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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Photocaged compounds sind optochemische Werkzeuge, welche die lichtgesteuerte Freisetzung von
biologischen Effektormolekiilen mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflosung ermdglichen. Licht
gewidhrleistet dabei als orthogonaler, externer und einfach regulierbarer Stimulus eine nicht-invasive
Steuerung von biologischen Prozessen, wie der Genexpression. Das Ziel dieser Arbeit bestand in der
Entwicklung und in vitro Charakterisierung von neuartigen photolabil-geschiitzten Induktoren, welche
eine simultane, wellenldngenselektive Kontrolle iiber mehrere, biotechnologisch relevante Promotoren

ermoglichen sollen.

Der Fokus lag zundchst auf der Synthese von photocaged compounds, welche verbesserte
Eigenschaften fiir die Anwendung in mikrobiellen Organismen aufweisen sollten. Induktoren aus den
Molekiilklassen der Kohlenhydrate sowie der aliphatischen und der aromatischen Carbonsduren
(Propionsédure bzw. Benzoesdure-Derivate) konnten mit einer photolabilen Schutzgruppe versehen und
in einem iterativen Prozess optimiert werden. Bei den photoabspaltbaren Schutzgruppen handelte es
sich entweder um Vertreter der o-Nitrobenzyl-, (Cumarin-4-yl)methyl- oder Trimethyllock-
Chromophore. Die mit o-Nitrobenzyl-Derivaten versehenen Induktoren wurden im Hinblick auf eine
Belichtung bei 375 nm konzipiert, wohingegen die (Cumarin-4-yl)methyl- und Trimethyllock-
geschiitzten Effektormolekiile fiir eine Anregung oberhalb von 400 nm entworfen wurden. So konnten
erfolgreich eine diverse Bibliothek, bestehend aus 30 photolabil-geschiitzten Effektormolekiilen,
dargestellt und ihre relevanten Parameter fiir eine in vivo Anwendung wie Quantenausbeute sowie

Léslichkeit und Stabilitét in wéssrigen Medien bestimmt werden.

Durch eine Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers (Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie,
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) wurde die invivo Anwendbarkeit der synthetisierten
photocaged Induktoren in Gram-negativen sowie Gram-positiven Bakterien demonstriert. Dabei
wurden verschiedene Regulator/Promotor-Systeme unter Verwendung von photocaged Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid-, Arabinose- und Salicylsdure-Derivaten erfolgreich lichtgesteuert aktiviert. In
Escherichia coli  konnten die Regulator/Promotor-Kombinationen Lacl/Pt7, AraC/Pgap und
NagR/Pg4a kontrolliert werden. Des Weiteren wurden im Organismus Pseudomonas putida die
Lacl/Puc und NagR/P,ag44, Systeme sowie die IPTG-induzierbaren Promotoren Py in Bacillus subtilis
und Pr7 im anoxygenen phototrophen Organismus Rhodobacter capsulatus lichtgesteuert reguliert.
AbschlieBend konnte in P. putida durch Kombination von zwei photocaged Induktoren eine
lichtgesteuerte wellenldngenselektive Genexpression etabliert und am Beispiel der Biosynthese von

Mono- und Di-Rhamnolipiden demonstriert werden.



Abstract

Abstract

Photocaged compounds are optochemical tools that enable the light-controlled release of biological
effector molecules with high spatiotemporal resolution. As an orthogonal, external, and easily tuneable
stimulus, light ensures non-invasive control of biological processes such as gene expression. The aim
of this work was the development and in vitro characterisation of novel photolabile-protected small
molecule inducers, which should enable simultaneous, wavelength-selective control over several

biotechnologically relevant promoters.

The initial focus was on the synthesis of photocaged compounds that should exhibit improved
properties for application in microbial organisms. Inducers from the molecular classes of
carbohydrates as well as aliphatic and aromatic carboxylic acids (propionic acid or else benzoic acid
derivatives) were provided with a photolabile protecting group and optimised in an iterative process.
The photocleavable protecting groups were either representatives of the o-nitrobenzyl, coumarin-4-
ylmethyl or trimethyl lock chromophores. The o-nitrobenzyl-derived inducers were designed for
exposure at 375 nm, whereas the (coumarin-4-yl)methyl- and trimethyl-lock-protected effector
molecules were designed for excitation above 400 nm. Thus, a diverse library consisting of 30
photolabile-protected effector molecules was successfully prepared and their relevant parameters for
in vivo application such as quantum yield as well as solubility and stability in aqueous media were

determined.

In a cooperation with M. Sc. Fabienne Hilgers (Institute of Molecular Enzyme Technology, Heinrich
Heine University Diisseldorf) the in vivo applicability of the synthesised photocaged inducers in
Gram-negative as well as Gram-positive bacteria was demonstrated. Different regulator/promoter
systems were successfully activated in a light-controlled manner using photocaged isopropyl B-D-
thiogalactopyranoside, arabinose and salicylic acid derivatives. In Escherichia coli, the
regulator/promoter combinations Lacl/Pt7, AraC/Pgap and NagR/P,.g1. were controlled. Furthermore,
in the organism Pseudomonas putida, the Lacl/P. and NagR/P,g44, regulatory systems as well as the
IPTG-inducible promoters Py in Bacillus subtilis and Pr7 in the anoxygenic phototrophic organism
Rhodobacter capsulatus were regulated by irradiation. Finally, light-mediated wavelength-selective
gene expression was established in P. putida by combining two photocaged inducers and demonstrated

using the biosynthesis of mono- and di-thamnolipids as an example.
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1 Einleitung

Licht stellt sowohl fiir die Menschheit als auch die Natur selbst einen existenziellen Bestandteil des
Lebens dar. Die fundamentalsten biologischen Prozesse nehmen sich der Eigenschaften des Lichtes an
und machen sie sich zunutze. Sei es, wie im Fall der Photosynthese, die Konversion von Sonnenlicht
in biochemisch nutzbare Energieformen!”! oder die Umwandlung von Licht als optisches in ein
(physiko-)chemisches Signal im menschlichen Auge.’™ Die Fihigkeit Eigenschaften von Materie
einzig durch die Einwirkung von Licht aufzudecken sowie zu beeinflussen und dies unabhéngig von
anderen externen Stimuli, offenbart die schiere Vielzahl von potenziell mdglichen Anwendungen.
Diese reichen von der Lichtmikroskopie, welche einen ersten Einblick in die Welt der Mikrobiologie
gewihrte,””) iiber die vielfiltigen Methoden der Spektroskopie!’ bis hin zur modernen
Photolithographie, welche eine der Schliisseltechnologien zur Herstellung mikroelektronischer

Elemente darstellt.!!> 12!

Auch der Chemie konnte der Einsatz von Licht eine neue Dimension hinzufiigen. So sind Molekiile,
welche durch Absorption von Lichtquanten in einem angeregten Zustand vorliegen, dazu in der Lage
Reaktivititen aufzuzeigen, welche sich von denen im elektronischen Grundzustand unterscheiden.!™*!
Die Felder der Photokatalyse!' und der Photochemie!'®! sind auf diesem Effekt begriindet. Eine
Unterkategorie stellen die photolabilen Schutzgruppen dar. Bei diesen handelt es sich um
chromophore Substituenten, welche nach Schiitzung einer funktionellen Gruppe durch Bestrahlung
mit Licht aktiviert und abgespalten werden konnen. Diese photoaktivierbaren Chromophore fanden

16191 ynd wurden,

frith nach ihrer Entwicklung eine breite Anwendung in der organischen Synthesel
aufgrund ihrer Orthogonalitdt zu géngigen Schutzgruppen, beispielsweise in Totalsynthesen
verwendet.?® 2! Engels und Schlager sowie Kaplan et al. untersuchten als erste die Desaktivierung
von biologisch-aktiven Substraten durch photolabile Schutzgruppen sowie ihre anschlieBende in situ
Freisetzung und der daraus folgenden Wiederherstellung der biologischen Aktivitit nach Bestrahlung
mit Licht.”> 2 Die schnell ablaufende Photolyse, welche ohne die Verwendung von chemischen
Reagenzien auskommt, ermdglicht einen nicht-invasiven Eingriff in ein System und ist somit
hervorragend geeignet fiir die in vivo Untersuchung von biochemischen und mikrobiologischen
Prozessen. Die lichtgesteuerte Freisetzung eines biologisch-aktiven Molekiils kann somit gezielt einen
Regulationsprozess anstoffen. Dabei ermdglicht insbesondere der externe und biokompatible Stimulus
Licht eine hohe Raumzeitauflosung. Dies stellt ein essenzielles Kriterium fiir die Erforschung von
komplexen, dynamischen Abliufen in lebenden Organismen dar.?¥ Neben der Verwendung der
photolabilen Schutzgruppen zur irreversiblen Aktivierung dieser biologischen Prozesse, konnen auch
Photoschalter oder genetisch kodierte Photorezeptoren zur reversiblen Steuerung verwendet

werden.>
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Eine grofe wissenschaftliche Herausforderung stellt auch heute noch die simultane Regulation
mehrerer biologischer Prozesse innerhalb von komplexen und dynamischen Netzwerken dar.®
Hierfiir bietet sich die Kombination verschiedenartiger photolabiler Chromophore als exogene

Kontrollelemente zur wellenlingenselektiven Steuerung an.”®!
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und Charakterisierung einer Bibliothek,
bestehend aus lichtgesteuerten Werkzeugen, welche die Regelung komplexer biotechnologischer
Anwendungen ermdglichen sollen. Diese lichtgesteuerten Werkzeuge bestehen aus biologisch-aktiven
Substraten, welche mit photolabilen Schutzgruppen desaktiviert wurden und durch Bestrahlung mit
Licht einer definierten Wellenldnge reaktiviert werden konnen. Im Folgenden werden diese
Verbindungen als photocaged compounds bezeichnet. Bei den ausgewdhlten, bioaktiven Substraten
handelt es sich um Induktoren, welche zur Regulation der Genexpression in bakteriellen Organismen
eingesetzt werden konnen. Das finale Ziel stellt dabei die Etablierung einer wellenlédngenselektiven
Genexpression durch Kombination mehrerer dieser photocaged Induktoren dar. Durch die selektive
Einstrahlung zweier verschiedener Wellenldngen soll wahlweise eine der beiden photolabilen
Schutzgruppen in Gegenwart der anderen abgespalten werden, um so in Abhéngigkeit der
Wellenlinge zeitlich und ortlich aufgeldst verschiedene biologische Prozesse unabhingig voneinander

regulieren zu kdnnen.

Im ersten Teil der Arbeit liegt der Fokus auf dem Design und der Synthese photolabiler
Schutzgruppen. Dabei wird sowohl die Darstellung bereits etablierter als auch neuartiger
Schutzgruppen angestrebt, insbesondere mit dem Ziel, die in Vorarbeiten erkannten Limitationen wie
Loslichkeit, Hydrolysestabilitdt und maximale Absorptionswellenldnge zu optimieren. In Bezug auf
Letzteres wird aufgrund der intendierten Wellenlédngenselektivitét eine bathochrome Verschiebung
angestrebt. Diese soll nicht nur die selektive Anregung ermdglichen, sondern auch unerwiinschte
Interaktionen mit endogenen Chromophoren im biologischen Kontext minimieren. Neben der
ortho-Nitrobenzyl- und (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe, welche zu den etablierten Vertretern
zdhlen, sollen ebenso neuartige Phototrigger wie die Trimethyllock-Schutzgruppe (TML-
Schutzgruppe) herangezogen werden (Abbildung 1A). Diese sollen anschlieend iiber verschiedene
Funktionalitdten mit biologisch relevanten Effektormolekiilen zu photocaged compounds verkniipft
werden. Dazu wurden bekannte Promotorsysteme sowie die dazugehoérigen Induktoren genauer
betrachtet und geeignete Effektormolekiile ausgewéhlt. Zum einen soll weiterhin mit den bisher
etablierten Kohlenhydraten Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (1a, IPTG), L-Arabinose (1b) und
D-Glukose (1¢), gearbeitet werden. Da fiir eine wellenldngenselektive Genexpression die Kontrolle
iiber mindestens zwei Promotorsysteme bendtigt wird, wird zum anderen eine Erweiterung der
Bandbreite um zusétzliche Effektormolekiile, wie die Benzoesdure-Derivate Salicylsdure (2a),

Anthranilsdure (2b) und meta-Toluylsdure (2¢) sowie Propionséure (3) angestrebt (Abbildung 1B).
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Abbildung 1: A) Photolabile Schutzgruppen auf Basis der o-Nitrobenzyl-, (Cumarin-4-yl)methyl- und TML-Strukturmotive
(R'-R3 = verschiedene Reste; X =0, S, C(CN)2; EM = Effektormolekiil). B) Auswahl der relevanten Effektormolekiile:
IPTG (1a), L-Arabinose (1b), D-Glukose (1c¢), Salicylsdure (2a), Anthranilsdure (2b), m-Toluylsdure (2¢) und
Propionséure (3).

Im Anschluss an die Synthese soll zunédchst die in vitro Charakterisierung der photochemischen
Eigenschaften sowie der Stabilitdt in wéssrigen Medien und der Zerfallskinetik der einzelnen
photocaged compounds erfolgen, bevor im Anschluss daran die in vivo Anwendbarkeit iberpriift wird.
Die Durchfiihrung der Experimente zur lichtgesteuerten Genexpression wurden in Kooperation mit
M. Sc. Fabienne Hilgers aus dem Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie (IMET) der Heinrich-
Heine-Universitdt durchgefiihrt. Die aus den in vivo Experimenten gewonnenen Erkenntnisse sollen
anschlieBend zum Design neuer, auf die jeweiligen Anforderungen optimierter photocaged compounds
genutzt werden. Die geeignetsten photoaktivierbaren Induktoren sollen abschlieBend kombiniert und

zur wellenlédngenselektiven Steuerung der Genexpression eingesetzt werden.

Im Zuge dieser Kooperation ist die Bearbeitung zusitzlicher Fragestellungen angedacht. Einen
Hauptaspekt stellt die Untersuchung der allgemeinen Anwendbarkeit der optimierten photocaged
Induktoren in Gram-negativen Organismen wie Escherichia coli (E. coli) und ihre Ubertragbarkeit auf
weitere Prokaryoten mit biotechnologischer Relevanz, wie Pseudomonas putida (P. putida) und das
Gram-positive Bakterium Bacillus subtilis (B. subtilis) dar. Ebenso soll das Potential der nicht-
invasiven Anwendbarkeit von photocaged Induktoren unter anaeroben und phototrophen Bedingungen

im Organismus Rhodobacter capsulatus (R. capsulatus) demonstriert werden.
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3 Kenntnisstand

3.1 Photocaged compounds
3.1.1  Grundlegende Funktionsweise

Photocaged compounds besitzen generell einen strukturell dhnlichen Aufbau. Sie bestehen aus zwei
Teilstiicken: einem Chromophor, bei dem es sich um eine photolabile Schutzgruppe (photolabile
protecting group, PPG) handelt, und einem Molekiil, welches eine biologische Aktivitdt
(Effektormolekiil) besitzt (Abbildung 2A). Diese beiden Komponenten sind iiber eine kovalente
Bindung miteinander verkniipft, welche durch Bestrahlung mit Licht eines definierten
Wellenlidngenbereiches gespalten werden kann (Abbildung 2B). Die vollstindige Desaktivierung der
biologischen Aktivitdt des Effektormolekiils durch die Bindung zur photolabilen Schutzgruppe und die

Wiederherstellung der Aktivitit nach Freisetzung stellen dabei die Grundvoraussetzung dar.”
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Abbildung 2: Ubersicht iiber Aufbau und Funktionsweise von photocaged compounds. A) Generelle Strukturelemente eines
photocaged compounds und ihr Einfluss auf die photochemischen Parameter. B) Schematische Darstellung der Photolyse
eines photocaged compounds unter Freisetzung des Effektormolekiils. C) Bindung des freien Effektormolekiils an einen
Transkriptionsfaktor und die daraus folgende Aktivierung oder Repression eines Promotors. (PDB: 2QU1)
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Dieses Prinzip kann zur Regulierung von biologischen Prozessen eingesetzt werden. Ein relevantes
Beispiel stellt die lichtgesteuerte Freisetzung eines Induktors dar, welcher durch Bindung an
Transkriptionsfaktoren einen Promotor entweder aktivieren oder reprimieren und somit die Expression

eines Gens und die daraus folgende Proteinbiosynthese aktivieren oder deaktivieren kann (Abbildung

28-30 31-33

2C). Aber auch in vielen anderen Bereichen, wie der Neurobiologie,?**"! der Biomedizin®'**! und der

makromolekularen ChemieP®¥ fanden photocaged compounds Anwendung. Diese konnen somit

grundsitzlich die raumzeitaufgeldste Steuerung von biologischen Prozessen erméglichen.B! 3!

Fiir eine erfolgreiche Anwendung existieren noch weitere essenzielle Voraussetzungen.% 37

Photocaged compounds miissen nicht nur eine hohe Loslichkeit im verwendeten Medium aufweisen,
sondern auch bis zum Zeitpunkt der Freisetzung eine hohe Stabilitét in ebendiesem. Gegebenenfalls
kann zusétzlich auch eine hohe Membranpermeabilitit oder die Féhigkeit zur Anreicherung innerhalb
einer Zelle erwiinscht sein. Die spektroskopischen Parameter wie der molare Extinktionskoeffizient
(e), welcher die Fahigkeit des Chromophors zur Absorption von Photonen bei einer bestimmten
Wellenlidnge wiedergibt, und die maximale Anregungswellenlénge (Amax), welche die Wellenlédnge mit
dem hochsten molaren Extinktionskoeffizienten aufzeigt, sind ebenfalls von groBer Bedeutung. Beim
Einsatz in einem biologischen Kontext ist es unerlédsslich, dass die photolabile Schutzgruppe eine
starke Absorption oberhalb von 300 nm besitzt, um eine Absorption durch Aminoséuren, Proteine,
DNA sowie RNA und eine damit einhergehende Schidigung von Zellen zu vermeiden. Die nach der
Absorption der Photonen ablaufende Photoreaktion sollte mit einer hohen Quantenausbeute (¢)
ablaufen. Diese gibt an, wie viele der absorbierten Photonen die Freisetzung eines Effektormolekiils
bewirken und spiegelt somit die intrinsische Qualitdt der photolytischen Reaktion wider. Die
Photoreaktion sollte dabei vollstindig und mit minimaler Bildung von Photolyse-Nebenprodukten
ablaufen. Um eine kompetitive Absorption durch die abgespaltene Schutzgruppe und somit einen
Inner-Filter-Effekt zu minimieren, ist es von Vorteil, wenn diese selbst nur eine geringe Absorption
im Anregungswellenldngenbereich aufweist. Zusétzlich muss eine ausreichend hohe Biokompatibilitéit
vorliegen, sodass keine unerwiinschten Reaktionen Einfluss auf das System nehmen. Daher diirfen

weder photocaged compounds selbst noch ihre Photolyse-Produkte toxisch auf die Zellen wirken, %37

Zur Bildung von photocaged compounds existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen photolabilen
Schutzgruppen, welche alle ihre eigenen Vor- und Nachteile besitzen (siehe Kapitel 3.1.2). Die
photochemischen und spektroskopischen Eigenschaften dieser Chromophore koénnen modifiziert
werden (Abbildung 2A). Wichtige verdnderbare Parameter stellen die Loslichkeit, die Stabilitdt
gegeniiber Solvolyse, die maximale Absorptionswellenlédnge (Amax), der molare Extinktionskoeffizient
(¢) und die Quantenausbeute (¢) dar. Diese konnen alle durch Substitutionen am Grundgeriist des
Chromophors stark beeinflusst werden. Die Art der Bindung vom Chromophor zum Effektormolekiil

hingegen nimmt zwar nur geringen Einfluss auf die maximale Absorptionswellenldnge (Amax),
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beeinflusst jedoch deutlich die Quantenausbeute (¢) und vor allem auch die Stabilitit des photocaged
compounds gegeniiber Solvolyse. Hierbei konnen nicht nur Ester, Ether, Kohlensdureester, Carbamate,
etc., sondern auch selbstzerlegende Spacer verwendet werden. Das Effektormolekiil selbst kann
ebenso einen Einfluss auf die Freisetzungsrate haben, bietet jedoch nahezu keinen Raum fiir
Modifikationen an, da durch Verdnderungen am Effektormolekiil ebenfalls die gewiinschte

biologische Aktivitit verloren gehen kann.

3.1.2 Photolabile Schutzgruppen

Die ersten systematischen Untersuchungen zum Einfluss des Lichtes auf chemische Verbindungen
gehen auf die Pioniere der Photochemie Giacomo Luigi Ciamician und Paul Silber zuriick.P**! Dabei
entdeckten sie unter anderem die durch Licht induzierte Umwandlung des o-Nitrobenzaldehyds in
o-Nitrosobenzoesdure, welche die Grundlage fiir die héufig verwendeten o-Nitrobenzyl-
Schutzgruppen darstellt.?”! Aber auch die Photoreduktion des p-Benzochinon zu Hydrochinon wurde
dokumentiert, welche fiir die Trimethyllock-Schutzgruppe relevant ist.*”) Mit diesen Studien legten sie
den Grundstein fiir die Entwicklung der photolabilen Schutzgruppen, welche einen essenziellen
Bestandteil von photocaged compounds darstellen. Uber die Jahre wurde eine Vielzahl von

unterschiedlichen photolabilen Schutzgruppen entwickelt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Ubersicht iiber die wichtigsten Klassen der photolabilen Schutzgruppen (X = Abgangsgruppe).
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Diese Vielzahl ist vor allem auch durch die diversen Themengebiete zu erkliren, in denen ebendiese
Anwendung finden. Hierfiir werden differente Eigenschaften bendtigt, die keine Schutzgruppe fiir sich
genommen in der Lage ist génzlich zu erfiillen. Die photoaktivierbaren Chromophore basieren
entweder auf Arylcarbonylmethyl-, Nitroaryl-, (Cumarin-4-yl)methyl-, Arylmethyl-, oder 4,4-Difluor-
4-bor-3a,4a-diaza-s-indazen- (BODIPY) Derivaten. Aber auch metallhaltige Verbindungen und
verschiedene Benzochinone wie die Trimethyllock-Gruppe (TML-Gruppe) finden Anwendung als

B36. 37 Im folgenden Teil wird primir auf die in dieser Doktorarbeit

photolabile Schutzgruppe.
verwendeten Klassen Bezug genommen, ndmlich die ortho-Nitrobenzyl-, die (Cumarin-4-yl)methyl-

und die Trimethyllock-Schutzgruppe.

3.1.2.1 ortho-Nitrobenzyl-Derivate

Die ortho-Nitrobenzyl-Schutzgruppe und ihre Derivate sind die gebrduchlichsten photolabilen
Schutzgruppen.™!! Der Grundstein dafiir wurde in den 1960 Jahren durch die wegweisenden Arbeiten
von Barltrop et al. und Patchornik et al. gelegt."® 2 Nach der initialen Synthese verschiedener
photoaktivierbarer Carbonsduren, wie beispielsweise der photocaged Benzoesdure 4, wurden vor
allem die Moglichkeiten zur photosensitiven Schiitzung von Aminosduren sowie die

18, 43, 44

Einsatzmoglichkeiten in der Kohlenhydratsynthese erkannt.! 1 Relevante Beispiele dafiir stellen

das photocaged Alanin 5 sowie die photocaged Glukose 6 dar (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ausgewihlte Beispiele der friihen photocaged compounds.
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Collins et al. etablierten in umfénglichen Arbeiten die o-Nitrobenzyl-Gruppe zur temporiren
Schiitzung von Diolen in Form von Acetalen in der Synthese von Oligosacchariden.!>5! Dabei lieferte
die o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe eine neuartige sdurefreie Methode zur Entfernung einer Acetal-
Schutzgruppe.!'”! Hierbei wurde die grundlegenden Kriterien fiir eine gute Schutzgruppe erfiillt, wie
etwa eine bei Bedarf vollstdndige Entfernbarkeit. Zusitzlich wurden weder eine Zersetzung noch eine
Konfigurationsinderung durch die Bestrahlung des Kohlenhydrates beobachtet.*! Die erste
Anwendung einer photolabilen Schutzgruppe im Zusammenhang mit einer biologischen
Problemstellung erfolgte im Jahr 1978 durch Kaplan et al. Dabei wurde der Einfluss des photocaged
Adenosintriphosphat (7, ATP) auf die Na"/K*-ATPase und daraus folgend auf den Na'/K*-Transport

untersucht.!

Mechanismus der Photolyse

Der Freisetzungsmechanismus der o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe wurde in den vergangenen Jahrzenten
detailliert aufgeklirt.®>%) Nach Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Wellenlinge wird das
Molekiil 8a angeregt (Schema 1). Dadurch gelangt es in den angeregten Zustand. Bei diesem handelt
es sich zundchst um einen Singulett-Zustand 8a! (S;), welcher jedoch durch Intersystem Crossing
(ISC) in den Triplett-Zustand 8a* (T)) iibergehen kann. Die intramolekulare H-Abstraktion durch die
Nitro-Gruppe fiihrt zur Bildung des aci**-Nitrointermediates 8b und kann aus beiden angeregten
Zustiinden (S; und Ti) erfolgen (Schema 1)'. Die Beteiligung beider angeregter Zustéinde konnte am
Beispiel von o-Nitrobenzylacetat mittels Femtosekunden-Spektroskopie nachgewiesen werden.!”!
Uber das aci*-Nitro-Anion 8¢ geht es in die aci*®-Nitro-Form 8d iiber. Die anschlieBende irreversible
Zyklisierung fiihrt zum Benzisoxazolin 8e, welches nach Deprotonierung iiber das Nitrosoacylal 8f
zum Nitrosobenzaldehyd (8g) und dem Produktanion zerfillt. Der Nitrosobenzaldehyd (8g) liegt im
Gleichgewicht mit seinem Azodioxydimer 8h vor. Der Zerfall des aci”®-Nitro-Anions 8d stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar und erfolgt in einer Reaktion erster Ordnung.’? Die
Zerfallsgeschwindigkeit hdngt dabei von den Substituenten, dem Ldsungsmittel und dem pH-Wert ab.
Die Photolyse bendtigt keine externe Protonenquelle und kann in diversen Ldsungsmitteln
stattfinden.® Fiir Abgangsgruppen, bei denen die entstehende negative Ladung nicht ausreichend
stabilisiert ist, stellt hingegen der Zerfall des Halbacetals 8f den geschwindigkeitsbestimmenden

Schritt dar. Dies gilt beispielsweise fiir die Freisetzung von Alkoholen. 7363

! Im Sinne der Ubersichtlichkeit ist ausschlieBlich der Verlauf iiber die anfinglich ZZ-konfigurierte Form 8b
dargestellt. Eine vollstindige Abbildung, welche auch den Verlauf iiber die aci®*-Konfiguration darstellt, ist bei
Schaper et al. zu finden. [



Kenntnisstand

Singulett-Zustand

H_ H g
©f<x hv X
LA
NO, NO, \ H H H
8a L gal z z z
l X H X tH X
ISC 2, ¢ . X
_OH +_.0 +.0
r w13 N +H* N -H* N
| _ | _ |
H / 5 3 Y
X 8b 8c 8d
NO, aci?? aci? aci’®
L ga®
Triplett-Zustand l
H H. X H x
o] - o _ H
Monomer + X = - Jo)
NO NO N
OH
8g 8f 8e
Xaml

Dimer :z N* ;:

Schema 1: Allgemeiner Photolyse-Mechanismus fiir o-Nitrobenzyl-geschiitzte Molekiile. Der Ubersichtlichkeit halber ist
lediglich der Verlauf iiber die ZZ-Konfiguration dargestellt. (X = Abgangsgruppe).[6’]

Abgangsgruppen

Die o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe ist in der Lage, eine ganze Reihe von funktionellen Einheiten
freizusetzen. Darunter fallen Phosphate,”? Carbonsiuren,'® Thiole,’® Alkohole,” Phenole!” und
Amine.*™™ Die vier letzteren lassen sich ebenfalls in Form von Kohlensiure-Derivaten wie
(Thio-)Carbonaten bzw. Carbamaten an der benzylischen Position anbringen.*®! Die Art der
Abgangsgruppe hat dabei sowohl auf die Freisetzungsrate als auch auf die Quantenausbeute einen
Einfluss.””) Im Falle der Kohlensiure-Derivate wird die postphotolytische Decarboxylierung zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt und kann fiir die Untersuchung biologischer Prozesse, bei
welchen eine hohe Raumzeitauflosung relevant ist, zum limitierenden Faktor werden.[’" "1 Zusitzlich
liegt die Quantenausbeute bei der Photolyse von Carbonsdureestern, Kohlensdureestern und

Carbamaten zumeist niedriger als bei Ethern.P%
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Dariiber hinaus ist es auch moglich, 1,2- bzw. 1,3-Diole direkt in Form von o-Nitrobenzyliden-
Acetalen zu schiitzen. Die zweifache Substitution der benzylischen Position mit Sauerstoffatomen
fithrt dabei zu einer massiven Erhohung der Quantenausbeute.’” Bei der Freisetzung des Diols handelt
es sich jedoch um einen zweistufigen Prozess, bestehend aus Photolyse und der nachfolgenden
Hydrolyse der entstandenen Ester (Schema 2). Die photolytische Spaltung der C—O-Bindung erfolgt
mit moderater bis hoher Regioselektivitdt benachbart zu der stirker elektronenziehenden bzw. weniger
elektronenschiebenden Gruppe, da es sich bei dieser um die bessere Abgangsgruppe handelt.
Strukturelle Verdnderungen der Substitutionsmuster kdnnen bei unsymmetrischen Acetalen zu einer

Anderung des Photolyse-Produktverhiltnisses fithren.[’*]

R R OH
oY) A
)\ﬁ " hv Q h OH Q Y“)\R Hydrolyse R
o @o * &o N Ho/LHn/\OH
NO NO

NO, o

n=0,1 Hauptprodukt Nebenprodukt OH
R=EWG
NO

Schema 2: Regioselektive Photolyse von o-Nitrobenzyliden-Acetalen unter Bildung von Konstitutionsisomeren und
anschlieBender Hydrolyse (EWG = electron withdrawing group, elektronenziehende Gruppe).[’!

Modifikationen der o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe

Die ersten Modifikationen der namensgebenden o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe waren schon in den
frithen anwendungsbezogenen Publikationen von Baritrop et al. und Patchornik et al. zu finden.' *2
Im Verlauf der letzten Jahrzehnte hat sich die Zahl der erschlossenen Modifikationen deutlich erhoht.
Hierbei standen vor allem die Erh6hung der Freisetzungsrate und damit einhergehend eine verbesserte
Quantenausbeute sowie eine bathochrome Verschiebung der maximalen Absorptionswellenléinge, aber
auch eine Erhohung der Loslichkeit in wéssrigen Medien im Vordergrund. Diese konnen auf zwei
Arten erfolgen. Zum einen durch Substitution der benzylischen Position und zum anderen durch
Modifikationen am aromatischen Grundgeriist entweder durch Substitution mit funktionellen Gruppen

oder Erweiterung des aromatischen Ringsystems.
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Modifikationen der benzylischen Position

Obwohl es sich bei den Modifikationen an der benzylischen Position um eine sinnvolle Moglichkeit
handelt, wie im Falle von Patchornik et al.'® die Bildung von Nebenprodukten zu verhindern oder im
Allgemeinen die Quantenausbeute zu erhohen, existieren auch inhérente Nachteile. Durch
Modifikation an der benzylischen Position kann je nach Substituenten ein zusétzliches Stereozentrum
aufgebaut werden, welches bei der photosensitiven Schiitzung von chiralen Molekiilen zur Ausbildung

31 Der Aufbau eines weiteren Stereozentrums ldsst sich nur durch

von Diastereomeren fiihrt.[
Verwendung symmetrischer photolabiler Schutzgruppen mit einer zweiten o-Nitrophenyl-Einheit wie
bei den sekundiren Alkoholen 9 und 10 verhindern (Abbildung 5).°* 7 Bei diesen sollte erginzend
zum elektronischen Einfluss die zusdtzliche Nitro-Gruppe eine statistische Erhohung der H-
Abstraktion bewirken und somit die Quantenausbeute erhdhen. Fiir die Verbindungen 10 und 11
wurden jedoch identische Quantenausbeuten (¢ =0.2) publiziert,®* obwohl bei Verbindung 11 die
Nitro-Gruppe in der meta-Position angebracht ist. Dies impliziert, dass in diesem Fall einzig die
Substitution der benzylischen Position einen Einfluss besitzt und keine signifikante statistische
Erhohung stattfindet, da die Nitro-Gruppe bei Verbindung 11 sich nicht in der fiir eine H-Abstraktion
notwendigen ortho-Position befindet.*! Allgemein hat eine Substitution der benzylischen Position nur

einen geringen Einfluss auf die Anderung der Absorptionseigenschaften.

O,N NO,
SollN ol colpe
NO, NO, NO, NO,
8a 12 9 10 1
$=0.1 $=0.64 $=0.26 $=02 $=02
Bley et al.15% Reichmanis et al.[’® Cameron et al.l"4 Bley et al.[5% Bley et al.[5%

$=0.13

Reichmanis et al.l’®

Abbildung 5: Eine Auswahl von Modifikationen der benzylischen Position und die dazugehérigen publizierten
Quantenausbeuten nach Bestrahlung bei 254 nm (X = Abgangsgruppe).?

2 Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche Losungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf die Quantenausbeute. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und kénnen lediglich einen Trend abbilden.
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Die generelle Erhohung der Quantenausbeute durch einen Substituenten in benzylischer Position
konnte in Beispielen verschiedener Arbeitsgruppen gezeigt werden.”>”"! Dabei ist das AusmaP der
Steigerung jedoch durchaus verschieden. Reichmanis et al. konnten eine fiinffache Erhdhung der
Quantenausbeute bei der Freisetzung des Pivalinséureesters des a-Methyl-Derivates 12 (¢ = 0.64) in
Acetonitril im Vergleich zum Pivalinsdureester des o-Nitrobenzyl-Derivates 8a (¢ = 0.13) erreichen.
Dahingegen konnte in einer Polymermatrix aufgrund konformerer Restriktionen nur eine Verdopplung

der Quantenausbeute beobachtet werden.””

Der Einfluss von Substituenten mit stark elektronenzichenden Eigenschaften auf die Photolyse wurde
ebenfalls von mehreren Gruppen untersucht (Abbildung 6). Pirrung et al. konnten unter anderem die
a-Cyano-substituierte Verbindung 13 darstellen und fiir diese eine Quantenausbeute im Bereich von
¢ =0.013 bestimmen." Specht und Goeldner berichten durch die Einfiihrung einer o-Trifluormethyl-
Gruppe eine betrdchtliche Steigerung der Quantenausbeute (¢ =0.43—-0.70) fiir die Freisetzung von
(Arseno-)Cholin sowie von einem Galactose-Derivat. Die Synthese {iber eine Mitsunobu-Reaktion war
jedoch insbesondere fiir den Zucker von geringen Ausbeuten geprigt.’” In einer systematischeren
Herangehensweise synthetisierten Aujard et al. eine Reihe von Verbindungen mit elektronenziehenden
Substituenten in der benzylischen Position (13—16). Dabei konnte durchweg eine signifikante, aber nur
schwache Steigerung beobachtet werden, wodurch sich die zuvor proklamierte Erhéhung um

7871 nicht reproduzieren lieB. Die a-Cyano-substituierte Verbindung 13 zeigte von

GroBenordnungen!
den untersuchten Varianten die geringste Quantenausbeute (¢ = 0.003). Die hochste Quantenausbeute
lieferte die o-Tribrommethyl-substituierte Verbindung 16, welche allerdings nur viermal so hoch
ausfiel wie jene der o-Cyano-substituierten Verbindung 13. Der Einfluss der elektronenziehenden
Substituenten fiel deutlich niedriger aus, als zuvor von Specht et al. und Pirrung et al. angenommen.
Es ist zu beachten, dass der Substituent an der benzylischen Position mehrere Parameter beeinflusst,
welche die Effizienz des Photolyse-Prozesses betreffen. Zum einen nehmen die elektronischen Effekte
Einfluss auf die Stabilitdt der C—H-Bindung des benzylischen Protons. Der Transfer dieses Protons
stellt einen zentralen Schritt im Freisetzungsmechanismus dar. Zum anderen kann beispielsweise im
Fall der a-Tribrommethyl-substituierten Verbindung 16 ein Heavy-Atom-Effekt durch alternative
Relaxationswege iiber den Triplett-Zustand Einfluss auf die Quantenausbeute nehmen. Dariiber hinaus

koénnen durch die GroBe der Substituenten sterische Effekte auftreten.!®”!
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HO._O
CN CFy CCly CBry
R R o) o] R
X X - X - X X R=H
- \ R = OMe
R NO, R NO, (0] NO, (0] NO, R NO,
13 14 15 16 17

¢ =0.003 ¢ =0.004 ¢=0.01 $=0.013 6 =0.036-0.80

Aujard et al.1®"]

¢ =0.013-0.018
Pirrung et al.l78]

Aujard et al.167]

6 =0.43-0.70
Specht et al.[’9

Aujard et al.1%7]

Aujard et al.17]

Hess und Mitarbeiter®!

$=0.19
Russell et al.87]

Abbildung 6: Modifikation der benzylischen Position durch elektronenziehende Substituenten (X = Abgangsgruppe).’

Bei der gebriuchlichsten elektronenziehenden Modifikation handelt es sich um die Substitution mit
einer Carboxyl-Gruppe. Diese bereits 1989 von Hess und Mitarbeitern eingefithrte Modifikation
besitzt den inhirenten Vorteil, dass sie zusétzlich zur Quantenausbeute auch die Loslichkeit erhoht.[®%
Der somit erleichterte Einsatz in biologischen Systemen wurde in einer Reihe von Publikationen
dargelegt.®'*3] Corrie et al. konnten jedoch in einer zeitaufgeldsten IR-Studie zeigen, dass ebenfalls
eine nicht-produktive Photodecarboxylierung als signifikante Nebenreaktion auftreten kann, welche
die Bestimmung der Produktfreisetzung erschwert.® Dennoch wird die a-Carboxy-substituierte

Schutzgruppe 17 auch heute noch vielfach verwendet.”- 8

Das Zustandekommen der teilweise deutlichen Abweichungen der publizierten Quantenausbeuten und
der damit einhergehenden Widerspriiche in der Literatur wurde bei Kldn et al. auf eine Vielzahl von
Faktoren zuriickgefiihrt. Zum einen werden die photolabilen Schutzgruppen zumeist zur Freisetzung
unterschiedlicher Abgangsgruppen eingesetzt. Zum anderen werden verschiedene Lichtquellen und
Belichtungsbedingungen beziiglich Wellenlédnge, Losungsmittel, Puffer und pH-Wert verwendet,
welche alle einen hohen Einfluss auf den Photolyse-Mechanismus besitzen. Dies macht die
Quantenausbeute zu einem besonders fehleranfilligen Parameter.*® Dennoch zeigt sich grundsitzlich,

dass eine Modifikation der benzylischen Position zu einer Erh6hung der Quantenausbeute fiihrt.

3 Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche L&sungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf die Quantenausbeute. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und kénnen lediglich einen Trend abbilden.
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Modifikationen des aromatischen Grundgeriistes

Ein Grofiteil der durchgefiilhrten Modifikationen erfolgte allerdings durch Substitutionen am
aromatischen Grundgertiist. Diese bewirken die zeitgleiche Verdnderung der Quantenausbeute sowie

der Absorptionseigenschaften. Zusétzlich ermdglichen diese eine Verbesserung der Loslichkeit und
das Anbringen an einer Festphase.*®

Den grofiten Einfluss auf die Quantenausbeute besitzt die Einflihrung einer weiteren Nitro-Gruppe in
ortho-Position. So liegt beispielsweise die Quantenausbeute der o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe 8a bei
¢ ~0.13, wohingegen die Quantenausbeute der Dinitro-Verbindung 18 (¢ ~0.62) durch statistische
Erhohung der Wahrscheinlichkeit zur Bildung des aci-Nitro-Intermediates signifikant angehoben
ist.”> #1 Dje am hdufigsten verwendeten o-Nitrobenzyl-Analoga stellen jedoch die 6-Nitroveratryl-

Schutzgruppe 19 sowie die 6-Nitropiperonyl-Schutzgruppen 20a und 20b dar (Abbildung 7).

> i
NO,

o X 20aR=H
8a <o 20b R = Me
¢ ~0.13079

NO,
—hmax ~ 260 nm(®1]

= Akmay +90 nml7el

] NO,
\ N
\ N ~
NO, N 0 NO,
. 18 \ 19
\ o = 0.6274 N ¢ ~ 0.006!12"
\— Alpnax® —6 N4 k

— Ay +90 nm(121]

Abbildung 7: Auswahl der hidufig verwendeten o-Nitrobenzyl-Derivate und Darstellung des Substituenteneinflusses auf
deren Absorptionsmaxima und Quantenausbeuten (X = Abgangsgruppe).*

Die 6-Nitroveratryl-Schutzgruppe 19 besitzt zwei zusdtzliche Methoxy-Gruppen, wohingegen die
6-Nitropiperonyl-Schutzgruppen 20a und 20b ecinen Methylendioxy-Rest besitzt. Beide Alkoxy-
Gruppen bewirken sowohl einen hyperchromen Effekt als auch eine bathochrome Verschiebung.
Dadurch zeichnen sie sich durch eine deutlich erhdhte Absorption bei ldngeren Wellenldngen aus.

Diese bewirkt allerdings keine deutlich verbesserte Anwendbarkeit im Vergleich zur urspriinglichen

4 Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche Losungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf die Quantenausbeute und das

Absorptionsmaximum. Somit sind die Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und
konnen lediglich einen Trend abbilden.
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o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe 8a, da die Quantenausbeute gleichzeitig um eine Grofenordnung
verringert ist. Diese inverse Korrelation ist auf andere durch die Modifikation ermdoglichte
photochemische Prozesse zuriickzufiilhren, welche nicht zur photolytischen Abspaltung der
Schutzgruppe fiihren.[* Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass ein zusitzlicher Triplet-Zustand
mit Charge-Transfer-Charakter auftritt, der nicht zur Bildung des Photolyse-Produktes beitrigt.> )
Dabher stellt die inverse Korrelation der maximalen Absorptionswellenldnge mit der Quantenausbeute
ein grundlegendes Problem dar. Insbesondere im Hinblick auf eine biologische Anwendung ist
ndmlich die maximale Absorptionswellenlinge von hoher Bedeutung, um eine negative

Wechselwirkung mit endogenen Chromophoren zu minimieren.

>
NO,

8a

¢ ~0.13[7%
— hmax = 260 nm(®"]
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NO,

21
¢ ~0.001167 931
~— Aax~ +110-160 nml67: 93
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NO,
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¢ = 0.011%%
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24 2 NO,
¢ ~ 0.09[% %8I ) N ¢~ 0.001167]
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Abbildung 8: Auswahl der relevanten erweiterten n-Donor-Akzeptor-Systeme und Darstellung des Substituenteneinflusses
auf deren Absorptionsmaxima und Quantenausbeuten (X = Abgangsgruppe).®

Eine systematische Untersuchung von Aujard et al. an einer Reihe von substituierten o-Nitrobenzyl-
Derivaten zeigte, dass bei einer Anbringung von konjugierten, elektronenschiebenden Substituenten in

para-Position  zur  Nitro-Gruppe  bei  bathochromer  Verschiebung der maximalen

> BEs sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche Ldsungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf die Quantenausbeute und das
Absorptionsmaximum. Somit sind die Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und
konnen lediglich einen Trend abbilden.

18
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Absorptionswellenldnge gleichzeitig die Quantenausbeute und somit auch die Photolyse-
Geschwindigkeit abnahmen (Abbildung 8).77 Diese Beobachtung wurden zuvor bereits von

75-92 Die stark konjugierten Verbindungen 21 und 22

Reichmanis et al. und von Bochet dokumentiert.!
zeigen eine signifikant bathochrom verschobene Absorptionsbande (Amax =~ 370 nm), welche bis zu
450 nm reicht. Hier konnte die inverse Korrelation von Quantenausbeute und Absorptionsmaximum
durch den auch oberhalb von 400 nm hohen Extinktionskoeffizienten ausgeglichen werden.*”)
Besonders fiir die Nitro-Stilben-Verbindung 21 wurde eine Reihe von Derivaten publiziert. Bao et al.
funktionalisierten dieses mit elektronenschiebenden Gruppen, welche zusétzlich die Einbindung in
Drug-Delivery-Systeme ermoglichen.” Die Freisetzung von Produkten erfolgt jedoch auch hier mit
geringen Quantenausbeuten (¢ ~0.001). Einen zusétzlichen inhdrenten Nachteil stellt die auftretende
photoinduzierte E/Z-Isomerisierung dar, da diese als primédrer Deaktivierungsprozess des angeregten
Zustandes fungiert.™ °1 Durch eine Fixierung der Struktur entweder in Form des
1,2-Dihydronaphthalen-Derivates 23! oder des  Benzofuran-Derivates 24! kann  die
E/Z-1somerisierung vollstindig verhindert und somit auch die Quantenausbeute erhoht werden
(¢ = 0.01-0.09). Diese rot-verschobenen o-Nitrobenzyl-Derivate ermdglichen zwar eine Photolyse
oberhalb von 400 nm und sind ebenfalls gut geeignet fiir eine Zwei-Photonen-Anregung, erfordern

jedoch einen hohen synthetischen Aufwand.

Cr e

NO,
8a 26aR=H
4~ 01307 26b R = OMe
— Amax ~ 260 nml®" ¢ ~ 0.5-0.71100-102)

— | ==ADax +60-100 nml100-102]

- J

N /OX
X NO,
. 25

\
\

| ¢ ~0.03109
N Akmax® +80 nmi®9!

Abbildung 9: Auswahl der relevanten o-Nitrobenzyl-Derivate mit erweitertem aromatischen Ringsystem und Darstellung des
Substituenteneinflusses auf deren Absorptionsmaxima und Quantenausbeuten (X = Abgangsgruppe).®

¢ Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche L&sungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und konnen lediglich einen Trend abbilden.
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Eine weitere = Modglichkeit, um eine  bathochrome  Verschiebung der maximalen
Absorptionswellenldnge zu erreichen, stellt die Erweiterung des aromatischen Ringsystems dar
(Abbildung 9). In den Arbeiten von Singh und Khade wurde das Naphthalen-Derivat 25 erfolgreich
unter physiologischen Bedingungen getestet.’”) Die von Ellis-Davies und Mitarbeitern sowie von
Distefano und Mitarbeitern etablierten Nitrodibenzofurane 26a und 26b fanden jedoch breitere
Akzeptanz.'191 Verschiedene Arbeitskreise konnten die hervorragende Anwendbarkeit in
biologischen Fragestellungen demonstrieren, wobei die entsprechenden Verbindungen hohe

[102-104

Quantenausbeuten von ¢ ~ 0.5-0.7 aufwiesen. ! Dabei war es moglich, auch mit Anregung bei

400-440 nm eine Freisetzung der Zielmolekiile zu erwirken,['% 1%

HO.__O HO.__O
o 0o
X HO*&X /@?x HO)K/O\Q\/\X
HO HO
NO, NO, Y\O NO, NO,
0 2 28

O 2 30
Schaper et al.197. 108] Milburn et al.180 Mitchison et al.['1%
Allan et al.l'%% Reinhard et al.l'""]
HO O
(0] (e}
HO)K/ ° X RO)K/O:Q\/\ X
HO RO
jﬁo NO, jﬁo NO,
(6] (e}
31 32R=H
33 R = CH,0Ac
Russell et al.l7] Makings et al.l']
Ni et all"13]

Abbildung 10: Auswahl der hédufigsten Modifikationen zur Steigerung der Loslichkeit in wissrigen Medien
(X = Abgangsgruppe).

Einen zusitzlich wichtigen Aspekt, gerade im Hinblick auf eine Verwendung in einem biologischen
Kontext, stellt die Erhohung der Loslichkeit in wissrigen Medien dar (Abbildung 10). Um diese zu
ermdglichen, wurde sich zumeist derselben Vorgehensweise bedient. Entweder erfolgte eine direkte
Einfithrung einer weiteren Carboxy-Gruppe direkt am Aromaten, wie bei den von Schaper und

107, 108

Mitarbeitern publizierten Verbindungen 27 und 28, ! oder es wurde an ein bis zwei phenolischen

Hydroxy-Gruppen eine Carboxymethylierung vollzogen, wie bei den Verbindungen 2932 [80 87, 109-112]
Ni et al. synthetisierten zwar die Dicarbonsdure 32, verwendeten diese jedoch nicht direkt, sondern
maskierten sie als Acetoxymethylester 33, mit dem Ziel durch eine erh6hte Membranpermeabilitéit
eine Anreicherung innerhalb der Zelle zu erreichen. In dieser sollte durch intrazelluldre Esterasen die

Dicarbonséure 32 regeneriert und somit eine Diffusion aus der Zelle unterbunden werden.!'"®! Im

20



Kenntnisstand

Allgemeinen finden abseits der simpleren a-Carboxy-substituierten Verbindung 17 die Derivate mit

erhohter Loslichkeit, bedingt durch den groBeren Syntheseaufwand, nur selten Verwendung.

3.1.2.2 (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate

Die (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe besitzt generell viele vorteilhafte Eigenschaften: Einen
hohen molaren Absorptionskoeffizienten oberhalb von 350 nm, eine effiziente Photolyse, eine
schnelle Freisetzung des Effektormolekiils nach ebendieser sowie eine hohe Stabilitdt im unbelichteten
Zustand.®”! Dariiber hinaus kann das Cumarin-Grundgeriist vielfiltig modifiziert werden, wodurch
sowohl die spektroskopischen als auch die photochemischen Eigenschaften auf die jeweilige
Anwendung abgestimmt werden konnen. Auch die Loslichkeit und Zellpermeabilitit der
Schutzgruppe konnen dariiber veréindert werden.'""! Die Entdeckung der (Cumarin-4-yl)methyl-
Schutzgruppe geht auf Givens und Matuszewski zuriick. Diese bemerkten, dass das
7-Methoxycumarinyl-4-methyl-Derivat 34 nach Belichtung bei 360 nm das Diethylphosphat (35)
freisetzte und das dabei entstechende Cumarin-Kation mit einer Reihe von Nukleophilen reagierte

(Abbildung 11).1']

OEt
Et0-P=0
(o] Nu
N N 0
hv (360 nm) . E10-P=0
MeO ) NuH MeO 0 Yo OH
34 35

Abbildung 11: Erste Demonstration der Photoreaktivitit der (Cumarin-4-yl)methyl-Gruppe.['!3]

Mechanismus der Photolyse

Der Mechanismus der Photolyse von (Cumarin-4-yl)methyl-Derivaten wurde intensiv untersucht.[!'

"1 Wie in Abbildung 12 am Beispiel des Cumarins 36 dargestellt, verlduft dieser iiber einen Photo-

(1] Nach Absorption des Lichts erfolgt zunichst die Relaxation zum niedrigsten

Sn1-Mechanismus.
angeregten 'mn Singulett-Zustand (Si). Dieser ist in der Lage zum einen durch unproduktive
nichtstrahlende Desaktivierung oder Fluoreszenz in den Singulett-Grundzustand (So) zuriickzukehren.
Zum anderen kann die heterolytische Spaltung der C—X-Bindung auftreten. Dabei wird zunichst ein
enges lonenpaar als Intermediat durchlaufen, welches aus dem (Cumarin-4-yl)methyl-Kation und der
konjugierten Base der Abgangsgruppe besteht. Nach Trennung durch das Losungsmittel reagiert das

Kation mit etwaigen Nukleophilen oder Losungsmittel-Molekiillen zu stabilen Produkten. Eine

Rekombination des engen Ionenpaares hingegen stellt einen weiteren unproduktiven strahlungslosen
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Pfad hin zum Grundzustand (So) dar. Dabei kann die Rekombination des lonenpaares zehnmal

118 1191 Bej einigen wenigen

schneller als das Abfangen des Kations durch ein Nukleophil verlaufen.
Cumarin-Derivaten wird auch die Beteiligung des Triplett-Zustandes (Ti) bei der Photolyse
vermutet.'*'] Bei den meisten Verbindungen leistet das Intersystem Crossing jedoch keinen
signifikanten Beitrag zur Desaktivierung des angeregten Singulett-Zustandes.!'') Die Geschwindigkeit
und Quantenausbeute der Losungsmittel-unterstiitzten Photoheterolyse lassen sich primér durch
Faktoren beschleunigen, welche das entstehende enge lonenpaar stabilisieren. Somit fiihrt sowohl eine
Erhohung der Polaritdt des Losungsmittels als auch die Verwendung von Abgangsgruppen mit
geringem pKs-Wert sowie die Einfilhrung von elektronenschiebenden Gruppen am Cumarin-
Grundgeriist zu einer Steigerung der Photolyserate. Gleichzeitig bewirken diese Faktoren auch eine
Herabsetzung der Rekombinationsrate und haben somit einen zweifach positiven Effekt auf

16191 Die Geschwindigkeit der initialen heterolytischen Spaltung

Quantenausbeute und Photolyserate.!
wurde via zeitaufgeldster Absorptionsspektroskopie auf 2 x 10'"s™' fiir die Freisetzung eines

Phosphatesters bestimmt und z#hlt damit zu den schnellsten photolytischen Prozessen.!''®

Rekombination

1 Sy *
X
So
+ X7
X MeO o~ "0 ¥
H,C
X hv A
heterolytische
MeO o” "0 Spaltung MeO o "0
36 X
enges lonenpaar
L @
Fluoreszenz oder + -
nichtstrahlende MeO S
Deaktivierung L ]
Nu +

\ + XH < NuH /@\/1 + X
MeO 0 Yo MeO 0o

durch Lésungsmittel
getrenntes lonenpaar

Abbildung 12: Photolyse-Mechanismus fiir (Cumarin-4-yl)methyl-geschiitzte Verbindungen (X = Abgangsgruppe) in
Anlehnung an Weinstain et al.l’7-119]
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Abgangsgruppen
Die (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe ist nur fiir die direkte Freisetzung von Gruppen geeignet,

welche gute Fluchtgruppen-Eigenschaften aufweisen. So verlduft die Photoentschiitzung von

[116, 124, 125 [120] [126, 127]

Phosphaten, Sulfonaten!"'®), quaterniren Aminen!'®” und Carbonséuren mit hohen
Quantenausbeuten. Alkohole hingegen sind aufgrund ihres niedrigen pKs-Wertes nahezu nicht
photolysierbar.!''! Diese konnen jedoch in Form von Carbonaten an der (Cumarin-4-yl)methyl-
Schutzgruppe installiert und effizient freigesetzt werden.'®® ! Bei der Bestrahlung von Cumarin-
geschiitzten Phenolen stellt eine Photo-Claisen-Umlagerung die Hauptreaktion dar, wodurch eine
effiziente und prizise Freisetzung der Abgangsgruppe verhindert wird. Eine Verkniipfung von Phenol
und Cumarin iiber ein Carbonat kann diese Nebenreaktion vollstindig verhindern."*”! Ebenso tritt bei
der direkten Freisetzung von Thiolen eine Photo-Isomerisierung als Nebenreaktion auf,!'*!) weshalb
sich auch hier die Schiitzung iiber ein Thiocarbonat anbietet.'*” Bei Aminen empfichlt sich ebenfalls

die Verkniipfung mit der (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe iiber ein Carbamat.!'33]

Die Photolyse von (Thio-)Carbonaten und Carbamaten verlduft dabei identisch. Nach initialer
Photoheterolyse des entsprechenden Cumarin-Derivates 37 decarboxyliert die freigesetzte
(Thio-)Kohlensdure oder Carbaminséure und liefert das freie Thiol bzw. den freien Alkohol oder das
freie Amin (Abbildung 13).[* 132 133 Die Decarboxylierung verliuft dabei relativ langsam und wird
zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Freisetzung.”"! Dabei ist die Geschwindigkeit sowohl

von Siure- und Basen-Katalyse als auch von der Art der freigesetzten Gruppe anhingig.!'** 3%

@

O _XR!
T ‘o,
Br o} R
= _hv -CO,
—> H-XR'
20 0" o

37X=0,S,NR®

Abbildung 13: Photolytische Freisetzung mit anschlieBender Decarboxylierung von (Cumarin-4-yl)methyl-geschiitzten
Thiolen, Alkoholen und Aminen. ¢!

Die direkte Freisetzung von primédren und sekundidren Aminen ist lediglich in einer einzelnen
Publikation zu finden. Dabei verlduft die Photolyse nicht {iber einen Photo-Sx1-Mechanismus, sondern
iiber einen radikalischen Elektronentransfer, welcher nur in Gegenwart eines im Uberschuss

vorliegenden H-Donors, wie n-Decanthiol ablauft.!'*¢]
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Auch die direkte Freisetzung von Diolen aus Acetalen ist bei Verwendung einer

(Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe moglich. Lin und Lawrence konnten zeigen, dass jedoch
ausschlieBlich 5-Ring-Acetale bzw. 7-Ring-Acetale photolysierbar sind. Der potenzielle Mechanismus
ist am Beispiel des 6-Bromo-7-hydroxycumarin-4-ylmethyl-Derivates 38a dargestellt und verlauft
nach Anregung iiber ein intramolekulares Ionenpaar 38b, welches mit Wasser zum Hemiacetal 38¢
reagiert. Das instabile Hemiacetal 38¢ zerfallt im Anschluss zum Cumarinaldehyd 39 und dem freien
Diol 40 (Abbildung 14).13"! Das bisher einzige Beispiel fiir ein photolysierbares 6-Ring-Acetal kommt
von Laguerre et al. und beinhaltet einen Ester, welcher die Elektronendichte des Acetals stark

herabsenkt, wodurch eine effiziente Photolyse ermoglicht wird.!"*®!

R R R R R R
7 m . e
o. O 0_,0 Oy O
Br X hy Br N Br N
- -~
HO o) A HO o Yo HO o]
38a 38b
-HonJr H,O
R R
- Hg o
R R Br. N Br. N
" -
HO OH HO 0o HO 0 o
40 39 38¢c

Abbildung 14: Mechanismus der Photolyse von (Cumarin-4-yl)methyl-geschiitzten Diolen.[!37]

Modifikationen des aromatischen Grundgeriistes

In den letzten zwei Jahrzenten wurden die Cumarine durch diverse Modifikationen als eine vielseitige
photolabile Schutzgruppe etabliert. Durchgefiihrte Modifikationen zielten dabei insbesondere auf eine
bathochrome Verschiebung der maximalen Absorptionswellenldnge ab, aber auch auf eine Erhhung
der Loslichkeit sowie Membrangingigkeit. Da Cumarine zur Verwendung in Farbstofflasern
entwickelt wurden und auch breite Anwendung als Fluoreszenzmarker fanden, konnte bei der
Etablierung dieser photolabilen Schutzgruppe auf ein breites Repertoire an Modifikationen
zuriickgegriffen werden.'*! Dadurch konnten mit Hilfe geschickter Kombination verschiedener
Substitutionen Absorptionsmaxima im griinen Bereich des Lichtes (~530 nm) erreicht werden. Im
Folgenden soll ein Einblick in die vielfdltigen Substitutions-Mdglichkeiten gegeben werden. Ein

Grofiteil der publizierten Modifikationen fillt dabei auf die C3-, C6- und C7-Position (Abbildung 15).
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Aber auch Substitutionen der Carbonyl-Funktionalitét (C2-Position) haben an Bedeutung gewonnen.

Modifikationen an der C8-Position wurden hauptsichlich fiir die Optimierung der Loslichkeit!'¥ 14%-

142] 143]

oder zur Immobilisierung verwandt, da sie nur einen geringen Einfluss auf das

Absorptionsmaximum besitzen.['*¥

Abbildung 15: Cumarin-Grundgeriist (X = Abgangsgruppe).

Modifikationen der C7-Position

Die Cumarin-Grundstruktur 41 besitzt ein Absorptionsmaximum von Am.x =310nm (Abbildung
16).""" Die Substitution der C7-Position mit elektronenschiebenden Gruppen fiihrt zu einer
Rotverschiebung des Absorptionsmaximums, da dies eine ErhShung des intramolekularen Charge-

145-148

Transfer-Charakters und ein groBeres Ubergangsdipolmoment bewirkt.! ! Durch die Variation der

Substituenten des (Cumarin-4-yl)methyl-Grundgeriistes kann der Sp — S; Ubergang stark beeinflusst

119

werden.['" Dabei hingt das AusmaB der entstehenden bathochromen Verschiebung von den Elektron-

Donor-Eigenschaften des Substituenten ab. Wihrend beim 7-Methylcumarin 42 die Methyl-Gruppe

149, 150]

eine Rotverschiebung des Absorptionsmaximums von ~7 nm bewirkt, verursacht eine Alkoxy-

7. 121 125] Die Substitution mit einem Amin ermdglicht

Gruppe eine Verschiebung von bis zu ~20 nm.!
eine bathochrome Verschiebung von bis zu ~40 nm (7-Aminocumarin 43a)"*"! und durch alkylierte
Amin-Funktionalitidten kann dieser Effekt, wie im Falle der Verbindungen 43b—d, auf bis zu ~90 nm
potenziert werden.!"*>'** Durch die elektronenschiebenden Alkyl-Reste wird die Elektronendichte des
Donors weiter erhoht. Somit wird das bei der Photolyse entstehende Cumarin-Kation besser
stabilisiert, wodurch zusitzlich die Freisetzungsrate der Abgangsgruppe und damit auch die
Quantenausbeute erhoht werden. Daher zéhlt insbesondere das (7-Diethylaminocumarin-4-yl)methyl-
Derivat 43¢ zu den weiterverbreiteten photolabilen Schutzgruppen.P” Bei den (7-Hydroxycumarin-4-
yl)methyl-Derivaten 44a—d ist eine Anregung fiir gewohnlich nur im Bereich von 300-350 nm
moglich.’) Das alkylierte Amin-Cumarine 43¢ kann hingegen auch weit oberhalb seines

Absorptionsmaximums bei 400-450 nm einer effizienten Photoreaktion unterzogen werden.['3>'%7]
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44aR=H
bR=Me
=~ ¢ R = CH,CO,H
RO 0o dR=COCH;
L= Ay +20 nml117. 125.154]
NG X
43aR=H
X bR=Me
cR=Et
RN 0°Xg  dR=CH,COH
~ |
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\
— Akmax= +7 nml149]

e Al +40-90 nml117. 118, 125, 151)

Abbildung 16: An der 7-Position modifizierte (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate und der Einfluss auf ihre Absorptionsmaxima
(X = Abgangsgruppe).’

Aufbauend auf diesen Grundgeriisten kann durch Modifikation der Alkylreste an der Hydroxy- bzw-
Amin-Funktionalitdt zusdtzlich eine Erhéhung der Loslichkeit und Membrangéngigkeit erreicht
werden. Dabei wird kein signifikanter Einfluss auf die iibrigen photophysikalischen Eigenschaften
genommen.!'™ So erhéhen das 7-Carboxymethoxy-Derivat 44c!'> 2! und das Biscarboxymethyl-
Derivat 43d[13> %% 19 deytlich die Loslichkeit und erleichtern eine Anwendung in biologischen
Systemen. Die Nutzung eines Esters zur Maskierung der freien Hydroxy-Gruppe bei Verbindung 44d

hingegen fiihrt zu einer Erthdhung der Membrangingigkeit.!'¢!- 162

Weitere Modifikationen, welche entweder durch Populationsverringerung unproduktiver Zustédnde
oder Unterbindung unproduktiver nicht-strahlender Prozesse die Quantenausbeute erhéhen, wurden
besonders am 7-Aminocumarin 43a vorgenommen.'®® Die Kombination von ebendiesem mit der
Julolidine-Struktur liefert das Derivat 45,!'%* '] und die Einfiihrung einer Azetidinyl-Gruppe die
Verbindung 46 (Abbildung 17).l'" Beide weisen im Vergleich zum 7-Diethylamin-Derivat 43¢ etwa
2-5-mal so hohe Quantenausbeuten bei der Freisetzung von substituierten Benzoesiuren auf.!'®! Bei
identischer Abgangsgruppe und Losungsmittel bewirkte die Julolidine-Modifikation zusétzlich eine
leichte bathochrome Verschiebung der maximalen Absorptionswellenldnge im direkten Vergleich zum

7-Diethylaminocumarin 43c.

7 BEs sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche Ldsungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und koénnen lediglich einen Trend abbilden.
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Abbildung 17: Modifikationen der (7-Aminocumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe zur Optimierung der Quantenausbeute
(X = Abgangsgruppe).

Modifikationen der C6-Position
Die alleinige Substitution der 6-Position mit einem elektronenschiebenden Substituenten bewirkt zwar
eine stirkere Rotverschiebung als an der 7-Position, es sinkt jedoch gleichzeitig die Effizienz der

117, 119

Photolyse aufgrund des deutlich geringeren Extinktionskoeffizienten. ! Daher ist in der Literatur

zum einen hdufig die Substitution der 6- und 7-Position mit identischen Gruppen, wie beim

125,166, 167 ynd der Variante 47¢ mit erhohter

Dimethoxycumarin 47a, der hochldslichen Variante 47b
Membrangingigkeit zu finden (Abbildung 18).'®! Hierbei weisen diese die kombinierten
Charakteristika der monosubstituierten Verbindungen auf und erreichen somit eine bathochrome
Verschiebung von ~30-40 nm bei gleichbleibend effizienter Photolyse. Zum anderen zdhlt die
Kombination einer elektronenziehenden Gruppe in der 6-Position und einer elektronenschiebenden
Gruppe in der 7-Position zu den wichtigsten Modifikationen. Insbesondere das von Furuta et al.
entwickelte  (6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl-Derivat 48a  erfreut sich einer breiten

121, 1691731 Bej diesem bewirkt die Bromierung in ortho-Position eine Absenkung des pKs-

Anwendung.!
Wertes der Hydroxy-Gruppe. Somit liegt diese unter physiologischen Bedingungen deprotoniert vor.
Dies hat sowohl eine starke Erhhung der Loslichkeit in wissrigen Medien als auch eine signifikante
Rotverschiebung (~60 nm) aufgrund des deutlich stirkeren +M-Effektes zur Folge.['"?! Das verwandte
(6-Chlor-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl-Derivat 48b  besitzt sehr &dhnliche photochemische

121

Eigenschaften,!'?!) fand bisher jedoch keine breite Anwendung. Bei der Variante 48¢ ist die freie
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Hydroxy-Gruppe als Ester maskiert, wodurch eine Diffusion in Zellen ermdglicht wird. Nach
intrazelluldrer enzymatischer Hydrolyse weist das Molekiil die photochemischen Eigenschaften der

Verbindung 48a auf und bleibt aufgrund ihrer Ladung in der Zelle eingeschlossen.!'’¥

X
R2 48aR'=OH,R?=Br
N bR'=OH,R2=Cl

R1O 0"y ¢R'=COCH; R?=Br

—  Alpax= +60 nml12% 1741

N X
R R'0 47a R11 = OCH,
N A b R' = CH,CO,H
N ¢ R" = CH,CO,Et
\ R'0 0" o ¥2

N

— Ahmax= +30-40 nml119. 125, 168]

Abbildung 18: An der 6- und 7-Position modifizierte (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate und der Einfluss auf ihre
Absorptionsmaxima (X = Abgangsgruppe).®

Modifikationen der C3-Position

Einen deutlich stirkeren Einfluss auf das Absorptionsmaximum haben Modifikationen der 3-Position.
Hierbei kann entweder durch Substitution mit einer elektronenzichenden Gruppe oder durch
Erweiterung des n-Systems die signifikante Rotverschiebung erreicht werden. Diese Modifikationen
werden in der Regel mit einer Substitution in der 7-Position kombiniert. Schon die einfache
Substitution mit einer Nitril-Gruppe bewirkt eine bathochrome Verschiebung von ~50 nm und
zeitgleich eine deutliche Reduktion der Absorption im Bereich von 340-360 nm (Abbildung 19).l'™!
Derselbe Effekt ist bei der synthetisch aufwendigeren DEAC450-Schutzgruppe 49 zu finden, welche
besonders in der Neurobiologie angewandt wurde.!'*'”) Diese weist jedoch im Gegensatz zum
3-Cyanocumarin 50 neben einer hoheren photolytischen Effizienz auch eine erhdhte Loslichkeit

176

auf."® Kiausen et al. entwarfen eine Reihe von dipolaren Cumarin-Derivaten mit ausgedehntem

n-System, wobei das 2-Vinylbenzothiazol-Derivat 51 die stérkste bathochrome Verschiebung mit bis

180

zu ~80 nm im Vergleich zum 7-Diethylaminocumarin 43¢ besitzt.'®") Kele und Mitarbeiter konnten

8 Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche L&sungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und koénnen lediglich einen Trend abbilden.

28



Kenntnisstand

ebenfalls mehrere, mit verschiedenen Heterocyclen konjugierte Cumarin-Derivate charakterisieren,
welche zusitzlich ein quaterndres Amin aufweisen. Das methylierte 2-Vinylbenzothiazol-Derivat 52
wies aufgrund der Ladung nicht nur eine starke Rotverschiebung von bis zu ~150 nm auf sondern auch
eine erhohte Loslichkeit.'8! Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass es durch stark elektronenziehende
Gruppen in 3-Position, bedingt durch einen stark polarisierten angeregten Zustand, zu einer massiven

Abnahme der Photolyse kommen kann.!'*!)

x ey,
S
N
X NS
\
N 0 o N 0" Yo
) 43c 52
Amax = 390 nMI125] Amax= +60 nml176] — — Amax= +150 nml181]

N / N
S / S

|

Ahpax= +50 nml183] —1

S — Alpax= +80 nm!180]

X

\CN

N oo
50

Abbildung 19: An der 3-Position modifizierte (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate und der Einfluss auf ihre Absorptionsmaxima
(X = Abgangsgruppe).’

Modifikationen der C2-Position

Sowohl Fonseca et al. als auch Fournier et al. konnten zeigen, dass Thiocumarine ebenfalls dazu in
der Lage sind, als photolabile Schutzgruppe zu fungieren.!'>* 1> 18 18] Dje Thiocarbonyl-Einheit des
Cumarin-Grundgeriistes bewirkt dabei eine Absenkung der angeregten Singulett- sowie Triplett-
Zustinde, sodass eine Anregung schon im sichtbaren Bereich des Lichtes erfolgen kann.!'® 185 So
zeigte das Thiocumarin 53 sowohl eine bathochrome Verschiebung von etwa ~80 nm als auch eine
erhohte Quantenausbeute (¢ =0.09-0.18) im direkten Vergleich zu seinem Carbonyl-Analogon 43¢
(¢ =0.003) (Abbildung 20).1" Lin et al. konnten durch Kombination des Thiocumarin-Grundgeriistes

° Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche L&sungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und konnen lediglich einen Trend abbilden.
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mit elektronenreichen p-Amino-Styryl-Gruppen die stirkste Rotverschiebung mit bis zu ~120 nm im
Falle des Julolidin-Derivates 54 erreichen. Die starken Elektronendonoren stabilisieren das bei der
Photolyse entstehende Kation und fithren zu einer hohen Quantenausbeute (¢ =0.7). Eine
intramolekulare Zyklisierung, welche auf die Photolyse folgt, bewirkt eine Aufhebung der
Konjugation zum Styryl-Rest, wodurch es zum Photobleaching kommt und somit der Inner-Filter-
Effekt minimiert wird.''® Andere stark elektronenziehende Substituenten in der 2-Position wie die
Dicyano-Gruppe der Verbindung 55 fiithren ebenfalls zu einer deutlichen bathochromen Verschiebung
von ~100 nm. Dariiber hinaus weisen Dicyano-Derivate im Vergleich mit den Thiocumarinen eine
verbesserte Stabilitit gegeniiber sauren und basischen Bedingungen auf und sind somit besser fiir

187 18] Eine Verstirkung des bathochromen

Anwendungen in biologischen Systemen geeignet.
Effektes durch Erhohung der elektronenziehenden Eigenschaften des Substituenten kann, wie bei
Verbindung 56 durch Austausch der Cyano-Gruppe durch Phenyl-Reste mit unterschiedlichen
Substitutionsmustern erreicht werden. Diese weisen jedoch nur noch sehr geringe Quantenausbeuten

auf (¢ = 0.5 x 107°).11%9)

X X
A S
N oo AN 0 s
) 43¢ ) 53
¢~ 0.003[17%] ¢~ 0.09-0.18['73] ¢ =~ 0.701861
Amax = 390 nml128] — Ahmax= +80 nml175] — — Al pmax™ +120 nm!188]
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\ /
~ \ /

\

4 \
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A ~ [175, 187-189] e max
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X
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/\N o CN )
J 55 CN
0 ~0.2-1.5 x 1073 [174, 186-188] & ~0.5x 10761188]
NO,

Abbildung 20: An der 2-Position modifizierte (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate und der Einfluss auf ihre Absorptionsmaxima
(X = Abgangsgruppe).'?

10 Es sollte beachtet werden, dass in diesen Publikationen partiell unterschiedliche Losungsmittel und
Abgangsgruppen verwendet wurden. Diese besitzen einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum. Somit sind die
Werte aus verschiedenen Publikationen nur bedingt vergleichbar und koénnen lediglich einen Trend abbilden.
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3.1.2.3 Trimethyl-Lock-Derivate

Die Trimethyl-Lock-Gruppe (TML-Gruppe) ist ein Derivat der 2-Hydroxyhydrozimtséure 57, welches
in der Lage ist, unter Bildung des Dihydrocumarins 58 iiber eine 6-exo-trig-Cyclisierung besonders
schnell zu lactonisieren (Abbildung 21). Namensgebend und gleichzeitig Ursprung des
auflerordentlich schnellen Ringschlusses sind drei benachbarte Methyl-Gruppen, die eine
konformative Restriktion der Seitenkette herbeifiihren.® Bei diesem System ist der geminale
Disubstituenten-Effekt'! besonders ausgeprdgt und es wird eine Ratenbeschleunigung des
Ringschlusses von bis zu 10'' erreicht. Bei den vergleichbaren 2-Hydroxyhydrozimtsiure-
Derivaten 59a—d fehlt diese konformative Einschrankung und die Lactonisierung verlduft signifikant

langsamer (Abbildung 21).'

A 0._0
-H,0
schnell
57 58
B HO,C HO,C HO,C HO,C
HO HO HO HO
59a 59b 59¢ 59d
1.00 1.05 4400 10"

relative Lactonisierungsrate

Abbildung 21: A) Trimethyl-Lock Lactonisierung zum Dihydrocumarin 58. Die fiir die besondere Reaktivitdt benétigten
Methyl-Gruppen, welche die freie Drehbarkeit einschrinken, sind rot hervorgehoben.'®%- 1931 B) Relative Reaktivitit
beziiglich der Lactonisierung von Trimethyl-Lock-Derivaten.[1%% 192]

Von Cohen et al. wurde diese hohe Ratenbeschleunigung auf die priméire Begiinstigung des fiir die
Lactonisierung zielfiihrenden Konformers zuriickgefiihrt und als stereopopulation control betitelt.!'**
194191 Aufgrund dieser ungewdhnlich hohen Ratenbeschleunigung wird die stereopopulation control

91 In einer alternativen Hypothese wird die Ratenbeschleunigung

als alleinige Ursache angezweifelt.!
der Lactonisierung zusétzlich auf eine Reduktion der Spannungsenergie im Grundzustand des
Produktes zuriickgefiihrt."”?*) Durch rechnerische Untersuchungen konnte der energetische
Unterschied zwischen den freien Grundzustandsenergien (fiee-energy ground-states) von Trimethyl-

Lock-Derivat 57 und Lacton 58 nur fiir eine 10°~10’-fache Beschleunigung der Lactonisierung als

' Der geminale disubstituenten Effekt ist allgemein eine Bezeichnung fiir die Beschleunigung einer
intramolekularen Zyklisierung, welche durch die Substitution von Wasserstoffatomen mit Alkylgruppen an
einem Kohlenstoffatom zwischen den beiden Reaktionspartnern hervorgerufen wird.!'!]
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198, 201]

ursiichlich befunden werden.! Somit wurde die Ratenbeschleunigung, welche auf

stereopopulation control zuriickgefiihrt werden kann, auf 10103 beziffert.!'”- 202

Eine sofortige Lactonisierung der TML-Gruppe wird nur durch eine Modifikation des phenolischen

190

Sauerstoffs verhindert, z.B. durch Bildung eines Ethers oder eines Esters,!'”” oder alternativ durch

193

Maskierung als Benzochinon-Derivat.'”! Durch geschickte Wahl der Modifikation kann so eine

203, 204 205, 206] 207-209]

gezielte enzymatische,! 1 (elektro-)chemischel oder photolytischel Aktivierung
durchgefiihrt werden. Dabei konnen Amine, Thiole und Alkohole freigesetzt werden, welche an der
Carbonsiure in Form von Amiden bzw. (Thio-)Estern vorliegen (Abbildung 22).['"*! Die TML-Gruppe
zeichnet sich dabei nicht nur durch eine einfache Synthese, sondern auch durch vielfiltige
Anwendungen aus.'” Die Freisetzung von Fluorophoren,?'* 2! Peptiden'> ¥ und

Arzneimitteln?** 2142151 konnte so von verschiedenen Arbeitskreisen demonstriert werden.

Os; enzymatische oder o~
Y (photo-)chemische
X Spaltung j
(e] (¢] \

X = OR, SR, NHR X = OR, SR, NHR 0.0
Y :.Z'B' Acyl, Phosphoryl, Freisetzung des + X
2-Nitroveratryl Zielmolekiils R
0o enzymatische oder OH R=H, OH
(photo-)chemische
X i X
o Reduktion HO &
[e] [e]
X =0R, SR, NHR X =0R, SR, NHR

Abbildung 22: Die verschiedenen Prinzipien der Freisetzung von TML-geschiitzten Molekiilen.!'%]

Die erste photosensitive TML-Gruppe wurde 2007 von Shigenaga et al. publiziert. Dabei wurde der
phenolische Sauerstoff als o-Nitrobenzylether geschiitzt, um eine direkte Lactonisierung zu
unterbinden (Schema 3). Durch kurze Bestrahlung des modifizierten Peptids 60 mit UV-Licht
(>365 nm) konnte die photolabile o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe entfernt werden. Das N-terminale

Peptid-Fragment wird durch Lactonisierung des entstandenen Intermediates 61 freigesetzt.?"”]
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Schema 3: Nitrobenzyl-geschiitzte TML-Gruppe zur selektiven Freisetzung eines Peptids nach Bestrahlung mit UV-Licht
(>365 nm).207]

Dougherty und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine direkte photochemische Reduktion der TML-
Gruppe zur gezielten Freisetzung von Alkoholen und Aminen genutzt werden kann. Die
photochemischen Eigenschaften von p-Benzochinonen im Allgemeinen sind zwar schon seit etwa
einem Jahrhundert bekannt,*” 2'% 2!l die involvierten Mechanismen werden jedoch auch bis heute

noch naher untersucht.?'® 21

! Im Besonderen machten sich Dougherty und Mitarbeiter dabei die durch
benachbarte  Thioalkyl-?** 22!l oder Aminoalkyl-Reste®??**!  vermittelte intramolekulare
Photoreduktion zu nutze. Von diesem Effekt machten zuvor bereits Chen und Steinmetz fiir die
Freisetzung von Phenolen und Carbonsduren aus dem Pyrrolidin-substituierten p-Benzochinon-
Derivat 62 Gebrauch. Die Freisetzung nach Belichtung mit sichtbarem Licht (450-650 nm) erfolgt
hier im Gegensatz zur TML-Gruppe durch eine Photocyclisierung zum Zwischenprodukt 63 mit

anschliefender Eliminierung im ,.Dunklen®, welche zusitzlich zur Freisetzung des Produktes das

reaktive o-Chinonmethid 64 liefert (Schema 4).12%% 226!

0 0 D

N
hv dunkel
—_— —_—
X X —HX
(0] OH o
62 63 64

Schema 4: Ubersicht iiber den zweistufigen Photolyse-Mechanismus bestehend aus Photo-Cyclisierung und anschlieBender
Eliminierung.2?]

Bei der TML-Gruppe verlduft die Freisetzung ebenfalls in zwei voneinander unabhéngigen Schritten,
der intramolekularen photochemischen Benzochinon-Reduktion, gefolgt von der Trimethyl-Lock-
Lactonisierung. Bei der Lactonisierung handelt es sich um eine thermische Reaktion. Dies ermdglicht
eine gezielte Optimierung der Photolyse beziiglich Wellenldnge und Quantenausbeute, ohne die

[209

Geschwindigkeit der Freisetzung selbst zu verindern.® Eine genaue Untersuchung des Mechanismus

an dem Trimethyllock-Derivat 65 zeigte dabei, dass dieser iiber die ionische Zwischenstufe 66 ablauft.
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Der nachfolgende irreversible H-Shift erfolgt dabei sowohl aus dem Singulett- als auch aus dem

Triplett-Zustand und stellt den entscheidenden Schritt dar. Der nukleophile Sauerstoff des

Hydrochinon 67 durchliuft die Lactonisierung unter Freisetzung des Produktes.??”

TN
N N . N
0 (6] hv. o) (6] o) 0
MeOH H-Shift

s S s
R-L O R-L O R+ OH
R? H R? H R?

65 66 67

Schema 5: Mechanismus der photoinduzierten intramolekularen Reduktion.[??7]

Dabei konnte nicht nur eine effiziente Photolyse weit oberhalb des Absorptionsmaximums, sondern
auch die Orthogonalitdt unterschiedlicher TML-Schutzgruppen demonstriert werden, indem eine
Mischung der beiden TML-geschiitzten Alkohole 65 und 68 nacheinander mit unterschiedlichen
Wellenldngen (A =565 nm; A=455nm) beleuchtet wurde (Schema 6). Durch Reaktionskontrolle
mittels NMR konnte zunichst die kontrollierte Freisetzung von Methanol und anschlieend Ethanol

sowie die entstehenden Nebenprodukte 69 und 70 beobachtet werden.**!

0 o} o} o}
o} OEt o OMe o o
cl cl
hv = 565 nm hv = 455 nm
s * C/N \ & \ s
o o) 0 69

MeOH EtOH OH 70
Meo)

+ +

65 68
65 69

Schema 6: Orthogonale Freisetzung von verschiedenen Alkoholen durch Thiol- und Amin-substituierte TML-
Schutzgruppen. %]

201 eines

Bisher konnte die TML-Gruppe zur Bildung einer photosensitiven Prodrug,
photoaktivierbaren Fluorophors*”! und zum Aufbau von photolabilen Polymeren genutzt werden.?**!
Die Vorteile der TML-Gruppe sind dabei eine sauber ablaufende Photoreaktion, welche auch in
wissrigen Medien die schnelle Freisetzung von schlechten Abgangsgruppen ermdglicht, und die
Bildung von hypsochromen Photolyse-Produkten, wodurch im Gegensatz zu o-Nitrobenzyl- und

Cumarin-4ylmethyl-Derivaten kein Inner-Filter-Effekt auftritt.2%)
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3.2 Orthogonale und wellenlangenselektive Anregungssysteme
3.21 Grundlagen

Das Konzept Orthogonalitdt in der Chemie wurde erstmals von Barany und Merrifield im Jahr 1977
beschrieben.”? Dort wurde ein orthogonales System als eine Kombination von Schutzgruppen
definiert, bei welchem jede Schutzgruppe selektiv in Gegenwart der anderen abgespalten werden kann.
Dabei bedarf es keiner definierten Reihenfolge, in der die Abspaltung zu erfolgen hat.**! Bei der
Orthogonalitit handelt es sich somit um einen Spezialfall der Chemoselektivitit.>” In Bezug auf
photolabile Schutzgruppen wird dieses Konzept als chromatische Orthogonalitit bezeichnet und ist
definiert als die Mdglichkeit zur selektiven Anregung von verschiedenen photosensitiven Gruppen
durch Bestrahlung mit Licht."” Dabei wird als Selektionskriterium zumeist der
Absorptionsunterschied bei definierten Wellenléingen ausgenutzt.*®! Eine schematische Darstellung ist

in Abbildung 23 zu finden.

Abbildung 23: Schematische Darstellung der chromatischen Orthogonalitit von zwei photocaged compounds (A und B) in
Anlehnung an Hansen et al.*®! Durch alleinige Belichtung mit der Wellenlinge Aang wird selektiv photocaged compound A
adressiert. Alleinige Belichtung mit Wellenldnge Axurz spricht hingegen selektiv photocaged compound B an. Durch
Belichtung mit beiden Wellenldngen (Aang und Axurz) erfolgt die Zersetzung von beiden photocaged compounds. Die
Belichtung kann dabei in beliebiger Reihenfolge oder auch simultan erfolgen.
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Die chromatische Orthogonalitit stellt den Idealfall dar, welcher jedoch in der Realitit nur schwer zu
erreichen ist, da nahezu alle Chromophore eine signifikante Absorption im UV-Bereich aufweisen.)
Da beide photolabilen Schutzgruppen um die eingestrahlten Photonen konkurrieren, hingt die
Selektivitdt vor allem von der photolytischen Effizienz (e¢) ab. Die photolytische Effizienz ist
definiert als das Produkt von molarem Extinktionskoeffizienten (¢) und Quantenausbeute (¢). Dadurch
werden sowohl die Fahigkeit des Chromophors zur Absorption von Photonen als auch der Anteil der

absorbierten Photonen beriicksichtigt, welcher zur Photolyse fithrt.*?

Durch Bildung des Quotienten der photolytischen Effizienzen konnen somit die optimalen
Anregungswellenldngen bestimmt werden. Hierbei ergeben sich mehrere Moglichkeiten. In Abbildung
24A ist der Optimalfall der chromatischen Orthogonalitdt dargestellt. Dieser liegt vor, wenn nur eine
minimale Uberlappung zweier Absorptionsspektren'? vorliegt und somit eine vollstindige Selektivitit
erreicht werden kann. Dafiir definieren Kotzur et al. einen Quotienten der photolytischen Effizienzen
von >100."*2! Ist die photolytische Effizienz der Verbindung, welche bei der kiirzeren Wellenlinge
absorbiert, deutlich hoher als die der langwelliger absorbierenden Verbindung ist auch hier eine
verbesserte Selektivitit erreichbar. Diese kann durch geschickt gewihlte Konzentrationsunterschiede
und Lichtquellen noch verstirkt werden.”! Zusitzlich ist in diesem Fall auch eine sequenzielle
Freisetzung bei nur einer einzelnen Wellenldnge mdoglich (Abbildung 24B). Falls beide Chromophore
stark iiberlappende Absorptionsspektren aufweisen, ist jedoch lediglich eine Photolyse in definierter
Reihenfolge mdoglich, vorausgesetzt einer der Chromophore besitzt eine Absorptionsbande, welche
sich zu einer lingeren Wellenlidnge erstreckt (Abbildung 24C). Wenn jedoch die Absorptionsspektren
beider Chromophore nahezu vollstindig tiberlagern, ist keine Wellenlédngenselektivitét erreichbar und
die Kombination dieser Chromophore nicht geeignet fiir eine Anwendung (Abbildung 24D).**?
Generell ist eine Selektivitit jedoch nur zu erreichen, wenn nach Belichtung keine Interaktion der
angeregten Chromophore in Form von beispielsweise Elektronentransfer, Energietransfer oder

232

Bildung eines Exciplex'® (Excited Complex) erfolgt.*” Um dies in einer Anwendung sicherzustellen,

muss eine ausreichend hohe Verdiinnung gewédhlt werden, sodass die Wahrscheinlichkeit einer

Interaktion minimiert wird.!**!

12 Bei den im Kapitel 3.2.1 vorkommenden schematischen Liniendiagrammen handelt es sich um eine
Auftragung des Produktes aus Extinktionskoeffizient € und Quantenausbeute ¢ gegen die Wellenldnge A. Diese
werden im Folgenden als Absorptionsspektren bezeichnet.

13 Bei einem Exciplex handelt es sich um einen Komplex, welcher durch Interaktion eines elektronisch
angeregten Molekiils und einem Molekiil im elektronischen Grundzustand ausgebildet wird.!?*
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Abbildung 24: Ubersicht iiber die Anregungsmdglichkeiten in Anlehnung an Peterson et al.®?) A) Zwei Chromophore mit

nicht iiberlappenden Absorptionsspektren, welche vollstdndig orthogonal angeregt werden konnen. B) Zwei Chromophore
mit {iberlappenden Absorptionsspektren, welche aufgrund von unterschiedlicher photolytischer Effizienz selektiv angeregt
werden koénnen. C) Zwei Chromophore mit iiberlappenden Absorptionsspektren, welche nur sequenziell, angefangen bei der
langeren Wellenldnge, adressiert werden konnen. D) Zwei Chromophore mit vollstandig tiberlappenden Absorptionsspektren,
welche keine Selektivitit ermoglichen.

3.2.2 Wegbereitende Experimente

Die ersten Machbarkeitsnachweise fiir eine orthogonale Anregung wurden von Bochet et al. publiziert.
Hierbei wurde zunidchst eine 1:1-Mischung des 3’,5’-Dimethoxybenzoin-Esters 71 und des
2-Nitroveratryl-Esters 72, welche unterschiedliche Fettsduren als Abgangsgruppen besitzen, mit
254 nm oder 420 nm bestrahlt (Abbildung 25). Die Fettsduren unterscheiden sich dabei nur minimal in
ihrer Kettenldnge. Dies hat keinen Einfluss auf die Reaktivitit, ermdglichte jedoch eine einfache
Analytik via GC, nachdem die freigesetzten Séuren durch Trimethylsilyldiazomethan methyliert
worden sind. Nach Bestrahlung mit der kiirzeren Wellenldnge konnte nach 5 min ein Verhéltnis von
90:10 der beiden Ester 73 und 74 detektiert werden. Fiir die lingere Wellenldnge wurde der Trend
umgekehrt und nach Belichtung fiir 24 h ein Verhiltnis von 15:85 gemessen.**! Hierbei konnte

erstmalig demonstriert werden, dass kein intermolekularer Energietransfer auftritt, welcher noch in

[92 [234]

vorherigen Studien® beobachtet wurde.
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Abbildung 25: Orthogonale Photolyse von verschiedenen Estern zur Untersuchung des intermolekularen
Energietransfers.[34]

Durch die direkte Anbringung der 3',5'-Dimethoxybenzoin- und der 2-Nitroveratryl-Schutzgruppe an
derselben a,m-Dicarbonséure, welche als flexibler Spacer mit unterschiedlichen Kettenlédngen fungiert,
konnte der intramolekulare Energietransfer untersucht werden (Abbildung 26A). Bei einer graduellen
Verringerung der Kettenlédnge des Diesters 75 von n =5 auf n = 0 trat keine signifikante Reduktion der
Selektivitdt auf. Dies zeigt, dass auch die Wahrscheinlichkeit fiir einen intramolekularen
Energietransfer gering ist und nicht signifikant von der Entfernung abhingt.'”*! Durch eine zeitgleiche
Optimierung von spektroskopischen und kinetischen Parametern konnte die Verwendung von zwei
Schutzgruppen derselben Chromophor-Klasse anhand des Diesters 76 demonstriert werden
(Abbildung 26B). Hierbei wurden sowohl durch Modifikation des o-Nitrobenzyl-Grundgeriistes die
Absorptionseigenschaften bei 254 nm signifikant erhoht als auch durch Ausnutzung des kinetischen

Isotopeneffektes'* die Quantenausbeute nach Bestrahlung bei 419 nm verringert.®

14 Der primire kinetische Isotopeneffekt beschreibt die Anderung der Reaktionsrate einer chemischen Reaktion,
wenn einer der an der Reaktion beteiligten Atome durch ein entsprechendes Isotop ausgetauscht wird.
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Abbildung 26: A) Wellenldngenselektive Entschiitzung von Diestern 75 mit unterschiedlichen Kettenldngen (n = 0-5) zur
Untersuchung des intramolekularen Energietransfers. B) Wellenldngenselektive Entschiitzung des Diesters 76 unter
Ausnutzung des Isotopeneffektes.

3.2.3 Anwendungsbeispiele

Der Nutzen der wellenlédngenselektiven Anregung wurde zundchst vor allem in der Peptid-

e [237.238 [239. 240 241, 242

Synthes ! der Polymerchemi ! und der Photolithographie! ! demonstriert. Del Campo
und Mitarbeiter erreichten als erste die Kombination von mehr als zwei photolabilen Schutzgruppen.
Dabei zeigten sie, dass auf einer Oberflache aus den sieben verschiedenartigen Schutzgruppen, welche
untersucht wurden, bis zu vier von ebendiesen mit Wellenldngen im Bereich von 255-435 nm einzeln

selektiv adressiert werden konnen.**

Bei diesem Quartett wurde jedoch keine vollstindige
chromatische Orthogonalitét erreicht und die photolabilen Schutzgruppen konnten nur sequenziell,
angefangen bei der lingsten Wellenldnge, adressiert werden. Zusitzlich wurden indessen auch vier
neue Paare von photolabilen Schutzgruppen vorgestellt, welche eine chromatische Orthogonalitit

aufweisen.?*)

Heckel und Mitarbeiter konnten die sequenzielle Freisetzung von bis zu vier
Oligonukleotiden nach Bestrahlung mit Wellenldngen im Bereich von 313-505 nm demonstrieren.
Dazu wurden vier verschiedene photocaged Nukleoside 77a—d in Oligonukleotide eingebaut
(Abbildung 27). Bei der Photolyse der p-Hydroxyphenacyl-Schutzgruppe konnte allerdings ein
signifikanter Schaden durch Thymin-Dimer-Bildung nach Bestrahlung fiir 10 min mit 313 nm

beobachtet werden.!>*¥
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Abbildung 27: Photocaged Nukleoside 77a—d zum Einbau in Oligonukleotiden.[?#4]

Fiir die effiziente Anwendung in einem biologischen Kontext stehen somit nicht alle photolabilen
Schutzgruppen zur Verfligung, da zum einen sehr lange Belichtungszeiten mit hochenergetischem
Licht, wie sie bei Bochet et al***% zu finden waren, vermieden werden miissen. Dies ist ein hiufig
gewihltes Mittel, um das langwelliger absorbierende Chromophor selektiv anzusprechen, welches nur
einen geringen Extinktionskoeffizienten bei der gewéhlten Wellenldnge besitzt. Zum anderen kann
eine Bestrahlung mit Licht einer Wellenldnge unterhalb von 300 nm zu Schéidigung von Zellen
fiithren.” Die Entwicklung neuer photolabiler Schutzgruppen und die Modifikation dieser hin zu
Absorptionsmaxima im sichtbaren Bereich des Lichts stellt eine wichtige Voraussetzung fiir die

Diversifizierung der Anwendungen dar.

Die meisten bis heute publizierten Anwendungen beschrinken sich aufgrund der genannten
Herausforderungen noch immer auf die Kombination von maximal zwei photolabilen Schutzgruppen.
Fir eine sequenzielle Entschiitzung in biologischen Systemen stellt die Verwendung von
o-Nitrobenzyl-Derivaten und (Cumarin-4-yl)methyl-Derivaten eine hdufig genutzte Kombination

[132. 245, 246] Mit dieser Kombination konnte zum Beispiel die Aktivitit der Wipl Phosphatase

dar.
moduliert werden, wodurch die Untersuchung von komplexen Phosphorylierungs-Prozessen an
Proteinen ermdglicht wird. Die sequenzielle Belichtung der photocaged Phosphopeptide erfolgt dabei
zundchst bei 420 nm und bewirkt die selektive Freisetzung des zuvor Cumarin-geschiitzten
Phosphopeptids (Abbildung 28). Dieses kann anschlieBend von der Wipl Phosphatase hydrolysiert
werden. Die nachfolgende Bestrahlung mit 365 nm entschiitzt den Nitrophenethyl-geschiitzten

Inhibitor, welcher das Enzym Wipl deaktiviert. Bei diesem System handelt es sich somit um einen

photochemischen An/Aus-Schalter der enzymatischen Aktivitit der Wip1 Phosphatase.**”)
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Abbildung 28: Beispiel fiir eine sequenzielle wellenldngenselektive Anregung, welche die Kombination o-Nitrobenzyl- und
(Cumarin-4-yl)methyl-Chromophoren nutzt, um die Aktivitit iiber die Wipl Phosphatase zu modulieren.247]

Die Moglichkeit einer sequenziellen Entschiitzung bei nahezu identischen Absorptionsspektren durch
unterschiedlich hohe Quantenausbeuten konnte von Heckel/ und Mitarbeitern demonstriert werden
(Abbildung 29A). Die Differenz um mehrere GroBenordnungen wird durch die Anbringung der
identischen photolabilen Schutzgruppe an unterschiedlichen Positionen am Molekiil erreicht. Diese
erfolgte entweder an einem Sauerstoff- oder einem Stickstoff-Atom.”*®! Der Quotient der
photolytischen Effizienzen (e¢) liegt fiir die beiden geschiitzten Nukleoside 77a und 77e bei ~350,
weshalb eine vollstindige Selektivitét fiir die Photolyse des photocaged Nukleosides 77a bei nur einer

verwendeten Wellenlidnge erreicht werden konnte.
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Abbildung 29: Beispiele fiir ein selektives Anregungssystem trotz iiberlappender Absorptionsspektren durch
unterschiedliche Quantenausbeuten (A) und ein orthogonales Anregungssystem trotz iiberlappender Absorptionsspektren
durch unterschiedliche Konzentrationen sowie Dosis-Wirkungs-Beziehungen (B).

Die Maoglichkeit einer orthogonalen Steuerung bei stark {iberlagernden Absorptionsspektren wurde
durch die Verwendung der photoaktivierbaren Antibiotika 78a und 78b auf Basis von Benzylpenicillin
bzw. Fluorchinolon anhand der Kontrolle {iber das Wachstum zweier Bakterienstimme demonstriert
(Abbildung 29B).**! Hierzu wurden ein Benzylpenicillin-resistenter E. coli Stamm und ein
Fluorchinolon-resistenter Staphylococcus aureus (S. aureus) Stamm verwendet. Durch Bestrahlung
bei >500 nm konnte selektiv das Fluorchinolon-Derivat 78b adressiert und somit das Wachstum des
Bakteriums E. coli verhindert werden. Die Anregung bei 312 nm hingegen erfolgte unselektiv
aufgrund der signifikanten Absorption beider photocaged Antibiotika in diesem Wellenlédngenbereich.
Dennoch konnte durch Ausnutzung des nicht-linearen Charakters der Dosis-Wirkungs-Kurve selektiv
das Wachstum des S. aureus Stammes gehemmt werden, da dieser eine niedrige minimale Hemm-
Konzentration (MHK) besitzt. Der verwendete E. coli Stamm hingegen besitzt eine um das ~200-fache
héhere MHK, weshalb eine partielle Photolyse des photolabil-geschiitzten Fluorchinolons 78b nicht
fiir eine Wachstumsinhibierung ausreicht. Um dies zu gewéhrleisten, wurden die Konzentrationen der

eingesetzten photocaged Antibiotika so gewihlt, dass fiir den E.coli Stamm ausschlieBlich eine

42



Kenntnisstand

nahezu vollstindige Photolyse des Fluorchinolon-Derivates 78b die MHK {iberschreitet, wohingegen
schon ein Zerfall von 40 % der Benzylpenicillin-Verbindung 78a zu einer Wachstumsinhibierung des
S. aureus Stammes fiihrt.**”! Somit kann durch Einbeziehung von systemspezifischen Parametern auch

bei liberlagernden Absorptionsspektren eine orthogonale Steuerung erreicht werden.

Andere Moglichkeiten, um die Limitierung durch iiberlagernde Absorptionsspektren zu umgehen sind
die Kombination von 1-Photonen- und 2-Photonen-Anregung, welche beispielsweise zur Steuerung

der biologischen Entwicklung von Zebrafischen genutzt werden konnte.!'s*]
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3.3 Lichtgesteuerte Genexpression

Die Genexpression stellt einen zentralen Prozess in allen Lebewesen dar. Dabei werden die in den
Genen enthaltenen Informationen zunéchst in die messenger-RNA (mRNA) transkribiert, bevor diese
zu Proteinen translatiert wird. Dieser Prozess kann auf diversen Ebenen reguliert werden. Die
Verwendung von Licht als externer und orthogonaler Stimulus ermdglicht eine hohe
Raumzeitauflosung und somit ein hervorragendes Werkzeug, um diese Prozesse zu steuern und zu
untersuchen. In den letzten Jahrzehnten konnten sowohl Methoden zur lichtgesteuerten Regulierung
der Transkription als auch der Translation etabliert werden. Es ist moglich, diese Schritte sowohl zu
aktivieren als auch zu deaktivieren.”**?%? Dazu kénnen photolabil-geschiitzte DNA- (Abbildung 30A)
oder mRNA-Strange (Abbildung 30B) durch Belichtung freigesetzt werden, welche anschlieBend
transkribiert bzw. translatiert werden. Alternativ konnen durch lichtgesteuerte Freisetzung von
photocaged Effektormolekiilen Transkriptionsfaktoren (Abbildung 30C) oder Translationsfaktoren
moduliert werden (Abbildung 30D). Dariiber hinaus existiert eine Vielzahl von Photorezeptoren."
22 Im Folgenden wird jedoch ausschlieBlich auf die lichtgesteuerte Genexpression durch kleine

Effektormolekiile eingegangen.
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Abbildung 30: Verschiedene Mdoglichkeiten zur Kontrolle der Genexpression in Anlehnung an Hartmann et al.?>?)
Freisetzung von photocaged DNA (A) bzw. photocaged mRNA (B) durch Bestrahlung mit Licht ermdglicht die Aktivierung
der Transkription bzw. Translation. Photocaged Effektormolekiile ermdglichen eine lichtgesteuerte Regulation der
Transkription (C) bzw. der Translation (D).(PDB: 2QU1)
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3.3.1 In Eukaryoten

Die lichtgesteuerte Genexpression mittels kleiner organischer Molekiile fand ihren Ursprung in
eukaryotischen Zellen mit dem Ziel, komplexe Zellprozesse, Zell-Zell-Kommunikation und die
Regulation des Zellzyklus zu untersuchen. Hierbei kann die Kontrolle durch Licht einen Vorteil
gegeniiber etablierten Methoden beziiglich riumlicher und zeitlicher Auflosung erméoglichen.?**! Die
mit dieser Methode am ausgiebigsten untersuchten Systeme sind der Estrogenrezeptor und das

Tetracyclin-on-System (Tet-on).
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Abbildung 31: A) Auswahl der relevantesten Antagonisten des Estrogenrezeptors. B) Ausgewihlte Beispiele der publizierten
photocaged Antagonisten, welche in einem Bereich von 365-690 nm adressiert werden konnen.

Im Falle des Estrogenrezeptors, welcher als Liganden-abhidngiger Transkriptionsfaktor die
Genexpression aktivieren kann, wurden Antagonisten wie Estradiol (79a),”**] Tamoxifen (79b)*"
und das photochemisch stabilere Tamoxifen-Analogon Cyclofen-OH (79¢)! (Abbildung 31A) mit
photolabilen Schutzgruppen versehen. Die Anwendbarkeit der daraus resultierenden photocaged
compounds zur Regulation der Genexpression wurde in humanen Zelllinien (HEK293, HeLa),*>* >4
in Pflanzen (Arabidopsis),”® in Maus-Fibroblasten (MEF)!3% 2°7- 2381 sowie in Zebrafischen!!s* 255259

demonstriert. Insbesondere Cyclofen-OH findet eine breite Anwendung, da dieses im Gegensatz zu

45



Kenntnisstand

Estrogen nicht mit dem endogenen Estrogen-Stoffwechselweg interagiert und im Gegensatz zu
Tamoxifen nach Bestrahlung weder eine Photoisomerisation noch eine Photodegradation auftritt.*%)
Dabei wurden Varianten publiziert, welche iiber einen breiten Bereich des Lichtspektrums (365—
690 nm) angeregt werden konnen (Abbildung 31B). Fiir eine Anregung bei 365 nm eignet sich die
6-Nitroveratryl-Variante 80a,1") wohingegen das Thiocumarin-Derivat 80b bei 480 nm photolysiert
werden kann. Letzteres konnte somit in Kombination mit 13-cis-Retinséure fiir eine orthogonale
Aktivierung von zwei verschiedenen Phinotypen in lebenden Zebrafisch-Embryonen genutzt
werden.["®3 Das von Gorka et al. publizierte Cyanin-geschiitzte Cyclofen-OH 80c ermdglicht sogar

eine Adressierung im Nahinfrarot-Bereich (690 nm), wodurch ein tieferes Eindringen in Zellgewebe

ermoglicht wird.s"

Die Steuerung der Genexpression durch die Regulator/Promotor-Kombination TetR/Py; hingegen
erfolgt iiber das photoaktivierbare Doxycyclin 81 (Abbildung 32) sowie entsprechende

Strukturanaloga.?®*?%! Es wurde in Tabakblittern,”*? in Hamster Zelllinien (CHO),?*”! in Maus-

4] [263] [263]

Zelllinien®** und Embryonen®! sowie Kaulquappen (Xenopus laevis)*®®! bereits erfolgreich zur
Transgenexpression eingesetzt. Bisher wurde es jedoch nicht in Einzellern wie Bakterien oder Hefen

erprobt.

o o o

365 nm 368 nm 368 nm
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Abbildung 32: Ausgewibhlte publizierte photocaged Effektormolekiile zum Einsatz in Eukaryoten, welche durch UV-A Licht
freigesetzt werden kdnnen.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) wurde hingegen das 6-Nitroveratryl-geschiitzte
Methionin 82 zur lichtgesteuerte Genexpression genutzt. Hierbei reprimiert Methionin nach
Entschiitzung vorriibergehend die Transkription des YFP-Gens unter Kontrolle des Pyeri7-Promotors.
Durch den Abbau des Methionins wird die Repression aufgehoben. Dies wurde genutzt, um ein hohes
Mal an Kontrolle iiber das System zu erreichen, wodurch die Expression eines heterologen Proteins

beliebig pausiert, gestoppt oder auch der Start verzégert werden konnte. Dariiber hinaus konnten in
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einem Closed-Loop-Ansatz mithilfe einer automatisierten online Fluoreszenzmessung angestrebte

266, 2671 Ebenfalls in S. cerevisiae konnte

lineare Expressionsraten des YFP-Gens umgesetzt werden.!
unter Verwendung des photocaged Kupferions 83 die graduelle Kontrolle des Cu?*-induzierbaren
Pcupi-Promotors demonstriert werden. Dies ermdglichte die Bestimmung des optimalen

Induktionszeitpunktes zum Erreichen eines maximalen Expressionslevels.?**]

3.3.2 In Bakterien

In einer frilhen Publikation zur Verwendung von photolabilen Schutzgruppen in der
Kohlenhydratchemie formulierten Patchornik und Mitarbeiter bereits die gezielte Freisetzung von

[43]

Kohlenhydraten in einem biologischen System als eine potenzielle Anwendung. Die erste

291 Diese nutzten das

Umsetzung dieses Konzepts erfolgte 2007 durch Young und Deiters.
6-Nitropiperonyl photocaged IPTG 84a (NP-cIPTG) zur lichtgesteuerten Freisetzung von IPTG (1a)
und infolgedessen zur Aktivierung des Lacl/Pj.-Regulator-Promotor-Systems in E. coli BL21(DE3)
(Abbildung 33, Tabelle 1). Hierbei erféhrt der an den Lac-Operator gebundene Lacl-Repressor durch
eine allosterische Interaktion mit IPTG (1a) eine Konformationsénderung, wodurch er von der DNA
gelost wird. Die daraus resultierende Freilegung des Pi.-Promotors ermdglicht die Gentranskription
durch die RNA-Polymerase und somit die Genexpression.?’” Da IPTG in seiner photoaktivierbaren
Form 84a als Dioxan geschiitzt vorliegt, erfolgt die Freisetzung in einem zweistufigen Prozess. Die
erste Stufe stellt dabei die Photolyse dar. Das dabei entstehende Ester-Gemisch wird in einem zweiten
Schritt von Esterasen hydrolysiert, wodurch es zur Freisetzung des IPTGs (1a) kommt. Binder et al.
nutzten ebenfalls das NP-cIPTG (84a), jedoch in einem optimierten Lacl/Pr7.-Regulator-Promotor-
System im Stamm E. coli Tuner(DE3), wodurch eine graduelle und homogene Regulation mit einer

271 Dabei wurden die durch den zweistufigen

geringen Hintergrundexpression erreicht werden konnte.
Prozess zeitlich verzogerte Freisetzung und die damit einhergehende verringerte Raum-Zeit-
Auflésung als Engpass erkannt. In darauffolgenden Publikationen konnte ein High-Throughput-
Screening-System zur Bestimmung optimaler Expressionsparameter etabliert werden. Dazu wurde die
Fluoreszenzsignalintensitdt des exprimierten Flavinmononukleotid-bindenden Fluoreszenzreporter-
proteins gemessen. Unter den hierdurch ermittelten Bedingungen stellte die Esterhydrolyse nicht mehr
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar und es konnte ein zum IPTG (1a) identisches

221 Die Anwendbarkeit der lichtgesteuerten Genexpression mittels

Induktionsprofil erreicht werden.!
NP-cIPTG (84a) konnte ebenso im biotechnologisch relevanten Organismus
Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) demonstriert werden. Dabei wurde das Lacl/P.-
Regulator-Promotor-System genutzt, um die Produktion des Sesquiterpens (+)-Valencen signifikant zu

erhohen.*”)
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Abbildung 33: Ubersicht iiber in Bakterien angewandte photocaged Effektormolekiile.

Bei den von Binder et al. entwickelten photocaged Arabinose-Derivaten 84b und 84c¢ ist die
photolabile Schutzgruppe iiber eine glykosidische Bindung angebracht, wodurch eine einstufige
Freisetzung der L-Arabinose (1b) mittels Photolyse ermoglicht wird. Diese Verbindung konnte genutzt
werden, um eine schnelle, graduell steuerbare und homogene Kontrolle iiber das AraC/Pzip-
Regulator-Promotor-System in E. coli LMG194 zu erlangen (Abbildung 33, Tabelle 1).’’7 Ebenso
wurden weitere biologisch relevante Kohlenhydrate (Galaktose, Laktose, Glukose, Rhamnose) iiber
eine glykosidische Bindung mit der 6-Nitropiperonyl- (NP) oder der 1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethyl-Schutzgruppe (NBE) versehen, woraus die photocaged Kohlenhydrate 84d—h gebildet

wurden.?”*

! Eine in vivo Anwendbarkeit in E. coli konnte hierbei fiir photocaged Galaktose 84d,
Glukose 84e und Rhamnose 84f—g demonstriert werden. Wéhrend die Galaktose 84d zur Aktivierung
des Lacl/Pr7uc-Regulator-Promotor-Systems genutzt wurde, wurde Glukose 84e zur temporiren
Repression ebendieses Systems angewandt. Die photoaktivierbaren Rhamnose-Derivate 84f—g wurden
hingegen zur permanenten Repression des RhaRS/Pruzip-Regulator-Promotor-Systems verwendet.
Die NP-cLaktose (84h) erwies sich aufgrund einer verringerten in vivo Stabilitdt und der damit

einhergehenden hohen Expression auch ohne vorherige Bestrahlung mit UV-A Licht als ungeeignet

zur Verwendung in E. coli. Als urséchlich fiir die Instabilitdt wurde die enzymatische Hydrolyse durch
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B-Galaktosidase betrachtet.””* Somit sind fiir die lichtgesteuerte Genexpression in Bakterien bisher

ausschlieBlich Kohlenhydrate verwendet worden.

Tabelle 1: Photocaged Effektormolekiile zur Verwendung in Bakterien.

Regulator-
Effektor-
Photocaged compound Expressionswirt Promotor- Funktion Ref.
molekiil
System
E. coli BL21(DE3),
Lacl/Piuc
E. coli Tuner(DE3), (269, 271-
IPTG NP-cIPTG (84a) Lacl/Prie, Aktivierung
C. glutamicum 273,271
Lacl/Pyc
ATCC13032
) NP-cArabinose (84b),
L-Arabinose ) E. coli LMG194 AraC/Pgip Aktivierung U724
NBE-cArabinose (84c¢)
D-Galaktose NP-cGalaktose (84d) E. coli BL21(DE3) Lacl/Pr7ac Aktivierung [274]
D-Laktose NP-cLaktose (84h) E. coli BL21(DE3) Lacl/Pr7ie Aktivierung 274
Temporire
D-Glukose NP-cGlukose (84e) E. coli Tuner(DE3) Lacl/Pr7iac (2741
Repression
NP-cRhamnose (84f), Permanente
L-Rhamnose E. coli Tuner(DE3)  RhaRS/Prisin (274
NBE-cRhamnose (84¢g) Repression
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Hinblick auf die Etablierung eines wellenldngenselektiven Expressionssystems wurde zunichst
eine Bibliothek verschiedener photolabiler Schutzgruppen angelegt. Zum einen sollten die
o-Nitrobenzyl-Derivate als eine der am griindlichsten untersuchten photolabilen Schutzgruppen (PPG)
die Basis fiir eine Anregung bei 375 nm bilden (Abbildung 34A).**) Zum anderen sollten Cumarinyl-
Derivate aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt und einfachen Modifizierbarkeit der maximalen
Absorptionswellenldnge eine Plattform fiir die Anregung oberhalb von 400 nm bieten (Abbildung
34B).B¢

PPG fir Belichtung bei ~375 nm PPG fir Belichtung bei >400 nm
A B
o
R 0
R
X
R NO, R"T‘ o X0 s
R ‘ (o]

Mégliche Verknlpfungen fir PPG und Effektormolekile

C
LSS I{O:}% ;\O).%

Ether Acetal Ester
5 X
Ao NE
P N, 0N
Kohlensaureester Carbamat

Wellenlangenselektive Entschiitzung

iR 3 hv %R hv 3 %
o0 Mool § EAT ¥
R NO, N o Yo \ IR NO, ‘

Abbildung 34: Ubersicht iiber die einzelnen relevanten Komponenten zur Etablierung eines wellenlingenselektiven Systems.
A) Photocaged compounds auf Basis der o-Nitrobenzyl-Schutzgruppe und ihren Derivaten. B) Photocaged compounds auf
Basis der (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe und ihren Derivaten bzw. der TML-Schutzgruppe. C) Grundsétzlich denkbare
Verkniipfungen zwischen photolabiler Schutzgruppe und Effektormolekiil. D) Beispiel einer moglichen Kombination von
photocaged compounds zur wellenlangenselektiven Freisetzung von beliebigen Effektormolekiilen.
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Die Kombination aus beiden sollte eine wellenldngenselektive Photolyse ermdglichen (Abbildung
34D). Es wurden sowohl bekannte als auch neuartige Derivate der etablierten o-Nitrobenzyl- und der
(Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppen hergestellt. Dabei wurden sowohl Derivate mit erhShter
Loslichkeit als auch verbesserter Membrangingigkeit oder groerem sterischen Anspruch
synthetisiert. Zusétzlich wurde die TML-Schutzgruppe dargestellt, welche erst seit kurzem iiber
photoaktivierbare Varianten verfiigt und in Anbetracht ihrer ausgeprigten Absorption oberhalb von
400 nm eine interessante Alternative zur (Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppe darstellt (Abbildung
34B). Da auf Seiten der zu schiitzenden Induktoren verschiedene funktionelle Gruppen wie Alkohole,
Carbonséduren oder Amine vorliegen, werden auch verschiedene funktionelle Gruppen auf Seiten der
photolabilen Schutzgruppen benétigt. Hierbei ist theoretisch eine Verkniipfung liber Ether, Acetale,
Ester, Kohlensdureester und Carbamate (Abbildung 34C) durchfilhrbar und somit eine hohe
Flexibilitdt und Vielfalt bei der Synthese der photocaged compounds gewahrleistet. Die an die in vitro
Charakterisierung der synthetisierten photocaged compounds angeschlossenen in vivo Experimente

wurden von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrt.

4.1 Herstellung photolabiler Schutzgruppen
4.1.1 Synthese von o-Nitrobenzyl-Chromophoren

Ausgehend von der o-Nitrobenzyl-Grundstruktur 8a wurde eine Reihe von Modifikationen angestrebt
(Abbildung 35). Die 2-Nitroveratryl- und die 6-Nitropiperonyl-Chromophore 19 und 20a sollten fiir
eine verbesserte Absorption bei 375 nm sorgen. Diese Modifikationen gehen jedoch normalerweise

1 Derivate, welche einen Substituenten in o-Position

mit einer verringerten Quantenausbeute einher."
(Struktur 20b) besitzen, konnen dies jedoch wieder ausgleichen.®”’ Da die o-Nitrobenzyl-
Schutzgruppen generell zu einer Verminderung der Loslichkeit der geschiitzten Effektormolekiile in
wissrigen Medien fithren, wurde die Synthese der 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)benzyl-
Schutzgruppe 85 anvisiert. Bei dieser sind die Loslichkeit erhéhenden Carbonséduren zunéchst noch als
Ethylester maskiert. In dieser Form vermitteln sie eine verbesserte Membrangéngigkeit. Nach der
Entschiitzung der Carbonséuren kann eine hohe Loslichkeit erreicht werden. Auch an dieser
Schutzgruppe sollten Substitutionen in a-Position durchgefiihrt werden mit dem Ziel, sowohl die

Quantenausbeute als auch den sterischen Anspruch zu erhdhen (Struktur 86), um bei der Schiitzung

von Carbonsduren in Form von Estern eine bessere Stabilitét gegeniiber Esterasen zu ermdglichen.
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Abbildung 35: Ubersicht iiber die Vor- und Nachteile der einzelnen modifizierten Grundgeriiste der Nitrobenzyl-
Schutzgruppe, welche zur spiteren Anbringung an Effektormolekiilen synthetisiert werden sollen.

41.1.1 Kommerziell erhiltliche und vorratige o-Nitrobenzyl-Derivate

Zundchst wurde sowohl auf die kommerziell erhdltlichen photolabilen Schutzgruppen wie
2-Nitrobenzaldehyd (87) und 2-Nitrobenzylalkohol (88), als auch auf Verbindungen zuriickgegriffen,
welche aus der vorausgegangenen Dissertation von Dr. Claus Bier stammen. Dabei handelt es sich um
6-Nitropiperonal (89), 6-Nitropiperonylalkohol (90) und 1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl-
alkohol (91) (Abbildung 36).

o) o)
o) o) o)
SR G SRS AR eS¢ oy
NO, NO, o NO, o NO, o NO,
87 88 89 20 91

Abbildung 36: Grundstock an photolabilen Schutzgruppen.
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Zusitzlich wurde der kommerziell erhidltliche 3,4-Dimethoxybenzaldehyd (92) nach einer Vorschrift
von Kumar et al. mit 70 %iger Salpetersdure zum 6-Nitroveratrumaldehyd (93) nitriert (Ausbeute:
84 %; Schema 7).*®! Dieser dhnelt in seinen Eigenschaften stark dem 6-Nitropiperonal (89) und stellt

eine hiufig eingesetzte Alternative dar.

70 % HNO
_O H ° 3 0 H
0°C > RT -
o (o) NO,
92 93
84 %

Schema 7: Synthese von 6-Nitroveratrumaldehyd (93).

Die Aldehyde 87, 89, und 93 sind zur Acetalisierung von Diolen geeignet. Die Alkohole 88, 90 und 91
hingegen konnen zur Schiitzung von Carbonsduren in Form von Estern verwendet werden. Um
Alkohole oder Phenole iiber Ether schiitzen zu konnen, wurden die Bromide 94 und 95 synthetisiert.
Um das Bromid 94 des 6-Nitropiperonylalkohols (90) zuginglich zu machen, wurde die Appel-
Reaktion®””) verwendet, welche das Produkt 94 in sehr guten Ausbeuten (82-85 %) lieferte (Schema
8). Fiir den 1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethylalkohol (91) wurde eine Bromierung mittels
Phosphortribromid durchgefiihrt, welche im Vergleich zur Literatur jedoch nur mit schlechten
Ausbeuten von 28 % ablief (Lit.: 85-89 %).[7% 2] Dies kénnte auf eine zu kurze Reaktionsdauer oder

ein nicht ausreichend getrocknetes Losungsmittel zuriickzufiihren sein.

Tetrabrommethan,
<O]@\OH Triphenylphosphan <O]@ i
o NO, CH,Cl5, 0°C > RT, 5h (o) NO,
90 94
82-85 %
Phosphortribromid,
<O OH Pyridin <o Br
o NO, CH,Cly, 0 °C = RT, 45 min 0 NO,
91 95
28 %

Schema 8: Synthese von 6-Nitropiperonylbromid (94) und 1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethylbromid (95).
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4.1.1.2 o-Nitrobenzyl-Derivate mit erhohter Léslichkeit und Membrangangigkeit

Sowohl die o-Nitrobenzyl-, die 2-Nitroveratryl, als auch die 6-Nitropiperonyl-Chromophore
vermitteln bei Verwendung als photolabile Schutzgruppe nur eine geringe Loslichkeit in wéssrigen
Medien und setzen die Loslichkeit des Effektormolekiils deutlich herab. Nach einer Vorschrift von
Nietal. wurde 3,4-Dihydroxybenzaldehyd (96) mit Ethylbromacetat in einer Williamson-
Ethersynthese quantitativ zum 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)benzaldehyd (97) umgesetzt (Schema
9). Die anschlieBende Nitrierung mittels Kaliumnitrat in Trifluoressigsdure lieferte den

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd (98) mit einer Ausbeute von 82 %.[''*!

o (0] o o o

Ethylbromacetat,

HOQAH K,CO3 /\OK/O H Kaliumnitrat /\OK/O H
—_— _—
DMF, 0°C > RT, .0 TFA, 0°C > RT, ~_0O

HO 16 h jﬁo 16 h jﬁo NG,

(¢] (¢]
96 97 98
quant. 82 %

Schema 9: Syntheseroute zur Darstellung von 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd (98).

Der Aldehyd 98 kann entweder direkt zur Acetal-Bildung eingesetzt werden oder durch Reduktion
mittels Natriumborhydrid nach einer Vorschrift von Ni ef al. zum 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-
nitrobenzylalkohol (99) umgesetzt werden (Ausbeute: 63—85 %; Schema 10). Die Syntheseroute bis
hin zum 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (99) konnte mit Ansatzgréen im

~10 g Bereich bei gleichbleibenden Ausbeuten durchgefiihrt werden.

o) o o
Aok/o:@\)kH Natriumborhydrid AO)K/O:@\/\OH
~_© CH,Cl,/EtOH/ACOH 35:5:1 (viv), ~_©
Y o NO2  ¢%¢ 2h o NO,
o) 0
98 99

Schema 10: Synthese des 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (99).

Dieser primire Alkohol 99 ist nicht nur zur direkten Schiitzung von Carbonséduren geeignet, sondern er
stellt auch eine gute Basis fiir weitere Modifikationen dar (Schema 11). Uber eine Appel-Reaktion in
Anlehnung an eine Vorschrift von Tietze et al. konnte die halogenierte Verbindung 100 in zuverldssig
hohen Ausbeuten (92-96 %) erhalten werden.”®” Diese sollte die Anbringung von beliebigen
Nukleophilen ermdglichen. Dies sollte ebenso iiber das Chlorformiat 101 und den aktivierten
Kohlenséureester 102 erfolgen. Bei der Umsetzung mit Triphosgen in Pyridin zum Chlorformiat 101
konnte das Produkt jedoch nicht eindeutig identifiziert werden. Die alternative Synthese zum

aktivierten Kohlenséureester 102 lief hingegen mit Ausbeuten von bis zu 90 % ab. Der aktivierte
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Kohlenséureester besitzt zusitzlich den Vorteil, dass er bei Raumtemperatur lagerstabil ist und somit

in grolem Mafstab synthetisiert und iiber mehrere Monate gelagert werden kann.

o
Tetrabrommethan,
Triphenylphosphan /\Ok/o Br
CH,Cl,, 0°C,6h \/OY\O NO
2
100
92-96 %

Triphosgen,
s o e Soeeaa
\/OWAO NO, CH,Cl,, 0 °C, 10 min

NO,
(0] (0]
4-Nitrophenylchlorformiat, /@/
Diisopropylethylamin /\Okoﬁo)ko

o
CH,Cly, RT, 20 h ~ vo NO,
o 102
83-90 %

Schema 11: Synthesen ausgehend von 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (99).

4.1.1.3 o-Nitrobenzyl-Derivate mit erhéhtem sterischem Anspruch

Die o-Nitrobenzyl-Derivate sollten durch eine Erhdhung des sterischen Anspruchs in a-Position zum
einen eine verbesserte Stabilitit gegeniiber Esterasen ermdglichen. Zum anderen sollte diese
Modifikation zu einer vereinfachten H-Abstraktion durch Stabilisierung des benzylischen Radikals

beitragen, was einen positiven Effekt auf die Quantenausbeute hat.[3% %7

Die Synthese von Derivaten mit erhdhtem sterischem Anspruch verlief jedoch nur mit miBigem
Erfolg (Schema 12). So lieferte die Grignard-Reaktion unter Einsatz von Isopropyl- und
tert-Butylmagnesiumhalogeniden bei 6-Nitropiperonal (89) und 6-Nitroveratrumaldehyd (93) trotz
eines unvollstindigen Umsatzes eine Vielzahl von Nebenprodukten. Dabei machten die gewiinschten
Produkte 103a—e jeweils nur einen Anteil von weniger als fiinf Prozent aus. Dies ist vor allem der
Nitro-Gruppe zuzuschreiben, da Nitroarene ebenfalls mit Grignard-Reagenzien reagieren kdnnen.
Dabei verlduft die Reaktion bei Alkylmagnesiumhalogeniden iiber eine konjugierte 1,4- bzw.
1,6-Addition. Bartoli et al. konnten zeigen, dass bei einer kompetitiven Reaktion von
Methylmagnesiumbromid mit Nitrobenzol und Benzaldehyd auch bei =70 °C kein selektiver Angriff
ablauft.”®] Daher wurde diese Strategie nicht weiterverfolgt. Arylmagnesiumhalogenide hingegen
reagieren in einer 1,2-Addition./*®?) Wihrend eine Umsetzung des 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-

nitrobenzaldehyd (98) mit Isopropylmagnesiumbromid keine signifikante Produktbildung aufwies,
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konnte mittels Phenylmagnesiumbromid der sekundére Alkohol 103f immerhin in einer Ausbeute von
45-47 % erhalten werden. Bei dieser Reaktion war es entscheidend, auf eine kurze Reaktionszeit und
eine konstante Temperatur von —78 °C zu achten, da ansonsten das entstandene Benzhydrol-
Derivat 103f zersetzt wurde.” Eine alternative, erfolgversprechende Synthese**! unter Verwendung

der entsprechenden Triisopropyl- und Tri-ters-butylaluminium Reagenzien wurde nicht mehr

durchgefiihrt.
iso-Propylmagnesiumbromid
(1 ™ in THF) <0 OH
(o} THF, -78 °C, 30 min e} NO,
<0 H 103a
O
NO, tert-Butylmagnesiumchlorid
89 (2 M in Diethylether) <o OH
Diethylether, =78 °C, 30 min o NO,
103b
iso-Propylmagnesiumbromid
(1 Min THF) 0 OH
o THF, -78 °C, 30 min ~o NO,
_0 H 103c
~
° NO; tert-Butylmagnesiumchlorid
93 (2 M in Diethylether) _0 OH
Diethylether, =78 °C, 30 min ~o NO,
103d
[0}
iso-Propylmagnesiumbromid o
(1 Min THF) /\ok OH
o o THF, 78 °C, 30 min \/Ojﬁo NO,

(0]
o NO, O
o Phenylmagnesiumbromid o

98 (1 Min THF) /\O)bo O oH

THF, -78 °C, 30 min (0]
N Y\O

Schema 12: Erprobte Grignard-Reaktionen zur Darstellung von sterisch anspruchsvollen o-Nitrobenzyl-Derivaten.
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Eine abschlieBende Ubersicht iiber die synthetisierten photolabilen Schutzgruppen auf Basis des
o-Nitrobenzyl-Chromophors ist in Abbildung 37 zu finden.

0
R
/\O)K/O
4 ~© W <O@ 20aR =H
NO, jo(\o NO, o xo, 20b R = Me
85

= Amax = 260 nm s hmax = 328 nm

_} o Amax = 345 nm

Anax ~ 325 M —

~ode Ly Y
O o NO

2
\/Oj(\o NO,
19

Abbildung 37: Ubersicht iiber die synthetisierten o-Nitrobenzyl-Derivate und den Einfluss der Modifikationen auf ihre
Absorptionsmaxima.
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4.1.2 Synthese von (Cumarin-4-yl)methyl-Chromophoren

Um den Zugang zu einem lichtgesteuerten orthogonalen bzw. wellenldngenselektiven Genexpressions-
System zu ermoéglichen, wurde zundchst eine Reihe von (Cumarin-4-yl)methyl-Derivaten mit
unterschiedlichen Eigenschaften hergestellt. Dabei wurde ein besonderer Fokus auf eine bathochrome
Verschiebung im Vergleich zu den o-Nitrobenzyl- und 6-Nitropiperonyl-Derivaten gelegt, da dieser
eine hinreichende Bedingung fiir eine orthogonale Freisetzung darstellt. Des Weiteren wurden
Derivate mit erhohter Loslichkeit synthetisiert, sowie eine Variante, bei welcher der Induktor {iber
einen Spacer mit der photolabilen Schutzgruppe verkniipft wurde. Zusitzlich wurde eine breite
Auswahl an funktionellen Gruppen angestrebt, um dadurch die Kopplung an die unterschiedlichen,

biologisch relevanten Molekiile (siche Kapitel 4.2) zu ermoglichen.

Zu den relevantesten und gebrauchlichsten Vertretern der photolabilen (Cumarin-4-yl)methyl-
Schutzgruppen  zdhlen das  6-Brom-7-hydroxy-4-hydroxymethylcumarin (104) und  das
7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105) (Abbildung 38). Letzteres wurde aufgrund seiner
besseren spektroskopischen und photochemischen Eigenschaften als Basis flir eine Reihe von
Modifikationen ausgewéhlt. Dazu zdhlen ein bathochrom verschobenes Absorptionsmaximum und
eine hohere Quantenausbeute.’® Zusitzlich zu seinen hervorragenden Eigenschaften zeichnet es sich

auch durch eine kurze und einfach skalierbare Synthese aus.

OH
OH

S
Br. N

HO (XN 0] )

104 105

Abbildung 38: 6-Brom-7-hydroxy-4-hydroxymethylcumarin (104) und 7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105).

Um das 7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105) zu erhalten, wiirde klassischerweise
ausgehend vom kommerziell erhiltlichen 7-Diethylamino-4-methylcumarin (106) eine Oxidation
mittels Selendioxid zum Aldehyd 107 durchgefiihrt werden (A) (Schema 13).2% 28] Diese Reaktion
benétigt jedoch nicht nur iiberstdchiometrische Mengen (2 Aquivalente) Selendioxid, welches stark
toxisch ist, sondern verlduft auch generell mit einer geringen Ausbeute (40-50 %), welche bei
Skalierung noch weiter abnimmt.*®” Zusitzlich muss nach der Bildung des Aldehyds 107 eine
sdulenchromatographische Reinigung durchgefiihrt werden, da ansonsten im Rohprodukt vorhandene
Selenriickstinde im nachfolgenden Reaktionsschritt — der Reduktion mit Natriumborhydrid (D) — zur

[288]

Zersetzung des Reduktionsmittels fiithren. Diese Aspekte sind besonders bei einer

Reaktionsfiihrung im Multigramm-MaBstab in Betracht zu ziehen. Daher wurde die Syntheseroute
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2871 Diese startet ebenfalls vom 7-Diethylamino-4-methylcumarin (106),

nach Weinrich et al. gewéhlt.
es wird jedoch zunidchst unter Einsatz von Dimethylformamid-dimethylacetal (DMF-DMA) in
Dimethylformamid (DMF) iiber Nacht das Enamin 108 gebildet (B), welches in einer oxidativen
Spaltung mittels Natriumperiodat in einem Wasser/THF-Gemisch zum Aldehyd 107 umgesetzt wird
(C). Dabei laufen beide Reaktionsschritte quantitativ ab und bendtigen nur eine kurze wéssrige
Aufarbeitung. Die Reduktion erfolgt ebenfalls durch Zugabe von Natriumborhydrid (C) und verlief
bezogen auf das Rohprodukt quantitativ. Eine anschlieBende sdulenchromatographische Isolation
fiihrte zu einer deutlich verminderten Ausbeute (27-41 %), mutmaBlich aufgrund der hohen Affinitét
des Cumarinylalkohols 105 zum Séulenmaterial (Kieselgel). Die Ausbeute liel sich zum einen durch
Umkristallisation — steigern. Zum anderen besal das Rohprodukt jedoch auch ohne
sdulenchromatographische Aufreinigung oder Umkristallisation eine ausreichende Reinheit fiir eine
direkte Folgereaktion. Die Syntheseroute zum Cumarinalkohol 105 konnte problemlos im 20 g

Mafstab ohne sdulenchromatographische Reinigung durchgefiihrt werden.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A .
: ~ ;
K H__O OH
—_— —_— —_
/)1 o0 Yo /)\1 oo /)\1 oo /)\1 o Yo
106 108 107 105
quant. quant. 27 %—quant.

Schema 13: Syntheseroute zur Darstellung von  7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105).  Folgende
Reaktionsbedingungen wurden verwendet: A) SeOz, p-Xylol, Riickfluss, 24 h;2%¢1 B) DMF-DMA, in DMF, Riickfluss, 23 h;
C) NalOy, in THF/H:0 1:1 (v/v), RT, 2 h; D) NaBHs, in THF, 0 °C = RT, 3 h.

4.1.2.1 Kupplungsmoéglichkeiten

Das Hydroxycumarin 105 kann nicht nur direkt zur Schiitzung von Séuren und Alkoholen verwendet
werden, sondern stellt auch eine hervorragende Basis fiir weitere Modifikationen dar (Schema 14).
Nach Umsetzung mit Triphosgen zum reaktiven Chlorformiat 109 konnte jedoch kein Produkt isoliert
werden. Der direkte Anschluss einer Folgereaktion ohne vorherige Isolation wurde nicht durchgefiihrt.
Stattdessen wurde durch Umsetzung des Hydroxycumarins 105 mit 4-Nitrophenylchlorformiat der
aktivierte Kohlensdureester 110 in Ausbeuten von 32-63 % erhalten. Ein Vorteil des aktivierten
Kohlensdureesters 110 gegeniiber dem Chlorformiat 109 liegt darin, dass es lagerstabil ist. Die
Reaktion stellte sich dariiber hinaus als besser durchfiihrbar heraus und eine erfolgreiche Umsetzung
konnte via 'H-NMR-Spektroskopie nachvollzogen werden. Zusitzlich konnte auf das toxische

Triphosgen verzichtet werden. Die erhaltene Verbindung 110 wurde im Folgenden zur Schiitzung von

59



Ergebnisse und Diskussion

hydroxygruppenhaltigen Induktoren iiber Carbonate eingesetzt. Die Schiitzung des Alkohols 105 {iber
eine Steglich-Veresterung zum acetylierten Produkt 111 verlief mit bis zu quantitativen Ausbeuten
(89 %—quant.). Diese Acetyl-Schiitzung der Alkohol-Funktionalitit war ndtig, um weitere

Modifikationen hin zu einer bathochromen Verschiebung der maximalen Absorptionswellenldnge zu

ermdglichen.
OTO
Triphosgen, 0o
Pyridin N
CH,Cl,, 0 °C, 10 min N 0 Yo
) 109
OH 0.0
4-Nitrophenylchlorformiat, \[.f \©\
N Diisopropylethylamin AS NO,
~ N o o CH,Clp, RT, 20 h AN o X0
) 105 ) 110
32-63 %
(o)
Dicyclohexylcarbodiimid, e
DMAP, Essigsaure N [¢]
CH,Cl, 0°C > RT, 16 h SN oo
) 11

89 %—quant.

Schema 14: Synthesen ausgehend von 7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105).

Der aktivierte Cumarin-Kohlenséureester 110 konnte mit N,N'-Dimethylethylendiamin weiter zum
Produkt 112 umgesetzt werden (Ausbeute: 62 %—quant.; Schema 15). Dadurch kann die Schiitzung
von Alkoholen iiber Carbamate ermdglicht werden, welche im Vergleich zu den Carbonaten eine

hohere Stabilitdt aufweisen. Das N,N'-Dimethylethylendiamin fungiert dabei als Spacer.

\
OTO\©\ OTN\/\N/
H
/ino . b ’
N,N’-Dimethylethylendiamin
/)1 0 Yo /)1 0 Yo

CH,Cl,, RT, 1h

112

110 62 %—quant

Schema 15: Synthese des Carbamats 112.
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Der Cumarinylaldehyd 107 ist nicht nur fiir die direkte Schiitzung von Diolen in Form von Acetalen
geeignet, sondern er stellt auch eine Ausgangsverbindung fiir weitere Modifikationen dar (Schema
16). Durch Umsetzung mit Trimethylorthoformiat wurde das Dimethylacetal 113 (Ausbeute: 44 %)
erhalten, welches die Acetalisierung mit Diolen noch erleichtern sollte. Dariiber hinaus lieferte eine
Grignard-Reaktion mit Methylmagnesiumchlorid in Tetrahydrofuran (THF) den sekundiren Cumarin-
4-ylethylalkohol 114, wobei erneut nach séulenchromatographischer Reinigung aufgrund der hohen
Affinitit zum Sdulenmaterial trotz vollstindigen Umsatzes nur eine mifige Ausbeute von bis zu 69 %
erzielt werden konnte. Die anschlieBende Oxidation mittels Dess—Martin-Periodinan (DMP) zum
Keton 115  verlief mit einer Ausbeute von 74 %. Dieses konnte ebenfalls mittels
Trimethylorthoformiat in das entsprechende Dimethylketal 116 iiberfiihrt werden (Ausbeute: 91 %),

welches zur Schiitzung von Diolen in Form von Ketalen eingesetzt werden kann.

H__O OH o
A MeMgCl (3 M in THF) A DMP N
—_— > - -
N 0" Yo THF, -78°C,4h /), 0~ o CH,Cly, RT, 30 min /)‘ o0 Yo
107 114 115
40-69 % 74 %
Trimethylorthoformiat, p-TSA; Trimethylorthoformiat, p-TSA;
CH,Cly, RT, 16 h CH,Cl,, 60 °C, 2d
0.0 00,
X X
N 0" o /)\1 0" o
13 116
44 % 91 %

Schema 16: Syntheserouten zur Darstellung von  7-(Diethylamino)-4-(dimethoxymethyl)cumarin (113) und
7-(Diethylamino)-4-(1,1-dimethoxyethyl)cumarin (116).

4.1.2.2 Geriistmodifikationen

Bathochrome Verschiebung
Um eine bathochrome Verschiebung der maximalen Absorptionswellenlédnge zu ermdglichen, wurde

eine Syntheseroute nach Fournier et al. angewandt (Schema 17).['7

Das Acetyl-geschiitzte
Cumarin 111 wurde mit dem Lawessons Reagenz in guten bis ausgezeichneten Ausbeuten (65-90 %)
zum geschiitzten Thiocumarin 117 umgesetzt. Die Reaktion verlduft dabei iiber ein Wittig-artiges
Intermediat, wobei die Bildung der P-O-Bindung die Triebkraft zur Thionierung darstellt.”*! Die

vorherige Acetylierung der freien Hydroxy-Gruppen war notwendig, da diese vom Lawessons
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289 AnschlieBend konnte durch Kondensation des

Reagenz bevorzugt umgesetzt werden.|
Thiocumarins 117 mit Malonsduredinitril in Gegenwart von Triethylamin und Silbernitrat das
Dicyanocumarin 118 erhalten werden (Ausbeute: 42-56 %). Dieses bewirkt eine noch stirkere
bathochrome Verschiebung als das Thiocumarin und besitzt dariiber hinaus eine erhdhte Stabilitdt
gegeniiber sauren und basischen Bedingungen, sowie gegeniiber Nukleophilen.!'™”) Sowohl das
acetylierte Thiocumarin 117 als auch das acetylierte Dicyanocumarin 118 wurden durch Zugabe von

HCl in Diethylether bzw. Ethanol entschiitzt. Somit konnten die Alkohole 119 und 120 in

befriedigenden bis hohen Ausbeuten synthetisiert werden.

OTOK OTO( 07(

Malonsé&uredinitril, o
A Lawessons Reagenz A NEts, AgNO3 =
v
N 0”0 Toluol, Riickfluss, 12h <~ >N 0" s Acetonitril, RT, 4h - >N o) eN
/ / / cN
111 117 118
65-90 % 42-56 %
HCl in E,0 (1 M), HCl in EtOH (1.25 M),
Ethanol, Rickfluss, 17 h Ethanol, Rickfluss, 15 h
OH OH

/O@ 3 / o~ o~ CN
S—EOO N 0~ s N o

S P J CN
Lawessons Reagenz 119 120

35-66 % 92 %—quant

S
p—

Schema 17: Syntheseroute zur Darstellung von 7-Diethylamino-4-hydroxymethylthiocumarin (119) und der entsprechenden
Dicyano-Variante 120.

Die Cumarinylalkohole 119 und 120 wurden anschlieBend mit 4-Nitrophenylchlorformiat in die
entsprechenden aktivierten Kohlenséureester 121 und 122 iiberfiihrt (Schema 18). Dabei erwies sich
das Thiocumarin-Derivat 121 als schwer isolierbar und nicht lagerstabil. Die Durchfiihrung einer
Sdulenchromatographie fiihrte zu einer Verunreinigung des Thiocumarins 121 mit dem
entsprechenden Cumarin 110. Daher wurde das Thiocumarin 121 nur mittels einer wéssrigen
Aufarbeitung gereinigt, wobei die Rohausbeute 49 % betrug. Zusétzlich wurde es stets zeitnah vor der
gewiinschten Folgereaktion synthetisiert. Die Instabilitdt ist vermutlich auf die fiir Substitution
anfallige C—S-Doppelbindung und die besonders hohe Photolabilitdt zuriickzufithren. Die Dicyano-
Variante 122 hingegen zeigte keine verringerte Stabilitit im Vergleich zum Cumarin-

Kohlenséureester 110.
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" gae!
BN 4-Nitrophenylchlorformiat, X 0 NO

Diisopropylethylamin

THF, RT, 22 h

OH OTO
4-Nitrophenylchlorformiat, e} \©\
X A NO

Diisopropylethylamin

N 0 CN CH,Cly, RT, 22 h N o

CN P CN
120 122

Schema 18: Synthese der aktivierten Kohlensdureester 121 und 122.

Erhohte Loslichkeit

Da fiir die Verwendung von photocaged compounds in biologischen Systemen die Loslichkeit in
wissrigen Medien eine wichtige Rolle spielt, wurde auch von den Cumarinen eine Variante mit
erhohter Loslichkeit synthetisiert. Gleichzeitig sollten die guten spektroskopischen Eigenschaften des
7-Diethylamino-4-methylcumarins (106) erhalten bleiben. Daher wurde 7-Amino-4-methyl-
cumarin (123) mit Bromessigsdure-fert-butylester nach einer Vorschrift von Noguchi et al.
umgesetzt,**”) wobei jedoch trotz vollstindigem Umsatz nur schlechte Ausbeuten von 26-32 % des

disubstituierten Amins 124 erreicht werden konnten (Schema 19).

\4/ #/ H. O \4/ OH

T i e
—_— —_— —_—

HoN [l e] N O” "0 N 0o~ "0 N 0" "0
(e] (0]

0
123 Oﬁ) 124 ﬁ) 126 }A 128

o) 26-32 % o) 12-61 % fo) 63 %
> e >
B :
\N/ 3
ofo N 3
N 0" o
Oﬁ) 127
o)

>

Schema 19: Syntheseroute zur Darstellung von  7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (128).  Folgende
Reaktionsbedingungen wurden verwendet: A) Bromessigsaure-fert-butylester, DIPEA, Nal, in MeCN, 100 °C, 6 h; B) DMF-
DMA, in DMF, Riickfluss, 16 h; C) SeOz, in p-Xylol, Riickfluss, 16 h; D) NaBHa, in Ethanol, 0 °C = RT, 1 h.
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Die geringe Ausbeute deckte sich dabei gut mit den {ibrigen in der Literatur zu findenden Angaben,
welche im Bereich von 25-35 % liegen.[' 2*!- 22 Als Hauptprodukt der Reaktion wurde das
monosubstituierte Amin 125 mit Ausbeuten von ~70 % erhalten. Dieses konnte jedoch unter
denselben Reaktionsbedingungen erneut eingesetzt werden, wobei Ausbeuten von 27-30 % erzielt
wurden (Schema 20). Anschliefend wurde eine Oxidation mittels Selendioxid zum Aldehyd 126
durchgefiihrt. Diese lief jedoch wie erwartet nur mit schlechten bis méfigen Ausbeuten (12-61 %) ab.
Eine Umgehung dieser Oxidation iiber das Enamin 127, wie bei der vorherigen Syntheseroute zum
7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105), erwies sich als nicht durchfiihrbar. Hier konnte unter
denselben Reaktionsbedingungen kein Produkt isoliert werden. Der Aldehyd 126 wurde abschlieSend
mit NaBHs zum Alkohol 128 reduziert (Ausbeute: 63 %). Die maskierten Carbonsduren der
Schutzgruppe 129, welche die erhohte Loslichkeit vermitteln sollen, kénnen generell unter sauren

Bedingungen freigesetzt werden.['*”!

\4/ Bromessigsaure-tert-butylester, \4/
N (0) e} MeCN, 100 oC, 5h N (0) o)
H (0]
125
>r°
Schema 20: Synthese von  7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-methylcumarin (124)  ausgehend vom
Nebenprodukt 125.

124
27-30 %

Eine abschlieBende Ubersicht iiber die synthetisierten photolabilen Schutzgruppen auf Basis des
(Cumarin-4-yl)methyl-Chromophors ist in Abbildung 39 zu finden.
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X X
N oo ~N 0 s
43¢ 53
Amax ~ 386 nm ==t — Amax = 472 nm
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Abbildung 39: Ubersicht iiber die synthetisierten (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate und den Einfluss der Modifikationen auf
ihre Absorptionsmaxima.

4.1.3 Synthese der Trimethyllock-Schutzgruppe

Als alternative Schutzgruppe wurde eine photolabile Variante der Trimethyllock-Gruppe gewdhlt.
Diese zeichnet sich besonders durch eine signifikante Absorption oberhalb von 400 nm, eine
quantitativ ablaufende Photoreaktion, eine schnelle Freisetzung auch von schlechten Abgangsgruppen
und das Ausbleiben eines Inner-Filter-Effektes aus.’®” Die fiir die Schiitzung von Alkoholen
relevante, hohe Stabilitit des entstehenden Esters gegeniiber Esterasen konnte am Beispiel einer
Prodrug demonstriert werden.”* Somit stellt die Trimethyllock-Gruppe eine interessante Erginzung
zur bisherigen Auswahl an photolabilen Schutzgruppen dar. Die Synthese erfolgte ausgehend von
kommerziell erhdltlichem 2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon (130) nach einer Vorschrift von
Walton et al. (Schema 21, Schema 25).””! Dieses wurde mittels Natriumborhydrid zu
2,5-Dimethylhydrochinon (131) umgesetzt. Die Reduktion verlief mit einer hohen Ausbeute von 96 %
und bendtigte keine sdulenchromatographische Reinigung. Die nachfolgende Friedel-Crafis-
Alkylierung lieferte das 2-Chromanon 132. Hierbei konnte jedoch auch bei verldngerter Reaktionszeit
kein vollstdndiger Umsatz erzielt werden. Eine sdulenchromatographische Reinigung ergab keine

ausreichende Trennung des Edukt-Produkt-Gemisches. Daher wurde eine Umkristallisation nach den
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Bedingungen von Rohde et al. [Hexan/Ethylacetat 2:1 (v/v)] durchgefiihrt.**] Hierbei konnte eine

Ausbeute von 67 % erzielt werden.

[0} (o}
(o} OH
(o} o OH
NaBH,4 3,3-Dimethylacrylsaure 2.2 Aq. Bry
—_— —_— —_—
H,0/Et,0/MeOH Methansulfonsaure, Essigséaure,
o) 4:2:1 (v/v), RT, 15 min OH 70°C,20h RT, 20 h Br
OH o
130 131 132 133
96 % 67 % 67 %

Schema 21: Syntheseroute zur Darstellung von Bromchinon 133.

Die vollstindige Abtrennung des Eduktes 131 war an dieser Stelle essenziell, da ansonsten die
nachfolgende Eintopf-Bromierungs-Oxidations-Sequenz zum Bromchinon 133 mit nur méBigen
Ausbeuten von 27-36 % ablief. Die Reaktion verlief dann wie in Schema 22 dargestellt. Aufgrund der
von Shoji et al. angestellten Untersuchungen zur Oxidation von Hydrochinonen war anzunehmen, dass
jedes Aquivalent des unerwiinschten 2,5-Dimethylhydrochinon (131) mit 3 Aquivalenten Brom
reagiert,”* wodurch nicht ausreichend viele Aquivalente fiir die gewiinschte Reaktion zur Verfiigung
stehen. Somit wiirde das 2-Chromanon 132 zwar zum entsprechenden 7-Brom-2-chromanon 134

bromiert, konnte jedoch nicht vollstdndig zum Bromchinon 133 oxidiert werden.

(0] o 0]
OH o
O Br, Br (0] (0] OH
+ - + +
Essigsaure,
RT, 20 h Br
OH 0 Br Br
OH OH o
131 132 135 134 133

Schema 22: Auswirkungen von verunreinigtem Startmaterial auf die Bromierungs-Oxidations-Sequenz.

Zur Verifizierung des Entstehungsprozesses der Nebenprodukte wurde
2,5-Dimethylhydrochinon (131) mit 3.2 Aquivalenten Brom unter denselben Reaktionsbedingungen
eingesetzt. Es wurde mit einer Ausbeute von 98 % das erwartete 2,5-Dibrom-3,6-dimethylcyclohexa-
2,5-diene-1,4-dion (135) erhalten (Schema 23). Die Struktur konnte mittels 2D-NMR-Analytik

bestétigt werden.
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OH o
3.2 Aq. Br, Br
- "
Essigsaure,
RT, 20 h Br
OH o
131 135
98 %

Schema 23: Testreaktion zur Verifizierung des Nebenproduktes.

Dariiber hinaus konnte das ebenfalls als Nebenprodukt isolierte 7-Brom-2-chromanon 134 durch
Zugabe von N-Bromsuccinimid (NBS) quantitativ in das gewlinschte Bromchinon 133 iiberfiihrt

werden (Schema 24).

1.05 Ag. N-Bromsuccinimid
MeCN/H,0 5:1 (v/v),
Br RT, 30 min Br
OH (¢]

134 133
quant.

Schema 24: Alternative Oxidation zum Bromchinon 133 ausgehend vom Nebenprodukt 134.

Ausgehend vom Bromchinon 133 konnte abschlieBend mittels einer 1,4-Addition das

Methylthiochinon 136 in quantitativer Ausbeute synthetisiert werden (Schema 25). Dieses kann zur

photolabilen Schiitzung von Alkoholen und Aminen verwendet werden.*

(e] o
o OH  Natriummethanthiolat, o OH
TBAB
Wasser/Dichlormethan 1:1 (v/v),
Br RT, 2 min
o o
133 136
quant.

Schema 25: Synthese des Methylthiochinons 136 mittels Michael-Addition.
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4.1.4 Zusammenfassung des Kapitels

Abbildung 40 gibt eine zusammenfassende Ubersicht iiber die erfolgreich synthetisierten

Schutzgruppen und die Verteilung ihrer Absorptionsmaxima im UV und sichtbaren Bereich des

Lichtes.

S

2
8a

— Amax = 260 Nm

43d R® = CH,CO,H
 Amax =~ 386 nm

X
R3
N (o ¢)
R3
43c R® = Et

N 0 s

53

—~— Amax ® 472 nm

/ / /

/

/

I /
' /

7

= Amax =488 nm

Amax ~ 328-345 nm —
R’ o}

R2

LY i
X
R20 NO. CN
2 /\N 0
19 R'=H,R?=Me CN

20aR" = H, R? = -CH,-
20b R' = Me, R? = -CH,-

—0

(e}
136 55

Abbildung 40: Ubersicht iiber die synthetisierten photolabilen Schutzgruppen und den Einfluss der Modifikationen auf ihre
Absorptionsmaxima.

e Ein Grundstock von photolabilen Schutzgruppen zur Photolyse bei 375 nm, bestehend aus
zehn o-Nitrobenzyl-Derivaten zur Schiitzung von Alkoholen, Diolen, Aminen und
Carbonséuren konnte dargestellt werden.

e Zur Photolyse oberhalb von 400 nm wurden 13 Derivate auf Basis der Cumarinyl-
Schutzgruppe synthetisiert, welche fiir die Schiitzung von Alkoholen, Diolen, Aminen und
Carbonséuren geeignet sind.

e Eine photoaktivierbare TML-Schutzgruppe (photolysierbar oberhalb von 400 nm) zur

Schiitzung von Alkoholen und Aminen konnte synthetisiert werden.
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4.2 Betrachtung der Induktoren

Nach der Synthese einer Vielzahl potenzieller photolabiler Schutzgruppen, bietet sich die genauere
Betrachtung der geeigneten Promotoren und ihren zugehérigen Induktoren an. Hierbei wurden sowohl
die zur lichtgesteuerten Genexpression genutzten Induktoren als auch bisher nicht etablierte
Induktoren verwendet. Diese lassen sich in drei Molekiilklassen einteilen: Die Kohlenhydrate, die

aliphatischen und die aromatischen Carbonsauren (Abbildung 41).

A
axiale sekundare Hydroxy-Gruppe OH
HO O
OH <= primé&re Hydroxy-Gruppe HO OH
HO OH %
(0] s 1c
HO T/ Halbacetal
IX OH HO 74
] HO&&/OH
aquatoriale sekundare Hydroxy-Gruppe OH
1a 1b
B c aromatische Carbonséure
aliphatische ‘/ \’
Carbonsaure o o (0]
Is o0 0
T 2a 2¢ T 2b
3 phenolische aromatisches
Hydroxy-Gruppe Amin

Abbildung 41: Ubersicht iiber die funktionellen Gruppen der ausgewihlten Kohlenhydrate 1a—c (A), der Propionsiure 3 (B)
und der Benzoeséure-Derivate 2a—c (C), tiber welche die Anbringung einer photolabilen Schutzgruppe moglich ist.

Zu den Kohlenhydraten zdhlen die wichtigsten und weitverbreitetsten Induktoren, wie IPTG (1a) und
L-Arabinose (1b).*> 29 Dabei erméglicht IPTG (1a) als nicht metabolisierbares Laktose-Analogon
die Kontrolle iiber eine Reihe von Lacl-regulierten Systemen (Puc, Puc, Pic, Pgre, Pr7), wiahrend
L-Arabinose (1b) in der Lage ist das AraC/Pgsp-Regulator-Promotor-System zu aktivieren.
Glukose (1¢) hingegen fiihrt temporir zu Katabolitrepression des lac- und des ara-Operons.!** 2%
Ihre Anwendbarkeit fiir die lichtgesteuerte Genexpression wurde, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben,

77, 271-275

bereits in einer Reihe von Publikationen unter Beweis gestellt.! ! Kohlenhydrate bringen aber
aus synthetischer Sicht auch Herausforderungen mit sich. So besitzen sie ausschlieSlich Hydroxy-
Gruppen, wodurch zum einen eine verminderte Auswahl an Bindungen zu den photolabilen
Schutzgruppen zur Verfiigung steht. Zum anderen wird in vielen Fillen eine individuelle

Schutzgruppenstrategie bendtigt, um die photolabile Schutzgruppe gezielt anzubringen, wodurch die
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Anzahl der Synthesestufen deutlich erhoht wird. Die Hydroxy-Gruppen unterscheiden sich dabei
deutlich in ihrer Reaktivitdt sowie Aciditdt. Daher muss sinnvoll entschieden werden, welche Position
die geeignetste darstellt. Dartiber hinaus sollten die photocaged Kohlenhydrate bei tiefen
Temperaturen unter einem Inertgas gelagert werden, um eine ausreichende Lagerstabilitdt iiber einen

langeren Zeitraum zu gewahrleisten.

Bei Propionséure (3) handelt es sich um einen sehr giinstigen Induktor, welcher die Kontrolle iiber den
Promotor P, ermoglicht. Mit diesem kann ein hohes Expressionslevel erreicht werden und es wird
dhnlich dem Promotor Pzp eine graduelle Kontrolle iiber einen hohen Konzentrationsbereich

297

ermdglicht.®”! Viele iiber Kohlenhydrate induzierbare Promotoren besitzen dagegen einen positive-

feedback-loop (all-or-none-Phanomen), der eine graduelle Regulation verhindert, da hier der

t.17: 298] Einen groBen

Transporter fiir den Induktor ebenfalls unter der Kontrolle des Induktors steh
Nachteil stellt jedoch die geringe Flexibilitit bei der Synthese der entsprechenden photocaged
Propionsduren dar. Die zumeist genutzte Schiitzung der Carbonsduren als Ester kann in Gegenwart
von Esterasen leicht hydrolysiert werden. Eine mogliche Losung konnte die Verwendung von sterisch

anspruchsvollen photolabilen Schutzgruppen sein, um somit eine Hydrolyse zu unterbinden.

Die Benzoesdure-Derivate stellen die Induktoren fiir das XylS/Pn-Regulator/Promotor-System dar.
Diese bieten viele Vorteile gegeniiber den Kohlenhydraten, da sie zum einen kein komplexes
Transportersystem bendtigen und iiber passive Diffusion in die Zellen eindringen. Zum anderen
werden diese von den meisten Organismen nicht metabolisiert und weisen eine graduell regulierbare

Expressionsantwort sowie eine geringe Basalexpression auf.?”

Es wurden Salicylsdure (2a),
Anthranilsdure (2b) und m-Toluylsdure (2¢) als geeignete Vertreter dieser Klasse gewdhlt.
Salicylsdure (2a) sowie m-Toluylsdure (2¢) zeigten die groBten dynamischen Spannen der

299]

Induktionsantwort?* und Salicylsiure (2a) stellte zusitzlich einen geeigneten Induktor fiir das

NagR/Pug4a-Regulator/Promotor-System dar,[300-302]

Salicylsdure (2a) und Anthranilsdure (2b)
besitzen zusétzlich zur Carbonyl-Funktionalitit noch eine phenolische Hydroxy-Gruppe bzw. ein
aromatisches Amin in ortho-Position. Diese ermdglicht eine groBere Flexibilitdt bei der Anbringung
der photolabilen Schutzgruppen. Im Falle der Anthranilséure (2b) kann dieses Amin genutzt werden,

um tiiber ein Carbamat eine hohe Stabilitit zu garantieren.

Allgemein fiir alle verwendeten Induktoren gilt, dass eine Schiitzung mit einer photolabilen Gruppe in
der Lage sein muss die Aktivitdt des Induktors im geschiitzten Zustand vollstdndig zu unterbinden.
Zusitzlich ist bei der gleichzeitigen Verwendung mehrerer Induktoren relevant, dass diese keinen
Crosstalk aufweisen. Bei Crosstalk handelt es sich um die gleichzeitige Aktivierung mehrerer

verschiedener Promotoren durch denselben Induktor. Daher bietet sich fiir eine wellenldngenselektive
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bzw. orthogonale Genexpression die kombinierte Nutzung von Kohlenhydraten und Benzoesdure-

Derivaten an.

4.3 Herstellung der photocaged compounds

In dem folgenden Kapitel wird der Einsatz der synthetisierten photolabilen Schutzgruppen basierend
auf o-Nitrobenzyl-Derivaten (Kapitel 4.1.1), Cumarinyl-Derivaten (Kapitel 4.1.2) und der
Trimethyllock-Schutzgruppe (Kapitel 4.1.3) in Kombination mit den relevanten Induktoren (Kapitel
4.2) zur Herstellung verschiedener photocaged compounds beschrieben. Diese wurden anschliefend
invitro auf ihre Anwendbarkeit hin untersucht und geeignete Kandidaten wurden zur in vivo
Applikation an das Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie (IMET) gegeben. Als essenzielle
Kriterien fiir eine invivo Anwendung wurden in erster Linie eine nahezu vollstindige
Photolysierbarkeit in unter 30 min bei der gewiinschten Bestrahlungswellenldnge unter Freisetzung
des funktionsfahigen Induktors, eine geringe Toxizitdt der Nebenprodukte nach Photolyse, eine
zufriedenstellende Loslichkeit in wéssrigen Medien und eine hohe Stabilitét iiber 24 h in ebendiesen

bestimmt.

4.3.1 Photocaged Kohlenhydrate
4.3.1.1 Komposition des Grundstockes fiir eine Anregung im langwelligen
UV-Bereich

Zunéchst sollte ein Grundstock an photocaged Kohlenhydraten synthetisiert werden, welche eine gute
Photolysierbarkeit durch UV-A Strahlung (~375 nm) aufweisen. Diese Kohlenhydrate sollten, bedingt
durch ihre unterschiedliche Loslichkeit, Membrangingigkeit und photolytische Effizienz in der Lage
sein, in verschiedenen Mikroorganismen die Basis fiir eine wellenlédngenselektive Genexpression zu
bilden. Dazu wurde zum einen auf die unvollendeten Vorarbeiten aus der dieser Doktorarbeit

vorausgegangenen Masterarbeit™*!

zuriickgegriffen. In dieser konnte eine o-Nitrobenzyl-Variante mit
erhohter Loslichkeit hergestellt und anschlieBend dazu genutzt werden, um IPTG (1a) zum
hochldslichen Phototrigger 137 zu funktionalisieren. Die Ubertragung dieser 18slichkeitsvermittelnden
Schutzgruppe auf Glukose (1¢) wurde ebenfalls begonnen, aber nicht abgeschlossen.*”*! Im Folgenden
wurden diese Ergebnisse iiberarbeitet und ausgebaut. Zum anderen sollten die zuvor etablierten

photocaged Kohlenhydrate auf Basis von IPTG (1a) und L-Arabinose (1b) synthetisiert werden.
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Optimierung des Syntheseweges zu photocaged 1IPTG 137

Zunéchst wurde die bereits in der Masterarbeit etablierte Syntheseroute hin zum 4,6-O-[4,5-Bis-
(carboxymethoxy)-2-nitrobenzyliden]isopropyl-1-thio-p-D-galactopyranosid (137, BC-cIPTG) weiter
optimiert (Schema 26). Urspriinglich wurde bei diesem Syntheseweg ausgehend vom Aldehyd 98 das
Dimethylacetal 138 synthetisiert (Ausbeute: 82 %), welches nach einer Filtration iiber Aluminiumoxid
sdurekatalysiert mit IPTG (1a) zum 4,6-O-[4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyliden]-
isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (139, BEC-cIPTG) umgesetzt wurde. Aufgrund der sauren
Reaktionsbedingungen, wurde jedoch ein schwer aufzutrennendes Produktgemisch erhalten. %
Alternativ. wurde  versucht {iber eine Indiumtriflat-katalysierte  Eintopf-Reaktion das
Dimethylacetal 138 in situ zu erzeugen und direkt zum BEC-cIPTG (139) umzusetzen. Diese
Eintopfreaktion nach einer Vorschrift von Smith et al.’® 3%) lieferte jedoch nur eine geringe
Gesamtausbeute von 16 %. Auch hier wurde ein komplexes Produktgemisch erhalten, welches mittels
medium pressure liquid chromatography (MPLC) aufgetrennt werden konnte und somit die Aufnahme
eines eindeutigen NMR-Spektrums erlaubte. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass es sich bei
der auftretenden Nebenreaktion um eine partielle sdurekatalysierte Umesterung der Ethylester zu den
entsprechenden Methylestern handelt. Dies wird durch das bei der Transacetalisierung freiwerdende
Methanol des Dimethylacetals 138 erméglicht. Es werden pro Aquivalent Dimethylacetal 138 zwei
Aquivalente Methanol freigesetzt. Diese geringe Konzentration reichte fiir die Bildung der
Methylethylester 140a und 140b aus. Dieses Produktgemisch kann dennoch im nachfolgenden
Reaktionsschritt quantitativ zum BC-cIPTG (137) umgesetzt werden, da hier unter basischen

Bedingungen sowohl Methylester als auch Ethylester gleichermalien gespalten werden.
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Schema 26:Syntheseweg hin zum BC-cIPTG (137) ausgehend vom 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenz-
aldehyd (98).

Das BEC-cIPTG (139) selbst war jedoch ebenfalls von Interesse, da dieses sowohl eine verbesserte
Membrangéngigkeit besitzen als auch eine Anreicherung in der Zelle durch intrazelluldre Hydrolyse

131 Somit wurde anstelle von Trimethylorthoformiat das entsprechende

der Ester ermdglichen sollte.
Ethyl-Derivat verwendet (Schema 27). Zusitzlich wurde die Reaktion in Ethanol unter
Riickflussbedingungen und in Gegenwart eines mit Molsieb (3 A) gefiillten Wasserabscheiders
durchgefiihrt, um das freiwerdende Wasser aus dem Reaktionsgleichgewicht zu entziehen und dieses
somit auf die Produktseite zu verschieben. Somit konnte das Diethylacetal 141 in hohen Ausbeuten
(89 %) erhalten werden. Die anschlieBende, durch p-Toluolsulfonsdure (p-TSA) katalysierte
Transacetalisierung lieferte eine vergleichbar méaflige Ausbeute (45 %), dabei jedoch ausschlieBlich
das gewiinschte Produkt 139. Dieses konnte wie zuvor mit wissriger Lithiumhydroxid-Ldsung in
Methanol innerhalb von einer Stunde in quantitativen Ausbeuten zum BC-cIPTG (137) umgesetzt

werden. Daher wurde im Folgenden stets die Zweistufensynthese iiber das Diethylacetal 141

verwendet.
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Schema 27: Optimierter Syntheseweg hin zum BC-cIPTG (137) ausgehend vom 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-
nitrobenzaldehyd (98).

Zusitzlich zu der in der Masterarbeit®®!

etablierten Entschiitzung unter basischen Bedingungen mit
Lithiumhydroxid wurde eine enzymatische Entschiitzung mit Novozym® 435 getestet. Dabei handelt
es sich um eine immobilisierte Form der Lipase B aus Candida antarctica (C. antarctica). Eine
Uberpriifung der Reaktion via Diinnschichtchromatographie (DC) zeigte jedoch nur geringe Umsiitze,
weshalb diesbeziiglich keine weiteren Untersuchungen angestellt wurden. In einer spéter erschienenen
Publikation von Schelkle et al. wurde gezeigt, dass die Lipase B aus C. antarctica nicht in der Lage ist
die BEC-Schutzgruppe vollstindig zu hydrolysieren. Eine ebenfalls getestete Schweineleberesterase
lieferte jedoch einen vollstindigen Umsatz.**! Dies spricht dafiir, dass bei der Verwendung in einem
mikrobiologischen Kontext durchaus die erhohte Membrangéingigkeit, welche durch die
BEC-Schutzgruppe vermittelt wird, dazu genutzt werden kann, eine Anreicherung innerhalb der Zelle
zu bewirken, da intrazellulire Esterasen durch Hydrolyse die Membrangingigkeit stark

herabsetzen.[!1% 113, 306]
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Synthese der photocaged Glukose (142)
Ebenfalls in der Masterarbeit begonnen wurde die Ubertragung der ldslichkeitsvermittelnden
Schutzgruppe auf weitere Zucker. Hierbei sollte die BC-Schutzgruppe am anomeren Zentrum der

303

Glukose (1¢) angebracht werden, um eine einstufige Freisetzung zu ermoglichen.’%! Analog zum

Vorgehen in der Masterarbeit wurde der Glykosyldonor 143 durch Bromierung des anomeren

397 Dabei entstand aufgrund des anomeren

Zentrums der peracetylierten Glukose (144) erhalten.!
Effektes ausschlieBlich das o-Anomer 143. Im nachfolgenden Schritt sollte der Alkohol 99 als
Glykosylakzeptor mit dem Glykosylbromid 143 in einer Koenigs—Knorr-Reaktion umgesetzt werden.
Im Verlauf der Masterarbeit konnte jedoch kein Produkt isoliert werden, da es zu einer
intermolekularen Acyl-Migration kam, wobei der acetylierte Alkohol 145 erhalten wurde (Abbildung

42).0%%

(0]
/\ok/oﬁ\ok
\/Ojﬁo NO,

(e]

Abbildung 42: Acetyl-geschiitzter Alkohol 145.

Dieses Problem sollte im Folgenden auf zwei Wegen geldst werden (Schema 28). Zum einen wurde
die bei der Koenigs—Knorr-Reaktion verwendete Kombination aus Silbercarbonat und Silbertriflat auf
den alleinigen Einsatz des weniger basischen Silbertriflates reduziert. Dadurch konnte erstmalig die
Bildung des 1,2-trans Glykosides 146 ohne ausschlieBliche Deaktivierung des Glykosylakzeptors 99
zum Ester 145 beobachtet werden. Es wurde jedoch auch weiterhin ein Gemisch aus Nebenprodukten
isoliert, welches auf die Acyl-Migration zurlickzufiihren ist. Bei diesem handelte es sich um einfach-
bzw. zweifach-entschiitzte Derivate des Glykosides 146, wobei hier nicht nidher zugeordnet wurde,
welche der Hydroxy-Gruppen entschiitzt worden waren. Durch eine flinfminiitige
Mikrowellenreaktion in Pyridin unter Zusatz von Essigsdureanhydrid sollten die Nebenprodukte in das
gewiinschte peracetylierte Produkt 146 iiberfiihrt werden. Dies bewirkte jedoch, dass der im
Uberschuss (3 Aq.) zugesetzte Alkohol 99 ebenfalls acetyliert wurde. In der nachfolgenden
sdulenchromatographischen Reinigung lie3 dieser sich aufgrund der &hnlichen Laufeigenschaften nur
schwer vom Produkt 146 abtrennen. Daher wurde das Rohprodukt direkt in der nachfolgenden
Entschiitzung zur BC-cGlukose 142 eingesetzt. Der dadurch erreichte Polaritdtsunterschied erlaubte

eine einfache Isolierung des Produktes 142.
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Schema 28: Verschiedene Synthesewege hin zur peracetylierten BEC-cGlukose (146) ausgehend von Pentaacetyl-a-D-
glucopyranose (144).

Zum anderen sollte filir die Trichloracetimidat-Methode als Alternative zur Koenigs—Knorr-Reaktion
der Glykosyldonor 147 synthetisiert werden. Dafiir wurde ebenfalls ausgehend von der kommerziell
erhiltlichen peracetylierten Glukose 144 das anomere Zentrum in Anlehnung an eine Vorschrift von

Duléry et al P

in hoher Ausbeute (95 %) regioselektiv deacyliert, wobei der Zucker 148 als
o/B-Anomerengemisch (3.6:1) erhalten wurde. Eine Auftrennung des Anomerengemisches war nicht
noétig, da die nachfolgende Reaktion entweder unter kinetischer Kontrolle das B-Anomer oder unter
thermodynamischer Kontrolle das a-Anomer liefert. Dabei besitzt die verwendete Base einen hohen
Einfluss, da die langsame basenkatalysierte Epimerisierung durch die Verwendung starker Basen
beschleunigt werden kann.B! Durch Verwendung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) als
Base wurde unter thermodynamischer Kontrolle das a-Anomer 147 in einer Ausbeute von 79 %
erhalten. Die anschlieBende Glykosylierung verlduft bedingt durch den Nachbargruppen-Effekt tiber
ein Acyloxoniumion-Intermediat, sodass ein nukleophiler Angriff bevorzugt frans erfolgt und somit
selektiv das pB-Glykosid liefert.**! Die Bortrifluoriddiethyletherat katalysierte Reaktion zur
BEC-cGlukose (146) lief jedoch nur mit einer geringen Ausbeute von 10 % ab. Daher wurde hier
weiterhin der Syntheseweg iiber die Koenigs—Knorr-Reaktion aufgrund der geringeren Anzahl an

Reaktionsstufen und der hoheren Gesamtausbeute als vorteilhaft erachtet.

Die gleichzeitige Entschiitzung der Hydroxy- und der Carboxy-Funktionalititen lieB sich in einem
Schritt unter basischen Bedingungen mit wéssriger Lithiumhydroxid-Losung (0.2 M) realisieren und
lieferte quantitativ das Produkt 142 (Schema 29). Fiir eine selektive Entschiitzung des Zuckers bei
gleichzeitiger Beibehaltung der durch Ethylester maskierten Carbonsduren bietet sich grundsétzlich

die Verwendung von Natriumethanolat an.
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Schema 29: Synthese der BC-cGlukose (142) ausgehend von BEC-cGlukose (146).

Eine weitere Option zur Verhinderung der Desaktivierung des Glykosylakzeptors wihrend der
Koenigs—Knorr-Reaktion wiére die Verwendung sterisch anspruchsvollerer Acyl-Schutzgruppen
gewesen, wie der Pivaloyl- oder der Benzoyl-Schutzgruppe, da die Bereitschaft zur Acyl-Migration
auf  freie  Hydroxy-Gruppen bei diesen in der folgenden Reihe  abnimmt
(Acetyl>Benzoyl>>Pivaloyl).®*! Eine anschlieBende Entschiitzung wire beispielsweise fiir die
Benzoyl-Schutzgruppe unter basischen Bedingungen mit einer wissrigen Kaliumhydroxid-Losung

moglich gewesen.

Synthese der etablierten photocaged Kohlenhydrate

Das Ziel war es, zunichst eine Vielzahl lichtgesteuerter Werkzeuge zur Auswahl zu haben, welche bei
375 nm photolytisch gespalten werden konnen. Als néchstes sollten somit die bereits etablierten
photocaged compounds 6-Nitropiperonyl-B-L-arabinopyranose (NP-cArabinose, 84b), 1-(6-Nitro-
benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl-B-L-arabinopyranose (NBE-cArabinose, 84¢) und NP-cIPTG (84a)
synthetisiert werden. Wie in Schema 30 dargestellt, wurde ausgehend von L-Arabinopyranose (1b) der
Glykosyldonor 149 {iber eine Eintopfreaktion nach Kartha et al. erhalten (Ausbeute: 35-42 %).2'%
Aufgrund der geringen thermischen Stabilitit und hohen Hydrolyse-Empfindlichkeit der
Glykosylhalogene®'!  wurde das Glykosylbromid 149 unter Argon-Atmosphire in einem
dichtverschlossenen Kolben bei —20 °C gelagert und konnte somit iiber mehrere Wochen hinweg
verwendet werden. Eine Zersetzung der kristallinen, farblosen Substanz wurde durch briunliche
Verfirbung angezeigt. Die Koenigs—Knorr-Reaktion unter Zuhilfenahme von Silbercarbonat und
Silbertriflat sowie die direkt angeschlossene Entschiitzung durch Zugabe von Ammoniak in MeOH
(7 M) zur NP-cArabinose (84b) verliefen mit méBigen Ausbeuten von 4246 % (Lit.: 50 %).”” Die
Synthese der NBE-cArabinose (84¢) scheiterte dagegen. Hier war es nicht mdoglich, das Produkt in
signifikanten Mengen mit ausreichender Reinheit zu synthetisieren. Da bei der Reaktion ohnehin ein

Diastereomerengemisch entsteht, welches einer aufwendigen Auftrennung bedarf, und der einzige
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Mehrwert der Verbindung in einer erhdhten Photolysegeschwindigkeit liegt, wurde die Herstellung

dieser photocaged Verbindung nicht weiterverfolgt.

1.90, Ag,CO;, AgOTT; OH OoN e}
CH,Cly, RT, 18 h g o ﬁ >
HO 0 o

OH

2. NH3 (7 M) in MeOH;
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Schema 30: Syntheseweg zu NP-cArabinose (84b) und NBE-cArabinose (84¢) nach Binder et al.’")

Das NP-cIPTG (84a) wurde nach einer Vorschrift von Dr. Claus Bier®" *'¥ durch Zugabe von
IPTG (1a) und Schwefelsdure zu einer gekiihlten Losung des 6-Nitropiperonal (89) synthetisiert
(Ausbeute: 21-44 %; Schema 31). Unter den gleichen Reaktionsbedingungen liel sich auch das
Isopropyl-4,6-O-(2-nitrobenzyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid (NB-cIPTG, 150), ausgehend von 2-
Nitrobenzaldehyd (87), in vergleichbaren Ausbeuten (21-32 %) herstellen.

/0
o)

IPTG, NO,
<oﬁH Schwefelsaure o
o] NO, DMSO, 0°C » RT, 22 h (0]
o
HO%S/S
o 1

89 84a
21-44.%

(o}

IPTG, NO,
@\)LH Schwefelsaure o
NO, DMSO, 0°C = RT, 22 h 0
o
HO%S/S
on 1

87 150
21-32 %

Schema 31: Synthese des NP-cIPTG (84a) nach Binder et al.?’'1 und des NB-cIPTG (150).

78



Ergebnisse und Diskussion

In vitro Charakterisierung

Im Folgenden wird die Untersuchung der photochemischen Eigenschaften der synthetisierten
photocaged  Kohlenhydrate beschrieben (Abbildung 43). Die Absorptionsmaxima der
Verbindungen 84a, 84b und 137 lagen im Bereich von 336-352 nm. Fiir BEC-cIPTG (139) liegt das
Absorptionsmaximum durch eine zusétzlich liberlagernde Bande bei 298 nm. Dennoch besitzen alle
Verbindungen einen ausreichend hohen Extinktionskoeffizienten bei 375 nm (Tabelle 2). Einzig das
o-Nitrobenzyl-geschiitzte IPTG 150 besal ein Absorptionsmaximum von 260 nm und nur einen
geringen Extinktionskoeffizienten von 126 M'cm™. Alle untersuchten Verbindungen weisen
Halbwertszeiten'® von <4 min nach Bestrahlung bei 375 nm auf. Fiir die Verbindungen 84a, 137 und
139 bestitigte eine Stabilititsmessung'® nach 24 h eine hohe Stabilitit gegeniiber Solvolyse im
jeweiligen Losungsmittel. Fiir das NP-cIPTG (84a) wurde diese Stabilitéit in vorherigen Anwendungen
bereits unter Beweis gestellt.?”"! Fiir das NB-cIPTG (150) wurde die Stabilitit nicht bestimmt, konnte
jedoch durch anschlieBende in vivo Anwendungen bestdtigt werden. Alle Verbindungen zeigen

geeignete Eigenschaften fiir eine Anwendung in biotechnologischen Prozessen.

15000

T

£ .

© —139 N

T Q

£ <

= <]

5 10000 %

N

= 2

& £

% 5000 | 3

5 g

x -

:E 0 T — — 9 J T T T T
m 300 400 0 10 20 30

Wellenlange [nm] Bestrahlungsdauer [min]

Abbildung 43: Vergleich der photocaged Kohlenhydrat-Derivate 84a—b, 137 ,139 und 150. A) Absorptionsspektren [84a
und 139: in MeOH; 137: in NaPi-Puffer (100 mm, pH 7.4); 150 und 84b: in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1]. B)
In vitro Zerfallskurven [84a und 139: 1 mM in MeOH; 137: 1 mM in NaPi-Puffer (100 mMm, pH 7.4); 150 und 84b: 1 mM in
Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1] in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 375 nm
(6.4 mW cm2). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

15 Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.

16 Die Stabilitédt wurde iiber den Anteil des verbleibenden Startmaterials nach Lagerung fiir 24 h im jeweiligen
Losungsmittel unter Ausschluss von Licht bestimmt.
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Tabelle 2: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Kohlenhydrate 84a—b, 137 ,139 und 150.

Stabilitit
. Amad® 8375 t05(375)1 nach Stel 0 edzerrn(375)E!
Verbindung [m] [ 'em] [min] 24HY [mm] dzertat(375) M em ']
[%]

139™ 298 1774 2.16 8449 <0.1  6.66x 1072 118
1371 340 3564 3.51 96+5 147  4.58x107 163
84alt 336 1690 3.37 — 0.7 4.88x1072 82
15017 260 126 1.55 — — 471 %107 59
84bY 352 4452 1.82 96+6M — 5.14 x 102 229

[2l Maximale Absorptionswellenlinge Amax; [ Extinktionskoeffizient € bei 375 nm; [¢] Halbwertszeit to.s nach Bestrahlung bei
Wellenlidnge 375 nm; 9 Stabilitit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der verbleibenden
Startverbindung nach 24 h); [l Loslichkeit S gemessen in dest. Wasser; [l Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung
bei 375 nm; (¢l Photolytische Effizienz £¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 375 nm; " gemessen in MeOH; [l gemessen in
NaPi-Puffer (100 mM, pH 7.4); Ul gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; ) gemessen nach 15 h.

In vivo Applikation

Mit Blick auf eine spitere wellenlédngenselektive Anwendung der synthetisierten photocaged
Induktoren wurde zundchst ihre Verwendung in verschiedenen biotechnologisch relevanten
Organismen gepriift. In Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers wurden NP-cIPTG (84a),
BEC-cIPTG (139) und BC-cIPTG (137) fiir den Einsatz in Gram-negativen (E. coli, P. putida) und
Gram-positiven Bakterien (B. subtilis) miteinander verglichen (Abbildung 44). Im Besonderen wurde
auch der Einfluss der unterschiedlichen Loslichkeit und Membrangéngigkeit auf die Induzierbarkeit
von Lacl-kontrollierten Promotoren untersucht. Der Laktosepermease defiziente Stamm
E. coli Tuner(DE3) (Abbildung 44A) mit eYFP Expressionsvektor pRhotHi-2-lacI-EYFP diente dabei
als Bezugswert, da die generelle Anwendbarkeit zur lichtgesteuerten Genexpression fiir diesen bereits
in friiheren Publikationen am Beispiel des NP-cIPTG (84a) demonstriert werden konnte.”": 22! Die
erfolgreiche Ubertragung auf den Organismus P. putida KT2440 (Abbildung 44B) unter Verwendung
des Expressionsvektors pVLT33-GFPmut3 und den Organismus B. subtilis DB430 (Abbildung 44C)
unter Verwendung des Expressionsvektors pHTO1-sfGFP ermdglichte die lichtgesteuerte

Genexpression in den biotechnologisch relevanten Expressionsstimmen. Fiir alle verwendeten
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Stimme wurde ein Lacl-kontrollierter IPTG-induzierbarer Promotor gewéhlt (E. coli: Prs, P. putida:
Piuc, B.subtilis: Pg.). Alle Verbindungen erwiesen sich als stabil unter den verwendeten
Kultivierungsbedingungen (30-37 °C, 20 h) und bewirkten keine erhohte Basalexpression in den
unbelichteten Kontrollen (Dunkelkontrolle). BC-cIPTG (137) zeigte aufgrund seiner erhohten
Loslichkeit hierbei die beste Anwendbarkeit. Zum einen konnte dieses direkt im Medium ohne die
Beigabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Ethanol in ausreichend hohen Konzentrationen geldst
werden. Zum anderen konnte durch die Verwendung von BC-cIPTG (137) sowohl in
P. putida KT2440 als auch in B. subtilis DB430 eine signifikante Erhohung der Expressionslevel im
Vergleich zu NP-cIPTG (84a) und BEC-cIPTG (139) erreicht werden. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen wurden im Journal ChemBioChem verdffentlicht.™!
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Abbildung 44: Lichtgesteuerte Genexpression in E. coli Tuner(DE3)/pRhotHi-2-lacI-EYFP (A), P. putida KT2440/pVLT33-
GFPmut3 (B) und B. subtilis DB430/pHTO01-sfGFP (C) unter Verwendung von NP-cIPTG (84a), BEC-cIPTG (139) und
BC-cIPTG (137) (D). Die relativen Fluoreszenzlevel nach Induktion durch Bestrahlung mit UV-A Licht (365 nm;
~1 mW cm2; 30 min) (+UV-A) oder der Zugabe von IPTG (1a) sind im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen (-UV-A)
dargestellt. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.[3)
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Zusitzlich konnte die Anwendbarkeit von NP-cIPTG (84a) im fakultativ anoxygenen phototrophen
Organismus  R. capsulatus  sowohl unter phototrophen als auch nicht-phototrophen
Kultivierungsbedingungen demonstriert werden (Abbildung 45). Dabei wurde der Stamm
R. capsulatus SB1003 gewihlt, da dieser besonders flir biotechnologische Anwendungen wie
beispielsweise die Produktion von Terpenen geeignet ist.®'*! Unter aeroben und mikroaeroben nicht-

phototrophen sowie phototrophen anaeroben Wachstumsbedingungen erwies dieser sich als geeignet.
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Abbildung 45: Lichtgesteuerte Genexpression in R. capsulatus SB1003/pRholHi-2-eYFP unter nicht-phototrophen aeroben
(A), mikroaeroben (B) und phototrophen anaeroben (C) Kultivierungsbedingungen unter Verwendung von NP-cIPTG (84a),
BEC-cIPTG (139) und BC-cIPTG (137) (D). Die relativen Fluoreszenzlevel nach Induktion durch Bestrahlung mit UV-A
Licht (365 nm; ~1 mW ¢cm2; 30 min) (+UV-A) oder der Zugabe von IPTG (1a) sind im Vergleich zu den unbelichteten
Kontrollen (—-UV-A) dargestellt. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus
Triplikaten. Die Daten fiir diese Abbildung wurden von Fabienne Hilgers im Rahmen ihrer Dissertation erhoben und die
Abbildung wurde in Anlehnung an einen gemeinsamen Manuskriptentwurf erstellt.
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Jedoch bewies ausschlieBlich das NP-cIPTG (84a) eine zufriedenstellende Stabilitit unter den
gewihlten Kultivierungsbedingungen (30 °C, 48 h). Die strukturell verwandten photocaged 1PTG-
Derivate 137 und 139 zeigten eine deutliche Instabilitdt, welche sich in erhéhten Werten der
Dunkelkontrollen bemerkbar machte. Diese Instabilitdt konnte auf Organismus-spezifische Enzyme
zurlickzufithren sein, welche eine lichtunabhéngige Hydrolyse katalysieren. Es ist bekannt, dass
R. capsulatus tiber Dioxygenasen verfiigt, welche grundsétzlich in der Lage sind, den aromatischen
Ring von Nitrocatecholen oxidativ zu spalten, woraufhin eine Reihe weiterer Abbauschritte entlang

3141 Im Zuge dessen konnte es auch ohne eine Belichtung zu einer

des ortho pathway erfolgt.!
Freisetzung des IPTGs (1a) kommen. Dies ist jedoch nur unter aeroben bzw. mikroaeroben
Bedingungen méglich.?'¥ Dariiber hinaus konnte ein Abbau iiber reduktive Stoffwechselwege mittels

Nitroreduktasen.!3-317]

erfolgen und dadurch eine Freisetzung erreicht werden. Zusitzlich zur
generellen Anwendbarkeit des NP-cIPTG (84a) konnte die Kontrolle eines sekunddren
Stoffwechselweges in R. capsulatus SB1003 demonstriert werden. Durch die lichtinduzierte
Freisetzung von IPTG (1a) konnte nicht-invasiv die intrinsische Carotinoid Biosynthese gesteuert
werden. Die breite Anwendbarkeit in diversen Organismen konnte somit etabliert werden. Die
Ergebnisse wurden in einem gemeinsamen, sich im Entwurf befindlichen Manuskript

zusammengefasst.

Zusammenfassung des Kapitels

e Insgesamt wurden sechs photocaged Effektormolekiile auf Basis von Kohlenhydraten
erfolgreich synthetisiert, von denen zwei neuartig waren.

e Die photochemischen Eigenschaften der photocaged Kohlenhydrate wurden charakterisiert
und verglichen.

e Der Syntheseweg zu BEC-cIPTG (139) und BC-cIPTG (137) wurde optimiert.

e Die Verwendung der loslichkeitsvermittelnden Schutzgruppe (BC) zur Schiitzung von
Zuckern als Glykosid wurde etabliert.

e In den invivo Untersuchungen konnte die Anwendbarkeit von NP-cIPTG (84a),
BEC-cIPTG (139) und BC-cIPTG (137) fiir den Einsatz in E. coli Tuner(DE3),
P. putida KT2440, B. subtilis DB430 demonstriert werden.

e Im Organismus R. capsulatus SB1003 erwies sich ausschlieflich NP-cIPTG (84a) als

anwendbar.
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4.3.1.2 Erste Generation von bathochrom verschobenen photocaged
Kohlenhydraten — Ether und Acetale

Nachdem nun ein Grundstock von photocaged compounds synthetisiert worden war, welche gut
geeignet fiir eine Photolyse bei 375 nm sind und in mehreren Organismen erfolgreich eingesetzt
werden konnten, sollte das Spektrum erweitert werden. Zundchst wurde angestrebt, analog zu den
6-Nitropiperonyl-geschiitzten Kohlenhydraten die Cumarinyl-Schutzgruppe iiber eine Ether- bzw.
Acetal-Bindung anzubringen. Diese zeichneten sich bisher vor allem durch eine hohe Stabilitéit in
wissrigen Medien (pH >7) und gegeniiber enzymatischer Hydrolyse aus.””” 27" 2™ Die Schiitzung von
Kohlenhydraten mit (Cumarin-4-yl)methyl-Chromophoren wurde bereits von Dr. Claus Bier

angestrebt, konnte jedoch nicht erfolgreich abgeschlossen werden.

Synthese und Charakterisierung des Cumarin-Ethers 151

Zur Synthese der Ether wurde erneut der Glykosyldonor 149 verwendet. Dieser lieferte mit dem
Cumarinalkohol 105 als Glykosylakzeptor in einer Koenigs—Knorr-Reaktion unter den zuvor
etablierten Reaktionsbedingungen das Glykosid 152 (Ausbeute: 46-59 %), welches nachfolgend mit
Ammoniak in Methanol in guten (78 %) bis quantitativen Ausbeuten entschiitzt wurde (Schema 32).
Bei der Koenigs—Knorr-Reaktion war vor allem die Verwendung von aktiviertem Molsieb (4 A)

essenziell, da ohne dieses kein Umsatz detektierbar war.

OAc OH
o
ACO&&/O Homo
OAc 105, AgOTf, OAG OH
o Molsieb (4 A) N NHj (7 M) in MeOH X
AcO
ACOBr CH,Cly, RT, 21 h /\N o o MeOH, RT /\N o o
149 ) 152 ) 151
46-59 % 78 %—quant.

Schema 32: Syntheseweg zu DC-cArabinose 151.
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Das  erhaltene {[7-(Diethylamino)-2-ox0-2H-chromen-4-ylmethyl} -a-L-arabinopyranosid (151,
DC-cArabinose) wurde auf ihre photochemischen Eigenschaften hin getestet. Die photocaged
Verbindung besall ein Absorptionsmaximum von 388 nm (Abbildung 46A) und eine hohe Stabilitdt
gegeniiber Solvolyse (Tabelle 3). Nach Bestrahlung bei 405 nm war jedoch nur ein sehr langsamer
Zerfall zu beobachten (Abbildung 46B). Dies ist auf den zu geringen pKy-Wert des Kohlenhydrat-
Anions zuriickzufiihren, welches bei der heterolytischen Photolyse entsteht. Untersuchungen des
Photolyse-Mechanismus von Schmidt et al. konnten zeigen, dass keine Photoheterolyse stattfindet falls
der pKy-Wert der Fluchtgruppe zu gering ist, wie beispielsweise bei Alkoxylaten oder dem

Hydroxidion.!'"”]
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Abbildung 46: Vergleich der photocaged L-Arabinose-Derivate 152 und 151. A) Absorptionsspektren (152: in MeOH; 151:
in H2O/DMSO 99:1). B) In vitro Zerfallskurven (152: 1 mM in MeOH; 151: 1 mM in H2O/DMSO 99:1) in Abhéngigkeit von
der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 405 nm (44.6 mW c¢cm™2). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um
Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Eine vollstidndige Stabilitdt gegeniiber Bestrahlung liegt bei DC-cArabinose (151) nicht vor, dennoch
erschien die Photolyse-Geschwindigkeit zu gering fiir eine erfolgreiche in vivo Anwendung, da hierbei
Belichtungszeiten die 30-Minuten-Marke nicht iiberschreiten sollten. In fritheren Arbeiten von
Binder et al. konnte gezeigt werden, dass die Phototoxizitidt bei Belichtungszeiten >30 min mit
UV-A-Licht zu einer Beeintrichtigung der Zellfitness gefiihrt hat.’? In der unbedenklichen
Zeitspanne wiéren jedoch lediglich 10 % der DC-cArabinose (151) entschiitzt worden. Die
Untersuchung des Photolyse-Mechanismus von Schmidt et al. haben gezeigt, dass eine Erhéhung der
Stabilitidt des entstehenden Ionenpaares eine Schwichung der zu spaltenden Bindung bewirkt.[''
Zuerst wurde eruiert, ob eine bessere Stabilisierung des Kohlenhydrat-Anions zu einer erhohten
Photolysegeschwindigkeit fiihrt. Dazu wurde die acetylierte Vorstufe 152 ebenfalls bei 405 nm {iber
unterschiedliche Zeitspannen belichtet (Abbildung 46B). Durch den elektronenziehenden —M-Effekt
der Acetyl-Schutzgruppen wird der pKy,-Wert des Kohlenhydrat-Anions erhoht und die
produktbildende Photoheterolyse begiinstigt. So waren nach Belichtung bei 405 nm fiir 1 h von der
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geschiitzten DC-cArabinose-Variante 152 nur noch ~43 % vorhanden, wohingegen von
DC-cArabinose (151) noch 76 % vorlagen. Aufgrund der geringeren Loslichkeit konnte die
Verbindung 152 nicht im gleichen Medium (H,O/DMSO, 99:1), sondern nur in Methanol geldst
werden. Dabei ist der beobachtete Unterschied der Zerfallsgeschwindigkeiten vermutlich nicht auf die
unterschiedlichen verwendeten Losungsmittel zuriickzufithren, da die hohere Polaritdt des
Wassers/DMSO-Gemisches durch bessere Stabilisierung des bei der Photoheterolyse entstehenden

Tonenpaares einen Zerfall noch begiinstigen sollte.[!®

! Dennoch ist auch die acetylierte Vorstufe 152
nicht fiir eine biologische Anwendung geeignet, da auch hier die Dauer zur vollstindigen Photolyse
weit oberhalb der 30-Minuten-Marke liegt. Zusétzlich ist es fragwiirdig, ob die acetylierte L-Arabinose
in einem angemessenen Zeitraum von intrazelluldren Esterasen hin zum gewdiinschten Induktor
hydrolysiert werden kann. Ebenso wurde die Loslichkeit in wéssrigen Medien durch die Acetylierung
der Hydroxy-Gruppen deutlich herabgesetzt. Ein von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrtes in vivo
Experiment in E. coli LMG194 mit dem Expressionsvektor pBTBX-2-mCherry zeigte, dass nach

Belichtung fiir 30 min bei 447 nm (~1 mW cm?) nur eine minimale Steigerung des Expressionslevels

erreicht werden konnte.

Tabelle 3: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten L-Arabinose-Derivate 151 und 152.

A (405 t5(405))  Stabilitit nach edzerran(405)1

. X [e]

Verbindung m]  [Mom] [min] 24 hi4l [%] &zeran(405) M em ]
1528 379 8092 44.2 stabill! — —
151 388 7077 160 94+1 451 %10 3

[al Maximale Absorptionswellenlinge Amax; °! Extinktionskoeffizient € bei Amax; [ Halbwertszeit'” to.s nach Bestrahlung bei
Wellenlinge 405 nm; 9 Stabilitit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der verbleibenden
Startverbindung nach 24 h); [l Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei Wellenlinge 405 nm; [l Photolytische
Effizienz ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 405 nm; ¢} gemessen in MeOH; M gemessen in H20/DMSO 99:1;
lil Bestimmung der Stabilitit nach 96 h.

'7 Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.
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Als néchstes wurden die Moglichkeiten zur Stabilisierung des entstehenden Cumarin-Kations
evaluiert. Eine Erhohung der Elektronendichte an der benzylischen Position durch Verwendung des
sekundiren Cumarinalkohols 114 sollte eine schnellere Photolyse bewirken.!'") Gandioso et al.
konnten anhand mehrerer Beispiele eine Erhohung der Photolyse-Effizienz um das 2-5-fache
beobachten.'"s” 881 Bei der Koenigs—Knorr-Reaktion mit dem sekundiren Alkohol 114 als
Glykosylakzeptor war jedoch kein Umsatz zum Glykosid 153 erkennbar (Schema 33), weshalb die
nachfolgende Entschiitzung zu Verbindung 154 nicht durchgefiihrt werden konnte.

OAc OH
(o]
o (0]
AcO (0] HO
OAc oAc OH
o 114, AgOTf N NH; (7 M) in MeOH X
— vy - YTy oEllTIT >
AcO
CH,Cl,, RT MeOH, RT
AcOg, o N oS 7N oo
149 ) )
153 154

Schema 33: Syntheseansatz zur Darstellung von cArabinose 154.
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Synthese und Charakterisierung des Thiocumarin-Ethers 155
Eine Alternative stellte die Verwendung eines Thiocumarin dar. Im direkten Vergleich mit den
entsprechenden  Cumarin-Derivaten  zeigen  Thiocumarine  durchweg  deutlich  hdhere

Quantenausbeuten.'”> 318!

Einen weiteren Vorteil stellt die zeitgleiche Rotverschiebung des
Absorptionsmaximums dar. Die Herstellung des {[7-(Diethylamino)-2-thio-2H-chromen-4-
yl]methyl}-o-L-arabinopyranosids (155, TC-cArabinose) wurde im Rahmen der Bachelorarbeit von
B. Sc. Mona Haase untersucht und im Zuge der vorliegenden Arbeit vervollstindigt.[! Zustzlich zum
Arabinosebromid 149 wurde der Glykosyldonor 156 synthetisiert. Hierzu wurde a-L-Arabinose (1b)
durch Zugabe von Essigsdureanhydrid, Pyridin und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) zum
Produkt 157 peracetyliert (Ausbeute: 84 %), bevor unter Verwendung von Ethylendiamin und Eisessig
das anomere Zentrum selektiv entschiitzt wurde.*% 3! Der selektiv deacylierte Zucker 158 wurde in
einer Ausbeute von 66 % als a/f-Anomerengemisch (1:3) erhalten. Analog zum Vorgehen bei

Glukose 148 wurde erneut durch Umsetzung mit dem Reagenz Trichloracetonitril und DBU als Base

selektiv das p-Anomer 156 erhalten (Ausbeute: 61 %; Schema 34).7%"!

OH OAc OAc
le) o Ethylendiamin, o
HO OH Ac;0, Pyridin, DMAP AcO OAc Eisessig AcO
_— >
HO CHaCly, 0 °C » RT, 18 h AcO THF, RT, 24 h AcO "OH
1b 157 158
84 % 66 %

Trichloracetonitril,

DBU
CH,Cl,, RT, 3h
OAc
AcO 2
c ¢]]
AcOq Cl
Cl
156 NH
61 %

Schema 34: Syntheseweg zur Darstellung des Glykosyldonor 156.

Weder die Koenigs—Knorr-Reaktion noch die Trichloracetimidat-Methode konnten das Glykosid 159
liefern. Somit wurde ein alternativer Ansatz gewihlt, in dem das acetylierte Glykosid 152 direkt mit
dem Lawessons Reagenz in Toluol unter Riickflussbedingungen zum Thiocumarin 159 umgesetzt und
in einer Ausbeute von 72 % erhalten wurde (Schema 35). Dies war nur mit der geschiitzten
Verbindung mdglich, da Hydroxy-Gruppen eine deutlich hohere Reaktivitdt als Lactone gegeniiber
dem Lawessons Reagenz besitzen.”®! Der erfolgreiche Ablauf der Reaktion konnte iiber 'H-NMR
nachgewiesen werden (Abbildung 47). Wie in der Literatur beschrieben, zeigte sich insbesondere das
3-H Proton aufgrund des entschirmenden Effekts der angrenzenden Thiocarbonyl-Funktionalitét

deutlich tieffeldverschoben (6.17 ppm — 7.09 ppm).!'s”!
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Abbildung 47: Reaktionskontrolle durch Vergleich der chemischen Verschiebung des 3-H Protons anhand der 'H-NMR-
Spektren des Cumarins 152 und des Thiocumarins 159.

Die anschlieBende Entschiitzung mittels Natriummethanolat in Methanol (3.6 M) lieferte
TC-cArabinose (155) in einer Ausbeute von 64 %. Hierbei war es essenziell, kurze Reaktionszeiten
und eine Temperatur von 0 °C einzuhalten. Als Nebenprodukt konnten dennoch Spuren des
DC-Aquivalents 151 beobachtet werden. Eine ebenfalls versuchte Entschiitzung mittels wissriger

Lithiumhydroxid-Losung (0.2 M) in Methanol bei 0 °C lieferte kein identifizierbares Produkt.
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Schema 35: Experimente zur Synthese von TC-cArabinose (155).

Die in Tabelle 4 zusammengefasste Charakterisierung der TC-cArabinose (155) lieferte zunichst die
erhofften Ergebnisse in Form einer starken Verschiebung der nn* Bande (388 nm — 468 nm), eines
sehr langsamen Zerfalls bei 375 nm und eines sehr schnellen Zerfalls bei 430 nm (Abbildung 48).
Letztere stellen notwendige Bedingungen fiir die Anwendbarkeit in einem orthogonalen bzw.
wellenlédngenselektiven System dar. Zusétzlich zeigte sich eine leicht verringerte Stabilitét von 85 %
gegeniiber Solvolyse nach 24 h. Eine Betrachtung der HPLC-Chromatogramme und der UV-Spektren
zeigte jedoch, dass das entstehende Photolyse-Produkt die gleiche Retentionszeit und ein identisches
UV/Vis-Spektrum aufweist wie DC-cArabinose (151). Eine Analyse einer belichteten Probe via
LC-MS bestitigte dies ebenfalls. Die Mdoglichkeit der Photooxidation von Thiocumarinen zum
entsprechenden Cumarin hatten bereits Fournier et al. beobachtet. Hier trat dieser Effekt jedoch erst
bei lingerer Belichtung nach bereits vollstindiger Photolyse der photocaged Verbindung auf.'*! Eine
mogliche Erklarung fiir dieses Phdnomen ldsst sich bei Betrachtung der austretenden Gruppe finden.
Wihrend die entstehende Carbaminsiure bei Fournier et al. eine ausgezeichnete Fluchtgruppe
darstellt, handelt es sich im vorliegenden Fall um eine eher schlechte Abgangsgruppe. Dadurch wird
die zuvor nur im geringen MaBe auftretende Nebenreaktion zur Hauptdeaktivierung des angeregten
Zustandes und macht eine Verwendung zur Freisetzung von Zuckern unméglich. Dieser Effekt wurde
spater von Tang et al. genutzt, um gingige Fluorophore mit sichtbarem Licht zu aktivierbaren
Fluoreszenz-Schaltern zu transformieren.*?!) Eine Testung des Thiocumarin Glykosid 155 in einem

in vivo Setting wurde daher als nicht zielfithrend erachtet.
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Abbildung 48: Vergleich der in vitro Zerfallskurven der photocaged L-Arabinose 155 [0.5 mM in Tris-Puffer (20 mm
pH 7.5)/MeCN 1:1] in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm2) und 430 nm
(45.6 mW cm™). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Tabelle 4: Photochemische Eigenschaften der Thiocumarin-geschiitzten L-Arabinose 155.

Kmax[a] 8(430)[b] to_5(7xslr)[c] Stabilitdt nach £(|)zcrfau(430)m

. [e]
Verbindung " e em ] [min] 24 hi4 [%] Ozerai(430) M em™]
80.9 (375)
155le! 468 9842 8545 1.37 x 102 135
3.95 (430)

[l Maximale Absorptionswellenlinge Amax; ) Extinktionskoeffizient € bei 430 nm; [} Halbwertszeit tos nach Bestrahlung bei
Wellenldnge Asw; 9 Stabilitit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der verbleibenden
Startverbindung nach 24 h); ¢} Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 430 nm; ! Photolytische Effizienz &
des Zerfalls nach Bestrahlung bei 430 nm; (¢l gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1.

Synthese von Cumarin-Acetalen

Im Folgenden sollte ebenfalls die Verwendung von Cumarin-Acetalen evaluiert werden. Lin et al.
konnten zeigen, dass die Photolyse von Acetalen nur bei 5- und 7-Ring-Acetalen erfolgreich war,
wohingegen sich 6-Ring-Acetale inert gegeniiber Photolyse zeigten.'*” Erste Untersuchungen zur
Synthese von 5-Ring-Acetalen wurden bereits von Dr. Claus Bier durchgefiihrt, fithrten jedoch nicht
zur Bildung der gewiinschten Produkte.”'?! Kiirzlich konnten Laguerre et al. durch Herabsetzen der
Elektronendichte im 6-Ring-Acetal mittels eines Esters ein photolysierbares 6-Ring-Cumarinacetal

1381 Da dies bei der Verwendung von Zuckern keine Option darstellt, scheint einzig das

erzeugen.!
5-Ring-Acetal von Interesse zu sein. Eine erste Testreaktion mit Dimethylacetal 113 zeigte, dass schon
eine einfache Transacetalisierung mit dem sterisch wenig anspruchsvollen Ethylenglykol zum 5-Ring-

Acetal 160 nur unter hohen Temperaturen ablduft (Tabelle 5, #3). Bei Raumtemperatur konnte weder
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in Dichlormethan (#1) noch in Toluol (#2) ein Umsatz mittels Diinnschichtchromatographie detektiert
werden. Eine vergleichbare Testreaktion wurde auch schon von Dr. Claus Bier durchgefiihrt, wobei
jedoch in einer Eintopf-Reaktion ausgehend von 7-(Benzyloxy)-4-formylcumarin zunéchst in situ das
entsprechende Dimethylacetal gebildet und anschlieBend zum Produkt transacetalisiert wurde. Dabei

wurde das entsprechende 5-Ring-Acetal jedoch nur in einer Ausbeute von 5 % isoliert.*'?

Tabelle 5: Testreaktion zur Bildung von 5-Ring-Cumarin-Acetalen.

[ I\
o o__O
IPTG, p-TSA
X
Lésungsmittel, Temperatur, Dauer
N 0" o N 0o

13 60

# Losungsmittel Temperatur Dauer [h] Umsatz [%]
1 CH:Cl, RT 20 0

2 Toluol RT 20 0

3 Toluol Riickfluss 30 100

Aufgrund des deutlich hoheren Umsatzes wurde versucht iiber eine Transacetalisierung ein
geschiitztes IPTG-Derivat zu erhalten. IPTG (1a) wurde hier ohne Verwendung einer Schutzgruppe
eingesetzt. Dadurch sollte die Bildung des 1,3-Dioxan 161a sowohl kinetisch als auch
thermodynamisch bevorzugt sein. Aber auch die Entstehung des gewiinschten 1,3-Dioxolan 161b am
1,2-cis-Diol (3-OH und 4-OH) ist nicht vollstdndig auszuschlieBen. Hingegen ist die Bildung eines
Acetals mit 1,2-frans-Diolen aufgrund der hohen Ringspannung des ndtigen trans-annelierten

3221 Somit sollten maximal zwei Regioisomere entstehen

bicyclischen Dioxolans generell unvorteilhaft.!
konnen. Bei der Verwendung von p-Toluolsulfonsdure konnte in Toluol jedoch nur ein geringer
Umsatz beobachtet werden (Tabelle 6, #1). Nach wéssriger Aufarbeitung war es lediglich moglich, das
6-Ring-Acetal 161a in einer Ausbeute von ~2 % in méBiger Reinheit zu isolieren. IPTG (1a) wies eine
geringe Loslichkeit in Toluol auf, weshalb ebenfalls die Verwendung von DMF (#2) erprobt wurde.
Obwohl IPTG (1a) in diesem Losungsmittel eine gute Loslichkeit aufwies, konnte nur ein geringer
Umsatz detektiert werden. Eine Verringerung der Reaktionstemperatur (#3) brachte ebenfalls keine
Erhohung des Umsatzes, ebenso wenig wie die Verwendung von Pyridinium p-Toluolsulfonsdure

(PPTS) als Katalysator (#4, #5). Im Folgenden wurde getestet, inwiefern sich die einzelnen Parameter

auf die Stabilitdt des Zuckers auswirken (Tabelle 7). Es wurde deutlich, dass die Kombination aus
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hoher Temperatur und saurem Katalysator zu einer Zersetzung des Zuckers fiihrte. Dabei schien es
keinen Unterschied zu machen, ob p-TSA (#1) oder PPTS (#3) als Katalysator verwendet wurden. Des
Weiteren zeigte sich, dass in DMF eine geringere Zersetzung zu beobachten war (#4, #5) und
insbesondere eine Verringerung der Temperatur auf 80 °C diese auf ein Minimum reduzierte (#6).
Daher wurden im Folgenden fiir die Reaktion mit dem Dimethylacetal 113 mildere
Reaktionsbedingungen angewandt, welche schon zur Acetalisierung bei strukturell dhnlichen Zuckern

323,324

Anwendung fanden.| ! Reaktionsbedingungen, welche bei einem monobenzylierten IPTG-Derivat

1323] bewirkten keine Verbesserung

selektiv zur Bildung eines 1,3-Dioxans verwendet werden konnten,
des Umsatzes (Tabelle 6, #6). Ebenso lieferte Indiumtriflat als Katalysator bei 60 °C keinerlei Umsatz

(Tabelle 6, #7).5%4

Tabelle 6: Testung verschiedener Reaktionsparameter zur Steigerung des Umsatzes.

) )
~ N 0._0 LN

[
=
0 ° IPTG,
Katalysator
N ¢ Y . oO + o OH
Lésungsmittel, Temperatur, Dauer o [0} / o
/)\l o o HO SW/ o) SY
OH

113 161a 161b

# Katalysator ~ Losungsmittel ~ Temperatur Dauer Umsatz!!
1 p-TSA Toluol Riickfluss 1d niedrig
2 p-TSA DMF Riickfluss 1d niedrig
3 p-TSA DMF 100 °C 1d niedrig
4 PPTS Toluol Riickfluss 1d niedrig
5 PPTS DMF 120 °C 1d niedrig
6 p-TSA MeCN 50°C 1d niedrig
7 In(OTH); DMF 60 °C 1d niedrig

11 Bestimmung mittels Diinnschichtchromatographie.

93



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 7: Stabilititstest unter verschiedenen Reaktionsbedingungen.

Zeitpunkt

# Edukt Katalysator Losungsmittel Temperatur der DC- Zg?:g;:f:ifj} d
Kontrolle

1 IPTG (1a) p-TSA Toluol Riickfluss 3h vollstindig

2 IPTG (1a) — Toluol Riickfluss 3h keine Zersetzung
3 IPTG (1a) PPTS Toluol Riickfluss 16 h vollstindig

4 IPTG (1a) PPTS DMF 120 °C 5h teilweise

5 IPTG (1a) p-TSA DMF 120 °C 5h teilweise

6 IPTG (1a) p-TSA DMF 80 °C 16 h minimal

7 L-Arabinose (1b) p-TSA DMF 120 °C 2h vollstindig

8 162 p-TSA Toluol 120 °C 3h vollstindig

[a] Bestimmung mittels Diinnschichtchromatographie.

Im Gegensatz zu Acetalen bevorzugen Ketale unter thermodynamischer Reaktionskontrolle die
Bildung von 1,3-Dioxolanen gegeniiber 1,3-Dioxanen, da hierdurch die sterischen Wechselwirkungen
minimiert werden kénnen, welche durch den zusitzlichen Alkyl-Rest entstehen.”” Die Verwendung
eines Cumarinketons 115 bzw. des entsprechenden Dimethylketals 116 in Kombination mit dem
tert-Butyldimethylsilyl-geschiitzten IPTG-Derivat 162 sollte die Entstehung des 1,3-Dioxolans 163
ermoglichen (Schema 36). Doch auch hier war aufgrund der mangelnden Stabilitit des Zuckers kein

Produkt isolierbar.
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Schema 36: Testreaktionen zur Bildung des 1,3-Dioxolans 163.

Eine Verwendung von L-Arabinose (1b) als Substrat hdtte den Vorteil, dass ausschlieBlich
1,3-Dioxolane gebildet werden konnten, es zeigte jedoch unter gleichen Reaktionsbedingungen
(Tabelle 7, #7) eine deutlich verringerte Stabilitdt im Vergleich zu IPTG (1a). Dies ist vermutlich auf

die geringere Stabilitit des O,0-Acetals gegeniiber dem O,S-Acetal zuriickzufiihren.*?!

Als generellen Grund fiir den ausbleibenden Umsatz wurde die Kombination aus verhdltnismafig
reaktionstrigem Dimethylacetal 113 und den bei den hohen Temperaturen in Verbindung mit einem
sauren Katalysator instabilen Zuckern ausgemacht. Daher wurde die Schiitzung der Induktoren

IPTG (1a) und L-Arabinose (1b) iiber Acetale und Ketale nicht fortgefiihrt.

Zusammenfassung des Kapitels

o Insgesamt wurden zwei neuartige photocaged Effektormolekiille auf Basis von
Kohlenhydraten erfolgreich synthetisiert.

e Die photochemischen Eigenschaften der photocaged Kohlenhydrate wurden charakterisiert
und verglichen.

e Der Syntheseweg hin zu Cumarin-Glykosiden wurde etabliert. Der Cumarinether 151
erwies sich jedoch als nicht ausreichend photolabil.

e Die Synthese des Thiocumarinethers 155 lieferte nicht die angestrebte Steigerung der
Photolysierbarkeit.

e Die Acetalisierung von Kohlenhydraten mit Cumarinen konnte aufgrund der Instabilitét der

Kohlenhydrate unter den evaluierten Reaktionsbedingungen nicht erreicht werden.
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4.31.3 Zweite Generation von bathochrom verschobenen photocaged
Kohlenhydraten — Kohlenséureester

Da Cumarin-Ether nicht im benétigten Zeitraum photolysierbar waren und Cumarin-Acetale nicht
effizient gebildet werden konnten, wurde die Synthese von Cumarin-Kohlenséureestern angestrebt.
Diese versprachen aufgrund der besseren Fluchtgruppen-Eigenschaften des Kohlenséure-Anions eine
deutlich beschleunigte Photoheterolyse!''” und wurden bereits von Suzuki et al. unter anderem zur
Freisetzung eines Galactose-Derivates verwendet.'™ Auf Grundlage dieses Konzeptes sollten
photolabil geschiitzte IPTG-Derivate synthetisiert werden. Durch vier freie Hydroxy-Gruppen mit
dhnlicher Reaktivitdt war hierzu eine geeignete Schutzgruppen-Strategie notig. Dabei war es essenziell
Schutzgruppen zu verwenden, welche in der letzten Stufe der Syntheseroute unter sauren Bedingungen
abspaltbar waren, um so die Stabilitit des Kohlensdureesters zu gewihrleisten. IPTG (1a) wurde
zundchst in Anlehnung an eine Vorschrift von Du et al. mit einer Acetonid-Schutzgruppe versehen
(Tabelle 8).2%] Es konnte die Bildung von zwei Produkten beobachtet werden. Zum einen wurde das
gewiinschte 1,3-Dioxolan 164a und zum anderen als kinetisches Produkt das 1,3-Dioxan 164b
gebildet. Bei einer Reaktionszeit von 3.5 h wurden diese in einem Verhiltnis von 1.5:1 zugunsten des
bendtigten 1,3-Dioxolan 164a erhalten. Bei diesem handelt es sich um das thermodynamisch stabilere
Produkt, weshalb im Folgenden die Reaktionszeit erhht wurde. Somit konnte bei einem 5 g Ansatz
bei einer Reaktionszeit von 21 h ein Produktverhéltnis von ~17:1 erreicht werden. Durch die ldngere
Reaktionszeit konnte so die in der Literatur publizierte Ausbeute von 40 %52 deutlich iibertroffen

werden.

)Vo
HO 2,2-Dimethoxypropan, X 0
0 0 9
Ho ST/ Camphersulfonsaure s N HO SY
OH

Aceton RT, Dauer

1a 164a 164b

Tabelle 8: Einfluss der Reaktionszeit und der AnsatzgroBe auf Umsatz und Selektivitéit der Produktbildung.

Ausbeute [%]'?!

# Mabfstab [g] Dauer [h] Umsatz [%]

Produkt 164a Nebenprodukt 164b
1 0.2 3.5 98 58 38
2 3.0 5.5 91 74 17
3 5.0 7 85 70 15
4 5.0 21 88 83 5

[a] isolierte Ausbeute
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Bei den nun verbleibenden freien Hydroxy-Gruppen handelt es sich um eine sekundére und eine
primére. Diese unterscheiden sich zwar in ihrer Reaktivitit, jedoch nicht ausreichend, um bei der
Umsetzung mit dem aktivierten Cumarin-Kohlensiureester 110 unter den von Suzuki et al.l'*
publizierten Reaktionsbedingungen eine selektive Schiitzung der 6-OH-Gruppe zu ermdglichen. Bei
Raumtemperatur wurde ein aufwendig aufzutrennendes Produktgemisch der beiden einfach Cumarin-
geschiitzten Zucker 165a und 165b, sowie des zweifach Cumarin-geschiitzten IPTG-Derivates 165¢
erhalten (Schema 37). Daher wurde aufgrund der hoheren Reaktivitét selektiv die 6-OH-Gruppe mit
einer fert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe (TBS-Schutzgruppe) versehen.??® Bei dieser Schiitzung
mit TBS-Chlorid in Pyridin wurden sehr variable Ausbeuten des IPTG-Derivates 166 im Bereich von
27-74 % erhalten. Die portionsweise Zugabe des TBS-Chlorids fiihrte hierbei zu den hdochsten
Ausbeuten. Die anschlieBende Umsetzung mit einem 10%igen Uberschuss des aktivierten Cumarin-
Kohlensdureesters 110 lieferte nun selektiv das gewiinschte Produkt 167 in hohen bis sehr hohen
Ausbeuten (76-90 %). Die finale Entschiitzung zum photocaged IPTG 168a erfolgte durch die Zugabe
von Trifluoressigsdure (TFA) bei 0 °C (Ausbeute: 96 %).

O RO o

XO OZ 110, DMAP X XO OZ s XO OO s
oE§§;§;irs E§§;§~x/ \T/’ + o}ifgj?§V/ \7// + ogié;z;b/ \T//

CHoCly, RT, 20 1

164a 165a
165b 165¢
TBS-CI,
Pyridin, RT, 1d he
0”0 r\(\

OTBS oTBS Ho M
X\ 3 s
O s 110,DMAP \r/ TFAHO ~  HO \T/
CHClL RT, 1d CHyCly, 0°C, 10 min 0
o=(

166 167 168a
27-74 % 76-90 % 96 %

Schema 37: Syntheseweg hin zu DC-cIPTG (168a).
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Um die Anzahl der Reinigungsschritte zu minimieren konnte ausgehend vom Cumarin-Alkohol 105
insitu der aktivierte Kohlensdureester 110 erzeugt werden, welcher nach Zugabe des
Kohlenhydrates 166 direkt zum Cumarin-geschiitzten Zucker 167 umgesetzt wurde (Schema 38).
Dabei war es jedoch ndtig, den Zucker 166 in einem deutlichen Uberschuss (1.5 Aquivalente) zu
verwenden, um eine erfolgreiche Reaktion zu gewéhrleisten. Die nach kurzer wissriger Aufarbeitung
angeschlossene Entschiitzung mit TFA und die darauffolgende sdulenchromatographische Isolation
lieferte das gewiinschte Produkt 168a in einer Ausbeute von 27 % iiber drei Stufen hinweg. Der

eingesetzte Uberschuss des Zuckers 166 lieB sich nach der Entschiitzung leicht abtrennen.

OH CH,Cly, RT, 20 h
2.1.5 Aq. 166, DMAP
CH,Cl,, RT, 23 h
3. TFA, H,0
“ N 070 CH,Cly, 0°C, 10 min —

HO oH
o
1. 4-Nitrophenylchlorformiat, DMAP HO o Y
o=(
e}

X

105

Schema 38: Konsekutive Reaktionssequenz zur Synthese von DC-cIPTG (168a).

Synthese von rotverschobenen Derivaten

Mit der etablierten Syntheseroute sollten im Folgenden das Thiocumarin-Derivat 168b und das
Dicyanocumarin-Derivat 168c synthetisiert werden. Hierzu wurden die zuvor synthetisierten
Kohlenséureester 121 und 122 sowie das geschiitzte I[PTG-Derivat 166 verwendet. Zundchst wurde
mit der Synthese des Thiocumarin-Derivates 168b  begonnen. Unter den gleichen
Reaktionsbedingungen wie zuvor konnte das Produkt in schwankenden Ausbeuten von 49-88 %
isoliert werden (Schema 39). Eine alternative Umsetzung des photocaged IPTG-Derivates 167 mit
dem Lawessons Reagenz war nicht erfolgreich. Hier konnte aufgrund der harschen
Reaktionsbedingungen kein definiertes Produkt isoliert werden. Die finale Entschiitzung zum
TC-cIPTG (168b) stellte sich ebenfalls als problematisch heraus. Wie bereits von Gandioso et al.
beobachtet, konnte bei Thiocumarinen unter sauren Reaktionsbedingungen schon bei Raumtemperatur
in Kombination mit Wasser als Nukleophil ein Angriff am Thiocarbonyl als Nebenreaktion
stattfinden.!"®”! Im Fall des Thiocumarins 169 sollte die Verringerung der Reaktionstemperatur auf
0 °C die unerwiinschte Nebenreaktion unterbinden. War bei Raumtemperatur noch eine nahezu
vollstindige Umsetzung zum Cumarin 168a zu erkennen, konnte die Nebenreaktion bei 0 °C

groftenteils unterdriickt, jedoch nicht vollstindig verhindert werden (Abbildung 49). Eine weitere
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Reduktion der Temperatur auf —10 °C brachte keine eindeutige Verbesserung. Um die Temperatur
weiter verringern zu konnen, war es notig die Reaktionslosung mit Dichlormethan zu verdiinnen, da
der Schmelzpunkt von Trifluoressigsdure bei —15 °C liegt. Eine mit Dichlormethan verdiinnte
Reaktionslosung wurde auf —78 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur war kein Umsatz erkennbar. Die
Reaktionslosung wurde langsam auf Raumtemperatur aufgewdrmt. Nach 100 min bei einer
Endtemperatur von —40 °C konnte der vollstindige Umsatz per Diinnschichtchromatographie
detektiert werden. Im NMR-Spektrum des Rohproduktes ist zu erkennen, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen Reaktion bei 0 °C oder —40 °C besteht. Eine alternative Entschiitzung via lod in
Methanol sollte sowohl die Entfernung der Acetonid-Schutzgruppel™®” als auch der TBS-
Schutzgruppel® ermoglichen. Zusitzlich zur Entfernung der Schutzgruppen trat jedoch auch die
unerwiinschte Substitution des Thiocarbonyls als Nebenreaktion auf. Daher wurde die Reaktion
weiterhin mit TFA bei 0 °C durchgefiihrt. Dabei fiel jedoch auf, dass der Anteil des Cumarins 168a
nach der sdulenchromatographischen Reinigung hoéher lag als zuvor, was auf eine Zersetzung,
katalysiert durch das ebenfalls saure Kieselgel, zuriickzufiihren sein konnte. Auch bei Verwendung
von CDCIl; als Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie konnte nach wenigen Stunden eine
Zunahme des Cumarins 168a beobachtet werden. Um dem vorzubeugen, musste deuteriertes Aceton
verwendet werden. Ebenfalls zeigte sich, dass die Thiocumarin-Derivate 169 und 168b eine deutlich
verminderte Stabilitit bei Raumtemperatur aufwiesen und im Gegensatz zu den Cumarin-Derivaten

nur unter Argon bei —20 °C gelagert werden konnten.

OTBS

Xé : 110, DMAP o PTBs
CH,Cl,, RT, 20 h )( o
g S g o
(o] T/ T/

O
OTBS
XO TFA, 0°C, 10 min
o
o ST/
(o]
o=<(
o] Lawessons Reagenz
Toluol, Riickfluss, 16 h
o (¢] 169 168b
o] 49-88 % quant.
FN
} 167

Schema 39: Syntheseweg hin zu TC-cIPTG (168b).
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Abbildung 49: Vergleich der NMR-Spektren der Rohprodukte von Verbindung 168b nach Entschiitzung bei 0, —10 und
—40 °C.

Aufgrund der geringen Stabilitdt und der dadurch bedingten eingeschrankten Handhabbarkeit sollte
das Dicyanocumarin-Derivat 168c¢ synthetisiert werden. Gandioso et al. konnten zeigen, dass die
Dicyano-Gruppe stabil gegeniiber sauren Reaktionsbedingungen ist.!'¥”) Nach der bereits etablierten
Syntheseroute konnte so zunidchst Dicyanocumarin 170 sowohl unter Verwendung des aktivierten
Kohlenséureesters 122 als auch in einer Konsekutivreaktion ausgehend vom Dicyanocumarin-
Alkohol 120 erhalten werden (Schema 40). Beide Wege lieferten die Verbindung 170 in hohen
Ausbeuten (90-94 %). Bei der anschlieBenden Entschiitzung mit TFA bei 0°C traten keine
Nebenreaktionen auf (Ausbeute: 81-92 %) und das Produkt 168c zeigte nicht nur eine erhdhte

Stabilitét gegeniiber sauren Reaktionsbedingungen, sondern war auch bei Raumtemperatur lagerstabil.
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OTBS OH

e e
o=

OTBS
X1 o<
o O Sj/ 122, DMAP TFA, H,0 o]
AY
CH,Clp, RT, 1d CH,Cly, 0 °C, 10 min
OH o1 % _ CN 2772 — CN
166
O CN O CN
/N 70 /N 1esc
) ) 81-92 %
OH
N 1. p-Nitrophenylchlorformiat, DMAP
CH,Cl,, RT, 20 h
CN
N 0 2. 166, DMAP
CN CH,Cl,, RT, 23 h
120 90 %

Schema 40: Syntheseweg hin zu DcC-cIPTG (168¢).

Synthese von o-Nitrobenzyl-Derivaten

Die Syntheseroute sollte auch auf die hdufig verwendeten o-Nitrobenzyl-Derivate ilibertragen werden.
Abschliefend sollte zum einen ein in vitro Vergleich der photochemischen Eigenschaften mit den
Cumarin-Derivaten erfolgen und zum anderen ein Vergleich mit den zuvor synthetisierten
o-Nitrobenzyl-geschiitzten IPTG-Derivaten. Es wurden ausgehend von den entsprechenden
Alkoholen 90, 91 und 99 in situ die aktivierten Kohlensdureester generiert und konsekutiv zu den
Verbindungen 171a—¢ umgesetzt (Tabelle 9). Dabei konnten fiir die DMAP-katalysierten
Umsetzungen der beiden priméren Alkohole 90 und 99 vergleichbare Ausbeuten (61-63 %) erzielt
werden. Fiir den sekundidren Alkohol 91 war aufgrund des Stereozentrums die Bildung eines
Diastereomerengemisches zu erwarten. Es konnte jedoch nur eines der beiden Diastereomere in
angemessener Reinheit isoliert werden, weshalb die eigentliche Ausbeute wohl iiber den isolierten
11 % liegt. Jedoch ist davon auszugehen, dass diese weiterhin deutlich unter den 60 % der iibrigen
Reaktionen anzusiedeln ist. Die nachfolgende Entschiitzung mit TFA bei 0°C wurde fiir die
Verbindung 171b aufgrund der aufwendigeren Synthese und Reinigung nicht mehr durchgefiihrt.
Wahrend der Zucker 168d in einer Ausbeute von 78 % isoliert werden konnte, wurde der Zucker 168e
nur in einer Ausbeute von 43 % erhalten. Dies lag an der ebenfalls unter aciden Bedingungen

auftretenden Esterhydrolyse der Ethylester.
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Tabelle 9: Synthese von o-Nitrobenzyl-Derivat-geschiitzten Kohlenhydraten als Kohlenséureester.

>(o OTBS o OH
o (o]
o) s Ho&/s
5T ad
¥ o~ o~
R20 1. p-Nitrophenylchlorformiat, DMAP 0o TFA H,O o
OH  CH,Cl,, RT, 1d R NO, e NO
2 CH,Cl, 0 °C, 10 min 2
R20 No, 2 166, DMAP, CH,Cl, RT, 1d :
90, 91, 99
R20  OR? R20  OR?
171a-c 168d-e
Ausbeute [%]
Alkohol Zwischenstufe Photocaged R! R? i
compound Erste Zweite
Reaktion Reaktion
90 171a 168d H -CH»- 63 78
91 171b — Me -CH»- 110 —
99 171¢ 168e H CH,CO-Et 61 43

[a] Es konnte lediglich eines der beiden Diastereomere sauber isoliert werden.

Vergleichende Betrachtung der Kohlenséiureester

Die synthetisierten photocaged Kohlenhydrate der zweiten Generation wurden im Folgenden auf ihre
photochemischen Eigenschaften hin untersucht. Ein Vergleich der Absorptionsspektren zeigte, dass
sowohl der erwartete deutliche Unterschied in den Absorptionsmaxima (Amsx) als auch in den
Extinktionskoeffizienten (¢) erreicht werden konnte (Abbildung 50A). Der Cumarin-
Kohlenséureester 168a besitzt nicht nur ein Absorptionsmaximum von 386 nm und den hochsten
Extinktionskoeffizienten mit ~25000M ' cm™!, sondern auch noch eine hohe Absorption bei
Wellenldngen >400 nm. Der 6-Nitropiperonyl-Kohlensdureester 168d hingegen verfiigt iiber ein
Absorptionsmaximum von 350 nm und einen Extinktionskoeffizienten von ~5000 M~' cm™ (Tabelle
10). Hinzu kommt, dass nahezu keine Absorption oberhalb von 400 nm zu verzeichnen ist. Ein
Vergleich der Stabilitdt gegeniiber Solvolyse betont ebenfalls die bessere Anwendbarkeit des
Cumarin-Derivates 168a und der bisherigen o-Nitrobenzyl-Derivate 84a, 137, 139 und 150, da dieser
Stabilitdtsunterschied bei einer in vivo Anwendung durch die erhohten Temperaturen noch weiter
verstirkt wird. Zusitzlich liegt die Halbwertszeit'® nach Bestrahlung bei 375nm fiir das
6-Nitropiperonyl-Derivat 168d um den Faktor 10 hoher als bei den bisherigen o-Nitrobenzyl-

Derivaten 84a, 137, 139 und 150, wodurch keine vollstindige Photolyse im angestrebten Zeitraum von

'8 Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.
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30 min moglich ist (Abbildung 50C). Diese Beobachtungen decken sich gut mit den von Suzuki et al.

publizierten Ergebnissen.['*”]

Die o-Nitrobenzyl-Kohlensdureester scheinen somit aufgrund der
deutlich schlechteren photochemischen Eigenschaften aller bestimmten Parameter keine geeignete
Alternative zu den bisher verwendeten o-Nitrobenzyl-Derivaten 84a, 137, 139 und 150 zur

Anwendung in der lichtgesteuerten Genexpression zu sein.
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Abbildung 50: Vergleich der photocaged Kohlenhydrate der zweiten Generation. A) Absorptionsspektren [in Tris-Puffer
(20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1]. B) Strukturformeln. C) In vitro Zerfallskurven [0.5 mM in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN
1:1] in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm™2). D) In vitro Zerfallskurven
[0.5 mM in Tris-Puffer (20 mMm pH 7.5)/MeCN 1:1] in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 430 nm
(45.6 mW cm2). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Die Modifikation des Cumarin-Grundgeriistes hin zu den Thio- und Dicyano-Varianten 168b und
168c¢ zeigte die gewiinschte bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums, wodurch Maxima
von 472 nm bzw. 488 nm erreicht werden konnten. Dabei erwies sich das Dicyano-Derivat 168c als
die in vielerlei Hinsicht iiberlegene Modifikation. Diese besitzt zusitzlich zum leicht hoheren
Absorptionsmaximum einen deutlich héheren molaren Extinktionskoeffizienten (13800 M ™' cm ™' vs.
21700 M' cm ™). Eine Betrachtung des Verhaltens, wihrend der in vitro Photolyse legt die weiteren

Vorteile dar. Das Thiocumarin-Derivat 168b zeigte einen eminent schnellen Zerfall bei beiden
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Belichtungswellenlidngen (375 nm und 430 nm), sodass bei einer flinfsekiindigen Belichtung (430 nm)
bereits eine vollstindige Photolyse vorlag, obwohl hier die Belichtungswellenlinge immer noch
~40 nm vom eigentlichen Absorptionsmaximum entfernt lag. Daher war es nicht moglich eine
zuverldssige Zerfallskinetik bei 430 nm aufzunehmen (Abbildung 50D). Eine Anwendung in einem
biologischen Kontext war nur unter vollstindigem Arbeiten unter Rotlicht mdglich, da aufgrund des
Absorptionsmaximums im sichtbaren Bereich schon geringe Mengen Tageslicht zur Freisetzung
deutlicher Mengen des IPTGs (1a) fithrten. Bei 430 nm waren die Cumarin- und die Dicyanocumarin-
Variante 168a und 168c¢ in vitro in unter 20 min vollstdndig photolysierbar. Bei letzterer konnte bei
375 nm nur bei Belichtungszeiten von 60 min eine vollstindige Freisetzung des IPTGs (1a) erreicht
werden und ist somit der ideale Kandidat fiir ein orthogonales bzw. wellenldngenselektives System.
Das Cumarin-Derivat 168a  hingegen eignet sich ausschlielich fiir eine sequenzielle
wellenlédngenselektive Entschiitzung. Einzig die Stabilitdt der vier Kohlensédureester, welche je nach
Verbindung zwischen 70-90 % liegt, kann unter in vivo Bedingungen ein Problem darstellen, da die
Solvolyse durch erhohte Temperaturen beschleunigt wird und zusitzlich Esterasen zur Spaltung der

Kohlenséureester beitragen kdnnen.

Tabelle 10: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Kohlenhydrate 168a—d der zweiten Generation.

Stabilitét
. )\fmax[a] 8(7\4max)[b] 1:(J.S()\Str)[c] [d] [e] 8¢Zerfall(>‘-$tr)[ﬂ
Verbindung [nm] M em '] [min] naclE ;4]1 h Ozerfatt(Astr) M cm ']
0
2.85 (375)
168a 386 24984 8843 3.14x102(375) 710 (375)
0.47 (430)
0.19 (375)
168b 472 13838 85+5 4.65% 1071 (375) 1708 (375)
0.01 (430)
168c 488 21670 1.97 (430) 70+£3 2.35 x 1072 (430) 185 (430)
168d 350 5038 34.6(375) 7242 2.40 x 10 (375) 8 (375)

[al Maximale Absorptionswellenlinge Amax gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; P! Extinktionskoeffizient &
bei Amax gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [l Halbwertszeit to.s nach Bestrahlung bei Wellenlénge Asi in
Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; [ Stabilitit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der
verbleibenden Startverbindung nach 24 h); [¢] Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei Wellenlinge Asir
gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [ Photolytische Effizienz e¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei
Wellenldnge Astr.
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Synthese von photocaged 1IPTG 168f

Bei den bisher synthetisierten photocaged Kohlenhydraten 168a—e handelte es sich immer um
Kohlenséureester der sekunddren 2-OH-Hydroxy-Gruppe des IPTGs. Dabei zeigte sich, dass keine der
synthetisierten Verbindungen bei Raumtemperatur vollstindig stabil gegen Solvolyse war. Dies stellte
jedoch eine der Grundbedingungen fiir eine spdtere Anwendbarkeit dar. Wang et al. publizierten im
Jahr 2019 das IPTG-Derivat 172 (Abbildung 51). Es wurde als hydrolysestabil bezeichnet und die

31 Daher war es von Interesse herauszufinden, ob ein

Einsetzbarkeit in vivo wurde demonstriert.!
signifikanter Stabilitdtsunterschied zwischen dem Kohlensdureester der sekunddren Hydroxy-

Funktionalitdt gegeniiber dem der priméiren Hydroxy-Gruppe vorlag.

Abbildung 51: Licht-aktivierbares IPTG-Derivat 172.13%

Dazu musste zunidchst eine geeignete Schutzgruppen-Strategie gefunden werden, um eine selektive
Anbringung der photolabilen Schutzgruppe an der primédren Hydroxy-Gruppe zu ermoglichen. Daher
sollte als erstes eine selektive Schiitzung der 6-OH-Gruppe durchgefiihrt werden, bevor die restlichen
Hydroxy-Gruppen mit einer weiteren orthogonal abspaltbaren Schutzgruppe versehen wurden.
Ausgehend von IPTG (1a) wurde zunéchst in einer Eintopfreaktion mit TBS-CI regioselektiv die
primire Hydroxy-Gruppe silyliert, bevor durch Zugabe von Essigsdureanhydrid die restlichen
Hydroxy-Gruppen geschiitzt wurden (Schema 41). Dabei wurde der Zucker 173 in guten Ausbeuten
von 84 % erhalten. Als Nebenprodukt fiel das peracetylierte IPTG (174) an, welches sich jedoch leicht
sdulenchromatographisch abtrennen lieB. Die anschlieBende selektive Entschiitzung der priméren
Hydroxy-Gruppe mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) zum IPTG-Derivat 175 lief sich jedoch

329, 3301 picht realisieren, da es stets zu intramolekularer

unter verschiedenen Reaktionsbedingungen!
Acyl-Migration kam und somit ein nicht trennbares Produktgemisch erhalten wurde. Daher wurde
versucht die verringerte Acyl-Migrations-Affinitdt der Benzoat-Schutzgruppe auszunutzen. Die
Synthese verlief ebenfalls in einer Eintopfreaktion, jedoch wurde anstelle von Essigsdureanhydrid
Benzoylchlorid verwendet. Der so erhaltene, geschiitzte Zucker 176 konnte in méBigen Ausbeuten
(53 %) isoliert werden. Die Entschiitzung unter denselben Bedingungen lieferte auch hier stets ein

durch intramolekulare Acyl-Migration entstandenes Produktgemisch. Der gewiinschte, mono-

105



Ergebnisse und Diskussion

entschiitzte Zucker 177 konnte somit nicht in der bendtigten Reinheit erhalten werden. Von Ding et al.
publizierte Reaktionsbedingungen legten den Austausch der TBS-Schutzgruppe durch eine Trityl-

31U Dazu wurde nach einer Vorschrift von Yuefal. zunichst in einer

Schutzgruppe nahe.!
Eintopfreaktion der geschiitzte Zucker 178 in einer Ausbeute von 16 % synthetisiert.”*” Die an
gleicher Stelle an Mannose durchgefiihrte Entschiitzung mittels HBr in Essigsdure lieferte fiir
IPTG 175 jedoch nur ein Produktgemisch. Das in Anlehnung an Ding et al. verwendete Eisen(IIl)-

chlorid-Hexahydrat hingegen erméglichte die Isolation des Zucker 175 mit einer Ausbeute von 59 %.

OTBS A OH
1. TBS-CI, DMAP AcO > AcO o
> o
Pyridin, RT, 30 h ACO s B AcO SY
2. gs:rz(: . AcO c AcO
B 173 A 175
84 %
OH OTBS A OH
HO 1. TBS-Cl, DMAP Bz0 = Bz0
0 o Pyridin, RT, 30 h 0 o B o o
HO 2 BzCl BzO T/ ——H— BzO T/
OH 'Rﬁ' h BzO c BzO
1a ' 176 177
53 %
1. Tritylchlorid, DMAP OTr OH
Pyridin, 80 °C, 20 h AcO o b AcO o
2. Ac,0 AcO S _ AcO S
RT, 2h AcO T/ E AcO T/
178 175
16 % 59 %

Schema 41: Syntheseroute zur Darstellung der 2,3,4-Acyl-geschiitzten IPTG-Derivate 175 und 177. Folgende
Reaktionsbedingungen wurden verwendet: A) TBAF (1 M) in THF, THF, RT, 50 min; B) TBAF (2.8 M) in THF/K2HPO4
(0.1 ™, pH 7.1), THF, RT, 24 h; C) TBAF (1 M) in THF, THF/KP;-Puffer (0.2 M, pH 7.1) 9:1, RT, 24 h; D) HBr in AcOH,
AcOH, 0 °C, 1 min; E) Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat, CH2Clz, RT, 21 h.

Der Versuch, das bei der Eintopfreaktion anfallende Nebenprodukt 174 durch eine selektive
Entschiitzung mittels der immobilisierten Lipase aus Candida rugosa nach einer Vorschrift von
Callaghan et al. in das gewiinschte Produkt 175 zu iiberfithren, war nicht erfolgreich (Schema 42).533

Auch nach Reaktionszeiten von >24 h war kein Umsatz feststellbar.

AcO Lipase aus Candida rugosa AcO
o s (Immobed 150, 6.8 U) o s
AcO AcO
T/ MeCN/KP;-Puffer (50 mm, pH 5) 1:4 (v/v), AcO Y
RT, 1d

Schema 42: Regioselektive enzymatische Entschiitzung der primaren Hydroxy-Gruppe des peracetylierten IPTGs 174.
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Zusitzlich wurde eine alternative Syntheseroute erprobt, bei welcher zur vollstdndigen Vermeidung
der Migration anstelle von Acyl-Schutzgruppen die p-Methoxybenzyl-Schutzgruppe (PMB-
Schutzgruppe) verwendet wurde. Diese sollte eine deutlich ausgeprégtere Orthogonalitit gegeniiber
der TBS- sowie der Trityl-Schutzgruppe aufweisen und sich im letzten Schritt unter den bekannten
Reaktionsbedingungen mit TFA abspalten lassen. Die regioselektive Schiitzung der priméren
Hydroxygruppe verlief sowohl mit TBS-CI als auch mit Tritylchlorid in guten Ausbeuten (66—76 %
bzw. 62-76 %) und lieferte die Zucker 162 und 179 (Schema 43). Bei der nachfolgenden Schiitzung
mit p-Methoxybenzylchlorid (PMB-CI) wurden die Zucker 180 und 181 jedoch mit sehr
unterschiedlichen Ausbeuten erhalten. Die TBS-Schutzgruppe schien nicht stabil genug unter den
Reaktionsbedingungen, weshalb als Hauptprodukt das vollstindig PMB-geschiitzte IPTG 182 und die
gewiinschte Verbindung 180 nur in geringen Ausbeuten von 18-20 % erhalten wurde. Die
anschlieBende Entschiitzung mit TBAF nach Wang et al.’® lieferte kein Produkt. Die hohere
Stabilitdt der Trityl-Gruppe spiegelte sich in den bis zu quantitativen Ausbeuten wider mit denen der
geschiitzte Zucker 181 erhalten wurde. Die Verwendung von Camphersulfonsdure (CSA) in
Methanol®*¥ lieferte den Zucker 183 in zufriedenstellenden Ausbeuten. Alternative Entschiitzungen
mit Ameisensiure in Diethylether®], p-TSA in Methanol®**! und Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat in
Dichlormethan®! fiihrten hingegen verstirkt zur Bildung von Nebenprodukten bzw. im letzten Fall

zur vollstiandigen Entschiitzung.

OTBS pmeo OPMB pmeo OTBS
0
gws . PMBO%S/ + PMBO&/
T/ PMBO PMBO
OH 182 180

HO%W

o)

HO ST/ — ]tc

Ho OT . PMBO PMBO
o s =

HO Y PMBO Y PMBO Y
OH

179

Schema 43: Syntheseroute zur Darstellung des  2,3,4-PMB-geschiitzten =~ IPTG-Derivates 183.  Folgende
Reaktionsbedingungen wurden verwendet: A) TBS-Cl, Pyridin, RT, 1 d, 66-76 %; B) PMB-CI, NaH (60 % in Mineraldl),
DMF, RT, 1 d, 18-20 %; C) TBAF (1 M in THF), THF, RT, X h; D) Tritylchlorid, DMAP, Pyridin, 80 °C, 1 d, 62-76 %; E)
PMB-CI, NaH (60 % in Mineraldl), DMF, RT, 1 d, 74 %—quant; F) CSA, MeOH, CH2Cl2, 0 °C — RT, 2 d, 48-73 %.

Ausgehend von dem Zucker 183 konnte nun unter den etablierten Reaktionsbedingungen die
Verbindung 184 generiert werden (Schema 44). Die anschlieBende Entschiitzung mit TFA lieferte bei

0 °C innerhalb von 10 min jedoch keinen Umsatz. Erst durch Erh6hung der Temperatur auf 23 °C und
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der Reaktionszeit auf 1 h konnte der vollstdndige Umsatz zum photocaged IPTG 168f erreicht werden
(Ausbeute: 78 %).

ANV N
pmso O d

o 110, DMAP o TFA, Hy0 7

PMBO S CH,Cly, RT, 1 d P CH,Cly, RT, 1 h 0 o<

PMBO 2Cla, RT, o o< 2Clp, RT, 5

183 pmBO ° HO
R HO S
PMBO s T/
PMBO OH
184 168f
53-66 % 78 %

Schema 44: Synthese des DC-cIPTG 168f.

Vergleich der photochemischen Eigenschaften von photocaged IPTG 168a und 168f

Ein Vergleich der beiden synthetisierten Kohlenséureester 168a und 168f zeigt wie erwartet, dass der
Substitutionsgrad des C-Atoms, welches die Hydroxy-Gruppe trigt, weder einen signifikanten
Einfluss auf die maximale Absorptionswellenldnge (Abbildung 52A) noch auf die Kinetik der
Photolyse hat (Abbildung 52B). Beide besitzen ein Absorptionsmaximum von 386 nm und eine
Halbwertszeit von ~3 min bei Belichtung bei 375 nm (Tabelle 11). Fiir den Kohlensdureester 168f ist
jedoch die erhoffte hohere Stabilitdt zu beobachten. Somit ist dieser nach Betrachtung der in vitro

Ergebnisse der geeignetste Kandidat fiir in vivo Studien.

A B
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& 30000 ~ ——168a N o = 168a 375nm
T ——168f O e 168f 375nm
= p
€ 4 k2]
5 20000 £
N
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Abbildung 52: Vergleich der photocaged TPTG-Derivate 168a und 168f. A) Absorptionsspektren [in Tris-Puffer (20 mm
pH 7.5)/MeCN 1:1]. B) In vitro Zerfallskurven in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer [0.5 mM in Tris-Puffer (20 mm
pH7.5)/MeCN 1:1; 375nm, 6.4mWcm™2]. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte =+
Standardabweichung aus Triplikaten.

108



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 11: Vergleich der photochemischen Eigenschaften der Verbindung 168a und 168f.

; Stabilitét
[a] [b] [c] . [f]
Verbindung Aamax 8(,3175) o to_s(?»§1r) nach 24 hl¥ dzertan(375)! 8¢Z°rf‘1”(3 7,51)
[nm] [M cm ] [min] [%] M~ em™]
2.85(375)
168a 386 22620 88+3 3.14x 1072 710
0.47 (430)
168f 386 11012 2.57 (375) 100+8 3.40 x 1072 374

lal Maximale Absorptionswellenlinge Amax gemessen in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; [’ Extinktionskoeffizient &
bei 375 nm gemessen in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; [] Halbwertszeit to.s nach Bestrahlung bei Wellenlénge Asir
in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [ Stabilitéit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der
verbleibenden Startverbindung nach 24 h); [°! Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 375 nm gemessen in Tris-

Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [l Photolytische Effizienz e¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 375 nm.

In vivo Applikation der photocaged Kohlenhydrate der zweiten Generation

Die von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrten in vivo Studien untermauerten die Ergebnisse der
zuvor durchgefiihrten in vitro Experimente. Zur Testung der photocaged IPTG-Derivate 168a, 168¢
und 168f wurde der etablierte Stamm E. coli Tuner(DE3) mit dem Expressionsvektor pRhotHi-lacl-
eYFP ausgewihlt, welcher das eYFP Reportergen unter der Kontrolle des Pr7-Promotors tragt. Dieser
erwies sich bereits in frilheren Studien als graduell regulierbar und wies eine geringe

Basaltranskription auf.?’> 7]

Eine generelle Anwendbarkeit der photocaged Kohlenhydrate im Hinblick auf eine schnelle
Freisetzung nach Bestrahlung sowie eine geringe Toxizitdt konnte demonstriert werden. Dabei
konnten Expressionslevel von 60—-100 % im Vergleich zu Kulturen erreicht werden, welche dquimolar
mit IPTG (1a) induziert wurden. Einzig die bereits in vitro beobachtete geringfiigige Freisetzung
durch Solvolyse machte sich durch erhéhte Expressionslevel in den unbelichteten Kulturen
(Dunkelkontrollen) bemerkbar. Dies wurde noch durch die hoheren Temperaturen und die Gegenwart
von Esterasen verstdrkt. Durch die Wahl einer niedrigen Konzentration (50 uM) konnten diese Effekte
minimiert werden (Abbildung 53). So lag das Expressionslevel der Dunkelkontrolle bei der
bathochrom verschobenen Variante 168¢ bei etwa einem Drittel der vollinduzierten Kultur. Beim
Vergleich der Kohlensdureester 168a und 168f fiel auf, dass der Kohlensdureester 168f trotz der
hoheren in vitro Stabilitdt vergleichbare oder sogar hthere Dunkelkontrollen aufwies. Eine mdgliche
Erklarung fiir diese Beobachtung liefern die intra- und extrazelluldren Esterasen, da diese aufgrund des
geringeren sterischen Anspruches bevorzugt den Kohlenséureester an der primédren Hydroxy-Gruppe

hydrolysieren sollten. Das o-Nitrobenzyl-Derivat 168d wurde aufgrund des langsamen photolytischen
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Zerfalls und der méBigen Stabilitét nicht getestet. Das Thiocumarin 168b hingegen wurde, aufgrund
der hohen Empfindlichkeit gegeniiber Licht im sichtbaren Bereich und der daraus resultierenden
schlechten Handhabbarkeit, nicht weiter untersucht. Von den getesteten Verbindungen besalen somit
die Kohlensdureester 168a und 168c die geeignetsten Eigenschaften zur Anwendung in der
lichtgesteuerten Genexpression. Die Ergebnisse wurden partiell im Journal ChemBioChem

veroffentlicht.[!
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Abbildung 53: Lichtgesteuerte Genexpression unter Verwendung der photocaged IPTG-Derivate 168a (A), 168f (B) und
168¢ (C) in E. coli Tuner(DE3)/pRhotHi-2-lacl-eYFP. Die entsprechenden Strukturformeln sind in D dargestellt Die
relativen Fluoreszenzlevel nach Induktion durch Bestrahlung mit blauem Licht (447 nm; ~1 mW cm™2; 10 min) (+BL) oder
der Zugabe von IPTG (1a) sind im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen (—BL) dargestellt. Bei den abgebildeten
Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.!']
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Zusammenfassung des Kapitels

e Insgesamt wurden sechs neuartige photocaged Effektormolekiile auf Basis von
Kohlenhydraten erfolgreich synthetisiert.

e Die photochemischen Eigenschaften der photocaged Kohlenhydrate wurden charakterisiert
und verglichen.

e Synthesewege hin zu den selektiv geschiitzten IPTG-Derivaten 166 und 183 konnten
etabliert werden.

e Fiir Kohlensdureester 168a und 168c konnte eine in vivo Anwendbarkeit in E. coli fiir

geringe Konzentrationen (50 uM) demonstriert werden.
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4.3.1.4 Dritte Generation von bathochrom verschobenen photocaged
Kohlenhydraten — Ester und Carbamate

Bei der dritten Generation der photocaged Kohlenhydrate wurde ein verstirkter Fokus auf die
Verbesserung der Stabilitdt gegeniiber Solvolyse gesetzt. Dazu wurden zum einen die Trimethyllock-
Schutzgruppe, welche in Form eines Esters an die Kohlenhydrate angebracht werden kann, und zum
anderen eine formale Verkniipfung des Cumarinalkohols 105 iiber einen N,N'-Dimethylethylendiamin-
Spacer mit dem entsprechenden Kohlenhydrat gewahlt. Dies fiihrt zur Bildung von zwei Carbamat-
Funktionalitdten, welche eine deutlich erhohte Stabilitdt gegeniiber Hydrolyse im Vergleich zu den

Carbonaten aufweisen.**"!

Synthese und Charakterisierung des Trimethyllock-Esters

Die zuvor synthetisierte Trimethyllock-Schutzgruppe sollte nun zur Schiitzung von IPTG (1a)
eingesetzt werden. Dabei konnte auf die bereits etablierte Schutzgruppenstrategie zuriickgegriffen
werden. Somit wurde ein Uberschuss von 2.4 Aquivalenten des geschiitzten Zuckers 166 in einer
Steglich-Veresterung mit dem Methylthiochinon 136 zum Ester 185 umgesetzt (Schema 45). Die
anfinglich geringen Ausbeuten von 7 % konnten durch eine Erhhung von 2.2 auf 10 Aquivalente
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDCI) und eine zusétzliche verzogerte Zugabe des
DMAP auf 25% erhoht werden. In einer Testreaktion fiel auf, dass eine Umsetzung der
Verbindung 136 schon bei der alleinigen Zugabe des DMAP stattfand. Eine Auswertung der NMR-
Spektren deutete darauf hin, dass es sich beim isolierten Produkt wahrscheinlich um das
Spirolacton 186 handelt (Abbildung 54). Dieses stellt ein in der Literatur bekanntes Nebenprodukt dar.
Die Bildung dieses Nebenproduktes wird durch die starke Restriktion der Konformation bedingt durch

die drei Methyl-Gruppen erméglicht.*®

>(o oTBS o OH
o 0 0
" Oéws HO&WS
o o 124 Aq. 166, 5 5
10 Aq. EDCI-HCI,
2. DMAP 0 (o) H,0 fo) (o)
s CH,Cl,, RT, 20 h TFA, 0°C, 10 min
\
’ ? ?
136 O 185 T
25% 56-84 %

Schema 45: Syntheseweg hin zum TML-cIPTG (168g).

Des Weiteren war eine direkte Umsetzung der Vorstufe 136 ohne sdulenchromatographische
Reinigung relevant, da unter sauren Bedingungen in Gegenwart von H>O ebenfalls die Bildung des

Spirolactons 186 erfolgte.
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186

Abbildung 54: Struktur des Spirolacton 186.

Die finale Entschiitzung der Verbindung 185 mit TFA bei 0 °C lieferte das TML-cIPTG (168g) in
Ausbeuten von 56-84 % (Schema 45). Dieses wies ein Absorptionsmaximum bei 414 nm mit einem
molaren Extinktionskoeffizienten von 689 M~' cm™" auf. Damit liegt der molare Extinktionskoeffizient
trotz des bathochrom verschobenen Absorptionsmaximums im Vergleich zum Cumarin 168a
(8414 = 12000 M~ cm™") deutlich niedriger. Der Zerfall nach Bestrahlung wurde anhand der Anderung
des Absorptionsspektrums verfolgt (Abbildung 55) und eine 0.2 mM Losung konnte innerhalb von

4 min vollstdndig entschiitzt werden.
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Abbildung 55: Verdnderung des Absorptionsspektrums von Verbindung 168g (in MeOH) nach Bestrahlung bei 430 nm.

In vivo Applikation des TML-geschiitzten IPTGs 168g

Die Anwendbarkeit von TML-geschiitztem IPTG 168g wurde im Stamm E. coli Tuner(DE3) mit dem
Expressionsvektor pRhotHi-lacI-eYFP getestet, welcher das eYFP Reportergen unter der Kontrolle des
Pr7-Promotors trigt. Die von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrten in vivo Experimente, zeigten
sowohl bei der belichteten als auch bei der unbelichteten Probe vergleichbar hohe Expressionslevel,
was auf eine nicht ausreichende Stabilitit hindeutet. Dafiir konnten mehrere Aspekte ursichlich sein.
Entweder eine Solvolyse unter den Kultivierungsbedingungen oder die Abspaltung des IPTGs (1a)
durch Esterasen trotz des hohen sterischen Anspruches der Trimethyllock-Schutzgruppe. Zusétzlich

besteht die Moglichkeit einer reduktiven Freisetzung aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des

113



Ergebnisse und Diskussion

1,4-Benzochinon-Grundgeriistes der Trimethyllock-Gruppe zu dem in der Atmungskette essenziellen
Ubichinon."”! Um dies genauer zu untersuchen, wurde in Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers
ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. Hierbei wurde 1 mg der Verbindung 168g in 20 pL Ethanol
vorgeldst. Diese Losung wurde auf zwei Vials aufgeteilt. Beide Vials wurden mit einem Teil einer in
LB-Medium angezogenen E. coli Tuner(DE3) Kultur auf 2 mL aufgefiillt, wobei ein Ansatz zuvor
sterilfiltriert wurde. Anschlieend wurde jeweils 1 mL dieser Losung in ein weiteres Vial gefiillt. Zur
Kontrolle wurde nun die Hilfte der Proben mit 430 nm fiir 5 min belichtet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 56 zusammengefasst. Daraus wird deutlich, dass in der Gegenwart von E. coli-Zellen schon
bei der Messung nach 0 h nur noch ein Fiinftel des photocaged IPTG 168g vorhanden ist. Dabei ist
sogar eine hohere Umsetzung als bei einer Bestrahlung fiir 5 min zu erkennen. Die Kontrollmessung
ohne Belichtung und in Abwesenheit von Zellen zeigt nach 20 h ebenfalls eine nahezu vollstidndige
Umsetzung. Dies spricht fiir eine Instabilitdt der Verbindung 168g im wissrigen Medium. Zusitzlich
ist nicht auszuschlieBen, dass sekretierte Esterasen auch nach Sterilfiltration im Medium vorliegen und
die Abspaltung des IPTGs (1a) katalysieren. Da durch die Gegenwart der Zellen die Konzentration der
Verbindung 168g zusitzlich abgesenkt wurde, liegt es nahe, dass weitere Prozesse den ungewollten
Abbau des photocaged IPTG 168¢g begiinstigen. Daher erweist sich diese Schutzgruppe als ungeeignet

zur Steuerung der Genexpression in E. coli und fand im Folgenden keine weitere Anwendung.
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Abbildung 56: Stabilitdtsvergleich von TML-cIPTG (168g) in Gegenwart von Zellen (+Zellen) und nach Sterilfiltration
(—Zellen) entweder nach Belichtung bei 430 nm fiir 5 min (+BL) oder ohne (—BL) nach 0 h und nach 24 h. Die Proben
wurden via RP-HPLC gekoppelt mit einem UV-Detektor analysiert. Die Flachen entsprechend der Menge an
TML-cIPTG (168g). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.
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Synthese des Carbamats 168h

Um das bisher bei allen Verbindungen auftretende Problem der zu geringen Stabilitdt gegeniiber
Solvolyse zu 16sen, wurden die Kohlenhydrate nicht direkt am Cumarin angebracht, sondern iiber
einen N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer miteinander verkniipft, welcher erstmalig von Saari et al.

38 Dadurch ist es moglich, die deutlich héhere Stabilitit der Carbamat-

publiziert wurde.|
Funktionalitdt auszunutzen. Nach Belichtung der Verbindung 187a erfolgt durch einen heterolytischen
Bindungsbruch die Freisetzung einer instabilen Carbaminsédure, welche nach Decarboxylierung das
sekunddre Amin 187b liefert (Schema 46). Der nukleophile Angriff des freien Elektronenpaares des
Amins bewirkt eine intramolekulare 5-exo-trig Ringschlussreaktion, wobei das flinfgliedrige
Harnstoff-Derivat 187¢ gebildet und die Fluchtgruppe freigesetzt wird.’** Dabei handelt es sich um
einen pH-abhingigen Prozess, da eine Protonierung des Amins zu einer Verringerung der
Nukleophilie und somit einer Verlangsamung der Zyklisierung fiihrt. Ahnlich wie bei der TML-
Schutzgruppe liegt somit eine Trennung der Freisetzung in einen photolytischen und einen

thermischen Prozess vor.2*!

[ o [ (O) (0]
hv
_LO__N L HN L .
PPG O\W \/\Nko G "\/\Nk\g G —» \N)kN/ + HO-LG
o ‘ \ \J
H,O PPG-OH,
187a co, 187b 187¢

Schema 46: Schematische Funktionsweise des N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer.**]

Zunéchst wurde das aktivierte Carbonat 188 des Zucker-Derivats 166 synthetisiert (Schema 47). Bei
der Verwendung von 2.2 Aquivalenten 4-Nitrophenylchlorformiat wurden jedoch nur geringe
Ausbeuten (21 %) erhalten. Erst eine Verdopplung der Aquivalente auf 4.4 Aq. und eine iiber mehrere
Stunden verteilte portionsweise Zugabe konnte hohe Ausbeuten (87 %) gewéhrleisten. Die Umsetzung
des aktivierten Kohlensdureesters 188 mit dem Spacer 112 lieferte das Dicarbamat 189 in Ausbeuten
von 68-97%. Das hierbei im Uberschuss eingesetzte Cumarin 112 konnte wéhrend der
sdulenchromatographischen Reinigung problemlos zuriickgewonnen werden. Die nachfolgende

Entschiitzung mit TFA bei 0 °C lief mit quantitativen Ausbeuten ab.
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Schema 47: Syntheseweg hin zu DC-NN-cIPTG (168h).

Sowohl das Dicarbamat 189 als auch das finale Produkt 168h wurden als Gemisch aus vier Rotameren
erhalten. Carbamate konnen aufgrund der Amid-Resonanz entweder in der syn- oder der anti-
Konformation vorliegen. Obwohl diese bei Carbamaten im Vergleich zu Amiden um 3—4 kcal mol’
schwicher ist, geniigt der Doppelbindungscharakter der C-N-Bindung, um bei Raumtemperatur die
Koexistenz von syn- und anti-Isomer zu ermoglichen.*****!! Durch die gleichzeitige Anwesenheit von
zwei Carbamat-Funktionalitdten sind somit vier verschiedene Rotamere moglich, welche in
undefiniertem Verhéltnis zueinander vorliegen. Daher zeigten aufgenommene NMR-Spektren schwer
zuzuordnende komplexe Signalstrukturen. Um nachweisen zu konnen, dass die Verbindungen in hoher
Reinheit isoliert wurden und nicht durch Nebenprodukte verunreinigt waren, wurde in Kooperation
mit Kevin Bochinsky (IBI-7) eine dynamische NMR-Messung durchgefiihrt. Durch schrittweise
Erhéhung der Temperatur wahrend der Messung (20-60 °C) und eine damit einhergehende Steigerung
der Molekiilbewegung, welche die freie Rotation um die C-N-Bindung (rot markiert) ermdglicht,
wurde ein Zusammenfallen der einzelnen Peaks bewirkt (Abbildung 57). Dies wird beispielsweise
durch Betrachtung des Protons an der 5-Position erkennbar, welches bei 20 °C noch als
unsymmetrisches Multiplett vorliegt und durch Erhohung der Temperatur zu einem eindeutigen
Duplett wird. Dadurch konnte bestdtigt werden, dass es sich bei der isolierten Verbindung 168h um

einen Reinstoff handelt.
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Abbildung 57: Ausschnitt der dynamischen NMR-Messung der Verbindung 168h bei 2060 °C durchgefiihrt von Kevin
Bochinsky.

Untersuchung des Selbstzerlegungsmechanismus

Nachdem die Reinheit der Verbindung 168h bestétigt worden war, sollte die Selbstzerlegung des
Spacer nach Belichtung untersucht werden. Mit Hilfe der RP-HPLC konnte jedoch ausschlielich die
Abnahme des urspriinglichen photocaged IPTG 168h beobachtet werden. Sowohl das Intermediat 190
als auch IPTG (1a) liegen auerhalb des Detektionsbereiches des UV/Vis-Detektors, weshalb weder
die Bildung des Intermediates 190 noch die nachfolgende Freisetzung des IPTGs (1a) durch den
Ringschluss nachvollzogen werden konnten. Eine Uberpriifung mittels NMR-Spektroskopie sollte
diese Frage beantworten. Die Belichtung einer 1 mM NMR-Probe der Verbindung 168h in einem
DMSO-d¢/D2O-Gemisch (6:1) lieferte jedoch kein eindeutiges Ergebnis aufgrund der stark
iiberlagernden Signale. Eine Nachverfolgung des Zerfallsprozesses sollte durch ESI-MS Messungen
geschehen. Die Messung einer 1 mM Probe in MeOH/H-O (1:1) vor und nach Bestrahlung (t = 10 min,
A=430nm) via ESI-MS zeigte ebenso wie die HPLC Messung die vollstindige Zersetzung der
Ausgangsverbindung 168h. Dabei wurde jedoch ausschlielich das stabile Intermediat 190 gebildet
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(Abbildung 58). Auch nach 19 h war ausschlieBlich dieses detektierbar und es konnte keine
Freisetzung des IPTGs (1a) beobachtet werden. Als mdgliche Ursache fiir das Ausbleiben der
Selbstzerlegung des Spacer wurden zundchst mehrere Aspekte, wie ein Einfluss des Puffers bzw. des
pH-Wertes auf die Zyklisierung, hinderliche Wechselwirkungen durch die benachbarten freien
Hydroxy-Gruppen, sowie eine zu geringe Aciditit der Fluchtgruppe in Betracht gezogen. Eine
Literaturrecherche ergab, dass eine erfolgreiche Freisetzung in einer Vielzahl unterschiedlicher
Medien, wie z.B. PBS-Puffer (pH 7.4)!'"? sowie organischen Lésungsmitteln-Puffer-Gemischen®#344
problemlos ablief. Ebenso wurde gezeigt, dass eine Verringerung der Polaritit des Losungsmittels

grundsitzlich zur Verlangsamung der Zyklisierung fiihrt.**” Da der durchgefithrte Versuch in

LB-Medium stattfand, sollte hierdurch jedoch keine Einschriankung vorliegen.
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Abbildung 58: Komplikationen beim Freisetzungsmechanismus des N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer am Beispiel der
Verbindung 168h.

Um einen Einfluss der freien Hydroxy-Gruppen des Zuckergrundgeriistes auszuschliefen, wurde der
aktivierte Kohlensdureester 188 mit N,N'-Dimethylethylendiamin zum Carbamat 191 umgesetzt
(Ausbeute: quant.; Schema 48). Dieses sollte als Referenzsubstanz dienen, um die Zyklisierung
losgeldst von der Photolyse untersuchen zu kdnnen. Doch auch bei der geschiitzten Verbindung 191
konnte unter den benétigten basischen Bedingungen kein Ringschluss beobachtet werden. Somit
konnte eine negative Einflussnahme der freien Hydroxy-Gruppen als entscheidender Faktor
ausgeschlossen werden. Im Gegenteil konnten diese sogar einen positiven Einfluss haben, da durch

intramolekulare H-Briicken die entstehende negative Ladung besser stabilisiert werden kénnte.*?
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Schema 48: Synthese des Testsubstrates 191.

Neben der Abhédngigkeit von Losungsmittel, pH-Wert und Temperatur existiert eine Korrelation
zwischen dem pKs-Wert der Fluchtgruppe und der Zyklisierungsrate.** Fiir den vorliegenden
Zyklisierungs-Eliminierungs-Mechanismus ist in der Literatur vor allem die Freisetzung von

31 Daraus wurde geschlussfolgert, dass der

elektronenarmen aromatischen Systemen zu finden.!
Ringschluss aufgrund der nicht ausreichenden Stabilisierung der negativen Ladung des Kohlenhydrat-

Anions verhindert wurde. Es existieren jedoch auch Beispiele, in denen nicht-phenolische Hydroxy-

345 346

Gruppen beteiligt sind, wie bei Paclitaxel,***! Camptothecin®*®! und N-Azidacetylmannosamin.**"! Bei
letzterem handelt es sich um ein Derivat der Mannose, welches am anomeren Zentrum mit dem
N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer geschiitzt wurde. Hierbei konnte nach Aktivierung eine

Freisetzung des Zuckers von bis zu 60 % innerhalb von 2 h detektiert werden.[**”

Die Aciditét der jeweiligen Hydroxy-Gruppe eines Zuckers ist von vielen Faktoren abhidngig und es ist
schwer diese exakt vorherzusagen. Bei Monosacchariden, welche keine freie Hydroxy-Gruppe am
anomeren Zentrum besitzen, hilt die 2-OH-Gruppe die hochste Aciditit inne.’? Diese Aciditit
scheint bei IPTG (1a) aufgrund der fehlenden Freisetzung jedoch generell zu gering zu sein. Die
sekundiren Hydroxy-Gruppen von Kohlenhydraten sind zwar generell acider als die priméren,**®! der
pKs-Wert der anomeren Hydroxy-Gruppe von reduzierenden Zuckern ist allerdings deutlich geringer

3
,[322.349

als jener der alkoholischen Hydroxy-Gruppe ! Daher schien es sinnvoll anstelle des IPTGs (1a),

welches keine anomere Hydroxy-Gruppe bietet, L-Arabinose (1b) als Zielmolekiil zu wihlen.
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Synthese des Carbamats 192

Die photocaged L-Arabinose 192, welche eine Verkniipfung zum Spacer an der anomeren Hydroxy-
Gruppe besitzt, sollte zunichst synthetisiert und nachfolgend auf eine verbesserte Freisetzung hin
getestet werden. Hier konnte auf das bereits zuvor synthetisierte mono-entschiitzte Arabinose-
Derivat 158 zuriickgegriffen werden. Dabei war es mdglich, das erhaltene o/pf-Anomerengemisch (1:3)
direkt einzusetzen. Da die Wahl der Base und des Losungsmittels einen entscheidenden Einfluss auf

350]

die Selektivitit am anomeren Zentrum haben,' sind in der Literatur eine Vielzahl von

3513581 ynd Disacchariden™? zu

unterschiedlichen Reaktionsbedingungen fiir eine Reihe von Mono-!
finden, fiir L-Arabinose (1a) selbst jedoch keine. Die umfassendsten Arbeiten wurden von André et al.
fir am Anomer-entschiitzte Laktose durchgefiihrt, wobei verschiedenste Bedingungen fiir die

B350 Die vielversprechendsten

stereoselektive Bildung eines aktivierten Carbonates getestet wurden.
Reaktionsbedingungen wurden fiir die mono-entschiitzte Arabinose 158 getestet (Tabelle 12). Die
alleinige Verwendung von Pyridin als Losungsmittel und Base lieferte ein o/f-Anomerengemisch von
3:1 (Tabelle 12, #1), welches jedoch auch nach sdulenchromatographischer Reinigung durch ein
Nebenprodukt verunreinigt war. Wurden Dichlormethan als Losungsmittel und Triethylamin als Base
eingesetzt, konnte nur eine sehr geringe Ausbeute mit einem o/pf-Anomerenverhiltnis von 2:1 erzielt

werden (#2). Beim eigentlichen Hauptprodukt handelte es sich um das Carbonatdimer 193 (Abbildung
59).

OAc
OAc

AO&O& 0 WZ/?\
C AcO
AcO 07 gy OhC

193

Abbildung 59: Carbonatdimer 193.

Bei einer kurzen Reaktionszeit von 3 h (#3) wurde hingegen selektiv das a-Anomer 194a in einer
Ausbeute von 21 % erhalten. Die Durchfiihrung der Reaktion in Acetonitril mit 1.5 Aquivalenten
DMAP als Base (#4) fiihrte zur stereoselektiven Bildung des B-Anomers 194b, welches jedoch nur in
einer geringen Ausbeute von 14 % isoliert werden konnte. Die Verwendung des sterisch
anspruchsvolleren 2,6-Lutidins (#5) lieferte erneut die bevorzugte Bildung des a-Anomers 194a,
wobei ein o/B-Anomerenverhdltnis von 9:1 erhalten wurde. Fiir die weitere Umsetzung wurde das
a-Anomer 194a bevorzugt, da #quatoriale Hydroxy-Gruppen geringfiigig acider sind als axiale.**"
Die stereoselektive Synthese bzw. vollstdndige Trennung der Anomere war an dieser Stelle besonders
relevant, da im nachfolgenden Schritt durch die zwei Carbamat-Funktionalititen ansonsten ein

Gemisch aus zwei Diastereomeren mit je vier Rotameren entstehen wiirde. Dadurch wiirde die

Isolation eines reinen Produktes deutlich erschwert werden.
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Tabelle 12: Testung verschiedener Reaktionsparameter zur selektiven Synthese des o-Anomers 194a.

OAc OAc
OAc O O
o) 4-Nitrophenylchlorformiat, AcO ACO OW/O ACO%
AcO Base o . 0._0O
AcO OH | gsungsmittel, Temperatur, Dauer \f
158 a-Anomer NO: ﬁ—Anomer\©\
194a 194b NO,
isolierte Ausbeute [%]
#  Losungsmittel Base Temperatur  Dauer
a p
1 Pyridin — RT 20h — —
2 CH,Cl, NEt; 0°C - RT 20 h 7 —
3 CH)Cl, NEt; 0°C - RT 3h 21 —
4 MeCN DMAP RT 20 h — 14
5 MeCN 2,6-Lutidin 0°C - RT 18h 20 —

Die Synthese des geschiitzten Arabinose-Derivates 195 durch Umsetzung des o-Anomer 194a mit
Cumarin 112 in Gegenwart von DMAP und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) verlief innerhalb von
2 h in hohen Ausbeuten (85 %) und lieferte das Produkt wie erwartet als syn/anti-Isomerengemisch

(Schema 49). Die finale Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen erfolgte mit Ammoniak in Methanol

(7 M) und lieferte die photocaged L-Arabinose 192 mit einer Ausbeute von 86 %.
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OAc

ACO&&/O K

(e]
AcO (Z// Q 112, DIPEA, DMAP OAc | o N~
CH,Cly, RT, 2h o
-2 ACO&/O N\/\ )'L
NO T N= 7O
2 oAc | |4
194a 195 5

85 %

NH; (7 M) in MeOH
MeOH, RT, 6 h

Schema 49: Syntheseweg hin zu photocaged L-Arabinose 192.

Charakterisierung und Vergleich von photocaged IPTG 168h und photocaged L-Arabinose 192

Auch hier wurden erneut die photochemischen Eigenschaften der Verbindung 192 bestimmt und mit
dem strukturell dhnlichen IPTG-Derivat 168h verglichen. Beide zeigten — wie zu erwarten — ein
dhnliches Absorptionsspektrum mit einem Maximum bei ~386 nm (Abbildung 60A), vergleichbare
Photolyse-Halbwertszeiten'* von 4-5min (Abbildung 60B und C) sowie vergleichbare
Quantenausbeuten (¢ ~0.01) nach Belichtung bei 430nm und aufgrund der Carbamat-
Funktionalititen eine sehr hohe Stabilitit gegeniiber Solvolyse (Tabelle 13). Insbesondere bei
Letzterer war keine signifikante Abnahme nach 24 h feststellbar. Somit waren alle grundlegenden
(photo-)chemischen Eigenschaften erfiillt. Entscheidend war also die Beobachtung der Zyklisierung
des Spacer zur Freisetzung der L-Arabinose (1b) nach Belichtung mittels ESI-MS-Messungen. Diese
deuteten darauf hin, dass das Spacer-Intermediat anfanglich gebildet wurde, aber nach 3 h bereits
teilweise zerfallen war. Dies spricht dafiir, dass die Zyklisierung und die daraus folgende Freisetzung
der L-Arabinose (1b) ablduft und der pKs-Wert bei der dquatorialen anomeren Hydroxy-Gruppe der

L-Arabinose (1b) ausreichend niedrig ist.

19 Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.
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Abbildung 60: Vergleich des photocaged TPTG-Derivates 168h und des photocaged L-Arabinose-Derivates 192. A)
Absorptionsspektren [in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1]. B) Strukturformeln. C) In vitro Zerfallskurven des
photocaged TPTG 168h [0.5 mM in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1] in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer nach
Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm2), 405 nm (44.6 mW cm2) und 430 nm (45.6 mW c¢m 2). D) In vitro Zerfallskurve des
photocaged 1L-Arabinose-Derivates 192 [0.5 mM in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1] in Abhdngigkeit von der
Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 430 nm (45.6 mW cm™2). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um
Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Tabelle 13: Photochemische Eigenschaften des photolabil geschiitzten IPTG-Derivates 168h und L-Arabinose-Derivates 192.

At €(430)" t5(430)!  Stabilitit nach £dzerman(430)10

. [e]

Verbindung mm]  [M'em] [min] 24 hi4) [%] dzerranl(430) M~ em™]
168h 386 2328 4.74 95+6 1.01 x 1072 24
192 385 1698 4.02 100+5 1.33x 1072 23

[al Maximale Absorptionswellenlinge Amax gemessen in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; 1 Extinktionskoeffizient &
bei 430 nm gemessen in Tris-Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [] Halbwertszeit to.s nach Bestrahlung bei 430 nm in Tris-
Puffer (20 mM pH 7.5)/MeCN 1:1; [ Stabilitidt gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht (angegeben in % der
verbleibenden Startverbindung nach 24 h); (] Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 430 nm gemessen in Tris-

Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; [l Photolytische Effizienz e¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 430 nm.
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In vivo Applikation der Carbamate

Auch hier konnten die von M. Sc. Fabienne Hilgers und M. Sc. Nora Bitzenhofer (IMET) vollzogenen
in vivo Studien die zuvor aufgenommenen in vitro Daten gut reproduzieren. Fiir das photocaged
IPTG-Derivate 168h wurde erneut der Stamm E. coli Tuner(DE3) mit dem Expressionsvektor
pRhotHi-lacl-eYFP genutzt, welcher das eYFP Reportergen unter der Kontrolle des Prs-Promotors
tragt. Fir das photocaged Arabinose-Derivat 192 hingegen wurde der etablierte Stamm
E. coli LMG194 mit dem Expressionsvektor pPBTBX-2-mCherry verwendet. Bei diesem befindet sich
das mcherry Gen unter der Kontrolle des Pgap-Promotors und eine Verwendung zur lichtgesteuerten

Genexpression erfolgte bereits in fritheren Publikationen.!”

Beide mit Spacer-versehenen Verbindungen 168h und 192 zeigten eine hohe Stabilitdt, welche an den
niedrigen Dunkelkontrollen abgelesen werden kann. Wie bei den ESI-Messungen angedeutet, war der
Spacer bei dem nach Photolyse freigesetzten IPTG-Intermediat 190 nicht dazu in der Lage durch die
S-exo-trig-Zyklisierung den Induktor zu eliminieren. Dies ist an der vollstdndig ausbleibenden
Erhohung des Fluoreszenzlevels nach Belichtung bei 430 nm zu erkennen (Abbildung 61A). Dagegen
ist bei der Verbindung 192 eine deutliche Erhéhung der Fluoreszenz-Intensitit auf 50 % nach
Belichtung fiir 30 min zu erkennen im Vergleich zu Kulturen, welche dquimolar mit L-Arabinose (1b)
induziert wurden (Abbildung 61B). Somit ist der hohere pKs-Wert der anomeren Hydroxy-Gruppe

ausreichend fiir eine Freisetzung durch den selbstzerlegenden N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer.

Fiir die geringere Expressionsantwort konnen verschiedene Faktoren verantwortlich sein. Zum einen
konnte der Zyklisierungs-Eliminierungs-Mechanismus sehr langsam ablaufen. Eine weitere
Verbesserung der Fluoreszenzantwort konnte in diesem Fall durch eine Erhéhung der Temperatur
erreicht werden, da es sich bei der Zyklisierung um einen thermischen Prozess handelt. Fiir andere
selbstzerlegende Spacer konnte von Alouane et al. gezeigt werden, dass eine Erhdhung der
Temperatur um 25 °C eine Verzehnfachung der Abbaurate bewirken kann.P®”! Da die Experimente
bereits bei einer Temperatur von 37 °C durchgefiihrt wurden, ist hier jedoch keine signifikante
Temperaturerhbhung mdglich. Zum anderen konnte es auf eine zu geringe Photolyserate
zuriickzufiithren sein. Eine stirkere Lichtquelle konnte dann bei gleichbleibender Belichtungsdauer ein
signifikant hoheres Fluoreszenzlevel bewirken, was jedoch durch den hoheren Energieeintrag die
Zellviabilitdt herabsetzen konnte. Generell stellt die Verwendung von Spacern zur Verkniipfung von
Induktor-Molekiilen mit photolabilen Schutzgruppen aufgrund der hohen Stabilitdt eine gute
Alternative zu den Kohlensdureestern dar. Die Ergebnisse wurden ebenfalls im Journal ChemBioChem

verdffentlicht.[")
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Abbildung 61: Lichtgesteuerte Genexpression unter Verwendung des photocaged IPTG-Derivate 168h in
E. coli Tuner(DE3)/pRhotHi-2-lacl-eYFP (A) und des photocaged Arabinose-Derivats 192 in E. coli LMG194/pBTBX-2-
mCherry (B). Die relativen Fluoreszenzlevel nach Induktion durch Bestrahlung mit blauem Licht (447 nm; ~1 mW cm2)
(+BL) fiir 10 bzw. 30 min oder der Zugabe des entsprechenden Induktors sind im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen
(-BL) dargestellt. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.!!]

Zusammenfassung des Kapitels

e Insgesamt wurden drei neuartige photocaged Effektormolekiile auf Basis von
Kohlenhydraten erfolgreich synthetisiert.

e Die photochemischen Eigenschaften der photocaged Kohlenhydrate wurden charakterisiert
und verglichen.

e Die Untersuchung des Selbstzerlegungsmechanismus des N,N'-Dimethylethylendiamin-
Spacer zeigte, dass dieser nur bei Verkniipfung mit der anomeren Hydroxy-Gruppe
funktioniert.

e Fiir Carbamat 192 konnte eine in vivo Anwendbarkeit in E. coli demonstriert werden.
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4.3.2 Herstellung der photocaged Propionsauren

4.3.2.1 Synthese

Die zuvor synthetisierten photolabilen Schutzgruppen wurden ebenso verwendet, um eine Reihe
verschiedener photocaged Propionsduren zu synthetisieren. Dafiir wurden auf Seiten der
o-Nitrobenzyl-Derivate  6-Nitropiperonylalkohol (90) und 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-
nitrobenzylalkohol (99) sowie ihre sterisch anspruchsvolleren Varianten 91 und 103f gewihlt. Als
Vertreter der Cumarine wurde das 7-Diethylamino-4-hydroxymethylcumarin (105) gewéhlt. Ziel war
es zu untersuchen, welchen Einfluss Esterasen sowie Hydrolyse unter physiologischen Bedingungen
auf die Esterbindung haben, und ob somit ein Einsatz zur lichtgesteuerten Genexpression generell

moglich ist. Dabei ist es von Interesse, ob eine Erhohung des sterischen Anspruchs in der benzylischen

Position mit einer verbesserten Stabilitdt gegeniiber jenen genannten Faktoren einhergeht.

SO0
0 NO,
20

0o OH
(
0 NO,
91

o)
/\Ok/ojg\/\OH
\/ojﬁo NO,

O 99

o
/\ok/ O OH
~© o NO,
O 103f
OH
X
N 0 Yo

) 105

Propionsaurechlorid,
Triethylamin

CH,Clp, 0°C > RT, 24 h

Propionsaurechlorid,
Triethylamin

CH,Clp, 0°C > RT, 22 h

Propionsaurechlorid,
Triethylamin

CH,Clp, 0°C > RT, 22 h

Propionsaurechlorid,
Triethylamin

CH,Cl,, 0°C » RT, 23 h

Propionséurechlorid,
Triethylamin

CH,Cl,, 0°C > RT, 23 h

Schema 50: Synthese der photocaged Propionsduren 196a—e.
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Zur Synthese der photocaged Propionsiduren wurden die entsprechenden Alkohole 90, 91, 99, 103f
und 105 mit Propionsédurechlorid und Triethylamin umgesetzt (Schema 50). Da Propionsédurechlorid
mit Wasser unter Bildung von Propionséure (3) reagiert, war es notwendig trockene Losungsmittel zu
verwenden und die Synthese unter inerten Bedingungen durchzufiihren. Fiir die Umsetzung der
priméren Alkohole 90, 99, und 105 zu den Estern 196a—c konnten sehr gute Ausbeuten von 82-94 %
erzielt werden. Die auf den sekundédren Alkoholen 1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanol 91
(NBE) und 1-[4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]phenylmethanol 103f (BECPh) basie-
renden Ester 196d und 196e wurden mit einer méfigen Ausbeute von 65 % erhalten. Dies koénnte auf
eine langsamere Reaktionsrate zuriickzufiihren sein und durch eine ldngere Reaktionszeit oder eine

erhohte Reaktionstemperatur optimiert werden.

4.3.2.2 In vitro Charakterisierung

Wie erwartet weisen die mit Nitropiperonyl-Derivaten versehenen photocaged Propionséduren 196a—e
sehr dhnliche Absorptionsspektren auf. So zeigen die NP-cPropionsdure (196a) sowie die
NBE-cPropionséure (196d) ein Absorptionsmaximum bei 345 nm und die BEC-cPropionséure (196b)
sowie die BECPh-cPropionsdure (196e) ecin Absorptionsmaximum bei 328 nm bzw. 325 nm.
DC-cPropionsdure (196¢) hingegen besitzt ein Maximum bei 381 nm (Abbildung 62). Die

Modifikationen in a-Position zeigen dabei nahezu keinen Einfluss auf die Absorptionsspektren.

20000

——196a

T T 1
300 400 500
Wellenlange [nm]

Extinktionskoeffizient [M~" cm™]

Abbildung 62: Absorptionsspektren der photocaged Propionséuren 196a—e (in MeOH).

Die Verbindungen zeigten durchweg eine geringe Loslichkeit in wissrigen Medien (Tabelle 14). Eine
Erhohung der Loslichkeit durch die verwendeten Schutzgruppen war dahingegen nicht moglich, da bei
der dafiir entwickelten Schutzgruppe (BC) die Carbonsduren durch Ethylester (BEC) maskiert sind.

Diese miissten unter basischen Bedingungen entschiitzt werden, was jedoch zu einer zeitgleichen
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Abspaltung der Propionsdure fithren wiirde. Fiir Experimente unter physiologischen Bedingungen
wurden die photocaged Propionsduren daher in DMSO vorgelost. Um dies zu umgehen, wiirde sich
zukiinftig — anstelle von Ethylestern — die Verwendung von tert-Butylestern anbieten. Diese kdnnen
unter sauren Bedingungen selektiv abgespalten werden und wiirden so die 16slichkeitsvermittelnden
Carbonséure-Funktionalititen der photolabilen Schutzgruppe freisetzen, ohne eine simultane

Freisetzung der Propionsdure zu bewirken.

Tabelle 14: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Propionsduren 196a—e.

Verbindung Amax® [nm] €(ma0)®™ [M ' em™] S [mMm]
196a 345 5578 <0.1
196d 345 4474 <0.1
196b 328 6451 <0.1
196e 325 5381 <0.1
196¢ 381 18028 <0.1

2l Maximale Absorptionswellenlinge Amax gemessen in MeOH; P! Extinktionskoeffizient & bei Amax gemessen in MeOH; ]

Léslichkeit S gemessen in dest. H20.

Um die Stabilitit von NP-cPropionsdure (196a), NBE-cPropionséure (196d), BEC-cPropion-
sdure (196b) und BECPh-cPropionsdure (196e) gegeniiber Esterasen und Hydrolyse in wéssrigen
Medien zu testen, wurden diese zu 1 mL Zelllysat des Stammes E. coli Tuner(DE3) entsprechend
einer ODsgo von 0.6 gegeben und fiir 24 h bei 37 °C und 800 rpm inkubiert. Nach Aufarbeitung wurde
der Verlauf der Reaktion mittels NMR und Diinnschichtchromatographie verfolgt. Die NMR-Spektren
lieferten keine Erkenntnisse, da aus dem Zelllysat stammende Verunreinigungen keine Auswertung
zulieBen. Die Diinnschichtchromatographie ergab lediglich, dass die NP-cPropionsiure (196a)
vollstindig und die NBE-cPropionsédure (196d) zum Grofteil abgebaut wurden. Bei BEC-cPropion-
sdure (196b) und BECPh-cPropionsdure (196e) konnte ebenfalls ein Abbau beobachtet werden. Hier
liegt die Vermutung nahe, dass zusétzlich zur Propionsdure die Ethylester abgespalten wurden. Eine
Instabilitdt der Ethylester der BEC-Schutzgruppe gegeniiber Esterasen konnte bereits frither von

Schelkle et al. gezeigt werden.P
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4.3.2.3 In vivo Applikation

Erste Versuche zur invivo Anwendbarkeit der photocaged Propionsdure wurden von
M. Sc. Fabienne Hilgers ausgefiihrt. Hierfir wurde der Stamm E. coli Tuner(DE3) mit dem
Expressionsvektor pPro24-eYFP verwendet. Dieser besitzt das eYFP Reportergen unter der Kontrolle
des P,,s-Promotors. Es konnten jedoch keine Erkenntnisse iiber die verwendeten photocaged
compounds gewonnen werden, da eine hohe Basalexpression auch in Abwesenheit von exogenem
Induktor und UV-Licht keine Auswertung der Ergebnisse zulie. Es ist bekannt, dass das Level der
Basalexpression in Minimalmedien stark von der Kohlenstoff-Quelle abhéngig ist und ein Induktor
auch iiber einen endogenen Stoffwechselweg hergestellt werden kann.*”! Dieses Problem konnte
nicht behoben werden, weshalb keine weitere Generation von photocaged Propionsduren mit
optimierten Parametern fiir die invivo Anwendung synthetisiert wurden. Die synthetisierten
photocaged Propionsduren wurden daher auch nicht fiir eine Verwendung in einem

wellenldngenselektiven Anregungssystem in Betracht gezogen.

4.3.2.4 Zusammenfassung des Kapitels

e Insgesamt wurden fiinf neuartige photocaged Propionsdure-Derivate erfolgreich
synthetisiert und ihre photochemischen Eigenschaften charakterisiert.

e In der Untersuchung zum Einfluss der Erhdhung des sterischen Anspruches in a-Position
auf die Stabilitdt der Esterbindung gegeniiber Esterasen konnte keine eindeutige Aussage
getroffen werden.

e Die hohe Basaltranskription des E. coli Tuner(DE3)/pPro24-eYFP Stammes verhinderte

eine in vivo Testung der photocaged Propionsdure-Derivate.
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4.3.3 Herstellung der photocaged Benzoesaure-Derivate

4.3.3.1 Erste Generation

Zunédchst wurden mehrere photocaged Benzoesdure-Derivate synthetisiert, welche bereits in der
Doktorarbeit von Dr. Claus Bier hergestellt, aber nicht vollstindig charakterisiert wurden.®'? Ziel war
es, diese auf ihre photochemischen Eigenschaften und ihre Eignung zur lichtgesteuerten
Genexpression hin zu testen. Bei dieser ersten Generation von photocaged Benzoesdure-Derivaten
handelte es sich um die Verbindungen NP-cToluylsdure (197a), NBE-cToluylsédure (197b),
NP-cAnthranilsdure (197¢), NBE-cAnthranilsdure (197d) und NP-cSalicylsdure (197¢). Ausschlief3-
lich von der Verbindung NP-cSalicylsdure (197e) waren noch ausreichende Mengen vorhanden,

weshalb dieses nicht erneut synthetisiert wurde.

@5\*@*@ <ﬁ¢ Ej <7§f§

197a R=H 197¢ = 197e
197b R =Me 197d R Me

Abbildung 63: Photocaged Benzoesédure-Derivate der ersten Generation.

Synthese

Nach Vorschriften von Dr. Claus Bier wurde m-Toluylsdurechlorid zu den in Pyridin geldsten
Alkoholen 90 und 91 gegeben, um NP-cToluylsdure (197a) bzw. NBE-cToluylséure (197b) zu
erhalten. Dabei konnten die gewiinschten Produkte jeweils in einer Ausbeute von 66 % dargestellt

werden (Schema 51).

R R O
<°]j\on4 m-Toluylsaurechlorid <0]j\o)K©/
o NO, Pyridin, 0 °C = RT, 24 h o NO,
90 R=H 197a R=H,66%
91 R=Me 197b R =Me, 66 %

Schema 51: Synthese der photocaged m-Toluylsduren 197a und 197b.
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Ebenfalls nach einer Vorschrift von Dr. Claus Bier wurden 6-Nitropiperonylbromid (94) und
1-(6-Nitrobenzo[d][ 1,3]dioxol-5-yl)ethylbromid (95) in einer Sx2-Reaktion mit einem Uberschuss
Anthranilsiure (2b) (4 Aq.)) zu NP-cAnthranilsiure (197¢) und NBE-cAnthranilsiure (197d)
umgesetzt (Schema 52).°' Aufgrund der ungeschiitzten Carbonyl-Funktionalitit wurden als
Nebenprodukte der Ester 198a sowie die doppeltgeschiitzte Anthranilsédure 198b erhalten. Diese
konnten zwar séulenchromatographisch vom gewiinschten Produkt abgetrennt werden, fiihrten jedoch
zu einer deutlich verringerten Ausbeute von 24 % bzw. 37 %. Da fiir die Nebenprodukte 198a und
198b keine Verwendung absehbar war, wurden diese nicht in ausreichend hoher Reinheit isoliert, um
eine zuverldssige Ausbeute bestimmen zu konnen. Nach einer ersten sdulenchromatographischen

Aufreinigung waren diese noch mit tiberschiissiger Anthranilséure (2b) verunreinigt.

R , : ;
4 Aq. Anthranilsaure,
o K CcO
S Gy S, R <
o NO, ' NO o NO, H,N

94 R=H 197¢ R=H,24% 198a 198b
95 R=Me 197d R=Me, 37 %

Schema 52: Synthese der photocaged Anthranilsduren 197¢ und 197d.

Da die Reaktion zur NP-cSalicylsdure (197e¢) mit Salicylsdure (2a) unter denselben
Reaktionsbedingungen ablduft, lag hier die Vermutung nahe, dass dort ebenfalls die Bildung von
Nebenprodukten moglich war. Die noch verfiigbare NP-cSalicylsdure (197¢) Probe wurde daher
mittels '"H-NMR auf ihre Reinheit und durch Auswertung der HMBC-Korrelationen (HMBC, engl.:
heteronuclear multiple bond correlation) (Abbildung 64) auf ihre Struktur hin tberpriift. Dabei wurde
festgestellt, dass die urspriinglich zugeordnete Struktur 197e, bei der die Verkniipfung von
photolabiler Schutzgruppe und Salicylsdure (2a) {iber eine Etherbindung stattgefunden hatte,
nichtzutreffend war. Es war eine klare Kopplung der benzylischen Protonen 1'-H zum
Carbonylkohlenstoff C-7" zu erkennen. Bei der Verbindung handelte es sich somit eindeutig um den

Ester 197e*, der forthin als NP-cSalicylsaure* (197e*) bezeichnet werden wird.
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Abbildung 64: HMBC-Spektrum (CDCls, 600 MHz) zur Verifizierung der Struktur als NP-cSalicylsdure® (197e*).

Unter den  gleichen  Reaktionsbedingungen  wurde  4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-
nitrobenzylbromid (100) umgesetzt (Schema 53). Dabei wurde ein Produktgemisch aus dem
Ester 199a und der doppelt geschiitzten Variante 199b erhalten. Auch hier konnte die
Verbindung 199a mittels Auswertung der HMBC-Korrelationen eindeutig als Ester identifiziert
werden (Abbildung 65). Die erhaltenen Produkte bestitigten somit, dass eine Veretherung der

phenolischen OH-Gruppe ausschlieBlich durch eine vorherige Schiitzung der Carbonséure moglich ist.

/\O)K/O]j\ )D
NO, HO
. . 199a
(o) Salicylsaure,
\/ojﬁo NO, Aceton, RT, 3d

(0] 100 /\ok/ojj\ )D
\/Ojﬁo NO, O

Schema 53: Synthese der photocaged Salicylséduren 199a und 199b.
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Abbildung 65: HMBC-Spektrum (CDCls, 600 MHz) zur Verifizierung der Struktur als BEC-cSalicylsdure (199a).

Daher wurde in nachfolgenden Reaktionen anstelle von Salicylsdure (2a) der kommerziell erhéltliche
Salicylsdureethylester verwendet. Dieser wurde gewéhlt, da er sich bei der finalen Entschiitzung zur
BC-cSalicylsdure (197f) unter den gleichen Reaktionsbedingungen abspalten lassen sollte. Die
Reaktion mit dem Bromid 100 ergab das gewiinschte Produkt 200 in sehr guten Ausbeuten von bis zu
92%  (Schema 54). Bei der Umsetzung von  6-Nitropiperonylbromid (94) und
1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethylbromid (95) mit dem Salicylsdureethylester war es bei
Raumtemperatur nicht moglich einen vollstindigen Umsatz zu erhalten. Daher wurde die Reaktion
nach anfinglichem Riihren bei Raumtemperatur auf 50 °C erwiarmt. Es konnten fiir die photolabil-
geschiitzten Salicylsdureethylester 201 und 202 Ausbeuten von 40 % bzw. 74 % erreicht werden. Fiir
hohe Ausbeuten waren jedoch trotz der erhohten Temperatur lange Reaktionszeiten von mehreren
Tagen nétig. Die Reaktion von 6-Nitropiperonylbromid (94) mit Anthranilsduremethylester fiihrte

auch schon bei Raumtemperatur in guten Ausbeuten (76 %) zum gewiinschten Produkt 203.
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(0]
0 Salicylsaureethylester,
Z Soe s, /Ej
\/Ojﬁo NO, Aceton,RT, 2d \/Ojﬁo

NO, O
O 100 200
82-92 %
R _
Salicylsaureethylester,
<O Br K,CO3 < ]j\
o) NO, Aceton, RT - 50 °C, 1-5d NO, O
94 R=H 201 R=H,40%
95 R=Me 202 R=Me,74 %

Anthranilsauremethylester,

<O]©\/\Br KoCO3 < ]@\ /E ]
O NO, Aceton, RT, 5d NO, O
94

203
76 %

Schema 54: Synthese von geschiitzten photocaged Benzoeséure-Derivaten.

Fiir die nachfolgende Entschiitzung des Ethylesters 200 wurden verschiedene Bedingungen getestet
(Tabelle 15). Bei der Verwendung von wéssriger LIOH-Losung (0.2 M) konnte bei Reaktion fiir 4 h
bei 0 °C (Tabelle 15, #1) nur Edukt reisoliert werden. Durch Rithren bei Raumtemperatur iiber
mehrere Tage (#2) konnte zwar ein vollstdndiger Umsatz des Eduktes beobachtet werden, jedoch
gelang nur die Isolation eines Produktgemisches. Mit wissriger NaOH-Losung (0.2 M) konnte bei
einer Reaktionszeit von 3 d (#3) die Dicarbonséure 204 isoliert werden. Der aromatische Ethylester
zeigte jedoch gegeniiber den aliphatischen Ethylestern eine erhohte Stabilitdt, welche erst bei Reaktion
mit wissriger KOH-Losung (0.2 M) iiberwunden werden konnte (#4). Hier war jedoch auch eine
Erhohung der Temperatur auf 60 °C (#5) nétig, um vollstdndigen Umsatz in einer angemessenen
Zeitspanne zu erhalten. Somit konnte das gewiinschte Produkt 197f abschlieend in Ausbeuten von
>90 % erhalten werden. Ausbeuteverluste sind hierbei vor allem auf die abschlieBende Filtration

zuriickzufiihren.
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Tabelle 15: Reaktionsoptimierung der Entschiitzung unter basischen Bedingungen.

o
(0]
/\Ok/ Base in H,0 (0.2 M) :©\/\ /5 \j
MeOH Temperatur, Dauer

\/OY\O

o/ 1lal

# ((E ;S;I) Temperatur Dauer Ur[r:/iz;tz Ausbeute [%I

204 197f
1 LiOH 0°C 4h 0 0 0
2 LiOH 0°C = RT 3d 100 0 0
3 NaOH 0°C = RT 3d 100 36 0
4 KOH 0°C =+ RT 3d 100 80° 20°
5 KOH 60 °C 3h 100 0 92

[al Tsolierte Ausbeute; [ Produktverhiltnis bestimmt mittels NMR.

Diese Reaktionsbedingungen wurden nachfolgend fiir die Entschiitzung der Salicylsdureester 201 und
202 verwendet (Schema 55). Fir Verbindung 201 konnte jedoch keine NP-cSalicylsdure (197e)
isoliert werden und fiir Verbindung 202 die NBE-cSalicylsdure (197g) nur in geringen Ausbeuten von
17 %. Ohne Erhitzen war zuvor kein Umsatz erkennbar. Auch beim Anthranilsdureester 203 konnte
weder bei Raumtemperatur noch beim schrittweisen Erhohen der Temperatur auf 80 °C ein Umsatz
verzeichnet werden. Hier konnte jedoch das Edukt reisoliert werden, wogegen bei den
Salicylsdureestern 201 und 202 das Edukt augenscheinlich zersetzt wurde. Fiir den
Salicylsdureester 201 wurde eine alternative Entschiitzung nach Anderson et al. mit Bariumhydroxid

in Methanol getestet, welche jedoch ebenfalls keinen Umsatz zum Produkt lieferte. 6"

R
{ ]ij\)\ KOH-Lésung (0.2 M) <O]j\o
MeOH, 60 °C, 4 h o NO, 07 OH

201 R= 197¢ R=H,0%
202 R Me 1979 R=Me, 17 %
<°]@H’ £ KOH-Lésung (0.2 M) <°]@H‘ £
o NO, 070 MeOH, RT = 80 °C, 2 d o NO, 07 OH
203 ! 197¢

Schema 55: Entschiitzung unter basischen Bedingungen.
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In vitro Charakterisierung

Im Folgenden wurden die photolabil geschiitzten Benzoesdure-Derivate 197a—g vergleichend
betrachtet. Die Absorptionsspektren zeigten dabei alle einen gleichartigen Verlauf mit
Absorptionsmaxima von 340-346 nm (Abbildung 66A). Einzig bei NP-cSalicylsdure* (197e*) wurde
dieses durch ein zweites Maximum iiberlagert, wodurch der hochste Absorptionswert bei 308 nm
vorliegt. Die Extinktionskoeffizienten beim Absorptionsmaximum befinden sich ebenfalls alle in

derselben GroBenordnung (4300-7600 M~ cm™).

A B
T
§ 10000 N * 1972 375nm
S 1972 <  197b 375nm
s —197b 810 197c 375nm
= 1o7e v 197d 375nm
5 197"* h~] ¢ 197e* 375 nm
2 —::;: 3 1979 375nm
% 1978 £ 054 197f 375nm
o el
3 S
S 8
S S .
€ 04 5 0.0 1
= T T - T T T T
u’j 300 400 0 20 40 60

Wellenlénge [nm] Bestrahlungsdauer [min]

Abbildung 66: Vergleich der photocaged Benzoeséure-Derivate der ersten Generation. A) Absorptionsspektren [197a—e*,g:
in MeOH; 197f: in NaPi-Puffer (100 mMm, pH = 7.4)]. B) In vitro Zerfallskurven [197a—e*,g: 1 mM in MeOH; 197f: 0.5 mM in
NaPi-Puffer (100 mm, pH = 7.4)] in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm™).
Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Beim Vergleich der Halbwertszeiten®® zeigt sich fir NP-cToluylsiure (197a) und
NBE-cToluylsdure (197b) der erwartete Effekt der benzylischen Methyl-Gruppe, nidmlich eine
verringerte Halbwertszeit (Abbildung 66B). Dies ist bedingt durch die verbesserte Stabilisierung des
bei der Photolyse entstehenden benzylischen Radikals, wodurch eine vereinfachte H-Abstraktion
erméglicht wird.[® ™ Bei Betrachtung der Quantenausbeuten spiegelt sich dies ebenfalls wider, da
hier NBE-cToluylsdure (197b) eine etwa dreimal so hohe Quantenausbeute aufweist (Tabelle 16). Bei
Gegeniiberstellung von NP-cAnthranilséure (197¢) und NBE-cAnthranilsdure (197d) ist dieser Effekt
jedoch nicht zu beobachten. Hier zeigten beide eine vergleichbare Quantenausbeute und eine dhnliche
Halbwertszeit von tos ~ 0.8 min, was gleichzeitig die mit Abstand kiirzeste Halbwertszeit darstellte.
Beide Proben wiesen eine hohe Stabilitit gegeniiber Solvolyse auf. Auch die
NBE-cSalicylsdure (197g) wies bei gleichzeitig hoher Stabilitdt gegeniiber Solvolyse einen schnellen
photolytischen Zerfall mit einer Halbwertszeit von tos ~ 2.0 min auf. Auch hier ist bedingt durch die

Methyl-Gruppe an der benzylischen Position eine deutlich hdhere Quantenausbeute zu finden als bei

20 Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.
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der strukturell dhnlichen BC-cSalicylsdure (197f). Zuvor wurde einzig fiir NP-cToluylsiure (197a)
eine Halbwertszeit von tos =45 min in einem gepufferten Methanol-Wasser-Gemisch bestimmt.*'?
Diese stimmt sehr gut mit den in dieser Arbeit ermitteltem Ergebnis iiberein, welches in reinem

Methanol ermittelt wurde.

Tabelle 16: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Benzoesidure-Derivate 197a—g der ersten Generation.

Stabilitit
Verbindung X[Tlm[]] [5/1(}17:11)1[5]1] t"'}ﬁfﬁfm e [ri[;/]l] dremn(375)" ngﬁrfaf‘(:nZi)][g]
(%]
197a 2 3193 424 89l <01 399x107 13
197b 340 2604 151 78825 <00 121x 107 32
197c 344 1749 0.79 9483 <0.1  204x10" 357
197d 21625 080 100£3 <01 1.99x10" 323
197¢* 308 2343 168 79¢10 <01 753x10° 18
197g 344 2437 197 1003 <01 7.88x 107 192
1976 346 4017 244 8410 320 3.59x 107 144

lal Maximale Absorptionswellenliinge Amax gemessen in MeOH; P! Extinktionskoeffizient € bei 375 nm gemessen in MeOH;
[l Halbwertszeit to.s nach Bestrahlung bei 375 nm in MeOH; (9 Stabilitdt gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht
(angegeben in % der verbleibenden Startverbindung nach 24 h); [ Loslichkeit S gemessen in dest. Wasser;
Il Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei 375 nm gemessen in MeOH; [¢] Photolytische Effizienz e¢ des
Zerfalls nach Bestrahlung bei 375 nm; [l gemessen in NaPi-Puffer (100 mm, pH = 7.4).

137



Ergebnisse und Diskussion

Es ist zu erkennen, dass beziiglich der Stabilitit gegeniiber Solvolyse Ether und Amine grundsitzlich
geeignete Verbindungsklassen darstellen. Auch Ester zeigen in Methanol eine zufriedenstellende
Stabilitdt, welche jedoch beim Einsatz im biologischen Kontext voraussichtlich niedriger ausfallen
wiirde aufgrund der Anwesenheit von Esterasen. Zusitzlich zeigte die photolabile Schiitzung an der
aromatischen Hydroxy- bzw. Amin-Funktionalitit einen deutlich schnelleren photolytischen Zerfall im
Vergleich zur Schiitzung der Carbonyl-Funktionalitit. Von den synthetisierten Verbindungen zeigt
jedoch nur BC-cSalicylsdure (197f) eine zufriedenstellende Loslichkeit in Wasser (3.20 mM). Diese
kann durch Uberfiihren in das entsprechende Natriumsalz 197h auf >100 mM erhoht werden. Die
iibrigen photocaged Benzoesdure-Derivate zeigen Loslichkeiten von <0.1 mM und sind somit nur

bedingt fiir den Einsatz im biologischen Kontext geeignet.

Die urspriinglich getroffene Annahme, dass aufgrund der geringen Loslichkeit der tibrigen photocaged
Benzoesdure-Derivate und der damit einhergehenden verwehrten Photolysierbarkeit ein Zwei-Phasen-
Kultivierungssystem anzustreben sei, wurde in einer Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers
iberpriift. Dieses erwies sich jedoch nicht als anwendbar. Deutlich vielversprechender schien daher
die Erhohung der Loslichkeit in wéssrigen Medien, um so gleichermaflen die Photolysierbarkeit zu
erhohen. Somit erwies sich BC-cSalicylsdure (197f) als einziger Vertreter der ersten Generation als

potenziell anwendbar in einem biologischen Kontext.

4.3.3.2 Zweite Generation

Die zweite Generation der photocaged Benzoesdure-Derivate sollte zusdtzlich zu einer hohen
Stabilitdt und einer erhdhten Loslichkeit ein bathochrom verschobenes Absorptionsmaximum
aufweisen. Hierzu wurde das zuvor synthetisierte Cumarin 110 verwendet. Als Induktoren wurden nur
die Anthranilséure (2b) und die Salicylsdure (2a) gewéhlt. Es wurden keine weiteren m-Toluylsdure-
Derivate synthetisiert. Diese kdnnten zum einen ausschlielich iiber einen Ester photolabil-geschiitzt
werden, welche jedoch erfahrungsgemall von Esterasen gespalten werden konnen. Zum anderen wiirde
durch die Schiitzung der Carbonséurefunktionalitit die Loslichkeit weiter herabgesetzt werden und
somit einen erfolgreichen Einsatz verhindern. Daher wurden im Folgenden die Verbindungen 197i und

197j synthetisiert.
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Abbildung 67: Photocaged Benzoesdure-Derivate der zweiten Generation.

Synthese

Die Synthese erfolgte ausgehend vom aktivierten Cumarin-Kohlensdureester 110 durch Umsetzung
mit Anthranilsdure (2b) und DMAP in Dichlormethan bei Raumtemperatur. Das gewiinschte
Produkt 197k konnte in einer Ausbeute von 46 % erhalten werden (Schema 56). Diese Verbindung ist
jedoch schlecht 16slich im wéssrigen Medium und miisste fiir eine Anwendung im biologischen

Bereich in DMSO vorgeldst werden.

HO.__O
0__0 o N
I \©\ Anthranilsaure, DMAP I
= NO;  CH,Cl,, RT, 20 h A
110 197k
46 %

Schema 56: Synthese von DC-cAnthranilsdure (197k).

Um die Léslichkeit zu steigern, wurde DC-cAntranilsdure (197k) mittels Dowex 50WX4 (Na*-Form)
in das entsprechende Natriumsalz 197i iiberfiihrt (Schema 57). Dazu wurde zunéchst das kommerziell
erhiltliche Dowex 50WX4 (H'-Form) durch Spiilen mit 1 M NaCl-Lésung und anschlieBendem
Waschen mit Wasser in die benétigte Na“-Form {iiberfiihrt. Die geringe Ausbeute lisst sich dabei auf
eine starke Absorption des Substrates auf der Oberfliche des lonenaustauschers zuriickfiihren. Da die
Reaktion aufgrund der schlechten Loslichkeit im Acetonitril-Wasser-Gemisch unter starker
Verdiinnung durchgefiihrt werden musste und das abschlieBende Entfernen des Acetonitril-Wasser-
Gemisches mit einem hohen Zeitaufwand einherging, empfiehlt sich eher die Umsetzung mit einer

definierten Menge einer verdiinnten NaOH-Losung.
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Schema 57: Synthese von DC-cAnthranilsdure® (197i).

Die direkte Bildung des aktivierten Kohlensdureesters 205 war nicht moglich (Schema 58). Die freie
Carbonséure fiihrte wie erwartet zur Bildung einer Reihe von Nebenprodukten, wobei das gewiinschte
Produkt 205 nicht isoliert werden konnte. Daher wurde zunichst das tert-Butylsalicylat (206) tiber
eine Steglich-Veresterung unter Verwendung von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und DMAP
in einem fert-Butanol/THF-Gemisch hergestellt (Ausbeute: 53—64). Der fert-Butylester lédsst sich unter
sauren Bedingungen hydrolysieren und besitzt somit eine hervorragende Kompatibilitdt mit den
Carbamat-Gruppen. Im Anschluss an die Schiitzung verlief die Reaktion hin zum aktivierten
Kohlensédureester 207 mit méfigen Ausbeuten von 41 %. Den Grund dafiir stellte eine auftretende
Nebenreaktion dar, bei welcher das 4-Nitrophenylchlorformiat und die Aminbase reagieren. Dabei
wurde das Carbamat 208 als Nebenprodukt in signifikanten Mengen gebildet. Diese Dealkylierung
tertiarer Amine durch Phenylchlorformiate wurde bereits von Hobson und McCluskey beschrieben.*¢?!
Somit empfiehlt sich die Verwendung von DMAP oder Pyridin anstelle von Triethylamin oder

DIPEA, um die Ausbeute zu erhdhen.

O,N
4-Nitrophenylchlorformiat, \©\ j\
Triethylamin
HO y (0] (0]
HO (0]
205

CH,Cl,, RT, 24 h
HO™ Y0

tert-BUOH/THF 2.5:1 (v/v),

2a
DCC, DMAP,
RT, 17 h

O,N
RYS
HO 4-Nitrophenylchlorformiat, o)ko 1)

O,N
DIPEA
LR L
)?\ O CHyCly, RT, 24 h j\ o] S NK
206 207 208
53-64 % 41 %

Schema 58: Synthese des aktivierten Salicylsdure-Kohlensdureesters 207.
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Der so erhaltene aktivierte Salicylsdure-Kohlensdureester 207 wurde mit dem Cumarinamin 112 in
Gegenwart von DIPEA und DMAP umgesetzt (Schema 59). Die tert-Butyl-geschiitzte photocaged
Verbindung 209 wurde in Ausbeuten von 59-79 % erhalten. Die anschlieBende Entschiitzung unter
sauren Bedingungen mittels Trifluoressigsdure verlief quantitativ, bendtigte jedoch im Vergleich zu
der Entschiitzung der Kohlenhydrate Raumtemperatur und eine Reaktionszeit von einer Stunde. Um
auch hier eine Steigerung der Loslichkeit zu erreichen und somit eine einfache Handhabung zu
ermdglichen, wurde die Séure 1971 durch Zugabe von wiéssriger Natriumhydroxid-Ldsung unter

quantitativer Ausbeute in das entsprechende Natriumsalz 197j iiberfiihrt.

o}
\ \
N O._N
e NN
S \ 207, DMAP, DIPEA o \
= CH,Cly, RT, 22 h N 0”0
N 0 Yo N 0o )[\
112 209
59-79 %
TFA, H,0,

CH,Cl,, 0°C > RT, 1h

| o}
OWN\/\'\“XO \/\,\“
X © 07 S0_NaOH (02 M in H,0)
/)‘ oo Na = MeOH., RT, 10 min /\N

197j 1971
quant. quant.

Schema 59: Syntheseweg hin zu den photocaged Salicylsdure-Derivaten 1971 und 197j.

Wie bei der vorherigen Verwendung der Spacer konnte erneut, bedingt durch die Amid-Resonanz der
Carbamat-Funktionalititen im 'H-NMR-Spektrum, die Ausbildung von Rotameren beobachtet
werden. Auch in diesem Fall wurde, um die Reinheit der Struktur nachweisen zu konnen, in
Kooperation mit Kevin Bochinsky eine dynamische NMR-Messung durchgefiihrt. In dieser Messung
wurde die Messtemperatur schrittweise von 20 °C auf 70 °C erhoht, wodurch ein eindeutig reines

Spektrum der Verbindung 1971 erhalten wurde.

141



Ergebnisse und Diskussion

3-H

8-H
6-H 70 °C

60 °C

ST TS P Y [

8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 64 6.2 6.0 5.8

Abbildung 68: Dynamische NMR-Messung der Verbindung 1971 bei 20—70 °C durchgefiihrt von Kevin Bochinsky.

In vitro Charakterisierung

Die photocaged Benzoesdure-Derivate der zweiten Generation zeigen deutlich geeignetere
Eigenschaften fiir eine Anwendung in biologischen Systemen. Sie besitzen ein bathochrom
verschobenes Absorptionsmaximum und einen ausreichend hohen Extinktionskoeffizienten bei
Wellenldngen zwischen 400 und 450 nm, um eine Entschiitzung durch Belichtung in einer vertretbaren
Zeitspanne (<30 min) zu ermoglichen (Abbildung 69). Die Stabilitdtsmessungen nach 24 h deuten auf
eine hohe Stabilitdt hin. Dies ist auf die deutlich hohere Stabilitdt der Carbamat-Gruppe gegen

Solvolyse im Vergleich mit der Carbonat-Gruppe zuriickzufiihren.*"

Die Betrachtung der
Halbwertszeiten?! unterstreicht die Eignung der photocaged Salicylsiure (1971) fiir eine
wellenldngenselektive Anregung. Nach Belichtung bei 375 nm erfolgt der photolytische Zerfall
langsam mit einer Halbwertszeit von tos ~ 20 min, wohingegen nach Bestrahlung bei 430 nm die

Halbwertszeit nur to.s = 3 min betrigt.

2! Der Begriff Halbwertszeit wird hier und im Folgenden verwendet, auch wenn es sich nicht um eine Reaktion
erster Ordnung, sondern um einen komplexeren Zerfallsprozess handelt.
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Abbildung 69: Vergleich der photocaged Benzoesédure-Derivate der zweiten Generation. A) Absorptionsspektren [in NaPi
Puffer (20 mMm, pH 7.4)/MeOH 9:1]. B) Strukturformeln. C) In vitro Zerfallskurve [I mM in NaPi Puffer (20 mm,
pH 7.4)/MeOH 9:1] in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdauer nach Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm™2). D) In vitro
Zerfallskurve [1 mM in NaPi Puffer (20 mM, pH 7.4)/MeOH 9:1] in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer nach
Belichtung bei 375 nm (6.4 mW cm™2) bzw. 430 nm (45.6 mW cm™2). Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um
Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

Das zuvor beobachtete Ausbleiben des Selbstzerlegungs-Mechanismus des Spacer tritt bei der
Verbindung 1971 nicht auf, da bei der hier vorliegenden aromatischen Hydroxy-Gruppe das

entstehende Anion gut stabilisiert ist und somit eine gute Abgangsgruppe darstellt.
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Tabelle 17: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Benzoesdure-Derivate 197i und 1971 der zweiten
Generation.

A &)™ tos(Asw)l  Stabilitdt nach £dzerfalt(ser)!

Verbindung Ozertati(hsir) ™

[nm]  [M'em™] [min] 24 ht9 [%] Mem™]

197i 390 2946 1.96 (375) 98+0.2 9.01 x 1072 (375) 235 (375)
19.9 (375)

1971 395 14438 9445 2.66 x 1072 (430) 146 (430)
3.42 (430)

[al Maximale Absorptionswellenlinge Amax gemessen in NaPi Puffer (20 mM, pH 7.4)/MeOH 9:1; [ Extinktionskoeffizient &
bei Amax gemessen in NaPi Puffer (20 mm, pH 7.4)/MeOH 9:1; [] Halbwertszeit tos nach Bestrahlung bei Wellenléinge Asi
gemessen in NaPi Puffer (20 mm, pH 7.4)/MeOH 9:1; 9 Stabilitiit gegeniiber Solvolyse unter Ausschluss von Licht
(angegeben in % der verbleibenden Startverbindung nach 24 h); ! Quantenausbeute ¢ des Zerfalls nach Bestrahlung bei
Wellenldnge Asy gemessen in NaPi Puffer (20 mMm, pH 7.4)/MeOH 9:1; 1 Photolytische Effizienz €¢ des Zerfalls nach
Bestrahlung bei Wellenldnge Ast.

In vivo Applikation

In der von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrten Untersuchung der BC-cSalicylsdure (197f) und
der DC-cSalicylsdure (1971) wurde zundchst der Expressionswirt E. coli Tuner(DE3) verwendet.
Dabei zeigte sich, dass die verwendeten Expressionssysteme mit den Plasmiden pM117-R45T-
GFPmut3 und pM-R45T-GFPmut3, welche beide Varianten des XylS/Pn-Regulator/Promotor-
Systems beinhalten, eine Autoinduktion nach Bestrahlung mit UV-A-Licht aufwiesen. Dies ist darauf
zuriickzufiithren, dass die Aktivierung von XylS nicht nur durch die Bindung eines Effektormolekiils,

299, 363

sondern auch durch Uberproduktion aktiviert werden kann.! ! Dies liegt daran, dass die Bindung

von XylS an den Py-Promotor als Dimer erfolgt. Der Induktor bewirkt hierbei primir eine

341 Die Dimerisierung kann jedoch

Konformationsinderung, welche die Dimerisierung begiinstigt.'
auch allein durch eine hohe XylS Konzentration erreicht werden.**” Es besteht die Moglichkeit, dass
es durch die Bestrahlung mit UV-A-Licht zu einer Hyperproduktion von XylS kommt. Aufgrund der
daraus resultierenden hohen Basalexpression war eine Anwendung dieser Promotoren zur

lichtgesteuerten Genexpression via photocaged Induktoren nicht moglich.

Als Alternative wurde der Expressionsvektor pBNTmecs-mCherry unter der Kontrolle des Puigia-
Promotors mit mCherry als Reportergen ausgewdhlt. Im Gegensatz zu den Pn- bzw. Prnmii-i7-
Promotoren, welche eine breite Auswahl an Benzoesiure-Derivaten als Induktoren akzeptieren,™! ist
beim P,4e4.-Promotor eine effiziente Aktivierung ausschlieBlich iiber Salicylsiure (2a) moglich.B*
Somit fand die photocaged Anthranilsdure 197i keine weitere Anwendung. Sowohl

BC-cSalicylsdure (197f) als auch  DC-cSalicylsdure (1971) sowie die  entsprechenden
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Natriumsalze 197h und 197j bewirkten eine signifikante Expressionsantwort (Abbildung 70A). Die
unbelichteten Kulturen (Dunkelkontrollen) wiesen niedrige Fluoreszenzlevel analog zu den nicht-
induzierten Kontrollen auf. Dies zeigt, dass die getesteten Verbindungen iiber eine vollstindige
Stabilitdt unter den verwendeten Kultivierungsbedingungen (30 °C, 20 h) verfiigen. AnschlieBend
sollte die Anwendbarkeit in P. putida KT2440 demonstriert werden, welches ebenfalls mit dem
Expressionsvektor pPBNTmcs-mCherry versehen wurde. Hierbei fithrten die BC-cSalicylsdure (197f)
bzw. das entsprechende Natriumsalz 197h zu stark erhdhten Expressionsleveln in den unbelichteten
Kulturen in etwa vergleichbar mit den belichteten Kulturen (Abbildung 70B). Dies deutet darauf hin,
dass durch wirtsspezifische Enzyme eine Freisetzung der Salicylsdure (2a) erfolgt. Dieser Effekt war
bei der DC-cSalicylsdure (1971) nicht zu beobachten. Bei dieser wurde nur ein geringfiigiger Anstieg

des Fluoreszenzlevels in den unbelichteten Kulturen beobachtet.
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Abbildung 70: Lichtgesteuerte Genexpression unter Verwendung von BC-cSalicylsdure (197f), BC-cSalicylsdure* (197h),
DC-cSalicylsdure (1971) und DC-cSalicylsaure* (197j) in E. coli Tuner(DE3)/pBNTmcs-mCherry (A),
P. putida KT2440/pBNTmcs-mCherry (B). Die Strukturformeln sind in C dargestellt. Bei den abgebildeten Werten handelt
es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten. Die Daten fiir diese Abbildung wurden von Fabienne Hilgers
im Rahmen ihrer Dissertation erhoben und die Abbildung wurde in Anlehnung an einen gemeinsamen Manuskriptentwurf
erstellt.
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4.3.3.3 Zusammenfassung des Kapitels

Insgesamt wurden neun photocaged Effektormolekiile auf Basis von Benzoeséure-
Derivaten erfolgreich synthetisiert, von denen vier neuartig waren.

Die photochemischen Eigenschaften der photocaged Benzoesdure-Derivate wurden
charakterisiert und verglichen.

Der Selbstzerlegungsmechanismus des N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer erwies sich als
geeignet zur Freisetzung von Salicylsdure (2a).

Die Uberfilhrung der photocaged Benzoesiure-Derivate in die entsprechenden
Natriumsalze bewirkte eine ausreichende Steigerung der Loslichkeit zur Anwendung in
wassrigen Medien.

Die  optimierten  photocaged  compounds ~ DC-cAnthranilsdure (197i)  und
DC-cSalicylsdure (1971) erwiesen sich als geeignet fiir eine Freisetzung oberhalb von
400 nm.

In den invivo Untersuchungen konnte fiir DC-cSalicylsdure (1971) eine gute
Anwendbarkeit in E. coli Tuner(DE3) und P. putida KT2440 demonstriert werden.
BC-cSalicylsdure (197f) ist aufgrund der Instabilitdt in P. putida KT2440 nur zur
Verwendung in E. coli Tuner(DE3) geeignet.
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4.4 Werkzeugkasten fiir wellenldngenselektive Genexpression

Nachdem sowohl ein Grundstock an photocaged compounds, welche auf der o-Nitrobenzyl-
Schutzgruppe basieren, als auch eine Reihe von fiir die Anregung oberhalb von 400 nm, optimierten
Cumarin-geschiitzten Derivaten synthetisiert wurde, sollten beide fiir die wellenldngenselektive
Genexpression kombiniert werden. Aufgrund der vorherigen in vitro bzw. in vivo Experimente wurden
NB-cIPTG (150) sowie NP-cArabinose (84b) als Vertreter der o-Nitrobenzyle und photocaged
Arabinose (192) sowie DC-cSalicylsdure (1971) als Vertreter der Cumarine ausgewdhlt (Abbildung
71).

T ’
OH 192 o

150 = Amax = 385 nm

= hmax = 260 nm e

Amax = 352 M == T im Amax=395nm
OH ON o> \/\N
o] |
Homoxi:[o o
OH
84b 1971

Abbildung 71: Ubersicht iiber die zur wellenlingenselektiven Genexpression ausgewihlten photocaged compounds.

Da alle Chromophore eine nennenswerte Absorption im Bereich von 300-350 nm besitzen, ist eine
vollstindig orthogonale Entschiitzung generell nur schwer zu erreichen (Abbildung 72)."% Da dies
auch bei den hier vorliegenden photocaged compounds der Fall ist und somit eine Uberlappung der
Absorptionsspektren vorliegt, wurde eine wellenldngenselektive Entschiitzung angestrebt, bei der
zunichst die Schutzgruppe mit dem langwelligen Absorptionsmaximum photolytisch gespalten wird.
Um dabei eine moglichst selektive Anregung gewihrleisten zu konnen, sollte das Maximum des

Quotienten der photolytischen Effizienzen (ex¢zerran) bei den entsprechenden Wellenldngen groBer als
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100 sein."*? Dies bedeutet beispielsweise, dass bei gleicher Quantenausbeute eine der Verbindungen

100-mal stirker absorbiert und somit auch 100-mal effizienter photolysiert wird.!'*?!

Daraus ergibt sich, dass insbesondere die Kombination aus NB-cIPTG (150) (&4300zerfan = 1) und
DC-cSalicylséure (1971) (es300zertan = 146) die grofte Eignung fiir eine sequentielle Entschiitzung
aufzeigt, da diese von den synthetisierten Verbindungen den groBtmoglichen Quotienten der
photolytischen Effizienzen bei 430 nm aufweisen. Dariiber hinaus sollten auch NP-cArabinose (84b)
(84300 zerfan = 3) mit DC-cSalicylsdure (1971) (€430¢zertan = 146) sowie NB-cIPTG (150) (€430dzertant = 1)
mit DC-cArabinose (192) (€430¢zerta = 23) nutzbare Kombinationen darstellen (Tabelle 18). Bei
letzterer liegt der Quotient der photolytischen Effizienzen bei 23. Dies wiirde lediglich einer
Entschiitzung von ~4 % des NB-cIPTG (150) entsprechen. Es ist zu beachten, dass die verwendeten
Lichtquellen kein vollstindig monochromatisches ~Emissionsspektrum  besitzen.*'?  Die
Emissionsspektren ~ weisen eine gewisse Halbwertsbreite auf wund die angegebene
Belichtungswellenlidnge gibt lediglich das Emissionsmaximum wieder. Somit handelt es sich hierbei

um eine vereinfachte Betrachtung, um eine Vorselektion zu treffen.

7 ¥
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Abbildung 72: Vergleich der Absorptionsspektren der photocaged Verbindungen 84b, 150, 192 und 1971 mit den
schematischen Bestrahlungsbereichen der UV-A Lichtquelle (violettes Feld) und der 430 nm-LED des LUMOS 43 (dunkel-
violettes Feld).
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Tabelle 18: Photochemische Eigenschaften der photolabil geschiitzten Induktoren 84b, 150, 192 und 1971

™ eB75E g@30)  195(375)  to5(430) edzerran(430)

Verbindung - “ v (Mtem ] Mlem '] [min] [min] dzerun(430)" M ' em ]
1501 260 126 22 1.55 38.7 530 x 1072 1
84b'°! 352 4452 90 1.82 14.8 3.08 x 1072 3
1921 385 13130 1698 — 4.02 1.33x 1072 23
1971 395 11774 5478 19.9 3.42 2.66 x 107 146

[al Maximale Absorptionswellenlinge Amax; ! Extinktionskoeffizient €; [) Halbwertszeit tos; [ Quantenausbeute ¢ des
Zerfalls nach Bestrahlung bei 430 nm; [ gemessen in Tris-Puffer (20 mm pH 7.5)/MeCN 1:1; 1 gemessen in NaP;i-Puffer
(100 mMm, pH 7.4)/MeOH 9:1.

In Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers wurde die erfolgversprechende Kombination von
NB-cIPTG (150) und DC-cSalicylsdure (1971) in vivo untersucht. Der Stamm P. putida KT2440 mit
den beiden Expressionsplasmiden pBNTmcs-mCherry, welcher unter der Kontrolle des NagR/P ug.44-
Regulator/Promotor-Systems liegt, und pVLT33-GFPmut3 wurden verwendet, welcher die Lacl/P4c-
vermittelte Expression von GFPmut3 ermoglicht. Somit gewédhrleistet der Stamm eine zweifarbige
Expressionsantwort. Dabei aktiviert die Zugabe von IPTG (1a) die Expression des griin
fluoreszierenden Proteins GFP und durch Salicylsdure (2a) wird die Expression des rot
fluoreszierenden Proteins mCherry bewirkt. Die Bestrahlung erfolgte jeweils am Rande des jeweiligen
Absorptionsspektrums. Hier konnte trotz der geringeren Absorption eine schnelle Photolyse und vor
allem eine gute Selektivitdt erreicht werden. Als Positiv- und Negativkontrollen wurden die Kulturen
entweder mit blauem Licht (~447 nm) bzw. UV-A-Licht (365 nm) bestrahlt oder blieben unbelichtet
(Abbildung 73). Die unbelichteten Kulturen wiesen keine erhohten Expressionslevel auf. Es konnte
gezeigt werden, dass schon nach einer Belichtungsdauer von 5-10 min mit blauem Licht die alleinige,
vollstindige Entschiitzung der DC-cSalicylséure (1971) und dadurch eine mCherry Fluoreszenz von
70 % im Vergleich zur Induktion mit dem herkdmmlichen, nicht-photolabil-geschiitzten Induktor
erreicht werden kann. Eine Erhéhung der GFP-Fluoreszenz ist dabei nicht zu beobachten. Daraus geht
hervor, dass kein intermolekularer Energietransfer erfolgt und die hohe, bereits in vitro beobachtete
Selektivitdt erhalten bleibt. Erst nach Belichtung mit UV-A-Licht fir 30 min stieg auch die GFP-
Fluoreszenz an, erreichte jedoch nur etwa 40 % im Vergleich zur Verwendung des herkdmmlichen

Induktors. Dieser Wert konnte in zukiinftigen Studien durch die Nutzung von BC-cIPTG (197f)
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optimiert werden, da diese photocaged Verbindung bei bisherigen Untersuchungen eine deutlich

bessere Expressionsantwort in P. putida zeigte.
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Abbildung 73: Lichtgesteuerte Genexpression unter Verwendung von NB-cIPTG (150) (500 um) und
DC-NN-cSalicylsdure (1971) (50 um) in P. putida KT2440 mit den beiden Expressionsplasmiden pBNTmcs-mCherry und
pVLT33-GFPmut3. Die normierten Fluoreszenzlevel nach Induktion durch Bestrahlung mit blauem Licht (447 nm;
~10 mW cm™%; 5 oder 10 min) (+BL) sowie UV-A-Licht (365 nm; ~I mW cm™?; 30 min) sind im Vergleich zu der Zugabe
der konventionellen Induktoren IPTG (1a) (500 um) bzw. Salicylsdure (2a) (50 uM) oder der Negativkontrolle ohne Induktor
dargestellt. Bei den abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten. Die Daten
fir diese Abbildung wurden von Fabienne Hilgers im Rahmen ihrer Dissertation erhoben und die Abbildung wurde in
Anlehnung an einen gemeinsamen Manuskriptentwurf erstellt.

In einem Proof of Concept Experiment, welches von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrt wurde,
wurde die Kombination der photocaged Verbindungen 150 und 1971 zur Steuerung eines komplexen
Biosynthesewegs eingesetzt (Abbildung 74A). Dies konnte am Beispiel der Herstellung von
Rhamnolipiden in dem Stamm P.putida SK40 demonstriert werden.’*) Hierbei lagen die
chromosomal integrierten Gene r#/4 und rh/B, welche fiir zwei Proteine (RhlA und RhIB) zur
Produktion von Mono-Rhamnolipiden aus aktivierten 3-Hydroxyfettsauren (HFA) codieren, unter
Kontrolle des mit Salicylsdure (2a) induzierbaren NagR/P,.g4.-Regulator-Promotor-Systems
(Abbildung 74B). Zusitzlich beinhaltete der Stamm das Plasmid pVLT33-rhlC,*¢” welches das Gen
rhlC unter Kontrolle des Lacl/P,.-Regulator-Promotor-Systems aufwies. Das durch rhlC codierte
Protein (RhIC) ist schlieBlich fiir die Synthese von Di-Rhamnolipiden aus Mono-Rhamnolipiden
verantwortlich. Durch die lichtgesteuerte Aktivierung der photocaged Salicylsdure 1971 konnte die
Produktion des Mono-Rhamnolipids im Vergleich zur Induktion mit Salicylsdure (2a) deutlich erhoht
werden. Die weitere Umsetzung des Mono-Rhamnolipids zum Di-Rhamnolipid, welche durch die
UV-A-Licht-vermittelte Freisetzung des IPTGs (1a) aus der photocaged Verbindung 150 ermdglicht
wurde, fand zundchst nur in einem geringen Ausmal} statt. Dies konnte qualitativ mittels

Diinnschichtchromatographie bestimmt werden. Die Experimente zur exakten Quantifizierung sind

150



Ergebnisse und Diskussion

zum jetzigen Zeitpunkt noch ausstehend. Die Ergebnisse dieses initialen Proof of Concept
Experiments konnen in Zukunft durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen, sowie eine
Verwendung des in P.putida besser geeigneten photocaged IPTGs (197f) aufgewertet werden.
Aufgrund der generellen Kombinierbarkeit der photocaged Induktoren 150 und 1971 ist ebenfalls eine
Ubertragung auf weitere komplexe Stoffwechselwege denkbar. Dariiber hinaus stehen nun sowohl
eine Reihe von photocaged compounds zur Verfigung, welche zum Einsatz in bakteriellen
Organismen, wie E. coli, P.putida, B. subtilis, und R. capsulatus geeignet sind, als auch neue
Erkenntnisse, welche in das Design der niachsten Generation von photolabil-geschiitzten Induktoren

einflieen kénnen.
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Abbildung 74: A) Strukturformeln der verwendeten photocaged Induktoren 150 und 1971. B) Schematische Darstellung der
Produktion von Mono- und Di-Rhamnolipiden durch wellenldngenselektive Genexpression in P. putida SK40. Die
Herstellung der Mono-Rhamnolipide liegt unter der Kontrolle des NagR/Pyag4a-Regulator-Promotor-Systems, welches durch
Salicylsdure (2a) induziert werden kann. Die Umwandlung zu den Di-Rhamnolipiden wird durch das mit IPTG (1a)
induzierbare Lacl/Pwnc-Regulator-Promotor-System gesteuert. Die Abbildung wurde in Anlehnung an einen gemeinsam mit
Fabienne Hilgers erstellten Manuskriptentwurf gestaltet.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe von photocaged compounds zur Anwendung in der
lichtgesteuerten wellenlédngenselektiven Genexpression dargestellt und in vitro charakterisiert. Diese
photocaged compounds bestehen aus einer photolabilen Schutzgruppe und einem Effektormolekiil.
Zunéchst wurden photolabile Schutzgruppen mit unterschiedlichen funktionellen Einheiten hergestellt
(Kapitel 4.1), um eine Verkniipfung mit den unterschiedlichen Effektormolekiilen (Kohlenhydrate,
Benzoesdure-Derivate, Propionsdure) (Kapitel 4.2) zu ermdglichen. Das Hauptaugenmerk bei der
Auswahl der photolabilen Schutzgruppen lag dabei auf der bathochromen Verschiebung, aber die
Loslichkeit und Stabilitdt in wéssrigen Medien stellten ebenso wichtige Parameter dar. Es wurden
sowohl photocaged Verbindungen auf Basis von o-Nitrobenzyl-Derivaten zur Freisetzung von
Effektormolekiilen nach Belichtung bei 375 nm als auch photocaged Verbindungen zur Freisetzung
von Induktoren nach Bestrahlung bei >400 nm hergestellt, welche auf der (Cumarin-4-yl)methyl- oder
der Trimethyllock-Schutzgruppe basieren (Kapitel 4.3). Fiir die wellenldngenselektive nicht-invasive
Steuerung von bakteriellen Expressionssystemen wurden sinnvolle Kombinationen der photolabil-

geschiitzten Effektormolekiile evaluiert und ihre Anwendbarkeit demonstriert (Kapitel 4.4).

5.1 Photolabile Schutzgruppen

Bei der Auswahl der photolabilen Schutzgruppen war die Eignung fiir eine Anwendung in
biologischen Systemen essenziell. Daher mussten diese bei Wellenldngen oberhalb von 300 nm
schnell photolysierbar sein, um die Belichtungszeit sowie die Absorption durch endogene
Chromophore und die damit einhergehende Phototoxizitit mdglichst gering zu halten.?® 37 Die auf
Grundlage dessen erfolgreich synthetisierten photolabilen Schutzgruppen 8a, 19, 20a, 20b, 43¢, 43d,
53, 55 und 136 besitzen Absorptionsmaxima im Bereich von 260—488 nm (Abbildung 75) und kdnnen
zudem bei Wellenldngen oberhalb ihres Absorptionsmaximums effizient angeregt werden. Sowohl das
o-Nitrobenzyl-Chromophor 8a mit einem Absorptionsmaximum von lediglich 260 nm als auch die
Derivate 19-20b konnen bei 375 nm adressiert werden. Bei Bestrahlung oberhalb von 400 nm erfolgt
jedoch erst bei langen Belichtungszeiten eine Photolyse. Im Vergleich zu den o-Nitrobenzyl-
Chromophoren besitzen die synthetisierten (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate 43¢-d, 53 und 55 deutlich
hohere Extinktionskoeffizienten () sowie bathochrom verschobene Absorptionsmaxima und kénnen
somit auch oberhalb von 400 nm effektiv angeregt werden. Letzteres gilt ebenso fiir die
Trimethyllock-Schutzgruppe 136. Somit stellen die o-Nitrobenzyl-Derivate und (Cumarin-4-
yDmethyl- oder Trimethyllock-Schutzgruppen eine gute Kombination zur wellenldngenselektiven

Genexpression dar. Die jeweiligen Chromophore wurden mit verschiedenen funktionellen Einheiten
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ausgestattet, um eine Anbringung an Alkohole, Diole, Phenole, Carbonsduren und Amine zu

ermoglichen.
N
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Abbildung 75: Ubersicht iiber die synthetisierten photolabilen Schutzgruppen und den Einfluss der Modifikationen auf ihre
Absorptionsmaxima.

Eine zukiinftig sinnvolle Ergdnzung zu den in dieser Arbeit synthetisierten photolabilen
Schutzgruppen stellen die Nitroindolin- und die BODIPY-Chromophore 210 und 211 dar (Abbildung
76). Nitroindoline besitzen Absorptionsmaxima im Bereich von 340-360 nm®% 3! und sind somit als
Alternative zu den o-Nitrobenzyl-Derivaten zu verstehen. Sie sind jedoch besonders gut fiir die
Freisetzung von Carbonsduren geeignet, da diese nicht in Form von Estern, sondern von Amiden
vorliegen und somit sowohl eine hohe Stabilitdt gegeniiber Hydrolyse als auch Esterasen aufweisen.
Aber auch Alkohole, Phenole und Amine konnen in Form von Carbamaten und Kohlensdurediamiden

370]

geschiitzt und erfolgreich freigesetzt werden.! Ebenso existieren auch fiir die Nitroindoline

Modifikationen, welche eine erhohte Loslichkeit und verbesserte photochemische Eigenschaften

1, [371-373]

bewirke Die Nitroindolin-Schutzgruppe besitzt somit optimale Eigenschaften fiir eine

zukiinftige Anwendung in mikrobiellen Organismen.

BODIPY-Schutzgruppen hingegen besitzen Absorptionsmaxima im Bereich von 512-693 nm und

374-376]

reichen somit bis in den Nahinfrarot-Bereich herein.! Sie besitzen zumeist geringe

Quantenausbeuten, welche jedoch durch sehr hohe Extinktionskoeffizienten (g =3-7 x 10 M~ cm™)
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ausgeglichen werden, wodurch photolytische Effizienzen im Bereich der gingigen im UV-Bereich
absorbierenden photolabilen Schutzgruppen erreicht werden.” Vielfiltige
Modifikationsmoglichkeiten erlauben eine genaue Einstellung der spektroskopischen und
photophysikalischen Parameter. Die C2- und C6-Positionen kénnen leicht halogeniert werden und die
Substitution der C3- und CS5-Positionen mit Styryl-Gruppen, welche elektronenschiebende
Funktionalitdten besitzen, fiihrt zu einer starken bathochromen Verschiebung. Zusétzlich besteht die
Moglichkeit die Fluor-Reste am Bor-Atom durch Methyl-Gruppen zu substituieren, wodurch eine
starke Erhohung der Quantenausbeute erreicht werden kann.?’” Die meso-Methyl-BODIPY-basierten
Schutzgruppen konnen zur Freisetzung diverser funktioneller Gruppen (Amine, Alkohole, Thiole,
Carbonséuren, etc.) eingesetzt werden und die grundsitzliche Anwendbarkeit von BODIPY-
Schutzgruppen konnte in verschiedenen biologischen Systemen demonstriert werden.?” Aufgrund
dieser Eigenschaften stellt die Gruppe der BODIPY-Chromophore einen hervorragenden Kandidaten

zur Etablierung einer dritten Wellenldnge dar.

Nitroindoline

= Aemax = 340-360 nm[368. 3691

BODIPY

211

Amax ~ 510-690 nmI374-376] m

Abbildung 76: Ubersicht iiber potenziell niitzliche photolabile Schutzgruppen fiir eine Anwendung in bakteriellen
Organismen.

Als potenzielle Herausforderungen bei der Verwendung der BODIPY -Chromophore sind hierbei zum
einen die Loslichkeit und zum anderen die Bildung von Singulett-Sauerstoff zu beachten. In Bezug auf

Ersteres ist wichtig, dass eine ausreichende Loslichkeit in wissrigen Medien garantiert wird, da
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BODIPYs trotz ihres zwitterionischen Charakters tendenziell hydrophob sind und somit zur
Aggregation neigen, was zu einer erheblichen Verschlechterung der spektroskopischen Parameter

378 Dariiber hinaus wurden BODIPY -Farbstoffe als Photosensibilisatoren eingesetzt und

fiihren kann.!
sind in der Lage Singulett-Sauerstoff zu generieren, wenn langlebige Triplett-Zustdnde vorliegen.
Daher sollten zunidchst initiale Tests zur Anwendbarkeit in wissrigen Medien unter
Expressionsbedingungen durchgefiihrt werden, um die Notwendigkeit von 16slichkeitsvermittelnden
Modifikationen und die Auswirkungen einer potenziellen Bildung des Singulett-Sauerstoffes auf die

Zellviabilitit zu Giberpriifen.

5.2 Photocaged Kohlenhydrate

Die auf Basis der zuvor genannten photolabilen Schutzgruppen im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten photocaged Kohlenhydrate lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe
besteht aus acht Verbindungen, welche zur Freisetzung nach Bestrahlung bei 375 nm konzipiert
wurden (Abbildung 77). Dabei handelt es sich um sechs photocaged IPTGs und jeweils einer
photolabil-geschiitzten Glukose und L-Arabinose. Die zweite Gruppe beinhaltet neun photocaged
compounds (sechs photocaged 1PTG, drei photocaged Arabinose), welche eine starke Absorption
oberhalb von 400 nm besitzen (Abbildung 78). Die Kohlenhydrate wurden entweder in Form eines
6-Ring-Acetals, Ethers, Esters, Kohlensdureesters oder eines N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer
verkniipft. In Kombination mit den Modifikationen an den Chromophoren wurden so

photoaktivierbare Werkzeuge erhalten, welche eine Eignung fiir verschiedene Aufgaben besitzen.

Die 6-Ring-Acetale NB-cIPTG (150), NP-cIPTG (84a), BEC-cIPTG (139) und BC-cIPTG (137)
konnten in Gesamtausbeuten von 32—-44 % iiber ein bis fiinf Synthesestufen dargestellt werden. Dabei
setzen sie sich aus verschiedenen Modifikationen des o-Nitrobenzyl-Grundgeriistes zusammen.
NP-cIPTG (84a) besitzt ein bathochrom verschobenes Absorptionsmaximum, BC-cIPTG (137) ist
zusitzlich hochldslich und BEC-cIPTG (139) besitzt durch Ethylester maskierte Carbonsduren, welche
zundchst eine verbesserte Membranpermeabilitit vermitteln und in der Zelle durch Esterasen
hydrolysiert werden konnen. Die freigelegten Carbonséduren sollten anschlieBend eine Diffusion aus
der Zelle verhindern, wodurch es zu einer Anreicherung kommen kann. In Kooperation mit
M. Sc. Fabienne Hilgers konnte die Anwendbarkeit der photocaged Induktoren 84a, 137 und 139 zur
lichtgesteuerten Genexpression in Gram-negativen (E. coli, P. putida) und Gram-positiven Bakterien
(B. subtilis) erfolgreich demonstriert werden. Fiir eine Anwendung in R. capsulatus besal}, vermutlich
aufgrund von Organismus-spezifischen Enzymen, lediglich NP-cIPTG (84a) eine ausreichende
Stabilitdt. Anhand dieses photocaged Induktors konnte der Vorteil der nicht-invasiven Steuerung der

Genexpression durch Licht in einem fakultativ anoxygenen phototrophen Organismus sowohl unter
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phototrophen als auch nicht-phototrophen Kultivierungsbedingungen demonstriert werden. Hieraus

geht jedoch auch hervor, dass nicht jede photocaged Verbindung in jedem beliebigen Organismus

eingesetzt werden kann und gegebenenfalls Optimierungen beziiglich der Stabilitdt gegeniiber

Organismus-spezifischen Enzymen durchgefiihrt werden miissen. Bei den photocaged 1PTG-

Derivaten 168d und 168e fiihrte die Verkniipfung iiber einen Kohlensdureester zu einer verringerten

Stabilitdt gegeniiber Solvolyse und einer langsamen Entschiitzung nach Belichtung (tos > 30 min).

Daher wurden diese nicht in einer in vivo Anwendung getestet. Darliber hinaus wurden fiir die

Induktion von alternativen Promotoren die NP-cArabinose (84b) und die BC-cGlukose (142)

dargestellt.
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Abbildung 77: Ubersicht iiber alle synthetisierten photocaged Kohlenhydrate auf Basis von o-Nitrobenzyl-Derivaten. Die
maximal erreichten Ausbeuten sind angegeben und in Klammern die Anzahl der Synthesestufen.??

22 Zur Berechnung der Gesamtausbeuten wurden jeweils die hdchsten erreichten Ausbeuten der Einzelschritte
herangezogen.
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Abbildung 78: Ubersicht iiber alle synthetisierten photocaged Kohlenhydrate auf Basis von (Cumarin-4-yl)methyl- und
Trimethyllock-Derivaten. Die maximal erreichten Ausbeuten sind angegeben und in Klammern die Anzahl der
Synthesestufen.?

Bei der Darstellung, der fiir die Anregung oberhalb von 400 nm konzipierten Verbindungen, waren
partiell aufwendige Synthesen mit bis zu zwdlf Stufen ndtig. Hierbei konnten die lichtgesteuerten
Werkzeuge in Gesamtausbeuten von 6-33 % erhalten werden und die unterschiedlichen
Verkniipfungsarten wurden auf ihre Anwendbarkeit zur Freisetzung von Kohlenhydraten untersucht.
Dies erfolgte in einem iterativen Prozess. Das anfénglich synthetisierte Arabinoseglykosid 151 erwies

sich als nicht photolysierbar in einem angemessenen Zeitrahmen. Das anschlieBend erdachte

23 Zur Berechnung der Gesamtausbeuten wurden jeweils die hdchsten erreichten Ausbeuten der Einzelschritte
herangezogen.
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Thiocumarin-Derivat 155, welches ecine hohere Quantenausbeute besitzen und somit eine
beschleunigte Freisetzung ermdglichen sollte, vollzog jedoch anstelle der gewiinschten Reaktion eine
Photooxidation. Die im Anschluss daran synthetisierten Kohlensdureester 168a—c,f zeigten eine
schnelle und vollstdndige Photolyse. Durch die Cumarin-Derivate 168a und 168f sollte untersucht
werden, ob die Wahl der Hydroxy-Gruppe, iiber welche die Verkniipfung mit der photolabilen
Schutzgruppe erfolgt, einen signifikanten Einfluss auf die Stabilitdt besitzt. Dieser erwies sich im
biologischen System als minimal. Die Modifikationen hin zu dem Thiocumarin-Derivat 168b sowie
dem Dicyanocumarin-Derivat 168¢ bewirkten eine starke Rotverschiebung. Das Thiocumarin-

Derivat 168b wies jedoch eine signifikante Instabilitdt auf und konnte somit nicht verwendet werden.

Die Anwendbarkeit der photolabil-geschiitzten Kohlenséureester 168a, 168¢ und 168f konnte in
Kooperation mit M. Sc. Fabienne Hilgers in E. coli demonstriert werden. Diese wiesen jedoch keine
vollstandige Stabilitdt unter Zellkultivierungsbedingungen auf, sodass es bei in vivo Experimenten zu
einer Erhohung der Expressionslevel der Dunkelkontrollen kam. Bei niedrigen Konzentrationen
(50 uM) konnte dieser Effekt jedoch auf ein Minimum reduziert werden. Eine hohere Stabilitét
gegeniiber Solvolyse konnte mit dem Trimethyllock-geschiitzten IPTG 168g nicht erreicht werden.
Dieses war nicht fiir eine Anwendung in einem biologischen System geeignet, da es auch ohne
Belichtung zu einer signifikanten Freisetzung des Induktors kam. Die Verwendung eines
N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer lieferte die gegen Hydrolyse besonders stabilen Carbamate 168h
und 192. Beim Carbamat 168h kam es nach der Photolyse jedoch nicht zur intramolekularen 5-exo-
trig-Zyklisierung, weshalb das IPTG (1a) nicht freigesetzt werden konnte. Dies ist auf die zu geringe
Aciditdt der Fluchtgruppe zuriickzufiihren. Daher wurde das Arabinose-Derivat 192 konzipiert. Fiir
dieses konnte eine erfolgreiche Freisetzung der L-Arabinose (1b) erreicht werden. Der Zyklisierungs-
Eliminierungs-Mechanismus des Spacer lief zwar langsam ab, dennoch konnte im Stamm
E. coli Tuner(DE3), welcher das GFP Reportergen besitzt, eine Fluoreszenz-Intensitdt von 50 %

bezogen auf Kulturen, welche dquimolar mit L-Arabinose (1b) induziert wurden, erreicht werden.

Um zukiinftig eine bessere Anwendbarkeit gewdhrleisten zu konnen, wiirde sich daher eine
Modifikation des Spacer anbieten. Um die Geschwindigkeit der Zyklisierung zu erhdhen, konnte der
N,N'-Dimethylethylendiamin-Spacer durch einen 2-(Methylamino)ethanthiol-Spacer ersetzt werden
(Abbildung 79). Hierdurch wiirde nach der Photolyse der Verbindung 212 anstatt eines Amins ein
deutlich nukleophileres Thiol freigesetzt werden.’’ Eine weitere vielversprechende Alternative stellt
ein Hydroxymethylcarbamat-Spacer dar. Mit diesem sollte sich eine effiziente Freisetzung von
Cumarin-geschiitzten Kohlenhydraten verwirklichen lassen. Der postulierte Mechanismus ist anhand
der photolabil-geschiitzten Arabinose 213 dargestellt (Schema 60). Nach der initialen Photoheterolyse
erfolgt die Decarboxylierung zum instabilen Halbaminal 214, welches nach Eliminierung von

Methanimin das Kohlenhydrat 1b freisetzt.!*%% 8!
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Schema 60: Postulierter Freisetzungsmechanismus in Anlehnung an Karton-Lifshin et al.133%-3%1]

Den zentralen Aspekt stellt die Synthese des Kohlenhydrat-Bausteins dar (Schema 61). Dabei kann
ausgehend vom in dieser Arbeit bereits synthetisierten Arabinose-Derivat 158 in Anlehnung an eine
Vorschrift von Cheaib et al. eine Alkylierung am anomeren Zentrum mit fers-Butylbromacetat
durchgefiihrt werden.*” Dabei sollte das Produkt 215 als o/p-Anomerengemisch erhalten werden.
Vor einer weiteren Umsetzung sollte an dieser Stelle eine Auftrennung der Anomere erfolgen. Eine
anschliefende selektive Entschiitzung des Esters 215 sollte die Saure 216 liefern, welche mit

380. 3811 Aus diesem wird

N-Hydroxysuccinimid (NHS) zum NHS-Ester 217 umgesetzt werden kann.|
nach Reaktion mit Natriumazid der Zielbaustein 218 erhalten. In der nachfolgenden Curtius-
Umlagerung kdnnen beliebige Alkohole eingesetzt werden. Bei der dargestellten Umsetzung reagiert
das hierbei in situ gebildete Isocyanat mit dem Cumarinalkohol 105 und das gewiinschte Halbaminal-
Carbamat 219 wird gebildet. Die anschlieBende Entschiitzung mit katalytischen Mengen

Kaliumcarbonat in Methanol sollte das gewiinschte Produkt 213 liefern.
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Schema 61: Potenzieller Syntheseweg hin zur photocaged L-Arabinose 213.

Anstatt des Cumarinalkohols 105 kann ebenso ein BODIPY-Chromophor eingesetzt werden, um die
Verbindung 220 darzustellen. Daher sollte sich dieser Spacer ebenso zur Verkniipfung von
Kohlenhydraten mit BODIPY-Chromophoren eignen. Auch bei anderen Kohlenhydraten sollte dieser
Spacer erfolgreich eingesetzt werden kdnnen, selbst wenn diese iiber keine freie Hydroxy-Gruppe am

anomeren Zentrum verfiigen. Die genannten Zielmolekiile sind in Abbildung 79 dargestellt.

Abbildung 79: Potenzielle Zielmolekiile bei denen ein Spacer (blau) die effiziente Freisetzung von L-Arabinose (1b) (rot)
oberhalb von 400 nm ermdglicht.
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5.3 Photocaged Propionsauren

In dieser Arbeit wurden fiinf photocaged Propionsduren erfolgreich synthetisiert und charakterisiert
(Abbildung 80). Das Ziel war es, die photolabil-geschiitzten Propionsduren zur Regulation des Pp,5-
Promotors in E.coli einzusetzen. Da es bei den von M. Sc. Fabienne Hilgers durchgefiihrten
Versuchen jedoch bereits ohne Zugabe eines exogenen Induktors zu einer hohen Basalexpression kam,
konnte die geplante Untersuchung der Anwendbarkeit der synthetisierten photocaged
Propionsduren 196a—e nicht durchgefiihrt werden und keine Erkenntnis iiber die Vorteile eines hohen
sterischen Anspruchs in der a-Position erlang werden. Fiir eine wellenldngenselektive Genexpression

konnte somit nicht auf den P, Promotor zuriickgegriffen werden.

(o]
L

196d
65 % (1) 07(\
e)
o
“N o Yo

o o
<o]©:102 196a ) 196¢
82 % (1) % % 82 % (4)

Abbildung 80: Ubersicht iiber alle synthetisierten photocaged Propionsiuren. Die maximal erreichten Ausbeuten sind
angegeben und in Klammern die Anzahl der Synthesestufen.?*

24 Zur Berechnung der Gesamtausbeuten wurden jeweils die hdchsten erreichten Ausbeuten der Einzelschritte
herangezogen.
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Fiir den Fall, dass der erhohte sterische Anspruch in a-Position keine signifikante Stabilitdtserhohung
bewirkt, wiirde zukiinftig die Verwendung der zuvor genannten Nitroindolin-Schutzgruppe 210 eine
sinnhafte Alternative darstellen. Diese ermdglicht in wéssrigen Medien die effiziente Freisetzung von
Carbonsiuren {iber eine photoinduzierte Acyl-Migration.*®* 3% Vorteilhaft ist hierbei, dass die
Carbonséure in Form eines Amids geschiitzt und somit besonders resistent gegeniiber Solvolyse und
Esterasen ist. Zusitzlich sind einfache Vertreter der Nitroindoline iiber eine kurze Syntheseroute
darstellbar. So kann beispielsweise ausgehend vom kommerziell erhédltlichen Indolin (221) in
Anlehnung an eine Vorschrift von Helgenetal. in zwei Stufen das 1-Propionyl-5,7-
dinitroindolin (222) erhalten werden. Dabei fungiert das Effektormolekiil selbst als Schutzgruppe
wihrend der Nitrierung der Zwischenstufe 223. Das Absorptionsmaximum sollte bei ~349 nm?®*!
liegen und somit hervorragend geeignet zur Photolyse bei 375 nm. Es sind ebenfalls Nitroindolin-
Derivate mit erhdhter Loslichkeit und verbesserten photochemischen Eigenschaften bekannt.B7!-373
Diese benétigen jedoch einen hoheren synthetischen Aufwand und sollten lediglich im Falle von

Limitationen durch zu geringe Loslichkeit oder zu geringe Quantenausbeute angestrebt werden.
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Schema 62: Nitroindolin-geschiitzte Propionsdure; A) Syntheseweg hin zu 1-Propionyl-5,7-dinitroindolin (222). B)
Potenzielle Photolyse-Produkte nach Bestrahlung des 1-Propionyl-5,7-dinitroindolin (222) in wéssrigen Medien.
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5.4 Photocaged Benzoesaure-Derivate

Es konnten acht photocaged Benzoesédure-Derivate in Ausbeuten von 10-66 % iiber ein bis zehn
Synthesestufen synthetisiert (Abbildung 81) und anschliefend charakterisiert werden. Die
Verbindungen 197a—h und 197f-h basieren auf der 6-Nitropiperonyl-Schutzgruppe und wurden fiir
die Freisetzung von Induktoren [m-Toluylsdure (2¢), Anthranilsédure (2b) und Salicylsdure (2a)] bei

375 nm konzipiert.

R O
Y <°7§5‘°
0 NO, 0 NO, 07 “OH
197a R=H, 66% (1) 197g
197b R =Me, 66 % (1) 1 % (3)

\/o

R)K/O:@\/\O

R

NO o E jﬁo NO, 07 R
197d R Me 10%(2) 197f R=0H, 57 % (6)

197h R =0"Na’, 57 % (7)

197i 1971 R=O0OH, 12% (9)
11 % (6) 197) R=0"Na', 12 % (10)
(e]

\/\ A

i o8

Abbildung 81: Ubersicht iiber alle synthetisierten photocaged Benzoesiure-Derivate. Die maximal erreichten Ausbeuten
sind angegeben und in Klammern die Anzahl der Synthesestufen.?®

25 Zur Berechnung der Gesamtausbeuten wurden jeweils die hdchsten erreichten Ausbeuten der Einzelschritte
herangezogen.
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Die Verbindungen 197a—d und 197g zeigten jedoch eine zu geringe Loslichkeit (<0.1 mM) fiir eine
effiziente in vivo Anwendung. Die BC-Salicylsdure 197f hingegen zeigte eine um GroBenordnungen
hohere Loslichkeit (3.2 mM), welche durch die Uberfiihrung in das entsprechende Natriumsalz 197h
noch weiter erhoht werden konnte. Dariliber hinaus wurden die zwei Cumarin-geschiitzten
Varianten 197i und 1971 synthetisiert, welche sowohl bei Wellenldngen oberhalb von 400 nm
adressiert werden konnen als auch iiber eine ausreichend hohe Loslichkeit in wissrigen Medien
verfiigen. Diese sollten urspriinglich fiir die Steuerung des XylS/Pn-Regulator/Promotor-Systems in
E. coli eingesetzt werden. Dieses wies jedoch eine starke Autoinduktion auf, weshalb auf das
alternative NagR/P,q.4.-Regulator/Promotor-System zuriickgegriffen wurde. Dieses kann jedoch
ausschlieBlich durch Salicylséure (2a) induziert werden. Somit konnten lediglich die beiden 16slichen
photolabil-geschiitzten Salicylsdure-Derivate 197f und 1971 in vivo getestet werden. Beide zeigten eine
gute Anwendbarkeit in E.coli, eine Ubertragung auf P.putida scheiterte jedoch fiir
BC-cSalicylsdure (197f), da bei dieser auch in den unbelichteten Kulturen hohe Expressionslevel
beobachtet werden konnten. DC-cSalicylséure (1971) hingegen konnte auch in P. putida erfolgreich
eingesetzt werden. Fiir eine Verwendung in einem orthogonalen Anregungssystem besitzt die
Verbindung 1971 einen zu hohen Extinktionskoeftizienten bei kurzwelligen Bestrahlungswellenldngen

(~375 nm), jedoch ist eine sequenzielle, wellenldngenselektive Anregung moglich.

Fiir eine zukiinftige Generation von photocaged compounds bietet sich die Verwendung von
3-Cyanocumarinen als photolabile Schutzgruppe an. Die zusitzliche Substitution der 3-Position des
Cumarins sollte fiir eine deutliche bathochrome Verschiebung der Absorptionsbande bei gleichzeitiger
Reduktion der Absorption im Bereich von 340-360 nm sorgen (Abbildung 82). Dies wurde bereits

von Olson et al. demonstriert.'”

! Somit sollte die 3-Cyano-Verbindung 224 eine bessere Eignung fiir
eine orthogonale Anwendung besitzen. Dariiber hinaus stellt auch in diesem Fall die Nutzung von
BODIPY -Farbstoffen eine interessante Alternative dar. Eine direkte Verkniipfung als Ether sollte iber
eine kurze Syntheseroute erreicht werden konnen und die Verbindung 225 liefern, welche eine

schnelle Freisetzung bei Wellenldngen oberhalb von 500 nm aufweisen sollte.
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Abbildung 82: Potenzicelle Zielmolekiile fiir die effiziente Freisetzung von Salicylsdure (2a) oberhalb von 400 nm.
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5.5 Werkzeugkasten fiir wellenlangenselektive Genexpression

Insgesamt wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Grundstock von 18 photocaged compounds, welche fiir
eine Anregung bei 375 nm konzipiert wurden, sowie zwolf photocaged compounds fir die Anregung
oberhalb von 400 nm synthetisiert. Eine Auflistung aller erfolgreich in vivo getesteten photocaged

Effektormolekiile und die entsprechenden Expressionswirte sind in Tabelle 19 zu finden.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die erfolgreich in vivo getesteten photocaged Effektormolekiile sowie die verwendeten
Expressionswirte und Regulator-Promotor-Systeme.

Expressionswirt
Effektormolekiil Photocaged compound Funktion
[Regulator-Promotor-System]

IPTG (1a) 150 P. putida KT2440 [Lacl/P ] Aktivierung

E. coli Tuner(DE3) [Lacl/P17]
IPTG (1a) 84a, 139, 137 P. putida KT2440 [Lacl/Pa] Aktivierung

B. subtilis DB430 [Lacl/Pgac]

IPTG (1a) 84a R. capsulatus SB1003 [Lacl/Py.c] Aktivierung
IPTG (1a) 168a, 168f, 168c E. coli Tuner(DE3) [Lacl/P17] Aktivierung
L-Arabinose (1b) 192 E. coli LMG194 [AraC/Pg4p] Aktivierung
Salicylsdure (2a)  197f, 197h E. coli Tuner(DE3) [NagR/P4g4a] Aktivierung

E. coli Tuner(DE3) [NagR/Pqg44]
Salicylsdure (2a) 1971, 197j Aktivierung
P. putida KT2440 [NagR/Pag4a]

Aus den synthetisierten Verbindungen wurden drei Kombinationen identifiziert, welche fiir eine
wellenldngenselektive Genexpression geeignet sind (Abbildung 83). Als am vielversprechendsten
erwies sich die Kombination aus NB-cIPTG (150) und DC-cSalicylsdure (1971), da diese den hochsten
Quotienten (146) aus dem Vergleich der photolytischen Effizienzen bei 430 nm aufweisen, wodurch
die beste Selektivitdt zu erwarten ist. Durch die Kombination dieser photocaged Verbindungen zur
wellenlédngenselektiven Genexpression in P. putida konnte nicht nur die Expression der
Reporterproteine  GFP und mCherry, sondern auch die Kontrolle iiber einen komplexen
Biosyntheseweg demonstriert werden. Hierbei konnte die Herstellung von Mono- und

Di-Rhamnolipiden gesteuert werden.
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Abbildung 83: Ubersicht iiber die nutzbaren Kombinationen der synthetisierten photocaged Induktoren fiir eine
wellenldngenselektive ~ Genexpression,  bestechend aus  NB-cIPTG (150) und DC-cSalicylsdure (1971)  (A),
NP-cArabinose (84b) und DC-cSalicylsdure (1971) (B) sowie NB-cIPTG (150) und DC-cArabinose (84b) (C).

Fiir zukiinftige Anwendungen erscheint ebenfalls die Kombination aus NP-cArabinose (84b) und
DC-cSalicylsdure (1971) mit einem Quotienten von 49 bei 430 nm, sowie NB-cIPTG (150) in
Verbindung mit DC-cArabinose (192) mit einem Quotienten von 23 bei 430 nm als vielversprechend.
Bei vollstandiger Photolyse der (Cumarin-4-yl)methyl-geschiitzten Verbindungen durch Belichtung
bei 430 nm sollten lediglich 2% bzw. 5% der mit einem o-Nitrobenzyl-Derivat versehenen
Verbindung freigesetzt werden. Auch hier sollte somit bevorzugt die Cumarin-geschiitzte Verbindung
adressiert werden konnen. Je nach biologischem System ldsst sich die Selektivitdt durch geschickt
gewidhlte Konzentrationsunterschiede der photocaged Induktoren verstirken, sodass auch
Kombinationen genutzt werden kénnen, welche einen anderweitig zu niedrigen Quotienten aufweisen

wiirden.
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FEine hohere Flexibilitdt in der Regulierung komplexer Prozesse konnte entweder durch die
Moglichkeit einer orthogonalen Anregung oder durch die Verfligbarkeit von photocaged Induktoren
erreicht werden, welche bei einer dritten Wellenldnge adressiert werden konnen. Ein zukiinftiges
System konnte wie in Abbildung 84 dargestellt aussehen und lieBe sich mit den in dieser Arbeit
etablierten sowie den im Ausblick vorgestellten Verbindungen umsetzen. Als Bestrahlungs-
wellenléngen wurden 375 nm, 430 nm und 520 nm ausgewihlt. Bei den photolabilen Schutzgruppen
bietet sich die Verwendung eines o-Nitrobenzyl- (fiir 375 nm), eines 3-Cyano-(cumarin-4-yl)methyl-
(fiir 430 nm), sowie eines BODIPY-Chromophors (fiir 520 nm) an. Bei den Effektormolekiilen konnte
zundchst auf die bisher etablierten Effektormolekiile, wie IPTG (1a), L-Arabinose (1b) und
Salicylsdure (2a) zuriickgegriffen werden. Grundsétzlich wiren zukiinftig jedoch auch andere
Induktoren denkbar. Auf Grundlage der bisher erschienen Publikationenl'’> 7% 23 scheint die
Kombination von 3-Cyanocumarin-Chromophor und BODIPY-Chromophor fiir eine orthogonale
Anregung sehr vielversprechend. Eine vollstdndige Orthogonalitidt zu Vertretern der o-Nitrobenzyl-
Chromophore ist, bedingt durch die signifikant hoheren Extinktionskoeffizienten von Cumarin- und
BODIPY-Chromophoren, eher unwahrscheinlich. Dennoch sollte eine wellenldngenselektive
Entschiitzung, angefangen bei der langsten Wellenlédnge, moglich sein. Das postulierte System sollte
somit eine orthogonale Zwei-Wellenlingen-Anregung (520nm und 430 nm) bzw. eine
wellenlédngenselektive Drei-Wellenldngen-Anregung (520 nm, 430 nm und 375 nm) ermdglichen.
Dariiber hinaus sollten die Verbindungen noch fiir weitere wellenldngenselektive Zwei-Wellenlédngen-
Systeme (520 nm und 375 nm; 430 nm und 375 nm) verwendet werden konnen. Da durch jede
zusitzliche Wellenldnge die Komplexitit des Systems ansteigt, sind eine Reihe von Faktoren zu
beachten, wie dem intermolekularen Energietransfer, den verwendeten LED-Lichtquellen und der im
biologischen System verwendeten Konzentrationen. Bei den LED-Lichtquellen ist auf ein besonders
enges Emissionsspektrum zu achten, welches notfalls durch einen zusdtzlichen Bandbreitenfilter
erreicht werden kann. Die Anpassung der verwendeten Konzentrationen kann zu einer verbesserten
Selektivitit beitragen und sollte daher bei der Konzeptionierung des biologischen Systems bedacht
werden. Besonders bei hohen Konzentrationen sollte auf das Auftretens von intermolekularem
Energietransfer geachtet werden. An den vorgestellten Verbindungen konnen, wenn noétig,
Modifikationen zur Verbesserung der spektroskopischen Eigenschaften oder zur Erhdhung der
Loslichkeit durchgefiithrt werden. So sollten sich beispielsweise anstelle der o-Nitrobenzyl-

Schutzgruppe ebenso die NP-, BEC-, oder BC-Schutzgruppe verwenden lassen.
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Abbildung 84: Ubersicht iiber ein potenzielles Drei-Wellenlingen Anregungssystem (375 nm, 430 nm, 520 nm) unter
Verwendung verschiedener Induktoren [IPTG (1a), L-Arabinose (1b), Salicylsdure (2a)] und die daraus resultierenden
Belichtungsreihenfolgen.
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Ebenso kann zukiinftig aufbauend auf die Arbeiten®**?®! von Dr. Peter Kusen eine orthogonale
Genexpression in S. cerevisiae erreicht werden. Dazu liele sich das bereits etablierte photocaged
Kupferion 226 zur Aktivierung des Pcup;-Promotors, mit dem neu entwickelten photocaged
Methionin 227 kombinieren (Abbildung 85A), welches in der Lage ist, den Pygri7-Promotor temporér

Zu reprimieren.
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Abbildung 85: A) Abbildung der photocaged Induktoren 226 und 227 fiir eine wellenldngenselektive Genexpression in
S. cerevisiae. B) Schematische Darstellung der Belichtungsreihenfolge (1. 375 nm, 2. 480 nm, 3. keine Belichtung) und der
daraus resultierenden Expression von zwei Reporterproteinen. C) Schematische Darstellung der alternativen

Belichtungsreihenfolge (1. keine Belichtung, 2. 480 nm, 3. 375 nm) und der daraus resultierenden Expression von zwei
Reporterproteinen.
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Hierbei sollte durch zwei definierte Belichtungsreihenfolgen eine orthogonale Steuerung der
Genexpression von beispielsweise zwei Reporterproteinen erreicht werden kdnnen. Die Belichtung bei
375 nm sollte beide photocaged Effektormolekiile aufgrund vergleichbarer Extinktionskoeffizienten
photolysieren konnen. Dadurch wiirde der Pcyp;-Promotor aktiviert werden, was zur Expression des
ersten Reporterproteins fiihrt, wiahrend der Pyveri7-Promotor reprimiert wird (Abbildung 85B). Durch
Belichtung bei ~480 nm kann selektiv die weitere Freisetzung von Methionin gesteuert werden und
der Abstand zur Aktivierung des zweiten Promotors beliebig verldngert werden. Durch das
vollstdndige Ausbleiben der Belichtung kann nach vollstindigem Abbau des freigesetzten Repressors
Methionin der Pmeriz-Promotor aktiviert werden und die Expression des zweiten Reporterproteins
erfolgen. Durch Anderung der Belichtungsreihenfolge lisst sich die Reihenfolge der Expression
umkehren (Abbildung 85C). Dadurch sollte die Kombination der photocaged Effektormolekiile 226
und 227 ein graduell regulierbares Zwei-Wellenldngen-Expressionssystem in S. cerevisiae

ermdglichen kénnen.
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6 Experimenteller Teil
6.1 Material und Methoden

Software

Tabelle 20: Verwendete Software.

Name Verwendung Hersteller

ChemDraw Professional 16.0 Zeichnen von Strukturformeln PerkinElmer Informatics
Auswertung von HPLC- .

Chrompass Chromatogrammen Jasco Corporation

ensochemLab 7.0.5 Elektronisches Laborjournal enso Software GmbH

Inkscape 0.92 Konstruktion von Vektorgrafiken Open Source Software

MestReNova v14.1.2 Auswertung von NMR-Spektren Mestrelab Research S.L.

Microsoft Excel 2016 Erstelllll.ng und Bearbeitung von Microsoft Corporation
Datensitzen

Microsoft PowerPoint 2016 Erstellung von Présentationen Microsoft Corporation

Microsoft Word 2016 Erstellung und Bearbeitung von Microsoft Corporation
Textdateien

Origin 2018b Auswertung - und - Darstellung  von OriginLab Corporation

Datensitzen

Glasgerdte und Chemikalien

Reaktionen wurden, sofern angegeben, mittels Schlenk- und Septum-Technik unter inerter
Atmosphére (Ar- oder N>-Atmosphére) durchgefiihrt. Die hierflir verwandten Glasgerite wurden bei
110 °C im Trockenschrank iiber Nacht ausgeheizt. Alle Chemikalien, welche in den folgenden
Experimenten benétigt wurden, wurden von handelsiiblichen Herstellern (Sigma-Aldrich, Roth, Alpha
Aesar, Merck, Fluka, TCI International, Fluorochem, Acros Organics etc.) bezogen und, falls nicht
anders angegeben, ohne zusitzliche Reinigung gebraucht. Die verwendeten Losungsmittel wurden in
reiner Form kéuflich erworben oder nach laboriiblichen Vorschriften getrocknet und von
Verunreinigungen befreit. Dichlormethan, Diethylether, Tetrahydrofuran und Toluol wurden mit einer
Losungsmitteltrocknungsanlage (Model MB SPS-800) der Firma MBraun (Garching, Deutschland),
getrocknet. Losungsmittel wurden unter vermindertem Druck durch Rotationsverdampfer der Firma
Biichi (Essen, Deutschland) bei einer Badtemperatur von 40 °C (falls nicht anders beschrieben) und

Vakuumpumpen der Firma Vakuubrand (Wertheim, Deutschland) entfernt.
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Chromatographie

Die Reinigung der Rohprodukte erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel 60M (0.040—
0.063 mm) der Firma Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) und neutralem Aluminiumoxid (50—
200 um, 60 A) der Firma Acros Organics (Geel, Belgien). Die Reaktionen wurden qualitativ durch
Diinnschichtchromatographie verfolgt. Dabei wurden Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel (Diiren,
Deutschland), POLYGRAM® SIL G/UVjss mit Fluoreszenz-Indikator verwendet. Zur Detektion
wurde mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm bestrahlt. Zusétzlich wurde eine Cer-Molybdat-Losung
(2.0g Ce(SO4),, 5.0g Molybdatophosphorsdure, 16 mL konz. H»SOs, 200 mL H,O) mit
anschliefender Erwdrmung durch einen Heiluftfon als Entwicklerreagenz verwendet. Als Eluent fiir
die Sédulenchromatographie und die Diinnschichtchromatographie wurden verschiedene Mischungen
aus Petrolether und Ethylacetat verwendet. Gegebenenfalls wurden fiir Trennprobleme auch weitere

Losungsmittel (Dichlormethan, n-Pentan, Diethylether, Toluol, Methanol) genutzt.

Achirale Umkehrphasen-HPLC

Untersuchungen mittels RP-HPLC wurden an einem Gerdt der Firma Jasco (GroB-Umstadt,
Deutschland) durchgefiihrt (Pumpe: Jasco PU-2080-Plus; Gradienten-Mischeinheit: Jasco
LG-2080-025; Entgaser: Jasco DG-2080-53; Autosampler: Jasco AS-2057-Plus; UV/Vis-Detektor:
Jasco MD-2010-Plus). Als Chromatographie-Sdule wurde eine Hyperclone 5p ODS (C18) 120
(Phenomenex) (Ldnge =125 mm, o =4 mm) verwendet. Das verwendete entgaste Laufmittel,
Flussraten und Detektionswellenléingen werden bei der jeweiligen Verbindung angegeben. Die
Entgasung der Laufmittel erfolgte in Ultraschallbddern (Modell 1210 und 1510) der Firma Branson
Ultrasonics (Brookfield, CT, USA).

NMR-Spektroskopie

'H-, *C-, DEPT-135-, COESY-, HSQC-, HMBC, NOESY-NMR-Spektren wurden auf dem Gerit 600
Ultra Shield™ der Firma Bruker (Billerica, MA, USA) aufgenommen (Messfrequenz: 'H-NMR-
Spektren 600 MHz, '*C-NMR-Spektren 151 MHz). Als Losungsmittel wurden CDCls, Aceton-ds
DMSO-ds und D,O verwendet. Die chemischen Verschiebungen sind bei 'H-Spektren (‘H: &
[CDCl3] = 7.26 ppm; & [Aceton-ds] = 2.05 ppm; & [DMSO-ds] =2.50 ppm; & [D>O] =4.79 ppm) und
13C-Spektren ('*C: & [CDCls]=77.16 ppm; & [Aceton-ds] =29.84 ppm; & [DMSO] = 39.52 ppm)
relativ zur Resonanz des Losungsmittels angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind in Hz und die
chemischen Verschiebungen in ppm angegeben. Die Multiplizitét der Signale wurde mit den gdngigen
Abkiirzungen bezeichnet: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), m (Multiplett), mc
(zentriertes Multiplett), br (breites Signal). Die Zuordnung der quartiren Kohlenstoffatome, Methin-,
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Methylen- und Methylgruppen wurde mittels Zuhilfenahme von 135-DEPT-, HSQC- und HMBC-

Spektren vorgenommen.

Die dynamischen NMR-Messungen wurden an einem Avance III HD 800 Spektrometer der Firma
Bruker (Billerica, MA, USA) bei Temperaturen zwischen 293.15 K und 343.15 K durchgefiihrt
(Messfrequenz: 'H-NMR-Spektren 800 MHz, '*C-NMR-Spektren 201 MHz).

Qualitative NMR-Messungen wurden zur Kontrolle der Reinheit von Verbindungen mit dem internen
Standard Dimethylsulfon oder 1-Brom-3,5-bis(trifluormethyl)benzol durchgefiihrt. Die Masse des zu

messenden Analyten wurde iiber Formel 1 bestimmt.

_ _NStandard ) MProdukt i IProdukt _ReinheitStandard
Mprodukt = Mstandard N
Produkt

MStandard IStandard 100

Formel 1: Gleichung zur Berechnung der Produktmenge einer Probe. [m = Masse; N = Anzahl der absorbierenden Protonen;
M = molare Masse; | = Integral]

Infrarotspektroskopie

Infrarotspektren wurden mittels eines Spektrometers (Spectrum Two™) der Firma Perkin Elmer
(Waltham, MA, USA) mit ATR-Verfahren (engl.: attenuated total reflection, abgeschwichte
Totalreflexion) aufgenommen und die Absorptionsbanden wurden in Wellenzahlen ¥ (cm™')
angegeben. Die Proben wurden entweder im Falle von Fliissigkeit direkt vermessen oder im Falle von

Feststoffen geldst, aufgetragen und nach Verdampfen des Losungsmittels vermessen.

Massenspektrometrie

Zur Aufnahme der Massenspektren wurde der Gaschromatograph (HP 6890 Series) der Firma
Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, USA) mit einer HP-5ms Sdule (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm; Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) und dem Massenspektrometer (HP 5973) verwendet. Als
Tragergas wurde Helium genutzt. Die lonisation erfolgte durch Elektronenionisation bei 70 eV. Die
Fragmente wurden relativ zum Basispeak (100 %) angegeben. Alternativ wurden Massenspektren mit
dem Gerét expression CMS der Firma Advion (Ithaca, NY, USA) aufgenommen. Die Proben wurden

in Methanol geldst und per Elektrosprayionisation (ESI) ionisiert.

Die hochauflésenden Massenspektren wurden an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf im
Center of Molecular and Structural Analytics (HHUCeMSA) an dem Gerdt UHR-QTOF maXis 4G
der Firma Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA) aufgenommen. Dazu wurden die Proben in

Methanol gelost und per Elektrosprayionisation (ESI) ionisiert.

Die berechneten und gemessenen Molekiilmassen werden fiir die jeweiligen Verbindungen angegeben.
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Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit Hilfe des Geréts Melting Point B-540 der Firma Biichi (Essen,

Deutschland) bestimmt.

Drehwertbestimmung

Zur Drehwertmessung wurden die Proben im angegebenen Losungsmittel geldst und im Polarimeter
(Model 341) der Firma Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) bei A =589 nm (Natrium-D-Linie) in
einer auf 20 °C temperierten Messzelle mit einer Schichtdicke von 1 dm vermessen. Der Drehwert

wurde nach Formel 2 berechnet.

Temp _ @
[alp =

; -1,-1
Xlln[dem g7 ']

Formel 2: Formel zur Bestimmung des Drehwertes. [c = Konzentration (in g/100 mL); 1 = Lange der Messkiivette (in dm)]

Gefriertrocknung

In Wasser geloste Proben wurden mit fliissigem Stickstoff gefroren und mit einem Lyophilisator

(Modell VaCo 2) der Firma Zirbus (Bad Grund, Deutschland) lyophilisiert.

Bestrahlung

Bestrahlungsversuche wurden in 3.5 mL groBen Makro-Kiivetten (100-QS) (Hellma Analytics,
Miillheim, Deutschland) unter andauerndem Riithren im LUMOS 43 (Atlas Photonics, Freiburg im
Uechtland, Schweiz) bei verschiedenen Wellenlingen (375 nm, 405 nm, 430 nm) durchgefiihrt.

Leistungsdichtemessung

Die Leistungsdichte von Leuchtdioden wurde mit dem Powermeter PM100D der Firma Thor Labs
(Newton, NJ, USA) vermessen.

UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit dem Spektrophotometer Shimadzu UV-1800 (CPS-240A)
(Shimadzu, Duisburg, Deutschland) gemessen. Die verwendeten Losungsmittel werden fiir die

jeweiligen Verbindungen angegeben.
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Benennung von Verbindungen

Die Benennung der Verbindungen erfolgte nach der [UPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) Nomenklatur. Die Nummerierung der Atome in Verbindungen erfolgte ausschlieBlich fiir

die Charakterisierung und kann von der /UPAC Nomenklatur abweichen.

6.2 Charakterisierung der Bestrahlungsquellen

Fiir eine genaue Berechnung der Quantenausbeute und eine allgemeine Vergleichbarkeit der
photocaged Verbindungen ist es unabdingbar den exakten Photonenfluss ¢., und die exakte
Bestrahlungsstirke £ der Belichtungsapparatur (LUMOS 43) zu kennen. Daher wurden diese mittels
zweier unterschiedlicher Methoden bestimmt. Zum einen durch Zuhilfenahme eines Powermeters und

zum anderen durch Verwendung eines chemischen Aktinometers (Hatchard—Parker-Aktinometer).

6.2.1 Messung mittels Powermeter

Zur Messung der Bestrahlungsstirke £ des LUMOS 43 wurde das Powermeter PM100D von Thor
Labs (Newton, NJ, USA) verwendet. Aufgrund der Beschaffenheit des LUMOS 43, namentlich der
geringen Grofle der Belichtungskammer, musste dieser fiir die Messung demontiert werden. Die
Bestrahlungsstirke E., sowie die Strahlungsleistung P, wurden bei den vier verfiigbaren
Wellenlidngen (300 nm, 375 nm, 405 nm, 430 nm) gemessen (Tabelle 21). Aus der Strahlungsleistung
Pey, konnte nun mit der Formel 3 der Photonenfluss gnp bei der jeweiligen Wellenldnge A ermittelt

werden.

Pexp
Inp = h-c
N7

Formel 3: Funktion zur Bestimmung des Photonenflusses gnp. [Na= Avogadro-Konstante (6.022:10% mol™);
h = Plancksches Wirkungsquantum h (6.626-1073* J s); ¢ = Lichtgeschwindigkeit (2.997-10% m s™!); A = Wellenldnge].
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Tabelle 21: Mit dem Powermeter ermittelte Bestrahlungsstirke Eexp und Strahlungsleistung Pexp sowie dem daraus
berechneten Photonenfluss gn.p.

Bestrahlungswellenldnge [nm] Eexp [MW cm™] Pexp [mMW] Gnp [nmol s7']
300 2.4 2.67 6.70
375 6.7 7.62 23.9
405 44.6 50.4 170
430 45.6 51.6 185

Anschliefend wurden die ermittelten Bestrahlungsstirken Ec, sowohl mit Herstellerangaben als auch
mit vorherigen Bestimmungen verglichen (Tabelle 22). Die hohen Abweichungen zu den

Herstellerangaben sind darauf zuriickzufiihren, dass die angegebene Werte vom Hersteller iiber den

Stromverbrauch ermittelt wurden und somit nicht die reale Bestrahlungsstirke widerspiegeln.[*!?
Tabelle 22: Vergleich der ermittelten Bestrahlungsstérke £ mit frilheren Messungen und Herstellerangaben.
Bestrahlungswellenlinge [nm] ~ Eexp [MW cm ] Eexp [MW cm 2B Etterstelter [MW cm 2]

300 2.4 2.4 200

375 6.7 6.4 200

405 44.6 — 200

430 45.6 — 200
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6.2.2 Messung mittels chemischer Aktinometrie[385-388]

6.2.2.1 Hatchard-Parker-Aktinometer
Bei einem chemischen Aktinometer handelt es sich um ein chemisches System, welches eine Licht-
induzierte Reaktion durchlduft, bei welcher die Quantenausbeute ¢ fiir eine bestimmte Wellenldnge A

387 Dies ermdglicht, dass durch Messung der Reaktionsrate der absorbierte Photonenfluss

bekannt ist.!
qnp berechnet werden kann. Aus der Vielzahl von unterschiedlichen potenziellen Aktinometern wurde
Kaliumtrioxalatoferrat(I1l)-Trihydrat (228) (Hatchard—Parker-Aktinometer) ausgewdhlt, da es sich bei

.28 Vereinfacht dargestellt wird hierbei nach

diesem um das meistakzeptierte Aktinometer handel
Bestrahlung ein Oxalat-Ligand am Kaliumtrioxalatoferrat(IIT)-Trihydrat (228) zu Kohlenstoffdioxid
oxidiert, wobei im Gegenzug das Eisen von der Oxidationsstufe III zu II reduziert wird (Schema 63).

Ein detaillierter mechanistischer Ablauf ist bei Mangiante et al. zu finden.*”!

+IE+ hv +l +V
2K3lFe(C204)s] — 2Fe?* + 2CO, + 5C,0,2 + 6K

228

Schema 63: Reaktionsschema der lichtinduzierten Photoreaktion.[3°]

Zur Komplexierung der Eisenionen wird eine 1.10-Phenantrolin-Losung verwendet. Eisen(III)-Ionen
bilden hierbei einen blauen Ferriin-Komplex (229), wihrend aus Eisen(Il)-Ionen das rote

Ferroin (230) entsteht.

2+

Ferriin(lll) (229) Ferroin(ll) (230)

Abbildung 86: Struktur der Chelatkomplexe Ferriin(III) (229) und Ferroin(II) (230).

Durch Aufnahme von Absorptionsspektren der entwickelten Losung kann der Stoffumsatz aufgrund
der differenten Absorptionsspektren photometrisch ermittelt werden. Aus der Belichtungsdauer, dem
ermittelten Umsatz und der litertaturbekannten Quantenausbeute fiir die Photoreaktion des

Kaliumtrioxalatoferrat(I1l)-Trihydrat (228) kann dann wiederum der Photonenfluss berechnet werden.
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6.2.2.2 Synthese von Kaliumtrioxalatoferrat(lll)-Trihydrat (228)

Es wurde iiber die nachfolgende Synthese hergestellt. Eine wissrige 1.50 M di-Kaliumoxalat-
Monohydrat-Lésung (500 mL, 750 mmol, 3.00 Aq.) und eine wissrige 1.50 M Eisen(III)-chlorid-
Losung (167 mL, 250 mmol, 1.00 Aq.) wurden in einem I1-L-Rundkolben vorgelegt. Die
Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss geriihrt. Der griine
Niederschlag wurde abfiltriert und dreimalig aus destilliertem Wasser (60 °C) umkristallisiert. Die
Trocknung erfolgte in einem Trockenschrank bei 45 °C und einem konstanten Luftstrom. Bei dem
erhaltenen griinen, kristallinen Feststoff handelt es sich um Kaliumtrioxalatoferrat(IIl)-

Trihydrat (228), welches unter Lichtausschluss gelagert wurde.

6.2.2.3 Bestimmung der Reinheit

Um die Verdnderung des Reinheitsgrades iiber die Umbkristallisierungsschritte hinweg zu verfolgen,
wurde nach jeder Umkristallisation eine geringfiigige Menge (ca. 100 mg) beiseitegelegt, unter den
gleichen Bedingungen getrocknet und ein Absorptionsspektrum aufgezeichnet (Abbildung 87). Eine
ausreichende Reinheit liegt vor, wenn nach Umkristallisation keine signifikante Erhéhung des

Extinktionskoeffizienten ermittelt wird.[*%"!

15000 — —— 1. Umkristallisation
----2. Umkristallisation
------ 3. Umkristallisation

5000

Extinktionskoeffizient [M™" cm™]

T T T 1 1
250 300 350 400 450
Wellenlange [nm]

Abbildung 87: Bestimmung des Reinheitsgrades von Kaliumtrioxalatoferrat(IIl)-Trihydrat (228) (0.05 mM in H20, 25 °C)
nach jedem Umkristallisationsschritt via UV/Vis-Absorptionsspektroskopie.
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6.2.2.4 Voraussetzungen
Um den Photonenfluss ¢,, und die Bestrahlungsstirke £ der Bestrahlungsquelle exakt vermessen zu

konnen miissen diverse Parameter beachtet werden:

1.) Alle arbeiten miissen im Dunkeln unter Rotlicht durchgefiihrt werden.

2.) Bei der ldngsten Bestrahlungsdauer sollte der Umsatz unter 5 % liegen, um den
Inner-Filter-Effekt zu minimieren.

3.) Die Konzentration der zu bestrahlenden Losung muss ausreichend hoch sein, um eine
Totalabsorption der entsprechenden Wellenldnge zu gewéhrleisten (6 mM fiir <405 nm;
150 mM fiir >405 nm)

4.) Die Linearitdt der einzelnen Messpunkte muss gegeben sein, da ansonsten eine
unvollstindige Komplexierung vorliegt.

5.) Die Absorption bei 510 nm sollte im Bereich von 0.1-0.8 liegen. %

6.2.2.5 Durchfiihrung
Die Bestimmung des Photonenflusses ¢n, erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird eine
Aktinometer-Losung belichtet und im zweiten Schritt wird zu dieser Lésung zur Entwicklung ein

Propionat-Puffer und eine 1,10-Phenantrolin-Losung hinzugegeben.

Anfertigung und Bestrahlung der Aktinometer-Losungen

Fiir die Bestimmung bei der Wellenldngen 375 nm wurde eine 6 mM Aktinometer-Losung angesetzt.
Dafiir wurden Kaliumtrioxalatoferrat(Ill)-Trihydrat (737 mg, 1.50 mmol) und 0.05 M Schwefelséure
(25 mL, 1.25 mmol) in einem 250-mL-Messkolben vorgelegt und dieser wurde mit dest. H,O bis zur
Eichmarke aufgefiillt. Fiir die spdtere Entwicklung der Aktinometer-Losung wurde sowohl eine
0.1%ige 1,10-Phenantrolin-Losung als auch ein Propionat-Puffer [Stammldsung: Natriumpropionat
(41 g, 427 mmol), konz. Schwefelsdure (5 mL), in einem 500-mL-Messkolben mit dest. H,O
auffiillen] angesetzt. Von dieser Aktinometer-Losung wurden nun 3 mL (Vi) in eine Quarzglas-
Kiivette tiberfiihrt und diese wurde fiir eine definierte Zeitspanne im LUMOS 43 belichtet. Wéhrend
der Belichtung wurde die Probe geriihrt. Dies wurde fiir mindestens vier verschiedene Messpunkte

durchgefiihrt. Jeder Messpunkt wurde als Duplikat gemessen.

Fiir die Bestimmung bei 405 nm und 430 nm wurden Kaliumtrioxalatoferrat(Ill)-Trihydrat (7.37 g,
15.0 mmol) und 0.05 M Schwefelsdure (10 mL, 0.50 mmol) in einem 100-mL-Messkolben vorgelegt
und dieser wurde mit dest. H,O bis zur Eichmarke aufgefiillt. Die tibrigen Schritte erfolgten dquivalent

zur 6 mM Aktinometer-Losung.
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Entwicklung der Aktinometer-Losung und Messung der Absorptionsspektren

Die Entwicklung der bestrahlten Aktinometer-Losungen erfolgte, indem je 0.5 mL (V>) ebendieser in
einen 5-mL-Messkolben (V3) gefiillt, mit 0.25 mL der Propionat-Puffer-Stammlésung und 2 mL der
0.1%igen 1,10-Phenantrolin-Losung verdiinnt wurden. AnschlieBend wurde mit dest. H,O bis zur
Eichmarke aufgefiillt und die Losung wurde fiir 1 h im Dunkeln entwickelt. AnschlieBend wurde ein
UV/Vis-Spektrum der entwickelten Aktinometer-Losung aufgenommen (Abbildung 88, Abbildung 89,
Abbildung 90). Bei 375 nm wurde 250 pL (Vs), bei 405 nm 125 pL (V4) und bei 430 nm 100 pL (Vs)
der entwickelten Aktinometer-Losung in eine Quarzglas-Kiivette gegeben und mit Puffer auf 1 mL
aufgefiillt. Die Korrektur der UV/Vis-Spektren erfolgt iiber eine unbelichtete Probe, welche unter den

gleichen Bedingungen vorbereitet und entwickelt wurde.

1.0 — 30 s korrigiert
----60 s korrigiert
--- 90 s korrigiert
.~ 120 s Korrigiert

Absorption [a.u.]

T T T = 1
400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]

Abbildung 88: Absorptionsspektrum der entwickelten Aktinometer-Losung nach verschiedenen Belichtungsintervallen mit
375 nm (22 °C).
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Abbildung 89: Absorptionsspektrum der entwickelten Aktinometer-Losung nach verschiedenen Belichtungsintervallen mit
405 nm (22 °C).
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1.0 - — 10 s Kkorrigiert
] ----20 s korrigiert
osd e 30 s korrigiert

————— 40 s korrigiert
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T T T 1
400 450 500 550 600
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Abbildung 90: Absorptionsspektrum der entwickelten Aktinometer-Losung nach verschiedenen Belichtungsintervallen mit
430 nm (22 °C).

Die gemittelten Absorptionswerte bei 510 nm Asio wurden gegen die Belichtungsdauer ¢ aufgetragen

) zu

dAsio

(Abbildung 91, Abbildung 92, Abbildung 93), um die Extinktionsédnderung pro Zeit ( m

bestimmen (Tabelle 23).

;:. 1.0 4 = 375nm

B, Lineare Regression
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Abbildung 91: Absorption bei 510 nm aufgetragen gegen die Belichtungszeit bei einer Wellenldnge von 375 nm. Bei den
abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.
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Abbildung 92: Absorption bei 510 nm aufgetragen gegen die Belichtungszeit bei einer Wellenldnge von 405 nm. Bei den
abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.
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Abbildung 93: Absorption bei 510 nm aufgetragen gegen die Belichtungszeit bei einer Wellenldnge von 430 nm. Bei den
abgebildeten Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung aus Triplikaten.

6.2.2.6 Berechnung

Die Berechnungen wurden analog zu den von Dr. Claus Bier durchgefiihrten Rechnungen
angestellt.’'

dAsio
dt

Um nun aus der Extinktionsénderung pro Zeit ( ) die Bildungsgeschwindigkeit viiqung des Ferroin-

Komplexes (230) bestimmen zu konnen, wird das Lambert-Beer'sche Gesetz (Formel 4) zur Hilfe

genommen.

Ay =¢-c-d

Formel 4: Lambert-Beer'sches Gesetz. [Ax= Absorption bei Wellenldnge A; &= molarer Extinktionskoeffizient bei
Wellenldnge A; ¢ = Konzentration; d = Schichtdicke der Kiivette]
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Daraus ergibt sich die folgende Funktion:

Vo _ dCrerroin _ dAsyo . 1
Bildung dt dt

€510 d

Formel 5: Funktion zur Bestimmung der Bildungsgeschwindigkeit vaildung. [€510 = 11000 Lmol 's™'; d =1 cm]

Durch Einsetzen des Extinktionskoeffizienten von Ferroin (230) bei 510 nm und der Schichtdicke der
Kiivette in Formel 5 ldsst sich die Konzentrationsdnderung des Ferroin (230) pro Zeit (%)

berechnen (Tabelle 23)

Tabelle 23: Extinktions-, Konzentrations- und Stoffmengenénderung in Abhingigkeit von der Belichtungszeit ¢ fiir 375 nm,
405 nm und 430 nm.

Bestrahlungswellenlinge [nm] % [s] dCF;—T;"m [pmol L7's™"] an;+"i" [nmol s
375 7.33-107° 0.67 80.0
405 20.0-107° 1.81 218
430 1241073 1.13 135

. . ., (d i . . .
Daraus kann nun die Stoffmengenénderung pro Zeit (%) ermittelt werden. Dabei werden die

verschiedenen Verdiinnungsschritte beriicksichtigt (Formel 6).

dNperroin _ dCrerroin i ViV

dt dt VZ " V4_

Formel 6: Funktion zur Bestimmung der Stoffmengenénderung. [V1 = Gesamtvolumen der bestrahlten Aktinometer-Losung;
V2 = Entwickeltes Volumen der bestrahlten Aktinometer-Losung; V3= Gesamtvolumen der entwickelten Aktinometer-
Losung; V4 = Vermessene Volumen der entwickelten Aktinometer-Losung]

Aus der Stoffmengeninderung pro Zeit kann nun unter Zuhilfenahme der in der Literatur genannten

Quantenausbeute der Photonenfluss g, bestimmt werden (Formel 7; Tabelle 24).

_ dNgerroin . i

np dt a2

Formel 7: Funktion zur Bestimmung des Photonenflusses gnp. [¢#. = Quantenausbeute bei Wellenldnge A]
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Unter Zuhilfenahme des berechneten Photonenflusses ¢,p, der Avogadro-Konstante Na und der
Energie eines einzelnen Photons Epnoon kann nun die Strahlungsleistung Pe, mit der Formel 8

berechnet werden.

Pexp =Ny qnp ° Ephoton

Formel 8: Funktion zur Bestimmung der Strahlungsleistung Pexp. [Na = Avogadro-Konstante (6.022:10% mol™);
Epnoton = Energie eines Photons bei der Wellenlidnge A]

Die Energie eines einzelnen Photons bei einer bestimmten Wellenlédnge kann wiederum iiber die
Formel 9 bestimmt werden.

h-c
EPhotonzh'VzT

Formel 9: Funktion zur Bestimmung der Energie eines Photons Ephown. [h=Plancksches Wirkungsquantum h
(6.626-1073* J s); v = Frequenz; ¢ = Lichtgeschwindigkeit (2.997-108 ms™')]

Abschliefend wird die Strahlungsleistung Peq, auf die bestrahlte Fliche bezogen, um die
Bestrahlungsstirke Eex, zu erhalten. Eine Ubersicht iiber die berechneten Werte ist in Tabelle 24 zu

finden.

Tabelle 24: Literaturbekannte Quantenausbeuten ¢, ermittelter Photonenfluss ¢np, Strahlungsleistung Pexp und
Bestrahlungsstéirke Eexp

Bestrahlungswellenldnge [nm] #1386 Gnp [nmol s7'] Pexp [MW]  Eexp [MW cm 2]
375 1.21 66.1 21.1 7.03
405 1.14 191 56.4 18.8
430 1.11 122 339 11.3

In der abschlieBenden Tabelle 25 sind die iiber das Hatchard—Parker-Aktinometer bestimmten
Bestrahlungsstirken Eecxpaktinometer mit den iliber das Powermeter ermittelten Bestrahlungsstirken

Eexp.powermeter SOWie den Herstellerangaben Enersiciier gegeniibergestellt.
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Tabelle 25: Vergleich der iiber das Powermeter ermittelten Bestrahlungsstéirke Eexp.powermeter mit der tiber das Hatchard—
Parker-Aktinometer bestimmten Bestrahlungsstérke Eexp Aktinometer und Herstellerangaben Enersteller.

E exp,Powermeter

Bestrahlungswellenlénge [nm] Eexp Aktinometer [MW ¢m 2] Enterseetier [MW cm 2]
[mMW cm 2]
300 2.4 — 200
375 6.7 7.03 200
405 44.6 18.8 200
430 45.6 11.3 200

Zur Berechnung der Quantenausbeuten wurde der Photonenfluss ¢., verwendet, welcher mittels
Aktinometer bestimmt wurde.?

26 Bs ist zu beachten, dass die verwendeten Belichtungswellenlingen nicht exakt mit den in der Literatur
verwendeten Referenzwerten tibereinstimmen und die verwendeten Lichtquellen nicht perfekt monochromatisch
sind. Ebenso werden natiirliche Schwankungen der Belichtungsstirke aufgrund der kurzen Belichtungsdauern
vernachldssigt.
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6.3 Charakterisierung der photocaged compounds
6.3.1 Absorptionsmessung

Zur Bestimmung der Absorptionsspektren wurde zundchst eine Hintergrundmessung mit dem
verwendeten Losemittel durchgefiihrt und der ermittelte Wert als neuer Nullwert gesetzt. Es wurden
0.5mM bzw. 1 mM Losungen der photocaged compounds in entsprechenden Losungsmitteln
hergestellt. Diese wurden verdiinnt und am Spektrophotometer Shimadzu UV-1800 (CPS-240A) bei
25 °C im Wellenldngenbereich von 200-800 nm vermessen. Die maximale Absorption sollte dabei

zwischen 0.5 und 1 liegen. Die Messpunkte wurden im Abstand von 1 nm aufgenommen.

6.3.2 Loslichkeitsmessung

Die Loslichkeitsmessung wurde abgeéndert nach der Methode von Binder et al. durchgefiihrt.’”)

Die Loslichkeit der Verbindung wurde photometrisch bei 25°C an dem Spektrophotometer Shimadzu
UV-1800 (CPS-240A) bestimmt. Die Absorptionswerte wurden bei der maximalen

Absorptionswellenldnge der jeweiligen Verbindung gemessen.

Zunédchst wurde eine 1 mM-Losung der zu untersuchenden Substanz in deionisiertem entgastem
Wasser hergestellt. Wenn es nicht moglich war, eine zumindest 0.1 mM-Losung einer Verbindung
herzustellen, wurde die Loslichkeit im Folgenden als <0.1 mM deklariert. Ansonsten wurde mit
deionisiertem entgastem Wasser eine Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen erstellt. Nach
Durchfithrung von Absorptionsmessungen konnte durch eine lineare Regressionsanalyse eine
Kalibriergrade erhalten werden. Anschliefend wurde eine geséttigte Losung der zu untersuchenden
Substanz in deionisiertem entgastem Wasser hergestellt. Um sicherzustellen, dass eine vollstindige
Sattigung vorlag, wurde die Suspension flir 3 min bei 25 °C in ein Ultraschallbad gestellt. Die
Suspension wurde im Anschluss daran kurz zentrifugiert, filtriert und so weit verdiinnt, dass der
Absorptionswert der Losung im Bereich der Kalibriergrade lag. Unter Verwendung des
Lambert-Beer schen Gesetzes konnte die maximale Loslichkeit im unverdiinnten Zustand extrapoliert

werden.
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6.3.3 Zerfallsmessung

Die Zerfallsmessung wurde abgeéndert nach der Methode von Binder et al. durchgefiihrt.

Ein Milliliter einer 1 mM Ldsung einer photocaged Verbindung in deionisiertem Wasser wurde in
einer Kiivette flir eine definierte Zeitspanne bei Raumtemperatur im LUMOS 43 mit 375 nm
(~6.4 mW/cm?) bestrahlt. AnschlieBend wurde die Probe auf der HPLC der Firma Jasco (HPLC
System) aufgetrennt. Als Chromatographiesdule wurde eine Hyperclone 5 p ODS (C18) 120
(Phenomenex) bei einer Flussrate von 1 mL/min (MeCN : H»O, 30 : 70, 25 °C, 30 pL) verwendet. Die
Abnahme der Konzentration der photocaged Verbindung in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer
konnte durch Auftragen der aus den HPLC-Spektren erhaltenen Flachen bestimmt werden. Die
graphische Auftragung lieferte einen exponentiellen Zerfall, aus welchem die Halbwertszeit ermittelt

werden konnte.

6.3.4 Bestimmung der Halbwertszeit und der Quantenausbeute mittels HPLC-
Analytik

Die Bestimmung der Halbwertszeit und der Quantenausbeute der photocaged compounds wurde

abgedndert nach einer Methode von Dr. Claus Bier durchgefiihrt.*'?

Zunédchst wurde eine 0.5 bzw. 1.0 mM Losung der jeweiligen photocaged Verbindung im
entsprechenden Losungsmittel erstellt. Nachdem eine Makro-Kiivette (100-QS) mit 1 mL dieser
Losung befiillt wurde, wurde diese fiir eine definierte Zeitspanne bei Raumtemperatur im LUMOS 43
mit einer definierten Wellenldnge (375 nm, 405 nm, 430 nm) bestrahlt. Diese Belichtung wurde fiir
verschiedene Belichtungsdauern wiederholt. Die belichteten Proben wurden auf einer HPLC [Saule:
Hyperclone 5 ODS (C18) 120 (Phenomenex)] in Dreifachbestimmung vermessen. Die dabei
verwendeten Laufmittel sind fiir die jeweiligen Verbindungen angegeben. Die Verringerung der
Konzentration der photocaged compounds wurde liber einen UV-Detektor (Jasco MD-2010-Plus)
beim jeweiligen Absorptionsmaximum detektiert. Fiir die Datenauswertung wurde die
Konzentrationsabnahme gegen die Belichtungsdauer aufgetragen. Die Auswertung der Daten erfolgte
in Origin 2018b (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) durch einen exponentiellen Fit
erster Ordnung (Formel 10).

c(t)y=A4- e(_%) + v

Formel 10: Exponentielle Zerfallsfunktion erster Ordnung (ExpDecl). [A = Amplitude; T = Zeitkonstante; yo = Offset]
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Unter Zuhilfenahme, der durch den exponentiellen Fit ermittelten Parameter, lassen sich die
Halbwertszeit und die Quantenausbeute bestimmen. So ldsst sich aus der Zeitkonstante t direkt die

Halbwertszeit to 5 ableiten (Formel 11).

tos =7-1n(2)

Formel 11: Gleichung zur Berechnung der Halbwertszeit. [t = Zeitkonstante]

Die Quantenausbeute fiir eine photochemische Zerfallsreaktion hingegen ist allgemein definiert als der

Quotient aus Zerfallsereignis und Anzahl der absorbierten Photonen (Formel 12).

Menge des zerfallenen photocaged compounds

P =

Anzahl der absorbierten Photonen

Formel 12: Allgemeine Definition der Quantenausbeute ¢.233]

Die Menge des zerfallenen photocaged compounds lisst sich dabei iiber die Anderungsrate einer
beliebigen messbaren Grofle beschreiben und die Anzahl der absorbierten Photonen ergibt sich aus

dem Photonenfluss g,, und der Absorption A(A) bei der Anregungswellenldnge A.

(@)
Anyp * [1 - 10_AM)]

¢ =

d .
Formel 13: Gleichung zur Bestimmung der differentiellen Quantenausbeute ¢.12%] [(d—:) = Anderungsrate einer messbaren

Grofe; 4., = Photonenfluss; A = Absorption bei Wellenlédnge A]

Als Anderungsrate wird die Abnahme der anfiinglichen Stoffmenge nswr des jeweiligen photocaged
compounds mit zunechmender Bestrahlungsdauer gewihlt. Der eingehende Photonenfluss ¢,, wurde

flir die verschiedenen Belichtungswellenldngen mittels chemischer Aktinometrie bestimmt. Eine

detaillierte Herleitung der Formel 14 ist in der Dissertationsschrift von Dr. Claus Bier zu finden.*'?

b avbau = m

Formel 14: Gleichung zur Bestimmung der differentiellen Quantenausbeute ¢abbau. [q » = Photonenfluss (in mols™);

n,
cstart = Startkonzentration (in mol L™!); A = Amplitude; t = Zeitkonstante (in s); V = Volumen (in L)]
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6.4 Synthesevorschriften zur Darstellung der o-Nitrobenzyl-Derivate

4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzaldehyd (93)

Nach einer Vorschrift von Kumar et al.®® wurde Salpetersiure (5.0 mL, 1.2 M) auf 0 °C gekiihlt,
bevor 3,4-Dimethoxybenzaldehyd (1.00 g, 6.02 mmol, 1.00 Aq.) hinzugegeben wurde. Nach Riihren
fir 1h bei Raumtemperatur’’ wurde die Reaktionslosung auf 50 mL Eiswasser gegeben. Der
entstehende gelbe Feststoff wurde abfiltriert und mit kaltem Wasser und kaltem Ethanol gewaschen.
Nach Umkristallisation aus Ethanol wurden 1.06 g (5.04 mmol, 84 %) des gelben Feststoffes 93

erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.*’®

, ©
SO 2No2
93

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.03 (s, 3 H, 5’-H), 4.04 (s, 3 H, 4'-H), 7.42 (s, 1 H, 6-H),
7.62 (s, 1 H, 3-H), 10.46 (s, 1 H, 7-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 56.7, 56.8 (C-4/,
C-5", 107.2 (C-3), 109.8 (C-6), 125.6 (C-1), 143.9 (C-2), 152.4 (C-4), 153.3 (C-5), 187.7 (C-7); IR
(ATR, Film): ¥ [em™'] = 2942, 2847, 1684, 1604, 1571, 1516, 1463, 1439, 1396, 1325, 1278, 1224,
1188, 1162, 1059, 1020, 982, 878, 794, 737, 592, 503; MS (ESI, positiv-lon): m/z (%) = 266.1 (100)
[M+Na+MeOH]", 282.3 (15) [M+K+MeOH]"; Schmelzpunkt: 130 °C, Lit.**": 130-132 °C.6-
Nitropiperonylbromid (94)

Nach einer Vorschrift von Tietze et al.”®" wurden der Alkohol 90%® (1.50 g, 7.61 mmol, 1.00 Aq.) und
Tetrabrommethan (3.15 g, 9.51 mmol, 1.25 Aq.) in trockenem Dichlormethan (38 mL, 0.20 M) in
einem sekurierten Schlenkkolben unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. In einem zweiten sekurierten
Schlenkkolben wurde Triphenylphosphan (2.50 g, 9.51 mmol, 1.25 Aq.) in trockenem Dichlormethan
(38 mL, 0.25 M) unter Stickstoff-Atmosphire gelost. Beide Losungen wurden auf 0 °C gekiihlt und
anschlieBend wurde die kalte Triphenylphosphan-Losung tropfenweise zum gelosten Alkohol 90
hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde 10 min bei 0 °C und danach 5h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 80:20), welche den vollstindigen
Umsatz des Edukts anzeigte. Nach Zugabe von Kieselgel wurde die Lésung am Rotationsverdampfer
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 90:10) erfolgte iiber Kieselgel. Es
wurden 1.63 g (6.27 mmol, 82 %) des hellbraunen Feststoffes 94 erhalten. Die analytischen Daten

stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.*"’

7 Die Raumtemperatur innerhalb des Labors wurde mittels Temperaturschreiber konstant aufgezeichnet und lag
zwischen 19-26 °C.

28 Diese Verbindung wurde von Dr. Claus Bier im Rahmen seiner Dissertation synthetisiert und war noch im
Arbeitskreis vorratig.
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3 5 4 1
o a
5 Br
LIk
107a7 NO,
94

IH-NMR (600 MHz, CDCL): § [ppm] = 4.79 (s, 2 H, 1"-H), 6.14 (s, 2 H, 2-H), 6.95 (s, 1 H, 4-H), 7.56
(s, 1 H, 7-H); BC-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 29.8 (C-1'), 103.5 (C-2), 106.4 (C-7), 111.2
(C-4), 129.7 (C-5), 142.3 (C-6), 148.4 (C-Ta), 152.0 (C-3a); Ry = 0.22 (PE/EtOAc 90:10)IR (ATR,
Film): ¥ [em™'] = 3057, 2922, 1733, 1610, 1522, 1503, 1488, 1416, 1376, 1323, 1266, 1223, 1188,
1118, 1021, 920, 885, 872, 818, 759, 664, 554; Schmelzpunkt: 65 °C.

1-(6-Nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethylbromid (95)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Nguyen et al.”’® wurde der Alkohol 91% (0.10 g, 0.47 mmol,
1.0 Aq.) in trockenem Dichlormethan (1.0 mL, 50 mM) in einem sekurierten Schlenkkolben unter
Stickstoff-Atmosphére vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurde Phosphortribromid
(0.11 mL, 1.1 mmol, 2.4 Aq.) tropfenweise hinzugegeben, gefolgt von der Zugabe von Pyridin (38 pL,
0.47mL, 1.0Aq.). Die Reaktionslosung wurde 10min bei 0°C und danach 45 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40), welche den
vollstdndigen Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung wurde auf Eiswasser gegeben und
anschliefend mit CH,Cl, (3%) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit gesittigter
NaHCO;-Losung und mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
MgSO4 getrocknet und bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
(PE/CH:Cl, 80:20) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 36 mg (0.13 mmol, 28 %) des gelben
Feststoffes 95 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten

iiberein.*78!

2

3 3 4 1
3,
2<O 5 Br
o 6
7
T 07 NO,

95

IH-NMR (600 MHz, CDCL3): & [ppm] = 2.03 (d, *Jo.;» = 6.8 Hz, 3 H, 2"-H), 5.89 (q, *Ji» = 6.8 Hz,
1 H, I'-H), 6.12 (d, 2Joazo = 1.2 Hz, 1 H, 2-H,), 6.12 (d, 22a2p = 1.2 Hz, 1 H, 2-Hy), 7.26 (s, 1 H, 4-H),
7.34 (s, 1 H, 7-H); BC-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 27.6 (C-2"), 42.8 (C-17), 103.3 (C-2),
105.1 (C-7), 108.8 (C-4), 134.8 (C-5), 141.6 (C-6), 147.7 (C-7a), 152.1 (C-3a); Ry= 0.27 (PE/CH,Cl,
80:20); IR (ATR, Film): # [cm™'] = 3104, 2925, 1733, 1618, 1501, 1489, 1419, 1391, 1325, 1263,

2 Diese Verbindung wurde von Dr. Claus Bier im Rahmen seiner Dissertation synthetisiert und war noch im
Arbeitskreis vorratig.
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1197, 1156, 1141, 1058, 1027, 960, 920, 873, 813, 763, 742, 728, 686, 663, 622, 574, 524,
Schmelzpunkt: 68 °C, Lit.”’®: 76.1-77.8 °C.

3,4-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)benzaldehyd (97)

Nach einer Vorschrift von Ni et al.'"®! wurde 3,4-Dihydroxybenzaldehyd (96) (6.00 g, 43.4 mmol,
1.00 Aq.) in DMF (84 mL, 0.52 M) vorgelegt. Nach der Zugabe von Kaliumcarbonat (24.4 g,
174 mmol, 4.00 Aq.) wurde die entstandene braune Lésung fiir 30 min geriihrt. AnschlieBend wurde
die Losung auf 0—5 °C abgekiihlt und tropfenweise Bromessigsdureethylester (14.4 mL, 130 mol,
3.00 Aq.) hinzugegeben. Die Losung wurde fiir 30 min bei 0—5 °C und anschlieBend fiir 16 h bei RT
geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche den vollstindigen
Umsatz des Edukts anzeigte. Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von dest. H,O
(120 mL). Im Anschluss daran wurde die Losung mit EtOAc (500 mL) extrahiert. Die organische
Phase wurde mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Die Losung wurde
am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 70:30)
erfolgte tiber Kieselgel. Es wurden 13.5 g (43.5 mmol, quant.) des farblosen Feststoffes 97 erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten {iberein.!"']

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.28 (t, *Ji1,10 oder 11,10 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11'-H), 1.29
(t, *J1110 oder 11000 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11'-H), 4.26 (q, *Ji0.11.10.11 = 7.2 Hz, 4 H, 10-H, 10’-H), 4.76
(s, 2 H, 8-H), 4.80 (s, 2 H, 8"-H), 6.92 (d, >Js6 = 8.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.37 (d, “)»6 = 1.9 Hz, | H, 2-H),
7.47 (dd, *Jss = 8.3 Hz, “Js» = 1.9 Hz, 1 H, 6-H), 9.83 (s, 1 H, 7-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl): §
[ppm] = 14.3 (C-11; C-11"), 61.6, 61.7 (C-10; C-10"), 66.3 (C-8), 66.3 (C-8"), 113.1 (C-2), 113.7 (C-5),
127.0 (C-6), 131.1 (C-1), 148.4 (C-3), 153.2 (C-4), 168.2 (C-9"), 168.4 (C-9), 190.6 (C-7); Ry = 0.27
(PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): v [cm™'] = 2977, 1755, 1724, 1687, 1585, 1510, 1429, 1207,
1138, 1054, 1024, 671; MS (ESI, positiv-Ton): m/z (%) = 333.2 (100) [M+Na]", 349.1 (40) [M+K]’;
Schmelzpunkt: 55 °C, Lit.['"3: 55-56 °C.

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd (98)

Nach einer Vorschrift von Nietal!"® wurde Kaliumnitrat (5.50 g, 54.4 mmol, 1.25Aq.) in
Trifluoressigsdure (40 mL, 1.4 M) vorgelegt und bei 0—5°C geriihrt. AnschlieBend erfolgte die
langsame tropfenweise Zugabe von 3,4-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)benzaldehyd (97) (13.5 g,
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43.5 mmol, 1.00 Aq), gelost in Trifluoressigsdure (21 mL, 2.1 M). Die Reaktionslésung wurde fiir 1 h
bei 0—5 °C geriihrt und anschlieBend fiir 16 h bei RT geriihrt. Nach Einengen am Rotationsverdampfer
wurde der Uberstand in EtOAc (400 mL) suspendiert. Die organische Phase wurde mit gesittigter
NaHCO;-Losung und mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen iiber MgSO4
wurde die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
(Toluol/EtOAc 85:15) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 12.7 g (35.6 mmol, 82 %) des gelben

Feststoffes 98 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten
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"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.30 (t, *Ji1.10 oder 1110 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11’-H), 1.32
(t, *J11.10 oder 11710 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11’-H), 4.28 (q, *Ji0.11 oder 10,11 = 7.2 Hz, 2 H, 10-H oder
10-H), 4.29 (q, *J10.11 oder 1011 = 7.2 Hz, 2 H, 10-H oder 10’-H), 4.85 (s, 2 H, 8-H oder 8'-H), 4.86 (s,
2 H, 8-H oder 8'-H), 7.34 (s, 1 H, 6-H), 7.58 (s, 1 H, 3-H), 10.41 (s, 1 H, 7-H); 3C-NMR (151 MHz,
CDCl): & [ppm] = 14.2, 14.3 (C-11; C-11"), 62.0, 62.1 (C-10; C-10"), 66.1, 66.4 (C-8; C-8"), 110.4
(C-3), 112.5 (C-6), 126.3 (C-1), 144.2 (C-2), 150.9, 151.9 (C-4; C-5), 167.3, 167.4 (C-9; C-9"), 187.3
(C-7); Ry = 0.44 (Toluol/EtOAc 85:15); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 2987, 1740, 1687, 1570, 1507,
1283, 1196, 1168, 1070, 1022, 792; MS (ESI, positiv-Ion): m/z (%) = 378.2 (50) [M+Na]*, 410.2
(100) [M+MeOH+Na]"; Schmelzpunkt: 94 °C.

iiberein.!

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (99)

Nach einer Vorschrift von Ni et al.l'"

10 mL) 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd (98) (881 mg, 2.48 mmol, 1.00 Aq)
vorgelegt. Nach Kiihlung auf 0-5 °C erfolgte die Zugabe von NaBH4 (188 mg, 4.96 mmol, 2.00 Aq.)
und die Reaktionslosung wurde fiir 3 h bei 0—5 °C geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(Toluol/EtOAc 80:20), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Der Abbruch der

wurde in einem CH,Cly/Ethanol/Essigsdure-Gemisch (35:5:1,

Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 1 N wéssriger HCI-Losung (2 mL). Im Anschluss daran
wurde die Losung mit EtOAc (50 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit geséttigter NaCl-
Losung gewaschen und iiber MgSOs getrocknet. Die Losung wurde am Rotationsverdampfer
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (Toluol/EtOAc 80:20) erfolgte iiber Kieselgel. Es
wurden 649 mg (1.82 mmol, 73 %) des gelben Feststoffes 99 erhalten. Die analytischen Daten

stimmen mit den in der Literatur genannten {iberein.['"*!
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TH-NMR (600 MHz, CDCL3): 8 [ppm] = 1.30 (t, /1110 oder 1110 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11-H), 1.31
(t, 1110 0der 1100 = 7.2 Hz, 3 H, 11-H oder 11™-H), 2.13 (br, 1 H, OH), 4.28 (q, Ji0.11 oder 100117 = 7.2 Hz,
2 H, 10-H oder 10-H), 4.28 (q, Jio.11 oder 10211 = 7.2 Hz, 2 H, 10-H oder 10™-H), 4.77 (s, 2 H, 8-H oder
8'-H), 4.83 (s, 2 H, 8-H oder 8'-H), 4.94 (s, 2 H, 7-H), 7.17 (s, 1 H, 3-H oder 6-H), 7.70 (s, 1 H, 3-H
oder 6-H); ®C-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 14.3 (C-11 oder C-11"), 14.3 (C-11 oder C-11),
61.8 (C-10 oder C-10"), 61.9 (C-10 oder C-10'), 62.5 (C-7), 66.2 (C-8"), 66.6 (C-8), 112.0 (C-3 oder
C-6), 113.5 (C-3 oder C-6), 133.6 (C-1 oder C-2), 140.4 (C-1 oder C-2), 146.5 (C-5), 152.7 (C-4),
167.8 (C-9"), 168.1 (C-9); Ry = 0.32 (Toluol/EtOAc 80:20); IR (ATR, Film): # [em™'] = 2992, 1742,
1580, 1507, 1282, 1193, 1072, 1019, 792; MS (ES, positiv-Ton): m/z (%) = 380.2 (100) [M-+Na]",
737.3 (5) [2M+Na]*; Schmelzpunkt: 76 °C.

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylbromid (100)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Tietze et al. ™" wurden der Alkohol 99 (1.00 g, 2.80 mmol,
1.00 Aq.) und Tetrabrommethan (1.16 g, 3.50 mmol, 1.25 Aq.) in trockenem Dichlormethan (14 mL,
0.20 M) in einem sekurierten Schlenkkolben unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. In einem zweiten
sekurierten Schlenkkolben wurde Triphenylphosphan (918 mg, 3.50 mmol, 1.25 Aq.) in trockenem
Dichlormethan (14 mL, 0.25 M) unter Stickstoff-Atmosphire gelost. Beide Losungen wurden auf 0 °C
gekiihlt und anschlieBend wurde die kalte Triphenylphosphan-Losung tropfenweise zum geldsten
Alkohol 99 hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde 10 min bei 0°C und danach 6h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 80:20), welche den
vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Nach Zugabe von Kieselgel wurde die Losung am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 65:35) erfolgte
iiber Kieselgel. Es wurden 1.13 g (2.69 mmol, 96 %) des farblosen Feststoffes 100 erhalten.

(0]
. 2
°© 100
'H-NMR (600 MHz, CDCl;): & [ppm] = 1.31 (t, *Ji1.10 = 7.1 Hz, 3 H, 11-H), 1.31 (t, *Ji1 10 = 7.1 Hz,

3H, 11-H), 429 (q. /10111001 = 7.1 Hz, 4 H, 10-H, 10"-H), 4.78 (2, 2 H, 8-H), 4.81 (s, 2 H, 7-H),
4.83 (s, 2 H, 8-H), 6.94 (s, 1 H, 6-H), 7.65 (s, 1 H, 3-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] =

193



Experimenteller Teil

14.3 (C-11), 14.3 (C-11"), 29.7 (C-7), 61.9 (C-10), 62.0 (C-10"), 66.5 (C-8), 66.5 (C-8"), 112.1 (C-3),
117.2 (C-6), 128.5 (C-2), 141.2 (C-1), 147.6 (C-5), 151.9 (C-4), 167.7 (C-9), 167.8 (C-9'); Ry = 0.62
(PE/EtOAc 60:40); IR (ATR, Film): ¥ [cm '] = 2992, 1739, 1616, 1581, 1522, 1479, 1449, 1409,
1380, 1356, 1339, 1289, 1264, 1202, 1184, 1120, 1080, 1043, 1025, 930, 881, 798, 758, 732, 672;
HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;sH;sOsNBrNa® [M+Na]": 442.0108; gef. 442.0108; Schmelzpunkt:
118°C.

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl-(4-nitrophenyl)carbonate (102)

In einem sekurierten Schlenkkolben wurde 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol 99
(950 mg, 2.66 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem Dichlormethan (5.0 mL, 0.53 M) unter Stickstoff-
Atmosphire vorgelegt. Es wurde Diisopropylethylamin (975 uL, 5.60 mmol, 2.11 Aq.) hinzugegeben
und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. In einem zweiten sekurierten Schlenkkolben wurde
4-Nitrophenylchlorformiat (1.13 g, 5.61 mmol, 2.11 Aq.) in trockenem Dichlormethan (5.0 mL, 1.1 M)
unter Stickstoff-Atmosphére gelost. Die 4-Nitrophenylchlorformiat-Losung wurde tropfenweise zum
gelosten Alkohol 99 hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche den vollstindigen Umsatz des
Edukts anzeigte. AnschlieBend wurde die Losung nacheinander mit 0.01 M wéssriger HC1-Losung und
gesittigter NaHCO;-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO,
getrocknet und die Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische
Isolation (PE/EtOAc 70:30) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 1.16 g (2.22 mmol, 83 %) des gelben
Feststoffes 102 erhalten.
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TH-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.27 (t, *J11.10 oder 11710 = 7.1 Hz, 3 H, 11-H oder 11'-H), 1.31
(t, *J11.10 oder 11710 = 7.1 Hz, 3 H, 11-H oder 11"-H), 4.25 (q, *Ji0.11 oder 1011 = 7.1 Hz, 2 H, 10-H oder
10'-H), 4.29 (q, *Ji0.11 oder 10211' = 7.1 Hz, 2 H, 10-H oder 10’-H), 4.80 (s, 2 H, 8'-H), 4.85 (s, 2 H, 8-H),
5.67 (s, 2H, 7-H), 7.10 (s, 1 H, 6-H), 7.42 (m,, 2 H, 2"-H) 7.74 (s, 1 H, 3-H), 8.29 (m., 2 H, 3"-H);
BC-NMR (151 MHz, CDCl;): § [ppm] = 14.2, 14.3 (C-11, C-11"), 61.9 (C-10, C-10"), 66.5 (C-8"),
66.7 (C-8), 67.3 (C-7), 112.1 (C-3), 114.4 (C-6), 121.9 (C-2"), 125.5 (C-3"), 126.4 (C-1), 140.9 (C-2),
145.7 (C-4"), 147.5 (C-4), 152.2 (C-7"), 152.5 (C-5), 155.5 (C-1"), 167.8, 167.8 (C-9, C-9"); Ry = 0.29
(PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 2925, 2855, 1754, 1617, 1583, 1523, 1444, 1379,
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1345, 1289, 1203, 1083, 1013, 859, 797, 753, 716, 665, 496; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2oH26N3013"
[M+NH4]": 540.1460; gef. 540.1466; Schmelzpunkt: 113-114 °C.

1-[4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]phenylmethanol (103f)

2] wurde 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-

In Anlehnung an eine Vorschrift von Lankalapalli et al.
nitrobenzaldehyd (98) (1.00 g, 2.81 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem THF (40 mL, 70 mM) unter
Stickstoff-Atmosphdre ~ vorgelegt und auf —78°C  gekiihlt.  AnschlieBend  wurde
Phenylmagnesiumbromid (6.0 mL, 1.0M in THF, 5.6 mmol, 2.00 Aq.) hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir 30 min bei —78 °C geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(PE/EtOAc 70:30). Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch die portionsweise Zugabe von 1N
wissriger HCI-Losung (40 mL). Im Anschluss daran wurde die Lésung mit Diethylether (2x50 mL)
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer

eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 75:25) erfolgte iiber Kieselgel. Es
wurden 550 mg (1.27 mmol, 45 %) des gelben Oles 103f erhalten.

TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.26 (t, *Ji1..0 = 7.1 Hz, 3 H, 11-H), 1.30 (t, *Ji110 = 7.1 Hz,
3 H, 11'-H), 2.67 (brs, 1 H, 7-OH), 4.21 (q, *Jio11 = 7.1 Hz, 2 H, 10-H), 4.28 (q, *Ji0;11r = 7.1 Hz, 2 H,
10"-H), 4.76 (s, 4 H, 8-H, 8'-H), 6.48 (s, 1 H, 7-H), 7.18 (s, 1 H, 6-H), 7.26-7.35 (m, 5 H, 2'-H, 3"-H,
4'-H), 7.59 (s, 1 H, 3-H); ®C-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] = 14.3, 14.3 (C-11, C-11"), 61.8, 61.9
(C-10, C-10"), 66.1, 66.6 (C-8, C-8), 71.4 (C-7), 111.8 (C-3), 113.6 (C-6), 127.1, 128.2, 128.7 (C-2',
C-3', C-4"), 135.1 (C-1), 141.1 (C-1"), 141.6 (C-2), 146.6 (C-4), 152.1 (C-5), 167.8, 168.1 (C-9, C-9');
Ry = 0.07 (PE/EtOAc 75:25); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 3455, 2970, 1739, 1518, 1443, 1366, 1217,
1126, 1069, 525; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2;HyN,Oy" [M+NH,4]": 451.1711; gef. 451.1707.

4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylacetat (145)

Zu einer Losung von 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (99) (155 mg, 433 umol,
1.00 Aq.) in Essigsiureanhydrid (1.03 mL, 420 mM) in einem Mikrowellengefd wurde Pyridin
(35 uL, 0.43 mmol, 1.0 Aq.) gegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir 5 min bei 60 °C in einem
Mikrowellenreaktor unter Rithren erhitzt. Der vollstindige Umsatz wurde mittels DC (PE/EtOAc

70:30) ermittelt. Die Reaktionslosung wurde mit CH,Cl> verdiinnt. Die organische Phase wurde mit
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gesittigter NaHCOs-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen iiber
MgSO; wurde die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische
Isolation (PE/EtOAc 70:30) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 140 mg (351 pmol, 81 %) des gelben
Feststoftes 145 erhalten.
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TH-NMR (600 MHz, CDCls):  [ppm] = 1.29 (¢, *J11.10 oder 11210 = 7.1 Hz, 3 H, 11-H oder 11"-H), 1.31
(t, *Ji1.10 oder 11200' = 7.1 Hz, 3 H, 11-H oder 11'-H), 2.16 (s, 3 H, 2"-H), 4.27 (q, *Ji0.11 oder 10117 = 7.1 Hz,
2 H, 10-H oder 10"-H), 4.28 (q, Ji0.11 oder 10011 = 7.1 Hz, 2 H, 10-H oder 10"-H), 4.77 (s, 2 H, 8'-H),
4.82 (s, 2 H, 8-H), 5.47 (s, 2 H, 7-H), 6.98 (s, 1 H, 6-H), 7.71 (s, 1 H, 3-H); 3C-NMR (151 MHz,
CDCls): § [ppm] = 14.3 (C-11, C-117), 21.0 (C-2"), 61.9, 61.9 (C-10, C-10'), 63.0 (C-7), 66.5 (C-8"),
66.6 (C-8), 111.9 (C-3), 113.9 (C-6), 128.3 (C-1), 140.8 (C-2), 146.9 (C-4), 152.3 (C-5), 167.9, 167.9
(C-9, C-9'), 170.3 (C-1'); Ry = 0.24 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [cm '] = 2984, 1741, 1521,
1583, 1521, 1443, 1379, 1333, 1287, 1191, 1081, 1030, 872, 820, 797, 756, 608; HRMS (ESI): m/z
ber. fiir C17H25N2010" [M+NH4]™: 417.1504; gef. 417.1509; Schmelzpunkt: 89 °C.
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4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylaldehyd-diethylacetal (141)

In einem sekurierten Schlenkkolben wurde 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd (98)
(3.00 g, 8.44 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem Ethanol (50 mL, 0.17 M) unter Stickstoff-Atmosphire
vorgelegt. Nach der Zugabe von Triethylorthoformiat (1.88 g, 12.6 mmol, 1.50 Aq.) und Pyridinium-
p-toluolsulfonat (424 mg, 1.69 mmol, 20.0 mol%) wurde die Reaktionslosung fiir 19 h zum Riickfluss
erhitzt, wobei ein mit Molekularsieb (3 A) gefiillter Wasserabscheider fiir eine konstante Entfernung
des entstehenden Wassers verwendet wurde. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc
80:20), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. AnschlieBend wurde die Losung mit
gesittigter NaHCO;-Losung gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit Dichlormethan extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Na,SO4 getrocknet. Die Losung wurde
bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 85:15)
erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 3.22 g (7.51 mmol, 89 %) des gelben Feststoffes 141 erhalten.
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IH-NMR (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.12 (t, *Jyr = 7.1 Hz, 6 H, 2"-H), 1.22 (t, *Ji1100100 =
7.1 Hz, 6 H, 11-H; 11-H), 3.50 (dq, 2/ra16 = 9.3 Hz, *Jiuy = 7.1 Hz, 2 H, 1'-Ha), 3.62 (dq, Vi1 =
9.3 Hz, Yivy = 7.1 Hz, 2 H, 1'-Hy), 4.18 (q, *Jio.11 oder 1011 = 7.1 Hz, 2 H, 10-H oder 10™-H), 4.19 (q,
3Ji011 oder 1011 = 7.1 Hz, 2 H, 10-H oder 10-H), 4.96 (s, 2 H, 8'-H), 4.99 (s, 2 H, 8-H), 5.88 (s, 1 H,
7-H), 7.09 (s, 1 H, 6-H), 7.57 (s, 1 H, 3-H); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-de): 5 [ppm] = 14.0 (C-11;
C-11"), 14.9 (C-2"), 60.8, 60.9 (C-10, C-10'), 65.5, 65.6 (C-8; C-8'), 97.7 (C-7), 110.6 (C-3), 111.5
(C-6), 127.9 (C-1), 141.4 (C-2), 146.5 (C-4), 150.2 (C-5), 168.1, 168.1 (C-9; C-9'); Ry = 0.25
(PE/EtOAc 80:20); IR (ATR, Film): # [em '] = 2981, 1755, 1692, 1581, 1526, 1446, 1346, 1291,
1196, 1176, 1080, 878, 796; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oHNOo" [M+NH,4]": 447.1973; gef.
447.1972; Schmelzpunkt: 62.1 °C.
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6.5 Synthesevorschriften zur Darstellung der (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate
(E)-7-(Diethylamino)-4-(2-(dimethylamino)vinyl)cumarin (108)

Nach einer Vorschrift von Weinrich et al.?®” wurde Cumarin 106 (15.0 g, 64.9 mmol, 1.00 Aq.) in
DMF (150 mL, 433 mM) geldst. Nach der Zugabe von DMF-DMA (17.2 mL, 130 mmol, 2.00 Aq.)
wurde die Reaktionslosung fiir 23 h zum Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung
auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit CH»Cl, verdiinnt und mit geséttigter NaHCO;-Losung geriihrt.
Die organische Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet und die Losung wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 18.4 g (64.3 mmol, 99 %) des braunen Feststoffes 108
erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen eingesetzt. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.*s”!

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.18 (t, *Ji0o = 7.2 Hz, 6 H, 10-H), 2.98 (s, 6 H, 6'-H), 3.38
(q, *Joi0 = 7.2 Hz, 4 H, 9-H), 5.21 (d, *Jos = 13 Hz, 1 H, 4-H), 5.84 (s, 1 H, 3-H), 6.47 (d, “Js¢ =
2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.54 (dd, *Jss = 9.0 Hz, “Jsz = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.20 (d, *Js.» = 13.0 Hz, 1 H,
5'-H), 7.51 (d, *Js¢ = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] = 12.6 (C-10), 41.0
(C-6"), 44.7 (C-9), 87.5 (C-4"), 93.5 (C-3), 98.2 (C-8), 108.0 (C-6), 108.2 (C-4a), 124.9 (C-5), 146.7
(C-5"), 150.2 (C-7), 152.4 (C-4), 156.5 (C-8a), 163.5 (C-2); Ry = 0.33 (CH,Cl/EtOAc 70:30); IR
(ATR, Film): ¥ [em '] = 1676, 1606, 1566, 1375, 1234, 1114, 1054, 974, 772, 625; MS (ESI, positiv-
Ton): m/z (%) = 287.3 (100) [M+H]"; Schmelzpunkt: 183 °C, Lit.’®?: 184-187 °C.

7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-carbaldehyd (107)

Nach einer Vorschrift von Weinrich et al. ™" wurde Cumarin 108 (18.4 g, 64.3 mmol, 1.00 Aq.) in
THF/H,O (1:1, 110 mL, 585 mM) gelost. Nach der Zugabe von NalOs (41.3 g, 193 mmol, 3.00 Aq.)
wurde die Reaktionslosung fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels DC (PE/EtOAc 50:50), welche den vollstdndigen Umsatz des Edukts anzeigte. Der im Verlauf
der Reaktion ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Die Losung
wurde eingeengt bis THF vollstindig entfernt wurde und mit gesattigter NaHCO;-Losung gewaschen.

Die organische Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die
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vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSO,; getrocknet und die Losung wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 15.7 g (64.1 mmol, quant.) des braunen Feststoffes 107
erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen eingesetzt. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.!*"!
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TH-NMR (600 MHz, CDCL): & [ppm] = 1.22 (t, *Jio9 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.43 (q, *Jo.0 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 6.45 (s, 1 H, 3-H), 6.53 (d, *Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.63 (dd, *Js5 = 9.2 Hz, “Js5 = 2.6 Hz,
1 H, 6-H), 8.31 (d, *Js6 = 9.2 Hz, 1 H, 5-H), 10.03 (s, 1 H, 4-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): &
[ppm] = 12.5 (C-10), 45.0 (C-9), 97.9 (C-8), 104.0 (C-4a), 109.8 (C-6), 117.6 (C-3), 127.2 (C-5),
144.0 (C-8a), 151.0 (C-7), 157.5 (C-4), 162.0 (C-2), 192.6 (C-4'); Ry = 0.29 (PE/EtOAc 50:50); IR
(ATR, Film): ¥ [em™] = 2972, 1703, 1607, 1582, 1518, 1424, 1376, 1354, 1267, 1228, 1196, 1142,
1111, 1077, 1053, 901, 822, 780, 732, 640, 475; MS (ESI, positiv-lon): m/z (%) = 278.3 (100)
[M+CH;0H+H]"; Schmelzpunkt: 77.7 °C, Lit.***!; 78-80 °C.

7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)cumarin (105)

Nach einer Vorschrift von Weinrich et al®®" wurde Cumarin 107 (19.0 g, 77.4 mmol, 1.00 Aq.) in
THF (90 mL, 0.86 M) gelost. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt und NaBH4 (5.86 g,
155 mmol, 2.00 Aq.) wurde bei 0 °C portionsweise hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde fiir 3 h
geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50), welche den vollsténdigen
Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktion wurde durch langsame Zugabe von ges. NaHCOs3-Losung
abgebrochen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase wurde mit CH,Cl»
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSOj, getrocknet und die Losung wurde
bei vermindertem Druck eingeengt. Es wurden 18.7 g (75.4 mmol, 97 %) des Feststoffes 105 erhalten.
Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen eingesetzt. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.!*"!
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IH-NMR (600 MHz, CDCL): & [ppm] = 1.20 (t, Ji0s = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 1.93 (t, *Jons = 5.8 Hz,
1 H, 4-OH), 3.41 (q, *Joao = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 4.83 (dd, *Jyon = 5.8 Hz, “Jy5 = 1.3 Hz, 2 H, 4"-H),
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6.25 (t, “s4 = 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.51 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.56 (dd, >Js5 = 9.0 Hz, *Jss =
2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.32 (d, *Js5 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 12.5
(C-10), 44.8 (C-9), 60.8 (C-4"), 97.7 (C-8), 105.2 (C-3), 106.4 (C-4a), 108.7 (C-6), 124.5 (C-5), 150.6
(C-7), 155.6 (C-4), 156.1 (C-8a), 163.2 (C-2); Ry= 0.36 (PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): ¥ [cm ']
= 2013, 2001, 1000; MS (ESL positiv-lon): m/z (%) = 254.3 (100) [M+Li]"; Schmelzpunkt:
139.9 °C, Lit.1?*%%): 127.8-148 °C.

[7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-ylJmethyl-(4-nitrophenyl)carbonat (110)

396] 397]

In Anlehnung an Vorschriften von Fomina et al.®®® und Gao et al.®”! wurde in einem sekurierten
Schlenkkolben Cumarin 105 (2.00 g, 8.09 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem Dichlormethan (10 mL,
0.80 M) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. Es wurde Diisopropylethylamin (2.82 mL, 16.2 mmol,
2.00 Aq.) hinzugegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. In einem zweiten sekurierten
Schlenkkolben wurde 4-Nitrophenylchlorformiat (3.26 g, 16.2 mmol, 2.00 Aq.) in trockenem
Dichlormethan (10 mL, 1.6 M) unter Stickstoff-Atmosphére geldst. Die 4-Nitrophenylchlorformiat-
Losung wurde mittels einer Spritzenpumpe tropfenweise liber einen Zeitraum von 2 h zum geldsten
Alkohol 105 hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 19 h unter Ausschluss von Licht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40), welche den
vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. AnschlieBend wurde die Losung nacheinander mit 1 M
wissriger HCI-Losung (20 mL) und gesittigter NaHCO;-Losung (3x20 mL) gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSOs getrocknet und die Losung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH»Cly/n-Pentan 98:2)
erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 1.48 g (3.60 mmol, 44 %) des gelben Feststoffes 110 erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.”**”!
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IH-NMR (600 MHz, CDCL3): § [ppm] = 1.22 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.43 (q, *Jo.o = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 5.40 (s, 2 H, 1'-H) 6.22 (s, 1 H, 3-H), 6.54 (d, “Js¢ = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.61 (dd, *Jos =
9.0 Hz, “Jos = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.31 (d, *Js5 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.42 (d, *J»3 = 8.6 Hz, 2 H, 2"-H),
8.30 (d, *J32 = 8.6 Hz, 2 H, 3"-H); *C-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 12.5 (C-10), 44.9 (C-9),
65.9 (C-1'), 98.0 (C-8), 105.7 (C-4a), 107.0 (C-3), 108.9 (C-6), 121.8 (C-2"), 124.4 (C-5), 125.5
(C-3"), 145.7 (C-4"), 147.9 (C-4), 151.0 (C-7), 152.3 (C-2'), 155.3 (C-1"), 156.5 (C-8a), 161.7 (C-2);
R, = 0.10 (CH,Clo/n-Pentan 98:2); IR (ATR, Film): # [em™'] = 2968, 1772, 1708, 1591, 1520, 1489,
1446, 1423, 1335, 1268, 1218, 1194, 1142, 1109, 1090, 1040, 986, 956, 856, 838, 816, 792, 750, 704,
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679, 567, 528, 493, 467, HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2;H2N207" [M+H]": 413.1343; gef. 413.1340;
Schmelzpunkt: 159.9 °C.

[7-(Diethylamino)-2-oxo0-2H-chromen-4-ylJmethylacetat (111)

Nach einer Vorschrift von Gandioso et al.'*™ wurde Cumarin 105 (500 mg, 2.02 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem CH,Cl, (35 mL, 58 mM) unter Stickstoff-Atmosphédre gelost. DMAP (299 mg, 2.43 mmol,
1.20 Aq.) und Essigsiure (139 pL, 2.43 mmol, 1.20Aq.) wurden hinzugegeben und die
Reaktionslésung wurde auf 0 °C gekiihlt. DCC (501 mg, 2.43 mmol, 1.20 Aq.) wurde bei 0°C
hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde zundchst fiir 10 min bei 0 °C und anschlielend fiir 20 h
bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(PE/EtOAc 50:50), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung wurde
filtriert und das Filtrat wurde nachfolgend mit 1 M HCI-Losung und geséttigter NaHCOs3-Losung
gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und die Losung wurde
bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH,Cl,) erfolgte iiber
Kieselgel. Es wurden 518 mg (1.79 mmol, 89 %) des roten Feststoffes 111 erhalten. Die analytischen

Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.['**]
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"H-NMR (600 MHz, CDCl3): § [ppm] = 1.19 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.18 (s, 3 H, 2"-H), 3.40
(q, *Jo,10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 5.20 (d, *J5 = 1.3 Hz, 2 H, 4'-H) 6.11 (t, “/34 = 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.50
(d, “Js6 = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.56 (dd, *Js5 = 9.0 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.27 (d, *Js5 = 9.0 Hz,
1 H, 5-H); BC-NMR (151 MHz, CDCl;): § [ppm] = 12.5 (C-10), 20.9 (C-2"), 44.9 (C-9), 61.4 (C-4"),
97.9 (C-8), 106.1 (C-4a), 106.5 (C-3), 108.8 (C-6), 124.5 (C-5), 149.5 (C-4), 150.8 (C-7), 156.4
(C-8a), 162.0 (C-2), 170.3 (C-1"); Ry = 0.57 (PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): # [em™'] = 2974,
1748, 1706, 1597, 1527, 1440, 1415, 1376, 1337, 1272, 1240, 1196, 1140, 1074, 1013, 933, 841, 823,
811, 666, 598, 560; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisHoNOs" [M+H]": 290.1387; gef. 290.1389;
Schmelzpunkt: 108.3 °C, Lit.?*®: 111-113 °C.

{[7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-yljmethyl}methyl-[2-(methylamino)ethyl]-
carbamat (112)

391 wurde Cumarin 110 (50 mg, 0.12 mmol, 1.0 Aq.) in

Nach einer Vorschrift von Fomina et all
CH:CL; (1.3 mL, 92 mM) vorgelegt. Anschliefend erfolgte die tropfenweise Zugabe zu einer 0 °C

kalten Losung von N,N'-Dimethylethylendiamin (0.14 mL, 1.2 mmol, 10 Aq.) in CH.Cl, (2.6 mL,
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0.47 M) tber einen Zeitraum von 30 min. Die Reaktionslosung wurde fiir weitere 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40), welche den
vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Das Losungsmittel wurde bei vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat geldst und nacheinander mit geséttigter NaHCOs-
Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber MgSO4 getrocknet
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (EtOAc/MeOH/NEt3
87:10:3) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 27 mg (75 pmol, 62 %) des viskosen, gelben Oles 112

erhalten.

TH-NMR (600 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 1.19 (t, Jioo = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.42-2.51 (m, 4 H, 5'-H,
NH), 2.80 (m., 2 H, 4-H), 2.95-3.04 (m, 3 H, 2"-H), 3.39 (q, *Jo.10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 3.44-3.49 (m,
2H, 3-H), 5.23 (s, 2 H, 1"-H), 6.10 (s, 1 H, 3-H), 6.49 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.55 (dd, *Jos =
9.0 Hz, “Jos = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.27-7.31 (m, 1 H, 5-H); C-NMR (151 MHz, CDCl;): 3 [ppm] =
12.5 (C-10), 34.8, 35.5 (C-2"), 36.1, 36.4 (C-5), 4.8 (C-9), 48.6, 48.9 (C-3'), 49.3, 49.7 (C-4"), 62.5,
62.6 (C-1"), 97.9 (C-8), 105.8 (C-4a), 106.1, 106.2 (C-3), 108.7 (C-6), 124.4, 124.5 (C-5), 150.6, 150.7
(C-4, C-7), 155.6, 155.9 (C-2'), 156.3 (C-8a), 162.2 (C-2); Ry = 0.15 (EtOAc/MeOH/NEt; 87:10:3);
IR (ATR, Film): # [em '] = 2960, 2926, 2859, 1709, 1605, 1526, 1422, 1358, 1275, 1197, 1143, 1078,
821, 767; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oH2sN304" [M+H]": 362.2074; gef. 362.2077.

7-(Diethylamino)-4-(dimethoxymethyl)cumarin (113)

Cumarin 107 (50 mg, 0.20 mmol, 1.0 Aq.) wurde in trockenem CH,Cl, (1.0 mL, 0.20 M) unter
Stickstoff-Atmosphéire ~ gelost.  Trimethylorthoformiat (34 uL, 0.31 mmol, 1.5Aq.) und
p-Toluolsulfonsidure Monohydrat (7.8 mg, 41 umol, 0.20 Aq.) wurden hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir 16 h unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit geséttigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit
CH)Cl, extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden iiber NaSO4 getrocknet Die
sdulenchromatographische Isolation (CH2Cl,) erfolgte liber Kieselgel. Es wurden 26 mg (89 umol,
44 %) des rotbraunen Feststoffes 113 erhalten.
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TH-NMR (600 MHz, Aceton-d): 8 [ppm] = 1.20 (t, *Jios = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.37 (s, 6 H, OCH3),
3.50 (q, Yoo = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 5.54 (s, 1 H, 4"-H), 6.13 (s, 1 H, 3-H), 6.50 (d, *Jss = 2.6 Hz, 1 H,
8-H), 6.70 (dd, Jss = 9.1 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.69 (d, *Js¢ = 9.1 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR
(151 MHz, Aceton-ds): 8 [ppm] = 12.7 (C-10), 45.2 (C-9), 53.4 (OCHs), 98.0 (C-8), 100.9 (C-4"),
106.6 (C-4a), 108.3 (C-3), 109.4 (C-6), 127.6 (C-5), 151.1 (C-4), 151.4 (C-7), 157.7 (C-8a), 161.6
(C-2); Ry = 0.35 (PE/EtOAc 80:20); IR (ATR, Film): 7 [em™'] = 2967, 2922, 1709, 1599, 1523, 1417,
1354, 1332, 1270, 1230, 1191, 1145, 1112, 1052, 996, 905, 848, 811, 783, 741, 704, 683, 641, 622,
535, 478; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisH22NO4" [M+H]": 292.1543; gef. 292.1547; Schmelzpunkt:
91 °C.

7-(Diethylamino)-4-(1-hydroxyethyl)cumarin (114)

Nach einer Vorschrift von Gandioso et al.''®"! wurde Cumarin 107 (1.00 g, 4.08 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem THF (20 mL, 0.20 M) unter Stickstoff-Atmosphére geldst. Die Reaktionslosung wurde auf
—78 °C gekiihlt und Methylmagnesiumchlorid in THF (3.0 M) (2.3 mL, 6.9 mmol, 1.7 Aq.) wurde bei
=78 °C tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 2 h geriihrt, bevor erneut
Methylmagnesiumchlorid in THF (3.0 M) (2.3 mL, 6.9 mmol, 1.7 Aq.) bei —78 °C tropfenweise
hinzugegeben wurde. Die Reaktionslosung wurde fiir weitere 2h bei —78 °C geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche den vollstindigen Umsatz des
Edukts anzeigte. Die Reaktion wurde durch langsame Zugabe von ges. NH4Cl-Losung (20 mL)
abgebrochen. Die Reaktionslosung wurde auf Raumtemperatur aufgetaut und mit Ethylacetat
(3x50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSOs4 getrocknet und die
Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH>Cl,
— CH,CI,/MeOH 95:5) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 737 mg (2.82 mmol, 69 %) des braunen
Feststoffes 114 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten

iiberein.[’¥”!
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.20 (t, *Jio9 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 1.57 (d, *Jas = 6.6 Hz,
3 H, 4"-H), 2.14 (brs, 1 H, 4-OH), 3.41 (q, *Jo,10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 5.15 (q, *Jsa» = 6.6 Hz, 2 H,
4'-H), 6.28 (s, 1 H, 3-H), 6.53 (s, 1 H, 8-H), 6.60 (d, *Js5 = 9.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.43 (d, *J55 = 9.0 Hz,
1 H, 5-H);*C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.5 (C-10), 23.7 (C-4"), 44.7 (C-9), 65.8 (C-4"),
97.8 (C-8), 104.3 (C-3), 106.3 (C-4a), 108.6 (C-6), 125.2 (C-5), 150.4 (C-7), 156.4 (C-8a), 160.2
(C-4), 163.2 (C-2);Rs = 0.34 (CH,Cl,/MeOH 95:5); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 3407, 2972, 2924,
1704, 1612, 1524, 1417, 1377, 1356, 1271, 1233, 1199, 1120, 1077, 1023, 825, 753; HRMS (ESI):
m/z ber. fiir C;sH20NO5;™ [M+H]": 262.1438; gef. 262.1442; Schmelzpunkt: 104—-105 °C.

4-Acetyl-7-(diethylamino)cumarin (115)

Cumarin 114 (630 mg, 2.41 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem CH,Cl, (53 mL, 45 mM) unter
Stickstoff-Atmosphire gelost. Dess-Martin-Periodinan  (1.23 g, 2.89 mmol, 1.20 Aq.) wurde
hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 45 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40), welche den vollstindigen Umsatz des
Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung wurde mit gesattigter NaHCO;-Losung gewaschen. Die
wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden iiber
MgSO04 getrocknet Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 70:30) erfolgte iiber Kieselgel.
Es wurden 460 mg (1.77 mmol, 74 %) des orangenen Feststoffes 115 erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.21 (t, *Ji09 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.57 (s, 3 H, 4"-H), 3.42
(q, Jo.0 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 6.26 (s, 1 H, 3-H), 6.52 (d, *Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.59 (dd, *Jss =
9.2 Hz, “Js5 = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.69 (d, *J56 = 9.2 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl3): §
[ppm] = 12.5 (C-10), 29.6 (C-4"), 45.1 (C-9), 98.3 (C-8), 104.5 (C-4a), 109.1 (C-3), 109.6 (C-6),
127.7 (C-5), 150.0 (C-4), 150.8 (C-7), 157.3 (C-8a), 162.0 (C-2), 200.0 (C-4"); Ry = 0.60 (PE/EtOAc
60:40); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 2962, 2925, 2862, 1720, 1615, 1583, 1521, 1417, 1355, 1267,
1221, 1125, 1076, 1023, 824, 618; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;sH;sNO;" [M+H]": 260.1281; gef.
260.1287; Schmelzpunkt: 81-82 °C.

7-(Diethylamino)-4-(1,1-dimethoxyethyl)cumarin (116)

399]

In Anlehnung an eine Vorschrift von Wang et al wurde Cumarin 115 (300 mg, 1.16 mmol,

1.00 Aq.) in trockenem MeOH (5.0mL, 023 M) unter Stickstoff-Atmosphire geldst.
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Trimethylorthoformiat (1.27 mL, 11.6 mmol, 10.0 Aq.) und p-Toluolsulfonsiure Monohydrat (44 mg,
0.23 mmol, 0.20 Aq.) wurden hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde auf 60 °C erhitzt.
AnschlieBend wurde fiir 2 d unter Ausschluss von Licht bei 60 °C geriihrt. Die Reaktionslésung wurde
mit geséttigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert und
die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet Die sdulenchromatographische
Isolation (PE/EtOAc 90:10 — 70:30) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 323 mg (1.06 mmol, 91 %)
des Feststoffes 116 erhalten. Dariiber hinaus wurden 27 mg (0.10 mmol, 9 %) des Eduktes 115

reisoliert.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.20 (t, *Jios = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 1.63 (s, 3 H, 5'-H), 3.22
(s, 6 H, OCH:), 3.40 (q, *Jo10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 6.44 (s, 1 H, 3-H), 6.52 (s, 1 H, 8-H), 6.58 (d, *Js5 =
9.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.95 (d, *Js¢ = 9.1 Hz, 1 H, 5-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.6
(C-10), 24.3 (C-5"), 44.9 (C-9), 49.2 (OCH3), 98.1 (C-8), 100.5 (C-4"), 105.9 (C-4a), 108.9 (C-6),
109.3 (C-3), 127.4 (C-5), 150.0 (C-7), 155.3 (C-4), 156.9 (C-8a), 162.5 (C-2); Ry = 0.59 (PE/EtOAc
70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 2970, 2931, 2832, 1712, 1614, 1590, 1520, 1409, 1372, 1357,
1271, 1251, 1231, 1199, 1183, 1159, 1123, 1043, 1020, 905, 862, 825, 807, 791, 716, 679, 641, 537,
481; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C17H24NO4™ [M+H]": 306.1700; gef. 306.1706.
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[7-(Diethylamino)-2-thio-2H-chromen-4-yllmethylacetat (117)

Nach einer Vorschrift von Gandioso et al.'®® wurde Cumarin 111 (2.00 g, 6.91 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Toluol (237 mL, 29.1 mM) unter Stickstoff-Atmosphére gelost. Lawessons Reagenz
(1.82 g, 4.49 mmol, 0.650 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionsldsung wurde fiir 12 h unter
Ausschluss von Licht zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde bei vermindertem Druck
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH:Cl) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden
1.78 g (5.83 mmol, 84 %) des orangen Feststoffes 117 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit

den in der Literatur genannten {iberein.!'%*

'H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.22 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.19 (s, 3 H, 2"-H), 3.43
(q, *Jo.10="7.1 Hz, 4 H, 9-H), 5.18 (d, “Jw3 = 1.3 Hz, 2 H, 4-H), 6.66 (dd, *Js5 = 9.0 Hz, *Js3 = 2.6 Hz,
1 H, 6-H), 6.68 (d, *Jzs = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 7.06 (t, “/s.4 = 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 7.34 (d, *Jss = 9.0 Hz,
1 H, 5-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] = 12.5 (C-10), 20.9 (C-2") 45.1 (C-9), 61.1 (C-4"),
97.6 (C-8), 108.3 (C-4a), 110.4 (C-6), 120.7 (C-3), 124.6 (C-5), 142.0 (C-4), 151.2 (C-7), 159.1
(C-8a), 170.4 (C-1"), 197.3 (C-2); Ry = 0.60 (CH.Cl); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 2971, 1743, 1625,
1574, 1516, 1432, 1399, 1376, 1354, 1290, 1250, 1217, 1197, 1180, 1147, 1071, 1029, 967, 855, 822,
795, 652; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1sH,0NO3S* [M+H]": 306.1158; gef. 306.1160; Schmelzpunkt:
137.9 °C.

7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-thion (119)

18] wurde Cumarin 117 (984 mg, 3.22 mmol,

In Anlehnung an eine Vorschrift von Fournier et al.l
1.00 Aq.) in trockenem Ethanol (684 mL, 4.71 mM) unter Stickstoff-Atmosphire gelost. HCI in
Diethylether (1.0 M) (8.1 mL, 8.1 mmol, 2.5 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde
fir 17 h unter Ausschluss von Licht zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH,Cl, = CH,Cly/Aceton
95:5) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 564 mg (2.14 mmol, 66 %) des orangegelben Feststoffes 119

erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.['s¥
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'H-NMR (600 MHz, Aceton-de): & [ppm] = 1.23 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.55 (q, *Jo.10 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 4.62 (brs, 1 H, 4-OH), 4.81 (s, 2 H, 4-H), 6.66 (d, *Jss = 2.5 Hz, 1 H, 8-H), 6.81 (dd, *Jss =
9.0 Hz, “Jss = 2.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.12 (s, 1 H, 3-H), 7.53 (d, >Js5 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR
(151 MHz, Aceton-ds): & [ppm] = 12.7 (C-10), 45.3 (C-9), 60.2 (C-4"), 97.4 (C-8), 109.0 (C-4a), 111.1
(C-6), 120.2 (C-3), 125.8 (C-5), 149.2 (C-4), 151.9 (C-7), 159.7 (C-8a), 198.3 (C-2); Ry = 0.36
(CH,Cly/Aceton 95:5); IR (ATR, Film): ¥ [em™!] = 3375, 2966, 1626, 1571, 1513, 1425, 1356, 1296,
1247, 1179, 1076, 821, 800, 636; MS (ESI, negativ-lon): m/z (%) = 262.4 (100) [M-HJ";
Schmelzpunkt: 115.6 °C.

[7-(Diethylamino)-2-thio-2H-chromen-4-yllmethyl-(4-nitrophenyl)carbonat (121)

37 wurde in einem sekurierten

In Anlehnung an Vorschriften von Fomina et al.®®® und Gao et al!
Schlenkkolben Cumarin 119 (400 mg, 1.52 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem THF (4.00 mL, 380 mMm)
unter Stickstoff-Atmosphdre vorgelegt. Es wurde Diisopropylethylamin (529 pL, 3.04 mmol,
2.00 Aq.) hinzugegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
4-Nitrophenylchlorformiat (612 mg, 3.04 mmol, 2.00 Aq.) portionsweise hinzugegeben. Die
Reaktionslgsung wurde fiir 22 h unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40). Die Losung wurde bei vermindertem
Druck eingeengt, anschliefend mit CH,Cl, verdiinnt und abschliefend mit gesittigter NaHCOs-
Losung (3%) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSOj4 getrocknet und die
Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt. Als Rohprodukt wurden 320 mg (747 umol, 49 %)

des gelben Feststoffes 121 erhalten. Dieser wurde nach Moglichkeit direkt weiter umgesetzt oder fiir

den zeitnahen Gebrauch bei —20 °C gelagert.
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IH-NMR (600 MHz, CDCL): § [ppm] = 1.23 (t, *Ji09 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.44 (q, *Jo0 = 7.1 Hz,
4'H, 9-H), 5.37 (s, 2 H, 1-H), 6.64-6.72 (m, 2 H, 6-H, 8-H), 7.13 (s, | H, 3-H), 7.37 (d, *Js6 = 9.1 Hz,
1 H, 5-H), 7.42 (m., 2 H, 2"-H), 8.30 (m., 2 H, 3"-H); R;= 0.62 (PE/EtOAc 60:40); IR (ATR, Film): ¥
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[em™'] = 2972, 2924, 2853, 1773, 1708, 1609, 1581, 1521, 1424, 1336, 1258, 1217, 1088, 838, 792,
747,677, 565, 528, 493.

[2-(Dicyanomethylen)-7-(diethylamino)-2H-chromen-4-ylJmethylacetat (118)

Nach einer Vorschrift von Gandioso et al.'"®! wurde Cumarin 117 (1.00 g, 3.27 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Acetonitril (100 mL, 32.7 mM) unter Stickstoff-Atmosphére gelost. Nach der Zugabe von
Malonsiuredinitril (1.09 g, 16.5 mmol, 5.03 Aq.) und Triethylamin (9.13 mL, 65.5 mmol, 20.0 Aq.)
wurde die Reaktionslosung fiir 20 min bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt. Die
Losung farbte sich dabei intensiv rot. Silbernitrat (1.12 g, 6.58 mmol, 2.01 Aq.) wurde hinzugegeben
und die Reaktionslosung wurde fiir weitere 4 h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht
geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche den vollstdndigen
Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung wurde filtriert und das Filtrat wurde bei
vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH:Cly) erfolgte iiber
Kieselgel. Es wurden 616 mg (1.83 mmol, 56 %) des orangeroten Feststoffes 118 erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.['*!

'H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.24 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.21 (s, 3 H, 2"-H), 3.45
(q, *Jo10=7.1 Hz, 4 H, 9-H), 5.24 (d, *Jy3 = 1.2 Hz, 2 H, 4"-H), 6.62 (d, *Js6 = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.70
(dd, *Js5 = 9.0 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 6.75 (t, *J54 = 1.2 Hz, 1 H, 3-H), 7.34 (d, *Js5 = 9.0 Hz,
1 H, 5-H); BC-NMR (151 MHz, CDCl;): § [ppm] = 12.5 (C-10), 20.9 (C-2"), 45.3 (C-9), 55.9 (C-2"),
61.2 (C-4'), 97.9 (C-8), 106.2 (C-3), 107.4 (C-4a), 111.1 (C-6), 113.9 (CN), 114.6 (CN), 125.0 (C-5),
146.1 (C-4), 151.6 (C-7), 155.1 (C-8a), 170.3 (C-1"), 171.9 (C-2); Ry = 0.57 (PE/EtOAc 50:50); IR
(ATR, Film): ¥ [em™] = 2969, 2924, 2215, 1750, 1638, 1586, 1524, 1430, 1358, 1320, 1259, 1224,
1148, 1079, 816, 687; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CioH20N30;" [M+H]": 338.1499; gef. 338.1495;
Schmelzpunkt: 202-203 °C.
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2-[7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-yliden]malononitril (120)

Nach einer Vorschrift von Fournier et al.l'"! wurde Cumarin 118 (500 mg, 1.48 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Ethanol (316 mL, 4.68 mM) unter Stickstoff-Atmosphére geldst. HCI in Ethanol (1.25 M)
(2.96 mL, 3.71 mmol, 2.50 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir 15 h unter
Ausschluss von Licht zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde bei vermindertem Druck
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH>Cly/Aceton 95:5) erfolgte tiber Kieselgel. Es
wurden 403 mg (1.36 mmol, 92 %) des orangeroten Feststoffes 120 erhalten. Die analytischen Daten

stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.['s"

"TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.24 (t, *Jio9 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.45 (q, *Jo..0 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 4.89 (s, 2 H, 4-H), 6.63 (d, *Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.71 (dd, *Js5 = 9.0 Hz, *Js5 = 2.6 Hz,
1 H, 6-H), 6.98 (s, 1 H, 3-H), 7.36 (d, >Js56 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl): § [ppm]
=12.6 (C-10), 45.4 (C-9), 54.9 (C-2'), 60.8 (C-4"), 97.8 (C-8), 105.4 (C-3), 107.7 (C-4a), 111.2 (C-6),
114.2 (CN), 115.0 (CN), 125.0 (C-5), 151.4 (C-4), 151.6 (C-7), 154.9 (C-8a), 172.3 (C-2); Ry= 0.44
(CH,Cly/Aceton 95:5); IR (ATR, Film): ¥ [em™!] = 3431, 2972, 2918, 2199, 1741, 1634, 1575, 1504,
1418, 1355, 1319, 1254, 1189, 1144, 1085, 821, 686, 508; MS (ESI, positiv-Ion): m/z (%) = 296.3
(100) [M+H]"; Schmelzpunkt: 179-180 °C.

{[2-(Dicyanomethylen)-7-(diethylamino)-2H-chromen-4-ylJmethyl}(4-
nitrophenyl)carbonat (122)

396] 397]

In Anlehnung an Vorschriften von Fomina et al.®®® und Gao et al.?*” wurde in einem sekurierten
Schlenkkolben Cumarin 120 (250 mg, 846 umol, 1.00 Aq.) in trockenem Dichlormethan (15.0 mL,
56.4 mM) unter Stickstoff-Atmosphédre vorgelegt. Es wurde Diisopropylethylamin (295 pL,
1.69 mmol, 2.00 Aq.) hinzugegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
4-Nitrophenylchlorformiat (341 mg, 1.69 mmol, 2.00 Aq.) portionsweise hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde fiir 22 h unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40), welche den vollstindigen Umsatz des
Edukts anzeigte. AnschlieBend wurde die Losung mit CH>Cl, verdiinnt und nacheinander mit 1 M
wissriger HCI-Losung (1x) und gesdttigter NaHCOs-Losung (3x) gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und die Losung wurde bei vermindertem Druck
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 70:30) erfolgte iiber Kieselgel. Es
wurden 179 mg (389 umol, 46 %) des roten Feststoffes 122 erhalten. Die analytischen Daten stimmen

mit den in der Literatur genannten {iberein.**”!
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"TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.25 (t, *Jioo = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.46 (q, >Jo..0 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 5.42 (s, 2 H, 4-H), 6.61 (d, *Jss = 2.5 Hz, 1 H, 8-H), 6.69 (dd, *Js5 = 9.0 Hz, *Js5 = 2.5 Hz,
1 H, 6-H), 6.80 (s, 1 H, 3-H), 7.35 (d, *Jss = 9.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.43 (m,, 2 H, 2"-H), 8.31 (m,, 2 H,
3"-H); BC-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.6 (C-10), 45.2 (C-9), 56.5 (C-2'), 65.5 (C-4"), 97.6
(C-8), 106.3 (C-3), 106.7 (C-4a), 110.9 (C-6), 113.7 (CN), 114.5 (CN), 121.9 (C-2"), 124.9 (C-5),
125.6 (C-3"), 144.2 (C-4), 145.9 (C-4"), 152.0 (C-7), 152.2 (C-5"), 155.2, 155.2 (C-8a, C-1"), 171.7
(C-2); Ry=0.28 (PE/EtOAc 60:40); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 2215, 1774, 1638, 1584, 1548, 1523,
1489, 1432, 1350, 1321, 1259, 1216, 1148, 1083, 860; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CaqHyN4Os"
[M+H]": 461.1456; gef. 461.1457; Schmelzpunkt: 209-211 °C.

7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-methylcumarin (124)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Noguchi et al®"

wurden 7-Amino-4-methylcumarin (123)
(150 mg, 856 umol, 1.00 Aq.), Bromessigsiure-tert-butylester (1.26 mL, 8.57 mmol, 10.0 Aq.),
Natriumiodid (128 mg, 856 pmol, 1.00 Aq.), DIPEA (731 uL, 4.28 mmol, 5.00 Aq.) und Acetonitril
(5.00 mL) in einem Mikrowellengefall vorgelegt. Die Reaktionslosung wurde fiir 6 h bei 100 °C in der
Mikrowelle unter Riihren erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 75:25).
Anschliefend wurde die Reaktionslosung filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach der
Zugabe von EtOAc (35 mL) wurde die organische Phase mit Wasser (35 mL) und geséttigter NaCl-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber Kieselgel (PE/EtOAc 75:25). Es
wurden 99 mg (0.24 mmol, 28 %) des orangen Feststoffes 124 erhalten. Dariiber hinaus konnten
181 mg (626 umol, 73 %) des einfachsubstituierten Nebenproduktes 125 isoliert werden. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.[*
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Alternative Synthese:

7-tert-Butoxycarbonylmethylamino-4-methylcumarin ~ (125) (249 mg, 861 umol,  1.00 Aq.),
Bromessigsiure-tert-butylester (1.27 mL, 8.60 mmol, 10.0 Aq.), Natriumiodid (129 mg, 860 pumol,
1.00 Aq.), DIPEA (734 puL, 4.30mmol, 5.00Aq) und Acetonitrii (5.00mL) in einem
Mikrowellengefal3 vorgelegt. Die Reaktionslosung wurde fiir 4 h bei 100 °C in der Mikrowelle unter
Riihren erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 75:25). AnschlieBend wurde
die Reaktionslosung filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach der Zugabe von EtOAc
(35 mL) wurde die organische Phase mit Wasser (35 mL) und geséttigter NaCl-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde iiber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber Kieselgel (PE/EtOAc 75:25). Es wurden 105 mg
(260 umol, 30 %) des orangen Feststoffes 124 erhalten.

12% 5 :,
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TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.47 (s, 18 H, 12-H), 2.34 (d, “Ju3 = 1.0 Hz, 3 H, 4'-H), 4.05
(s, 4 H, 9-H), 6.01 (d, “Jss = 1.0 Hz, 1 H, 3-H), 6.44 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.52 (dd, *Jos =
8.9 Hz, “Jos = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.41 (d, *Js¢ = 8.9 Hz, 1 H, 5-H); ®C-NMR (151 MHz, CDCls): &
[ppm] = 18.6 (C-4"), 28.2 (C-12), 54.5 (C-9), 82.6 (C-11), 99.2 (C-8), 109.1 (C-6), 110.5 (C-3), 111.3
(C-4a), 125.7 (C-5), 151.2 (C-7), 152.8 (C-4), 155.6 (C-8a), 162.0 (C-2), 169.1 (C-10); IR (ATR,
Film): ¥ [em™'] =2979, 2931, 1718, 1609, 1526, 1454, 1403, 1369, 1148, 1083, 1045, 985, 842, 749;
MS (ESI, positiv-lon): m/z (%) = 829.3 (100) [2M+Na]*, 442.2 (40) [M+K]"; Schmelzpunkt:
149.6 °C, Lit.'"*!: 151 °C.

124

7-(tert-Butoxycarbonylmethylamino)-4-methylcumarin (125)
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TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.50 (s, 9 H, 12-H), 2.34 (d, “Ju3 = 1.0 Hz, 3 H, 4"-H), 3.83
(s, 2 H, 9-H), 5.99 (d, *)s4 = 1.0 Hz, 1 H, 3-H), 6.38 (d, *Jss = 2.3 Hz, 1 H, 8-H), 6.53 (dd, s =
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8.7 Hz, “Jss = 2.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.36 (d, *Js5 = 8.7 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl): &
[ppm] = 18.7 (C-4"), 28.2 (C-12), 45.8 (C-9), 82.9 (C-11), 98.5 (C-8), 110.0 (C-3), 110.8 (C-6), 111.2
(C-4a), 125.7 (C-5), 150.4 (C-7), 153.1 (C-4), 156.0 (C-8a), 162.0 (C-2), 169.4 (C-10); Ry = 0.22
(PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 3366, 2979, 2924, 1716, 1610, 1565, 1534, 1396,
1269, 1218, 1153, 1068, 969, 841, 748; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsH0NO4" [M+H]": 290.1387;
gef. 290.1390; Schmelzpunkt: 149—150 °C, Lit.!'"): 154.7 °C.

7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-(formyl)cumarin (126)

20 wurde 7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-

Nach einer Vorschrift von Noguchi et al.l
methylcumarin (124) (734 mg, 1.82mmol, 1.00 Aq.) in p-Xylol (20mL, 91 mM) vorgelegt.
Anschliefend erfolgte die Zugabe von Selendioxid (404 mg, 3.64 mmol, 2.00 Aq.) und es wurde fiir
24 h zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels NMR. Die Reaktionsldsung wurde
heifl tiber Celite filtriert und es wurde mit wenig p-Xylol nachgespiilt. Die Losung wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und es wurden 462 mg (1.11 mmol, 61 %) des orangen Feststoffes 126

erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein. "
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"H-NMR (600 MHz, CDCl;): & [ppm] = 1.48 (s, 18 H, 12-H), 4.07 (s, 4 H, 9-H), 6.48 (d, “Jss =
2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.56 (dd, *Js5 = 9.1 Hz, “Js5 = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 6.56 (s, 1 H, 3-H), 8.38 (d, *Js¢
9.1 Hz, 1 H, 5-H), 10.03 (s, 1 H, 4-H); *C-NMR (151 MHz, CDCLs): & [ppm] = 28.2 (C-12), 54.4
(C-9), 82.8 (C-11), 99.2 (C-8), 105.9 (C-4a), 110.1 (C-6), 119.9 (C-3), 127.4 (C-5), 143.9 (C-4), 151.8
(C-7), 156.9 (C-8a), 161.5 (C-2), 168.8 (C-10), 192.3 (C-4"); Ry = 0.50 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR,
Film): ¥ [em™'] = 2979, 2924, 1732, 1618, 1525, 1427, 1394, 1369, 1293, 1252, 1227, 1150, 1077,

1037, 988, 847, 743; Schmelzpunkt: 152-153 °C, Lit.l'*); 156 °C.

126
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7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-(hydroxymethyl)cumarin (128)

20 wurde 7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-

Nach einer Vorschrift von Noguchi et al.l
(formyl)cumarin (126) (466 mg, 1.12mmol, 1.00 Aq.) in Ethanol (33 mL, 34 mM) vorgelegt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von NaBH, (63 mg, 1.7 mmol, 1.5 Aq.) bei 0°C, bevor fiir 3 h bei
RT geriihrt wurde. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels NMR. Nach der Zugabe von 1 M HCI-
Losung (22 mL) wurde mit Wasser verdiinnt und das Ethanol wurde bei vermindertem Druck entfernt.
Nach der Extraktion mit EtOAc wurden die vereinten organischen Phasen mit Wasser und geséttigter
NaCl-Losung gewaschen. Darauffolgend wurde die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 75:25 — 20:80)
erfolgte tiber Kieselgel. Es wurden 293 mg (699 umol, 63 %) des orangen Feststoffes 128 erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten {iberein.*"!
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.48 (s, 18 H, 12-H), 4.04 (s, 4 H, 9-H), 4.76 (d, “Ju; =
1.4 Hz, 2 H, 4-H), 6.32 (t, /5.4 = 1.4 Hz, 1 H, 3-H), 6.44 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.47 (dd, *Jss =
8.9 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.48 (d, *Jss = 8.9 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl;): &
[ppm] = 28.2 (C-12), 54.4 (C-9), 60.9 (C-4'), 82.8 (C-11), 99.3 (C-8), 107.2 (C-3), 108.6 (C-4a), 109.2
(C-6), 124.4 (C-5), 151.2 (C-7), 154.5 (C-4), 155.6 (C-8a), 162.2 (C-2), 169.2 (C-10); Ry = 0.03
(PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [cm '] = 3443, 2977, 2931, 2855, 1731, 1612, 1526, 1374,
1389, 1229, 1151, 1099, 992, 855, 740; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2xH3NO;" [M+H]": 420.2017;
gef. 420.2017; Schmelzpunkt: 173 °C, Lit."**: 176 °C.

7-(Diethylamino)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)cumarin (160)

Cumarin 113 (50 mg, 0.17 mmol, 1.0 Aq.) wurde in trockenem Toluol (2.0 mL, 0.10 M) unter
Stickstoff-Atmosphire geldst. Ethylenglycol (12 pL, 0.21 mmol, 1.5 Aq.) und p-Toluolsulfonsiure
Monohydrat (7 mg, 0.04 mmol, 0.2 Aq.) wurden hinzugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir
22 h unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion
aufgrund der nur geringen Umsetzung fiir 2 d zum Riickfluss erhitzt. Der vollstindige Umsatz wurde
mittels DC (PE/EtOAc 80:20) ermittelt. Die Reaktionslosung wurde mit gesittigter NaHCO;-Losung

gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert und die vereinten organischen Phasen
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wurden iiber NaSO4 getrocknet Die sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 70:30) erfolgte
tiber Kieselgel. Es wurden 19 mg (66 umol, 39 %) des braunen Feststoffes 160 erhalten.

10/91\1 ™ 0" o
IH-NMR (600 MHz, CDCly): & [ppm] = 1.19 (t, /109 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.40 (q, *Jo10 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 4.07 (brs, 4 H, 5'-H), 6.06 (s, 1 H, 4"-H), 6.27 (s, 1 H, 3-H), 6.50 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H,
8-H), 6.58 (dd, *Jss = 9.0 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.58 (d, Jss = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); “C-NMR
(151 MHz, CDCL): & [ppm] = 12.6 (C-10), 44.9 (C-9), 65.5 (C-5'), 97.8 (C-8), 99.9 (C-4"), 105.9
(C-3), 106.2 (C-4a), 108.8 (C-6), 1263 (C-5), 150.6 (C-7), 150.7 (C-4), 156.9 (C-8a), 162.5 (C-2); Ry
= 0.33 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 2970, 1737, 1602, 1526, 1422, 1365, 1217,
1114, 525; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C16H20NO4" [M+H]": 290.1387; gef. 290.1394; Schmelzpunkt:
128.9 °C.

160
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6.6 Synthesevorschriften zur Darstellung der Trimethyl-Lock-Derivate
2,5-Dimethylhydrochinon (131)

Nach einer Vorschrift von Walton et al.®® wurde 2,5-Dimethyl-1,6-benzochinon (130) (4.00 g,
294 mmol) in einem MeOH/Diethylether/Wasser-Gemisch (1:2:4, 280 mL) gelost. Nach
portionsweiser Zugabe von Natriumborhydrid (5.56 g, 147 mmol, 5.00 Aq.) farbt sich die gelbe
Losung im Verlauf von 15 min zundchst braun und wird anschlieBend farblos. Nachdem durch
Reaktionskontrolle mittels DC (PE/EtOAc 50:50) der vollstindige Umsatz bestétigt wurde, wurde
umgehend die Reaktionslosung mit Diethylether (3x50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSOs getrocknet. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 3.91 g (28.3 mmol, 96 %) des
farblosen Feststoffes 131 erhalten. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung in der
nachfolgenden Reaktion umgesetzt. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur

genannten iiberein. 2%

OH
131

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj): § [ppm] = 2.00 (s, 6 H, 4-H), 6.46 (s, 2 H, 2-H), 8.31 (s, 2 H, 1-OH);
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 15.8 (C-4), 116.9 (C-2), 121.1 (C-3), 147.5 (C-1);Rs =
0.49 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): # [cm '] = 3233, 1422, 1263, 1185, 988, 868, 827, 688, 586;
HRMS (ESI): m/z ber. fir CgHoO>™ [M-H]: 137.0608; gef. 137.0609; Schmelzpunkt: 210-212 °C,
Lit.*%%: 212217 °C.
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6-Hydroxy-4,4,5,8-tetramethylchroman-2-on (132)

Nach  einer  Vorschrift —von  Walton et al®  wurden in  einem  Schlenkkolben
2,5-Dimethylhydrochinon (131) (3.59 g, 26.0 mmol, 1.00 Aq.) und 3,3-Dimethylacrylsiure (2.92 g,
29.2 mmol, 1.12 Aq.) in Methansulfonsiure (106 mL, 245 mM) geldst und iiber Nacht unter Stickstoff-
Atmosphire auf 70 °C erhitzt. Nachdem durch Reaktionskontrolle mittels DC (PE/EtOAc 50:50) der
vollstindige Umsatz bestdtigt wurde, wurde die rote Reaktionslosung auf Eiswasser gegeben und
anschliefend mit EtOAc (4x90 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der erhaltene hellbraune Feststoff wurde aus PE/EtOAc (2:1)
umkristallisiert. Es wurden 3.81 g (17.3 mmol, 67 %) des Feststoffes 132 erhalten. Die analytischen

Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.**”’

"H-NMR (600 MHz, DMSO-dy): 5 [ppm] = 1.34 (s, 6 H, 4-H), 2.10 (s, 3 H, ), 2.21 (s, 3 H, ), 2.59 (s,
2 H, 3-H), 6.60 (s, 1 H, 7-H), 9.15 (s, 1 H, 6-OH);*C-NMR (151 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = 13.8
(C-5"), 15.9 (C-8"), 27.1 (C-4"), 35.1 (C-4), 45.0 (C-3), 115.1 (C-7), 119.5 (C-5), 122.9 (C-8), 131.0
(C-4a), 142.2 (C-8a), 151.6 (C-6), 168.1 (C-2); Ry=10.57 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [cm™]
= 3522, 3304, 2972, 2948, 1725, 1615, 1465, 1405, 1292, 1242, 1185, 1159, 1120, 1040, 1022, 979,
953,919, 865, 847, 735, 659, 633, 605, 465; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1sH;,05" [M+H]": 221.1172;
gef. 221.1176; Schmelzpunkt: 195 °C, Lit.!l: 194-196 °C.

3-(4-Brom-2,5-dimethyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dien-1-yl)-3-methylbutansaure (133)

Nach einer Vorschrift von Walton et al.?® wurde 2-Chromanon 132 (2.80 g, 12.7 mmol, 1.00 Aq.) in
Essigsdure (123 mL, 103 mM) geldst. Nach Zugabe von Brom (1.44 mL, 28.1 mmol, 2.21 Aq.) in
Essigsdure (17.0 mL, 1.65 M) wurde die entstandene rote Losung offen, aber geschiitzt vor Licht, iiber
Nacht geriihrt. Nachdem durch Reaktionskontrolle mittels DC (PE/EtOAc 90:10) der vollstdndige
Umsatz bestitigt wurde, wurde die Reaktionslosung auf Wasser gegeben und anschliefend mit
Dichlormethan extrahiert, bis die wéssrige Phase farblos wurde. Die vereinten organischen Phasen
wurden so oft mit ges. NaHCO3-Losung extrahiert, bis die NaHCO3-Phase farblos ist. Die vereinigten
NaHCO;-Phasen wurden mit Dichlormethan gewaschen, anschlieBend mit konzentrierter HCI-Losung

sauer gestellt und mit EtOAc extrahiert, bis die saure wissrige Phase farblos wurde. Die gelbe
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organische Phase (EtOAc) wurde tiber MgSO,; getrocknet. Das Losungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 2.67 g (8.47 mmol, 67 %) des gelben Feststoffes 133

erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.**”’

TH-NMR (600 MHz, CDCl3): 3 [ppm] = 1.44 (s, 6 H, 3'-H), 2.12 (s, 3 H, ), 2.20 (s, 3 H, ) 3.00 (s, 2 H,
2-H); BC-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 15.3 (C-5"), 17.2 (C-8"), 28.7 (C-3"), 38.2 (C-3), 47.2
(C-2), 132.0 (C-7), 138.9 (C-5), 148.7 (C-8), 152.9 (C-4), 178.7 (C-1), 180.0 (C-6), 187.7 (C-9); Rf=
0.37 (PE/EtOAc 90:10); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 2972, 2924, 1794, 1697, 1658, 1589, 1430, 1402,
1386, 1367, 1342, 1315, 1239, 1198, 1131, 1045, 949, 898, 874, 817, 797, 755, 720, 686, 623, 581,
509; HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci3Hi6BrOs” [M+H]": 315.0226; gef. 315.0228; Schmelzpunkt:
107 °C.Die erste organische Phase (Dichlormethan) wurde iiber MgSO4 getrocknet. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 1.20 g (4.00 mmol, 31 %) des

Nebenproduktes 134 erhalten.

134

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45 (s, 6 H, 4"), 2.36 (3 H, 8'-H), 2.41 (s, 3 H, 5"-H), 2.55 (s,
2 H, 3-H); BC-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 15.3 (C-5"), 16.8 (C-8'), 27.6 (C-4"), 35.8 (C-4),
45.9 (C-3), 112.6 (C-7), 120.7 (C-5), 124.2 (C-8), 130.8 (C-4a), 143.4 (C-8a), 147.4 (C-6), 168.0
(C-2); Ry= 0.58 (PE/EtOAc 90:10); MS (ESI, positiv-Ton): m/z (%) = 321.2 (100) [M+Na]".
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2,5-Dibrom-3,6-dimethylcyclohexa-2,5-dien-1,4-dion (135)

In einem Einhalskolben wurde 2,5-Dimethylhydrochinon (131) (50 g, 0.36 mmol, 1.0 Aq.) in
Essigsdure (3.5 mL, 0.10 M) gelost. Nach Zugabe von Brom (59 uL, 1.2 mmol, 3.2 Aq.) in Essigsiure
(0.50 mL, 1.4 M) wurde die Reaktionslosung offen, aber geschiitzt vor Licht, iber Nacht geriihrt.
Nachdem durch Reaktionskontrolle mittels DC (PE/EtOAc 90:10) der vollstindige Umsatz bestitigt
wurde, wurde die Reaktionslosung auf Wasser gegeben und anschlieBend mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO,
getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 0.10 g

(0.35 mmol, 98 %) des gelben Feststoffes 135 erhalten.

(0]

2 Br

Br 3Ny,
o
135

'"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 2.29 (s, 6 H, 4-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl;): § [ppm] =
18.0 (C-4),135.8 (C-2), 145.7 (C-3), 176.8 (C-1), IR (ATR, Film): # [cm™'] = 1658, 1604, 1367, 1269,
1179, 1038, 878, 750, 701; MS (ESI, positiv-lon): m/z (%) = 335.8 (100) [M+MeCN+H]';
Schmelzpunkt: 177-178 °C, Lit.*: 173-175 °C.

3-[2,5-Dimethyl-4-(methylthio)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dien-1-yl]-3-methylbutansaure
(136)

Nach einer Vorschrift von Walton et al.?* wurde 133 (200 mg, 634 umol, 1.00 Aq.) in einem
Schraubdeckelgldschen in einem Dichlormethan/Wasser-Gemisch (1:1, 4.50 mL) gel6st. Nach Zugabe
von Tetrabutylammoniumbromid (9 mg, 0.03 mmol, 4 mol%) und Natriumthiomethoxid (89 mg,
1.3 mmol, 2.0 Aq.) wurde das Schraubdeckelglidschen luftdicht verschlossen und fiir 2 min stark
geschiittelt. AnschlieBend wurde gewartet bis die Phasen sich trennen, ein Riihrfisch hinzugegeben
und langsam unter Riihren eine 1 M HCI-Losung hinzugetropft. Die Losung wurde geriihrt, bis sich die
wissrige Phase vollstindig entfarbt hat. Die gelbe organische Phase wurde abgetrennt und iiber
MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 184 mg
(652 umol, quant.) des orangenen Oles 136 erhalten. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere
Aufarbeitung in der nachfolgenden Reaktion umgesetzt. Die analytischen Daten stimmen mit den in

der Literatur genannten iiberein.2*”!
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'H-NMR (600 MHz, CDCLy): § [ppm] = 1.43 (s, 6 H, 3"-H), 2.09 ( s, 3 H, 8-H), 2.16 (s, 3 H, 5'-H),
2.47 (s, 3 H, 7-H), 3.01 (s, 2 H, 2-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.7 (C-5' oder C-8"),
14.7 (C-5' oder C-8"), 17.3 (C-7'), 28.8 (C-3"), 38.1 (C-3), 47.2(C-2), 140.2 (C-5), 142.0 (C-7), 146.2
(C-8), 152.4 (C-4), 177.8 (C-1), 183.5 (C-6), 188.3 (C-9); IR (ATR, Film): % [em '] = 2960, 2929,
1789, 1699, 1644, 1580, 1434, 1368, 1317, 1247, 1197, 1127, 1053, 973, 878, 831, 803, 770, 725,
624, 474; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C14H1904S" [M+H]'": 283.0999; gef. 283.0999.

4,4,7,10-Tetramethyl-8-(methylthio)-1-oxaspiro[4.5]dec-7-en-2,6,9-trion (186)

IH-NMR (600 MHz, CDCL:): & [ppm] = 0.98 (s, 3 H, 4"-H oder 4"-H), 1.16 (s, 3 H, 4"-H oder 4"-H),
1.37 (d, *Ji0.10 = 7.0 Hz, 3 H, 10'), 2.16 (s, 3 H, 7-H), 2.41 (d, %33 = 17.5 Hz, 1 H, 3-H,), 2.54 (d,
2z = 17.5Hz, 1 H, 3-Hy), 2.56 (s, 3 H, 8-H), 3.44 (q, *Jio10 = 7.0 Hz, 1 H, 10-H); *C-NMR
(151 MHz, CDCL): § [ppm] = 10.6 (C-10"), 14.9 (C-7"), 16.7 (C-8"), 24.3 (C-4" oder C-4"), 27.1 (C-4'
oder C-4"), 43.3 (C-4), 44.4 (C-3), 51.7 (C-10), 92.6 (C-5), 143.7 (C-7), 152.1 (C-8), 173.8 (C-2),
191.1 (C-6), 192.6 (C-9).
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6.7 Synthesevorschriften zur Darstellung der Kohlenhydrate

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid (143)

3971 wurde Pentaacetyl-a-D-glucopyranose (144)

Nach einer Vorschrift aus dem Buch Carbohydratest
(3.00 g, 7.53 mmol, 1.00 Aq.) bei 0 °C portionsweise zu rithrender 33 % HBr-Losung in Essigsiure
(3.69 mL, 21.1 mmol, 2.80 Aq.) gegeben. Nach dem die Reaktionslosung auf RT aufgewdrmt war,
wurde fiir 1 h geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Der Abbruch
der Reaktion erfolgte durch Zugabe von Eiswasser. Im Anschluss daran wurde die Losung mit
Dichlormethan (3x100 mL) extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit geséttigter NaHCO3-
Losung gewaschen und iiber MgSO. getrocknet. Die Losung wurde am Rotationsverdampfer
eingeengt. Es wurden 3.05g (7.41 mmol, 98 %) des farblosen Feststoffes 143 erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.**”?

143

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.03 (s, 3 H, 3"-H), 2.04 (s, 3 H, 4"-H), 2.09 (s, 3 H, 6"-H),
2.09 (s, 3 H, 2"-H), 4.12 (dd, *Jeae> = 12.4 Hz, *Js5 = 1.9 Hz, 1 H, 6-H,), 4.27-4.34 (m, 2 H, 5-H und
6-Hy), 4.83 (dd, *Jo3 = 9.9 Hz, >J»1 = 4.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.15 (dd, *Ja5 = 9.8 Hz, >J13 = 9.7 Hz, 4-H),
5.55 (t, %2 =9.9 Hz, *J54 = 9.7 Hz, 3-H), 6.60 (d, >J12 = 4.0 Hz, 1-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl;):
8 [ppm] = 20.6 (CHs), 20.7 (CH3), 20.7 (CH3), 20.8 (CH3), 61.0 (C-6), 67.3 (C-4), 70.3 (C-3), 70.7
(C-2), 72.2 (C-5), 86.7 (C-1), 169.5 (C-4"), 169.9 (C-3"), 169.9 (C-2"), 170.6 (C-6"); IR (ATR, Film): ¥
[em™'] = 3129, 3038, 1737, 1601, 1525, 1401, 1360, 1221, 1103, 1072, 1037; Schmelzpunkt: 82 °C,
Lit.**): 86-87 °C; Drehwert: [a]3° = +194 (c = 1.0, CHCL3), Lit.**¥: [a] = +182 (c = 1.0, CHCl5).

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a,B-D-glucopyranose (148)

3981 wurde Eisessig (201 uL, 3.51 mmol, 1.40 Aq.) tropenweise

Nach einer Vorschrift von Duléry et al.
zu einer Losung von Ethylendiamin (201 pL, 15.1 mmol, 1.20 Aq.) in THF (62 mL) gegeben, wobei
sich direkt ein Niederschlag bildete. Pentaacetyl-a-D-glucopyranose (144) (1.00 g, 2.51 mmol,
1.00 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 23 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/Aceton 60:40). Nach der Zugabe von Wasser wurde

die Losung mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit 1 M HCI-Ldsung,
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gesittigter NaHCO;-Losung und Wasser gewaschen. Im Anschluss daran wurde die organische Phase
tiber MgSO4 getrocknet und die Losung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/Aceton 60:40). Es wurden 830 mg
(2.38 mmol, 95 %) des farblosen Feststoffes 148 in einem o/B-Anomerengemisch von 3.6:1 erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten {iberein.*!

o
o%
o 0
o5 |
(6] 2
Qé 3 25 “OH
3" o 3

2
148

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.00 (s, 3 H, CHs), 2.02 (s, 3 H, CH3), 2.07 (s, 3 H, CH),
2.08 (s, 3 H, 2"-H), 4.11 (dd, *Jeaeo = 12.3 Hz, *Jeas = 2.2 Hz, 1 H, 6-H.), 3.74 (ddd, *Js4 = 10.1 Hz,
3Js6a = 4.8 Hz, *Jsg = 2.4 Hz, 1 H, 5-Hp), 4.09-4.16 (m, 2 H, 6-Hyp), 4.18-4.29 (m, 3 H, 5-H,,
6-Hywp), 4.73 (d, *J12 = 8.0 Hz, 1 H, 1-Hy), 4.84-4.91 (m, 2 H, 2-Hyyp), 5.03-5.09 (m, 2 H, 4-Hyp),
523 (t, 3o = 9.6 Hz, *J54 = 9.6 Hz,, 1 H, 3-Hp), 5.44 (d, *J1» = 3.7Hz, 1 H, 1-H,), 5.52 (t, *J5, =
9.8 Hz, 3J34 = 9.8 Hz, 3-H,); *C-NMR (151 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 20.7 (CH3), 20.8 (CH3), 20.8
(CH3), 20.9 (CH3), 62.1 (C-64p), 67.3 (C-54), 68.5, 68.6 (C-4yp), 70.0 (C-34), 71.2 (C-24), 72.2 (C-2p),
72.4 (C-5p), 73.3 (C-3p), 90.2 (C-14), 95.6 (C-1p) 169.8 (C-4"), 170.4, 170.4 (C-2', C-3), 171.0 (C-6');
Ry = 0.53 (PE/Aceton 60:40); IR (ATR, Film): 7 [cm '] = 3466, 1747, 1438, 1369, 1216, 1149, 1038,
751, 668; MS (APCI, negativ-lon): m/z (%) = 347.1 (100) [M+H]; Schmelzpunkt: 82.3 °C;
Drehwert: [a]2’ = 84 (c = 0.55, CHCI).

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl)trichloracetimidat (147)

Nach einer Vorschrift von Gorityala et al.?® wurde der Zucker 148 (830 mg, 2.38 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem CHCl; (13 mL, 0.18 M) unter Stickstoff-Atmosphdre vorgelegt. Trichloracetonitril
(0.96 mL, 9.5 mmol, 4.0 Aq.) und DBU (71 uL, 0.48 mmol, 0.20 Aq.) wurden hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir 21 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC (PE/EtOAc 50:50). Die Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 50:50). Es wurden 927 mg
(1.88 mmol, 79 %) des farblosen Oles 147 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der

Literatur genannten {iberein.>*"!
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 2.01 (s, 3 H, CH3), 2.03 (s, 3 H, CH3), 2.05 (s, 3 H, CH),
2.07 (s, 3 H, 2"-H), 4.13 (dd, YJeaso = 12.4 Hz, *Je5 = 2.2 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.21 (ddd, *Js4 = 10.4 Hz,
3Jsep = 4.2 Hz, *Js6, = 2.2 Hz, 1 H, 5-H), 4.27 (dd, YJsaso = 12.4 Hz, *Jou5 = 4.2 Hz, 1 H, 6-Hy), 5.13
(dd, 33 = 10.2 Hz, *J»; = 3.7 Hz, 1 H, 2-H), 5.18 (dd, *Jus = 10.4 Hz, *J43 = 9.9 Hz, 4-H), 5.56 (dd,
3J2 = 102 Hz, 34 = 9.9 Hz, 3-H), 6.56 (d, Ji2 = 3.7 Hz, 1-H), 8.69 (s, 1 H, NH); “C-NMR
(151 MHz, CDCls): § [ppm] = 20.6 (CHs), 20.7 (CHz), 20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 61.5 (C-6), 67.9 (C-4),
69.9 (C-2), 70.0 (C-3), 70.1 (C-5), 90.8 (C-1"), 93.0 (C-1), 160.9 (C-1"), 169.6 (C-4"), 170.0, 170.1
(C-2', C-3", 170.7 (C-6"); Ry= 0.84 (PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 3328, 2954, 1752,
1679, 1368, 1221, 1152, 1076, 1039, 969, 931, 900, 839, 801, 648, 603; HRMS (ESI): m/z ber. fiir
C16H20C15NNaO " [M+Na]": 514.0045; gef. 514.0044; Drehwert: [a]3° = 84 (c = 0.2, CHCl;).

2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-arabinopyranosylbromid (149)

Nach einer Vorschrift von Kartha et al P

wurde L-Arabinopyranose (1b) (1.00 g, 6.66 mmol,
1.00 Aq.) in Essigsdureanhydrid (5.04 mL, 53.3 mmol, 8.00 Aq.) vorgelegt und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach der Zugabe von 33 % HBr-Losung in Essigsiure (1.50 mL, 8.57 mmol, 1.29 Aq.) wurde
die Suspension geriihrt bis der Zucker 1b vollstdndig gelost war (1 h). AnschlieBend wurde zusétzliche
33% HBr-Losung in Essigsdure (7.50 mL, 42.9 mmol, 6.44 Aq.) hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde mit Toluol (3x20 ml) iiberschichtet und bei
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus Et;O umkristallisiert. Es wurden 926 mg
(2.73 mmol, 41 %) des farblosen Feststoffes 149 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in

der Literatur genannten iiberein.!””!
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 2.03 (s, 3 H, CHs), 2.11 (s, 3 H, CHs), 2.15 (s, 3 H, CH3),
3.93 (dd, “s.s = 13.3 Hz, 3Js,4 = 1.7 Hz, 1 H, 5-H,), 4.21 (d, “Jsp5. = 13.3 Hz, 1 H, 5-Hy), 5.09 (ddd,
3hs=11.8Hz, *Joy = 3.9 Hz, *hs = 1.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.37-5.43 (m, 2 H, 3-H, 4-H), 6.70 (d, *J1» =
3.9 Hz, 1 H, 1-H); BC-NMR (151 MHz, CDCL): & [ppm] = 20.8, 20.9, 21.0 (C-2", C-3", C-4"), 64.9
(C-5), 67.8, 68.0 (C-3, C-4), 68.1 (C-2), 89.8 (C-1), 169.9, 170.2, 170.2 (C-2', C-3", C-4').; Ry=0.70
(PE/EtOAc 1:1); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 1734, 1375, 1211, 1098, 1069, 1043, 992, 929, 891, 685,
577,601, 539, 473; Schmelzpunkt: 115.6 °C; Drehwert: [a]3° = 153.3 (c = 1.0, CHCl;).

Tetraacetyl-a-L-arabinopyranose (157)

Nach einer Vorschrift von Wahler et al®'® wurde L-Arabinopyranose (1b) (1.00 g, 6.66 mmol,
1.00 Aq.) in trockenem Pyridin (5.00 mL, 1.33 M) geldst und mittels eines Eisbades auf 0 °C gekiihlt.
Nach der Zugabe von Essigsiureanhydrid (5.04 mL, 53.3 mmol, 8.00 Aq.) und DMAP (325 mg,
2.66 mmol, 40.0 mol%.) wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionslosung fiir 18 h geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach vollstindigem Umsatz wurde die
Reaktion durch Zugabe von Wasser abgebrochen und mit Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase
wurde mit Wasser und geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Im Anschluss daran wurde die organische
Phase tiber MgSO4 getrocknet und die Losung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Durch
mehrmalige Koevaporation mit Toluol unter vermindertem Druck wurden 1.77 g (5.58 mmol, 84 %)
des farblosen Feststoffes 157 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur

genannten iiberein.[*!"!

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.01, 2.01, 2.13, 2.14 (s, 12 H, 1"-H, 2"-H, 3"-H, 4"-H), 3.81
(dd, Ysash = 13.2 Hz, *Jsaa = 2.0 Hz, 1 H, 5-H,), 4.05 (dd, 2Jsp52 = 13.2 Hz, *Js,4 = 1.5 Hz, 1 H, 5-Hy),
5.28-5.39 (m, 3 H, 2-H, 3-H, 4-H), 6.33 (d, Ji» = 3.1 Hz, 1 H, 1-H); ®*C-NMR (151 MHz, CDCl): §
[ppm] = 20.7, 20.8, 21.0, 21.0 (C-1", C-2", C-3", C-4"), 62.9 (C-5), 66.8 (C-3 oder C-4), 67.1 (C-2),
68.5 (C-3 oder C-4), 90.3 (C-1), 169.2 (C-1"), 170.0, 170.2, 170.4 (C-2', C-3', C-4'); Ry = 0.63
(PE/EtOAc 1:1); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 1736, 1372, 1212, 1137, 1113, 1065, 1010, 942, 894,
755, 602, 552, 471; MS (ESI, positiv-Ton): m/z (%) = 341.0 (100) [M+Na]*, 357.0 (15) [M+K]";
Schmelzpunkt: 94.4 °C; Drehwert: [a]3° = 151.8 (c = 0.5, CHCL).
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2,3,4-Tri-O-acetyl-a,B-L-arabinopyranose (158)

Nach einer Vorschrift von Duléry et al®® wurde Eisessig (1.00 mL, 17.6 mmol, 1.40 Aq.)
tropenweise zu einer Losung von Ethylendiamin (1.01 mL, 15.1 mmol, 1.20 Aq.) in THF (250 mL)
gegeben, wobei sich direkt ein Niederschlag bildete. Tetraacetyl-a-L-arabinopyranose (157) (4.00 g,
12.6 mmol, 1.00 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach der
Zugabe von Wasser wurde die Losung mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit
1 M HCI-L6sung, gesittigter NaHCO3-Losung und Wasser gewaschen. Im Anschluss daran wurde die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet und die Losung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt.
Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 55:45). Es wurden 2.28 g
(8.26 mmol, 66 %) des farblosen Oles 158 in einem a/B-Anomerengemisch von 1:3 erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.[**
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o/p-anomeren Gemisch:

Ry = 0.18 (PE/EtOAc 1:1); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 3455, 1739, 1371, 1216, 1139, 1057, 1007,
936, 889, 765, 736, 603, 465; MS (ESI, positiv-Ion): m/z (%) = 299.0 (100) [M+Na]"; Drehwert:
[a]3° =91.4 (c = 1.0, CHCL5).

p-Anomer:

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.00 (s, 3 H, 4"-H), 2.08 (s, 3 H, 2"-H oder 3"-H), 2.12 (s,
3 H, 2"-H oder 3"-H), 3.59 (brs, 1 H, 1-OH), 3.68 (dd, %Jsas = 13.1 Hz, *Js,4 = 2.3 Hz, 1 H, 5-H,),
4.18 (dd, 2Jspsa = 13.1 Hz, 3Jsa4 = 1.5 Hz, 1 H, 5-Hy), 5.16 (dd, /32 = 10.5 Hz, /34 = 3.4 Hz, 1 H,
3-H), 5.33-5.36 (m, 1 H, 4-H), 5.38 (dd, */»3 = 10.5 Hz, 3/, = 3.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.45 (d, *J12 =
3.5 Hz, 1 H, 1-H); BC-NMR (151 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 20.8 (C-4"), 20.9 (C-2" oder C-3"), 21.0
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(C-2" oder C-3"), 60.4 (C-5), 67.0 (C-2), 68.8 (C-3), 69.2 (C-4), 91.0 (C-1), 170.3 (C-4"), 170.6 (C-2),
170.6 (C-3").

a-Anomer:

'"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 2.00 (s, 3 H, CH3), 2.08 (s, 3 H, CH3), 2.13 (s, 3 H, CH3),
3.66 (dd, 2Jsasb = 13.4 Hz, 3Js.a = 1.1 Hz, 1 H, 5-H,), 4.01 (dd, *Jsp50 = 13.4 Hz, *Js,4 = 2.5 Hz, 1 H,
5-Hy), 4.60 (d, °J1» = 6.7 Hz, 1 H, 1-H), 5.03-5.09 (m, 2 H, 2-H und 3-H), 5.24-5.27 (m, 1 H, 4-H);
BC-NMR (151 MHz, CDCL): & [ppm] = 20.7, 20.9, 21.0 (C-2", C-3", C-4"), 64.2 (C-5), 68.1 (C-4),
70.2 (C-2), 71.3 (C-3), 96.2 (C-1), 170.2, 170.5, 171.2 (C-2', C-3', C-4').

0-(2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-arabinopyranosyl)trichloracetimidat (156)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Gorityala et al.** wurde der Zucker 158 (86 mg, 0.31 mmol,
1.00 Aq.) in trockenem CH,Cl, (1.7mL, 0.18M) unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt.
Trichloracetonitril (0.13 mL, 1.3 mmol, 4.0 Aq.) und DBU (9.0 uL, 62 umol, 0.20 Aq.) wurden
hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 3h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Die Reaktionslosung wurde am
Rotationsverdampfer (Badtemperatur: 20 °C) eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 50:50). Es wurden 80 mg (0.19 mmol, 61 %) des farblosen
Feststoffes 156 (p-Anomer) erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur

genannten iiberein. %"

"H-NMR (600 MHz, CDCL): & [ppm] = 2.02, 2.03 (s, 6 H, 2"-H, 3"-H), 2.15 (s, 3 H, 4"-H), 3.88 (dd,
2J53,5b =133 HZ, 3.]5&,4 =2.0 HZ, 1 H, S-Ha), 4.16 (dd, 2J5h,5a =133 HZ, 3]5},,4 =13 HZ, 1 H, S-Hh),
5.37-5.45 (m, 3 H, 2-H, 3-H, 4-H), 6,55 (d, /1> = 3.2 Hz, 1-H), 8.64 (s, 1 H, NH); *C-NMR
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(151 MHz, CDCly): § [ppm] = 20.7, 20.9 (C-2", C-3"), 21.0 (C-4"), 63.0 (C-5), 67.3, 67.3 (C-2, C-3),
68.5 (C-4), 91.0 (C-1"), 94.2 (C-1), 161.2 (C-1"), 170.1, 170.2 (C-2', C-3"), 170.4 (C-4"); Ry = 0.78
(PE/EtOAc 1:1); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 3292, 1740, 1673, 1368, 1246, 1222, 1059, 1010, 968,
939, 796, 642, 476, 455; MS (ESI, positiv-Ion): m/z (%) = 441.8 (100) [M+Na]*; Schmelzpunkt:
91.6 °C; Drehwert: [a]3° = 50.4(c = 1.0, CHCL5).

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-(4-nitrophenyloxycarbonyl)-a-L-arabinopyranosid (194a)

In Anlehnung an eine Vorschrift von André et al.*>” wurde das Anomerengemisch des Zuckers 158
(408 mg, 1.48 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem Acetonitril (49 mL, 30 mM) unter Stickstoff-Atmosphire
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach der Zugabe von 4-Nitrophenylchlorformiat (316 mg, 1.57 mmol,
1.06 Aq.) und 2,6-Lutidin (182 pL, 1.57 mmol, 1.06 Aq.) wurde die Reaktionslésung fiir 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30). Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Wasser abgebrochen und mit CH»Cl extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Wasser und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Anschlieend wurde die organische Phase iiber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 60:40). Es wurden 133 mg (301 umol, 20 %) des farblosen
Schaumes 194a (o-Anomer) erhalten. Dariiber hinaus wurden 23 mg (52 umol, 3 %) eines o/p-
Anomerengemisch (1:2.1) erhalten. Nicht umgesetztes Edukt (203 mg, 735 umol, 50 %) wurde

reisoliert als o/B-Anomerengemisch (1:1.8).

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.10 (s, 3 H, 3"-H), 2.14 (s, 3 H, 4"-H), 2.14 (s, 3 H, 2"-H),
3.83 (dd, 2Jsaso = 12.5 Hz, *Jsua = 2.8 Hz, 1 H, 5-H.), 4.18 (dd, 2Jsp,5a = 12.5 Hz, >Jssa = 5.1 Hz, 1 H,
5-Hy), 5.19 (dd, *Jz2 = 7.8 Hz, 3J34 = 3.4 Hz, 1 H, 3-H), 5.31-5.36 (m, 2 H, 2-H, 4-H), 5.69 (d, *Ji2 =
5.6 Hz, 1 H, 1-H), 7.41 (d, *Js9 = 9.1 Hz, 2 H, 8-H), 8.29 (d, *Jos = 9.1 Hz, 2 H, 9-H); *C-NMR
(151 MHz, CDCls): & [ppm] = 20.8, 20.9, 21.0 (C-2", C-3", C-4"), 62.8 (C-5), 66.3 (C-4), 67.9 (C-2),
69.0 (C-3), 96.1 (C-1), 121.8 (C-8), 125.5 (C-9), 145.8 (C-10), 151.1 (C-6), 155.1 (C-7), 169.3 (C-2"),
170.0 (C-3'), 170.1 (C-4"); Ry = 0.28 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 1746, 1594,
1527, 1492, 1370, 1346, 1217, 1173, 1087, 1055, 965, 913, 860, 729, 599, 504; HRMS (ESI): m/z
ber. fiir CisH2sN2012" [M+NH4]": 459.1246; gef. 459.1247; Schmelzpunkt: 52-58 °C; Drehwert:
[a]3° = -3 (c = 1.0, CHCl5).

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-(4-nitrophenyloxycarbonyl)-B-L-arabinopyranosid (194b)
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In Anlehnung an eine Vorschrift von André et al.**? wurde in einem sekurierten Schlenkkolken das
Anomerengemisch des Zuckers 158 (100 mg, 362 pmol, 1.00 Aq.) in trockenem Acetonitril (9.00 mL,
40.0 mM) unter Stickstoff-Atmosphdre vorgelegt. AnschlieBend wurden 4-Nitrophenylchlorformiat
(148 mg, 734 pmol, 2.00 Aq.)) und DMAP (89 mg, 1.6 mmol, 2.00 Aq.) hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC (PE/EtOAc 60:60). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser abgebrochen und mit CH,Cl,
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSOs getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO» (PE/EtOAc 85:15 = 60:40). Es
wurden 23 mg (52 pumol, 14 %) des farblosen Feststoffes 194b (B-Anomer) erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): 3 [ppm] = 2.04 (s, 3 H, CH3), 2.07 (s, 3 H, CH3), 2.17 (s, 3 H, CH3),
3.93 (dd, 2Jsasb = 13.3 Hz, *Js.a = 1.8 Hz, 1 H, 5-H,), 4.18 (dd, 2Jsb5a = 13.3 Hz, *Jsp4 = 1.0 Hz, 1 H,
5-Hy), 5.41-5.46 (m, 3 H, 2-H, 3-H, 4-H), 6.30-6.32 (m, 1 H, 1-H), 7.41 (d, *Js0 = 9.1 Hz, 2 H, 8-H),
8.30 (d, *Jog = 9.1 Hz, 2 H, 9-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCLs): § [ppm] = 20.7, 20.8, 21.0 (C-2",
C-3", C-4"), 63.5 (C-5), 66.7, 66.8, 68.4 (C-2, C-3, C-4), 95.6 (C-1), 121.7 (C-8), 122.0 (C-9), 145.8
(C-10), 151.2 (C-6), 155.2 (C-7), 170.0, 170.1, 170.3 (C-2’, C-3', C-4'); Ry = 0.42 (PE/EtOAc 70:30);
IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 1746, 1618, 1594, 1526, 1492, 1371, 1348, 1257, 1212, 1167, 1111, 1071,
1010, 950, 911, 859, 730, 660, 477; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisH»N,01," [M+NH,]": 459.1246;
gef. 459.1244; Schmelzpunkt: 165.7 °C; Drehwert: [a]2’ = 157.8 (c = 1.0, CHCI;).

Isopropyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (162)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Du et al.®*! wurde IPTG (1a) (5.00 g, 21.0 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Pyridin (100 mL, 210 mM) unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. Nach der
portionsweisen Zugabe von TBS-Cl (3.80 g, 25.2 mmol, 1.20 Aq.) wurde die Reaktionsldsung fiir 24 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 30:70). Nach
vollstindigem Umsatz wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde in CH>Cl, geldst und mit Wasser gewaschen. Anschlieend wurde die organische Phase liber
MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 40:60 — 30:70). Es wurden 4.94 g (14.0 mmol, 67 %) des farblosen
Feststoffes 162 erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 0.03 (s, 3 H, 7-H), 0.03 (s, 3 H, 7-H), 0.85 (s, 9 H, 9-H),
1.21 (d, *Jeusscn = 6.6 Hz, 3 H, CHs), 1.22 (d, *Jems.scn = 6.6 Hz, 3 H, CHs), 3.13 (septett, *Jscr.cus =
6.6 Hz, 1 H, SCH), 3.26-3.32 (m, 2 H, 2-H, 3-H), 3.40 (t, °J = 6.5 Hz, 1 H, 5-H), 3.59-3.69 (m, 3 H,
4-H, 6-H), 4.28 (d, *J1», = 8.7 Hz, 1 H, 1-H), 4.39 (d, *Js-on4 = 4.4 Hz, 1 H, 4-OH), 4.80 (d, *J3.0n3 =
5.0 Hz, 1 H, 3-OH), 4.87 (d, *Js.on2 = 5.2 Hz, 1 H, 2-OH); *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): § [ppm]
=-5.4(C-7), =5.3 (C-7), 17.9 (C-8), 23.8 (CH3), 23.8 (CH3), 25.7 (C-9), 33.5 (SCH), 62.7 (C-6), 68.5
(C-4), 69.9 (C-2), 74.6 (C-3), 78.9 (C-5), 84.9 (C-1); Ry = 0.27 (PE/EtOAc 40:60); IR (ATR, Film): V
[em™] = 3392, 2956, 2928, 2857, 1463, 1362, 1250, 1142, 1093, 1061, 939, 834, 775, 747, 659, 575,
527, HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;sH3305SSi" [M+NH4]": 353.1812; gef. 353.1813; Schmelzpunkt:
44.8 °C; Drehwert: [a]3? = -36.4 (c = 1.0, CHCl).
Isopropyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-1-thio-B-D-galacto-
pyranosid (173)
IPTG (1a) (1.00 g, 4.20 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Pyridin (10.0 mL, 420 mM) unter
Stickstoff-Atmosphére gelost. Nach der Zugabe von DMAP (51 mg, 0.42 mmol, 0.10 Aq.) wurde
portionsweise TBS-Cl (1.15g, 7.62mmol, 1.81 Aq.) hinzugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung fiir 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(PE/EtOAc 30:70). Nach vollstindigem Umsatz wurde Essigsdureanhydrid (3.17 mL, 33.6 mmol,
8.00 Aq.) hinzugegeben und die Reaktionsldsung wurde fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 30:70). Nach vollstindigem Umsatz wurde Wasser
hinzugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesittigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde wiederholt mit Toluol iiberschichtet und unter vermindertem Druck eingeengt, um Riickstédnde
des Pyridin zu entfernen. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO» (PE/EtOAc
70:30). Es wurden 1.69 g (3.52 mmol, 84 %) des farblosen Feststoffes 173 erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 0.00 (s, 3 H, 7-H), 0.02 (s, 3 H, 7-H), 0.83 (s, 9 H, 9-H),
1.21 (d, *Jenzscn = 6.9 Hz, 3 H, CHs), 1.24 (d, *Jens.scn = 6.9 Hz, 3 H, CHs), 1.90 (s, 3 H, 3”-H), 2.01
(s, 3H, 2"-H), 2.10 (s, 3 H, 4"-H), 3.11 (septett, *Jscucms = 6.9 Hz, 1 H, SCH), 3.49 (dd, Jeasp =
10.0 Hz, *Jeos = 7.5 Hz, 1 H, 6-Ha), 3.60 (dd, *Jenea = 10.0 Hz, *Jevs = 6.2 Hz, 1 H, 6-Hp), 4.04 (ddd,
3Js6a=1.5Hz, *Jso = 6.2 Hz, *Js4 = 1.2 Hz, 1 H, 5-H), 4.89-4.97 (m, 2 H, 1-H, 2-H), 5.18 (ddd, *J32
=79Hz, 354 =3.6Hz, “J5, = 2.0 Hz, 1 H, 3-H), 5.34 (dd, *Ju3 = 3.6 Hz, *Js5 = 1.2 Hz, 1 H, 4-H);
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = —5.8 (C-7), 5.7 (C-7), 17.7 (C-8), 20.4, 20.4, 20.6 (C-2",
C-3", C-4"), 23.6 (CH3), 23.9 (CH3), 25.6 (C-9), 34.7 (SCH), 60.4 (C-6), 67.1 (C-4), 67.5 (C-2), 71.5
(C-3), 75.6 (C-5), 81.9 (C-1), 169.2 (C-2'), 169.5 (C-3"), 169.7 (C-4'); Ry = 0.73 (PE/EtOAc 70:30);
IR (ATR, Film): ¥ [em™] = 2959, 2924, 2855, 1746, 1471, 1366, 1220, 1152, 1112, 1081, 1052, 1008,
983, 948, 916, 837, 806, 775, 721, 668, 625, 599, 558, 512, 522, 495; HRMS (ESI): m/z ber. fiir
C2HpNOgSSi™ [M+NH,]":496.2395; gef. 496.2401; Schmelzpunkt: 59.8 °C; Drehwert: [o]3’ =
-16.8 (c = 1.0, CHCl;).

Isopropyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-1-thio-B-D-galacto-

pyranosid (176)

IPTG (1a) (1.00 g, 4.20 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Pyridin (10 mL, 0.42 M) unter
Stickstoff-Atmosphire gelost. Nach der Zugabe von DMAP (51 mg, 0.42 mmol, 0.10 Aq.) wurde
portionsweise TBS-Cl (1.15g, 7.62mmol, 1.81 Aq.) hinzugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(PE/EtOAc 50:50). Nach vollstindigem Umsatz wurde Benzoylchlorid (1.95 mL, 16.8 mmol,
4.00 Aq.) hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach vollstindigem Umsatz wurde Wasser
hinzugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesittigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde wiederholt mit Toluol iiberschichtet und unter vermindertem Druck eingeengt, um Riickstinde
des Pyridin zu entfernen. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc
95:5). Es wurden 1.48 g (2.23 mmol, 53 %) des farblosen Feststoffes 176 erhalten.
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176

TH-NMR (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = —0.09 (s, 3 H, 7-H), —0.02 (s, 3 H, 7-H), 0.79 (s, 9 H,
9-H), 1.24 (d, *Jeusscu = 6.9 Hz, 3 H, CH:), 1.29 (d, *Jomsscn = 6.9 Hz, 3 H, CHs), 3.24 (septett,
3Jscrcens = 6.9 Hz, 1 H, SCH), 3.64 (dd, “Jsasy = 10.0 Hz, *Jsus = 7.7 Hz, 1 H, 6-H,), 3.76 (dd, “Jsb.ca =
10.0 Hz, *Jebs = 6.1 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.36 (dd, *Js6a = 7.7 Hz, *Js 6o = 6.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.31 (d, *J12 =
10.0 Hz, 1 H, 1-H), 5.52 (dd, >/, = 10.0 Hz, *,5 = 9.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.78-5.85 (m, 2 H, 3-H, 4-H),
7.35 (t, >J = 7.8 Hz, 2 H, 4'-H), 7.48 (t, 3J = 7.8 Hz, 2 H, 4-H), 7.54 (m,, 1 H, 1'-H), 7.58-7.67 (m,
5H, 1'-H, 3'-H, 4'-H), 7.72 (m., 1 H, 1"-H), 7.86 (m, 2 H, 3"-H), 7.93 (m., 2 H, 3'-H); BC-NMR
(151 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = —5.8 (C-7), —5.7 (C-7), 17.8 (C-8), 23.5 (CH;), 24.1 (CH3), 25.6
(C-9), 34.6 (SCH), 60.5 (C-6), 68.3 (C-4), 68.6 (C-2), 72.6 (C-3), 75.8 (C-5), 81.8 (C-1), 128.6 (arom.
C), 128.6 (arom. C), 128.6 (arom. C), 128.8 (arom. C), 128.8 (arom. C), 128.9 (arom. C), 129.0 (arom.
C), 129.1 (arom. C), 129.1 (arom. C), 133.6 (C-5"), 133.7 (C-5'), 133.8 (C-5"), 164.6 (C-1'), 164.8
(C-1"), 165.0 (C-1'); Ry= 0.18 (PE/EtOAc 95:5); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 2948, 2928, 2856, 1729,
1717, 1602, 1452, 1313, 1283, 1257, 1177, 1149, 1093, 1065, 1026, 873, 840, 775, 732, 706, 683,
642, 594, 509; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3sHssNOsSSi* [M+NH4]": 682.2864; gef. 682.2866;
Schmelzpunkt: 153.8 °C; Drehwert: [a]Z’ = 133.7 (c = 1.0, CHCI;).

Isopropyl-6-O-tert-butyldimethyisilyl-2,3,4-tri-O-(4-methoxybenzyl)-1-thio--D-galacto-
pyranosid (180)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Ruda et al.*®® wurden in einem sekurierten Schlenkkolben
Zucker 162 (100 mg, 284 pmol, 1.00 Aq.) und 4-Methoxybenzylchlorid (172 puL, 1.28 mmol,
4.50 Aq.) in trockenem DMF (1.70 mL, 167 mM) unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. In einem
zweiten sekurierten Schlenkkolben wurde NaH (60%ige Dispersion in Mineraldl) (51 mg, 1.3 mmol,
4.50 Aq.) in trockenem DMF (1.70 mL, 765 mM) unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. Die Losung
der Edukte wurde mittels einer Spritzenpumpe tropfenweise iiber einen Zeitraum von 30 min zur NaH-
Losung hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 80:20). Die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt
und die Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH bei 0 °C abgebrochen. AnschlieBend wurde
Ethylacetat hinzugegeben und die organische Phase wurde nacheinander mit Wasser (3x) und

gesittigter NaCl-Losung (1x) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4
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getrocknet und die Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt. Die sédulenchromatographische
Isolation (PE/EtOAc 90:10) erfolgte {iber Kieselgel. Es wurden 40 mg (56 pmol, 20 %) des farblosen
Oles 180 erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 [ppm] = 0.01 (s, 3 H, 7-H), 0.01 (s, 3 H, 7-H), 0.84 (s, 9 H, 9-H),
1.22 (d, *Jemsscn = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.24 (d, *Jomz.scn = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 3.13 (septett, *Jscucus =
6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.44 (dd, *J»1 = 9.6 Hz, *J23 = 9.3 Hz, 1 H, 2-H), 3.45 (dd, *Jeaeo = 9.6 Hz, *Jeas =
5.5Hz, 1 H, 6-H,), 3.49 (dd, *Js6 = 6.3 Hz, *Js 6a = 5.5 Hz, 1 H, 5-H), 3.56 (dd, “Jsb.6a = 9.6 Hz, *Jobs =
6.3 Hz, 1 H, 6-Hy), 3.64 (dd, >J52=9.3 Hz, >*J54 = 2.9 Hz, 1 H, 3-H), 3.74 (s, 9 H, OCH:), 3.88 (d, *Ja3
=2.9Hz, 1 H, 4-H), 4.41 (d, ¥ = 11.0 Hz, 1 H, 1"-H,), 4.50 (d, >J1» = 9.6 Hz, 1 H, 1-H), 4.58—
4.62 (m, 3H, 1'-H, 1"-H,), 4.66 (d, /i1 = 11.0 Hz, 1 H, 1"-Hy), 4.74 (d, *Jimm = 11.0 Hz, 1 H,
1"-Hy), 6.84-6.92 (m, 6 H, 4-H, 4"-H, 4"-H), 7.23 (d, *Jy» = 8.4 Hz, 2 H, 3"-H), 7.23 (d, *Jya» =
8.4 Hz, 2 H, 3"-H), 7.31 (d, *J3»4» = 8.4 Hz, 2 H, 3"-H); *C-NMR (151 MHz, DMSO-d): & [ppm] =
—5.6 (C-7), —5.4 (C-7), 17.8 (C-8), 23.7 (CH3), 23.9 (CH3), 25.7 (C-9), 34.2 (SCH), 55.0 (OCH3), 55.0
(OCH3), 55.0 (OCH3), 62.2 (C-6), 71.3 (C-1"), 73.5, 73.5 (C-4, C-1"), 74.1 (C-1"), 78.0, 78.0 (C-5,
C-2), 82.8 (C-3), 83.4 (C-1), 113.4, 113.5, 113.6 (C-4', C-4", C-4"), 129.3, 129.4, 129.4 (C-3', C-3",
C-3"), 130.5, 130.6, 130.8 (C-2', C-2", C-2"), 158.7, 158.7, 158.7 (C-5', C-5", C-5"); Ry = 0.51
(PE/EtOAc 80:20); IR (ATR, Film): v [cm™'] = 2954, 2928, 2853, 1612, 1586, 1513, 1463, 1361,
1302, 1247, 1173, 1149, 1097, 1036, 837, 777, 518; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3oHsNOsSSi*
[M+NH.]": 730.3803; gef. 730.3819; Drehwert: [a]3° = 8.8 (c = 1.0, CHCl;).
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Isopropyl-6-O-trityl-1-thio-B-D-galactopyranosid (179)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Du et al.**) wurde IPTG (1a) (5.00 g, 21.0 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Pyridin (7.00 mL, 3.00 M) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. Nach der portionsweisen
Zugabe von Tritylchlorid (11.7 g, 42.0 mmol, 2.00 Aq.) und DMAP (256 mg, 2.10 mmol, 10.0 mol%)
wurde die Reaktionslosung fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach vollstindigem Umsatz wurde die Reaktionslosung mit
Ethylacetat verdiinnt und mit Wasser (3x), gesittigter NaHCO;-Losung (1x) und gesittigter NaCl-
Losung (1x) gewaschen. Anschlieend wurde die organische Phase iiber MgSO4 getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO,
(PE/EtOAc 50:50 — 30:70). Es wurden 7.68 g (16.0 mmol, 76 %) des farblosen Feststoffes 179

erhalten.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.28 (d, *Jens scn = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.31 (d, *Jens.scn =
6.8 Hz, 3 H, CH3), 2.93 (dd, 2Jsusv = 9.7 Hz, *Jsus = 3.7 Hz, 1 H, 6-H,), 3.20-3.28 (m, 2 H, SCH,
6-Hy), 3.28-3.32 (m, 2 H, 2-H, 3-H), 3.56 (brs, 1 H, 4-H), 3.61 (dd, >J = 7.7 Hz, *Js6, = 3.7Hz, 1 H,
5-H), 4.36-4.39 (m., 1 H, 1-H), 4.42 (d, *Js.on4 = 4.5 Hz, 1 H, 4-OH), 4.82 (d, *Js.0u3 = 4.6 Hz, 1 H,
3-OH), 4.92 (d, *J.on2 = 5.2 Hz, 1 H, 2-OH), 7.25 (t, *Js.# = 7.2 Hz, 3 H, 5"-H), 7.32 (t, *Jy5 = 7.6 Hz,
6 H, 4-H), 7.41 (d, *Jy.» = 7.4 Hz, 6 H, 3'-H); *C-NMR (151 MHz, DMSO-de): 6 [ppm] = 23.7
(CHs), 23.8 (CH3), 33.6 (SCH), 64.0 (C-6), 69.3 (C-4), 69.8 (C-2), 74.5 (C-3), 77.6 (C-5), 84.8 (C-1),
85.7 (C-1), 126.9 (C-5'), 127.8 (C-4'), 128.3 (C-3'), 143.9 (C-2'); Ry = 0.11 (PE/EtOAc 50:50); IR
(ATR, Film): ¥ [cm™'] = 3400, 3062, 2925, 2870, 1736, 1594, 1490, 1448, 1368, 1240, 1152, 1060,
1030, 899, 872, 833, 766, 746, 701, 650, 632, 584; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CosHieNOsS*
[M+NH,4]": 498.2309; gef. 498.2311; Schmelzpunkt: 68.8 °C; Drehwert: [a]3° = —23.5 (¢ = 1.0,
CHCly).
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Isopropyl-2,3,4-tri-O-(4-methoxybenzyl)-6-O-trityl-1-thio-B-D-galactopyranosid (181)

48] wurden in einem sekurierten Schlenkkolben

In Anlehnung an eine Vorschrift von Ruda et all
Zucker 179 (100 mg, 208 pmol, 1.00 Aq.) und 4-Methoxybenzylchlorid (126 pL, 936 umol, 4.50 Aq.)
in trockenem DMF (2.00 mL, 104 mM) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. In einem zweiten
sekurierten Schlenkkolben wurde NaH (60%ige Dispersion in Mineraldl) (38 mg, 0.94 mmol, 4.5 Aq.)
in trockenem DMF (2.00 mL, 0.47 M) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. Die Losung der Edukte
wurde mittels einer Spritzenpumpe tropfenweise iiber einen Zeitraum von 30 min zur NaH-Ldsung
hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 90:10). Die Reaktionsldsung auf 0 °C gekiihlt und
die Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH bei 0 °C abgebrochen. AnschlieBend wurde Ethylacetat
hinzugegeben und die organische Phase wurde nacheinander mit Wasser (3x) und gesittigter NaCl-
Losung (1x) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO,4 getrocknet und die
Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
(PE/EtOAc 90:10 = EtOAc/MeOH 90:10) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 129 mg (153 pmol,
74 %) des farblosen Feststoffes 181 erhalten.

Ph Ph
Ph—
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.27 (d, *Jens scn = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.30 (d, *Jens.scn =
6.8 Hz, 3 H, CH3), 2.82 (dd, “Jsaer = 9.5 Hz, Jeus = 4.5 Hz, 1 H, 6-H,), 3.17-3.28 (m, 2 H, 6-H,,
SCH), 3.40 (t, >J»5 = 9.4 Hz, 1 H, 2-H), 3.63 (dd, /5>, = 9.4 Hz, °J54 = 2.9 Hz, 1 H, 3-H), 3.70-3.74
(m, 1 H, 5-H), 3.72 (s, 3 H, OCH3), 3.73 (s, 3 H, OCH3), 3.74 (s, 3 H, OCH3), 3.88 (d, *J43 = 2.9 Hz,
1 H, 4-H), 423 (d, *Jyaa» = 11.0 Hz, 1 H, 4-H,), 4.53—4.62 (m, 5 H, 1-H, 2"-H, 3'-H,, 4'-Hy), 4.67 (d,
2J3hya = 11.4 Hz, 1 H, 3'-Hy), 6.72-6.79 (m, 2 H, arom. H), 6.85-6.92 (m, 6 H, arom. H), 7.20-7.25
(m, 2 H, arom. H), 7.25-7.41 (m, 17 H, arom. H); *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 23.7
(CHs), 23.7 (CHs3), 34.3 (SCH), 55.0 (OCHzs), 63.6 (C-6), 71.2 (C-3"), 73.3 (C-4"), 73.9 (C-4), 74.1
(C-2"), 76.7 (C-5), 77.8 (C-2), 82.8 (C-3), 83.3 (C-1), 85.9 (C-1"), 113.4 (arom. C), 113.6 (arom. C),
127.0 (arom. C), 127.9 (arom. C), 128.2 (arom. C), 129.3 (arom. C), 129.3 (arom. C), 129.4 (arom. C),
130.4 (arom. C), 130.5 (arom. C), 130.6 (arom. C), 143.7 (arom. C), 158.6 (arom. C), 158.7 (arom. C),
158.7 (arom. C); Ry = 0.05 (PE/EtOAc 90:10); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 3038, 2931, 2835, 1612,
1586, 1512, 1449, 1360, 1302, 1245, 1173, 1152, 1078, 1031, 899, 820, 747, 705, 650, 632, 600, 515;
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HRMS (ESI): m/z ber. fiir CssHeoNOsS™ [M+NH4]": 858.4034; gef. 858.4031; Schmelzpunkt:
53.4 °C; Drehwert: [a]2° = 6.4 (c = 1.0, CHCl;).

Isopropyl-2,3,4-tri-O-(4-methoxybenzyl)-1-thio-B-D-galactopyranosid (183)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Ruda et al.®® wurde der Zucker 181 (1.28 g, 1.52 mmol,
1.00 Aq.) in trockenem CH,Cl, (63 mL, 24 mM) unter Stickstoff-Atmosphire geldst und auf 0 °C
gekiihlt. Nach der Zugabe von CSA (38 mg, 0.16 mmol, 0.11 Aq.) gelost in Methanol (6.3 mL,
25 mM) wurde die Reaktionslosung auf Raumtemperatur erwdrmt und fiir 48 h geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30). Nach vollstaindigem Umsatz wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte
tiber SiO, (PE/EtOAc 70:30 — 30:70). Es wurden 662 mg (1.11 mmol, 73 %) des farblosen
Feststoffes 183 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten

iiberein.*?!

3m qm

OH
o5 S 3 01 S SCH_CHs
X

CHs

TH-NMR (600 MHz, CDClL): & [ppm] = 1.32 (d, *Jemsscu = 6.8 Hz, 3 H, CHz), 1.33 (d, *Jemsscn =
6.8 Hz, 3 H, CH3), 3.21 (septett, *Jscucns = 6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.34-3.38 (m, 1 H, 5-H), 3.40 (ddd,
2Joaep = 11.1 Hz, Joas = 8.2 Hz, *Jsus.on = 5.1 Hz, 1 H, 6-H,), 3.53 (dd, *J5, = 9.3 Hz, >J54 = 2.8 Hz,
1 H, 3-H), 3.70-3.79 (m, 3 H, 2-H, 4-H, 6-Hy), 3.80 (s, 6 H, OCH3), 3.82 (s, 3 H, OCH3), 4.46 (d, *Ji,
=9.7Hz, 1 H, 1-H), 4.59 (d, ¥Jima.m = 11.7 Hz, 1 H, 1"-H.), 4.68 (d, 2Jina1m = 11.4 Hz, 1 H, 1"-H.),
471 (d, /i1 = 9.8 Hz, 1 H, 1'-H,), 4.72 (d, *Jip1% = 11.4 Hz, 1 H, 1"-Hy), 4.82 (d, *Jib.1a = 9.8 Hz,
1 H, 1'-Hy), 4.87 (d, 2Jim7 = 11.7 Hz, 1 H, 1"-Hy), 6.86 (d, *Jy3 = 8.5 Hz, 2 H, 4'-H), 6.86 (d, *Jy3» =
8.5 Hz, 2 H, 4™-H), 6.89 (d, *J»3 = 8.5 Hz, 2 H, 4"-H), 7.25 (d, >Js»4» = 8.5 Hz, 2 H, 3"-H), 7.31 (d,
3Jz4r = 8.5 Hz, 2 H, 3"-H), 7.33 (d, *J3.4 = 8.5 Hz, 2 H, 3’-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl;): § [ppm]
= 24.1 (CH3), 35.4 (CH3), 55.4 (SCH), 55.4, 55.4 (C-6', C-6", C-6"), 62.4 (C-6), 72.6 (C-4), 73.0
(C-1"), 73.6 (C-1"), 75.6 (C-1"), 78.6 (C-2), 78.7 (C-5), 84.1 (C-3), 85.2 (C-1), 113.8, 113.9, 114.0
(C-4', C-4", C-4"), 129.4 (C-3"), 130.1 (C-3"), 130.2 (C-3"), 130.5, 130.6, 130.7 (C-2', C-2", C-2"),
159.4, 159.4, 159.5 (C-5', C-5", C-5").; Ry = 0.09 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] =
3355, 2948, 2910, 2864, 2841, 1614, 1585, 1513, 1462, 1360, 1302, 1249, 1169, 1136, 1097, 1081,
1050, 1028, 996, 875, 819, 776, 700, 636, 603, 568, 515; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C33HssNOsS"
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[M+NH4]": 616.2939; gef. 616.2945; Schmelzpunkt: 137.2 °C; Drehwert: [a]3? = —12.7 (c = 1.0,
CHCL).

Isopropyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-trityl-1-thio-B-D-galactopyranosid (178)

IPTG (1a) (1.00 g, 4.20 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Pyridin (10.0 mL, 420 mM) unter
Stickstoff-Atmosphire gelost. Nach der Zugabe von Tritylchlorid (1.21 g, 4.32 mmol, 1.03 Aq.) und
DMAP (51 mg, 0.42 mmol, 0.10 Aq.) wurde die Reaktionslésung fiir 21 h bei 80 °C geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach vollstindigem Umsatz wurde
Essigsiureanhydrid (2.38 mL, 25.2 mmol, 6.00 Aq.) zur heiBen Reaktionslésung hinzugegeben und
diese wurde fiir 1 h geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Nach
vollstindigem Umsatz wurde Wasser hinzugegeben und mit CH>Cl, extrahiert. Die organische Phase
wurde mit geséttigter NaHCO3-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Anschlieend wurde
die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde wiederholt mit Toluol iiberschichtet und unter vermindertem Druck eingeengt, um Riickstinde
des Pyridin zu entfernen. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc
90:10). Es wurden 417 mg (678 pmol, 16 %) des farblosen Feststoffes 178 erhalten. Dartiber hinaus
wurden 947 mg (2.33 mmol, 55 %) des peracetylierten IPTG (174) als Nebenprodukt isoliert.

& 1 SSCH CHs
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.20 (d, *Jeus.scu = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.24 (d, *Jeus scu =
6.8 Hz, 3H, CH:), 1.87 (s, 3 H, 4"-H), 1.91 (s, 3 H, 3"-H), 2.01 (s, 3 H, 2"-H), 2.78 (dd, *Jsae» =
8.9 Hz, *Jsas = 7.2 Hz, 1 H, 6-H.), 3.06-3.16 (m, 2 H, SCH, 6-Hy), 4.32 (t, *Js6. = 7.2 Hz, 1 H, 5-H),
4.89 (d, *J»1 = 10.1 Hz, >3 = 9.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.93 (d, *J12 = 10.1 Hz, 1 H, 1-H), 5.22 (dd, /32 =
9.7 Hz, *J34 = 3.6 Hz, 1 H, 3-H), 5.44 (d, *Js3 = 3.6 Hz, 1 H, 4-H), 7.24-7.30 (m, 3 H, 5"-H), 7.30-
7.39 (m, 12 H, 2"-H, 3"-H, 4"-H); BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 20.2, 20.4, 20.6 (C-2",
C-3", C-4"), 23.6 (CH3), 23.8 (CH3), 34.8 (SCH), 60.9 (C-6), 67.4 (C-2), 67.6 (C-4), 71.3 (C-3), 74.2
(C-5), 82.0 (C-1), 86.1 (C-1"), 127.2 (C-5"), 127.9, 128.1 (C-3", C-4"), 143.2 (C-2"), 169.2 (C-2"),
169.5 (C-3"), 169.6 (C-4"); Ry = 0.41 (PE/EtOAc 80:20); IR (ATR, Film): v [em '] = 2960, 2924,
2870, 1743, 1491, 1448, 1369, 1267, 1251, 1220, 1153, 1097, 1080, 1044, 990, 950, 917, 901, 825,
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780, 764, 755, 738, 700, 650, 632, 589, 566, 490; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3sH2NOsS* [M+NH,4]":
624.2626; gef. 624.2624; Schmelzpunkt: 172.3 °C; Drehwert: [0(]2]30 =-39.2 (c= 1.0, CHCl).

Isopropyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (174)
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.23 (d, *Jeusscu = 6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.25 (d, *Jensscu =
6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.92 (s, 3 H, 3"-H), 1.99 (s, 3 H, 6"-H), 2.01 (s, 3 H, 2"-H), 2.12 (s, 3 H, 4"-H),
3.11 (septett, *Jscucus = 6.9 Hz, 1 H, SCH), 3.99 (dd, 2Jsaeo = 11.4 Hz, *Jsus = 5.4 Hz, 1 H, 6-H,), 4.04
(dd, Ysbsa = 11.4 Hz, *Jsps = 7.2 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.23 (dd, *Js6 = 7.2 Hz, >Js 6. = 5.4 Hz, 1 H, 5-H),
4.90-5.00 (m, 2 H, 1-H, 2-H), 5.20 (dd, >Js, = 8.8 Hz, >J54 = 3.6 Hz, 1 H, 3-H), 5.30 (d, *J43 = 3.6 Hz,
1 H, 4-H); “C-NMR (151 MHz, CDCL): § [ppm] = 20.3, 20.4, 20.4, 20.6 (C-2", C-3", C-4", C-6"),
23.7 (CHs), 23.8 (CH3), 35.0 (SCH), 61.6 (C-6), 67.3 (C-2), 67.6 (C-4), 71.1 (C-3), 73.3 (C-5), 82.0
(C-1), 169.2 (C-2'), 169.4 (C-3"), 169.8 (C-6"), 170.0 (C-4"); Ry = 0.24 (PE/EtOAc 80:20); IR (ATR,
Film): ¥ [em™'] = 2977, 2864, 1742, 1432, 1366, 1215, 1159, 1080, 1050, 951, 919, 901, 823, 717,
671, 646, 600, 557, 497; HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci7H3NOoS* [M+NH4]": 424.1636; gef.
424.1640; Schmelzpunkt: 71.3 °C; Drehwert: [a]3’ =—6.2 (c = 1.0, CHCL;).

Isopropyl-3,4-0O-(1-methylethyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid (164a)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Du et al.®* wurde IPTG (1a) (5.00 g, 19.9 mmol, 1.00 Aq.) in
Aceton (147 mL, 135 mM) vorgelegt. Nach der Zugabe von CSA (945 mg, 3.99 mmol, 20.0 mol%)
und 2,2-Dimethoxypropan (3.66 mL, 29.9 mmol, 1.50 Aq.) wurde die Reaktionslosung fiir 8 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Die Reaktion
wurde durch Zugabe von NaHCOs abgebrochen und das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wurde in CH,Cl, gelost und mit gesittigter NaHCO;-Losung
gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit CH>Cl, (3%) extrahiert und die vereinten organischen
Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Anschlieend wurde die organische Phase
iber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische

Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 50:50). Es wurden 3.90 g (14.0 mmol, 70 %) des farblosen
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Feststoffes 164a und zusétzlich 814 mg (2.92 mmol, 15 %) des farblosen Feststoffes 164b als
Nebenprodukt erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 [ppm] = 1.22 (d, *Jeusscu = 6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.23 (d, *Jeusscu =
6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.25 (s, 3 H, 7-H oder 8-H), 1.38 (s, 3 H, 7-H oder 8-H), 3.14 (septett, 3Jsch.crs =
6.9 Hz, 1 H, SCH), 3.23 (ddd, *J»; = 9.9 Hz, °J»5 = 6.6 Hz, *J10.0n = 6.1 Hz, 1 H, 2-H), 3.51 (m, 2 H,
6-H), 3.73 (td, 3Js¢ = 6.3 Hz, 3Js4 = 2.0 Hz, 1 H, 5-H), 3.92 (dd, */5» = 6.6 Hz, /54 = 5.6 Hz, 1 H,
3-H), 4.14 (dd, *Js3 = 5.6 Hz, *Ju5s = 2.0 Hz, 1 H, 4-H), 435 (d, /12 = 9.9 Hz, 1 H, 1-H), 4.73 (t, *Js.
ous = 5.6 Hz, 1 H, 6-OH), 5.29 (d, *J>-0n2 = 6.1 Hz, 1 H, 2-OH); 3*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): §
[ppm] = 23.7 (CH3), 23.8 (CH3), 26.4, 28.2 (C-7, C-8), 33.4 (SCH), 60.6 (C-6), 71.8 (C-2), 73.4 (C-4),
76.5 (C-5), 79.5 (C-3), 83.9 (C-1), 108.4 (C-7); Ry = 0.23 (PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): ¥
[em '] =3301, 2990, 2924, 2864, 1460, 1369, 1239, 1215, 1141, 1073, 1020, 962, 872, 840, 725, 641,
570, 536, 504; HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci2HNOsS™ [M+NH,]": 296.1526; gef. 296.1527;
Schmelzpunkt: 89.8 °C; Drehwert: [a]3° = 3.4 (c = 1.0, CHCl;).

Isopropyl-4,6-0O-(1-methylethyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid (164b)
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 [ppm] = 1.21 (d, *Jeusscu = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.26 (d, *Jeus scu
6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.27 (s, 3 H, 7-H oder 8-H), 1.36 (s, 3 H, 7-H oder 8-H), 3.15 (septett, *Jscu.cus =
6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.32 (m, 1 H, 5-H), 3.37 (m, 2 H, 2-H, 3-H), 3.62 (dd, 2o = 12.7 Hz, *Jsas =
1.6 Hz, 1 H, 6-H,), 3.95 (dd, %Jevsa = 12.7 Hz, *Jep5s = 2.0 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.05 (d, *J43 = 2.8 Hz, 1 H,
4-H), 4.31 (d, *J1,=8.6 Hz, 1 H, 1-H), 4.73 (d, *J.0u3 = 6.9 Hz, 1 H, 3-OH), 4.91 (d, *Jo.012 = 5.1 Hz,
1 H, 2-OH); *C-NMR (151 MHz, DMSO-dj): § [ppm] = 8.7 (C-7 oder C-8), 23.6 (CH3), 24.0 (CH3),
29.4 (C-7 oder C-8), 33.1 (SCH), 62.4 (C-6), 68.8 (C-4), 68.9 (C-5), 68.9 (C-2), 73.2 (C-3), 84.4
(C-1), 97.7 (C-7); Ry = 0.05 (PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): # [cm™'] = 3408, 2972, 2910, 2864,
1361, 1368, 1281, 1192, 1165, 1139, 1090, 1062, 1051, 975, 888, 861, 827, 705, 642, 609, 550, 518;
HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;2HyNOsS™ [M+NH4]": 296.1526; gef. 296.1532; Schmelzpunkt:
132.5 °C; Drehwert: [’ =—50.9 (c = 1.0, CHCl5).
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Isopropyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-3,4-O-(1-methylethyliden)-1-thio-B-D-galacto-
pyranosid (166)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Du et al.**! wurde Zucker 164a (1.00 g, 3.59 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Pyridin (20.0 mL, 180 mM) unter Stickstoff-Atmosphédre vorgelegt. Nach der
portionsweisen Zugabe von TBS-CI (1.14 g, 7.54 mmol, 1.20 Aq.) wurde die Reaktionsldsung fiir 20 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 60:40). Nach
vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde in CH,Cl, geldst und mit Wasser gewaschen. Anschliefend wurde die organische Phase {iber
MgSO;4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation
erfolgte tiber SiO, (PE/EtOAc 85:15). Es wurden 1.05g (2.67 mmol, 74 %) des farblosen
Feststoftes 166 erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 0.04 (s, 3 H, 7-H), 0.05 (s, 3 H, 7-H), 0.86 (s, 9 H, 9-H),
1.22 (d, *Jemsscn = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.23 (d, *Jemsscu = 6.8 Hz, 3 H, CHs), 1.24 (s, 3 H, 11-H oder
12-H), 1.38 (s, 3 H, 11-H oder 12-H), 3.13 (septett, *Jscucns = 6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.23 (dd, *J»,; =
9.9 Hz, *)5 = 7.0 Hz, 1 H, 2-H), 3.66 (dd, “Jsaso = 10.4 Hz, *Jsus = 7.2 Hz, 1 H, 6-H,), 3.71 (dd, b6
= 10.4 Hz, *Joos = 5.4 Hz, 1 H, 6-Hy), 3.81 (ddd, *Js 6 = 7.2 Hz, *Js oo = 5.4 Hz, *Js4 = 2.0 Hz, 1 H,
5-H), 3.93 (dd, 352 = 7.0 Hz, °J54 = 5.4 Hz, 1 H, 3-H), 4.14 (dd, *Js3 = 5.4 Hz, *Ju5s = 2.0 Hz, 1 H,
4-H), 437 (d, *Ji2 = 9.9 Hz, 1 H, 1-H), 5.28 (brs, 1 H, 2-OH); *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): &
[ppm] = —=5.6 (C-7), =5.4 (C-7), 17.9 (C-8), 23.7 (CHs), 23.8 (CHs), 25.6 (C-9), 26.3, 28.1 (C-11,
C-12), 33.5 (SCH), 62.3 (C-6), 71.7 (C-2), 73.2 (C-4), 76.0 (C-5), 79.5 (C-3), 83.8 (C-1), 108.5
(C-10); Ry= 0.62 (PE/EtOAc 60:40); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 3407, 2954, 2929, 2857, 1472, 1385,
1358, 1223, 1241, 1141, 1110, 1075, 1025, 962, 876, 836, 772, 714, 582, 532, 477; HRMS (ESI): m/z
ber. fiir C1sH37058Si" [M+H]": 393.2125; gef. 393.2121; Schmelzpunkt: 45.3 °C; Drehwert: [a]3° =
-15.5 (¢ = 1.0, CHCly).
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Isopropyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-3,4-O-(1-methylethyliden)-2-(4-nitrophenoxy-
carbonyl)-1-thio-B-D-galactopyranosid (188)

Der Zucker 166 (1.00 g, 2.55 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Pyridin (20.0 mL, 128 mM) unter
Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. Nach der portionsweisen Zugabe von 4-Nitrophenylchlorformiat
(2.26 g, 11.2 mmol, 4.39 Aq.) wurde die Reaktionslosung fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30). Nach vollstindigem Umsatz wurde die
Reaktionslosung mit CH>Cl, verdiinnt und mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde die
organische Phase iiber MgSO; getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber SiO, (PE/EtOAc 85:15). Es wurden 1.23 g
(2.21 mmol, 87 %) des farblosen Feststoffes 188 erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, CDCLs): & [ppm] = 0.08 (s, 6 H, 7-H), 0.89 (s, 9 H, 9-H), 1.33 (d, Jeus.scn =
6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.33 (d, Jemsscn = 6.8 Hz, 3 H, CHs), 1.36 (s, 3 H, 11-H oder 12-H), 1.56 (s, 3 H,
11-H oder 12-H), 3.21 (septett, *Jscicm = 6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.81-3.93 (m, 3 H, 5-H, 6-H), 4.27 (dd,
3Ji0=17.3Hz, *54 = 5.2 Hz, 1 H, 3-H), 4.32 (dd, *Jas = 5.2 Hz, *Jss = 1.4 Hz, 1 H, 4-H), 4.53 (d, 1,
=104 Hz, 1 H, 1-H), 4.85 (dd, */»1 = 10.4 Hz, *J»5 = 7.3 Hz, 1 H, 2-H), 7.37-7.45 (m, 2 H, 2"-H),
8.21-8.31 (m, 2 H, 3'-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCL): § [ppm] = —5.4 (C-7), =5.2 (C-7), 18.4 (C-8),
24.1 (CHs), 24.2 (CHs), 25.9 (C-9), 26.5, 28.0 (C-11, C-12), 35.8 (SCH), 62.1 (C-6), 73.6 (C-4), 76.8
(C-3), 77.3 (C-5), 77.8 (C-2), 82.4 (C-1), 110.8 (C-10), 122.0 (C-2'), 125.4 (C-3'), 145.6 (C-4"), 152.1
(C-2", 155.7 (C-1'); Ry = 0.73 (PE/EtOAc 70:30); IR (ATR, Film): ¥ [em '] = 2954, 2929, 2853,
1768, 1617, 1594, 1519, 1492, 1464, 1374, 1345, 1307, 1247, 1215, 1164, 1117, 1072, 989, 957, 878,
836, 774, 751, 707, 674, 641, 573, 536, 499; HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2sHioNOoSSi" [M+H]":
558.2188; gef. 558.2186; Schmelzpunkt: 135.0 °C; Drehwert: [a]2° = 48.8 (¢ = 1.0, CHCL).
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Isopropyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-2-O-{[(methyl)aminoethyl][methyl]carbamoyl}-3,4-
O-(1-methylethyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid (191)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Fomina et al.™® wurde Zucker 188 (100 mg, 179 pmol,
1.00 Aq.) in CH,Cl, (2.00 mL, 89.5 mM) vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die tropfenweise Zugabe zu
einer 0 °C kalten Lésung von N,N'-Dimethylethylendiamin (206 pL, 1.79 mmol, 10.0 Aq.) in CH,Cl,
(4.00 mL, 448 mM) iiber einen Zeitraum von 30 min. Die Reaktionslosung wurde fiir weitere 30 min
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche
den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Das Losungsmittel wurde bei vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat gelost und nacheinander mit gesittigter NaHCOs-
Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber MgSOj4 getrocknet
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (EtOAc/MeOH/NEt;
87:10:3) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 90 mg (0.18 mmol, 99 %) des leichtgelben Oles 191

erhalten.
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IH-NMR (600 MHz, CDCL): § [ppm] = 0.06 (s, 6 H, 7-H), 0.88 (s, 9 H, 9-H), 1.25-1.31 (m, 6 H,
CHs), 1.33 (s, 3 H, 11-H oder 12-H), 1.56 (s, 3 H, 11-H oder 12-H), 2.42-2.50 (m, 3 H, 4'-H), 2.50—
2.67 (brs, 1 H, NH), 2.72-2.88 (m, 2 H, 3-H), 2.88-3.01 (m, 3 H, 2"-H), 3.11-3.22 (m, 1 H, SCH),
3.22-3.41 (m, 1 H, 2"-H,), 3.48-3.68 (m, 1 H, 2'-Hy), 3.76-3.81 (m, 1 H, 5-H), 3.81-3.90 (m, 2 H,
6-H), 4.18-4.23 (m, 1 H, 3-H), 4.23-4.29 (m, 1 H, 4-H), 4.51 (m., | H, 1-H), 4.79-4.94 (m, 1 H, 2-H);
3C-NMR (151 MHz, CDCL): & [ppm] = —5.4 (C-7), =5.3 (C-7), 18.4 (C-8), 23.9 (CHs), 24.0 (CH),
24.2 (CHs), 24.3 (CHs), 25.9 (C-9), 26.5, 28.0 (C-11, C-12), 35.0 (C-2"), 35.0 (SCH), 35.5 (C-2"),
35.8 (C-4"), 36.3 (C-4"), 48.3 (C-2'), 48.6 (C-2'), 49.1 (C-3"), 49.7 (C-3"), 62.2 (C-6), 73.5, 73.6, 73.6,
73.6, (C-2, C-4), 77.2 (C-5), 77.6 (C-3), 82.8 (C-1), 83.0 (C-1), 110.4 (C-10), 155.4 (C-17), 155.9
(C-1); Ry = 0.23 (EtOAc/MeOH/NEt; 87:10:3); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 2962, 2929, 2857, 1704,
1463, 1401, 1382, 1242, 1220, 1184, 1154, 1109, 1080, 875, 835, 777, 667, 538; HRMS (ESI): m/z
ber. fiir Co3Ha7N,06SSi™ [M+H]": 507.2919; gef. 507.2924.
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6.8 Synthesevorschriften zur Darstellung der photocaged Kohlenhydrate

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-[4,5-bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl]-a-D-gluco-
pyranosid (146)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Binder et all’”) wurden in einem sekurierten Schlenkkolben
250 mg Molsieb (3 A) und Zucker 143 (100 mg, 243 pmol, 1.00 Aq.) in trockenem CH>Cl, (5.00 mL,
48.6 mM) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. In einem zweiten sekurierten Schlenkkolben wurden
250 mg Molsieb (3 A) und Alkohol 105 (261 mg, 730 umol, 3.00 Aq.) in trockenem CH,Cl, (5.00 mL,
146 mM) unter Stickstoff-Atmosphidre vorgelegt. Die Losungen wurden fiir 1 h geriihrt bevor der
Zucker 149 zum gelésten Alkohol gegeben wurde. Silbertriflat (75 mg, 0.29 mmol, 1.2 Aq.) wurde
hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von
Licht geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Die Reaktionslosung
wurde iiber Celite filtriert, um das Molsieb abzutrennen. AnschlieBend wurde das Filtrat unter
vermindertem Druck bei 20 °C eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber
Kieselgel (PE/EtOAc 50:50). Es wurden 67 mg (97 umol, 40 %) des farblosen Feststoffes erhalten.

Dieser wurde direkt in der Folgereaktion eingesetzt.

1-0-[4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl]-a-D-glucopyranosid —
BC-cGlukose (142)

Der geschiitzte Zucker 146 (24 mg, 37 umol, 1.0 Aq.) in THF (0.40 mL, 93 mM) vorgelegt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe einer 0.20 M Lithiumhydroxid-Losung (1.8 mL, 0.37 mmol,
2.0 Aq.) und es wurde fiir 1 h bei RT geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (EtOAc),
welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Die Losung wurde am Rotationsverdampfer
eingeengt und iiber Nacht lyophilisiert. AnschlieBend wurde der Riickstand in Wasser gelost und fiir
10 min mit Dowex 5S0WX4 geriihrt. Es wurden 18 mg (39 umol, quant.) des farblosen Feststoffes 142

erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, D;0): § [ppm] = 3.32-3.46 (m, 3 H, 2"-H, 3"-H, 5"-H), 3.49 (t,>J=8.6 Hz, | H,
4"_H), 3.72 (dd, *Jeraew = 124 Hz, Jgus = 5.0 Hz, 1 H, 6"-H,), 3.90 (d, *Jsen = 124 Hz, 1H,
6"-Hp4.53 (d, *Jino» = 7.9 Hz, 1 H, 1"-H), 4.63 (s, 2 H, 8'-H), 4.68 (s, 2 H, 8-H), 5.14 (d, %z =
14.6 Hz, 1 H, 7-H,), 5.21 (d, %37, = 14.6 Hz, 1 H, 7-Hy), 7.25 (s, 1 H, 6-H), 7.68 (s, 1 H, 3-H);
BC-NMR (151 MHz, D,0): § [ppm] = 60.7 (C-6"), 67.3, 67.4 (C-8, C-8"), 68.1 (C-7), 69.6 (C-5"),
73.2 (C-2"), 75.7 (C-4"), 76.0 (C-3"), 101.8 (C-1"), 109.7 (C-3), 112.2 (C-6), 129.0 (C-1), 139.6
(C-2), 146.0 (C-4), 152.0 (C-5), 175.3 (C-9), 175.6 (C-9").

1-0O-(6-Nitropiperonyl)-a-L-arabinopyranosid — NP-cArabinose (84b)

Nach einer Vorschrift von Binder et al’” wurden in einem sekurierten Schlenkkolben 770 mg
Molsieb (3 A) und Zucker 149 (260 mg, 766 pmol, 1.00 Aq.) in trockenem CH,Cl, (5.00 mL,
153 mM) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. In einem zweiten sekurierten Schlenkkolben wurden
770 mg Molsieb (3 A) und 6-Nitropiperonylalkohol (90) (291 mg, 1.48 mmol, 2.00 Aq.) in trockenem
CHxCl; (5.00 mL, 296 mM) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. Die Losungen wurden fiir 1 h
geriihrt bevor der Zucker 149 zum geldsten Cumarin gegeben wurde. Silbertriflat (114 mg, 443 umol,
0.580 Aq.) und Silbercarbonat (123 mg, 446 umol, 0.580 Aq.) wurden hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30). Die Reaktionslosung wurde iiber Celite
filtriert, um das Molsieb abzutrennen. Das Filtrat wurde mit geséttigter NaHCO;-Losung (2x30 mL)
und gesittigter NaCl-Losung (2x20 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde die organische Phase liber
MgSOs getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde in MeOH
(4.5 mL) geldst und mit Ammoniak (7 N in MeOH) (2.50 mL, 10.3 mmol, 13.4 Aq.) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 70:30), welche den vollstindigen Umsatz des
Edukts anzeigte. Die Reaktionslésung wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand
wurde in  Wasser gelost und mit CHyCl, (3x) extrahiert, um  {berschiissigen
6-Nitropiperonylalkohol (90) zu entfernen. Die wissrige Phase wurde lyophilisiert und es wurden

108 mg (328 pmol, 43 %) des schwach gelben Feststoffes 84b erhalten.
pr

1
OH OoN ! 720
6
4%-2-0 5 >2
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ZoH 8 Y 3
84b

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): § [ppm] = 3.33-3.51 (m, 3 H, 2-H, 4-H, 5-H,), 3.62-3.66 (m, 1 H, 3-H),
3.70 (dd, %Jswsa = 12.1 Hz, *Jsas = 3.3 Hz, 1 H, 5'-Hy), 4.23 (d, *J12 = 6.7 Hz, 1 H, 1-H), 4.58 (d,

242



Experimenteller Teil

3Js0u3 = 4.5Hz, 1 H, 3-OH), 4.72 (d, *Jsons = 5.6 Hz, 1 H, 4-OH), 4.86 (d, Jsa5p = 16.0 Hz, 1 H,
8-H.), 5.01 (d, 2Jsvsa = 16.0 Hz, 1 H, 8-Hy), 5.23 (d, *Jr-on2 = 4.8 Hz, 1 H, 2-OH), 6.24 (s, 2 H, 2-H),
7.56 (s, 1 H, 4-H), 7.70 (s, 1 H, 7-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm] = 65.5 (C-5"), 66.5 (C-8),
67.6 (C-3'), 70.7 (C-2"), 72.4 (C-4"), 103.0 (C-1"), 103.5 (C-2), 105.1 (C-7), 107.3 (C-4), 133.1 (C-5),
140.3 (C-6), 146.7 (C-7a), 152.6 (C-3a); IR (ATR, Film): ¥ [cm '] = 3412, 2924, 2855, 1752, 1679,
1610, 1519, 1488, 1374, 1328, 1260, 1229, 1145, 1061, 1037, 931, 794, 778, 755, 641; HRMS (ESI):
m/z ber. fiir Ci3HisNNaOy™ [M+Na]™: 352.0639; gef. 352.0640; Schmelzpunkt: 174 °C; Drehwert:
[a]Z® = —4(c = 0.1, CHCl5); UV/Vis-Absorption [Tris-Puffer (20 mM, pH = 7.5)/MeCN 1:1]: Amax (&)
=244 nm (11106 &/dm’ mol™' cm™), 352 (6051).

Achirale Umkehrphasen-HPLC: #® = 54 min; Sdule: HyperClone 5n ODS (C18) 120
(Phenomenex); Detektion (UV): 352 nm; Eluent: MeOH : H,O (40:60); Flussrate: 0.5 mL/min;
Séulentemperatur: 25 °C; Probenlésungsmittel: Tris-Puffer (20 mM, pH = 7.5)/MeCN 1:1.

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-{[7-(diethylamino)-2-ox0-2H-chromen-4-ylJmethyl}-a-L-arabino-
pyranosid (152)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Binder et all’”) wurden in einem sekurierten Schlenkkolben
500 mg Molsieb (3 A) und Zucker 149 (200 mg, 589 pmol, 1.00 Aq.) in trockenem CH>Cl, (10.0 mL,
58.9 mM) unter Stickstoff-Atmosphére vorgelegt. In einem zweiten sekurierten Schlenkkolben wurden
500 mg Molsieb (3 A) und Cumarin 105 (438 mg, 1.77 mmol, 3.00 Aq.) in trockenem CH,Cl,
(10.0 mL, 177 mM) unter Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. Die Losungen wurden fiir 1 h geriihrt
bevor der Zucker 149 zum gelosten Cumarin gegeben wurde. Silbertriflat (182 mg, 708 umol,
1.20 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir 21 h bei Raumtemperatur unter
Ausschluss von Licht geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 50:50). Die
Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert, um das Molsieb abzutrennen. AnschlieBend wurde das
Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation erfolgte iiber
Aluminiumoxid (neutral) (PE/EtOAc 50:50). Es wurden 176 mg (348 umol, 59 %) des gelben
Feststoffes 152 erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.18 (t, *Ji09 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.00 (s, 3 H, CH), 2.04 (s,
3 H, CH;), 2.13 (s, 3 H, CH3), 3.39 (q, *Jo.10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 3.65 (dd, 2Jss.5m = 12.8 Hz, *Jsr, ar =
2.1Hz, 1 H, 5"-H,), 4.04 (dd, 2Jsw,5r = 12.8 Hz, *Jsmar = 4.0 Hz, 1 H, 5"-Hy), 4.58 (d, >Ji2» = 6.4 Hz,
1 H, 1"-H), 4.67 (dd, 2Jyaav = 14.7 Hz, “Juu3 = 1.3 Hz, | H, 4'-H,), 4.93 (dd, 2Javaa = 14.7 Hz, *Jan3 =
1.3 Hz, 1 H, 4-Hy), 5.07 (dd, /32> = 8.8 Hz, *J3»a = 3.5 Hz, 1 H, 3"-H), 5.24 (dd, *J»3» = 8.8 Hz,
3Jy1n = 6.4 Hz, 1 H, 2"-H), 5.27 (ddd, *Ja»sn = 4.0 Hz, *Jar3» = 3.5 Hz, *Jarsw = 2.1 Hz, 1 H, 4"-H),
6.17 (t, “s4 = 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.51 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.56 (dd, *Js5 = 8.9 Hz, “Jss =
2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.27 (d, *Js¢ = 8.9 Hz, 1 H, 5-H); “C-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 12.5
(C-10), 20.8, 20.8, 21.0 (CH3), 45.0 (C-9), 62.8 (C-5"), 65.9 (C-4'), 67.3 (C-4"), 69.1 (C-2"), 69.8
(C-3"), 98.1 (C-8), 99.6 (C-1"), 106.5 (C-4a), 107.1 (C-3), 108.8 (C-6), 124.8 (C-5), 150.5 (C-4),
150.6 (C-7), 156.4 (C-8a), 162.0 (C-2), 169.5 (C-2"), 170.2 (C-3"), 170.4 (C-4"); Ry = 0.51
(PE/EtOAc 50:50); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 2972, 1744, 1710, 1602, 1527, 1419, 1358, 1217,
1138, 1062, 1022, 601, 530; HRMS (ESI): m/z ber. fir CosH»NOjo" [M+NH4]": 506.2021; gef.
506.2028; Schmelzpunkt: 113.6 °C; Drehwert: [a]3° = 36.4 (c = 0.25, CHCl;); UV/Vis-Absorption
(MeOH): Amax (€) = 246 nm (11206 &/dm® mol™" cm™), 379 (16536).

Achirale Umkehrphasen-HPLC: # =10.8 min; Sdule: HyperClone 5p ODS (C18) 120
(Phenomenex); Detektion (UV): 388 nm; Eluent: Methanol : H,O (60:40); Flussrate: 0.5 mL/min;

Séulentemperatur: 25 °C; Probenlésungsmittel: H>O.

{[7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-ylJmethyl}-a-L-arabinopyranosid —
DC-cArabinose (151)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Bier et al.”’* wurde Cumarin 152 (135 mg, 267 umol, 1.00 Aq.)
in MeOH (0.60 mL, 445 mM) gelost und bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt.
Ammoniak (7N in MeOH) (230 puL, 1.61 mmol, 6.03 Aq.) wurde hinzugegeben und die
Reaktionslosung wurde bis zum vollsténdigen Umsatz geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC (PE/EtOAc 50:50), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung
wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Es wurden 100 mg (264 umol, quant.) des gelben

Feststoffes 151 erhalten.
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TH-NMR (600 MHz, Aceton-ds): 8 [ppm] = 1.20 (t, *Ji09 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.50 (q, >Jo.10 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 3.59 (dd, Y55 = 12.4 Hz, *Jsr,r = 1.9 Hz, 1 H, 5"-H,), 3.59-3.64 (m, 1 H, 3"-H), 3.68 (d,
3Jiona = 4.3 Hz, 1 H, 4"-0H), 3.71 (ddd, *J»3» = 8.4 Hz, *Jo1» = 6.7 Hz, *Jr2von = 4.1 Hz, 1 H,
2"-H), 3.82-3.86 (m, 1 H, 4"-H), 3.91 (dd, Jsws = 12.4 Hz, *Jsne = 3.3 Hz, 1 H, 5"-Hy), 3.98 (d,
3J3roma = 5.5 Hz, 1 H, 3"-OH), 4.41 (d, *J1»»» = 6.7 Hz, 1 H, 1"-H), 4.47 (d, *J2-0on2 = 4.1 Hz, 1 H,
2"-OH), 4.76 (dd, 2Jyaan = 15.2 Hz, “Jyu3 = 1.4 Hz, 1 H, 4'-H,), 4.98 (dd, *Jyv4a = 15.2 Hz, *Jan3 =
1.4 Hz, 1 H, 4-Hy), 6.26 (t, 5.4 = 1.4 Hz, 1 H, 3-H), 6.49 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 6.69 (dd, *Js s
9.0 Hz, “Jsx = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.47 (d, *J56 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, Aceton-ds): &
[ppm] = 12.7 (C-10), 45.1 (C-9), 66.3 (C-5"), 66.4 (C-4'), 68.9 (C-4"), 72.3 (C-2"), 73.9 (C-3"), 98.0
(C-8), 104.1 (C-1"), 106.9 (C-3), 107.1 (C-4a), 109.4 (C-6), 126.0 (C-5), 151.5 (C-7), 152.9 (C-4),
157.2 (C-8a), 161.8 (C-2); IR (ATR, Film): ¥ [cm™'] = 3443, 2954, 2921, 2847, 1706, 1623, 1527,
1441, 1360, 1328, 1138, 1088, 1011, 855, 824, 794, 763, 610, 511; HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CioH2NO;" [M+H]™: 380.1704; gef. 380.1697; Schmelzpunkt: 129-130 °C; Drehwert: [«]Z’ =
—18.6 (c = 0.5, MeOH); UV/Vis-Absorption (MeOH): Anax (€) = 272 nm (60914 &/dm> mol ' cm™),
388 (17236).

Achirale Umkehrphasen-HPLC: #® = 4.5min; Sdule: HyperClone 5p ODS (C18) 120
(Phenomenex); Detektion (UV): 388 nm; Eluent: Methanol : HO (60:40); Flussrate: 0.5 mL/min;

Séulentemperatur: 25 °C; Probenldsungsmittel: H>O.

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-{[7-(diethylamino)-2-thio-2H-chromen-4-ylJmethyl}-a-L-arabino-
pyranosid (159)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Gandioso et al."™! wurde Cumarin 152 (317 mg, 608 pmol,
1.00 Aq.) in trockenem Toluol (22.0 mL, 27.6 mM) unter Stickstoff-Atmosphire geldst. Lawessons
Reagenz (165 mg, 408 pmol, 0.650 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionsldsung wurde fiir 30 h
unter Ausschluss von Licht zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde bei vermindertem
Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (CH:Cly) erfolgte liber Kieselgel. Es
wurden 229 mg (439 umol, 72 %) des orangeroten Feststoffes 159 erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.22 (t, *Ji0o = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.06 (s, 3 H, CH3), 2.08 (s,
3 H, CHs), 2.14 (s, 3 H, CH3), 3.42 (q, *Jo..0 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 3.65 (dd, “Jsra5% = 12.8 Hz, *Jsr 4 =
2.2 Hz, 1 H, 5"-H,), 4.05 (dd, “Jsw,5 = 12.8 Hz, *Jsw4 = 4.3 Hz, 1 H, 5"-Hy), 4.58 (d, *Ji»2» = 6.2 Hz,
1 H, 1"-H), 4.67 (dd, *Jsass = 15.0 Hz, “Jaa3 = 1.2 Hz, 1 H, 4'-H,), 4.90 (dd, *Javaa = 15.0 Hz, *Jan3 =
1.2 Hz, 1 H, 4-Hy), 5.08 (dd, *Js»>» = 8.6 Hz, *J34 = 3.5 Hz, 1 H, 3"-H), 5.24 (dd, *J>"3» = 8.6 Hz,
3D = 6.2 Hz, 1 H, 2"-H), 5.28 (ddd, *Jss% = 4.3 Hz, *Jar3 = 3.5 Hz, *Jar 5 = 2.2 Hz, 1 H, 4"-H),
6.63 (dd, 3Jss = 9.0 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 6.67 (d, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 7.09 (t, *J34 =
1.2 Hz, 1 H, 3-H), 7.34 (d, *Js5 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H); *C-NMR (151 MHz, CDCL): § [ppm] = 12.6
(C-10), 20.9, 21.0, 21.1 (CH3), 45.1 (C-9), 62.7 (C-5"), 65.5 (C-4"), 67.2 (C-4"), 69.1 (C-2"), 69.7
(C-3"), 97.6 (C-8), 99.5 (C-1"), 108.6 (C-4a), 110.3 (C-6), 121.1 (C-3), 124.9 (C-5), 143.1 (C-4),
151.0 (C-7), 159.2 (C-8a), 169.7 (C-2"), 170.3 (C-4"), 170.4 (C-3"), 197.4 (C-2); Ry = 0.30
(PE/EtOAc 60:40); IR (ATR, Film): ¥ [em™'] = 2969, 2928, 2862, 1748, 1627, 1581, 1519, 1436,
1372, 1294, 1253, 1222, 1182, 1146, 1070; HRMS (ESI): m/z ber. fiir CosH3NOoS™ [M+H]"™:
522.1792; gef. 522.1792; Schmelzpunkt: 71-72 °C; Drehwert: [a]Z’ =21.8 (¢ = 0.22, CHCl;).
{[7-(Diethylamino)-2-thio-2H-chromen-4-ylJmethyl}-a-L-arabinopyranosid —
TC-cArabinose (155)

Cumarin 159 (79 mg, 0.15 mmol, 1.0 Aq.) wurde in trockenem Methanol (8.0 mL, 18 mM) geldst und
auf 0 °C gekiihlt. Bei 0 °C erfolgte die Zugabe von NaOMe (3.6 M in Methanol) (44 pL, 0.16 mmol,
1.1 Aq.) und die Reaktionsldsung wurde fiir 10 min bei 0 °C geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels DC (PE/EtOAc 30:70), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. AnschlieBend
wurde Dowex 650C hinzugegeben und die Losung fiir wenige Minuten geriihrt, bevor sie filtriert
wurde. Die Losung wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Es wurden 38 mg (96 pmol, 64 %)

des orangeroten Feststoffes 155 erhalten.

"TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.22 (t, *Jioo = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 3.49 (q, >Jo..0 = 7.1 Hz,
4 H, 9-H), 3.56 (dd, 3J32» = 9.0 Hz, 3J3.4» = 3.4 Hz 1 H, 3"-H), 3.60 (dd, *Jsu5 = 12.5 Hz, *Jsraar =
1.2 Hz, 1 H, 5"-H,), 3.68 (dd, *J»3» = 9.0 Hz, >J»-;» = 7.0 Hz, 1 H, 2"-H), 3.81-3.86 (m, 1 H, 4"-H),
3.92 (dd, %Jsmsw = 12.5 Hz, *Jsma = 2.9 Hz, 1 H, 5"-Hy), 4.37 (d, *Jio» = 7.0 Hz, 1 H, 1"-H), 4.76 (d,
2Jaan = 15.1 Hz, 1 H, 4'-H,), 4.98 (d, 2Javaa = 15.1 Hz, | H, 4'-Hy), 6.65 (d, “Jss = 1.4 Hz, 1 H, 8-H),
6.80 (dd, *Js5 = 9.0 Hz, “Jss = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.19 (s, 1 H, 3-H), 7.57 (d, *J55 = 9.0 Hz, 1 H, 5-H);
BC-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] = 12.7 (C-10), 45.7 (C-9), 66.9 (C-4"), 67.2 (C-5"), 69.7
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(C-4"), 72.4 (C-2"), 74.2 (C-3"), 97.6 (C-8), 104.7 (C-1"), 109.7 (C-4a), 111.8 (C-6), 121.4 (C-3),
126.6 (C-5), 146.6 (C-4), 152.6 (C-7), 160.3 (C-8a), 198.9 (C-2); Ry = 0.06 (PE/EtOAc 30:70); IR
(ATR, Film): ¥ [em™'] = 2974, 2920, 2848, 1739, 1625, 1572, 1512, 1434, 1351, 1297, 1220, 1065,
999, 784, 641; HRMS (ESI): m/z ber. fir CioHxNOsS™ [M+H]™: 396.1475; gef. 396.1478,;
Schmelzpunkt: 97-98 °C; Drehwert: [a]3’ = —10 (c = 0.1, CHCl;); UV/Vis-Absorption [Tris-Puffer
(20 mM, pH=7.5/MeCN 1:1]: Amax () = 248 nm (18026 e/dm’® mol™! em™), 272 (15214), 468
(17682).Achirale Umkehrphasen-HPLC: # = 6.0 min; Séule: HyperClone 5 p ODS (C18) 120
(Phenomenex); Detektion (UV): 468 nm; Eluent: MeOH : H,O (60:40); Flussrate: 0.5 mL/min;
Séulentemperatur: 25 °C; Probenlésungsmittel: Tris-Puffer (20 mM, pH = 7.5)/MeCN 1:1.

2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-({2-[({[7-(diethylamino)-2-0x0-2H-chromen-4-ylJmethoxy}-
carbonyl)(methyl)amino]ethyl}{methyl}carbamoyl)-a-L-arabinopyranosid (195)

37 wurde in einem sekurierten Schlenkkolben

In Anlehnung an eine Vorschrift von Wang et all
Cumarin 112 (57 mg, 0.16 umol, 1.8 Aq.) in trockenem Dichlormethan (3.0 mL, 53 mM) unter
Stickstoff-Atmosphire vorgelegt. Nach der Zugabe von DMAP (2.0 mg, 16 pmol, 0.18 Aq.), dem
Zucker 194a (40 mg, 91 umol, 1.00 Aq.) und DIPEA (277 uL, 1.59 mmol, 17.5 Aq.) wurde die
Reaktionslosung fiir 2h bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 30:70), welche den vollstdndigen Umsatz des
Edukts anzeigte. AnschlieBend wurde die Losung mit CH>Cl, verdiinnt und nacheinander mit
gesittigter NaHCO3-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und die Losung wurde bei vermindertem Druck eingeengt und
auf Kieselgel aufgezogen. Die sédulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 30:70 —
EtOAc/MeOH/NEt; 87:10:3) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 51 mg (77 pmol, 85 %) des gelben
Schaumes 195 erhalten. Das Produkt wurde als syn/anti-Isomerengemisch aufgrund der Carbamat-

Bindungen erhalten.

IH-NMR (600 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 1.19 (t, *Ji09 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 1.99-2.07 (m, 6 H, CH),
2.09-2.16 (m, 3 H, CHs), 2.88-2.98 (m, 3 H, CHsb), 2.98-3.07 (m, 3 H, CHsa), 3.18-3.68 (m, 4 H,
6'-H, 7'-H), 3.40 (q, *Jo0 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 3.77 (m, | H, 5"-H,), 3.98 (dd, 2sp.5a = 12.9 Hz, 3Jsp4 =
3.7 Hz, 1 H, 5"-Hy), 5.06-5.33 (m, 5 H, 2"-H, 3"-H, 4"-H, 4'-H), 5.52-5.61 (m, 1 H, 1"-H), 6.01-6.13

247



Experimenteller Teil

(m, 1 H, 3-H), 6.50 (s, 1 H, 8-H), 6.57 (d, *Js5s = 9.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.26-7.34 (m, 1 H, 5-H); *C-
NMR (151 MHz, CDCl3): 8§ [ppm] = 12.5 (C-10), 20.7 (CHs), 20.7 (CHs), 20.8 (CH3), 20.9 (CHs),
21.0 (CHa3), 34.7, 34.7, 34.8, 35.2, 35.5, 35.5, 35.6, 35.8 (CHsa, CHsb), 44.9 (C-9), 46.3, 46.4, 46.9,
46.9, 47.1, 47.3, 47.6 (C-6', C-7), 62.4 (C-4"), 62.5 (C-4"), 62.7 (C-4), 63.5 (C-5"), 63.6 (C-5"), 64.4
(C-5"), 64.5 (C-5"), 67.2, 67.6, 67.7, 68.2, 68.3 (C-2", C-4"), 69.7 (C-3"), 69.8 (C-3"), 70.3 (C-3"),
70.4 (C-3"), 93.5 (C-1"), 93.6 (C-1"), 93.9 (C-1"), 94.1 (C-1"), 98.0 (C-8), 105.8, 105.9, 106.2, 106.4
(C-3, C-4a), 108.8 (C-6), 124.4 (C-5), 124.5 (C-5), 124.6 (C-5), 150.3, 150.4, 150.5, 150.7 (C-4, C-7),
153.9 (C-8'), 154.1 (C-8"), 154.4 (C-8"), 155.2 (C-5"), 155.3 (C-5"), 155.6 (C-5"), 155.7 (C-5"), 156.3
(C-8a), 162.0 (C-2), 162.1 (C-2), 169.5, 169.7, 169.8, 169.9, 169.9, 169.9, 170.0, 170.2, 170.3, 170.3
(C-2", C-3", C-4"); Ry= 0.25 (PE/EtOAc 30:70); IR (ATR, Film): # [em '] = 2972, 2930, 1746, 1713,
1605, 1528, 1422, 1371, 1221, 1137, 1088, 1055, 760; Schmelzpunkt: 82.7 °C; Drehwert: [a]3’ =
10.6 (c = 1.0, CHCL).
1-0-({2-[({[7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-ylJmethoxy}carbonyl)(methyl)amino]-
ethyl}{methyl}carbamoyl)-a-L-arabinopyranosid — DC-NN-cArabinose (192)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Bier et al.*’* wurde Cumarin 195 (40 mg, 60 umol, 1.0 Aq.) in
MeOH (0.20 mL, 0.30 M) gelost und bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht geriihrt.
Ammoniak (7 N in MeOH) (54 pL, 0.38 mmol, 6.3 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslosung
wurde bis zum vollstindigen Umsatz geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(EtOAc/MeOH 95:5), welche den vollstindigen Umsatz des Edukts anzeigte. Die Reaktionslosung
wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Es wurden 28 mg (52 pmol, quant.) des gelben
Feststoffes 192 erhalten. Das Produkt wurde als syn/anti-Isomerengemisch aufgrund der Carbamat-

Bindungen erhalten.

TH-NMR (600 MHz, CDCL): § [ppm] = 1.20 (t, *Ji00 = 7.1 Hz, 6 H, 10-H), 2.92-2.98 (m, 3 H, CHsb),
2.99-3.05 (m, 3 H, CHsa), 3.05-3.99 (m, 4 H, 6-H, 7"-H), 3.41 (q, *Jo.10 = 7.1 Hz, 4 H, 9-H), 3.63—
3.70 (m, 1 H, 5"-H,), 3.70-3.78 (m, 1 H, 3"-H), 3.78-3.92 (m, 1 H, 2"-H), 3.92-3.99 (m, 1 H, 4"-H),
3.99-4.09 (m, 1 H, 5"-Hp), 5.14-5.32 (m, 2 H, 4"-H), 5.32-5.46 (m, 1 H, 1"-H), 6.03-6.17 (m, 1 H,
3-H), 6.52 (s, 1 H, 8-H), 6.57-6.68 (m, 1 H, 6-H), 7.27-7.36 (m, 1 H, 5-H); 3C-NMR (151 MHz,
CDCls):  [ppm] = 12.5 (C-10), 34.5, 34.6, 34.9, 35.4, 35.8, 36.2 (CHsa, CHsb), 45.0 (C-9), 46.5, 46.7,
47.1,47.4, 47.5, 47.5 (C-6', C-T'), 62.4 (C-4"), 62.5 (C-4"), 62.9 (C-4"), 63.1 (C-4'), 66.6 (C-5"), 66.8
(C-5"), 66.8 (C-5"), 68.2 (C-4"), 70.6 (C-2"), 70.8 (C-2"), 71.0 (C-2"), 73.3 (C-3"), 73.4 (C-3"), 73.6
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(C-3"), 96.4 (C-1"), 96.5 (C-1"), 96.6 (C-1"), 98.0 (C-8), 105.9, 106.0 (C-3, C-4a), 109.1 (C-6), 124.5
(C-5), 124.6 (C-5), 150.4, 150.5, 151.4 (C-4, C-7), 154.6 (C-8'), 154.7 (C-8'), 156.0, 156.0, 156.2,
156.3, 156.6 (C-5', C-8a), 162.6 (C-2), 162.7 (C-2); Ry= 0.08 (EtOAc/MeOH 95:5); IR (ATR, Film):
¥ [em™'] = 3423, 2966, 2927, 1703, 1603, 1528, 1490, 1423, 1357, 1275, 1216, 1131, 1080, 827, 761;
HRMS (ESI): m/z ber. fiir C2sH3eN3O1o" [M+H]": 538.2395; gef. 538.2397; Schmelzpunkt: 67—
73 °C; Drehwert: [a]3® = 5.0 (c = 1.0, CHCl5); UV/Vis-Absorption [Tris-Puffer (20 mMm,
pH=7.5)/MeCN 1:1]: Amax (¢) = 273nm (28656 dm*mol ' cm™), 385 (14070).Achirale
Umkehrphasen-HPLC: & = 18.3 min; Sédule: HyperClone 5 ODS (C18) 120 (Phenomenex);
Detektion (UV): 385 nm; Eluent: H,O : MeOH (55:45); Flussrate: 0.5 mL/min; Siulentemperatur:
25 °C; Probenlosungsmittel: Tris-Puffer (20 mm, pH = 7.5)/MeCN 1:1.

Isopropyl-4,6-0O-(2-nitrobenzyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid — NB-cIPTG (150)

In Anlehnung an eine Vorschrift von Binder et al?’" wurden IPTG (1a) (300 mg, 1.26 mmol,
1.00 Ag.) und 2-Nitrobenzaldehyd (87) (571 mg, 3.78 mmol, 3.00 Aq.) in DMSO (3.00 mL, 420 mM)
unter Stickstoff-Atmosphdre vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die tropfenweise Zugabe von
Schwefelsiure (450 pL, 8.40 mmol, 6.67 Aq.), wobei die Reaktionslosung wihrend der Zugabe mit
einem Eisbad gekiihlt wurde. Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur unter Ausschluss von
Licht fir 22h geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (EtOAc/MeOH 90:10).
Anschliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von Eiswasser abgebrochen und mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4 getrocknet und die Losung wurde
bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (n-Pentan/EtOAc 40:60)

erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 152 mg (409 umol, 32 %) des farblosen Feststoffes 150 erhalten.

TH-NMR (600 MHz, CDCl;): § [ppm] = 1.33 (d, *Jeusscu = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.35 (d, *Jemsscn =
6.8 Hz, 3 H, CH;), 2.51 (brs, 1 H, 3’-OH), 2.58 (brs, 1 H, 2'-OH), 3.25 (septett, *Jsci.cuz = 6.8 Hz, 1 H,
SCH), 3.53 (s, 1 H, 5'-H), 3.67-3.74 (m, 2 H, 2'-H, 3'-H), 4.08 (dd, %Jsaeb = 12.5 Hz, *Jeus = 1.9 Hz,
1 H, 6'-H,), 4.28-4.34 (m, 2 H, 4'-H, 6'-Hy), 4.41 (d, *Ji» = 9.2 Hz, 1'-H), 6.17 (s, 1 H, 7-H), 7.51
(ddd, 3Ja3 = 8.1 Hz, 3Ja5 = 7.8 Hz, “Jus = 1.3 Hz, 1 H, 4-H), 7.63 (ddd, 3Jss = 7.8 Hz, 3Js4 = 7.8 Hz,
“Js3=1.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.86 (dd, /34 = 8.1 Hz, “/35= 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 7.92 (dd, *Js5s = 7.8 Hz, *Js4
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= 1.3 Hz, 1 H, 6-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl;): & [ppm] = 24.1 (CH3), 24.3 (CH3), 35.5 (SCH),
69.8 (C-6"), 70.1 (C-5"), 70.3 (C-2"), 74.0 (C-3"), 76.2 (C-4"), 85.7 (C-1"), 96.9 (C-7), 124.1 (C-3),
128.3 (C-6), 130.0 (C-4), 131.6 (C-1), 133.1 (C-5), 148.3 (C-2); Ry = 0.17 (n-Pentan/EtOAc 40:60);
IR (ATR, Film): 7 [em '] = 3387, 2910, 1738, 1524, 1445, 1360, 1340, 1237, 1202, 1165, 1104, 1037,
991, 971, 944, 909, 876, 851, 815, 789, 736, 703, 685, 597, 541; HRMS (ESI): m/z ber. fiir
Ci6H2sN207S" [M+NH.]": 389.1377; gef. 389.1379; Schmelzpunkt: 130.2 °C; Drehwert: [a]3° = —45
(¢ = 0.12, CHCL); UV/Vis-Absorption (MeOH/H,O 3:7): Amax (¢) = 260nm
(3415 &/dm® mol ' cm™').Achirale Umkehrphasen-HPLC: #x = 9.7 min; Siule: HyperClone 5 n ODS
(C18) 120 (Phenomenex); Detektion (UV): 260 nm; Eluent: MeOH : H,O (30:70); Flussrate:
1.0 mL/min; Saulentemperatur: 25 °C; Probenlosungsmittel: MeOH/H,O 3:7.

Isopropyl-4,6-0O-(6-nitropiperonyliden)-1-thio-B-D-galactopyranosid — NP-cIPTG (84a)

Nach einer Vorschrift von Binder et al.*™" wurden IPTG (1a) (100 mg, 420 pmol, 1.00 Aq.) und
6-Nitropiperonal (89) (246 mg, 1.26 mmol, 3.00 Aq.) in DMSO (1.00 mL, 420 mM) unter Stickstoff-
Atmosphire vorgelegt. Anschlieend erfolgte die tropfenweise Zugabe von Schwefelsdure (150 pL,
2.80 mmol, 6.67 Aq.), wobei die Reaktionslésung wihrend der Zugabe mit einem Eisbad gekiihlt
wurde. Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht fiir 22 h geriihrt.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (n-Pentan/EtOAc 30:70). AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von Eiswasser abgebrochen und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und die Losung wurde bei vermindertem Druck
eingeengt. Die sdulenchromatographische Isolation (n-Pentan/EtOAc 30:70) erfolgte liber Kieselgel.
Es wurden 77 mg (0.19 umol, 44 %) des leichtgelben Feststoffes 84a erhalten.
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3 2oH
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84a
'"H-NMR (600 MHZ, CDC13)Z ) [ppm] =131 (d, 3Jcm,sc]-[ =6.7 HZ, 3 H, CH3), 1.33 (d, SJCHS,SCH =
6.7 Hz, 3 H, CH;), 2.90 (brs, 2 H, 2-OH, 3-OH), 3.23 (septett, *Jscucnz = 6.7 Hz, 1 H, SCH), 3.49 (s,
1 H, 5'-H), 3.64-3.74 (m, 2 H, 2"-H, 3'-H), 4.04 (dd, YJsusv = 12.6 Hz, *Jsus = 1.9 Hz, 1 H, 6'-H,),
4.25 (dd, Ysvea = 12.6 Hz, *Jeus = 1.5 Hz, 1 H, 6'-Hy), 4.27 (d, *Jy3 = 3.1 Hz, 1 H, 4'-H), 4.40 (d,
3y = 8.6 Hz, 1'-H), 6.07-6.11 (m, 2 H, 2-H), 6.13 (s, 1 H, 8-H), 7.33 (s, 1 H, 4-H), 7.38 (s, 1 H,
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7-H); ¥C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 24.0 (CH3), 24.2 (CH3), 35.3 (SCH), 69.7 (C-6"), 70.0
(C-5", 70.1 (C-2"), 73.8 (C-3"), 76.2 (C-4"), 85.5 (C-1"), 96.7 (C-8), 103.2 (C-2), 105.3 (C-7), 107.7
(C-4), 128.9 (C-5), 142.3 (C-6), 148.2 (C-7a), 151.7 (C-3a); Ry = 0.32 (n-Pentan/EtOAc 30:70); IR
(ATR, Film): 7 [em™'] = 3389, 2962, 2921, 2870, 1610, 1526, 1506, 1488, 1434, 1335, 1269, 1143,
1098, 1034, 992, 880, 838, 757; HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci7HysN20oS™ [M+NH4]*: 433.1275; gef.
433.1283; Schmelzpunkt: 163.2 °C; Drehwert: [a]3’ = —82.9 (c = 0.55, CHCl); UV/Vis-
Absorption (MeOH): Amax (€) = 241 nm (11078 &/dm® mol ™! cm™), 336 (4027).

Achirale Umkehrphasen-HPLC: % = 22.0 min; Siule: HyperClone 5p ODS (C18) 120
(Phenomenex); Detektion (UV): 352 nm; Eluent: MeOH : HO (30:70); Flussrate: 1.0 mL/min;

Séulentemperatur: 25 °C; Probenlosungsmittel: MeOH.

4,6-0-[4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyliden]isopropyl-1-thio-B-D-galacto-
pyranosid — BEC-cIPTG (139)

In einem Schlenkkolben wurden 4,5-Bis(ethoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylaldehyddiethyl-
acetal (141) (1.00 g, 2.33 mmol, 1.50 Aq.) in trockenem Dichlormethan (6.17 mL, 377 mM) unter
Stickstoff-Atmosphédre vorgelegt. Anschliefend erfolgte die Zugabe von IPTG (1a) (370 mg,
1.55 mmol, 1.00 Aq.) und p-Toluolsulfonsiure (12 mg, 69 umol, 4.0 mol%). Die Lésung wurde bei
RT fiir 20 h geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC (PE/EtOAc 20:80). Die Reaktion
wurde abgebrochen, nachdem kein weiterer Umsatz zu erkennen war. Es wurden wenige Tropfen
Triethylamin hinzugegeben, bevor die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt wurde. Die
sdulenchromatographische Isolation (PE/EtOAc 30:70) erfolgte iiber Kieselgel. Es wurden 403 mg
(700 pmol, 45 %) des farblosen Feststoffes 139 erhalten.

2>NO,

(€]
Ole"
Hé- 5"01.,SSWCH/CH3

3 2"0H
139 CHa

'H-NMR (600 MHz, CDCL): & [ppm] = 1.31 (t, *JiLioarae = 7.2 Hz, 6 H, 11-H, 11-H), 1.35 (d,
3Jcm,scn =6.8 HZ, 3 H, CH3), 1.36 (d, 3JCII$,SCII =6.8 HZ, 3 H, CH3), 2.56 (bI‘, 2 H, 2"-OH, 3"-OH),
3.25 (septett, *Jscu.cus = 6.8 Hz, 1 H, SCH), 3.52 (dt, *Js»¢» =1.7 Hz, *Js»4» = 1.2 Hz, 1 H, 5"-H), 3.64—
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3.70 (m, 2 H, 2"-H, 3"-H), 4.08 (dd, “Jswea = 12.5