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Lichtinduzierte orthogonale Bildung kovalenter Bindungen durch

zwei Wellenlangen

Jan P. Menzel,® Florian Feist,’ [ Bryan T. Tuten, Tanja Weil,®! James P. Blinco*@ [l und

Christopher Barner-Kowollik*2 [c]

Abstract: Wir stellen lichtinduzierte Reaktionen in einem
Mehrkomponentensystem vor, die durch die Wahl der Wellenlange
und des Ldsungsmittels reihenfolgenunabhéngig A-orthogonal
durchgefuhrt werden kénnen. 2,5-Diphenyltetrazole werden durch
Licht einer LED mit Emissionsmaximum Amax = 285 nm mit N-
Ethylmaleimid in einer Losung aus Acetonitril und Wasser umgesetzt,
wahrend gleichzeitig vorliegende o-Methylbenzaldehyd-Thioether
nicht reagieren. Im Gegenzug werden die o-Methylbenzaldhyde durch
langerwelliges LED Licht, Ana = 382 nm, Uber eine o-
Chinodimethanzwischenstufe mit N-Ethylmaleimid in Acetonitril
umgesetzt, wahrend das entsprechende Tetrazol erhalten bleibt.
Diese unerwartete photochemische Selektivitat wird durch Kontrolle
der Menge und Wellenlange der eingestrahlten Photonen, sowie die
optischen Eigenschaften und Quantenausbeuten der Reaktanten im
ausgewahlten Losungsmittelgemisch ermdglicht.

Lichtinduzierte Ligationsreaktionen, die in einer Eintopfreaktion
durch die Wellenlange kontrolliert werden konnen, ohne
Katalysatoren oder Additive zu benétigen sind hdochst
erstrebenswert sowohl in den Materialwissenschaften, als auch in
der organischen und makromolekularen Chemie und der
Biochemie. Mit Ausnahme weniger aktueller Beispiele wurde
diese Art der Orthogonalitat, die auch als A-Orthogonalitét,!
Wellenlangenselektivitat? oder chromatische Orthogonalitétt®!
bekannt ist, nur (Ober orthogonale Bindungsspaltung,
lichtinduziertes Entfernen von Schutzgruppen,! den Einsatz von
zusétzlichen Schutzgruppen,® Zugabe von Katalysatoren,®!
Freisetzung von Stoffen aus plasmonenresonanten Liposomen!”)
oder Photoisomerisierungl® & (Photoschalter) erreicht. Weitere
Systeme haben den Nachteil, dass die Reaktionen nicht
reihenfolgenunabhéngig durchgefihrt werden koénnen. 2 9l
Zweifellos ist die Entwicklung eines katalysatorfreien
reihenfolgenunabhéngigen Ligationssystems eine erhebliche
Herausforderung.!% Im Allgemeinen ist reihenfolgenabhangige A-
Orthogonalitdt mdoglich, wenn ein lichtaktivierbares Substrat
langwelliges Licht absorbiert, welches von der anderen Substanz

[a] J.P. Menzel, F. Feist, Dr. B.T. Tuten, Dr. J.P. Blinco, Prof. Dr. C.
Barner-Kowollik
School of Chemistry, Physics and Mechanical Engineering
Queensland University of Technology (QUT)
Brisbane, QLD 4000, Australia
E-mail: christopher.barnerkowollik@qut.edu.au, j.blinco@qut.edu.au

[b] Prof. Dr. T. Weil, F. Feist
Max-Planck Institut fir Polymerforschung
Ackermannweg 10, 55128 Mainz, Deutschland

[c]  Dr.J.P. Blinco, Prof. Dr. C. Barner-Kowollik
Praparative Makromolekulare Chemie, Institut fur Technische
Chemie und Polymerchemie
Karlsruher Institut fir Technologie (KIT)
Engesserstr. 18, 76131 Karlsruhe, Deutschland

Supporting information for this article is available under:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.201901275

nicht absorbiert wird (langwelliges Licht induziert die erste
Reaktion). Die umgekehrte Reihenfolge, bei der die kurze
Wellenlange die erste Reaktion hervorruft, fuhrt in der Regel zu
unselektiver Aktivierung beider Chromophore. Im Jahr 2000
wurde von Bochet eine Kombination an Schutzgruppen
vorgestellt, die mit annehmbarer Selektivitit in einem
Eintopfsystem mit unterschiedlichen Wellenlangen abgespaltet
werden kann:[#a 40l
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Schema 1. Tetrazole and o-Methylbenzaldehyde ermdglichen A-orthogonale
Ligation: Photonen mit passendem Emissionsspektrum und Einstellen des
Wassergehalts der Losung erlauben die selektive Aktivierung von je einem
Substrat bei der entsprechenden Wellenlange, wahrend die andere Substanz
nicht reagiert. Von oben nach unten: Zusammensetzung der Mischung vor und
nach der Bestrahlung mit der jeweiligen Wellenlange; Emissionsspektrum der
LEDs und UV/Vis Spektren der Edukte (um die Genauigkeit der molaren
Attenuationskoeffizienten ¢ zu erhohen, wurden Spektren von Derivaten der
Chromophore A’ and B’, die keine lange PEG Kette enthalten aufgenommen,
siehe Hintergrundinformationen, Abschnitt 1.7).



Eine der lichtaktivierbaren Substanzen wurde mit 254-nm-Licht zu
92 % umgesetzt, wahrend die andere zu 83 % erhalten wurde.
Bei Bestrahlung der urspriinglichen Mischung mit 420-nm-Licht
wurde die letztgenannte Substanz zu 93 % umgesetzt, wahrend
die erste zu 92 % erhalten blieb. Diese Selektivitat ist
bemerkenswert fir eine lichtinduzierte Entschitzung, allerdings
sind die Reaktionen bei weitem nicht quantitativ und es werden
Bindungen gebrochen, statt neu gebildet. Ligationsreaktionen, die
durch unterschiedliche Wellenlangen ohne die Limitierung einer
vordefinierten Reihenfolge ausgefiihrt werden kénnen, sind rar:
Durch Kombination einer durch sichtbares Licht induzierten
Deaktivierung einer thermischen Reaktion mit einer UV-Licht-
aktivierten Ligationsreaktion konnte dieses Ziel indirekt erreicht
werden.*Y Von einer orthogonalen Markierung von Biomolekiilen
mit 9,10-Phenanthrenquinonen und Tetrazolen wurde berichtet,
auch wenn die Studie keine ausgiebige Untersuchung der
Selektivitat mittels NMR Spektroskopie und Massenspektrometrie
enthalt.*?  Unlangst wurde die  Reversibilitast  der
Styrylpyrendimerisierung genutzt, um Polymerketten selektiv
intra- und intermolekular zu verkniipfen,i*® sowie Makromolekiile
in reihenfolgen-unabhé&ngigen Sequenzen zu Materialien mit
verschiedenen Eigenschaften zu vernetzen.*4

Hier stellen wir ein katalysatorfreies Ligationssystem vor,
bei dem die Farbe des Lichts und der Wassergehalt der Lésung
bestimmen, welche Bindung gebildet wird, unabhangig davon,
welche Reaktion zuerst ausgelost wird, obwohl die
Absorptionsspektren  der  Reaktanten  Uberlappen. Die
reihenfolgenunabhangige A-Orthogonalitét kann potenziell fir die
Steuerung der Produktbildung durch den externen Trigger in einer
Vielzahl an Anwendungen genutzt werden, von Multi-Material-3D-
Laser-Lithographiel® {iber die Synthese von sequenzdefinierten
Makromolekilen*® bis hin zur In-vivo-Ligation.'] Aufbauend auf
unseren vorherigen Arbeiten*® haben wir das Potenzial von
Diaryltetrazolen und o-Methylbenzaldehyden als Substrate fiir die
A-orthogonale Umsetzung mit elektronenarmen Dienophilen
untersucht. Die Kombination aus dem o-Methylbenzaldehyd
Thioether A (R; = CH3(O(CHg2)2)n-, 32<n<64, Schema 1), dem
Methoxy  substituiertem  Diphenyltetrazol B (R =
CH3(O(CHy>)2)n.NHCO-, 32<n<64) und N-Ethylmaleimid (NEM)
erwies sich, auf Basis einer Analyse der Absorptivitdt und
Reaktivitdét der Chromophore, als das vielversprechendste
System. Nicht nur die optischen Eigenschaften, sondern ganz
entscheidend auch die Quantenausbeuten ®; (definiert als der
Quotient der Anzahl der gebildeten Produktmolekile und der
Anzahl der vom entsprechenden Chromophor absorbierten
monochromatischen Photonen) missen bei der Entwicklung
eines reihenfolgenunabhéngigen A-orthogonalen Systems
beachtet werden, was bereits von Feringa und Mitarbeitern
hervorgehoben ~ wurde.’®  Einerseits ist der molare
Attenuationskoeffizient von Tetrazol B’ (R, = CH3;0CO-) bei 285
nm 10.6-fach gro3er, als der des o-Methylbenzaldehyds A’ (R; =
HO((CH2)O)s(CH2)2-) - B, 285 nm = 1.76 * 10* L molt cm™%; e, 285 nm
= 1.7 * 10° L mol* em™ -, andererseits ist die Quantenausbeute
der Ligation des methoxy-substituierten Tetrazols B
naherungsweise gleich jener von Diphenyltetrazol ®ret, 285 nm
0.55 + 0.06M83 und damit sogar 34-fach gréRer, als die der
Photoenol Ligation von A mit N-Ethylmaleimid (in einem
Lésemittelgemisch mit 40 % Wasseranteil), ®a, 265 nm = 0.016 *
0.002 (siehe Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.1). In
Acetonitril mit einem Wassergehalt von weniger als 1 % ist die
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orthogonale Umsetzung der Komponenten nur eingeschrankt
moglich, da hier die Quantenausbeute der Photoenol Ligation mit
Da 285 nm = 0.057£0.007 als deutlich hdher bestimmt wurde.

Um ein tieferes Verstandnis der Selektivitat zu erlangen und
um die Zusammensetzung der resultierenden Mischung
vorherzusagen, wurde eine iterative Simulation konzipiert, indem
bereits bestehender python Quellcode weiterentwickelt wurde
(siehe Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.2).[18a 201 Mit
bekannten Konzentrationen der Edukte A, B and N-
Ethylmaleimid, deren molaren Attenuationskoeffizienten und
Quantenausbeuten kann der Fortschritt der konkurrierenden
Reaktionspfade  simuliert werden: Das Volumen der
Probenlésung wird als ein Stapel dinner Schichten (Segmente)
behandelt. Innerhalb jedes Segments verandert eine definierte
Anzahl Photonen (entweder ein Laserpuls oder im Fall einer LED
die Menge an Photonen, die wahrend eines definierten
Zeitabschnitts k auf die Probe trifft) die lokalen Konzentrationen
der Edukte und Produkte entsprechend der berechneten
Lichtabsorption und der bekannten Quantenausbeuten. Das
Endergebnis der Simulation ist der berechnete gesamte Umsatz

als Funktion der Bestrahlungszeit (der Zeitabschnitte k).
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Abbildung 1. Simulierter Umsatz der Tetrazol und Photoenol Ligation bei
Bestrahlung mit 285 nm Licht. Die Quantenausbeute fiir die Tetrazol Ligation
wurden jeweils mit @285 nm = 0.55 als Eingabewert im Algorithmus verwendet,
wahrend die Quantenausbeute der Photoenol Ligation entsprechend der
ermittelten Werte in Losemitteln unterschiedlicher Zusammensetzung variiert
wurde. Wahrend das Tetrazol zum Pyrazolin Ligationsprodukt umgesetzt wird
(grine Linie, ps, k = 10000 > 99%), erreicht der Umsatz der Photoenol Ligation
Umsétze zwischen 0.34% (®a, 285 nm = 0.0042) und 4.5% (®g, 285 nm = 0.057)
abhé&ngig von der Quantenausbeute der Photoenol Ligation.

Entsprechend der Quantenausbeuten der Photoenol Ligation in
unterschiedlichen Lésungsmittelgemischen wurde die Simulation
mehrfach ausgefihrt, (siehe Abbildung 1 und
Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.2). Im Falle eines
Experiments mit einem durchstimmbaren Laser mit bekannter
Photonenmenge kann die Simulation eine Vorhersage beziiglich
des Umsatzes und damit der Selektivitat zu einer definierten
Reaktionszeit treffen. Im Fall einer Bestrahlung mit einer LED ist
die Simulation etwas weniger prazise, insbesondere beziglich
der x-Achse, weil Unterschiede in wellenldangenabhéangigen
Quantenausbeuten, sowie die Breite der LED Emission nicht in
die Berechnung einflieBen. Dennoch lassen die berechneten
Selektivitaten darauf schlieRRen, dass eine
reihenfolgenunabhangige  A-orthogonale  Umsetzung  der
Substrate A, B und NEM in ausgewahlten Lésemitteln durch-



LED 1

Amax = 285 nm

CD;CN / D,0 NEM A
60:40 (V 2eq. 1eq.

WILEY-VCH

0\ Aa o Ba
/\,I,S \|~0/\+,? \/\u Be Bb Be /
° n Bd Ba N, o
ACNZ Ad Be N LED 2
Ab

N=
N gp Be Amax = 382 nm

m
B Nﬁcn
1eq.

O\ Aa
\{ /\,]ﬁb/
O
n
Ac Ad
Ab
A
LED 2 LED 1
Amax = 382 nm Amax = 285 nm
CD,CN CD;CN
0 > 0, > o
N ‘fo/\+°\/\ N Yooy
Ho. o BP1dY
BP2d BP1a
APd BP2a SAPd
‘lo/\‘]’ ‘[o/\l'
AP
APa " AP a app AP
AP AP
Stammlésung [Apgg + 3NaP"  [Bpys + 3Nal” Aa stammligsung Bb oA NEM ™B
Ba B¢ : AC Be
Lo ‘ ’ L th&uﬁd |
A,-sg + 3Na** J L
DLED1 (oeso [BPL,gq + Nl | [R5 o) Nt S
) BPla BPlc BPle
BP1b
L1y ‘ ’ ‘ L A, Ae BPIf BP1g
1)LED1  [AP,_, + 3Na]** [BP2, 45 + éNa]S* m: ’ U;_,
n=45 -
2) LED 2 “ W...J L
1)LED 1 A"C o T™B
’ | 2)LED 2 Bp2a BP2D APy BPZG
s = o L BP2c EPZd
1)LED2  [AP,_, + 3Na] [B,-45 + 3Na] Ap Pa \ wod,
h - )
1) LED 2 Ba Bbpg o TvE
1)LED2  [AP,_, + 3NaJ** [BP1,_,; + 3Na]** apa, APbem
2)LED1 roam >\ e AP,
‘ am\gd Ao Ap;m
- —— L Lo 1) LED 2 BPlag,, BPlc BPle NEM TNB
Simulation  Ap A B gp2 BP1 2)LED 1 - BPLf BP1g
.
I il
l 1 J I \ 1 LAMW A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
778 780 782 784 786 788 790 792 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
m/z &/ ppm
Abbildung 2. Orthogonale Reaktivitdt, nachgewiesen durch Kernmagnetresonanzspektroskopie und hochauflésende Elektrospray-lonisations

Massenspektrometrie. Oben: Reaktionsschema — Teile einer Stammlgsung aus 1.0 Ag. (1.0 mmol L) o-Methylbenzaldehyd A, 1.0 Ag. (1.0 mmol L?) Tetrazol B,
und 2.2 Aqg. (2.3 mmol L) N-Ethylmaleimid werden erst entweder mit LED 1 (Amax = 285 nm, Lésemittelgemisch aus 60 % CDsCN und 40 % D20) oder LED 2 (Amax
= 382 nm, CD3CN) und anschliessend mit der entsprechend anderen LED (jeweils in CD3CN) bestrahlt. Alle Spektren wurden mit Ausnahme des Entfernens von
Wasser und leichtflichtigen Substanzen ohne vorherige Aufreinigung aufgenommen. Links: Ausschnitt der Massenspektren, welche je vor und nach der Bestrahlung
aufgenommen wurden, sowie simulierte Signale. Rechts: Ausschnitt der entsprechenden NMR Spektren der Mischung (Fur Details, siehe Hintergrundinformationen,

Abschnitt 2.3).

fuhrbar ist. Wéhrend das Tetrazol B kein langerwelliges Licht als
345-nm-Licht absorbiert, kann die Photoenol Ligation mittels 430-
nm-Licht ausgelost werden.'®! Dies ermdglicht die bereits
etablierte A-orthogonale Ligationssequenz (Photoenol Ligation
zuerst, anschlieRend Tetrazol Ligation).l! Die Photoreaktionen
wurden jeweils mit kommerziell erhéltlichen LEDs durchgefihrt
(siehe Hintergrundinformationen, Abschnitte 1.5 und 2.3). Die
Spektren in Abbildung 2 weisen die angestrebte orthogonale
Reaktivitat nach.

Eine Stammlésung wurde vorbereitet, welche 1.0 Aquiv.
(1.7 mmol L) o-Methylbenzaldehyd A, 1.0 Aquiv. (1.7 mmol L)
Tetrazol B, and 2.2 Aquiv. (3.9 mmol L'Y) NEM in CDsCN enthélt.
Fir die jeweils erste Photoreaktion wurde im Fall der Bestrahlung
mit LED 1 mit D,O, im Fall der Photoreaktion mit LED 2 mit

CDsCN versetzt, da der Wassergehalt einerseits die
Quantenausbeute der Photoenol-Ligation absenkt, aber
andererseits bei hoheren Umsétzen zu Nebenreaktionen fihrt
(siehe Hintergrundinformationen, Abschnitte 2.1 und 2.6). Der
Uberschuss an N-Ethylmaleimid gewahrleistet, dass die
angeregten Zustande und Zwischenstufen, sofern sie gebildet
werden, auch einen Reaktionspartner finden koénnen. Vor
Bestrahlung wurde die Probenldsung mittels eines
Stickstoffstroms von Sauerstoff befreit. Der Umsatz der
Ligationsreaktion wird durch NMR Spektroskopie quantifiziert und
durch hochauflésende Elektrospray-lonisations-Massenspektro-
metrie (ESI-MS) bestatigt (Abbildung 2). Nach Entfernen
leichtfliichtiger Substanzen aus der wasserhaltigen Probe und
Versetzen mit NEM wurde die folgende Photoreaktion jeweils in



CD3CN ausgefiihrt. Sowohl die NMR-Spektren als auch die
Massenspektren zeigen, dass jede Reaktion zu vollem Umsatz
gefiihrt werden kann, wahrend die entsprechende andere
Reaktion nicht stattfindet. Die Quantifizierung ist jedoch durch die
Empfindlichkeit der NMR-Messung limitiert. Dennoch belegen die
Integrale der Signale von A (Aa, Ab, Ac und Ad) in dem NMR-
Spektrum, das nach Bestrahlung mit LED 1 (Amax = 285 nm,
zweites Spektrum von oben in Abbildung 1, siehe auch
Hintergrundinformationen, Abschnitt 1.5) aufgenommen wurde,
dass keine wesentliche Menge des o-Methylbenzaldehyds A
verbraucht wurde, wahrend Tetrazol B vollstandig zum Pyrazolin-
Ligationsprodukt umgesetzt wurde. Der jeweilige Bereich in den
Spektren, in dem ein potenziell gebildetes Photoenol-
Ligationsprodukt detektierbar sein wirde, ist durch einen roten
Kasten hervorgehoben. Es kann kein nennenswerter Umsatz
detektiert werden, obwohl A 285-nm-Licht absorbiert. In der
folgenden Photoreaktion bei Amax = 382 nm wird A zum
Ligationsprodukt AP umgesetzt, wobei dieses in einem endo/exo
Verhéltnis von 80:20 gebildet wird und Pyrazolin BP1 zu Pyrazol
BP2 rearomatisiert. Das gleiche Verhaltnis wird beobachtet, wenn
die Reaktionssequenz in der anderen Reihenfolge durchgefiihrt
wird. In diesem Fall ist BP1 das Endprodukt der Tetrazol-Ligation,
da B zuletzt umgesetzt wird. Die Ergebnisse wurden jeweils
massenspektrometrisch bestatigt und zeigen eindrucksvoll den
binaren Charakter der A-orthogonalen Ligation trotz
Uberlappender Absorptionsspektren (Schema 1).

Um das Potenzial der orthogonalen Bindungsbildung zu
ermitteln, wurden weitere Experimente durchgefuhrt. Bei
Durchfuhrung der Reaktionssequenzen ohne Zusatz von Wasser
wurde eine geringe Menge des Photoenol-Ligationsprodukts
nach Bestrahlung mit LED 1 massenspektrometrisch
nachgewiesen (siehe Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.4).
Dieses unerwunschte Produkt konnte jedoch nicht NMR-
spektroskopisch detektiert werden. Daher kann die Selektivitat
nicht genau quantifiziert werden, da mogliche lonisationseffekte
nur eine semi-quantitative Auswertung der Massenspektren
erlauben. Beide Reaktionssequenzen wurden zudem erfolgreich
in einer Mischung aus Acetonitril und Wasser durchgefiihrt, mit
der Einschréankung, wie zuvor erwahnt wurde, dass
Nebenprodukte gebildet werden (siehe
Hintergrundinformationen, Abschnitte 2.5 und 2.6). Weiterhin
wurde die Sequenz, bei der zuerst mit LED 1 bestrahlt wird, in der
Gegenwart von Sauerstoff durchgefihrt (siehe
Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.7). Wahrend die erste
Reaktion, trotz einer notwendigerweise langeren Reaktionszeit,
bemerkenswerterweise nicht beeintrachtigt ist treten bei der
folgenden Photoenol-Ligation Nebenreaktionen auf. Dennoch
kénnen die meisten der massenspektrometrisch gefunden
Spezies einem teilweise oxidierten Ligationsprodukt der
Photoenol-Ligation ~ zugeordnet werden. Die prinzipielle
Durchfuhrbarkeit der A-orthogonalen Ligationen in Gegenwart
von Sauerstoff zeigt das Potenzial fur biologische Anwendungen.
Des Weiteren konnen die Reaktionen statt sequentiell auch
simultan durchgefhrt werden, ohne dass die intermediaren
Spezies oder Zwischenstufen miteinander kreuz-reagieren (siehe
Hintergrundinformationen, Abschnitt 2.8).

Auch wenn je nach Sequenz entweder BP1 oder BP2
gebildet wird, ist fur eine Vielzahl an Anwendungen nur die
Bildung einer kovalenten Bindung notwendig, etwa bei der A-
orthogonalen Markierung von Biomolekilen, der Vernetzung in
der 3D-Laser-Lithographie oder dem Photostrukturieren von
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Oberflachen. Im Fall einer A-orthogonalen Netzwerkbildung in
einem wasserhaltigem Medium ist eine Nebenreaktion, die zur
weiteren Vernetzung der o-Methylbenzaldehydgruppen fihrt,
nicht problematisch, was die Verwendung wasserhaltiger Medien
Uber alle Reaktionssequenzen hinweg ermdglicht. Im Gegenteil:
Es wurde kirzlich gezeigt, dass eine Dimerisierung mittels o-
Chinodimethanspezies fur die Bildung polymerer Netzwerke
genutzt werden kann.?! Eine Studie zur Untersuchung der A-
orthogonalen Netzwerkbildung mithilfe von Tetrazolen und o-
Methylbenzaldehyd Thioethern wurde in unseren Laboren bereits
begonnen.

Insgesamt haben wir gezeigt, wie die prazise Bestimmung
von Quantenausbeuten bei der computergestiitzten Vorhersage
photochemischer Selektivitat helfen kann und damit zu einem
Ligationssystem filhrt, das reihenfolgenunabhéangige A-
orthogonale Bindungsbildung ermdéglicht, obwohl tberlappende
Absorptionsspektren eine inharente Hirde darstellen. Diese
Erweiterung des Arsenals an orthogonal adressierbaren
Chromophoren  wird prazise photochemische Kontrolle
anspruchsvoller Syntheseschritte in einer Vielzahl
wissenschaftlicher Bereiche erméglichen.
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Licht und Wasser bewirken
gegensatzliche Bindungs-
knipfung: Durch Licht zweier
verschiedener Farben wird je
ein Chromophor in einem
Eintopfsystem selektiv zur
Ligation aktiviert. Die
Wellenléange und der
Wassergehalt der Lésung
steuern, welche der beiden
Reaktionen  ausschliesslich
stattfindet.
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