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Kurzfassung

Die Entstehung von Photonen durch eine chemische Reaktion — Chemilumineszenz — ist in der
aktuellen Forschung aufgrund einer Vielzahl potenzieller Anwendungsmdglichkeiten im
Fokus. Heutzutage ist die Verwendung der Chemilumineszenz in der Analytik und Diagnostik
in den Vordergrund geruckt. In der vorliegenden Arbeit soll es hingegen um die Nutzung
chemilumineszenter Reaktionen als Energiequelle fur photochemische Folgeprozesse gehen.
Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Analytik eines polymeren Hybrid-Materials, welches
chemilumineszente Gruppen und Photosensibilisatoren trégt.

Begriindet in der synthetischen Herausforderung, die ein solches Polymer darstellt, ist die
Funktionalisierung des Dioxetans bzw. eines Precursors zentraler Bestandteil dieser Arbeit.
Zukinftig konnen chemilumineszente Hybrid-Materialien potenziell in der Tumor-Therapie
zur gezielten Freisetzung von Singulett-Sauerstoff und damit zur Apoptose der Krebszellen

genutzt werden.
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Einleitung und Theorie

1 Einleitung und Theorie

1.1 Einfuhrung in die Chemie- und Biolumineszenz

Die Faszination gegenuber ,,leuchtenden* Tieren begleitet uns alle zumeist seit Kindertagen in
Form der allseits bekannten Glihwirmchen oder der ,,leuchtenden Tiefseemonster. Dabei gibt
es eine Vielzahl weiterer biolumineszenter Lebewesen. Heutzutage sind mehr als 2500
Insekten™ und 1500 Fische!? bekannt, welche Biolumineszenz verwenden. Dabei wird davon
ausgegangen, dass eine Vielzahl weiterer Lebewesen, vor allem in der Tiefsee, aber auch Pilze
und Bakterien, in der Lage sind Biolumineszenz zu nutzen. Ein Grofiteil der Biolumineszenz
findet im Dblauen Wellenldngenbereich statt, wéhrend andere Wellenldngen selten
vorkommen.BM4 Die Biolumineszenz in der Tierwelt tritt in unterschiedlichen Funktionen auf.
Neben dem Anlocken von Partnern oder Beute (z.B. Anglerfisch), kann die Biolumineszenz
auch als Warnung bzw. Abschreckung dienen. Weiterhin fungiert sie, vor allem im maritimen
Bereich zur Tarnung.®! In Abbildung 1 ist die japanischen Feuerfliege ,,Luciola cruciata*

gezeigt, deren Biolumineszenz vermutlich zum Anlocken von Partnern zur Paarung dient.[®!

Abbildung 1: Biolumineszenz eines mannlichen Luciola cruciata.®

Biolumineszenz ist das Resultat einer im Metabolismus ablaufenden chemischen Reaktion, bei
der durch Bindungsspaltung ein Molekil im angeregten Zustand entsteht, welches unter
Aussendung eines Photons zurtick in den elektronischen Grundzustand gelangt. VVoraussetzung
dafiir sind in vielen biologischen Systemen ein Elektronen-Donor- sowie auch ein Elektronen
Akzeptor-System.[]

Das am hdaufigsten untersuchte und zumeist herangezogene Beispiel ist das Luceferin-
Luciferase-System der nordamerikanischen Feuerfliege.B1®1 Die entsprechenden Organe
entwickeln sich im Verlauf der Ontogenese, also des Heranwachsens, aus Fettkorpern. Diese
sind wiederum in zwei unterschiedliche Komponenten aufgeteilt. Zum einen in spezialisierte,
lumineszente Schichten, zum anderen in reflektierende Schichten.[l Derselbe biochemische
Reaktionsmechanismus wird unter anderem auch in Lebewesen wie z.B. den Apfelwirmern

oder den Elateriden verwendet!'% ynd ist nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 2: Luciferin-Luciferase-Biolumineszenz.[")

Durch ATP, Magnesiumionen und Sauerstoff wird die Carbonsdure des Luciferins 1, katalysiert
durch Luciferase, in vier Schritten zum 1,2-Dioxetanon-Derivat 2 umgewandelt. Unter
Abspaltung von CO: kann anschliefend vom entstandenen, angeregtem Oxyluciferin ein
Photon emittiert werden, wodurch dieses wieder in den elektronischen Grundzustand 3
gelangt.l"]

Durch eine rasante Entwicklung in molekularbiologischen Methoden Ende des letzten
Jahrhunderts, wie unter anderem der Klonung, stieg die Verfugbarkeit von biologischen
Luciferasen deutlich.'Y Dies ermoglicht die Anwendung der Biolumineszenz in
unterschiedlichen Bereichen, wie in der analytischen Chemie,*? Biosensorik fiir

Umweltschadstoffe,*3] Gen-Expression!** und im Krebs-Monitoring.[*’]

Durch die Einschrankungen, die das komplexe Luciferin-Luciferase-System im Hinblick auf
die Anwendungen bietet, ist es Ziel der aktuellen Forschung, ein synthetisch einfach
zugangliches und vielseitiges chemilumineszentes System zu entwickeln. Dabei sollte der
Fokus auf Stabilitat, Flexibilitdt und Funktionalitat liegen. Ein von Shabat et al.[*6}171[8]
weiterentwickeltes Dioxetan kann dabei als Plattform zur Entwicklung eines Systems dienen,
welches die oben beschriebenen Bedingungen erfullt. Dadurch soll ein zukiinftiges Ziel zur
Anwendung in der Tumor-Therapie durch die Erzeugung von ROS erreicht werden.[* Dazu
soll ein chemilumineszentes Hybrid-Material entwickelt werden, welches aus mehreren
Bausteinen besteht. Auf die unterschiedlichen Bausteine, deren Eigenschaften und
Funktionsweisen, sowie die Anforderungen an das System, wird in den folgenden Kapiteln der

Theorie eingegangen.
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1.2 Chemielumineszenz

1.2.1 Bausteine der Chemilumineszenz - Cyclische Peroxide

In nahezu allen bekannten biologischen und chemischen Systemen, bei denen Chemie- bzw.
Biolumineszenz auftritt, werden cyclische Peroxide wie das zuvor in Abbildung 2 gezeigte
Luciferin verwendet.E71 Eine der wenigen Ausnahmen fiir ein chemilumineszentes Molekil,
das kein Dioxetan ist, ist das Luminol 4 und seine Derivate.[?®! Aufgrund der groRen Relevanz
der Dioxetane im Kontext dieser Arbeit wird die folgende Betrachtung der Chemilumineszenz

auf die hier gezeigten Dioxetane beschrankt.

0o
0-0 0-0 0-0
NH 3 1 1
1 R 4_|<R R ] |
NH R4 R2 0o R? o [¢]
NH, O
4 5 6 7

Abbildung 3: Luminol 4, 1,2-Dioxetan 5, 1,2-Dioxetanon 6 und 1,2-Dioxetandion 7.

Dabei kann unter drei verschiedenen Dioxetanklassen unterschieden werden, wie in Abbildung
3 dargestellt ist. Ein besonders interessanter Aspekt in der vorliegenden Arbeit ist die Stabilitét
der 1,2-Dioxetane 5 in Abh&ngigkeit der gewahlten Substituenten. Durch ihre hohe thermische
Stabilitat mussen sie im Gegensatz zu den anderen Dioxetanen nicht in situ dargestellt werden.
Die Emission eines Photons tritt bei allen Dioxetan durch die Peroxid-Bindungsspaltung auf.
Aufgrund der Stabilitét des gewahlten 1,2-Dioxetans wird die Spaltung und die daraus folgende
Photonenemission erst durch eine vorangehende chemische Reaktion, dem Auslésungs-Prozess
(Trigger-Prozess), hervorgerufen. Dieser Prozess ist in Abbildung 5 genauer gezeigt. Ein
weiterer Vorteil der 1,2-Dioxane ist deren Substitutionsmuster. Wird ein aromatischer Rest
verwendet, ermdglicht dies eine vielseitige Funktionalisierung und dadurch auch ein breites
potenzielles Anwendungsspektrum. 2712111221 Dje 1 2-Dioxethanone 6, welche vor allem in der
Natur als Biolumineszenzquelle Anwendung finden, wie am vorherigen Beispiel des Luciferins
(Abschnitt 1.1, Abbildung 2) gezeigt, haben den entscheidenden Vorteil gegenuber anderen
Dioxetanen, dass sie in wenigen biochemischen Schritten reversible Systeme bilden.[=! Als
dritte Klasse sind die aus der Umsetzung von Peroxid mit den entsprechenden Oxalatdiester
gewonnenl,2-Dioxetandione 7 zu nennen. Sie sind sehr leicht zuganglich, jedoch duRerst labil,

weshalb sie in situ generiert werden mussen (Abbildung 4).[2411251.[26]

[0}

\ H,0, 0-0
R .o)kn,o~ R2 —_—
o -OR! o o
-OR?
8 7

Abbildung 4: Bildung eines Dioxetandions 7 aus einem Oxalatdiester 8.
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1.2.2 Auslosungsprozess der Chemilumineszenz

Die Chemilumineszenz, also die Emission eines Photons durch eine chemische Reaktion,
geschieht immer aus einem elektronisch angeregten Zustand. Dieser wird bei Dioxetanen, durch
die Spaltung der Peroxid-Bindung, erzeugt. Zum besseren Verstandnis des Prozesses wird im
Folgenden auf den Mechanismus genauer eingegangen, welcher in Abbildung 5 detailliert

dargestellt ist.
Elektronentransfer

Qe

~— O~
0, ~00-9 cl Oo.o . cl 0_|
@*@ —’m@*@ — O
i f 10a 10b
12

*
-0 —0
Cl o Cl o
hv + -
11b 11a

Abbildung 5: Mechanismus der Chemilumineszenz eines 1,2-Dioxetans.[?"}[28]

Nach einem literaturbekannten Mechanismus wird durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid
aus dem Borsdureester 9 das freie Phenol 10 generiert.”® Das Phenol ist durch sein
Substitutionsmuster, vor allem durch den Chlorsubstituenten in ortho-Stellung, leicht sauer und
wird daher schon bei neutralem pH in wassriger Losung deprotoniert. Uber einen
Elektronentransfer (chemically initiated electron-exchange luminescence CIEEL) des
Phenolates 10a (Elektronen-Donor) zum Dioxetan (Elektronen-Akzeptor) kommt es im
Anschluss zur Bindungsspaltung. Es entstehen ein Keton 12 und ein Carbonsdureester 11a,
wobei auf eines der Fragmente, hier vereinfacht dargestellt auf das aromatische System 11a,
die freiwerdende Energie Ubertragen wird. Das sich somit im angeregten Zustand befindende

Fragment kann dann durch die Emission eines Photons in den Grundzustand 11b gelangen.

1.2.3 Der angeregte Zustand — Konkurrenzprozesse zur Chemilumineszenz

Aus dem angeregten Zustand nach der Spaltung des Dioxetans, welcher im vorherigen
Abschnitt 1.2.2 beschrieben wurde, kommt es jedoch nicht immer zur Emission eines Photons.
Im angeregten Zustand konkurrieren unterschiedliche Relaxationsprozesse, wobei auf drei

besonders relevante nachfolgend eingegangen wird (Abbildung 6).

4



Einleitung und Theorie
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0
RZIL R' *

Energietransfer

Abbildung 6: Vereinfachtes Schema des Dioxetan Zerfallsprozess nach einer Vorlage von M. Vacher et al..!

Wie schon beschrieben ist die Abregung aus dem angeregten Zustand durch die Emission eines
Photons die gewilnschte Chemilumineszenz. In Konkurrenz dazu stehen jedoch zweli
strahlungslose Abregungsprozesse. Zum einen die Abregung durch Schwingungsrelaxation,
wodurch die Energie in Form von Warme an das umgebende Medium abgegeben wird. Zum
anderen ist die Energielbertragung auf ein Akzeptor-Molekil in Form eines Energietransfer
mdglich.! Dabei handelt es sich vermutlich um einen Férster-Resonanz-Energietransfer,
worauf in Abschnitt 1.3 genauer eingegangen wird. Weiterhin sind aus dem angeregten Zustand
auch Carbonyl-Photoreaktionen als Nebenreaktionen maglich, wie z.B. die Paterno-Bichi-
Reaktion ([2 + 2] Cycloaddition)% 31 oder C-C-Bindungsspaltungen. Auch intramolekulare
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1.3 Photosensibilisator und Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, kann die bei der Spaltung des Dioxetans freiwerdende
Energie bei Anwesenheit eines Akzeptor-Molekils, wie z.B. eines Chromophors, auf dieses

iibertragen werden.E!

Durch die Verwendung von Photosensibilisatoren als Energietransfer-Akzeptoren in
Kombination mit chemilumineszenten Donor-Molekiillen kénnen vielversprechende
Anwendungen erreicht werden. Als Beispiel ist hier unter anderem die Tumor-Therapie
denkbar. Vorherige Arbeiten haben gezeigt, dass Photosensibilisatoren bei Bestrahlung
zelltoxischen Singulett-Sauerstoff in vivo generieren kénnen.[*M321 Aufgrund der geringen
Reichweite des Lichtes in Zellen ist dieses System in seiner Anwendung jedoch stark
eingeschrankt.*¥ Diese Problematik kann durch die Verwendung von chemilumineszenten
Molekilen als Energietransfer-Donor gelost werden.

Photosensiblisatoren, wie z.B. einige Ruthenium-Komplexe, werden durch die Absorption
eines Photons bzw. durch Energietransfer vom Grundzustand S, in einen energetisch héher
liegenden Singulett-Zustand S, angeregt. Aus diesem Singulett-Zustand kann durch Inter-
System-Crossing ISC ein Ubergang in den langlebigen Triplett-Zustand T, folgen. Dieser
Ubergang ist spinverboten, wird aber durch ein Metall zu Ligand charge transfer SMLCT

begunstigt. Der Prozess ist in Abbildung 7 dargestellt.

Ell
Sz
kg
T
s, Yy Kisc
Ty —_— o
kA kF kSR
kp
)
§
SO " s E— 30

Photosesihilisator

Abbildung 7: Generierung von Singulett-Sauerstoff durch einen Photosensibilisator. Dabei entspricht k, der
Absorption, kg der Fluoreszenz, kg und kg den strahlungsfreien Relaxationsprozessen und k,s. der Inter-
System-Crossing-Rate.

Im Triplett-Zustand sind Folgereaktionen des Komplexes moglich. So kann z.B. unter
Anwesenheit von Triplett-Sauerstoff 30 dieser zu Singulett-Sauerstoff 0 umgewandelt

werden, welcher wiederum zu diversen reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) reagieren kann.
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Dadurch gelangt der Photosensibilisator in den Grundzustand zurlick. Der entstandene
Singulett-Sauerstoff kann wiederum Krebszellen, pathogene Mikroben und unerwiinschtes
Gewebe durch Apoptose, also den kontrollierten Zelltod, zerstoren, wie vorherige Arbeiten
zeigen konnten.321341 Der Prozess der Erzeugung von Singulett-Sauerstoff ist in Abbildung 8

schematisch anhand eines Ruthenium-Komplexes dargestellt.

12a

Abbildung 8: Generierung von Singulett-Sauerstoff durch Anregung eines Photosensibilisators mit Licht.
Damit ein Energietransfer stattfindet, missen einige Bedingungen erfllt werden. Dazu soll im
Folgenden die mathematische Beschreibung des FRET néher betrachtet werden.

Die Rate des Energietransfers k; zwischen einem Donor (chemilumineszentes Molekdl) und
einem Akzeptor (Photosensibilisator) ist von unterschiedlichen Faktoren abhéngig. Das
Jablonski-Diagramm (Abbildung 9) soll die folgenden Beschreibungen veranschaulichen.

E
Sz
kg
SRS —
o o—
Sy Yy \Aj\;"'—ci
$q
ka kp ksg kg ksp
)
— ==
I S
So 2 3 Akzeptor 0

Donor

Abbildung 9: Jablonski-Diagramm eines Forster-Resonanz-Energietransfers.

Durch die Absorption eines Photons wird der Donor mit der Rate k, vom Grundzustand S, in
einen vibronisch angeregten Zustand des ersten elektronischen Zustands angeregt. Die
folgende, strahlungsfreie Relaxation ky lauft im Bereich von Picosekunden ab, wodurch sie
deutlich schneller als die Fluoreszenz ist (Nanosekunden) und das Molekil zunachst in den

vibronischen Grundzustand des ersten elektronischen Zustands S, gelangt (Kasha-Regel). Im

7
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S,-Zustand konkurrieren nun die Fluoreszenz k und der Energietransfer k, da sie in derselben
Zeitskala ablaufen. L&uft ein Energietransfer ab, wird der Akzeptor angeregt, wodurch
wiederum der Donor abgeregt wird. Die Anregung des Akzeptors erfolgt in einen vibronisch
angeregten Zustand des ersten elektronischen Zustandes S;, weshalb wiederum die schnelle
Relaxation ablauft. Dies macht den Prozess des Energietransfers irreversibel. Neben dem
Energietransfer kann die Abregung auch durch Fluoreszenz und Schwingungsrelaxation mit

anschlieBender Relaxation in den Grundzustand S, erfolgen.

Da es sich, wie eben beschrieben, bei der Fluoreszenz und dem Energietransfer um zwei
konkurrierende Prozesse handelt, kann durch das Veréndern der dulReren Bedingungen das
Verhaltnis der Prozesse zueinander in die gewunschte Richtung verschoben werden. Auf die

Abhéangigkeiten des Energietransfers wird mit Gleichung 1 eingegangen.

Neben der  Fluoreszenzlebensdauer des  Donors  t,, welche mit der
Chemilumineszenzlebensdauer . vergleichbar ist, ist vor allem der Abstand r zwischen Donor
und Akzeptor relevant. Der Forsterradius Ro ist definiert als Donor-Akzeptor-Abstand, bei dem
50 % der absorbierten Photonen auf den Akzeptor Ubertragen werden und ist eine fiir jedes
Molekilpaar spezifische GroRe. Unter Beachtung der Kasha-Regel kann davon ausgegangen
werden, dass auch hier Chemilumineszenz sowie Fluoreszenz identisch betrachtet werden
konnen, da beide aus dem vibronischem Grundzustand des ersten elektronischen Zustands
stattfinden. Ubertragen auf das chemilumineszente System bedeutet das, dass 50 % der durch
den in Abbildung 5 gezeigten Spaltungsprozess freiwerdenden Energie auf den Akzeptor

iibertragen wird. Fiir die Rate des FRET gilt somit folgende Gleichung:[*°]

ke = — (ﬁ)6 @)

Tp \T

Wobei Ro unter anderem von der Quantenausbeute des Akzeptors, dem Brechungsindex des
Mediums, sowie dem Orientierungsfaktor x abhéngt. Letzterer beschreibt die Lage der beiden
Ubergangsdipolmomente von Akzeptor und Donor zueinander. Nur bei parallel zueinander
ausgerichteten Ubergangsdipolmomenten findet ein optimaler Ubertrag statt. Je weiter die
Orientierungen voneinander abweichen, desto geringer der mogliche Ubertrag. B511361 Damit
ein Energietransfer ablaufen kann, missen zudem das Emissionsspektrum des Donors mit dem

Absorptionsspektrum des Akzeptors zu mindestens 30% Uiberlappen.]
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Wie aus Gleichung 1 sichtbar und in Abbildung 10 schematisch dargstellt, ist der
Energietransfer stark abhéngig vom Donor-Akzeptor-Abstand (~ r%). Fir den Forsterradius

ergeben sich meistens Abstande, die im Bereich von 3-6 nm liegen.l*"]

FRET

Abbildung 10: Abstandsabhé&ngigkeit des Energietransfers.

Liegen die Molekile in Lésung vor, muss fir kurze Donor-Akzeptor-Abstande und eine daraus
resultierende hohe Wahrscheinlichkeit des Energietransfers somit mindestens eine der
Komponenten in hoher Konzentration vorliegen. Dies stellt ein Problem fur Anwendungen,
beispielsweise in Zellen, dar, da dort selten ausreichend hohe Konzentrationen erreicht werden
kénnen. Damit der Energietransfer auch bei geringen Konzentrationen stattfinden kann, besteht
die Moglichkeit Donor- und Akzeptor-Molekul tiber chemische Bindungen miteinander zu
verknlpfen. Dies kann z.B. durch ein mit beiden Gruppen funktionalisiertes Polymer geschehen
(Abbildung 11).

Abbildung 11: Fixierung der Donor-Akzeptor-Abstdnde am Polymer.

Aus dem Forsterradius von wenigen Nanometern ergibt sich die Notwendigkeit den Abstand
der funktionellen Gruppen in der Polymerkette entsprechend zu wahlen. In einem statistischen
Copolymer kann der Abstand beispielsweise durch den Anteil eines funktionalen Comonomers
beeinflusst werden. Auch dynamische Effekte wie Polymerfaltung oder Diffusion, welche stark

vom Losungsmittel und der Temperatur abhangen, kénnen den mittleren Abstand des Forster-

9
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Paares beeinflussen. Dabei sind viele Beispiele bekannt, in denen durch das Design von
amphiphilen Polymeren eine Assemblierungt8# oder Mizellenbildung®®! der Donor- und
Akzeptor-Gruppen hervorgerufen wird. Der resultierende kurze Abstand sollte zu hohen FRET-

Ausbeuten fiihren.

goo 0

Abbildung 12: Amphiphiles Polymer fiihrt in Wasser zur Polymerfaltung und damit zu kiirzeren Donor-Akzeptor
Absténden.

1.4 Synthese eines Polymers

Mit dem Hintergrund, dass ein chemilumineszentes Hybrid-Material dargestellt werden soll,
welches den in Abschnitt 1.3 beschriebenen Energietransfer zwischen chemilumineszenten
Molekll und Photosensibilisator ermdglicht, wird im folgenden Kapitel genauer auf die
Synthese eines funktionellen Polymers eingegangen. Dabei werden die unterschiedlichen
synthetischen Mdglichkeiten, wie Monomersynthese und Polymerisierungstechniken, sowie
Postfunktionalisierung in Bezug auf ihre Herausforderungen, Bedingungen und Limitationen

genauer beschrieben.

1.4.1 Anionische Polymerisation

Die anionische Polymerisation unterscheidet sich, ahnlich wie die kationische, grundlegend von
der radikalischen Polymerisation in Hinblick auf den Reaktionsmechanismus, die
Reaktionsfuhrung, sowie resultierende Kettenldngen und Dispersitdt. Die propagierende
Spezies tragt eine negativ geladene reaktive Funktionalitdt am Kettenende, wie z.B. ein
Alkoholat, Carbanion oder Sulfid-lon. Durch die negative Ladung stof3en sich somit zwei aktive
Kettenenden gegenseitig ab, was zur Folge hat, dass Terminierungsreaktionen durch Radikal-
Radikal Rekombination oder Disproportionierung, wie sie in der radikalischen Polymerisation
auftreten konnen, hier keine Rolle spielen. Aufgrund dessen ist es in der anionischen

Polymerisation moglich einen PDI von unter 1,1 zu erhalten.[** Schon friih wurde zudem von

10
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Szwarc et al. in ,, «Living« polymers* (1956)14? der ,,lebende Charakter* dieser Polymerisation
entdeckt und beschrieben. Lebend bedeutet hier, dass unter idealen Bedingungen, aufgrund der
fehlenden Terminierungsreaktionen, bei vollem Monomerumsatz alle Kettenenden noch aktiv
sind. Durch die Zugabe eines weiteren Monomers kann die Polymerisation weitergefihrt
werden — die Polymerisation ,,lebt“ noch. Erst durch die Zugabe von Kettenabbruchreagenzien,
wie z.B. im Mechanismus in Abbildung 13 gezeigt die Protonierung der propagierenden Ketten
durch die Zugabe einer Sdure, wird die Polymerisation beendet.

Verwendung finden vor allem Vinylverbindungen, wobei die entstehenden Anionen durch
Mesomerie stabilisiert sind. Als Beispiele fiir Monomere sind hier Acrylester,*¥ Butadien!**!
und Styrol® zu nennen. Je nach Aciditit des Monomers muss ein passender Initiator gewahlt
werden. Fur wenig saure Monomere wie Styrol oder Butadien werden daher starken Basen wie
Organometallverbindungen, inshesondere Lithiumamide, oder Natrium verwendet.[**}*4 Das
schrankt die Verwendbarkeit der anionischen Polymerisation stark ein, da einige funktionelle
Gruppen nicht stabil gegen diese stark basischen Bedingungen sind. Aufgrund fehlender
Terminierungen und des linearen Kettenwachstums kann durch die Wahl der Monomer- zu
Initiator-Konzentration [M]/[I] und der gezielten, gleichzeitigen Terminierung in der
anionischen Polymerisation die Kettenldnge leicht kontrolliert und den Bedirfnissen angepasst
werden. Als Beispiel ist im Folgenden die anionische Polymerisation von Styrol gezeigt
(Abbildung 13).[46]

P
ED Xé@——*—»’ ollell®

Q0|

n

14

Abbildung 13: Mechanismus der anionischen Polymerisation von Styrol 13,4

Das im ersten Schritt durch Addition des Initiators tert-Butyllithium an Styrol gebildete
Carbanion 13a ist stark nukleophil und greift den leicht elektrophilen Methylenkohlenstoff
eines weiteren Styrols an. Es entsteht ein neues Anion 13b, welches im nachsten Schritt wieder

11
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Styrol angreifen kann. Durch die Zugabe eines Protonendonors, wie z.B. Wasser oder einer

Sdaure, wird das Anion protoniert und die Polymerisation beendet 14.

Der lebende Charakter der Kette ermdglicht jedoch eine weitere, interessante Moglichkeit der
Funktionalisierung. Durch die Zugabe eines Elektrophils kann die Polymerisation beendet und
zusétzlich das Kettenende mit einer hohen Endgruppentreuel*”l funktionalisiert werden. Ein
gutes Beispiel ist CO,, wie in Abbildung 13 gezeigt. Durch die Zugabe von CO, kann die
Polymerkette mit einer Carbonséure als Endgruppe modifiziert werden. Das entstandene
Carboxylat (15a) wiederum ist nicht nukleophil genug, um mit einem weiteren Monomer zu
reagieren, weshalb auch hier die Polymerisation beendet wird. Dabei sind auch andere
Endgruppen einfuhrbar. Bedingung daftr ist eine elektrophile Funktionalitat, welche mit dem

Anion der Kette reagieren kann.[%8]

Auf die Wahl des Losungsmittels ist flr die anionische Polymerisation besonders zu achten.
Hé&ufig findet THF Verwendung, aber auch aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffe
konnen verwendet werden. Stabilitdt gegen starke Nukleophile ist notwendig. Halogenierte
Losungsmittel wie Dichlormethan oder Chloroform kénnen z.B. zu Kettenabbriichen fiihren
und sollten daher nicht verwendet werden. Spuren von Wasser, Sauerstoff oder CO, missen

ebenfalls vermieden werden.[¢!

1.4.2 Anionische Ringdffnungspolymerisation

Wie im vorherigen Abschnitt 1.4.1 beschrieben und in Abbildung 13 gezeigt, bedarf es fir viele
vinylische Monomere sehr starke Basen zur Initiierung der Polymerisation. Anionische
Ringoffnungspolymerisationen koénnen hingegen in der Regel bei milderen Bedingungen
gefiihrt werden, da hier die propagierende Gruppe zumeist kein Carbanion, sondern ein
anionisches Heteroatom ist, welche erheblich unreaktiver als Carbanionen sind. So wird zum
Beispiel in dem im folgenden gezeigten Mechanismus der Ring6ffnungspolymerisation
(Abbildung 14) Propargylalkohol als Initiator eingesetzt. Dabei wird DBU als nukleophiler
Katalysator verwendet. Dieser kann sowohl als Base zur Deprotonierung des Initiators dienen
oder zur Offnung das cyclische Carbonat iiber ein instabiles Amid, welches wiederum durch
den Alkohol substituiert wird,#1-[4]

Fur Ring6ffnungspolymerisationen haufig verwendete Monomere sind Lactone,®% Lactamel®!
und cyclische Carbonate. Polycarbonate haben aufgrund ihrer Polaritdt und der daraus

folgenden Wasserléslichkeit ein breites potenzielles Anwendungsspektrum im Hinblick auf

12
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ihre Biokompatiblitat®™ und Bioabbaubarkeit.>®! Eine anionische Ringdffnungspolymerisation

eines cyclischen Carbonates mit einem Lactid als Comonomer ist nachfolgend gezeigt.[4!]
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Abbildung 14: Vereinfachter Mechanismus einer anionischen Ringdffnungspolymerisation.

Der aktivierte Initiator 16a greift im ersten Schritt den stark elektrophilen Carbonatkohlenstoff
nukleopil an. Dies flhrt zur Ringéffnung und Entstehung eines neuen Alkoholates 16b, welcher
wiederum den Carbonylkohlenstoff des Comonomers nukleophil angreifen kann. In der Folge
bildet sich ein Polymer 17a, dessen propagierende Kette erst durch die Zugabe eines Protons
deaktiviert wird. Das verwendete Comonomer kann dabei die Eigenschaften des Polymers wie

z.B. Loslichkeit positiv beeinflussen.

Neben sterisch gehinderten Aminobasen koénnen auch andere Katalysatoren wie
Metallkatalysatoren®®4, Lewis-Paarel®® oder organische Katalysatoren wie Thioharnstoffel>!

verwendet werden. In Abbildung 15 ist ein Derivat des Thioharnstoffes als organischer
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Katalysator dargestellt.

Abbildung 15: Organische Katalyse der ROP durch Aktivierung des Esters.[5¢]
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Die katalytische Wirkung beruht auf den Protonen der Thioharnstoffe. Uber
Wasserstoffbriicken chelatisieren diese den Carylsauerstoff des Ringes und aktivieren diesen
(18a). Dies erhoht die Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffes und fihrt somit zum
bevorzugten nukleophilen Angriff der propagierenden Kette. Die Verwendung von
Katalysatoren erhoht somit die Selektivitat der Reaktion und verhindert dadurch ungewiinschte
intra- oder intermolekulare Umesterungen. Dadurch sind hoéhere Molekulargewichte und

geringere PDI‘s moglich.P"155]

1.4.3 Synthese funktioneller Polymere

Um ein funktionales Polymer zu synthetisieren gibt es zwei unterschiedliche Routen, zum einen
besteht die Mdglichkeit das Monomer vor der Polymerisation zu funktionalisieren, zum
anderen konnen Polymere postfunktionalisiert werden, wenn nach der Polymerisation
entsprechende funktionelle Gruppen in der Wiederholeinheit vorhanden sind. Dabei bietet die
direkte Funktionalisierung des Monomers einige Vorteile und ermdglicht eine flexible
Verwendung. So kann neben dem funktionalisierten Monomer ein Comonomer mit variabler
Stochiometrie eingefiihrt werden. Dies ermdglicht die Darstellung von Block-Copolymeren,
Gradient-Copolymeren, streng alternierenden Copolymeren oder periodischen Copolymeren.
Somit kann Einfluss auf die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Polymers
genommen werden. Zusétzlich kann Uber ein funktionalisiertes Monomer das vollstandig
funktionalisierte Polymer erhalten werden. Nachteilig an einer Monomerfunktionalisierung ist
jedoch, dass die gebundene funktionelle Gruppe stabil gegen die Reaktionsbedingungen
wéhrend der Polymerisation und der Aufarbeitung sein muss. Des Weiteren ist die am Monomer
maogliche Chemie stark eingeschrénkt, da es sich zumeist um reaktive Gruppen handelt, welche
Instabilitdten gegen Hitze oder Nukleo- bzw. Elektrophile aufweisen. Auch die Reinheit der
Monomere muss hoch sein, um bei der Polymerisation storende Faktoren ausschlieBen zu
konnen, welche zu Kettenabbriichen und somit hoheren Dispersitaten fiihren kdnnten. Die
Aufreinigung der labilen Monomere ist dabei haufig nicht trivial.

Bei der Postfunktionalisierung von Polymeren werden funktionelle Gruppen am Polymer Uber
Reaktionen, welche meistens sehr hohe Ausbeuten liefern, mit dem Zielmolekll umgesetzt um
einen hohen Funktionalisierungsgrad zu erreichen. Dies ermdglicht auch den Zugang zu
funktionalisierten Biopolymeren. Beispielhaft sind im Folgenden vier fir diese Arbeit relevante

Seitengruppen und deren Postfunktionalisierung dargestellt.
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Abbildung 16: Funktionelle Gruppen am Polymer die zur Postfunktionalisierung verwendet werden kdnnen.

Die Postfunktionalisierung von Polymeren bietet den Vorteil, dass auf eine grolRe Auswahl an
Polymerisationstechniken sowie kommerziell erh&ltlichen Monomeren zurtickgegriffen werden
kann. Die Bedingungen fur die Synthese sowie Analyse der Polymere sind héufig
literaturbekannt. Viele Reaktionen liefern jedoch nicht vollstandige Funktionalisierung bzw.
bedarf es eines groRen Uberschusses der funktionalen Gruppe fiir eine vollstandige
Funktionalisierung. Bei der Postfunktionalisierung kénnen bei zu hoher Dichte an funktionellen
Gruppen zusétzlich sterische Probleme auftreten, welche eine vollstdndige Funktionalisierung
erschweren konnen. Freie funktionelle Gruppen verdndern die physikalischen Eigenschaften
des Polymers, wie z.B. die Loslichkeit und kénnen storend bei der weiteren Funktionalisierung
des Polymers wirken. So kénnen z.B. freie Carbonsauren den pH-Wert in Ldsung beeinflussen
und somit zu Nebenreaktion mit dem sdurelabilen Enolether fiihren, welcher in dieser Arbeit
verwendet wird. Um ein Polymer nahezu vollstdndig zu Funktionalisieren ist zudem ein grof3er
Uberschuss von Kupplungsreagenz und funktionellem Molekiil notwendig, was bei der haufig
begrenzteren Verfligbarkeit ein groRer Nachteil ist. Im nachfolgenden Abschnitt soll auf die in

Abbildung 16 gezeigten Funktionalisierungen genauer eingegangen werden.

Die 1,3-dipolare Cycloaddition nach Huisgens (Alkin-Azid-Klick Chemie) ist eine hdufig
verwendete Mdoglichkeit der Postfunktionalisierung. Die Umsetzung eines terminalen Alkins
20 mit einem Azid 19 wird in Abbildung 17 dargestellt.[8!
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Abbildung 17: Kupferkatalysierte Alkin-Azid-Klick Chemie.

Das entstehende 1,2,3-Triazol 21 weist durch die Zugabe von Kupfer (1) und die daraus
resultierende Aktivierung der terminalen Position eine hohe Regioselektivitat zum 1,4-Adukt
auf, das 1,5-Adukt tritt kaum auf.®® Durch die hohen Umsatze, der Toleranz von vielen
funktionellen Gruppen und diversen Losungsmitteln, sowie die milden Reaktionstemperaturen
von 20-70 °C, bietet die Klick-Chemie auch am Polymer optimale Rahmenbedingungen. %

Nachteilig ist die Verwendung von Kupfer zu nennen, welches haufig nur schwer aus dem
Reaktionsprodukt zu entfernen ist. Die Alternative, kupferfreie ringspannungsinduzierte 1,3-
dipolae Cycloaddition liefert &hnlich gute Umsétze und bietet sich daher fir biologische Proben

an. Jedoch ist sie synthetisch aufgrund der notwendigen 8-Ringe limitiert.[6]

Eine fur diese Arbeit relevante Limitation dieser Reaktion ist zusétzlich die Labilitat der
Edukte, als auch des entstehenden Triazols gegeniiber Singulett-Sauerstoff.

Die Maleimid-Thiol-Michael-Addition findet vor allem bei biologischen Polymeren an der
freien Thiol-Gruppe des Cysteins,®2'] aber auch an den Thiolen denaturierter Disulfid-
Briicken® Verwendung. Auch an synthetischen Polymeren kénnen freie Thiole generiert
werden oder Monomere mit Maleimiden funktionalisiert sein.[® Die Reaktion ist in Abbildung

18 gezeigt.
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Abbildung 18: Thiol-Maleimid-Chemie.

Um Maleimide zu polymerisieren, konnen diese zuvor tber eine Diels-Alder-Cycloaddition mit
Furan geschiitzt und anschlieRend polymerisiert werden.[¢1 Im Gegensatz zur
kuperkatalysierten Alkin-Azid-Klick-Chemie kann diese Reaktion ohne Metallkatalyse hohe
Ausbeuten liefern, was fir biologische Systeme unabdingbar ist.[?l Limitiert wird sie
andererseits durch die moglichen Nebenreaktionen am Maleimid 23. Diese kdnnen mit
Nukleophilen, wie priméren oder sekundéren Aminen, entstehen. Weiterhin muss das Maleimid
flr einen nahezu quantitativen Umsatz bei der Funktionalisierung von Biopolymeren in sehr

groRen Uberschiissen zugegeben werden, was die Verwendbarkeit limitiert.[63]
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Eine weitere Methode, die h&ufig zur Postfunktionalisierung von biologischen und
synthetischen Polymeren Verwendung findet, ist die Amidierung. Dabei kann die freie
Carbonséure 25, 29 durch ein Kupplungsreagenz wie DCC, EDC oder HBTU aktiviert und
anschlieBend mit einem Amin 26, 28 umgesetzt werden. Alternativ kann ein metastabiler
Aktivester, wie der Pentafluorphenol- oder NHS-Ester, verwendet werden, der anschlielend

mit dem Amin umgesetzt wird.[671[68116%]

R'=H
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o N __R?
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Abbildung 19: Amidierung einer S&ure oder eines Aktivesters mit einem freien Amin.

Wie in Abbildung 19 gezeigt, kann sich hier sowohl das Amin als auch die Carbonyl-
Komponente am Polymer befinden. Auch hier muss fur eine hohe Funktionalisierung die Amin-
(oben) bzw. Carbonyl-Komponente (unten), sowie, falls bendétigt, das Kupplungsreagenz in
groBem Uberschuss hinzugegeben werden. Auch Nebenreaktionen mit anderen funktionellen
Gruppen, wie Alkoholen sind hier moglich, was eine Limitierung auf bestimmte Polymere zur
Folge hat.

Carbonséuren, aber auch primare Alkohole, konnen zusétzlich durch die Mitsunobu-Reaktion

am Polymer zum entsprechendem Ester oder Ether umgesetzt werden (Abbildung 20).7047

O/\OH + HO‘RZ [ O/\O,RZ
31

32 33

OH
(o] o
34 35 36

Abbildung 20: Mitsunobu-Reaktion von Benzylalkoholen oder Carbonsduren mit Alkoholen.

Bei der Mitsunobu-Reaktion werden als Kupplungsreagenz eine Diazo-Komponente (z.B.
DIAD, 4,4-Azopyridin, Azobis-(N,N-dimethylformamid)), sowie ein Phosphin (z.B.
Trimethyl-, Triethyl- oder Triphenylphosphin) verwendet. Dadurch wird ein direkter Zugang
zu Alkyl-Aryl-Ethern 33, sowie zu diversen Estern 36 ermdglicht. Die Mitsunobu-Reaktion
lauft bei sehr milden Reaktionsbedingungen und Raumtemperatur ab und ist orthogonal
gegentber vielen funktionellen Gruppen. Einzig basenlabile Verbindungen oder starke

Nukleophile, welche ebenfalls in der Mitsunobu umgesetzt werden kénnen, sind nicht toleriert.

17



Einleitung und Theorie

Bei der Reaktion werden stochiometrische Mengen an Kupplungsreagenzien benétigt. Die
Entfernung dieser ist am kleinen Molekil oftmals schwierig, im Fall von Polymeren kdnnen
diese durch Fallung oder Dialyse jedoch haufig leichter abgetrennt werden.

Nachteilig ist des Weiteren, dass die richtigen Reaktionsbedingungen und Reagenzien flir hohe

Ausbeuten tblicherweise durch Vorversuche gefunden werden miissen.l2!
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2 Motivation und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Masterarbeit war es das Ziel, ein chemilumineszentes Hybrid-Material
darzustellen. Dieses Hybrid-Material sollte dabei aus drei Bausteinen bestehen. Zum einen aus
einem Polymer-Rickgrat, welches sowohl aus synthetischen, als auch aus biologischen
Polymeren bestehen kann. Zum anderen sollte dieses Polymer mit einem chemilumineszentem
Molekl funktionalisiert sein, welches als Energiequelle dienen soll. Der dritte Baustein soll
eine Funktionalitat besitzen, welche wiederum die entsandte Energie verwenden kann.
Besonderes Augenmerk soll dabei auf Chromophore in Form von Photosensiblisatoren gelegt

werden.

Abbildung 21: Komposition eines chemilumineszenten Hybrid-Materials.

Grundvoraussetzung ist hierfiir die einfache Zugéanglichkeit und Skalierbarkeit der Synthese
des chemilumineszenten Molekils, da es, wie in der Theorie 1.4.3 beschrieben, bei
Postfunktionalisierungen an Polymeren, sowie auch an Proteinen, eines groRen Uberschusses
an dem Molekdl bedarf. Auf Basis dessen befasst sich der erste Teil dieser Arbeit mit dem up-
scaling einer in der Weil-Gruppe gezeigten Syntheseroute.[**] Dies soll das chemilumineszente
Molekdl verfugbar machen und dadurch die Analyse der Dioxetan-Bildung und der Auslésung
der Chemilumineszenz ermdglichen, welche zuvor nur schwer zu interpretierende Ergebnisse
lieferte.[*®! Eine gute Ausbeute bei der Dioxetan-Bildung, sowie die Isolierung des Produkts ist
fur die weitere Verwendung dringend notwendig. Die Bildung des Dioxetans 38 durch eine
Photooxidation und die Auslésung der Chemilumineszenz ist in Abbildung 22 gezeigt.
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Abbildung 22: Bildung des Dioxetans durch Oxidation mit Singulett-Sauerstoff sowie anschliefende Ausldsung
der Chemilumineszenz.

Fur einen breiten Anwendungsbereich, den die Plattform der Chemilumineszenz bieten kann,
ist es zusatzlich notwendig ein moglichst flexibles Molekul zuganglich zu machen. Dies
beinhaltet eine moglichst hohe Quantenausbeute sowie die einfache Mdglichkeit der
Postfunktionalisierung des Molekils. Dazu sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Derivat des
chemilumineszenten Molekuls entworfen werden, welches diese Bedingungen erfillt.

Als mogliche Anwendung des chemilumineszenten Hybrid-Material ist die Krebstherapie
denkbar, da ein Photosensibilisator durch die Energie eines Photons aus Triplett-Sauerstoff

Singulett-Sauerstoff generieren kann, welcher wiederum zur Zerstérung von Zellen fiihrt.3?

Abbildung 23: Produktion von Singulett-Sauerstoff durch Energietransfer des chemilumineszenten Molekdls am
Polymer zu einem Photosensibilisator.
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3 Ergebnisse und Diskussionen

3.1 Chemilumineszenter Grundbaustein

3.1.1 Synthese des 1,2-Dioxetans
3.1.1.1 Gewaéhlte Syntheseroute

Nachdem vorherige Arbeiten in der Weil Gruppel*®! eine Syntheseroute fiir den Grundbaustein
des chemilumineszenten Molekiils 46 erfolgreich etablieren konnten, war es zu Beginn dieser
Arbeit zunéchst das Ziel diese Route zu reproduzieren, den MaRstab der Synthese zu vergroéRRern
und das Molekil somit verfligbar zu machen. Die Syntheseroute, welche zu den reinen

Zielverbindungen gefihrt hat, ist nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 24: Syntheseschema der Dioxetan-Vorstufen, welche zu reinen Produkten flhrten.
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Wie in der Motivation und Zielsetzung (Abschnitt 2) beschrieben, sollte die gréRere
Verflgbarkeit des Grundbausteins eine bessere Zugénglichkeit zum in Abbildung 22
dargestellten, durch eine Oxidation mit Singulett-Sauerstoff gebildeten 1,2-Dioxetan erreicht
werden. Dadurch sollten die folgende Isolierung und Analyse des Oxidationsprodukts
ermoglicht werden, was zuvor nicht gelungen war. Eine Optimierung der Ausbeuten dieser
Stufe und die Isolierung des reinen 1,2-Dioxetans ist daher dringend notwendig. Zum einen,
um die physikalischen Daten wie Quantenausbeute und Emissionswellenldnge bestimmen zu
kdnnen, zum anderen um die spétere Verwendung des Molekils zu erméglichen.

Zusétzlich sollte die bessere Verfligbarkeit es ermdglichen, eine Syntheseweg zur
Funktionalisierung des Molekils zu finden, um dieses, wie in Abbildung 21 schematisch
gezeigt, an ein Polymer zu knupfen.

Aus Abbildung 24 wird sichtbar, dass zwei unterschiedliche Zielmolekile durch zwei
verschiedene Routen zuganglich sind. Dabei wurde zunédchst Route A zu Molekiil 46 verfolgt,
wobei hier nur eine Funktionalisierung Uber den gebildeten ortho-Borsaureester durch eine
Umesterung maglich ist. Daher sollte in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf das in
Route B gezeigte Derivat 47 gelegt werden. Eine geringere Anzahl an Stufen bis zum
Endprodukt, sowie die Mdglichkeit einer Funktionalisierung Uber die Phenolgruppe sind die

zwei groRen Vorteile dieses Derivates.

3.1.1.2 Synthese der Zielmolekule

Ausgehend  von  2-Chlor-3-hydroxybenzaldenyd 39  wurde  zunédchst  durch
Trimethylorthoformat 48 das entsprechende Acetal 40 gebildet.

¢l o__oO (C4Ho),NB ¢ o7
4HMg)4NbBI3
Ho K v + 7OYS SR o o
oL MeOH, RT
83%
39 48 40

Abbildung 25: Bildung des Acetals 40 durch Trimethylorthoformat.

Dabei wurde Tetra-tert-butylammoniumtribromid als Katalysator verwendet. Dessen Katalyse
wird in Abbildung 26 gezeigt. Unter Anwesenheit eines protischen Losungsmittels setzt der
Katalysator in kleinen Mengen Bromwasserstoffséure frei (1). Neben der Bereitstellung eines
protischen Mediums ist die Verwendung eines Alkohols als Losungsmittel notwendig, um aus
dem Aldehyd ein Halbacetal 39a zu bilden (Il). Die in (1) generierte S&ure ermdglicht die
Protonierung eines orthoformat-Sauerstoffes und vereinfacht somit den in (IV) gezeigten

nukleophilen Angriff. Unter Abspaltung von leicht fluchtigem Methylformats wird eine

22



Ergebnisse und Diskussionen

kationische Zwischenstufe 39b gebildet, welche dann zum Vollaccetal 40 als Endprodukt
umgesetzt wird.

] (C4Hg)sNBr; + MeOH —3» HBr + (C4Hg)sNBr + MeOBr

Cl /‘\ Cl OMe

39 39a
o__o (I) o
I Y S+ wer —» Y ~g°
oL .0
He
48 48a
cl om I cl co”_o0” <@
Ho ° 0.0 HO e @ ¢l "0 F meoH '
v OH + 1; — 0”0”7 —3 HO i —@» HO o’
H'®\ -MeOH | _ 04\0/ “H
39a 48a 39b 39c 40

Abbildung 26: Mechanismus der Vollacetalbildung durch Trimethylorthoformat von K. Patel et al.[3]
vorgeschlagen.

Aufgrund der Reversibilitat des Prozesses unter sauren Bedingungen musste vermutlich ein
Ausbeutenverlust bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung hingenommen werden, da
das Produkt nur in 83% Ausbeute erhalten werden konnte und Kieselgel, welches leicht sauer
ist, als Saulenmaterial verwendet wurde. Dabei wurde per DC nur eine kleine Verunreinigung

auf der Baseline beobachtet, wobei es sich vermutlich um das Ammoniumsalz handelte.

Fur die Verhinderung von Nebenprodukten in der HWE (Mechanismus Abbildung 32) durch
ein weiteres acides Proton, wurde im ndchsten Schritt die durch das Substitutionsmuster des
Aromaten leicht saure Phenolfunktionalitat durch eine Silyl-Gruppe geschitzt. Das Produkt 41

konnte als farbloses Ol mit 92% Ausbeute erhalten werden.
~ ~
¢ o / Imidazol ¢ o
HO o * %—Si-CI — >L .0
0 \ DCM, RT 2\ ?
92%
40 49 a1

Abbildung 27: Schatzung des Phenols 40 mit TBDMS-Chlorid.

Dazu wurde Imidazol als Base verwendet, um das Phenol 40 zu deprotonieren. Als
Schutzgruppe wurde die sterisch stark anspruchsvolle tert-Butyl-dimethylsilyl Schutzgruppe
gewdhlt und in Form des Silylchlorids 49 zugegeben. Hierbei sollte bei der Wiederholung der
Synthese jedoch ber einem Wechsel der Schutzgruppe nachgedacht werden. Da hier keine
sterisch anspruchsvolle Gruppe notwendig ist, wére die Trimethylsilyl-Schutzgruppe eventuell
die bessere Wahl. Das bei der Entschitzung mit Fluorid-lonen entstehende

Trimethylsilylfluorid ist mit einem Siedepunkt von 16 °CI7 leicht fliichtig und kann somit sehr
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einfach aus der Reaktionslosung entfernt werden. Auch wirde eine Trimethylsilylgruppe das
Molekil weniger unpolar machen als die verwendete Gruppe. Aufgrund der geringeren
Stabilitat dieser Schutzgruppe missen zukinftige Versuche jedoch zeigen, ob diese gegenuber
den Reaktionsbedingungen der folgenden Reaktionen stabil sind.

Die Verbindung von Aryl- und Adamanthyl-Baustein geschieht in zwei Schritten. Zunéchst
wird Uber eine Michaelis-Arbuzov-Reaktion ein Phosphonat 42 gebildet, welches wiederum in
einer Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) Reaktion mit 2-Adamantanon umgesetzt werden
kann.

Bei der Michaelis-Arbuzov-Reaktion wurde Titantetrachlorid als Lewis-S&ure verwendet,
sowie Trimethylphosphit 50 als Edukt fir das entstehende Phosphonat 42.

o

S0 _mo o S0 %o
s. s. P’ o<
DCM 0°C !
o
89%

Abbildung 28: Michaelis-Arbuzov-Reaktion zur Synthese des Phosphonats 42.

Durch eine Veranderung der Reaktionsfihrung konnte die Ausbeute im Vergleich zu
vorherigen Arbeitenl*®! auf 89% erhoéht werden. Dies wurde ermdglicht, indem zunéchst eine
DCM Stammlésung mit Titantetrachlorid hergestellt wurde. Titantetrachlorid reagiert stark
exotherm mit Wasser und beginnt schon bei Kontakt mit Umgebungsluft durch die
Luftfeuchtigkeit heftig zu rauchen. Des Weiteren wirkt die durch die Hydrolyse entstehende
Salzsaure stark korrosiv auf Metalle, was die Handhabung mit Kanulen und dadurch die
Entnahme und Injektion des flussigen TiCls erschwert. Die Herstellung einer Stammlésung
senkt die Konzentration und damit die Reaktivitat ab und vereinfacht folglich die Handhabung
deutlich. Somit ist ein langsames Zutropfen in die Reaktionslésung Uber einen langeren
Zeitraum moglich. Fur eine Wiederholung der Synthese bietet es sich daher an, eine
kommerziell erhéltliche TiCls-Losung zu verwenden. Das Arbeiten unter trockenen
Bedingungen ist in dieser Reaktion unabdingbar. Schon geringe Restfeuchte in Kolben oder
Losemittel wird durch starke Rauchentwicklung bei Zugabe das Titantetrachlorids sichtbar. Der

Mechanismus der Reaktion ist in der nachfolgenden Abbildung gezeigt.
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Abbildung 29: Mechanismus der Michaelis-Arbuzov-Reaktion Katalysiert durch Titantetrachlorid.

Im ersten Schritt wird die Lewis-Saure Titantetrachlorid von einem der Acetalsauerstoffe
angegriffen. Durch die entstehende Titan-Sauerstoff-Bindung wird der Sauerstoff positiv
geladen und verringert die Elektronendichte des benachbarten Kohlenstoffs 41a. Der somit
erzeugte elektrophile Kohlenstoff ermdglicht den nukleophilen Angriff des Phosphits, welcher
unter Spaltung der zuvor gebildeten Titan-Sauerstoff-Bindung geschieht. Durch Ausbildung
einer Phosphor-Sauerstoff-Doppelbindung und der damit folgenden Abspaltung eines
Alkylhalogenids, entsteht im letzten Schritt das gewtinschte Phosphonat 42. Somit wird bei
dieser Reaktion das dreiwertige Phosphit in ein funfwertiges Phosphonat oxidiert und eine P-
O-C Bindung zu einer (P=0)-C Bindung umgewandelt, was Energien von 32-65 kcal/moll"®
freisetzt und die Triebkraft der Reaktion ist.

Bei der darauffolgenden HWE-Reaktion wurde das eben gebildete Phosphonat 42 mit 2-
Adamantanon erfolgreich zum Produkt 43 umgesetzt. Auch in diesem Schritt konnte die

Ausbeute durch eine Veranderung der Reaktionsfiihrung auf 73% erhdht werden.
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Abbildung 30: HWE-Reaktion mit 2-Adamantanon.
Die Steigerung der Ausbeute konnte durch eine deutliche Verlangerung der Reaktionszeit in
jedem Schritt erreicht werden. Dadurch wurde gewahrleistet, dass die Reaktion langsamer und
somit kontrollierter ablauft. Nach dem Waschen der organischen Phase und Entfernung des

Losungsmittels bleibt eine rétliche Losung zuriick. Aus dieser Losung kristallisiert langsam ein
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weiler Feststoff. Daher ware es vermutlich méglich diese Stufe auch per Umkristallisation von
Edukten und Nebenprodukten zu trennen, was gerade bei groRen Ansédtzen zu einer
Zeitersparnis fihren kann. Das NMR des erhaltenen Produkts ist in nachfolgend gezeigt.
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Abbildung 31: NMR des HWE-Produkts 43, gemessen in Dichlormethan.

Mechanistisch lauft die Reaktion in finf Schritten ab und ist in Abbildung 32 gezeigt.
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Abbildung 32: Mechanismus der HWE-Reaktion.

Durch die Zugabe einer starken, lithiumhaltigen Base wird der zum Phosphor benachbarte
Kohlenstoff deprotoniert. Es bildet sich ein Phosphorylid 42a, welches durch die Chelatisierung
des Lithiums zwischen den beiden Sauerstoffen stabilisiert wird. Die Zugabe eines Ketons, hier
2-Adamantanon, ermdglicht den nukleophilen Angriff 42b und die Kniipfung einer neuen C-
C-Bindung 42c. Aufgrund der Oxophilie des Phosphors bildet sich ein Vierring 42d, woraus
sich durch Abspaltung des Phosphates das gewuinschte Endprodukt 43 bildet. Diese Reaktion
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fihrt bei Verwendung von chelatisierenden Gegenionen wie Lithium und sterisch
anspruchsvollen Resten stereoselektiv zur E-Doppelbindung[™l. Aufgrund der Symmetrie des
Adamantansubstituenten spielt dies hier jedoch keine Rolle.

Um Route A weiter zu verfolgen, musste das Molekul 43 in drei Stufen zum ortho-
Pinacolborséureester 46 funktionalisiert werden. Begonnen wurde mit der Entschiitzung des
Phenols. Dafiir wurde Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) verwendet, welches in der Lage ist
auch in organischen Ldsungsmitteln Fluorid-lonen bereit zu stellen. Das Phenol 44 konnte als

farbloser, kristalliner Feststoff in Ausbeuten von 86% erhalten werden.
=~o0
N s __(CaHNE | |
o
%s{ THF RT
A 96%
43
Abbildung 33: Entschitzung der Silyl-Schutzgruppe mit TBAF zum freien Phenol 44.
Triebkraft der Reaktion ist die Ausbildung der Si-F-Bindung. Sie ist eine der starksten
bekannten Einfachbindungen im Periodensystem. Die im Vergleich zur Literatur®” schlechtere
Ausbeute l&sst sich durch zwei Beobachtungen erklaren. Zum einen verlief die Reaktion im
grolen Ansatz langsamer als erwartet. Nach Entschiitzung uber Nacht konnte noch

Startmaterial per NMR nachgewiesen werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: NMR der nicht vollstdndig abgelaufene Entschiitzung, gemessen in Dichlormethan.

So liegen, wie in Abbildung 34 sichtbar, freies Phenol (gelb, bs, 5,89 ppm) und Schutzgruppe
(griin, s, 0,91 ppm, s 0,08 ppm) nebeneinander vor. VVor allem bei groReren Ansatzen sollte
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daher die Konzentration der Reaktionslosung erhoht, sowie der Reaktionszeit verlangert
werden. Des Weiteren kam es auch zu unerwarteten Trennproblemen von Produkt und dem
gebildeten tert-Butyldimethylsilylfluorid kommen. Durch die Wahl eines unpolareren
Eluationsgemisches sollte dieses Problem aber zu beheben sein. Auch der Wechsel zur
Trimethylsiyl-Schutzgruppe, welche aufgrund ihres Siedepunktes nach der Entschiitzung von
16 °Cl" leicht im Vakuum zu entfernen ist, verspricht eine Vereinfachung der Synthese.

Im néachsten Reaktionsschritt wurde das Phenol 44 mit dem Anhydrid der
Trifluormethansulfonsédure zum Triflat 45 umgesetzt. Die Reaktion lieferte in Ausbeuten von

71% einen farblosen Feststoff als Produkt.
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Abbildung 35: Bildung des Triflates 45 als gute Abgangsgruppe.

Die Verwendung einer Base soll hier zur Deportierung des Phenols und dadurch erhdhter
Nukleophilie fuhren. Das Arbeiten unter trockenen Bedingungen ist in diesem Schritt sehr
wichtig, da das Anhydrid hydrolyseempfindlich ist. Dies kdnnte auch der Grund fir die méRige
Ausbeute sein. Die verwendete Substanz war &lter und im GefaR ist ein farbloser Feststoff am
Rand kristallisiert.

Im letzten Syntheseschritt wurde eine Miyaura-Borylierung durchgefiihrt. Dabei wurde das
Triflat als Abgangsgruppe durch den Pinacolester der Borsaure metallkatalytisch substituiert.

a o KOAc
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Abbildung 36: Miyaura-Borylierung am Triflat 45.

Das Zielprodukt 46 wurde in dieser Reaktion in hohen Ausbeuten von 88% erhalten und konnte
mit Hilfe von NMR (Abbildung 37) und Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Dabei ist
im Vergleich zum NMR nach der HWE (Abbildung 31) deutlich das Signal des Pinacolesters
bei 1,36 ppm mit 12 Protonen sichtbar.
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Abbildung 37: Produkt-NMR des orto-Boresters 46, gemessen in Dichlormethan.

Der Mechanismus der Miyaura-Borylierung ist nachfolgend gezeigt. Als Katalysator wird ein
Pd(dppf)Cl. Komplex 53 verwendet. Im ersten Schritt wird ber eine oxidative Addition der
Aromat, sowie das Triflat an den Komplex 45a addiert. Das Triflat wird im Folgeschritt durch
ein Acetat-lon ausgetauscht 45b, welches wiederum in einer Transmetallierung mit
Bis(pinacol)dibroan 45b substituiert wird. Nach einer cis-trans-Isomerisierung der Liganden
im letzten Schritt kommt es zur reduktiven Eliminierung, zur Freisetzung des Produkts 46 und
der Zuruckgewinnung des Katalysators. Die Wahl der Base ist entscheidend fur die Ausbeute
dieser Reaktion. Bei der Verwendung einer starken Base wie K2CO3 kann es zur Katalyse von

Folgereaktionen kommen, welche das Biphenyl als Nebenprodukt bilden.l””]
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Abbildung 38. Vereinfachter Katalysezyklus der Miyaura-Borylierung.[’”!

Wie in Abschnitt 3.1.1.1 beschrieben, wird in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf das

Derivat 47 gelegt, bei dem sich der Borsdureester in para-Stellung zum Chlor-Substituenten

befindet. Hergestellt Gber eine C-H Borylierung kann das Produkt in Ausbeuten von 76%

erhalten werden.
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Abbildung 39: C-H-Borylierung am Aromaten zum para-Borséaureester 47.

Dabei findet ein Iridium-Katalysator Verwendung. Das EinbiRen in der Ausbeute liegt an der
schwierigen Trennung von Bis(pinacol)diboran 52 und dem Produkt 47. Durch ihre
Lewissauren Eigenschaften interagieren Borsauren- sowie Borséurenester stark mit Kieselgel,
was eine Auftrennung deutlich erschwert. Durch die Verwendung von Ethern (THF,
Diethylether) kann diese Interaktion durch Komplexierungen verringert werden, was die

Trennung erleichtern kann. Das NMR ist in der folgenden Abbildung gezeigt. Ahnlich wie in
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Abbildung 37 sind hier die Protonen des Pinacolesters der Borsdure bei 1,36 ppm sichtbar.
Zusétzlich geht das Signal des substituierten aromatischen Protons verloren, wodurch nur noch
ein Singulett der beiden aromatischen Protonen bei 7,28 ppm sichtbar ist.
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Abbildung 40: NMR-Spektrum des para-Borséureester 47, gemessen in Dichlormethan.

Somit ergibt sich eine Gesamtausbeute von 28% fur Route A und Molekll 46 und eine
Gesamtausbeute von 40% fir Route B und Derivat 47, sowie eine Reduktion um zwei

Syntheseschritte. Auf die weitere Funktionalisierung der Phenol-Gruppe wird in den folgenden

Kapiteln eingegangen.

46 47

Abbildung 41: Dargestellte Grundbausteine 46 und 47.
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3.1.2 Photooxidation
3.1.2.1 Bildung der Dioxetane

Ein kritischer Schritt bei der Synthese stabiler chemilumineszenter Verbindungen ist die
Darstellung des Dioxetans. Wie in der Theorie beschrieben, lauft die Bildung Uber eine
Addition von Singulett-Sauerstoff ab. Dieser wiederum wird durch Bestrahlung eines
Photosensibilisators, wie zum Beispiel Methylenblau, generiert (siehe Theorie 1.3). Da der
gebildete Singulett-Sauerstoff &uerst reaktiv ist und stark oxidativ wirkt, tolerieren nur wenige
funktionelle Gruppen diese Reaktionsbedingungen. Des Weiteren ist es essentiell die richtigen
Bedingungen der Photooxidation herauszufinden, um Nebenprodukte zu vermeiden und somit
die Ausbeute im letzten Schritt zu maximieren.

Zunachst wurde der ortho-Borsaureesther 46 verwendet und bei Kihlung in einem
Isopropanol/Trockeneis-Bad unter Anwesenheit eines Photosensibilisators vier Stunden
bestrahlt. Dabei befand sich die Reaktionslosung unter einem kontinuierlichen Sauerstoff
Uberdruck.

Methylenblau =0 0.0
02 hv
DCM, -78 °C

Abbildung 42: Photooxidation des ortho-Borsdureesthers 46.
Anhnlich wie die ersten Bestrahlungsergebnisse in dieser Gruppe*? (siehe Abbildung 43 links),

fiihrte die Bestrahlung zu Nebenprodukten (siehe Abbildung 43 rechts). Zusatzlich war auch
nach vier Stunden Bestrahlungsdauer noch Edukt vorhanden.
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Abbildung 43: NMR-Spektren der Photooxidation des o-Borsdureester 9. Links gezeigt vorherige Ergebnisse der
Photooxidation, ¥ rechts Ergebnisse aus dieser Arbeit. Beide Spektren sind gemessen in Dichlormethan.

Da die Polaritatsunterschiede zwischen Startmaterial und Produkt sehr gering sind, ist eine

Auftrennung der Stoffe per Sdulenchromatographie nur per HPLC mdglich. Dies wird durch
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die Messung einer analytischen HPLC sichtbar (Abbildung 44). Im Eluationsdiagramm sind
zwei Peaks getrennt voneinander aufgelost. Somit sollte es in Zukunft mdoglich sein, das

Photoprodukt als Reinstoff zu isolieren.

Abbildung 44: Analytischer HPLC-Durchlauf nach Photooxidation des o-Borsaureester 9.

Bei tiefen Temperaturen nimmt die Loslichkeit von Gasen stark ab, folglich sinkt die
Konzentration an geléstem Gas in der Fliussigkeit, wodurch sich somit die
Reaktionsgeschwindigkeit verlangsamt. Dadurch muss wiederum die Bestrahlungsdauer fir
hohe Ausbeuten erhéht werden. Bei nachfolgenden Versuchen wurde deshalb die Temperatur
auf Raumtemperatur erhéht und die Bestrahlungsdauer erheblich verkirzt. Zusatzlich wurde
das Startmaterial gewechselt, da vermutet wurde, dass die Borséureester mit dem
bereitgestellten Sauerstoff reagieren und somit Nebenprodukte gebildet werden, welche die
Ausbeute vermindern.

cl ~o Methylenblau cl =009
S _ouhv
9\ 0 9‘ 0
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43

Abbildung 45: Photooxidation des HWE-Produktes 43 zum Dioxetan 54.

54

Wie im nachfolgendem NMR sichtbar ist, befinden sich auch hier im Bereich von 3,5-4 ppm,
2,5 ppm und im aromatischen Bereich durch die Bestrahlung neue Signale. Jedoch konnte das
Dioxetan gebildet werden, was vor allem durch die signifikanten Veranderungen der Enolether-
Protonen-Resonanzen (hellgriin) von 3,27 ppm (Abbildung 31) auf 3,17 ppm (Abbildung 46)
sichtbar wird.
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Abbildung 46: NMR-Spektrum des Photooxidationsprodukt 54, gemessen in Dichlormethan.
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Eine Erhéhung der Temperatur lieferte somit in zufriedenstellender Reinheit das
Photooxidationsprodukt und verkiirzte zudem die Bestrahlungsdauer auf unter eine Stunde. Die

Bestrahlung des para-Borséureesters 47 bei denselben Bedingungen fiihrte zu ahnlich guten

Ergebnissen.

cl o cl Yo,
N > -
Si'o = Methylenblau Si'o
/ \ 0,, hv /N
—2 7
o'%0 DCM, RT oo
47 55

Abbildung 47: Photooxidation des para-Borséureester 47.
Auch hier ist die signifikante Veranderung der Enolether-Protonen-Resonanzen durch die
Bildung des Dioxetans sichtbar. Im NMR des Produkts 55 (Abbildung 48) sind nur geringe
Verunreinigungen sichtbar. Auffallig ist die Aufspaltung des Signals der Methylgruppen am
Silizium in zwei Singulett-Signale. Dies lasst sich eventuell durch die Entstehung eines
Stereozentrums bei der Bildung des Dioxetans erklaren, welche dazu fihrt, dass die beiden

Methylgruppen nicht mehr homotrop sind.
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Abbildung 48: 850 MHZ-NMR des Photooxidationsprodukt 55, gemessen in Dichlormethan.
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Somit ist es nun mdglich mit der Photooxidation des Enolethers 47 ausreichend reine 1,2-
Dioxetane durch die Verkirzung der Bestrahlungsdauer und Erhéhung der Temperatur zu

erhalten. Die Analyse der Chemilumineszenz wird im néchsten Kapitel behandelt.

3.1.2.2 Chemilumineszenz -Messungen

Nach der in Kapitel 3.1.2.1 beschriebenen Bildung der 1,2-Dioxetane wurden die
Chemilumineszenz der Verbindungen mit dem Lumineszenz-Reader vermessen. Dazu wurden
die Dioxetane in DMSO bzw. DMF gelést, vom Lumineszenz-Reader eine 3%-ige
Wasserstoffperoxid-Losung injiziert und 40 bzw. 50 Sekunden lang die entstehende
Chemilumineszenz vermessen. Dieser kurze Zeitraum wurde gewdhlt, da der Reader maximal
280 Datenpunkte aufnimmt. Ein groRerer Zeitraum wirde daher weniger Signale in der ersten
Minute liefern, in dem laut vorherigen Ergebnissen™ ein GrofBteil der Chemilumineszenz
stattfindet. Aufgrund der nicht veranderbaren Geréteeinstellungen befindet sich zwischen
Injektion und Start der Messung eine Verzogerung von 30 Sekunden. Dies flihrt dazu, dass der
Start der Lumineszenz und damit die Steigung des Graphen am Anfang bei den meisten
Messungen nicht sichtbar waren. Zusatzlich ist die Bestimmung der Wellenlange des
emittierten Lichtes nicht moglich, da nur ein qualitatives Intensitatsspektrum gemessen werden

kann.
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In der folgenden Abbildung 49 ist die vom ortho-Borester 9 erhaltene Lumineszenz dargestellt.
Dabei ist deutlich der erwartete exponentielle Abfall der Chemilumineszenz sichtbar. Bei dieser
Messung konnte das einzige Mal die erwartete kurze Phase der Intensitatssteigung
aufgenommen werden. Da jedoch nur zwei Messwerte dafur verantwortlich sind kann keine

Aussage uber die Signifikanz dieser Werte getroffen werden.
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Abbildung 49: Normiertes, basislinienkorrigiertes Lumineszenzsspektrum des ortho-Borsdureesters 9 in DMSO.

Bei der Messung des para-Borséureesters 55 traten Probleme bezuglich der Loslichkeit auf.
Aufgrund der unpolaren Silyl-Schutzgruppe l6st sich das Molekul erheblich schlechter in
DMSO als das Derivat 9. Zusatzlich kommt es dann bei der Injektion der wassrigen
Wasserstoffperoxid-Ldsung zur Fallung, wodurch Chemilumineszenz-Messungen in DMSO,
aufgrund der sehr geringen Signalintensitét, nur schlecht durchzufiihren sind. Ein Wechsel zu
DMF als Losungsmittel flihrte zwar zu hoheren Intensitaten, jedoch lieferten die
Chemilumineszenz-Messungen keine signifikanten Ergebnisse (siehe Anhang, Abbildung 93).
Es wird vermutet, dass dies ahnlich wie bei der DMSO-Ldsung aufgrund der schlechten
Loslichkeit auftritt. Das Problem kénnte umgangen werden, indem in einem weniger polaren
organischen Ldsungsmittel, wie z.B. THF gearbeitet wird. Durch die Silyl-Schutzgruppe
konnte die Chemilumineszenz hier auch durch TBAF ausgeldst werden. Dies war jedoch nicht
maoglich, da das Gerat, genauso wie der Probenhalter, nicht stabil gegen organische
Losungsmittel sind.

Das Derivat 54 lieferte &hnliche Ergebnisse. Da die Auslosung der Chemilumineszenz, wie
eben beschrieben, mit TBAF-THF-L6sung am Gerét nicht moglich war, wurde versucht die
Chemilumineszenz mit wassriger 5%-igen Kaliumfluorid-L6ésung auszuldsen. Das Ergebnis ist

in Abbildung 94 gezeigt und erklart sich analog zum para-Borséureester uber die schlechte
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Loslichkeit.  Zusétzlich ist die Kinetik der Entschitzung unbekannt. Wenn die
Reaktionsgeschwindigkeit langsamer ist als die Borester-Peroxid Reaktion ist die Detektion der

Photonen am Gerat schwieriger.

3.1.3 Verbesserung der Quantenausbeute

3.1.3.1 Einfuhrung eines funktionalisierbaren push-pull-System.

Shabat et al. publizierte in ,,Opening a Gateway for Chemiluminescence Cell Imaging”[?”, dass
die Quantenausbeute durch die Einfiihrung eines push-pull-Systems erheblich gesteigert
werden kann. Dieses push-pull-System kann durch das Einfuhren von Acrylsaure 56 oder

Acrylnitril realisiert werden.
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Abbildung 50: Erhéhung der Quantenausbeute durch Einflihrung eines push-pull-Systems.

Die in der Literatur gezeigten Daten sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Verbesserung der Quantenausbeute durch Einfilhrung eines push-pull-Systems.[?]

Molekiil 10 56

A maxc; [nm] 470 540

T: [min] 17 23

Relative Che_mlllumlneszenz 1 294
Emission

bcicn,0) 0,0032 23

Neben einer grofReren Anzahl an emittierten Photonen, welche zum einen eine leichtere
Detektion und zum anderen eine breitere, nicht nur auf den Energietransfer limitierte
Anwendungsmoglichkeit liefert, bietet das Derivat einen weiteren entscheidenden Vorteil. Uber
den Sdureester kann durch Verseifung die freie S&ure erhalten werden. Dies ermdglicht eine
weitere Funktionalisierung mit Aminen oder Alkoholen. Dies wirde eine Funktionalisierung
wie zum Beispiel einem FRET-Partner oder an ein Polymer (siehe Theorie 1.4.3) ermdglichen.

Die geplante Syntheseroute ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 51: Vorgeschlagene Syntheseroute zur Erhéhung der Quantenausbeute und Mdoglichkeit der
Postfunktionalisierung.

3.1.3.2 Aromatische lodierung

Um nach der Syntheseroute in Abbildung 51 zur gewiinschten freien Sdure 59 zu gelangen
wurde im ersten Schritt die aromatische lodierung des Molekils durchgefiihrt. Dabei konnten
vorherige Arbeitent™ zeigen, dass die lodierung des Aromaten mit elementarem lod,

Silbersulfat und Triethylamin nicht das gewunschte Produkt 61 liefern konnte.

12, Ag,S0O,

>L cl No Et3 >L
si® = s.
/N lPrOH RT
43

Abbildung 52: lodierung von Molekul 43 mit elementarem lod.

Daher wurde in dieser Arbeit N-lodsuccinimid als lodierungseagenz verwendet. Jedoch konnte

auch hier nur Startmaterial isoliert werden.

>le 1.3 eq. NIS >LSI

DCM, 0 °C
43

Abbildung 53: lodierung von Molekil 43 mit NIS.
Erst durch die vorherige Entschiitzung zum freien Phenol 44 und anschlieRender lodierung mit
N-lodsuccinimid konnte das Starmaterial erfolgreich umgesetzt werden. Nach
sdulenchromatographischer Aufreinigung wurde jedoch festgestellt, dass ein Stoffgemisch aus
einfach und doppelt iodiertem Produkt vorlag. Auch wiederholte Sdulenchromatographie mit
geringem Gradienten konnten zwar das Verhaltnis der Stoffe zueinander d&ndern, ermdéglichten

jedoch nicht die Isolation des Produkts.
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Abbildung 54: Erfolgreiche lodierung des freien Phenols 44 mit NIS und zwei Produkten.

In NMR, sowie Massenspektrum, sind die Signale der jeweiligen Produkte deutlich zu
erkennen. Dabei gehort das Singulett bei 8,17 ppm, sowie die hdher verschobene Methoxy-
Grupope bei 3,34 ppm durch die elektronenziehenden induktiven Effekte der lodsubstituenten
zum doppelt iodierten Produkt 62. Die Signale des einfach iodierten Produkts 57 erscheinen

somit ins Hochfeld verschoben.
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Abbildung 55: NMR-Spektrum des Produktgemisches von Molekil 57 und 62 nach lodierung mit NIS,
gemessen in Dichlormethan.
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Abbildung 56: Massenspektrum des Produktgemisches von Molekil 57 und 62.
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Durch eine Variation der Reaktionsbedingungen konnte die Selektivitat der Reaktion nicht
signifikant erhéht werden. Dabei wurde zundchst das Ldsungsmittels zu THF gewechselt in
dem sich NIS deutlich besser 16st als in DCM. Zusétzlich wurde die Konzentration der NIS-
Losung verringert und die Aquivalente von NIS zu Aromat 44 auf 0,9 Ag. reduziert. Auch die

Zeit der Zugabe von lodierungsreagenz wurde auf tber finf Stunden gestreckt.

c o~ 0.9 ea. NIS c o’ c o
HO 9 €a- HO HO
N —_— N + <N
THF 0 °C
I I I
44 57 62
56% 44%

Abbildung 57: lodierung mit verénderten Reaktionsbedingungen.

In ersten Durchldufen auf der HPLC im analytischen MaRstab konnte gezeigt werden, dass eine
Auftrennung der Derivate mdglich ist. Hierbei wurde isokratisch mit 10% Ethylacetat in

Cyclohexan eluiert. Durch die Verwendung eines Gradienten sollte eine hohere Auflésung
erreicht werden. Die Aufreinigung steht noch aus.
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Abbildung 58: Eluationsdiagmramm des Produktgemisches von Molekil 57 und 62.

Um nachzuweisen, ob das gewilinschte Kupplungsprodukt 58 zuganglich ist, wurde im
Testmalstab die Heck-Kupplung durchgefiihrt. Dabei wurde das Produktgemisch aus einfach

sowie doppelt iodierten Aromaten verwendet. Zusétzlich wurde getestet, ob die freie
Carbonséure 59 direkt zuganglich ist.
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Abbildung 59: Heck-Kupplungen mit Acrylséure 64 und Acrylsduremethylester 63.
Mit Hilfe von Massenspektrometrie (Abbildung 60) konnte der Methylester 58 erfolgreich
nachgewiesen werden. Die Umsetzung mit der Acrylsdure zu der freien Carbonsaure 59 lieferte
jedoch keinen Umsatz. Ein direkter Umsatz zur freien Sdure wirde den Schritt der Verseifung
umgehen, welcher aufgrund der schlechten Loslichkeit des Molekdls in wéssrigen Medien

problematisch sein konnte.
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Abbildung 60: Massenspektrum der Heck-Kupplung mit Acrylsduremethylester zu Molekul 58.

Aufgrund der mangelnden Verfligbarkeit der praparativen HPLC konnten die synthetisierten
Stoffe nicht isoliert werden. Somit steht eine weitere Arbeit basierend auf dieser Route noch
aus. Die Testreaktionen konnten jedoch zeigen, dass das gewiinschte Produkt zuganglich ist
und daher eine vielversprechende Variante darstellt. Die hohe Quantenausbeute und die
einfache Funktionalisierung liefert ein chemilumineszenten Baustein, welcher vielseitig

verwendet werden kann.
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3.2 Chemilumineszentes Polymer

Parallel zu den Optimierungen am kleinen Molekul wurde, wie in der Motivation (Abbildung
21) beschrieben, versucht ein Polymer zu synthetisieren, welches das chemilumineszente
Molekil beinhaltet. Zusétzlich sollte die Option bestehen, einen Photosensibilisator als
Energietransfer-Partner am Polymer anzuknipfen. Um dies zu erreichen, wurden zwei
verschiedene Ansatze verfolgt. Zum einen wurde versucht ein Monomer zu synthetisieren,
welches das chemilumineszente Molekul enthédlt und die Maoglichkeit bietet, durch ein
Comonomer den Energietransfer-Partner einzufiihren. Die zweite verfolgte Mdglichkeit ist die
Postfunktionalisierung von Polymeren. Dabei sollten synthetische sowie biologische Polymere

verwendet werden. Beide Varianten werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.

3.2.1 Darstellung eines chemilumineszenten Monomers

3.2.1.1 Die Wahl des Monomers

Der eleganteste Weg ein Polymer zu erhalten, welches gewinschte Funktionalitaten und
benotigte Eigenschaften besitzt, ist es ein Monomer mit diesen Funktionalititen herzustellen
(siehe Theorie 1.4). Dies ermdglicht es durch Variation der Kettenlange, aber auch durch das
Einbauen von diversen Comonomeren ein Polymer zu generieren, welches die gewiinschten
Eigenschaften im Hinblick auf Loslichkeit und Funktionalitét erflllt. Aus diesem Grund wurde
in dieser Arbeit nach einer Polymerisationsweise gesucht, in welcher die enthaltenen
funktionellen Gruppen toleriert werden. Shabat et al.[??l hat zum Beispiel gezeigt, dass ein
Oligomere aus Dioxetanen durch sequentielle Kondensationsreaktionen maglich ist. Dies hat
jedoch den entscheidenden Nachteil, dass nur sehr kurze Ketten moglich sind, die
Wasserl6slichkeit und damit der Zugang zu biologischen Systemen nicht gewéhrleistet werden
kann, sowie das Einbauen eines Comonomers mit Photosensibilisator nur schwer mdglich ist.
Aufgrund der Doppelbindung des Enolethers, welche wie in der Theorie beschrieben als
Angriffsflaiche fur das Sauerstoffradikal dient, wurde vermutet, dass eine radikalisch
ablaufende Polymerisation nicht verwendet werden kann. Dies wurde getestet, indem eine freie
radikalische Polymerisation von MMA mit AIBN (0,05 Ag.) als Initiator in Gegenwart von
Molekul 43 durchgefuhrt wurde. Durch NMR-Spektroskopie mit DMF als Standard wurde
dabei der Polymerisationsgrad verfolgt (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Reaktionskontrolle der Polymerisation per NMR-Spektroskopie. Links NMR am Start der
Polymerisation, rechts NMR nach 4 h bei 65 °C.

Entgegen der Erwartung bei einer freien radikalischen Polymerisation, konnte auch nach vier
Stunden Reaktionszeit nur ein geringer Monomerumsatz beobachtet werden,. Daher wird
davon ausgegangen, dass radikalische Polymerisationen in Anwesenheit des Enolethers 43
nicht moglich sind, wobei jedoch Vergleichspolymerisationen in Abwesenheit des Enolethers
noch zur Kontrolle durchgefiihrt werden sollten. Des Weiteren kdnnte untersucht werden, ob
das Dioxetan 9 stabil gegen radikalische Polymerisationen bei Raumtemperatur ist. (z.B initiiert

durch einen Photoinitiator).

Die Darstellung eines Monomers flr anionische Ringdffnungspolymerisation, welche in der
Theorie 1.4.2 ausfuhrlich beschrieben wurde, kénnte hingegen zum Erfolg fiihren. Dabei lassen
sich bei der richtigen Reaktionsfilhrung Ketten beliebiger Lange bilden,“®! sowie eine breite
Vielzahl an Comonomerent™! verwenden. Als Monomer wurde 5-methyl-2-0xo0-1,3-dioxane-
5-carboxyséure gewahlt, welches dann tber eine Steglich-Veresterung mit dem Phenol zum
Monomer 65 verkniipft werden sollte. Dieses Monomer bietet sich aufgrund der in Abschnitt
1.4.2 beschriebenen Polymerisationsbedingungen sowie der Biokompatibilitdt des

entstehenden Polymers besonders fur die Polymerisation des Enolethers an. Das Zielmonomer

65 ist in Abbildung 62 gezeigt.
Cl 0/
o g;%

65

Abbildung 62: Zielmonomer fiir anionische Ringdffnungspolymerisation.

43



Ergebnisse und Diskussionen

3.2.1.2 Synthese des funktionalen Monomers

Ausgehend von 2,2-Bis(hydroxymethyl)propionsdure 66 wurde unter stark basischen
Bedingungen die Carbonsdure durch Verwendung von Benzylbromid 67 geschitzt. Die
Schitzung ist dringend notwendig, da im folgenden Schritt des Ringschlusses mit
Chlorameisensédureethylester eine Vielzahl von Nebenprodukten mdoglich waére. Das

gewinschte Produkt wurde dabei in Ausbeuten von 32% erhalten.

OH Br EP
KOH
Ho’j/&o + Ej —_— 0
DMF, 110 °C
HO 329 Ho/j/&o
HO
66 67 68
Abbildung 63: Benzylschiitzung von 2,2-Bis(hydroxymethyl)propionséure 66.

Die geringe Ausbeute l&sst sich durch die siebenmalige Umkristallisation zur Reinigung des
Produktes 68 erklaren. Laut Literatur® soll nur durch Ausschiitteln ein farbloser, reiner
Feststoff erhalten werden. Da bei Entfernung des Ldsungsmittels jedoch ein Gemisch aus
farblosen und gelblichem Feststoff zurtickblieb, wurde sieben Mal umkristallisiert, bis sich die
Losung nicht mehr gelb verfarbte. Aufgrund der starken Abweichung zur Literatur wird

angenommen, dass eines der verwendeten Edukte eventuell kontaminiert war.

Der  Ringschluss  zwischen  den beiden Hydroxy-Gruppen  wurde  mit
Chlorameisensdureethylester durchgefiihrt. Der farblose Feststoff 69 wurde mit 74% Ausbeute

o)
(P 1 /\oJLm (P
o

o) 2.Et;N

—_—
HO O THFo-20°C ﬁo
74% lo)

HO

erhalten.

68 69

Abbildung 64: Ringschluss mit Chlorameisenséureethylester zu Molekiil 69.

Das zuné&chst rotliche Produkt wurde durch dreimaliges Umkristallisieren aus Ethylacetat auf-
gereinigt. Da im né&chsten Schritt eine Aufreinigung schwierig ist, ist die hohe Reinheit in dieser
Stufe sehr wichtig. Bei der Umkristallisation sollten dabei Temperaturen von tber 50 °C
vermieden werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst in siedendem Ethylacetat
umkristallisiert, was zur vollstdndigen Zersetzung des Produkts gefuhrt hat, weshalb die
Synthese wiederholt werden musste. Allgemein muss darauf geachtet werden basische

Bedingungen, beziehungsweise Kontakt mit Nukleophilen und vor allem Hitze zu vermeiden.
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Um die freie Saure 70 zu generieren, wurde im Anschluss die Schutzgruppe durch Hydrierung
entfernt. Dies geschah mit Wasserstoff bei ungefahr 500 mbar Uberdruck und einem Palladium-

Aktivkohle Katalysator.

[P EiP: TC /j/g
T

Abbildung 65: Entfernung der Schutzgruppe durch Hydrierung.

70

Nach Entfernung des Katalysators tiber eine kurze Celite-Saule wurde das Produkt 70 als
weiler Feststoff erhalten und konnte ohne weitere Aufreinigung verwendet werden. Die

Ausbeute betragt somit 98%. Das NMR ist nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 66: NMR der freien Saure 70 in DMSO.

Im letzten Syntheseschritt zur Darstellung des Monomers 65 sollte die freie Sdure 70 mit dem
entschiitztem Phenol 71 des para-Borséureesters umgesetzt werden. Dazu musste die Silyl-
Schutzgruppe zuvor entfernt werden. Analog zu vorherigen Entschiitzung wurde dabei TBAF
verwendet. Das Produkt 71 konnte als farbloser Feststoff in Ausbeuten von 90% erhalten

werden.
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Abbildung 67: Entschutzung para-Borséureesther 47.

Um anschlielend die Carbonsdure mit dem Phenol zu kuppeln, wurden DCC, sowie
katalytische Mengen DMAP, verwendet.

/ /
cl o o Cl Q
o o o
Oﬁfo HO DCC, DMAP ﬁ(’)}«o
o) OH + —_— o)
DCM, RT B
o 0.B~o %
70 71 65

Abbildung 68: DCC-Kupplung zur Darstellung des Ring&ffnungsmonomers 65.

Das erhaltene Produkt 65 wurde zweimal aus Hexan gefallt und ein NMR gemessen, welches
in Abbildung 69 sichtbar ist. Im NMR ist deutlich zu erkennen, dass zwei unterschiedliche
Phenol-, sowie Sdurespezies nebeneinander vorliegen, was die Bildung des Produkts bestatigt
jedoch auch zeigt, dass beide Edukte noch vorliegen. Zusétzlich konnte das Produkt durch

Massenspektrometrie nachgewiesen werden (Abbildung 70).
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Abbildung 69: NMR-Spektrum der Reaktionsmischung des AROP-Monomers 65, gemessen in Dichlormethan.
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Abbildung 70: Massenspektrum des AROP-Monomers 65.

Da nach wiederholter Féllung und fehlgeschlagener Umkristallisation das Produkt 65 nicht als
Reinstoff isoliert werden konnte, wurde eine sdaulenchromatographische Aufreinigung
durchgefuhrt. Hierbei konnte das Produkt jedoch nicht isoliert werden. Eine mdgliche
Begrundung dafr ist, dass die Verbindung labil gegen die Bedingungen einer Silica-Saule ist.
Bei einer Wiederholung sollte die Trennung mit einer Reverse-Phase S&ule oder mit
passiviertem Aluminiumoxid in Betracht gezogen werden. Alternativ konnte, um dieses
Problem der Aufreinigung zu umgehen, das Anbringen einer Amino-Gruppe Uber das weniger
reaktive Phenol eine Option sein (siehe Abbildung 71). Durch die erhéhte Reaktivitat des
Amins 73 konnte der Umsatz der DCC-Kupplung verbessert werden. Alternativ kdnnte statt
der freien Saure 70 auch der Pentafluorophenolesterl” verwendet werden, welcher bei
Umsetzungen mit Aminen das gewiinschte Produkt in quantitativen Ausbeuten[® zuganglich

macht. Somit kdénnte der komplexe Aufreinigungsschritt umgangen werden.

HO P O OiN/\/\fo c o7 Ha !
T = YT YR

71 72 73
Abbildung 71: Modifizierung des Phenols 71 mit y-Aminobuttersaure.
Das Amin 73 hat den weiteren Vorteil, dass Amin-Gruppen stabil gegen Singulett-Sauerstoff
sind. Dies wirde prinzipiell eine Photooxidation am kleinen Molekul ermdglichen, bevor es an

das Monomer oder auch ein Polymer gekuppelt wird.
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3.3 Polymer Postfunktionalisierung

3.3.1 Synthese eines funktionalisierten Biopolymers

3.3.1.1 Synthesestrategie

Wie zuvor beschrieben, wurde neben der Synthese eines Monomers auch an einer
Postfunktionalisierung von Polymeren gearbeitet. Dies sollte den Zugang zu Biopolymeren
ermoglichen, wobei die Funktionalisierung eines Proteins mit chemilumineszentem Molekdil
entscheidende Vorteile bieten kann. Durch die Anbindung des Molekiils an ein biologisches
Polymer kann die Wasserloslichkeit des ansonsten sehr unpolaren Molekiils ermdglicht werden.
Weiter kann dies dann sogar den Zugang in lebende Organismen gewdhren, da
Grundvoraussetzung dafiir die Wasserloslichkeit ist. Dadurch wird dem Anwendungsziel als
Therapeutikum nadher gerickt. Um die Verknipfung zwischen organischem Molekil und
Protein zu erméglichen, sollte die Maleimid-Thiol-Klick-Chemiel®¢7] (siehe Abschnitt 1.4.3)

Verwendung finden.
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Abbildung 72: Synthesestrategie zum chemilumineszentem Biopolymer 76.

Durch die Entschiitzung des para-Borsaureesters 47 wird die Phenol-Gruppe 71 zuganglich,
welche wiederum mit dem Maleiimid durch DCC-Kupplung verknipft werden kann. Das so
funktionalisierte Molekul soll im Anschluss an denaturiertes, pegyliertes HSA geknupft
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werden. Das humanes Serum-Albumin wird hier als Modellprotein verwendet, da es neben
seiner guten Verfiigbarkeit in denaturierter Form 35 freie Thiol-Gruppen besitzt.8% Die PEG-
Funktionalisierung dient hierbei zur besseren Loslichkeit des Proteins. Weiterhin sind dabei
noch eine Vielzahl anderer funktioneller Gruppen, wie Carbonsauren oder Amine, verfugbar,
durch die der Photosensiblisator eingeflihrt werden kann. Dies wurde in einer vorherigen Arbeit
dieser Gruppe gezeigt.[*%]

Im Anschluss zur Funktionalisierung Uber die Thiole sollte die Photooxidation am Protein
durchgefuhrt werden. Um Informationen ber die Stabilitat des Proteins gegeniiber Singulett-
Sauerstoff zu erhalten, wurde im Vorfeld das Protein vier Stunden in Anwesenheit von
Methylenblau bestrahlt. Dabei konnte mit Hilfe von SDS-Page keine Zersetzung des Proteins
im Vergleich zum nicht bestrahlten Protein detektiert werden. Bei der SDS-Page handelt es sich
um eine biochemische Methode, bei der eine Auftrennung nach Molekilmassen durch ein
elektrisches Feld auf einem Polyacrylamid-Gel durchgefuhrt wird. Hier sollte jedoch erwéhnt
werden, dass dies nur eine Aussage dariber zuldsst, ob das Protein mit seiner Molekiilmasse
vorhanden bleibt. Trotzdem kénnen Oxidationen an unterschiedlichen Funktionalitaten, wie
den Thiolen bzw. Bisulfiden, stattgefunden haben und das Protein somit chemisch verandert

haben. Dieser geringe Massenunterschied ist durch eine SDS-Page nicht sichtbar.

3.3.1.2 Synthese des Maleimids

Ausgehend vom para-Borsdureester 47 musste analog zu Abbildung 67 zunéchst die Silyl-
Schutzgruppe entfernt werden. Bei der anschlieBenden DCC-Kupplung mit dem Maleimid 77
wurde auf ein basisches Medium aufgrund der Labilitdt von Maleimid gegen Nukleophile
verzichtet. Einzig eine katalytische Menge von DMAP fand Verwendung. Das Produkt 74

konnte in Ausbeuten von 45% mit geringen Verunreinigungen isoliert werden.
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Abbildung 73: Synthese des Maleimid-Derivates 74.

Die Einbufen in der Ausbeute lassen sich durch die geringe Reaktivitat des Phenols 71 erkl&ren.
Durch das Substitutionsmuster des Aromaten, vor allem dem Chlorsubstituenten in ortho-
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Stellung, ist das Phenol besonders sauer. Dies wiederum flhrt jedoch zu einer Senkung der
Nukleophilie und somit zu einer geringeren Reaktivitat in Carbonyl-Kupplungsreaktionen.
Auch der sterische Einfluss durch den ortho-Substituenten verringert die Reaktivitdt. Das
Erhdhen der Reaktionszeit kann hier eventuell zu besseren Ausbeuten fiihren. Auch sollte ein
Wechsel des Kupplungsreagenz in Erwagung gezogen werden, da es bei DCC-Kupplungen zu
Nebenprodukten durch Umlagerung kommen kann.!® Durch die geringe Nukleophilie und die
dadurch langen bendtigten Reaktionszeiten steigt der Anteil an Nebenprodukten und senkt die
Ausbeute. Das NMR-Spektrum des Produkts ist in der nachfolgenden Abbildung 74 gezeigt.
Aufgrund der Sensibilitat des Maleimids 74 und der zukiinftigen Verwendung bei Kupplungen
an Proteine, welche, wie in der Theorie 1.4.3 beschrieben, im groRen Uberschuss durchgefiihrt
werden, wurde trotz geringfligiger Verunreinigungen bei 6,97 ppm und 5,00 ppm auf eine

weitere sdulenchromatographische Aufreinigung verzichtet.
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Abbildung 74: NMR-Spektrum des Maleimid-funktionalisierten para-Borsaureesther 74, gemessen in
Dichlormethan.

3.3.1.3 Funktionalisierung von HSA

Fur die folgende Proteinfunktionalisierung wurde ein zuvor kationisiertes und pegyliertes HSA
78 verwendet (MALDI-TOF: Abbildung 77 blauer Graph). Dies bietet den Vorteil, dass die
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Loslichkeit des Proteins auch bei Denaturierung gewabhrleistet ist. Das Protein wurde mit TCEP

in 6 M Harnstoff-Puffer denaturiert und anschlieend mit dem Maleimid umgesetzt.

78 75
Abbildung 75: Denaturierung von HSA 78 und Funktionalisierung mit Maleimid 74.

Das erhaltene Biopolymer wurde durch Zentrifugation uber Membranfilter gereinigt und mit

Hilfe von MALDI-TOF analysiert (Abbildung 77 griiner Graph). Dabei ist eine Erhéhung der

Masse von ca. 6 kDa im Vergleich zum Startmaterial messbar. Dies wirde eine

durchschnittliche Modifizierung mit ungefahr 10 Maleimiden bedeuten. Die anschlieRende

Photooxidation sollte das Dioxetan am Protein bilden.

O,, hv
() methylene blue

75 76
Abbildung 76: Photooxidation am Biopolymer 75.
Die Analyse der Reaktion sollte per MALDI-TOF und Messung der Chemilumineszenz
erfolgen, wobei eine so geringe Verschiebung der Masse nur schwer zu sehen sein sollte. Im
optimalen Fall wéren bei 10 Maleimiden und daraus folgenden 10 Dioxetanen eine Masse von
320 Da hinzugekommen. Das wiirde eine Erhéhung der Masse um 0,25% entsprechen.
Aufgrund des erhaltenen MALDI-TOF-Spektrums nach der Photooxidation, welches ebenfalls

in Abbildung 77 in orange gezeigt ist und ein schlechtes Signal-zu-Rausch Verhaltnis besitzt,

o1



Ergebnisse und Diskussionen

wird vermutet, dass das erhaltene Biopolymer 76 nicht mehr ausreichend lonisiert werden
konnte. Daher ist ein Ruckschluss auf die Ausbeute bzw. den Erfolg der Photooxidation tber

die Veranderung der Molekilmasse nicht moglich.

Abbildung 77: MALDI-TOF Spektren der funktionalisierten Biopolymere 75, 76 und 78.

Die Ergebnisse der durchgefihrten Chemilumineszenz-Messungen des am Biopolymer
gebildeten 1,2-Dioxetans lieferten keine signifikanten Ergebnisse (Anhang, Abbildung 95).

Dies lasst sich auf zwei Grunde zurtickfiihren. Aufgrund des hohen Molekulargewichtes des
Proteins von ungefahr 132 kDa und der daraus folgenden geringen molaren Menge, welche
gemessen wurde (~0,1mg = ~0,7 nmol), sind bei einem vollstindigen Umsatz der
Photooxidation nur ca. 7 nmol an Dioxetan vorhanden. Daraus resultiert eine um den Faktor
100 kleinere maximale Anzahl an zu detektierenden Photonen. Diese kleine Photonenanzahl ist
vermutlich zu gering, um sie vom Untergrundrauschen zu unterscheiden. Eine weitere
Vermutung ist, dass durch das Protein dynamische Effekte entstehen, was die Durchmischung
der beiden Losungen und somit die Auslosung der Chemilumineszenz erschweren kann. Dies
kann dazu fihren, dass nur nach und nach chemilumineszente Molekile von
Wasserstoffperoxid-Molekdlen erreicht und die Chemilumineszenz im Laufe der Zeit ausgeldst
wird. Dies fiihrt zu einer zeitlich versetzten Photonenemission und erschwert somit erheblich
die Detektion. Somit konnte nicht nachgewiesen werden, ob es méglich ist das Dioxetan am
Protein aufzubauen.

Auch hier verspricht das in Abbildung 71 dargestellte Amin-Derivat 73 eine verbesserte
Mdoglichkeit zur Biopolymer-Funktionalisierung. Das Dioxetan kann am kleinen Molekiil

gebildet werden, was zum einen die Analyse bzw. Reaktionskontrolle ermdglicht, zum anderen
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aber auch gewadhrleistet, dass das Protein nicht durch den Singulett-Sauerstoff beschadigt wird.
Zusatzlich ermdglicht das Amin die Funktionalisierung an Protein-Sauregruppen, welche in
vielen Proteinen in deutlich groRere Anzahl auch ohne vorherige Denaturierung verfuigbar sind.

3.3.2 Funktionalisierung eines synthetischen Polymers

3.3.2.1 Wasserlosliches Block-Copolymer

Die Postfunktionalisierung eines synthetischen Polymers bietet &hnliche Moglichkeiten wie die
eines Proteins. Ein Vorteil bei der Verwendung eines synthetischen Polymers ist jedoch, dass
die Kettenlange nahezu frei gewahlt werden kann und synthetische Polymere ein deutlich
hoheres Verhéltnis von funktionellen Gruppen zu Molekulargewicht besitzen. Durch die Wahl
von kurzen Polymeren mit geringen Molekulargewichten solle die nachfolgenden Schritte
erleichtern. Werden die Ketten zu lang und es kommt zur unvollstandigen Funktionalisierung,
koénnen die entstehenden funktionalisierten Poylmere durch grofRe polaritatsunterschiede
unldslich werden, was die Aufreinigung deutlich erschwert. Weiterhin kann die Analyse
kirzerer Polymere einfacher sein. Hier kann hdufig noch im NMR auf die Endgruppe
referenziert werden und somit der Umsatz der Postfunktionalisierung bestimmt werden. Eine
Analyse durch Massenspektrometrie hingegen ist nach Postfunktionalisierungen deutlich
erschwert, da dort eine komplexe lonisatierung und Fragmentierung auftreten kann, woraus die

Identifizierung der Polymerisation haufig schwierig wird.

Zunéchst sollte ein kommerziell erhéltliches Block-Copolymer aus Acrylsédure und D-, L-
Lactid funktionalisiert werden. Dieses kann tiber seine Sauregruppen modifiziert werden und
besitzt durch das Lactid eine erhdhte Wasserloslichkeit. Aufgrund der beobachteten geringen
Reaktivitdt des Phenols bei Carbonyl-Kupplungen sollte das Polymer durch eine Mitsunobu-
Reaktion mit dem freien Phenol 71 funktionalisiert werden. Bei der Mitsunobu-Reaktion
konnen Carbonséuren oder Alkohole mit Alkoholen zu Ethern oder Estern umgesetzt werden.
Der Reaktionsmechanismus ist in der folgenden Abbildung beispielhaft an der Umsetzung einer
Saure mit einem Alkohol dargestellt.
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Abbildung 78: Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion.

Als  Kupplungsreagenzien  werden bei der Misunobu-Reaktion Diazo- und
Diazodicarbonylverbindungen und Phosphine verwendet, wobei eine groBe Anzahl
unterschiedlicher Reagenzien zur Auswahl steht.82[8] Dije Reaktion beginnt mit der
Ausbildung eines Phosphonium-Intermediates 79a (Huisgen-Zwitterion) durch den Angriff des
freien Elektronenpaars des Phosphors auf einen der Diazo-Stickstoffe. Das Intermediat besitzt
eine ausreichende Basenstarke, um die S&ure zu deprotonieren und somit fir den spateren
nukleophilen Angriff zu aktivieren. Der in der Reaktionsldsung vorliegende Alkohol greift im
néachsten Schritt den positiv geladenen und somit aktivierten Phosphor an. Dadurch spaltet sich
ein stabiles Hydrazinderivat ab. In einer Substitutionsreaktion greift im letzten Schritt das
Carboxylatt die in a-Position zum Sauerstoff stehende Methylen-Gruppe 79d an und bildet den
Sdaureester 80 aus. Die Bildung eines Ethers aus zwei Alkoholen l&uft dabei analog ab, wobei
der weniger nukleophile Alkohol substituiert wird.

Das wasserlosliche Block-Copolymer mit freien S&uren 81 sollte nun nach dem eben
dargestellten Mechanismus mit dem Phenol 71 umgesetzt werden. Als Kupplungsreagenzien
wurde Triethylphospin sowie Azopyridin verwendet, da es sich besonders gut fur eine
Mitsunobu-Reaktion mit Sduren eignet. Die geringe Nukleophilie des dabei gebildeten
Huisgen-Zwitterions verhindert hier die bei Diazodicarbonylverbindungen auftretende
Nebenreaktion. Dies ist wichtig, da das in der Reaktion gebildete Carboxylat ein schwaches
Nukleophil ist, was eine ldngere Reaktionszeit und somit mehr Nebenprodukte bedeuten

wiirde. 83
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Abbildung 79: Mitsonobu-Reaktion am Polymer 81. Funktionalisierung von Acrylsauregruppen mit dem Phenol
71.

Das Polymer 82 wurde durch Dialyse gereinigt. Es konnte jedoch nicht das gewtiinschte Produkt
isoliert werden. Wahrend sich die zumeist gelben Diazoverbindungen normalerweise wéhrend
der Reaktion rasch entfarben, kam es hier nicht zur Entfarbung. Auch das erhaltene Polymer

war gelb gefarbt.

3.3.2.2 MMA/HEMA Copolylmer

Wahrend Mitsunobu-Reaktionen an Sauren zumeist eher maRige Ausbeuten liefern, finden
primédre Alkohole hé&ufiger Verwendung und liefern bei der Kupplung mit nukleophilen
Alkoholen meistens hohe bis sehr hohe Ausbeuten.[’2B4 Daher liegt es nahe, ein Copolymer
aus HEMA und MMA zu synthetisieren, um dieses an seinen freien Hydroxy-Gruppen Uber
eine Mitsunobu-Reaktion zu funktionalisieren. Als Polymerisationsmechanismus wurde die
freie radikalische Polymerisation gewahlt, wobei jedoch ein Thiol als Kettenabbruchsreagenz
zugegeben wurde, um moglichst kurze Ketten zu erhalten. Eine kurze Kettenldange soll die
folgende Analytik vereinfachen und zudem die Eigenschaften des Polymers, wie Loslichkeit
positiv beeinflussen. Eine Funktionalisierung der Hydroxy-Gruppen des Polymers durch den
unpolaren Enolether senkt die Léslichkeit des Polymers in Wasser stark. Weiterhin kénnte die

Kombination aus polaren und unpolaren Gruppen am Polymeren zu L&slichkeitsproblemen

flhren.
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Abbildung 80: Polymerisation von MMA 83 und HEMA 84.

Der Umsatz des Monomers wurde durch NMR-Spektroskopie verfolgt. Er wird sichtbar durch

das Verhdltnis der in a-Position zur Hydroxy-Gruppe stehenden Protonen am HEMA

55



Ergebnisse und Diskussionen

(t, 3,80 ppm) zu der Methylgruppe am MMA (s, 3,68 ppm). Die zeitliche Veranderung ist in
den folgenden NMR gezeigt. Auf der linken Seite befindet sich das NMR vor dem Start der
Polymerisation. Durch den Vergleich der Integrale wird sichtbar, dass dort der 9-fache
Uberschuss an MMA zu HEMA vorliegt. Auf der rechten Seite ist die Reaktionskontrolle nach
vier Stunden gezeigt. Wie zu sehen ist, sinkt das Signal der Methyl-Gruppen auf nur noch das
6-fache, wahrend sich bei 3,51 ppm das breite Singulett der am Polymer befindlichen Methyl-
Gruppen bildet. Durch die bei weiterem Umsatz steigende Viskositat kommt es zu einer

steigenden Polydispersitét, weshalb an diesem Zeitpunkt die Polymerisation beendet wurde.
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Abbildung 81: Reaktionskontrolle der radikalischen Polymerisation. Links NMR am Startpunkt, rechts nach 4
Stunden, gemessen in Chloroform.

Das erhaltene Polymer 85 wurde durch wiederholte Fallung in Hexan von den Monomeren
getrennt. Das NMR-Spektrum des Polymers sowie dessen GPC-Daten sind in der ndchsten
Abbildung sichtbar.
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Abbildung 82: NMR des HEMA/MMA Polymers 85, gemessen in Chloroform.
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Abbildung 83: GPC-Daten des HEMA/MMA Polymers 85.
Durch die Reaktionsfiihrung konnte somit ein Polymer mit einem M,, von knapp 4000 und
einem PDI von 1,65 erhalten werden.

Die Hydroxy-Gruppen des erhaltenen Polymers sollte im Anschluss via Mitsunobu-Reaktion
funktionalisiert werden. Dazu wurde als Kupplungsreagenzien Triethylphosphin sowie 1,1'-
Azobis(N,N-dimethylformamid), aufgrund seiner im Vergleich zu 4,4-Azopyridin héheren

Basenstérke, ausgewdhlt. Dies soll die die Deptrotonierung des Phenols gewéhrleisten.
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Abbildung 84: Mitsunobu-Postfunktionalisierung eines MMA/HEMA-Copolymer 85.

Das aus der Reaktion erhaltene Polymer 86 konnte in keinem untersuchten L&sungsmittel
geféallt werden, da es immer Emulsionen bildete. Aufgrund dessen wurde zundchst das
Losungsmittel entfernt, das Polymer in Chloroform gelést und mit Wasser extrahiert. Die
organische Phase wurde dann im Anschluss in Chloroform dialysiert. Diese Schritte sollten das
Polymer von den Reagenzien trennen. In der nachfolgenden Abbildung sind NMR und GPC-

Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 85: NMR-Spektrum des postfunktionalisierten HEMA/MMA Copolymer 86, gemessen in

Chloroform.
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Abbildung 86: GPC-Daten des postfunktionalisierten HEMA/MMA Copolymers 86.

Die erhaltenen Werte aus NMR, sowie GPC, sind nicht aussagekraftig. Aus der GPC wird
ersichtlich, dass das Polymer funktionalisiert ist, da keine Verédnderung der Form des Peaks in
der GPC auftritt. Dies lasst Polymer-Polymer Verknupfungen ausschliel3en. Zusétzlich hat sich
M, sowie der PDI veréndert, was ebenfalls die Funktionalisierung bestétigt. Die starke
Verringerung des PDI’s um 0,3 kann jedoch nicht erklart werden. Auch die NMR-Daten kénnen
keinen genaueren Ruckschluss auf die Reaktionsprodukte liefern. Zwar kann eine Veranderung
des Verhdltnisses von a—Hydroxy- zu MMA-Methylen-Protonen beobachtet werden, was die
Funktionalisierung der Hydroxy-Gruppen bestatigt, jedoch ist es nicht mdglich die zusatzlich
erscheinenden Signale im NMR einem Produkt zuzuordnen. Somit steht eine Optimierung der
Reaktionsbedingungen inklusive eines eventuellen Wechsels der Reagenzien noch aus.
Aufgrund der flexiblen direkten Bindungskniipfung zu Ethern bietet die Mistunobu-Reaktion

jedoch auch fir zukinftige Postfunktionalsierungen eine vielversprechende Methode.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Synthese eines in Abbildung 87 gezeigten chemilumineszenten
Hybrid-Materials. Dieses soll aus drei Komponenten bestehen. Einem chemilumineszenten
Molekdl (rot), einem Photosensibilisator (blau) sowie ein Polymer-Rickgrat (griin), an das die
beiden Funktionalitdten gebunden sind. Die in der Zielsetzung (Abschnitt 2) in Abbildung 21
schematisch dargestellte Idee eines solchen Hybrid-Materials hat sich im Rahmen dieser Arbeit

zum folgenden, in Abbildung 87 dargestellten Polymerdesign weiterentwickelt.

Abbildung 87: Ausblick auf ein chemilumineszentes Hybrid-Material.

Um das abgebildete Zielpolymer darzustellen, kénnen, wie in der Theorie Abschnitt 1.4.3
beschrieben, zwei unterschiedliche Routen verfolgt werden. In dieser Arbeit wurden dabei
sowohl die Postfunktionalisierung, als auch die direkte Monomer-Synthese dafur in Erwagung
gezogen, wobei auf die verschiedenen Anforderungen sowie die synthetische Umsetzung im

Folgenden eingegangen wird.

Fir beide Routen wurde das chemilumineszente Molekiil in ausreichenden Mengen benétigt.
Dieses konnte im Rahmen dieser Arbeit in Form zweier Derivate erfolgreich im grof3en
Malistab dargestellt und analysierten werden. In einer 6- bzw. 8-stufigen Synthese, dessen
Syntheseschema in Abbildung 24 gezeigt ist, wurde mit Gesamtausbeuten von 40% fiir das
para-Borsdureesterderivat 47 und 26% fir das ortho-Borséureesterderivat 46 (ber alle Stufen
erhalten und dabei die einzelnen Schritte weiter optimiert. Auch der Kkritische Schritt der

Dioxetanbildung und Isolierung konnte flr das wichtige para-Derivat 55 optimiert werden und
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lieferte das ausreichend reine Produkt. Die aus den Grundbausteinen (46 und 47) dargestellten

Dioxetane sind in Abbildung 88 gezeigt.

~,
>L cl °o.0
o
~ - ~
cl "o Si 0 0.
>L o o0 /N o >
Si’ B
/\ B (o)
o ‘o
54 55 9

Abbildung 88: Dargestellte 1,2-Dioxetane.

Sowohl fiir eine Postfunktionalisierung, als auch fir die Monomersynthese, muss das
chemilumineszente Molekil tber eine funktionelle Gruppe verkniipfbar sein. Auf einige
maogliche Gruppen wurde in der Theorie 1.4.3 genauer eingegangen. Dabei war es eine grofle
Herausforderung funktionelle Gruppen zu finden, die nicht zu Nebenreaktionen mit dem
chemilumineszenten Molekul fihren und zudem auch stabil gegen die Bedingungen der
Photooxidation und dem dabei in situ generierten Singulett-Sauerstoff sind.

Auf Basis dessen wurden drei verschiedene Derivate entwickelt, welche durch ihre
unterschiedlichen funktionellen Gruppen flexibel in diversen Anwendungsbereichen eingesetzt

werden kdnnen.
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Abbildung 89: Synthetisierte Derivate mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen.
Durch die Darstellung des para-Borséureester 47 und anschlieRender Entfernung der Silyl-
Schutzgruppe wird das freie Phenol 71 zugénglich, welches zum einen (ber Steglich-

Veresterung, als auch potenziell per Mitsunobu-Reaktion funktionalisiert werden kann.

Durch die lodierung am Aromaten und anschlieBender Heck-Kupplung konnte gezeigt werden,
dass ein durch einen Acrylsdureester funktionalisiertes Derivat 58 zuganglich ist. Ein somit
eingefuhrtes push-pull-System erhoht die Quantenausbeute der Chemilumineszenz laut
Literatur erheblich.?] Dies soll die Analyse der Chemilumineszenz auch bei kleinen
Stoffmengen, wie sie z.B. in einem Biopolymer (Abschnitt 3.3.1.3) auftreten, vereinfachen.
Weiterhin lasst sich nach einer Verseifung des Esters anschlieBend die Carbonsdure 59
beispielsweise durch Amidierungen elegant funktionalisieren.
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Uber eine Steglich-Veresterung konnte das mit einer Maleimid-Gruppe modifizierte Derivat 74
dargestellt werden. Dieses ermdglicht eine Konjugation mit freien Thiolgruppen, wie sie
beispielsweise in denaturierten Proteinen und Peptiden vorkommen sowie eine ortsspezifische
Funktionalisierung. In dieser Arbeit konnte das Maleimid-Derivat 74 entsprechend mit einem

pegylierten HSA erfolgreich konjugiert werden.

Fur die Synthese eines funktionalen Monomers, dass zu einem Hybrid-Material fuhren sollte,
wurde die anionische Ringéffnungspolymerisation als Polymerisationstechnik gewahlt. Diese
Wahl wurde getroffen, da sowohl kationische, als auch radikalische Polymerisationen aufgrund
des Enolethers nicht mdglich sind. Im Gegensatz dazu sollte die Vorstufe des Dioxetans 47
gegen die in der Theorie 1.4.2 beschriebenen milderen Bedingungen der
Ring6ffnungspolymerisationen stabil sein und somit die Synthese eines Polymers, das den
chemilumineszenten Grundbaustein in der Wiederholeinheit tragt, erméglichen. Ein weiterer
positiver Aspekt dieses Ansatzes ist die Biokompatibilitat der verwendeten Polycarbonate. Fur
die spatere Anwendung in Zellen ist dies eine wichtige VVoraussetzung.

Das in Abbildung 90 gezeigte Monomer 70 konnte erfolgreich dargestellt werden. Uber die
freie Carbonsaure wurde im Anschluss der chemilumineszente Grundbaustein an das Monomer
geknlpft. Das Produkt 65 konnte nachgewiesen, jedoch nicht isoliert werden. Eine

Wiederholung der Synthese steht noch aus.

0 OYO c o~
o’lLo O\J\rro X
X °
0 OH B
70 65
Abbildung 90: Monomer fur die anionische Ringéffnungspolymerisation.
Durch die Umsetzung des Phenols zum in Abbildung 91 gezeigten Amin 73 kénnten in Zukunft
einige Probleme der Synthese und Aufreinigung durch die hdhere Reaktivitat des freien Amins

im Vergleich zum Phenol umgangen werden. Dies kann eine einfachere Zuganglichkeit zum

resultierenden Monomer 87 ermdglichen.
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Abbildung 91: Mdégliche Funktionalisierung des chemilumineszenz Grundbausteins.
Das verwendete Monomer 70 ist besonders interessant, da zusatzlich auch der
Photosensibilisator in Form des in Abbildung 92 gezeigten Ruthenim-NH. 12 uber ein

Saureamid an dieses gebunden werden kann und somit als Comonomer 88 fungieren kann.

Abbildung 92: Monomer mit Photosensibilisator als zukinftiges Syntheseziel.
Dadurch ware es moglich beide Monomere gemeinsam zu polymerisieren und somit das in
Abbildung 87 gezeigte chemilumineszente Hybrid-Material darzustellen. Dieses ist dann
potenziell in der Lage durch die Auslésung der Chemilumineszenz und den darauffolgenden
Energietransfer auf den Photosensibilisator Singulett-Sauerstoff bereitzustellen.
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5 Experimentalteil

5.1 Allgemeines und Messmethoden

5.1.1 Chemikalien und Reaktionsfiihrung

Die verwendeten Losungsmittel und Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung und
Trocknung eingesetzt. Ausnahmen sind in den Versuchsdurchfuhrungen genannt. Die
verwendeten Chemikalien wurden von kommerziellen Anbietern erhalten, auch hier sind
Ausnahmen in der Versuchsdurchfiihrung beschrieben. Alle Reaktionen wurden unter
Ausschluss von Luft und Wasser durchgefiihrt. Das Losemittel wurde mithilfe eines
Rotationsverdampfers im Vakuum entfernt. Dieser wurde bei einer Wasserbadtemperatur von
40 °C und Membranpumpenvakuum betrieben.

5.1.2 Chromatographie

5.1.2.1 Dinnschichtchromatographie

Bei der analytischen Diinnschichtchromatographie fanden Alumgram® Sil G/UV2ss Kieselgel
60-DC-Fertigfolien Verwendung. Die Lo6semittelverhéltnisse beziehen sich auf deren
Volumina.

UV-aktive Substanzen wurden mittels einer UV-Lampe (A = 254 nm) detektiert. Eine Farbung
der DC-Platten wurde mit Hilfe der im Folgenden aufgelisteten Reagenzien durchgefihrt.

e Kaliumpermanganat Farbereagenz (3 g KMnOs, 20 g K2CO3z, 5 mL 5 % NaOH, 300 mL
H20)

5.1.2.2 Saulenchromatographie

Bei der Aufreinigung durch Sdulenchromatographie wurde Kieselgel des Typs 60 (0,063-
0,2nm) der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die angegebenen Losemittelverhdltnisse
beziehen sich hier ebenfalls auf deren Volumina.

5.1.3 NMR-Spektroskopie
Die Aufnahme der NMR-Spektren wurde an den im folgenden gelisteten Geréten durchgefihrt.
e Bruker Avance Il 300: 'H-NMR (300 MHz), *C -NMR (75 MHz), °F-NMR
(282 MHz), COSY, HSQC, HMBC

e Bruker 111 850; *H-NMR (800 MHz), 1*C -NMR (214 MHz), COSY, HSQC, HMBC
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An allen Geraten wurden die 3C-Spektren *H-entkoppelt aufgenommen. HSQC-Spektren
wurden phasensensitiv gemessen (CH und CH positiv, CH, negativ).

Alle gemessenen Spektren wurden auf den Restgehalt des undeuterierten Ldsungsmittels
referenziert. Angaben tber die Verschiebungen der einzelnen Lésungsmittel befinden sich in
Tabelle 2.

Die Auswertung der NMR-Spektren wurde mit Hilfe der Software MestReNova der Firma
Mestrelab Research S.L. durchgefiihrt. Dabei wurde bei jedem Spektrum eine manuelle

Phasenkorrektur, sowie automatische Basislinienkorrektur vorgenommen.

Tabelle 2: Chemische Verschiebungen der NMR-Ldsemittel.

Losungsmittel Kern é/ppm Multiplizitat
CDsCl H 7.26 s
B¢ 77.16 t
CD2Clz H 5.32 quin
B¢ 77.16 sept
DMSO-dg H 2.50 quin
B¢ 39.52 sept

5.1.4 Massenspektrometrie

Die Durchfuhrung von LC/MS-Analysen wurde an einem LCMS-2020 Single Quadrupole MS
Detektor der Firma Shimadzu durchgefuihrt mit einer vorgesetzten Kinetex® 2.6 um EVO C18
100 A Saule.

Die Messungen der MALDI-TOF Spektren wurden an einem Bruker rapifleX durchgefihrt.
Wobei eine DCTB Matrix und THF als Losemittel bei der Probenvorbereitung verwendet
wurde. Massenspektren der Substanzen wurden an einer Advion Expession CMS mit Plate
Express Addon durchgefiihrt. Als lonisationsquelle wurde eine APCI (atmospheric pressure

chemical ionization) in einem Fluss Methanol verwendet

5.1.5 Lumineszenz Messungen

Fur die Lumineszenz-Messungen wurde ein Bromega GloMax®-Multi Detection System
verwendet. Die vermessenen Proben wurden in DMSO oder DMF gel6st und mit 3%-iger

Wasserstoffperoxid-Ldsung die Chemilumineszenz ausgelost.
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5.2 Synthese

5.2.1 Synthese des chemilumineszenten Molekdls

5.2.1.1 2-Chlor-3-(dimethoxymethyl)phenol]

Cl
o Cl O

o (C4Ho)4NBr-
HO % + T Y S — 5 o o’
oL MeOH, RT
83%
39 48 40

In einen 100 mL Einhalskolben mit Magnetruhrer wurden 2-Chlor-3-hydroxybenzaldehyd 39
(3,759, 24,0 mmol, 1,0 Ag.) und Trimethylortoformat 48 (4,07 g, 38,4 mmol, 1,6 Aq.)
vorgelegt und in 50 mL Methanol (HPLC-Grade, nicht getrocknet) gel6st. Die Reaktionslésung
wurde tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und mit Hilfe von Dunnschichtchromatographie
auf Vollstandigkeit geprift. Im Anschluss wurde die Reaktionsldsung in einen Scheidetrichter
uberfuhrt und 100 mL Ethylacetat hinzugegeben. Die organische Phase wurde mit 100 mL 0.01
M NaHCOs-L6sung gewaschen, uber NaSO4 getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Stoffgemisch wurde mit Hilfe von Sdulenchromatographie (Gradient Hex:EA
90:10 - 80:20) gereinigt.

e Ausbeute: 4,10 g (20 mmol, 83%);

e Aussehen: farbloses viskoses Ol;

e R;=0,8 (Laufmittel: Hex/EA 80:20);

e APCI-MS =m/z 170,8 (M-CH3OH+H");

e H-NMR, COSY (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 10.18 (s, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz,

1H), 6.98 (ddd, J = 8.0, 6.2, 1.7 Hz, 2H), 5.51 (s, 1H), 3.27 (s, 6H).

e BC-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 153.28, 136.50, 126.89,
119.18, 118.03, 116.46, 100.85, 53.51.

5.2.1.2 tert-Butyl(2-chloro-3-(dimethoxymethyl)phenoxy)dimethylsilan(®]
¢l o
HO . |/- Imldazol
\©/k(l) %_S\CI DCM, RT >Ls' \©/k
92%
40 49

In einem 100 mL Schlenkkolben wurden 2-Chloro-3-(dimethoxymethyl)phenol 40 (3,96 g,
19,6 mmol, 1,0 Ag.) und Imidazol (2,67 g, 39,2 mmol, 2,0 Ag.) in 30 mL DCM vorgelegt.
Unter Rihren wurde bei Raumtemperatur tert-Buthyldimethylchlorsilan 41 (3,62 mg,

24,0 mmol, 1,2 Ag.), gelost in 3 mL DCM, zu getropft. Es wurde Gber Nacht gertihrt und mit
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DC auf Vollstandigkeit tberpriift. Der ausgefallene, weiRe Feststoff wurde abfiltriert und mit
kaltem DCM gewaschen. Nach der Entfernung des Ldsungsmittels im Vakuum wurde das
Produkt 41 mit Sdulenchromatographie (Hex/EA 90:10) gereinigt.

e Ausbeute: 5,64 g (18 mmol, 92 %);

Aussehen: farbloses Ol;

e R;=0,60 (Laufmittel: Hex/EA 90:10);

e APCI-MS =m/z 285,0 (M-CH3OH+H");

e !H-NMR, COSY (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 7.25 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.16 (dd,
J=7.7,1.7 Hz, 2H), 7.01 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 5.53 (s, 1H), 3.27 (s, 6H), 1.00 (s,
9H), 0.22 (s, 6H).

e BC-NMR, (75 MHz, CD2Cl) & (ppm) = 152.05, 137.55, 126.92, 125.12, 120.82,
120.42, 101.57, 25.82, 18.62, -4.30.

5.2.1.3 Dimethyl((3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2-
chIorphenyl)(methoxy)methyl)phosphonat[85]

~o

S, 0 _mew o Mo %o
3' Sl O~
DCM 0°C !
o
89%

tert-Butyl(2-chlor-3-(dimethoxymethyl)phenoxy)dimethylsilan 41 (2,829, 8,90 mmol,

1,0 Ag.) wurde in einem 250 mL Schlenkkolben in 40 mL DCM gelést und mit Eiswasser auf
0 °C gekdihlt. In die kalte Losung wurde unter Rihren innerhalb einer Stunde Titantetrachlorid
(2,03 g, 10,68 mmol, 1,2 Ag.) in Form einer DCM-Stammldsung zu getropft. Die dunkelrote
Losung wurde weitere 30 min bei 0 °C geriihrt und anschlielend innerhalb einer Stunde
Trimethylphospit 50 (1,44 g, 11,57 mmol, 1,3 Aqg.) langsam zugegeben. Nach weiteren 30 min
bei 0 °C wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionslésung langsam auf Raumtemperatur
erwarmt. Die L6sung wurde nochmal gekihlt, eiskalte gesattigte NaHCOs—L6sung (150 mL)
vorsichtig zugegeben und drei Mal mit 50 mL DCM gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt. Der Rickstand wurde mit Hilfe von
Saulenchromatographie (Hex/EA 60:40) gereinigt.

e Ausbeute: 3,10 g (7,9 mmol, 89%);

e Aussehen: farbloser Feststoff;

e R;=0,45 (Laufmittel: Hex/EA 60:40);
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e APCI-MS =m/z 395,2 (M+H");

e IH-NMR, COSY (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.16 (dt,
J=7.9,2.0 Hz, 1H), 7.01 (dt, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 5.08 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 3.67 (d,
J=10.6 Hz, 3H), 3.54 (d, J = 10.5 Hz, 3H), 3.24 (s, 3H), 1.00 (s, 9H), 0.22 (s, 6h).

e BC-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm) = 150.82 (d, J = 2.0 Hz),
133.99, 127.49 (d, J = 3.0 Hz), 124.90 (d, J = 7.9 Hz), 121.74 (d, J = 4.1 Hz), 120.10
(d, J = 2.9 Hz), 117.67, 76.63, 74.39, 58.21, 58.02, 53.47, 53.38, 53.16, 53.07, 25.75,
25.45, 17.99, -4.65 (d, J = 1.9 Hz).

® 25i-NMR, (60 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 23.70 (s).

e 3P-NMR, (121 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 20.08 (d, J = 23.3 Hz).

5.2.1.4 (3-((-Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenoxy)(tert-
butyl)dimethylsilan(®

v A
1
o. Ui
—
si© pOS —— 0 h
N\ u THF, -78 °C si
73% I
42 43

In einem 250 mL Schlenkkolben wurde Dimethyl((3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2-
chlorphenyl)(methoxy)methyl)phosphonat 42 (5,10 g, 13 mmol, 1,0 Ag.) in 75mL THF
vorgelegt. Die Losung wurde mit einer Isopropanol-Trockeineis-Mischung auf -78 °C gekuhlt
8,07 mL einer 2 M LDA-L6sung (1,71 g, 16 mmol, 1,2 Aq.) langsam innerhalb einer Stunde zu
getropft. Die L6sung wurde eine halbe Stunde bei -78 °C gertihrt und anschlieRend innerhalb
von 30 min eine Losung von 2-Adamantanon (2,91 g, 19 mmol, 1,5Aq.) in 40 mL THF
zugegeben, weitere 15 min gerthrt und anschlielend die Kuihlung entfernt. Bei
Raumtemperatur wurde die Losung mit 100 mL Ethylacetat verdinnt und mit 100 mL NaCl-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na;SOs getrocknet und das Losemittel im
Vakuum entfernt. Das Produkt 43 wurde nach S&ulenchromatographie (Gradient Hex:EA
95:5 — 85:15) erhalten.

e Ausbeute: 4,08 g (10 mmol, 77%);
e Aussehen: farbloser Feststoff;
e R;=0,8 (Laufmittel: Hex/EA 90:10);
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e APCI-MS = m/z 418,9 (M+H*);

e H-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 7.12 (dd, J = 8.2, 7.4 Hz, 1H), 6.88
(td, J = 7.5, 1.6 Hz, 2H), 3.27 (s, 3H), 2.10 — 1.61 (m, 13H), 1.04 (s, 9H), 0.23 (s, 6H).

e 13C-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, CDCl2) & (ppm) = 152.43, 140.87, 136.70,
130.73, 127.07, 125.39, 120.70, 57.05, 39.64, 39.53, 39.14, 37.72, 33.51, 30.20, 29.18,
29.04, 26.04, 18.84, -4.16.

® 2Si-NMR, (60 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 23.42.

5.2.1.5 3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenol
a @ cl Yo
- (C4H9)4NF HO
PR T U
Si THF, RT
N 96%
43 44

In einen 50 mL Schlenkkolben wurden (3-((-Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-
chlorphenoxy)(tert-butyl)dimethylsilane 43 (300 mg, 0,71 mmol, 1,0 Ag.) in 20 mL THF
vorgelegt. Es wurden 0,78 mL einer 1 M TBAF-Losung (205 mg. 0,78 mmol, 1,1 Ag.) langsam
zu getropft und die Reaktionslésung tber Nacht geruhrt. Die Reaktionslésung wurde in 50 mL
EA gegeben und die organische Phase mit gesattigter Ammoniumchlorid-L&sung gewaschen.
Aufgrund der Labilitdt des Enolethers im sauren Medium, ist eine rasche Aufarbeitung
notwendig. Die organische Phase wurde Uber NaxSOs4 getrocknet und das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt. Das reine Produkt 44 wurde durch Saulenchromatographie (Gradient Hex:EA
100:0 —70:30) erhalten.

e Ausbeute: 186 mg (0,61 mmol, 86 %);

e Aussehen: farbloses Feststoff;

e R;=0,80 (Laufmittel: Hex/EA 60:40);

e APCI-MS =m/z 304,6 (M+H");

e H-NMR, (300 MHz, CD2Cl>) 5 (ppm) = 6.67 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 8.1,
1.6 Hz, 1H), 6.34 (dd, J = 7.5, 1.6 Hz, 1H), 2.77 (s, 3H), 1.48 — 1.17 (m, 13H).

® BC-NMR, (75 MHz, CD2Cl2) 5 (ppm) = 152.12, 140.26, 135.52, 131.85, 127.69,
124.33, 120.90, 115.69, 57.12, 39.36, 37.46, 33.28, 30.09, 28.89.
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5.2.1.6 3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenyl

trifluoromethanesulfonat(*”!

~ Cl
cl O o o
(S O D NEt. -~
HO = + F>rs\ :,S\I<F —3> o, 0O
FT 00 v pem0cc |:7(3~
1% F'E
44 51 45

3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenol 44 (800 mg, 2,63 mmol, 1,0 Aq.)
wurde zusammen mit 1,0 mL Triethylamin (6,57 mmol, 2,5 Aqg.) und 5 mL DCM in einem
50 mL Schlenkkolben vorgelegt. Die Losung wurde mit einem Eisbad auf 0 °C gekuhlt und
langsam 3,67 mL Trifluormethansulfonsaureanhydrid (3,67mmol, 4,0 Ag.) hinzu getropft. Die
Losung wurde tber Nacht gertihrt und im Anschluss mit 50 mL DCM verdinnt, zwei Mal mit
geséttigter NaCl-Losung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach der Entfernung
des Ldsemittels wurde mit Hilfe von s&ulenchromatographischer Aufreinigung (Gradient
Hex:EA 100:0 -9 7:3) das Produkt 45 erhalten.

e Ausbeute: 814 mg (1,87 mmol, 71%);

e Aussehen: farbloser Feststoff;

e R;=0,60 (Laufmittel: Hex:EA 80:20);

e APCI-MS = m/z 336,5 (M+H");

e H-NMR, (300 MHz, CD2Cl2) § (ppm) = 7.42 — 7.29 (m, 3H), 3.29 (s, 3H), 2.04 —
1.65 (m, 15H).

e BC-NMR, (75 MHz, CD2Cl) & (ppm) = 146.68, 139.28, 138.35, 133.76, 132.40,
128.04, 122.69, 118.75, 57.62, 39.50, 39.08, 37.51, 33.54, 30.38, 29.02.

5.2.1.7 2-(3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenyl)-4,4,5,5-

tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan(*’]

a © KOAc
= o o Pd(dppf)CI
0, 0 . ‘8- d(dppf)C 2
Y
|=7(S¢o o o Dloxan 120 °C
FF
45 52

88%

In ein 10mL Schlenkkolben wurden 3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-
chlorphenyl-trifluoromethanesulfonat 45 (100 mg, 0,22 mmol, 1,0 Ag.), Pd(dppf)Cl2
(35 mg, 0,05 mmol, 0,2 Ag.), Bis(pinacol)diboron 52 (116 mg, 0,45 mmol, 2,0 Ag.) und
Kaliumacetat (67 mg, 0,68 mmol. 3,0 Ag.) vorgelegt und in 2 mL entgastem Dioxan geldst. Die

Reaktionsldsung wurde bei 110 °C uber Nacht geriihrt, danach mit DCM verdinnt und
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anschlieend mit geséttigter NaCl-Lésung zwei Mal gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Das erhaltene Rohprodukt 46 wurde
durch Saulenchromatographie (Laufmittel: Hex:EA 95:5) auf gereinigt.
e Ausbeute: 79 mg (0,19 mmol, 88%);
e Aussehen: farbloser Feststoff;
e R;=0,40 (Laufmittel: Hex:EA 95:5);
e APCI-MS = m/z 415,0 (M+H");
e H-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2)  (ppm) = 7.59 (dd, J = 7.1, 2.1 Hz, 1H), 7.38
—7.19 (m, 2H), 3.26 (s, 3H), 2.10 — 1.61 (m, 13H), 1.36 (s, 12H).
e B3C-NMR, (75 MHz, CD2Cl>) 5 (ppm) = 141.14, 136.17, 135.05, 131.21, 126.20,
84.77,57.13, 39.58, 39.19, 39.06, 37.68, 33.45, 30.21, 29.17, 29.02, 25.15.

5.2.1.8 (3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlor-5-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy)(tert-butyl)dimethylsilan

~N
I ~
“
Na cl Do
cl =0 bis(1,5-cyclooctadiene) >LSi'° ~—
o, 0 (methoxy)iridium(l) /\
0 h * B-B,
Si, o o THF, 80 °C B
I~ 76% o’ ‘o
43 52 47

(3-((-Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenoxy)(tert-butyl)dimethylsilan 43
(600 mg, 1,43 mmol, 1,00 Aqg.), Bis(pinacol)diboron 52 (654 mg, 2,58 mmol, 1,20 Aq.), 4,4’-
tert-Buthyl-2,2’-bipyridin (15 mg, 0,06 mmol. 1,50 Aq.) und bis(1,5-
Cyclooctadien)(methoxy)iridium(l) (19 mg, 0,03 mmol, 0,02 Ag.) wurden in 20 mL entgastem
THF geltst. Die Reaktionslosung wurde bei 80 °C unter Rickfluss tber Nacht gerihrt.
Nachfolgend wurde das Ldsungsmittel entfernt und das Rohprodukt 47 durch
Saulenchromatographie (CH: THF 95:5) gereinigt.

e Ausbeute: 600 mg (1,09 mmol, 76%);

e Aussehen: farbloser Feststoff;

e R;=0,34 (Laufmittel: CH:THF 95:5);

e APCI-MS =m/z 577,6 (M+H");
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IH-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2) § (ppm) = 7.25 (s, 2H), 3.27 (s, 3H), 2.06 —
1.64 (m, 14H), 1.43 (s, 12H), 1.33 (s, 9H), 1.05 (s, 6H).

BC-NMR, (75 MHz, CD2Cl) § (ppm) = 151.88, 140.71, 136.28, 131.40, 130.92,
130.24, 126.32, 118.78, 84.58, 57.09, 52.12, 52.08, 39.63, 39.51, 39.16, 39.07, 37.76,
33.53, 30.25, 29.20, 29.08, 27.51, 26.07, 25.25 (d, J = 1.9 Hz), 18.86.

5.2.1.9 3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlor-5-(4,4,5-trimethyl-1,3,2-

dioxaborolan-2-yl)phenol
Cl Cl
(o] HO
(C4Ho)4NF
A e ):( A
. THF, RT

0/ 0/
S~ ~
\
B B

1
47 7

~

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden (3-((-Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-
chlorphenoxy)(tert-butyl)dimethylsilan 47 (360 mg, 0,67 mmol, 1,0 Ag.) in 20 mL THF
vorgelegt. Es wurden 0,73 mL einer 1 Molaren TBAF-Losung (0,73 mmol, 1,1 Ag.) langsam

zu getropft und Uber Nacht geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde in 50 mL EA gegeben und die

organische Phase mit gesattigter Ammoniumchlorid-Ldsung gewaschen. Nach dem Waschen

der organischen Phase wurde ber Na>SOs getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum

entfernt. Das reine Produkt 71 wurde durch S&ulenchromatographie (CH:THF 80:20) erhalten.

Ausbeute: 220 mg (0,53 mmol, 80%);

Aussehen: farbloser Feststoff;

R; = 0,65 (Laufmittel: CH: THF 80:20);

APCI-MS = m/z 431,4 (M+H");

IH-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 7.26 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.13 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 5.64 (bs, 1H), 3.19 (s, 3H), 1.9-1 — 1.60 (m, 14H), 1.25 (s, 12H).
BBC-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, CD2Cly) & (ppm) = 151.58, 140.12, 131.92,

130.14, 121.38, 118.56, 84.48, 57.11, 52.04, 39.35, 39.01, 37.49, 33.29, 30.12, 27.30,
25.77, 25.08.
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5.2.1.10 tert-Butyl(2-chlor-3-((-4'-methoxyspiro[adamantane-2,3'-[1,2]dioxetan]-4'-

yl)phenoxy)dimethylsilan

Methylenblau cl ~00.¢

~
a 3
= — Ophv o
9\ 0 9‘ 0
AN DCM, RT N
43

54

(3-((-Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenoxy)(tert-butyl)dimethylsilan 43

(26 mg, 0,062 mmol) wurde in 5 mL Methylenblau-L6ésung (0,15 % in DCM) in einem 10 mL

Schlenkrohr geldst. Es wurde Sauerstoff durch die Lésung geleitet und mit einer Lampe, welche

gelbes Licht emittiert, bestrahlt. Dabei wurde der Kolben mit einem Wasserbad gekuhlt, um die

Warme der Lampe ab zu fuhren. Es wurde 4 h bestrahlt und im Anschluss die Reaktionslésung

durch eine mit Silica gefullte Pipette filtriert, wobei mit Ethylacetat nachgespult wurde. Das

Rohprodukt 54 wurde ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: /
Aussehen: rotliches viskoses Ol.
R¢ = 0,45 (Laufmittel: Hex/EA 60:40);

IH-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl) & (ppm) = 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.29 (q, J =
8.0, 7.3 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 3.17 (s, 3H), 2.08 — 1.40 (m, 13H),
1.04 (s, 9H), 0.21 (d, J = 4.1 Hz, 6H).

13C-NMR, (75 MHz, CDzCl2) 5 (ppm) = 153.32, 133.88, 127.43, 126.54, 122.80,
112.61, 96.59, 49.86, 39.78, 37.17, 34.35, 34.13, 32.99, 32.83, 32.16, 32.09, 26.95,
26.58, 26.06, 18.87, -4.09.

5.2.1.11 tert-butyl(2-chloro-3-(-4'-methoxyspiro[adamantane-2,3'-[1,2]dioxetan]-4'-

yl)-5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy)dimethylsilane

cl o Yo,
Sl > o
i-C = Methylenblau si®
AN 0,, hv /3
—_—
oo DCM, RT oo
47 55

3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlor-5-(4,4,5-trimethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-

yl)phenol 47 (50 mg, 0,045 mmol) wurde in 5 mL Methylenblau-L&ésung (0,15 % in DCM)

gelost. Unter einem kontinuierlichen Saurstoffstrom wurde 1 h mit einer gelben Lampe
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bestrahlt. Danach wurde das Losemittel entfernt, der Rickstand erneut in Cyclohexan geldst
und tber Celite gefiltert. Das Rohprodukt 55 wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.
e Ausbeute: /
Aussehen: farbloses viskoses Ol.
e R;=0,34 (Laufmittel: CH:THF 95:5);

e !H-NMR, COSY (850 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 7.95 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.37 (t, J =
1.7 Hz, 1H), 3.14 (s, 3H), 2.12 — 1.55 (m, 14H), 1.35 (d, J = 1.9 Hz, 12H), 1.04 (d, J =
1.3 Hz, 9H), 0.25 — 0.19 (m, 6H).

e B3C-NMR, (214 MHz, CD:Clz) & (ppm) = 152.20, 132.67, 131.72, 127.76, 127.17,
112.09, 96.04, 84.26, 53.82, 49.26, 36.60, 33.76, 33.49, 32.93, 32.30, 31.51, 29.18,
26.40, 26.00, 25.48, 24.75, 24.57. -4.64

5.2.1.12 2-(2-chloro-3-(-4'-methoxyspiro[adamantane-2,3'-[1,2]dioxetan]-4'-
yl)phenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolanel?”]

5 © ~o Meﬂ;}:e::lau 5 © ~00-¢
46 9

2-(3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan 46 (25 mg, 0,12 mmol) wurde in 5 mL DCM geldst und ein Kristall Methylenblau
zugegeben. Die Reaktion wurde mit einem Isopropanol-Trockeneisbad auf -78 °C gekihlt und
4 h unter einem kontinuierlichem Sauerstoffstrom mit einer gelben Lampe bestrahlt. Danach
wurde das Losemittel entfernt, der Rlckstand erneut in Cyclohexan geldst und Gber Celite
gefiltert. Das Rohprodukt 9 wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.

e Ausbeute: /

e Aussehen: rotliches viskoses Ol.
® R;=0,40 (Laufmittel: Hex:EA 95:5);

® 'H-NMR, COSY (300 MHz, CD>Cl2) § (ppm) = 7.95 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.37 (t, J =
1.7 Hz, 1H), 3.14 (s, 3H), 2.12 — 1.55 (m, 14H), 1.35 (d, J = 1.9 Hz, 12H), 1.04 (d, J =
1.3 Hz, 9H), 0.25 — 0.19 (m, 6H).

73



Experimentalteil

5.2.1.13 3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-z-chIor-6-iodophenol[27]

c o~ c o~
1. 3eq NIS HO
N + N
DCM 0°c
I I I
57 62

62% 38%

3-((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlorphenol 44 (200 mg, 0,66 mmol, 1,00 Aq.)
wurde in einem 50 mL Schlenkkolben in 15 mL THF gel6st. Mit Hilfe einer Spritzenpumpe
wurde im Zeitraum von 5 h eine Lésung von N-lodsuccinimid (148 mg, 0,65 mmol, 0,98 Aq.),
geldst in 15 mL THF zu getropft. Nach vollstandiger Zugabe wurden 20 mL einer gesattigten
Na,S,05-Ldsung, sowie 50 mL DCM zugegeben und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase
wurde zwei Mal mit 20 mL DCM gewaschen, die vereinten organischen Phasen zwei Mal mit
NaCl-Loésung extrahiert. Die organische Phase wurde (ber Na,SOs getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung konnte nur
ein Gemisch aus einfach und doppelt iodierten Produkt isoliert werden. In der HPLC konnten
eine Trennung der Produkte gezeigt werden, die Aufreinigung im praoperativen Mafstab steht
noch aus.
e Ausbeute: /
e Aussehen: farbloses viskoses Ol;
e APCI-MS =m/z 431,0 (M+H");
e 'H-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.63 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 6.21 (s, 2H), 3.27 (s, 3H), 2.11 — 1.66 (m, 28H).
e 1BC-NMR, (75 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 151.77, 146.40, 137.26, 136.41, 132.75,
125.81, 57.44, 56.87, 39.26, 39.09, 38.99, 38.40, 37.58, 33.87, 33.49, 30.29, 30.17,
29.06, 27.48

5.2.1.14(E)-3-(4-(((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-3-chlor-2-
hydroxyphenyl)acrylsduremethylester(?’]

7

c o Pd(PPh;), PPh, ¢l o
HO N . 7 ~n/\ EtN N HO N
: ACN, 75°C 0 N
57 63 o 58

Das lodid 57 (10 mg, 0,02 mmol, 1 Ag.), Metyhlacrylat 63 (6,0 mg, 0,08 mmol, 4,0 Aq.),
Pd(PPhs)4 (0,9 mg, 0,004 mmol, 0,05 Ag.), Triphenylphosphin (0,1 mg, 0,0002 mol, 0,01 Aq.)
und Triethylamin (4 uL, 0,03 mmol, 1,5 Ag.) wurden in 0,5mL MeCN in einem 10 mL
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Schlenkrohr vorgelegt. Mit einem Olbad wurde auf 75 °C geheizt und 8 h geriihrt. Nach dem
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt 58 durch

Massenspektrometrie nachgewiesen.

e APCI-MS = m/z 389,8 (M+H?").

5.2.1.15 (E)-3-(4-(((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-3-chlor-2-
hydroxyphenylacrylsaurel?]

- Pd(PPh;), PPh, c o~
cl o e "o
HO 3
HO X M — A S
le) HO.
| ACN, 75 °C S
o
57 64 59

In einem 10 mL Schlenkrohr wurden lodid 57 (10 mg, 0,02 mmol, 1 Aq.), Acrylsiure 64
(6,0 mg, 0,08 mmol, 4,0 Aqg.), Pd(PPhs)s (0,9 mg, 0,004 mmol, 0,05 Aq.), Triphenylphosphin
(0,1 mg, 0,0002 mol, 0,01 Aqg.) und Triethylamin (4 uL, 0,03 mmol, 1,5 Aq.) in 0,5 mL MeCN
gel6st und mit einem Olbad auf 75 °C geheizt. Die Reaktionsldsung wurd8 h geriihrt und nach
dem Abkihlen auf Raumtemperatur das Losungsmittel entfernt. Das gewiinschte Produkt 59

konnte nicht nachgewiesen werden.
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5.2.2 Polymersynthese
5.2.2.1 3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropansaurebenzylester*!

OH Br.
KOH
HO' o + —_— 0
DMF, 110 °C
HO 329% HO' o]

HO
66 67 68

In ein 100 mL Schlenkkolben wurden 2,2-Bis(hydroxymethyl)propionsédure 66 (10 g,
75,0 mmol, 1,0 Ag.) und Kaliumhydroxid (5,1 g, 91,0 mmol, 1,2 Aq.) vorgelegt und in 50 mL
DMF gelost. Die Mischung wurde 1 h auf 95 °C erhitzt, um eine homogene Ldsung zu
erzeugen. Daraufhin wurde langsam 8,9 mL Benzylbromid 67 (75,0 mmol, 1,0 Aq.) zu getropft
und unter Ruhren weitere 16 h bei 95 °C erhitzt. Das Losemittel wurde entfernt und der
Riickstand in Diethylether/Wasser geldst. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit Diethylether
ausgeschittelt, die vereinten organischen Phasen wiederum drei Mal mit Wasser. Anschlieend
wurde die organische Phase tber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der gelbliche Feststoff wurde sieben Mal in Ethylacetat umkristallisiert bis keine gelbe

Verfarbung mehr sichtbar war.
e Ausbeute: 5,1 g (24 mmol, 32%);
e Aussehen: farbloser Feststoff;
e 'H-NMR, COSY (300 MHz, CDCls) § (ppm) = 7.25 (d, J = 3.3 Hz, 7H), 5.11 (s, 2H),
3.84 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 3.63 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 2.66 (s, 3H), 0.99 (s, 3H).

e BC-NMR, (75 MHz, CDCl3) é (ppm) = 175.86, 135.77, 128.78, 128.46, 127.99, 68.46,
66.84, 49.36, 17.24.

5.2.2.2 5-methyl-2-0x0-1,3-dioxan-5-carbonséaurebenzylestertl

(o]
(? 1. /\OJLCI (P

o 2. Et,N 0
— >
HO 0 THF 0-20 °C j:jko
HO 74% oo

68 69
Benzyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat 68 (5,09, 23,3 mmol, 1,0 Aqg.)
wurde in 120 mL THF gel6st und auf 0 °C gekuhlt. Zu der L6sung wurde innerhalb einer halben
Stunde 6,7 mL Chlorameisenséureethylester (70,1 mmol, 3,0 Ag.) zu getropft. Nach

Beendigung der Zugabe wurde das Eisbad entfernt und weitere 30 min gerihrt. Die
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Reaktionsldsung wurde daraufhin wieder auf 0 °C gekihlt und innerhalb einer halben Stunde
Triethylamin (10 mL, 71,8 mmol, 3,0 Ag.) zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde die
Mischung tUber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt und anschlie3end der ausgefallene Feststoff
(TEA-HCI) durch Filtration entfernt. Das Losemittel des Filtrats wurde entfernt und der
zuriickgebliebene, rétliche Feststoff drei Mal aus Ethylacetat umkristallisiert um das Produkt

69 als farblose Kristalle zu erhalten.

e Ausbeute: 4,36 g (17 mmol, 74%);

e Aussehen: farbloser Feststoff;

e H-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl2) § (ppm) = 7.35 — 7.23 (m, 5H), 5.27 — 5 .22
(m, 1H), 5.13 (s, 2H), 4.60 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 4.11 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 1.21 (s,
3H).

e 18C-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, CD:Cl2) & (ppm) = 171.51, 147.57, 135.57,
128.92, 128.47, 73.45, 68.11, 40.66, 17.61.

5.2.2.3 5-Methyl-2-0x0-1,3-dioxan-5-saurel*!]

E? H,/Pd-C OH
9 EA, RT O/j/go

O/jAO 98% oa\o
A

69 70
In ein 500 ml Schlenkkolben wurde 3-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat 69
(2,09, 8,0 mmol, 1,0 Ag.) und Pd/C (10 gew-%, 84 mg, 0,7 mmol, 0,01 Ag.) in 200 mL
Ethylacetat gelost. Uber einen Ballon wurde ein Wasserstoff Uberdruck zur Hydrierung
erzeugt, wobei sieben Ballonfullungen verwendet wurden. Die Reaktionslosung wurde uber
Celite gefiltert, um den Katalysator zu entfernen und im Anschluss das Losungsmittel um
Vakuum entfernt. Die zurtickbleibenden, farblosen Kristalle des Produkts 70 waren ausreichend

rein, um ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet zu werden.
e Ausbeute: 1,2 g (7,9 mmol, 98%);
e Aussehen: farbloser Feststoff;
e APCI-MS = m/z 160,1 (M+H"*);
e !H-NMR, COSY (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 4.57 — 4.50 (m, 2H), 4.30 (d, J =
10.2 Hz, 2H), 1.16 (s, 3H).
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e B3C-NMR, HSQC, HMBC (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 173.33, 147.42, 121.40,
72.68. 16.49

5.2.2.4 [3-(((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlor-5-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl]-5-methyl-2-0xo0-1,3-dioxane-5-carboxylat

/ /
cl o o Cl Q
o oy
o = o
°§’ HO DCC, DMAP X
OH °
0 + E——— 0
S DCM, RT b

70 71 65

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden die freie Saure 70 (47,6 mg, 0,29 mmol, 1,1 Ag.) und
das Phenol 71 (110 mg, 0,26 mmol, 1,0 Aqg.) zusammen mit 0,05 mL DIPEA (0,039 mmol,
1,5 Ag.) in 1 mL DCM vorgelegt. Die Losung wurde mit Eiswasser gekiihlt und langsam uber
eine Spritzenpumpe DCC zugegeben. Nach Beendigung der Zugabe wurde das Eisbad entfernt
und Gber Nacht weiter gertihrt. Die Ldsung wurde eingeengt und zwei Mal in Hexan geféllt.
Der Feststoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel aus dem Filtrat entfernt. Nach

Saulenchromatischer Aufreinigung konnte das Produkt 65 nicht isoliert werden.

e APCI-MS =m/z 572,8 (M+H")
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5.2.2.5 3-((Aadamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-chlor-5-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl-7-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)hexanoat
L
0/ © "
cl “ =0 J
+ (o]
Beo k\\\\«o DCM; RT
71 77 74 )r‘<
In einem 25 mL Schlenkrohr wurden 92,5 mg 3-(((Adamantan-2-yliden)(methoxy)methyl)-2-
chlor-5-(4,4,5-trimethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenol 71 (0,2 mmol, 1,0 Agq.), DMAP
(54mg, 0,04mmol, 0,2Ag.) wund 50,0mg 7-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)hexansaure 77 (50,0 mg, 0,22 mmol, 1,0 Aqg.) vorgelegt und in 1 mL DCM gelést. Die
Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und eine Lésung von DCC (55,0 mg, 0,26 mmol, 1,2 Ag.) in
1 mL DCM langsam zu getropft. Die Reaktionslosung wurde ber Nacht riihren gelassen. Im

Anschluss wurde das Losemittel entfernt und das Produkt 74 mit Hilfe von
Séaulenchromatographie (CH:THF 60:40) erhalten.
e Ausbeute: 60 mg (0,09 mmol, 45%);
e Aussehen: farbloses viskoses Ol;
e R;=0,80 (Laufmittel: CH: THF 60:40);
e APCI-MS =m/z 624,5 (M+H");
e H-NMR, COSY (300 MHz, CD2Cl>) & (ppm) = 7.54 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.46 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 6.68 (s, 2H), 3.53 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.27 (s, 3H), 2.61 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
1.43 (s, 9H), 1.33 (s, 13H).
e 13C-NMR, (75 MHz, CD2Cl2) & (ppm) = 171.63, 171.43, 147.56, 139.94, 136.52,
135.92, 134.61, 132.53, 131.23, 129.25, 125.98, 84.88, 57.42, 56.24, 39.61, 39.55,
39.15, 38.04, 37.67, 35.57, 34.68, 34.31, 33.50, 30.67, 30.35, 30.28, 29.13, 28.98, 28.75,
27.50, 26.76, 25.26, 24.89.
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5.2.2.6 Denaturierung PEG-HSA und Umsetzung mit Maleiimid(®]

78 75

Das Pegylierte-HSA 78 (10 mg) wurde in 10 mL entgastem Phosphat-Puffer (50 mM), pH 7,4,
5 M Urea, 2 mM EDTA) gel6st und fur 15 min gerthrt. Zu der Lésung wurde TCEP (0,29 mg,
0,001 mmol) hinzugefigt und fur eine weitere halbe Stunde rihren gelassen. Das mit dem
Chemilumineszenten Molekul verknipfte Maleiimid (3 mg, 0,004 mmol) wurde zur Ldsung
hinzugegeben und (ber Nacht geruhrt. Durch dreimalige Ultrazentrifugierung mit
Membranfilter wurde das Protein 75 von der Puffer-Losung getrennt und mit Hilfe von
MALDI-TOF analysiert.

e MALDI-TOF = m/z 132 kDa.

5.2.2.7 Photooxidation am Biopolymer

H,N~

O,, hv

PEO™
() methylene blue

75 76

Das funktionalisierte Biopolymer 75 (5 mg) wurde in 5 mL Wasser geldst und ein Kristall

Methylenblau zugegeben. Die Reaktion wurde mit einem Wasserbad auf 10 °C gekihlt und 4 h
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unter Sauerstoffstrom mit einer Lampe bestrahlt, die gelbes Licht emittiert. Danach wurde
durch Zentrifugierung mit Membranfiiltern das Methylenblau haltige Losemittel entfernt. Der
Rickstand wurde erneut in MilliQWasser gelost und die Zentrifugierung zwei Mal wiederholt.
Das Produkt 76 konnte in der MALDI-TOF konnte nicht detektiert werden. Lumineszenz-

Messungen ergaben ebenfalls keine Eindeutigen Ergebnisse und sind in Abbildung 95 gezeigt.

5.2.2.8 Postfunktionalisierung des Acrylsaure-D,L-Lactid-Block-Copolymert®]

B~o /(c)s)j\s OITH\OH
11 y

81 71 82

In einem 20 mL Schlenkrohr wurde Phenol 71 (32,2 mg, 0,075 mmol, 0,5 Aq.), Polymer 81
(M = 9000, 20 mg, 0,001 mmol, 0,006 Ag.) und 0,27 mL 1 M Triethylphospin-L&sung (0,27
mmol, 1,8 Aqg.) in 5 mL THF vorgelegt. Die Lésung wurde mit einem Eis/Wasserbad auf 0 °C
gekiihlt und unter Riihren innerhalb einer Stunde 4,4’ Azpyrridin (44,1 mg, 0,24 mmol, 1,6 Aq.)
geldst in 3 mL THF zu getropft- Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktionslésung tber
Nacht rihren gelassen. Das Lodsungsmittel wurde entfernt, der gelbe Rickstand in
Chloroform/DMF gel6st und die Lésung in Chloroform dialysiert. Nach drei Tagen Dialyse
kam es zu keiner Entfarbung und im NMR konnte das gewunschte Produkt 82 nicht

nachgewiesen werden.

52.29 MMA/HEMA Copolymer

Dodecanthiol o

~_0
AIBN ~~
o+ O~ —m x
o o Toluol, 65 °C y
/\o o
83 84 HO g5

In einem 50 mL Schlenkrohr wurde 1,47 mL MMA 83 (13,8 mmol, 90,0 Aq.), 0,19 mL HEMA
84 (1,53 mmol, 10 Aq.), 0,11 mL Dodecanthiol (0,46 mmol, 3,0 Ag.) und AIBN (50 mg,
1,53 mmol, 2,0 Ag.) vorgelegt und in 25 mL Toluol gel6st. Die Lésung wurde entgast und im
Anschluss auf 65 °C geheizt. Uber NMR-Spektroskopie wurde der Umsatz kontrolliert und bei
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einem Umsatz von 33% die Polymerisation durch Entfernung des Olbades sowie Beliiftung
gestoppt. Das Polymer 85 wurde zur Aufreinigung drei Mal in Hexan geféllt und via NMR und
GPC analysiert.
e GPC-Daten: M, = 3967,87; PDI = 1,65;
e 'H-NMR (300 MHz, CD2Cl2) & (ppm) =3.73 (t), 3.59 (bs), 2.01 — 1.73 (m), 1.30-1.22
(m), 1.03 (m), 0.92 - 0.77 (m).

5.2.2.10MMA/HEMA Copolymer Postfunktionalisierung

o
N:NJ‘LN/

|
/N~n/ |

N\
[e]

In einem 20 mL Schlenkrohr wurden Phenol 71 (25,8 mg, 0,06 mmol, 1,5 Ag.), MMA/HEMA-
Polymer 85 (30 mg) und 0,072 mL 1 M Trietyhlphosphin-Lésung in THF (0,072 mmol,
1,8 Ag.) vorgelegt und in 5 mL THF gel6st. Unter Kuihlung mit einem Eisbad wurde innerhalb
von 1 h eine Losung aus Azobis(N,N-Dimethylformamid) (11,0 mg, 0,064 mmol, 1,6 Ag.) in
2 mL THF zu getropft. Die Reaktionslésung wurde nach beendigter Zugabe weiter 16 h riihren
gelassen. Im Anschluss wurde das Ldsungsmitte bei Raumtemperatur entfernt und der
Riickstand in Chloroform aufgenommen. Es wurde mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung ausgeschuttelt und die Phasen durch Zentrifugierung getrennt. Anschlielend wurde die
organische Phase eingeengt und drei Tage in Chloroform dialysiert. Das gewunschte Produkt

86 konnte nicht isoliert werden.
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5.3 Chemilumineszenz-Messungen

Abbildung 93:

Abbildung 94:
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Normiertes, basislinienkorrigiertses Lumineszenzsspektrum von Molekil 55 in DMF.
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Normiertes, basislinienkorrigiertses Lumineszenzsspektrum von Derivat 54.
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Abbildung 95: Chemielumineszenzmessungen des Photooxidierten Proteins 76.
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