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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Vorbemerkungen

Disziplinen der Lebenswissenschaften befassen sich in ihren Forschungen mit komplexen
biologischen Systemen, wie z.B. Zellen, Membranen oder auch Rezeptoren, deren Funktionen
verstanden und gegebenenfalls beeinflusst werden sollen. Hierfiir bedienen sie sich verschiedener
Méglichkeiten bzw. Werkzeuge. Zu diesen gehdren photoaktivierbare inaktive Biomolekiile,
sogenannte caged Verbindungen. Hierbei handelt es sich um Verbindungen, die durch Maskierung mit
photoaktivierbaren Schutzgruppen biologisch unwirksam gemacht worden sind. Eingesetzt werden
diese Verbindungen dann in dem zu untersuchenden System, indem nach Applikation und Verteilung
am Zielort durch Einwirkung von Licht das gewlinschte Biomolekil in Bruchteilen von Sekunden am
Ort der Bestrahlung freigesetzt wird und seinen Einfluss auf das ausgesuchte biologische System
offenbaren kann.

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Entwicklung von caged Verbindungen und deren
Einsatz bei der Aufklarung von biologischen Fragestellungen. Hierzu wird zunachst ein kurzer
Uberblick zur Schutzgruppenthematik und die im Rahmen der Arbeit untersuchten Biomolekiile

gegeben.
1.2 Schutzgruppen

Schutzgruppen (PGs, protecting groups) sind Strukturen, die bestimmte Funktionen eines Molekiils
blockieren und damit unerwiinschte Reaktionen verhindern. Sie kdnnen unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen wieder entfernt werden und dadurch die geschitzten funktionellen Gruppen
wieder freisetzen.' Die Wahl geeigneter Schutzgruppen ist eine entscheidende Voraussetzung fiir die
erfolgreiche Durchflihrung anspruchsvoller Synthesen, da man komplexe Zielverbindungen nur mit
einer Synthesestrategie erhédlt, welche die effiziente Abfolge geeigneter, (regio)selektiver
Transformationen ermdglicht. Die Schutzgruppen, welche verschiedene funktionelle Gruppen an
Syntheseintermediaten fiir einzelne oder mehrere Syntheseschritte maskieren, beeinflussen Lange
und Effizienz einer Synthese und sind oft der Grund fir Erfolg oder Scheitern einer
Synthesestrategie.? Es existiert zwar eine Vielzahl von Schutzgruppen'®® fiir unterschiedlichste
funktionelle Gruppen, allerdings liegen die Probleme in der Synthese oft in der Kombination
verschiedener PGs bzw. deren selektiver Abspaltung, ohne Nebenreaktionen zu verursachen.? Somit
ist neben der Planung der Synthesestrategie mit effizienten Synthesemethoden und Reagenzien auch
eine angepasste Schutzgruppenstrategie wichtig, die die Labilitdt der Syntheseintermediate und

Stabilitdt der PGs gegenlber den eingesetzten Reagenzien beriicksichtigt.

Es gibt zahlreiche Mdglichkeiten um PGs abzuspalten, welche auf chemischen, elektrochemischen,

enzymatischen und photochemischen Methoden beruhen.
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1.3 Photolabile Schutzgruppen

1.3.1 Uberblick

Durch Licht abspaltbare PGs werden als photolabil oder photoaktivierbar bezeichnet. Beim Einsatz
von photoaktivierbaren PGs (PPGs, photoremovable protecting groups) sind auBer dem fir die
Photolyse bendtigten Licht keine anderen Reagenzien nétig. Vorteile des Lichts gegenuber
chemischen Reagenzien sind, dass es homogen in das Reaktionsvolumen eingestrahlt werden und
dass gegebenenfalls durch moderne Lasertechnik eine hohe Lichtdosis in sehr kurzer Zeit zur
Anwendung kommen kann. Der Einsatz von PPGs in der Synthese neben anderen PGs, welche durch
Sauren, Basen oder Oxidations-/Reduktionsmittel abgespalten werden, ermdglicht zudem eine
orthogonale Abspaltung. Somit sind PPGs ein gutes Werkzeug bei Synthesen, in denen der Einsatz
verschiedener PGs nebeneinander nétig ist. Der Einsatz von Licht kann sowohl raumlich als auch
zeitlich gesteuert werden und flhrt mit starken Lichtquellen zu einer effizienten Photolyse und sehr
schnellen Photospaltungen. Somit sind PPGs auch wichtige Werkzeuge beim Maskieren von
Biomolekiilen, um schnelle biologische Prozesse zu untersuchen.®** In diesen Fallen spricht man von
,Caging-Gruppen' fur die PPGs bzw. caged compounds oder caged Verbindungen fir die maskierten
Biomolekiile. Inzwischen existieren verschiedene PPGs die mit Licht der Wellenlangen 330-420 nm
abgespalten werden, was den Einsatz der PPGs in biologischen Systemen sehr attraktiv macht. Von
BOCHET et al. und KOTZUR et al. gibt es auch erfolgversprechende Studien fir den gleichzeitigen
Einsatz verschiedener PPGs nebeneinander, die durch Licht verschiedener Wellenlange orthogonal

abgespalten werden konnen.’ Insgesamt finden PPGs Anwendung in der préparativen organischen'®

und kombinatorischen Chemie,” in der Photolithographie**® und in der Biochemie.****

Der erste publizierte Einsatz einer PPG stammt von BARLTROP und SCHOFIELD aus dem Jahr 1962.%°
Die Aminoséaure Glycin wurde an der Aminofunktion mit dem Benzyloxycarbonyl-Rest geschitzt und
durch Photolyse bei 254 nm wieder freigesetzt. Seitdem ist eine Vielzahl von PPGs, die auf

verschiedenste Problemstellungen bzw. Anforderungen zugeschnitten sind, entwickelt worden.**
¢,9b,¢,10

Abbildung 1-1 gibt eine Ubersicht Giber verschiedene erfolgreich eingesetzte PPGs. Die aufgefiihrten
Nitrobenzyl- und Cumarinylmethyl-Schutzgruppen, die unter anderem Gegenstand der vorliegenden
Arbeit sind, werden in den Kapiteln 1.3.2 und 1.3.3 ausfuhrlich diskutiert.
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A\ A\
ON ON @E,} A
-~

NO, MeO 0~ Yo
NB NPE NI MCM
2-Nitrobenzyl 1-(2-Nitrophenyl)ethyl 7-Nitroindolin-1-yl (7-Methoxycumarin-4-yl)methyl
Et,)N O (6} (HOOCH,C),N O (6} HO O 6}
DEACM BCMACM BHCM
[7-(Diethylamino)cumarin-4-yljmethyl {7-[Bis(carboxymethyl)amino]- (6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl

cumarin-4-ylimethyl

Desyl pHP BHQ
Desoxybenzoinyl p-Hydroxyphenacyl (8-Brom-7-hydroxychinolin-2-yl)methyl

Abbildung 1-1: Photolabile Schutzgruppen.

Die in Abbildung 1-1 gezeigte Desyl-Gruppe wurde von SHEEHAN et al. als PPG fir Carbonsauren
eingefiihrt."’ Desyl-PPGs zeigen hohe Quantenausbeuten und schnelle Freisetzungsraten, sind aber
schlecht wasserldslich und besitzen nur eine geringe Toleranz gegeniiber Strukturmodifikationen.''®

AuBerdem absorbieren Desyl-Chromophore relativ schlecht im langwelligen UV-Bereich.

Caged Verbindungen mit pHP-PPGs'® sind relativ gut wasserldslich, besitzen ziemlich hohe
photochemische Quantenausbeuten sowie schnelle Freisetzungsraten und das bei der Photospaltung
entstehende Nebenprodukt, p-Hydroxyphenylessigsaure, ist ungiftig und sein Absorptionsspektrum ist
zu dem der PPG hypsochrom verschoben. Aber alle pHP-geschiitzten Verbindungen besitzen nur
kleine Extinktionskoeffizienten im Wellenlangenbereich oberhalb von 320 nm, was die Photoeffizienz

in diesem Bereich stark einschrankt.

Die BHQ-Gruppe und Derivate davon wurden von DORE et al. als PPGs fur Carbonsauren
eingefiihrt.”® BHQ-geschiitzte Verbindungen weisen hohe photochemische Quantenausbeuten und
kleine Fluoreszenzquantenausbeuten auf, allerdings sind auch hier die Extinktionskoeffizienten im

langwelligen UV-Bereich relativ gering.
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1.3.2 Schutzgruppen vom Nitrobenzyl-Typ

Die NB-PPG ist weit verbreitet und gilt als gut untersucht.” Sie wurde zum ersten Mal 1966 von
BARLTROP et al. beschrieben, welche berichteten, dass die Photolyse von 2-Nitrobenzylestern zur

Riickbildung der freien Carbonsauren und Freisetzung einer 2-Nitrosocarbonyl-Verbindung fiihrt."

In der Folge wurden viele Derivate der NB-PPG hergestellt und erfolgreich eingesetzt. Ein groBer
Vorteil von NB-PPGs ist die kommerzielle Verflgbarkeit der entsprechenden Einfihrungs-
reagenzien.'® NB-PPGs wurden zum Schiitzen von Sauren,*'* Aminen,'® Alkoholen,® Thiolen'” und
Carbonylverbindungen'® eingesetzt. Auch als photolabile Linker in Festphasensystemen'® und als
PPGs in der DNA-Chip-Synthese® finden verschiedene NB-Derivate Anwendung. In Abbildung 1-3

sind einige weitere erfolgreich eingesetzte NB-PPGs aufgezeigt.

ol Oy RA

COOH
OXO
CNB . DMNB NPP 1,2-Bis(2-nitrophenyl)ethyl-
a-Carboxy-2-nitrobenzyl  4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl 2-(2-Nitrophenyl)propy! 1,2-dioxy

Abbildung 1-3: Wichtige NB-PPGs.

Nachteile beim Einsatz von NB-PPGs sind die als Photolyseprodukte entstehenden 2-Nitrosocarbonyl-
Verbindungen (vgl. Abbildung 1-4), welche bei Freisetzung in biologischen Systemen toxisch wirken
kénnen und auBerdem unibersichtliche Folgereaktionen zu sekundéaren Photoprodukten eingehen.
Letztere absorbieren Licht im gleichen Wellenlangenbereich wie die NB-PPGs, was nachteilig fur die
photolytische Spaltung ist. Die Bildung dieser sekundaren Photoprodukte kann durch Zugabe von
Abfangreagenzien, wie z.B. Thiosemicarbazid, weitgehend unterdrlickt werden. Da die Freisetzung
der geschitzten Molekile im Millisekundenbereich liegt, eignen sich NB-PPGs nicht zur Untersuchung
sehr schneller biologischer Prozesse. Trotz geringer Extinktionskoeffizienten im Wellenlangenbereich

oberhalb von 300 nm ist die Photospaltung bei NB-geschitzten Verbindungen ausreichend effektiv.

Der Photolysemechanismus bei NB-geschtitzten Verbindungen ist in Abbildung 1-4 aufgefiihrt.”’

Der Mechanismus startet nach der Anregung durch UV-Licht mit einer Photoredoxreaktion.
AnschlieBend findet eine intramolekulare 1,5-Wasserstoff-Verschiebung statt, was die aci-Nitro-
Zwischenstufe zur Folge hat. Diese cyclisiert zum Benzisoxazol, welches dann durch Ringéffnung zu
einem Hemiacetal umlagert und abschlieBend unter Abspaltung einer 2-Nitrosocarbonyl-Verbindung

zur entschitzten Verbindung HX fuhrt.
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Abbildung 1-4: Mechanismus der Photospaltung von 2-Nitrobenzyl-Verbindungen.?'

Durch Einfihrung von Substituenten mit Elektronendonator-Eigenschaften wie z.B. Methoxy-Gruppen
am aromatischen Ring, kann das langwellige Absorptionsmaximum bathochrom verschoben werden.
Die fihrt zu der sehr haufig eingesetzten 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-PPG (DMNB).22 Die zuséatzliche
Einfihrung einer Carboxy-Gruppe in die o-Position des NB- und des DMNB-Restes hat einen
positiven Einfluss auf die Quantenausbeute und die Ldslichkeit der PPG.% Das Vorhandensein einer
Methylgruppe in der o-Position der NB-Gruppierung filhrt zu den NPE-Derivaten (Abbildung 1-1).2*
NPE-geschitzte Verbindungen werden photolytisch schneller gespalten als NB-Derivate und bei der

Photoreaktion entsteht ein weniger toxisches Nitrosoketon.

Um schédliche Effekte der 2-Nitrosocarbonyl-Verbindung zu vermeiden, kann alternativ die von
PFLEIDERER et al. eingefihrte und in Abbildung 1-3 gezeigte 2-(2-Nitrophenyl)propyl- (NPP) bzw. 2-(2-
Nitrophenyl)propoxycarbonyl-Gruppe (NPPOC) eingesetzt werden. Die Photolyse verlauft hier nach

einem anderen Mechanismus und es wird Nitrostyrol als Photolyseprodukt gebildet.”®

Als NB-Schutzgruppenreagenz fiir Carbonylverbindungen filhrten HEBERT und GRAVEL 1974 das (2-
Nitrophenyl)ethan-1,2-diol ein,®® welches mit dem Substrat in der Gegenwart von PPTS zu einer
photolabil geschiitzten Verbindung, dem (2-Nitrophenyl)-substituierten 1,3-Dioxolan, umgesetzt wurde
(Abbildung 1-5). Bei Bestrahlung der geschitzten Carbonylverbindung mit Licht entstanden -

Hydroxy-o-nitrosoacetophenon und die entschitzte Carbonylverbindung.
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Abbildung 1-5: Synthese und Photolyse von 2-Nitrophenyl-substituierten 1,3-Dioxolanen.

(2-Nitrophenyl)ethan-1,2-diol setzte GRAVEL 1983 fiir die Maskierung verschiedener Biomolekile mit
Carbonylfunktion ein.® BLANC et al. entwickelten 2002 1,2-Bis(2-nitrophenyl)ethan-1,2-diol als
Schutzgruppen-Reagenz  fir Carbonylfunktionen mit deutlich besseren photochemischen
Eigenschaften.'®® Um die Schutzgruppe weiter zu verbessern, fiihrten KANTEVARI et al. zusétzlich vier

Methoxysubstituenten an den Aromaten ein.'®

In den letzten Jahren wurden auch PPGs fir Carbonylfunktionen, die auf dem Salicylalkohol-
Chromophor basieren, entwickelt.?” Dabei handelt es sich jedoch um stark hydrophobe Verbindungen,
so dass ihr Einsatz unter physiologischen Bedingungen nur duBerst begrenzt mdéglich ist. Ausserdem

weisen die Verbindungen relativ geringe Extinktionskoeffizienten auf.

Die 1981 von PAss et al. eingefiihrte 7-Nitroindolinyl-PPG (NI, Abbildung 1-1)*® wurde als PPG fiir
Amine, Alkohole und Carbonsauren eingesetzt.?'®*® Der NI-CHromophor absorbiert relativ langwellig.
Weitere entwickelte Derivate der NI-Schutzgruppe absorbieren zwar auch langwellig, besitzen aber
durch kleine Extinktionskoeffizienten relativ schlechte Photoeffizienzen. Somit eignen sich caged
Verbindungen mit diesem Chromophor ausschlieBlich in Systemen, bei denen nur geringe
Konzentrationen des Biomolekiils freizusetzten sind bzw. lange Photolysezeiten oder hohe

Lichtintensitéten eingesetzt werden kdnnen.
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1.3.3 Schutzgruppen vom Cumarin-Typ

(Cumarin-4-yl)methyl(CM)-Chromophore zeigen als photolabile Schutzgruppen ein hohes Potential fir
biologische Anwendungen, da sie (ber hohe Extinktionskoeffizienten verfligen, verhaltnisméaBig
langwellig absorbieren und offenbar keine toxischen Wirkungen auf biologische Systeme hervorrufen.

Das fUhrte dazu, dass CM-PPGs oft in biologischen Studien Anwendung fanden.

Der erste Einsatz eines CM-Chromophors als PPG wurde 1984 von GIVENS et al. beschrieben
(Abbildung 1-6). Die Autoren bestrahlten [(7-Methoxycumarin-4-yl)methyl]ldiethylphosphat mit Licht der
Wellenlange 360 nm und erhielten Diethylphosphat und 4-(Hydroxymethyl)-7-methoxycumarin (MCM-
OH).%¥

OOt
1 OEt
OH
hy
(0] OEt
S S * \\'i(OEt
H,0 OH
MeO O (6] MeO O (6]
MCM-diethylphosphat MCM-OH

Abbildung 1-6: Photolyse von MCM-diethylphosphat.

Spéter entwickelte der Arbeitskreis um HAGEN die sehr effizienten und langwellig anregbaren [7-
(Dimethylamino)cumarin-4-yljmethyl(DMACM)-,*'  [7-(Diethylamino)cumarin-4-yljmethyl(DEACM)- %
und {7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yljmethyl(BCMACM)-PPGs.* Letztere PPG zeichnet sich
zusatzlich durch eine sehr gute Wasserléslichkeit aus. Die von FURUTA et al. eingefiihrte (6-Brom-7-
hydroxycumarin-4-yl)methyl(BHCM)-PPG*  besitzt ebenfalls sehr gute photochemische und
photophysikalische Eigenschaften, ist jedoch in wéssrigen Pufferlésungen nur eingeschrankt 1éslich
und zeigt nur bei pH-Werten >7 langwellige Absorptionsmaxima. DMACM-, DEACM-, BCMACM- und
BHCM-geschiitzte Verbindungen kénnen auch durch 2-Photonen-Anregung gespalten werden.?*%%
30,34,35b,c,36

CM-PPGs wurden zum Schutz von Sauren
34,35b,36b,37 Alkoholen23b,35b,36b,38

und in Form der (Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-

und Thiolen®3%39

PPGs auch zum Schutz von Aminen, eingesetzt.
2003 verwendeten DORE et al. 6-Brom-4-(1,2-dihydroxyethyl)-7-hydroxycumarin als Reagenz fir die
Uberfiihrung von Aldehyden und Ketonen in caged Verbindungen mit Dioxolan-Struktur.*® Leider
weisen diese Dioxolan-Verbindungen relativ geringe photochemische Quantenausbeuten und
schlechte Ld&slichkeiten in wassrigen Medien auf. Das macht sie fir Anwendungen unter

physiologischen Bedingungen nur eingeschrankt einsetzbar.

Der Photolysemechanismus von (7-Methoxycumarin-4-yl)methyl-geschiitzten Sduren wurde 1999 von

SCHADE et al. aufgeklart (siehe Abbildung 1-7) und ergab, dass es sich um eine

I6sungsmittelunterstitzte Photoheterolyse handelt.®®®
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Abbildung 1-7: Photolysemechanismus von MCM-Estern.**?

h.%*! Die abgespaltenen (Cumarin-4-yl)methyl-

CM-PPGs zeigen eine Photospaltung im ns-Bereic
Alkohole besitzen teilweise starke Fluoreszenzen, die als Indikator fir den Ort und die Menge des
freigesetzten Substrats genutzt werden kénnen.* Ein weiterer Vorteil der CM-PPGs ist, dass viele der
genannten Eigenschaften von den Substituenten am CM-Gerlst abhangig sind und so individuell auf

spezifische Anforderungen zugeschnitten werden kénnen.
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1.4 Photoaktivierbare inaktivierte Biomolekiile (caged
Verbindungen)

Mit PPGs maskierte Biomoleklle (caged Verbindungen) sind in den letzten Jahren wichtige
Werkzeuge fur zeitlich und radumlich aufgeléste Analysen von zellphysiologischen Prozessen
geworden. Die in diesem Zusammenhang benutzten Begriffe caged compounds bzw. caging groups
fihrte KAPLAN 1978 ein, als er erstmals ein photoaktivierbares inaktiviertes Biomolekil, NB-caged
ATP, in einem biologischen System einsetzte.** In caged Verbindungen ist die pharmakophore
Gruppierung des Biomolekiils durch eine PPG so verandert, dass sie ihre Funktion nicht mehr
ausiben kann. Als Folge wird die caged Verbindung inaktiv. Setzt man das Biomolekil mit rAumlich
und zeitlich gesteuerten Lichtimpulsen wieder frei, wie schematisch in Abbildung 1-8 dargestellt, Gbt

es seine Wirkung sofort wieder aus.

&g OO
Biomolekdil » “ Photolys
Bindung an

die PPG

Abbildung 1-8: Schematische Darstellung der Synthese und Photolyse einer caged Verbindung.

Die experimentellen Méglichkeiten, die sich durch den Einsatz von caged Verbindungen ergeben, sind
sonst nur schwer oder gar nicht zu realisieren. Durch den Einsatz von Photolampen oder Lasern kann
punktgenau und sehr schnell auch innerhalb von Zellen eine relativ groBe Menge eines Biomolekuls
freigesetzt werden. Diese mit Licht gesteuerten Konzentrationsspringe biologisch aktiver
Verbindungen lassen sich so elegant mit keiner anderen Methode erreichen. Ein wichtiger Anspruch
maBgeschneideter caged Verbindungen ist die schnelle Photospaltung, die schneller ablaufen muss
als der zu untersuchende biologische ProzeB. Um Schaden durch UV-Licht zu minimieren und
gleichzeitig auch die Eindringtiefe des Lichts in Gewebsschichten zu erhdéhen, wurden caged
Verbindungen entwickelt, die durch IR-Licht (2-Photonen-Anregung) photolysiert werden

9¢,13a,33-34

kénnen. Die Freisetzung der Biomolekile durch hochfokussierte IR-Laserimpulse erdffnet in

vielen Féllen erst die Mdglichkeit die caged Verbindungen auch in Geweben einzusetzen.

Heute finden photolabile maskierte Biomolekile von intrazellularen Botenstoffen, Neurotransmittern,
diversen Pharmaka und anderen verschiedenste biochemische und zellbiologische Einsatzgebiete. Es
gibt Beispiele bei denen caged Verbindungen bei der Regulation von Enzymaktivitaten,” bei der

Genexpression,* bei Studien von Signaltransduktionsmechanismen®® und bei der Synthese von
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Biochips®*® Anwendung finden. Caged Derivate wurden von Ca®**

Inositolen,* Nucleotiden,?**%%3%° peptiden,® Enzymen,”® mRNA®® und DNA*** eingefiihrt.

Neurotransmittern, 2248

Bei der Entwicklung von caged Verbindung sind verschiedene Kriterien zu beachten. Zunachst muss
das maskierte Biomolekil in dem biologischen System inaktiv sein. Ferner sollte die geschitzte
Verbindung eine mdglichst groBe Ldslichkeit unter physiologischen Bedingungen aufweisen und
natirlich unter diesen Bedingungen ausreichend stabil sein, damit das Biomolekil erst an dem
Einsatzort zur definierten Zeit durch Licht freigesetzt wird und nicht schon vorher durch Hydrolyse der
caged Verbindung. Bei bestimmten Fragestellungen ist eine Membrangangigkeit des maskierten
Biomolekiils erforderlich. Sehr wichtige Parameter bei der Auswahl der einzusetzenden Chromophore
sind hohe Extinktionskoeffizienten bei 4 >320 nm und hohe photochemische Quantenausbeuten. Die
nach der Photolyse erhaltenen Abspaltungsprodukte sollten keine toxischen Auswirkungen auf Zellen
haben und eine mdglichst geringe Absorption in dem Bereich des Absorptionsmaximums der caged
Verbindung besitzen. Da viele der zu untersuchenden biologischen Prozesse in dem ps- bis s-Bereich
ablaufen, ist eine schnelle und vollstandige Freisetzung der Biomolekile, mdglichst in ns- bis ps-
Bereich, ein wichtiges Kriterium. Caged Verbindungen sollten idealerweise auch durch 2-Photonen-

Anregung gespalten werden kdnnen.

Wenn man sich die Untersuchungen betrachtet, bei denen caged Biomolekiile eingesetzt wurden,
stellt man fest, dass es eigentlich keine caged Verbindung gibt, die allen oben aufgefihrten
Anforderungen gerecht wird. Viele haben eine zu geringe Photoeffizienz, zeigen eine zu langsame
Freisetzung des Biomolekils, bilden toxische Photolyseprodukte, sind nicht hydrolysestabil unter
physiologischen Bedingungen oder sind in viel zu geringen Konzentrationen in wassrigen Medien
I6slich. Daher ist die Entwicklung neuer PPGs bzw. die Weiterentwicklung bestehender PPGs flr
unterschiedlichste Biomolekiile und Anwendungen notwendig. Caged Verbindungen sind ein immer

gefragteres Werkzeug in der Biochemie und Biophysik.
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1.5 Ubersicht (ber im Rahmen dieser Arbeit bearbeiteten
Biomolekiile

1.5.1 Dopamin, Octopamin (Neurotransmitter) und Epinastin
(Octopamin-Antagonist)

Zahlreiche caged Verbindungen von Neurotransmittern wurden bisher synthetisiert und bereits haufig
erfolgreich eingesetzt. So wurden caged Verbindungen von Glutamat,®**®
(GABA), %% Phenylephrin,®’  Dopamin,®®  Glycin,®**®  Alanin,*®  g-Alanin,**®®  34-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA)®® und Carbamoylcholin®®*® beschrieben. Als Chromophore wurden
zunachst der NB-, DMNP- und NPE-Rest eingesetzt.*®*%02%705%61 gnater wurden meist der CNB-,
MNI-, BHC- und auch der DEACM-Chromophor verwendet.>*#85%65705%¢ kinrzlich wurden mit
Noradrenalin®® und GABA® auch Neurotransmitter in BCMACM-Derivate (iberfiihrt und 2010 wurde

von SALIERNO et al. mit dem in Abbildung 1-9 gezeigten Ruthenium-bipyridin-Komplex von Glutamat

»Aminobuttersaure

ein interessanter véllig neuer Typ von caged Verbindungen vorgestelit.®®

— — 2+ — — 2+
/ HO
OH h - e}
HVO P\ '
0O 2
H2N un
(0]
© o
€]

Abbildung 1-9: Struktur und Photolyse von [Ru(bpy)z(PMes)(Glu)J**.%%

Der Vorteil der CM-caged Verbindungen liegt neben der ausgezeichneten Extinktion im langwelligen
UV-Bereich vor allem in der Empfindlichkeit gegenlber einer 2-Photonen-Anregung. Fir das von
FURUTA et al. eingefiihrte BHCMOC-caged Glutamat wurde z.B. eine 2-Photonen-Quantenausbeute
von 0,95 GM (GM = Goéppert-Mayer) gefunden.

Abzuwarten bleibt der Nutzen der Ruthenium-bipyridin-Komplexe. Fir das entsprechende caged
Glutamat wurden ein hoher Extinktionskoeffizient bei Anax =450 nm und eine sehr schnelle
Freisetzung innerhalb von 50 ps beschrieben. Allerdings sind die 1- und 2-Photonen-

Quantenausbeuten mit 0,001 bzw. 0,14 GM vergleichsweise maBig.

An den verschiedenen aktuellen Publikationen mit caged Neurotransmittern zeigt sich, wie interessant
diese Werkzeuge flr Untersuchungen komplexer Mechanismen im zentralen Nervensystem (ZNS)
sind. Jedoch stellt sich immer wieder heraus, dass viele der eingeflhrten caged Verbindungen
bezuglich ihrer Eigenschaften nicht optimal sind. Deshalb ist die Suche nach neuen caged

Neurotransmittern mit verbesserten Eigenschaften nach wie vor aktuell.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Phototrigger der Neurotransmitter Octopamin, Dopamin
und Epinastin entwickelt, welche im Arbeitskreis von D. EISENHARDT (FU Berlin) eingesetzt werden

sollen. Nachfolgend werden die Biomolekule naher beschrieben.

p,.-Octopamin

Bei dem biogenen Amin Octopamin (Struktur siehe Kapitel 2, Abbildung 2-1) handelt es sich um einen
Neurotransmitter, der bei der Steuerung von komplexen Verhaltensmustern bei wirbellosen Tieren
(Inver’[ebraten)64 wie dem Sozialverhalten, dem Biorhythmus, dem Fluchtverhalten und dem
Lernverhalten bzw. der Ged&achtnisbildung eine wichtige Rolle spielt. So wurde entdeckt, dass
Octopamin als Neurotransmitter fiir die Motorik bei Heuschrecken verantwortlich ist®® und bei
bestimmten Formen des Lernens und der Gedachtnisbildung in Hummern® und Honigbienen, Apis

mellifera,’” von Bedeutung ist. Besonders die Studien in der Honigbiene®’%®

zeigen den Einfluss des
Octopamins auf die empfindlichen Rezeptoren an sensorischen und motorischen Neuronen im ZNS

und somit seine Effekte bei komplexen Verhaltensreaktionen.

In Wirbeltieren (Vertebraten) spielt Octopamin offenbar keine physiologische Rolle.*** Da aber
Noradrenalin das monohydroxylierte Derivat vom Octopamin ist, gibt es Vermutungen, dass das
octopaminerge System in Invertebraten funktionell dem adrenalinergen System in Vertebraten

entspricht.”

In vielen Arbeiten wird gezeigt, dass physiologische Verhaltensreaktionen der Signalwirkung des
Octopamins zugeordnet werden miissen.®*”" In Untersuchungen zum olfaktorischen Lernen wird das
proboscis extension response (Ausfahren des Russels als Antwort auf bestimmte Reize, PER) als

67072 Bej dieser klassischen Konditionierung,” wird

Paradigma fir das Lernen der Honigbiene benutzt.
der Biene erst ein Duft (conditioned stimulus, CS) prasentiert und kurz danach werden ihre Antennen
mit Zucker stimuliert (unconditioned stimulus, US), was zu einer unkonditionierten Reaktion (UR), in
diesem Fall PER (Ausfuhr ihres Russels), fuhrt und somit zur Belohnung durch Aufnahme des
Zuckers. Ziel ist es, dass die Biene lernt den Geruch mit der Zuckergabe zu assoziieren und in
Wiederholungen als konditionierte Reaktion (CR) auch PER zeigt. Bei entsprechenden
Untersuchungen reagierten 80 % der Bienen schon nach einem Experiment auf den Duft mit PER und
es wurde ein Neuron (VUM,,) identifiziert, welches den US bei der olfaktorischen Konditionierung in
der Honigbiene herbeifihren kann.”* Weiter konnte gezeigt werden, dass elektrische Stimulation
dieses Neurons oder eine Injektion des Neurotransmitters Octopamin ins Gehirn (Abbildung 1-10)
entweder in die Loben der Antennen oder in die Kelche der Pilzktirper75 ersatzweise fir den US bei
der olfaktorischen Konditionierung eingesetzt werden kdnnen. Somit hat das VUM, ahnliche

Eigenschaften wie dopaminerge Neuronen im Mittelhirn von Vertebraten.
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calyces c

Abbildung 1-10: 1) Das Gehimn der Honigbiene: A) Frontaler 3 dimensionaler Uberblick;"® B) Zusammenfassende
Ansicht des CS(blau)- und des US-Signalwegs (rot) bei der klassischen olfaktorischen Konditionierung.””

2) Darstellung des Gehirns der Honigbiene mit dem VUMmyi-Neuron mit angezeichneten Loben der Antennen und
Kelchen der Pilzkérper.”

Bisher ist die konkrete Rolle des Octopamins in der klassischen Konditionierung noch unklar.
Zahlreiche biochemische Studien zeigen, dass Octopamin an Membranproteine bindet, die zu der
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehéren. Aktivierung dieser Rezeptoren
durch Octopamin fuhrt zu Konzentrationsdnderungen der sekundaren Botenstoffe cAMP, cGMP,
Inositoltrisphosphat (IP3) und Ca®*.”® Einer dieser Rezeptoren in der Biene (AmOA1) wurde 2003
kloniert und seine Funktion charakterisiert.”

Um die Funktion des Octopamins in bestimmten Arealen des Bienengehirns im Detail zu untersuchen
und seinen Einfluss auf das Lernverhalten bzw. die Gedéchnisausbildung besser zu verstehen, wird
caged Octopamin als hilfreich erachtet. Bisher sind keine photoaktivierbaren, inaktivierten Octopamin-
Verbindungen bekannt.

Dopamin

Dopamin (Struktur siehe Kapitel 2, Abbildung 2-1) ist ein biogenes Amin das zu den Gliickshormonen
gezéahlt wird.
Dopaminerge Neuronen von Saugetieren befinden sich vor allem im Mittelhirn, aber auch im

Zwischen- und Endhirn, wo eine Vielzahl von Ilebenswichtigen Steuerungs- und
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Regulierungsmechanismen vom Dopamin abhangen. Zusatzlich ist es ein wichtiger Neurotransmitter
im vegetativen Nervensystem. Hier beeinflusst es die Regulierung der Durchblutung innerer Organe.
In den dopaminergen Neuronen dient es der Reizlbertragung Uber den synaptischen Spalt. Beim
Menschen werden die Krankheit Morbus Parkinson und Psychosen mit Fehlfunktionen des
dopaminergen Systems in Verbindung gebracht. Zudem wird Dopamin eine groBe Rolle bei
Suchterkrankungen zugeschrieben. Dopamin wird in einigen Landern als Medikament gegen das

Restless-Legs-Syndrom eingesetzt.

Da bei der klassischen Konditionierung mit Belohnung gearbeitet wird und Dopamin ein wichtiger
Neurotransmitter im ,Belohnungssystem' ist, spielt Dopamin auch bei den Signalwegen des Lernens
eine wichtige Rolle. Es gibt verschiedene Arbeiten, die diesen Einfluss auf das Lernverhalten

dokumentieren.®

LEE et al. beschrieben 1996 das erste und einzige caged Dopamin-Derivat.”® Wie in Abbildung 1-11
gezeigt, handelt es sich dabei um CNB-caged Dopamin. Die photochemischen Eigenschaften wurden
nicht beschrieben, sondern es wurde davon ausgegangen, dass es ahnliche Eigenschaften wie das
CNB-caged Phenylephrin57b aufweist. Hierflr wurde eine 1-Photonenquantenausbeute von 0,28 bei
einer Photofreisetzung im 100-200 ms Zeitfenster gefunden.’”® Dopamin wurde durch Bestrahlung von
CNB-caged Dopamin bei 254 nm freigesetzt und verschiedentlich zur Untersuchung dopaminerger

Signalwege eingesetzt.*®®'

o)
OH HO o
NO2 O L’ D\/\ *
HO NH, NO O

Abbildung 1-11: Photolyse von CNB-caged Dopamin.58

Epinastin

Epinastin (Struktur siehe Kapitel 2, Abbildung 2-1) ist ein Antihistaminikum und wird zur Linderung der
Beschwerden bei allergischen Bindehautentziindungen eingesetzt. Da es ein potenter H1-Antagonist
ist, besetzt Epinastin die Histamin-Bindungsstellen am Rezeptor und verhindert somit die allergische

Reaktion.

In Insekten besitzt Epinastin eine hohe Affinitat fir octopaminerge Rezeptoren in Neuronen. Gezeigt
wurde dies bei den neuronalen Octopamin-Rezeptoren in Heuschrecken und im ZNS der
Honigbiene.® Da Epinastin in Insekten eine sehr geringe Affinitat fiir die Rezeptoren der anderen
biogenen Amine wie Dopamin, Histamin und Thyramin besitzt, gilt es als hoch spezifischer Antagonist
fir Octopamin-Rezeptoren® und ist hilfreich bei der Analyse der octopaminergen Signalwege in

Invertebraten.

Caged Epinastin-Verbindungen waren bisher nicht bekannt.
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1.5.2 Anisomycin und Emetin (Proteinsyntheseinhibitoren)

Innerhalb von Zellen werden Proteine durch Proteinsynthese (PS) gebildet. Die PS wird in die zwei
Schritte Transkription und Translation geteilt. Die Transkription findet im Zellkern statt. Bei diesem
Schritt der PS wird ein Gen aus der DNA abgelesen und in mRNA (messenger ribonucleic acid)
transkribiert. Ist das Gen abgelesen, katalysiert die RNA-Polymerase die Synthese des
komplementaren RNA-Stranges aus Ribonukleosidtriphosphaten, ATP (Adenosintriphosphat), UTP
(Uridintriphosphat), CTP (Cytidintriphosphat) und GTP (Guanosintriphosphat). AnschlieBend wird die
gebildete mRNA ins Cytosol transportiert, wo die Translation stattfindet. Unter Translation versteht
man die Ubersetzung der Basensequenz der mRNA in die Aminosduresequenz des Proteins. In der
mMRNA sind die Informationen Uber die Aminosauren und ihre Reihenfolge in Codons gespeichert. Hier
kommt nun die tRNA (transfer ribonucleic acid) ins Spiel. Sie hat zwei Bindungsstellen, eine fir die
jeweilige Aminosaure und eine fir die mRNA, das Anticodon, mit der sie spezifisch an das Codon der
mRNA bindet. Die Synthese der Peptide findet an dem Ribosom statt. Hier lagern sich die kleine und
die groBe Untereinheit des Ribosoms an die mRNA und die tRNA an und die Peptidyltransferase
verkn(pft die an den tRNA angelagerten Aminosauren mittels einer Peptidbindung.

Die PS ist sehr komplex und von vielen Faktoren abhangig. Das flhrt zur Suche nach
Proteinsyntheseinhibitoren (PSls), d.h. zu Molekulen, die an irgendeinem Punkt der Reaktionsabfolge
eingreifen und eine Fertigstellung des Proteins bzw. Peptids verhindern. Bekannte PSls sind u. a. die
Biomolekile Anisomycin und Emetin.

LONG-TERM EFFECTORS
(membrane currents, transmitter
release, transmitter uptake)

@2l theimer's Assodiation

Abbildung 1-12: Darstellung der Kaskade zur Proteinsynthese in Neuronen der Honigbiene nach D. EISENHARDT
et al. (PKA: Proteinkinase A, CREB: cAMP responsive element binding protein, P-CREB: phosphoryliertes
CREB).*

Die Gruppe um D. EISENHARDT untersucht die von der neuronalen Proteinsynthese abhéngige
Speicherung von Informationen im Gedachtnis der Honigbiene. Die in Kapitel 1.5.1 vorgestellte
Thematik wird hier von einer anderen Seite néher betrachtet.
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Untersucht wird die in Abbildung 1-12 dargestellte Signalkaskade, die zur Ausbildung eines
Langzeitgedachtnisses fuhrt. Neuronale Aktivitdt 16st an spezifischen Synapsen eine
Neurotransmitterausschittung aus, welche eine Kaskade von sekundaren Botenstoffen an den G-
Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) aktiviert. Ein Beispiel dafir ist die cAMP-abh&ngige
Signalkaskade. Hierbei fUhrt die neuronale Aktivitdt zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration, was wiederum zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fahrt. Nach der
Translokation der PKA in den Zellkern I6st diese die Phosphorylierung des Transkripitionsfaktors
CREB (cAMP responsive element binding protein) aus. Darauf folgt die Transkription von spezifischen
CREB-regulierten Genen. Die so gebildete mRNA wird in spezifische Proteine translatiert, die fir
Langzeitverdnderungen der synaptischen Plastizitdt und daraus folgende Gedé&chtniskonsolidierung

verantwortlich gemacht werden.

Caged PSls kénnen gezielt zur zeitlichen und rdumlichen Kontrolle der Inhibierung der Translation
eingesetzt werden, um besser zu verstehen, wann und wo Verédnderungen der synaptischen Plastizitat
und der daraus folgenden Gedachtniskonsolidierung stattfinden.

2005 wurde bereits (iber den Einfluss von Glutamat auf die beschriebene Signalkaskade berichtet.®
Durch den Einsatz von CNB-caged-L-Glutamat im ZNS der Honigbiene wurde gezeigt, welche Rolle

Glutamat in diesem Zusammenhang spielt.®

Anisomycin

Anisomycin (Struktur siehe Kapitel 2, Abbildung 2-1) wirkt als PSI lber die Hemmung der
Peptidbindungs-Bildungsreaktion in den eukariontischen Ribosomen, indem es reversibel an die 60S
Untereinheit des Ribosoms bindet.®

Es sind auch andere Eigenschaften des Anisomycins bekannt. GROLLMAN stellte 1967 eine Inhibierung
der DNA-Synthese durch Anisomycin fest.?®® Daneben kann Anisomycin die stressaktivierten
Proteinkinasen aktivieren und induziert die Aktivierung von unmittelbaren friihen Genen sowie den

genetisch programmierten Zelltod.?’”

Von GOARD et al. wurden 2005 verschiedene caged Anisomycin-Verbindungen eingeflihrt und zur
Proteinsynthesehemmung in Zellen und Neuronen von Saugetieren eingesetzt.®® Dabei handelt es
sich um die in Abbildung 1-13 gezeigten Phototrigger p-NBOC-, DMNBOC- und BHCMOC-caged
Anisomycin. BHCMOC-caged Anisomycin erwies sich in den Zelltests als die beste Verbindung. Bei
diesem Derivat wurde die hdchste Photoeffizienz erreicht und Anisomycin konnte auch durch 2-
Photonen-Anregung mit einer Quantenausbeute von 0,59 GM freigesetzt werden.

2010 wurde das DEACMOC-Anisomycin (Abbildung 1-13) eingefiihrt.®** Es wurde in einem in vitro
Translationsassay erfolgreich eingesetzt.

Bis heute gibt es keine Arbeit, in der der Einsatz von einem caged Anisomycin-Derivat in Organismen

beschrieben wird.
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Abbildung 1-13: Bekannte caged Anisomycin-Verbindungen.ss’89

Emetin

Beim Emetin (Struktur siehe Kapitel 2, Abbildung 2-1) handelt es sich um einen Naturstoff, der als PSI
eingesetzt wird.*® Es wurde aus der Brechwurzel isoliert und durch Naturstoffsynthese hergestellt.®! In
der Medizin fand Emetin Anwendung als Brechmittel und als Antiprotozoikum, welches z.B. gegen
Malaria und Toxoplasmose eingesetzt wurde. Heute wird Emetin nicht mehr als Medikament
verwendet, da es andere Pharmaka mit einer effektiveren Wirkung und weniger Nebenwirkungen
gibt.*

Die Funktion von Emetin als PSI in eukaryontischen Zellen beruht auf einer nicht reversiblen Bindung
an die 40S Untereinheit des Ribosoms, was wiederum die Elongationsreaktion der Polypeptidketten
verhindert.*® Partiell kann Emetin auch die DNA-Synthese inhibieren.®

Als PSI wurde Emetin in verschiedenen Untersuchungen zur Erforschung der zelluldren Prozesse des

Erinnerungsmechanismus speziell der Ausbildung des Langzeitgedachtnisses angewendet.”

Caged Emetin-Verbindungen sind bisher nicht beschrieben worden.
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1.5.3 Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (Protonophor)

Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP) ist ein lonophor, genau genommen ein Protonophor.
lonophore sind Molekile, die lonen (Protonen) durch die Membran transportieren bzw. die
Permeabilitit der Membran fir lonen erhéhen. Man unterscheidet Carrier-lonophore und
kanalbindende lonophore. Bei den Carrier-lonophoren handelt es sich um Molekiile, die lonen binden,
dann durch die Zellmembran diffundieren und dort die lonen wieder freisetzen. Die kanalbindenden
lonophore sind kleine Proteine bzw. Peptide die Poren oder Transmembrankanéle bilden, durch die
die entsprechenden lonen diffundieren kdnnen. Protonophore sind wichtige Werkzeuge fir
Untersuchungen an lonenkanélen.*® Sie wurden auch im Arbeitskreis von T. JENTSCH (FMP und MDC
Berlin) zur Erforschung der Struktur-Funktions-Beziehungen von Chloridionen-Kanéalen in Lysosomen
genutzt. Es ist bekannt, dass lonenkanaldefekte Symptome bzw. Krankheiten wie Epilepsie,
Hyperekplexie, Gehdrlosigkeit, Blindheit, lysosomale Speicherkrankheiten, Lungeninfektionen,
Unfruchtbarkeit bei Mannern und Nierensteine verursachen.”® Daher sind Erkenntnisse iiber die
Funktion von Chlorid-Kanalen elementar wichtig, um Therapien gegen diese Krankheiten zu
entwickeln.

Der Carrier-Protonophor CCCP (Abbildung 1-14) transportiert passiv Protonen durch die lonenkanéle
in der Lysosomenmembran lebenden Zellen. Die dadurch bedingte Depolarisation des
Membranpotentials in den Lysosomen ist von dem pH-Wert auBerhalb der Zelle abhangig. Je geringer

der auBere pH-Wert ist, desto groBer ist der von CCCP ausgeldste Depolarisationseffekt.®”

H

P
N N
_N Z" - ®_N =
Cl N™ N _H@ Cl N™ N
H,
Il Il
N

CCCP protoniertes CCCP

Abbildung 1-14: Neutrale und protonierte Struktur von CCCP.

Caged Protonophor-Verbindungen und somit natirlich auch caged CCCP-Derivate sind bisher nicht

bekannt.
1.5.4 Bourgeonal (Riechstoff)

Der Riechstoff Bourgeonal, chemisch 3-(4-tert-Butylphenyl)propanal, wird in der Industrie als Duftstoff
mit Maigléckchenaroma verwendet.

AuBerdem wird in verschiedenen Arbeiten, die sich mit den komplizierten Zusammenhangen bei der
Suche der Saugetierspermien nach der Eizelle beschaftigen,”® (iber die mégliche Wirkung von
Bourgeonal® als Lockstoff diskutiert. Nachgewiesen wurde, dass menschliche Spermien mit
Duftstoffrezeptoren fiir Bourgeonal ausgestattet sind®®® und es wurde gezeigt, dass menschliche
Spermien ihre Schwimmgeschwindigkeit und Bewegungsrichtung nach Bourgeonal ausrichten.”®
Bourgeonal-Rezeptoren kommen auch in Riechzellen vor. 2005 veréffentlichte R. AXEL eine Arbeit

liber die Genfamilie der Riechrezeptoren.'® Er beschreibt den Signalweg des Geruchsrezeptors
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(Odorant-Rezeptor, OR). Nach der Bindung des Riechstoffs an das OR-Protein aktiviert das
olfaktorische G-Protein die Adenylatcyclase, welche ATP in cAMP umwandelt. Das gebildete cAMP
stimuliert spezifische lonenkanale und somit den Ca®*- und Na*-Einstrom. SPEHR et al. stellten in ihren
Untersuchungen die Bedeutung des testikularen OR-Gens (hOR17-4) fir die Chemotaxis

99a,101

menschlicher Spermien heraus. Bourgeonal soll ein sehr potenter Agonist fir den hOR17-4-OR

sein. Dennoch wird die Bedeutung von Bourgeonal als Lockstoff flir menschliche Spermien kontrovers

diskutiert und 2011 wiesen KAUPP et al. nach, dass Progesteron der entscheidende Lockstoff ist.'%

Im Prinzip sind viele Fragen Uber die Wirkung von Bourgeonal offen und caged Bourgeonal-
Verbindungen kénnten zur Aufkldrung der ersten Schritte in den Signalwegen von Geruchsrezeptoren
auch in menschlichen Spermien, welche im Millisekunden- bis Sekundenbereich stattfinden,
eingesetzt werden.'® Zu Beginn meiner Arbeit waren keine caged Bourgeonal-Verbindungen bekannt.
Allerdings wurden in unserem Arbeitskreis parallel zu meiner Arbeit von F. KiLIC (Cumarin-4-yl)methyl-
substituierte 1,3-Dioxolane als caged Verbindungen von Bourgeonal entwickelt (siehe Abbildung

1-1 5).104 Insbesondere BBHC-ED-caged Bourgeonal weist gute photochemische Eigenschaften auf.

0
0
0 R! = R® = H, R? = N(CH,COOH), BCMAC-ED-caged Bourgeonal
/ o) R'=Br,R2=0H,R*=H BHC-ED-caged Bourgeonal
R! =Br, R?= OH, R® = CH,N(CH,COOH), BBHC-ED-caged Bourgeonal
R3
R! R?

Abbildung 1-15: Strukturen von CM-caged Bourgeonal-Derivaten.
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2 Aufgabenstellung

Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Entwicklung, Synthese und photochemische
Charakterisierung von caged Verbindungen der Biomolekile 1-7 (Abbildung 2-1). Die caged
Biomolekiile sollten anschlieBend Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt werden, wo sie als
Werkzeuge bei der Aufklarung von komplexen zellularen Prozessen dienen sollten. Im Falle der caged
Verbindungen von Octopamin, Emetin, Anisomycin und Epinastin ergab sich zusatzlich die
Notwendigkeit einer prinzipiellen zellbiologischen Eignungsprifung der einzelnen Derivate.

OH /~N
OH OH Ny
HN H
HaN H,oN
OH
1 2 3
Octopamin Dopamin Epinastin

OH

D

4
Emetin Anisomycin
i
N
N FZ
Cl N™
H
N
6 7
CCCP Bourgeonal

Abbildung 2-1 : Strukturen der bearbeiteten Biomolekiile.

Entscheidend fir die Entwicklung von caged Biomolekilen mit mdglichst optimalen Eigenschaften sind
geeignete Chromophore bzw. PPGs. An die PPGs werden folgende Anforderungen gestellt: Die
Photolysereaktion sollte effizient, schnell und ohne Nebenreaktionen erfolgen, der Chromophor sollte
Licht langwellig und intensiv absorbieren und die caged Verbindungen sollten hydrolysestabil sein und
eine gute Loslichkeit in wassrigen Puffern aufweisen. Die Arbeit umfasst zunachst das Design und die
Herstellung entsprechender Caging-Reagenzien. Eigenschaftsoptimierungen sollten durch geeignete
Substituenten an den Schutzgruppen-Chromophoren erreicht werden. Weiterhin mussten
Synthesestrategien zu den verschiedenen Phototriggern erarbeitet werden und diese dann so
optimiert werden, dass die gewlinschten caged Verbindungen in ausreichenden Mengen synthetisiert

werden konnten. Da die Biomolekile, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit chemisch verandert
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werden sollten, Carbonyl-, Amino- bzw. Hydroxy-Funktionen enthalten, mussten unterschiedliche

Synthesevarianten bearbeitet werden.

Eine weitere wichtige Aufgabe bestand in der umfangreichen chemischen und photochemischen
Charakterisierung der neuen caged Verbindungen. Neben der Strukturaufklarung sollten Léslichkeiten
in Pufferldsungen (pH = 7,2), Absorptionsmaxima, sowie Extinktionskoeffizienten, photochemische
Quantenausbeuten, Fluoreszenzquantenausbeuten sowie die Stabilitht gegentber Hydrolyse in
physiologischen Medien ermittelt werden.

Sehr nitzlich fir den Einsatz der caged Verbindungen ist eine 2-Photonenanregbarkeit, da die
gleichzeitige Absorption von 2 IR-Photonen eine hdhere dreidimensionale Auflésung und eine
wesentlich tiefere Gewebepenetration erlaubt. Deshalb sollte auch die Empfindlichkeit von
Schlisselverbindungen gegeniiber einer 2-Photonen-Anregung untersucht werden. Zusétzlich sollten
Informationen Uber die Freisetzungsgeschwindigkeit der Biomoleklle aus den caged Verbindungen

gewonnen werden.

Die Biomolekiile 1-5 sollten mit verschiedenen (Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-PPGs geschitzt
werden, wobei zu Beginn die BCMACMOC- und BHCMOC-Chomophore favorisiert wurden. Von
Octopamin sollten sowohl an der NH,- als auch den beiden OH-Gruppen geschitzte Derivate
hergestellt werden. Ausgewahlte caged Verbindungen des Neurotransmitters Octopamin und des
Octopamin-Antagonisten Epinastin sollten in einem Zellsystem charakterisiert und dann in der
Arbeitsgruppe von D. EISENHARDT (FU Berlin) als Werkzeuge flir spezifische Untersuchungen im ZNS
der Honigbiene eingesetzt werden. Speziell sollte versucht werden, den EinfluB octopaminerger

Signalwege auf das Lernverhalten der Honigbiene aufzuschlisseln.

Die caged Derivate des Anisomycins und Emetins mit den besten chemischen und photochemischen
Eigenschaften waren in Kooperation mit B. WIESNER (FMP) und D. EISENHARDT in einem in vitro
translation assay und spater in GFP (green fluorescent protein) transfizierten Neuronen hinsichtlich
einer moglichen biologischen Eigenaktivitét zu untersuchen. Gleichzeitig sollten die Freisetzungsraten
in Zellen bestimmt werden. AnschlieBend sollten die besten caged PSIs von D. EISENHARDT et al. zur
detaillierten Erforschung des Einflusses der Proteinsynthese im ZNS der Honigbiene auf die

Ausbildung des Langzeitgedachtnisses genutzt werden.

Da flr lonophore bisher keine caged Derivate bekannt sind, war ein Syntheseweg zu erarbeiten, um
den Protonophor CCCP (6) zu schitzen. Das erhaltene CCCP-Derivat sollte vollstdndig chemisch und
photochemisch charakterisiert werden und bei Eignung in der Arbeitsgruppe von T. JENTSCH (FMP) in

Untersuchungen an Chloridionen-Kanalen eingesetzt werden.

Far den Riechstoff Bourgeonal (7) mit einer funktionellen Aldehydgruppe sollten im Rahmen eines
Projekts verschiedene caged Verbindungen entwickelt werden. F. KILIC aus unserem Arbeitskreis
sollte eine Serie von Cumarinylmethyl-caged Bourgeonal-Derivaten herstellen und ich mich auf die
Synthese von 1,2-Bis(2-nitrophenyl)ethan-1,2-diolen und ihren Einsatz als Caging-Agenzien fir
Bourgeonal konzentrieren. Entsprechende Syntheseverfahren mussten erarbeitet und die erhaltenen
caged Bourgeonale chemisch und photochemisch charakterisiert werden. AnschlieBend sollten

ausgewahlte Bourgeonal-Derivate im Arbeitskreis von U. B. KAUPP (caesar Bonn) fiir Untersuchungen
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des Einflusses von Bourgeonal auf die Chemotaxis von Sdugetierspermien sowie als Werkzeug fur die

Aufklarung von Mechanismen der Geruchswahrnehmung in Riechzellen eingesetzt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthesen

3.1.1 Vorbemerkungen

Die Biomolekile Octopamin (1), Dopamin (2), Epinastin (3), Emetin (4) und Anisomycin (5) (Abbildung
2-1) wurden entsprechend der Zielstellung der vorliegenden Arbeit zundchst mit dem in unserem
Arbeitskreis entwickelten {7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl (BCMACMOC)-
3% (Apbildung 1-1) und dem von FURUTA et al. eingefiihrten (6-Brom-7-hydroxycumarin-4-
yl)methoxycarbonyl(BHCMOC)-Chromophor®* (Abbildung 1-1) an der Aminofunktion geschuitzt. Zur
Synthese der Phototrigger wurde der entsprechende (Cumarin-4-yl)methylalkohol — mit
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester in einen Aktivester Gberfiihrt und dieser dann anschlieBend mit
den Aminen unter basischen Bedingungen zur (Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-geschiitzten
Verbindung umgesetzt. Durch den Einsatz von Di(N-succinimidyl)carbonat anstelle von

Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester konnten die Ausbeuten erhéht werden.

Bei der Untersuchung der Eigenschaften der erhaltenen BCMACMOC-geschiitzten Verbindungen
wurde eine relativ geringe photochemische Quantenausbeute @ym festgestellt. Die untersuchten
BHCMOC-geschltzten Verbindungen wiesen deutlich hdhere @&..nm-werte auf, l6sten sich aber im
Gegensatz zu den BCMACMOC-caged Verbindungen schlecht in wassrigen Pufferldésungen. Deshalb
wurde die {8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl
(BBHCMOC)-PPG*® (Abbildung 3-10) neu entwickelt. Die mit diesem Chromophor maskierten
Biomolekiile wiesen gute photochemische Eigenschaften sowie eine gute Wasserldslichkeit auf und
konnten erfolgreich in biologischen Untersuchungen eingesetzt werden. Um aber flr spezielle
Anwendungen die Membranpermeabilitit von BBHCMOC-caged Verbindungen zu verbessern,
wurden [6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxycumarin-4-yljmethoxycarbonyl (DBHCMOC)- und
{6-Brom-7-hydroxy-8-[(piperazin-1-yl)methyllcumarin-4-yl}methoxycarbonyl (PBHCMOC)-
Chromophore als neue PPGs fir Aminoverbindungen eingeflihrt. Die bisher nicht beschriebenen
Caging-Gruppen wurden erfolgreich zur Blockierung der Aminogruppe von Octopamin (1) eingesetzt.
Die entsprechenden Phototrigger zeigten gute photochemische Eigenschaften und verbesserte

Membranpermeabilitaten.

Da beim Octopamin (1) unklar war, welche funktionelle Gruppe in welchem AusmaB seine biologische
Aktivitat bestimmt, wurden zusétzliche Synthesestrategien zum Maskieren der beiden verschiedenen
Hydroxyfunktionen von 1 mit dem BHCMOC-Chromophor entwickelt.

Fiir die Maskierung der NH-Gruppe im CCCP (6) kamen 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)diazoethan®*®

und 4-Diazomethyl-6,7-dimethoxycumarin zum Einsatz.

Der Aldehyd Bourgeonal (7) wurde mit dem von KANTEVARI eingeflhrten (15,2S5)-1,2-Bis(4,5-
dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1,2-diol (BDMNP-ED)18b und dem im Rahmen dieser Arbeit neu
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entwickelten sehr gut wasserldslichen Caging-Reagenz (1S,2S5)-1,2-Bis[4,5-bis(carboxymethoxy)-2-
nitrophenyllethan-1,2-diol (BBCMNP-ED) umgesetzt und als 1,3-Dioxolan geschitzt.

Wichtig fir die Qualitat von caged Verbindungen ist die Verfligbarkeit geeigneter Caging-Reagenzien.
Deren Synthese wird nachfolgend zunachst beschrieben. FPBHCM-OH und DBHCM-OH mit ihren
zugehorigen Aktivestern sowie BBMCMNP-ED und DMCM-N, sind im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte neue Agenzien zur Einfihrung von Caging-Gruppen. Neu entwickelt wurden auch
BBHCM-OH und die entsprechenden Aktivester. Sie wurden allerdings in unserem Arbeitskreis

parallel auch zum Cagen von Carbons&uren und Thiolen eingesetzt.”>%>'*



Ergebnisse und Diskussion 25

3.1.2 Caging-Reagenzien

3.1.2.1 (Cumarin-4-yl)methyl-Verbindungen

{BCMACM-OH (12)

Der BCMACM-Chromophor als PPG fir caged Verbindungen mit verschiedenen Funktionalitaten
wurde 2005 von HAGEN et al. eingefiihrt.****® BCMACM-geschiitzte Verbindungen weisen sehr gute
Léslichkeiten in wéssrigen Puffersystemen (pH =7,2), hohe Extinktionskoeffizienten im sichtbaren
Bereich des UV-Lichts sowie eine ultraschnelle Photospaltung auf. Die Basis fur die Einflihrung der
BCMACM-Schutzgruppe bildet das Caging-Reagenz 7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-

(hydroxymethyl)cumarin (12).%%%%

/O
BrCH2002C(CH3)3,
N DIPEA, Nal, MeCN, N Se0,, p-Xylol, N
> JE— b
HoN o o Ruckfluss, 24 h [(HsC)sCOOCH,C,N 0 0 Ruckfluss, 6 h [(H5C)sCOOCH,CI,N 0 0
8 9 (25 %) 11 (78 %)
+
A
NaBH,4, MeOH,
(HOOCH,C)HN O 6} RT,2h
10 (25 %)
OH OH
TFA/CH,Cl,/H,O
N (75/24/1) A
RT,2h
(HOOCH,C),N O (¢} [(H3C)3COOCH,C],N O 6}
BCMACM-OH tBCMACM-OH
13 (90 %) 12 (60 %)

Abbildung 3-1: Synthese von 7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-(hydroxymethyl)cumarin (12).

Die in Abbildung 3-1 gezeigte Synthese von 12 geht von dem kauflichen 7-Amino-4-methylcumarin (8)

aus.33‘35b

Die Alkylierung von 8 mit Bromessigsdure-tert-butylester lieferte das 7-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)amino]-4-methylcumarin (9). Bei dieser Bisalkylierung wurde nur eine Ausbeute
von 25 % erreicht, da als Nebenprodukt auch das einfach alkylierte 7-(tert-Butoxycarbonylmethyl-
amino)-4-methylcumarin  (10) entstand. 10 konnte aber durch erneute Umsetzung mit
Bromessigsaure-tert-butylester partiell weiter in 9 Uberfihrt werden. Die (Cumarin-4-yl)methyl-
Verbindung 9 wurde weiter durch Riley-Oxidation mit SeO, zum Aldehyd 11 umgesetzt, welcher
anschlieBend mit NaBH, zum (Cumarin-4-yl)methylalkohol 12 reduziert wurde. Das Caging-Reagenz
12 wurde letztlich bei der Maskierungsreaktion mit dem Biomolekul eingesetzt. Durch Abspaltung der

tert-Butyl-Schutzgruppen in 12 mit TFA wurde 7-[Bis(carboxymethyl)amino]-4-(hydroxymethyl)cumarin
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(BCMACM-OH, 13) erhalten, welches auch bei der Photolyse aller BCMACM-caged Verbindungen

gebildet wurde und damit als Referenzsubstanz zur Verfigung stand.

BHCM-OH (16)

o 0 cl OH
o M
Br OEt Br Q H,O/DMF, Br Q
D\ CH4SO3H, 0 °C-RT, 2h 100 °C, 10 h
HO OH HO 0~ Yo HO 0~ o
BHCM-OH
14 15 (91 %) 16 (66 %)

Abbildung 3-2 : Synthese von 6-Brom-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin (16).

Alternativ. = zur  Verbindung 12 wurde das Caging-Reagenz  6-Brom-7-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)cumarin (BHCM-OH, 16) nach einem von FURUTA et al eingefiihrten
Syntheseverfahren hergestellt (Abbildung 3-2).%

Die Synthese von 16 geht von dem k&auflichen Bromresorcinol (14) aus, das mit 4-
Chloracetessigsaureethylester durch Pechmann-Reaktion zu 6-Brom-4-chlormethyl-7-hydroxycumarin
(15) umgewandelt wurde. Bei diesem Reaktionsschritt konnte durch Nutzung der von KiLiC et al.
gefundenen Optimierung der Reaktionsbedingungen104 die Reaktionszeit von 6 d auf 2 h reduziert und
die Ausbeute gleichzeitig von 59 % auf 91 % gesteigert werden. 15 wurde anschlieBend zu BHCM-OH
(16) hydrolysiert, welches dann als Agenz fir die Einfiihrung der BHCM-Schutzgruppe eingesetzt
wurde. Verbindung 16 entstand auch bei der Photolyse aller BHCMOC-Verbindungen. Weiterhin
diente es als Ausgangsstoff fir die nachfolgend aufgefiihrten Caging-Reagenzien tBBHCM-OH (17),
FPBHCM-OH (18) und DBHCM-OH (19).

tBBHCM-OH (17)

Die BHCM- oder BHCMOC-Schutzgruppe fir Biomolekile weist gute photochemische Eigenschaften
auf, ist aber selbst sehr hydrophob und fiihrt bei gleichfalls hydrophoben Biomolekilen zu einer
schlechten Ldslichkeit unter physiologischen Bedingungen. In unserer Arbeitsgruppe haben wir uns
deshalb Gedanken gemacht, wie wir unter Beibehaltung des BHCM-Chromophors die L&slichkeit
entsprechender caged Verbindungen erhéhen kdnnen. Im Ergebnis flhrte dies zu dem neuen Caging-
Agenz  8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin
(tBBHCM-OH, 17)**° und zu den BBHCM- und BBHCMOC-Schutzgruppen. Die Synthese von 17 wird
in Abbildung 3-3 vorgestellt.

Die Einfiihrung des hydrophilen Substituenten in die 8-Position des Cumaringerlstes gelang durch
Mannich-Reaktion, wie bereits 1997 von ADAMCZYK et al. fiir 7-Hydroxy-cumarine publiziert.'® Wie in
Abbildung 3-3 aufgeflihrt, wurde der k&ufliche Iminodiessigsaure-di-tert-butylester 20 mit Formaldehyd
zur Mannich-Base 21 umgesetzt, welche dann mit dem in der 8-Position C-H-aciden BHCM-OH zum
Zwischenprodukt 22 reagierte. Nach Rearomatisierung des Ringes wurde 17 mit einer Ausbeute von

65 % erhalten. Die Abspaltung der tert-Butylgruppen lieferte den Alkohol 23.
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OH
Br [ N
N OH
HO 0~ ~o
E(é)rlr_ntaldehyd, . 16 Br N
[(HsC)sCOOCH,CENH ——————> | |, _ .
o 3C)3COOCH,C,N—CH3 EtOH, 80 °C, 2 h
0°C-RT,1h @O ) H20 o) 0 0
20 21 [(HC)sCOOCH,CI,N
L 22 _
Rearomatisierung
OH OH
Br. Br.
N TFA/CH,Cly/H,0 N
(75/2411)
HO 0 HO 0~ o
RT,1h
(HOOCH,C),N [(H3C)sCOOCH,C],N
BBHCM-OH tBBHCM-OH
23 (46 %) 17 (65 %)

Abbildung 3-3: Darstellung von 8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)cumarin (17).

17 wurde nach Uberflihren in einen Aktivester hier erstmals zum Schiitzen von Biomolekiilen mit
Aminofunktion genutzt. 23 und die entsprechenden caged Verbindungen zeigten die erwarteten hohen

Léslichkeiten.

FPBHCM-OH (18)

Um trotz hoher Léslichkeit in wéssrigen Pufferlésungen eine ausreichende Zellmembranpermeabilitat
zu gewahrleisten und damit das Anwendungspotential der 8-substituierten Cumarin-Chromophore zu
erweitern, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine weitere neue Schutzgruppe entwickelt. Das
entsprechende Schutzgruppeneinfihrungsagenz ist 6-Brom-8-{{[4-(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-
piperazin-1-yl}methyl}-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin (18). Die Synthese von 18 wird in
Abbildung 3-4 vorgestellt.

FmocCl, DIPEA,
H a) Formaldehyd, KOH,
N ) 0 °C-RT, h Br CH20I2 40°C, 5h,
( j b) 16, EtOH, 80 °C, 12 h RT 12h
N HO

I\/NH K/NFmoc

FPBHCM-OH
24 25 18 (11 %)

Abbildung 3-4 : Synthese von 6-Brom-8-{{[4-(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]piperazin-1-yl}methyl}-7-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)cumarin (18).

Die EinfOhrung der Piperazinylmethyl-Gruppierung in die 8-Position des Cumarin-Gerlstes von 16
erfolgte gleichfalls durch Mannich-Reaktion. Die analoge Umsetzung ausgehend von 7-
Hydroxycumarin war bereits dokumentiert.'®® Da fiir die Maskierung eines Biomolekiils an einer NH,-

Gruppe die Aminofunktion des Piperazins geschiitzt sein muss, wurde zuerst wie in der Literatur
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beschrieben, die Mannich-Reaktion von 16 mit Boc-Piperazin durchgefihrt. Hierbei wurde mit einer
Ausbeute von 89 % 6-Brom-8-{[4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-yljmethyl}-7-hydroxy-4-(hydroxy-
methyl)cumarin (26) gewonnen. Allerdings konnte bei der spateren Umsetzung der Verbindung zum
Aktivester und dessen Weiterreaktion mit Octopamin nicht das gewiinschte Produkt erhalten werden.
Deshalb wurde die in Abbildung 3-4 gezeigte Reaktion ausgehend von CHO und 24 und die
nachfolgende Umsetzung mit 16 zum 8-Piperazinylmethyl-substituierten Derivat 25 durchgefihrt,
welches ohne Isolierung mit FmocCl weiter zu FPBHCM-OH (18) umgesetzt wurde. Nach Reinigung
mittels Flash-Saulenchromatographie konnte 18 mit 11 % Ausbeute isoliert werden. Mit Verbindung 18

gelang nach Umwandlung in einen Aktivester die Schiitzung von Octopamin.

DBHCM-OH (19)

Die Synthese vom 6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin (19), einem
weiteren neuen im Rahmen dieser Arbeit entwickelten potentiellen Caging-Agenz, erfolgte analog der
vorstehend beschriebenen Mannich-Reaktionen ausgehend von Diethylamin, CHO wund der
Cumarinverbindung 16 (siehe Abbildung 3-5). Der Vorteil von Verbindung 19 gegenliber dem Derivat
18 liegt in der hdheren erzielbaren Ausbeute und der Vermeidung der Schutzgruppenabspaltung bei

einer spateren Caging-Reaktion.

OH
a) Formaldehyd, KOH, Br
HN(CH,CH;), 0°C-RT, Th _ A
b) 16, EtOH, 80 °C, 3 h
HO O [0}
C
DBHCM-OH
19 (23 %)

Abbildung 3-5: Synthese von 6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin (19).

DMCM-N, (27)

Zur Einfihrung einer Cumarin-PPG am CCCP sollte eine 4-(Diazomethyl)cumarin-Verbindung

hergestellt werden. Dafiir wurde 4-Diazomethyl-6,7-dimethoxycumarin (DMCM-N,, 27) ausgewahlt

und analog dem von ITO et al. publizierten Verfahren hergestellt (Abbildung 3-6).'%
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o] N7 S

z 7 1}
p-Toluolsulfonyl- o
A0 EN SeOy, Xylol, A0 EN hydrazin, EtoH,  ~©
150°C, 7 h 80°C,1,5h
o 0" Yo o 0" Yo o 0" Yo
28 29 (100 %) 30 (52 %)
EtsN, MeOH,
RT,25h
0 N
o 0" o
DMCM-N,
27 (78 %)

Abbildung 3-6: Synthese von 4-Diazomethyl-6,7-dimethoxycumarin (27).

6,7-Dimethoxy-4-methylcumarin (28) wurde mit SeO, oxidiert. Aus dem erhaltenen 6,7-dimethoxy-4-
formylcumarin (29) wurde nach der Umsetzung mit p-Toluolsulfonylhydrazin das Tosylhydrazon 30

gewonnen. 30 reagierte anschlieBend in 2,5 h mit EtsN in befriedigenden Ausbeuten zum DMCM-N,.

3.1.2.2 Nitrobenzyl-Verbindungen

DMNPE-N, (31)

Die Synthese von 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)diazoethan (31)**° dem Caging-Agenz zur Synthese
von DMNPE-caged CCCP startete wie in Abbildung 3-7 gezeigt mit der Nitrierung des kauflichen 3,4-

Dimethoxyacetophenons 32. Unter den aufgefiihrten Nitrierungsbedingungen nach einer von NI et al.

108

publizierten Methode ™ wurde der 4,5-Dimethoxy-2-nitroveratrylaldehyd 33 in 86%ig. Ausbeute

erhalten. AnschlieBend wurde 33 mit Hydrazin in Gegenwart von Eisessig in das Hydrazon 34
Gberflhrt. 34 wurde dann ohne weitere Aufarbeitung mit MnO, zur Diazoverbindung 31 umgesetzt,

23a,24b,c,50a

die, wie friher bei anderen Synthesen beschrieben, sofort ohne Isolierung zum Cagen von

CCCP eingesetzt wurde. Eine Ausbeute fir die Bildung von 31 kann deshalb nicht angegeben

werden.
@
o) o) N NS~
HoN™ S C
TFA, KNO;, N,H,, AcOH, EtOH, MnO,, CHCls,
——» O),N —— > OyN —————» O,N
0°C-RT,3h 100°C,3 h RT, 15 min
OMe OMe OMe OMe
OMe OMe OMe OMe
DMNPE-N,
32 33 (86 %) 34 31

Abbildung 3-7 : Synthese von 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)diazoethan (31).
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BDMNP-ED (35)

Ein Verfahren zur Synthese von (15,25)-1,2-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1,2-diol (BDMNP-
ED, 35), welches durch Reaktion mit einem Aldehyd bzw. Keton in Gegenwart von p-
Toluolsulfonsaure ein photolabiles cyclisches Acetal bildet, wurde 2005 von KANTEVARI entwickelt.'®
Er Uberflhrte 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol unter Einsatz von Phosphorylchlorid in 4,5-
Dimethoxy-2-nitrobenzylchlorid, welches innerhalb von 45h unter dem EinfluB von KOH in
DMSO/EtOH (1/3) zum Stilben weiterreagierte.

Der in Abbildung 3-8 gezeigte Syntheseweg zu 35 wurde alternativ zu dem von KANTEVARI
vorgestellten Syntheseschema erarbeitet, mit dem Ziel eine bessere Ausbeute zu erhalten. Lediglich
bei der cis-Dihydroxylierung von 39a und 39b mit OsO, zu 35 wurde unter den von KANTEVARI

publizierten Reaktionsbedingungen gearbeitet.

o) NO,

O NO. PPh;, Toluol, e
e e :
120°C, 18 h N PPhy
\O Br O )
Br
36 37 (96 %)
NaOMe, 38, MeOH,
0°C-RT,4h
[\ 7/ \
[0} O O O
+ i Q
O,N — NO,
39a 39%b
44 %
NMO, OsOy,, NMO, OsOy,,
CH,CI,/H,0, CH,Cl,/H,0,
RT, 24 h RT, 24 h

HO  ©H
BDMNP-ED
35 (8 %)

Abbildung 3-8: Synthese vom (15,2S)-1,2-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1,2-diol (35).

Die Synthese geht von dem kauflich erhéltlichen 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylbromid 36 aus. Seine
Umsetzung mit PPh; nach CHANG et al. ergab mit 96%ig. Ausbeute das Triphenylphosphoniumbromid
37." In der anschlieBenden Wittig-Reaktion reagierte 37 mit 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzaldehyd (38)
zu 1,2-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethen, welches in 44%ig. Ausbeute als Produktgemisch
bestehend aus dem trans- (39a) und dem cis-Isomeren (39b) im Verhaltnis 1 zu 4 erhalten wurde. Bei
der folgenden cis-Dihydroxylierung des Stilbengemisches aus 39a und 39b mit OsO, und NMO setzte
sich ausschlieBlich das trans-Isomer 39a zum gewlinschten BDMNP-ED (35) um, was zu der geringen

Ausbeute von nur 8 % filhrte.
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BBMCMNP-ED (40)

Ein wichtiger Anspruch an caged Verbindungen ist haufig eine ausreichende Ld&slichkeit unter
physiologischen Bedingungen, d.h. in waBrigen Medien bei pH = 7,2. Diese Anforderung erfillt das
oben beschriebene sehr hydrophobe BDMNP-ED (35) in der Regel nicht. Deshalb wurde die
Entwicklung (15,25)-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]ethan-1,2-diol
(BBMCMNP-ED, 40, Struktur siehe Abbildung 3-13) als neues Caging-Agenz angestrebt. In Abbildung

3-9 werden die ersten Schritte bis zur Synthese von [4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-

von

nitrobenzyl]triphenylphosphoniumbromid (46) gezeigt.

o)
BrCH,CO,Me, K,COs3, )j\/
. e
HO 0°C-RT, 2h / \n/\o
o]
41 42 (70 %)
KNOs, TFA,
0°C-RT, 13h
o) o)
~ J\/o NaBH,, AcOH ~ J\/o
0 Df\o"' CH,Cl5/CHsOH, (¢ @O
o - o
- \n/\o NO, 0°C,15h - \n/\o NO,
o} o]
44 (44 %) 43 (100 %)

a) Et3N, MeSO,CI

CH,Cl,, 0 °C, 10 min
b) LiBr, THF, RT, 1h

o)
o
O o
o
- \"/\o NO,
o}

45 (96 %)

PPhs, Toluol,

Y

120°C, 15h

0
o ®
\OJ\/ j@\/\PPha
o
o
e \"/\o NO, Br
o)

46 (84 %)

Abbildung 3-9: Synthese von [4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl]triphenylphosphoniumbromid (46).

Die Herstellung von 4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol (44) erfolgte nach einer
Methode.'® 3,4-Dihydroxybenzaldehyd ~ (41)

Bromessigsauremethylester phenolischen zum

mit
3,4-

Bis(methoxycarbonylmethoxy)-Derivat 42 alkyliert. Bei der nachfolgenden selektiven Nitrierung von 42

bereits  publizierten Zunachst  wurde

an den beiden Hydroxygruppen
in der ortho-Position wurde das Produkt 43 unter den schon bei der Synthese von 33 vorgestellten
Reduktion von 43 mit NaBH, ergab Verbindung 44, welche durch
LiBr in 4,5-

Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylbromid (45) Uberfiihrt wurde. Durch Umsetzung von 45 mit

Bedingungen erhalten. Die

Reaktion mit Methansulfonsédurechlorid und nachfolgende Behandlung mit
PPhs; wurde [4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl]triphenylphosphoniumbromid (46) mit
guten Ausbeuten erhalten.

46 reagierte mit 2-Nitrobenzaldehyd (43) in der in Abbildung 3-10 dargestellten Wittig-Reaktion'"® mit
85 %

nitrophenyllethen (47a) und cis-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonyl-methoxy)-2-nitrophenyllethen (47b)

einer Ausbeute von zu dem aus trans-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-

bestehenden Stilbengemisch. Das bei der Reaktion erhaltene Produktgemisch konnte weder
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saulenchromatographisch noch mittels prap. HPLC getrennt werden. Die analytische HPLC ergab ein
Ausbeuteverhdltnis von 47a zu 47b von 1:6.

/ \
O o

/
-
Q o

N\

o
/ \< (6]

Q a) BuLi, THF, o) ’S
~ )l\/o ® 78 °C-RT, 2h d

O PPhs b)43, THF, RT, 18 h
o 5 >

- \n/\o NO, r
0 >_/
46

O,N NO,
(85 %) 47b

a)

ORQR  OR

RO N RO RQ
PPhy b
O O
RO NO, RO )
0N — NO,

Ylen Ylid
48 49 O—=PPh,
Oxaphosphetan
50

Abbildung 3-10: Wittig-Reaktion unter Bildung der 1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-
nitrophenyllethen-Derivate 47a und 47b.

Da sich, wie bereits bei der Synthese von BDMNP-ED (35) beschrieben, auch in diesem Falle nur das
trans-lsomer 47a zum gewilnschten BBMCMNP-ED (40) umsetzen lieB, wurde versucht
Synthesevarianten zu finden, die zu einer besseren trans-Selektivitat fihren. Bei der in Abbildung 3-10
gezeigten Wittig-Reaktion wird das Phosphoniumsalz 46 mit BuLi deprotoniert. Dabei entstehen die
Mesomere 48 und 49, welche als Ylen- und Ylid-Grenzstrukturen bezeichnet werden. Das freie
Elektronenpaar des Ylids 49 greift nukleophil an dem partiell positiv geladenen Kohlenstoffatom der
C=0-Gruppe des 2-Nitrobenzaldehyds 43 an, was zu der Ausbildung des Oxaphosphetans 50 fiihrt.
Die Triebkraft flr die anschlieBende Eliminierung, die zu den Stilbenen 47a bzw. 47b und

Triphenylphosphinoxid fihrt, ist die hohe Oxophilie des Phosphors.

®
Lo~ PPhs
R R ®
. ®
la +PhLi - LiO PPhy +HCI LiQ  PPhy (#-BuOK) O—P(Ph);
—
o PR % oo e L G 4
Lio PPh; ™ - R R ' R
]

g e la ]

Ib

Abbildung 3-11: Reaktionsmechanismus fiir die Schlosser-Variante der Wittig-Reaktion."""

Trans-konfigurierte Alkene sollen bei der in Abbildung 3-11 gezeigten Schlosser-Variante der Wittig-

111

Reaktion mit hoherer Stereoselektivitat erhalten werden koénnen. Bei dieser Variante fihrt der

Einsatz von Li-Halogeniden zu den intermediaren Lithio-Betainen la und Ib. Durch Deprotonierung
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dieser Zwischenstufen mit Phenyllithium bildet sich daraus die Ylid-Struktur ll, deren Protonierung mit
H* stereoselektiv zu la flhrt. Durch Zugabe von +BuOK wird in der Struktur la Lithium durch Kalium
ersetzt und es bildet sich anschlieBend das trans-Oxaphosphetan Ill. Aus diesem werden bei der
normalen Wittig-Reaktion durch Eliminierung das trans-Olefin 47a und Triphenylphosphinoxid
erhalten.

Die Schlosser-Variante'"

der Wittig-Reaktion flihrte allerdings, ausgehend von Verbindung 46,
gleichfalls zu dem Stilbengemisch aus 47a und 47b. 47a und 47b wurden im Verhaltnis 1:10 bei einer

Gesamtausbeute von 31 % erhalten.

Es wurden auch verschiedene Isomerisierungsreaktionen von 47b zu 47a untersucht. So wurde
versucht 47b durch Erwarmen, durch Bestrahlung mit Licht und durch den Einsatz von
Pd(MeCN)gClg112 zu isomerisieren. Jedoch fiihrte erst die Isomerisierung in Gegenwart von
HBr/AcOH'"® zur Umwandlung von 47b in 47a. Leider wurden unter diesen Reaktionsbedingungen
auch die Methylestergruppierungen partiell gespalten, so dass mit 18 % nur eine unbefriedigende
Ausbeute an 47a erhalten werden konnte.

[0} (e}
Na,SO0s, )]\/ 0 POCIj, )j\/ 0
Aceton/H,0, \O 0 S// Sulfolan/MeCN, \O o S//\
45 — o JoNa —————» o g cl
100 °C-RT,85h _~ \n/\o NO, 70 °C-RT, 45 min e \n/\o NO,
(e} o

51 (86 %) 52 (29 %)

a) EtsN, MeCN,
-40 °C
b) 2N HCI, 0 °C
/ \
\O 3 5 O/
00
o’% eto
MeCN, - SO, oo £ % »o
47a <« — 7%
80-100 °C O Q
O,N NO,
0#0

Abbildung 3-12: Syntheseversuch von 47a nach WeDEKIND.

Eine weitere Mdglichkeit zur selektiven Synthese von trans-Alkenen ist 1911 von WEDEKIND vorgestellt

worden.""

Es wurde versucht auch 47a nach diesem Verfahren herzustellen. Nach der in Abbildung
3-12 aufgezeigten Synthesevariante wurde aus 2-Nitrobenzylbromid (45) zunachst das
Natriumsulfonat 51 hergestellt, welches dann mit POCIl; zum Sulfurylchlorid 52 umgesetzt wurde. Aus
diesem sollte laut WEDEKIND unter Einsatz von Et;N das Episilfon 53 gebildet werden, welches unter
Temperaturerh6hung SO, abspalten und selektiv das trans-Stilben 47a ergeben sollte.

Die Synthese von 52 verlief erfolgreich, jedoch konnte die Bildung von 53 nicht beobachtet werden. Es
entstand zwar ein nicht identifiziertes neues Produkt, das aber weder zu 47a noch zu 47b umgesetzt

werden konnte.
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SchlieBlich wurde das bei der Wittig-Reaktion erhaltene Gemisch aus 47a und 47b mit OsO, zu
BBMCMNP-ED (40) dihydroxyliert. Die Dihydroxylierung fUhrte jedoch, da sich nur 47a zu 40
umsetzte, zu der geringen Ausbeute von 5 % flr 40. Als glnstig erwies sich aber, dass auf dieser
Stufe das erhaltene Diol 40 vom Stilben 47b mittels Flash-SC abgetrennt werden konnte. Die
Hydroxylierung von reinem 47a, das durch Isomerisierung erhalten worden war, mit OsO, ergab fiir 40
eine Ausbeute von 96 %.

N \ v
0 0
0 06 0
o P % o
0s0,, NMO, CH,Cly/H,0, O Q
N

RT,72h
0, NO,

—0 0 HO ’/OH
/0—( 47a BBMCMNP-ED

o) 40 (96 %)

Abbildung 3-13: Darstellung von (15,2S)-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]ethan-1,2-diol
(BBMCMNP-ED, 40).

Aufgrund der geringen Ausbeuten bei den bisher aufgezeigten Synthesen zu den Diolen 35 und 40
wurde alternativ die Pinakol-Kupplung der Aldehyde 38 und 43 zu den entsprechenden Diolen
versucht. Von CHATTERJEE et al. wurde 2008 die Pinakol-Kupplung zur stereoselektiven Synthese von
1,2-Diphenylethandiolen vorgestellt.'"”> Die Autoren fanden, dass sich der in Abbildung 3-14
dargestellte Ti[(Salen)Cl,]-Komplex 54 am besten fir diese Art der Pinakol-Kupplung eignet. Die
Synthese von 54 (Abbildung 3-14 A)''"® gelang glatt. Die Pinakol-Kupplung der Aldehyde 38 und 43
nach der in Abbildung 3-15 B aufgefihrte Reaktion verlief jedoch nicht erfolgreich.
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Ti[(Salen)Cl,]
54 (97 %)

Ar
Abbildung 3-14: A) Synthese von Ti[(Salen]Cl.]; B) Pinakol-Kupplung von aromatischen Aldehyden mit dem

Ti[(Salen]Clz]-Katalysator zu Alkandiolen.""®



Ergebnisse und Diskussion 36

3.1.3 Synthese der caged Verbindungen

3.1.3.1 Aktivester

Die Biomolekile 1-5 (siehe Abbildung 2-1) weisen eine Aminofunktion auf, welche mit den potentiellen
(Cumarin-4-yl)methyl-Schutzgruppen BCMACM, BHCM und BBHCM maskiert werden sollten. Amine,
die direkt an (Cumarin-4-ylymethyl-Schutzgruppen gebunden sind, erwiesen sich jedoch als nicht
photoaktivierbar. Deshalb mussten die Verbindungen 1-5 analog der Vorgaben von FURUTA et al. Uber
eine Oxycarbonylbriicke an den Cumarin-Chromophor gebunden werden.** Zur Synthese derartiger
Carbamat-Verbindungen wurden die CM-Alkohole 12, 16 und 17 mit Chlorameisensaure-4-
nitrophenylester in die Aktivester 56-58 Uberfihrt (Abbildung 3-15). Da bei der Reinigung der
Aktivester mittels Flash-SC oder prap. HPLC ein Teil dieser Verbindungen hydrolysiert wurde, wurden
sie ohne Reinigung als Rohprodukt weiter zur caged Verbindung umgesetzt. Lediglich das O-{{8-
[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}- O-p-nitrophenyl-

carbonat 58 wurde zur Charakterisierung isoliert. Das gelang allerdings nur mit sehr geringen

Ausbeuten. Die Verbindungen 56°****® und 57° wurden bereits beschrieben.

OH Chlorameisensaure-4- 0 0
; nitrophenylester, DIPEA, . \n/
R R (¢]
S CH,Cly(THF), SN NO,
(6] (6]

RT,0,5-5h
R2 o~ Yo R2
R3 R3
12 R' = H, RZ = N[CH,COOC(CHj3)3], R® = H 56 R" = H, R” = N[CH,COOC(CHj3)slp, R® = H
16 R'=Br, R2=OH, R¥=H 57 R'=Br,R2=0H,R3=H
17 R' = Br, R? = OH, R® = CH,N[CH,COOC(CHa)sl, 58 R = Br, R = OH, R® = CHyN[CH,COOC(CHa)3l,

Abbildung 3-15: Synthese der O-(Cumarin-4-yl)methyl-O-4-nitrophenylcarbonate 56-58.

Die Synthese der Carbamate aus den Aktivestern 56-58 funktionierte, brachte aber teilweise nur
maBige Ausbeuten. Alternativ wurden deshalb die in Abbildung 3-16 gezeigten Aktivester 59-61 aus
den CM-Alkoholen 12, 16 bzw. 17 und Di(N-succinimidyl)carbonat analog einem von D’ADDONA et al.
vorgestellten Verfahren hergestellt.'"” Die gebildeten Aktivester 60 und 61 wurden, da bislang nicht

beschrieben, zur Charakterisierung isoliert, was auch hier nur mit geringen Ausbeuten gelang.

Da sich mit den Verbindungen 59-61 hdéhere Ausbeuten bei der Synthese der caged Verbindungen
erzielen lieBen, wurden auch die (Cumarin-4-ylymethylalkohole 18 wund 19 mit Di(N-
succinimidyl)carbonat zu den entsprechenden Aktivestern 62 bzw. 63 umgesetzt. Mit 62 und 63

konnte Octopamin erfolgreich in caged Verbindungen Uberfihrt werden.
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0
on ) . o\"/o\N
y Di(N-succinimidyl)carbonat, ]
R X Et;N, DMF(THF), R X © 5
) RT,5-12h
R 0~ 0 R? 0~ o
R3 R3
12 R' = H, R? = N[CH,COOC(CHjg)3],, R®=H 59 R' = H, R2 = N[CH,COOC(CHs)3],, R® = H
16R' = Br R2=0H,R%®=H 60R'= Br R?=0H,R®=H
17 R" = Br, R2 = OH, R® = CH,N[CH,COOC(CHj)3], 61 R = Br, R? = OH, R® = CH,N[CH,COOC(CH3)],

18 R" = Br, R2 = OH, R® \/\ 62R'=Br,R2=0H,R%= \/\

19 R" = Br, R2 = OH, R® = CH,N(CH,CH3), 63 R' = Br, R? = OH, R® = CH,N(CH,CH;),

Abbildung 3-16: Synthese der O-(Cumarin-4-yl)methyl-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonate 59-63.

3.1.3.2 Caged Neurotransmitter

Octopamin (1) und Dopamin (2) sind dihydroxylierte Derivate von 2-Phenylethylamin (64). Aufgrund
der einfacheren Struktur wurden deshalb zunachst an 64 verschiedene Reaktionsbedingungen bei der
Umsetzung mit den Aktivestern getestet. Die Reaktion des Aktivesters 56 mit 64 unter basischen
Bedingungen ergab mit 40 % Ausbeute N-{{7-[Bis(tert-butoxy-carbonylmethyl)amino]cumarin-4-
yl}methoxycarbonyl}-2-phenylethylamin  (65). Das Abspalten der tert-Butyl-Schutzgruppen am
Substituenten des Cumarin-Geriistes gelang unter Einsatz von TFA mit 45 % Ausbeute, d.h. die
Gesamtausbeute betrug 18 %.

Die Herstellung von BCMACMOC-geschiitztem Octopamin (69) gelang unter analogen Bedingungen
aus 56 und 1 mit einer Gesamtausbeute von 9 %. Das BCMACMOC-geschiitzte Dopamin 70 konnte

aus 56 und 2 mit 12 % Gesamtausbeute gewonnen werden.

R2
64 oder 1 oder 2, \"/ TFA/CH,Cly/H,0 \"/
DIPEA, CH,Cly, (75/24/1)
56 S R3
RT, 3-12h RT,2h
[(H3C)3COOCH,CLLN (HOOCH,C),N
65R'=H,R2=H, R®=H (40 %) 68 R'=H,R?=H,R3=H (45 %)
66 R'=0H, R2=H, R®=0OH (31 %) 69 R' = OH, R?=H, R®= OH (29 %)
67 R' =H, R?=0H, R% = OH (12 %) 70 R'=H, R? = OH, R® = OH (97 %)

Abbildung 3-17: Synthese von BCMACMOC-geschitztem Phenylethylamin (68), Octopamin (69) und Dopamin
(70).

Bei der Synthese des Octopamin-Derivates 66 kam erstmalig auch der neu entwickelte Aktivester 59
zum Einsatz. Die in Abbildung 3-18 gezeigte Reaktion von 59 mit 1 ergab die Verbindung 66 mit 50 %
Ausbeute, was im Vergleich zur Umsetzung von 56 und 1 eine Ausbeuteverbesserung um 61 %

bedeutete.
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OH
H
OTN\AQ\
RT, 45 mi
P A M 1 H,6):C00CH,CLN 0" Yo

66 (50 %)

Abbildung 3-18: Synthese von N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminoJcumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-D,L-
octopamin (66) aus 59.

Die Synthese der in Abbildung 3-19 gezeigten BHCMOC-caged Verbindungen 71-73 erfolgte aus dem
4-Nitrophenylcarbonat 57 und den Biomolekllen 64, 1 und 2. Bei dieser in Analogie zur Herstellung
der BCMACMOC-geschitzten Verbindungen durchgefiihrten Reaktion wurden BHCMOC-caged
Octopamin (72) und BHCMOC-caged Dopamin (73) in befriedigenden Ausbeuten gewonnen.

RZ

64 oder 1 oder 2, \ﬂ/
Et;N/DMAP, CH,Cl,,

57 3 LCly R3
RT, 2-8 h

71R'=H,R?=H, R®=H (43 %)
72R'= OH R2=H, R®= OH (36 %)
73 R'=H, R2= OH, R®= OH (45 %)

Abbildung 3-19: Synthese von BHCMOC-geschiitztem Phenylethylamin (71), Octopamin (72) und Dopamin (73).

Die Einfiihrung des neuen Chromophors BBHCMOC an die freie Aminogruppe der Verbindungen 64,
1 und 2 (Abbildung 3-20) erfolgte durch Reaktion der Biomolekile mit dem Aktivester 58 unter
basischen Bedingungen. Dabei wurden die Verbindungen 74-76 erhalten. Nach der Abspaltung der
tert-Butyl-Schutzgruppen am Substituenten in 8-Position konnten BBHCMOC-caged Phenylethylamin
(77) mit einer Gesamtausbeute von 19 %, BBHCMOC-caged Octopamin (78) mit einer
Gesamtausbeute von 20 % und BBHCMOC-caged Dopamin (79) mit einer Ausbeute Uber beide

Stufen von 34 % erhalten werden.

R1
H
O N R?
64 oder 1 oder2, TFA/CH,Cly/H,0 Br \g/
58 DMAP, DMF, RS 75/24/1) X RS
RT 2h
RT,1h HO 0" X0
N[CH,COOC(CHa)3], N(CH,COOH),
74R'=H,R2=H,R*=H (21 %) 77R'=H,R2=H, R®=H (92 %)
75R'=0OH, R2-H R®=OH (61 %) 78R'= OH R%2=H, R®= OH (33 %)
76 R' = H, R2= OH, R® = OH (39 %) 79 R'=H, R?=0H, R®= OH (86 %)

Abbildung 3-20: Synthese von BBHCMOC-geschitztem Phenylethylamin (77), Octopamin (78) und Dopamin
(79).

Zum Cagen von Octopamin wurden auch die neu entwickelten Schutzgruppen PBHCM und DBHCM
eingesetzt. Die in Abbildung 3-21 gezeigte Synthese von N-{{6-Brom-8-{{4-[(fluoren-9-
yl)methoxycarbonyl]piperazin-1-yl}methyl}-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-D,L-octopamin
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(80) konnte unter den aufgeflihrten Bedingungen allerdings nur mit 21%ig. Ausbeute erreicht werden.
Bei der anschlieBenden Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin wurde das gewlnschte N-
{{6-Brom-7-hydroxy-8-[(piperazin-1-yl)methyllcumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-D,L-octopamin
(PBHCMOC-caged Octopamin, 81) mit fast quantitativer Ausbeute gewonnen.

1, Eth CH,Cly, \/K©\0H Piperidin, THF, \/K©\ OH
RT 12h RT 1h

K/NFmoc K/NH

PBHCMOC-caged Octopamin
80 (21 %) 81 (96 %)

Abbildung 3-21: Synthese von PBHCMOC-caged Octopamin (81).
Die Umsetzung von DBHCM-OH (19) zum Aktivester 63 mit der sofortigen Weiterreaktion des

gebildeten 63 mit 1 ergab mit 31%ig. Ausbeute N-{[6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxycumarin-
4-yllmethoxycarbonyl}-D,L-octopamin (DBHCMOC-caged Octopamin, 82).

OH
H
1, Et;N, CH,Cly, Br X © OH
30 mi
RT, min HO o 0

NN

DBHCMOC-caged Octopamin
82 (31 %)

Abbildung 3-22: Synthese von DBHCMOC-caged Octopamin (82).

Der Einsatz eines caged Octopamins in der Honigbiene dient der Erforschung der octopaminergen
Signalwege. Da aber bisher nicht bekannt ist, welche funktionelle Gruppe im Octopamin entscheidend
fir seine Wirkung ist, wurde neben der Maskierung der Aminogruppe auch die Maskierung der
phenolischen und der alkoholischen OH-Gruppe durchgefiihrt. In den Abbildungen 3-23 und 3-24 wird
der Syntheseweg zum an der jeweiligen OH-Funktion geschitzten caged Octopamin 89 bzw. 97
gezeigt. Da sich (Cumarin-4-ylymethylether nicht photochemisch spalten lassen und bei der Photolyse
von (Cumarin-4-yl)methyl-geschiitzten Phenolen Umlagerungen beobachtet wurden, die nicht die

118

Freisetzung der Phenole zur Folge hatten, ™ wurden die OH-Gruppen im Octopamin mit dem

Aktivester 60 in entsprechende photoaktivierbare Carbonate Uberfihrt.
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O 0!
4
A N
1 oder c) 272 A NHR
NHR o2H
a): 83 R = Fmoc (40 %) 86 R=Fmoc (20 %) 87 R=Piv (58 %) 88 R =Boc (42 %)

b): 84 R = Piv (42 %)
c): 85 R =Boc (96 %)

Piperidin, 2 N HCI,
DMF, 30 min, | (59 %) Dioxan, | (72 %)
RT 2h,RT

e
Br. X 0 \©Y\NH2
O%H
HO (6) (6]
0O'-BHCMOC-caged Octopamin (89)

Abbildung 3-23: Synthese von O'-BHCMOC-caged Octopamin (89). a) DIPEA, FmocCl, CH.Cl», 1 h, RT; b)
CsCOs, Pivaloinsdureanhydrid, 0 °C-RT; c) EtsN, Di(tert-butyl)dicarbonat, EtOH, 24 h, RT.

Zur Synthese des an der phenolischen OH-Gruppe geschiitzten b,L.-Octopamins [O’-BHCMOC-caged
Octopamin, 89] musste Octopamin zunachst an der Aminofunktion geschiitzt werden. Deshalb wurde
1 mit FmocCl zum N-[(Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-D,L-octopamin (83) umgesetzt. Bei der
anschlieBenden Reaktion von 83 mit dem Aktivester 60 in Gegenwart von Et;N wurde das Carbonat
86 gebildet. Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe an der Aminofunktion wurde das gewiinschte O'-
BHCMOC-caged Octopamin mit einer Gesamtausbeute von 5 % erhalten.

Die Vermutung, dass sterische Griinde bedingt durch die GréBe der Fmoc-Schutzgruppe fir die
geringe Gesamtausbeute bei der Herstellung von 89 verantwortlich sind, war der Anlass daflr, die
Pivaloyl-Schutzgruppe zum Blockieren der Aminofunktion einzusetzen. Nach Literaturangaben wurde
die Pivaloyl-PG zum Maskieren einer Aminofunktion neben einer freien Hydroxyfunktion eingesetzt
und konnte auch ohne Probleme wieder abgespalten werden.''® Die Maskierung der Aminofunktion
von 1 als N-Pivaloyl-D,L-octopamin (84) gelang problemlos und bei der anschlieBenden Reaktion mit
60 wurde eine deutlich hdhere Ausbeute an O'-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]-N-
pivaloyl-D,L-octopamin (87) erzielt. Das entstandene Carbonat 87 war jedoch saurelabil, so dass bei
Versuchen die Pivaloyl-Gruppe abzuspalten immer erst die Carbonatstruktur gespalten wurde.
SchlieBlich kam es zum Einsatz der Boc-Schutzgruppe (siehe Abbildung 3-23). Dabei konnte N-(tert-
Butoxycarbonyl)-D,L-octopamin (85) aus 1 und Di(tert-butyl)dicarbonat hergestellt werden. Das bei der
anschlieBenden Reaktion mit 60 erhaltene O'-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]-N-
(tert-Butoxycarbonyl)-D,L-octopamin 88 konnte mit HCI in Dioxan zu O'-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-
yl)methoxycarbonyl]-D,L-octopamin [O’-BHCMOC-caged Octopamin, 89] umgesetzt werden. Uber die

drei Synthesestufen wurde eine Ausbeute flr 89 von 30 % erreicht.
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RHN

02 _o
Y
0

S

a) oder b) oder O'R 60, Et;N,
c) oder d CH,CI
1 ) oder d) 2Ll Br
RHN
O%H
HO' O

a): 90 R =Fmoc (38 %)

O'R
0

b): 91 R =Piv (47 %) 94 R = Piv (10 %) 95 R = Boc (21 %) 96 R = TBDMS (71 %)
c): 92 R =Boc (64 %)
d): 93 R =TBDMS (75 %) .
i) TAS-F, THF,
30 min, RT
ii) 2N HCI,
Dioxan,
25 min, RT

Br

HO' (0) 0

02-BHCMOC-caged Octopamin
97 (37 %)

Abbildung 3-24: Synthese von O-BHCMOC-caged Octopamin (97). a) DIPEA, FmocCl, CH.Cl», 1 h, RT, b)
Cs2CO0s, Pivaloinsaureanhydrid, 0 °C-RT, c¢) EtsN, Di(tert-butyl)dicarbonat, EtOH, 36 h, 40 °C, d) EtsN, tert-Butyl-
dimethylsilylchlorid (TBDMSCI), MeCN, 70 h, RT.

Die ersten Versuche zur Synthese von O-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]-D,L-
octopamin [O°-BHCMOC-caged Octopamin, 97] wurden, wie in Abbildung 3-24 aufgefiihrt, mit dem
Schitzen der NH,- und der phenolischen OH-Funktion mit der Fmoc-, Pivaloyl- bzw. Boc-
Schutzgruppe gestartet. Bei der Behandlung von der Fmoc-geschiitzten Verbindung 90 mit dem
Aktivester 60 konnte jedoch keine Reaktion beobachtet werden. Bei der Umsetzung von den Pivaloyl-
bzw. Boc-geschiitzten Verbindungen 91 bzw. 92 mit 60 fand die Reaktion zum O-[(6-Brom-7-
hydroxycumarin-4-y|)methoxycarbonyl]-N,O’-bis(pivaloyl)-D,L-octopamin (94) bzw. OZ-[(6-Brom-7-
hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]-N,O’-bis(tert-butoxycarbonyl)-D,L-octopamin  (95) in guten
Ausbeuten statt. Allerdings konnte keine Entschitzungsvariante fiir 94 bzw. 95 gefunden werden, bei

der das gebildete Carbonat stabil blieb.

Auf der Suche nach einer sinnvollen Schutzgruppenstrategie half eine Konformationsanalyse die in
Zusammenarbeit mit A. KEUCHwWICK (FMP Berlin) durchgefiihrt wurde. Ziel dieser Kooperation war es,
die Grinde dafir zu ermitteln, warum Verbindung 92 mit dem Aktivester 60 reagierte, nicht aber
Verbindung 90.
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T S

Rat

Abbildung 3-25: Energiedrmste Konformationen der Octopamin-Derivate 92 und 95. A) R-Form von 92; B) S-
Form von 92; C) R-Form von 95; D) R-Form von 95.

%
3

Abbildung 3-26: Energiedrmste Konformationen des Octopamin-Derivates 90 und des virtuellen
Reaktionsproduktes aus 90 und 60. A) R-Form von 90; B) S-Form von 90; C) R-Form des virtuellen
Reaktionsproduktes aus 90 und 60; D) R-Form des virtuellen Reaktionsproduktes aus 90 und 60.

A. KEUCHWICK berechnete die wahrscheinlichsten Konformationen (Methode: Stochastic Search in
MOE 2010.10), das heiBt die energiedrmsten Konformationen der Verbindungen 92 und 95
(Abbildung 3-25). Da Octopamin als Racemat vorliegt, wurden die energiedrmsten Konformationen
sowohl fur die R-Konfiguration als auch fur die S-Konfiguration ermittelt. Wie erwartet, konnten keine
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sterischen Griinde festgestellt werden, welche die Reaktion behindern wiirden. Flir 95 wurden
Konformationen erhalten, die durch ein versetztes (gestaffeltes) System der aromatischen Ringe und
eine Wasserstoff-Briickenbindung stabilisiert sind.

Die berechneten energiedrmsten Konformationen der R- und S-Form von 90 und des virtuellen
Reaktionsproduktes aus 90 und 60 zeigten dagegen (vgl. Abbildung 3-26) eine starke sterische
Abschirmung der aliphatischen OH-Gruppe im Octopamin. Bei Verbindung 90 missten drastische
Veranderungen in der Konformation eintreten, damit ein mégliche Reaktion an der aliphatischen OH-

Gruppe stattfinden kann.

Folglich m(iBte eine Schutzgruppe fir die NH,- und die phenolische OH-Gruppe gefunden werden, die
weder mit Sduren oder starken Basen abgespalten werden muss, und so klein ist, dass das doppelt
geschitzte Octopamin weiterreagieren kann. Eine solche Schutzgruppe wurde in der tert-Butyl-
dimethylsilyl-Schutzgruppe gefunden. Die Synthese von 1-Hydroxy-1-[4-(tert-
butyldimethylsilyloxy)phenyl]-N-(tert-butyldimethylsilyl)ethylamin (93) und auch die Reaktion von 93
mit 60 zum 02-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-y|)methoxycarbonyl]-N,O’-bis-(tert—butyldimethylsilyl)-D,L-
octopamin 96 ergaben gute Ausbeuten (Abbildung 3-24). Bei der Abspaltung der Silylschutzgruppen
musste in zwei Schritten vorgegangen werden. Die Silylschutzgruppe an der phenolischen OH-Gruppe
konnte nur unter Einsatz von Tris(dimethylamino)sulfon-trimethylsilyldifluorid (TAS-F) abgespalten
werden ohne gleichzeitig das Carbonat zu spalten. Allerdings konnte mit diesem Reagenz die
Silylschutzgruppe an der Aminofunktion nicht abgespalten werden. Dies gelang aber mit 2N HCI in
Dioxan. Beide Abspaltungen wurden ohne Aufarbeitung nacheinander durchgefiihrt. O°-BHCMOC-
caged Octopamin (97) konnte Uber alle Syntheseschritte ausgehend von Octopamin mit einer

Ausbeute von 20 % gewonnen werden, was fir eine caged Verbindung durchaus zufriedenstellend ist.

Caged Epinastin

Die Synthese von N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}epinastin
(BCMACMOC-caged Epinastin, 99) erfolgte zunachst, wie in Abbildung 3-27 aufgefuhrt, analog der in
Abbildung 3-17 gezeigten Synthese von BCMACMOC-caged Phenylethylamin aus dem Aktivester 56
und Epinastin. 99 wurde mit einer Ausbeute von 10 % erhalten. Hier fihrte der Einsatz von dem O-
Cumarinylmethyl-O-succinimidylcarbonat 59 als Aktivester zu einer Verbesserung der Ausbeute auf
50 %. Die Abspaltung der tert-Butylgruppen mit TFA ergab caged Epinastin (99) mit einer Ausbeute

von 77 %.
O L
3, DMAP, CH,Cl,,
a)b6 ___~ ° " Na N TFA/CH,Cl,/H,0 NN
RT, 22 h Y O (75/2411), Y O

O _NH —_— O __NH
3, EtsN, CH,Cly, \g/ RT.2h \|r
b)59 — S X ©
RT, 30 min
[(H3C)3COOCH,C],N 0~ Yo (HOOCH,C),N 0~ ~o
BCMACMOC-caged Epinastin
98 99 (77 %)
a):10%
b): 50 %

Abbildung 3-27: Synthese von BCMACMOC-caged Epinastin (99).
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N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]epinastin  (BHCMOC-caged Epinastin, 100)
wurde unter den in Abbildung 3-28 aufgefiihrten Bedingungen durch Reaktion von dem Aktivester 60
mit Epinastin gewonnen. Die analoge Umsetzung von 61 mit Epinastin ergab N-{{8-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}epinastin  (101).
Nach Abspaltung der tert-Butyl-Schutzgruppen wurde N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-
7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}epinastin (BBHCMOC-caged Epinastin, 102) mit einer
Gesamtausbeute Uber beide Schritte von 25 % gewonnen.

3, Et;N, CH,Cl,, H O

a)ep o TErE

RT,1h
NYN
3, Et;N, CH,Cly, (0} NH
b) 61 —————— Al
RT, 45 min Br- (o]
N
HO O o

a): 100 R = H (32 %)
b): 101 R = CH,N[CH,COOC(CHa)gl, (25 %)

TFA/CH,Cl,/H,0
(75/24/1), RT, 2 h
102 R = CH,N(CH,COOH), (98 %)

Abbildung 3-28: Synthese von BHCMOC-caged Epinastin (100) und BBHCMOC-caged Epinastin (102).

3.1.3.3 Caged PSis

Caged Emetin

Bei der Synthese von N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-ylimethoxycarbonyl}-
emetin (103) (Abbildung 3-29) kamen neben Emetin auch wieder die beiden Aktivester 56 und 59 zum
Einsatz. Auch in diesem Fall bringt die Verwendung von dem Succinimidylcarbonat 59 mit 64 % eine
bessere Ausbeute als der Einsatz von 56. Durch Abspaltung der tert-Butyl-Gruppen in 103 mit TFA
wurde  N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yljmethoxycarbonyl}emetin (BCMACMOC-caged
Emetin, 104) mit einer Ausbeute von 61 % erhalten.

e
o
4, DIPEA, CH,Cly,
)56 T o TFA/CH,Cl,/H,0
RT, 12 h (75/24/1), H
_—
O RT,2h 0

) 4, Et;N, CH,Cly,
—_—
RT,1,5h

o _N ~
b) 59 O
o~ \g/ o~
N
[(HC)sCOOCH,CIN 0" o (HOOCH,C),N 0" Yo

BCMACMOC-caged Emetin
103 104 (61 %)
a): 54 %
b): 64 %

Abbildung 3-29: Synthese von BCMACMOC-caged Emetin (104).
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Mit N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyllemetin (BHCMOC-caged Emetin, 105) wurde
ein weiterer Phototrigger von Emetin hergestellt. Wie in Abbildung 3-30 gezeigt, wurde 105 sowohl
aus dem Aktivester 57 als auch dem Aktivester 60 und Emetin gebildet. 105 wurde ausgehend von 57

und von 60 in guten Ausbeuten erhalten.

4, DMAP, DMF,
a)s? >
RT, 1h

4, Et;N, CH,Cly,
b) - > Br.
RT,4h

HO O (6}

BHCMOC-caged Emetin (105)
a): 61 %
b): 67 %

Abbildung 3-30: Synthese von BHCMOC-caged Emetin (105).

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-
emetin (106) wurde, wie in Abbildung 3-31 aufgefihrt, durch Umsetzung der Aktivester 58 und 61 mit
Emetin hergestellt. Nach dem Entschiitzen der Sauregruppen in 8-Position des Cumarin-Gerlstes von
106 wurde N-{{8-[Bis(carbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-
emetin (BBHCMOC-caged Emetin, 107) mit 82 % Ausbeute erhalten.

4, DMAP, DVF, \O

a) 58 N TFA/CH2C|2/H20
RT 1h v (75/24/1), \
) \W» \N
H —_— H
RT,2h
4, Et;N, CH,Cly, o ’ 0
b) 61 3! 212 OTN N O\"/N S
RT,30min o o~ Br o o~
X A
HO 0~ o HO 0~ o
N[CH,COOC(CHg)s]> N(CH,COOH),
BBHCMOC-caged Emetin
106 107 (82 %)
a):45%
b): 40 %

Abbildung 3-31: Synthese von BBHCMOC-caged Emetin (107).

Caged Anisomycin

Die Synthese von N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyllanisomycin (BHCMOC-caged
Anisomycin, 108) ist bereits von GOARD et al. publiziert worden.®® Die Autoren haben den Alkohol
BHCM-OH (16) mit Phosgen zu [(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]chlorformiat umgesetzt,
welches dann mit Anisomycin (5) und Na,CO; zur caged Verbindung 108 reagierte. Wir haben in
unseren Synthesen auf den Einsatz von Phosgen verzichtet und konnten wie in Abbildung 3-32

gezeigt, 108 mit befriedigenden Ausbeuten durch Reaktion von 60 mit Anisomycin erhalten.
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OHO
:,,()
5, Et;N, CH,Cl,,
RT,4,5h

BHCMOC-caged Anisomycin
108 (34 %)

\\\Il

Abbildung 3-32: Synthese von BHCMOC-caged Anisomycin (108).

Da das caged Anisomycin 108 eine sehr schlechte Loslichkeit unter physiologischen Bedingungen
aufwies, wurde  N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxy-
carbonyl}anisomycin (BBHCMOC-caged Anisomycin, 110) synthetisiert (Abbildung 3-33). Zuerst
wurde der Aktivester 61 mit Anisomycin (5) in Gegenwart von EtN zum N-{{8-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}anisomycin
(109) umgesetzt und dieses dann anschlieBend durch Hydrolyse der Esterbindungen in Position 8 des
Cumarin-Geriistes mit TFA in 110 (berfiihrt. Uber beide Schritte konnte eine Ausbeute von 43 %
erreicht werden.

OH o OH o
Veta
5, Et;N, CH,Cl,, A / (75/24/1) /
61 0 0
RT,1h HO O 6] RT 2h
N[CH,COOC(CHj)s], N(CH,COOH),
BBHCMOC-caged Anisomycin
109 (64 %) 110 (67 %)

Abbildung 3-33: Synthese von BBHCMOC-caged Anisomycin (110).

3.1.3.4 Caged CCCP

Der Protonophor CCCP (6) enthalt eine NH-Funktion welche beim Design einer caged Verbindung zu
schitzen ist, da nur hier die biologisch relevante Reaktion stattfinden kann. Anfangs wurde versucht,
diese Imino-Gruppierung mit Hilfe des vom Cumarin abgeleiteten Aktivesters 60 umzusetzen. Trotz
Variation der eingesetzten Basen, der Ldsungsmittel oder der Temperatur konnte jedoch das
gewlinschte Produkt, BHCMOC-caged CCCP, nicht erhalten werden. Es wurde aber die Entstehung
vieler verschiedener anderer Verbindungen beobachtet, was darauf zurlickzufihren sein dirfte, dass
das Cyanokonstrukt recht reaktiv ist und unter den gewahlten basischen Reaktionsbedingungen
Nebenreaktionen eingeht. Somit muBte eine andere Strategie zur Herstellung einer caged Verbindung
von CCCP gewahlt werden. Unter anderem bot sich die Alkylierung mit einer Nitrobenzyl-Diazo-
Verbindung an, beispielsweise dem 1998 eingefiihrten DMNPE-N,.?** Analog zur Synthese von
DMNPE-caged cyclischen Nukleotiden®® wurde 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-caged CCCP
(DMNPE-caged CCCP, 111) synthetisiert (sieche Abbildung 3-34). 111 wurde mit guten Ausbeuten
erhalten. Damit wurde erstmals eine NH-Verbindung mit einem Nitrobenzyldiazo-Derivat in einen
Phototrigger tberfiihrt.
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Abbildung 3-34: Synthese von DMNPE-caged CCCP (111).

Ebenfalls wurde der Versuch unternommen, eine CM-Schutzgruppe am CCCP einzufiihren. Hierfur

wurde DMCM-N; (27) mit CCCP umgesetzt. Bei dieser Reaktion entstand mit 22%ig. Ausbeute das in

Abbildung 3-35 gezeigte Carbonylcyanid-N-(3-chlorphenyl)-N-[(6,7-dimethoxycumarin-4-

yl)methyllhydrazon (DMCM-caged CCCP, 112).

Cl cl
N
Lo P
®, Lz
>N HN. PN I //(éN
-0 N MeCN/Dioxan (5/1),  ~© N
_ >
o 0" o RT.12h o 0" o
DMCM-caged CCCP
27 112 (22 %)

Abbildung 3-35: Synthese von DMCM-caged CCCP (109).

3.1.3.5 Caged Bourgeonal

Bourgeonal (7) wurde durch die in Abbildung 3-36 gezeigte und bei anderen Aldehyden erfolgreich
praktizierte Acetalisierung'®**'®* mit BDMNP-ED (35) zu 4,5-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-2-(4-
tert-butylphenethyl)-1,3-dioxolan (BDMNP-ED-caged Bourgeonal, 113) umgesetzt.

[\ 7/ \
o 0

7, PPTS, MQSO4, 02N N02
Toluol,

o_ O

NO, 120 °C, 12 h

BDMNP-ED-caged Bourgeonal
113 (11 %)

Abbildung 3-36: Synthese von BDMNP-ED-caged Bourgeonal (113).
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Zur Synthese eines besser wasserldslichen caged Bourgeonal-Derivates wurde das in dieser Arbeit
eingefihrte BBMCMNP-ED (40) in Analogie zu dem oben aufgefiihrten Verfahren gleichfalls mit
Bourgeonal (7) in Gegenwart von PPTS bei 120°C umgesetzt. Nach A ufarbeitung wurde 4,5-Bis[4,5-
bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]-2-(4-tert-butylphenethyl)-1,3-dioxolan (114) mit 21 %
Ausbeute isoliert. Nach hydrolytischer Spaltung der Methylester-Gruppierungen mit LiOH wurde 4,5-
Bis[4,5-bis(carboxymethoxy)-2-nitrophenyl]-2-(4-tert-butylphenethyl)-1,3-dioxolan (BBCMNP-ED-
caged Bourgeonal, 115) mit 82 % Ausbeute erhalten.

/ \
\0 O, O o/ OH HO OH OH
o o 00
Y (¢
) / o O
P N0 0 ] 0 Y
;S 2: ° O Q )y
ol Y p 7, PPTS LiOH,
, s |
MgSO;, Toluol, 2N THRIRO @), ON NO,

4>
120°C, 12h RT2n
O,N > NO,
HO  OH
40

BBCMNP-ED-caged Bourgeonal
114 21 %) 115 (82 %)

Abbildung 3-37: Synthese von BBCMNP-ED-caged Bourgeonal (115).
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3.2 Eigenschaften der caged Verbindungen

In diesem Kapitel werden die unter 3.1 synthetisierten caged Verbindungen 68-73, 77-79, 81, 82, 89,
97, 99, 100, 102, 104, 105, 107, 108, 110-113 und 115 chemisch und photochemisch charakterisiert.
Dazu werden die im Verlauf dieser Arbeit ermittelten Ldslichkeits-, Hydrolyse-, Absorptions-,
Photolyse- und Fluoreszenzeigenschaften vorgestellt. Auch die Abhéngigkeit der Eigenschaften
einiger Verbindungen vom pH-Wert wird gezeigt. Weiterhin wird am Beispiel von BBHCMOC-caged
Emetin (107) erstmals die 2-Photonen-Anregbarkeit des BBHCMOC-Chromophors demonstriert. Mit
Hilfe zeitaufgeldster Fluoreszenz- und IR-Messungen wird erstmals die Kinetik der Photolyse von
(Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-caged Aminoverbindungen an einigen Modelverbindungen néaher

untersucht.
3.2.1 Loslichkeiten und Hydrolysestabilititen

Eine wichtige Anforderung an neu entwickelte caged Biomolekile ist ihre ausreichende Ldslichkeit
unter physiologischen Bedingungen. Unter der Ld&slichkeit versteht man die maximal erreichbare
Konzentration, auch Sattigungskonzentration c¢; genannt, einer Substanz im verwendeten

Lésungsmittel.

In dieser Arbeit wurden die cs-Werte der caged Verbindungen von den Biomolekllen 1-5 in
MeCN/Phosphatpuffer (5/95) bei pH = 7,2 bestimmt, da diese Bedingungen den zu untersuchenden
biologischen Systemen am nachsten kamen. Die Caging-Gruppe sollte die Léslichkeit der Biomolekdile
idealerweise nicht verringern, sondern verbessern. Das gelang, wie den cs-Werten in Tabelle 3-1 zu
entnehmen ist, besonders gut mit den BCMACMOC- und BBHCMOC-Schutzgruppen. Hier liegt die
Léslichkeit der caged Verbindungen im mM-Bereich. Auch das mit PBHCMOC- und DBHCMOC-
geschitzte Octopamin weist mit 10 bzw. 8 mM eine sehr hohe Lé&slichkeit auf. Nur die mit der
BHCMOC-Schutzgruppe maskierten Verbindungen von 1-5 zeigen eine relativ geringe Léslichkeit.
Somit kénnen diese Verbindungen nur in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen eingesetzt
werden.

Bei der caged CCCP-Verbindung 111 wurde, trotz der relativ hohen Wasserldslichkeit von dem
Protonophor CCCP, nur eine geringe Loslichkeit erreicht. Die niedrige Loslichkeit von 3 uM des
BDMNP-ED-caged Bourgeonal (113) konnte durch die Einfiihrung der neu entwickelten BBCMNP-
ED-Schutzgruppe auf >>50 uM erhéht werden. Der genaue cs-Wert von 115 konnte auf Grund nicht
ausreichend zur Verfligung stehenden Substanzmengen nicht genauer bestimmt werden, liegt aber
deutlich héher als 50 pM.
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Tabelle 3-1: Sattigungskonzentrationen (cs) der hergestellien caged Verbindungen in MeCN/Phosphatpuffer

(5/95), pH = 7,2.

Nr.  Verbindung Cs [UM]
70 BCMACMOC-caged Dopamin 1x10"
73  BHCMOC-caged Dopamin 1x10°
79 BBHCMOC-caged Dopamin 1x10*
69 BCMACMOC-caged Octopamin n.b.
72 BHCMOC-caged Octopamin 5x10°
78  BBHCMOC-caged Octopamin 2x10°
89 O'-BHCMOC-caged Octopamin 5,5x10°
97  O°-BHCMOC-caged Octopamin 5x10°
81 PBHCMOC-caged Octopamin 1x10*
82 DBHCMOC-caged Octopamin 8x10°
104 BCMACMOC-caged Emetin 5x10°
105 BHCMOC-caged Emetin 1,4x10?
107 BBHCMOC-caged Emetin 1x10*
99 BCMACMOC-caged Epinastin n.b.
100 BHCMOC-caged Epinastin 1x10?
102 BBHCMOC-caged Epinastin > 1x10*
108 BHCMOC-caged Anisomycin 9x10'
110 BBHCMOC-caged Anisomycin >1,1x10*
68 BCMACMOC-caged Phenylethylamin >2,4x10°
71 BHCMOC-caged Phenylethylamin 4,5x10°
77 BBHCMOC-caged Phenylethylamin >1x10"
111 DMNPE-caged CCCP 9
113 BDMNP-ED-caged Bourgeonal* 3
115 BBCMNP-ED-caged Bourgeonal* >>5x10"

*in MeCN/HEPES (5/95), pH = 7,2; n.b. nicht bestimmt

Die hydrolytische Stabilitdt in wéaBrigen Medien ist ein weiterer wichtiger Parameter bei der
Entscheidung, ob eine der caged Verbindungen zum Einsatz unter physiologischen Bedingungen
geeignet ist. Die Hydrolyse der hier diskutierten caged Verbindungen héatte die unkontrollierte
Freisetzung der Biomolekile zur Folge, d.h. es handelt sich um eine Konkurrenzreaktion zur
Photolyse. Dies kann die gewlinschte Steuerung der Freisetzung der Biomolekile beeinflussen. Daher
wurden alle in dieser Arbeit synthetisierten caged Verbindungen hinsichtlich ihrer Stabilitat gegentber
Hydrolyse untersucht. Dazu wurden Lésungen der Verbindungen 24 h bei RT im Dunkeln stehen
gelassen und anschlieBend mittels HPLC hinsichtlich der Abnahme der Konzentrationen der caged
Verbindungen untersucht. Zusatzlich wurde auch nach eventuell gebildeten Peaks der Biomolekile
bzw. von Derivaten der Chromophore gesucht. Bei allen caged Verbindungen bis auf die Derivate 70,
73 und 79 konnte nach 24 h keine nachweisbare Abnahme der Konzentration gefunden werden. Dies

lasst auf eine Halbwertszeit der Hydrolyse von mehr als 1000 h schlieBen. Bei den caged Dopamin-
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Verbindungen 70, 73 und 79 wurde in der Pufferldsung eine Abnahme der Konzentration bis zu 90 %
gefunden. Es konnte aber keine Bildung von dem entsprechenden 4-(Hydroxymethyl)cumarin bzw.
von Dopamin beobachtet werden. Bei der Bestimmung der hydrolytischen Stabilitdt in MeCN/H,O
(5/95) wurde keine Konzentrationsabnahme der caged Verbindungen innerhalb von 48 h becbachtet.
Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Konzentrationsabnahme nicht solvolytisch bedingt ist,
sondern es sich dabei um eine andere Nebenreaktion handelt, die nur in der Pufferlésung stattfindet.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass alls CM-caged Derivate in Pufferldsungen eine
hohe hydrolytische Stabilitat aufweisen und problemlos unter physiologischen Bedingungen eingesetzt

werden kdnnen.
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3.2.2 Absorptionsspektroskopische Charakterisierung

Eine fir caged Biomoleklle sehr wichtige Eigenschaft ist eine langwellige Absorption des
Schutzgruppen-Chromophors. Zusatzlich sollte der Extinktionskoeffizient, &na, in diesem Bereich
moglichst hoch sein, damit eine effiziente Photospaltung méglich wird. Die Langwelligkeit der
Absorption ist notwendig, da bei der Freisetzung der Biomolekile durch Bestrahlung mit Licht
mdglichst keine anderen Zellbestandteile angeregt und dadurch eventuell geschadigt werden sollen.
Die Wellenlange des eingesetzten Lichtes sollte >320 nm liegen, d.h. der Schutzgruppen-Chromophor

sollte >320 nm anregbar sein.

OH OH OH OH
N Br: SN Br SN Br N
(HOOCH,C),N 0”0 HO 0”0 HO 0”0  ho 0" Xo
"(\ N(CH,COOH),
13 16 19 23
[\ OH
®) 0 o) o/ \o
oga SO0
~
o) 0~ o
OMe O,N 4 NO,
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—— DMNP-COCH, (33)
— DMNP-ED (35)
BBMCMNP-ED (40)
—— DMCM-OH (116)
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Abbildung 3-38: Absorptionsspektren ausgewahlter CM- und NB-Chromophore.
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Die hier bearbeiteten Biomoleklle 1-5 und 7 absorbieren selbst nur im kurzwelligen Bereich des
Lichtes (200 bis 280 nm). Daher stammt die langwellige Absorption der aus ihnen synthetisierten
caged Verbindungen ausschlieBlich von den eingeflhrten photolabilen Schutzgruppen. In Abbildung
3-38 werden die UV/Vis-Spektren von 4-(Hydroxymethyl)cumarinen und von den NB-Verbindungen
33, 35 und 40 gezeigt, die naherungsweise denen der entsprechenden Chromophore in den caged
Verbindungen gleichen.

Die gréBten Ano-Werte weisen die 4-(Hydroxymethyl)cumarine 13, 16, 19, 23 und 25 (vgl. Tabelle 3-2)
auf. Sie absorbieren sowohl im Bereich von 200 - 280 nm als auch im langwelligeren Bereich von
320 - 450 nm. Die in Abbildung 3-38 aufgezeigte langwellige Absorptionsbande der Chromophore mit
CM-Gerlst zeichnet sich zusatzlich durch Extinktionskoeffizienten (&,ax) im Bereich von 15500 bis
19500 | mol” ¢cm™ aus. Die &nax-Werte sind mehr als doppelt so hoch wie die von den in dieser Arbeit
eingesetzten NB-Verbindungen. Eine Ausnahme bildet der CM-Alkohol 25, der nur Uber einen €mayx-
Wert von 13400 | mol™ cm™ verfugt.

Tabelle 3-2: Langwelligste Absorptionsmaxima (Amax) und Extinktionskoeffizienten (gmax) in MeCN/Phosphatpuffer
(5/95), pH = 7,2.

Nr.  Verbindung Amax[NM] &nax [l Mol cm]
13 BCMACM-OH 374 19500
16 BHCM-OH 367 17600
19 DBHCM-OH 367 15500
23 BBHCM-OH 369 16600
25 PBHCM-OH 366 13400
33 DMNP-COCH; 349 5700
35 BDMNP-ED* 337 7100
40 BBMCMNP-ED* 335 9700
116 DMCM-OH 341 11400

*in MeCN/HEPES (5/95) pH = 7,2.

Beim Cumarin ist die elektronische Konfiguration des S;-Zustandes vom nn*-Typ und die des S,-
Zustandes vom nm*-Typ."™ Die langwellige Absorptionsbande der CM-Chromophore ist dem mr*-
Ubergang zuzuordnen.®' Die Einfiihrung von Substituenten am Cumarin-Geriist hat eine Absenkung
des mrn*-Ubergangs zur Folge. Da der nn*-Ubergang keine Veranderung zeigt, kommt es zu einer
Niveauinversion. Die Absorptionsbande des nr*-Ubergangs ist somit deutlich kurzwelliger als die des
nn*-Uberganges und wird wegen ihrer geringen Ubergangswahrscheinlichkeit in den meisten Féllen
von der nn*-Absorptionsbande Uberdeckt.

Die Einfihrung von Elektronendonatoren in die 7-Position des CM-Gerlstes bewirkt durch eine
intramolekulare Ladungslbertragung (intramolecular charge transfer, ICT) im angeregten Zustand
eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums und eine Erhéhung des
Extinktionskoeffizienten.?'*®® Dieser auch als push-pull-Effekt bezeichnete Zusammenhang bei dem
die Carbonylgruppe des Lactons als Elektronenakzeptor dient, wird in Abbildung 3-39 am Beispiel von
BCMACM- und BHCM-OH gezeigt.
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Abbildung 3-39: Intramolekulare Ladungstibertragung in BCMACM-OH und BHCM-OH.
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Abbildung 3-40: Absorptionsspektren aller synthetisierten caged Octopamine.

In Abbildung 3-40 werden die UV/Vis-Spektren aller in dieser Arbeit hergestelllen CM-caged
Octopamin-Verbindungen gezeigt. Sie unterscheiden sich von den in Abbildung 3-40 gezeigten
Spektren der CM-Alkohole nur in der Absorption im kurzwelligen Bereich zwischen 200 und 270 nm.
N&herungsweise entsprechen sie einer Uberlagerung der Spektren der jeweiligen Alkohole und dem
Spektrum des Octopamins, was bei bichromophoren Systemen, die nicht konjugiert sind, in der Regel
auch der Fall ist. Die ermittelten langwelligsten Absoptionsmaxima, die in Tabelle 3-3 aufgefihrt sind,
liegen zwischen 371 und 380 nm und die Extinktionskoeffizienten zwischen 14500 und 19000 | mol”

cm™'. Der Extinktionskoeffizient von Verbindung 81 ist wie der des CM-Alkohols 25 niedriger.
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Alle caged Octopamin-Verbindungen sind langwellig anregbar und besitzen verhaltnisméBig hohe
Extinktionskoeffizienten.

Tabelle 3-3: Langwelligste Absorptionsmaxima (Amax) und Extinktionskoeffizienten (emax) von caged Octopaminen
in MeCN/Phosphatpuffer (5/95), pH = 7,2.

Nr.  Verbindung Amax[NM] &nax [l Mol cm™]
69 BCMACMOC-caged Octopamin 380 18700
72 BHCMOC-caged Octopamin 373 17150
78 BBHCMOC-caged Octopamin 372 15000
81 PBHCMOC-caged Octopamin 375 12150
82 DBHCMOC-caged Octopamin 371 14500
89 O’-BHCMOC-caged Octopamin 374 11150
97 O’-BHCMOC-caged Octopamin 372 17250

In Abbildung 3-41 werden die UV/Vis-Spekiren der BCMACMOC-, BHCMOC- und BBHCMOC-caged
Derivate der Verbindungen 2-5 und von Phenylethylamin (64) gezeigt. Auch hier liegen
erwartungsgemaB alle A, -Werte im Bereich zwischen 372 und 387 nm. Die An.Werte der
BCMACMOC-Phototrigger sind gegeniiber denen der BHCMOC- und BBHCMOC-Derivate leicht
bathochrom verschoben. Die Extinktionskoeffizienten, die in Tabelle 3-4 aufgelistet sind, liegen fast
alle im erwarteten Bereich von 15000 bis 19500 | mol” ¢cm™. Nur die Emax-Werte der Verbindungen 102

und 105 sind kleiner (13000 bzw. 13300 | mol' cm™).

Alle 14 in Tabelle 3-4 aufgeflhrten caged Verbindungen eignen sich hinsichtlich ihrer
Absorptionseigenschaften zum Einsatz als Phototrigger.

—————— BCMACMOC- cageaDopamin (70)
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50000 : --——- BBHCMOC- czgeaDopamin (79)
':I ----- BHCMOC- cagea’Anisomycin (108)
5 BBHCMOC- cagea’Anisomycin (110)
1 BCMACMOC- cagea’Phenylethylamin (68)
40000 ‘..'; - BHCMOC- cageaPhenylethylamin (71)
L BBHCMOC- cageaPhenylethylamin (77)
\‘@" - - - BCMACMOC- czgeaEmetin (104)
.""?,',g - - - BHCMOC- cageaEmetin (105)
_ ‘\:Ii - - - BBHCMOC- czgeaEmetin (107)
] i) - BCMACMOC- czgeaEpinastin (99)
g 30000 ‘1\“% ------ BHCMOC- caageeEpinastin (100)
- § \5 e BBHCMOC- czgeaEpinastin (102)
= i
[e) 4
£ %
— i
— 20000 H;
W
10000 +
0 I e

f T

1
450 500

Abbildung 3-41: Absorptionsspektren der CM-caged Derivate der Verbindungen 2-5 und 64.
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Tabelle 3-4: Langwelligste Absorptionsmaxima (Amax) und Extinktionskoeffizienten (&max) von verschiedenen CM-
caged Verbindungen in MeCN/Phosphatpuffer (5/95), pH = 7,2.

Nr. Verbindung Amax[M]  &nax [I mol” cm'1]
70 BCMACMOC-caged Dopamin 380 15700
73 BHCMOC-caged Dopamin 372 17400
79 BBHCMOC-caged Dopamin 372 18000
104 BCMACMOC-caged Emetin 387 19500
105 BHCMOC-caged Emetin 379 13000
107 BBHCMOC-caged Emetin 380 15700
99 BCMACMOC-caged Epinastin 383 16200
100 BHCMOC-caged Epinastin 374 15200
102 BBHCMOC-caged Epinastin 375 13300
108 BHCMOC-caged Anisomycin 376,5 18900
110 BBHCMOC-caged Anisomycin 374 15600
68 BCMACMOC-caged Phenylethylamin 380,5 19400
71 BHCMOC-caged Phenylethylamin 372 16700
77 BBHCMOC-caged Phenylethylamin 372 17000

Die langwelligste Absorptionsbande der beiden NB-Chromophore 35 und 40 (vgl. Abbildung 3-42)
liegt zwischen 270 und 400 nm, ist deutlich breiter und hat mit einem &;,,,-Wert von <10000 | mol”" cm’
einen deutlich geringeren Extinktionskoeffizienten als die langwelligste Absorptionsbande der
vorstehend aufgefihrten CM-Chromophore. Das langwelligste Absorptionsmaximum liegt bei den
Chromophoren 35 und 40 bei 335 nm. Der A,.Wert der caged Bourgeonal-Derivate 113 und 115
betragt 348 nm. Somit fihrt die Ausbildung der Dioxolanstruktur zu einer bathochromen Verschiebung

von Amax Um 13 nm.
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Abbildung 3-42: Absorptionsspektren der Ethandiole 35 und 40 und der caged Bourgeonal-Verbindungen 113 und
115.

Den in Tabelle 3-5 aufgefihrten Werten der Extinktionkoeffizienten, die zwischen 7000 und
9700 I mol" cm™ liegen, ist zu entnehmen, dass weder die Einfiihrung der Carboxymethoxy-
Substituenten in die 4- und 5- Position der NB-Bausteine noch die Ausbildung der Dioxolan-Struktur
zu einer Erhéhung der Extinktionskoeffizienten flihrt. Somit unterscheiden sich die hergestellten caged
Bourgeonale 113 und 115 fast nicht in ihren absorptionsspektroskopischen Eigenschaften.

Sowohl 113 als auch 115 zeigen ein ausreichend langwelliges Absorptionsmaximum und einen
ausreichend hohen Extinktionskoeffizienten um den gestellten Anforderungen als caged Verbindung

gerecht zu werden.
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Tabelle 3-5: Langwelligste Absorptionsmaxima (Amax) und Extinktionskoeffizienten (&nax) der Ethandiole 35 und 40
und der caged Bourgeonale 113 und 115 in MeCN/HEPES (5/95), pH = 7,2.

Nr. Verbindung Amax [NM] Emax [ mol” cm'1]
35 BDMNP-ED 337 7100
40 BBMCMNP-ED 335 9700
113  BDMNP-ED-caged Bourgeonal 349 9050
115 BBCMNP-ED-caged Bourgeonal 348 8200

CCCP (6) ist das einzige der bearbeiteten Biomolekiile, das durch sein konjugiertes n-System eine
sehr hohe (&nax = 24400 I mol” cm™) langwellige (Amax = 384 nm) Absorption aufweist (Abbildung
3-43). Die eingesetzten Schutzgruppen-Chromophore selbst besitzen ein deutlich hypsochrom
verschobenes Absorptionsmaximum bei 349 nm fir 33 und 341 nm fir 116. Der Extinktionskoeffizient
von 33 (Tabelle 3-6) ist mit 5700 I mol' cm™ gering aber im erwarteten Bereich fir DMNB-
Verbindungen. Der gn-Wert von DMCM-OH liegt bei 11400 | mol' ecm™,

Die Einfihrung der photolabilen Schutzgruppen fihrt zu einer starken hypsochromen Verschiebung
des langwelligsten Absorptionsmaximums von CCCP. A, liegt im Fall von DMCM-caged CCCP mit
362 nm immer noch im langwelligen Bereich mittig zwischen den Ausgangsverbindungen. Beim
DMNPE-caged CCCP ist 4. sogar nach 305 nm hypsochrom verschoben, hat aber eine sehr breite
Absorptionsbande, was es ermgglicht das Molekil im Bereich von 330 nm bis 350 nm anzuregen. Der
in Tabelle 3-6 aufgefiihrte Extinktionskoeffizient von Verbindung 111 liegt mit 12600 | mol™ cm™ nahe
an dem &ya-Wert von DMCM-OH.

Tabelle 3-6: Langwelligste Absorptionsmaxima (Amax) und Extinktionskoeffizienten (gmax) von CCCP (6), der
Caging-Reagenzien 33 und 116 und der caged CCCP-Verbindungen 111 und 112 in MeCN/H20 (1/1), pH = 7,2.

Nr. Verbindung Amax[0M]  Enax [l mol” cm'1]
6 CCCP 384 24500
33 DMNP-COCH; 349 5700

111 DMNPE-caged CCCP 305 18600

112 DMCM-caged CCCP 362 12600

116 DMCM-OH 341 11400
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Abbildung 3-43: Absorptionsspektren von CCCP (6), der Caging-Reagenzien 33 und 116 und der caged CCCP-
Verbindungen 111 und 112.
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3.2.3 Mechanismus der Photospaltung und photochemische
Quantenausbeuten

Bei der Bestrahlung der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Cumarinylmethoxycarbonyl-caged
Verbindungen wurden das entsprechende Biomolekiil, der jeweilige Cumarinylmethyl-Alkohol sowie
CO, gebildet. Der Mechanismus der Photospaltung von (Cumarin-4-yl)methyl-geschitzten Estern
wurde 1999 von SCHADE et al. aufgeklart.*®® Die Autoren fanden den in Abbildung 1-7 gezeigten
Photolysemechanismus, wobei sie durch Messungen mit '®0-markiertem Wasser nachweisen
konnten, dass die Hydroxygruppe am 4-Methyl-Substituenten des Cumarins im gebildeten CM-Alkohol
aus dem Ldsungsmittel stammt. Dementsprechend muss die Sollbruchstelle der Photolyse zwischen
der Cumarinylmethyl-Gruppe und dem S&urerest liegen. Es wird angenommen, das die Anregung des
Cumarinchromophors mit Licht zu einer heterolytischen Bindungsspaltung fihrt. Auf Grund dieser
Erkenntnisse und der weiterfihrenden Arbeiten von ScHMIDT et al*' kann von einem Sni-
Mechanismus der Photolyse ausgegangen werden.”’ Im AnschluB an die heterolytische
Bindungsspaltung kommt es zur Stabilisierung des gebildeten Cumarinylmethylkations durch Reaktion
mit HO.

Ubertragt man diese Erkenntnisse (iber den Photolysemechanismus auf die hier hergestellten CMOC-
caged Verbindungen, ergibt sich wie in Abbildung 3-44 beispielhaft an CMOC-caged Emetin-
Verbindungen gezeigt, dass die Photolyse in wéssrigen Medien nach der heterolytischen
Bindungsspaltung zu einem Cumarinylmethylkation und einem Carbamatanion fiihrt. Das
Cumarinylmethylkation stabilisiert sich anschlieBend durch die Reaktion mit Wasser aus dem
Lésungsmittel zum (Cumarin-4-yl)methylalkohol wahrend das Carbamatanion nach Protonierung unter
Bildung von Emetin decarboxyliert. Die Decarboxylierung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt

fir die Emetin-Bildung.

hv (1 =360 nm) R

+H,0

Abbildung 3-44: Angenommener Mechanismus der Photospaltung von CMOC-caged Emetin.
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Die analytischen Untersuchungen zu den in dieser Arbeit synthetisierten (Cumarin-4-yl)methoxy-
carbonyl-Verbindungen sowie zeitaufgeldste Fluoreszenz- und IR-Messungen unterstiitzen den in
Abbildung 3-44 dargestellten Mechanismus. Die zeitaufgelésten Fluoreszenzmessungen wiesen, wie
nach dem aufgefiihrten Mechanismus zu erwarten, eine sehr schnelle Bildung der (Cumarin-4-
yl)methylalkohole nach und durch die zeitaufgelésten IR-Messungen wurde die sich an die
heterolytische Bindungsspaltung anschlieBende deutlich langsamere Bildung von CO, sichtbar
gemacht.

Der Mechanismus der Photospaltung von NB- und NPE-Verbindungen wurde wie in der Einleitung
beschrieben, sehr gut photophysikalisch untersucht und bewiesen.?' Daher wird davon ausgegangen,
dass der in Abbildung 1-4 beschriebene Photolysemechanismus auch fiir die Photospaltung von
DMNPE-caged CCCP, die zu freiem CCCP fihrt, gilt (vgl. Abbildung 3-45).

Cl
0.
N\N/Ké/N o) cl
hv
O2N ——— > ON + 2N
OMe OMe HN\N&N

OMe OMe

Abbildung 3-45: Angenommener Mechanismus der Photolyse von BDMNPE-caged CCCP.

Der in Abbildung 3-46 aufgefihrte Mechanismus zur Photospaltung des BBCMNP-ED-caged
Bourgeonals ist von dem im Kapitel 1.3.2 vorgestellten Mechanismus und einer entsprechenden
Modifizierung von KANTEVARI et al. abgeleitet.”®** Er wurde in dieser Arbeit allerdings nicht niher

untersucht. Selbsversténdlich wurde aber die Bildung von Bourgeonal nachgewiesen.
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hv, H,0, pH 7,2
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Abbildung 3-46: Angenommener Photolysemechanismus von BBCMNP-ED-caged Bourgeonal.18b
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Photochemische Quantenausbeuten und Photoeffizienzen

Die photochemische Quantenausbeute @y einer Substanz ist ein MaB daflr, mit welchem
Wirkungsgrad die eingestrahlten Photonen in dem betreffenden Prozess genutzt werden. @pen ist
eine EffektivitatsgroBe und beschreibt das Verhaltnis zwischen absorbierten Photonen und der daraus
folgenden Photospaltung. Bei einer photochemischen Reaktion definiert sich @&..m durch den
Quotienten aus der Anzahl umgesetzter Molekile (verschwindende Molekiile N; bzw. entstehende

Molekiile N,) und der Anzahl der absorbierten Lichtquanten N (Gleichung 1)."*'

D, =D, =— = Gleichung 1

In der vorliegenden Arbeit wurden die bestimmten photochemischen Quantenausbeuten @, aller
Verbindungen nach der auf Gleichung 2 basierenden Relativmethode bestimmt (experimentelle
Details sind in Kapitel 5.3.2 angegeben). Bei dieser Methode wird der Initialanstieg dc/dt der Probe mit

dem eines Standards, dessen photochemische Quantenausbeute bekannt ist, verglichen.

a Probe
BV Standard y 7 Standard
Probe — ¢Standard X |:atj| X Iabs VR Gl ichung 2
chem chem Standard IProbe VProbe eichung
|:ac :| abs R

i

Werden Standard und Probe unter identischen Absorptions- und Anregungsbedingungen, d.h. ey

und Iy sind gleich, bestrahlt, kann Gleichung 2 durch Einsetzen von Gleichung 3 zu Gleichung 4
vereinfacht werden. Die pro Zeiteinheit absorbierte Lichtmenge /5, wurde mit Gleichung 3 berechnet.
Der in dieser Gleichung enthaltene Wert fiir E steht fiir die Extinktion der Reaktionslésung bei

A =360 nm und konnte aus dem UV/Vis-Spektrum entnommen werden.

Lys =(1=1075)1, Gleichung 3

dc

Probe
e —FE ~ Standard
¢Probe — ¢Standard . |:at:l (1 - 10 ) ‘

chem chem [acjr[andard ’ (1 _ 10—E )Probe

Gleichung 4

ot

Die in der Gleichung enthaltenen Werte fir die zeitliche Konzentrationsabnahme von Probe und
Standard wurde Uber den Abbau der HPLC-Peakflachen bei der Bestrahlung als Anstieg der linearen

Regressionsgeraden ermittelt.
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Um interne Filtereffekte durch neugebildete Photoprodukte zu vermeiden, wurden die
Quantenausbeuten innerhalb der ersten 10 % des photolytischen Abbaus der caged Verbindung

gemessen.

Nicht nur die gefundene photochemische Quantenausbeute, sondern auch die Absorptivitat einer
caged Verbindung ist fir eine effiziente Photolyse und damit fir die erfolgreiche Nutzung der
eingestrahlten Photonen wichtig. Das Produkt aus dem Extinktionskoeffizienten bei einer bestimmten
Wellenlange und dem @&yn-Wert ist ein MaB fir die Effizienz oder Empfindlichkeit der

Photospaltung.®®'??

In Tabelle 3-7 sind die ermittelten &.-Werte und die Photoeffizienzen der (Cumarin-4-
yl)methoxycarbonyl-caged Verbindungen der Biomoleklle 1-5 bei der Bestrahlung mit Licht der
Wellenldnge 360 nm aufgeflhrt. Wie die Tabelle zeigt, haben die BCMACMOC-geschitzten
Verbindungen im Vergleich zu den BHCMOC- und BBHCMOC-geschitzten Analoga deutlich
geringere @&.n.m-Werte, was trotz ihrer in Kapitel 3.2.2 gezeigten hohen Extinktionskoeffizienten nur zu
einer moderaten Photoeffizienz fihrt. Hbéhere &;,.m-Werte wurden bei den BHCMOC- und
BBHCMOC-geschiitzten Biomolekllen ermittelt. Sie lagen bis auf eine Ausnahme (Verbindung 107)
im Bereich von 0,10 £&,.n< 0,21, was in Zusammenhang mit den guten Extinktionskoeffizienten zu
den recht hohen Photoeffizienzen von 1300 bis 3100 | mol™ cm™ fiihrt. Vergleicht man die BHCMOC-
und BBHCMOC-caged Verbindungen ein und desselben Biomolekils hinsichtlich ihrer
photochemischen Eigenschaften finden sich nur geringe Unterschiede. Die Amax-; &max-s Pehem-Werte
und die Photoeffizienzen sind nahezu identisch. Einzig die L&slichkeit unter physiologischen
Bedingungen ist bei den BBHCMOC-caged Verbindungen deutlich héher. Somit erwies sich die
BBHCMOC-Schutzgruppe fir Amino- und Hydroxyverbindungen als eine verbesserte Version der
BHCMOC-Schutzgruppe.

Der Vergleich zwischen den an unterschiedlichen Funktionen des Octopamins geschiitzten BHCMOC-
Verbindungen 72, 89 und 97 hinsichtlich ihrer Photoeffizienz zeigt drei hervorragend geeignete caged
Verbindungen die sich in ihren photochemischen Eigenschaften nur minimal unterscheiden. Hier
missen die Ergebnisse der Untersuchungen beziiglich ihrer biologischen Eigenaktivitdt Gber ihren

Wert als Werkzeug fir die angedachten biologischen Fragestellungen entscheiden.
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Tabelle 3-7: Photochemische Quantenausbeuten (@nem), Photoeffizienzen und Wiederfindungsraten der
Biomolekule nach Bestrahlung der caged Verbindungen mit Licht (4 =360 nm) in MeCN/Phosphatpuffer (5/95),

pH=7,2.
Nr.  Verbindung Depem €360 X Donem Wiederfindungsrate
[l mol™ cm™] [%]
70 BCMACMOC-caged Dopamin 0,005 79 99
73  BHCMOC-caged Dopamin 0,10 1740 93
79 BBHCMOC-caged Dopamin 0,12 2160 95
69 BCMACMOC-caged Octopamin 0,008 150 87
72 BHCMOC-caged Octopamin 0,16 2744 100
78 BBHCMOC-caged Octopamin 0,11 1650 100
89 O’-BHCMOC-caged Octopamin 0,21 2342 100
97  O*-BHCMOC-caged Octopamin 0,18 3105 100
81  PBHCMOC-caged Octopamin 0,13 1519 88
82 DBHCMOC-caged Octopamin 0,13 1813 100
104 BCMACMOC-caged Emetin 0,005 98 98
105 BHCMOC-caged Emetin 0,13 1690 94
107 BBHCMOC-caged Emetin 0,085 1335 99
99 BCMACMOC-caged Epinastin 0,008 130 88
100 BHCMOC-caged Epinastin 0,14 2128 85
102 BBHCMOC-caged Epinastin 0,19 2527 77
108 BHCMOC-caged Anisomycin 0,13 2457 100
110 BBHCMOC-caged Anisomycin 0,11 1716 82
68 BCMACMOC-caged Phenylethylamin 0,01 194 n.b.
71 BHCMOC-caged Phenylethylamin 0,16 2672 n.b.
77  BBHCMOC-caged Phenylethylamin 0,15 2550 n.b.
111 DMNPE-caged CCCP** 0,04 744 58
112 DMCM-caged CCCP** 0,000 0 0
113 BDMNP-ED-caged Bourgeonal* 0,11 996 75
115 BBCMNP-ED-caged Bourgeonal* 0,05 410 60

*in MeCN/HEPES (5/95), pH = 7,2, **in MeCN/H20 (1/1), 4 = 334 nm; n.b. nicht bestimmt

Wichtig far den Wert von caged Verbindungen sind auch die Wiederfindungsraten der Biomolekdle

nach vollstandiger Photolyse. Um diese in Tabelle 3-7 gezeigten Parameter zu ermitteln, wurden die

Lésungen der caged Verbindungen in MeCN/Phosphatpuffer (5/95) bei 360 nm so lange bestrahlt, bis

das Edukt komplett abgebaut war. Danach wurde durch HPLC-Vergleichsmessungen ermittelt, wieviel

von dem Biomolekil in der Lésung freigesetzt wurde. Mit einer gefundenen durchschnittlichen

Wiederfindungsrate von 94 % und in einigen Fallen sogar 100 % ist die Photofreisetzung der

Biomolekile 1-5 aus (Cumarin-4yl)methoxycarbonyl-geschitzten Verbindungen generell nahezu

quantitativ.



Ergebnisse und Diskussion 66

Die bis zum Ende der vorliegenden Arbeit einzigen bekannten caged Bourgeonal-Verbindungen sind
die im Kapitel 1.5.4 vorgestellten CM-ED-caged Bourgeonale (vgl. Abbildung 1-16)."* Diese weisen
im Verhaltnis zu den hier synthetisierten Bourgeonal-Derivaten 111 und 113 deutlich hdhere
Extinktionskoeffizienten und bathochrom verschobene langwelligste Absorptionsmaxima auf.
Allerdings sind die photochemischen Quantenausbeuten bei den im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Derivate sehr viel besser als die von BCMACM-ED-caged Bourgeonal, besser als die

von BHC-ED-caged Bourgeonal und genauso gut wie die von BBHC-ED-caged Bourgeonal.

Die in Tabelle 3-7 angegebenen Wiederfindungsraten von Bourgeonal sind mit 60 bzw. 75 % fir
Carbonylverbindungen sehr hoch und deutlich besser als die Wiederfindungsraten bei den CM-ED-
geschiitzten Bourgeonal-Verbindungen, fir die Werte von maximal 46 % gefunden wurden.'®
Insgesamt wird eingeschétzt, dass BBCMNP-ED-caged Bourgeonal und auch BBHCM-ED-caged

Bourgeonal gute Phototrigger fir Bourgeonal sind.

In Tabelle 3-7 sind auch die photochemischen Eigenschaften der synthetisierten caged CCCP-
Derivate aufgefihrt. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, fand bei der photochemischen Anregung von
DMCM-caged CCCP (112) bei 4 = 334 nm oder 4 =360 nm in MeCN/H,O (1/1) keine Photolyse statt.

Fir DMNPE-caged CCCP (111) konnte bei der Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 4 = 334 nm in
MeCN/H,O (1/1) eine moderate photochemische Quantenausbeute gefunden werden. Die Verbindung
ist der erste bekannte caged lonophor und durch eine ausreichende Absorption und photochemische
Quantenausbeute mit einer Photoeffizienz von 670 I mol’ cm™ durchaus als caged Verbindung

geeignet.
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3.2.4 Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

Bei der Bestrahlung der caged Verbindungen mit Licht (elektromagnetische Strahlung) werden
Elektronen der Molekille vom elektronischen Grundzustand S, auf den ersten angeregten Zustand S,
angehoben. In diesem S;-Zustand findet die photolytische Spaltung statt. Anhand der
Quantenausbeuten der Photolyse der caged Verbindungen ist zu sehen, dass nur maximal 20 % des
eingestrahlten Lichts zur Photoreaktion filhren. Daneben finden verschiedene strahlungslose
Desaktivierungsprozesse, z.B. innere Umwandlung (IC, internal conversion) und intersystem crossing
(ISC) statt, die zur Riickkehr der Elektronen in den Sy bzw. beim ISC zum Ubergang der Elektronen in
den Triplett-Zustand T, fuhren. Ein wichtiger Konkurrenzprozess zur Photolyse ist die Emission von
Photonen bei der Riickkehr der Elektronen vom S;- zum Sy-Zustand. Die Lumineszenz der emittierten
Photonen wird als Fluoreszenz bezeichnet. Cumarine sind fur ihre hohen Fluoreszenzintensitéten
bekannt. Diese Eigenschaft wird auf die Starrheit dieser Chromophore zurlickgefuhrt, welche die
strahlungslosen Desaktivierungsprozesse erschwert.'® Die Einfiihrung von Elektronendonator- bzw.
Elektronenakzeptor-Substituenten in konjugationsféhige Positionen am Cumaringertst (vgl. Abbildung
3-39) fuhrt durch intramolekulare Ladungstbertragung (ICT, inframolecular charge transfer) zu einer

Erhéhung der Fluoreszenz.®"*®

Hier werden die nach der in Kapitel 5.3.3 beschriebenen Methode ermittelten
Fluoreszenzquantenausbeuten (&) fur die in dieser Arbeit entwickelten durch CM-Schutzgruppen
maskierten Biomolekile vorgestellt. Der &-Wert ist eine MaBzahl zur Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat des Molekuls und ist definiert als der Quotienten aus der Anzahl der emittierten
Photonen und der Anzahl der absorbierten Photonen. In der vorliegenden Arbeit wurden die &-Werte
relativ zu dem literaturbekannten Standard Chininsulfat in 1N H,SO, (& = 0,546) nach Gleichung 5

bestimmt.'®*

Der letzte Term in Gleichung 5 entfallt, wenn die Proben- und die Standardldsung bei der Messung die

gleiche Absorption bei der eingesetzten Einstrahlungswellenldange aufweisen und damit

2
n
Lps standard = faps iSt. Der Einsatz unterschiedlicher Lésungsmittel findet im Term ( seine
nSIandard

Beachtung. Setzt man die Flachen der gegen die Energie aufgetragenen Emissionsspekiren der

Probe und des Standards ins Verhaltnis, erhalt man mit Gleichung 5 den &-Wert der Probe.
[1,@)dv

2

n I abs ,Standard .

Dy = Py suandara (n j : ; Gleichung 5
~ ~ Standard

j I stangara (V)AV

abs

mit V = Wellenzahl, 4 = Fluoreszenzintensitat, n = Brechungsindex, &ps = Quantenstrom
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Tabelle 3-8: Fluoreszenzmaxima (), Fluoreszenzquantenausbeuten (&) und Stokes-Verschiebungen der CM-

OH und der CM-caged Verbindungen in MeCN/Phosphatpuffer (5/95), pH = 7,2.

Nr.  Verbindung yr Dy Stokes-Shifts
[nm] [nm]
13 BCMACM-OH 491 0,19 117
16 BHCM-OH 470 0,60 103
19 DBHCM-OH 465 0,60 98
23 BBHCM-OH 463 0,57 94
25 PBHCM-OH 465 0,32 99
69 BCMACMOC-caged Octopamin 497 0,12 117
72 BHCMOC-caged Octopamin 476 0,29 104
78 BBHCMOC-caged Octopamin 470 0,23 98
81 PBHCMOC-caged Octopamin 471 0,15 96
82 DBHCMOC-caged Octopamin 470 0,26 99
89  O-BHCMOC-caged Octopamin 473 0,06 99
70 BCMACMOC-caged Dopamin 498 0,05 118
73 BHCMOC-caged Dopamin 471 0,11 99
79 BBHCMOC-caged Dopamin 470 0,12 98
104 BCMACMOC-caged Emetin 495 0,05 118
105 BHCMOC-caged Emetin 472 0,18 93
107 BBHCMOC-caged Emetin 465 0,11 85
99 BCMACMOC-caged Epinastin 493 0,03 110
100 BHCMOC-caged Epinastin 472 0,13 98
102 BBHCMOC-caged Epinastin 465 0,05 90
108 BHCMOC-caged Anisomycin 475 0,18 99
110 BBHCMOC-caged Anisomycin 470 0,17 96
68 BCMACMOC-caged Phenylethylamin 498 0,12 118
71 BHCMOC-caged Phenylethylamin 475 0,30 103
77  BBHCMOC-caged Phenylethylamin 466 0,28 94
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Abbildung 3-47: Normierte Fluoreszenzspektren der bei der Photolyse entstehenden CM-OHs.

In Tabelle 3-8 sind die Fluoreszenzmaxima (44)- und die &-Werte der in dieser Arbeit untersuchten 4-
(Hydroxymethyl)cumarine aufgefiihrt und in Abbildung 3-47 werden ihre Fluoreszenzspektren gezeigt.
Die CM-Alkohole 16, 19, 23 und 25 weisen Fluoreszenzmaxima im Bereich von 463 bis 470 nm auf.
Bei der Verbindung BCMACM-OH (13) ist der 44-Wert bathochrom auf 491 nm verschoben. Die &-
Werte der Verbindungen 16, 23 und 25 sind mit 0,60 sehr hoch. Der &-Wert von DBHCM-OH betragt
nur 0,32 und der &-Wert von BCMACM-OH sogar nur 0,19. Die mdgliche Ursache fir die Absenkung
des &-Wertes von 13 kdnnte darin liegen, dass bei unverbriickten 7-(Dialkylamino)cumarinen ein IC-
Ubergang von einem fluoreszierenden ICT-Ubergang in einen strahlungslosen verdrillten
intramolekularen Ladungsiibertragungszustand (TICT, twisted inframolecular charge transfer)
vorkommen kann.'?**'? Die Bildung des TICT-Zustands wird in polaren Losungsmitteln, wie z.B. den
verwendeten Pufferldsungen beglnstigt.

Die 4-Werte der caged Verbindungen entsprechen denen der dazugehdérigen CM-Alkohole. In
Abbildung 3-48 sind die Fluoreszenzspekiren der verschiedenen caged Octopamin-Derivate
exemplarisch aufgefiihrt. Aus dieser Abbildung sowie den in Tabelle 3-8 aufgeflhrten @-Werten sieht
man, dass die caged Derivate geringere Fluoreszenzquantenausbeuten als die entsprechenden CM-

OHs aufweisen. Optimal fir eine caged Verbindung wéare keine oder nur sehr geringe Fluoreszenz.
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Diese Anforderung erfiillt das O’-BHCMOC-caged Octopamin am besten von den im Rahmen dieser

Arbeit getesteten caged Octopamin-Verbindungen.

200 -

H \ - - - Chininsulfat
I’ \‘ —— BCACMOC- cagea’Octopamin (69)
i —— BHCMOC- cagea’Octopamin (72)
—— BBHCMOC- cggea’Octopamin (78)
PBHCMOC- cageaOctopamin (81)
—— DBHCMOC- czgea’Octopamin (82)
----- d—BHCMOC-m_gedOctopamin (89)
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Abbildung 3-48: Normierte Fluoreszenzspektren von CM-caged Octopamin-Verbindungen.

In Analogie zu den Octopamin-Verbindungen konnte bei den Fluoreszenzmessungen der caged
Neurotransmitter und der caged PSls festgestellt werden, dass die caged Verbindungen &hnliche
Fluoreszenzmaxima aufweisen und deutlich schlechter fluoreszieren als die dazugehérigen CM-
Alkohole.

Die Differenz zwischen dem Maximum der Fluoreszenzemission und dem langwelligsten
Absorptionsmaximum eines Chromophors bezeichnet man als Stokes-Shift. Die BCMACM-Derivate
weisen Stokes-Shifts von Uber 110 nm und alle anderen Verbindungen Stokes-Shifts von etwa
100 nm auf. Somit Uberlappen sich die UV- und die Fluoreszenzkurven relativ gering. Die Stokes-

Shifts sind relativ groB3, was auf stark unterschiedliche Geometrien der Sy-Minima und S;-Minima

hinweist.'??
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3.2.5 pH-Abhangigkeit

Die photochemischen Eigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten 6-Brom-7-hydroxy-
(cumarin-4yl)methyl-geschltzten Verbindungen sind pH-abh&ngig. Setzt man z.B. die BHCMOC-
Derivate bei pH-Werten >7 ein, liegt die Hydroxygruppe in der 7-Position des Cumarin-Chromophors
als Phenolat-Anion vor, welches das bei der Photolyse entstehende (Cumarin-4-yl)methyl-Kation
stabilisieren kann und so zu einer Erhéhung der &..-Werte fihrt. Liegen die BHCMOC-
Verbindungen als Phenolat-Anionen vor, sind sie weiterhin zur Ausbildung des ICT-Zustandes (siehe
Kapitel 3.2.2) befahigt, was bathochrome und hyperchrome Verschiebungen der Absorptionsbanden
im Vergleich zur protonierten Form zur Folge hat. Somit verandern sich die Quantenausbeuten und
Absorptionseigenschaften der BHCMOC-Verbindungen in Abh&ngigkeit vom pH-Wert.

2009 ermittelte N. KOTzUR> die pKs-Werte unterschiedlich substituierter BHCM-Derivate, um den
EinfluB zusatzlicher Substituenten am Cumaringeriist naher zu bestimmen. Dies erfolgte mittels
Messung der Absorptionsspektren bei verschiedenen pH-Werten in H,O, MeCN/H,O (5/95) und
MeCN/H,0 (1/1). Die Ergebnisse fir BHCM-OH und BBHCM-OH werden in Tabelle 3-9 aufgezeigt.

Tabelle 3-9: pKs-Werte einiger (Cumarin-4-yl)methyl-Derivate.*

Verbindung pK 2 pK,® pK; °
BHCM 7,77
BHCM-OH (16) 6,27 6,45 7,04
BBHCM-OH (23) 4,90/ 8,51 4,96 /9,86

7-Hydroxy-4-methylcumarin 7,83 9,16 9,88

8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-

7-hydroxy-4-methylcumarin (Calcein Blau)'?® 3.0/6.9/11.3

Tin Hz0; °in MeCN/H,0 (5/95); °in MeCN/H0 (50/50)

Der pKs-Wert von 16 ist, wie bereits friher von FURUTA et al.'??

beschrieben, mit 6,27 im Vergleich zu
dem von 7-Hydroxy-4-methylcumarin (pKs = 7,83) um 1,6 Einheiten niedriger. Dieser Effekt beruht auf
den elektronenziehenden Eigenschaften des in 6-Position von 16 befindlichen Br-Atoms, welche die
Bildung des Phenolat-Anions begunstigt. Mit diesem pKs-Wert liegen bei pH = 6 allerdings nur noch

50 % von BHCM-OH als Phenolat-Anion vor.

Ebenso wie N. KOTzUR berichteten auch ADAMCZYK et al. von einer Absenkung des pKs-Wertes der
phenolischen Hydroxygruppe um 1,2 bzw. 1,3 Einheiten durch Einfihrung eines Aminomethyl-
substituenten in der 8-Position.”>'® Der Grund hierfir liegt darin, dass die benachbarte tertidre
Aminogruppe eine Wasserstoffbrickenbindung zur phenolischen Hydroxyfunktion ausbilden kann. Wie
in Tabelle 3-9 gezeigt, sinkt der pK,-Wert von BHCM-OH durch Einflhrung des
Bis(carboxymethyl)aminomethyl-Substituenten in der 8-Position um 1,3 Einheiten. Demzufolge liegen
bei pH = 6 noch 90 % des BBHCM-OH (23) in der Phenolat-Form vor, was eine unverandert effektive
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Photospaltung und hohe Absorption bei 360 nm zur Folge hat. In Analogie hierzu sollten bei pH =6
auch die Verbindungen PBHCM-OH und DBHCM-OH weitgehend in der Phenolat-Form vorliegen.

Die pKs-Werte der phenolischen OH-Gruppe in den CM-caged Verbindungen sollten denen der
jeweiligen CM-OHs entsprechen, was bei BBHCMOC-, PBHCMOC- und DBHCMOC-caged
Verbindungen eine effiziente Photospaltung auch bei pH-Werten bis zu 6 erlaubt. Damit ergibt sich
neben der erhdhten Léslichkeit eine weitere vorteilhafte Eigenschaft fir die neu entwickelten
BBHCM-, PBHCM- und DBHCM-caged Verbindungen im Vergleich zu entsprechenden BHCMOC-

Derivaten.



Ergebnisse und Diskussion 73

3.2.6 2-Photonen-Photolyse

Um zu zeigen, dass die neu entwickelten CM-geschiitzten Verbindungen auch durch 2-Photonen-
Photolyse freigesetzt werden kdnnen, wurde die 2-Photonen-Anregbarkeit von den
Modellverbindungen BBHCMOC-caged Octopamin (78), BBHCMOC-caged Emetin (107),
PBHCMOC-caged Octopamin (81), DBHCMOC-caged Octopamin (82) und O’-BHCMOC-caged
Octopamin (89) bestimmt. Wie bereits in der Einleitung betont wurde, ist die 2-Photonen-Anregbarkeit
ein wichtiges Kriterium fir den Einsatz der caged Verbindungen.® 2-Photonen-Anregung bedeutet,
dass die Photolyse nicht durch die Absorption eines UV-Photons sondern durch die gleichzeitige
Absorption zweier IR-Photonen ausgeldst wird. Der Einsatz von IR-Strahlung anstelle von UV-
Strahlung fOhrt zu einer hdheren Eindringtiefe ins Gewebe und einer lokal starker begrenzten
Freisetzung des Biomolekiils, da IR-Strahlung starker fokussiert werden kann.*® Unter anderem sind
schon die 2-Photonen-Quantenausbeuten von BHCMOC-caged Glutamat,** BHCM-caged cAMP'?
und BHCMOC-caged Anisomycin® (108) bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die 2-
Photonen-Quantenausbeute (o) von 78, 107 und 82, relativ zu der von Verbindung 108 (o, = 0,59
GM), ermittelt. In Zusammenarbeit mit B. WIESNER (FMP Berlin) wurden die Substanzen 78, 107, 82
und 108 in MeCN/Phosphatpuffer (1/1) je 10, 20, 30 und 40 min mit einem Titan-Saphir-Laser bei
A=755nm bestrahlt. Die bestrahlten Proben wurden dann mittels HPLC vermessen. Das
BBHCMOC-, O'-BHCMOC- und DBHCMOC-caged Octopamin wurde in etwa der gleichen
Geschwindigkeit photolysiert wie 108. Das BBHCMOC-caged Emetin und das PBHCMOC-caged
Octopamin wurden etwa 2,3 mal schneller photolysiert als Verbindung 108. Damit ergibt sich
néherungsweise eine 2-Photonen-Quantenausbeute fir 78 von ¢, = 0,5 GM, fir 81 von ¢, = 1,4 GM,
fir 82 von o, = 0,7 GM, fiir 89 von o, = 0,8 GM und fiir 107 von ¢, = 1,4 GM, wobei 1 GM = 10°° cm*
s Photon™ entspricht.

Somit wurde erstmalig nachgewiesen, dass eine Verbindung, die mit den neu entwickelten
BBHCMOC-, PBHCMOC- und DBHCMOC-Chromophoren geschiitzt wurde, auch durch eine 2-

Photonen-Photolyse mit ausreichender Empfindlichkeit freigesetzt werden kann.

Tabelle 3-10: 2-Photonen-Quantenausbeute (o) von den BBHCMOC-caged Verbindungen 78 und 107, der
PBHCMOC-caged Verbindung 81, der DBHCMOC-caged Verbindung 82 sowie den BHCMOC-caged
Verbindungen 89 und 108.

Nr Verbindung o, [GM]
108 BHCMOC-caged Anisomycin 0,6
78 BBHCMOC-caged Octopamin 0,5
81 PBHCMOC-caged Octopamin 1,4
82 DBHCMOC-caged Octopamin 0,7

89  O’-BHCMOC-caged Octopamin 0,8
107 BBHCMOC-caged Emetin 1,4
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3.2.7 Photokinetische Untersuchungen

Um Informationen (Ober die Geschwindigkeiten der Photospaltung der CMOC-caged
Aminoverbindungen zu erhalten, wurden in Zusammenarbeit mit R. SCHMIDT (Johann-Wolfgang-
Goethe-Universitat Frankfurt am Main) zeitaufgeldste Fluoreszenzmessungen und in Zusammenarbeit
mit A. BARTH (Universitat Stockholm) zeitaufgeldste IR-Messungen durchgefihrt. In Abbildung 3-49
sind die einzelnen Schritte der Photospaltung, die letztendlich zu dem freien Biomolekul, CM-OH und
CO;, flihrt, aufgeflhrt.

[ CM-OCO-NRR*
Y‘
[ CM* -OCO-NRR' ]
S K
§- kfl + knr ese
o + H,0
é krec . ) - OH-
CM* + "OCO-NRR' —> HOCO-NRR'
prot
+H;0 | Knyd -CO,| kdecarb
\ -H
CM-OCO-NRR
CM-OH HNRR'

Abbildung 3-49: Mechanismus der Photolyse von CMOC-caged Aminoverbindungen.

ZeitaufgelOste Fluoreszenzmessungen

Mit der Hilfe von zeitaufgel6ster Laser-induzierter Fluoreszenzspektroskopie wurden friiher schon die
Bildungsgeschwindigkeiten der Photolyseprodukte von CM-geschiitzten cyclischen

41506127 1nd Protonen®° ermittelt. Nach der von SCHMIDT et al. verdffentlichten Methodik®’

Nucleotiden
wurden analoge Messungen hier fir die Ermittlung der Fluoreszenzlebensdauern (z) und der
Geschwindigkeitskonstanten (k;) fir den ersten in Abbildung 3-49 gezeigten Photolyseschritt von
einigen in dieser Arbeit entwickelten caged-Verbindungen durchgefihrt. Bisher waren zeitaufgeldste
Fluoreszenzmessungen an (Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-caged Aminoverbindungen nur fir
DMACMOC-caged Glutamat bekannt.*'

Bei den Laser-induzierten Fluoreszenzmessungen wurden jeweils die CM-Alkohole 13, 16 und 23
sowie die caged Verbindungen 70, 73, 79, 104, 105, 107 und 110 durch einen Stickstofflaser
(Aexc = 337 nm) angeregt. Bei der Einzelimpulsanregung (0,5 ns Impulsbreite) der in Tabelle 3-11
aufgefiihrten Molekile wurde die darauffolgende Fluoreszenzabklingkurve detektiert. Aus den so
erhaltenen Daten wurden die Fluoreszenzlebensdauern () der einzelnen Molekile ermittelt. Bei den
Anregungen der caged Verbindungen konnte die Bildung eines ebenfalls fluoreszierenden
Photolyseproduktes noch wéahrend des Anregungsimpulses beobachtet werden. Da von einem Sy1-
Mechanismus ausgegangen wird und ke, und ki sehr groB sind, handelt es sich dabei um den nach
der primdren Photospaltung aus dem entstehenden Zwitterion gebildeten Alkohol CM-OH (siehe
Abbildung 3-49). Die Bildungsgeschwindigkeit der CM-OHs und damit auch die der Zwitterionen (k)
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sowie die der Carbamatanionen liegt bei allen untersuchten caged Verbindungen im ns-Bereich. Die
primdre Photospaltung erfolgt also in allen Féllen sehr schnell. Dies stitzt den vorgeschlagenen
Photolysemechanismus. Die ermittelten - und k;-Werte sind in Tabelle 3-11 aufgelistet.

Tabelle 3-11: Fluoreszenzlebensdauern (z) und Geschwindigkeitskonstanten ki von einigen CMOC-caged
Aminoverbindungen.

Nr.  Verbindung 7 [ns] ki [s7]
13 BCMACM-OH 1,59

70 BCMACMOC-caged Dopamin 0,85 1,5-10°
104 BCMACMOC-caged Emetin 1,12 4,4:10°
16  BHCM-OH 4,21

73  BHCMOC-caged Dopamin 1,04 1,1-10°
105 BHCMOC-caged Emetin 1,33 5,5-10°
23  BBHCM-OH 4,72

79  BBHCMOC-caged Dopamin 1,37 7,9-10°
107 BBHCMOC-caged Emetin 1,52 8,9-10°
110 BBHCMOC-caged Anisomycin 1,74 5,0-10°

Zeitaufgel6ste IR-Messungen

A. BARTH ist spezialisiert auf zeitaufgeldoste IR-Messungen. Mit dieser Methode wurde die
Bildungsgeschwindigkeit des bei der Photolyse der (Cumarin-4-yl)methoxycarbonyl-caged
Aminoverbindungen entstehenden CO, gemessen. Die gebildeten CO,-Molekiile besitzen eine
asymetrische Streckschwingung welche mit IR-Spektroskopie verfolgt werden kann. Bei den
Untersuchungen wurde die Bildung der CO,-Bande zeitaufgel6st bei etwa 2343 cm” vermessen. Die
Bildungsgeschwindigkeit des CO, (Kgecan) iSt, wie im Photolysemechanismus (Abbildung 3-49)
dargestellt, gleichzusetzen mit der Freisetzungsgeschwindigkeit des Biomolekills und damit ein
wichtiger Parameter fir die CMOC-caged Verbindungen. In Abbildung 3-50 sind die erhaltenen IR-
Spektren, die wahrend der Photolyse des BBHCMOC-caged Anisomycins (110) aufgenommen
worden sind, als Beispiel gezeigt. In den Ubereinandergelegten IR-Spektren ist die kontinuierliche

Zunahme der Bande bei circa 2300 cm™" mit der Bestrahlungszeit zu sehen.
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Abbildung 3-50: Zeitaufgeldste IR-Messungen wahrend der Photolyse von BBHCMOC-caged Anisomycin (110)
mit der IR-Bande 1CO5) = 2343 cm™' der asymetrischen Streckschwingung von dem freigesetzten COs.

Tabelle 3-12: Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bildung von CO; (kgecarb) bei der Photolyse der BBHCMOC-
caged Verbindungen 78, 107 und 110 bei pH = 7,2 und 1 °C.

Nr.  Verbindung Kgecaro [S']
78 BBHCMOC-caged Octopamin 5
107 BBHCMOC-caged Emetin 1

110 BBHCMOC-caged Anisomycin 18

Nach der statistischen Auswertung der gemessenen Daten wurden von A. BARTH die in Tabelle 3-12
aufgeflhrten Bildungsgeschwindigkeiten flir CO; (kgecan) bei der Photolyse angegeben.

Die Tabelle zeigt Geschwindigkeitskonstanten zwischen 1 und 18 s™ und da die Decarboxylierung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir die Bildung der Biomolekile ist, muB die Bildung von
Octopamin innerhalb von 200 ms, die von Emetin innerhalb von 1 s und die von Anisomycin innerhalb

von 56 ms erfolgen.
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3.3 Biologische Untersuchungen

In diesem Abschnitt werden erste Ergebnisse der Untersuchungen mit dem caged Neurotransmitter
Octopamin, mit caged Epinastin und den caged PSls vorgestellt. Das BDMNP-ED-caged Bourgeonal
eignete sich aufgrund der extrem schlechten Ldslichkeit nicht fir den Einsatz in einem biologischen
System. Das verbesserte BBCMNP-ED-caged Bourgeonal soll noch von U. B. KAUPP et al. (caesar
Bonn) an Riechzellen untersucht werden. Das DMNPE-caged CCCP wurde vom Arbeitskreis
T. JENTSCH (FMP und MDC Berlin) getestet, fihrte aber wegen der relativ geringen Léslichkeit, die
nicht die erforderlichen Konzentrationsspringe des Biomolekils gestattete, zu keinem Einsatz bei

biologischen Fragestellungen.

3.3.1 Anwendungen von caged Octopamin und caged Epinastin

Wie bereits erwahnt, sollen caged Octopamine und caged Epinastine helfen, Hirnregionen in der
Honigbiene zu identifizieren, die fir das Lernverhalten und die Gedachtnisbildung von Bedeutung
sind. Ein entsprechendes Projekt wird gegenwartig von D. EISENHARDT (FU Berlin) bearbeitet. In
diesem wurde mit Tests begonnen, welche die Eignung der verschiedenen caged Octopamin- und
caged Epinastin-Derivate in einem Zellmodell evaluieren. Insbesondere galt es auszuschlieBen, dass
die caged Verbindungen selbst mit dem Octopamin-Rezeptor wechselwirken. Weiterhin sollte
nachgewiesen werden, dass nach Bestrahlung der caged Verbindungen raumlich und zeitlich
aufgeldst die bereits publizierten pharmakologischen Effekte'?® der aktiven Biomolekille gemessen
werden kdnnen.

Entsprechende Untersuchungen wurden von B.WIESNER (FMP Berlin) in Kooperation mit
D. EISENHARDT, A. BAUMANN (FZ Jilich) und uns mittels Laser-Scanning Mikroskopie (Aex. = 488 nm,
Aget: Band Pass 493 — 650 nm) durchgefiihrt. A. BAUMANN stellte hierfiir HEK 293 Zellen'?®, die mit

dem Octopamin-Rezeptor AmOA1A der Honigbiene stabil transfiziert waren, zur Verfligung.
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Abbildung 3-51: Messung der intrazelluldren Ca®*-Konzentrationen mittels der Fluoreszenz des Ca®*-Indikators
FLUO4-AM in HEK 293 AmOA-Zellen bei extrazellularer Applikation von Octopamin in den Konzentrationen
10 nM, 50 nM und 1 pM. Die abgebildeten Diagramme zeigen die Mittelwerte (Mean)- + Standardfehler (SEM)
von je 10 vermessenen Zellen.

Die Applikation des Neurotransmitters Octopamin in den Konzentrationen 10 nM, 50 nM und 1 uM zu
den HEK 293 AmOA-Zellen fiihrte zu den in Abbildung 3-51 aufgefiihrten intrazelluldren Ca®*-
Ausschittungssignalen. Gemessen wurde die zeitliche Anderung der intrazellularen Ca®*-
Konzentration mittels der Fluoreszenz des Ca*-Indikators FLUO4-AM, 2-{{[2-(2-{5-
[Bis(carboxymethyl)amino]-2-methylphenoxy}ethoxy-4-[(2,7-difluor-6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-
phenyl](carboxymethyl)amino}acetoxymethylester, vor und nach der  Applikation des
Neurotransmitters. Die Untersuchungen bestétigten die bereits publizierte Reaktion'®® dieser Zellen
auf Octopamin.

In nachfolgenden Experimenten wurden die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten (Cumarin-4-
yl)methyl-geschiitzten Octopamin-Verbindungen 72, 78, 81, 82, 89 und 97 in Konzentrationen von

jeweils 1 uM unter den gleichen Bedingungen wie der native Neurotransmitter an HEK 293 AmOA-
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Zellen getestet. Die Zugabe aller caged Octopamine unter LichtausschluB3 zu den Zellen fiihrte zu
keinen Anderungen der Ca**-Signale, d.h. eine biologische Eigenaktivitit der Substanzen kann
ausgeschlossen werden. Bei Zugabe der caged Verbindungen und zusatzlicher Bestrahlung mit Licht
der Wellenlange 4 =405 nm setzten alle Derivate Octopamin in ausreichenden Mengen und in der
gewiinschten Geschwindigkeit frei, was durch entsprechende intrazelluldre Ca®*-Wellen dokumentiert
werden konnte. Gezeigt wird dies in Abbildung 3-52, in der die Ca®*-Strdme bei Intervallbestrahlung
(nach 100s, 300s und 500s) von HEK 293 AmOA-Zellen, welche vorher mit BHCMOC- bzw.
BBHCMOC-caged Octopamin in extrazellularen Konzentrationen von 1 puM behandelt wurden,
dargestellt sind.

Die schnelle Freisetzung des Octopamins (Freisetzung innerhalb von 200 ms, siehe Kapitel 3.2.7)
durch Photolyse der caged Verbindung kann anhand der sofortigen Ca®*-Antwort unmittelbar
abgelesen werden. Das schnellere Abklingen der durch Octopamin initiierten Ca®*-Wellen im
Vergleich zur Abbildung 3-51 Iasst sich durch die lokale Freisetzung erklaren. Die Belichtung bei
405 nm erfolgte im mikroskopischen Bildausschnitt (500 um x 500 um). Die Zellen befanden sich auf
einem Deckglas (d = 30 mm), das mit 1 ml Lésung versehen war. Die Freisetzung erfolgte bezogen
auf die gesamte Flissigkeitsmenge also in einem sehr kleinen Volumen. Durch freie Diffusion wurde

somit sehr schnell die freigesetzte lokale Octopamin-Konzentration reduziert.
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Abbildung 3-52: Messung der intrazelluldren Ca®*-Konzentrationen mittels der Fluoreszenz des Ca**-Indikators
FLUO4-AM in HEK 293 AmOA-Zellen bei extrazellularer Applikation von BHCMOC(72)- und BBHCMOC-caged
Octopamin (78) in der extrazellularen Konzentrationen von 1 uM und Belichtung nach 100 s, 300 s und 500 s. Die
abgebildeten Diagramme zeigen den Mean- + SEM-Wert von je 10 vermessenen Zellen.

Auch mit den Octopamin-Derivaten 81, 82, 89 und 97 wurden analoge Ergebnisse erhalten. Somit
erflillen sowohl die an der Aminofunktion (72, 78, 81 und 82) als auch die an der phenolischen

Hydroxyfunktion (89) oder an der aliphatischen Hydroxyfunktion (97) maskierten caged Octopamine in
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den Zelltests alle Anforderungen und eignen sich daher als caged Verbindungen. Es konnten keine

wesentlichen Unterschiede zwischen N-, O'- und O°-caged Octopamin festgestellt werden.

In weiteren Versuchen wurden der Octopamin-Antagonist Epinastin und die caged Epinastin-Derivate
100 und 102 an HEK 293 AmOA-Zellen untersucht. In Abbildung 3-53 werden die erhaltenen
Ergebnisse dieser Zellversuche gezeigt. Der Einsatz von Epinastin I6ste in den HEK 293 AmOA-
Zellen keine Ca®*-Ausschiittung aus. Das schon beschriebene durch 50 nM Octopamin ausgeldste
Ca®*-Signal konnte durch die Applikation einer 5 uM Epinastinidsung sekundenschnell unterdriickt
werden. In Abbildung 3-53 werden auch die Ergebnisse der Versuche gezeigt, bei denen BHCMOC-
und BBHCMOC-caged Epinastin in Konzentrationen von 5puM neben dem Neurotransmitter
Octopamin in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt wurden. Wurden die Zellen nur mit der caged
Epinastin-Verbindung versetzt, trat kein Ca®*-Signal auf. Wurde 10 s nach dem Start der Messung der
Neurotransmitter zugegeben, erfolgte eine sofortige Ca2+-Aussch[Jttung. Das bereits extrazellular
vorgelegte caged Epinastin beeinflusste die vom Octopamin ausgelésten Ca”-SignaIe nicht. Nach
200 s und 400 s wurde Epinastin aus caged Epinastin durch Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
405 nm freigesetzt. Hier zeigte sich kurzzeitig eine komplette Loschung der Ca®*-Antwort. Die zeitlich
sehr eingeengte Wirkung des Epinastins ist wiederum durch die lokale Freisetzung und die schnelle

Konzentrationsverminderung durch freie Diffusion der Substanz zu erklaren.
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HEK AmOA Zugabe von 5 yM Epinastin (Mean * SD)

" - Mean
1ag - A Zugabe

B
k]
k]
g
g™
¢
g 6@
w 40

2 ul

A
Zeit (s)
HEK AmOA  Zugabe von 50 nM Octopamin (s} und 5 uM Epinastin (g)

ot - {(Mean + SEM})

16¢ - Mean A Zugabe, Belichtung
8
k]
2l
EERITE
o
2w
S | }
[ u

“ —

L
A
Zeit (s)
HEK AmOA  Zugabe von 50 nM Octopamin (s), Belichtung von

o 5 uM BHCMOC-caged Epinastin (g} (Mean + SEM)

166 = Mean

o # A~ Zugabe, Belichtung
@
E \ + |||
S w 1 ]
o i nl
§m + I'Ill.I il il L
S 1) ! [
3 Ly
W ae

9 5 120 150 20 20 360 £ 400 480 e 380 00

Zeit (s} »

HEK AmOA  Zugabe von 50 nM Octopamin (s), Belichtung von
50 5 yM BBHCMOC-caged Epinastin (w}) (Mean * SEM)

= Mean

A Zugabe,
Belichtung

Fluoreszenzintensitit

Zeit (s}
Abbildung 3-53: Messung der intrazelluldren Ca®*-Konzentrationen mittels der Fluoreszenz des Ca®*-Indikators
FLUO4-AM in HEK 293 AmOA-Zellen bei extrazellularer Applikation von Epinastin in der Konzentration 5 pM, von
Octopamin in der Konzentration von 50 nM und nach 225 s Zugabe von 5 uM Epinastin, von Octopamin in der
Konzentration von 50 nM und BHCMOC(100)- bzw. BBHCMOC-caged Epinastin (102) in der Konzentration von
5 uM mit Belichtung nach 200 s und 400 s. Die abgebildeten Diagramme zeigen den Mean- £+ SEM-Wert von je
10 vermessenen Zellen.
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Es wurde gezeigt, dass Epinastin nicht aber die caged Epinastine das Octopamin-Signal
unterdriicken. Die caged Epinastin-Verbindungen 100 und 102 zeigten gleichfalls keine biologische
Eigenaktivitdt und nach Belichtung wurden die erwarteten Epinastin-Wirkungen gefunden. Damit
erfilliten die synthetisierten caged Epinastin-Verbindungen 100 und 102 auch in den Zelltests alle
Anforderungen und sollten sich prinzipiell fir den Einsatz zur gesteuerten Unterdrickung der

Octopamin-Wirkung eignen.

3.3.2 Anwendungen der caged PSls

Funktionstests der caged Derivate der PSls Anisomycin (5) und Emetin (4) wurden in Kooperation mit
D. EISENHARDT (FU Berlin) sowie B. WIESNER (FMP Berlin) durchgeflhrt.

Von Anisomycin waren, wie in der Einleitung beschrieben, die in Abbildung 1-15 gezeigten p-NB-,
DMNBOC-, BHCMOC- und DEACMOC-caged Verbindungen bereits bekannt.**®° 2005 setzten
GOARD et al. p-NB-, DMNBOC- und BHCMOC-caged Anisomycin (108) in einem in vitro translation
assay ein. Sie verwendeten den PSI und seine photolabil geschitzten Derivate in Konzentrationen
von 40 uM. Um diese Konzentrationen im assay zu erreichen mussten sie mit einer Stammldsung von
4 mM in DMSO starten. Sie fanden, dass BHCMOC-caged Anisomycin die schnellste und hdchste
Freisetzungsrate fir 5 zeigte. Weiterhin setzten sie 108 in GFP (Green fluorescence proteine)
transfizierten CHO(Chinese Hamster Ovary)-Zellen ein und wiesen nach, dass das freigesetzte
Anisomycin die Bildung neuen GFPs inhibiert. 2010 verwendeten SADOVSKI et al. alternativ das
DEACMOC-caged Anisomycin in einem in vitro translation assay. Sie fanden, dass DEACMOC-caged
Anisomycin im Vergleich zu 108 mit einer Konzentration von nur 8 uM eingesetzt zu werden braucht
und durch das bathochrom verschobene A,.x von 395 nm des DEACMOC-caged Anisomycin die
Photolyse auch bei 405 nm durchgefiihrt werden kann.? DEACMOC-caged Anisomycin wurde nicht in

vivo (Zellen, Organismen) charakterisiert.

Im Arbeitskreis von D. EISENHARDT soll spéater der Einfluss der PSls Emetin und Anisomycin auf das
Lernverhalten und die Gedéachtnisbildung im ZNS der Honigbiene untersucht werden. Hierflr sollen
sowohl caged Emetin als auch caged Anisomycin genutzt werden. Bisher wurden die Eignung unseres
sehr gut wasserldslichen BBHCMOC-caged Anisomycin-Derivates 110 und der von uns hergestellten
ersten caged Emetin-Verbindungen 105 und 107 in einem in vitro assay und in Hela-S-Zellen
getestet. Ausserdem gibt es erste Resultate zum erfolgreichen Einsatz der BBHCMOC-caged PSls
107 und 110 in Taufliegen.

In vitro Translations-Studien

Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen wurden im Arbeitskreis von D. EISENHARDT von
K. MARTER im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgef[]hrt.84 Hierbei wurden Emetin und Anisomycin
sowie die neu entwickelten caged Verbindungen 105, 107 und 110 in einem translation assay
eingesetzt. In Abbildung 3-54 A sind die ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurven von Emetin und
Anisomycin dargestellt. Aus ihnen ist ersichtlich, dass Anisomycin einen deutlich hdheren Hemmeffekt
auf die Proteinsynthese im assay hat als Emetin. Die notwendige Konzentration der PSls flr eine

mindestens 80%ige Hemmung betragt flir Emetin 5 uM und fir Anisomycin 0,5 uM. Der Test
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beziglich der Eigenaktivitat der bei der Photolyse entstehenden CM-Alkohole war negativ (Abbildung
3-54 B).
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Abbildung 3-54: Vorversuche zum Einsatz der caged Verbindungen im in vitro translation assay. A) Dosis-
Wirkungskurven der PSls; B) Eigenaktivitat der nach der Photolyse erhaltenen Alkohole. Aufgetragen wurden die
prozentuale Hemmung (Mean + SEM) der Translation gegen die Konzentration der PSls (A) und die prozentuale
Hemmung (Mean + SEM) der Translation nach Gabe von 100 pM bzw. 400 uM der CM-Alkohole (B)."®
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Abbildung 3-55: Biologische Eigenaktivitat der caged Verbindungen in in vitro translation assays. Aufgetragen ist
die prozentuale Hemmung (Mean + SEM) der Translation gegen die Konzentration der caged Verbindungen 104,
107 und 110.'*

Der Test Uber eine mégliche biologische Eigenaktivitdt der neu entwickelten caged Verbindungen,
dessen Ergebnisse in Abbildung 3-55 gezeigt werden, ergab beim BCMACMOC-caged Emetin keine,
beim BBHCMOC-caged Emetin bis zu einer Konzentration von 10 uM keine und beim BBHCMOC-
caged Anisomycin bis zu einer Konzentration von 1 pM keine signifikante biologische Eigenaktivitat.

Da die caged-Emetin Verbindungen in einer Konzentration von 5 uM und die caged Anisomycin-
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Verbindungen in einer Konzentration von 0,5uM eingesetzt werden sollen, darf in diesen
Konzentrationsbereichen von einer fehlenden biologischen Eigenaktivitdt der caged Verbindungen

ausgegangen werden.

Nachdem die Rahmenbedingungen fir den Einsatz der caged Verbindungen im in vitro translation
assay geklart waren, wurde die Hemmung der Proteinsynthese nach Freisetzung der PSls aus den
caged Verbindungen im Lysat durch Bestrahlung mit einer LED (light-emitting diode) bei 360 nm in
Abhangigkeit von der Zeit gemessen. BCMACMOC-caged Emetin bendtigte aufgrund des geringen
Dpem-Werts eine langere Bestrahlungszeit, um eine 60%ig. Hemmung der Proteinsynthese zu
erreichen. Bei den beiden BBHCMOC-geschutzten PSls (vgl. Abbildung 3-56) waren innerhalb der
ersten 10s bereits soviel der PSIs freigesetzt worden, dass eine 60%ig. Hemmung der
Proteinsynthese erzielt wurde. Der Unterschied zwischen 107 und 110 zeigte sich nur darin, dass 107
in einer zehnfach héheren Konzentration als 110 eingesetzt werden musste, da Anisomycin als PSI

deutlich effektiver wirkt als Emetin.
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Abbildung 3-56: Hemmung der Proteinsynthese in Abh&ngigkeit von der Freisetzungsrate der PSIs aus den
caged Verbindungen nach Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 360 nm. Aufgetragen ist die prozentuale
Hemmung (Mean + SEM) der Translation gegen die Dauer der Bestrahlung.'®®

Studien der PSls in HeLa-S-Zellen

Die hier gezeigten Ergebnisse entstanden in Zusammenarbeit mit der Gruppe um B. WIESNER. Die

experimentellen Arbeiten wurden von J. EICHHORST durchgefihrt.

Emetin und BHCMOC-caged Emetin wurden in Hela-S Zellen (Gebarmutterhals-Tumorzellen), die mit
dem Vektor pE.GFP N1 transient transfiziert wurden, eingesetzt. Die Zellen wurden ausgeséat und
inkubiert. AnschlieBend erfolgten die Transfektion mit dem Vektor pE.GFP N1 und die Aufteilung in
vier Gruppen. Gruppe A war die Kontrollgruppe. Gruppe B wurde mit 5 pL einer 100 uM Lésung des
PSls in DMSO/Puffer (1/1) behandelt. Gruppe C wurde mit 5 pl einer 100 uM L&sung des caged PSls
(105, 107, 108 und 110) in DMSO/Puffer (1/10) versetzt. Die Gruppen A bis C wurden anschlieBend
24 h bei 37 °C inkubiert. Gruppe D wurde identisch vorbereitet wie Gruppe C, zusétzlich aber nach 1 h
Inkubationszeit 1 min mit einer UV-Lampe (HBO 50 W, Carl Zeiss) bestrahlt und anschlieBend 23 h
inkubiert. Die erhaltenen Proben wurden am Konfokalmikroskop (Laser-Scanning-Microskop
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LSM 710-FCS, Aey = 488 nm, Ag4: Band Pass 493—-650 nm) untersucht. Vermessen wurden die

Anzahl der fluoreszierenden Zellen und die Intensitat der Fluoreszenz.

Abbildung 3-57: Am LSM vermessene Fluoreszenzen in Hela-S pE.GFP N1 Zellen: A) Zellen nach 24 h
Expression (Kontrolle), B) Zellen in Gegenwart von Emetin nach 24 h Expression, C) Zellen in Gegenwart von
BHCMOC-caged Emetin nach 24 h Expression, D) Zellen in Gegenwart von BHCMOC-caged Emetin und 1 min
Bestrahlung mit UV-Licht nach 24 h Expression.

In Abbildung 3-57 sind beispielhaft die erhaltenen Ergebnisse mit Emetin und BHCMOC-caged Emetin
(105) aufgefiihrt. Beim Vergleich zwischen Bild A (Probe der Gruppe A) und Bild C (Probe der Gruppe
C) sieht man kaum Unterschiede in der Anzahl der fluoreszierenden Zellen und der
Fluoreszenzintensitat, somit ist keine Eigenaktivitdt von Verbindung 105 im gewéhlten System zu
beobachten. Die in Bild B beobachtete geringe griine Fluoreszenz beweist die fehlende GFP-
Synthese und somit die Hemmung der Proteinsynthese in den Proben der Gruppe B, die durch
Applikation des PSIs Emetin erhalten wurde. Ein vergleichbares Erscheinungsbild zeigt auch das
Bild D, welches von einer Probe der Gruppe D aufgenommen wurde. Da vor diesen Versuchen
abgeklart wurde, dass 1 min Bestrahlung der Zellen keinen Einfluss auf die Zellen bzw. die GFP-
Synthese hat, kann geschlussfolgert werden, dass das bei der Photolyse entstandene Emetin die

Proteinsynthese des GFP inhibierte.

Der Einsatz von BBHCMOC-caged Emetin sowie von Anisomycin und BHCMOC- bzw. BBHCMOC-

caged Anisomycin in diesem Testsystem brachte analoge Ergebnisse.

FACS-Messungen

Far die gleichfalls von J. EICHHORST und B. WIESNER durchgeflinrten FACS (Fluorescence activated
cell sorting)-Messungen wurden die Zellen unter identischen Bedingungen wie vorstehend
beschrieben vorbereitet. Die nach 24 h Inkubation erhaltenen Proben wurden gewaschen, in PBS
(phosphate buffered saline) aufgenommen und zweimal zentrifugiert. Der erhaltene Ruickstand wurde
erneut in PBS aufgenommen und in einem FACS-Gerat (FACS-Calubur, Argon Laser, 488 nm)
vermessen. Die aus diesen Messungen erhaltenen statistischen Aussagen Uber die GFP-Synthese in
den Hela-S pE.GFP N1 Zellen werden in den Abbildungen 3-58 und 3-59 dargestellt.

Zu Beginn wurde mit Hilfe der Dosis-Wirkungskurven fir Emetin in den Hela-S pE.GFP N1 Zellen eine
Endkonzentration von 500 nM Emetin fir die vollstindige Hemmung der Proteinsynthese in den

Zellversuchen abgeleitet.
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Abbildung 3-58: Aufnahme von BHCM-OH bzw. BBHCM-OH in Hela-S pE.GFP N1 Zellen nach Inkubation ohne
Auswaschen flir 20 min und 40 min, nach Inkubation fiir 40 min, Auswaschen und 1 min bzw. 15 min Warten.

Da die PSls in der Zelle wirken, wurde zur Klarung der Membrangangigkeit der eingesetzten
Verbindungen schematisch an den CM-Alkoholen BHCM-OH (16) und BBHCM-OH (23), die
naherungsweise strukturell den caged PSls entsprechen, untersucht, ob sie tatsachlich in die Zelle
diffundieren. Gemessen wurde die Eigenfluoreszenz der Alkohole innerhalb von nicht transfizierten
Hela-S Zellen (Abbildung 3-58). Es zeigte sich, dass nach 20 bzw. 40 min Inkubation relativ hohe
Konzentrationen der Alkohole in der Zelle nachweisbar waren. Bei den 1 min bzw. 15 min nach
Auswaschen der Zellen erfolgten Messungen konnten in der Zelle die Alkohole ebenfalls, allerdings
mit geringerer Konzentration nachgewiesen werden. Die Abbildung 3-58 dokumentiert auch, dass
BHCM-OH besser zellmembranpermeabel ist als BBHCM-OH.
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Abbildung 3-59: Mean- + SD-Werte der FACS-Messungen zur Wirkung von Emetin, Anisomycin, BHCMOC- und
BBHCMOC-caged Emetin (105 bzw. 107) sowie BHCMOC- und BBHCMOC-caged Anisomycin (108 bzw. 110) in
Hela-S pE.GFP N1 Zellen nach 24 h Inkubationszeit. Es wurden 3 unabhé&ngige Versuche mit jeweils 10 000
Zellen durchgefihrt.

SchlieBlich wurden die Wirkungen der PSls bzw. der caged PSI-Verbindungen in Konzentrationen von
jeweils 500 nM in den Hela-S pE.GFP N1 Zellen untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien sind in
Abbildung 3-59 aufgefiihrt. Diese Zellversuche belegen, dass die Bestrahlung der Zellen fiir 1 min mit
UV-Licht keine Auswirkung auf die Synthese von GFP hat und dass der Einsatz von 500 nM Emetin
bzw. Anisomycin zur fast vollstdndigen Inhibierung der GFP-Synthese fuhrt. Bei den mit BHCMOC-
und BBHCMOC-caged PSls (105, 107, 108 und 110) behandelten Zellen konnte keine Inhibierung der
GFP-Synthese beobachtet werden. Somit zeigen die neu entwickelten caged PSI-Verbindungen auch
an diesem Modell keine biologische Eigenaktivitat. In den Féllen, bei denen die Zellen zunachst mit
caged PSls inkubiert und danach 1 min mit UV-Licht bestrahlt wurden, wurde eine &hnlich geringe
Synthese von GFP wie bei den nur mit Emetin oder Anisomycin behandelten Zellen beobachtet. Durch
HPLC-Messungen konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Verbindungen 105, 107, 108 und
110 bei einer Konzentration von 500 nM in den Zellldsungen und UV-Bestrahlung fiir 1 min Emetin
bzw. Anisomycin zu 100 % in der Ldsung freisetzen. Somit erflllen die neuen BHCMOC- und
BBHCMOC-caged Emetine bzw. Anisomycine unter den beschriebenen Versuchsbedingungen alle

wichtigen Anforderungen an gute Phototrigger. Damit wurde nachgewiesen, dass die caged
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Verbindungen 105, 107, 108 und 110 erfolgreich zur &rtlich gesteuerten Freisetzung der PSls 4 und 5

eingesetzt werden kdnnen.

Grundsatzlich werden die PSls im ps-Bereich freigesetzt. Da es sich bei der Proteinsynthese aber
nicht um einen schnellen Prozess handelt, ist die Geschwindigkeit der Freisetzung hier im Prinzip
unwichtig. Ein wichtiger Parameter ist aber die Photoeffizienz, @emx¢ da die Bestrahlungsdauer
maoglichst gering gehalten werden soll, um Schédigungen der Zellen vorzubeugen. Je héher das
Produkt aus @emx& ist, desto hdhere Konzentrationen des Biomoleklls werden in der kurzen
Bestrahlungszeit freigesetzt. Die Photoeffizienz (siehe Kapitel 3.2.3) ist bei den BHCMOC- bzw.
BBHCMOC-caged PSI-Verbindungen relativ hoch. Sie sind deshalb auch aus dieser Sicht sehr gut
geeignete Phototrigger. Die Verbindung 104 mit dem BCMACM-Chromophor ist dagegen wegen der

deutlich geringeren Photoeffizienz nur bedingt einsetzbar.

Studien in Drosophila melanogaster

Wie wichtig die Entwicklung extrem gut wasserldslicher caged Verbindungen ist, zeigt sich bei dem
geplanten Einsatz der Verbindungen an Insekten. Die Zugabe von organischen Ldsungsmitteln als
Lésungsvermittler ist bei den Tierversuchen nicht mdglich, da diese auch Einflisse auf die zu
beobachtende Proteinsynthese zeigen.®* Die Verbindungen miissen im 5-10 mM-Bereich in reinen
Pufferlésungen I8slich sein, um diese den Tieren Uber die Nahrung zuzufihren. Damit kamen nur die
BBHCMOC-caged Verbindungen 107 und 110 fir den Einsatz an der Honigbiene oder Taufliege in
Betracht. In den gegenwartig laufenden Studien von K. MARTER (Arbeitskreis D. EISENHARDT), in
denen die caged Verbindungen 107 und 110 in Drosophila melanogaster zur Anwendung kommen,
konnte bereits gezeigt werden, dass aus den caged Verbindungen im Kopf von Insekten &rtlich

aufgeldst PSls freigesetzt werden kdnnen.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von caged Verbindungen flir ausgewéhlte
Biomolekile, die langwellig anregbar sind und sich durch eine mdglichst schnelle und effiziente
Photofreisetzung der Biomolekiile auszeichnen. Weitere wichtige Kriterien fir die caged Verbindungen
waren eine gute L&slichkeit in wéassrigen Pufferlésungen sowie eine mdégliche 2-Photonen-
Anregbarkeit.

Konkret wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Caging-Reagenzien fiir die Inaktivierung der
Neurotransmitter Octopamin und Dopamin, fir den Octopamin-Antagonisten Epinastin, fir die
Proteinsyntheseinhibitoren (PSls) Emetin und Anisomycin, fir den Protonophor CCCP und den
Riechstoff Bourgeonal eingesetzt. Caged Verbindungen von Octopamin, Epinastin, Emetin und CCCP
wurden erstmalig synthetisiert. Die verwendeten Caging-Reagenzien waren nur teilweise bekannt. Die
wichtigsten wurden neu entwickelt bzw. erstmalig zum Cagen von OH- bzw. NH,-Funktionen
verwendet. Syntheseverfahren fir diese Molekile sowie fur die daraus gebildeten caged
Verbindungen wurden erarbeitet. Die erhaltenen Phototrigger wurden umfassend chemisch und
photochemisch charakterisiert, zudem wurden einige von ihnen biologischen Funktionstests

unterzogen.

Mit dem BBHCMOC-, dem PBHCMOC- und dem DBHCMOC-Chromophor wurden neue photolabile
Cumarinylmethyl-Schutzgruppen eingefiihrt. Sie besitzen in 8-Position am Cumaringeriist hydrophile
Substituenten und zeichnen sich gegenuber der bekannten BHCMOC-Schutzgruppe durch eine stark
verbesserte Loslichkeit sowie eine geringere pH-Abhéngigkeit des Absorptionsverhaltens und
gegenliber der BCMACMOC-Schutzgruppe durch eine deutlich hdhere Photoeffizienz aus. Die
Einflhrung der Substituenten in 8-Position gelang ausgehend von 6-Brom-7-hydroxy-cumarinen auf

elegante Weise durch Mannich-Reaktion.
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Mit BBCMNP-ED wurde ein neues Caging-Reagenz fir Carbonylverbindungen entwickelt. Davon
abgeleitete caged Carbonylverbindungen, strukturell 1,3-Dioxolane, zeichnen sich durch
verhaltnismaBig hohe photochemische Quantenausbeuten sowie durch gute L&slichkeiten in

wassrigen Puffern aus.

Octopamin, Dopamin und Epinastin wurden mit der BCMACMOC-, BHCMOC- und der neuen
BBHCMOC-Schutzgruppe an der Aminofunktion geschitzt. Die neu entwickelten PBHCMOC- und
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DBHCMOC-Schutzgruppen wurden exemplarisch zum Cagen von Octopamin an der Aminofunktion
genutzt.

Durch Maskieren jeweils einer der beiden Hydroxyfunktionen mit dem BHCMOC-Chromophor konnte
Octopamin selektiv an jeder einzelnen funktionellen Gruppen geschitzt werden, was bei der

Aufklarung der Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Neurotransmitter hilfreich sein sollte.

Die chemischen bzw. photochemischen Untersuchungen zu den erhaltenen caged Neurotransmittern
und zu caged Epinastin ergaben, dass die BCMACMOC-Derivate 69, 70 und 99 zwar gute
Léslichkeiten und Absorptionseigenschaften in wéassrigen Pufferldsungen besitzen, aber im Vergleich
zu den anderen im Rahmen dieser Arbeit hergestellten caged Neurotransmittern deutlich niedrigere
photochemische Quantenausbeuten aufweisen, was eine schlechtere Photoeffizienz zur Folge hat.
Die BHCMOC-caged Neurotransmitter 72, 73 und 100 weisen hingegen gute Photoeffizienzen auf,
besitzen aber mit Ausnahme von O*-BHCMOC-caged Octopamin (97) nur relativ geringe
Léslichkeiten unter physiologischen Bedingungen. Erst mit der Einfihrung der neuen BBHCMOC-,
PBHCMOC- bzw. DBHCMOC-Chromophore zum Cagen der Neurotransmitter gelang die Synthese
von sehr gut 16slichen caged Dopamin- und Octopamin-Derivaten mit guten Photoeffizienzen.

Die hier beschriebenen caged Neurotransmitter fluoreszieren im Vergleich zu den jeweiligen CM-
Alkoholen weniger stark und haben ihr Fluoreszenzmaximum im Bereich von 463 bis 498 nm. Das O'-
BHCMOC-caged Octopamin (89) besitzt mit & = 0,06 die geringste Fluoreszenzquantenausbeute
und mit @hem = 0,21 die héchste photochemische Quantenausbeute aller in dieser Arbeit untersuchter
BHCM-Verbindungen.

Far die Modellverbindungen BBHCMOC-(78), PBHCMOC-(81) und DBHCMOC-caged Octopamin
(82) wurde eine fur caged Verbindungen hohe 2-Photonen-Anregbarkeit nachgewiesen, womit sie flr

den Einsatz in Gewebsschnitten sehr gut geeignet sind.

Mittels zeitaufgeldster Fluoreszenzspektroskopie wurde erstmals die Geschwindigkeitskonstante der
primdren Photospaltung bei CMOC-caged Verbindungen ermittelt. Die erhaltenen Werte fir
BCMACMOC-(70), BHCMOC-(73) und BBHCMOC-caged Dopamin (79) zeigen, dass die
Photospaltungen im Nanosekundenbereich erfolgen. Zur Bestimmung der
Freisetzungsgeschwindigkeit von CO, aus BBHCMOC-caged Octopamin (78), welche mit der
Freisetzungsgeschwindigkeit von Octopamin gleichgesetzt werden kann, wurden zeitaufgelste IR-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die in Zusammenarbeit mit A. BARTH (Stockholm) durchgefiihrten

Messungen zeigen, dass CO, und damit Octopamin innerhalb von 200 ms aus 78 freigesetzt wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Verbindungen BHCMOC-, BBHCMOC-, PBHCMOC-,
DBHCMOC- und O'-BHCMOC-caged Octopamin sowie BHCMOC- und BBHCMOC-caged Epinastin
wiesen in HEK 293 Zellen, die den AmOA1A-Rezeptor tragen, keine nachweisbaren biologischen
Eigenaktivitaten auf und setzten durch Bestrahlung mit Licht értlich und zeitlich gesteuert Octopamin
bzw. Epinastin in ausreichenden Mengen frei. Damit sind die entwickelten caged Octopamin- und
caged Epinastin-Verbindungen hervorragend als Werkzeuge fir die geplanten Untersuchungen im

ZNS der Honigbiene geeignet.
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Der PSI Anisomycin wurde zu Vergleichszwecken nach einem teilweise neuen Syntheseweg in das
bekannte BHCMOC-caged Anisomycin 108 (berfiinrt. AuBerdem wurde die Aminofunktion des
Anisomycins mit dem neu entwickelten Chromophor BBHCMOC geschitzt.

Der wenig untersuchte und bisher noch nicht photolabil geschitzte PSI Emetin wurde in guten bis sehr
guten Ausbeuten zu BHCMOC-, BBHCMOC- und BCMACMOC-geschitzten Emetin-Verbindungen
umgesetzt. Bei der Charakterisierung der erhaltenen caged PSls bestétigten sich die schon bei den
Neurotransmittern gefundenen Erkentnisse, der vergleichsweise schlechten photochemischen
Quantenausbeute fir das BCMACMOC-geschiitzte Emetin (104) und der geringen L&slichkeit der
BHCMOC-Verbindungen 105 und 108. Dagegen zeigten die neu gewonnenen caged Verbindungen
BBHCMOC-caged Anisomycin (110) und BBHCMOC-caged Emetin (107) sehr gute Eigenschaften
beziiglich Absorption, Stabilitat, Léslichkeit und Photoeffizienz.

Auch fir BBHCMOC-caged Emetin (107) wurde nachgewiesen, dass es durch 2-Photonen-Anregung
photolysiert werden kann, was Verbindung 107 auch fir Untersuchungen in Gewebsschnitten
qualifiziert. Bei den 2-Photonen-Anregungen wurde zusatzlich gezeigt, dass 107 unter gleichen
Bestrahlungsbedingungen dreimal soviel Emetin freisetzt wie die bekannte BHCMOC-caged

Verbindung 108 Anisomycin.

Durch zeitaufgeldste fluoreszenzspektroskopische Messungen konnten auch bei den caged Emetin-
Verbindungen 104, 105 und 107 sowie bei BBHCMOC-caged Anisomycin (110) nachgewiesen
werden, dass der erste Schritt der Photospaltung im ns-Bereich stattfindet. Durch zeitaufgel6ste IR-
Messungen wurde nachgewiesen, dass Anisomycin aus dem caged Derivat 110 innerhalb von 56 ms

und Emetin aus der caged Verbindung 107 innerhalb von 1 s freigesetzt werden.

Der Einsatz der caged PSls in einem in vitro translation assay bestatigte die bei den photochemischen
Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse. Bei den BCMACMOC-Derivaten war gegeniber den
BHCMOC- bzw. BBHCMOC-Verbindungen eine deutlich héhere Bestrahlungszeit nétig, um die
gleiche Menge an PSI freizusetzen. Die BHCMOC-caged PSls konnten, da sie in reinem Puffer geldst
werden mussten, nur in relativ geringen Konzentrationen eingesetzt werden, die zwar im in vitro
translation assay ausreichend waren, aber beim spateren Einsatz in der Honigbiene bei weitem nicht
ausreichen. Nur die neu entwickelten Verbindungen BBHCMOC-caged Anisomycin (110) und
BBHCMOC-caged Emetin (107) konnten in hohen Konzentrationen und bei relativ geringer
Bestrahlungszeit in einem in vitro translation assay eingesetzt werden. Alle beschriebenen caged PSls

wiesen keine biologische Eigenaktivitat auf.

Die BHCMOC- und BBHCMOC-caged PSls wurden auch in Untersuchungen in Hela-S pE.GFP N1
Zellen eingesetzt. Alle vier caged Verbindungen zeigten keinerlei Hemmung auf die GFP-Synthese
und konnten innerhalb kurzer Bestrahlungszeit komplett photolytisch gespalten werden, was zur
gewlinschten Hemmung der GFP-Synthese durch das freigesetzte Emetin bzw. Anisomycin fihrte.
Far die momentan laufenden Untersuchungen, bei denen die caged PSls als Werkzeuge im ZNS der
Taufliege und der Honigbiene eingesetzt werden, wurden die neuen BBHCMOC-Derivate 107 und
110 ausgewahlt, da hier die caged Derivate der PSls in Konzentrationen von 25 mM in reinem Puffer
eingesetzt werden missen und die Tiere nur geringe Mengen des eingesetzten Lichtes vertragen.
Diesen Ansprichen werden nur die neu entwickelten BBHCMOC-Verbindungen gerecht.
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DMNPE-caged CCCP (111)

Fir die erstmalige Herstellung eines caged lonophors wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Protonophor CCCP mit der DMCM- und der DMNPE-Gruppe geschitzt. Die Synthese der beiden
potentiellen caged Verbindungen gelang in guten Ausbeuten. Bei der photochemischen
Charakterisierung wurde festgestellt, dass das DMCM-Derivat von CCCP (112) bei Bestrahlung mit
Licht der Wellenlange 330 bzw. 360 nm keine nennenswerte Photolysereaktion eingeht und somit kein
Phototrigger fiir CCCP ist. Die Verbindung DMNPE-caged CCCP (111) hingegen hat eine ausreichend
gute Photoeffizienz und ist in MeCN/Puffer (5/95) hydrolysestabil. Lediglich die geringe Léslichkeit in
wassrigen Pufferlésungen setzt der Verwendung von 111 Grenzen. Fir den Einsatz von DMNPE-
caged CCCP (112) in biologischen Untersuchungen an lonenkanélen liegen bisher keine Ergebnisse

Vvor.
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Erfolgreich konnten auch BDMNP-ED-caged Bourgeonal und BBCMNP-ED-caged Bourgeonal
hergestellt werden. Beide Verbindungen zeigten eine ausreichend hohe Photoeffizienz. Durch
Einflhrung der beiden hydrophilen Substituenten am Phenylrest gelang eine Erhéhung der Léslichkeit
von 3 puM (BDMNP-ED-caged Bourgeonal) auf >>50uM (BBCMNP-ED-caged Bourgeonal) in
MeCN/HEPES-Puffer (5/95). Die Ergebnisse von biologischen Untersuchungen liegen bisher noch

nicht vor.

Insgesamt wurde eine Reihe neuer interessanter caged Verbindungen entwickelt, die gegenwértig und
in naher Zukunft in biologischen Untersuchungen eingesetzt werden. Darlberhinaus wurden wertvolle
Erkenntnisse Uber die Vor- und Nachteile verschiedener Chromophore erhalten. Als Ausblick kann

festgehalten werden, dass Cumarinyl-Chromophore ein groBes Potential fir die Entwicklung optimaler
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caged Verbindungen haben. Wie hier gezeigt, haben insbesondere [6-Brom-7-hydroxy-(cumarin-4-
yl)Jmethoxycarbonyl-Chromophore, die zusétzlich hydrophile Substituenten in der 8-Position
aufweisen, entscheidene Vorteile. Der Einsatz der neuen BBHCMOC-, PBHCMOC- und DBHCMOC-
Schutzgruppen fir die Blockierung funktioneller Gruppen an Biomolekllen wird generell zu
verbesserten caged Verbindungen flihren. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die
Betrachtung der Membrangéngigkeit. Von PBHCMOC- und DBHCMOC-geschitzten Biomolekilen
werden einerseits eine hohe Ldslichkeit in wassrigen Puffern und andererseits auch eine

Membrangéngigkeit erwartet.

Die Verwendung der 8-substituierten 6-Brom-7-hydroxy-cumarinylmethyl-Schutzgruppen fir die
Inaktivierung von Biomolekilen mit funktionellen Sauregruppierungen, SH- und C=0-Funktionen sollte

die Anwendungsbreite entsprechender caged Verbindungen erweitern.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Physikalische Messgerate

Kernresonanzspektroskopie ('H-NMR; *C-NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Bruker DPX 300 bzw. Bruker DPX 600 gemessen.
Die chemischen Verschiebungen ¢ sind in ppm angegeben, wobei die Kalibrierung auf dg-DMSO (1H:
2,50, '°C: 39,52) bzw. CDCl; ('H: 7,26, '*C: 77,0) erfolgte. Die Zuordnung der 'H- und *C-Signale
fand gegebenenfalls Uiber zweidimensionale homo- und heteronukleare Spektren (H-H-COSY, HMQC
und HMBC) statt — die Numerierung orientiert sich an der Nomenklatur der einzelnen Verbindungen.
Die Kopplungskonstanten J sind in Hz angegeben.

Bei der Zuordnung der 'H- und '°C-Signale der caged Emetin-Verbindungen wurde eine Grenze der
zur Verfigung stehenden NMR-Auflésungen erreicht. Somit erfolgte die eindeutige Zuordnung Signal
zu Atom nur bei mit 1D- oder 2D-Spektren zuordenbaren Signalen. Bei den verbliebenen 'H- und '*C-
Signalen wurden lediglich die chemischen Verschiebungen angegeben. Das komplett zugeordnete
NMR-Spektrum des reinen Emetins wurde bereits veroffentlicht.’™® Es wurde allerdings in CDCl;
vermessen und somit ergaben sich kleine Abweichungen durch andere Viskositdt und durch
Veranderungen an der Aminofunktion der Emetin-Verbindungen. Ein 13C-Signal liegt eindeutig unter

dem DMSO-Signal und kann daher nicht genauer angegeben werden.

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden mit einer LCMS-Kopplung von einer Acquity UPLC (Waters) mit einer
ESI-TOF-Einheit LCT Premier (Waters Micromass Technologies) aufgenommen. Die Trennung
erfolgte dabei auf einer Ascentis Express C18 Saule (2,7 um, 30 mm x 2,1 mm, Supelco) bei einer
FluBrate von 0,2 ml min” mit linearen Gradienten und den Eluenten A H-O und B MeCN (jeweils mit
0,05 % TFA). Hochauflésende Massenspektren (HRMS) wurden auf einem Agilent 6210 ESI-TOF
bzw. Agilent 6220 ESI-TOF gemessen, welche mit einem HPLC-System der 1200er Serie gekoppelt
waren. Die Analyse der Proben erfolgte durch Elution mit einem Gemisch von H,O/MeOH (1/1),
versetzt mit 0,1 % HCOOH. Es wurde mit etwa 1 uM Ldsungen gearbeitet. Alle Werte sind in

atomaren Masseneinheiten m/z angegeben.

UV/Vis-, Fluoreszenz- und Phosphoreszenzspektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Jasco V-630 Spectrophotometer gemessen. Die
Fluoreszenzspektren wurden auf einem Jasco FP-6500 aufgenommen. Die Messung der

Phosphoreszenzspektren erfolgte mit einem Fluoromax-4P Spectrofluorometer (HORIBA Jobin Yvon).
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IR-Spektroskopie

Die Spektren wurden auf einem Tensor 27 der Firma Bruker Optik (7500 bis 370 cm™ mit Standard-
KBr-Strahlenteiler; Hochempfindlichkeits-DLATGS-Detektor mit KBr-Fenster; Smart MIRacle ATR mit

Single Reflection, ZnSe Crystal-clamp-MIRacle High Pressure Clamp) gemessen.
Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit einem SMP3 der Firma Bibby Sterilin Ltd. bzw. APA Il der Firma

Schorpp Gerétetechnik ermittelt und sind unkorrigiert angegeben.
5.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC)

Die analytische DC wurde auf Glasplatten an Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator Fos4 der Firma
Merck durchgefiihrt. Zur Detektion wurde UV-Licht der Wellenlangen 254 nm und 365 nm verwendet.

Saulenchromatographie (SC)

Praparative SC wurde in Normalglassdulen mit Kieselgel (Porendurchmesser 60 A, PartikelgréBe
30-60 pm) der Firma J. T. Baker als Flash-Chromatographie mit N,-Uberdruck durchgefiihrt. Die

Zusammensetzung der verwendeten Lésungsmittel ist in Volumenanteilen angegeben.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Far die analytische HPLC wurde ein Shimadzu LC-20 System (Degaser DGU-20A3, Autosampler
SIL-20A, Controller CBM-20A), ausgestattet mit einem DAD-UV-Detektor (SPD-M20A) und einem
Fluoreszenz-Detektor (RF-10AXL), eingesetzt. Die Trennungen wurden auf einer EC 250/4 Nucleodur
100-5 C18 ec Saule (100 A, 5 pm, 250 mm x 4 mm, Macherey-Nagel) und einer RP-Amid Ascentis
Express Saule (15 cm x 4,6 mm, 2,7 um, Sigma Aldrich) bei einer FluBrate von 1 mImin™ und 40 °C
Saulentemperatur durchgefiihrt. Das Injektionsvolumen betrug 50 pl und die Probenkonzentration bis

auf Ausnahmen 50 pM.

Far die prap. HPLC kam ein Shimadzu LC-8A System (Controller SCL-10AVP) mit einem UV-Detektor
(SPD-M20A) zur Anwendung. Die Trennungen wurden auf einer Nucleodur 100-5 C18 ec Séule
(100 A5 pum, 250 mm x 21 mm, Macherey-Nagel) bei RT und bei einer FluBrate von 13,8 ml min’’

oder 10,0 ml min™ durchgefihrt.

Es wurde mit linearen Gradienten und den Eluenten A H,O (mit 0,1 % TFA) und B MeCN gearbeitet.
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5.3 Arbeitsweise, Lésungsmittel, Chemikalien und
Substanzcharakterisierung

Die Ausgangsverbindungen und Lésungsmittel fir die Synthesen wurden von den Firmen Sigma-
Aldrich, Fluka, Merck, Lancaster, J. T. Baker, Acros, TCI Europe bzw. Riedel-de Haén bezogen. Fir
die HPLC wurden MeCN (HPLC grade) von J. T. Baker und gereinigtes Wasser (Milli-Q-Plus von

Millipore) verwendet.

Substanzextrakte in organischen Ldsungsmitteln wurden Uber MgSO4/Na,SO, getrocknet und das
Solvens bei 40 °C Wasserbadtemperatur am Rotationsv erdampfer entfernt. Eventuell verbliebene
Lésungsmittelreste  wurden im Hochvakuum (ps10'3 mbar) entfernt. Substanzen in wassrigen
Lésungen wurden durch Lyophilisieren mit einer Alpha 1-2 Anlage (Christ) gefriergetrocknet.
Reaktionen mit feuchtigkeits- oder luftempfindlichen Verbindungen wurden in ausgeheizten
Glasapparaturen unter Schutzgas (N,) durchgefiihrt. Die Trocknung und Aufbewahrung wasserfreier
Loésungsmittel erfolgte Gber Molekularsieb (Fluka UOP Typ 3A, Porendurchmesser 3 A). Die
verwendete HEPES-Pufferldsung enthielt 10 mM HEPES und 120 mM KCI. Der notwendige pH von
7,2 wurde mit 2M KOH-L&sung eingestellt. Fir die Phosphatpufferlésung (nach Sérensen, pH 7,2)
wurden 8,55 g Na;HPQO, und 2,54 g KH,PO, in einem Liter dest. H,O geldst und der pH-Wert wurde
mit verd. H3PO, der eingestellt. Beide Pufferlosungen wurden nach Herstellung filtriert und

autoklaviert.

Alle synthetischen und analytischen Arbeiten wurden unter Gelblicht und in braun gefarbten

GlasgefaBen durchgeflhrt.

Loslichkeiten und Hydrolysestabilitaten

Die Bestimmung der maximalen Léslichkeit (Sattigungskonzentration cssy) der synthetisierten caged
Verbindungen erfolgte in MeCN/HEPES-Pufferlésung bzw. MeCN/Phosphatpuffer-Lésung (5/95).
Dazu wurde eine 10 mM-Suspension der Verbindungen hergestellt, welche im Ultraschallbad
behandelt und zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde der klare Uberstand mit Hilfe der analytischen
HPLC analysiert (mindestens 3 Laufe mit konstanter Peakflache). Den erhaltenen Peakflachen konnte
durch Vergeich mit Peakflachen dieser Verbindungen, bei denen mit bekannter Konzentration

gearbeitet wurde, eine Sattigungskonzentration zugeordnet werden.

Fir die Bestimmung der Hydrolysestabilitdten wurden die Lésungen nach 24 h bei RT und im Dunkeln
erneut in der analytischen HPLC vermessen. Hier wurden dann Uber eventuelle Veranderungen bei

den Peakflachen Rickschlisse Uber die Hydrolysestabilitat in diesen Medien gezogen.

Photochemische Quantenausbeute

Fir alle photochemischen und photophysikalischen Experimente wurden UV- bzw. Fluoreszenz-
Quarzklvetten mit einer Wegléange von 1 cm verwendet. Die Photolyse der geschitzten Verbindungen
in Losung [50 uM in MeCN/Pufferlésung (5/95)] wurde mit einer Hochdruck-Quecksilber-
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Gasentladungslampe (HBO 500, Oriel) bzw. einer 500 W Hg(Xe)-Kurzbogenlampe mit Suprasilkolben
(Oriel) ausgeldst. Die Lichtintensitat wurde bei Bedarf mit einem 10 %-Transmissionsfilter (100FN46-
50) begrenzt und einem Metallinterferenzfilter 334FS10-50 oder 365FS10-50 monochromatisiert (alle
Filter von Oriel). Wahrend der Bestrahlung wurden die Lésungen innerhalb der Kivetten mit einem
kleinen Magnetriihrer homogenisiert. AuBerdem kam ein mit LEDs (330 nm —12 mW, 360 nm —
18 mW, 405 nm — 310 mW und 435 nm — 720 mW) ausgerlstetes LUMOS 43 (Atlas Photonics) zum

Einsatz.

100
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Abbildung 5-1: Transmissionsspektren der verwendeten Filter

Far die kinetischen Untersuchungen wurden die bestrahlten Lésungen in diskreten Zeitintervallen
mittels analytischer HPLC charakterisiert. Die photochemischen Quantenausbeuten @, wurden
durch Vergleich mit E,E-Diphenylbuta-1,3-dien in n-Hexan (@gem = 0,11)%%° bzw. [(6,7-
Dimethoxycumarin-4-yl)methyl]diethylphosphat in MeCN/HEPES-Pufferldsung (5/95) (@Punem = 0,08)**°
als Referenzsubstanzen unter Anwendung von Gleichung 4 in Kapitel 3.2.3 ermittelt. Dabei wurden

gleiche Reaktionsvolumina Vi von Probe und Standard bestrahlt.

Fluoreszenzquantenausbeute

Die Emissionsspektren der Lésungen der (Cumarin-4-yl)methyl-substituierten Verbindungen und der
bei der Photolyse entstandenen (Cumarin-4-yl)methylalkohole [10 uM in MeCN/Pufferlésung (5/95)]
wurden mit folgenden Parametern aufgenommen: Anregungsspaltbreite 3 nm, Emissionsspaltbreite
3 nm, Aufnahmegeschwindigkeit 200 nm min™, Empfindlichkeit gering bzw. mittel, Auflésung 1,0. Die
Korrekturfunktion Q(4), ermittelt durch Quotientenbildung nach Normierung von gemessenem und

korrigiertem'*® Emissionsspektrum von Chininsulfat in 1 N H,SOy, ist in Abbildung 5-2 b) dargestellt.
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Abbildung 5-2: a) Wahres und gemessenes Emissionsspektrum von Chininhemisulfat-monohydrat

in 1 N HoSO4 (normiert); b) Korrekturfunktion Q(4) fiir das verwendete Fluoreszenzspektrometer.

Die Fluoreszenzquantenausbeuten & wurden bei RT durch Vergleich korrigierter Spektren mit
Chininhemisulfat-monohydrat (Chinin x 0,5 H.SO4 x H,O) als Referenzsubstanz (&; =0,546 in 1 N
H,SO,) nach der relativen Methode bestimmt (Gleichung 5 in Kapitel 3.2.4)."' Die
Anregungswellenldngen wurden so gewahlt, dass die Absorptionen der Lésungen des Standards und
der untersuchten Substanz identisch waren. Die Brechungsindizes n der Losungen wurden gemessen

und bei der Berechnung von &y nach Gleichung 5 bericksichtigt.

2-Photonen-Photolyse

Die 2-Photonen-Photolyse erfolgte mit einem Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 META NLO, Carl
Zeiss Jena GmbH), welches mit einem Titan-Saphir-Laser (Chameleon-Dioden-gepumpter Laser,

Coherent, A+ = 755 nm) ausgestattet war.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie zur Bestimmung der Photolyse-
geschwindigkeiten

Zeitaufgeldste Fluoreszenzanstiegs- und Fluoreszenzabklingkurven wurden im rechten Winkel zum

Anregungslicht registriert.'*?

Als Anregungsenergiequelle diente ein MSC 1600 Stickstofflaser von LTB
(Aexc = 337 nm, 0,5 ns Impulsbreite, 0,7 mJ maximale Impulsenergie), dessen Intensitat durch Einbau
diverser Transmissionsfilter in den Strahlengang abgeschwécht wurde. Das Fluoreszenzsignal wurde
durch eine Sammellinse geblndelt, passierte einen geeigneten Interferenzfilter (Aem = 488 nm) und
wurde von einer verstarkten AD 110 Silicium-Avalanche-Diode von Opto-Electronics (600 ps
Anstiegszeit) detektiert. Alle Signale wurden digitalisiert und in einen Tektronix TDS 620A
Speicheroszillographen eingespeist.

Zur Bestimmung der Apparatefunktion AF(f) wurde eine MgO-Schicht im 45°Winkel mit 20
Laserimpulsen bestrahlt und das gemittelte reflektierte Signal aufgezeichnet. AF(f) beinhaltete die
Verzerrung eines instantan abklingenden Signals, verursacht durch das endliche Laserimpulsprofil
und die Ansprechzeit des Detektorsystems. Die Fluoreszenzsignale der entsprechenden (Cumarin-4-
yl)methylalkohole wurden Gber 20 Laserimpulse gemittelt, wahrend die caged Verbindungen nur mit

jeweils einem Laserimpuls angeregt wurden. Die Fluoreszenzlebensdauer (z) der (Cumarin-4-
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yl)methylalkohole wurden aus ihren Fluoreszenzabklingkurven durch nichtlineare Kurvenanpassung
(Faltung von AF(f) mit monoexponentieller Zerfallskinetik) ermittelt. Die erreichte Zeitauflésung betrug

ca. 200 ps.

5.4 Allgemeine Synthesevorschriften

Methode A: Synthese der Aktivester mit Chlorameisensaure-4-nitro-phenylester

Zu dem in getrocknetem CH,Cl, oder THF geldsten (Cumarin-4-yl)methylalkohol wurden 1,2-2,4 Aq.
DIPEA, 1,2-2,4 Aq. Chlorameisenséure-4-nitrophenylester und etwas Molsieb gegeben und
anschlieBend wurde 0,5-5 h bei RT geruhrt. Der entstandene Aktivester wurde zeitnah ohne weitere

Aufarbeitung eingesetzt.

Methode B: Synthese der Aktivesterverbindungen mit Di(N-succinimidyl)-
carbonat

Zu dem in trockenem THF oder DMF geldsten (Cumarin-4-yl)methylalkohol wurden 5,5 Aq. EtsN,
1,5 Aqg. Di(N-succinimidyl)carbonat und etwas Molsieb gegeben und es wurde 5-12 h bei RT geriihrt.
AnschlieBend wurde THF im Vakuum entfernt und der entstandene Aktivester wurde zeitnah ohne

weitere Aufarbeitung eingesetzt.

Methode C: Umsetzung des nach Methode A hergestellten Aktivesters mit dem
Biomolekaiil

Zu dem in trockenem CH,Cl, bzw. DMF geldsten Aktivester des (Cumarin-4-yl)methylalkohols wurden
1,2 Aq. Biomolekill, 3 Aq. DIPEA bzw. 2,4 Aq. DMAP und etwas Molsieb gegeben und es wurde
1-12 h bei RT gerlhrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt

gereinigt.

Methode D: Umsetzung des nach Methode B hergestellten Aktivesters mit dem
Biomolekiil

Zu dem in trockenem CH,Cl, geldsten Aktivester des (Cumarin-4-yl)methylalkohols wurden 1 Aq.
Biomolekiil, 4 Aq. Et;N und etwas Molsieb gegeben und es wurde 0,5-1h bei RT gerihrt.

AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt gereinigt.

Methode E: Abspaltung der t-Bu-Schutzgruppen

Die geschitzte Verbindung wurde in 4 ml TFA/CH,CI»/H,O (75/24/1) gelést und 2 h bei RT gerlhrt.
Nach dem Entfernen des Loésungsmittels im Vakuum wurde die entschitzte Verbindung mittels prap.

HPLC gereinigt und lyophilisiert.
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Methode F: Mannich-Reaktion mit BHCM-Verbindungen

In einem ausgeheizten und mit Schutzgas beschickten Kolben wurde 1 Ag. Paraformaldehyd
(enspricht 3 Ag. CH,0) in absolutem EtOH geldst und mit 0,1 Aq. KOH versetzt. Die Reaktionsldsung
wurde solange auf 40 °C erhitzt bis eine klare Ldésung erhalten wurde. Nach dem Kiihlen der
Reaktionslésung auf 0 °C wurden 3 Ag. der entsprechenden Amino- bzw. Iminoverbindung
portionsweise zugegeben und 1h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde zu dem erhaltenen
Mannichreagenz eine Lésung von 4,5 Aq. BHCM-OH in EtOH hinzugefiigt und 1,5-48 h bei 80 °C
gerthrt. Nach dem AbklOhlen wurde das Lésungsmittel entfernt und das Produkt

saulenchromatographisch bzw. mittels prap. HPLC gereinigt und lyophilisiert.

5.5 Spezielle Synthesevorschriften

7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-methylcumarin®%°

Dﬁ
[(H3C);COOCH,C],N 0" o

9
Zu einer Suspension von 5,26 g (30 mmol) 8 in 90 ml MeCN wurden unter N, 15,51 g (120 mmol)
DIPEA und 4,50 g (30 mmol) Nal hinzugeflugt. Dabei bildete sich eine klare Losung. Nach Zugabe von
39,01 g (200 mmol) Bromessigséure-tert-butylester fiel ein hellgelber Niederschlag aus. Der Ansatz
wurde 24 h unter RickfluB erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert, das L&sungsmittel am
Rotationsverdampfer und der UberschuB von Bromessigsaure-tert-butylester im Hochvakuum entfernt.
Der Rickstand wurde in AcOEt/gesatt. NaCl-Lésung (1/1) aufgenommen und zweimal mit geséatt.
NaCl-Lésung extrahiert. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, filtriert und mittels
Flash-SC (n-Hexan/AcOEt = 5/1 bis 1/1) gereinigt. Es wurden 3,03 g (7,50 mmol, 25 %) 9 als

hellgelber Feststoff isoliert.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 2,34 (s, 3H, Cum-CHj), 4,18 (s, 4H, CH,),
6,03 (s, 1H, H-3), 6,42 (d, *J = 2,4, 1H, H-8), 6,57 (dd, *J = 2,5, °J = 9,0, 1H, H-6), 7,56 (d, °J = 8,9,
1H, H-5).
3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO): & 17,9 (CHg), 27,7 (C(CHs)s), 53,5 (CHy), 81,0 (C(CHs)s), 98,0 (C-8),
109,0 (C-4a), 109,1 (C-3), 110,0 (C-6), 126,0 (C-5), 151,2 (C-4), 153,5 (C-7), 154,9 (C-8a), 160,5
(C-2), 168,9 (OCOC(CHg)s).
Elementaranalyse CxHogNOg: ber. C 65,49 %, H 7,24 %, N 3,47 %,

gef. C 65,25 %, H 7,28 %, N 3,25 %

HRMS ber. 404,2073, gef. 404,2065 ([M+H]")
Schmp. 151 °C
R; (DC) 0,58 (n-Hexan/AcOEt = 3/2), 0,40 (n-Hexan/AcOEt = 2/1)

tr (HPLC) 17,01 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-formylcumarin®3°®
/O
S
[(H1C)sCOOCH,CLN oo

11
3,03 g (7,50 mmol) 10a wurden in 120 ml trockenem p-Xylol in der Warme geldst. Zu dieser Lésung
wurden 1,66 g (15 mmol) gepulvertes Selendioxid gegeben und es wurde 6 h unter RickfluB3 gerihrt.
Die Reaktionsmischung wurde zum Entfernen des schwarzen Selens heiB filtriert und der Riickstand
noch zweimal mit je 10 ml heiBem p-Xylol gewaschen. Die tieforaune Lésung wurde auf etwa 50 ml
eingeengt und Uber Nacht bei RT zur Kristallisation stehengelassen. Das Produkt wurde abgesaugt
und mit wenig p-Xylol gewaschen. Aus der Mutterlauge konnte nach dem Einengen weiteres Produkt

isoliert werden. Insgesamt wurden 2,45 g (5,87 mmol, 78 %) 11 als orangefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 4,21 (s, 4H, CHy), 6,52 (d, *J = 1,8, 1H, H-3),
6,65 (dd, *U=2,3,%J=19,2, 1H, H-6), 6,67 (s, 1H, H-8), 8,24 (d, °J = 9,0, 1H, H-5), 10,09 (s, 1H, CHO).
3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): & 27,7 (C(CHs)s), 53,4 (CHy), 81,1 (C(CHs)s), 98,3 (C-3), 105,0 (C-
4a), 109,8 (C-6), 118,0 (C-8), 126,4 (C-5), 143,7 (C-4), 151,5 (C-7), 156,1 (C-8a), 160,8 (C-2), 168,7
(OCOC(CHs)s), 193,9 (CHO).
Elementaranalyse C,,H,,NO,x0,5 H,O (426,47): ber. C 61,96 %, H 6,62 %, N 3,28 %,

gef. C 62,02 %, H 6,54 %, N 3,26 %

HRMS ber. 418,1866, gef. 418,1857 (IM+H]")
Schmp. 156 °C
R:(DC) 0,29 (n-Hexan/AcOEt = 2/1)
tr (HPLC) 16,89 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]-4-(hydroxymethyl)cumarin332°®
OH
A
[(HsC)sCOOCH,CIN 0" 0o

12
Zu einer Suspension von 1,74 g (4,17 mmol) 11 in 30 ml MeOH wurden 0,16 g (4,17 mmol) NaBH,
gegeben. Die entstandene Lésung wurde 2 h bei RT gerlhrt, anschlieBend mit 50 ml Wasser versetzt,
mit 1 M HCI-Lésung auf pH 5 eingestellt und dreimal mit je 40 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dreimal mit je 30 ml geséatt. NaCl-Lésung ausgeschiittelt, Gber MgSO,
getrocknet, filtriert und mittels Flash-SC (n-Hexan/AcOEt = 2/1 bis AcOEt) gereinigt. Es resultierten
1,05 g (2,50 mmol, 60 %) 12 als hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 4,18 (s, 4H, CH,), 4,68 (d, °J = 5,1, 2H,
CH.OH), 5,52 (t,%J = 5,6, 1H, OH), 6,15 (s, 1H, H-3), 6,44 (d, *J = 2,4, 1H, H-8), 6,54 (dd, *J = 2,4,
%J=9,0, 1H, H-6), 7,49 (d, °J = 9,0, 1H, H-5).
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¥C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): & 27,7 (C(CHa)s), 53,5 (N(CH,CO,C(CHz)s)2), 59,0 (CH,OH), 81,0
(C(CHa)3), 98,1 (C-8), 105,4 (C-4a), 107,4 (C-6), 108,9 (C-3), 124,9 (C-5), 151,1 (C-4), 154,9 (C-7),
156,8 (C-8a), 160,8 (C-2), 168,9 (OCOC(CHa)s).
Elementaranalyse C,,HyNO-: ber. C 62,99 %, H 6,97 %, N 3,34 %,

gef. C 63,22 %, H 7,00 %, N 3,29 %

HRMS ber. 420,2017, gef. 420,2018 ([M+H]")

Schmp. 152-155 °C (Zers.)

R; (DC) 0,29 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 13,88 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

7-[Bis(carboxymethyl)amino]-4-(hydroxymethyl)cumarin®*%%°

OH

X
(HOOCH,C),N 0~ o
13
83,7 mg (0,20 mmol) 12 wurden nach Methode E umgesetzt. Die Reinigung mittels prap. HPLC (5-
95 % B in A, 0—60 min, RP 100-10, fz = 24,7 min) ergab 55,4 mg (0,18 mmol, 90 %) 13 als hellgelben
Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): §4,21 (s, 4H, NCHb), 4,68 (s, 2H, CH,), 5,49 (bs, 1H, OH), 6,14 (s, 1H,
H-3), 6,45 (d, *J= 1,9, 1H, H-8), 6,56 (dd, °J = 8,9, *J=1,9, 1H, H-6), 7,48 (d, °J = 8,9, 1H, H-5), 12,77
(bs, 2H, COOH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): 6 52,8 (NCH,), 59,0 (CH,), 97,9 (C-8), 105,2 (C-3), 107,3 (C-4a),
108,9 (C-6), 124,9 (C-5), 151,1 (C-8), 154,9 (C-8a), 156,8 (C-4), 160,8 (C-2), 171,4 (COOH).

HRMS ber. 308,0770, gef. 308,0764 ([M+H]")

Schmp. 185 °C

R; (DC) 0,29 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 7,66 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6-Brom-4-chlormethyl-7-hydroxycumarin®*%®

Cl

Br. N

HO 0" o
15

Eine Suspension aus 10,0g (52,9 mmol) 4-Bromresorcinol, 10,8 ml (13,1g, 79,4 mmol)

4-Chloracetessigsaureethylester und 80 ml Methansulfonsaure wurde 2 h bei RT gerUhrt. Der Ansatz

wurde anschlieBend auf Eiswasser gegossen und weitere 2 h gerihrt. Der entstandene Niederschlag

wurde abgesaugt und mit 60 ml kaltem Wasser gewaschen. Es wurden 13,8 g (47,9 mmol, 91 %) 15

als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 4,99 (s, 2H, Cum-CH,), 6,47 (s, 1H, CumH-3), 6,92 (s, 1H, CumH-
8), 7,99 (s, 1H, CumH-5), 11,53 (s, 1H, OH).

BC-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 41,2 (Cum-CH,), 103,3 (CumC-8), 106,1 (CumC-6), 110,7
(CumC-4a), 112,1 (CumC-3), 129,0 (CumC-5), 150,1 (CumC-4), 154,0 (CumC-8a), 157,5 (CumC-7),
159,6 (CumC-2) .

HRMS ber. 288,9262; gef. 288,9259 ([M+H]")

Schmp. 159 °C

R; (DC) 0,47 (n-Hexan/AcOEt = 1/1 unter Zusatz von 1 % AcOH)
tr (HPLC) 9,22 min (30—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6-Brom-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)cumarin®*'%

OH

Br. SN

HO 0" o
16

13,30 g (45,94 mmol) 15 wurden in 100 ml H,O/DMF (1/1) gelést und 12 h bei 100 °C gerlhrt.

AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt und der Riickstand mittels Flash-SC

(n-Hexan/AcOEt = 3/1 bis 1/1 unter Zusatz von 0,1 % AcOH) gereinigt. Es resultierten 8,22 g

(30,31 mmol, 66 %) 16 als hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 4,69 (s, 2H, Cum-CH,), 5,60 (s, 1H, CH,OH), 6,27 (s, 1H, CumH-3),
6,89 (s, 1H, CumH-8), 7,83 (s, 1H, CumH-5), 11,37 (s, 1H, Cum-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 59,1 (Cum-CH,), 103,1 (CumC-8), 106,0 (CumC-6), 107,7
(CumC-3), 111,0 (CumC-4a), 128,2 (CumC-5), 153,7 (CumC-4), 156,0 (CumC-7), 157,1 (CumC-8a),
160,1 (CumC-2).

HRMS ber. 270,9600; gef. 270,9602 ([M+H]")

Schmp. >224 °C (Zers.)

R; (DC) 0,17 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 4,70 min (30-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6,05 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxy-4-(hydroxyl-
methyl)cumarin®®

OH

Br. S

HO 0" o
N[CH,COOC(CHy)slo
17
4,91 g (20 mmol) Iminodiessigséure-di-tert-butylester (20) und 4,34 g (16 mmol) 16 wurden nach
Methode F innerhalb von 2 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-SC (n-Hexan/AcOEt = 9/1 bis
3/1) wurden 5,50 g (10,4 mmol, 65 %) 17 als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 3,46 (s, 4H, NCH,CO), 4,16 (s, 2H,
CH.NCH,CO), 4,70 (s, 2H, Cum-CH,OH), 5,61 (s, 1H, Cum-CH,OH), 6,28 (s, 1H, CumH-3), 7,83 (s,
1H, CumH-5), 11,74 (s, 1H, Cum-OH).

BC.NMR (755 MHz, ds-DMSO): 8 27,7 (C(CHa)s), 47,8 (Ph-CH.N), 54,6 (NCH.,CO), 59,1
(Cum-CH,OH), 81,4 (C(CHa)s), 105,9 (CumC-6), 107,6 (CumC-3), 110,0 (CumC-4a), 110,8 (CumC-8),
127,0 (CumC-5), 151,5 (CumC-4), 156,2 (CumC-7), 156,9 (CumC-8a), 159,6 (CumC-2), 169,8
(OCOC(CHa)y).

HRMS ber. 528,1228; gef. 528,1236 ([M+H]")

Schmp. 159 °C

R; (DC) 0,49 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 16,58 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6-Brom-8-{{4-[(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-piperazin-1-yl}methyl}-7-hydroxy-
4-(hydroxymethyl)cumarin
OH

Br. S

HO O [0}

18
516,84 mg (6 mmol) Piperazin und 813,2 mg (3 mmol) 16 wurden nach Methode F innerhalb von 12 h
umgesetzt. Beim Erkalten der Reaktionslésung fielen 0,86 g (2,33 mmol) des PBHCM-OH (25) als
Feststoff aus. Dieser wurde mit 603 mg (2,33 mmol) FmocCl und 513 pl (3 mmol) DIPEA in 20 mi
CH.CI, geldst, 5h bei 40 °C und Uber Nacht bei RT gerGhrt. AnschlieBend wurde die erhaltene
Reaktionslésung dreimal mit 5%ig. KHSO,-Lsg. ausgeschiittelt und die organische Phase tGber MgSO,
getrocknet. Nach dem Einengen am Rotationsverdampfer wurde das Produkt mittels Flash-SC
(CH.Cl,/MeOH = 100/1 bis 24/1) gereinigt. Es wurden 200 mg (0,34 mmol, 11 %) 18 als hellgelber

Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, 300 K, ds-DMSO): & 2,53 (bs, 4H, NCH,CH,N), 3,42 (bs, 4H, NCH,CH,N), 4,04
(s, 2H, Cum-CH,N), 4,28 (t, °J = 6,2, 1H, FluH-1), 4,41 (d, ®J = 6,3, 2H, FIuUCH,), 4,70 (s, 2H, Cum-
CH,0H), 5,75 (s, 1H, Cum-CH,OH), 6,28 (s, 1H, CumH-3), 7,32-7,45 (m, 4H, FluH-3, FluH-4, FluH-7,
FIuH-8), 7,63 (d, °J = 7,2, 2H, FluH-2, FluH-9), 7,81 (s, 1H, CumH-5), 7,89 (d, °J = 7,3, 2H, FluH-5,
FluH-6).

3C-NMR (75,5 MHz, 300 K, d-DMSO): & 41,5 (NCH,CH,N), 46,8 (FIuC-1), 50,6 (NCH,CH,N), 51,1
(Cum-CH;N), 59,2 (Cum-CH,OH), 66,9 (FIuCH,), 106,8 (CumC-6), 107,4 (CumC-3), 107,9 (CumC-8),
111,1 (CumC-4a), 120,2 (2C, FIuC-5, FluC-6), 125,1 (2C, FluC-2, FluC-9), 127,2 [2C, (FIuC-3, FluC-
8)/(FluC-4, FluC-7)], 127,7 [2C, (FIuC-3, FluC-8)/(FluC-4, FluC-7)], 128,5 (CumC-5), 140,8 (2C, FluC-
5a, FluC-5b), 143,7 (2C, FluC-1a, FluC-9a), 152,83 (CumC-7/CumC-8a), 154,1 (NCOO), 156,2
(CumC-4), 157,3 (CumC-7/CumC-8a), 159,6 (CumC-2).

HRMS ber. 591,1125, gef. 591,1133 ([M+H]")
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Schmp. 121 °C
R:(DC) 0,59 (CHCIy/MeOH = 9/1)
tr (HPLC) 12,28 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

[6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)Jcumarin
OH

Br: X

HO 0~ Yo

C

19
2,08 ml (20 mmol) Etz:NH und 1,06 g (3,89 mmol) 16 wurden nach Methode F innerhalb von 3 h
umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-SC (CH,Cl,/MeOH = 19/1) wurden 313,4 mg (0,88 mmol,
23 %) 19 als orangefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): 6 1,18 (t, °J = 7,1, 6H, CH,CH3), 2,93 (q, ®J = 7,2, 4H, CH,CH,), 4,21
(s, 2H, Cum-CH,N), 4,63 (s, 2H, Cum-CH,OH), 6,03 (s, 1H, CumH-3), 7,67 (s, 1H, CumH-5)

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 9,6 (CH3), 46,2 (CH,CHs), 48,9 (Cum-CH,N), 59,2 (Cum-CH,OH),
103,1 (CumC-3), 105,4 (CumC-4a), 1055 (CumC-8), 109,7 (CumC-6), 126,3 (CumC-5), 152,6
(CumC-4), 156,7 (CumC-7/CumC-8a), 160,5 (Cum-C-2), 165,2 (CumC-7/CumC-8a).

HRMS ber. 356,0492, gef. 356,0498 ([M+H]")

Schmp. 78 °C

R:(DC) 0,54 (CH,Cl,/MeOH = 9/1), 0,37 (CH.Clo/MeOH = 19/1)
tr (HPLC) 5,09 min (5-95 % B in A, 0-20 min, RP-Amid Saule)

8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxy-4-(hydroxylmethyl)-
cumarin

OH

Br SN

HO 0" o

N(CH,COOH),

23
38,8 mg (73,4 umol) 17 wurden in 2 ml CH,Cl, aufgenommen und nach Zugabe von 6 ml TFA und
100 pl Wasser wurde 60 min bei RT gerihrt. Der Reaktionsansatz wurde zur Trockne eingeengt und
Reste von TFA durch Kodestillation mit Et,O am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Reinigung
mittels préap. HPLC (5-50 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, {r =28,4 min)
resultierten 14,0 mg (33,6 umol, 46 %) 23 als farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,51 (s, 4 H, NCH,CO), 4,19 (s, 2H, Cum-CH.N), 4,69 (s, 2H,
Cum-CH,OH), 6,28 (s, 1H, CumH-3), 7,82 (s, 1H, CumH-5).
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¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 47,9 (Cum-CH,N), 53,5 (NCH,CO), 59,1 (Cum-CH,OH), 105,9
(CumC-6), 107,6 (CumC-3), 110,0 (CumC-4a), 110,7 (CumC-8), 126,9 (CumC-5), 151,6 (CumcC-
7/CumC-8a), 156,2 (CumC-4), 157,1 (CumC-7/CumC-8a), 159,7 (CumC-2), 172,2 (COOH).

HRMS ber. 415,9976, gef. 415,9977 ([M+H]")
Schmp. 219 °C (Zers.)
tr (HPLC) 8,93 min (5-50 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6-Brom-8-{[4-(tert-butoxycarbonyl)-(piperazin-1-yl)Jmethyl}-7-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)cumarin
OH

Br: X

HO 07 Yo
N
Ol

\’/0
26

186,3 mg (1 mmol) 1-Boc-piperazin wurden nach Methode F in das entsprechende Mannichreagenz

dberfiihrt und dann mit 135,5 mg (0,5 mmol) 16 durch 18 h Rihren bei 80 °C umgesetzt. EtOH wurde

entfernt, der Riickstand in AcOEt geldst und dreimal mit dest. H,O gewaschen. Die organische Phase
wurde mit MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Lyophilisierung

wurden 209 mg (0,45 mmol, 89 %) 26 als orangefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (600 MHz, 260 K, CDCly): § 1,44 (s, 9H, CHs), 2,97 (bs, 2H, NCH,CH,N), 3,29 (t, °J = 11,5,
1H, NCH,CH,N), 3,39-3,43 (m, 2H, NCH,CH,N), 3,47 (d, °J = 10,1, 1H, NCH,CH:N), 4,09 (d, °J =
12,2, 1H, NCH,CH,N), 4,23 (d, °J = 13,2, 1H, NCH,CH;N), 4,46 (s, 2H, Cum-CH,N), 4,82 (s, 2H,
Cum-CH,OH), 6,50 (s, 1H, CumH-3), 7,74 (s, 1H, CumH-5).

'H-NMR (300 MHz, 295 K, d-DMSO): & 1,41 (s, 9H, CH,), 3,12 (bs, 4H, NCH,CH,N), 3,53 (bs, 4H,
NCH,CH2N), 4,38 (s, 2H, Cum-CHN), 4,72 (s, 2H, Cum-CH,OH), 6,34 (s, 1H, CumH-3), 7,96 (s, 1H,
CumH-5).

3C-NMR (75,5 MHz, 270 K, CDCly): § 28,2 (CHs), 39,5 (2C, NCH,CH,N), 40,7 (NCH,CH,N), 50,4
(Cum-CHN), 52,3 (NCH,CH.N), 60,4 (Cum-CH,OH), 81,57 (C(CHj);), 107,0 (CumC-8), 109,5
(CumC-3), 110,2 (CumC-6), 111,9 (CumC-4a), 129,1 (CumC-5), 152,3 (CumC-4/CumC-7/CumC-8a),
153,5 (CumC-4/CumC-7/CumC-8a), 154,2 (NOCO), 157,1 (CumC-4/CumC-7/CumC-8a), 159,9
(CumC-2).

3C-NMR (75,5 MHz, 296,2 K, ds-DMSO): § 28,0 (CHs), 50,0 (Cum-CH,N), 51,3 (CH,N(Piperazin)),
59,1 (Cum-CH,0OH), 79,7 (C(CHs)s), 107,0 (CumC-8, CumC-6), 108,0 (CumC-3), 111,2 (CumC-4a),
128,8 (CumC-5), 152,5 (CumC-7/CumC-8a), 153,3 (NCOO), 156,2 (CumC-4), 157,1 (CumC-7/CumC-
8a), 159,5 (Cum-C-2).

HRMS ber. 469,0969, gef. 469,0987 ([M+H]")

Schmp. 99 °C
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R; (DC) 0,41 (CHCI3/MeOH = 19/1), 0,29 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 6,20 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
13,69 min (5-50 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

4-Diazomethyl-6,7-dimethoxycumarin (DMCM-N)

@, N
© _N*

27
4,43 g (11,0 mmol) 30 und 1,53 ml (11,0 mmol) EtzN wurden in 50 ml MeOH gegeben und 2,5 h bei
RT gerihrt. Das Produkt fiel als gelber Niederschlag aus. Der erhaltene Niederschlag wurde abfiltriert
und einmal mit MeOH und einmal mit Et,O gewaschen. Es resultierten 2,12 g (8,61 mmol, 78 %) 27

als gelber Feststoff.

"H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,82 (s, 3H, OCHa), 3,85 (s, 3H, OCHj), 5,69 (s, 1H, CHN,), 6,65 (s,
1H, CumH-3), 6,99 (s, 1H, CumH-8), 7,10 (s, 1H, CumH-5).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 45,6 (C-3), 56,1 (OCHa), 56,3 (OCHs), 97,0 (CHN,), 100,3 (C-8),
105,0 (C-5), 108,0 (C-4a), 145,71 (C-6/C-7), 147,2 (C-4), 148,6 (C-8a), 152,9 (C-6/C-7), 159,9 (C-2).

ESI-MS ber. 248,07, gef. 248,07 ([M+H]")
Schmp. >250 °C (Zers.)
tr (HPLC) 5,86 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

6,7-Dimethoxy-4-formylcumarin

_0
O e
o 0" o

29
4,40 g (20,0 mmol) 6,7-Dimethoxy-4-methylcumarin (28) wurden in 280 ml Xylol gegeben und so
lange erwarmt bis eine klare L&sung entstand. 3,33 g (30,0 mmol) gepulvertes SeO, wurden zur
heiBen Lésung zugegeben und es wurde 7 h bei 150 °C geriihrt. Das SeQ, wurde heiB abfiltriert. Beim
Erkalten der Lésung fiel das Produkt als gelber Niederschlag aus. Der erhaltene Niederschlag wurde
abfiltriert und zweimal mit Et,O gewaschen. Es resultierten 4,64 g (19,8 mmol, 99 %) 29 als gelber
Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO0): § 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,88 (s, 3H, OCHj), 6,98 (s, 1H, CumH-3), 7,16
(s, 1H, CumH-8), 7,94 (s, 1H, CumH-5), 10,14 (s, 1H, CHO).

ESI-MS ber. 234,05, gef. 234,06 ([M+H]")

Schmp. 190-193 °C
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6,7-Dimethoxy-4-[(p-toluensulfonyl)hydrazonmethylJcumarin

30
3,98 g (17,0 mmol) 29 und 3,17 g (17,0 mmol) p-Toluensulfonylhydrazin in 50 ml EtOH gegeben und 5
h bei RT gerthrt. Das Produkt fiel als gelber Niederschlag aus. Der erhaltene Niederschlag wurde
gefiltert und einmal mit EtOH und einmal mit Et,O gewaschen. Es resultierten 3,11 g (7,72 mmol,
45 %) 30 als gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, de-DMSO): & 2,36 (s, 3H, CHa), 3,75 (s, 3H, OCHj), 3,86 (s, 3H, OCHs), 6,50 (s,
1H, CHN), 70,8 (s, 1H, CumH-3), 7,43 (d,%J = 12,2, 2H, PhH-3, PhH-4), 7,76 (d, J = 12,2, 2H, PhH-2,
PhH-6), 8,02 (s, 1H, CumH-8), 8,13 (s, 1H, CumH-5).

ESI-MS ber. 401,1, gef. 401,2 ([M-HJ")

Schmp. 150-159 °C

1-Acetyl-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzol

O,N

33

5,00 g (27,75 mmol) 3,4-Dimethoxyacetophenon wurden in 50 ml TFA gelést, im Eisbad auf 0 °C
geklhlt und langsam mit einer Lésung von 4,21 g (41,62 mmol) KNO3 in 50 ml TFA versetzt. Das
Eisbad wurde entfernt und die Reaktionsmischung 3 h bei RT gerihrt. Nach dem Einengen am
Rotationsverdampfer wurden 300 ml Eiswasser auf die Reaktionsmischung gegossen und es wurde
30 min gerihrt. Der ausgefallene farblose Niederschlag wurde abgesaugt und mittels Flash-SC
(CH2Cl,/MeOH = 1/0 bis 100/1) gereinigt. Nach der Lyophilisierung wurden 5,34 g (23,71 mmol, 86 %)
33 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 2,52 (s, 3H, CHa), 3,90 (s, 3H, 4-OCHs), 3,93 (s, 3H, 5-OCHs), 7,22
(s, 1H, H-6), 7,63 (s, 1H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): §30,0 (CHa), 56,3 (4-OCH3), 56,6 (5-OCHj), 107,1 (C-3), 109,7 (C-
6), 131,1 (C-1), 138,4 (C-2), 149,4 (C-4), 153,1 (C-5), 199,2 (CO).

HRMS ber. 226,0710, gef. 226,0709 ([M+H]")
Schmp. 134 °C
R; (DC) 0,52 (CH,Cly)

tr (HPLC) 9,79 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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(18,25)-1,2-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1,2-diol '
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1,11 g (2,84 mmol) des trans-/cis-Gemischs aus 39a und 39b wurden in 20 ml CH,Cl, und 6 ml H,O
geldst und mit 0,50 g (3,69 mmol) NMO in 6 ml H,O sowie 0,04 g (0,14 mmol) OsO, (4%ig. Lésung in
H.0) versetzt. Nach 24 h Rihren wurden 3,9 g Na,S,0, in 33 ml H,O hinzugegeben und es wurde
weitere 24 h gerihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in
200 ml AcOEt geldst und in 100 ml H,O gegossen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase dreimal mit je 100 ml AcOEt gewaschen. AnschlieBend wurden die vereinigten
organischen Phasen mit Na,SO, getrocknet, eingeengt und mittels Flash-SC gereinigt
(Toluol/AcOEt = 9/1). Es wurden 130 mg (0,31 mmol, 8 %) 35 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 3,61 (s, 6H, OCHa), 3,79 (s, 7H, OCHj), 5,57 (d, “J = 3,6, 2H,
CHOH), 5,90 (d, *J = 3,6, 2H, OH), 6,70 (s, 2H, H-6), 7,36 (s, 2H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 55,5 (OCHj), 56,0 (OCHa), 70,1 (2C, CHOH), 107,3 (C-3), 110,9
(C-6), 129,6 (C-1), 141,2 (C-2), 147,2 (C-4), 151,3 (C-5).

ESI-MS ber. 426,1, gef. 426,1 ([M+2H[**)

Schmp. 154-157 °C

R; (DC) 0,11 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 3,79 min (50-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)triphenylphosphoniumbromid

/O NO,
€]
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5,62 g (20,34 mmol) 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylbromid (36) und 5,33 g (20,34 mmol) PPh; wurden in
120 ml Toluol gelést und 12 h unter Rlckfluss gerthrt. Das Produkt fiel bei der Reaktion als
hellorauner Niederschlag aus. Der erhaltene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Toluol gewaschen
und getrocknet. Es wurden 10,52 g (19,58 mmol, 96 %) 37 als hellbrauner Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 3,53 (s, 3H, 5-OCHs), 3,85 (s, 3H, 4-OCHs), 5,41 (d, 2J(H-P) = 15,0,
2H, CH,), 6,81 (s, *J(H-P) = 1,7, 1H, H-6), 7,58 (s, 1H, H-3), 7,60-7,67 (m, 6H, PhH-2/6), 7,74 (m, 6H,
PhH-3/5), 7,92 (t, *J = 7,2, 3H, PhH-4).

*C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 27,3 (d, 'J(C-P) = 49,4, CH,), 56,1 (OCHj), 56,2 (OCHs), 108,8
(C-3), 115,0 (d, *J(C-P) = 4,9, C-6), 117,2 (d, 'J(C-P) = 85,2, C-1), 117,4 (d, °J(C-P) = 8,8, C-1), 130,2
(d, *J(C-P) = 12,4, 2C, PhC-3/5), 134,0 (d, 2J(C-P) = 9,9, 2C, PhC-2/6), 135,3 (PhC-4), 141,1 (d, 'J(C-
P)=5,9, C-2), 148,8 (d, °J(C-P) = 2,7, C-4), 152,9 (d, *J(C-P) = 3,1, C-5).
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HRMS ber. 458,1516, gef. 458,1503 ([M+H]")
Schmp. 210 °C
tr (HPLC) 13,42 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

trans-1,2-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethen (39a) und cis-1,2-Bis(4,5-
dimethoxy-2-nitrophenyl)ethen (39b)'®?
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10,52 g (20 mmol) 37 wurden in 160 ml MeOH geldést und auf 0 °C gekihlt. Es wurden 1,09 g
(20 mmol) NaOMe in 40 ml MeOH langsam hinzugetropft und die Reaktionsmischung 10 min bei 0 °C
gerlhrt. AnschlieBend wurden 4,13 g (20 mmol) 38 in 300 ml MeOH langsam hinzugefligt und die
Reaktionsmischung wurde 4 h bei RT gerlUhrt. Das erhaltene Stilbengemisch fiel als hellbrauner
Niederschlag aus, welcher abgesaugt, mit MeOH gespllt und getrocknet wurde. Nach Lyophilisierung
wurden 2,90 g (7,43 mmol, 44 %) eines gelben Produktgemisches der trans-/cis-Isomere 39a und 39b

im Verhéltnis 1 zu 4 erhalten.

Fir die analytische Charakterisierung der einzelnen Isomere wurden 100 mg des Produktgemisches
mittels prap. HPLC (50-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™', Nucleodur C 18 ec) getrennt. 39b wurde
bei tg = 17,77 min und 39a bei {z = 20,05 min erhalten.

Zur Isomerierung vom cis-Stilben (39b) zum frans-Stilben (39a) wie von BESTMANN 1969

beschrieben,'™

wurden 59,6 mg (0,15 mmol) des Stilben-Gemisches in 10 ml AcOH gelést und mit
7 ml 33%ig. HBr in AcOH versetzt. Die Reaktionslésung wurde 30 min bei 120 °C unter Ruckfluss
gerihrt. Nach kurzem Abklhlen wurde die Reaktionslésung auf Eiswasser gegossen und Uber Nacht
gerthrt. Der entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und mit AcOH und Wasser gewaschen. Die
Reinigung mittels prap. HPLC (50-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™', Nucleodur C 18 ec) und die

anschlieBende Lyophilisierung ergaben 20,6 mg (0,05 mmol, 35 %) reines 39a als farblosen Feststoff.

39a

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,90 (s, 6H, OCHs), 3,96 (s, 6H, OCHs), 7,29 (s, 2H, H-6), 7,55 (s,
2H, CH=CH), 7,64 (s, 2H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 56,1 (OCHs), 56,3 (OCHs), 107,8 (C-3), 110,1 (C-6), 126,9 (C-1),
127,8 (2C, CH=CH), 140,3 (C-2), 148,4 (C-4), 153,0 (C-5).

HRMS ber. 391,1136, gef. 391,0927 ([M+H]")

Schmp. 244-247 °C

R:(DC) 0,70 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 10,00 min (50-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

15,47 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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39b
'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,48 (s, 6H, OCHs), 3,84 (s, 6H, OCHs), 6,46 (s, 2H, H-6), 7,08 (s,
2H, CH=CH), 7,64 (s, 2H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 55,8 (OCHj), 56,1 (OCHs), 107,6 (C-3), 113,1 (C-6), 126,4 (C-1),
128,5 (2C, CH=CH), 140,3 (C-2), 147,8 (C-4), 152,4 (C-5).

HRMS ber. 391,1136, gef. 391,0927 ([M+H]")

Schmp. 231-233 °C

R:(DC) 0,63 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 8,71 min (50-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

14,31 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

(1S,2S5)-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]ethan-1,2-diol

a) 5,08 g (8,16 mmol) des trans-/cis-Gemisches aus 47a und 47b, das 1,44 g (2,31 mmol) 47a
enthielt, 1,43 g (10,61 mmol) NMO sowie 99,7 ul (0,41 mmol) OsO, wurden in 150 ml CH.Cl,/H,O
(2/1) geldst und 72 h kraftig bei RT gerthrt. AnschlieBend wurden 1,70 g (9,76 mmol) Na,S,0, in
50 ml H,O geldést, zum Reaktionsgemisch hinzugefigt und es wurde 24 h gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 100 ml CH,Cl, und 50 ml H,O versetzt und im Schitteltrichter getrennt.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit CH,Cl, gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden eingeengt und mittels Flash-SC (CHCIs/AcOEt = 9/1 bis 8/1) gereinigt. Es wurden 289,4 mg
[0,44 mmol, 5,4 % (19,1 % bezogen auf 47a)] 40 als gelber Feststoff isoliert.

b) 24,9 mg (0,04 mmol) des trans-Stilbens 47a, 5,46 mg (0,04 mmol) NMO sowie 0,4 ul (0,002 mmol)
4%ig. OsO4-Lsg. in H,O wurden in 3ml CH.Cl,/H,O (2/1) gelést und 48 h bei RT gerlhrt.
AnschlieBend wurden 40 mg (0,16 mmol) NayS,04x5 H,O in 300 pl H,O hinzugefigt und es wurde
weitere 24 h geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 10 ml CH,Cl, und 10 ml H,O versetzt und im
Schutteltrichter getrennt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit CH,Cl, gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer vom L&sungsmittel getrennt, der Rickstand in
MeCN/H,O (1/1) geldst und mittels prap. HPLC (2095 % B in A, 0-60 min, 9,2 ml min™", Nucleodur C
18 ec, g = 29,18 min) gereinigt. Es resultierten 25,4 mg (0,04 mmol, 96 %) 40 als gelber Feststoff.

'H-NMR (600 MHz, ds-DMSO): & 3,70 (s, 6H, OCHa), 3,71 (s, 6H, OCHa), 4,64 (d, 2J = 16,2, 2H, CH,),

4,75 (d, °J = 16,2, 2H, CH,), 4,92 (s, 4H,4-OCHy), 5,41 (d, 2J = 4,2, 2H, CH-OH), 5,84 (d, °J = 4,8, 2H,
CH-OH), 6,76 (s, 2H, H-6), 7,42 (s, 2H, H-3).
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3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO): § 51,9 (OCHa), 52,0 (OCHs), 65,4 (CHy), 65,5 (CH,), 109,7 (C-3),
113,4 (C-6), 130,6 (C-1), 141,7 (C-2), 1456 (C-4), 149,7 (C-5), 168,3 (5-OCH,CO,), 168,7
(4-OCH,CO,).

HRMS ber. 657,1410, gef. 657,1411 ([M+H]")

Schmp. 129 °C

R;(DC) 0,45 (CH,CIly/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 13,31 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

3,4-Bis(methoxycarbonylmethoxy)benzaldehyd
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25,05 g (181,4 mmol) k&ufliches 41 wurden in 140 ml DMF gelést und mit 62,67 g (453,4 mmol)
K>COj versetzt. Die entstandene Suspension wurde im Eisbad auf 0 °C gekuihlt. AnschlieBend wurden
unter Rdhren 41,68 ml (453,41 mmol) Bromessigsauremethylester langsam zugegeben und die
Reaktionsmischung 2 h bei RT gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand
in 50 ml CH,Cl, aufgenommen und mit 50 ml dest. H,O ausgeschittelt. AnschlieBend wurde die
wassrige Phase zweimal mit CH,Cl, gewaschen. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen

Phasen mit Na,SO, und dem Einengen am Rotationsverdampfer wurden 35,61 g (126,2 mmol, 70 %)
42 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): & 3,71 (s, 6H, OCHy), 4,93 (s, 2H, CH,), 4,98 (s, 2H, CH,), 7,14 (d,
%J=8,4, 1H, H-5), 7,38 (s, 1H, H-2), 7,55 (d, °J = 8,4, 1H, H-6), 9,83 (s, 1H, CHO).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 51,9 (OCHa), 52,0 (OCH3), 65,1 (CHy), 65,2 (CH,), 112,4 (C-2),
113,3 (C-6), 126,0 (C-5), 130,2 (C-1), 147,4 (C-3), 152,4 (C-4), 168,6 (COOCH;), 169,0 (COOCH;),
191,3 (CHO).

HRMS ber. 305,0632, gef. 305,0613 ([M+Na]")

Schmp. 96 °C

R;:(DC) 0,36 (THF/n-Hexan = 1/1)

ts (HPLC) 13,50 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzaldehyd

0
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35,40 g (125,43 mmol) 42 wurden in 100 ml TFA gelést. Die erhaltene Lésung wurde im Eisbad auf -

5 bis 0 °C gekiihlt und langsam mit 15,21 g (150,5 m mol) KNG; in 100 ml TFA versetzt. AnschlieBend

wurde die Reaktionsmischung 13 h bei RT gerthrt. Nach Entfernen von TFA im Hochvakuum wurde
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Eiswasser auf den Rickstand gegossen und es wurde 30 min nachgerthrt. Der erhaltene
Niederschlag wurde abfiltriert und getrocknet. Es wurden 41,17 g (125,43 mmol, 100 %) 43 als gelber

Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,72 (s, 3H, OCHs), 3,72 (s, 3H, OCHa), 5,11 (s, 2H, CH,), 5,12 (s,
2H, CH,), 7,36 (s, 1H, H-6), 7,75 (s, 1H, H-3), 10,15 (s, 1H, CHO).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 52,1 (OCHj), 65,4 (CH,), 65,6 (CHp), 109,6 (C-3), 112,4 (C-6),
125,0 (C-1), 143,8 (C-2), 150,2 (C-5), 150,8 (C-4), 168,3 (COOCH;), 168,4 (COOCHS), 188,4 (CHO).

HRMS ber. 328,0669, gef. 328,0668 ([M+H]")

Schmp. 129 °C

R; (DC) 0,43 (THF/n-Hexan = 1/1)

tr (HPLC) 13,12 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylalkohol
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10,47 g (32,00 mmol) 43 wurden in 410 ml CH,Cl,/MeOH/AcOH (35/5/1) gelést und im Eisbad auf -5
bis 0 °C gekuihlt. 2,42 (64 mmol) NaBH, wurden portionsweise so hinzugefigt, dass der pH-Wert nie
Uber 8 anstieg, wobei insgesamt 90 min gerihrt wurde. Nach Zugabe von 5ml 1 N HCI und 50 ml
CH.CI, wurde das Gemisch dreimal mit 50 ml gesatt. NaCl-Lsg. gewaschen, die organische Phase
wurde mit Na,SO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach der Reinigung mittels

Flash-SC (AcOEt/n-Hexan = 1/3 bis 2/3) wurden 5,03 g (15,27 mmol, 44 %) 44 als gelber Feststoff

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): § 3,72 (s, 3H, OCHs), 3,72 (s, 3H, OCH), 4,78 (s, 2H, CH,OH), 4,97
(s, 2H, 5-OCHy), 5,00 (s, 2H, 4-OCH,), 5,47 (s, 1H, OH), 7,29 (s, 1H, H-6), 7,68 (s, 1H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 51,9 (OCHa), 52,0 (OCHg), 59,8 (CH,OH), 65,3 (CH,), 65,6 (CH,),
110,5 (C-3), 111,7 (C-6), 134,5 (C-1), 139,1 (C-2), 145,2 (C-5), 151,7 (C-4), 168,5 (COOCHS,), 168,8
(COOCH;).

HRMS ber. 330,0820, gef. 330,0826 ([M+H]")

Schmp. 125 °C

R; (DC) 0,14 (AcOEt/n-Hexan = 1/1)

ta (HPLC) 11,27 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylbromid
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5,0 g (15,19 mmol) 44 und 4,21 ml (30,37 mmol) EtzsN wurden in 50 ml CH,CI, geldst, auf 0 °C gekdihlt
und dann langsam mit 1,77 ml (22,78 mmol) Methansulfonylchlorid in 5 ml CH,Cl, versetzt. Nach
10 min Rihren bei RT wurde die Reaktionsmischung zweimal mit geséatt. NaHCOs-Lsg. gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Rickstand wurde in 50 ml THF gelést und nach der Zugabe von 5,28 g (60,74 mmol)
LiBr 1 h bei RT gerthrt. AnschlieBend wurde THF im Vakuum entfernt, der Riickstand in CH,Cl, gel6st
und zweimal mit gesatt. NaHCO3-Lsg. und einmal mit dest. H,O gewaschen. Nach Trocknen mit
MgSO, und Entfernung des Ldsungsmittels im Vakuum wurden 5,74 g (14,64 mmol, 96 %) 45 als
gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,72 (s, 6H, OCHa), 4,89 (s, 2H, CH.Br), 5,01 (s, 4H, OCH,), 7,37 (s,
1H, H-6), 7,69 (s, 1H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 30,4 (CH,Br), 52,0 (OCHj), 65,3 (OCH5), 65,5 (OCH,), 111,3 (C-3),
116,4 (C-6), 127,4 (C-1), 140,6 (C-2), 146,8 (C-5), 151,1 (C-4), 168,3 (COOCH;), 168,6 (COOCHS).

HRMS ber. 391,9976, gef. 391,9965 ([M+H]")

Schmp. 108 °C

R:(DC) 0,41 (THF/n-Hexan = 1/1)

tr (HPLC) 14,95 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

[4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl]triphenylphosphoniumbromid
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9,69 g (24,70 mmol) 45 und 6,48 g (24,70 mmol) Triphenylphosphin wurden in 150 ml Toluol 15 h
unter Rickfluss geriihrt. Der erhaltene Niederschlag wurde abgesaugt und getrocknet. Es wurden
13,46 g (20,57 mmol, 84 %) 46 als hellbrauner Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 3,56 (s, 3H, OCHs), 3,71 (s, 3H, OCHs), 4,77 (s, 2H, CH,), 5,00 (s,
2H, CHy), 5,37 (d, 2J(H-P) = 14,4, 2H, PCH,), 6,96 (d, *J(H-P) = 1,8, 1H, H-6), 7,59 (s, 1H, H-3),
7,60-7,66 (m, 6H, PhH-2/6), 7,69-7,76 (m, 6H, PhH-3/5), 7,91 (t, °J = 7,1, 3H, PhH-4).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 27,0 (d, 'J(C-P) = 49,5, PCH,), 52,0 (OCHjz), 52,1 (OCHs,), 65,1
(OCHy), 65,5 (OCH,), 111,4 (C-3), 116,8 (C-6), 117,4 (d, 'J(C-P) = 85,3, 3C, PhC-1), 118,6 (d, °J(C-P)
= 8,6, C-1), 130,1 (d, °J(C-P) = 12,4, 6C, PhC-3/5), 133,9 (d, °J(C-P) = 9,8, 6C, PhC-2/6), 135,2 (3C,
PhC-4), 141,1 (C-2), 141,2 (C-2), 147,0 (C-4), 151,5 (C-5), 167,8 (COOCHs), 168,4 (COOCHj).

HRMS ber. 574,1625, gef. 574,1626 ([M-Br T

Schmp. 164 °C

tr (HPLC) 12,99 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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trans-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyllethen (47a) und
cis-1,2-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]ethen (47b)
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6,32 g (9,66 mmol) wurden 46 in 200 ml trockenem THF geldst. Unter Schutzgas und bei —78 °C
wurden 3,86 ml (9,66 mmol) BuLi langsam zugetropft. Die entstandene dunkelrot geférbte
Reaktionslésung wurde 2 h bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde eine Losung von 3,16 g (9,66 mmol)
43 in 100 ml THF innerhalb von 30 min zum Reaktionsgemisch hinzugegeben und es wurde 18 h bei
RT gerithrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde der Rickstand in CH,Cl, geldst, zweimal mit
100 ml H,O gewaschen und mit MgSO, getrocknet. Nach Reinigung mittels Flash-SC (AcOEt/n-

Hexan = 1/5 bis 1/2) wurden 5,08 g (8,16 mmol, 85 %) eines gelben Produktgemisches der trans/cis-
Isomere 47a und 47b im Verhaltnis 1 zu 6 erhalten.

Far die Charakterisierung wurden 65,8 mg des Produktgemisches mittels prap. HPLC (30-70 % B in
A, 0-40 min, 13,8 mI min”", Nucleodur C 18 ec, 47b: t; = 34,7 min und 47a: t; = 36,0 min) getrennt.

Zur Isomerierung vom cis-Stilben zum trans-Stilben wie von BESTMANN 1969 beschrieben'"® wurden
105 mg (0,17 mmol) des Stilbengemisches aus 47a und 47b in 6 ml AcOH geldst und mit 4 ml 33%ig.
HBr in AcOH versetzt. Die Reaktionslésung wurde 30 min bei 120 °C unter Rlckfluss geriihrt. Nach
kurzem Abkihlen wurde die Reaktionslésung auf Eiswasser gegossen und Uber Nacht gerihrt. Der
entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und mit AcOH und Wasser gewaschen. Die Reinigung
mittels prap. HPLC (30-70 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 36,0 min) und
anschlieBende Lyophilisierung ergaben 17,0 mg (0,03 mmol, 18 %) 47a als hellgelben Feststoff.

47a

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 3,73 (s, 12H, OCHa), 5,02 (s, 4H, CHy), 5,11 (s, 4H, CH,), 7,28 (s,
2H, H-6), 7,45 (s, 2H, CH=CH), 7,66 (s, 2H, H-3).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 51,9 (OCHj), 65,3 (CHs), 65,5 (CHp), 110,3 (C-3), 112,0 (C-6),
127,0 (C-1), 127,6 (CH=CH), 140,8 (C-2), 146,6 (C-4), 151,2 (C-5), 168,5 (COOCH;), 168,6
(COOCHS).

HRMS ber. 645,1175, gef. 645,1180 ([M+Na]")
Schmp. 167,9 - 168,3 °C
R; (DC) 0,55 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 16,93 min (30-70 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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47b

"H-NMR (300 MHz, d-DMSO): & 3,54 (s, 6H, OCHs), 3,71 (s, 6H, OCHs), 4,58 (s, 4H, CHj), 4,97 (s,
4H, CHy), 6,36 (s, 2H, H-6), 7,00 (s, 2H, CH=CH), 7,72 (s, 2H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 51,8 (OCHa), 52,0 (OCHs), 65,2 (CHy), 65,6 (CH,), 110,2 (C-3),
115,1 (C-6), 126,9 (C-1), 128,1 (CH=CH), 140,7 (C-2), 146,3 (C-4), 151,1 (C-5), 168,1 (CO,CHj),
168,6 (COOCHS).

HRMS ber. 645,1178, gef. 645,1167 ([M+Na]")

Schmp. 150 °C

R; (DC) 0,52 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 16,52 min (30—-70 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

Natrium-4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzyl-sulfonat

0
I i
~o o 120 Na
o % o
- \n/\o NO,
0

51
5,97 g (14,27 mmol) 45 und 1,8 g (14,27 mmol) Na,SO; wurden in 200 ml H,O/Aceton (1/1) gelést und
8,5 h unter RuckfluB gerihrt. Nach dem Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum und der
Umkristallisation aus EtOH wurden 5,08 g (12,24 mmol, 86 %) 51 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 3,76 (s, 6H, OCHy), 3,55 (s, 2H, CH,S), 4,88 (s, 2H, OCH,), 4,92 (s,
2H, OCHy), 7,00 (s, 1H, H-6), 7,63 (s, 2H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 52,1 (CH,S), 52,4 (OCH), 52,4 (OCH3), 65,2 (CH,), 65,5 (CHy),
111,0 (C-3), 116,9 (C-6), 121,6 (C-1), 142,1 (C-2), 145,6 (C-5), 149,9 (C-4), 170,2 (CO,CHs), 170,5
(COOCHS).

HRMS ber. 394,0439, gef. 394,0445 ([M-Na+2H]")
Schmp. 73 °C
tr (HPLC) 8,02 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

4,5-Bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrobenzylsulfonylchlorid

o
oS0
~N, P
SO0
o
- \"/\o NO,
0

52
4,90 g (11,80 mmol) 51 wurden in 100 ml Sulfolan/MeCN (1/1) gelést, langsam mit 7 ml (76,47 mmol)
Phosphorylchlorid versetzt und 45 min bei 70 °C ger Uhrt. AnschlieBend wurde Eiswasser in die
Reaktionslésung gegeben und der entstandene Niederschlag abgesaugt. Es wurden 1,4 g (3,4 mmol,
29 %) 52 als gelber Feststoff erhalten.

"H-NMR (300 MHz, d-DMSO): & 3,72 (s, 6H, OCHa), 4,89 (s, 2H, CH,S), 5,01 (s, 4H, OCH,), 7,37 (s,
1H, H-6), 7,69 (s, 1H, H-3).
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HRMS ber. 412,0100, gef. 412,0108 ([M+H]")

Schmp. 128 °C

R; (DC) 0,56 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 8,01 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

Ti[(Salen)Cl;]-Komplex'"®

54
Zu 1,65 ml (5,58 mmol) Ti(O-iPr)4 in 5 ml Toluol wurde langsam unter N, eine Ldsung von 1,8 g
(5,58 mmol) Salen (55) in 2,23 ml Toluol hinzugetropft. Es wurde 1 h bei RT gerihrt. Die
Reaktionslésung wurde mit 32,7 ml Toluol auf 40 ml aufgefillt und langsam mit 1,39 ml (11 mmol)
Trimethylsilylchlorid versetzt. Nach 8 h Ruhren bei RT fiel das Produkt als roter Niederschlag aus und
wurde abfiltriert. Nach Lyophilisierung wurden 2,38 g (5,41 mmol, 97 %) des Katalysatorkomplexes 54
als feines rotes Pulver erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,41-1,47 (m, 2H,H-3 0. H-6), 1,96 (s, 2H, H-4 0. H-5), 2,30 (s, 2H,
H-4 0. H-5), 2,66-2,69 (m, 2H, H-3 0. H-6), 3,86 (s, 2H,H-1/2), 6,82 (d, °J = 8,1, 2H, H-6°), 7,18 (t, °J =
7.4, 2H, H-4°), 7,64 (t, °J = 7,7, 2H, H-5), 7,94 (d, °J = 7,2, 2H, H-3"), 8,75 (s, 2H, Ph-CHN).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMS0): § 23,6 (2C, C-4/5), 28,4 (2C, C-3/6), 68,0 (CH,, C-1/2), 115,3 (C-6),
122,7 (C-4°), 125,6 (C-2°), 136,0 (C-3¢), 136,2 (C-5°), 160,6 (Ph-CHN), 161,5 (C-1°).

HRMS ber. 323,1754, gef. 323,1762 ([M-TiCl,+H]")

Schmp. 330-350 °C

R;(DC) 0,09 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 16,17 min (5-95 % B in A, 0-30 min, Nucleodur C 18 ec)

trans-1,2-Bis(2-hydroxybenzylidenaminocyclohexan (Salen)''

3 5
Y7 ©
6 |
50:N OH
1
42N OoH
| 2 |1
&
3 s
-
55

1,82 ml (17,40 mmol) Salicylaldehyd wurden in 10 ml EtOH gel®ést und mit einer Lésung, bestehend
aus 2,42 g (8,7 mmol) trans-1,2-Diammonium-cyclohexantartrat, 3,61 g (26,1 mmol) K;COs, und 30 ml
H.O, versetzt. AnschlieBend wurde 1 h bei RT gerihrt, 20 ml H,O wurden hinzugefiigt und die

erhaltene Ldsung mit Et,O extrahiert. Nach dem Trocknen der organischen Phase mit Na,SO, wurde
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das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das erhaltene gelbe Ol aus EtOH
umkristallisiert. Es konnten 1,94 g (6,02 mmol, 69 %) 55 als hellgelbes Ol erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 1,59-1,88 (m, 8H, H-3/4/5/6), 3,37-3,40 (m, 2H, H-1/2), 6,81 (d,
%J=7,7, 2H, H-6°), 6,82 (t, °J = 7,0, 2H, H-4%), 7,26 (t, °J = 7,7, 2H, H-5), 7,33 (d, °J = 7,2, 2H, H-3"),
8,47 (s, 2H, Ph-CHN), 13,33 (s, 2H, OH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 23,7 (2C, C-4/5), 32,5 (2C, C-3/6), 71,3 (2C, C-1/2), 116,3 (C-5Y),
118,5 (C-3°), 131,6 (C-6°), 132,2 (C-4‘), 160,4 (NCHPh), 165,0 (C-1°).

ESI-MS ber. 323,1, gef. 323,1 ([M+H]")
R; (DC) 0,78 (CHCIs/MeOH = 5/1 unter Zusatz von 1% AcOH)
ts (HPLC) 12,10 min (5-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

O-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methyl}-O-p-nitrophenylcarbonat®®

(0] (o]
T L
Br- S (o] NO

HO O 6}

2

N[CH,COOC(CHy)sl,

58
52,84 mg (0,1 mmol) 17 wurden nach Methode A in THF mit 2 Ag. DIPEA und 2 Aaq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 5h in den Aktivester 58 Uberfiihrt. Nach
Reinigung mittels prap. HPLC (20-95% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min"', Nucleodur C 18 ec,
fr = 33,36 min) wurden 30,0 mg (0,04 mmol, 43 %) 58 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): 5 1,34 (s, 18H, 6xCHs), 3,46 (s, 4H, NCH,CO), 4,22 (s, 2H,
Cum-CH,N), 4,77 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,53 (s, 1H, CumH-3), 7,69 (d, °J = 9,3, 2H, PhH-2, PhH-6),
8,09 (s, 1H, Cum H-5), 8,37 (d, °J = 9,0, 2H, PhH-3, PhH-5), 11,02 (bs, 1H, OH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 27,7 (CHs), 46,5 (Cum-CH,N), 54,4 (NCH,CO), 59,1 (Cum-CH,0),
80,3 (C(CH3)3), 111,5 (CumC-3), 111,6 (CumC-4, CumC-6), 121,2 (CumC-8), 122,3 (2C, PhC-2, PhC-
6), 125,5 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,7 (CumC-5), 145,5 (PhC-4), 148,5 (CumC-7/CumC-8a), 151,7
(CumC-7/CumC-8a), 154,8 (PhC-1), 155,4 (OCO,/CumC-4), 155,6 (OCO,/CumC-4), 158,9 (CumC-2),
169,6 (OCOC(CHy)s).

HRMS ber. 693,1290, gef. 693,1293 ([M+H]")
Schmp. 51 °C
R.(DC) 0,85 (CH,Clo/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 18,29 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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O-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-

0
0.__O«
0
HO 07 o
60
135,53 mg (0,50 mmol) 16 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester 60

Uberfuhrt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-60 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C
18 ec, Iz = 20,68 min) wurden 84,1 mg (0,21 mmol, 41 %) 60 als hellgelber Feststoff erhalten.

carbonat

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): 52,83 (s, 4H, (CH,),), 5,70 (s, 2H, Cum-CH,), 6,26 (s, 1H, CumH-3),
6,93 (s, 1H, CumH-8), 7,93 (s, 1H, CumH-5), 11,57 (s, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 25,4 ((CH,),), 67,4 (Cum-CH,), 103,2 (CumC-8), 106,3 (CumC-6),
110,0 (CumC-3), 110,1 (CumC-4a), 128,7 (CumC-5), 147,5 (CumC-4), 150,9 (COs), 153,9 (CumC-8a),
157,7 (CumC-7), 159,3 (CumC-2), 169,7 (NCOCH,).

HRMS ber. 411,9663; gef. 411,9670 ([M+H]")

Schmp. 177 °C (Zers.)

R:(DC) 0,83 (CH.Cly/MeQH = 9/1)

tr (HPLC) 9,17 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

O-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methyl}-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat

6]
Y
N
Br. SN OO
HO (@) (6]
61

N[CH,COOC(CHg)3]»

105,68 mg (0,20 mmol) 17 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester 61
Uberfihrt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C
18 ec, g = 31,09 min) wurden 24,1 mg (0,04 mmol, 17 %) 61 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): 61,43 (s, 18H, 6xCHj), 2,83 (s, 4H, CH,CON), 3,47 (s, 4H, NCH,CO),
4,18 (s, 2H, Cum-CHN), 5,71 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,28 (s, 1H, CumH-3), 7,93 (s, 1H, Cum H-5).
3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 25,4 (CH,CON), 27,7 (CHj), 47,9 (Cum-CH,N), 54,7 (NCH,CO),
67,4 (Cum-CH.0O), 81,5 (C(CHs);), 106,2 (CumC-6), 109,89 (CumC-3), 109,93 (CumC-8), 110,2
(CumC-4a), 127,5 (CumC-5), 147,8 (CumC-4), 150,9 (OCON), 151,8 (CumC-7/CumC-8a), 157,5
(CumC-7/CumC-8a), 158,8 (CumC-2), 169,7 (OCOC(CHa)s), 169,8 (CON).

HRMS ber. 669,1290, gef. 669,1285 ([M+H]")

Schmp. 57 °C
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R:(DC) 0,46 (CH,CIl,/MeOH = 19/1), 0,57 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 17,24 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-2-
phenylethylamin

[(HC)aCOOCH,CI,N 0" o
65

207 mg (0,49 mmol) 12 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aq.

Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1 h in den Aktivester 56 lberflhrt und dann nach

Methode C in CH,Cl, mit 2 Aqg. Phenylethylamin und 3 Aq. DIPEA innerhalb von 12 h umgesetzt. Nach

Reinigung mittels prap. HPLC (2095% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec,

fr = 37,50 min) wurden 110,3 mg (0,20 mmol, 40 %) 65 als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHs)3), 2,74 (t, °J = 7,2, 2H, NHCH,CH.,), 3,23 (q, °J
= 6,6, 2H, NHCH,CH,), 4,19 (s, 4H, NCH,CO), 5,22 (s, 2H, Cum-CH,), 6,04 (s, 1H, CumH-3), 6,47
(dd, *J = 2,1, 1H, PhH-8), 6,57 (dd, *J = 2,3, °J= 8,9, 1H, PhH-6), 7,19-7,31 (m, 5H, PhH-2, PhH-3,
PhH-4, PhH-5, PhH-6), 7,50 (d, °J = 9,0, 1H, CumH-5), 7,60 (t, °J = 5,4, 1H, NH).

¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 27,7 (C(CHs)s), 35,3 (NHCH,CH,), 41,9 (NHCH,CH,), 53,5
(NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 81,1 (C(CHs)s), 98,2 (CumC-8), 106,0 (CumC-3), 107,0 (CumC-4a),
109,1 (CumC-6), 125,2 (CumC-5), 126,1 (PhC-4), 128,3 (2C, PhC-3, PhC-5), 128,6 (2C, PhC-2, PhC-
6), 139,2 (PhC-1), 151,3 (CumC-7), 151,9 (CumC-4), 155,0 (CumC-8a), 155,3 (OCONH), 160,4
(CumC-2), 168,8 (OCOC(CHg)s).

HRMS ber. 567,2701, gef. 567,2734 ([M+H]")

Schmp. 65 °C

R:(DC) 0,94 (CH,Cl,/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 17,85 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-

p,L-octopamin

[(H5C)sCOOCH,CLN 0" o
66

a) 106 mg (0,25 mmol) 12 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aaq.

Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1 h in den Aktivester 56 Uberflhrt und dann nach

Methode C in CH,Cl, mit 1,2 Ag. b,L.-Octopamin-hydrochlorid und 3 Ag. DIPEA innerhalb von 12 h

umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20—95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C

18 ec, Ir = 28,18 min) wurden 47,4 mg (0,08 mmol, 31 %) 66 als hellgelber Feststoff erhalten.
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b) 209,8 mg (0,5 mmol) 12 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5,5 h in den Aktivester O-
{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methyl}- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat
(59) Uberfiihrt und dann nach Methode D mit 1 Ag. D,L-Octopamin-hydrochlorid innerhalb von 45 min
umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (40—80 % B in A, 0-60 min, 10,0 ml min”', Nucleodur C
18 ec, Ir = 33,67 min) wurden 149 mg (0,25 mmol, 50 %) 66 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,42 (s, 18H, CHj), 3,13-3,18 (m, 2H, NHCH,CH), 4,19 (s, 4H,
NCH,), 4,51 (t, °J = 6,3, 1H, CHOH), 5,22 (s, 2H, Cum-CH,), 6,09 (s, 1H, CumH-3), 6,47 (d, *J = 2,1,
1H, CumH-8), 6,57 (dd, *J = 2,1, ®J = 9,0, 1H, CumH-6), 6,71 (d, *J = 8,1, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,11 (d,
8J=8,1, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,47-7,52 (m, 2H, CumH-5, NH), 9,23 (bs, 1H, Ph-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): 8 27,7 (C(CHa)s), 47,7 (NHCH,), 48,6 (NHCH,CH), 53,5
(NCH,COQO), 60,8 (Cum-CH,0), 71,0 (CHOH), 81,1 (C(CHj)s), 98,2 (CumC-8), 105,9 (CumC-3), 107,5
(CumC-4a), 109,1 (CumC-6), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 125,2 (CumC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6),
133,8 (PhC-1), 151,3 (CumC-7), 152,0 (CumC-4), 155,0 (CumC-8a), 155,5 (OCONH), 156,4 (PhC-4),
160,5 (CumC-2), 168,8 (OCOC(CHs)3).

HRMS ber. 621,2419, gef. 621,2406 ([M+Na]*)

Schmp. 116 °C

R; (DC) 0,22 (n-Hexan/AcOEt = 1/1), 0,25 (CH,Cl,/MeOH = 19/1)
ts (HPLC) 13,81 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-

O\n/N OH
X ¢ V\©(0H
[(HsC)3COOCH,C],N 0" Yo
67
121,4 mg (0,29 mmol) 12 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 1,2 Aqg. DIPEA und 1,2 Aq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1 h in den Aktivester 56 tberfihrt und dann nach
Methode C in CH,Cl, mit 1 Aq. Dopamin-hydrochlorid und 2 Aqg. DIPEA innerhalb von 3 h umgesetzt.

Nach Reinigung mittels prap. HPLC (30-95 % B in A, 0-60 min, 9,2 ml min", Nucleodur C 18 ec,
Ir = 39,74 min) wurden 20,4 mg (0,083 mmol, 12 %) 67 als hellgelber Feststoff erhalten.

dopamin

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): § 1,42 (s, 18H, C(CHs)s), 2,55-2,67 (m, 2H, NHCH,CH,), 3,13-3,19
(m, 2H, NHCH,CH,), 4,19 (s, 4H, NCH,), 5,23 (s, 2H, Cum-CH,), 6,06 (s, 1H, CumH-3), 6,44 (dd,
*J=1,4,%=82, 1H, PhH-6), 6,47 (d, *J = 2,2, 1H, CumH-8), 6,58-6,65 (m, 3H, CumH-6, PhH-2,
PhH-5,), 7,51 (d, *J = 9,1, 1H, CumH-5), 7,55 (t, °J = 5,1, 1H, NH), 8,67 (bs, 2H, Ph-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 27,7 (C(CHa)s), 34,9 (NHCH,CH,), 42,4 (NHCH,CH,), 53,5
(NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 81,1 (C(CHs)3), 98,2 (CumC-8), 106,0 (CumC-3), 107,0 (CumC-4a),
109,2 (CumC-6), 115,5 (PhC-5), 116,0 (PhC-2), 119,2 (PhC-6), 125,2 (CumC-5), 129,9 (PhC-1), 143,6
(PhC-3), 145,1 (PhC-4), 151,4 (CumC-7), 152,0 (CumC-4), 155,0 (CumC-8a), 155,3 (OCONH), 160,5
(CumC-2), 168,8 (OCOC(CHg)s).
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HRMS ber. 599,2599, gef. 599,2599 ([M+H]")

Schmp. 71 °C

R:(DC) 0,61 (CH.CIly/MeOH = 19/1), 0,25 (n-Hexan/THF = 2/1)

tr (HPLC) 15,49 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-2-phenyl-
ethylamin (BCMACMOC-caged Phenylethylamin)

H
O\[rN\/\@
/O\%\LO
(HOOCH,C);N 0~ 0

68
70,0 mg (0,12 mmol) 65 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels prap.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 20,14 min). Es resultierten
25,3 mg (0,06 mmol, 45 %) 68 als farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 2,74 (t, °J = 7,2, 2H, NHCH,CH,), 3,26 (q, °J = 6,6, 2H, NHCH,CH,),
4,22 (s, 4H, NCHy), 5,22 (s, 2H, Cum-CH,), 6,03 (s, 1H, CumH-3), 6,48 (s, 1H, CumH-8), 6,59 (dd, *J
=1,8,%=9,0, 1H, CumH-6), 7,20-7,34 (m, 5H, CumH-6, PhH-2, PhH-3, PhH-4, PhH-5), 7,49 (d, ®J =
9,0, 1H, CumH-5), 7,61 (t, °J = 5,4, 1H, NH), 12,94 (bs, 2H, COOH).

¥C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 35,3 (NHCH,CH,), 41,9 (NHCH,CH,), 52,9 (NCH,COO), 60,8
(Cum-CH,0), 98,0 (CumC-8), 106,0 (CumC-3), 106,9 (CumC-4a), 109,1 (CumC-6), 125,3 (CumC-5),
126,1 (PhC-4), 128,3 (2C, PhC-3, PhC-5), 128,7 (2C, PhC-2, PhC-6), 139,2 (PhC-1), 151,4 (CumC-7),
151,9 (CumC-4), 155,1 (CumC-8a), 155,3 (OCONH), 160,5 (CumC-2), 171,4 (COOH).

HRMS ber. 455,1449; gef. 455,1448 ([M+H]")
Schmp. 179 °C
tr (HPLC) 9,32 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-p,.-octopamin
(BCMACMOC-caged Octopamin)

(HOOCH,C),N 0" o
69

30,1 mg (0,05 mmol) 66 wurden nach Methode E innerhalb von 1,5 h hydrolysiert. Die Reinigung

erfolgte mittels prap. HPLC (5-50% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec,

fr = 23,15 min). Es resultierten 7,1 mg (0,02 mmol, 29 %) 69 als hellgelber Feststoff.
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'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 3,13-3,19 (m, 2H, NHCH,CH), 4,23 (s, 4H, NCH,), 4,51 (t, °J=6,2,
1H, NHCH,CH), 5,21 (s, 2H, Cum-CH,), 6,09 (s, 1H, CumH-3), 6,48 (d, *J = 2,1, 1H, CumH-8), 6,60
(dd, *J=2,1,°%=9,0, 1H, CumH-6), 6,71 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,12 (d, ®J = 8,4, 2H, PhH-
2, PhH-6), 7,48-7,51 (m, 2H, CumH-5, NH), 9,24 (bs, 1H, Ph-OH), 12,83 (bs, 2H, COOH).
¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 48,6 (NHCH,CH), 52,8 (NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 71,0
(CHOH), 98,1 (CumC-8), 105,9 (CumC-3), 106,9 (CumC-4a), 109,1 (CumC-6), 114,8 (2C, PhC-3,
PhC-5), 125,2 (CumC-5), 127,2 (2C, PhC-2, PhC-6), 133,8 (PhC-1), 151,4 (CumC-7), 151,9 (CumC-
4), 155,0 (CumC-8a), 155,5 (OCONH), 156,4 (PhC-4), 160,5 (CumC-2), 171,3 (COOH).
Elementaranalyse Cy3H»,N-O4 ber. C 56,79 %, H 4,56 %, N 5,76 %;

gef. C 56,88 %, H 4,52 %, N 5,66 %

HRMS ber. 509,1167; gef. 509,1162 ([M+Na]")
Schmp. 156 °C
tr (HPLC) 4,75 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}dopamin

(BCMACMOC-caged Dopamin)
OH
X
X ° OH

(HOOCH,C),N 0" o
70

20,4 mg (0,03 mmol) 67 wurden nach Methode E innerhalb von 1 h hydrolysiert. Die Reinigung

erfolgte mittels prap. HPLC (20-95% B in A, 0-60 min, 9,2 ml min”', Nucleodur C 18 ec,

fr = 13,95 min). Es resultierten 16,1 mg (0,03 mmol, 97 %) 70 als hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 2,55 (t, 2H, NHCH,CH,), 3,13-3,20 (m, 2H, NHCH,CH,), 4,23 (s, 4H,
NCH,), 5,22 (s, 2H, Cum-CH,), 6,06 (s, 1H, CumH-3), 6,43 (dd, *J = 1,8, °J = 8,1, 1H, PhH-6), 6,48 (d,
*J = 1,8, 1H, CumH-8), 6,58-6,65 (m, 3H, CumH-6, PhH-2, PhH-5), 7,50 (d, °J = 9,0, 1H, CumH-5),
7,54 (t, °J = 5,6, 1H, NH), 8,63 (bs, 1H, Ph-OH), 8,72 (bs, 1H, Ph-OH), 12,87 (bs, 2H, COOH).
BC-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): & 34,9 (NHCH,CH,), 42,4 (NHCH,CH,), 52,9 (NCH,COO), 60,8
(Cum-CH,0), 98,1 (CumC-8), 105,9 (CumC-3), 106,9 (CumC-4a), 109,2 (CumC-6), 115,5 (PhC-5),
116,0 (PhC-2), 119,3 (PhC-6), 125,2 (CumC-5), 129,9 (PhC-1), 143,6 (PhC-3), 145,1 (PhC-4), 151,4
(CumC-7), 151,9 (CumC-4), 155,1 (CumC-8a), 155,3 (OCONH), 160,5 (CumC-2), 171,3 (COOH).
HRMS ber. 487,1347; gef. 487,1350 ([M+H]")

Schmp. 129 °C

tr (HPLC) 6,12 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]phenylethylamin
(BHCMOC-caged Phenylethylamin)

Oo__N
LT
HO 0" Yo
71
208 mg (0,77 mmol) 16 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 2 Ag. DIPEA und 2 Aq.
Chlorameisensaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1 h in den Aktivester O-[(6-Brom-7-hydroxy-
cumarin-4-yl)methyl]- O-p-nitrophenylcarbonat (57) tberfihrt und dann nach Methode C in CH,Cl, mit
2 Aq. Phenylethylamin und 2,4 Aq. DMAP innerhalb von 5 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, g = 27,92 min) wurden 138,2 mg
(0,33 mmol, 43 %) 71 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 2,75 (t, °J = 7,2, 2H, NHCH,CH,), 3,25 (q, °J = 6,6, 2H, NHCH,CHy),
5,25 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,16 (s, 1H, CumH-3), 6,91 (s, 1H, CumH-8), 7,19-7,31 (m, 5H, PhH-2, PhH-
3, PhH-4, PhH-5, PhH-6), 7,62 (t, °J = 5,5, 1H, NH), 7,88 (s, 1H, CumH-5), 11,48 (bs, 1H, Cum-OH).
BC-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): 6 35,2 (NCH,CH,), 41,9 (NCH,CH,), 60,8 (Cum-CH,0),
103,2 (CumC-8), 106,2 (CumC-6), 108,5 (CumC-3), 110,5 (CumC-4a), 126,1 (PhC-4), 128,3 (2C,
PhC-2, PhC-6), 128,4 (CumC-5), 128,6 (2C, PhC-3, PhC-5), 139,2 (PhC-1), 151,2 (CumC-4),
153,8 (CumC-7/CumC-8a), 155,2 (OCONH), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,7 (CumC-2).
Elementaranalyse C;gH¢BrNOs: ber. C 54,56 %, H 3,86 %, N 3,35 %;

gef. C 54,68 %, H 3,65 %, N 3,51 %

HRMS ber. 455,9843, gef. 455,9870 ([M+K]")

Schmp. 190 °C

R; (DC) 0,29 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 12,85 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]-p,.-octopamin (BHCMOC-
caged Octopamin)

H
OTN\A©\
B o}
r X OH
HO 0~ Yo
72

203 mg (0,75 mmol) 16 wurden nach nach Methode A in THF mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 2 h in den Aktivester O-[(6-Brom-7-hydroxy-
cumarin-4-yl)methyl]-O-p-nitrophenylcarbonat (57) tiberfiihrt und dann nach Methode D mit 1,2 Aq D,L-
Octopamin-hydrochlorid innerhalb von 2 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prép. HPLC (2095 % B
in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 16,21 min) wurden 122,5 mg (0,27 mmol, 36 %)

72 als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 3,16 (t, °J = 5,7, 2H, NHCH,), 4,53 (t, *J = 6,2, 1H, CHOH), 5,14 (bs,
1H, CHOH), 5,24 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,23 (s, 1H, CumH-3), 6,71 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5),
6,91 (s, 1H, CumH-8), 7,12 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,35 (t, °J = 5,6, 1H, NH), 7,87 (s, 1H,
CumH-5), 9,11 (bs, 1H, Ph-OH), 11,34 (bs, 1H, Cum-OH).
3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 48,6 (NCH,), 60,8 (Cum-CH,0), 71,0 (CHOH), 103,2 (CumC-8),
106,2 (CumC-6), 108,4 (CumC-3), 110,5 (CumC-4a), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,2 (2C, PhC-2,
PhC-6), 128,4 (CumC-5), 133,8 (PhC-1), 151,2 (CumC-4), 153,8 (CumC-7/CumC-8a), 155,4 (Cum-
CH,OCO), 156,4 (PhC-4), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,7 (CumC-2).
Elementaranalyse C;gHsBrNO;(x1 H,O): ber. C 48,74 %, H 3,87 %, N 2,99 %;

gef. C 48,69 %, H 3,80 %, N 3,25 %

HRMS ber. 450,0183; gef. 450,0188 ([M+H]")

Schmp. 161 °C

R;(DC) 0,26 (n-Hexan/AcOEt = 1/1 unter Zusatz von 1% AcOH)
tr (HPLC) 7,52 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonylldopamin

o\n,H oH
HO 0" Yo
73
1,19 g (4,40 mmol) 16 wurden nach nach Methode A in THF mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aq.
Chlorameisensaure-4-nitrophenylester innerhalo von 1 h in den Aktivester O-[(6-Brom-7-hydroxy-
cumarin-4-yl)methyl]-O-p-nitrophenylcarbonat (57) Uberfiihrt und dann nach Methode D mit 1 Aq.
Dopamin-hydrochlorid innerhalb von 8h umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-SC

(CH.Cl,/MeOH = 50/1 bis 10/1) wurden 896,6 mg (1,99 mmol, 45 %) 73 als farbloser Feststoff

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 2,55 (t, °J = 7,2, 2H, NHCH,CH,), 3,16 (dt, °J = 7,0, °J = 6,4, 2H,
NHCH,CH,), 5,25 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,19 (s, 1H, CumH-3), 6,43 (d, °J = 7,8, 1H, PhH-6), 6,58 (s,
1H, PhH-2), 6,63 (d, °J = 8,0, 1H, PhH-5), 6,93 (s, 1H, CumH-8), 7,57 (t, °J=5,4, 1H, NH), 7,87 (s,
1H, CumH-5), 8,63 (s, 1H, Ph-OH), 8,72 (s, 1H, Ph-OH), 11,52 (bs, 1H, Cum-OH).
BC-NMR (75,5 MHz, d¢-DMSO): 6 34,8 (NCH,CH,), 42,4 (NCH,CH,), 60,8 (Cum-CH,0),
103,2 (CumC-8), 106,2 (CumC-6), 108,5 (CumC-3), 110,5 (CumC-4a), 115,5 (PhC-5), 115,9 (PhC-2),
119,2 (PhC-6), 128,4 (CumC-5), 129,9 (PhC-1), 143,6 (PhC-4), 145,1 (PhC-3), 151,2 (CumC-4),
153,8 (CumC-8a), 155,2 (OCONH), 157,4 (CumC-7), 159,7 (CumC-2).
Elementaranalyse C;gHsBrNO; (1 H,O): ber. C 48,74 %, H 3,87 %, N 2,99 %;

gef. C 48,36 %, H 3,92 %, N 3,00 %

HRMS ber. 450,0183, gef. 450,0181 ([M+H]")
Schmp. 184 °C
R;(DC) 0,13 (n-Hexan/AcOEt = 1/1), 0,13 (CH,Cl,/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 8,89 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methoxycarbonyl}phenylethylamin

O N
0
Br SN (0]

HO 0" Yo
N[CH,COOC(CHy)sl,

74
201,91 mg (0,38 mmol) 17 wurden nach Methode A in THF mit 2 Aq. DIPEA und 2 Aq.
Chlorameisensaure-4-nitrophenylester innerhalo von 5h in den Aktivester O-{{8-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-p-nitrophenylcarbonat
(58) (berfiihrt und dann nach Methode C in DMF mit 2 Aq. Phenylethylamin und 2,4 Aq. DMAP
innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prép. HPLC (20—95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml
min'1, Nucleodur C 18 ec, fg = 41,37 min) wurden 54 mg (0,08 mmol, 21 %) 74 als farbloser Feststoff
erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 2,74 (t, °J = 7,2, 2H, NCH,CH.,), 3,26 (q,
3J = 6,6, 2H, NCH.CH,), 3,46 (s, 4H, NCH,CO), 4,17 (s, 2H, CH,NCH,CO), 5,26 (s, 2H, Cum-CH,0),
6,17 (s, 1H, CumH-3), 7,19-7,31 (m, 5H, PhH-2, PhH-3, PhH-4, PhH-5, PhH-6), 7,63 (t, °J = 5,4, 1H,
NH), 7,87 (s, 1H, CumH-5), 11,88 (bs, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 27,7 (C(CHa)3), 35,3 (NHCH,CH,), 41,9 (NHCH,CH,), 47,8 (Cum-
CH.N), 54,6 (NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 81,5 (C(CHz)3), 106,1 (CumC-6), 108,4 (CumC-3), 110,1
(CumC-8), 110,3 (CumC-4a), 126,1 (PhC-4), 127,6 (CumC-5), 128,3 (2C, PhC-3, PhC-5), 128,7 (2C,
PhC-2, PhC-6), 139,2 (PhC-1), 151,5 (CumC-4), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 155,2 (OCONH), 157,3
(CumC-7/CumC-8a), 159,2 (CumC-2), 169,9 (OCOC(CH)s).

HRMS ber. 675,1912; gef. 675,1938 ([M+H]")

Schmp. 67 °C (Zers.)

R; (DC) 0,42 (n-Hexan/AcOEt = 2/1)

ts (HPLC) 19,64 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methoxycarbonyl}-p,L.-octopamin

HO 0" o
NICH,COOC(CHs)sl,
75
100,2mg (0,19 mmol) 17 wurden nach Methode A in THF mit 2 Ag. DIPEA und 2 Aaq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalo von 3h in den Aktivester O-{{8-[Bis(tert

butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-p-nitrophenylcarbonat
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(58) (iberfiihrt und dann nach Methode C in DMF mit 1,2 Ag. b,L-Octopamin-hydrochlorid und 2,4 Aq.
DMAP innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prédp. HPLC (20—95 % B in A, 0-40 min,
13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, iz = 15,77 min) wurden 82,4 mg (0,12 mmol, 61 %) 75 als farbloser

Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): § 1,43 (s, 18H, C(CHa)s), 3,13 (t, °J = 6,0, 2H, NCH,CH), 3,46 (s, 4H,
CH,NCH,CO), 4,17 (s, 2H, CH,NCH,CO), 4,51 (t, *J = 6,0, 2H, CHOH), 5,25 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,23
(s, 1H, CumH-3), 6,71 (d, J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,11 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,51 (t, °J
= 5,6, 1H, NH), 7,86 (s, 1H, CumH-5), 9,24 (s, 1H, Ph-OH), 11,88 (s, 1H, Cum-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 27,7 (C(CHa)s), 47,9 (Cum-CH,N), 48,6 (NHCH,CH), 54,6
(NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 81,5 (C(CHs)3), 106,1 (CumC-6), 108,3 (CumC-3), 110,1 (CumC-8),
110,3 (CumC-4a), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6), 127,2 (CumC-5), 133,8
(PhC-1), 151,5 (CumC-4), 151,6 (CumC-7/CumC-8a), 155,4 (OCONH), 156,4 (PhC-4), 157,2 (CumC-
7/CumC-8a), 159,2 (CumC-2), 169,8 (OCOC(CHa)s).

HRMS ber. 707,1810, gef. 707,1816 ([M+H]")

Schmp. 74 °C

R; (DC) 0,44 (CHCIy/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 16,75 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methoxycarbonyl}dopamin®®

OTH OH
Br X © \/\©iOH
HO 0" o
N[CH,COOC(CHa)s
76

101 mg (0,19 mmol) 17 wurden nach Methode A in THF mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1,5h in den Aktivester O-{{8-[Bis(tert
butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-p-nitrophenylcarbonat
(58) Uberfiihrt und dann nach Methode C in DMF mit 1,2 Aq. Dopamin-hydrochlorid und 2,4 Aq. DMAP
innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (5095 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml
min"', Nucleodur C 18 ec, t; = 22,95 min) wurden 52,4 mg (0,07 mmol, 39 %) 76 als farbloser Feststoff

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,42 (s, 18H, C(CH3)3), 2,55 (t, °J = 7,7, 2H, NCH,CH,Ph), 3,15-3,20
(m, 2H, NCH,CH,Ph), 3,46 (s, 4H, CH,NCH,CO), 4,17 (s, 2H, CH,NCH,CO), 5,26 (s, 2H,
Cum-CH,0), 6,20 (s, 1H, CumH-3), 6,43 (d, °J = 6,9, 1H, PhH-6), 6,58 (s, 1H, PhH-2), 6,63 (d,
%J=7,8, 1H, PhH-5), 7,57 (t, °J = 5,6, 1H, NH), 7,87 (s, 1H, CumH-5), 8,62 (s, 1H, Ph-OH), 8,72 (s,
1H, Ph-OH).
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3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 27,7 (C(CHa)s), 34,8 (NHCH,CH,Ph), 42,4 (NHCH,CH,Ph), 47,9
(Cum-CH2N), 54,7 (NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 81,5 (C(CHj3)3), 106,1 (CumC-6), 108,4 (CumC-3),
110,1 (CumC-8), 110,3 (CumC-4a), 115,5 (PhC-5), 115,9 (PhC-2), 119,2 (PhC-6), 127,2 (CumC-5),
129,9 (PhC-1), 143,6 (PhC-4), 145,1 (PhC-3), 151,5 (CumC-4), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 155,2
(OCONH), 157,3 (CumC-7/CumC-8a), 159,2 (CumC-2), 169,8 (OCOC(CHys)s).

HRMS ber. 707,1815; gef. 707,1830 ([M+H]")

Schmp. 81 °C

R:(DC) 0,43 (CH,Cl,/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 16,58 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}-
methoxycarbonyl}phenylethylamin (BBHCMOC-caged Phenylethylamin)

o N
LT T
HO 07 Yo
N(CH,COOH),

77
30,00 mg (0,044 mmol) 74 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels prép.
HPLC (20-95% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, fgr =20,10 min). Nach der
Lyophilisierung resultierten 23,1 mg (0,041 mmol, 92 %) 77 als hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): 6§ 2,75 (t, °J = 7,2, 2H, NCH.CH>), 3,26 (q, °J = 6,6, 2H, NCH,CH,),
3,51 (s, 4H, NCH.CO), 4,19 (s, 2H, CH,NCH,CO), 5,25 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,16 (s, 1H, CumH-3),
7,19-7,31 (m, 5H, PhH-2, PhH-3, PhH-4, PhH-5, PhH-6), 7,62 (t, °J = 5,4, 1H, NH), 7,85 (s, 1H,
CumH-5), 12,63 (bs, 1H, COOH).
3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 35,3 (NHCH,CH,), 41,9 (NHCH,CH,), 47,9 (Cum-CH,N), 53,5
(NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 106,2 (CumC-6), 108,3 (CumC-3), 110,1 (CumC-4a), 110,2 (CumC-8),
126,1 (PhC-4), 127,1 (CumC-5), 128,3 (2C, PhC-3, PhC-5), 128,7 (2C, PhC-2, PhC-6), 139,2 (PhC-1),
151,5 (CumC-4), 151,7 (CumC-7), 155,2 (OCONH), 157,5 (CumC-8a), 159,3 (CumC-2), 172,2
(COOQH).
Elementaranalyse C,;H23BrN>Og: ber. C 51,17 %, H 4,12 %, N 4,97 %;

gef. C 51,16 %, H 4,18 %, N 4,88 %
HRMS ber. 585,0479; gef. 585,0498 ([M+Na]")
Schmp. 195 °C (Zers.)
ts (HPLC) 10,59 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}-
methoxy-carbonyl}-p,.-octopamin (BBHCMOC-caged Octopamin)

H
O\[‘(N\A@\
Br. O
X OH

HO 07 o
N(CH,COOH),
78

25,00 mg (0,04 mmol) 75 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels prép.
HPLC (20-95% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, fgr = 11,46 min). Nach der

Lyophilisierung wurden 6,1 mg (0,01 mmol, 33 %) 78 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): 6 3,13 (t, °J = 5,6, 2H, NCH,CH,), 3,52 (s, 4H, NCH,COOH), 4,20 (s,
2H, CumCH,N), 4,51 (t,%J = 6,2, 1H, CHOH), 5,25 (s, 2H, CumCH,0), 6,22 (s, 1H, CumH-3), 6,71 (d,
%J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,11 (d, °J = 8,1, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,51 (t, °*J = 5,4, 1H, NH), 7,86 (s,
1H, CumH-5).
C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO0): § 47,9 (Cum-CH;N), 48,6 (NHCH,CH), 53,5 (NCH,COOH), 60,8
(Cum-CH,0), 71,0 (CHOH), 106,1 (CumC-6), 108,2 (CumC-3), 110,1 (CumC-4a), 110,2 (CumC-8),
114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,2 (3C, PhC-2, PhC-6, CumC-5), 133,8 (PhC-1), 151,5 (CumC-4),
151,7 (CumC-7/CumC-8a), 155,4 (OCON), 156,4 (PhC-4), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,3 (CumC-
2), 172,1 (COOH).
Elementaranalyse C,4H»3BrN,O;4: ber. C 48,42 %, H 3,89 %, N 4,71 %,

gef. C 48,28 %, H 3,63 %, N 4,61 %

HRMS ber. 595,0558, gef. 595,0558 ([M+H]")
Schmp. 72 °C
tr (HPLC) 8,63 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}-

methoxycarbonyl}dopamin (BBHCMOC-caged Dopamin)3¢®

o\n/ﬂ OH
Br X ¢ \/\@OH
HO 0”7 Yo
N(CH,COOH),
79
60,00 mg (0,09 mmol) 76 wurden nach Methode E hydrolysiert, wobei allerdings 12 h bei 40 °C
gertihrt wurde. Die Reinigung erfolgte mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™,

Nucleodur C 18 ec, 1z = 13,77 min). Nach der Lyophilisierung resultierten 46,1 mg (0,08 mmol, 86 %)
79 als farbloser Feststoff.
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'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 2,55 (t, °J = 7,5, 2H, NCH,CH,Ph), 3,13-3,20 (m, 2H, NCH,CH,Ph),
3,51 (s, 4H, CH,NCH,CO), 4,20 (s, 2H, CH,NCH,CO), 5,26 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,20 (s, 1H,
CumH-3), 6,44 (d, °J = 7,5, 1H, PhH-6), 6,58 (s, 1H, PhH-2), 6,63 (d, °J = 7,8, 1H, PhH-5), 7,57 (t,
8J=5,4, 1H, NH), 7,85 (s, 1H, CumH-5), 8,63 (bs, 1H, Ph-OH), 8,71 (bs, 1H, Ph-OH), 12,67 (bs, 1H,
COQH).
¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 34,8 (NHCH,CH,Ph), 42,4 (NHCH,CH,Ph), 47,9 (Cum-CH,N),
53,5 (NCH,CO), 60,8 (Cum-CH,0), 106,1 (CumC-6), 108,3 (CumC-3), 110,2 (CumC-8/4a), 115,5
(PhC-5), 115,9 (PhC-2), 119,2 (PhC-6), 127,1 (CumC-5), 129,9 (PhC-1), 143,6 (PhC-4), 145,1 (PhC-
3), 151,5 (CumC-4), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 155,2 (OCONH), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,3
(CumC-2), 172,2 (COOH).
Elementaranalyse C,4H»3BrN,O;4: ber. C 48,42 %, H 3,89 %, N 4,71 %,;

gef. C 48,45 %, H 3,98 %, N 4,64 %

HRMS ber. 595,0558; gef. 595,0547 ([M+H]")
Schmp. 201 °C (Zers.)
tr (HPLC) 6,76 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{6-Brom-8-{{4-[(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]piperazin-1-yl}methyl}-7-
hydroxycumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-p,.-octopamin

H
O\rI/N\/\@\
B o}
' X OH

HO 07 o
N
K/)\lFmoc
80
180 mg (0,3 mmol) 18 wurden nach Methode B in THF mit 2 Aqg. Et;N innerhalb von 5,5 h bei 35 °C in
den Aktivester O-{{6-Brom-8-{4-[(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-(piperazin-1-yl)methyl}-7-

hydroxycumarin-4-ylimethyl}- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (62) UGberfihrt und dann nach
Methode D mit 2 Aqg. D,L-Octopamin-hydrochlorid und 2 Aq. Et;N innerhalb von 12 h umgesetzt. Nach
Reinigung mittels prap. HPLC (20-60% B in A, 0-60 min, 10,0 ml min”, Nucleodur C 18 ec,
Ir = 42,41 min) wurden 48 mg (0,06 mmol, 21 %) 80 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, 300 K, ds-DMSO): 52,98 (bs, 4H, NCH,CH.N), 3,14 (t, °J = 5,8, 2H,
NCH,CHOHPh), 3,51 (bs, 4H, NCH,CH,N), 4,27-4,31 (m, 3H, Cum-CH;N, FluH-1), 4,42 (d, °J = 6,4,
2H, FluCH,), 4,51 (t, °J = 6,3, 1H, CH,CHOH), 5,28 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,28 (s, 1H, CumH-3), 6,71
(d, ®J = 8,3, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,12 (d, ®J = 8,3, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,35 (t, *J = 7,2, 2H, FluH-3,
FluH-8), 7,43 (t, °J = 7,3, 2H, FluH-4, FluH-7), 7,53 (t, °J = 5,6, 1H, NH) ,7,64 (d, °J = 7,3, 2H, FluH-2,
FIuH-9), 7,90 (d, °J = 7,4, 2H, FIuH-5, FluH-6), 7,98 (s, 1H, CumH-5).



Experimenteller Teil 131

3C-NMR (75,5 MHz, 300 K, ds-DMSO): § 41,4 (NCH,CH,N), 46,7 (NCH,CHOHPh), 48,6 (FIuC-1),
50,5 (Cum-CHN), 51,2 (NCH,CH,N), 60,8 (Cum-CH,0), 66,8 (FIuCH,), 71,0 (CH,CHOHPh), 107,1
(CumC-6), 107,3 (CumC-3), 108,4 (CumC-8), 110,4 (CumC-4a), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 120,1
(2C, FluC-5, FluC-6), 125,1 (2C, FluC-2, FluC-9), 127,2 (4C, PhC-2, PhC-3, PhC-6, PhC-8), 127,7
(2C, FluC-4, FluC-7), 128,6 (CumC-5),133,8 (PhC-1), 140,8 (2C, FluC-5a, FluC-5b), 143,7 (2C, FluC-
1a, FluC-9a), 151,5 (CumC-4), 152,3 (CumC-7/CumC-8a), 154,1 ((CH,).NOCO), 155,4 (CH,NOCO),
156,5 (PhC-4), 158,2 (CumC-7/CumC-8a), 159,1 (Cum-C-2).

HRMS ber. 770,1708, gef. 770,1698 ([M+H]")

Schmp. 148-153 °C

R; (DC) 0,40 (CH,CI,/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 12,49 min (5-50 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{6-Brom-7-hydroxy-8-[(piperazin-1-yl)methyl]Jcumarin-4-yl}methoxy-
carbonyl}-p,.-octopamin (PBHCMOC-caged Octopamin)

HO (0) 0

81
38,00 mg (0,05 mmol) 80 und 1 ml (10,11 mmol) Piperidin wurden in 9 ml THF 1 h bei RT gerthrt. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt mittels prap. HPLC (20-60 % B in A,
0-60 min, 10,0 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, Ig = 26,58 min) gereinigt. Nach Lyophilisierung wurden 26
mg (0,05 mmol, 96 %) 81 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, 300 K, ds-DMSO): § 2,81 (bs, 4H, NCH,CH.N), 3,13 (t, °J = 6,0, 2H,
NCH,CHOHPh), 3,22 (bs, 4H, NCH,CH,N), 4,07 (s, 2H, Cum-CH,N), 451 (t, °J = 6,4, 1H,
CH,CHOH), 5,26 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,25 (s, 1H, CumH-3), 6,71 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-3, PhH-5),
7,11 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,52 (t, °J = 5,8, 1H, COONH), 7,89 (s, 1H, CumH-5), 8,68 (bs,
1H, NH).

C-NMR (75,5 MHz, 300 K, de-DMSO): 6 42,3 (NCH,CH.N), 48,6 (NCH,CHOHPh), 48,8
(NCH2CHzN), 51,7 (Cum-CHN), 60,8 (Cum-CH,0), 71,0 (NCH,CHOHPh), 106,5 (CumC-6), 108,4
(CumC-3), 109,1 (CumC-8), 110,5 (CumC-4a), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,2 (2C, PhC-2, PhC-6),
127,5 (CumC-5), 133,8 (PhC-1), 151,6 (CumC-4), 151,8 (CumC-7/CumC-8a), 155,4 (CH,NOCO),
156,5 (PhC-4), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,4 (CumC-2).

HRMS ber. 548,1027, gef. 548,1006 ([M+H]")
Schmp. 75-80 °C
R; (DC) 0,14 (CH,CIl,/MeQOH = 5/1 unter Zusatz von 1 % Et;N)

tz (HPLC) 5,47 min (5-95 % B in A, 0-20 min, RP-Amid S&ule)
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N-{[6-Brom-8-(diethylaminomethyl)-7-hydroxycumarin-4-yljmethoxycarbonyl}-
p,.-octopamin (DBHCMOC-caged Octopamin)

OH
H
O\[‘(N\A@\
Br o
X OH
HO () (6}
NN

N

82
78.4 mg (0,25 mmol) 19 wurden nach Methode B in THF mit 1,5 Aqg. Di(N-succinimidyl)carbonat und
55Aq. Et;N innerhalo von 5h in den Aktivester O-{[6-Brom-8-(diethylamino)methyl-7-
hydroxycumarin-4-yljmethyl}-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (63) Uberfihrt und dann nach
Methode D mit 1,0 Aq. D,L-Octopamin-hydrochlorid und 4 Aq. Et;N innerhalb von 30 min umgesetzt.
Nach Reinigung mittels prap (5-50% B in A, 0-60 min, 10,0 ml min”, Nucleodur C 18 ec,
fr = 32,59 min) wurden 42 mg (0,08 mmol, 31 %) 82 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO0): § 1,30 (t, °J = 7,1, 6H, CH,CH3), 3,11-3,18 (m, 6H, CH,CH3, NHCH,),
4,41 (s, 2H, Cum-CH,N), 4,51 (t, °J = 6,2, 1H, NHCH,CHOH), 5,27 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,25 (s, 1H,
CumH-3), 6,71 (d, °J = 8,2, 2H, PhH-3/5), 7,11 (d, *J = 8,3, 2H, PhH-2/6), 7,53 (t, °J = 5,6, 1H, NH),
7,99 (s, 1H, CumH-5), 9,27 (bs, 1H, Ph-OH), 11,43 (bs, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO0): & 8,7 (CHj), 45,2 (Cum-CH,N), 47,3 (NCH,CH,), 48,6 (NHCH,), 60,8
(Cum-CH,0), 71,0 (NCH,CHOH), 107,5 (CumC-8), 108,0 (CumC-3, CumC-6), 110,1 (CumC-4a),
114,8 (2C, PhC-3/5), 127,2 (2C, PhC-2/6), 129,2 (CumC-5), 133,7 (PhC-1), 151,5 (CumC-4), 152,9
(CumC-7/CumC-8a), 155,4 (CH,OCONH), 156,5 (PhC-4), 1582 (CumC-7/CumC-8a), 159,1

(CumC-2).

HRMS ber. 535,1074; gef. 535,1089 ([M+H]")

Schmp. 53 °C

R:(DC) 0,14 (CH,CIly/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 14,75 min (5-50 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-[(Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-p,.-octopamin

OH
FmocHN/Y©/

OH
83

Zu 1,21 g (6,38 mmol) D,L-Octopamin-hydrochlorid und 1,65 ml (12,76 mmol) DIPEA in 40 ml CH.Cl,

wurden 1,98 g (7,66 mmol) Fmoc-Cl portionsweise zugegeben. AnschlieBend wurde die

Reaktionslésung 1 h bei RT gerthrt. Es wurde filtriert und das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Der Riickstand wurde mittels Flash-SC (CH,Clo/MeOH = 200/0 bis 200/5) gereinigt. Es resultierten

0,96 g (2,56 mmol, 40 %) 83 als farbloser Feststoff.



Experimenteller Teil 133

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): 63,09 (t, °J = 56, 2H, NHCH,CHOH), 4,20-4,28 (m, 3H,
OCOCH,CH), 4,50 (q, °J = 3,3, 1H, CHOH), 5,27 (d, *J = 3,4, 1H, CHOH), 6,71 (d, °J = 8,2, 2H, PhH-
3, PhH-5), 7,10 (d, ®J = 8,2, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,30-7,35 (m, 3H, NH, FluH-3, FluH-8), 7,42 (t, °J =
7,4, 2H, FluH-4, FluH-7), 7,70 (d, 3J = 7,4, 2H, FluH-2, FluH-9), 7,89 (d, *J = 7,4, 2H, FluH-5, FIuH-6),
9,33 (s, 1H, Ph-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO0): § 46,7 (CHCH,OCO), 48,5 (NHCH,CHOH), 65,4 (CHCH,OCO), 71,1
CHOH), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 120,1 (2C, FIuC-5, FluC-6), 125,3 (2C, FIluC-2, FluC-9), 127,1
2C, FIuC-3, FluC-8), 127,2 (2C, PhC-2, PhC-6), 127,6 (2C, FluC-4, FIuC-7), 133,9 (PhC-1), 140,7
2C, FluC-5a, FluC-5b), 143,9 (FluC-1a/FluC-9a), 144,0 (FluC-1a/FluC-9a), 156,2 (COONH), 156,4

(
(
(
(PhC-4).

HRMS ber. 398,1363, gef. 398,1367 ([M+H]")

Schmp. 120-125 °C (Zers.)

R:(DC) 0,41 (CH,Cly/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 11,63 min (5-95 % B in A, 0-20 min, RP-Amid Saule)

N-Pivaloyl-pb,.-octopamin

OH
o}
H

OH

84
1,14 g (6,00 mmol) D,L-Octopamin-hydrochlorid und 1,95 g (6,00 mmol) Cs,CO3; wurden in 100 ml
DMF geldst und in einem Eisbad auf 0 °C gekihlt. 2, 43 ml (12,00 mmol) Pivalinsdureanhydrid wurden
langsam zugetropft und die Reaktion wurde 3 d bei RT gerlhrt. Das Cs,CO; wurde abfiltriert und das
Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt. Der Riickstand wurde in AcOEt geldst und mit dest. H,O und
geséatt. NaCl-Lsg gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das

Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mittels Flash-SC (n-Hexan/AcOEt = 5/1 bis

reines AcOEt) gereinigt. Es resultierten 0,59 g (2,50 mmol, 42 %) 84 als harziger farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): 5 1,05 (s, 9H, CHg), 3,07-3,26 (m, 2H, CH,), 4,51-4,56 (m, 1H,
CHOH), 5,29 (d, ®J = 3,9, 1H, CHOH), 6,70 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,10 (d, °J = 8,4, 2H,
PhH-2, PhH-6), 7,27 (t, °J = 5,3, 1H, NH), 9,21 (s, 1H, Ph-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 27,4 (C(CHs)s), 38,0 (C(CHs)s), 47,2 (CH,), 71,0 (CHOH), 114,7
(2C, PhC-3, PhC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6), 134,1 (PhC-1), 156,3 (PhC-4), 177,5 (COC(CHs)s).
HRMS ber. 238,1438, gef. 238,1437 ([M+H]")

R:(DC) 0,23 (CH,Cl/MeOH = 19/1), 0,15 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 5,63 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N-(tert-Butoxycarbonyl)-p,.-octopamin

OH
(&) N
H
OH
85

189,64 mg (1,00 mmol) D,L-Octopamin-hydrochlorid und 139,38 pl (1,00 mmol) Et3N wurden in 50 ml
EtOH geldst und im Eisbad auf 0 °C gekihlt. 261,90 mg (1,20 mmol) Difert-butyldicarbonat wurden
portionsweise zugegeben und die Reaktionsmischung wurde anschlieBend 24 h bei RT gerihrt. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in 50 ml AcOEt geldst und mit 30 ml
NaHCO;-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt. Nach der Lyophilisierung resultierten 242,9 mg (0,96 mmol, 96 %) 85 als

farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 1,35 (s, 9H, CHy), 2,92-3,11 (m, 2H, CH,), 4,46 (t, °J=6,2, 1H,
CHOH), 5,16 (bs, 1H, CHOH), 6,59 (t, °J = 5,1, 1H, NH), 6,69 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,09 (d,
%J = 8,3, 2H, PhH-2, PhH-6), 9,21 (bs, 1H, Ph-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 28,4 (CHa), 48,2 (CH,), 71,2 (CHOH), 77,5 (C(CHa)s), 114,7 (2C,
PhC-3, PhC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6), 133,9 (PhC-1), 155,6 (NCOO), 156,3 (PhC-4).

HRMS ber. 276,1206, gef. 276,1209 ([M+Na]")

Schmp. 148 °C

R; (DC) 0,47 (CH.Cl,/MeOH = 19/1), 0,38 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 7,30 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-{4-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarboxyloxyphenyl}-2-[(fluoren-

9-yl)methoxycarbonylamino]ethanol

o\n/o
Br. (¢]
SN \©Y\NHFmoc

HO 0" o
86

210,05 mg (0,77 mmol) 16 wurden nach Methode B in innerhalb von 12 h in den Aktivester O-[(6-

Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfiihrt und dann

nach Methode D mit 0,75 Aq N-(Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl-octopamin (83) innerhalo von 24 h

umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (2095 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™', Nucleodur C

18 ec, iz = 31,06 min) wurden 87,1 mg (0,12 mmol, 20 %) 86 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): 6 3,15 (t, °J = 5,5, 2H, NHCH,), 4,16-3,33 (m, 3H, FIuCHCH,O,
FIUCHCH.0), 4,63 (t, °J = 6,1, 1H, CHOH), 5,52 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,33 (s, 1H, CumH-3), 6,94 (s,
1H, CumH-8), 7,24 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,29-7,44 (m, 7H, NH, PhH-3, PhH-5, FluH-3,
FluH-4, FluH-7, FluH-8), 7,69 (d, ®J = 7,7, 2H, FluH-2, FluH-9), 7,89 (d, °J = 7,4, 2H, FluH-5, FluH-6),
7,97 (s, 1H, CumH-5), 11,60 (bs, 1H, Cum-OH).
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¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 46,7 (FIUCHCH,CO,), 48,3 (NCH,), 65,2 (Cum-CH,0), 65,3
(FIuCHCH,CO,), 70,8 (CHOH), 103,2 (CumC-8), 106,3 (CumC-6), 109,9 (CumC-3), 110,4 (CumC-4a),
120,1 (2C, FIuC-5, FIuC-6), 120,7 (2C, PhC-2, PhC-6), 125,2 (2C, FIuC-2, FluC-9), 127,0 (2C, FIuC-3,
FluC-8), 127,3 (PhC-1), 127,6 (2C, FluC-4, FluC-7), 128,7 (CumC-5), 140,7 (2C, FluC-5a, FluC-5b),
141,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 143,9 (2C, FluC-1a, FluC-9a), 148,6 (CumC-4), 149,6 (PhC-4), 152,5
(OCOy), 153,9 (CumC-7/CumC-8a), 156,2 (Cum-CH,OCO), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,5 (CumC-

2).

HRMS ber. 672,0864; gef. 672,0861 ([M+H]")

Schmp. 111 °C

R; (DC) 0,50 (CH,CIy/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 15,11 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-{4-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarboxyloxyphenyl}-2-(pivaloyl-

O O
Y ;
H
OH
HO O 6}
87

1084,24 mg (4,0 mmol) 16 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfihrt und dann

amino)ethanol

nach Methode D mit 0,5 Aq N-Pivaloyl-octopamin (84) innerhalb von 48 h umgesetzt. Nach Reinigung
mittels Flash-SC (CH,Cly/MeOH = 200/0 bis 200/10) wurden 618,7 mg (1,16 mmol, 58 %) 87 als
hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO0): § 1,04 (s, 9H, CHs), 3,14-3,30 (m, 2H, NHCH,), 4,68 (t, °J = 6,1, 1H,
NHCH,CHOH), 5,52 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,33 (s, 1H, CumH-3), 6,93 (s, 1H, CumH-8), 7,24 (d,
®J=8,5, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,37 (d, °J = 8,6, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,37 (m, 1H, NH), 7,96 (s, 1H,
CumH-5), 11,56 (bs, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSOQ): & 27,4 (C(CHs)s), 38,0 (C(CHs)s), 46,9 (NCHy), 65,2 (Cum-CH,0),
70,7 (CHOH), 103,2 (CumC-8), 106,3 (CumC-6), 109,9 (CumC-3), 110,4 (CumC-4a), 120,6 (2C, PhC-
3, PhC-5), 127,3 (2C, PhC-2, PhC-6), 128,7 (CumC-5), 142,0 (PhC-1), 148,6 (CumC-4), 149,6 (PhC-
4), 152,5 (OCO,), 153,9 (CumC-7/CumC-8a), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,5 (CumC-2), 177,6
(HNCOC(CHj3)s).

HRMS ber. 534,0758; gef. 534,0745 ([M+H]")
Schmp. 84 °C
R:(DC) 0,49 (CH,CI,/MeOH = 19/1), 0,09 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

tr (HPLC) 11,18 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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1-{4-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarboxyloxyphenyl}-2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]ethanol

Br SN \g/ \©Y\Nioj<

HO 0" o
88

a) 271,06 mg (1,0 mmol) 16 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfiihrt und dann
nach Methode D mit 0,75 Aq N-Boc-octopamin (85) innerhalb von 24 h umgesetzt. Nach Reinigung
mittels Flash-SC (CH,CIl,/MeOH = 200/0 bis 200/9) wurden 152,1 mg (0,28 mmol, 37 %) 88 als
farbloser Feststoff erhalten.

b) 271,06 mg (1,0 mmol) 16 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfiihrt und dann
nach Methode D mit 1 Aq N-Boc-octopamin (85) innerhalb von 48 h bei 40 °C umgesetzt. Nach
Reinigung mittels prap. HPLC (2095% B in A, 0-60 min, 10,0 ml min'1, Nucleodur C 18 ec,
Ir = 38,18 min) wurden 231 mg (0,42 mmol, 42 %) 88 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,35 (s, 9H, CHa), 2,99-3,17 (m, 2H, NHCH,), 4,60 (t, °J = 6,0, 1H,
CHOH), 5,52 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,33 (s, 1H, CumH-3), 6,73 (t, °J = 5,2, 1H, NH), 6,93 (s, 1H,
CumH-8), 7,24 (d, ®J = 8,5, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,37 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,97 (s, 1H,
CumH-5), 11,54 (bs, 1H, Cum-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 28,2 (C(CHa)s), 48,0 (NCH,), 65,2 (Cum-CH,O), 70,9 (CHOH),
77,6 (C(CHa)s), 103,2 (CumC-8), 106,3 (CumC-6), 109,9 (CumC-3), 110,4 (CumC-4a), 120,6 (2C,
PhC-3, PhC-5), 127,3 (2C, PhC-2, PhC-6), 128,7 (CumC-5), 141,8 (PhC-1), 148,6 (CumC-4), 149,6
(PhC-4), 152,5 (OCO5), 153,9 (CumC-7/CumC-8a), 155,6 (NCO,), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,5
(CumC-2).

HRMS ber. 572,0527; gef. 572,0537 ([M-Na]")

Schmp. 71 °C

R:(DC) 0,39 (CH.CIy/MeOH = 19/1), 0,10 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 12,44 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-{4-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarboxy]phenyl}-2-aminoethanol
[0’-BHCMOC-caged Octopamin]

O\“/O
Br o
A \QY\NHz
HO O o

a) 20,40 mg (0,083 mmol) 86 und 2,97 pl (0,03 mmol) Piperidin wurden in 20 ml DMF 30 min bei RT

gerihrt. Die Reaktionslésung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und das erhaltene Produkt
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mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 12,88 min)
gereinigt. Es wurden 8,10 mg (0,02 mmol, 59 %) 89 als hellgelber Feststoff erhalten.

b) 50 mg (0,09 mmol) 88 wurden in 10 ml einer 2N HCI-Lsg. in Dioxan gegeben und 2 h bei RT
gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der erhaltene Rickstand mittels prép.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, tzr = 12,88 min) gereinigt. Es
wurden 35,2 mg (0,08 mmol, 72 %) 89 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 2,87 (t, ®J = 11,2, 1H, NH,CH,), 3,07 (d, °J = 12,2, 1H, NH,CH,),
4,82 (d, °J = 9,5, 1H, CHOH), 5,23 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,15 (d, °J = 3,5, 1H, CHOH), 6,32 (s, 1H,
CumH-3), 6,95 (s, 1H, CumH-8), 7,32 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,47 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-2,
PhH-6), 7,93 (bs, 2H, NH,), 7,96 (s, 1H, CumH-5), 11,69 (bs, 1H, Cum-OH).
3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO): & 45,4 (NH,CH,), 65,3 (Cum-CH,0), 68,6 (CHOH), 103,2 (CumC-8),
106,3 (CumC-6), 109,9 (CumC-3), 110,3 (CumC-4a), 121,2 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,3 (2C, PhC-2,
PhC-6), 128,7 (CumC-5), 139,9 (PhC-1), 148,6 (CumC-4), 150,2 (PhC-4), 152,5 (OCO,), 153,9
(CumC-7/CumC-8a), 157,7 (CumC-7/CumC-8a), 159,5 (CumC-2).
Elementaranalyse C;gH;¢BrNO-: ber. C 50,69 %, H 3,58 %, N 3,11 %;

gef. C 50,60 %, H 3,82 %, N 3,14 %

HRMS ber. 450,0183; gef. 450,0184 ([M+H]")
Schmp. 97 «C
tr (HPLC) 6,54 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N,O’-Bis[(fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]-o,.-octopamin

OFmoc
FmocHN/Y©/

OH
90

1,21 g (6,38 mmol) D,L.-Octopamin-hydrochlorid und 1,65 ml (12,76 mmol) DIPEA wurden in 40 ml

trockenem CH,Cl, gelést AnschlieBend wurden 1,98 g (7,66 mmol) FmocCI portionsweise zugegeben

und die Reaktion 1 h bei RT gerihrt. Es wurde filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der

Rlckstand wurde mittels Flash-SC (CH,Cl./MeOH = 200/0 bis 200/5) gereinigt. Es resultierten 1,44 g

(2,42 mmol, 38 %) 90 als farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): § 3,14 (t, °J = 5,7, 2H, NHCH,), 4,18-4,33 (m, 3H, NHOCOCH,CH),
3,38 (t, °J = 5,7, 1H, CO3CH,CH), 4,62 (q, °J = 4,8, 1H, CHOH), 4,67 (d, 3J = 5,9, 2H, CO5CH,CH),
5,51 (d, °J = 4,3, 1H, CHOH), 7,09 (d, °J = 8,0, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,30-7,47 (m, 11H, PhH-2, PhH-6,
NH, FluH-3, FluH-3‘, FluH-4, FluH-4‘, FluH-7, FluH-7¢, FluH-8, FIuH-8), 7,69 (d, *J = 7,3, 4H, FluH-2,
FluH-2¢, FluH-9, FluH-9°), 7,88 (d, °J = 7,6, 2H, FluH-5, FluH-6), 7,88 (d, °J = 7,6, 2H, FIuH-5', FluH-
6°).
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BC.NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 46,3 (FluC-1), 46,7 (FIuC-1'), 48,3 (NHCH,), 65,4 (FIuC-1-
CH,OCO), 69,4 (FIuC-CH,OCO), 70,8 (CHOH), 120,1 [2C, (FIUC-5, Flu-5)/(FluC-6/Flu-6"], 120,3 [2C,
(FIUC-5, Flu-5)/(FIuC-6/Flu-6")], 120,7 (2C, PhC-3 PhC-5), 125,0 [2C, (FIuC-2, Flu-2')/(FIuC-9/Flu-9")],
127,1, 127,3, 127,6, 127,9 (PhC-2, PhC-6, FIuC-3/Flu-3', FIuC-4/Flu-4‘, FluC-7/Flu-7*, FIuC-8/Flu-8),
140,8 (2C, FluC-5a, FIuC-5b), 140,9 (2C, FluC-5'a, FluC-5), 141,6 (PhC-1), 143,2 (2C, FluC-1‘a,
FluC-9'a), 143,91 (FIuC-1a/FluC-9a), 143,94 (FluC-1a/FluC-9a), 149,6 (PhC-4), 153,0 (OCOO), 156,3
(NHOCO).

HRMS ber. 598,2224, gef. 598,2236 ([M+H]")

Schmp. 157 °C

R:(DC) 0,13 (CHxCl,/MeOH = 19/1)

tz (HPLC) 16,42 min (5-95 % B in A, 0-20 min, RP-Amid S&ule)

N,O’-Bis(pivaloyl)-p,.-octopamin

91

1,14 g (6,00 mmol) D,L-Octopamin-hydrochlorid und 1,95 g (6,00 mmol) Cs,CO3; wurden in 100 ml
DMF geldst Die Reaktionsmischung wurde im Eisbad auf 0 °C gekihlt und 3,04 ml (15,00 mmol)
Pivalinsdureanhydrid wurden langsam zugetropft. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung 4 h bei
RT gerihrt. Das Cs,CO; wurde abfiltriert und das Ldsungsmittel im Hochvakuum entfernt. Der
Rickstand wurde in AcOEt geldst und mit dest. H,O und gesatt. NaCl-Lsg gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde
mittels Flash-SC (Hex/AcOEt = 5/1 bis 1/1) gereinigt. Es resultierten 0,91 g (2,82 mmol, 47 %) 91 als
farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 1,05 (s, 9H, NHCOC(CHs)3), 1,30 (s, 9H, COC(CHa)s), 3,12-3,29 (m,
2H, CH,), 4,67 (q, °J = 5,6, 1H, CHOH), 5,48 (d, °J = 4,2, 1H, CHOH), 7,03 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3,
PhH-5), 7,33 (d, ®J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,38 (t, °*J = 5,4, 1H, NH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 26,8 (HNCOC(CHj)s), 27,4 (OCOC(CHa)s), 37,9 (OCOC(CHs)s),
38,5 (NHCOC(CHjs)s), 70,7 (CHOH), 121,0 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,0 (2C, PhC-2, PhC-6), 141,2
(PhC-1), 149,6 (PhC-4), 176,4 (OCOC(CHy)3), 177,5 (HNCOC(CHs)s).

HRMS ber. 322,2013, gef. 322,2020 ([M+H]")
Schmp. 150 °C
R; (DC) 0,46 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 11,15 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N,O’-Bis(tert-butoxycarbonyl)-p,.-octopamin

ST
o

189,64 mg (1,00 mmol) D,L.-Octopamin-hydrochlorid, 523,80 mg (2,40 mmol) Di-tert-butyldicarbonat
und 139,4 pl EtzN wurden in 50 ml EtOH gelést und 36 h bei 40 °C ge rihrt. Das Lésungsmittel wurde
im Vakuum entfernt. Der Rlckstand wurde mittels Flash-SC (CH,Cl,/MeOH = 250/0 bis 240/10)
gereinigt. Es resultierten 227 mg (0,64 mmol, 64 %) 92 als farbloser Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): & 1,35 (s, 9H, C(CH3)3), 1,49 (s, 9H, C(CHa)s), 2,97-3,15 (m, 2H, CH,),
4,59 (t, °J = 6,0, 1H, CHOH), 5,38 (bs, 1H, CHOH), 6,71 (t, °J = 5,3, 1H, NH), 7,12 (d, °J = 8,4, 2H,
PhH-3, PhH-5), 7,33 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6).

BC-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 27,3 (C(CHa)s), 28,2 (C(CHa)s), 48,1 (CH,), 70,9 (CHOH), 77,6
(C(CHg)s), 83,1 (C(CHs)s), 120,9 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6), 141,3 (PhC-1), 149,6
(PhC-4), 151,4 (OCOOC(CHs)s), 155,6 (HNCOOC(CHs)s).

HRMS ber. 376,1731, gef. 376,1735 ([M+Na]")

Schmp. 132 °C

R:(DC) 0,81 (CH,CIy/MeOH = 19/1), 0,70 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 14,05 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-Hydroxy-1-[4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl]-N-(tert-butyldimethyl-
silyl)ethylamin

HO
HN. |_J<
Sll

93
1,06 mg (5,59 mmol) D,L-Octopamin-hydrochlorid, 3,12 ml (22,37 mmol) Et;N und 3,37 g (22,37 mmol)
TBDMSCI wurden in 50 ml MeCN gegeben und 70 h bei RT geriihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt
und der Rickstand in CH,Cl, geldést und zweimal mit dest. Wasser gewaschen. Die erhaltene
organische Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Nach der Lyophilisierung resultierten 1,61 g (4,22 mmol, 75 %) 93 als farbloser Feststoff.

"H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): 5 -0,16 (s, 3H, SiCHs), 0,03 (s, 3H, SiCHs), 0,17 (s, 6H, PhOSi(CHa)s),
0,81 (s, 9H, SIC(CHs)s), 0,93 (s, 9H, SIC(CHa)s), 2,65-2,77 (m, 2H, NCH,), 3,95 (bs, 1H, OH),
4,64-4,68 (m, 1H, OCH), 6,80 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,19 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6).
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BC.NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 3 -4,8 (CHs), -4,6 (CHs), 17,8(C(CHa)s), 17,9 (C(CHa)s), 25,5
(C(CHa)s), 25,7 (C(CHa)s), 49,1 (CH:NH,), 74,5 (CHOH), 119,4 (2C, C-3, C-5), 127,4 (2C, C-2, C-6),
135,4 (C-1), 154,4 (C-4).

HRMS ber. 382,2598, gef. 382,2600 ([M+H]")
R:(DC) 0,25 (CH,CIly/MeOH = 19,5/0,5)
ts (HPLC) 15,69 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyloxy]-2-pivaloyl-amino-1-[4-

Br

(pivaloyloxy)phenyl]ethan

A
HO 07 Y0
94
162,64 mg (0,60 mmol) 16 wurden nach Methode B in innerhalb von 8 h in den Aktivester O-[(6-Brom-
7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfiihrt und dann nach
Methode D mit 1 Aq N,O-Bis-pivaloyl-octopamin (91) innerhalb von 5d umgesetzt. Nach Reinigung
mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, fg = 31,84 min)
wurden 36,3 mg (0,06 mmol, 10 %) 94 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,02 (s, 9H, NHCOC(CHs)s), 1,30 (s, 9H, OCOC(CHa)s), 3,44 (t,
%J=5,9, 2H, NHCH,), 5,39 (d, °J = 7,0, 2H, Cum-CH,0), 5,75 (t, °J = 6,4, 1H, CHOH), 6,21 (s, 1H,
CumH-3), 6,91 (s, 1H, CumH-8), 7,13 (d, °J = 7,1, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,39 (d, 3J = 8,4, 2H, PhH-2,
PhH-6), 7,79 (t, °J = 5,4, H, NH), 7,88 (s, 1H, CumH-5), 11,52 (bs, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 26,7 (OCOC(CHz)s), 27,2 (NHCHC(CHj)s), 38,0 (NHCHC(CHa)s),
38,5 (OCOC(CHy)s), 43,7 (NHCH,), 64,6 (Cum-CH,0), 77,7 (CHOH), 103,2 (CumC-8), 106,2 (CumC-
6), 109,6 (CumC-3), 110,3 (CumC-4a), 121,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,6 (2C, PhC-2, PhC-6), 128,6
(CumC-5), 134,9 (PhC-1), 149,0 (CumC-4), 150,7 (PhC-4), 153,5 (OCO,), 153,9 (CumC-7/CumC-8a),
157,5 (CumC-7/CumC-8a), 159,4 (CumC-2), 176,3 (COOPh), 177,8 (CONHCH,).

HRMS ber. 618,1333; gef. 618,1330 ([M+H]")
Schmp. 110-114 °C (Zers.)
R:(DC) 0,53 (CH,Clo/MeOH = 19/1), 0,00 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 15,67 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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1-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyloxy]-2-[(teri-
butoxycarbonyl)amino]-1-[4-(tert-butoxycarbonyloxy)phenyl]lethan

S AT

O\"/O
Br S (0]
HO O 6}
95

271,06 mg (1,0 mmol) 16 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5 h in den Aktivester O-[(6-
Brom-7-hydroxycumarin-4-ylymethyl]- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Gberfihrt und dann
nach Methode D mit 0,75 Aq N,O’-Bis-Boc-octopamin (92) innerhalb von 2 d bei 40 °C umgesetzt.
Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”, Nucleodur C 18 ec,
Ir = 33,74 min) wurden 105 mg (0,16 mmol, 21 %) 95 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,35 (s, 9H, NHCOC(CHg)s), 1,49 (s, 9H, OCOC(CHa)s), 3,27-3,37
(m, 2H, NHCH,), 5,40 (d, *J = 3,6, 2H, Cum-CH,0), 5,63-5,67 (m, 1H, CHOH), 6,21 (s, 1H, CumH-3),
6,91 (s, 1H, CumH-8), 7,18 (t, °J = 5,3, 1H NH), 7,21 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,40 (d, °J = 8,4,
2H, PhH-3, PhH-5), 7,87 (s, 1H, CumH-5), 11,51 (s, 1H, Cum-OH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSOQ): § 27,2 (OCO,C(CHs)s), 28,1 (NHOCOC(CHs)s), 44,7 (NHCH,), 64,5
(Cum-CH,0), 78,0 (OCO,C(CHs)s), 78,2 (CHOH), 83,3 (NHOCOC(CHjs)s), 103,2 (CumC-8), 106,2
(CumC-6), 109,3 (CumC-4a), 110,3 (CumC-6), 121,6 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,7 (2C, PhC-2, PhC-6),
128,6 (CumC-5), 135,1 (PhC-1), 149,1 (CumC-4), 150,6 (PhC-4), 151,1 (OCONH/OCO,Ph), 153,3
(Cum-CH,0CO,), 153,8 (CumC-7/CumC-8a), 155,6 (OCONH/OCOOPh), 157,5 (CumC-7/CumC-8a),
159,4 (CumC-2).

HRMS ber. 672,1051; gef. 672,1059 ([M+Na]")

Schmp. 110 °C

R; (DC) 0,78 (CH.Cl,/MeOH = 19/1), 0,52 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)
tr (HPLC) 16,66 min (20—95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyloxy]-2-[(tert-butyl-
dimethylsilyl)amino]-1-[4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl]lethan

ol
Y 5
7~
/SI\N
H
\[(O

0
Br. S o
HO () o)
96

251,7 mg (0,65 mmol) 16 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5 h in den Aktivester O-[(6-
Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfihrt und dann
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nach Methode D mit 0,75 Aq 1-Hydroxy-1-[4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl]-N-(tert-
butyldimethylsilyl)ethylamin (93) innerhalb von 75 min umgesetzt. Nach Reinigung mittels mittels
Flash-SC (CH.Cl,/MeOH = 100/1 bis 50/1) wurden 250 mg (0,37 mmol, 71 %) 96 als gelber Feststoff

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSOQ): § -0,15 (s, 3H, CHs), -0,03 (s, 3H, CHs), 0,16 (s, 6H, CHj), 0,79 (s,
9H, C(CHs)s), 0,93 (s, 9H, C(CHa)s), 3,05-3,14 (m, 2H, NCH,), 4,70 (t, °J = 6,0, 1H, CHOH), 5,23 (s,
2H, Cum-CHy,), 6,20 (s, 1H, CumH-3), 6,81 (d, °J = 8,3, 2H, PhH-2, PhH-6), 6,91 (s, 1H, CumH-8),
7,17 (d, °J = 8,3, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,58 (t, °*J = 5,7, 1H, NH), 7,88 (s, 1H, CumH-5), 11,50 (s, 1H,
Cum-OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 -5,0 (CHs), -4,6 (CHs), 17,8(C(CHs)s), 17,9 (C(CH)s), 25,5
(C(CHg)s), 25,6 (C(CHs)s), 49,1 (CHzNH,), 60,8 (CH;0), 72,9 (CHOH), 103,1 (CumC-8), 106,3 (CumC-
6), 108,7 (CumC-3), 110,5 (CumC-4a), 119,4 (2C, PhC-3. PhC-5), 127,2 (2C, PhC-2, PhC-6), 128,4
(CumC-5), 135,5 (PhC-1), 151,0 (CumC-4), 153,8 (CumC-7/CumC-8a), 154,3 (PhC-4), 155,4 (OCOy),
157,5 (CumC-7/CumC-8a), 159,7 (CumC-2).

ESI-MS ber. 678,2; gef. 678,2 ([M+H]")

Schmp. 80-83 °«C

R:(DC) 0,89 (CH,CIy/MeOH = 9/1), 0,52 (CH,Clo/MeOH = 19,5/0,5)
ts (HPLC) 21,11 min (50-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

1-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyloxy]-2-amino-1-(4-
hydroxyphenyl)ethan [0>~BHCMOC-caged Octopamin]

O\“/O
Br. S o
HO O o

97

68,0 mg (0,10 mmol) O-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]- N, O-Bis-(tert-butyl-
dimethylsilyl)-D,L-octopamin (96) und 55,1 mg (0,2 mmol) TAS-F wurden in DMF gegeben und 30 min
bei RT geruhrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels im Hochvakuum wurde der Rickstand in 4,5
ml 2M HCI in Dioxan aufgenommen und 25 min bei RT geriihrt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC
(2060 % B in A, 0-60 min, 10,0 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, fr=30,89 min) wurden 16,7 mg
(0,04 mmol, 37 %) 97 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): § 3,13 (t, °J = 5,9, 2H, NCH,), 4,51 (d, °J = 2,8, 1H, CHO), 5,24 (s,
2H, Cum-CH,), 6,22 (s, 1H, CumH-3), 6,71 (d, °J = 8,3, 2H, PhH-2, PhH-6), 6,92 (s, 1H, CumH-8),
7,11 (d, °J = 8,2, 2H, PhH-3, PhH-5), 7,51 (t, °J = 5,5, 1H, NH), 7,87 (s, 1H, CumH-5), 9,23 (s, 1H, Ph-
OH), 11,48 (s, TH, Cum-OH).
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3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 48,6 (CH,NH;), 60,7 (CH,0), 70,9 (CHOH), 103,2 (CumC-8), 106,2
(CumC-6), 108,4 (CumC-3), 110,5 (CumC-4a), 114,8 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,1 (2C, PhC-2, PhC-6),
128,4 (CumC-5), 133,8 (PhC-1), 151,2 (CumC-4), 153,8 (CumC-7/CumC-8a), 155,4 (OCO5), 156,4
(PhC-4), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 159,7 (CumC-2).

ESI-MS ber. 450,0183; gef. 450,0 ([M+H]")

Schmp. 165-169 °C

R:(DC) 0,31 (CH.Cl,/MeOH = 9/1), 0,92 (CH,Cl,/MeOH = 5/1),
0,90 (CH.Cl,/MeOH = 5/1 mit 1 % Et3N)

tr (HPLC) 7,57 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-

epinastin

[(HsC)sCOOCH,C],N 0~ o
98

a) 83,89 mg (0,20 mmol) 12 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 2,4 Aq. DIPEA und 2,4 Aq.
Chlorameisensaure-4-nitrophenylester innerhalo von 2h in den Aktivester O-{{7-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methyl}- O-p-nitrophenylcarbonat (56) UGberflihrt und dann
nach Methode C in CH,Cl, mit 1,2 Aq. Epinastin-hydrochlorid und 2,4 Aq. DMAP innerhalb von 22 h
umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20—95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C
18 ec, Ig = 26,45 min) wurden 13,9 mg (0,02 mmol, 10 %) 98 als hellgelber Feststoff erhalten.

b) 83,9 mg (0,20 mmol) 12 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5,5 h in den Aktivester O-
{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methyl}- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat
(59) Uberfiihrt und dann nach Methode D mit 1 Ag. Epinastin-hydrochlorid innerhalb von 30 min
umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (40—-80 % B in A, 0-60 min, 10,0 ml min™*, Nucleodur C
18 ec, g = 27,90 min) wurden 70,5 mg (0,1 mmol, 50 %) 98 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,41 (s, 18H, C(CHa)s), 3,72 (d, °J = 14,1, 1H, H-8), 3,98 (t, °J = 9,6,
1H, H-3), 4,21 (s, 4H, NCH,CO), 4,64 (d, 2J = 13,8, 1H, H-8), 4,93 (t, °J = 9,8, 1H, H-3), 5,45 (t, °J =
9,6, 1H, H-3a), 5,60 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,27 (s, 1H, CumH-3), 6,50 (d, *J=2,1, 1H, CumH-8), 6,59
(dd, *J=1,5,%=9,0, 1H, CumH-6), 7,26-7,64 (m, 9H, CumH-5, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11,
H-12), 8,92 (bs, 1H, NH), 9,46 (bs, 1H, NH).
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3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 27,7 (CHs), 36,64 (C-8), 52,3 (C-3), 53,5 (NCH,CO), 60,2 (C-3a),
64,3 (Cum-CH,0), 81,2 (C(CHs)3), 98,3 (CumC-8), 106,7 (CumC-3), 107,0 (CumC-4a), 109,2 (CumC-
6), 125,5 (CumC-5), 127,1, 127,5, 128,1, 128,4, 128,6, 128,7, 130,3 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-
11, C-12), 132,2 (C-7a/C-8a), 134,6 (C-3b), 135,2 (C-12a), 140,7 (C-7a/C-8a), 149,3 (CumC-4), 150,8
(OCON), 151,5 (CumC-7), 154,2 (C-1), 155,1 (CumC-8a), 160,4 (CumC-2), 168,8 (OCOC(CHj)s).

HRMS ber. 695,3075, gef. 695,3096 ([M+H]")

Schmp. 87-92 °C

R:(DC) 0,46 (CH,Cl,/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 14,61 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}epinastin
(BCMACMOC-caged Epinastin)

(HOOCH,C),N 0" o
99

49 mg (0,07 mmol) 98 wurden nach Methode E innerhalb von 1,5 h hydrolysiert. Die Reinigung

erfolgte mittels prap. HPLC (5-60% B in A, 0-60 min, 10,0 ml min'1, Nucleodur C 18 ec,

Ir = 15,72 min). Es wurden 31,9 mg (0,05 mmol, 77 %) 99 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 3,72 (d, 2J = 14,2, 1H, H-8), 4,00 (t, °J = 9,6, 1H, H-3), 4,24 (s, 4H,
NCH,CO), 4,65 (d, 2J = 14,0, 1H, H-8), 4,93 (t, °*J = 9,7, 1H, H-3), 5,45 (t, °J = 9,6, 1H, H-3a), 5,59 (s,
2H, Cum-CH,0), 6,26 (s, 1H, CumH-3), 6,51 (d, *J = 1,8, 1H, CumH-8), 6,62 (dd, *J=1,8,%J = 9,0,
1H, CumH-6), 7,27-7,63 (m, 9H, CumH-5, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12), 8,91 (bs, 1H,
NH), 9,44 (bs, 1H, NH), 12,99 (bs, 2H, COOH).
3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): & 36,7 (C-8), 52,1 (C-3), 52,9 (NCH,CO), 60,2 (C-3a), 64,2 (Cum-
CH.0), 98,1 (CumC-8), 106,5 (CumC-3), 106,8 (CumC-4a), 109,2 (CumC-6), 125,5, 127,1, 127,5,
128,1, 128,4, 128,6, 128,8 130,29, 130,33 (CumC-5, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11, C-12), 132,2
(C-7a/C-8a), 134,6 (C-3b), 135,2 (C-12a), 140,7 (C-7a/C-8a), 149,3 (CumC-4), 150,8 (OCON), 151,6
(CumC-7), 154,2 (C-1), 155,2 (CumC-8a), 160,4 (CumC-2), 171,4 (COOH).
Elementaranalyse Cj;HysN4Og (1 TFA): ber. C 56,90 %, H 3,91 %, N 8,04 %,

gef. C 56,44 %, H 3,99 %, N 8,43 %
HRMS ber. 583,1823, gef. 583,1876 ([M+H]")
Schmp. 148 °C
tr (HPLC) 7,89 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyl]epinastin (BHCMOC-
caged Epinastin)

Br

HO 0~ o
100

67,8 mg (0,25 mmol) 16 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5,5 h in den Aktivester O-[(6-
Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfihrt und dann
nach Methode D mit 1 Aq. Epinastin-hydrochlorid innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung
mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-60 min, 10,0 ml min”', Nucleodur C 18 ec, ts = 25,53 min)
wurden 43,4 mg (0,08 mmol, 32 %) 100 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): § 3,72 (d, °J = 14,1, 1H, H-8), 4,01 (t, °J = 9,5, 1H, H-3), 4,64 (d, °J =
13,8, 1H, H-8), 4,94 (t, °J = 9,8, 1H, H-3), 5,46 (t, °J = 9,6, 1H, H-3a), 5,65 (s, 2H, CH,0), 6,42 (s, 1H,
CumH-3), 6,96 (s, 1H, CumH-8), 7,27-7,62 (m, 8 H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12), 8,02
(s, 1H, CumH-5), 8,92 (bs, 1H, NH), 9,46 (bs, 1H, NH), 11,81 (bs, 1H, OH).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 36,7 (C-8), 52,1 (C-3), 60,2 (C-3a), 64,1 (Cum-CH,0), 103,2
(CumC-8), 106,4 (CumC-6), 109,2 (CumC-3), 110,1 (CumC-4a), 127,1, 127,5, 128,1, 128,4, 128,7,
128,8, 130,3 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11, C-12), 132,2 (C-7a/C-8a), 134,6 (C-3b/C-12a),
135,1 (C-3b/C-12a), 140,7 (C-7a/C-8a), 148,8 (CumC-4), 150,7 (OCON), 153,8 (CumC-8a), 154,2 (C-
1), 157,7 (CumC-7), 159,7 (CumC-2).

HRMS ber. 546,0659; gef. 546,0677 ([M+H]")

Schmp. 118,7 °C

R:(DC) 0,13 (CH.Cl,/MeOH = 19/1), 0,56 (CH,Clo/MeOH = 9/1)
tr (HPLC) 10,17 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methoxycarbonyl}epinastin

Br:

HO 0™ 0
N[CH,COOC(CH3)s],
101
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a) 264,2 mg (0,5 mmol) 17 wurden nach Methode B in DMF innerhalb innerhalb von 12 h in den
Aktivester O-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-
O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (61) Uberfiihrt und dann nach Methode D mit 1 Aq. Epinastin-
hydrochlorid innerhalb von 30 min umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (40-95 % B in A,
0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, iz = 21,32 min) wurden 81 mg (0,10 mmol, 20 %) 101 als
farbloser Feststoff erhalten.

b) 132,1 mg (0,25 mmol) 17 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-(2,5-

dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (61) dberfilhrt und dann nach Methode D mit 1 Aqg. Epinastin-
hydrochlorid innerhalb von 45 min umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (50-80 % B in A,
0-60 min, 10,0 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, iz = 24,6 min) wurden 49,9 mg (0,06 mmol, 25 %) 101 als

farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO0): § 1,43 (s, 18H, C(CHs)s), 3,47 (s, 4H, NCH,CO), 3,73 (d, °J = 14,1,
1H, H-8), 4,01 (t, °J = 9,5, 1H, H-3), 4,18 (s, 2H, CH,NCH.CO), 4,65 (d, °J = 13,8, 1H, H-8), 4,94 (t, °J
= 9,6, 1H, H-3), 5,50 (t, °*J = 9,6, 1H, H-3a), 5,66 (s, 2H, CH,0), 6,43 (s, 1H, CumH-3), 7,27-7,62 (m, 8
H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12), 8,02 (s, 1H, CumH-5), 8,92 (s, 1H, NH), 9,47 (s, 1H,
NH).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): & 27,7 (C(CHa)s), 36,7 (C-8), 47,8 (Cum-CH,N), 52,1 (C-3), 54,7
(NCH,CO), 60,2 (C-3a), 64,2 (Cum-CH,0), 81,6 (C(CHs)s), 106,3 (CumC-6), 108,9 (CumC-3), 109,9
(CumC-4a), 110,2 (CumC-8), 127,5 (CumC-5), 127,1, 128,1, 128,4, 128,7, 128,8, 130,3 (C-4, C-5, C-
6, C-7, C-9, C-10, C-11, C-12), 132,2 (C-7a/C-8a), 134,6 (C-3b), 135,2 (C-12a), 140,7 (C-7a/C-8a),
149,0 (CumC-4), 150,7 (OCON), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 154,2 (C-1), 157,5 (CumC-7/CumC-8a),
159,1 (CumC-2), 169,9 (OCOC(CHs)3).

HRMS ber. 803,2286, gef. 803,2293 ([M+H]")

Schmp. 91-94 °C

R; (DC) 0,49 (CH,CIy/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 16,11 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-
yl}methoxy-carbonyl}epinastin (BBHCMOC-caged Epinastin)

Br.

HO 0~ o
N(CH,COOH),
102
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41,50 mg (0,05 mmol) 101 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels préap.
HPLC (20-95% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, tgr = 15,45 min). Nach der
Lyophilisierung wurden 35,00 mg (0,05 mmol, 98 %) 102 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 3,52 (s, 4H, NCH,CO), 3,73 (d, 2J = 14,1, 1H, H-8), 4,01 (t, °*J=9,5,
1H, H-3), 4,20 (s, 2H, CH,NCH,CO), 4,65 (d, °J = 14,1, 1H, H-8), 4,94 (t, °J = 9,8, 1H, H-3), 5,46 (t, °J
= 9,6, 1H, H-3a), 5,65 (s, 2H, CH,0), 6,43 (s, 1H, CumH-3), 7,27-7,62 (m, 8H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9,
H-10, H-11, H-12), 8,0 (s, 1H, CumH-5), 8,92 (bs, 1H, NH), 9,47 (bs, 1H, NH), 12,74 (bs, 2H, COOH).
3C-NMR (75,5 MHz, de-DMSO): & 36,7 (C-8), 47,9 (Cum-CH;N), 52,1 (C-3), 53,5 (NCH,CO), 60,2 (C-
3a), 64,2 (Cum-CH,0), 106,3 (CumC-6), 109,1 (CumC-3), 109,8 (CumC-4a), 110,3 (CumC-8), 127,4
(CumC-5), 127,0, 127,5, 128,1, 128,4, 128,6, 128,7, 130,3 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11, C-
12), 132,2 (C-7a/C-8a), 134,6 (C-3b), 135,1 (C-12a), 140,7 (C-7a/C-8a), 148,9 (CumC-4), 150,7
(OCON), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 154,2 (C-1), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,2 (CumC-2), 172,2
(COOH).

HRMS ber. 691,1034, gef. 691,1018 ([M+H]")
Schmp. 139 °C
tr (HPLC) 8,88 min (2095 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methoxycarbonyl}-

emetin *°°
8 7
A5
1
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a) 99,20 mg (0,24 mmol) 12 wurden nach Methode A in CH,Cl, mit 1,2 Aq. DIPEA und 1,2 Aq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 0,5h in den Aktivester O-{{7-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)amino]cumarin-4-yl}methyl}- O-p-nitrophenylcarbonat (56) UGberflihrt und dann
nach Methode C in CH,Cl, mit 1,2 Aq. Emetin-dihydrochlorid-hydrat und 3 Ag. DIPEA innerhalb von
12 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20-95% B in A, 0-60 min, 10,0 ml min™,
Nucleodur C 18 ec, tz = 33,60 min) wurden 117,3 mg (0,13 mmol, 54 %) 103 als hellgelber Feststoff

erhalten.

b) 104,9 mg (0,25 mmol) 12 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5,5 h in den Aktivester O-
{{7-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methyl}- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat
(59) Uberfiihrt und dann nach Methode D mit 1 Ag. Emetin-dihydrochlorid-hydrat innerhalb von 1,5 h
umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (40—-80 % B in A, 0-60 min, 10,0 ml min™*, Nucleodur C
18 ec, Iz = 28,40 min) wurden 147.,4 mg (0,16 mmol, 64 %) 103 als hellgelber Feststoff erhalten.
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'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): § 0,85 (t, °J = 6,9, 3H, CH,CHg), 1,15-1,33 (m, 2H, H-14,, H-12), 1,41
(s, 18H, C(CHa)s), 1,41-1,62 (m, 4H, H-2, H-3, H-10°, H-12), 2,15-2,18 (m, 1H, H-10°), 2,69-2,93 (m,
4H), 3,10-3,48 (m, 5H), 3,55 (s, 3H, OCHj), 3,58-3,67 (m, 1H), 3,72 u. 3,74 (s, 9H, OCH), 4,05-4,12
(m, 1H, H-1), 4,18-4,21 (m, 5H, Cum-NCH,CO), 5,16-5,55 (m, 3H, Cum-CH,0, H-10°), 5,98 (s, 1H,
CumH-3), 6,40 (d, *J = 1,6, 1H, CumH-8), 6,57 (dd, *J = 1,8, °J = 9,0, 1H, CumH-6), 6,72, 6,76, 6,80,
6,89 (s, 4H, H-5°, H-8, H-8, H-11), 7,55 (d, ®*J = 9,0, 1H, CumH-5), 9,81 (bs, 1H, NH).

3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 9,9 (C-13), 21,7, 25,3, 27,5, 27,7 (C(CHa)s), 32,9, 35,4, 36,9, 37,1,
50,7, 50,9 (C-6, C-1°), 53,5 (NCH,CO), 54,7, 55,3 (OCHj3), 55,46 (OCHs), 55,50 (OCHjz), 55,7 (OCHs),
57,5, 62,4 (Cum-CH,0), 62,6, 81,1 (C(CHs)s), 98,2 (CumC-8), 105,6 (CumC-3), 106,8 (CumC-4a),
109,2 (CumC-6), 108,0, 110,6, 111,7, 112,1 (C-5', C-8, C-8, C-11), 123,4, 123,5, 125,0, 129,4 (C-4a,
C-8a, C-7a, C-11a), 125,2 (CumC-5), 147,2, 147,6, 147,8, 1483 (C-6’, C-7', C-9, C-10), 151,5
(CumC-7), 152,0 (CumC-4), 154,5 (Cum-CH,OCOQO), 155,0 (CumC-8a), 160,4 (CumC-2), 168,8
(OCOC(CHs)s).

HRMS ber. 926,4803, gef. 926,4817 ([M+H]")

Schmp. 143 °C

R; (DC) 0,36 (CH,CIl,/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 14,93 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{7-[Bis(carboxymethyl)amino]Jcumarin-4-yl}methoxycarbonyl}emetin
(BCMACMOC-caged Emetin)
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99 mg (0,11 mmol) 103 wurden nach Methode E innerhalb von 1 h hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte
mittels préap. HPLC (20—95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 15,72 min). Es
wurden 65,0 mg (0,07 mmol, 61 %) 104 als hellgelber Feststoffs erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): & 0,84 (t, °J = 7,0, 3H, CH,CHa), 1,14-1,28 (m, 2H, H-1,, H-12), 1,42-
1,62 (M, 4H, H-2, H-3, H-10°, H-12), 2,12-2,18 (m, 1H, H-10°), 2,70-2,93 (m, 4H), 3,16-3,52 (m, 5H),
3,59 (s, 3H, OCHj), 3,59-3,72 (m, 1H), 3,72 u. 3,74 (s, 9H, OCHs), 3,92-4,05 (m, 1H, H-1°), 4,21 (bs,
5H, Cum-NCH,CO), 5,22-5,51 (m, 3H, Cum-CH,0, H-10%), 5,98 (s, 1H, CumH-3), 6,42 (s, 1H, CumH-
8), 6,58-6,63 (m, 1H, CumH-6), 6,74, 6,78, 6,80, 6,89 (4xs, 4H, H-5°, H-8, H-8, H-11), 7,55 (d,
%J=8,6, 1H, CumH-5), 9,79 (bs, 1H, NH), 12,95 (bs, 2H, COOH).
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3C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): § 9,9 (CHs-13), 21,7, 25,3, 27,5, 33,0, 35,3, 36,9, 37,2, 50,8, 51,0
(C-6, C-19, 52,8 (NCH,CO), 55,3 (OCHj3), 55,49 (OCHgz), 55,54 (OCHg3), 55,7 (OCH,3), 57,5, 62,5
(Cum-CH,0), 62,6, 98,1 (CumC-8), 105,7 (CumC-3), 106,7 (CumC-4a), 109,2 (CumC-6), 108,0,
110,6, 111,8, 112,1 (C-5°, C-8, C-8, C-11), 123,4, 123,5, 125,0, 129,4 (C-4'a, C-84a, C-7a, C-11a),
125,2 (CumC-5), 147,2, 147,6, 147,8, 148,4 (C-6’, C-7’, C-9, C-10), 151,6 (CumC-7), 151,9 (CumC-4),
154,5 (Cum-CH,OCO), 155,1 (CumC-8a), 160,3 (CumC-2), 171,3 (COOH).

HRMS ber. 814,3546, gef. 814,3546 ([M+H]")
Schmp. 150 °C
tr (HPLC) 8,72 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methoxycarbonyllemetin (BHCMOC-caged
Emetin)

HO (0) 0]

105
a) 500 mg (1,84 mmol) 16 wurden nach Methode A in THF mit 2 Ag. DIPEA und 1,5 Aaq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1 h in den Aktivester O-[(6-Brom-7-hydroxy-
cumarin-4-yl)methyl]- O-p-nitrophenylcarbonat (57) Uberfihrt und dann nach Methode C in DMF mit
1,2 Aq. Emetin-dihydrochlorid-hydrat und 2,4 Aq. DMAP innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung
mittels Flash-SC (CH.Cl,/MeOH = 200/1 bis 200/10) wurden 868,3 mg (1,12 mmol, 61 %) 105 als
farbloser Feststoff erhalten.

b) 135,53 mg (0,5 mmol) 16 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl]-O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Uberfiinrt und dann
nach Methode D mit 1 Aq. Emetin-dihydrochlorid-hydrat innerhalb von 4 h umgesetzt. Nach Reinigung
mittels Flash-SC (CH.Clo/MeOH = 200/1 bis 200/10) wurden 258,4 mg (0,33 mmol, 67 %) 105 als
farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): & 0,86 (t, °J = 6,7, 3H, CHs), 1,03 (t, °J = 6,0, 1H, H-1,,), 1,23-1,31 (m,
1H, H-12), 1,35-1,53 (m, 2H, H-3, H-10°), 1,62-1,64 (m, 2H, H-2, H-12), 2,12-2,18 (m, 1H, H-10"), 2,76-
2,93 (m, 4H), 3,11-3,35 (m, 5H), 3,50-3,68 (m, 1H), 3,56 (s, 3H, OCHs), 3,72, 3,74 (s, 9H, OCHy),
3,93-3,99 (m, 1H), 4,19-4,25 (m, 1H), 5,16-5,42 (m, 3H, Cum-CH,0, H-10%, 6,14 (s, 1H, CumH-3),
6,71, 6,73, 6,80, 6,89 (s, 4H, H-5°, PhH-8, PhH-8‘, PhH-11), 6,83 (s, 1H, CumH-8), 7,94 (s, 1H, CumH-
5), 9,81 (bs, 1H, NH), 11,69 (bs, 1H, Cum-OH).



Experimenteller Teil 150

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO0): § 9,9 (C-13), 21,7, 25,2, 27,4, 32,7, 35,5, 37,0, 37,1, 50,8, 50,9 (C-6,
PhC-1%), 55,2 (OCHj,3), 55,5 (OCHa), 55,6 (OCH3), 55,7 (OCHa), 57,6, 62,5, 62,6 (Cum-CH,0), 103,1
(CumcC-8), 106,3 (CumC-6), 107,8, 110,6, 111,8, 112,2 (C-5', C-8’, C-8, C-11), 108,1 (CumC-3), 110,3
(CumC-4a), 123,3, 123,4, 124,9, 129,4 (C-4'a, C-8’a, C-7a, C-11a), 128,4 (CumC-5), 147,2, 1476,
147,8, 148,3 (C-6', C-7°, C-9, C-10), 151,4 (CumC-4), 153,8 (CumC-7/CumC-8a), 154,3 (Cum-
CH,0CO), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,5 (CumC-2).

HRMS ber. 777,2381; gef. 777,2386 ([M+H]")

Schmp. 170-178 °C

R:(DC) 0,54 (CH.Cl,/MeOH = 9/1)

tr (HPLC) 10,72 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-
4-yl}methoxycarbonyl}emetin

Br

HO 0" o

NICH,COOC(CHy)slo

106

a) 101 mg (0,19 mmol) 17 wurden nach Methode A in THF mit 1,2 Ag. DIPEA und 1,2 Aaq.
Chlorameisenséaure-4-nitrophenylester innerhalb von 1,5h in den Aktivester O-{{8-[Bis(tert-
butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-p-nitrophenylcarbonat
(58) tberfiihrt und dann nach Methode C in DMF mit 1,2 Aq. Emetin-dihydrochlorid-hydrat und 2,4 Aq.
DMAP innerhalb von 1 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap. HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min,
13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, iz = 33,28 min) wurden 88,3 mg (0,09 mmol, 45 %) 106 als farbloser
Feststoff erhalten.

b) 528,39 mg (1,0 mmol) 17 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-
{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}-O-(2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (61) uberfihrt und dann nach Methode D mit 0,75 Ag. Emetin-
dihydrochlorid-hydrat und 2 Ag. Et;N innerhalb von 30 min umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™', Nucleodur C 18 ec, t; = 33,28 min) wurden 312,6 mg
(0,03 mmol, 40 %) 106 als farbloser Feststoff erhalten.



Experimenteller Teil 151

'H-NMR (300 MHz, d-DMSO): § 0,86 (t, °J = 6,9, 3H, CH,CHs), 1,03 (t, °J = 6,1, 1H, H-1,,), 1,20-1,30
(m, 1H, H-12), 1,42 (s, 18H, C(CHa)s), 1,42-1,62 (m, 4H, H-2, H-3, H-10°, H-12), 2,12-2,18 (m, 1H, H-
10Y, 2,75-2,96 (m, 4H), 3,10-3,36 (m, 5H), 3,42 (s, 4H, Cum-CH,NCH,CO), 3,54 (s, 3H, OCHj), 3,59-
3,68 (m, 1H), 3,72 u. 3,74 (s, 9H, OCHy), 3,94-4,07 (m, 3H, Cum-CH,N, H-1), 4,15-4,23 (m, 1H), 5,15-
5,48 (m, 3H, Cum-CH,0, H-10°), 6,17 (s, 1H, CumH-3), 6,69, 6,73, 6,79, 6,89 (s, 4H, H-5*, H-8, H-8',
H-11), 7,93 (s, 1H, CumH-5), 9,80 (bs, 1H, NH).

3C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO): § 9,8 (H-13), 21,7, 25,3, 27,4, 27,7 (C(CHa)s), 32,60, 35,4, 36,9,
37,2, 47,8 (Cum-CH,N), 50,8, 51,0 (C-6, C-1°), 54,7 (NCH,CO), 55,1 (OCHj), 55,4 (OCHj), 55,5
(OCHg), 55,7 (OCHjg), 57,6, 62,5 (Cum-CH,0), 62,6, 81,5 (C(CHs)s), 106,3 (CumC-6), 107,8, 110,86,
111,6, 112,2 (C-5, C-8, C-8, C-11), 108,0 (CumC-3), 110,1 (CumC-8), 110,2 (CumC-4a), 123,3,
123,4, 124,9, 129,4 (C-4’a, C-8'a, C-7a, C-11a), 127,3 (CumC-5), 147,2, 147,6, 147,7, 148,3 (C-6, C-
7', C-9, C-10), 151,6 (CumC-4), 151,7 (CumC-7/CumC-8a), 154,4 (Cum-CH,OCO), 157,4 (CumC-
7/CumC-8a), 159,1 (CumC-2), 169,8 (OCOC(CHs)s).

HRMS ber. 1034,4014, gef. 1034,4022 ([M+H]")

Schmp. 142 °C

R; (DC) 0,67 (CHCIy/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 15,94 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-
yl}methoxy-carbonyl}emetin (BBHCMOC-caged Emetin)

HO 0~ o
N(CH,COOH),
107
50,00 mg (0,05 mmol) 106 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels prap.
HPLC (20-95% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min", Nucleodur C 18 ec, t; = 17,38 min). Nach der
Lyophilisierung wurden 36,3 mg (0,04 mmol, 82 %) 107 als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (300 MHz, d-DMSO): 6 0,85 (t, °J = 6,5, 3H, CH,CH,), 1,03 (t, °J = 5,9, 1H, H-1,,), 1,23-1,29
(m, 1H, H-12), 1,42-1,63 (m, 4H, H-2, H-3, H-10°, H-12), 2,08-2,17 (m, 1H, H-10°), 2,71-2,94 (m, 4H),
3,13-3,35 (m, 5H), 3,46 (s, 4H, Cum-CH,NCH,CO), 3,53 (s, 3H, OCHs), 3,59-3,63 (m, 3H, NCH,CO),
3,72, 3,73 (s, 9H, OCHjs), 3,93-4,02 (m, 3H, Cum-CH,N, H-1°), 4,20-4,23 (m, 1H), 5,18-5,47 (m, 3H,
Cum-CH,0, H-10), 6,17 (s, 1H, CumH-3), 6,65, 6,73, 6,78, 6,88 (s, 4H, H-5°, H-8, H-8, H-11), 7,92 (s,
1H, CumH-5), 9,88 (bs, 1H, NH).
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*C-NMR (75,5 MHz, d-DMSO): § 9,8 (H-13), 21,7, 25,3, 27,4, 32,5, 35,5, 36,9, 37,2, 47,8 (Cum-
CH:N), 50,87, 50,92 (C-6, C-19), 53,5 (NCH,CO), 55,1 (OCHy), 55,47 (OCHj3), 55,51 (OCHjs), 55,7
(OCHjy), 57,6, 62,6 (Cum-CH.0), 62,7, 106,3 (CumC-6), 107,8, 110,6, 111,6, 112,2 (C-5, C-8', C-8, C-
11), 108,0 (CumC-3), 110,09 (CumC-8), 110,14 (CumC-4a), 123,3, 123,4, 124,9, 129,4 (C-4’'a, C-8a,
C-7a, C-11a), 127,2 (CumC-5), 147,2, 147,6, 147,7, 148,3 (C-6’, C-7’, C-9, C-10), 151,7 (CumC-4),
151,8 (CumC-7/CumC-8a), 154,4 (Cum-CH,OCO), 157,6 (CumC-7/CumC-8a), 159,2 (CumC-2), 172,1
(COQH).
Elementaranalyse C,;sHs:BrNs;O43: ber. C 58,57 %, H 5,68 %, N 4,55 %,

gef. C 58,78 %, H 5,69 %, N 4,53 %

HRMS ber. 922,2756, gef. 922,2723 ([M+H]")
Schmp. 168-173 °C
tr (HPLC) 9,48 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-[(6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl) methoxycarbonyl]anisomycin® (BHCMOC-
caged Anisomycin)

OH o
e®
Br (e} =
A
\@\O/
HO O [¢]
108

51,5 mg (0,19 mmol) 16 wurden nach Methode B in THF innerhalb von 5,5 h in den Aktivester O-[(6-
Brom-7-hydroxycumarin-4-ylymethyl]- O-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (60) Gberfihrt und dann
nach Methode D mit 1 Aqg. Anisomycin innerhalb von 4,5 h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prap.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min”', Nucleodur C 18 ec, t; = 23,35 min) wurden 35,8 mg
(0,06 mmol, 34 %) 108 als farbloser Feststoff in Form eines Konformerengemisches im Verhéltnis
1,2:1 erhalten.

'H-NMR (600 MHz, ds-DMSO): & 2,08 (s, 3H, OCOCHj), 2,67-2,77 (m, 1H, CH,Ph), 2,93-3,20 (m, 1H,
CH.Ph), 3,33-3,54 (m, 2H, CH:N), 3,71 (s, 3H, OCHs), 3,89 (s, 1H, CHOH), 4,20-4,29 (m, 1H,
CHOCOCHs), 5,38 (s, 2H, Cum-CH,), 6,18 (s, 1H, CumH-3), 6,76-6,84 (m, 2H, Ph-3, Ph-5), 6,93 (s,
1H, CumH-8), 6,89-7,09 (m, 2H, Ph-2, Ph-6), 7,94 (s, 1H, CumH-5), 11,56 (bs, 1H, OH).

'H-NMR (600 MHz, ds-DMSO, 293 K): & 2,06, 2,08 (s, 3H, OCOCH;), 2,68-2,75 (m, 2H, CH,Ph), 2,99
(d, °J=5,9, 1H, CH,Ph), 3,01 (d, *J = 3,8, 1H, CH.Ph), 3,17 (d, °J = 3,8, 1H, CH,Ph), 3,20 (d, °J = 3,3,
1H, CH,Ph), 3,34-3,52 (m, 2H, CH,N), 3,67, 3,71 (s, 3H, OCH,), 3,87-3,88 (m, 1H, CHOH), 3,91-3,92
(m, 1H, CHOH), 4,19-4,22 (m, 1H, CHN), 4,27-4,30 (m, 1H, CHN), 4,68 (t, °*J = 4,4, 1H, CHOCOCHs),
4,70 (t, °J = 4,6, 1H, CHOCOCHs), 5,28-5,35 (m, 2H, Cum-CH,), 5,39 (s, 2H, Cum-CH,), 6,18, 6,19 (s,
1H, CumH-3), 6,77 (d, °J = 8,2, 2H, Ph-3, Ph-5), 6,83 (d, °J = 8,3, 2H, Ph-3, Ph-5), 6,92, 6,93 (s, 1H,
CumH-8), 6,99 (d, °J = 8,8, 2H, Ph-2, Ph-6), 7,06 (d, °J = 8,3, 2H, Ph-2, Ph-6), 7,94, 7,95 (s, 1H,
CumH-5), 11,55, 11,57 (bs, 1H, OH).



Experimenteller Teil 153

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO0,): § 20,7 (OCOCHS,), 31,9, 33,2 (CH,Ph), 52,1, 52,2 (CH,N), 54,9
(OCHj3), 59,1, 59,8 (CHN), 61,7, 62,3 (Cum-CH,0), 69,9, 70,2 (CHOH), 76,5, 77,3 (CHOCOCHS,),
103,2 (CumC-8), 106,3 (CumC-6), 108,4, 109,5 (CumC-3), 110,4, 110,6 (CumC-4a), 113,7, 113,8 (Ph-
3, PhC-5), 128,5, 128,7 (CumC-5), 129,5, 129,7 (PhC-1), 130,0 (2C, PhC-2, PhC-6), 150,2, 150,9
(CumC-4), 153,8, 153,9 (OCON), 154,1 (CumC-7/CumC-8a), 157,4 (CumC-7/CumC-8a), 157,7 (PhC-
4),159,7 (CumC-2), 169,6 (OCOCHS,).
Elementaranalyse CosH2,BrNOg: ber. C 53,39 %, H 4,30 %, N 2,49 %;

gef. C 53,64 %, H 4,21 %, N 2,54 %

HRMS ber. 562,0707; gef. 562,0719 ([M+H]")

Schmp. 92 °C

R:(DC) 0,51 (CH,Cly/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 11,50 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-

OH o

4-yl}methoxycarbonyl}lanisomycin
'”O>\

o\"/ N
Br. (¢]
A
\@\O/
HO 07" Yo

N[CH,COOC(CHs)3l2

we
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105,68 mg (0,2 mmol) 17 wurden nach Methode B in DMF innerhalb von 12 h in den Aktivester O-{{8-
[Bis(tert-butoxycarbonylmethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}methyl}- O-(2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (61) Gberfiihrt und dann nach Methode D mit 0,75 Ag. Anisomycin und
2 Ag. EtsN innerhalb von 1h umgesetzt. Nach Reinigung mittels prdp. HPLC (20-95% B in A,
0-40 min, 13,8 ml min”, Nucleodur C 18 ec, t; = 36,80 min) wurden 104,9 mg (0,13 mmol, 64 %) 109

als farbloser Feststoff in Form eines Konformerengemisches im Verhaltnis 1,8:1 erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,42 (s, 18H, C(CHs)s), 2,07 (s, 3H, OCOCH,), 2,08 (s, 3H,
OCOCHj), 2,70-2,80 (m, 2H, CH,Ph), 2,93-3,02 (m, 1H, CH,Ph), 3,17-3,23 (m, 1H, CH,Ph), 3,36-3,56
(m, 2H, NCH,COH), 3,67 (s, 3H, OCHjg), 3,71 (s, 3H, OCHs), 3,89 (bs, 1H, CHOH), 4,16 (s, 2H,
CH,NCH,CO), 4,21-4,27 (m, 1H, CHN), 4,69 (bs, 1H, CHOCOCH,), 5,22-5,54 (m, 2H, Cum-CH,0),
5,39 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,18 (s, 1H, CumH-3), 6,31 (s, 1H, CumH-3), 6,77 (d, ®J = 7,8, 2H, PhH-3,
PhH-5), 6,83 (d, °J = 8,1, 2H, PhH-3, PhH-5), 6,98 (d, °J = 7,8, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,06 (d, ®J = 8,1,
2H, PhH-2, PhH-6), 7,90 (s, 1H, CumH-5), 7,92 (s, 1H, CumH-5).



Experimenteller Teil 154

BC-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 20,7 (OCOCH;), 27,7 (C(CHa)s), 31,9 (CHPh), 47,9 (Cum-CH,N),
52,0 (CHOHCH.N), 54,7 (NCH,OCOC(CHs)s), 54,9 (OCHa), 59,7 (CH,OH), 61,6 (Cum-CH,), 61,8
(Cum-CH,), 70,2 (CHOH), 76,5 (CHOCOCH,), 81,5 (C(CHa)s), 106,3 (CumC-6), 108,9 (CumC-3),
110,1 (C-8), 110,2 (C-4a), 113,6 (2C, PhC-3, PhC-5), 113,7 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,2 (CumC-5),
127,3 (CumC-5), 129,5 (PhC-1), 129,9 (2C, PhC-2, PhC-6), 149,7 (CumC-4), 151,7 (CumC-7/CumC-
8a), 153,8 (OCON), 157,5 (CumC-7/CumC-8a), 157,7 (PhC-4), 159,1 (CumC-2), 159,2 (CumC-2),
169,6 (COOCH,), 172,7 (OCOC(CHy)s).

HRMS ber. 819,2334, gef. 819,2335 ([M+H]")

Schmp. 58 °C

R; (DC) 0,60 (CH,CIly/MeOH = 19/1)

tr (HPLC) 18,62 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

N-{{8-[Bis(carboxymethyl)aminomethyl]-6-brom-7-hydroxycumarin-4-yl}-
methoxycarbonyl}anisomycin (BBHCMOC-caged Anisomycin)

OH o

v
Br. (0] =
A
\@\O/
HO O (6]
N(CH,COOH),
110

16,00 mg (0,02 mmol) 109 wurden nach Methode E hydrolysiert. Die Reinigung erfolgte mittels préap.
HPLC (5-50% B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, fz = 35,00 min). Nach der
Lyophilisierung wurden 9,2 mg (0,01 mmol, 67 %) 110 als farbloser Feststoff in Form eines als

Konformerengemisches 1,5:1 erhalten.

'H-NMR (750 MHz, ds-DMSO): § 2,06 (s, 3H, COOCH,), 2,08 (s, 3H, COOCHs), 2,69-2,76 (m, 2H,
CH,Ph), 3,00 (dd, °J = 4,1, 2J = 12,6, 1H, CH.Ph), 3,19 (dd, *J = 3,4, °J = 13,5, 1H, CH,Ph), 3,41-3,44
(m, 2H, NCH,COH), 3,51 (s, 2H, NCH,CO), 3,52 (s, 2H, NCH,CO), 3,67 (s, 3H, OCHs), 3,71 (s, 3H,
OCHs), 3,88 (d, °J = 3,6, 1H, CHOH), 3,92 (d, °J = 4,2, 1H, CHOH), 4,20 (s, 2H, Cum-CH,N), 4,22-
4,21 (m, 1H, CHN), 4,30-4,27 (m, 1H, CHN), 4,68 (t, °J = 4,7, 1H, CHOCOCH;), 4,71 (t, °J = 5,1, 1H,
CHOCOCHj3), 5,28-5,35 (m, 2H, Cum-CH,0), 5,39 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,18 (s, 1H, CumH-3), 6,77 (d,
%J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 6,83 (d, °J = 8,4, 2H, PhH-3, PhH-5), 6,99 (d, °J = 8,2, 2H, PhH-2, PhH-
6), 7,06 (d, °J = 8,5, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,92 (s, 1H, CumH-5), 7,93 (s, 1H, CumH-5), 12,73 (bs, 2H,
COOH).



Experimenteller Teil 155

'H-NMR (750 MHz, ds-DMSO): & 2,06 u. 2,08 (s, 3H, OCOCHs), 2,69-2,76 (m, 2H, CH,Ph), 3,00, 3,19
(dd, ®J = 4,1 u. 3,4, 2J = 12,6 u. 13,5, 1H, CH,Ph), 3,41-3,44 (m, 2H, NCH,COH), 3,51, 3,52 (s, 2H,
NCH,CO), 3,67, 3,71 (s, 3H, OCHj), 3,88, 3,92 (d, °J = 3,6 u. 4,2, 1H, CHOH), 4,20 (s, 2H, Cum-
CH.N), 4,21-4,22, 4,27-4,30 (m, 1H, CHN), 4,68, 4,71 (t, °J = 4,7 u. 5,1, 1H, CHOCOCH,), 5,28-5,35
(m, 2H, Cum-CH,0), 5,39 (s, 2H, Cum-CH,0), 6,18 (s, 1H, CumH-3), 6,77 u. 6,83 (d, °J = 8,4, 2H,
PhH-3, PhH-5), 6,99, 7,06 (d, °J = 8,2 u. 8,5, 2H, PhH-2, PhH-6), 7,92, 7,93 (s, 1H, CumH-5), 12,73
(bs, 2H, COOH).
¥C-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 5 20,7 (COOCH;), 31,9 (CH.Ph), 47,9 (Cum-CH,N), 52,0
(CHOHCH:N), 53,5 (NCH,COOH), 54,9 (OCHj), 59,7 (CH,OH), 70,2 (CHOH), 76,5 (CHCOOCH,),
106,2 (CumC-6), 108,3 (CumC-3), 110,2 (C-8), 110,3 (C-4a), 113,7 (2C, PhC-3, PhC-5), 127,2
(CumC-5), 129,7 (PhC-1), 129,9 (2C, PhC-2, PhC-6), 151,8 (CumC-4), 153,8 (COON), 154,1 (CumC-
7/CumC-8a), 157,5 (CumC-7/CumC-8a), 157,7 (PhC-4), 159,3 (CumC-2), 169,6 (OCOCH,;), 172,1
(COOH).
Elementaranalyse C3yH3:BrN,O;3: ber. C 50,93 %, H 4,42 %, N 3,96 %,

gef. C 50,95 %, H 4,54 %, N 3,92 %

HRMS ber. 707,1081, gef. 707,1097 ([M+H]")
Schmp. 127-132 °C
tr (HPLC) 9,53 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

Carbonylcyanid-N-(3-chlorphenyl)-N-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenylethyl)-

hydrazon (DMNPE-caged CCCP)
g
/ \N

1

111

900 mg (4,00 mmol) 1-Acetyl-4,5-dimethoxy-2-nitrobenzol (33), 128 pl AcOH und 120,14 mg (4,8
mmol) Hydrazin-monohydrat wurden in 16 ml absolutem EtOH 5 h unter Rickfluss gerihrt.
AnschlieBend wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert, der Rickstand in CHCI;
geldst und mit dest. H,O ausgeschdittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO,
getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in 20 ml CHCl;
gelést, mit 2 g MnO, 20 min intensiv gertihrt und danach filtriert. Zu der erhaltenen Reaktionslésung,
welche die Diazoverbindung 31 enthielt, wurde eine Lésung von 130,96 mg (0,64 mmol) CCCP in 5 ml
Dioxan hinzugegeben und das CHCI; wurde im Vakuum entfernt. Das Reaktionsgemisch wurde 15 h
bei RT gerihrt und das erhaltene Produkt mittels Flash-SC (CH.Cl,/MeOH = 200/0 bis 200/1)
gereinigt. AnschlieBend wurde das vorgereinigte Produkt mittels prédp. HPLC (20-95% B in A,
0-40 min, 13,8 ml min™", Nucleodur C 18 ec, t; = 33,21 min) nochmals gereinigt. Nach Lyophilisierung
wurden 221,6 mg (0,54 mmol, 84 %) 111 als gelber Feststoff erhalten werden.
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'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO, 267 °K): § 1,88 (dd, *J = 2,1,°J = 6,4, 3H, CH,), 3,98 (d, *J = 2,5, 3H,
OCHj), 4,03 (s, 3H, OCHj), 5,88 (q, °J = 6,5, 1 H, CHCH), 6,63-6,77 (m, 1H, PhH-4‘, PhH-5, PhH-6"),
7,02-7,17 (m, 1H, PhH-4‘, PhH-5', PhH-6%), 7,27-7,33 (m, 2H, PhH-6, PhH-4‘, PhH-5‘, PhH-6),7,44-
7,52 (m, 2H, PhH-3, PhH-2°).
Elementaranalyse C;gHsCINsO4: ber. C 55,15 %, H 3,90 %, N 16,92 %,

gef. C 55,20 %, H 3,73 %, N 16,92 %

HRMS ber. 436,0783, gef. 436,0778 ([M+Na]")

Maldi-MS ber. 414,0964, gef. 414,07 ([M+H]"), ber. 436,0783, gef. 436,04 ([M+Na]"), ber.
452,0522, gef. 452,02 ([M+K]")

Schmp. 52 °C

R:(DC) 0,94 (CH,CIy/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 15,78 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

Carbonylcyanid-N-(3-chlorphenyl)-N-[(6,7-dimethoxycumarin-4-yl)methyl]-
hydrazon (DMCM-caged CCCP)

112
53,60 mg (0,22 mmol) 27 in 10 ml MeCN wurden mit einer Lésung von 44,36 mg (0,22 mmol) CCCP
in 2 ml Dioxan versetzt. Nach 12 h Rihren bei RT wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der
erhaltene Riickstand wurde mittels prap. HPLC (45-50 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min™', Nucleodur C
18 ec, Ir = 34,56 min) gereinigt. Nach Lyophilisierung resultierten 19,7 mg (0,05 mmol, 22 %) 112 als
gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): § 3,58 (s, 2H, CH,), 3,83 (s, 6H, OCHs), 6,38 (s, 1H, CumH-3), 6,49
(s, TH, CumH-8), 7,09 (s, 1H, CumH-5), 7,31-7,44 (m, 1H, PhH-4, PhH-5, PhH-6), 7,66 (s, 1H, PhH-2).
BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO0): § 55,8 (CH,), 56,2 (2C, OCHs), 100,5 (CumC-5), 106,6 (CumC-8),
109,4 (CumC-4a), 113,6 (C=N), 115,5 (C=N), 115,8 (CumC-3), 121,0 (C=N), 122,4 (PhC-4 oder PhC-
5 oder PhC-6), 123,8 (PhC-2), 128,6 (PhC-4 oder PhC-5 oder PhC-6), 131,0 (PhC-4 oder PhC-5 oder
PhC-6), 137,8 (PhC-1 oder PhC-3), 140,0 (PhC-1 oder PhC-3), 141,4 (CumC-8a), 145,7 (CumC-7
oder CumC-6), 149,4 (CumC-4), 152,7 (CumC-7 oder CumC-6), 159,9 (CumC-2)

HRMS ber. 423,0855, gef. 423,0839 ([M+H]")
Schmp. 108 °C
R; (DC) 0,48 (n-Hexan/AcOEt = 1/1), 0,86 (CH.Cl,/MeOH = 19/1)

ts (HPLC) 13,73 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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4,5-Bis(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-2-(4-tert-butylphenethyl)-1,3-dioxolan
(BDMNP-ED-caged Bourgeonal)

113
165,5 mg (0,39 mmol) 35 wurden unter N, in 30 ml Toluol geldst und mit 99,0 mg (0,39 mmol) PPTS

sowie MgSO, im Uberschuss versetzt. Nach 10 min Rilhren wurden 0,23 ml (1,17 mmol) Bourgeonal

zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 12 h unter Rlckfluss gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Produkt mittels prap. HPLC (2095 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min’™,
Nucleodur C 18 ec, fz = 38,11 min) gereinigt. Es wurden 25,5 mg (0,04 mmol, 11 %) 113 als farbloser
Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,26 (s, 9H, C(CHa)3), 2,12-2,19 (m, 2H, CHCH,CH,), 2,78-2,84 (m,
2H, CHCH,CH,), 3,87 (s, 3H, 5-OCHj), 3,93 (s, 3H, 4-OCH), 5,55 (t, *J = 4,5, 1H, CHCH,CH.,), 5,68
(dd, *J = 6,9, °J = 19,8, 2H, Ph-CHO), 7,19 (d, ®J = 8,1, 2H, H-2'/6"), 7,26 (s, 1H, H-6), 7,31 (d,
8J=8.,4, 2H, H-3'/5"), 7,34 (s, 1H, H-6), 7,54 (s, 1H, H-3), 7,56 (s, 1H, H-3).

BC-NMR (75,5 MHz, ds-DMSO): 6§ 28,9 (CHCH,CH,), 31,2 (C(CHs)s), 34,0 (C(CHa)s), 35,3
(CHCH,CH,), 56,1 (OCHj), 56,2 (OCHj), 79,4 (Ph-CHO), 79,7 (Ph-CHO), 104,4 (CHCH,CH,), 107,5
(C-3), 107,9 (C-3), 109,7 (C-6), 125,1 (2C, C-3'/5"), 127,9 (2C, C-2'/6’), 128,2 (C-2), 128,7 (C-2), 138,0
(C-1"), 140,6 (C-1), 148,0 (C-4), 148,2 (C-4), 152,9 (C-5).

HRMS ber. 597,2443, gef. 597,2443 ([M+H]")
Schmp. 80 °C
R; (DC) 0,86 (n-Hexan/AcOEt = 1/1)

ts (HPLC) 20,41 min (20-95 % B in A, 0-30 min, Nucleodur C 18 ec)
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4,5-Bis[4,5-bis(methoxycarbonylmethoxy)-2-nitrophenyl]-2-(4-tert-butyl-
phenethyl)-1,3-dioxolan

114
63,7 mg (0,10 mmol) 40, 400 mg MgSO, und 24,38 mg (0,10 mmol) PPTS wurden in 50 ml Toluol

unter No 10 min gerihrt. Danach wurden 59,5 pl (0,29 mmol) Bourgeonal hinzugegeben und das

Reaktionsgemisch wurde 10 h bei 120 °C geriihrt. MgS Q, wurde abgesaugt, das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt und anschlieBend wurde der Rickstand mittels prédp. HPLC (30-95% B in A,
0-60 min, 9,2 ml min”, Nucleodur C 18 ec, tz = 55,70 min) gereinigt. Es wurden 16,9 mg (0,02 mmol,
21 %) 114 als hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSOQ): § 1,27 (s, 9H, C(CHa)s), 2,04-2,11 (m, 2H, CHCH,CH,), 2,74 (t,
%J = 8,0, 2H, CHCH,CHy,), 3,58 (s, 3H, OCHj3), 3,71 (s, 3H, OCH3), 3,72 (s, 6H, OCH3), 5,00 (s, 4H,
CH,CO,), 5,07 (s, 2H, CH,CO,), 5,10 (s, 2H, CH,CO,), 5,42 (t, °J = 4,5, 1H, DioxH-1), 5,62 (d, °J =
5,2, 1H, DioxH-3 oder DioxH-4), 5,69 (d, ®J = 5,3, 1H, DioxH-3 oder DioxH-4), 7,20 (d, °J = 8,2, 2H,
PhH-2'/6"), 7,23 (s, 1H, H-6), 7,24 (s, 1H, H-6), 7,32 (d, °J = 7,3, 2H, PhH-3'/5’), 7,60 (s, 1H, H-3), 7,62
(s, 1H, H-3).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO): § 29,0 (CH,Ph), 31,2 (C(CHs)s), 34,0 (C(CHs)s), 35,4 (CH(CH,).),
51,8 (OCHs), 51,9 (2C, OCHs), 52,0 (OCHj), 65,5 (2C, CH,0), 65,6 (2C, CH,0), 78,7 (DioxC-3 oder
DioxC-4), 79,6 (DioxC-3 oder DioxC-4), 104,4 (DioxC-1), 109,9 (C-3), 110,4 (C-3), 112,0 (C-6), 112,2
(C-6), 125,1 (2C, PhC-3'/5"), 127,9 (2C, PhC-2'/6"), 129,0 (C-2), 129,3 (C-2), 138,0 (PhC-1’), 140,9 (C-
1), 141,1 (C-1), 146,4 (2C, C-4 oder C-5), 148,2 (PhC-4), 151,0 (C-4 oder C-5), 151,2 (C-4 oder C-5),
168,48 (COOCHS;), 168,50 (COOCH;), 168,59 (COOCHS3), 168,62 (COOCHS).

HRMS ber. 851,2481, gef. 851,2465 ([M+Na]")

Schmp. 39-41 °C

R; (DC) 0,57 (n-Hexan/AcOEt = 2/1)

ts (HPLC) 17,69 min (30-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)

18,58 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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4,5-Bis[4,5-bis(carboxymethoxy)-2-nitrophenyl]-2-(4-tert-butylphenethyl)-1,3-
dioxolan (BBCMNP-ED-caged Bourgeonal)

OH HO, OH oy
00
0;» eto
o 0
o, s . 0

115
13 mg (0,016 mmol) 114 und 6,58 mg (0,16 mmol) LiOHxH,O wurden in 4,5 ml THF/H,O (2/1) 2 h bei
RT gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das erhaltene Produkt mittels préap.
HPLC (20-95 % B in A, 0-40 min, 13,8 ml min'1, Nucleodur C 18 ec, tr = 25,28 min) gereinigt. Es
wurden 9,9 mg (0,013 mmol, 82 %) 115 als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, dg-DMSO): § 1,26 (s, 9H, C(CHs)s), 2,07-2,12 (m, 2H, CHCH,CH,), 2,77 (1,
%J=8,0, 2H, CHCH,CH,), 4,86 (s, 4H, OCH,), 4,93 (d, °J = 7,2, 4H, OCH,), 5,43 (t, °J = 4,4, 1H,
DioxH-1), 5,62 (d, °J = 5,2, 1H, DioxH-3 oder DioxH-4), 5,69 (d, °J = 5,2, 1H, DioxH-3 oder DioxH-4),
7,19-7,25 (m, 4H, H-6, PhH-2/6"), 7,32 (d, °J = 8,1, 2H, PhH-3"/5’), 7,54 (s, 1H, H-3) , 7,57 (s, 1H, H-
3).

3C-NMR (75,5 MHz, dg-DMSO0): § 29,0 (CH,Ph), 31,2 (C(CHs)s), 34,1 (C(CHa)s), 35,3 (CHCH,CHb,),
65,4 (OCH,), 79,0 (DioxC-3 oder DioxC-4), 79,9 (DioxC-3 oder DioxC-4), 104,5 (DioxC-1), 109,6 (C-
3), 10,1 (C-3), 111,65 (C-6), 111,68 (C-6), 125,1 (2C, PhC-3'/5), 128,0 (2C, PhC-2/6’), 129,0 (C-2),
129,2 (C-2), 138,1 (PhC-1’), 140,5 (C-1), 140,6 (C-1), 146,48 (C-4), 146,54 (C-4), 148,1 (PhC-4’),
151,4 (C-5), 151,5 (C-5), 169,4 (COOH), 169,5 (COOH), 169,6 (COOH).

HRMS ber. 773,1890, gef. 773,1831 ([M+H]")
Schmp. 105 °C
tr (HPLC) 13,19 min (20-95 % B in A, 0-30 min, Nucleodur C 18 ec)

12,77 min (20-95 % B in A, 0-20 min, Nucleodur C 18 ec)
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