7.530

| | |
7.800 7.750 7.700 M M
i i i | |
i 7.350 7.300 7.250 5800 5.750
L
| | | I
15.0 10.0 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.84: "H-NMR (200 MHz, CDCl5), 102.



Experimentalteil — Synthese 457

"H-NMR (200 MHz, CDCls):['"*}

0 =7.75-7.80 (m, 6 H, C-Teil vom [AC].B,-System, H-b), 7.74-7.78 (m, 3 H, B-Tell
vom [AC]2B,-System, H-d), 7.52-7.58 (m, 6 H, A-Teil vom [AC]:B,-System, H-c),
7.32-7.37 (m, 2 H, B-Teil vom [AB]2X3-System, H-2), 7.21-7.26 (m, 2 H, A-Teil vom
[AB].X3-System, H-3), 5.79 (d, 2 H, "Jsp = 15.4 Hz, H-a) ppm.

123.7 ppm
(g, J = 273.8 Hz)

............. T L T e
MWJAAN~§ 128 126 124 122 120 118
UMW M/Jp. 'JL
e SEEE e
132 125 118 117
- — . e
e T — ——p—
135 130
JLJJL J I ll g H
T S T T s et N L e e B
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Abbildung 6.85: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 102.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!%*

5 = 135.0 (d, *Jgp = 7.9 Hz, C-d), 134.5 (d, 3Jyp = 9.6 Hz, C-b), 132.2 (d, 3Jop =
5.1 Hz, C-2) 132.0-132.2 (teilweise verdecktem dq, C-1), 130.2 (dq, 2J4r = 32.7 Hz,
°J4p = 4.0 Hz, C-4), 130.1 (d, 3Jep = 12.5 Hz, C-c), 123.7 (dq, "Jsr = 273.8 Hz, bJsp =
1.7 Hz, C-5), 125.3 (dq, %Jsr = 3.4 Hz, *Jsp = 3.4 Hz, C-3), 117.6 (d, "Jap = 85.7 Hz,
C-a), 29.8 (d, "Jep = 46.8 Hz, C-a) ppm.
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25.50 25.00
I I I I I
200 100 0 -100 -200
pPmM
Abbildung 6.86: *'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl;), 102.[%8*
¥P-{'"H}-NMR (81 MHz, CDCls):
5 =25.3(q, "Jrp = 2.7Hz) ppm.
I I I I I
0 -50 -100 -150 -200
ppm

Abbildung 6.87: °F-{"H}-NMR (470 MHz, CDCl3), 102.

YF_{'H}-NMR (470 MHz, CDCl3):®®*
=-63.0 ppm.
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Abbildung 6.88: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 102.

IR (KBr):[8

v = 3055 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1616 und 1587 (aromatische Ringschwing-
ung), 1439 (Phosphor-Phenyl-Schwingung), 1326 (C-F-Schwingung), 853 (C=C-
Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierten Aryl-Rings), 748 und 690 (C=C-Valenz-

schwingung eines monosubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 26: 1.,10-Bis-[(4-trifluormethyl)phenyl]-3,8-dimethyldeca-
1,3,5,7,.9-pentaen (DPD02)

5
FsC

DPD02

0.32 g (8.0 mmol) 60%iges Natriumhydrid und 3.5 g (7.0 mmol) Triphenyl[4-(trifluor-
methyl)benzyl]phosphonium-bromid (102) werden in 150 ml Tetrahydrofuran p.a.
suspendiert und zum RuUckfluss erhitzt. Nach 2.5 h gibt man 0.52 g (3.2 mmol)
2,7-Dimethyl-2,4,6-trien-1,8-dial (97) hinzu und erhitzt weitere 18 h bei 90 °C.

Man hydrolysiert mit 150 ml Wasser. Die wassrige Phase wird drei Mal mit 50 ml
Chloroform extrahiert; die vereinigten organischen Phasen werden drei Mal mit

Wasser gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet.
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Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Man erhalt das Produkt

DPDO02 als feine orangefarbene Kristalle.

CosH22Fs (M = 448.44 g/mol)

Ausbeute: 0.20 g (0.45 mmol, 14 %) DPD02

Schmelzpunkt: 197 °C Abbildung 6.89: DPDO02 als

kristallines Produkt.

Wellenzahl x 1000/cm”

16 34 32 30 28 26 24 22 20

1,4-
1,2
1,0
0,8-
0,6-
0,4-
0,2-
0,0-

Extinktion

300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.90: UV-Vis-Spektrum von DPD02 in Chloroform (c = 63.3 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (Emax) = 393 (81300 (I/mol)*cm-1), 414 (118000 (l/mol)*cm-1), 439
(101000 (I/mol)*cm-1) nm.
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10.0

5.0 0.0

Abbildung 6.91: "H-NMR (500 MHz, CDCls), DPD02.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):

0 = 7.55-7.58 (m, 4 H, B-Teil vom [AB]2X3-System, H-3), 7.49-7.55 (m, 4 H, A-Teil
vom [AB]2X3-System, H-2), 6.96 (d, 2 H, ®Jpa = 15.9 Hz, H-b), 6.74 (dd, 2 H, *Jge = 7.8
Hz, *Jee = 2.9 Hz, H-e), 6.62 (d, 2 H, *J., = 15.9 Hz, H-a) 6.43 (dd, 2 H, *Jg4e = 7.7 Hz,
*Jae = 2.1 Hz, H-d) 2.06 (s, 6 H, H-f) ppm.

140.0 135.0 130.0 125.0
I I I I I
opm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.92: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPD02.
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):

0 =141.1 (s, C-1), 136.0 (s, C-c), 135.7 (s, C-b), 134.8 (s, C-d oder C-¢e), 130.6 (s,
C-d oder C-e), 126.4 (s, C-a), 126.1 (s, C-2), 125.6 (q, *Jsr = 3.6 Hz, C-3), 12.8 (s, C-
f) ppm. (Die Quartette von C-5 und C-4 sind wegen der geringen Intensitat nicht vom

Untergrundrauschen separierbar.)

1200 - % —0
(%L [ 1250 +
‘L:J%#E\‘ ‘:@ . =
@ 1300
. G CF |l q350 . ~ —50
1400
: .
: [ I I
7.50 7.00 6 50 .
— 100
=2 Ny
. PPmM
[ [ [ [ [ [ [ [ [
8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
PPM

Abbildung 6.93: HMQC ('H-"*C, 500 MHz, CDCl;), DPD02.

I I I I I
0 -50 -100 -150 -200

pPpm
Abbildung 6.94: °F{'"H}-NMR (470 MHz, CDCl;), DPD02.

“F{'H}-NMR (470 MHz, CDCls):
0 =-62.9 ppm.
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C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 68.13 (69.64)

% H: 4.94 (4.91)

% N: /

100 -
80 ﬂ
60

40

Transmission/%

204

0 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl/cm™

Abbildung 6.95: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPD02.

IR (KBr):
v = 3100 (Aryl-H-Schwingung), 2860 (CHs-Valenzschwingung), 1603 und 1587
(aromatische Ringschwingung), 1413 (CHs-Deformationsschwingung), 1372 (sym-

metrische CHs-Deformationsschwingung), 1133 (CF-Schwingung), 817 (C=C-
Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierter Aromaten) cm™.
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6.3.2.4 Diphenylhexatriensynthesen

Versuch 29: (E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105)®*
99]

Einem 250 ml-Einhalskolben wer- 5

@]
den ein Intensivkihler, eine 15 cm \ | O/\
Vigreuxkolonne und ein Liebig- O—T\/\/\FL—O
. 1 3
kihler aufgesetzt. In dem Kolben @) ||

werden 86 g (520 mmol) Triethyl-

phosphit (108) und 47 g 103

(220 mmol) 1,4-Dibrombut-2-en (107) auf 120 °C erhitzt. Das heftige Anspringen der
Reaktion wird durch das Anstellen des Intensivkihlers kontrolliert. Ethylbromid (109),
welches sich im Laufe der Reaktion bildet, wird abdestilliert, wobei die Temperatur
des Olbads langsam auf 145 °C erhéht wird. Die Reaktion ist beendet, wenn kein
Ethylbromid (109) mehr entsteht. Das Rohprodukt 105 wird zur Reinigung im Ol-

pumpenvakuum fraktioniert destilliert.
C12H2606P> (M = 328.28 g/mol)
Ausbeute: 66 g (200 mmol, 91 %) 105 Lit: 83 % 2

Siedepunkt: 153 °C, 1.9 -10%2 mbar  Lit: 152 °C, 0.2 Torr®¥, 87 °C, 0.55 Torr ['"®
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2 700 2 650 2 600 2 550 2 500 1 350 1 300
T T T T Tt L
5.650 5.600 4.150 4.100 4.050
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Abbildung 6.96: "H-NMR (200 MHz, CDCls), 105.

"H-NMR (200 MHz, CDCl5):!""®}

5 = 5.57-5.67 (m, 2 H, B-Teil von einem [ABX],-System, 3J,1 = 7.2 Hz, 2J51 = 4.2 Hz,
H-2), 4.03-4.19 (2xdq, 8 H, %Jss = 7.2 Hz, 3Jip = 8.6 Hz, H-5), 2.61 (ddd, 4 H, A-Teil
von einem [AB,X]o-System, 3J12 = 1.8 Hz, 212 = 4.3 Hz, 'J1p = 17.6 Hz, H-1), 1.32 (4,
12 H, 3Jgs = 7.1 Hz, H-6) ppm.

T T T T T T T T T T T | T | T TTT | T TTT | TTTT | LI | TT
31 00 30 50 30.00 16.60 16.50 16.40 16.30
T 1T T T | T T 17T | L | T T T T
124 50 77 50 77 00 62.00 61.90 61.80
T T T T T T | T T T T |
bpm 100 50 0

Abbildung 6.97: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 105.
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!""®

5 = 124.4 (d, 2Jysp = 21.1 Hz, C-2 oder C-3), 124.3 (d, 2J3p = 21.4 Hz, C-2 oder C-
3), 61.95 (d, %sp = 2.9 Hz, C-5), 61.92 (d, *Jsp = 3.0 Hz, C-5), 30.62 (d, "Jip =
142.1 Hz, C-1 oder C-4), 30.59 (d, "J+p = 142.1 Hz, C-1 oder C-4), 16.48 (d, 3Jep =
2.7 Hz, C-6), 16.45 (d, *Jgp = 2.7 Hz, C-6") ppm.

— 1 - - T - 1 - T - T~ 1 T T T 1 T T T T T
ppm 200 100 0 -100 -200

Abbildung 6.98: *'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl;), 105.

¥'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCls):
= -28.0 ppm.

Versuch 30: 1,6-Diphenylhexa-1,3,5.-trien (DPHO01)

DPHO1

Zu einer Suspension von 0.32 g (13 mmol) 60%igem Natriumhydrid in 50 ml abso-
lutem Tetrahydrofuran werden unter Ruhren bei Raumtemperatur 7.2 g (22 mmol)
(E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylbisphosphonat) (105) in 10 ml absolutem Tetrahydro-
furan zugetropft. Nach 0.5 h tropft man 6.9 g (65 mmol) frisch destillierten Benz-
aldehyd (110) in 10 ml absolutem Tetrahydrofuran zu und rihrt weitere 30 min. Man
gibt erneut 0.39 g (16 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionsweise zu und l&ésst das

Reaktionsgemisch 16 h rihren.
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Es wird mit 100 ml gesattigter Natriumchloridiésung hydrolysiert. Die wassrige Phase
wird dreimal mit je 75 ml Tetrahydrofuran/Diethylether im Verhéltnis 3/1 extrahiert;
die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit 50 ml halbkonzentrierter
Natriumchloridlésung extrahiert. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt DPHO01 wird mit Hexan versetzt und Uber Nacht bei 5 °C gelagert.
Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und in Ethanol ausgekocht. Der Ruckstand
wird abfiltriert und unter vermindertem Druck getrocknet. Man erhélt das Produkt

DPHO01 in Form von hellgelben Kristallen.

C13H16 (M =232.33 g/mol)

Ausbeute: 1.3 g (5.4 mmol, 37 %) DPHO1

Abbildung 6.99: DPHO01 als

SChmelzpunkt: 187 °C Lit: 196 °C (771 kristallines Produkt.
Wellenzahl x 1000/cm”’
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
2,0
S 154
k> l
£ 1,01
<
m 4
0,5-
0!0 T T T T T T i T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenldange/nm

Abbildung 6.100: UV-Vis-Spektrum von DPHO01 in Chloroform (c = 35.3 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):['7¢-1791
Amax  (Emm) = 340 (45500 (Umol)cm-1), 356 (59400 (/molj*cm-1), 377
(44000 (I/mol)*cm-1) nm.
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Abbildung 6.101: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPHOA1.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3):!"8 181

5 = 7.40-7.45 (m, 4 H, C-Teil von [AC],B , H-2), 7.30-7.36 (m, 2 H, B-Teil von [AC];B,
H-4), 7.20-7.26 (m, 4 H, A-Teil von [AC]:B, H-3), 6.90* (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.5 Hz, 3Juc
= 7.1 Hz, *Juc = 3.1Hz, H-b), 6.61* (d, 2 H, %Ja, = 15.5 Hz, H-a), 6.53* (dd, 2 H, 3J
= 7.1 Hz, Y = 2.9 Hz, H-c) ppm.

| | |
200 150 100 50 0
PPmM

Abbildung 6.102: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPHO1.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!"8"}

o = 137.4 (C-1), 133.6 (C-c), 132.7 (C-a), 129.1 (C-b), 128.6 (C-4), 127.5 (C-3),
126.4 (C-2) ppm.
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Abbildung 6.103: HMQC (500 MHz, CDCl5), DPHO01.
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Abbildung 6.104: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPHO01.

IR (KBr):!'®2

v = 3012 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1890 (Aryl-H-Ober- und Kombinationsschwing-
ung), 1486 und 1446 (aromatische Ringschwingung), 747 und 691 (C=C-Valenz-

schwingung eines monosubstituierten Aromaten) cm™.
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Versuch 31: 1,6-Bis(4-fluorphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH02)

1.51 g (4.60 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.34 g
(8.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml absolutem Tetrahydrofuran 1 h
bei Raumtemperatur gertihrt. 1.29 g (10.4 mmol) 4-Fluorbenzaldehyd (201) in 40 ml
absolutem Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.35 g (8.8 mmol)
60%igem Natriumhydrid und 10 ml absolutes Tetrahydrofuran zugegeben und das
Reaktionsgemisch wird 5 d bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktion wird mit destillietem Wasser hydrolysiert, wobei das Rohprodukt
DPHO02 ausfallt. Dieses wird abfiltriert, mit Hexan gewaschen und unter verminder-

tem Druck getrocknet.

C13H14F2 (M = 268.30 g/mol)

Ausbeute: 519 mg (1.93 mmol, 42 %) DPH02

Abbildung 6.105: DPHO02 kristal-

Schmelzpunkt: 188 °C lines Produkt.
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Wellenzahl x 1000/cm’™
34 32 30 28 26 24 22 20

141
1,21
1,04
0,8
0,6
0,4
0,2

010 4 T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500

Wellenlange/nm

Extinktion

Abbildung 6.106: UV-Vis-Spektrum von DPH02 in Chloroform (c = 50.7 pmol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(Chloroform):'83
Amax (Emax) = 339 (42000 (I/mol)*cm-1), 355 (55100 (l/mol)*cm-1), 374 (41000

(I/mol)*cm-1) nm

i L

7. 350 6. 950 6. 900 6.800 6.750 6.500 6.450 6.400

L

T | T T T T | T T T T | T T T T |
ppm 15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.107: "H-NMR (500 MHz, THF-dg), DPHO02.

"H-NMR (500 MHz, THF-dg):['®"*

5 = 7.34 (m, 4 H, B-Teil eines [AB],X-Systems, 3Js,+°J3, = 8.5 Hz, H-3), 6.92 (m, 4 H,
A-Teil eines [AB]X-Systems, 3J23+°J23 = 8.7 Hz, H-2), 6.78* (ddd, 2 H, 3Jua =
15.3 Hz, *Jpc = 6.9 Hz, *J 1 = 3.1 Hz, H-b), 6.48* (d, 2 H, *J. = 15.5 Hz, H-a), 6.414
(dd, 2 H, 3Je = 7.0 Hz, *“Jo, = 3.0 Hz, H-c) ppm.
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165016401630 136200 136150 131 150 1 0050130 000129950 11750
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Abbildung 6.108: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, THF-dg), DPHO02.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, THF-dg):!"8"™

5 = 164.5 (d, 2Jcr = 246.5 Hz, C-4), 136.2 (d, *Jcr = 3.4 Hz, C-1), 135.7 (s, C-c),
133.4 (s, C-a), 131.2 (d, ®JCF = 2.4 Hz, C-b), 130.0 (d, *Jcr = 7.9 Hz, C-2), 117.4 (d,
2Jcr = 22.8 Hz, C-3) ppm.
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Abbildung 6.109: HMQC (*H-"°C, 500 MHz, CDCl;), DPH02.

MS (70 eV):
miz = 269 (M*+1, 18 %), 268 (M*, 59 %), 159 (M*-CHp-CeH4-F, 7 %), 134 (1/2 M*,
17 %), 133 (1/2 M*-1, 22 %), 109 (M*-CH,-CgHa-F, 100 %).

C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 78.58 (80.58)

% H: 5.41 (5.26)

% N:/
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Versuch 32: 1,6-Bis(2-fluorphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPHO03)

1.55 g (4.72 mmol Tetraethyl-
(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat)
(105) werden in 25 ml absolu-
em Tetrahydrofuran vorgelegt, 3

langsam mit 60%igem Natrium- 4

hydrid versetzt und 30 min bei

5 DPHO03

Raumtemperatur geruhrt.

1.29 g (10.4 mmol) 2-Fluorbenzaldehyd (202) werden zugetropft und es wird weitere
30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe weiterer 0.30 g (7.5 mmol) 60%-
iges Natriumhydrid wird 20 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Die Reaktionslésung wird mit 30 ml destilliertem Wasser hydrolysiert und je dreimal
mit Diethylether und Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel wird unter vermin-
dertem Druck entfernt. Das Rohprodukt DPHO03 wird sdulenchromatographisch tber

Kieselgel 60 mit Ethylacetat/n-Hexan 15/85 gereinigt.

C13H14F2 (M = 268.30 g/mol)

Ausbeute: 24 mg (89 ymol, 2 %) DPH03

Schmelzpunkt: 91 °C
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Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24

1.0+

0.8
0.6

Extinktion

0.4+

0.2

0 0 T T T T T T T 1
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Abbildung 6.110: UV-Vis-Spektrum von DPHO03 in Chloroform (¢ = 116 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (Emax) = 343 (33200 (I/mol)*cm-1), 357 (41400 (I/mol)*cm-1), 376
(30000 (I/mol)*cm-1) nm.

MWW

T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
7. 450 T: 150 7. 100 7.050 7.000 6.950 6.900 6.850
T T | T 17T | T T T T | T T T T | T
6.700 6.650 6.500 6.450 .
| T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.111: '"H-NMR (500 MHzCDCl;), DPHO3.

'H-NMR (500 MHz, CDCly):

5 = 7.43 (ddd, 3Jgs = 7.7 Hz, *Jer = 6.1 Hz, *Jes = 1.5 Hz, 2 H, H-6), 7.19 (dddd,
343 =7.2 Hz, 3J45 = 7.1 Hz, *J4r = 5.3 Hz, *J4s = 1.5 Hz, 2 H, H-4), 7.03 (dd, 3Js4 =
7.1 Hz, 3Jss = 7.7 Hz, 2 H, H-5), 6.97 (dd, 3Jas = 7.2 Hz, %Jsr = 10.6 Hz, 2 H, H-3),
6.894 (ddd, ®Jpa = 15.7 Hz, 3Jpe = 7.0 Hz, *Jpec = 3.1 Hz, 2 H, H-b), 6.70* (d, *Jap =
15.7 Hz, 2 H, H-a), 6.49* (dd, Js = 7.0 Hz, *J& = 3.1 Hz, 2 H, H-c) ppm.
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Abbildung 6.112: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH03.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):

5 = 159.2 (d, "Jor = 250.2 Hz, C-2), 133.4 (s, C-c), 130.2 (d, *Jar = 5.3 Hz, C-a),
127.7 (d, °J4r = 8.4 Hz, C-4), 126.0 (d, ®Jer = 3.6 Hz, C-6), 124.2 (d, “J1¢ = 12.0 Hz,
C-1), 124.2 (d, *Jor = 3.3 Hz, 2C, C-b), 123.1 (d, *Js¢ = 3.6 Hz, 2C, C-5), 114.8 (d,
2Jar = 22. Hz, C-3) ppm.

-118.150 -118.200

' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' '
ppm -50 -100 -150 -20

Abbildung 6.113: "*F-NMR (470 MHz, CDCl;), DPH03.

"SFLNMR (470 MHz, CDCl5):
5 = 118.15 (ddd, 3Jrs = 10.6 Hz, *Jrs = 6.1 Hz, *Jr4 = 5.3 Hz) ppm.

MS (70 eV, GC/MS [RT = 11.30 min]):
miz = 268 (M*", 100 %), 269 (M*+1, 21 %), 267 (M*-1, 10 %), 172 (5 %), 159 (48
%), 147 (5 %), 146 (18 %), 134 (10 %), 133 (19 %), 109 (47 %).
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Abbildung 6.114: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH03.

IR (KBr):

v = 2918 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1572 (C=C-Valenzschwingung), 1485 und
1454 (aromatische Ringschwingung), 1228 (C-F-Valenzschwingung (Aryl-F)), 1003
(C-H-Deformationsschwingung), 796 (C=C-Valenzschwingung eines 1,2-disubstitu-

ierter Aromat) cm™.

Versuch 33: 1,6-Bis(3-fluorphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH04)

1.55 g (4.72 mmol) Tetraethyl-

(but-2-en-1,4-diyldiphospho-
nat) (105) und 030 g
(7.5 mmol) 60%iges Natrium-

hydrid werden in 25 ml abs.

5 DPHO04

Tetrahydrofuran 30 min bei
Raumtemperatur gerihrt. 1.29 g (10.4 mmol) 3-Fluorbenzaldehyd (203) werden
zugetropft und weitere 30 min bei Raum-temperatur gertihrt. Nach Zugabe weiterer
0.30 g (7.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid wird 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Reaktionsmischung wird mit 30 ml Wasser hy-drolysiert. Ausfallender Nieder-
schlag wird abfiltriert und mit n-Hexan gewaschen. Das Rohprodukt DPH04 wird aus

Ethanol umkristallisiert.

C18H14F2 (M = 268.30 g/mol)
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Ausbeute: 28 mg (104 umol, 2 %) DPH04

Schmelzpunkt: 126 °C

Wellenzahl x 1000/cm”
40 36 32 28 24 20
1 2 1 I T T T T T T T
c
O 0.8
X
£
=
W 0.4 -
0.0 . . T T i
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.115: UV-Vis-Spektrum von DPHO04 in Chloroform (c =

UV-Vis(Chloroform):

108 pmol/l, d = 0.2 cm).

Amax (Emax) = 342 (41600 (I/mol)*cm-1), 357 (59400 (I/mol)*cm-1), 377 (41000

(I/mol)*cm-1), nm.
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Abbildung 6.116: "H-NMR (500 MHzCDCl;), DPH04.
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"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 = 7.20 (ddd, 3Jss = 7.8 Hz, 3Jsg = 7.7 Hz, “Jsr = 6.0 Hz, 2H, H-5), 7.10 (dd,
3Jes = 7.7 Hz, “Js2 = 2.1 Hz, 2 H, H-6), 7.04 (ddd, °Jor = 10.2 Hz, *J26 = 2.1 Hz, *Jos =
1.0 Hz, 2 H, H-2), 6.85 (ddd, J4s = 7.8 Hz, 3J4r = 8.1 Hz, *J4s = 2.4 Hz, 2 H, H-4),
6.79% (ddd, 3Jua = 15.5 Hz, 3Jpc = 7.1 Hz, “Joc = 3.0 Hz, 2 H, H-b), 6.504
(d, 3Jap = 15.5 Hz, 2 H, H-a), 6.45* (dd, ®Je = 7.1 Hz, “J& = 3.0 Hz, 2 H, H-c) ppm.

T T T L T T T T [ T T T T [ T T T T[T 1T T 1T | LI | T T | T T | T _|—|—|_|_|_|—|—I_|_l_l—|'
164 00163 50163 00162 50 162 00 130.150130.100130.050 122.350
T T 17T | L T
139 650 139 600 1 39 550 131.850
L | 1T 17T | 1T 17T | L | 1T 17T | 1T 17T
‘ ‘ 114.50 114.00 113.50 113.00 112.50
I | || ] J
T T | T T T T | T T T T | T T T T |
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.117: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH04.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):

5 = 163.1 (d, "Jsr = 245.3 Hz, C-3), 139.6 (d, *Jsr = 7.7 Hz, C-1), 133.9 (s, C-c),
131.9 (d, “Jar = 2.8 Hz, C-a), 130.1 (s, C-b), 130.1 (d, *Jsr = 8.5 Hz, C-5), 122.4 (d,
“Jer = 2.7 Hz, C-6), 114.4 (d, 2Jsr = 21.5 Hz, C-4), 112.6 (d, 2Jor = 21.8 Hz, C-2)
ppm.
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Abbildung 6.118: "*F-NMR (470 MHz, CDCl;), DPH04.

"YFLNMR (470 MHz, CDCl5):
5 =113.9 (ddd, *Jr2 = 10.2 Hz, *Jr4 = 8.1 Hz, *Jrs = 6.0 Hz) ppm.

MS (70 eV, GC/MS [RT = 11.28 min]):
miz = 268 (M*", 100 %), 269 (M*+1, 21 %), 267 (M*-1, 10 %), 172 (5 %), 159 (55
%), 147 (5 %), 146 (30 %), 134 (10 %), 133 (28 %), 109 (36 %).

Abbildung 6.119: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH04.

IR (KBr):

v = 2960 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1579 (C=C-Valenzschwingung), 1483 und
1446 (aromatische Ringschwingung), 1251 (C-F-Valenzschwingung (Aryl-F)), 997
(C-H-Deformationsschwingung), 771 (C=C-Valenzschwingung (1,3-disubstituierter

Aromat)) cm™.
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Versuch 34: 1,6-Bis(2,6-difluorphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH05)

1.64 g (5.00 mmol) Tetraethyl-
(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat)
(105) und 0.36 g (9.0 mmol)
60%iges Natriumhydrid werden
in 50 ml abs. Tetrahydrofuran

1/2h  bei Raumtemperatur
gerihrt. 1.73 g (12.2 mmol) 2,6-Difluorbenzaldehyd (204) in 50 ml abs. Tetrahydro-
furan werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.32 g (8.0 mmol) 60%igem Natrium-
hydrid und 10 ml abs. Tetrahydrofuran zugegeben und das Reaktionsgemisch 3 d
bei Raumtemperatur geruhrt.

Die Reaktion wird mit 100 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Das Reaktionsge-
misch wird dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden uUber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungmittel wird unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Riuckstand wird mit Ethanol versetzt. Ausfallen-
des Produkt DPHO05 wird abfiltriert.

C13H12F4 (M = 304.28 g/mol)

Ausbeute: 148 mg (486 ymol, 10 %) DPHO05

Wellenzahl x 1000/cm”

34 32 30 28 26 24 22 20
1 16 T T T T T T T T T T T T T T T T
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0,84
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Abbildung 6.120: UV-Vis-Spektrum von DPHO05 in Chloroform (c = 34.2 ymol/l, d = 1 cm).
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UV-Vis(Chloroform):
Amax  (Emax) = 337 (32400 (I/mol)*cm-1), 354 (43000 (I/mol)*cm-1), 374
(31600 (I/mol)*cm-1) nm.

oyl

: : —
7.150 7.100 7.050 6.800 6.600 6.550 6.500 6.450

B S

ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

Abbildung 6.121: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH05.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3):

5 =7.11% (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.9 Hz, 3Jpc = 7.1 Hz, *Jpc = 2.9 Hz, H-b), 7.04 (it, 2 H,
3J43 = 8.3 Hz, *J4r = 6.3 Hz H-4), 6.79 (dd, 4 H, 3Jss = 8.5 Hz, *Js4 = 8.5 Hz, H-3),
6.57* (d, 2 H, ®Jap = 15.9 Hz, H-a), 6.47* (dd, 2 H, 3Je, = 7.1 Hz, *Je = 2.9 Hz, H-c)
ppm.

MS (70 eV):
miz = 305 (M*+1, 18 %), 304 (M*, 100 %), 177 (M*-CHy-CgHa-F2, 50 %), 127 (-CHo-
CeHa-(CF3)2, 95 %).
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Versuch 35: 1,6-Bis-(4-bromphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH06)

Br

7.53 g (10.2 mmol) But-2-en-1,4-diylbis[(triphenylphosphonium)-bromid] (106) und
0.44 g (11.0 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 100 ml abs. Tetrahydrofuran
90 min bei Raumtemperatur gerthrt. 2.22 g (12.0 mmol) 4-Brombenzaldehyd (205) in
wenig abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 90 min wird eine zweite Portion
60%iges Natriumhydrid (0.44 g/12.0 mmol) zugegeben. Nach weiteren 90 min
werden 2.23 g (11.8 mmol) 4-Brombenzaldehyd (205) in etwas abs. Tetrahydrofuran
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 4 d bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktionslésung wird mit 100 ml Wasser hydrolysiert und zur Phasentrennung
mit 50 ml Diethylether versetzt. Die wassrige Phase wird 2 Mal mit je 50 ml Diethyl-
ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das L&sungsmittel wird im Vakuum einer Membranpumpe entfernt.
Der 6lige Rickstand wird in wenig Ethanol aufgenommen und mit Heptan versetzt.
Ein goldfarbener Feststoff fallt aus und wird abfiltriert. Das Rohprodukt DPH06 wird

sédulenchromatographisch tber Kieselgel 60 mit Chloroform aufgereinigt.

C18H14Br2 (M = 390.11 g/mol)

Ausbeute: 2.01 g (5.15 mmol, 51 %) DPH06

Abbildung 6.122: DPHO06

als gelber Feststoff.
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Abbildung 6.123: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), DPHO06.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):

5 =744 (m, 4 H, 3*°Js, = 8.5 Hz, B-Teil eines [AB],-Systems, H-3), 7.28 (m, 4 H,
33,3 = 8.6 Hz, A-Teil eines [AB]-Systems, H-2), 6.86* (ddd, 2 H, *Jpa = 15.5 Hz,
3Jbe = 7.0 Hz, *Jpe = 3.1 Hz, H-b), 6.54* (d, 2 H, ®J.p = 15.7 Hz, H-a), 6.51* (dd, 2 H,
3 = 7.1 Hz, *Jop = 3.0 Hz, H-c) ppm.*%

Versuch 36: 1.6-Bis-(4-cyanophenyl)hexa-1,3.5-trien (DPHO07)

CN

1.50 g (4.57 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.31 g
(7.8 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml abs. Tetrahydrofuran 1 h bei
Raumtemperatur gertihrt. 1.38 g (10.5 mmol) 4-Cyanobenzaldehyd (206) in 40 ml
abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 1 h werden 0.34 g (8.5 mmol)
60%igem Natriumhydrid und 10 ml abs. Tetrahydrofuran zugegeben und das

Reaktionsgemisch wird 17 h bei Raumtemperatur gerthrt.
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Die Reaktion wird mit destillietem Wasser hydrolysiert. Die wassrige Phase wird
dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der erhaltene Ruckstand wird mit Hexan versetzt und 1 h zum
Ruckfluss erhitzt. Die abgekihlte Lésung wird mit Ethanol versetzt, wobei das

Produkt DPHO07 ausfallt.

C2oH14N2 (M = 282.34 g/mol)

Abbildung 6.124: DPH07 als gelber
Ausbeute: 366 mg (1.30 mmol, 28 %) DPHO7 Feststoff.

Schmelzpunkt: 235 °C Lit: 224 °c ['""]

Wellenzahl x 1000/cm’
34 32 30 28 26 24 22 20

1,2—-
1,0—-
0,8—-
06-
0,4—-

Extinktion

0,21

0,0 T T T T 1
300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.125: UV-Vis-Spektrum von DPHO7 in Chloroform (¢ = 31.2 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(Chloroform):'"7. 184
Amax (Emax) = 362 (56700 (I/mol)*cm-1), 380 (77200 (I/mol)*cm-1), 402 (60100

(I/mol)*cm-1) nm.
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Abbildung 6.126: "H-NMR (500 MHz, THF-dg), DPHO7.

"H-NMR (500 MHz, THF-dg):['8*

0 =7.65 (m, 4 H, B-Teil eines [AB],-Systems, 3J30+°J35 = 8.3 Hz, H-3), 7.61 (m, 4 H,
A-Teil von eines [AB],-Systems, >Jos+°J23 = 8.2 Hz, H-2), 7.28* (ddd, 2 H, 3Jp, =
15.4 Hz, *Jpc = 6.9 Hz, *Jpc = 2.9 Hz, H-b), 6.84* (d, 2 H, *Ja, = 15.5 Hz, H-a), 6.804
(dd, 2 H, 3Jep = 7.1 Hz, *Jop = 2.8 Hz, H-c) ppm.

i {‘v i ’N o i " i ‘ " " " " - apnl] Fr— . AMMWJ Lw b "
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opm 100 50 0

Abbildung 6.127: "*C-{1H}-NMR (125 MHz, THF-dg), DPHO7.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, THF-ds):

5 = 143.9 (C-1), 137.3 (C-c), 134.5 (C-b), 134.4 (C-3), 133.9 (C-a), 129.0 (C-2),
120.4 (C-5), 113.0 (C-4) ppm.
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Abbildung 6.128: HMQC ( 'H-"*C, 500 MHz, CDCl;), DPHO07.

MS (70 eV):

miz = 283 (M*+1, 31 %), 282 (M*, 100 %), 167 (M*-CH»-CsHs-CN, 7 %), 166
(M*-CH,-CeH4-CN-1, 13 %), 141 (1/2 M*, 20 %), 140 (1/2 M*-1, 39 %), 116 (M*-CHo-

CoHa-F, 61 %).

C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 82.72 (85.08)

% H: 4.87 (5.00)
% N: 9.69 (9.92)
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Abbildung 6.129: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPHO7.
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IR (KBr):!°
v = 2975 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2222 (C=N-Valenzschwingung), 1601 und
1501 (C=C-Valenzschwingung), 1000 (C=C-Deformationsschwingung), 817 (C=C-

Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 37: 1,6-Bis-(4-nitrophenyl)hexa-1,3,5-trien (DPHO08)

NO,

Eine Lésung aus 564 mg (14.1 mmol) 60%iges Natriumhydrid und 3.28 g (10.0
mmol) (E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylbisphosphonat) (105) wird in 200 ml abs.
Tetrahydrofuran 45 min bei Raumtemperatur gerihrt. 1.81 g (12.0 mmol) 4-Nitro-
benzaldehyd (207) in 25 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 30 min
werden 535 mg (13.3 mmol) 60%iges Natriumhydrid zugegeben. Eine Lésung aus
1.81 g (12.0 mmol) 4-Nitrobenzaldehyd (207) in 25 ml abs. Tetrahydrofuran wird
nach weiteren 30 min zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3 d bei Raumtem-
peratur geruhrt.

Die Reaktionslésung wird mit 150 ml eines 0.2 M Natriumhydrogenphosphat/Dinatri-
umhydrogenphosphat-Puffer hydrolysiert. Die wassrige Phase wird dreimal mit je
100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden lber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt.

Der dunkele Rickstand wird in wenig Ethanol aufgenommen. Die Lésung wird mit
n-Heptan versetzt. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert. Die geringe Menge des Roh-
produkt DPHO08 reicht zur NMR-spektroskopischen Analyse. Als Nebenprodukte
wurden aromatische Amine identifiziert.

Fur weitere Reinigung ist die Rohausbeute zu gering.
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C18H14N204 (M = 322.32 g/mol)

Ausbeute: 12 mg (37 umol, 0.4 %) DPH08

MM e

8.150 7.500 7.450 7.000 6.950 6.650 6.600

L N L E L AL BN B
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.130: '"H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH08.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 199

5 =8.13 (m, 4 H, 3**Js, = 8.8 Hz, B-Teil eines [AB],-Systems, H-3), 7.48 (m, 4 H,
33,3 = 8.8 Hz, A-Teil eines [AB]>-Systems, H-2), 6.98* (ddd, 2 H, %Jps = 15.5 Hz,
3Jbe = 7.1 Hz, *Jpe = 3.1 Hz, H-b), 6.64* (d, 2 H, ®Ja = 15.5 Hz, H-a), 6.59* (dd, 2 H,
3 = 7.2 Hz, {Jep = 2.9 Hz, H-c) ppm.

Versuch 38: 1.6-Bis-(3-nitrophenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH09)

5 DPHO09

1.45 g (4.42 mmol) (E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylbisphosphonat) (105) werden in
50 ml abs. Tetrahydrofuran vorgelegt. 0.25 g (6.2 mmol) 60%iges Natriumhydrid
werden zugegeben und die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur gerihrt.

Eine Lésung von 2.00 g (13.2 mmol) 3-Nitrobenzaldehyd (208) in 10 ml absolutem
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Tetrahydrofuran wird zugetropft. Nach weiteren 30 min gibt man erneut 0.25 g
(6.2 mmol) 60%iges Natriumhydrid zu und l&sst dasReaktionsgemisch 16 h rihren.
Die Reaktionslésung wird mit 100 ml eines 0.2 M Natriumhydrogenphosphat/Dinatri-
umhydrogenphosphat-Puffer hydroysiert. Es féllt ein gelber Feststoff aus, der ab-
filtriert wird.

C18H14N204 (M = 322.32 g/mol)
Ausbeute: 570 mg (1.77 mmol, 40 %) DPH09

Zersetzungspunkt: 226 °C Lit: 234 °C "8

Wellenzahl x 1000/cm”
40 36 32 28 24 20

0.4+
0.3+

0.2 -

Extinktion

0.1+

00 T T T T T T ! I T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.131: UV-Vis-Spektrum von DPHO09 in Cyclohexan (c = 109 pmol/l, d = 1 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax (Emax) = 340 (3410 (I/mol)*cm™), 354 (3680 (I/mol)*cm™), 373 (2510 (I/mol)*cm™)

nm.
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IR N e
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Abbildung 6.132: '"H-NMR (200 MHz, CDCl;), DPH09.

"H-NMR (200 MHz, CDCl3):1"8%

5 =8.22 (dd, 2 H, *Jos = 1.3 Hz, “Jos = 2.1 Hz, H-2), 8.01 (ddd, 2 H, *Js2 = 1.1 Hz,
*Jag 2.1 Hz, 3J45 = 8.0 Hz H-4), 7.64 (d, 2 H, 3Jes = 7.7 Hz, H-6), 7.43 (dd, 2 H,
3Jss = 7.9 Hz, 3Jss = 8.1 Hz, H-5), 6.95% (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.4 Hz, 3J,c = 7.0 Hz,
*Jbc = 2.7 Hz, H-b), 6.62* (d, 2 H, Ja = 15.9 Hz, H-a), 6.55* (dd, 2 H, *Js, = 7.0 Hz,

*Jeb = 3.0 Hz, H-c) ppm.

100
80—-
60—-
40-
20-

Transmission/%
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4000 3500 3000 2500 2000
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Abbildung 6.133: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH09.

IR (KBr):l"®

Vv = 3085 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1573 und 1475 (aromatische Ringschwing-
ung), 860, 828 und 806 (C=C-Valenzschwingung eines 1,3-substituierten Aromaten),

1530 und 1355 (N=0-Valenzschwingung) cm™.
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MS (70 eV):
m/z = 323 (M*+1, 20 %), 322 (M*, 100 %), 276 (M-NO>, 7 %), 186 (43 %).

Versuch 39: 1,6-Bis-[4-(trifluormethyl)phenyllhexa-1,3,5-trien
(DPH10)

DPH10

Zu einer Suspension von 0.21 g (8.8 mmol) 60%igem Natriumhydrid in 75 ml abs.
Tetrahydrofuran werden unter Rihren bei Raumtemperatur 2.8 g (8.5 mmol)
(E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylbisphosphonat) (105) in 15 ml abs. Tetrahydrofuran
zugetropft. Nach 1 h tropft man 4.3 g (24 mmol) 4-(Trifluormethyl)benzaldehyd (209)
in 15 ml abs. Tetrahydrofuran zu und rthrt 1 h. Man gibt 0.21 g (8.8 mmol) 60%iges
Natriumhydrid portionsweise zu und lasst das Reaktionsgemisch 16 h rihren.

Es wird mit 50 ml Wasser hydrolysiert und 30 ml Diethylether werden zur Phasen-
trennung hinzu gegeben. Die wéssrige Phase wird dreimal mit 75 ml Tetrahydro-
furan/Diethylether im Verhaltnis 3/1 und anschliefend mit Dichlormethan bis zur
Farblosigkeit extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit
25 ml Wasser und wenig gesattigter Natriumchloridiésung gewaschen. Die organi-
sche Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt.

Der Ruckstand wird in Ethanol ausgekocht. Nach dem Trocknen erhélt man das
Produkt DPH10 als hellgelbe Kristalle.

CgoH14F6 (M = 368.32 g/mol)

Ausbeute: 0.63 g (1.7 mmol, 21 %) DPH10

Schmelzpunkt: 186 °C
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34 32 30

Wellenzahl x 1000/cm”
28 26

24 22

20

1,2-
1,0-
0,81
0,6
0,41
0,2+
0,0

Extinktion

T T T
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T
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T
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1
500

Abbildung 6.134: UV-Vis-Spektrum von DPH10 in Chloroform (c = 34.8 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (€max) = 344 (54400 (I/mol)*ecm™), 360 (72800 (I/mol)*cm™), 380
(53300 (I/mol)*cm™) nm.

B BN B I I [ [

7.650 7.600 7.150 7.100 6.700 6.650

J 1 | l

I I I I

15.0 10.0 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.135: "H-NMR (500 MHz, THF,ds), DPH10.

"H-NMR (500 MHz, THF-dg):""*"*

d = 7.59-7.64 (m, 8 H, A- und B-Teil eines [AB].X3-Systems, H-2 und H-3), 7.134
(ddd, 2 H, 3Jpa = 15.6 Hz, 3Jue = 7.1 Hz, *Jpec = 3.1 Hz, H-b), 6.72% (d, 2 H, 3J., = 15.5
Hz, H-a), 6.66* (dd, 2 H, *Jo, = 7.1 Hz, *Jo, = 2.9 Hz, H-c) ppm.
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Abbildung 6.136: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, THF-dg), DPH10.

BC-{"H}-NMR (125 MHz, THF-ds):

5 =142.5 (q, ®Jcr = 1.3 Hz, C-1), 136.0 (s, C-c), 132.9 (s, C-a), 132.8 (s, C -b), 129.9
(q, 3Jcr = 32.2 Hz, C-4), 127.8 (s, C-2), 126.6 (q, Jcr = 3.9 Hz, C-3), 125.7 (q, 2JcF =
271.4 Hz, C-5) ppm.
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Abbildung 6.137: HMQC ( '"H-"*C, 500 MHz, THF-dg), DPH10.
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0
ppmM

|
-50

|
-100

|
-150

\
-200

Abbildung 6.138: "°F-{"H}-NMR (470 MHz, THF-dg), DPH10.

"F-{"H}-NMR (470 MHz, THF-ds):
0 =-63.7 ppm.

MS (70 eV):

miz = 368 (M+, 100 %), 299 (16 %), 209 (69 %), 184 (18 %), 159 (71 %), 115 (12 %)

C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 64.02 (65.22)

% H: 4.09 (3.83)

% N: /

Transmission/%
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Abbildung 6.139: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH10.
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IR (KBr):
¥V = 1608 (C=C-Valenzschwingung), 1420 (aromatische Ringschwingung), 1319 (C-F-

Schwingung), 826 (C=C-Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierter Aromaten)

cm™.

Versuch 40: 1,6-Bis-[2-(trifluormethyl)phenyllhexa-1,3,5-trien
(DPH11)

5 DPH11

Zu einer Suspension von 0.23 g (9.6 mmol) 60%igem Natriumhydrid in 20 ml abs.
Tetrahydrofuran werden unter Rihren bei Raumtemperatur 3.2 g (9.7 mmol)
(E)-Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) in 10 ml absoluten Tetrahydro-
furan zugetropft. Nach 0.5 h tropft man 5.1 g (29 mmol) 2-(Trifluormethyl)-
benzaldehyd (210) in 10 ml absolutem Tetrahydrofuran zu und rihrt weitere 30 min.
Man gibt 0.25 g (10 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionsweise zu und l&sst das
Reaktionsgemisch 16 h rihren.

Es wird mit 50 ml Wasser hydrolysiert und 100 ml Diethylether werden zur Phasen-
trennung hinzu gegeben. Die wéassrige Phase wird dreimal mit 50 ml Tetrahydro-
furan/Diethylether im Verhaltnis 3/1 extrahiert; die vereinigten organischen Phasen
werden dreimal mit 20 ml Wasser und 10 ml gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Der Rickstand wird in Ethanol digeriert und der hellgelbe, kristalline Feststoff DPH11
abfiltriert.

Abbildung 6.140: DPH11 in

Form gelber Kristalle.

Con14F6 (M = 368.32 g/mol)
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Ausbeute: 0.47 g (1.3 mmol, 13 %) DPH11

Schmelzpunkt: 152 °C

Wellenzahl x 1000/cm’™
34 32 30 28 26 24 22 20
0,8— T T T T T T T T T T T T T T
c 0,6+
0 ]
<
£ 0,4+
< ]
L
0,2
0,0 T v T v T v T 1
300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm
Abbildung 6.141: UV-Vis-Spektrum von DPH11 in Chloroform (c = 30.4 ymol/l, d = 0.5 cm).
UV-Vis(Chloroform):
Amax (Emax) = 355 (50100 (I/mol)*cm™) nm.
I I I I I I
7.000 6.950 6.900 6.850 7.350 7.300
7.700 7.650 7.600 7.550 7.500 6.650 6.600

T T T
15.0 10.0 5.0

Abbildung 6.142: '"H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH11.
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"H-NMR (500 MHz, CDCl5):
5=7.72(d, 2 H, ®Jes = 7.9 Hz, H-6), 7.64 (d, 2 H, °Jss = 7.9 Hz, H-3), 7.51 (dd, 2 H,
3Js3 = 7.6 Hz, 3Jss = 7.6 Hz, H-5), 7.33 (dd, 2 H, 3J45 = 7.6 Hz, 3J43 = 7.6 Hz, H-4),

6.99%(d, 2 H, *Ja» = 15.2 Hz, H-a), 6.89* (ddd, 2 H, 3Jp, =

15.3 Hz, 3Jpe =

= 2.8 Hz, H-b), 6.62* (dd, 2 H, *Js, = 6.6 Hz, *Jo, = 2.5 Hz, H-c) ppm.

6.7 Hz, *Juc

WAL L

pPmM

127.0 126.0 1250 1240 1230 1220 121.0 127.50 127.00
I I JMAts ieaaes Mastas i i I I |
136.000 135.950 128.75028.700 126.050126.000125.950
| | T
— T —
200 150 100 50 0

Abbildung 6.143: *C-{"H}-NMR (75 MHz,

3C-{"H}-NMR (75 MHz, CDCly):

CDCl;), DPH11.

5 =136.0 (q, ®J4r = 1.6 Hz, C-1), 134.7 (s, C-c), 132.4 (s, C-b), 131.8 (s, C-5), 128.7
(q, *Jar =2.0 Hz, C-a), 127.3 (q, 2Jor = 29.6, C-2), 127.2 (s, C-4), 126.6 (s, C-6),
126.0 (q, ®JsF = 5.7 Hz, C-3), 124.3 (q, "J7r = 274.0 Hz, C-7) cm™.
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PrPm

Abbildung 6.144: HMQC (500 MHz, HCCI;), DPH11.
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T T T
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PPmM

Abbildung 6.145: "°F-{"H}-NMR (470 MHz, CDCl;), DPH11.

"9F-{"H}-NMR (470 MHz, CDCl5):
0 =-59.78(s) ppm.

MS (70 eV):

m/z = 368 (M+, 100 %), 299 (M-CF3, 14 %), 209 (28 %), 184 (16 %), 159 (65 %), 115
(10 %)

C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 63.28 (65.22)

% H: 4.08 (3.83)
% N: /

100+
95
90
85
80
75
70
65
60
554 : : : : : .
4000 3000 2000 1000

Wellenzahl/cm™

Transmission/%

Abbildung 6.146: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH11.
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IR (KBr):
V = 1625 und 1601 und 1572 (aromatische Ringschwingung), 1118 (C-F-
Schwingung), 994 (C-H-Deformationsschwingung), 760 (C=C-Valenzschwingung

eines 1,2-disubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 41: 1,6-Bis-[3,5-bis(trifluormethyl)phenyllhexa-1,3,5-trien
(DPH12)

1.62 g (4.93 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.39 g
(8.9 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml abs. Tetrahydrofuran 0.5 h bei
Raumtemperatur gertihrt. 2.73 g (11.8 mmol) 3,5-Bis(trifluormethyl)benzaldehyd
(211) in 40 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.37 g
(9.3 mmol) 60%igem Natriumhydrid und 10 ml abs. Tetrahydrofuran zugegeben und
das Reaktionsgemisch 3 d bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktion wird mit 75 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Ausfallendes Rohpro-
dukt DPH12 wird in wenig Aceton aufgenommen und durch die Zugabe von Hexan

wieder ausgefallt.

CooH12F 12 (M =504.31 g/mol)

Ausbeute: 180 mg (357 pmol, 7 %) DPH12

Schmelzpunkt: 247 °C
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Wellenzahl x 1000/cm’”
o M @ 30 8 2% A 22 | 20
12
1,0-
0,81
0,61
0,4-
0,21
0,01
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Abbildung 6.147: UV-Vis-Spektrum von DPH12 in Chloroform (c = 17.4 pmol/l, d = 1 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (€max) = 342 (58700 (I/mol)*cm™), 358 (77700 (I/mol)*cm™), 377

(58700 (/mol)*cm™) nm.

H | m
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Abbildung 6.148: '"H-NMR (500 MHz, THF-dg), DPH12.

"H-NMR (500 MHz, THF-ds):

5 =6.33 (s, 4 H, H-2), 6.12 (s, 2 H, H-4), 5.57* (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.5 Hz, 3Jy =
7.0 Hz, “Juc = 3.0 Hz, H-b), 5.12* (d, 2 H, ®J., = 15.6 Hz, H-a), 5.01* (dd, 2 H, 3Jg =
7.0 Hz, *Jop = 3.0 Hz, H-c) ppm.
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Abbildung 6.149: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, THF-dg), DPH12.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, THF-ds):

5 = 142.2 (s, C-1), 137.4 (s, C-c), 134.9 (s, C-b), 133.9 (q, “Jcr = 33.0 Hz, C-3),
132.6 (s, C-a), 128.6 (qq, *Jcr = 3.7 Hz, °Jcr = 1.2 Hz, C-2), 125.8 (q, Jcr = 272.5
Hz, C-5), 122.6 (q, Jcr = 3.9 Hz, C-4) ppm.
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Abbildung 6.150: HMQC ( 'H-"*C, 500 MHz, CDCl;), DPH12.

\ \ \ \
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ppm

Abbildung 6.151: "°F-{"H}-NMR (470 MHz, CDCl;), DPH12.
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“F{'H}-NMR (470 MHz, CDCls):
0 =-66.0 ppm.

MS (70 eV):
m/z = 505 (M*+1, 27 %), 504 (M", 100 %),435 (M"-CF3, 9 %) 277 (M"-CH,-CgHs-
(CF3)2, 65 %), 227 (-CH2-CsH4-(CF3)2, 45 %), 96 (-CF3, 9 %).

C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 51.45 (52.40)

% H: 2.14 (2.40)

% N: /

100
80+
60 ~

40

Transmission/%

20

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl/cm’™

Abbildung 6.152: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH12.

IR (KBr):
vV = 3098 und 3034 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1630 und 1612 (C=C-Valenz-
schwingung), 1386 und 1296 (-CF3; symmetrische Deformationsschwingung), 1170

(C-F-Valenzschwingung), 1126 (C=C-Deformationsschwingung), 999 (C-H ,out-of-
plane“-Deformationsschwingung) cm™,
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Versuch 42: 1,6-Bis-(4-methoxyphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH14)

O

6.27 g (19.1 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 1.08 g
(27.0 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in abs. Tetrahydrofuran 0.5 h bei Raum-
temperatur gerthrt. 7.80 g (57.3 mmol) p-Anisaldehyd (158) in abs. Tetrahydrofuran
gelést werden zugetropft. Nach 1 h werden 1.08 g (27.0 mmol) 60%igem
Natriumhydrid zugegeben und das Reaktionsgemisch wird 7 d bei Raumtemperatur
gerihrt.

Die Reaktionslésung wird mit 25 ml Phosphatpuffer und 50 ml destilliertem Wasser
hydrolysiert. Ausfallende Phosphate werden abfiltriert. Zur Phasentrennung wird Di-
ethylether hinzu gegeben. An der Phasengrenze fallt das Produkt aus. Es wird abfil-

triert und im Olpumpenvakuum getrocknet wird.

ConzoOz (M = 292.37 g/mol)

Abbildung 6.153: DPH14 als

kristallines Produkt.

Ausbeute: 2.03 g (7.87 mmol, 41 %) DPH14  Lit: 23 % 1

Schmelzpunkt: 249 °C Lit: 247-248 °C 18] 250-251 °C 8]
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Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 6.154: UV-Vis-Spektrum von DPH14 in Chloroform (c = 35.6 pmol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(ChIoroform);[183, 190]%
Mmax  (emax) = 355 (55000 (I/moly‘cm™), 371 (72400 (V/mol)‘cm™), 391
(54500 (I/mol)*cm") nm.
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Abbildung 6.155: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), DPH14.

'H-NMR (200 MHz, CDCly):[% 189

5 =7.35 (m, 4 H, B-Teil eines [AB],-Systems, 3Jy3 + °J3 = 8.8 Hz, H-2), 6.86 (m, 4 H,
A-Teil eines [AB],-Systems, 3J.3 + °Jo3 = 8.8 Hz, H-3), 6.76* (ddd, 2 H, *Jya = 9.7 Hz,
3Jbe = 7.3 Hz, *Jpe = 3.3 Hz, H-b), 6.52* (d, 2 H, *J.. = 16.0 Hz, H-a), 6.46* (dd, 2 H,
3Jea=T7.5 Hz, *Jca= 3.5 Hz, H-c), 3.82 (s, 3 H, H-5) ppm.

MS (70 eV):
miz = 293 (M*+1, 20 %), 292 (M*, 100 %), 171 (M-CH,CsHs-OCHs, 13 %), 146 (M/2,
14 %), 121 (-CH,CgH4-OCH3, 61 %).
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C-H-N-Elementaranalyse:

%C: 82.09 (82.16)
% H: 6.75 (6.89)
% N: /

100
80
60

40

Transmission/%

20

T T T T T T T T T T T T T 1
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Wellenzahl/cm™

Abbildung 6.156: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH14.

IR (KBr):[185, 191]%

Vv = 3032 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2938, 2924 und 2855 (C-H-Valenzschwin-
gung), 1681, 1616 und 1599 (C=C-Valenzschwingung), 1456 (C-H-Deformations-

schwingung), 1294 (C-O-Valenzschwingung), 829 (C=C-Valenzschwingung eines
1,4-disubstituierten Aromaten) cm™.
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Versuch 43: 1,6-Bis-(2,3,4-trimethoxyphenyl)hexa-1,3,5-trien
(DPH14)

5 DPH14

1.49 g (4.54 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.26 g
(6.4 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml abs. 0.5 h bei Raumtemperatur
gerlhrt. 2.67 g (13.64 mmol) 2,3,4-Trimethoxybenzaldehyd (212) in 20 ml abs. Tetra-
hydrofuran werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.26 g (6.4 mmol) 60%igem
Natriumhydrid zugegeben und das Reaktionsgemisch wird 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt.

Die Reaktion wird mit 30 ml gesattigter Natriumchloridlésung hydrolysiert. Ausfallen-
des Natriumchlorid wird mit wenig destilliertem Wasser wieder gelést. Die wéassrige
Phase wird dreimal mit je 50 ml techn. Tetrahydrofuran/Diethylether (3:1) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das L&ésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird mit
Methanol versetzt und Uber Nacht bei 5 °C stehen gelassen. Das Produkt DPH14

wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Cz4H2806 (M =412.48 g/mol)

Ausbeute: 390 mg (946 pmol, 21 %) DPH14

Schmelzpunkt: 160 °C Abbildung 6.157: DPH14 als

kristallines Produkt.
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Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 6.158: UV-Vis-Spektrum von DPH14 in Cyclohexan (c = 46.1 umol/l, d = 1 cm).
UV-Vis(Cyclohexan):

Amax  (€max) = 356 (52300 (I/mol)*cm™), 371 (63000 (I/mol)*cm™), 390
(44700 (I/mol)*cm™) nm.

W kM

7150  7.100 6750 6700 |6.650 6.600 6450 6400 3, 800
LA v . |
T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T 1
ppm 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.159: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH14.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):

5=7.15(d, 2 H, 3Jgs = 8.8 Hz, H-6), 6.76* (ddd, 2 H, *Jpa = 15.7 Hz, 3Juc = 6.0 Hz,
*Jbc = 2.9 Hz, H-b), 6.71* (d, 2 H, 3J.c = 15.6 Hz, H-a), 6.60 (d, 2 H, 3Jss = 8.8 Hz,
H-5), 6.44* (dd, 2 H, 3Jea = 5.9 Hz, *Jea = 3.0 Hz, H-c), 3.81 (s, 6 H, H-7), 3.81 (s,
6 H, H-8), 3.80 (s, 6 H, H-9) ppm.



508 Experimentalteil — Synthese

ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.160: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH14.

3C-{'H}-NMR (74 MHz, CDCl5):

5 =152.1 (s, C-2), 150.6 (s, C-4), 141.6 (s, C-3), 132.5 (s, C-c), 127.7 (s, C-a), 125.3
(s, C-b), 123.7 (s, C-1), 119.7 (s, C-6), 106.8 (s, C-5), 2x 60, 1 (2 s, C-7 und C-8),
55.0 (s, C-9) ppm.

- 50
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) - 100
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T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50
ppm

Abbildung 6.161: HMQC (*H-"°C, 500 MHz, CDCl;), DPH14.
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Versuch 44: 1,6-Bis-[4-(dimethylamino)phenyllhexa-1,3,5-trien
(DPH15)

DPH15

5.16 g (15.7mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) werden in 40 ml
abs. Tetrahydrofuran gelést. 0.82 g (21 mmol) 60%iges Natriumhydrid in 10 ml
Tetrahydrofuran werden zugegeben und das Reaktionsgemisch 0.5 h bei Raum-
temperatur gerthrt. 7.22 g (48.4 mmol) 4-(Dimethylamino)benzaldehyd (213) in
40 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.82 g (21 mmol)
60%igem Natriumhydrid in 10 ml abs. Tetrahydrofuran zugegeben und das
Reaktionsgemisch 3 d bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktion wird mit destilliertem Wasser hydrolysiert und die wassrige Phase wird
dreimal mit je 50 ml techn. Tetrahydrofuran/Diethylether (3:1) extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungs-
mittel wird unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wird in techn. Hexan
1 h zum RuUckfluss erhitzt. Die auf Raumtemperatur gebrachte Lésung wird mit
Methanol versetzt. Das ausfallende Produkt DPH15 wird abfiltriert und im Olpumpen-

vakuum getrocknet wird.

szHzaNz (M =318.46 g/mol)

Abbildung 6.162: DPH15 als
gelber Feststoff.
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Ausbeute: 976 mg (3.06 mmol, 20 %) DPH15 Lit: 14 % 94 38 9, %]
Schmelzpunkt: 247 °C Lit: 238- 240 °C ['®9
Wellenzahl x 1000/cm”
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Abbildung 6.163: UV-Vis-Spektrum von DPH15 in Chloroform (c = 107 ymol/l, d = 0.1 cm).

UV-Vis(Chloroform):['"" 189
Amax (Emax) = 410 (60800 (|/mo|)*cm-1) am.

MM
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7.200 7.150 6.600 6.550
R T A QLL,—A—
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ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.164: "H-NMR (500 MHz, THF-dg),DPH15.

"H-NMR (500 MHz, THF-dg):[®® 189

5 =7.14 (m, 4 H, B-Teil eines [AB]o-Systems, °Ja3 + °J3= 8.8 Hz, H-2), 6.59* (ddd,
2 H, 3Jpa= 15.3 Hz, *Jpc = 6.9 Hz, *Jpc = 2.8 Hz, H-b), 6.55 (m, 4 H, A-Teil eines [AB],-
Systems, 3Js; + °Js, = 8.8 Hz, H-3), 6.31% (d, 2 H, %J.c = 15.3 Hz, H-a), 6.26* (dd, 2
H, *Jea= 7.1 Hz, *Jca = 2.9 Hz, H-c), 2.89 (s, 12 H, H-5) ppm.
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T | T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘
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Abbildung 6.165: *C-{"H}-NMR (74 MHz, THF-dg), DPH15.

3¢-{"H}-NMR (74 MHz, CDCls):
5 =152.1 (s, C-4), 134.1 (s, C-c), 133.8 (s, C-a), 129.2 (s, C-2), 128.4 (s, C-1), 127.4
(s, C-b), 114.3 (s, C-3), 41.6 (s, C-5) ppm.

. : m%mm B
S : -
. . : —50
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: 100
- - ' ppm
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ppm

Abbildung 6.166: HMQC ( 'H-"*C, 500 MHz, THF-dg), DPH15.

MS (70 eV):
miz = 319 (M*+1, 28 %), 318 (M*, 100 %), 1843 (M-CHy-CeHs-N(CHs)z, 9 %), 159
(M/2, 27 %), 134 (-CH,-CoHa-N(CHs)». 85 %).

C-H-N-Elementaranalyse:
%C: 82.14 (82.97)

% H: 8.08 (8.23)

% N: 8.30 (8.80)
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Abbildung 6.167: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH15.

IR (KBr):
vV = 2885 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1606 und 1522 (C=C-Valenzschwingung),
1353 (C-H-Deformationsschwingung), 994 (C=C-Deformationsschwingung), 812

(C=C-Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierten Aromaten) cm™,

Versuch 45: 1.6-Bis-(4-dibutylaminophenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH16)

DPH16

1.55 g (4.72 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.30 g
(7.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 25 ml abs. Tetrahydrofuran 30 min bei
Raumtemperatur gerthrt. 2.42 g (10.4 mmol) 4-Dibutylaminobenzaldehyd (214)

werden zugetropft und weitere 30 min bei Raumtempera-tur geriihrt. Nach Zugabe
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weiterer 0.30 g (7.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid wird 3 d bei Raumtemperatur
geruhrt.

Die Reaktionsmischung wird mit 100 ml hydrolysiert. Die wassrige Phase wird mit
Diethylether und Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten orga-nischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt.

Das Rohprodukt DPH16 wird sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit einem

Laufmittelgemisch Ethylacetat/n-Hexan 10/90 gereinigt.

C34H50N2 (M =486.77 g/mol)

Ausbeute: 1.12 g (2.30 mmol, 44 %) DPH16

Schmelzpunkt: 42 °C

Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 6.168: UV-Vis-Spektrum von DPH16 in Tetrahydrofuran (¢ = 32.9 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Tetrahydrofuran):"'**
Amax (Emax) = 415 (60400 (I/mol)*cm™), 437 (51000 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.169: '"H-NMR (500 MHzCDCl;), DPH16.

'H-NMR (500 MHz, CDCly):

5=08=7.26 (m, >*°J = 8.5 Hz, 4 H, A-Teil von [AB],, H-2), 6.67* (ddd, 3Jua = 15.4 Hz,
3Jbe = 6.6 Hz, *Jpe = 3.1 Hz, 2 H, H-b), 6.59 (m, **°Js, = 8.5 Hz, 4 H, B-Teil von [AB]s,
H-3), 6.45% (d, ®Jap = 15.4 Hz, 2 H, H-a), 6.40* (dd, ®Js = 6.7 Hz, *Jo, = 2.9 Hz, 2 H,
H-c), 3.27 (t, *Jss = 7.6 Hz, 8 H, H-5), 1.57 (m, 8 H, H-6), 1.35 (m, 8 H, H-7), 0.96
(t, *Jg7 = 7.3 Hz, 12H, H-8) ppm.

ppm

Abbildung 6.170: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH16.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):

5 = 147.5 (s, C-4), 131.9 (s, C-a), 131.6 (s, C-c), 127.5 (s, C-2), 127.5 (s, C-b),
125.0 (s, C-1), 111.6 (s, C-3), 50.8 (s, C-5), 29.48 (s, C-6), 20.3 (s, C-7), 14.0 (s, C-
8) ppm.
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Abbildung 6.171: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH16.

IR (KBr):

v = 3010 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2856 (CHs-Valenzschwingung), 1600 (C=C-
Valenzschwingung), 1483 (aromatische Ringschwingung), 1514 (CHs-Deformations-
schwingung), 1105 (C-N-Valenzschwingung), 989 (C-H-Deformationsschwingung),

804 (C=C-Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierten Aromats) cm™.

Versuch 46: 1,6-Bis-(4-isopropylphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH17)

149 g (4.54 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.26 g
(6.4 mmol) 60%iges Natriumhydrid in Tetrahydrofuran p.a. werden 0.5h bei
Raumtemperatur gerihrt. 2.01 g (13.6 mmol) 4-Isopropylbenzaldehyd (215) in Tetra-
hydrofuran p.a. werden zugetropft. Nach 0.5 h werden 0.26 g (6.4 mmol) 60%igem
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Natriumhydrid zugegeben und das Reaktionsgemisch 22 h bei Raumtemperatur
geruhrt.

Das Reaktionsgemisch wird mit 30 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Die wassrige
Phase wird dreimal mit je 50 ml techn. Diethylether extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird
unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wird mit techn. Ethanol ver-
setzt. Das ausfallende Produkt DPH17 wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum

getrocknet wird.

C24H28 (M = 316.48 g/mol)

Ausbeute: 410 mg (1.30 mmol, 29 %) DPH17

Schmelzpunkt: 163 °C Abbildung 6.172: DPH17 in

Form kristalliner Nadeln.

Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 6.173: UV-Vis-Spektrum von DPH17 in Chloroform (c = 65.7 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(Chloroform):[#% 190
Max (ema) = 348 (20700 (Vmol)'cm™), 365 (26500 (Vmol)'cm™), 385
(19700 (I/moly*cm™) nm.



Experimentalteil — Synthese 517

SR L I B LA ) I N S B I B B
7.250 7.200 7.150 6.800 6.750
| T T T T | T T 1T | T T T | T T T I D LN L L B
6.500 6.450 6.400 2850 2800 1.200 1.150
Ju W | A
T | T T T T | T T T T | T T T T |
ppmi!2-0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.174: '"H-NMR (200 MHz, CDCl;), DPH17.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):

0 =7.28 (m, 4 H, B-Teil eines [AB],-Systems, 3003 + °Jp3= 8.1 Hz, H-2), 7.11 (m, 4 H,
A-Teil eines [AB],-Systems, 3Js, + °Js; = 8.1 Hz, H-3), 6.77* (ddd, 2 H, *Jys = 15.4
Hz, 3Jbc = 6.9 Hz, *Juc = 3.0 Hz, H-b), 6.50* (d, 2 H, Ja,c = 15.5 Hz, H-a), 6.42* (dd, 2
H, 3Jea= 6.9 Hz, *Jea = 2.7 Hz, H-c), 2.82 (sept, 2 H, 3Js = 6.9 Hz, H-5), 1.18 (d, 12 H,
3Je5= 6.9 Hz, H-6/7) ppm.

N

T T T T T | T T
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.175: "°C-{'"H}-NMR (74 MHz, CDCl;), DPH17.

3C-{"H}-NMR (74 MHz, CDCls):
5 =148.4 (s; C-4), 135.1 (s, C-1), 133.3 (s, C-c), 132.3 (s, C-a), 128.4 (s, C-b), 126.7
und 126.3 (2 s, C-2 und C-3), 33.9 (s, C-5), 23.9 (s, C-6) ppm.

MS (70 eV):
m/z = 317 (M"+1, 25 %), 316 (M", 100 %), 273 (M-iPr, 18 %), 231 (M-2iPr, 33 %),
153 (-CH2CsHas-iPr 59 %).
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Versuch 47: 1,6-Bis-(4-tert-butylphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH18)

1.50 g (4.57 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.28 g
(7.0 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml abs. Tetrahydrofuran % h bei
Raumtemperatur gertihrt. 1.69 g (10.4 mmol) 4-tert-Butylbenzaldehyd (216) werden
zugegeben. Nach 0.5 h werden 0.30 g (7.5 mmol) 60%igem Natriumhydrid zuge-
geben und das Reaktionsgemisch 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktion wird mit 50 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Die wéassrige Phase
wird zweimal mit je 50 ml techn. Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand mit technischem Hexan versetzt, um
Uberschussigen Aldehyd 216 zu |6sen. Das Produkt DPH18 wird abfiltriert und im

Olpumpenvakuum getrocknet.

CQGH32N2 (M = 344.53 g/mol)

Ausbeute: 549 mg (1.59 mmol, 34 %) DPH18
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Abbildung 6.176: UV-Vis-Spektrum von DPH18 in Chloroform (c = 52.2 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (€max) = 349 (65700 (I/mol)*cm™), 365 (85600 (I/mol)*cm™), 385

(64400 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.177: '"H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH18.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):

S = 7.34-7.42 (m, 8 H, A- und B-Teil eines [AB],-Systems, H-2 und H-3), 6.88* (ddd,
2 H, 3Jpa= 15.5 Hz, 3Jyc = 7.0 Hz, “Jpc = 3.0 Hz, H-b), 6.60* (d, 2 H, 3J., = 15.5 Hz, H-
a), 6.52% (dd, 2 H, *Jo, = 7.0 Hz, “Jop = 2.9 Hz, H-c), 1.35 (s, 18 H, H-6) ppm.
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Abbildung 6.178: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH18.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):

5 = 150.6 (s, C-4), 134.7 (s, C-1), 133.3 (s, C-c), 132.3 (s, C-a), 128.5 (s, C-b), 126.1
(s, C-2), 125.6 (s, C-3), 34.4 (s, C-5), 31.6 (s, C-6) ppm.

MS (70 eV):
miz = 345 (M*+1, 27 %), 344 (M*, 100 %), 329 (M*-CHs, 16 %), 287 (M*-tBu, 5 %),

231 (M*-2tBu, 8 %), 197 (M*-CH,-CsHa-tBu, 7 %), 147 (-CHp-CeHa-tBu, 32 %), 57
(-tBu, 69 %).
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Abbildung 6.179: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH18.
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IR (KBr):

v = 23017 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2961, 2902 und 2866 (C-H Valenz-
schwingung), 1606 und 1513 (C=C-Valenzschwingung), 1460 (C-H-Deformations-
schwingung), 1365 (C-H symmetrische Deformationsschwingung), 996 (C=C-
Deformationsschwingung), 820 (C=C-Valenzschwingung eines 1,4-disubstituierten

Aromaten) cm’.

Versuch 48: 1,6-Bis-(4-butylphenyl)hexa-1,3,5-trien (DPH19)

Zu einer Suspension von 0.50 g (13 mmol) 60%igem Natriumhydrid in abs. Tetra-
hydrofuran werden 3.6 g (11 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylphosphonat) (105) in
abs. Tetrahydrofuran unter Rihren zugetropft. Nach 30 min werden 5.0 g (15mmol)
4-Butylbenzaldehyd (217) in abs. Tetrahydrofuran zugetropft. Man rihrt fir weitere
30 min und gibt erneut 0.5 g (13 mmol) 60%iges Natriumhydrid in abs. Tetra-
hydrofuran zu. Das Reaktionsgemisch wird fir 40 h g bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktionslésung wird mit 100 ml gesattigter Natriumchloridlésung hydrolisiert.
Die wassrige Phase wird dreimal mit jeweils 50 ml eines Gemisches von Tetrahydro-
furan/Diethylether (3/1) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden
dreimal mit jeweils 50 ml halbkonzentrierter Natriumchloridldsung gewaschen. Die
organische Phase wird Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt. Man erhalt eine hochviskose Flissigkeit, welche
in n-Hexan gegeben wird und Gber Nacht in der Kalte auskristallisiert. Die erhaltenen
Kristalle werden in Ethanol fur 1 h zum Ruckfluss erhitzt. Das Produkt DPH19 wird

abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Ca6H3s2 (M = 344.53 g/mol)
Ausbeute: 0.75 g (2.2 mmol, 20 %) DPH19
Schmelzpunkt: 152 °C
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Abbildung 6.180: UV-Vis-Spektrum von DPH19 in Dichlormethan (¢ = 103 pmol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis(Dichlormethan):

Amax (Emax) = 347 (9800 l/(mol*cm)), 364 (13110 I/(mol*cm)), 384 (9840 I/(mol*cm))
nm.
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Abbildung 6.181: "H-NMR (500 MHzCDCl;), DPH19.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):

6 = 7.30-7.33 (m, 4 H, A-Teil von [AB],-System, H-2), 7.10-7.14 (m, 4 H, B- Teil von
[AB],-System, H-3), 6.83* (ddd, 2 H, *Jpc= 3.1 Hz, 3Jpc = 7.1 Hz, 3Jpa = 15.5 Hz, H-b),
6.55% (d, 2 H, *Jap = 15.4 Hz, H-a), 6.47* (dd, 2 H, *Jo, = 3.0 Hz, %J = 7.0 Hz, H-c),
2.58 (t, 4 H, %Jsg = 7.7 Hz, H-5), 1.58 (dt, 4 H, 3Jes und 3Jg7 = 7.6 Hz, H-6), 1.34 (it,
4 H, 3Jzsund %J75= 7.4 Hz, H-7), 0.91 (t, 6 H, *Jg7 = 7.4 Hz, H-8) ppm.
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Abbildung 6.182: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH19.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):
5 =142.9 (s, C-4), 135.3 (s, C-1), 133.7 (s, C-c), 132.8 (s, C-a), 129.2 (s, C-2), 128.8
(s, C-b), 126.7 (s, C-3), 35.8 (s, C-5), 34.0 (s, C-6), 22.8 (s, C-7), 14.4 (s, C-8) ppm.

MS (70 eV, El):
miz = 344 (M*, 13 %), 345 (M*+1, 2 %), 343 (M*-1, 1 %), 287 (3 %), 231 (7 %), 147
(66 %), 117 (22 %), 91 (100 %), 57 (61 %), 41 (41 %).

Abbildung 6.183: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH19.

IR (KBr):

v = 3018 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2954 und 2870 (CHs-Valenzschwingung), 2927
& 2870 (CH,-Valenzschwingung) 1654 (C=C-Valenzschwingung), 1510 (aromatische
Ringschwingung), 1458 und 817 (C-H-Deformationsschwingung (aromatisch)), 1180

und 1004 (aromatische Beugungsschwingung in der Ebene) cm™.
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Versuch 49: 1,6-Di(biphenyl-4-yl)hexa-1,3,5-trien (DPH20)

\\\

DPH20

In einem Kolben werden 0.500 g (12.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid in abs.
Tetrahydrofuran vorgelegt und 3.60 g (11.0 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylphos-
phonat) (105) in abs. Tetrahydrofuran zugetropft und 30 min bei Raumtemperatur
gerihrt. 5.00 g (27.5 mmol) Biphenyl-4-carbaldehyd (218) werden hinzugegeben und
die Lésung wird fur weitere 40 min gerUhrt. Weitere 0.500 g (12.5 mmol) 60%iges
Natriumhydrid werden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 d bei Raum-
temperatur gerahrt.

Die Reaktionslésung wird mit 100 ml gesattigter Natriumchlorid-Lésung hydrolisiert.
Die wassrige Phase wird dreimal mit einem Gemisch aus Tetrahydrofuran/Diethyl-
ether (3/1) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit halb-
konzentrierter Natriumchloridldsung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt DPH20 wird in Ethanol fir 1 h zum Ruckfluss erhitzt und
anschlieBend saulenchromatographisch tber Kieselgel 60 mit einem Gemisch von n-
Hexan/Ethylacetat (4/1) gereinigt. Der Feststoff ist nicht ausreichend rein und wurde

aus zeitlichen Grinden auch nicht weiter aufgereinigt.
C3oH24 (M = 384.51 g/mol)
MS (70 eV, EI):

miz = 384 (M™, 13 %), 385 (M"'+1, 2 %), 230 (1 %), 218 (4 %), 205 (4 %), 192
(4 %), 179 (5 %), 166 (5 %), 153 (8 %), 128 (3 %), 115 (7 %), 77 (5 %).
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Versuch 50: 1,6-Di(pyridin-4-yl)hexa-1,3,5-trien (DPH21)

1.50 g (4.57 mmol) Tetraethyl-
(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat)
(105) und 0.20 g (5.00 mmol)
60%iges Natriumhydrid werden
in 50 ml abs. Tetrahydrofuran

12 h bei Raumtemperatur

gerihrt. 1.08 g (10.1mmol) 4-Pyridincarbaldehyd (219) in 20 ml abs. Tetrahydrofuran
werden zugetropft. Nach 1/2 h bei Raumtemperatur werden 0.40 (10.0 mmol)
60%iges Natriumhydrid portionsweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 20 h
bei Raumtemperatur geruhrt.

Die Reaktion wird 100 ml destilliertem Wasser hydroysiert. Die wéassrige Phase wird
dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand mit wenig eiskaltem Aceton versetzt.

Der ausfallende Feststoff wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

C16H14N2 (M = 234.30 g/mol)

Ausbeute: 268 mg (1.14 pymol, 25 %) DPH21 Lit: 15 %['%4
II|IIII|I| T TT | L |I T T T | T T T T | T T T T LI | T T T | T T T
8.5008.450 7.200 7.000 6.950 6.550 6.500
' ' ' | ' ' - = |
ppm 5.0 0.0

Abbildung 6.184: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH21.
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"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 = 8.47 (d, 4 H, B-Teil eines [AB],-Systems, *°Js, = 5.4 Hz, H-3), 7.18 (d, 4 H, A-
Teil eines [AB]-Systems, **°J,3 = 5.6 Hz, H-2) 6.97* (ddd, 2 H, Jpa = 15.6 Hz, 3Jp. =
6.9 Hz, *Juc = 2.9Hz, H-b), 6.53% (dd, 2 H, *J, = 6.9 Hz, *Jo = 2.7 Hz, H-c), 6.48* (d,
2 H, *Ja = 15.6 Hz, H-a) ppm.

T | T T T T | T T T T T T T T
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.185: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH21.
3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):

0 =150.1 (s, C-3), 144.1 (s, C-1), 134.9 (s, C-c), 132.8 (s, C-a), 131.2 (s, C-b), 120.6
(s, C-2) ppm.

Versuch 51: 1,6-Di(pyridin-3-yl)hexa-1,3,5-trien (DPH22)

1.63 g (4.97 mmol) Tetraethyl-(but-
2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105)
und 0.44 g (11.0 mmol) 60%iges

Natriumhydrid werden in 50 ml abs.

Tetrahydrofuran 0.5 h bei Raum-

4 DPH22

temperatur  gerlhrt. 1.39 g
(13.0 mmol) 3-Pyridincarbaldehyd (220) in 20 ml abs. Tetrahydrofuran werden zuge-
tropft. Das Reaktionsgemisch wird 6 d bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Reaktion wird mit 75 ml eines 0.2 M Natriumhydrogenphosphat/Dinatrium-
hydrogenphosphat-Puffer hydroysiert. Die wassrige Phase wird dreimal mit je 50 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magne-

siumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
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Der Ruckstand wird mit Ethanol versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur

gerihrt. Das Produkt DPH22 wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

C16H14N2 (M =234.30 g/mol)

Ausbeute: 190 mg (811 uymol, 16 %) DPH22

Wellenzahl x 1000/cm’™
34 32 30 28 26 24 22 20
1 T T T T T T T T T T T T T T T
0,8
5 061
E ]
=
2 044
w ]
0,2
O,O T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.186: UV-Vis-Spektrum von DPH22 in Cyclohexan (c = 52.9 ymol/l, d = 0.2 cm).
UV-Vis(Cyclohexan):!'9: 19l

Amax  (€max) = 338 (60900 (I/mol)*cm™), 353 (77300 (I/mol)*cm™), 371
(56800 (I/mol)*cm™) nm.

AW\LMM

8.640 8.630 8.460 8.450 8.440 7. 7407 7307 720 7. 2707 2607 2507 240
T T | T T T T ‘ T T T ‘ T T | T T T
6.950 6.900 6.600 6.550
T T ‘ T T | T T T ‘ T T T | T T | T T | T T | T T T T ‘ T T T | T T T T ‘
ppm9-0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.187: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), DPH22.
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"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 =8.63 (d, 2 H, Jo5 = 2.1 Hz, H-2), 8.45 (dd, 2 H, *Js2 = 1.5 Hz, 3J35 = 6.0 Hz, H-3),
7.73 (ddd, 2 H, 3Js2 = 1.9 Hz, ®Js3 = 1.9 Hz, 3Js4 = 8.0 Hz, H-5), 7.25 (dd, 2 H, 3J45
4.7 Hz, 3J43 = 8.0 Hz, H-4), 6.93* (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.6 Hz, 3Jpc = 7.0 Hz, *Jpc
3.1 Hz, H-b), 6.59* (d, 2 H, 3J., = 15.6 Hz, H-a), 6.93* (dd, 2 H, *J& = 7.0 Hz, *Je
3.0 Hz, H-c) ppm.

P s wR—, Y8 T L L e

T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T |
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.188: ">C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH22.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCly):
5 = 148.4 (s, C-3), 148.3 (s, C-2), 134.1 (s, C-c), 132.8 (s, C-1), 132.5 (s, C-5), 130.7
(s, C-b), 129.4 (s, C-a), 123.5 (s, C-4) ppm.

E 0
£125.0
£130.0 [
=135.0 30
=140.0 |
=145.0 |
=150.0 |-100
III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II :
UV 9.008.508.007.507.006.50 :
el _Ppm
T ‘ T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppmM

Abbildung 6.189: HMQC ( 'H-"*C, 500 MHz, CDCl;), DPH22.
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Abbildung 6.190: COSY (500 MHz, CDCl;), DPH22.
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Abbildung 6.191: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH22.

IR (KBr):
v = 3020 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1624, 1568, 1485 und 1418 (C=C-Valenz-
schwingung), 1330 (C-H-Deformationsschwingung), 999 (C=C-Deformations-

schwingung), 805 und 709 (C=C-Valenzschwingung eines monosubstituierten
Aromaten) cm™.
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Versuch 52: 1,6-Di(pyridin-2-yl)hexa-1,3,5-trien (DPH23)

1.53 g (4.66 mmol) Tetraethyl-(but-2-
en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und
0.36 g (9.0 mmol) 60%iges Natrium-

hydrid werden in 50 ml abs. Tetra-

hydrofuran 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. 1.17 g (10.9 mmol) 2-Pyridin-

4 DPH23

carbaldehyd (221) in 10 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 1 h
werden 0.38 g (9.5 mmol) 60%igem Natriumhydrid und 10 ml abs. Tetrahydrofuran
zugegeben und das Reaktionsgemisch wird 6 d bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktion wird mit 50 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Das Reaktionsgemisch
wird viermal mit je 100 ml techn. Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden einmal mit 250 ml destilliertem Wasser gewaschen und tber Magne-

siumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

C16H14N2 (M =234.30 g/mol)

Ausbeute: 229 mg (977 umol, 21 %) DPH23 Lit: 17 %!'%4
Wellenzahl x 1000/cm’”
34 32 30 28 26 24 22 20
110* T T T T T T T T T T T T T T T
0,8
c |
£ 06-
X
£ 1
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Abbildung 6.192: UV-Vis-Spektrum von DPH23 in Chloroform (c = 13.8 pmol/l, d = 1 cm).

UV-Vis(Chloroform):'9
Amax (Emax) = 362 (64300 (/mol)*cm™), 381 (51200 (/mol)*cm™ nm.
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MS (70 eV):
m/z = 234 (M*+1, 18 %), 233 (M*, 100 %), 156 (M" -CsH4N, 53 %), 130 (M"-C2H,-
CsH4N, 35 %), 118 (M*/2, 27 %), 78 (-CsHsN, 18 %).

Versuch 53: 1,6-Bis(2-furanyl)hexa-1,3,5-trien (DPH24)

1.55 g (4.72 mmol) Tetraethyl-(but-2-
en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und
0.30 g (7.5 mmol) 60%iges Natri-
umhydrid werden in 25 ml abs.

Tetrahydrofuran 30 min bei Raum-

temperatur gerihrt. 1.00 g

(10.4 mmol) Furaldehyd (222) werden zugetropft und weitere 30 min bei Raum-
temperatur geriihrt. Nach Zugabe weiterer 0.30 g (7.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid
wird 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktionsmischung wird mit 200 ml hydrolysiert. Das Rohprodukt DPH24 setzt
sich als gelber Niederschlag ab, wird abfiltriert und aus Ethanol/Wasser

umkristallisiert.

C14H1202 (M = 212.24 g/mol)

Ausbeute: 83 mg (0.39 mmol, 8 %) DPH24

Schmelzpunkt: > 300°C
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Wellenzahl x 1000/cm”
40 36 32 28 24 20
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Abbildung 6.193: UV-Vis-Spektrum von DPH24 in Chloroform (c = 203 ymol/l, d = 0.1 cm).

UV-Vis(Chloroform):''9"
Amax  (Emax) = 353 (26000 (I/mol)*cm™), 371 (39500 (I/mol)*cm™), 393
(37900 (I/mol)*cm™), nm.
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Abbildung 6.194: '"H-NMR (500 MHzCDCls;), DPH24.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3):1"9"k

5 = 7.30 (d, *J4s = 1.8 Hz, 2 H, H-4), 6.70* (ddd, 3Jpa = 15.5 Hz, *Jpc = 7.3 Hz,
*Jbs= 3.1 Hz, 2 H, H-b), 6.36* (dd, Js = 7.3 Hz, *Jo = 3.0 Hz, 2 H, H-c), 6.32-6.34
(teilverdecktes dd, %Js; = 3.3 Hz, %Jss = 1.5 Hz, 2H, H-3), 6.31* (d, %Ja = 15.4 Hz,
2 H, H-a), 6.21 (d, ®J23 = 3.3 Hz, 2 H, H-2) ppm.
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Abbildung 6.195: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH24.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):
5 =153.4 (s, C-1), 142.2 (s, C-4), 133.2 (s, C-b), 127.7 (s, C-c), 119.9 (s, C-a), 111.8
(s, C-2), 108.6 (s, C-3) ppm.

MS (70 eV, GC/MS [RT = 9.24 min]):

miz = 213 (M*+1, 20 %), 212 (M*", 100 %), 211 (M"-1, 6 %), 184 (5 %), 183 (17 %),
169 (5 %), 156 (5 %), 132 (4 %), 131 (30 %), 118 (3 %), 106 (13 %), 92 (2 %), 81
(22 %), 77 (8 %), 52 (2 %), 51 (4 %), 40 (2).

Abbildung 6.196: IR-Spektrum (KBr-Pressling), DPH24.

IR (KBr):l"*7
v = 3117 (Aryl-H-Valenzschwingung), 1626 (C=C-Valenzschwingung), 1255 und 923

(C-O-C-Valenzschwingung), 997 (C-H-Deformationsschwingung) cm™.
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Versuch 54: 4,4'-(Hexa-1,3,5-triene-1,6-diyl)diphenol (DPH25)

OH

5.00 g (40.9 mmol) 4-Hydroxybenzaldehyd (112), 10.1 g (13.7 mmol) But-2-en-1,4-
diylbis[(triphenylphosphonium)-bromid] (106), 150 ml 3M Natriumcarbonatlésung und
150 ml Ethylacetat werden 30 min mit Ultraschallbad behandelt.

Das Mehrphasengemisch wird mit 200 ml Wasser versetzt, um ausgefallenes Salz
zu l6sen. Die Reaktionsmischung wird Uber eine Glasfritte filtriert. Die wassrige
Phase wird mit Salzsdure auf pH 5 gebracht und zweimal mit je 200 ml Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden lUber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Der Ruckstand wird auf Kieselgel 60 aufgetragen. Die Filtersdule wird zundchst mit
Methylenchlorid gespult. Der Rickstand wird mit Diethylether von der Saule gewa-
schen und saulenchromatisch mit Diethylether tUber Kieselgel 60 gereinigt.

Die erste Saulenfraktion enthalt als Hauptkomponente 4-Hydroxybenzaldehyd (112)
und Spuren des gewinschten Produkts DPH25.

C18H1602 (M = 264.32 g/mol)
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Wellenzahl x 1000/cm’™
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Abbildung 6.197: UV-Vis-Spektrum in Ethylacetatl, 0.1 ml/min; tg = 6.3 min, DPH25.

UV-Vis(Ethylacetat):
Amax (Emax) = 346, 366 und 384 nm.
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Abbildung 6.198: '"H-NMR (500 MHz, MeOH-D,), DPH25.

"H-NMR (500 MHz, MeOH-D,):[®® 198}
5 =7.27 (d, 4 H, B-Teil des [AB],-Systems, **°Js, = 8.4 Hz, H-2), 6.73 (d, 4 H, A-Teil
eines [AB]x-Systems, >*°Jy; = 8.6 Hz, H-3) ~6.8* (H-b, Uberdeckt von 4-Hydroxy-
benzaldehyd), 6.62 (s, 2 H, H-5), 6.48* (d, 2 H, ®J., = 15.5 Hz, H-a), 6.43* (dd, 2 H,
3= 7.2 Hz, *Jop = 2.6 Hz, H-c) ppm.
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Versuch 55: 4-(Formylphenyl)-benzoat (115)!"*°"

O\ .
1
2
3
4
6
O 5
O
115

10.11 (82.79 mmol) 4-Hydroxybenzaldehyd (112) und
8.40 g (106.2 mmol) abs. Pyridin werden in 100 ml abs.
Tetrahydrofuran gelést und auf 0 °C abgekdhlt. 13.91 g
(98.95 mmol) Benzoylchlorid (42) in 50 ml abs. Tetra-
hydrofuran werden langsam zugetropft. Die Reaktion
l&sst man unter Ruhren auf Raumtemperatur erwarmen.

Nach 24 h wird ausgefallener Feststoff abfiltriert. Die
organische Phase wird viermal mit je 100 ml destilliertem
Wasser und dreimal mit je 100 ml gesattigter Natriumhy-
drogencarbonatlésung gewaschen und tber Magnesium-

sulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 115 wird im Vakuum einer Olpumpe

getrocknet.

C14H1003 (M = 226.23 g/mol)

Ausbeute: 17.39 g (76.86 mmol, 93 %) 115 Lit: 86 % %

J

MMVL
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Abbildung 6.199: "H-NMR (500 MHz, CDCls), 115.
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"H-NMR (500 MHz, CDCl5):['9%

5 =9.94 (1 H, s, H-a), 8.13 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, >*°J;s = 7.6 Hz,
H-7), 7.89 (m, 2 H, B-Teil eines [AB]>-Systems, **°J,3 = 8.5 Hz, H-2), 7.58 (m, 1 H, B-
Teil eines [AC],B-Systems, 33 )gg = 7.4 Hz, H-9), 7.45 (m, 2 H, A-Teil eines [AC].B-
Systems, **°Jg; = 7.7 Hz, *3Jgg = 7.7 Hz, H-8), 7.34 (m, 2 H, A-Teil eines [AB]y-
Systems, >*°Js, = 8.4 Hz, H-3) ppm.

e
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.200: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 115.
3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCls):!"%%

5=191.9 (s, C-a). 164.5 (s, C-5), 155.6 (s, C-4), 134.0 (s, C-1), 134.0 (s, C-9), 131.2
(s, C-2), 130.2 (s, C-7), 128.9 (s, C-6), 128.7 (s, C-8), 122.5 (s, C-3) ppm.

Versuch 56: 4-(Formylphenyl)benzoat (115)

In 50 ml Pyridin werden 10.0 g (81.9 mmol) 4-Hydroxy- (O
benzaldehyd (112) gelést und auf 0 °C abgekuhlt. Mit einer
Spritze werden langsam uber ein Septum 10.0 ml (12.1 g,
86.1 mmol) Benzoylchlorid (42) zugetropft. Die Reaktion
l&sst man unter Ruhren auf Raumtemperatur erwéarmen. 3
Nach 2 h wird das Reaktionsgemisch mit 50 ml destillier- 4

tem Wasser hydrolysiert. Der Feststoff wird abfiltriert, zwei- O 5 6

mal mit je 50 ml destilliertem Wasser, einmal mit 100 mi 7
verdinnter Salzsaure (pH = 1), einmal mit 100 ml destillier- O

tem Wasser und einmal mit 100 ml Hexan gewaschen. Das 115
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Produkt 115 in Form eines weiRen Feststoffs wird im Vakuum einer Olpumpe

getrocknet.

C14H1003 (M = 226.23 g/mol)

Ausbeute: quantitativ 115 Lit: 86 % %!
8.200 3.000 M 7.700 7.650 7.550 7450 7.400
T T | T T T T | T T T T |
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.201: "H-NMR (500 MHz, CDCls), 115.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):['%%

5 =10.03 (1 H, s, H-a), 8.21 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, **°J;s = 7.8 Hz,
*J79 = 1.2 Hz, H-7), 7.98 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, >*°J,; = 8.5 Hz, H-2),
7.67 (m, 1 H, B-Teil eines [AC],B-Systems, *3Jog = 7.5 Hz, ***Jo; = 1.2 Hz, H-9), 7.54
(m, 2 H, A-Teil eines [AC],B-Systems, **°Jg; = 7.8 Hz, *3Jgg = 7.8 Hz, H-8), 7.42 (m,
2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, 335, = 8.6 Hz, H-3) ppm.

Die chemischen Verschieungen dieses Spektrum unterscheiden sich um ~ 0.09 ppm
von dem NMR-Spektrum aus Versuch 55, da hier nicht aufs L6sungsmittel sondern

auf TMS geloggt wurde.
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Abbildung 6.202: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 115.
3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!"%%

5=191.0 (s, C-a). 164.5 (s, C-5), 155.7 (s, C-4), 134.1 (s, C-1), 134.0 (s, C-9), 131.3
(s, C-2), 130.3 (s, C-7), 128.9 (s, C-6), 128.7 (s, C-8), 122.6 (s, C-3) ppm.

Versuch 57: 4-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd (118)

298 g (24.4 mmol) p-Hydroxybenzaldehyd (112) und 1 ml
konzentrierte Salzsdure werden in 100 ml Ethylacetat vorgelegt.
8.21 g (8.91 ml, 97.6 mmol) 3,4-Dihydro-2H-pyran (117) werden
zugetropft und die Reaktionslésung wird bei Raumtemperatur
gerihrt.

Nach 3 d wird das Reaktionsgemisch mit 50 ml gesattigter Natri-

umcarbonatlésung versetzt. Die Phasen werden getrennt, die
organische Phase wird noch zweimal mit 50 ml gesattigter
7 O Natriumcarbonatldsung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wird zur weiteren Reinig-

118 ung Uber Kieselgel 60 mit einer Ethylacetat-Hexan Mischung

(1:4) chromatographiert. Die Schutzgruppe wird durch das saure Kieselgel teilweise
wieder abgespalten, so dass von einer weiteren Reinigung abgesehen wird. Ein 'H-
NMR Spektrum zeigt, dass das Rohprodukt etwa 30 % p-Hydroxybenzaldehyd (112)

enthalt.

C12H1403 (M = 206.24 g/mol)
Ausbeute: 1.30 g (max. 6.30 mmol, max. 26 %) 118
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Versuch 58: 4-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd
(1 18)[200]#

Zu einer Suspension aus 7.05 g (57.7 mmol) 4-Hydroxybenzalde-
hyd (112) und 0.3 g (1.2 mmol) Pyridinium-p-toluolsulfonat (223) in
75 ml Methylenchlorid wird eine Lésung von 13.2 g (157 mmol) 3,4-
Dihydro-2H-pyran (117) in 50 ml Methylenchlorid zugetropft. Die

Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Nach 3 d wird das Reaktionsgemisch viermal mit 50 ml geséttigter 6 5
Natriumcarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase wird , 5
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das L&ésungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 118 enthélt noch 8 9
etwa 5 % 4-Hydroxybenzaldehyd (112). 118

C12H1403 (M = 206.11 g/mol)

Ausbeute: 11.7 g (56.7 mmol, 98 %) 112 Lit: quantitativ?®”!

N _wfw M M

7.800 7.150 7.100 3 800 3 600 5. 500

I ' ' ' ' I ' ' ' ' I
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.203: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), 112.
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"H-NMR (500 MHz, CDCl):[2%0

0 =9.85 (s, 1 H, H-a), 7.79 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, 3J03+°J23 = 8.5 Hz,
H-2), 7.11 (m, 2 H, A-Teil eines [AB]>-Systems, 3J,3+°J23 = 8.7 Hz, H-3), 5.50 (t, 1 H,
3Js6 = 3.0 Hz, H-5), 3.80 (m, 1 H, H-9a), 3.59 (m, 1 H, H-9b), 1.91-2.04 (m, 1 H, H-
7a), 1.82-1.88 (m, 2 H, H-62 und H-7b), 1.40-1.74 (m, 3 H, H-6b, H-8a und H-8b)
ppm.

Versuch 59: 1,6-Bis(4-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)phenyl)hexa-

1,3,5-trien (DPH26)
O O
N xR X
b

DPH26

1.06 g (3.20 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 0.18 g
(4.6 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 50 ml abs. Tetrahydrofuran 0.5 h bei
Raumtemperatur gertihrt. 2.00 g (9.7 mmol) 4-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd
(118) in 20 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 30 min werden weitere
0.18 g (4.6 mmol) 60%iges Natriumhydrid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird
20 h bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktion wird mit 50 ml eines 0.2 M Natriumhydrogenphosphat/Dinatrium-
hydrogenphosphat-Puffer hydroysiert. Die Phasentrennung wird durch die Zugabe
von Diethylether erzwugen. Ausfallendes Phosphat wird anfiltriert. Die wéssrige
Phase wird dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter
verminderten Druck entfernt. Der Rickstand wird in Hexan ausgekocht und mit
Tetrahydrofuran Uber eine Filtersdule mit Aluminiumoxid gereinigt. Man erhéalt ein mit
Dihydropyran 117 verunreinigtes Rohprodukt. Weitere Reinigungsversuche fiihrten
zur Zersetzung des Produkts DPH29.
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ngH3204 (M =432.55 g/mol)

Ausbeute: max. 126 mg (3.0 mmol, 9 %) DPH29

Wellenzahl x 1000/cm’™
40 36 32 28 24 20
0 8— I T T T T T T T T T
c 0.6-
ko) ]
<
c 04-
= ]
L
0.2
00 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.204: UV-Vis-Spektrum von DPH29 in Chloroform (c = 50.9 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis(Chloroform):
Amax  (€max) = 355 (56600 (I/mol)*cm™), 370 (73100 (I/mol)*cm™), 390
(54500 (I/mol)*cm™) nm.

T LN B B T T T
3.900 M 3.600

7.350 7.050 7.000 6.800 6.750 6.500 6450 5450 5.400

Lo e

Abbildung 6.205: 'H-NMR (500 MHz, CDCl;), DPH29.

I
opm  10.0
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"H-NMR (500 MHz, CDCls):

5 = 7.34 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, >*°J,3 = 8.7 Hz, H-2), 7.00 (m, 2 H, A-
Teil eines [AB],-Systems, **°Js; = 8.7 Hz, H-3), 6.76* (ddd, 2 H, 3Jpa = 15.5 Hz, *Jpc =
6.9 Hz, *Juc = 3.6 Hz, H-b), 6.52* (d, 2 H, *J., = 15.4 Hz, H-a), 6.46* (dd, 2 H, 3J =
7.0 Hz, *Jo = 2.9 Hz, H-c), 5.43 (t, 2 H, 3Jss = 3.2 Hz, H-5), 3.90 (m, 2 H, H-9a), 3.61
(m, 2 H, H-9b), 195-2.05 (m, H-6, H-7 H-8 und H-9 verdeckt von Dihydropyran) ppm.

Versuch 60: 4-[(2-Methoxyethoxy)methoxy]benzaldehyd (120)!°% 201

Es werden 2.56 g (21.0 mmol) 4-Hydroxybenzaldehyd (112) und
5.3 ml Diisopropylamin in 42 ml Methylenchlorid vorgelegt und auf
0 °C abgekuhlt. Eine Lésung aus 3.50 ml (3.82 g, 30.7 mmol)
Methoxyethoxymethylchlorid (119) in 20 ml Methylenchlorid wird
langsam zugetropft. Man Ilasst die Reaktionslésung auf
Raumtemperatur erwdrmen.

Nach 12 h wird die Reaktion durch die Zugabe von 80 ml 0.5 N
Salzsaure gequencht. Die organische Phase wird abgetrennt, mit

1 N Natronlauge neutralisiert, zweimal mit je 100 ml destilliertem

Wasser gewaschen und uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

@)
C11H1404 (M =210.23 g/mol) /

g 120

Ausbeute: 3.83 g (18.2 mmol, 87 %) 120 Lit: 97 %[, 99 %12
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IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
M M 3.560 3.550 3.540 3.530
II|IIII|IIII|IIII|IIII|
7. 8307 8207 810 7.1607.1507.140 M
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
. L 3.840 3.830 3.820 3.810
T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
ppm15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.206: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 120.

"H-NMR (500 MHz, CDCly):1% 20"

5=9.88 (s, 1 H, H-a), 7.82 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, *°J,3 = 8.7 Hz, H-2),
7.15 (m, 2 H, A-Teil eines [AB]»-Systems, **°Js, = 8.8 Hz, H-3), 5.34 (s, 2 H, H-5),
3.82 (m, 2 H, H-6 oder H-7), 3.54 (m, 2 H, H-6 oder H-7), 3.35 (s, 3 H, H-8) ppm.

L
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.207: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 120.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCls):[2%?
5 =190.8 (s, C-a), 162.1 (s, C-4), 131.7 (s, C-2), 130.6 (s, C-1), 116.1 (s, C-3), 93.0
(s, C-5), 71.4 (s, C-7), 68.0 (s, C-6), 58.9 (s, C-8) ppm.
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Versuch 61: 2-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd (122)

@) Zu einer Suspension aus 7.05 g (57.7 mmol)
o-Hydroxybenzaldehyd (124) und 0.3 g (1.2 mmol)

! O0._7_°0 Pyridinium-p-toluolsulfonat (223) in 75 ml Methyl-
enchlorid wird eine Lésung von 13.2 g (157 mmol)
5 3 8 10 3,4-Dihydro-2H-pyran (117) in 50 ml Methylen-
4 9 chlorid zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 6 h

bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird dreimal mit 100 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck

entfernt. Als Rohprodukt 122 erhalt man ein gelbes Ol.
C12H1403 (M = 206.11 g/mol)

Ausbeute: 6.97 g (33.8 mmol, 59 %) 122

Versuch 62: 3-(Tetrahydropyran-2-yloxy)benzaldehyd (123) %%

Zu einer Suspension aus 7.05 g (57.7 mmol) O

m-Hydroxybenzaldehyd (125) und 0.3 g (1.2 mmol) N 123
Pyridinium-p-toluolsulfonat (223) in 75 ml Methylen- 6 1 2 o 1 10
chlorid wird eine Lésung von 13.2 g (157 mmol) 3,4-

Dihydro-2H-pyran (117) in 50 ml Methylenchlorid 5 2 ! 9
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 48 h bei 4 © 8

Raumtemperatur gerthrt.

Das Reaktionsgemisch wird dreimal mit 100 ml geséttigter Natriumhydrogen-
carbonatldsung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das L&sungsmittel wird im Membranpumpenvakuum entfernt. Als
Rohprodukt 123 erhélt man ein gelbes Ol. Es ist mit Dihydropyran 117 verunreinigt.
Weitere Reinigungsversuche fiilhren zum Verlust des Produkts 123.

C12H1403 (M = 206.11 g/mol)
Ausbeute: quantitativ 123 Lit: 85 %!
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Mo A

I T
7.300 5.500 5450 3.900 3.850 3.650 3.600

A B B

7550 7.500 7.450 J‘h‘ J“—’U\JL
T

ppm15.0 10.0 50 0.0

Abbildung 6.208: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), 123.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5): 1204

5 =9.96 (s, 1 H, H-a), 7.56 (m, 1 H, H-2), 7.50, (m, 1 H, H-6), 7.44 (m, 1 H, H-5),
7.31 (m, 1 H, H-4), 5.49 (dd, 1 H, 3J7ga = %J7gp = 3.2 Hz, H-7), 3.88 (m, 1 H, H-11a),
3.63 (m, 1 H, H-11b), 1.50-2.10 (H-8, H-9 und H-10 tberdeckt von Dihydropyran)
ppm.

Versuch 63: Methoxy-2,3,5-trimethylbenzol (129)°%%

Zu 16.2 g (40.5 mmol) 60%iges Natriumhydrid in 150 ml

9 4 10  Dimethylsulfoxid in Uvasolreinheit wird eine Lésung von
3 5 30.1 g (22.1 mmol) 2,3,5-Trimethylphenol (127) in 150 ml

6 Dimethylsulfoxid langsam zugetropft. Anschliefend werden

8 1 31.8 g (22.4 mmol) lodmethan (128) in 10 ml Dimethyl-
o) sulfoxid zugetropft. Mit einem Eisbad wird die Temperatur

129\7 unter 25 °C gehalten. Man lasst Uber Nacht bei Raum-

temperatur rihren.
Die Reaktion wird mit 250 ml destillietem Wasser hydrolisiert und dreimal mit je
250 ml Diethylether extrahiert. Die vereintigen organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel im Vakuum einer Membran-
pumpe entfernt.

Das Rohprodukt 129 wird im Vakuum einer Membranpumpe fraktioniert destilliert.
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C10H14O (M =150.22 g/mol)

Ausbeute: 26.9 g (179 mmol, 81 %) 129 Lit: 95 %!
Siedepunkt: 92 °C/15 mbar Lit: 87 °C/10 mbar®®®, 92 °C/13 mbar'?*
I I I I : I I I I
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
PPmM

Abbildung 6.209: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), 129.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):[2% 2071
5=6.70 (s, 1 H, H-6), 6.63 (s, 1 H, H-4), 3.88 (s, 1 H, H-7), 2.38 (s, 3 H, H-9), 2.32
(s, 3 H, H-10), 2.20 (s, 3 H, H-8) ppm.

\ | \ \ \
200 150 100 50 0
PpmM

Abbildung 6.210: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 129.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz), CDCI3
5 =157.4 (s, C-1), 137.5 (s, C-3), 135.4 (s, C-5), 122.9 (s, C-6), 121.7 (s, C-2), 108.8
(s, C-4), 55.4 (s, C-7), 21.3 (s, C-9), 19.9 (s, C-10), 11.2 (s, C-8) ppm.
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Abbildung 6.211: HMQC (500 MHz, CDCl3), 129.
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Abbildung 6.212: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 129.

IR (KBr):

v = 2995 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2937, 1918 und 2864 (C-H-Valenzschwingung
von CH3), 2835 (C-H-Valenzschwingung von O-CHjs), 1616, 1586 und 1492 (C=C-
Valenzschwingung), 1465 (C-H-Deformationsschwingung von CHs), 1380
(symmetrische C-H-Deformationsschwingung von CHsj), 1148 und 1115 (C-O-
Schwingung), 892 und 829 (einzelnes aromatische H) cm™.
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Versuch 64: 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd (130)°"

9.5 ml (8.9 g, 120 mmol) Dimethylformamid (131) werden 0

mit einem Wasserbad auf 15 °C temperiert. Unter Rihren "
werden 11 ml (18 g, 120 mmol) Phosphorylchlorid (132) 8 1 11
zugetropft. Nach 20 min werden 15 g (100 mmol) 4-Meth- 2 6
oxy-2,3,5-trimethylbenzol (129) portionsweise zugegeben 3 5
wird. Dabei wird wiederholt die Mischung mit einem Spatel 9 4

gemischt bis sich eine rihrbare Konsistenz einstellt. Die O\
Reaktionsmischung wird 4 h auf 110 °C erhitzt. 10

Die abgekuhlte Lésung wird unter starkem Rihren auf 130

750 ml Eiswasser gegossen. Mit Natriumhydroxid wird der

pH-Wert auf 9 gebracht. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert und aus Hexan
umkristallisiert. Um weitere Verunreinigungen zu entfernen wird das Rohprodukt 130
in Ethylacetat gelést und Uber Kieselgel 60 filtriert. Das L&sungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt.

C11H1402 (M =178.23 g/mol)

Ausbeute: 15 g (84 mmol, 84 %) 130 Lit: 63 %[?°"1, 69 %!

10.0 5.0 0.0
PPmM

Abbildung 6.213: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), 130.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):[2%7 208l
5 =10.51 (s, 1 H, H-7), 6.55 (s, 1 H, H-5), 3.86 (s, 3 H, H-10), 2.59 (s, 3 H, H-11),
2.52 (s, 3 H, H-8), 2.14 (s, 3 H, H-9) ppm.
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L | |

200 150 100 50 0
ppm

Abbildung 6.214: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 130.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):
5 = 192.8 (s, C-7), 160.7 (s, C-4), 141.5/141.2 (s, C-2/6), 126.3 (s, C-1), 123.9 (s,
C-3), 110.9 (s, C-5), 55.5 (s, C-10), 21.3 (s, C-11), 15.7 (s, C-8), 11.2 (s, C-9) ppm.

..,4.,__ -
@ 100 T :
. = -~ 50
r@\‘:x —15.0 i
@ - 20.0 ; 150
- i pppm
TereeereteereereYeUTreeYeU]reYeYe'r 1 T T T T T T
260 2.50 240 2.30 2.20 2.10 10.0 50 00
pPm

Abbildung 6.215: HMQC (500 MHz, CDCl;), 130.
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Versuch 65: 1,6-Bis (4-methoxy-2,3,6-trimethylphenyl)hexa-1,3,5-
trien (DPH27)

9 DPH27

1.6 g (5.0 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diyldiphosphonat) (105) und 210 mg
(5.3 mmol) 60%iges Natriumhydrid in 5 ml abs. Tetrahydrofuran werden 0.5 h bei
Raumtemperatur gerthrt. 0.97 g (5.4 mmol) 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd
(132) in 25 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 10 min werden 210 mg
(5.3 mmol) 60%igem Natriumhydrid in 10 ml abs. Tetrahydrofuran zugegeben. Nach
1 h werden weitere 0.98 g (5.5 mmol) des Aldehyds (130) in 5 ml abs. Tetrahydro-
furan zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 14 d bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktion wird mit 50 ml destilliertem Wasser hydrolysiert, mit 50 ml Diethylether
versetzt und Uber Nacht gerihrt. An der Phasengrenze fallt ein fluoreszierender

Feststoff aus, welcher abfiltriert wird.

026H3202 (M = 376.53 g/mol)

-

Abbildung 6.216: DPH27 als

gelbe Kristalle.

Ausbeute: 105 mg ( 280 ymol, 6 %) DPH27
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Abbildung 6.217: "H-NMR (125 MHz, CDCl,), DPH27.

"H-NMR (125 MHz, CDCl,):

5 =6.66% (d, 2 H, *Ja = 15.5 Hz, H-a), 6.66 (s, 2 H, H-5), 6.52* (dd, 2 H, *Je = 7.1
Hz, *J& = 2.9 Hz, H-c), 6.324 (ddd, 2 H, *Jpa = 15.5 Hz, *Jpc = 7.0 Hz, *Jpc = 3.1 Hz, H-
b), 3.87 (s, 6 H, H-9), 2.37 (s, 6 H, H-10), 2.31 (s, 6 H, H-7), 2.21 (s, 6 H, H-8) ppm.

T T T T T T T T T T T T T T T
ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.218: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), DPH27.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCly):

5 = 156.1 (s, C-4), 136.0 (s, C-2), 134.3 (C-b), 134.0 (s, C-6), 132.6 (s, C-c), 131.3
(s, C-a), 129.8 (s, C-1), 122.7 (s, C-3), 109.9 (s, C-5), 55.5 (s, C-9), 21.5 (s, C-10),
17.5 (s, C-7), 11.9 (s, C-8) ppm.
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Versuch 66: 4-Hydroxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd (133)1°% °"*

7 /O
8 1 11
2 6
3 5
9 4
OH
10
133

7.04 g (39.5 mmol) 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzaldehyd
(132) werden in 100 ml abs. Dichlormethan mit einem Eis/-
Kochsalzbad gekuhlt. Stark rauchende 25.0 g (100 mmol)
Bortribromid (114) werden langsam zugetropft. Die
Reaktionslésung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerlhrt.

Das Reaktionsgemisch wird wieder mit einem Eis/Kochsalz-
bad gekihlt und mit 100 ml destilliertem Wasser hydrolisiert.

Nach 15 min RUhren wird ausfallender Feststoff abfiltriert.

Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird mit 150 ml Ethylacetat

extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden (ber Magnesiumsulfat

getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt 133 wird in Dichlormethan aufgeschldmmt und Uber Kieselgel 60

filtriert. Das Kieselgel wird bis zur Farblosigkeit mit Dichlormethan gewaschen.

AnschlieRend wird die gewtlinschte Fraktion mit Diethylether herunter gewaschen.

Das Lésungsmittel wird wieder unter vermindertem Druck entfernt.

C1oH1202 (M = 164.20 g/mol)

Ausbeute: 2.08 g (12.7 mmol, 32 %) 133 Lit: 88 %! )

I
opm10.0

| ' ' ' ' |
5.0 0.0

Abbildung 6.219: "H-NMR (125 MHz, CDCl3), 133.
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'H-NMR (125 MHz, CDCls);[%: 209
5=10.51(s, 1 H, H-7), 6.53 (s, 1 H, H-5), 2.54 (s, 3 H, H-11), 2.53 (s, 3 H, H-8), 2.18
(s, 3 H, H-9) ppm.

Versuch 67: 4-[(2-Methoxyethoxy)methoxy]-2,3,6-trimethylbenz-
aldehyd (134)

Es werden 1.69 g (10.3 mmol)
4-Hdroxy-2,3,6-trimethylbenz-
aldehyd (133) und 2.5 ml Di-

isopropylamin  in 30 ml

134

Methylenchlorid vorgelegt und
auf 0 °C abgekuhlt. Eine
Lésung aus 1.70 ml (1.85 g,
14.9 mmol) Methoxyethoxymethylchlorid (119) in 25 ml Methylenchlorid wird
langsam zugetropft. Man lasst die Reaktionslédsung auf Raumtemperatur erwarmen.

Nach 12 h wird die Reaktion durch die Zugabe von 80 ml 0.5 N Salzsaure
gequencht. Die organische Phase wird abgetrennt, mit 1 N Natronlauge neutralisiert,

10 11
PN /\/O\
0 0 e 13

zweimal mit je 100 ml destilliertem Wasser gewaschen und tber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt 134 ist mit Nebenprodukten des Methoxyethoxymethyl-
chlorids (133) verunreinigt. Auf weitere Reinigung wurde verzichtet.

C14H2004 (M = 252.31 g/mol)

Ausbeute: max. 1.88 g (7.45 mmol, 72 %) 134
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Abbildung 6.220: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 134.

"H-NMR (500 MHz, CDCly):

5 = 1045 (s, 1 H, H-a), 6.75 (s, 1 H, H-5), 5.27 (s, 2 H, H-10), 3.66 (t, 2 H,
31112 = 4.7 Hz, H-11 oder H-12), 3.49 (t, 2 H, *J1412 = 4.7 Hz, H-11 oder H-12), 3.32
(s, 3 H, H-13), 2.49 (s, 3 H, H-9), 2.44 (s, 3 H, H-7), 2.09 (s, 3 H, H-8) ppm.

! I |lu‘| l Il Ll

‘ \ ' ' ' ‘ I ‘ ‘ ' ‘ I ' ‘ ' ‘ ' ' ' ‘
opm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.221: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 134.

3c-{'H}-NMR (125 MHz), CDCI3

5 = 193.4 (s, C-a), 158.7 (s, C-4), 142.0 und 141.3 (je s, C-2 und C-6), 127.7 (s,
C-1), 124.9 (s, C-3), 114.5 (s, C-5), 93.5 (s, C-10), 72.1 (s, C-12), 67.8 (s, C-11),
59.4 (s, C-13), 21.4 (s, C-9), 16.2 (s, C-7), 11.8 (s, C-8) ppm.
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Versuch 68: 4.4’-(Hexa-1,3,5-trien-1,6-diyl)bis[(N-ethyl-N,N-
dimethylanilinium)-(4-methylbenzensulfonat)] (DPH28)

~
6 — p—
DPH28

200 mg (628 pmol) 1,6-Bis[4-(N,N-dimethylamino)-phenyllhexa-1,3,5-trien (DPH15)
und 418 mg (2.09 mmol) Ethyl-4-methylbenzolsulfonat (136) werden 2 h auf 90 °C
erhitzt. Es werden je 30 ml Toluol und destilliertes Wasser zugegeben. Es wird 2 h
zum heftigem RUckflul® erhitzt und anschlieRend weitere 8 h bei 115 °C. Die
Reaktionsmischung wird heif} abfiltriert.

Die abgekuhlten Phasen werden getrennt. Die wassrige Phase wird Uber Kieselgel
60 filtriert und die gewiinschte Fraktion wird mit Methanol herunter gewaschen. Das
Methanol wird unter vermindertem Druck entfernt. Als Rohprodukt erhdlt man einen
weillen Feststoff. Ein UV Spektrum zeigt die Feinstruktur eines Diphenylhexatriens,
die sich stark von der des Edukts unterscheidet.

Weitere Reinigung des Rohprodukts DPH28 fihrte zum Verlust der gesamten

Substanz.

C40H50N20282 (M =718.96 g/mol)
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Wellenzahl x 1000/cm’™
48 44 40 36 32 28 24 20
300 N T T T T T T T T T T T T T T
250 -
200 -
<:E5 |
£ 15oj
~ 100-
50 -
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Abbildung 6.222: UV-Vis-Spektrum von DPH28 in 50 % Methanol und 50 % Wasser mit TFA (pH =
3,) 0.5 ml/min; tR = 1.5 min.

UV-Vis(50 % Methanol und 50 % Wasser mit TFA):
)\max (Emax) = 221, 262 nm.

Versuch 69: (Tetrahydropyran-2-yl)-4-formylbenzoat (138)""*'*

2.0 g (13 mmol) 4-Formylbenzoesaure
(137), 5.6 g (67 mmol) 3,4-Dihydropyran
(117) und 0.04 g (0.2 mmol) 4-Toluolsul-

fonsdure Monohydrat (224) werden in

()\\ji:/()i:J1o
7 9

Das Reaktionsgemisch wird mit 50 ml Diethylether versetzt. Die organische Phase

60 ml abs. Ethylacetat 2 h bei Raumtem-
peratur geruhrt. 138

wird je einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung, gesattigter Natrium-
carbonat und destilliertem Wasser gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrock-
net. Das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Als Rohprodukt
erhdlt man eine Mischung aus nicht umgesetzter Saure 137, Dihydropyran 117 und
Produkt 138. S&ure 137 und Produkt 138 liegen in einem Verhéltnis von 2:3 vor. Die
relative Menge Dihydropyran 117 konnte nicht bestimmt werden.

Da weitere Reinigung zur Zersetzung des Produkts 138 wird darauf verzichtet. Es

wurde keine Ausbeute bestimmt.
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C13H1404 (M =234.20 g/mol)

T | UL | LU | LI ‘ LI | TTTT | T T | T T T T | T T T T | LI I | 1T 171 | LI | LI I | T

7.960 7.950 7.940 7.930 7.920 3.700 3.650 1.930 1.920 1.910
M | L | L

6.100
T T T | T T T T | T T T
8.150 8.100 1
1 .

‘ | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |

ppm 15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.223: "H-NMR (500 MHz, Aceton-d6), 138.

"H-NMR (500 MHz, Aceton-d6):!"%"

d = 10.04 (s, 1 H, H-a), 8.07 - 8.13 (m, 2 H, B-Teil von [AB],, H-2), 7.91 — 7.94 (m,
2 H, A-Teil von [AB]2, H-3), 6.11 (t, 1 H, 3Je7 = 2.9 Hz, H-6), 3.61 — 3.69 (m, 2 H,
H-10), 1.92 (td, 2 H, 3Jss = 2.2 Hz, 3J7s = 4.4 Hz, H-7), 1.0-2.0 (m, H-8 und H-9
Uberdeckt) ppm.

[4-Formylbenzoeséaure: & = 10.04 (s, 1 H), 8.11 -8.17 (m, 2 H), 7.94 — 7.97 (m, 2 H)

ppm.]

Versuch 70: Benzyl-4-formylbenzoat (139)%*'%

Zu 3.34g (22.2mmol) 4-Formyl-

. 2 ., benzoeséure (137) in 25 ml Dimethyl-
formamid werden 3.37 g (24.4 mmol)

! Kaliumcarbonat und 512¢g

6 (29.9 mmol)  Benzylbromid  (101)

gegeben und fur 8 h auf 60 °C erhitzt.

139

Zur Hydrolyse wird die Reaktions-
mischung auf 250 ml destilliertes Wasser gegossen. Die wassrige Phase wird
dreimal mit je 100 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

werden je zweimal mit 150 ml 1 N Kaliumcarbonatlésung und 100 ml gesattigter
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Natriumchloridiésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungs-

mittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

C15H1203 (M = 240.25 g/mol)

Ausbeute: 4.95 g (20.6 mmol, 93 %) 139

8.250 8.200 7.950 7.900 7.450 7400 7.350

' | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
opm 15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.224: "H-NMR (500 MHz, CDCls), 139.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):#1%

6 =10.09 (s, 1 H, H-a), 8.20 — 8.25 (m, 2 H, E-Teil eines [DE],-Systems, H-3), 7.92 —
7.97 (m, 2 H, D-Teil eines [DE],-Systems, H-2), 7.44 — 7.48 (m, 2 H, C-Teil eines
[BC]2A-Systems, H-8), 7.38 — 7.44 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-Systems, H-9), 7.34
—7.38 (m, 1 H, A-Teil des [BC],A-Systems, H-10), 5.40 (s, 2 H, H-6) ppm.

I

I I I
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.225: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 139.
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):*'"

5 = 191.6 (s, C-a), 165.3 (s, C-5), 139.1, 135.5 und 135.0 (3 s, C-1, C-4 und C-7),
130.3 (s, C-3), 129.5 (s, C-2), 128.6 (s, C-9), 128.5 (s, C-10), 128.3 (s, C-8), 67.3 (s,
C-6) ppm.

Versuch 71: Dibenzyl-4,4'-(hexa-1,3.5-triene-1,6-diyl)dibenzoat

(DPH29)
0
NN

DPH29

1.71 g (5.21 mmol) Tetraethyl-(but-2-en-1,4-diylbisphosphonat) (105) und 0.24 g
(6.0 mmol) 60%iges Natriumhydrid in 50 ml abs. Tetrahydrofuran werden bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 0.5 h tropft man 3.32 g (13.8 mmol) Benyzl-4-
formylbenzoat (139) in 10 ml abs. Tetrahydrofuran zu und rihrt 1 h. Man gibt erneut
0.25 g (6.3 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionsweise zu und Iasst das
Reaktionsgemisch 70 d rihren.

Die Reaktionslésung wird mit 100 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Die wassrige
Phase wird zweimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt.

Der Ruckstand wird mit Heptan versetzt. Der gelbe, ausgefallene Feststoff wird abfil-
triert und saulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Hexan/Ethylacetat in einem

Verhéltnis von 4/1 aufgereinigt.

C34H2804 (M = 500.58 g/mol)

Ausbeute: 0.738 g (1.47 mmol, 28 %) DPH29
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Abbildung 6.226: "H-NMR (500 MHz, CDCls), DPH.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):

5 =8.01-8.06 (m, 4 H, *°J,3 = 8.4 H, B-Teil eines [AB],-Systems, H-3), 7.34 — 7.48
(m, 8 H, A-Teil eines [AB],-Systems, H-8, H-9 und H-2), 7.32 — 7.38 (m, 2 H, H-10),
6.98* (ddd, 2 H, *Jpa = 15.5 Hz, 3Jpe = 7.1 Hz, *Jpe = 3.1 Hz, H-b), 6.64* (d, 2 H, 3Ja =
15.5 Hz, H-a), 6.58* (dd, 2 H, 3Je = 7.1 Hz, Y = 2.9 Hz, H-c), 5.37 (s, 4 H, H-6)
ppm.
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6.3.2.5 Azobenzolsynthesen

Versuch 72 und 73: 4-[(4-Aminophenyl)diazenyllbenzoeséure
(AB03) und 4-Aminoazobenzol (AB02)M"%°

0] V72: Eine Lésung aus 6.88 g
5 4 L N\\ b c . (50.2 mmol) p-Aminobenzoeséau-

HO N—2 d NH, re (225) in verdinnter Salzséure
(14 ml konzentrierte Salzsdure

ABO03 und 60 ml Wasser) wird auf unter

5 °C abgekuhlt. Eine ebenfalls gekihlte L6sung aus 2.09 g (30.2 mmol) Natriumnitrit
(140) in 30 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht GUber 5

°C steigt. Die weiterhin geklhlte Reaktionslésung wird 6 h geruhrt.

In einem weiteren Kolben werden 3 2

4.20g (105 mmol) Natriumhydroxid, 4 1 N b c

468 g (50.2 mmol) Anilin (226) in N\ d e
N—2 NH,

500 ml Wasser auf unter 5 °C abge-

kihlt. Die Diazoniumreaktionslésung

wird so langsam zugetropft, dass die ABO2
Temperatur nicht Uber 5 °C steigt. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei Raumtempe-
ratur gerihrt. Ausfallendes Rohprodukt wird abgetrennt. Umkristallisation aus
Wasser und Methanol fiihrt teilweise zu einer Decarboxylierung. Zunachst féllt das
Produkt AB03 aus.

V73: Das Einengen der Ldsung unter vermindertem Druck
und die Zugabe von viel Wasser fohrt zum Ausfallen des

Produkts AB02 als dunkelroter Feststoff.

ABO3: C13H:1N30, (M = 241.25 g/mol)
AB02: C12H11N3 (M =197.24 g/mol)

Ausbeute: 124 mg (514 pmol, 2 %) AB03 Abbildung 6.227: ABO02 als
1.36 g (6.90 mmol, 23 %) AB02 roter Feststoff.
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Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
0,6-
C
ie)
2 0,4+
=
x
w g2-
0,0 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.228: UV-Vis-Spektrum von AB03 in Methanol (¢ = 66.3 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 397 (18800 (I/mol)*cm™) nm.

I T T I T I I I I I [ T T T T T
8.0108.0007.990 7.6807.6707.6607.6507.640 6.7006.6906.6806.670

i

Abbildung 6.229: "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), AB03.

15.0 10.0 0.0

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):[?'% 2131

5 = 7.98-8.02 (m, 2 H, B-Teil des [AB],-Systems, **°Js; = 8.1 Hz, H-3), 7.65-7.68 (m,
2 H, C-Teil des [CD],-Systems, **°Jpc = 8.5 Hz, H-b), 7.64-7.67 (m, 2 H, A-Teil des
[AB],-Systems, **°J,3 = 8.6 Hz, H-2), 6.66-6.70 (m, 2 H, D-Teil des [CD],-Systems,
33w = 8.6 Hz, H-c), 6.12 (s, 2 H, H-e) ppm.
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I I I I I
200 150 100 50 0
pPpm

Abbildung 6.230: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB03.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds):
5 = 169.2 (s, C-5), 152.6 und 152.5 (je s, C-1 und C-d), 142.8 (s, C-a), 141.0 (s,
C-4), 129.7 (s, C-3), 124.9 (s, C-b), 120.5 (s, C-2), 113.2 (s, C-c) ppm.

| L1100
‘. #lﬂ 1150 - 50
' L1200
e L1250 L 100
—— i
T mc%:\ L 1300
if E 1350 150
A R A
8.00 7.50 700 650 opm
| T | | | | | | |
8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
pPPm
Abbildung 6.231: HMQC (500 MHz, DMSO-dg), AB03.
100 -
< |
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2 |
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Abbildung 6.232: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB03.
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IR (KBr):

¥ = 3405 (-OH Valenzschwingung), 3323 (N-H Valenzschwingung), 3059 (Aryl-H Va-
lenzschwingung), 1630 (C=0O Valenzschwingung), 1593, 1541 und 1504 (C=C Va-
lenzschwingung), 1270 (-OH Deformationsschwingung), 840 und 799 (2 H eines

1,4-substituierten Aromats) cm™.

Wellenzahl x 1000/cm™
4038363432 30 28 26 24 22 20 18 16
1,0
_5 0,8—_
ﬁ 0,6
a5 0,4
0,2-
0’0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.233: UV-Vis-Spektrum von ABO02 in Methanol (c = 66.3 pmol/l, d = 1 cm) mit

Trifluoressigséaure.

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 319 (24600 (I/mol)*cm™), 496 (29800 (I/mol)*cm™) nm.

I I I I I I I I
7.7507.7007.650 7.5007.4507.400 6.700 6.650

| | | |
15.0 10.0 5.0 0.0

ppPm
Abbildung 6.234: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB02.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): #14*

0 =7.72-7.76 (m, 2 H, E-Teil eines [DE],C-Systems, H-2), 7.65-7.69 (m, 2 H, B-Teil
des [AB],-Systems, **°J,. = 8.7 Hz, H-b), 7.48-7.53 (m, 2 H, D-Teil eines [DE],C-
Systems, H-3), 7.39-7.44 (m, 1 H, C-Teil eines [DE],C-Systems, H-4), 6.65-6.70 (m,
2 H, A-Teil des [AB],-Systems, **°J, = 8.7 Hz, H-c), 6.11 (s, 2 H, H-e) ppm.

| | |
200 150 100 50 0

pPm

Abbildung 6.235: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB02.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): #"#*
5 = 152.8 und 152.4 (je s, C-1 und C-d), 142.7 (s, C-a), 129.3 (s, C-4), 129.1 (s,
C-3), 125.1 (s, C-b), 121.6 (s, C-2), 113.3 (s, C-c) ppm.

ﬁ\f, ) -
—115.0 [ 50
a0 - L
=T : .- . ) 100
& 1250 L 150
STt I I I
7.0 7.00 10.0 50 0.0
PPM

Abbildung 6.236: HMQC (500 MHz, DMSO-dg), AB02.
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Abbildung 6.237: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB02.

IR (KBr):[215’ 216]%
v = 3381 (N-H Valenzschwingung), 3057 und 3030 (Aryl-H Valenzschwingung), 1678
(N-H Deformationsschwingung), 1599 und 1506 (C=C Valenzschwingung), 835 (2 H

eines 1,4-substituierten Aromaten), 772 und 689 (5 H eines monosubstituierten

Aromaten) cm™.

Versuch 74 4-[(4-Dimethylamino)phenyldiazenyllbenzoesaure

(AB04)?"3

o 3 2 AB04 Eine Lbésung aus 6.90 g

4 1 N b c 6 (50.3 mmol) p-Aminobenzoe-

5 \ a d / saure (225) in verdunnter
HO N N

\ Salzsaure (14 ml konzentrier-

te Salzsdure und 60 ml

Wasser) wird auf unter 5 °C abgekuhlt. Eine ebenfalls gekihlte Lésung aus 4.31 g

(62.5 mmol) Natriumnitrit (140) in 30 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die

Temperatur nicht Gber 5 °C steigt. Die weiterhin gekihlte Reaktionslésung wird 6 h
geruhrt.

In einem weiteren Kolben werden 4.20 g (105 mmol) Natriumhydroxid, 6.13 g

(50.6 mmol) N,N-Dimethylanilin (228) in 50 ml Wasser auf unter 5 °C abgekuhlt. Die

Diazoniumreaktionslésung wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht

Uber 5 °C steigt. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Aus-

fallendes Rohprodukt wird abgetrennt und mit Heptan/Hexan 1:3 ausgekocht. Das
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Lésungsmittel wird abdekantiert. Der zurlickbleibende
Feststoff wird mit Methanol aufgenommen und das
Lésungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Man
erhalt das Produkt AB04 als roten Feststoff.

CasHisNa02 (M = 269.30 g/mol) Abbildung 6.238: ABO04 als

roter Feststoff.

Ausbeute: 12.86 g (47.8 mmol, 95 %) AB04

Wellenzahl x 1000/cm”
343230 28 26 24 22 20 18 16 14

0,8+
0,6 4

0,4

Extinktion

0,2+

0,0+

300 350 400 450 500 550 6(|)0 | 650 | 7(|)0
Wellenlange/nm

Abbildung 6.239: UV-Vis-Spektrum von AB04 in Methanol (c = 62.4 ymol/l, d = 1 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 428 (15000 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.240: "H-NMR (500 MHz, DMSO-d), AB04.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):?""

5 = 8.06-8.10 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, **°Js, = 8.3 Hz, H-3), 7.82-7.86
(m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, 35,3 = 8.3 Hz, H-2), 7.81-7.85 (m, 2 H, C-Tell
eines [CD],-Systems, **°Jp. = 9.1 Hz, H-b), 6.84-6.88 (m, 2 H, D-Teil eines [CD]y-
Systems, **°Jg, = 9.1 Hz, H-c), 3.09 (s, 6 H, H-e) ppm.

mmww«mmmmmmMmmmmmmwnmmm

| | \ | |
200 150 100 30 0

ppm

Abbildung 6.241: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB04.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds):
5 = 166.9 (s, C-5), 155.0 (s, C-1), 153.0 (s, C-d), 142.6 (s, C-a), 103.9 (s, C-4), 130.5
(s, C-3), 125.3 (s, C-b), 121.7 (s, C-2), 111.6 (s, C-c), 39.8 (s, C-e) ppm.
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Abbildung 6.242: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB04.

IR (KBr):?'"

v = 3073 (Aryl-H Valenzschwingung), 2908 (-CH3 Valenzschwingung), 2661 (-COOH
Valenzschwingung), 1682 (C=0 Valenzschwingung), 1597 und 1521 (Aryl-H Valenz-
schwingung), 1422 (-CH Deformationsschwingung), 1365 (-CH3; symmetrische Defor-

mationsschwingung), 1301 (-OH Deformation), 1137 (-CO Valenz), 863 und 820
(p-substituierter Aromat) cm™.

MS (70 eV):
miz = 269 (M+, 80 %), 148 (29 %), 77 (11 %), 65 (7 %).

Versuch 75: 4-[4-(Aminomethyl)phenyldiazenyllbenzoesiure
(ABQ5)?13
o 3 2
4 1 b c
N
HO i \\N a d__e
f
NH»
ABO5

Eine Lésung aus 2.17 g (14.4 mmol) Methyl-4-aminobenzoat (227) in verdinnter
Salzsdure (4 ml konzentrierte Salzsdure und 20 ml Wasser) wird auf unter 5 °C

abgekihlt. Eine ebenfalls gekihlte Lésung aus 1.40 g (20.3 mmol) Natriumnitrit (140)
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in 8 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht Uber 5 °C
steigt. Die weiterhin geklhlte Reaktionslésung wird 1.5 h gerihrt.

In einem weiteren Kolben werden 1.23 g (30.8 mmol) Natriumhydroxid und 3.21 g
(15.5 mmol) tert-Butyl-N-benzylcarbamat (229) in 100 ml Wasser auf unter 5 °C
abgekihlt. Die Diazoniumreaktionslésung wird so langsam zugetropft, dass die
Temperatur nicht Uber 5 °C steigt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei Raumtempe-
ratur gerthrt. Ausfallendes Rohprodukt wird abgetrennt und aus Wasser und Meth-

anol umkristallisiert. Man erhélt das Produkt ABO5 als roten Feststoff.

C14H13N302 (M = 255.27 g/mol)

Ausbeute: 2.08 g (8.15 mmol, 57 %) AB05

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1,0+

0,81
0,6-
0,4-

Extinktion

0,2+

0,0 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.243: UV-Vis-Spektrum von AB05 in Methanol (c = 9.71 pmol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 359 (20800 (I/mol)*cm™) nm.

. J\HJ

""""" (AR A I
8.150 8.100 7.900 7.850 U 7.0006.950

T I
15.0 10.0 : 0.0

Abbildung 6.244: "H-NMR (500 MHz, DMSO), ABO05.



572 Experimentalteil — Synthese

"H-NMR* (500 MHz, DMSO):

5 = 10.57 (bs, 1 H, H-5), 8.11-8.15 (m, 2 H, D-Teil des [CD],-Systems, **°Js, = 8.2
Hz, H-3), 7.88-7.93 (m, 2 H, C-Teil des [CD],-Systems, >*°J,; = 8.4 Hz, H-2), 7.83-
7.87 (m, 2 H, **Jyc = 8.7 Hz, B-Teil des [AB],-Systems H-b), 6.96-7.00 (m, 2 H, ATeil
des [AB],-Systems, H-c), 3.90 (s, 2 H, H-e), 3.38 (bs, 3 H, H-f) ppm.

Diese NMR-Spektren stimmen mit NMR-Spektren einer Probe von ABO05, der
Trifluoressigsdure zugesetzt wurde, Uberein. Es handelt sich hier also um die

protonierte Form von ABO0S.

m!ll'ﬂ*

| | |
200 150 100 50 0
S

Abbildung 6.245:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO), AB05.

3¢-{'H}-NMR* (125 MHz, DMSO):
5 =165.6 (s, C-5), 161.7 (s, C-1), 154.7 (s, C-a), 145.2 (s, C-d), 130.5 (s, C-4), 130.4
(s, C-3), 125.3 (s, C-b), 122.1 (s, C-2), 116.0 (s, C-c), 52.2 (s, C-e) ppm.

1100 *r
= [ 115.0 - T - f—SO
1200 :
1250 I Y G - 100
1300 B 150
L1350 Fppm
N e
850 800 750 700 650 100 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.246: HMQC* ('H-"*C, 500 MHz, DMSO), AB05.
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Abbildung 6.247: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB05.

IR (KBr):

Vv = 3405 (N-H Valenzschwingung), 2955 (O-H Valenzschwingung), 1699 (C=0
Valenzschwingung), 1599 und 1506 (C=C Valenzschwingung), 1435 (C-H Deforma-
tionsschwingung), 1288 (O-H Deformationsschwingung), 862 und 844 (zwei H eines
1,4-substitutierten Aromaten), 720 (CH, rocking Schwingung) cm™.

MS (70 eV):
m/z =258 (M*+2, 3 %), 257 (M*+1, 19 %), 256 (M+, 100 %), 225 (11 %), 181 (3 %),
135 (27 %), 121 (83 %), 93 (96 %), 65 (22 %).

Versuch 76: 4-[(4-Hydroxyphenyl)diazenyllbenzoesiure (AB06)?'*
2181#

Eine Lésung aus 6.90 g

o 3 2
A ] (50.3 mmol) p-Aminobenzoeséaure
b c
5 N\\ . (225) in verdUnnter Salzsaure
d

HO N—2 OH (14 ml konzentrierte Salzsaure
und 60 ml Wasser) wird auf unter

ABO06

5 °C abgekihlt. Eine ebenfalls
gekihlte Lésung aus 4.20 g (6.09 mmol) Natriumnitrit (140) in 30 ml Wasser wird so
langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht Uber 5 °C steigt. Die weiterhin
gekuhlte Reaktionslésung wird 1.5 h gerthrt.
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In einem Kolben werden 4.12 g (103 mmol) Natriumhydroxid und 4.84 g (51.4 mmol)
Phenol (230) in 500 ml Wasser auf unter 5 °C abgekihlt. Die Diazonium-
reaktionslésung wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht Gber 5 °C
steigt. Das Reaktionsgemisch wird 2 h unter Kuihlung geriihrt. Ausfallender Feststoff
wird abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Man erhdlt AB06 in Form des
Natriumsalzes AB06-Na.

Das Filtrat wird mit konzentrierter Salzsdure auf pH = 1 gebracht. Ausfallender Fest-
stoff wird mit 50 ml Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt wird aus Methanol und

Wasser umkristallisiert.

C13H9gN2NaO3 (M = 264.21 g/mol)
C13H10N203 (M =242.23 g/mol)

Ausbeute: 326 mg (1.23 mmol, 2 %) AB06-Na Abbildung 6.248: ABO6 als
9.27 g (38.3 mmol, 76 %) AB06 orangefarbener Feststoff.

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
1,5_ T T T T T T T T T T T T T T

1,2

0,9+

Extinktion

0,6

0,3+

070 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.249: UV-Vis-Spektrum von AB06-Na in Methanol (c = 96.9 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (€max) = 355 (29500 (I/mol)*cm™) nm.
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Wellenzahl x 1000/cm™
O4o 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

0,8+
0,6+

0,41

Extinktion

0,21

050 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.250: UV-Vis-Spektrum von AB06 in Methanol (¢ = 61.1 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 357 (28900 (I/mol)*cm™) nm.

I I I I I
7.0107.0006.9906.980

"""" [T T T
8.1108.1008.0908.080

I I I I I
7.8407.8307.8207.810 L L

—

15.0 10.0 5.0 0.0
pPPmM

Abbildung 6.251: "H-NMR (500 MHz, DMSO-d,), AB06-Na.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

5 =8.07-8.12 (m, 2 H, 3Js+°J3, = 8.6 Hz, H-3), 7.86-7.89 (m, 2 H, 3J3+°J,3 = 8.5 Hz,
H-2), 7.82-7.86 (m, 2 H, 3Jpct°Jpc = 8.8 Hz, H-b), 6.94-7.01 (m, 2 H, 3Jep+ Jep =
8.8 Hz, H-c) ppm.
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Abbildung 6.252: '"H-NMR (500 MHz, DMSO-d),AB06.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):!"%" 218}

5=13.13 (s, 1 H, H-6), 10.47 (s, 1 H, H-¢), 8.09-8.12 (m, 2 H, J3,+°J3, = 8.6 Hz, H-
3), 7.86-7.89 (M, 2 H, 3Jo3+°Jy3 = 8.6 Hz, H-2), 7.82-7.86 (M, 2 H, *Jyc+°Jpe = 8.9 Hz,
H-b), 6.94-6.99 (m, 2 H, 3Jou+°Jep = 8.9 Hz, H-c) ppm.

SR X 3 S E—

| | | | |
200 150 100 50 0
PPmM

Abbildung 6.253: *C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB06-Na.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):
5 = 166.7 (s, C-5), 161.6 (s, C-d), 154.5 (s, C-1), 145.2 (s, C-a), 131.8 (s, C-4), 130.5
(s, C-3), 125.3 (s, C-b) 122.0 (s, C-2), 116.0 (s, C-c) ppm.
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150 100 50 0

PPmM

Abbildung 6.254: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB06.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): 28

5 =167.8 (s, C-5), 161.9 (s, C-d), 153.7 (s, C-1), 145.2 (s, C-a), 135.9 (s, C-4), 130.2
(s, C-3), 125.0 (s, C-b) 121.6 (s, C-2), 116.1 (s, C-c) ppm.

100 -
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Abbildung 6.255: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB06-Na.

IR (KBr):
v = 3250 (-OH Valenzschwingung), 1693 (C=0 Valenzschwingung), 1598, 1506 und

1468 (C=C Valenzschwingung im Aromat), 1252 (-OH Deformationsschwingung),
1145 (C-O Valenzschwingung), 830 und 866 (p-substituierter Aromat) cm™.
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Abbildung 6.256: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB06.

IR (KBr):

vV = 3113 (-OH Valenzschwingung), 2548 (-CO-OH Valenzschwingung) 1665 (C=0
Valenzschwingung), 1589, 1501 und 1469 (C=C Valenzschwingung im Aromat),
1283 (-CO-OH Deformationsschwingung), 1241 (-OH Deformationsschwingung),
1142 (C-O Valenzschwingung), 847 und 866 (p-substituierter Aromat) cm™.

Versuch 77: Methyl-4-[(4-hydroxyphenyl)diazenyllbenzoat

(ABQ7)"3¥

Eine Losung aus 7.00 g 0 3 2 ABO07

(50.3 mmol) Methyl-p-amino- 4 1 N b c

benzoat (227) in verdinnter 5 N\ q €
—0 N—2 OH

Salzsaure (14 ml konzentrier-
te Salzsaure und 60 ml Was-
ser) wird auf unter 5 °C abgekuhlt. Eine ebenfalls gekuhlte Lésung aus 4.22 g
(6.12 mmol) Natriumnitrit (140) in 30 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die
Temperatur nicht Uber 5 °C steigt. Die weiterhin gekihlte Reaktionslésung wird 1.5 h
geruhrt.

In einem weiteren Kolben werden 4.00 g (100 mmol) Natriumhydroxid, 5.02 g
(5.33 mmol) Phenol (230) in 500 ml Wasser auf unter 5 °C abgekuhlt. Die Diazoni-
umreaktionslésung wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht iber 5 °C

steigt. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Ausfallendes
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Rohprodukt wird abgetrennt und aus Wasser und Ethanol
umkristallisiert. Man erhdlt das Produkt ABO7 als

orangefarbenen Feststoff.

C14H12N203 (M = 256.26 g/mol) f &_ﬁ e ﬁ'
Abbildung 6.257: ABO07 als
Ausbeute: 9.62 g (37.5 mmol, 75 %) ABO7 metallischglénzender Feststoff.

Wellenzahl x 1000/cm”
34 32 30 28 26 24 22 20

0,6

0,4
0,2
0,0
300 350 400 450 50

Wellenldange/nm

Extinktion

0

Abbildung 6.258: UV-Vis-Spektrum von AB07 in Methanol (c = 10.3 pmol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 362 (25400 (I/mol)*cm™) nm.

AU,

|
8.150 8. 100 7. 950 7. 900 7. 350 7. 300 7.000 6.950

TN

15.0 0. 5.0 0.0

Abbildung 6.259: "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), AB07.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

5 =10.50 (s, 1 H, H-e), 8.09-8.15 (m, 2 H, 3J3p+°Js; = 8.2 Hz, H-3), 7.87-7.91 (m,
2 H, 3Jp3+°J23 = 8.2 Hz, H-2), 7.82-7.87 (m, 2 H, 3Jpc+°Jpc = 8.5 Hz, H-b), 6.94-4.99
(m, 2 H, *Jop+°Jep = 8.5 Hz, H-c), 3.88 (s, 3 H, H-6) ppm.

Abbildung 6.260: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB07.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds):
5 = 165.6 (s, C-5), 162.1 (s, C-d), 154.7 (s, C-1), 145.1 (s, C-a), 130.4 (s, C-4), 130.4
(s, C-3), 125.4 (s, C-b) 122.1 (s, C-2), 116.1 (s, C-c), 52.3 (s, C-6) ppm.

—0
= - 1100 —50
§—115.u
;—120.0 100
_ R 1250
; § 2—130.0
: 2—135.0 —150
[ T
800 750 7.00 ppm
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
PPm

Abbildung 6.261: HMQC (500 MHz, DMSO-dg), ABO7.
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Abbildung 6.262: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB07.

IR (KBr):

Vv = 3250 (-OH Valenzschwingung), 3013 (Aryl-H Valenzschwingung), 2955 (-CHs
Valenzschwingung), 2806 (-O-CH3 Valenzschwingung), 1717 (C=0 Valenzschwing-
ung), 1591, 1499 und 1475 (C=C Valenzschwingung), 1433 (-OH Deformations-
schwingung), 1391 (-CH3; symmetrische Deformationsschwingung), 1277 und 1099

(Ester dasym), 1252 (-OH Deformationsschwingung), 847 und 862 (p-substituierter
Aromat) cm™.

Versuch 78: 2-(2-Hydroxy-5-{[4-(methoxycarbonyl)phenyl]diazenyl}-
[106]#

phenyl)essigsiaure (AB08)

ABO08

Eine L6ésung aus 3.53 g (23.3 mmol) Methyl-4-aminobenzoat (227) in verdinnter
Salzsaure (7 ml konzentrierte Salzsdure und 30 ml Wasser) auf unter 5 °C abge-
kihlt. Eine ebenfalls gekihlte Lésung aus 2.13 g (30.9 mmol) Natriumnitrit (140) in
15 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht Gber 5 °C
steigt. Die gekihlte Reaktionsldsung wird 1 h geruhrt.
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In einem weiteren Kolben werden 2.05 g (50.0 mmol)
Natriumhydroxid und 4.08 g (26.8 mmol) 2-
Hydroxyphenylessigsaure (231) in 50 ml Wasser auf
unter 5 °C abgekuhlt. Die Diazoniumreaktionslésung
wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur
nicht Uber 5 °C steigt. Das Reaktionsgemisch wird 5 h
unter Kuhlung gerihrt. Ausfallender Feststoff wird
abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Das Roh-
produkt ABO08 wird aus Methanol und Wasser

umkristallisiert.

C16H14N205 (M = 314.29 g/mol)

Ausbeute: 5.35 g (17.0 mmol, 73 %) AB08

Abbildung 6.263: AB08 als
metallisch gldnzender Fest-
stoff.

Wellenzahl x 1000/cm”
36 36,5 37 37,5 38 39 39,5 40
0,8-
§ 06
E i
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X
b ]
0,2
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Abbildung 6.264: UV-Vis-Spektrum von AB08 in Methanol(c = 58.5 ymol/l, d = 1 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 369 (13100 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.265: '"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), ABO0S.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

5 =12.15 (bs, 1 H, H-h), 10.78 (bs, 1 H, H-e), 8.09-8.15 (m, 2 H, 3J32+°J3, = 8.2 Hz,
H-3), 7.87-7.93 (M, 2 H, 3J3+°J23 = 8.2 Hz, H-2), 7.80 (s, 1 H, H-b), 7.78 (d, 1 H, *Jy.
= 8.8 Hz, H-b"), 7.01 (d, 1 H, 3Jep, = 8.4 Hz, H-¢'), 3.88 (s, 3 H, H-6), 3.61 (s, 2 H, H-f)
ppm.

150 100 50 0
pPpm

Abbildung 6.266: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB0S.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):

0 =172.3 (s, C-g), 165.6 (s, C-5), 159.9 (s, C-d), 154.7 (s, C-1), 145.0 (s, C-a), 130.5
(s, C-4), 130.4 (s, C-3), 125.6 (s, C-b, C-b’ oder C-c) 124.9 (s, C-b, C-b’ oder C-c),
123.2 (s, C-b, C-b’ oder C-c), 122.1 (s, C-2), 115.2 (s, C-c), 52.3 (s, C-6), 35.2 (s,
C-f) ppm.
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Abbildung 6.267: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB08.

IR (KBr):

v = 3372 (-OH Valenzschwingung), 3250 (-OH Valenzschwingung), 2961 (C-H
Valenzschwingung), 1722 (C=0 Valenzschwingung), 1599 und 1505 (C=C Valenz-
schwingung im Aromat), 1465 (CH, Deformationsschwingung), 1433 (CH3 Deformati-
onsschwingung), 1282 (-CO-OH Deformationsschwingung), 1247 (-OH Deformati-

onsschwingung), 1143 (C-O Valenzschwingung), 830 und 864 (1,4- bzw. 1,3,4-sub-
stituierter Aromat) cm™.

Versuch 79: 3-(4-Hydroxy-3-{ [4-(methoxycarbonyl)phenyl]diaze-
nyl}phenyl)propionsaure (AB09) "

ABO09

Eine Lésung aus 2.17 g (14.3 mmol) Methyl-4-aminobenzoat (227) in verdlinnter
Salzsdure (4 ml konzentrierte Salzsaure und 17 ml Wasser) auf unter 5 °C abge-

kuhlt. Eine ebenfalls gekuhlte Loésung aus 1.26 g (18.3 mmol) Natriumnitrit (140) in
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8 ml Wasser wird so langsam zugetropft, dass die Temperatur nicht tber 5 °C steigt.
Die weiterhin gekihlte Reaktionslédsung wird 45 min geruhrt.

In einem weiteren Kolben werden 1.21 g (30.3 mmol) Natriumhydroxid und 2.58 g
(15.5 mmol) 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsdure (232) in
25 ml Wasser auf unter 5 °C abgekuhlt. Die Diazonium-
reaktionslésung wird so langsam zugetropft, dass die

Temperatur nicht Uber 5 °C steigt. Das Reaktions-

gemisch wird 15 h bei Raumtemperatur gerihrt. Ausfal-

Abbildung 6.268: AB09 als

orangefarbener Feststoff.

lender Feststoff wird abfiltriert und das Rohprodukt

ABO09 wird aus Methanol und Wasser umkristallisiert.

C17H16N205 (M = 328.32 g/mol)

Ausbeute: 2.88 g (8.78 mmol, 61 %) AB09

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1 72 _- I I I I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
1,01
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Extinktion

Abbildung 6.269: UV-Vis-Spektrum von AB09 in (c = 39.0 ymol/l, d =1 cm).

UV-Vis (Chloroform):
Amax (€max) = 329 (30500 (I/mol)*cm™), 402 (12200 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.270: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB09.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

5 =12.15 (bs, 1 H, H-i), 10.78 (bs, 1 H, H-e), 8.12-8.15 (m, 2 H, 3J3p+°Js; = 8.6 Hz,
H-3), 8.05-8.09 (m, 2 H, 3J,3+°J23 = 8.6 Hz, H-2), 7.60 (d, 1 H, *Jyq = 2.1 Hz, H-b),
7.35 (dd, 1 H, *Jgp = 2.1 Hz, 3Jg4c = 8.4 Hz, H-d), 7.01 (d, 1 H, *Jcq = 8.4 Hz, H-c)),
3.89 (s, 3 H, H-6), 2.82 (t, 2 H, ®Jiy = 7.5 Hz, H-f), 2.55 ((t, 2 H, ®Jg = 7.5 Hz, H-g)
ppm.

150 100 50 0

PRm

Abbildung 6.271: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB09.
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3C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):

0 =173.6 (s, C-h), 165.6 (s, C-5), 154.1 (s, C-b’ oder C-1), 153.6 (s, C-b’ oder C-1),
138.3 (s, C-4, C-a oder C-c), 134.7 (s, C-d), 132.3 (s, C-4, C-a oder C-c), 131.0 (s,
C-4, C-a oder C-c), 130.3 (s, C-3), 122.7 (s, C-2), 121.1 (s, C-b), 118.2 (s, C-¢’), 52.3
(s, C-6), 35.2 (s, C-g), 29.3 (s, C-f) ppm.

&= ;30.0 . ?115'0 ?70
= 350 ~ 1200 = [
$ 400 - 125.0 ~> —50
. C a0 —1300 - i
Lo 500 1350 ~ 100
' 550 - —140.0 - .
S —150
400 3.50 3.00 2.50 8.00 7.50 7.00 :
-ppm
\ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ ‘
10.0 5.0
ppm
Abbildung 6.272: HMQC (*H-"*C, 500 MHz, DMSO-d¢), AB0S.
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Abbildung 6.273: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB08.

IR (KBr):

V = 3412 (-OH Valenzschwingung), 3104 und 3057 (Aryl-H Valenzschwingung), 2954
(C-H Valenzschwingung), 1721 (C=0 Valenzschwingung), 1624, 1593 und 1500
(C=C aromatische Valenzschwingung), 1427 (-OH Deformationsschwingung), 861
(einzelnes H eines 1,3,4-substituierten Aromaten), 827 (zwei H eines 1,3,4-substitu-

ierten Aromaten), 797 (zwei H eines 1,4-substituierten Aromaten) cm™.
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Versuch 80: 4-Methylazobenzol (AB10)*"® 2%

1.50 g (14.0 mmol) Nitrosobenzol (141) 3 2

und 1.50g (14.0 mmol) p-Touluidin 4 y b ¢

(233) werden bei Raumtemperatur in N\\ d e
a

75 ml Eisessig fur 24 h geruhrt. Die N

Reaktionslésung wird unter starkem AB10
Ruhren auf 1 | Wasser gegeben. Es fallt

ein feiner Feststoff aus, der dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert wird. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt wird aus Wasser und Ethanol umkristallisiert. Nichtlésliche
Verunreinigungen werden durch Filtrieren der heillen Lésung entfernt. Man erhéalt

das Produkt AB10 als dunkelroten Feststoff.

Ci13H12N2 (M = 196.25 g/mol)

Ausbeute: 1.68 g (8.56 mmol, 61 %) AB10 Lit: 90 % ™

Das Produkt AB10 wurde als cis-/frans-lsomerengemisch erhalten. Das Isomeren-
verhaltnis wurde aus den gemittelten Verhaltnissen der 'TH-NMR Signalen bestimmt.

Es setzt sich aus 87 % trans-4-Methylazobenzol und 13 % cis-4-Methylazobenzol

Zusammen.

. Abbildung 6.274: AB10 als gold-

glédnzender Feststoff.
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Wellenzahl x 1000/cm’”
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Abbildung 6.275: UV-Vis-Spektrum von AB10 in Methanol (c = 89.7 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Chloroform):22"}
Amax (€max) = 324 (25400 (I/mol)*cm™), 437 (530 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.276: "H-NMR (5000 MHz, DMSO-dg), AB10 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 222

trans-4-Methylazobenzol (AB10):

0 = 7.85-7.90 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-2), 7.77-7.83 (m, 2 H, B-Teil
eines [AB],-Systems, H-b), 7.50-7.63(m, 3 H, A- und B-Teil eines [AC],B-Systems,
H-3 und H-4), 7.36-7.44 (m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, H-c), 2.40 (s, 3 H, H-e)
ppm.



590 Experimentalteil — Synthese

cis-4-Methylazobenzol (AB10):

0 = 7.26-7.33 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-2 oder H-3), 7.12-7.19 (m,
1 H, B-Teil eines [AC]:B-Systems, H-4), 7.05-7.12 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-
Systems, H-b oder H-c), 6.79-6.85 (m, 2 H, A-Teil eines [AC],B-Systems, H-2 oder
H-3), 6.71-6.77 (m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, H-b oder H-c), 2.22 (s, 3 H, H-e)
ppm.

INNEIEES———

| |
150 100 50 0
pPpm

Abbildung 6.277: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB10 als Mischung des cis- und des trans-
Isomers.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):1***

trans-4-Methylazobenzol (AB10):

0 =151.2 (s, C-1 oder C-a), 149.9 (s, C-1 oder C-a), 141.7 (s, C-d), 131.1 (s, C-4),
129.9 (s, C-c), 129.3 (s, C-3), 122.5 (s, C-b), 122.3 (s, C-2), 20.9 (s, C-e) ppm.
cis-4-Methylazobenzol (AB10):

0 = 151.2 (s, C-1 oder C-a), 149.9 (s, C-1 oder C-a), 141.7 (s, C-d), 129.1 (s, C-c),
128.8 (s, C-3), 126.9 (s, C-4), 120.2 (s, C-b), 119.5 (s, C-2), 20.5 (s, C-e) ppm.
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Abbildung 6.278: HMQC (*H-'*C, 500 MHz, DMSO-dg), AB10.
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Abbildung 6.279: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB10.

IR (KBr):?24

v = 3035 (C-H Valenzschwingung im Aromaten), 2922 (C-H Valenzschwingung),
1603, 1582 und 1486 (C=C Valenzschwingung), 1442 (C-H Deformationsschwin-
gung), 841 und 823 (zwei H eines 1,4-substituierten Aromaten), 766 und 708 (finf H
eines monosubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 81: 4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11)****

3 2
4 1 b ¢ 1.78 g (14.6 mmol) 4-Aminomethyl)-
N\\ . d e anilin (234) und 1.60 g (14.9 mmol)
N f Nitrosobenzol (141) in 100 ml Eis-
AB11 NH2 essig werden 5 d bei Raumtempe-

ratur geruhrt. Die Reaktionsmischung wird unter starkem Ruhren auf 1.5 | Wasser

gegossen und mit Natriumhydroxid auf pH 10 gebracht. Ausfallender Feststoff wird
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mit dreimal 200 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat filtriert. Das L&sungsmittel wird

unter vermindertem Druck entfernt.

C13H13N3 (M =211.26 g/mol)

Abbildung 6.280: AB11 als

orangefarbene Kristalle.

Ausbeute: 1.64 g (7.76 mmol, 53 %) AB11

Das Produkt AB11 wurde als cis-/frans-lsomerengemisch erhalten. Das Isomeren-
verhaltnis wurde aus den gemittelten Verhéltnissen der 'H-NMR Signalen bestimmt.
Es setzt sich aus 91 % trans- und 9 % cis-4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11)

Zusammen.

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1,0—-
0,8—-
0,6—-
041

Extinktion

0,2+

070 T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.281: UV-Vis-Spektrum von AB11 in Methanol (¢ = 79.5 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):1??°
Amax (Emax) = 321 (24000 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.282: TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB11 als Mischung des cis- und des trans-lsomers

mit Trifluoressigsaure.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds mit Trifluoressigsaure):??°
trans-4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11):

5 = 8.45 (bs, 3 H, H-f), 7.93-7.98 (m, 2 H, B-Teil des [AB],-Systems, **°J,. = 8.2 Hz,
H-b), 7.90-7.94 (m, 2 H, C-Teil des [AC],B-Systems, H-2), 7.69-7.73 (m, 2 H, *°Jq, =
8.3 Hz, A-Teil des [AB],-Systems H-c), 7.59-7.65 (m, 3 H, A- und B-Teil des [AC].B-
Systems, H-3 und H-4), 4.18 (q, 2 H, 3J¢ = 5.5 Hz, H-e) ppm.
cis-4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11):

5 = 8.29 (bs, 3 H, H-f), 7.38-7.42 (m, 2 H, B-Teil des [AB],-Systems, **°J,. = 8.2 Hz,
H-b), 7.29-7.35 (m, 2 H, C-Teil des [AC];B-Systems, H-3), 7.16-7.21 (m, 1 H, B-Teil
des [AC],B-Systems, H-4), 6.89-6.93 (m, 2 H, A-Teil des [AB],-Systems, **°Jq, =
8.2 Hz, H-c), 6.84-6.88 (m, 2 H, A-Teil des [AC].B-Systems, H-2), 3.99 (q, 2 H, *Jer =
5.6 Hz, H-e) ppm.

Triflouressigsaure:

6 = 9.97 (bs, -COOH) ppm.
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Abbildung 6.283:13C-{1H}-NMR (125 MHz, DMSO), AB11 als Mischung des cis- und des frans-

Isomers mit Triflouressigsaure.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dgs mit Trifluoressigsaure):1#2°
trans-4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11):

6 =151.8 und 151.7 (je s, C-1 und C-a), 137.4 (s, C-d), 131.4 (s, C-4), 130.0 (s, C-3),
129.5 (s, C-c), 122.6 (2 s, C-2 und C-b), 41.9 (s, C-e) ppm.
cis-4-(Phenyldiazenyl)benzylamin (AB11):

0 =129.4 (s, C-b), 128.9 (s, C-3), 127.2 (s, C-4), 120.0 (s, C-c), 119.7 (s, C-2), 41.6
(s, C-e) ppm. (Intensitat der Gbrigen Signale ist zu schwach, um im Spektrum erkannt
zu werden.)

Trifluoressigsaure:

5 =158.4 (q, Jcr = 36.2 Hz, -COOH), 115.7 (q, "Jcr = 291.8 Hz, -CF3) ppm.

- 110.0 + 0
1150 .
- — 50
1200
L1250 —100
11300 —
1350 - 150
1400
‘ppm
T T T T T
8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 15_0 5_|o o_lo
PPmM

Abbildung 6.284: HMQC (*H-"°C, 500 MHz, DMSOQ), AB11 mit Trifluoressigsaure.
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Abbildung 6.285: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB11.

IR (KBr):
vV = 3356 (N-H Valenzschwingung), 3037 (Aryl-H Valenzschwingung), 2925 (C-H
Valenzschwingung), 1440 (C-H Deformationsschwingung), 848 (zwei H eines 1,4-

substitutierten Aromaten), 769 und 684 (finf H eines monosubstituierten Aromaten)

cm™.

Versuch 82: 4-Methoxyazobenzol (AB12)?*°%

1.89 g (15.3 mmol) p-Anisidin (235) 3 2

und 1.60 g (14.9 mmol) Nitrosobenzol 4 1 b C

(140) werden bei Raumtemperatur in N\\ a d

80 ml Eisessig fur 5 d geruhrt. Die N O\
Reaktionslésung wird auf 750 ml Was- AB12 ©

ser gegossen und der pH-Wert mit Natronlauge auf pH 5-6 eingestellt. Die Lésung
wird dreimal mit 350 ml Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden
vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird unter vermin-
dertem Druck entfernt. Der zurtickbleibende Feststoff wird aus Wasser/Ethanol um-
kristallisiert. Der Feststoff wird in Ethylacetat/Hexan 2:1 aufgenommen und saulen-

chromatographisch tber Kieselgel 60 aufgereinigt.

C13H12N20 (M = 212.25 g/mol)

Ausbeute: 1.19 g (5.61 mmol, 38 %) AB12 Lit: 14 % 2%
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Das Produkt AB12 wurde als cis-/trans-
Isomerengemisch erhalten. Das Isomeren-
verhaltnis wurde aus dem Verhaltnis der 'H-

NMR Signalen von H-3 bestimmt. Es setzt

sich aus 95 % trans- und 5 % cis-4-Methoxy-

azobenzol (AB12) zusammen. : S :
Abbildung 6.286: AB12 als orangefarbe-

ner Feststoff.

Schmelzpunkt: 56 °C Lit: 54-56 °C!#%°!
Wellenzahl x 1000/cm’”
640 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
§ 041
<
£
3 0,24
070 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.287: UV-Vis-Spektrum von AB12 in Methanol (¢ = 109 ymol/l, d = 0.2 cm).

UV-Vis (Methanol):1??"*
Amax (Emax) = 344 (26200 (I/mol)*ecm™), 427 (1270 (I/mol)*cm™) nm.



Experimentalteil — Synthese 597

M s M

7900 7850 7550 7500 7150 7100
J\/L j | |
| 6.850 6.800
7350 7300 7200 7.150
[T T T T [T T
15.0 10.0 50 0.0
ppm

Abbildung 6.288: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB12 als Mischung des cis- und des trans-lsomers.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): %28

trans-4-Methoxyazobenzol (AB12):

5 = 7.88-7.92 (m, 2 H, 3Jyc = 8.7 Hz, H-b), 7.82-7.86 (m, 2 H, C-Teil von [AB],C-
System, H-2), 7.54-7.66 (m, 2 H, B-Teil von [AB].C-System, H-3), 7.49-7.54 (m, 1 H,
A-Teil von [AB],C-System, H-4), 7.10-7.16 (m, 2 H, *Js = 8.8 Hz, H-c), 3.86 (s, 3 H,
H-e) ppm.

cis-4-Methoxyazobenzol (AB12):

0 =7.31-7.35 (m, 2 H, C-Teil von [AC],B-System, H-3), 7.15-7.20 (m, 1 H, B-Teil von
von [AC];B-System, H-4), 6.80-6.89 (m, 6 H, enthalt A-Teil von [AC]:B-System, H-2,
H-b und H-c), 3.71 (s, 3 H, H-e) ppm.
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pPPmM

Abbildung 6.289: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB12 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):1***»

trans-4-Methoxyazobenzol (AB12):

6 =161.9 (s, C-d), 151.9 (s, C-1), 146.1 (s, C-a), 130.7 (s, C-4), 129.3 (s, C-3), 124.5
(s, C-b), 122.1 (s, C-2), 114.5 (s, C-c), 55.6 (s, C-e) ppm.

cis-4-Methoxyazobenzol (AB12):

o = 158.4 (s, C-d), 154.6 (s, C-1/C-a), 129.0 (s, C-3), 128.9 (s, C-1/C-a), 126.7 (s,
C-4),123.0 (s, C-2/C-b), 119.2 (s, C-2/C-b), 113.7 (s, C-c), 55.2 (s, C-e) ppm.

L1100 ‘3 —0
e N I E -
H : —50
L1900 g
1250 t : i —100
L 1300 i '
I 150
I I I - i
800 750  7.00 i ppm
T T T T T T
8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0
PPmMm

Abbildung 6.290: HMQC (500 MHz, DMSO-d¢), AB12.
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Abbildung 6.291: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB12.

IR (KBr):1?2"*
v = 3058 (Aryl-H Valenzschwingung), 2959 (Aryl-H Valenzschwingung), 2839 (-OCHj5
Valenzschwingung), 1602, 1584 und 1499 (C=C Valenzschwingung), 1250 (-COC
Valenzschwingung), 839 (p-substituierter Aromat), 760 und 688 (monosubstituierter
Aromat) cm™.

Versuch 83: 4-[(Phenyl)diazenyl]benzoeséure (AB01)??*%"¥

0 3 2 3.67 g (26.8 mmol) p-Aminobenzoe-
4 1 N b ¢ sdure (225) und 2.80 g (26.1 mmol)
5 \ a q Nitrosobenzol (141) werden bei

HO N

Raumtemperatur in 200 ml Eisessig

ABO1 fur 2h zum Ruckfluss erhitzt. Man
l&sst auf Raumtemperatur abkiihlen. Der zuriickbleibende Feststoff wird abfiltriert,
mit 100 ml Eisessig und mit 200 ml Wasser gewaschen und im Exsikkator tber

Natriumhydroxid getrocknet.

C13H10N202 (M =226.23 g/mol)

Ausbeute: 2.67 g (11.8 mmol, 45 %) AB01 Lit: 50-70 %[?29231
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Das Produkt AB01 wurde als cis-/frans-lsomerengemisch erhalten. Das Isomeren-
verhaltnis wurde aus den gemittelten Verhaltnissen der 'TH-NMR Signalen bestimmt.
Es setzt sich aus 96 % trans- und 4 % cis-4-[(Phenyl)diazenyl]benzoesaure (AB01)

Zusammen.

Schmelzpunkt: 247-249 °C Lit: 248.5-249.5 °C [#%°

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1,04
0,8-
0,6
041

Extinktion

0,2+

0,0+
T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenldnge/nm

Abbildung 6.292: UV-Vis-Spektrum von AB01 in Methanol (c = 77.8 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):1234*
Amax (Emax) = 324 (28400 (I/mol)*cm™) nm.

l l l l l l l l l l l l B B LR N AEARRAR RN M
8.1908.1808.170 8.0007,9907.9807.9707.9607.950 7.6707.6607.6507.6407.6307.620

I I I I I I I I | |
7.8907.8807.8707.860 7.2207.2107.2007.190 6.950 6.900

l l l l l
7.3507.3407.3307.3207.310 . J l
I I I I
15.0 10.0 5.0 0.0
pPm

Abbildung 6.293: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB01 als Mischung des cis- und des trans-lsomers.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

(E)-4-(Penyl)diazenyl-benzoesdure (AB01):

5 =13.00 (s, 1 H, H-5), 8.16-8.20 (m, 2 H, 3J3+°J3, = 8.4 Hz, H-3), 7.97-8.01 (m, 2
H, 3J23+°J23 = 8.3 Hz, H-2), 7.93-7.98 (m, 2 H, C-Teil von [CB],A-System, H-b), 7.62-
7.67 (m, 3 H, B- und A-Teil von [CB],A-System, H-c und H-d) ppm.
(2)-4-(Penyl)diazenyl-benzoesaure (AB01):

5 = 13.00 (s, 1 H, H-5), 7.86-7.89 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, Ja;+°Js; =
8.4 Hz, H-3), 7.31-7.36 (m, 2 H, C-Teil eines [CB],A-Systems, H-b), 7.18-7.23 (m,
1 H, B-Teil eines [CB],A-Systems, H-d), 6.94-6.98 (m, 2 H, B-Teil eines [AB]z-
Systems, Jxs+°J23 = 8.4 Hz, H-2), 6.88-6.91 (m, 2 H, A-Teil eines [CB],A-Systems,
H-c) ppm.

L 1

| | | |
150 100 50 0

ppPm

Abbildung 6.294: *C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB01 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds):

(E)-4-(Penyl)diazenyl-benzoesdure (AB01):

o = 166.6 (s, C-5), 154.2 (s, C-1), 151.8 (s, C-a), 132.8 (s, C-4), 132.1 (s, C-d), 130.6
(s, C-3), 129.5 (s, C-c), 122.8 (s, C-2/C-b), 122.5 (s, C-2/C-b) ppm.
(£)-4-(Penyl)diazenyl-benzoesaure (AB01):

6 = 166.5 (s, C-5), 157.2 (s, C-1), 153.3 (s, C-a), 130.1 (s, C-3), 128.9 (s, C-4), 128.8
(s, C-c), 127.6 (s, C-d), 120.1 (s, C-2/C-b), 119.6 (s, C-2/C-b) ppm.
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Abbildung 6.295: HMQC (500 MHz, DMSO-dg), ABO1.
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Abbildung 6.296: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB01.

IR (KBr):?*
v = 3069 (Aryl-H Valenzschwingung), 2548 (-COOH Valenzschwingung), 1679 (C=0
Valenzschwingung), 1603, 1581 und 1499 (C=C Valenzschwingung), 1290 (-OH

Deformationsschwingung), 868 (p-substituierter Aromat), 780 und 694 (monosub-
stituierter Aromat) cm™.
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Versuch 84: Methyl-4-(phenylazenyl)benzoat (AB13)#** 2%

226 g (15.0 mmol) Methyl-4- o 3 9

aminobenzoat (227) und 1.56 ¢ 4 1 b ¢

(146 mmol) Nitrosobenzol (141) 5 N\ .
6 —O N—2

werden bei Raumtemperatur in

75 ml Eisessig fiir 24 h geriihrt. Die AB13

Reaktionslésung wird unter starkem Rihren auf 500 ml Wasser gegeben. Es fallt ein
feiner Feststoff aus, der abfiltriert wird.

Das Rohprodukt AB13 wird aus Wasser und Ethanol umkristallisiert.

C14H12N202 (M = 240.26 g/mol)

Ausbeute: 2.51 g (10.5 mmol, 72 %) AB13

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
1,4_-"""""""" '
1,24
1,01
0,81
0,61
0,41
0,2-
0,0- : : : : . . : : - .
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Extinktion

Abbildung 6.297: UV-Vis-Spektrum von AB13 in Methanol (c = 68.3 pmol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Chloroform):
Amax (€max) = 322 (40900 (I/mol)*cm™), 439 (1140 (I/mol)*cm™) nm.
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I I I I I I I I I
7.5607.5507.5407.5307.5207.5107.5007.490

I I I I I I
R e i e 7.970 7.960 7.950 7.940

8.210 8.200 8.190 8.180

ppn’?S'o 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.298: "H-NMR (5000 MHz, CDCl3), AB13.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):#*¢}

0 = 8.18-8.21 (m, 2 H, C-Teil von [AC].B-System H-b oder H-c), 7.95-7.97 (m, 2 H,
B-Teil von [AB],-System H-2 oder H-3), 7.94-7.95 (m, 2 H, A-Teil von [AB]>-System,
H-2 oder H-3), 7.49-7.56 (m, 3 H, A- und B-Teil von [AC].B-System, H-d und H-b
oder H-c), 3.96 (s, 3 H, H-6) ppm.

200 150 100 50 0
ppmM

Abbildung 6.299:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), AB13.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCls):1#3"}*
5 =166.5 (s, C-5), 155.1 (s, C-1), 152.5 (s, C-a), 131.8 (s, C-4), 131.7 (s, C-d), 130.6
(s, C-3), 129.2 (s, C-c), 123.1 (s, C-b), 122.6 (s, C-2), 52.3 (s, C-6) ppm.
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Abbildung 6.300: HMQC (*H-"3C, 500 MHz, CDCl;), AB13.
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Abbildung 6.301: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB13.

IR (KBr):

v = 3070 (C-H Valenzschwingung im Aromaten), 2847 (C-H Valenzschwingung),
1682 (C=0 Valenzschwingung), 1605 und 1500 (C=C Valenzschwingung), 1428
(C-H Deformationsschwingung), 1291 (C-O Valenzschwingung), 868 (zwei H eines

1,4-substitutierten Aromaten)k, 781 und 694 (finf H eines monosubstituierten Aro-

maten) cm™.
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Versuch 85: Ethyl-4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB14)%%% 2%

o 3 2
4 1 b ¢
N
5 N\ d
7—0 N—2
7
AB14

1.71 g (16.0 mmol) Nitrosobenzol
(141) und 2.58g (15.6 mmol)
Ethyl-4-aminobenzoat (236) wer-
den bei Raumtemperatur in 75 ml
Eisessig 9 d geruhrt. Die Reak-

tionslésung wird unter starkem

Ruhren auf 750 ml Wasser gegeben und man riihrt 30 min. Es fallt ein Feststoff aus,

der abfiltriert wird.

Das Rohprodukt AB14 wird aus Wasser und Ethanol umkristallisiert.

C15H14N202 (M = 254.28 g/mol)

Ausbeute: 1.49 g (5.68 mmol, 27 %) AB14

Das Produkt AB14 wurde als cis-/trans-
Isomerengemisch erhalten. Das Isomeren-
verhaltnis wurde aus den  gemittelten
Verhaltnissen der 'H-NMR Signalen der Methyl-
und Methylengruppen bestimmt. Es setzt sich
aus 91 % trans- und 9 % cis- Ethyl-4-(pheny-

diazenyl)benzoat (AB14) zusammen.

Schmelzpunkt: 86°C

Lit: 44 % 2%

Abbildung 6.302: AB14 als

orangefarbene Kristalle.

Lit: 86-87 °C 2%
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Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

L I DL L | T T T T T T T T T T T T T T
1,0
0,8+
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0,4+
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Abbildung 6.303: UV-Vis Spektrum von AB14 in Methanol (c = 53.5 ymol/l, d = 1 cm).

UV-Vis (Methanol):#4%}
Amax (Emax) = 322 (20100 (I/mol)*cm™) nm.

7. 900 7. 850

| | | I 11400 1.350 1.300
4400 4.350 4.300 4.250 ‘ \

15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.304: TH-NMR (5000 MHz, DMSO-dg), AB14 als Mischung des cis- und des frans-

Isomers.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

trans-Ethyl 4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB14):

5 = 8.15-8.19 (m, 2 H, **°J3, = 8.4 Hz, B-Teil eines [AB]>-Systems, H-3), 7.97-8.01
(m, 2 H, 33,3 = 8.4 Hz , A-Teil eines [AB],-Systems, H-2), 7.93-7.97 (m, 2 H, C-Teill
eines [AC];B-Systems, H-b), 7.62-7.69 (m, 3 H, A-Teil und B-Teil eines [AC].B-
Systems, H-c und H-d), 4.37 (q, 2 H, %Jez = 7.1 Hz, H-6), 1.36 (t, ®Js7 = 7.1 Hz, 3 H,
H-7) ppm.

cis-Ethyl 4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB14):

5 = 7.85-7.89 (m, 2 H, *°Js, = 8.4 Hz, B-Teil eines [AB],-Systems, H-3), 7.30-7.35
(m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-c), 7.18-7.22 (m, 1 H, B-Teil eines [AC].B-
Systems, H-d), 6.96-6.99 (m, 2 H, *°J,3 = 8.4 Hz , A-Teil eines [AB],-Systems, H-2),
6.87-6.91 (m, 2 H, A-Teil eines [AC].B-Systems, H-b), 4.28 (q, 2 H, 3Jg7 = 7.1 Hz,
H-6), 1.29 (t, *Je7 = 7.1 Hz, 3 H, H-7) ppm.

L0 | ‘

200 150 100 50 0

PPmM

Abbildung 6.305: "*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB14 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):?*%!*

trans-Ethyl 4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB14):

0 =165.0 (s, C-5), 154.3 (s, C-1), 151.8 (s, C-a), 132.2 (s, C-d), 131.7 (s, C-4), 130.4
(s, C-3), 129.5 (s, C-c), 122.8 (s, C-b), 122.6 (s, C-2), 61.0 (s, C-6), 14.1 (s, C-7)
ppm.

cis-Ethyl 4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB14):

0 =164.8 (s, C-5), 157.4 (s, C-1), 153.2 (s, C-a), 129.9 (s, C-3), 128.8 (s, C-c), 127.9
(s, C-4), 127.7 (s, C-d), 120.1 (s, C-b), 119.7 (s, C-2), 60.8 (s, C-6), 14.0 (s, C-7)
ppm.
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Abbildung 6.306: HMQC (*H-"*C, 500 MHz, DMSO-dg), AB14.
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Abbildung 6.307: IR Spektrum (KBr-Pressling), AB14.

IR (KBr):##1
V = 2986 (C-H Valenzschwingung), 1708 (C=0 Valenzschwingung), 1603 und 1542
(C=C Valenzschwingung im Aromaten), 1443 (C-H Deformationsschwingung), 1367

(CHs-symmetrische Deformationsschwingung), 1276 und 1106 (C-O Oasym Ester),
782 und 699 (monosubstituierter Aromat) cm™.
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Versuch 86: 4-(Brommethyl)azobenzol (AB15)%> %%

0.50 g (2.5 mmol) 4-Methylazobenzol . — 1 Do

(AB14), 0.48 g (2.7 mmol) N-Brom- N\\ L

succinimid (142) und eine Spatelspitze N—2

Dibenzoylperoxid (237) werden in Br
AB15

100 ml Tetrachlorkohlenstoff 9 h zum

Ruckfluss erhitzt. Aus der erkalteten Reaktionslésung ausgefallenes Succinimid
(238) wird abfiltriert. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt AB15 wurde vor der weiteren Umsetzung nicht weiter augereinigt. Es
enthalt 4 % nicht umgesetztes Edukt AB14.

Es besteht jedoch die Méglichkeit das Rohprodukt AB15 aus Toluol umzukristal-
lisieren oder saulenchromatographisch mit einem Laufmittel aus Hexan/Ethylacetat

95/5 aufzureinigen.

C13H11NzBr (M =27514 g/mol)

Ausbeute: 700 mg (2.5 mmol, quantitativ) AB15 Lit: 47 % 4
Wellenzahl x 1000/cm”
0840 38 3 34 32 30 28 26 24 22 20
0,6
[
)
< 044
=
L
0,2
0y0 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.308: UV-Vis-Spektrum von AB15 in Methanol (¢ = 65.4 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 324 (21300 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.309: "H-NMR (5000 MHz, DMSO-dg), AB15.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 242}

5 =7.89-7.91 (m, 2 H, C-Teil eines [BC],A-Systems, H-2), 7.87-7.90 (m, 2 H, **°Jp. =
8.2 Hz , B-Teil eines [AB]>-Systems, H-b), 7.58-7.63 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-
Systems, H-3), 7.56-7.59 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-4), 7.54-7.57 (m
2 H, **°J = 8.2 Hz , A-Teil eines [AB]>-Systems, H-c), 4.62 (s, 2 H, H-e) ppm.

R e 7
200 150 100 50 0
PPmM

Abbildung 6.310: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB15.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): %42
5 =151.8 und 150.7 (s, C-a und C-1), 146.4 (s, C-d), 131.2 (s, C-4), 129.3 (s, C-3),
127.0 (s, C-c), 122.3 und 122.4 (s, C-b und C-2), 62.3 (s, C-e) ppm.
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Abbildung 6.311: HMQC ("H-"*C, 500 MHz, DMSO-d¢), AB15.
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Abbildung 6.312: IR Spektrum (KBr-Pressling), AB15.

IR (KBr):
Vv = 3057 und 3037 (C-H Valenzschwingung im Aromaten), 2970, 2934 und 2857
(C-H Valenzschwingung), 1580 und 1484 (C=C Valenzschwingung), 1440 (C-H De-

formationsschwingung), 770 und 680 (monosubstituierter Aromat), 853 (p-substituier-
ter Aromat), 603 (C-Br Schwingung) cm™.
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Versuch 87: 4-[(4-Methoxyphenyl)diazenyllbenzoesiure (AB16)!"'°"
244\#

O

2.4 g (9.9 mmol) 4-[(4-Hydroxy- Hg N
phenyl)diazenyl]benzoesaure

(AB06) und 10 ml 2.5 N Natron- AB16

lauge werden in 100 ml Ethanol 30 min bei Raumtemperatur gerthrt. 1.0 ml lod-
methan (128) (2.27 g, 16 mmol) werden zugegeben und die Lésung wird 6.5 h auf
70 °C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird mit 24 ml 2 N Salzsdure angeséuert.

Ausfallender Feststoff wird abfiltriert und aus Ethanol und Wasser umkristallisiert.
C14H12N203 (M = 256.26 g/mol)
Ausbeute: 260 mg (1.0 mmol, 10 %) AB16

Das Produkt AB16 wurde als cis-/trans-lsomerengemisch erhal-

ten. Das Isomerenverhéltnis wurde aus den gemittelten Verhalt-

nissen der "H-NMR Signalen bestimmt. Es setzt sich aus 82 % Abbildung 6.313:

trans- und 18 % cis-4-[(4-Methoxyphenyl)diazenyl]benzoeséure AB16 als orange-

(AB16) zusammen farbener Feststoff.

Wellenzahl x 1000/cm”
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1,0-
0,8
0,6 -
0,4
0,2
0,0 T T T T T T T T T 1

250 300 350 400 450 500

Wellenldnge/nm

Extinktion

Abbildung 6.314: UV-Vis-Spektrum von AB16 in (c = 70.2 ymol/l, d = 0.5 cm).
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UV-Vis (Chloroform):[244}
Amax (Emax) = 356 (32605 (I/mol)*cm™) nm.

o] AN

8.1308.1208.1108.1008.090 7.950 7.900 7.850 7.1607.1507.1407.130

I I I I I
6.9806.9706.9606.950

| | | |
15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.315: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB16 als Mischung des cis- und des trans-lsomers.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg); [07: 243l

trans-4’-Carboxy-4-(methoxy)azobenzol (AB16):

5=ca 13.1 (bs, 1 H, H-5), 8.10-8.13 (m, 2 H, D-Teil eines [CD],-Systems, 3Jo3+°J,3 =
8.4 Hz, H-2), 7.91-7.95 (m, 2 H, B-Teil eines [AB]x-Systems, *Jpc+°Jpc = 8.9 Hz, H-b),
7.89-7.92 (m, 2 H, C-Teil eines [CD],-Systems, Js,+°J3; = 8.4 Hz, H-3), 7.12-7.16
(m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, *Jep+°Jep = 8.9 Hz, H-c), 3.87 (s, 3 H, H-e) ppm.

cis-4’-Carboxy-4-(methoxy)azobenzol (AB16):

0 = ca 13.1 (verdeckt, H-5), 8.09-8.11 (m, 2 H, D-Teil eines [CD]>-Systems, H-2),
7.86-7.89 (m, 2 H, C-Teil eines [CD],-Systems, >Js+°Js; = 8.5 Hz, H-3), 7.82-7.86
(m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, 3Jpe+2Jpe = 8.7 Hz, H-b), 6.94-6.99 (m, 2 H, A-
Teil eines [AB,-Systems, *Jep+°Jo = 8.7 Hz, H-c), 3.87 (verdeckt, H-e) ppm.
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Abbildung 6.316: 13C-{1H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), AB16 als Mischung des cis- und des frans-
I[somers.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):1#***

trans-4’-Carboxy-4-(methoxy)azobenzol (AB16):

6 = 166.7 (s,C-5), 162.5 (s, C-d), 154.4 (s, C-1), 146.2 (s, C-a), 132.2 (s, C-4), 130.5
(s, C-3), 124.9 (s, C-b), 122.2 (s, C-2), 114.7 (s, C-c), 55.7 (s, C-e) ppm.
cis-4’-Carboxy-4-(methoxy)azobenzol (AB16):

0 = 166.7 (s,C-5), 161.6 (s, C-d), 154.5 (s, C-1), 145.2 (s, C-a), 131.8 (s, C-4), 130.5
(s, C-3), 125.3 (s, C-b), 122.0 (s, C-2), 116.0 (s, C-c), 55.3 (s, C-e) ppm.

100
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S 80-
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40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Abbildung 6.317: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB16.

IR (KBr):
v = 2980 (O-H Valenzschwingung), 2845 (C-H Valenzschwingung), 1685 (C=0
Valenzschwingung), 1598 (C=C Valenzschwingung), 1425 (C-H Deformations-

schwingung), 1255 (O-H Deformationsschwingung), 1142 (C-O Valenzschwingung),
838 und 801 (zwei H eines 1,4-substituierten Aromaten) cm™.
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Versuch 88: Kalium-4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB01-K)!"*® 2%4%¥

1.06 g (4.17 mmol) Ethyl-4-(phenyldia-

o 3 2
A ] b c zenyl)benzoat (AB14) und 2.23g
5 N\\ ] (839.7 mmol) frisch gemoérsertes Kali-
KO N—2 umhydroxid werden in 80 ml Ethanol
5 h zum starken Rickfluss erhitzt. Die
ABO1-K Reaktionslésung wird langsam abge-

kihlt und bleibt 12 h bei Raumtemperatur stehen. Ausfallender Feststoff wird
abfiltriert und unter vermindertem Druck getrocknet. Man erhélt das gewilnschte

Produkt AB01 in Form des Kaliumsalzes.

C13H9KN202(M = 264.32 g/mol)

Ausbeute: 965 mg (3.65 mmol, 88 %) AB01-K

Das Produkt AB01-K wurde als cis-/trans-Isomerengemisch erhalten. Das Isomeren-

verhaltnis wurde aus den gemittelten Verhéltnissen der 'H-NMR Signalen bestimmt.

Es setzt sich aus 87 % trans- und 13 % cis-lsomer zusammen.

Wellenzahl x 1000/cm™
0840 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
0,6-
C
ie) 1
< 044
g2 ]
|
0,2-
010 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.318: UV-Vis-Spektrum von AB01-K in Methanol (¢ = 60.5 pmol/l, d = 0.5 cm).
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UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 325 (27300 (I/mol)*cm™) nm.

ol

7.950 7.900 7.800 7.550 7.500

o

e
7.7007.650 7.2507.200 7.1507.100 1 ] 6.800 6.750
I In b
I I I I
15.0 10.0 50 0.0

PPmM

Abbildung 6.319: TH-NMR (5000 MHz, DMSO-dg), AB01-K als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

trans-Kalium-4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB01-K):

5 = 7.92-7.96 (m, 2 H, B-Teil eines [AB]>-Systems, >*°Js; = 8.3 Hz, H-3), 7.80-7.84
(m, 2 H, C-Teil eines [BC],A-Systems, H-b), 7.76-7.80 (m, 2 H, A-Teil eines [AB].-
Systems, 33,3 = 8.3 Hz, H-2), 7.51-7.55 (m, 2 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-c),
7.49-7.56 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-d) ppm.
cis-Kalium-4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB01-K):

5 = 7.64-7.69 (m, 2 H, B-Teil eines [AB]>-Systems, **°Js; = 8.3 Hz, H-3), 7.21-7.27
(m, 2 H, C-Teil eines [AC]:B-Systems, H-c), 7.12-7.17 (m, 1 H, B-Teil eines [AC].B-
Systems, H-d), 6.78-6.81 (m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, H-b), 6.75-6.78 (m, 2
H, A-Teil eines [AC],B-Systems, 39,3 = 8.3 Hz, H-2) ppm.
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Abbildung 6.320:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB01-K als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):

trans-Kalium-4-(phenyldiazenyl)benzoat (AB01-K):

0 =172.7 (s, C-5), 154.0 und 153.1 (C-1 und C-a), 141.6 (s, C-4), 133.3 (s, C-d),
131.3 (s, C-3), 130.9 (s, C-c), 123.8 (s, C-b), 123.2 (s, C-2) ppm.
cis-Kalium-4-(phenyldiazenyl)benzoate (AB01-K):

6 =130.3 (s, C-3), 129.3 (s, C-c), 121.4 (s, C-b), 120.7 (s, C-2) ppm.

(Die Intensitdt der weiteren Signale ist zu gering, um vom Untergrundrauschen

differenziert zu werden.)

iy [ [ = T 3
. %\ : -
w s ¢ = o =3 -
I . ) . Q‘@’ s —120.0
R el
L 125.0 = o o L
“" o EL ) —125.0
- o e - .
I = O\_/F‘/:S\‘-—— o G = }_\ ] = [
: v@ 0O DQ\_ * L1300 u@_f’//?é; = Lo 1.0
| | | | | | | | | | | T | | |
810 800 780 Y80 TF.70 T.BO T.a0 730 720 Y10 700 OBAO0 B.80 B0
d 50
= . ~100
' - 150
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Abbildung 6.321: HMQC (*H-"*C, 500 MHz, DMSO-d), AB0O1-K.
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Abbildung 6.322: IR Spektrum (KBr-Pressling), AB01-K.

IR (KBr):

vV = 3054 (C-H Valenzschwingung im Aromaten), 1594 und 1584 (C=C Valenz-

schwingung), 870 und 850 (2 H eines 1,4-substituierten Aromaten), 790 und 695
(monosubstituierter Aromat) cm™.
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6.3.2.6 Kopplungsbausteinsynthesen

Versuch 89: Cycloocta-1,3.5,7-tetraencarbonsaurechlorid
(COT04)[246, 2471#

528 mg (3.56 mmol) Cycloocta-1,3,5,7-tetraencarbon-
saure (COTO01) und 1.05 g (8.83 mmol) Thionylchlorid
(145) werden 2 h unter Luftausschluss auf 85 °C zum
Ruckfluss erhitzt. Aus dem abgekihlten Reaktions-

gemisch wird Uberschiussiges Thionylchlorid (145) im

Wasserstrahlvakuum entfernt. Zwischen Wasserstrahl-

COT04

pumpe und Kolben wird ein mit Kaliumhydroxidplatzchen
geflllter Trockenturm gesetzt, um Feuchtigkeit von dem entstandenen Saurechlorid
COTO04 fernzuhalten.

Man erhélt ein dunkelgelbes Ol, welches ohne weitere Reinigung direkt weiter umge-

setzt wird.

CeH-CIO (M = 166.60 g/mol)

Versuch 90: tert-Butyl-N-(2-aminoethyl)carbamat (148)""*%

0 7 4.80 g (79.9 mmol) Ethylendiamin (146) wer-

1 3 jL J< den in 40 ml abs. Tetrahydrofuran auf 5 °C

HZN\/\N 0 abgekuhlt. Unter RdOhren werden 4.16 g

2 *H (19.1 mmol)  Di-tert-butyldicarbonat ~ (149),

148 gel6st in 30 ml abs. Tetrahydrofuran, langsam

zugetropft. Nach 30 min wird das Eisbad entfernt und die Reaktionslésung 20 h bei
Raumtemperatur geruhrt.

Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird mit

Ethylacetat und gesattigter Natriumchloridldsung versetzt bis sich der gesamte Fest-

stoff geldst hat. Die organische Phase wird abgetrennt, dreimal mit je 100 ml gesat-
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tigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

C7H16N202 (M = 160.21 g/mol)

Ausbeute: 2.22 g (13.9 mmol, 73 %) 148 Lit: 97 % [

Das Produkt 148 wurde als E-/Z-Isomerengemisch erhalten. Das Isomerenverhaltnis

wurde aus den gemittelten Verhéltnissen der 'H-NMR Signalen von H-4 und H-3

bestimmt. Es setzt sich aus 75 % E- und 25 % Z-lsomer zusammen.

M\A N

\ \ I I \ \ \ \ \ \
5.350 5.300 5.250 5.200 3.2003.150 2.800 1.50

N |

15.0 10.0 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.323: "H-NMR (500 MHz, CDCl3), 148 als Mischung des cis- und des trans-lsomers.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):!""*}

(E)-tert-Butyl 2-aminoethylcarbamat (148):

5 =5.22 (bs, 1 H, H-4), 3.17 (dt, 2 H, *Js2 = 5.5 Hz, 3J34 = 5.4 Hz, H-3), 2.79 (t, 2 H,
3Jo3 = 5.9 Hz, H-2), 1.45 (s, 9 H, H-7), ppm.

(2)-tert-Butyl 2-aminoethylcarbamat (148):

5 =5.31 (bs, 1 H, H-4), 3.22 (bs, 2 H, H-3), 2.79 (t, 2 H, 3J3 = 5.9 Hz, H-2), 1.45 (s,
9 H, H-7) ppm.
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Abbildung 6.324: 13C-{1H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 148 als Mischung des cis- und des frans-
I[somers.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!""*}

trans-tert-Butyl-2-aminoethylcarbamat (148):

6 =156.3 (s, C-5), 79.1 (s, C-6), 43.5 (s, C-3), 41.9 (s, C-2), 28.4 (s, C-7) ppm.
cis-tert-Butyl-2-aminoethylcarbamat (148):

6 =156.3 (s, C-5), 79.2 (s, C-6), 44.9 (s, C-3), 40.8 (s, C-2), 28.4 (s, C-7) ppm.
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Abbildung 6.325: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 148.
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IR (KBr):

vV = 3514 und 3306 (NH-C=0- Valenzschwingung), 3354 (NH,-Valenzschwingung),
2976, 2932 und 2872 (CH-Valenzschwingung), 1690 (C=0-Valenzschwingung),
1524 (NH-Deformationsschwingung), 1454 (CH,-Defromationsschwingung), 1391
und 1366 (CHs-symmetrische Deformationsschwingung), 1173 (C-O-Valenzschwing-

ung) cm™.

Versuch 91: (9H-Fluoren-9-yl)methyl-N-[2-(tert-butoxycarbony!l-
[116]#

amino)ethyl]lcarbamat (153)

153

Zu 1.24 g (7.12 mmol) tert-Butyl 2-aminoethylcarbamat (148) in 10 ml destilliertem
Wasser werden unter Rihren in einer Portion 2.63 g (9.32 mmol) N-(9-Fluorenyl-
methoxycarbonyloxy)succinimid (152) in 30 ml Acetonitril zugegeben. Unter Schaum-
en fallt Feststoff aus. Das Reaktionsgemisch wird eine Woche bei Raumtemperatur
stehen gelassen.

Die Reaktion wird in viel destilliertem Wasser aufgeschldammt. Der Feststoff wird ab-
filtriert, mit destilliertem Wasser gewaschen und in 150 ml Ethylacetat aufgenommen.
Ungeldste Bestandteile werden abfiltriert. Die organische Phase wird tber Magne-

siumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
Cz3H28N204 (M = 396.48 g/mol)

Ausbeute: 2.82 g (7.11 mmol, quantitativ) 153 Lit: 84 % !""®
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Abbildung 6.326: "H-NMR (200 MHz, CDCls), 153.

"H-NMR (200 MHz, CDClI3):!""®

0 =7.71-7.80 (m, 2 H, H-5), 7.53-7.62 (m, 2 H, H-2), 7.35-7.45 (m, 2 H, H-4), 7.25-
7.35 (m, 2 H, H-3), 5.26 (bs, 1 H, H-10 oder H-13), 4.85 (bs, 1 H, H-10 oder H-13),
4.40 (d, 2 H, ®Jg7 = 6.7 Hz, H-8), 4.20 (t, 1 H, ®J7s = 6.9 Hz, H-7), 3.27 (m, 4 H, H-11
und H-12), 1.44 (s, 9 H, H-16) ppm.

Versuch 92: (9H-Fluoren-9-yl)methyl-N-(2-aminoethyl)carbamat
(151) [248]#

712 mg (1.79 mmol) (9H-Fluoren-9-
151 yl)methyl-N-[2-(tert-butoxycarbonyl-
amino)ethyllcarbamat  (153) in
50 ml Chloroform werden auf unter
N\/12\ 13 5 °C angekihlt. 2 ml Trifluoressig-

saure in 25 ml Chloroform werden

zugetropft. Die Reaktionslésung
wird auf Raumtemperatur erwdrmt und fur 12 h gerihrt.
Die Lésung wird unter verminderten Druck eingeengt. Der Rickstand wird 12 h in

Toluol gerUhrt. Das ausgefallene Produkt 151 wird abfiltriert und getrocknet. Man
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erhalt eine Mischung des neutralen Amins 151-NH; und des Trifluoracetats 151-
NH;"-CF3COO" im Verhaltnis 1:2.

C17H48N20, (M = 282.34 g/mol)
C17H18N202-'CF3COOH (M = 396.36 g/mol)

Ausbeute: 303 mg davon ca.
79.6 mg (282 pmol) 151-NH-
223 mg (563 pmol) 151-NH;*-CF3C00"
— (844 pmol, 47 %) Lit: 91 %24

Mw

7 900 7.850 3. 20 3. 00 2. 90 2. 80

7.700 7 500 } 7 450 7 400 7 350
’JN,UU\ . L. Uuuh
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.327: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), 151.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):!"1¢: 2481

151-NH;:

5 =282 (t, 2 H, Jiz11 = 6.6 Hz, H-12), 2.98 (s, 2 H, H-13), 3.19 (dt, 2 H, 3J1412 =
6.2 Hz, 3J11/10 = 6.0 Hz, H-11), 4.22 (s, 1 H, H-7), 4.28 (d, *Jg7;= 7.0 Hz, H-8), 6.28 (s,
1 H, H-10), 7.30-7.38 (m, 2 H, D-Teil eines [ABCD],-Systems, H-3), 7.33-7.44 (m,
2 H, C-Teil eines [ABCD],-Systems, H-4), 7.68-7.72 (m, 2 H, B-Teil eines [ABCD],-
Systems, H-2), 7.87-7.91 (m, 2 H, A-Teil eines [ABCD],-Systems, H-5) ppm.
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151-NH;*-CF;C0O0"™:

5=2.84(t 2 H, iz = 6.6 Hz, H-12), 3.25 (dt, 2 H, *J41/12 = 6.2 Hz, 3J11/10 = 6.0 Hz,
H-11), 4.22 (s, 1 H, H-7), 4.33 (d, °Jg;= 6.8 Hz, H-8), 6.28 (s, 1 H, H-10), 7.30-7.38
(m, 2 H, D-Teil eines [ABCD],-Systems, H-3), 7.33-7.44 (m, 2H, C-Teil eines
[ABCD],-Systems, H-4), 7.50 (t, 3 H, H-13), 7.82-7.86 (m, 2 H, B-Teil eines [ABCD],-
Systems, H-2), 7.87-7.91 (m, 2 H, A-Teil eines [ABCD],-Systems, H-5) ppm.

Versuch 93: Cycloocta-1,3,5.7-tetraencarboxamid (COT05)!"""%

Zu 6 ml 25%iger Ammoniaklésung werden 190 mg (1.1 mmol) Cycloocta-1,3,5,7-
tetraencarbonsdurechlorid (COT04) in 1.5 ml
Tetrachlorkohlenstoff mittels einer Spritze Uber ein
Septum langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird 3 d bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktion wird dreimal mit je 20 ml Diethylether

extrahiert. Die organische Phase wird ber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel unter
verminderten Druck entfernt.

CoHgNO (M = 147.17 g/mol)

Ausbeute: 165 mg (1.1 mmol, 98 %) COT05

6.000 5950 5900 5850 5.800

— 71 - - 1 T T 1
ppm13.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.328: 'H-NMR (500 MHz, MeOH-d), COTO05.

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,):
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6 =6.80 (s, 1 H, H-2), 5.79-6.05 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7 und H-8) ppm.
Die beobachteten Spektren sind ungewéhnlich breit und umstrukturiert. Dies kann

auf koformationelle Bewegungen auf der Zeitskala des NMRs erklart werden.

T T T T T T | T T T T | T T T T T T T T
ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.329: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, MeOH-d4), COTO05.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, MeOH-d,):
5 =170.9 (s, C-9), 139.6 (bs, C-2), 137.8 (bs, C-1), 135.5 (bs, C-7), 134.4 (bs, C-6),
133.0 (s, C-5), 132.9 (s, C-4), 131.5 (bs, C-8), 130.1 (bs, C-3) ppm.

MS (70 eV):
miz = 148 (M*+1, 9 %), 147 (M*, 17 %), 131 (M-NH,, 4 %), 103 (CgH7, 70 %), 77
(CsHs, 100).

Versuch 94: tert-Butyl-N-(3-brompropyl)carbamat (157)"'%#

10.1 g (46.1 mmol) 3-Brompropylamin-Hy-
O drobromid (156) werden mit 100 ml 10%ige
/1\/3\ )k )4 Natronlauge versetzt und 15 min geruhrt.
Br > 4” 5 0" 6 7 Die Lésung wird zweimal mit je 50 ml Di-
157 chlormethan extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden mit Magne-

siumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck auf 50 ml eingeengt.
Diese Lésung wird langsam zu 10.2 g (46.7 mmol) Di-tert-butylcarbonat (149)
getropft und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wird nacheinan-

der mit je 30 ml destilliertem Wasser, 4%iger Citratldsung, gesattigter Natriumhydro-
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gencarbonatlésung und gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt enthélt 25 % Di-tert-butylcarbonat (149) und wurde nicht

weiter aufgereinigt.
CgHmBrNOz (M =238.12 g/mol)

Ausbeute: 9.88 g (41.5 mmol, max 90 %) 157 Lit: 95 % 120!

I I I I I I I I I I
3.4503.400 3.3003.2503.200 2.100 2.050 2.000

Abbildung 6.330: "H-NMR (200 MHz, CDCl3), 157.

"H-NMR (200 MHz, CDCl5):[""}

5 =4.70 (bs, 1 H, H-4), 3.42 (t, 2 H, J1, = 6.5 Hz, H1), 3.25 (dt, 2 H, 3J3, = 6.3 Hz,
3Jas = 6.2 Hz, H-3), 2.03 (tt, 2 H, 3J21 = 6.5 Hz, *J23 = 6.5 Hz, H-2), 1.42 (s, 9 H, H-7)
ppm.

) . J L

| \ \ \ \
200 150 100 50 0
PpmM

Abbildung 6.331: "°C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 157.
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3¢-{"H}-NMR (125 MHz, cbcls):["9*
5 = 155.9 (s, C-5), 79.3 (bs, C-6), 38.9 (s, C-3), 32.6 (s, C-2), 30.8 (s, C-1), 28.3 (s,
C-7) ppm.

Versuch 95: tert-Butyl-N-{3-[(1,3,5,7)-cycloocta-1,3,5,7-tetraenyl-
methoxy]propyl}carbamat (COT06)**™*

Zu 510 mg (3.80 mmol) Cycloocta-1,3,5,7-tetraenylmethanol (COT03) in 10 ml abs.
Tetrahydrofuran werden portionsweise 222 mg (5.55 mmol) einer 60%igen Natrium-
hydridsuspension in Mineraldl gegeben. 905 mg (3.80 mmol) tert-Butyl-3-brompropyl-
carbamat (157) in 15 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Das Reaktions-
gemisch wird 2 h zum Rickfluss erhitzt.

Die abgekuhlte Reaktionsmischung wird Uber Kieselgel 60 mit Diethylether filtriert.
Das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruickstand wird
saulenchromatographisch an Kieselgel 60 aufgereingt. Als Laufmittel dient eine
Ethylacetat/Hexan-Mischung im Verhéltnis 4:1. Man erhélt eine Edukt/Produkt-
Mischung aus dem Edukt COT03 und dem gewiinschten Produkt COT06 im
Verhéltnis 3:1. Weitere Reinigung fuhrt zur Zersetzung des Produkts.

C17H25N03 (M =291.39 g/mol)

Ausbeute: 47 mg davon ca. 12 mg COT06 (41 pmol, 1 %)
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TT TTT T T T TTT N BN I LI L T[T T T [rrrrrrs LN R R N I
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Abbildung 6.332: "H-NMR (200 MHz, CDCl3), COTO06.

"H-NMR (200 MHz, CDCl,):
tert-Butyl-3-[(1,3,5,7)-cycloocta-1,3,5,7-tetraenylmethoxy]propylcarbamat (COTO06):
5=5.74-6.02 (m, 7 H, H2 - H8), 3.92 (s, 2 H, H-9), 3.54 (t, 2 H, *Ja = 5.9 Hz, H-a),
3.23 (dt, 2 H, ®Jg = 6.2 Hz, ®Jeg = 6.2 Hz, H-c), 1.70 — 1.88 (m, 2 H, H-b) ppm.
Cycloocta-1,3,5,7-tetraenylmethanol (COTO03):

5=5.74-6.02(m, 7 H, H2 - H8), 4.06 (d, 2 H, ®Jo.on = 4.4 Hz, H-9’) ppm.

Versuch 96: Diethyl-[(4-brommethyl)benzyllphosphonat (162)!"*"*

16 g (94 mmol) Triethylphosphit (108)

5 und 25g (95 mmol) 1,4-Di(brom-

b O 4 Br methyl)benzol (163) werden 3 h zum
- /P p 2 Ruckfluss erhitzt. Dabei wird eine kurze

o/ a 3 162 Klhlbricke mit gekuhlter Vorlage auf

den Ruckflusskiihler gesetzt, um entstehendes Ethylbromid (109) anzufangen. Nach
Ablauf der Reaktion werden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck
abdestilliert. Der Rickstand wird in 100 ml Methanol gerthrt und zurtickbleibender
Feststoff abfiltriert. Die Lésung wird unter vermindertem Druck eingeengt und dann
sédulenchromatographisch an Kieselgel 60 gereinigt. Als Laufmittel wird eine

Mischung von Ethylacetat und Hexan im Verhéltnis 3:1 verwendet.

C12H18038I'P (M =321.15 g/mol)
Ausbeute: 8.6 g (27 mmol, 29 %) 162 Lit: 48.5 % 80 %!'?"!
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S
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Abbildung 6.333: '"H-NMR (500 MHz, CDCl3), 162.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):['?1: 2501

0=732-7.36 (m, 2 H, H-2), 7.25 - 7.26 (M, 2 H, H-3), 4.48 (s, 2 H, H-5), 3.97 —
4.07 (m, 4 H, H-a), 3.14 (d, 2 H, °J o p = 21.8 Hz, H- ), 1.25 (t, 6 H, *Jsa = 7.1 Hz,
H-b) ppm.

T T T | T T T | T T T T | T T T T
136.50 132.00 M
T | T T 1T | T LI | T T T T | T T T T | T T T T | T T | T T
M 62.20062.150 400 3350 16.50
T T T | T T T T | T T T
130.00 12950 ‘
L |

T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |

ppm 200 150 100 50 0

Abbildung 6.334: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 162.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl5):!#°%*

5 = 136.4 (d, °Jsp = 3.8 Hz, C-4), 132.0 (d, 2Jsp = 9.2 Hz, C-1), 130.2 (d, “Jsp
6.6 Hz, C-3), 129.2 (d, ®Jop = 3.1 Hz, C-2), 62.2 (d, 2Jap = 6.8 Hz, C-a), 33.5 (d, "Jap
138.2 Hz, C-a), 33.2 (s, C-5), 16.4 (d, *Jpp = 6.0 Hz, C-b) ppm.
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Abbildung 6.335: HMQC (500 MHz, CDCls), 162.
J L
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Abbildung 6.336: *'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl;), 162.

31p-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl5):[#*"
0 =27.2 (s) ppm.

Versuch 97:

(2-Ethoxy-2-oxoethyl)triphenylphosphonium-chlorid

(169)

Zu 131 g (500 mmol) Triphenylphosphin (98)
in 750 ml
(532 mmol) Chloresigsaureethylacetat (170)

Diethylether werden 75.0 ml

getropft. Die Losung wird 90 min zum Ruck-
fluss erhitzt.

Die abgekuhlte Lésung wird 3 d stehen ge-
Feststoff 169 wird

lassen. Ausfallender

abfiltriert.

169




Experimentalteil — Synthese 633

szszClOzP (M = 384.84 g/mol)

Ausbeute: 61.5 g (160 mmol, 32 %) 169

MJ\UUMM

7950 7.900 7.850 7.800 7.750 7.700 7.650 5.800 4.050 1.1001.050

‘ T T T T | T T T |
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.337: "H-NMR (500 MHz, CDCl5), 169.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): ['?]

0 =791-7.97 (m, 6 H, C-Teil von [AC]2B, H-b), 7.74 — 7.80 (m, 3 H, B-Teil von
[AC]:B, H-d), 7.64 — 7.70 (m, 6 H, A-Teil von [AC].B, H-c), 5.79 (d, 2 H, ?Jip = 13.8
Hz, H-1), 4.03 (q, 2 H, 3Ja4 = 7.1 Hz, H-3), 1.07 (t, 3 H, 3J43 = 7.1 Hz, H-4) ppm.

Versuch 98: (2-Ethoxy-2-oxoethyl)triphenylphosphonium-chlorid
(169)

Zu 131 g (500 mmol) Triphenylphosphin (98)
in 750 ml Ethylacetat werden 75.0 ml

1 CI (532 mmol) Chloresigsaureethylacetat (170)
5 P* getropft. Die Lésung wird 90 min zum Riick-
0‘<7 a fluss erhitzt. Das L&sungsmittel wird unter
4 J?) O b vermindertem Druck auf die Halfte eingeengt.
Die Lésung wird 12 h bei Raumtemperatur

169 c

d gerihrt. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert.
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szszClOzP (M = 384.84 g/mol)

Ausbeute: 103 g (269 mmol, 54 %) 169

7.950 7.900 7.850 7.800 7.750 7.700 7.650 5.800 4. 050 1. 100 1. 050

N [ l l i

| T T T
ppm 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.338: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 169.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): ['?°

5 = 7.90 — 8.00 (m, 6 H, C-Teil von [AC];B, H-b), 7.75 — 7.81 (m, 3 H, B-Teil von
[AC],B, H-d), 7.64 — 7.71 (m, 6 H, A-Teil von [AC]:B, H-c), 5.78 (d, 2 H, %Jsp =
13.9 Hz, H-1), 4.03 (q, 2 H, 3J34 = 7.1 Hz, H-3), 1.07 (t, 3 H, ®J43 = 7.1 Hz, H-4) ppm.

Versuch 99: all-trans-Ethyl-5-phenylpenta-2,4-dienoat (168)

Zu einer Suspension aus 502 mg
f (12.6 mmol) 60%iges Natriumhydrid
g in Tetrahydrofuran, p. a. werden por-

tionsweise 5.00 g (11.6 mmol) (2-

Ethoxy-2-oxoethyl)triphenyphospho-
nium-bromid (172) zugegeben. Die Reaktionslésung wird 3 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Eine L6ésung von 1.52 g (11.5 mmol) Zimtaldehyd (164) in 20 ml Tetrahydro-
furan, p. a. werden zugetropft.

Nach 12 h Ridhren bei Raumtemperatur ist die Reaktionslésung noch triibe. Eine
Dunnschichtchromatogramm mit Hexan/Ethylacetat (95:5) als Laufmittel zeigt, dass
nur ein geringer Stoffumsatz stattgefunden hat. Es werden daher 30 ml Methylen-

chlorid, p. a. zugegeben und die Reaktionsmischung 7 h zum Ruckfluss erhitzt.
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Ausgefallenes Triphenylphosphoniumoxid (239) wird abfiltriert. Die Lésung wird unter
vermindertem Druck auf ein Drittel eingeengt und mit 50 ml Diethylether versetzt. Die
Lésung wird zweimal mit je 50 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die organische
Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ld&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt 168 wird saulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Hexan/-

Ethylacetat (95:5) als Laufmittel aufgereinigt.

C13H1402 (M =202.25 g/mol)

Ausbeute: 1.57 g (7.76 mmol, 67 %) 168

|

JJLLM Mi 7400 7.350 7300
......... e

6.900 6. 850 6. DDD 5. 950 4. 250 4. 200 1 350 1 300 L

D‘ J h J A
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PPmM

Abbildung 6.339: "H-NMR (500 MHz, CDCl,), 168.

'H-NMR (500 MHz, CDCl5):[#°% 23l

5 =7.45 (dd, 1 H, 3Jeg = 15.4 Hz, 3Js = 8.6 Hz, H-c), 7.44 — 7.48 (m, 2 H, C-Teil
eines [BC],A-Systems, H-2), 7.38 — 7.33 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-Systems, H-3),
7.33 - 7.28 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-4), 6.90 (d, 1 H, 3J., = 15.4 Hz,
H-a), 6.86 (dd, 1 H, *Jpa = 15.4 Hz, 3J,. = 8.8 Hz, H-b), 5.99 (d, 1 H, 3J4 = 15.3 Hz,
H-d), 4.23 (q, 2 H, 3Jig = 7.1 Hz, H-f), 1.31 (t, 3 H, *Jg = 7.1 Hz, H-g) ppm.
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PPmM

Abbildung 6.340: *C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 168.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl5):#>%*

5 = 167.0 (s, C-e), 144.5 (s, C-c), 140.4 (s, C-a), 136.0 (s, C-1), 129.0 (s, C-4),
128.8 (s, C-3), 127.2 (s, C-2), 126.2 (s, C-b), 121.3 (s, C-d), 60.3 (s, C-f), 14.3 (s,
C-g) ppm.

—_——
o 1250 o
[ 130.0 [ 50
———
1350
. L 100
=f (1400 .
S L - ppm
] | | I | | | | |
.80 .00 80 70 6.0 50 40 30 20 1.0 0.0
ppPmM
Abbildung 6.341: HMBC (500 MHz, CDCl;), 168.
— 1 T T T ]
ppm 200 100 0 -100 -200

Abbildung 6.342: *'P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCls), 168.

3P-{"H}-NMR (81 MHz, CDCl5):1%°3 254
0 = 33.56 (s) ppm.
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GC:
m/z = 203 (M*+1, 3 %), 202 (M*, 21 %), 157 (M-OEt, 20 %), 129 (M-COOEt, 100 %),
115 (7 %), 102 (6 %), 91 (3 %), 77 (8 %), 64 (7 %), 51 (7 %).

100
80
60
40-

Transmission/%
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0 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl/cm™

Abbildung 6.343: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 168.

IR (KBr):2>4
vV = 2982 (Aryl-H Valenzschwingung), 1709 (C=0O Valenzschwingung), 1626 und
1449 (C=C Valenzschwingung), 1240 und 1178 (Ester 8asym), 756 und 691

(mono-substituierter Aromat) cm™.

Versuch 100: Ethyl-5-phenylpenta-2.4-dienoat (168) (Mischung von
cis/trans-lsomeren) ['**

17.2 g (40.1 mmol) (2-Ethoxy-2-oxo-
ethytriphenylphosphonium-bromid

(172), 5.30 g (40.1 mmol) Zimtalde-
hyd (164), 150 ml 2 M Natriumcarbo-

natlésung und 150 ml eines Hexan/-

Diethylether-Lésungsmittelgemischs im Verhdltnis 95:5 werden in einem Kolben
mittels Ultraschallbad zur Reaktion gebracht. Nach 150 min werden 50 ml Ethyl-
acetat zugegeben und weitere 70 min beschallt.
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Die Reaktionsmischung wird 12 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Ausgefalle-
ner Feststoff wird abfiltriert. Die organische Phase wird abgetrennt und das Lésungs-
mittelgemisch unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 168 wird in Ethyl-
acetat aufgenommen. Uberschissiger Zimtaldehyd (164) wird durch Rihren mit
einer gesattigten wassrigen Natriumbisulfitidsung entfernt. Nach 12 h bei Raumtem-
peratur wird die organische Phase abgetrennt und tGber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Man erhalt Ethyl-5-
phenylpenta-2,4-dienoat (168) als cis/frans-Isomerengemisch in Form eines gelben
Ols.

C13H1402 (M = 202.25 g/mol)

Ausbeute: 6.42 g (31.7 mmol, 79 %) 168

JLJULJM,UM

6900 6850 6000 5950 4250 4200 1350 1300
7450 7.400 7.350 7.300 h ) A
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15.0 10.0 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.344: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), 168.

"H-NMR (500 MHz, CDCls):[126 252. 253}«

5 = 7.44 — 7.47 (m, 2 H, C-Teil eines [BC,A-Systems, H-2), 7.44 (ddd, 1 H, 3Jcq =
15.1 Hz, *Jo, = 8.6 Hz, *Jca = 1.7 Hz, H-c), 7.37 — 7.32 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-
Systems, H-3), 7.32 — 7.27 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-4), 6.90 (d, 1 H,
3Jap = 14.9 Hz, H-a), 6.86 (dd, 1 H, *Jpa = 15.6 Hz, 3J,c = 8.6 Hz, H-b), 5.99 (d, 1 H,
3Jac = 15.3 Hz, H-d), 4.22 (q, 2 H, ®Jig = 7.1 Hz, H-f), 1.31 (t, 3 H, °J¢ = 7.1 Hz, H-)
ppm.
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Abbildung 6.345: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 168.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCls):1%*3*

5 = 167.1 (s, C-e), 144.5 (s, C-c), 140.4 (s, C-a), 136.0 (s, C-1), 129.0 (s, C-4),
128.8 (s, C-3), 127.2 (s, C-2), 126.2 (s, C-b), 121.3 (s, C-d), 60.3 (s, C-f), 14.3 (s,
C-g) ppm.
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Abbildung 6.346: HMQC (500 MHz, CDCl3), 168.

GCMS:
miz = 202 (M*, 16 %), 157 (M-OEt, 17 %), 129 (M-COOEt, 100 %), 115 (6 %), 102
(6 %), 77 (8 %), 64 (8 %), 51 (7 %).
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Abbildung 6.347: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 168.

IR (KBr):[253, 254]%
vV = 2983 (Aryl-H Valenzschwingung), 1713 (C=0 Valenzschwingung), 1626 und

1449 (C=C Valenzschwingung), 1241 und 1178 (Ester Oasym), 756 und 692
(mono-substituierter Aromat) cm™.

Versuch 101: Ethyl-5-phenylpenta-2,4-dienoat (168) (Mischung von
)[126]#

cis/trans-lsomeren

8.58 g (20.0 mmol) (2-Ethoxy-2-oxo-
ethytriphenylphosphonium-bromid

(172), 2.64 g (19.7 mmol) Zimtalde-
hyd (164), 80 ml 3 M Natriumcarbo- 3 NP

natldsung und je 100 ml eines

4 C\ d
Hexan/Diethylether-Lésungsmittel-
gemischs im Verhdltnis 1:1 werden o o
in einem Kolben mittels Ultraschall-
168 f

bad zur Reaktion gebracht. Nach 6 h
wird die wassrige Phase abgetrennt.
Die organische Phase wird mit 100 ml gesattigter Natriumbisulfitldsung versetzt und
12 h gerlhrt. Ausgefallenes Bisulfit-Aldehyd-Addukt wird abfiltriert und die wéssrige

Phase abgetrennt. Die organische Phase wird Gber Magnesiumsulfat getrocknet.
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Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 168 wird
saulenchromatographisch an Kieselgel 60 mit Hexan/Diethylether 95:5 als Laufmittel
aufgereinigt. Man erhalt Ethyl-5-phenylpenta-2,4-dienoat (168) als cis/trans-
Isomerengemisch in Form eines gelben Ols.

C13H1402 (M = 202.25 g/mol)

Ausbeute: 2.30 g (11.4 mmol, 58 %) 168

oo J0

6.900 6.850 6.800 6.750 6.000 5.750 5.700 j]U[iﬂ‘
| T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T | T T T T | T
7.500 7.450 7.400 7.350 7.300 1.350 1.300

o 8.1l5f]lllI II | | ul M ]‘H ll | Il ) JL

T | T
ppm 12.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.348: "H-NMR (500 MHz, CDCl;), 186.

'H-NMR (500 MHz, CDCl5):!'%: 2%l

All-trans-lsomer 168:

5 = 7.45 — 7.48 (m, 2 H, C-Teil eines [BC],A-Systems, H-2), 7.45 (ddd, 1 H, *Jeq =
15.2 Hz, *Jo, = 8.6 Hz, *Jca = 1.4 Hz, H-c), 7.32 — 7.37 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-
Systems, H-3), 7.27 — 7.32 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-4), 6.91 (d, 1 H,
3Jap = 15.9 Hz, H-a), 6.87 (dd, 1 H, *Jpa = 15.7 Hz, 3Juc = 9.1 Hz, H-b), 5.99 (d, 1 H,
%Jac = 15.3 Hz, H-d), 4.23 (q, 2 H, ®Jig = 7.1 Hz, H-f), 1.32 (t, 3 H, °J¢¢ = 7.4 Hz, H-)
ppm.
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2E,4Z-1somer 168:

5 =28.15(ddd, 1 H, 3Jeq = 15.7 Hz, 3Jo, = 11.4 Hz, *Jca = 1.0 Hz, H-c), 7.50 — 7.54 (m,
2 H, C-Teil eines [BC],A-Systems, H-2), 7.34 — 7.38 (m, 2 H, B-Teil eines [BC],A-
Systems, H-3), 7.30 — 7.33 (m, 1 H, A-Teil eines [BC],A-Systems, H-4), 6.82 (d, 1 H,
3Jgc = 15.7 Hz, H-d), 6.74 (ddd, 1 H, 3Jpa = 11.3 Hz, 3Juc = 11.3 Hz, %Jpq = 0.6 Hz, H-
b), 5.72 (d, 1 H, *Jap = 11.2 Hz, H-a), 4.23 (q, 2 H, ®Jtg = 7.1 Hz, H-f), 1.33 (t, 3 H, *Jg
=7.4 Hz, H-g) ppm.

Versuch 102: Ethyl-5-phenylpenta-2,4-dienoat (168) (Mischung von
[126]#

cis/trans-lsomeren)

8.57 g (20.0 mmol) (2-Ethoxy-2-oxo-
ethyl)triphenylphosphonium-bromid

(172), 2.63 g (19.6 mmol) Zimtalde-
hyd (164), 80 ml 3 M Natriumcarbo- 168

natlésung und je 100 ml eines Hexan/Ethylacetat-Lésungsmittelgemischs im Verhalt-

nis 1:1 werden in einem Kolben mittels Ultraschallbad zur Reaktion gebracht. Nach
100 min wird die wassrige Phase abgetrennt.

Die organische Phase wird mit 100 ml geséattigter Natriumbisulfitlésung versetzt und
12 h gerthrt. Ausgefallenes Bisulfit-Aldehyd-Addukt wird abfiltriert und die wassrige
Phase abgetrennt. Die organische Phase wird Giber Magnesiumsulfat getrocknet.

Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird mit
75 ml Diethylether versetzt. Unldsliches Triphenylphosphinoxid wird abfiltrert. Die
Lésung wird Uber Kieselgel 60 mit Diethylether filtriert. Man erhalt Ethyl-5-phenyl-

penta-2,4-dienoat (168) als cis/trans-lsomerengemisch in Form eines gelben Ols.

C13H1402 (M =202.25 g/mol)

Ausbeute: 3.945 g (19.5 mmol, 99 %) 168

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen aus Versuch 101 Uberein.
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Versuch 103: 5-Phenylpenta-2,4-dien-1-ol (165)?°°*

100 ml einer 1 M Diisobutylaluminiumhydrid-

2 a c e
3 I OH; I6sung in Hexan werden auf — 5 °C abge-
b d
A kihlt. 975 mg (4.82 mmol) Ethyl-5-phenyl-
165 penta-2,4-dienoat (168) werden langsam

zugetropft. Man lasst die Lésung unter Rihren auf Raumtemperatur erwarmen.

Nach 12 h wird das Reaktionsgemisch auf viel Eis gegossen. Der dickflissigen
Mischung werden 2 Loffel L(+)-Weinsdure zugesetzt, um das komplexierte Alumini-
um aus dem Alkohol 165 zu verdrédngen. Die Reaktionsmischung wird mit zweimal
mit je 200 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
abgetrennt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Man erhalt das Produkt 165 als Mischung von

cis-/trans-lsomeren.

C11H120 (M = 160.21 g/mol)

Ausbeute: 715 mg (4.46 mmol, 93 %) 165 Lit: 95 % [2°°!
LI | TTTT | TTTT | T T 1T | TTT
6. 900 6. 850 6. 800 6. 650 6. 600 6. 550 6. 500 6 450 6 400 6.050 6.000 5.9505.900

M IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
4.300 4.2504.200 4.150

7.500 7.450 7400 7.350 7.300 7.250

' | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
ppm 15.0 10.0 5.0 0.0

Abbildung 6.349: "H-NMR (200 MHz, CDCl5), 165.
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1H_NMR (200 MHZ, CDCI3):[122, 256]%

5 = 7.00 — 7.40 (m, 5H, H-2, H-3 und H-4), 6.85 (ddd, 1 H, *Jpa = 15.5 Hz, 3Jpc =
10.5 Hz, “Jpg = 2.2 Hz, H-b), 6.61 (d, 1 H, 3Ja, = 15.8 Hz, H-a), 6.40 — 6.57 (m, 1 H,
H-c), 5.99 (dt, 1 H, 3Jec = 16.6Hz, 3Jge = 6.2 Hz H-d), 4.30 (dd, 2 H, 3Jeq = 5.8 Hz, 3Jec
= 1.3 Hz, H-e%), 4.16 (dd, 2 H, 3Jeq = 6.2 Hz, *Jec = 1.1 Hz, H-€’) ppm.

*und ’ kennzeichnen unterschiedliche Isomere.

GCMS:

Isomer 1@T = 12.6 min
m/z = 159 (M*-1, 7 %), 158 (68 %), 142 (4 %)129 (M*-CH,-OH, 100 %), 115
(39 %), 102 (14 %), 91 (8 %), 77 (24 %)

Isomer 2@T = 12.9 min
m/z = 160 (M*, 7 %), 158 (15 %), 142 (23 %)129 (M*-CH,-OH, 81 %), 115
(50 %), 104 (100 %), 91 (67 %), 77 (29 %)

Versuch 104 (Cyanomethyl)triphenylphosphonium-chlorid

(175) [2571#

In 500 ml Nitromethan werden 11.0 g (14.6 mmol)
Chloracetonitril (176) und 40.1 g (15.3 mmol) Tri-
phenylphosphin (98) gelést und 6 h zum Ruckfluss

CGIL) . erhitzt.
< > P b Ausgefallener Feststoff wird abfiltriert und mit Diethyl-
1 N

N ether gewaschen. Das Produkt 175 wird unter vermin-

dertem Druck getrocknet.

175

CaoH+7CINP (M = 337.78 g/mol)

Ausbeute: 32.9 g (97.4 mmol, 67 %)
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Abbildung 6.350: '"H-NMR (500 MHz, DMSO-de), 175.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):2°®

0 =7.96 —8.04 (m, 3 H, C-Teil des [AB].C-Systems, H-4), 7.81 - 7.93 (m, 12 H, A-
und B-Teil des [AB],C-Systems, H-2 und H-3), 5.96 (d, 2 H, 3J.p = 15.7 Hz, H-a)

ppm.

ppm 200 100 0 -100 -200

Abbildung 6.351: *'P-{"H}-NMR (202 MHz, DMSO), 175.

31P-{'H}-NMR (202 MHz, DMSO-d):
5 =22.5 (s) ppm.
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Abbildung 6.352: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 175.
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IR (KBr):
vV = 3057 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2674 (C-H-Valenzschwingung), 2248 (C=N-
Valenzschwingung), 1587 (C=C-Valenzschwingung), 1437 (P-Phenyl-Schwingung),

754 und 689 (C=C-Valenzschwingung eines monosubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 105: (Cyanomethyl)triphenylphosphonium-chlorid
(1 75)[259]#

In 750 ml Benzol werden 40.93 g (544.1 mmol) Chlor-
acetonitril (176) und 142.7 g (542.1 mmol) Triphenyl-

eCI phosphin (98) gelést und 35 h zum Ruckfluss erhitzt.
) a Ausgefallener Feststoff wird abfiltriert und mit Diethyl-
P b
] NN ether gewaschen. Das Produkt 175 wird unter vermin-
2 dertem Druck getrocknet.
3
4 Con17C|NP (M = 337.78 g/mol)
175
Ausbeute: 114.8 g (339.9 mmol, 63 %) 175 Lit: 90 %[**°!
T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T 1T | T 1T I.
8.000 7.950 7.900 7.850 6.200
1 ] L |
A L L L L
ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.353: "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢), 175.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 2%

5 =7.94 -8.02 (m, 3 H, C-Teil des [AB],C-Systems, H-4), 7.88 - 7.94 (m, 6 H, B-Teil
des [AB],C-Systems, H-2), 7.82 - 7.88 (m, 6 H, A-Teil des [AB],C-Systems, H-3),
6.19 (d, 2 H, *Jap = 16.0 Hz, H-a) ppm.

T T | 1T T T | T T T | T TT I| UL | T 1T | LI | LI | T T | T T | T
135.900 135.850 130.60 130.50 13040 116.50 116.00 113.00
T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T LI | L | T L |
| “ 133.800133.750133.700133.650 J 14.50 14.00 l
LA 1 J
T T T T | T T T T | T T T T |
ppm 100 50 0

Abbildung 6.354: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), 175.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):

5 = 135.9 (d, °Jsp = 3.0 Hz, C-4), 133.7 (d, %Jop = 10.9 Hz, C-2), 130.4 (d, 3Jsp =
13.2 Hz, C-3), 116.3 (d, "J1p = 88.6 Hz, C-1), 112.9 (d, 2Jpp = 9.2 Hz, C-b), 14.3 (d,
'Jap = 55.0 Hz, C-a) ppm.

I} i - -
/f;“&\H i - =
A0 —130.0 90

fj;/fl : ‘ :

L . . = —100

,@\ L - C
:}z} - : — 150
L | T 7T T | T : - Epp)m
800 750 T 1T | T 1T | T TT | T 1T | L | L | LI | LI | LI | LI
80 70 60 50 40 30 20 10 00
pPm

Abbildung 6.355: HMQC (*H-'*C, 500 MHz, DMSO-de), 175.
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Abbildung 6.356: *'"P{'"H}-NMR (202 MHz, DMSO-dg), 175.

¥P-{'H}-NMR (202 MHz, DMSO-ds):
0 =225 (s) ppm.
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Abbildung 6.357: IR-Spektrum (KBr-Pressling), 175.

IR (KBr):

v = 3057 (Aryl-H-Valenzschwingung), 2673 (C-H-Valenzschwingung), 2229 (C=N-
Valenzschwingung), 1587 (C=C-Valenzschwingung), 1437 (P-Phenyl-Schwingung),
754 und 688 (C=C-Valenzschwingung eines monosubstituierten Aromaten) cm™.

Versuch 106: 5-Phenylpenta-2,4-diennitril (174)

15.2 g (45.0 mmol) (Cyanomethyl)triphe-
nylphosphonium-chlorid (175) werden in
100 ml abs. Tetrahydrofuran vorgelegt.
1.85 g (46.3 mmol) 60%iges Natrium-
hydrid werden portionsweise zugegeben.
Die Suspension wird 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. 6.10 g (46.2 mmol)
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Zimtaldehyd (164) in 50 ml abs. Tetrahydrofuran werden zugetropft. Nach 7 d wird
die Reaktionslésung mit destilliertem Wasser hydrolysiert. Zur Phasentrennung
werden 150 ml Diethylether zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt und
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck eingeengt. Das verdinnte Rohprodukt
174 wird mit gesattigter Natriumbisulfitidsung gerthrt. Nach 10 d wird ausgefallener
Feststoff abfiltriert. Die organische Phase wird abgetrennt und Gber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Rick-
stand wird s&ulenchromatographisch Uber Kieselgel 60 aufgereinigt mit einer
Lésungsmittelmischung von Hexan und Ethylacetat im Verhéltnis 4:1. Man erhalt 5-
Phenylpenta-2,4-diennitril (174) als (2E, 4E)- und (2Z, 4E)-Isomerengemisch.

C11HgN (M = 155.20 g/mol)

Ausbeute: 1.43 g (9.21 mmol, 20 %) 174

a C
3 1 \ \ d
b

N

I
N
(2E, 4E)-5-Phenylpenta-2,4-diennitril (2Z, 4E)- 5-Phenylpenta-2,4-diennitril

Aus den "H-NMR-spektroskopischen Daten wurde ein Verhéltnis von 54 % (2E, 4E)-
und 46 % (2Z, 4E)-Isomer von 174 bestimmt.
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Abbildung 6.358: "H-NMR (500 MHz, CDCI3), 174 als Mischung des (2E,4E)- und des (2Z,4E)-
Isomers.

"H-NMR (500 MHz, CDCl,):

(2E, 4E)-Isomer 1741260 2611

5 =7.42 - 7.45 (m, 2 H, C-Teil eines [AC];B-Systems, H-2), 7.30 — 7.42 (m, 3 H, A-
und B-Teil eines [BC],A-Systems, H-4 und H-3), 7.11 (dd, 1 H, ®Je = 10.0 Hz, 3Jeq =
15.9 Hz, H-c), 6.85 (d, 1 H, *Ja, = 15.6 Hz, H-a), 6.79 (dd, 1 H, 3Jyc = 10.1 Hz, 3Jpa =
15.5 Hz, H-b), 5.40 (d, 1 H, *J4 = 15.8 Hz, H-d) ppm.

(2Z, 4E)-lsomer 174200-262]

0=747-7.51 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-2), 7.30 — 7.42 (m, 3 H, A-
und B-Teil eines [BC],A-Systems, H-4 und H-3), 7.21 (dd, 1 H, 3Jpc = 11.2 Hz, 3Jpa =
15.5 Hz, H-b), 6.95 (dd, 1 H, ®Je, = 10.9 Hz, 3Jeg = 10.9 Hz, H-c), 6.90 (d, 1 H, *Jap =
15.6 Hz, H-a), 5.22 (d, 1 H, 3J4. = 10.7 Hz, H-d) ppm.
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Abbildung 6.359: COSY-NMR ('H-'H, 500 MHz, CDCl;),174 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

| N Il “ ! H |
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150 100 50 0
ppm

Abbildung 6.360: "*C-{"H}-NMR (125 MHz, CDCl;), 174 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

3C-{'H}-NMR (125 MHz, CDCl5):1?*”!

(2E, 4E)-Isomer 174:

5 =150.3 (s, C-c), 141.3 (s, C-a), 135.3 (s, C-1), 129.6 (s, C-4), 128.9 (s, C-3), 127.4
(s, C2), 125.4 (s, C-b), 118.3 (s, C-e), 98.2 (s, C-d) ppm.

(2Z, 4E)-1somer 174:
0 =149.2 (s, C-c), 141.7 (s, C-a), 135.3 (s, C-1), 129.7 (s, C-4), 128.9 (s, C-3), 127.6
(s, C2),124 .1 (s, C-b), 116.7 (s, C-e), 96.5 (s, C-d) ppm.
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Abbildung 6.361: HMQC ('H-"*C, 500 MHz, CDCl;), 174 als Mischung des cis- und des trans-

Isomers.

El (70 eV):
miz = 155 (M*, 100 %), 154 (M*-1, 78 %), 140 (26 %), 128 (25 %), 127 (29 %), 115
(35 %), 77 (12 %).

Versuch 107: 5-Phenylpenta-2.4-diennitril (174)

50 g (150 mmol) (Cyanomethyl)triphenyl-
phosphonium-chlorid (175) werden in

200 ml abs. Tetrahydrofuran unter Luft-

ausschluss auf 0 °C abgeklhlt. Unter
Ruhren werden 6.0 g (150 mmol) 60%iges Natriumhydrid portionswiese zugegeben.
Die Reaktionssuspension wird 8 h bei 0 °C gerthrt. 20 g (150 mmol) Zimtaldehyd
(164) in 50 ml abs. Tetrahydrofuran werden langsam zugetropft. Nach 12 h bei
Raumtemperatur werden weitere 1.1 g (30 mmol) 60%iges Natriumhydrid zuge-
geben. Nach 12-tatigem Rihren wird die Reaktionslédsung auf 0 °C abgekihlt und mit
destilliertem Wasser hydrolysiert.
Zur Phasentrennung werden 600 ml Diethylether zugegeben. Die organische Phase
wird abgetrennt und Uber Kieselgel 60 filtriert. Das L&ésungsmittel wird unter vermin-
dertem Druck eingeengt. Das verdinnte Rohprodukt 174 wird mit gesattigter

Natriumbisulfitibsung gerthrt. Nach 3 h wird ausgefallener Feststoff abfiltriert. Die
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organische Phase wird abgetrennt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.

Der Ruickstand wird sdulenchromatographisch Uber Kieselgel 60 aufgereinigt mit
einer Lésungsmittelmischung von Hexan und Ethylacetat im Verhaltnis 4:1. Man
erhalt 5-Phenylpenta-2,4-diennitril (174) als (2E, 4E)- und (2Z, 4E)-lsomeren-

gemisch.

C11HsN (M = 155.20 g/mol)

Ausbeute: 8.17 g (52.6 mmol, 35 %) 174

2 a c
3 1 \ X g
b
‘ I
(2E, 4E)-5-Phenylpenta-2,4-diennitril (2Z, 4E)- 5-Phenylpenta-2,4-diennitril

Aus den "H-NMR-spektroskopischen Daten wurde ein Verhéltnis von 62 % (2E, 4E)-
und 38 % (2Z, 4E)-Isomer von 174 bestimmt.

| T TT | T 1T | T T 1T | LI | T 1T T T | 1T 1T | T 1T T | T T T
7500 7.450 7.400 7.350 7.250 7.200 7.150
T T | T T | T T T | T L | T T T | T 1T | T TT | T | T TT | T TTT
7.000 6950 6900 6850 6.800 5450 5.250
e L F L EL L I AL L B L
ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.362: 'H-NMR (500 MHz, CDCls;), 174 als Mischung des cis- und des trans-lsomers.
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"H-NMR (500 MHz, CDCls):

(2E, 4E)-Isomer 174250 2671

0 =7.44 -7.48 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-2), 7.29 — 7.41 (m, 3 H, A-
und B-Teil eines [BC],A-Systems, H-4 und H-3), 7.16 (dd, 1 H, *Je = 10.4 Hz, 3Jg =
15.9 Hz, H-c), 6.89 (d, 1 H, *Ja, = 15.6 Hz, H-a), 6.82 (dd, 1 H, 3Jyc = 10.4 Hz, Jpa =
15.6 Hz, H-b), 5.44 (d, 1 H, *J4 = 15.8 Hz, H-d) ppm.

(2Z, 4E)-lsomer 174200-2621x.

0 =7.50-7.54 (m, 2 H, C-Teil eines [AC],B-Systems, H-2), 7.29 — 7.41 (m, 3 H, A-
und B-Teil eines [BC],A-Systems, H-4 und H-3), 7.23 (dd, 1 H, Jpc = 11.2 Hz, 3Jpa =
15.5 Hz, H-b), 6.97 (dd, 1 H, *Je = 10.9 Hz, *Jeg = 10.9 Hz, H-c), 6.93 (d, 1 H, *Ja =
15.5 Hz, H-a), 5.26 (d, 1 H, 3Jg. = 10.7 Hz, H-d) ppm.

Versuch 108: 4-(tert-Butoxycarbonylamino)buttersiure (178)!"% *'#

9
4.19 g (40.6 mmol) y-Aminobutter-
_ HO! 3 5 7 8
saure (177) in 80 ml 0.5 N Natron-
lauge und 80 ml 1,4-Dioxan werden 2 4 6
178
9.78 g (44.8 mmol) Di-tert-Butyldicarbonat (149) gelést in 50 ml 1,4-Dioxan

zugetropft. Nach 30 min wird das Eisbad entfernt. Das Reaktionsgemisch wird 15 h

auf 5 °C abgekunhlt. Langsam werden

bei Raumtemperatur gerthrt.

Unter vermindertem Druck wird die Lésung auf 25 ml eingeengt und mit verdinnter
Salzsaure langsam auf pH 2 gebracht. Wahrendessen wird dreimal mit je 50 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 100 ml
Wasser gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird

unter vermindertem Druck entfernt.
CgH17NO4 (M = 203.24 g/mol)

Ausbeute: 5.76 g (28.3 mmol, 70 %) 178 Lit: 85 %!""
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Abbildung 6.363: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), 178.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):"*"

5 =12.01 (bs, 1 H, H-1), 6.80 (t, 0.9 H, 3Jes = 5.2 Hz, cis-Amid, H-6), 6.43 (bs, 0.1 H,
trans-Amid, H-6), 2.91 (dt, 2 H, 3Jss = 6.3 Hz, 3Jss = 6.7 Hz, H-5), 2.18 (t, 2 H, 3Ja4 =
7.4 Hz, H-3), 1.58 (tt, 2 H, 3J43 = 7.2 Hz, 3J45 = 7.2 Hz, H-4), 1.36 (s, 9 H, H-9) ppm.

— Ll
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Abbildung 6.364:"*C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg), 178.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): "
5=174.2 (s, C-2), 155.6 (s, C-7), 77.4 (s, C-8), 39.2 (s, C-5), 30.9 (s, C-3), 28.2 (s,
C-9), 24.9 (s, C-4) ppm.
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Abbildung 6.365: HMQC (*H-"*C, 500 MHz, DMSO-dg),178.

Versuch 109: [4-(Phenyldiazenyl)benzyl]-[4-(tert-butoxycarbonyl-
amino)]butanoat (AB17)?%*

f N
AB17 e h H
J

240 mg (1.18 mmol) 4-(tert-Butoxycarbonylamino)buttersaure (178), 300 mg (1.09
mmol) 4-(Brommethyl)azobenzol (AB15) und 163 mg (1.07 mmol) 1,8-Diaza-
bicyclo[5.4.0Jundec-2-en werden in 60 ml Benzol 3 h zum RUckfluss erhitzt.
Ausgefallener Feststoff wird aus der abgekihlten Lésung abfiltriert. Die Lésung wird
zweimal mit je 100 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Das gewonnene Produkt AB17 ist in Spuren mit der entschitzten Form
AB18 verunreinigt.

022H27N304 (M = 397.47 g/mol)

Ausbeute: 393 mg (0.989 mmol, 91 %) AB17
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Abbildung 6.366: UV-Vis-Spektrum von AB17in Methanol (c = 47.3 pmol/l, d =1 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 321 (11700 (/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.367: "H-NMR (200 MHz, CDCl;), AB17.

"H-NMR (200 MHz, CDCl,):

0 =7.80-7.90 (m, 4 H, B-Teil eines [AB]-Systems und C-Teil eines [BC]A-Systems,
H-b und H-2), 7.38 — 7.47 (m, 5 H, A-Teil eines [AB]-Systems und A- und B-Teil
eines [BC]A-Systems, H-c, H-3 und H-4), 7.19 (bs, 1 H, H-j), 5.12 (s, 2 H, H-e), 3.11
(m, 2 H, H-i), 2.37 (t, 2 H, ®Jgy = 7.4 Hz, H-g), 1.75 (tt, 2 H, 3Jng = 7.3 Hz, 3y =
7.0 Hz, H-h), 1.34 (s, 9 H, H-m) ppm.
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GCMS:
miz = 220 (M*-(Ph-N=N)-(t-Bu-0), 29 %), 205 (100 %), 145 (Ph-N=N-Ph-CH,, 12 %),
105 (Ph-N=N, 12 %), 58 (t-Bu, 72 %).

Versuch 110: {4-Oxo-4-[4-(Phenyldiazenyl)phenylmethoxylammo-
nium}-trifluoracetat (AB18-TFA)

3
4 2
1 b
e c CF,CO0°
AB18-TFA e W 3]

In 15 ml Methylenchlorid werden 100 mg (25 pmol) [4-(Phenyldiazenyl)benzyl]-[4-
(tert-butoxycarbonylamino)]butanoat (AB17) mit 6.3 ml (82 mmol) Trifluoressigséure
90 min bei Raumtemperatur gertihrt. Der Reaktionskontrolle erfolgt mittels HPLC.

Die Reaktionslésung wird mit je 25 ml Toluol und destilliertem Wasser versetzt. Die
organische Phase wird abgetrennt, dreimal mit 100 ml destilliertem Wasser gewa-
schen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter vermin-
dertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt AB18-TFA wird ohne weitere
Reinigung und Analytik direkt umgesetzt.

C17H19N302'CF3COOH (M =411.38 g/mol)

Ausbeute: 67 mg (160 umol, 65 %) AB18-TFA
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Versuch 111: {4-Oxo-4-[4-(Phenyldiazenyl)phenylmethoxylammo-
nium}-hydrochlorid (AB18-HCI)

3
4 2
b
1 ¢N a c
N o
g i Cl
d o ®
NH; .
AB18-HCI e h J

130 mg (330 pmol) [4-(Phenyldiazenyl)benzyl]-[4-(tert-butoxycarbonylamino)]butano-
at (AB17) werden in 10 ml abs. Diethylether gelést. Durch ein Septum werden mittels
Spritze 5 ml einer 2 M Lésung von Salzsaure in Diethylether (10 mmol) zugegeben.
Die L6sung wird 3 d bei Raumtemperatur geruhrt.

Ausfallender Feststoff wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und unter vermin-

dertem Druck getrocknet.

C17H19N302-HCI (M = 333.81 g/mol)

Ausbeute: 58 mg (170 ymol, 52 %) AB18-HCI

Das Produkt AB18-HCI wurde als cis-/frans-lsomerengemisch erhalten. Das Iso-

merenverhaltnis wurde aus dem Verhéltnis der "H-NMR Signalen von H-e bestimmt.

Es setzt sich aus 85 % trans- und 15 % cis-lsomer zusammen.

Abbildung 6.368: AB18-HCI als orange-beiger Feststoff.
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Abbildung 6.369: UV-Vis-Spektrum von AB18-HCI in Methanol (c = 51.3 ymol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 321 (27600 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.370: "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), AB18-HCI als Mischung des cis- und des frans-

Isomers.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds):

cis-4-(Phenyldiazenyl)benzyl 4-aminobutanoat (AB18-HCI):

5 =8.08 (bs, 2 H, H-j), 7.89 - 7.94 (m, 4 H, ***Jy = 8.3 Hz, H-b und H-2), 7.57 - 6.65
(m, 5 H, *°Jg = 8.3 Hz, H-c, H-3 und H-4), 5.22 (s, 2 H, H-e), 2.83 (t, *Jj, = 7.5 Hz,
H-i), 2.56 (t, 3Jgh =7.4 Hz, H-g), 1.83 - 1.92 (m, 2 H, H-h) ppm.

trans-4-(Phenyldiazenyl)benzyl 4-aminobutanoat (AB18-HCI):

5 =8.08 (bs, 2 H, H-j), 7.28 - 7.35 (m, 4 H, **J,, = 8.3 Hz, H-c und H-3), 7.15 - 7.21
(m, 1 H, H-4), 6.83 - 6.88 (M, 4 H, **°J,; = 8.2 Hz, H-b und H-2), 5.04 (s, 2 H, H-e),
2.76 -2.83 (m, 2 H, H-i), 2.34 (t, *Jgn = 7.3 Hz, H-g), 1.73 - 1.92 (m, 2 H, H-h) ppm.

...___A...L-x.M—-—-——J-.-N

200 150 100 50 0
PPmM

Abbildung 6.371:"*C-{'"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds), AB18-HCI als Mischung des cis- und des

trans-lsomers.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds):

trans-4-(Phenyldiazenyl)benzyl 4-aminobutanoat (AB18-HCI):

0 =172.0 (s, C-f), 151.8 und 151.4 (2 s, C-1 und C-a), 139.5 (s, C-d), 131.6 (s, C-4),
1294 (s, C-3), 128.7 (s, C-c), 122.5 und 122.5 (s, C-2), 122.5 (s, C-b), 64.9 (s, C-e),
37.9 (s, C-i), 30.2 (s, C-g), 22.3 (s, C-h) ppm.

cis-4-(Phenyldiazenyl)benzyl 4-aminobutanoat (AB18-HCI):
0 = 128.8 und 128.3 (2 s, C-3 und C-c), 120.0 und 119.7 (2 s, C-2 und C-b) ppm.

(Intensitat der Gbrigen Signale ist zu schwach, um im Spektrum erkannt zu werden.)
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Abbildung 6.372: HMQC (*H-"*C, 500 MHz, DMSO-d), AB18-HCI.
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Abbildung 6.373: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB18-HCI.

IR (KBr):

vV = 3023 (C-H Valenzschwingung im Aromaten), 2982 (N-H Valenzschwingung),
2936 und 2916 (C-H Valenzschwingung), 1738 (C=0 Valenzschwingung), 1607 (N-H
Deformationsschwingung), 1486 und 1466 (C-H Deformationsschwingung), 1190
(C-O Valenzschwingung), 837 (zwei H eines 1,4-substitutierten Aromaten), 761 und
687 (funf H eines monosubstituierten Aromaten), 721 (CH2 rocking Schwingung)

cm™.
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Versuch 112: tert-Butyl-N-(2-bromethyl)carbamat (180)""***

Bei 13 °C werden zu 5.00 g (24.4 mmol) 2-Ami-
9 noethylbromid-hydrobromid (179) in 50 ml 1,4-
Br\/z\N)“Loj<6 Dioxan 5.85 g (26.8.mmol) D.i-tert-butylcarbonat
1 3H (149) und 3.4 ml Triethylamin zugegeben. Man
180 entfernt die Kuhlung und lasst 2 Tage bei

Raumtemperatur rihren.
Der Feststoff des Reaktionsgemischs wird abfiltriert und in 100 ml Methylenchlorid
aufgenommen. Die organische Phase wird zweimal mit 50 ml destilliertem Wasser
gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im Vakuum
einer Drehschieberpumpe entfernt. Dieses Rohprodukt 180 enthalt noch Di-tert-butyl-

carbonat (149) und wird ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt.
C7H14BrNO2 (M = 224.10 g/mol)

Ausbeute: 2.35 g (10.5 mmol, max 43 %) 180 Lit: 97 %!
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Abbildung 6.374: "H-NMR (500 MHz, CDCls), 180.

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):['%3 *
5 =5.15 (bs, 1 H, H-3), 3.41 (dt, 2 H, 3J,3 = 5.1 Hz, 3J5; = 5.7 Hz, H-2), 3.34 (t, 2 H,
3J12 = 5.6 Hz, H-1), 1.34 (s, 9 H, H-6) ppm.
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Versuch 113: Methyl-4-({4-[3-(tert-butoxycarbonylamino)propoxy]-
phenylldiazenyl)-benzoat (AB19)

@ @ﬂ%

AB19

2.01 g (7.84 mmol) Methyl-4-[(4-hydroxyphenyl)diazenyl]-benzoat (AB07) und
409 mg (10.2 mmol) 60%iges Natriumhydrid werden in 30 ml abs. Tetrahydrofuran
0.5 h bei Raumtemperatur gerihrt. 1.87 g (7.85 mmol) tert-Butyl-3-brompropylcar-
bamat (157) in 20 ml abs. Tetrahydrofuran gelést werden zugegeben. Die Reaktions-
mischung wird 5 h zum RuUckfluss erhitzt. Nach dem Abklhlen wird die L&sung
vorsichtig mit 100 ml destilliertem Wasser versetzt. Dieser Ansatz wird dreimal mit je
100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfatgetrocknet. Das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt.

Die Reinigung des Rohprodukts AB19 erfolgt saulenchromatographisch Uber
Kieselgel 60 mit Diethylether/Hexan 1/1 als Laufmittel. Das Produkt eluiert als dritte

Fraktion nach dem Edukt und einem Nebenprodukt.

022H27N305 (M =413.47 g/mol)

Abbildung 6.375: AB19 als
gelber Feststoff.

Ausbeute: 208 mg (505 umol, 6 %) AB19
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40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20

1,04

0,8 -
0,6

Extinktion

04-
0.2-

0)0 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Wellenlange/nm

Abbildung 6.376: UV-Vis-Spektrum von AB19 in Methanol (c = 513 pmol/l, d =1 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (€max) = 340 (19400 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.377: "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), AB19.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d):

5 = 8.08-8.17 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, **°Js, = 8.6 Hz, H-3), 7.85-7.96
(m, 4 H, B-Teil eines [AB],-Systems und A-Teil eines [AB],-Systems, H-b und H-2),
7.07-7.18 (m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, **°J, = 9.0 Hz, H-c), 6.69 (bs, 1 H,
H-h), 4.09 (t, 2 H, *Jef = 6.1 Hz, H-e), 3.88 (s, 3 H, H-6), 3.11 (dt, 2 H, *J4 = 6.4 Hz,
3Jgh = 6.0 Hz, H-g), 1.75-2.05 (m, 2 H, H-f), 1.37 (s, 9 H, H-K) ppm.
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Ppm

Abbildung 6.378:"°C-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-d), AB19.

3¢-{"H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg):

5 =165.5 (s, C-5), 161.7 (s, C-d), 154.2 (s, C-1), 153.2 (s, C-i), 150.0 (s, C-a), 132.5
(s, C-4), 130.4 (s, C-3), 124.1 (s, C-b), 122.6 (s, C-2), 115.1 (s, C-c), 83.8 (s, C-j),
66.1 (s, C-e), 52.4 (s, C-6), 38.8 (s, C-g), 28.1 (s, C-f), 27.2 (s, C-k) ppm.
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Abbildung 6.379: HMQC ("H-"*C, 500 MHz, DMSO-d¢), AB19.
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Abbildung 6.380: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB19.
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IR (KBr):

vV = 3418 (N-H Valenzschwingung), 2926 (C-H Valenzschwingung), 2855 (O-CH3
Valenzschwingung), 1751 und 1718 (C=0 Valenzschwingung), 1603, 1593 und 1499
(C=C Valenzschwingung im Aromaten), 1436 (C-H Deformationsschwingung), 1371
(CH3 Deformationsschwingung), 1278 und 1142 (C-O asym. Valenzschwingung),
837 und 820 (zwei H eines 1,4-substitutierten Aromaten) cm™.

Versuch 114: (3-{4-[(4-Methoxycarbonyl)phenyldiazenyl]phenoxy}-

propylammonium)-trifluoracetat (AB20)

o) 3 2 o
4 1 N b c e f CF3COO
5 . ./ O\ @
6 —O N O g NH3 h
AB20

Unter Feuchtigkeitsausschluss werden 68 mg (170 umol) Methyl-4-({4-[3-(tert-bu-
toxycarbonylamino)propoxy]phenyl}diazenyl)benzoat (AB19) in 2 ml Methylenchlorid
zur Analyse gel6st. 6 Tropfen Trifluoressigsaure in 1 ml Methylenchlorid zur Analyse
werden zugegeben. Die Lésung wird 1 d bei Raumtemperatur gerthrt. Der Abnahme
des Edukts wird mit Hilfe von Diinnschichtchromatographie (Kieselgel 60; Hexan/D-
ethylether 1/1) beobachtet (R= 0.3). Das entstehende Produkt AB20 bleibt liegen
(R=0).

Nach vollstdndigem Umsatz des Edukts wird die Reaktionslésung auf 100 ml Diethyl-
ether gegeben. Ausfallender Feststoff wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und

unter vermindertem Druck getrocknet.

C17H19N303'CF3COOH (M =427.37 g/mol)

Ausbeute: 52 mg (120 umol, 72 %) AB20
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Abbildung 6.381: "H-NMR (500 MHz, Methanol-d4), AB20.

"H-NMR (500 MHz, Methanol-d,):

5 = 8.14-8.18 (m, 2 H, B-Teil des [AB],-Systems, **°J3, = 8.6 Hz, H-3), 7.94-7.98 (m,
2 H, B-Teil des [AB]>-Systems, 33 Jpe = 9.0 Hz, H-b), 7.90-7.94 (m, 2 H, A-Teil des
[AB]-Systems, **°Jy; = 8.6 Hz, H-2), 7.11-7.15 (m, 2 H, A-Teil des [AB]>-Systems,
33w = 9.0 Hz, H-c),4.24 (t, 2 H, 3Jer = 5.8 Hz, H-e), 3.94 (s, 3 H, H-6), 3.19 (bt, 2 H,
%Jng = 7.3 Hz, H-h), 2.20 (tt, 2 H, *J¢t = 5.9 Hz, ®Jgh = 7.2 Hz, H-g) ppm.

Versuch 115: 2-[4-(Phenyldiazenyl)benzyloxy]ethylamin (AB21)

4 1N b c

N\

N—2 d e 9—NH, h
OI

f AB21

61 mg (1.0 mmol) 2-Aminoethanol (181) und 43 mg (1.1 mmol) 60%iges Natrium-
hydrid in 2.5 ml abs. Tetrahydrofuran werden 45 min zu Ruckfluss erhitzt. In 2 ml
abs. Tetrahydrofuran werden 250 mg (0.91 mmol) 4-(Brommethyl)azobenzol (AB15)
geldst und zur Reaktionsmischung hinzu gegeben. Man erhitzt weitere 2 h zum
Ruckfluss.

Nach dem Abkuhlen werden 2 Tropfen Wasser der Lésung zugesetzt, um noch vor-
handenes Natriumhydrid zu hydrolysieren. Das Wasser wird anschliefend durch
Filtration der Reaktionslésung Uber Magnesiumsulfat entfernt. Die Lésung wird Gber
Nacht bei 5 °C gelagert. Es féllt ein goldfarbener Feststoff aus, welcher abfiltriert

wird.
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C152H17N301 (M = 255.31 g/mol)
Ausbeute: 96 mg (380 umol, 41 %) AB21
Das Produkt AB21 wurde als cis-/frans-lsomerengemisch erhalten. Das Isomeren-

verhaltnis wurde aus dem Verhaltnis der 'H-NMR Signalen von H-e bestimmt. Es

setzt sich aus 72 % trans- und 28 % cis-Isomer zusammen.

Wellenzahl x 1000/cm”
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Extinktion

Abbildung 6.382: UV-Vis-Spektrum von AB21 in Methanol (¢ = 81.5 umol/l, d = 0.5 cm).

UV-Vis (Methanol):
Amax (Emax) = 319 (30000 (I/mol)*cm™) nm.
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Abbildung 6.383: "H-NMR (200 MHz, DMSO-ds), AB21 als Mischung des cis- und des frans-

Isomers.
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"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds):

trans-2-[4-(Phenyldiazenyl)benzyloxy]ethanamin (AB21):

5 = 7.88-7.96 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, **°Ji. = 8.5 Hz, H-b), 7.84-7.94
(m, 2 H, C-Teil eines [CB],A-Systems, H-2), 7.74-7.82 (m, 2 H, A-Teil eines [AB]-
Systems, *°Jy = 8.5 Hz, H-c), 7.55-7.66 (m, 3 H, B- und A-Teil eines [CBLA-
Systems, H-3 und H-4), 4.23 (s, 2 H, H-e), 3.70 (t, 2 H, °J;y = 5.4 Hz, H-f), 2.96 (t, 2
H, *Jg = 5.4 Hz, H-g) ppm.

cis-2-[4-(Phenyldiazenyl)benzyloxy]ethanamin (AB21):

5 = 7.44-7.52 (m, 2 H, B-Teil eines [AB],-Systems, **°Jyc = 8.5 Hz, H-b), 7.24-7.36
(m, 2 H, C-Teil eines [CA],B-Systems, H-2), 7.12-7.22 (m, 1 H, B-Teil eines [CA].B-
Systems, H-4), 6.84-6.92 (m, 2 H, A-Teil eines [AB],-Systems, >*°J., = 8.5 Hz, H-c),
6.79-6.87 (m, 2 H, A-Teil eines [CA].B-Systems, H-3), 4.05 (s, 2 H, H-e), 3.62 (t, 2 H,
%Jiy = 5.5 Hz, H-f), 2.86 (t, 2 H, *J4 = 5.4 Hz, H-g) ppm.
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Abbildung 6.384: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB21.

IR (KBr):

V = 3423 (N-H Valenzschwingung), 3042 (aromatische C-H Valenzschwingung),
2930 und 2899 (alkylische C-H Valenzschwingung), 2760 (NH3" Valenzschwingung),
1605, 1544 und 1501 (aromatische C=C Valenzschwingung), 1460 und 1439 (C-H
Deformationsschwingung), 1400 (symmetrische Deformationsschwingung CH3),
1152 und 1073 (C-O Etherschwingung), 857 (zwei H eines 1,4-substituierten
Aromaten), 771 und 685 (finf H eines monosubstituierten Aromaten) cm™.
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Versuch 116: tert-Butyl-N-(2-hydroxyethyl)carbamat (183)!"***

o Zu 5.02 g (82.2 mmol) 2-Aminoethanol (181) in

1 3 )L )4 100 ml Methylenchlorid wird eine Lésung aus

HO\/\N 5 0" 6 . 18.0 g (82.5 mmol) Di-tert-butylcarbonat (149)
2 4H in 75 ml Methylenchlorid zugetropft.

183 Nach 15 h wird das Lésungsmittel unter vermin-

dertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 183 enthalt noch 4 % Di-tert-butylcarbonat

(149) und wurde nicht weiter aufgereinigt.

C7H4sBrNO; (M = 161.20 g/mol)

Ausbeute: 12.9 g von 13.4 g (80.2 mmol, 98 %) 183 Lit: 92 %['*°!
T T R B I
3.650 3.600 3.200 3.150
e e L F E L B
ppm 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 6.385: "H-NMR (200 MHz, CDCls), 183.

'H-NMR (200 MHz, cDcl3): "3
5 =5.28 (bs, 1 H, H-3), 3.60 (t, 2 H, J12 = 4.9 Hz, H-1), 3.20 (m, 2 H, H-2), 1.38 (s,
9 H, H-6) ppm.
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1 o

ppm 150 100 50 0

Abbildung 6.386: '°C-{'"H}-NMR (125 MHz, CDCl3), 183.

3C-{"H}-NMR (125 MHz, cDCl3):
5 =156.7 (s, C-5), 79.4 (s, C-6), 61.9 (s, C-2), 42.9 (s, C-3), 28.3 (C-7) ppm.

Versuch 117: tert-Butyl-N-{2-[4-(phenyldiazenyl)phenylmethoxyl]}-
ethylcarbamat (AB22)

3 2 0
4 1 b c
QN\\ d >¥O
N—2 © 9 NH i k
o/ b
f

AB22

Zu 0.60 g (3.7 mmol) tert-Butyl-N-(2-hydroxyethyl)carbamat (183) in 10 ml Tetra-
hydrofuran zur Analyse werden 150 mg (3.8 mmol) 60%iges Natriumhydrid portions-
weise zugegeben. Nach 15 min werden 1.00 g (3.6 mmol) 4-Brommethylazobenzol
(AB15) in 30 ml Tetrahydrofuran zur Analyse zugetropft. Man lasst 12 h bei Raum-
temperatur rihren. Das Reaktionsgemisch wird mit 25 ml und 30 ml Diethylether ver-
setzt. Die Phasen werden getrennt, und die wassrige
Phase wird einmal mit 50 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesium-
sulfat getrocknet, und das Lésungsmittel wird unter vermin-

dertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt AB22 wird s&ulenchromatographisch
gereinigt. Als Laufmittel wird zunéachst Hexan/Ethylacetat Abbildung 6.387: AB22 als

95/5. Als erstes eluiert das Brommethylazobenzol AB15. orangefarbener Feststoff.
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Ist dieses abgetrennt, so erhéht man den Ethylacetatanteil auf Hexan/Ethylacetat 4/1
und erhalt das Azobenzol AB22.

C20H25N3O3 (M = 355.43 g/mol)

Ausbeute: 290 mg (820 ymol, 23 %) AB22

AR MR RN
7.950 7.900 7550 7.500 7450 3.600 3.550 3.400 3.350
| lL | 1. | L
I I I I
15.0 10.0 5.0 0.0
ppm

Abbildung 6.388: "H-NMR (200 MHz, CDCl3), AB22.

"H-NMR (200 MHz, CDCl5):

0 =7.87-7.96 (m, 4 H, C-Teil des [CB],A-Systems, H-2, B-Teil des [AB],-Systems,
32 Jpe = 7.9 Hz, H-b), 7.43-7.58 (m, 5 H, B- und A-Teil des [CB] 2A-Systems, H-3 und
H-4, A-Teil des [AB],-Systems, **°Jq, = 7.9 Hz, H-c), 4.92 (bs, 1 H, H-h), 4.60 (s, 2 H,

H-e), 3.59 (t, 2 H, ®Jiy = 5.1 Hz, H-f), 3.39 (dt, 2 H, *Jg = 5.1 Hz, °Jg, = 5.5 Hz, H-g),
1.45 (s, 9 H, H-k) ppm.

100+
S
_5 90 -
2
IS
2
c 80+
|_

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl/cm’

Abbildung 6.389: IR-Spektrum (KBr-Pressling), AB22.
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IR (KBr):

vV = 3430 (N-H Valenzschwingung), 2978, 2926 und 2865 (C-H Valenzschwingung),
1717 (C=0O Valenzschwingung), 1605, 1560 und 1509 (aromatische C=C
Valenzschwingung), 1444 (C-H Deformationsschwingung), 1387 (symmetrische
Deformationsschwingung CHs), 1366 (spezielle CH-Absorption von —C-(CHs)3), 1246
und 1120 (C-O Etherschwingung), 1221 und 1170 (C-O dasym Esterschwingung), 829
(zwei H eines 1,4-substituierten Aromaten), 766 und 706 (fuinf H eines mono-

substituierten Aromaten) cm™.
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6.3.2.7 Bichromophorsynthesen

Versuch 118: {9-[2-Carboxy-5-(phenyldiazenyl)phenyl]-3,6-
dihydroxyxanthylium}-trifluoracetat (BC05)

W 0
| o
0 CF,
COOH
\
BCO5
%
HO 9 OH

498 mg (1.43 mmol) 6-Aminofluorescein (187) und 180 mg (1.68 mmol) Nitroso-
benzol (141) werden in 25 ml Eisessig und 10 ml Methanol 4 h auf 80 °C erhitzt. Die
Rohproduktlésung wird auf eine Filtersaule mit Kieselgel 60 (0.04 — 0.063 mm,
Fluka) aufgetragen. Es wird mit viel Ethylacetat gewaschen, um den Eisessig und
Teile des 6-Aminofluoresceins (187) zu entfernen. AnschlieBend wird das Rohpro-
dukt BCO5 mit Methanol von der Filtersdule gespullt. Die L&ésung wird unter
vermindertem Druck stark aufkonzentriert und sdulenchromatographisch tber YMC
ODS-AQ-Kieselgel mit einer Mischung aus 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH
= 3) als Laufmittel aufgereinigt. Die Zusammensetzung der so erhaltenen Fraktionen
wird mittels HPLC bestimmt. Fraktionen in denen der Bichromophor BC05 Uberwiegt

werden vereinigt und abermals die Lésung aufkonzentriert.

Diese Lésung wird mittels HPLC aufgereinigt. Die Trennung erfolgt automatisiert. Die
Probeninjektion verlauft Uber einen Autosampler und die abzutrennenden

Bichromophorfraktionen wurden mit dem Fraktionssammler in einen Rundkolben
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Uberfuhrt. Der Fraktionssammler wurde so programmiert, dass er mit den unten

angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.

HPLC-Einstellungen

Vorséaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 20 mm, 9-11 ym, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 20 mm, 10 um, 12 nm
Laufmittel 95 % Methanol, 5 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 5.0 ml/min

Auv 280, 320 und 420 nm

AFiu Ex@360 nm, Em@550 nm

Injektionsvolumen 200 pl

Laufdauer 20.0 min

tr (Fraktionen) 8.00-9.00 min bzw. 12.0-14.0 min

Das Lésungsmittel der vereinten Fraktionen wird unter vermindertem Druck entfernt.
Das Produkt BCOS5 liegt als cis/trans-Isomerengemisch mit Retentionszeiten von 8.6

min bzw. 12.6 min vorliegt.

026H17N205+ CF3COO_ (M =550.44 g/mol)

Wellenzahl x 1000/cm””
44 40 36 32 28 24 20
L L T T T T T T T T T T
60 -
40 -
<
20
O T T T T T T T T T T T T 'A T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange/nm

Abbildung 6.390: UV-Vis-Spektrum des cis-Isomers von BCO05 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 8.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).
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UV-Vis (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 232, 456, 484 nm.

Wellenzahl x 1000/cm’
20 19 18 17 16 15 14 13
- T T T T T T T

0.5+

0.0 ///\\\“f\\ /A\\_\
550 600 650

500 0

Wellenldnge/nm

Abbildung 6.391: Fluoreszenzspektrum des cis-lIsomers von BCO05 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 8.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

Fluoreszenz (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (Ex@360 nm) = 521 nm.

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20
300 T T T T T T T T T T T T T T
200
<
100 +
O T T T T T T T T T T T T | T 1
250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange/nm

Abbildung 6.392: UV-Vis-Spektrum des trans-lsomers von BCO05 in 95 % Methanol und 5 % Was-
ser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 12.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

UV-Vis (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax= 230, 320, 454, 486 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
20 19 18 17 16 15 14 13

500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange/nm

Abbildung 6.393: Fluoreszenzspektrum des trans-lsomers von BCO05 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 5.0 ml/min; tr = 12.6 min; YMC ODS-AQ (150 mm x 20 mm, 10 ym, 12 nm).

Fluoreszenz (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@360 nm) = 519 nm.
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Versuch 119: {9-[2-Carboxy-4-(6-0x0-6-{4-0x0-4-[4-(phenyldiazen-
vl)benzyloxy]butylamino}hexylcarbamoyl)phenyl]-3,6-dihydroxy-

xanthylium}-trifluoracetat (BC01)

o)
O o}
COOH > CF,
BCO1

€]
\ o)
HO 7 OH
®

In einem 2.5 ml Flaschchen mit Septumdeckel und Ruhrfisch werden 20 mg
(40 pmol) {4-Ox0-4-[4-(Phenyldiazenyl)phenylmethoxy]ammoniumj}-trifluoracetat
(AB18-TFA) und 10 mg (20 pmol) (9-{2-Carboxy-4-[6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxy)-6-
oxohexylcarbamoyl]phenyl}-3,6-dihydroxyxanthylium)-chlorid (DY495-X5-NHS-Ester
von Dyomics, 143) in 1 ml aminfreiem Dimethylformamid gelést. 30 pl (20 mg,
20 umol) Diisopropylethylamin werden zugegeben und die Lésung eine Woche bei
Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktionsmischung wird zunachst iber YMC ODS-AQ Kieselgel mit einem Lauf-
mittelgemisch aus 95 % Methanol und 5 % mit Trifluoressigséure auf pH = 3 ange-
sauertes Wasser filtriert, da HPLC-Voruntersuchungen des Rohprodukts gezeigt
haben, dass hier BCO1 die kirzeste Rententionszeit aufwies. Dabei werden alle
fluoreszierenden Fraktionen vereint und das Lésungsmittel im Vakuum einer Mem-
branpumpe auf 1.5 ml eingeengt.

Die vorgereinigte Rohproduktfraktion wird mittels HPLC aufgereinigt. Die Trennung
erfolgt automatisiert. Die Probeninjektion verlduft Uber einen Autosampler und die
abzutrennenden Bichromophorfraktionen wurden mit dem Fraktionssammler in einen
Rundkolben Uberfiuhrt. Der Fraktionssammler wurde so programmiert, dass er mit

den unten angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.
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HPLC-Einstellungen

Vorsaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 4.0 mm, 3 um, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm
Laufmittel 80 % Methanol, 20 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 2.4 ml/min

Auv 254, 320 und 450 nm

Ariu Ex@400 nm, Em@500 nm

Injektionsvolumen 50 pl

Laufdauer 20.0 min

tr (Fraktionen) 10.1-10.8 min

Das L&sungsmittel der vereinigten Fraktionen wird unter vermindertem Druck
entfernt.

Man erhélt den Bichromophor BCO01 als cis/trans-Isomerengemisch; tr(cis-lsomer) =
5.0 min, tr(trans-Isomer) 10.0 min.

C44H41N4O9"-CF3COO™ (M = 882.83 g/mol)

Wellenzahl x 1000/cm”
44 40 36 32 28 24 20
100 ~ T T T T T T T T T T T T
75 -
< 50 +
25 -
0 [ T [ T | T [ T [ T [ ! | ! 1
250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange/nm

Abbildung 6.394: UV-Vis-Spektrum des cis-lsomers von BCO01 in 80 % Methanol und 20 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tg = 5.0 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 uym,
12 nm).

UV-Vis (80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 225, 276, 444 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
22 21 20 19 18 17
1.001
0.75
~ 0.50-
0.25
0.00 . . . . . . - . - . - .
450 475 500 525 550 575 600
Wellenlange/nm

Abbildung 6.395: Fluoreszenzspektrum des cis-lsomers von BCO01 in 80 % Methanol und 20 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tg = 5.0 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 uym,
12 nm).

Fluoreszenz (80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (Ex@400 nm) = 521 nm.

Wellenzahl x 1000/cm’™
44 40 36 @ 32 28 24 20
300-
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Abbildung 6.396: UV-Vis-Spektrum des trans-lsomers von BCO01 in 80 % Methanol und 20 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 mi/min; tr = 10.0 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

UV-Vis (80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 225, 322, 451 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm”
22 21 20 19 18 17
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Abbildung 6.397: Fluoreszenzspektrum des trans-lsomers von BCO01 in 80 % Methanol und 20 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 10.0 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

Fluoreszenz (80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@400 nm) = 521 nm.
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Versuch 120: [9-(2-Carboxy-4-{6-[3-(4-{[4-(methoxycarbonyl)-

phenylldiazenyl}phenoxy)propylamino]-6-oxohexylcarbamoyl}-

phenyl)-3,6-dihydroxyxanthylium]-trifluoracetat (BC02)

@ :
cooH >—CF3 BC02

e
\ o
HO o/ OH
@

In einem 2.5 ml Flaschchen mit Septumdeckel und Rihrfisch werden einige Krimel
(3-{4-[(4-Methoxycarbonyl)phenyldiazenyl]phenoxy}propylammonium)-trifluoracetat
(AB20), 5 Tropfen Diisopropylethylamin und einige Kristalle (9-{2-Carboxy-4-[6-(2,5-
dioxopyrrolidin-1-yloxy)-6-oxohexylcarbamoyl]phenyl}-3,6-dihydroxyxanthylium)-
chlorid (DY495-X5-NHS-Ester von Dyomics, 143) in 1 ml aminfreiem Dimethyl-
formamid gel6st. Die Lésung wird 24 h bei Raumtemperatur gerthrt.

Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels HPLC und dem Vergleich mit Referenzproben
der Edukte. Die Reaktionsmischung wird zunachst sdulenchromatisch tber YMC
ODS-AQ Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch aus 95 % Methanol und 5 % mit
Trifluoressigsaure auf pH = 3 angesauertes Wasser vorgereinigt. Die Fraktion mit der
héchsten Bichromophorkonzentration wird zur weiteren Reinigung ausgewahlt.

Die vorgereinigte Rohproduktfraktion wird mittels HPLC aufgereinigt. Die Trennung
erfolgt automatisiert. Die Probeninjektion verlduft Gber einen Autosampler und die
abzutrennenden Bichromophorfraktionen wurden mit dem Fraktionssammler in einen
Rundkolben Gberfuhrt. Der Fraktionssammler wurde so programmiert, dass er mit

den unten angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.
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HPLC-Einstellungen

Vorsaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 4.0 mm, 3 um, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm
Laufmittel 80 % Methanol, 20 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 2.4 ml/min

Auv 280, 320 und 450 nm

Ary Ex@360 nm, Em@550 nm

Injektionsvolumen 20 pl

Laufdauer 6.0 min

tr (Fraktionen) 4.30-4.60 min

Das Ldsungsmittel der vereinigten gesammelten Fraktionen wird unter vermindertem
Druck entfernt.

Ein erneutes auftragen auf die HPLC zeigt, dass man den Bichromophor BC02 als
cis/trans-Isomerengemisch erhélt; tg(cis-lsomer) = 3.6 min, tr(trans-Isomer) =
4.4 min. Die Menge des Rickstands ist fir weitere spektroskopische Untersuch-

ungen zu gering.

C44H41N4010+'CF3COO- (M = 898.83 g/mol)

L

ES—

Abbildung 6.398: Methanolische
Lésung von BCO2.
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Wellenzahl x 1000/cm””
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Abbildung 6.399: UV-Vis-Spektrum des cis-Isomers von BC02 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tgr = 3.6 min; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 pym, 12 nm.

UV-Vis (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 224, 260, 314, 450 nm.

Wellenzahl x 1000/cm’
44 40 36 32 28 24 20
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Abbildung 6.400: UV-Vis-Spektrum des frans-lsomers von BC02 in 95 % Methanol und 5 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 4.4 min; ; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm.

UV-Vis (80 % Methanol und 20 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 226, 360, 457 nm.
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Versuch 121: {9-[2-Carboxy-4-(6-0x0-6-{2-[4-(phenyldiazenyl)benzyl-
oxylethylamino}lhexylcarbamoyl)phenyl]-3.6-dihydroxyxanthylium}-
trifluoracetat (BC06)

® :
COOH >; oF, BCO6

€]
\ O
HO o/ OH
®

In einem 10 ml Rundkolben mit Septum und Rihrfisch werden einige Kristalle 2-[4-
(Phenyldiazenyl)benzyloxylethylamin (AB21), 3 Tropfen Diisopropylethylamin und
einige Kristalle (9-{2-Carboxy-4-[6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxy)-6-oxohexylcarbamo-
yllphenyl}-3,6-dihydroxyxanthylium)-chlorid (DY495-X5-NHS-Ester von Dyomics,
143) in 5 ml aminfreiem Dimethylformamid gelést. Das Azobenzol AB21 wird dabei
im Uberschuss eingesetzt. Die Lésung wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgt mittels HPLC und dem Vergleich mit Referenzproben der
Edukte.

Die Reaktionsmischung wird zunachst sdulenchromatisch Gber YMC ODS-AQ
Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch aus 90 % Methanol und 10 % mit
Trifluoressigsdure auf pH = 3 angesauertes Wasser vorgereinigt.

Fluoreszierende Fraktionen werden mittels HPLC untersucht. Die Fraktionen mit der
héchsten Bichromophorkonzentration werden zur weiteren Reinigung ausgewabhilt.
Die Trennung erfolgt automatisiert. Die Probeninjektion verlduft Gber einen
Autosampler und die abzutrennenden Bichromophorfraktionen wurden mit dem
Fraktionssammler in einen Rundkolben Uberfuhrt. Der Fraktionssammler wurde so

programmiert, dass er mit den unten angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.
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HPLC-Einstellungen

Vorsaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 4.0 mm, 3 um, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm
Laufmittel 90 % Methanol, 10 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 2.4 ml/min

Auv 280, 320 und 450 nm

Ary Ex@360 nm, Em@550 nm

Injektionsvolumen 50 pl

Laufdauer 7.0 min

tr (Fraktionen) 4.20-5.40 min

Das Lésungsmittel der gesammelten vereinigten Bichromophorfraktionen wird unter

vermindertem Druck entfernt.
Die Menge des Ruckstands ist fur weitere spektroskopische Untersuchungen zu

gering.

CaoH39N4Og"-CF3CO0O" (M =840.80 g/mol)

Abbildung 6.401: Methanolische
Lésung von BCO6.
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Wellenzahl x 1000/cm’”
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Abbildung 6.402: UV-Vis-Spektrum des cis-lIsomers von BCO06 in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 4.6 min; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm.

UV-Vis (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 226, 320 nm.
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Abbildung 6.403: Fluoreszenzspektrum des cis-lsomers von BC06 in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 4.6 min; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 pm, 12 nm.

Fluoreszenz (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@360 nm) = 520 nm.
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Wellenzahl x 1000/cm’
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Abbildung 6.404: UV-Vis-Spektrum des trans-lsomers von BC06 in 90 % Methanol und 10 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 ml/min; tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm.

UV-Vis (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):

Amax = 226, 358 nm.
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Abbildung 6.405: Fluoreszenzspektrum des trans-Isomers von BCO06 in 90 % Methanol und 10 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.4 mil/min; tr = 5.0 min; YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 pm, 12 nm.

Fluoreszenz (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):

Amax (EX@360 nm) = 520 nm.
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Versuch 122: [3,6-Diamino-9-(2-carboxy-4-{6-[3-(4-{[4-(methoxy-

carbonyl)phenylldiazenyl}phenoxy)propylamino]-6-oxohexyl-

carbamoyl}phenyl)xanthylium]-trifluoracetat (BC03)

O o) BCO3
COOH
=
H,N 0, NH,

In einem 5 ml Rundkolben mit Septum werden einige Kristalle (3-{4-[(4-Methoxy-

O
L
w

carbonyl)phenyldiazenyl]phenoxy}propylammonium)-trifluoracetat (AB20), 3 Tropfen
Diisopropylethylamin und einige Kristalle (3,6-Diamino-9-{2-carboxy-4-[6-(2,5-dioxo-
pyrrolidin-1-yloxy)-6-oxohexylcarbamoyl]phenyl}xanthylium)-chlorid (DY505-X5-NHS-
Ester von Dyomics, 144) in 1 ml Dimethylformamid gelést. Das Azobenzol AB20 wird
dabei im Uberschuss eingesetzt. Die Lésung wird 7 d bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels HPLC und dem Vergleich mit Referenzproben
der Edukte.

Die Reaktionsmischung wird zunachst sdulenchromatisch tber YMC ODS-AQ Kie-
selgel mit einem Laufmittelgemisch aus 95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH =
3) vorgereinigt. Fluoreszierende Fraktionen werden vereinigt und das Lésungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt BCO3 wird in einem Gemisch aus 50 % Methanol und 50 %
Wasser/TFA (pH = 3) gelost und tGber YMC ODS-AQ Kieselgel filtriert. Es wird so
lange Laufmittel extrahiert bis die austretende L&sung farblos ist. AnschlieRend wird
Die erwlnschte Rohproduktfraktion mit Methanol heruntergewaschen. Das

Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck auf 1.5 ml aufkonzentriert.
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Die vorgereinigte Rohproduktlésung wird mittels HPLC aufgereinigt. Die Trennung
erfolgt automatisiert. Die Probeninjektion verlduft Gber einen Autosampler und die
abzutrennenden Bichromophorfraktionen wurden mit dem Fraktionssammler in einen
Rundkolben Uberfiihrt. Der Fraktionssammler wurde so programmiert, dass er mit

den unten angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.

HPLC-Einstellungen

Vorsaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 4.0 mm, 3 um, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm
Laufmittel 75 % Methanol, 25 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 2.0 ml/min

Auv 280, 350 und 510 nm

Aewu Ex@240 nm, Em@536 nm

Injektionsvolumen 50 pl

Laufdauer 8.0 min

tr (Fraktionen) 5.80-6.30 min

Die gesammelten Fraktionen werden vereinigt und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck eingeengt.

Eine Reinheitskontrolle bei einem Laufmittelgemisch von 95 % Methanol, 5 %
Wasser/TFA ( pH = 3) und einer Flussrate von 2.5 ml zeigt, dass das Produkt BC03
als cis/trans-Isomerengemisch mit Retentionszeiten von 1.8 min bzw. 2.1 min

vorliegt.

C44H43N508+'CF3COO_ (M = 896.86 g/mol)

MS (ESI):

m/z = 783.8 (M"-CF3COO", 100 %), 784.8
(M™+1-CFsCOO, 57 %), 785.7 (M'+2- Abbildung 6.406: Methanolische
CF3;COO0, 17 %). Lésung von BCO3.
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Abbildung 6.407: UV-Vis-Spektrum des cis-lsomers von BCO03 in 95 % Methanol und 5 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min; tr =1.8 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

UV-Vis (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 242, 268, 332, 508 nm.
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Abbildung 6.408: Fluoreszenzspektrum des cis-Isomers von BCO03 in 95 % Methanol und 5 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min; tr = 1.8 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

Fluoreszenz (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (Ex@360 nm) = 533 nm.
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Abbildung 6.409: UV-Vis-Spektrum des frans-lsomers von BCO03 in 95 % Methanol und 5 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min; tr=2.1 min; YMC ODS-AQ Séaule (150 mm x 4.6 mm, 5 um,
12 nm).

UV-Vis (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 244, 334, 362, 508 nm.
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Abbildung 6.410: Fluoreszenzspektrum des trans-lsomers von BCO03 in 95 % Methanol und 5 %

Wasser/TFA (pH = 3); 2.5 ml/min; tr = 2.1 min; YMC ODS-AQ Séule (150 mm x 4.6 mm, 5 ym,
12 nm).

Fluoreszenz (95 % Methanol und 5 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@360 nm) = 534 nm.
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Versuch 123: [3,6-Diamino-9-(2-carboxy-4-{6-0x0-6-[4-(phenyldi-
azenyl)benzylaminolhexylcarbamoyl}phenyl)xanthylium]-tri-
fluoracetat (BC04)

0
H
O N\\//A\\///\\V/JL\
N
H
_N
o) N
COOH }‘CFS

O

S)
X
= BC04
H,N o, NH,

In einem 10 ml Rundkolben mit Septum werden einige Kristalle 4-(Phenyldiazenyl)-
benzylamin (AB11), 0.5 ml Diisopropylethylamin und einige Kristalle (3,6-Diamino-9-
{2-carboxy-4-[6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxy)-6-oxohexylcarbamoyl]phenyl}-
xanthylium)-chlorid (DY505-X5-NHS-Ester von Dyomics, 144) in 4 ml Dimethyl-
formamid gel6st. Die Lésung wird 21 d bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Reaktionslésung wird zunachst Gber YMC ODS-AQ Kieselgel mit einem Lauf-
mittelgemisch aus 85 % Methanol und 15 % Wasser/TFA (pH = 3) filtriert. Fluores-
zierende Fraktionen werden vereinigt und das L&sungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt.

Die vorgereinigte Rohproduktlésung wird mittels HPLC aufgereinigt. Die Trennung
erfolgt automatisiert. Die Probeninjektion verlduft Gber einen Autosampler und die
abzutrennenden Bichromophorfraktionen wurden mit dem Fraktionssammler in einen
Rundkolben Uberfiihrt. Der Fraktionssammler wurde so programmiert, dass er mit

den unten angegebenen Retentionszeiten gesammelt hat.
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HPLC-Einstellungen

Vorsaule YMC ODS-AQ, 10 mm x 4.0 mm, 3 um, 12 nm
Saule YMC ODS-AQ, 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, 12 nm
Laufmittel 70 % Methanol, 30 % Wasser/TFA (pH = 3)
Flussrate 1.5 ml/min

Auy 320 nm

Ary Ex@360 nm, Em@550 nm

Injektionsvolumen 10 pl

Laufdauer 10.0 min

tr (Fraktionen) 7.50-8.40 min

Die Fraktionen werden vereinigt und das Ldsungsmittel wird unter vermindertem
Druck eingeengt.

Eine Reinheitskontrolle bei einem Laufmittelgemisch von 90 % Methanol, 10 %
WasserTFA (pH = 3) und einer Flussrate von 1.0 ml zeigt, dass der Bichromophor

BCO04 als cis/trans-lsomerengemisch mit Retentionszeiten von 8.5 min bzw. 10.4 min

vorliegt.
C40H37N605+'CF3COO_ (M =794.77 g/mol) —
MS (ESI): —

m/z = 681.3 (M*-CF;CO0",, ~1200 a. u.
100 %), 682.3 (M*+1-CF3COO", ~500 a. u.
42 %), 683.3 (M*+2-CF5C0OO0",, ~150 a. u.
12 %).

Abbildung 6.411: Methanolische
Lésung von BCO04.
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Abbildung 6.412: UV-Vis-Spektrum des cis-lIsomers von BC04 in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min; tr = 8.5 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um,
12 nm).

UV-Vis (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 244, 292, 334, 502 nm.
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Abbildung 6.413: Fluoreszenzspektrum des cis-Isomers von BC04 in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min; tr = 8.5 min; YMC ODS-AQ Sé&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 um,
12 nm).

Fluoreszenz (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@360 nm) = 528 nm.
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Abbildung 6.414: UV-Vis-Spektrum des frans-lsomers von BC04 in 90 % Methanol und 10 %

Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min; tr = 10.4 min; YMC ODS-AQ Saule (150 mm x 4.6 mm, 5 um,
12 nm).

UV-Vis (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax = 242, 296, 334, 502 nm.
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Abbildung 6.415: Fluoreszenzspektrum des trans -Isomers von BC04 in 90 % Methanol und 10 %
Wasser/TFA (pH = 3); 1.0 ml/min; tr = 10.4 min; YMC ODS-AQ S&ule (150 mm x 4.6 mm, 5 uym,
12 nm).

Fluoreszenz (90 % Methanol und 10 % Wasser/TFA (pH = 3)):
Amax (EX@360 nm) = 529 nm.
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