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1 Motivation

Wir sind umgeben von Farben. Sie spielen in der Natur eine bedeutende Rolle und stellen
als Teil der visuellen Wahrnehmung neben den akustischen und chemischen Signalen eines
der effektivsten Kommunikationsmittel dar." ™" Ob als Signal fiir eine Gefahr oder als Indiz
fiir die Reife einer Frucht — sie regeln und lenken unser Leben, beeinflussen unsere

. o L 11-18
Emotionen und lOSGI’l unbewusste Assoziationen aus.[ ]

In der Evolution hat sich die Signalwirkung der Farben etabliert und so ist es nicht
verwunderlich, dass die Pflanzen- und Tierwelt eine enorme Bandbreite an Farbstoffen und
Pigmenten bereitstellt, die vom Menschen iiber die Jahrtausende hinweg isoliert und
genutzt werden.'®"? [nzwischen ist es mdglich, Farbmittel auch synthetisch herzustellen
und ihre Eigenschaften wie Farbton, Lichtbestindigkeit und Fluoreszenz gezielt zu
steuern.””” Dadurch entsteht eine stetic wachsende Zahl an facettenreichen Farben mit

neuen Eigenschaften, die einen vielfiltigen Einsatz in Kunst, Industrie und Forschung

finden, 2022231

Doch auch wenn Farben omniprisent zu sein scheinen, gibt es einen grofien Teil der Natur,
der fiir das menschliche Auge nicht wahrnehmbar ist und daher lange Zeit verborgen blieb
— die unsichtbare Welt der Mikrobiologie.”” Um diese zu visualisieren wurden Mikroskope
konstruiert, die Einblicke in das Universum der Kleinstlebewesen erlaubten.” Die
Mbéglichkeiten zur fehlerfreien und exakten Darstellung der Organismen waren allerdings
zunidchst durch die von Abbe entdeckten und postulierten maximalen natiirlichen
Auflésungsgrenze von ca. 200 nm stark eingeschrinkt, da ithre Gréfle weit unter dieser
Grenze liegt.”*** Diese Problematik konnte zwar durch die Weiterentwicklung der Licht-
und die Neuentwicklung der Elektronenmikroskopie umgangen werden, jedoch wurden
zeitgleich auch die Anspriiche und die Fragestellungen komplexer, sodass spezifische
Detektion und kontrastreiche Abbildungen erforderlich wurden.””** Die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie schliefilich gewihrte Zugang zu der prizisen Darstellung auf
molekularer Ebene. Durch das Markieren von Biomolekiilen mit Fluoreszenzfarbstoffen
kénnen Strukturen selektiv visualisiert werden. Auf diese Weise ist es nun méglich nicht nur
Organismen und Organellen darzustellen, sondern auch deren biochemischen Prozesse wie

Stoffwechselvorginge und Interaktionen untereinander.”®



Motivation

Da aber viele biologischen Prozesse immer noch unzureichend aufgeklirt sind, ist es von
enormer Bedeutung die interdisziplinire Kooperation zwischen Physik, Chemie und
Biologie, die sich in der hochauflésenden Mikroskopie vereint, weiter zu férdern und
auszubauen. Hierfiir werden Fluoreszenzfarbstoffe benétigt, die zum einen fiir die
hochauflésende Mikroskopie geeignet sind. Zum anderen sollen sie spezifisch und
bioorthogonal an die biologische Struktur binden, ohne in den natiirlichen Ablauf
einzugreifen und somit das Verfolgen der biochemischen Ereignisse auch m vivo auf
molekularer Ebene erméglichen. Deshalb ist der Gegenstand dieser Arbeit die Synthese und
Charakterisierung multifunktionaler Farbstoffe, deren Funktionalitit nach einem
Baukastenprinzip an den Bedarf der Fragestellung angepasst werden kann. Dabei werden
sowohl etablierte Farbstoffsysteme in Synthese optimiert und weiterentwickelt als auch neue
Farbstoffklassen mit erweiterten Eigenschaften erforscht. Im weiteren Verlauf werden die
hergestellten Farbstoffe unter Einbezug spezifischer Markierungsmethoden am
biologischen System getestet. Zusitzlich wird ein bioaktiver Wirkstoff mit einer
bioorthogonalen Funktion versehen und anschlieffend unter Einbezug der Click-Chemie als
Ligand fiir entsprechende Farbstoffe in hochauflésenden bildgebenden Experimenten

eingesetzt.



2 Kenntnisstand

2.1 Pigmente und Farbstoffe - historische Entwicklung

Das Phinomen der Farbigkeit und die davon ausgehende Faszination verleitete den
Menschen zum Isolieren vieler natiirlich vorkommender Substanzen, die zum Kolorieren
benutzt wurden."*?**’! Diese Fihigkeit erméglichte es ihm schon in der prihistorischen Zeit
den eigenen Emotionen und Wahrnehmungen Ausdruck zu verlethen und die Umwelt in
Bildern festzuhalten oder sich von den anderen abzuheben."*"”*! Anorganische Pigmente
wurden dabei sowohl aus Mineralien gewonnen als auch schon vor iiber 3500 Jahren
synthetisch hergestellt und beispielsweise dazu benutzt, um aufwendig bemalte Keramiken
herzustellen, farbenfrohe  Kosmetikprodukte zu erhalten und Glasprodukte

einzufirben.”?%%]

Die organischen Farbstoffe, die aus pflanzlichen und tierischen Ressourcen stammen,
wurden meist zum Féarben von Textilien eingesetzt. Der vermutlich bekannteste Vertreter,
der auch heute noch vielfiltig Anwendung findet, ist der Farbstoff ,Indigo” und ist in
Abbildung 1 dargestellt.”**!"! Seine farblosen Vorstufen kénnen aus zahlreichen pflanzlichen
Quellen wie Indigofera tinctoria, Indigofera arrecta oder lsatts tictoria extrahiert werden — wobei
der eigentliche blaue Farbstoff nach anschlieffender Fermentation und Oxidation erhalten

d [16,32]

wir Indigo ist planar aufgebaut, besitzt eine C,,-Symmetrie und weist ein

Absorptionsmaximum bei 603 nm auf.””

) P o b) { R
CL=IC
Br
H A H 4
Indigo 6,6’-Dibromindigo

Abbildung 1: a) Struktur des Farbstoffs ,Indigo”, der aus pflanzlichen Ressourcen stammt. b) strukturell

verwandt, aber aus tierischer Quelle stammender Farbstoff ,Purpur”.

Strukturell eng verwandt, aber aus dem Sekret von marinen Schnecken stammend, ist der
Farbstoff ,Purpur” (Abbildung 1b)."" Das Molekiil ist im Vergleich zu Indigo beidseitig an
der Position 6 mit Bromatomen derivatisiert, was in Losung eine leichte Verschiebung der

Absorptionswellenlinge in den kurzwelligeren Bereich zu 591 nm zur Folge hat.” Im

3



2.1 Pigmente und Farbstoffe - historische Entwicklung

Festzustand hingegen erreicht das Maximum der spektralen Reflexion 520 nm."” Dadurch

verdndert sich auch die durch das Auge wahrgenommene Farbe von Blau zu Rot-Violett.

Im Gegensatz zur Herstellung anorganischer Pigmente beschrénkte sich die Gewinnung von
organischen Farbmitteln im groflen Mafistab bis ins 19. Jahrhundert auf biotechnologische
Prozesse."””" Eher per Zufall wurde der erste komplett synthetisch hergestellte und
kommerzialisierte Farbstoff durch William Henry Perkin entwickelt."**” Auf der Suche
nach einer synthetischen Route fiir Chinin, einem Mittel gegen Malaria, experimentierte er
mit einem Gemisch aus Anilin, para- und ortho-Toluidin, in Gegenwart von Kaliumdichromat
als Oxidationsmittel. Als Ergebnis erhielt er in kleiner Ausbeute eine sehr intensive
dunkelviolette Substanz, die in der Lage war, Seide lichtecht einzufirben. Der als Mauvein
bekannt gewordene Farbstoff bestand dabei aus mehreren strukturell verwandten

Einzelverbindungen, die auf Phenazin basieren. Die bekanntesten Vertreter sind in

Abbildung 2 dargestellt.””

ﬁ@@@ ﬁ@ﬁ@ hoeeles

Mauvein A Mauvein B Mauvein C

Abbildung 2: Unterschiedliche Derivate des ersten, kommerzialisierten und komplett synthetisch hergestellten

Farbstoffs Mauvein. In rot ist hierbei das Strukturelement des Phenazins hervorgehoben.

Auch in den Jahrhunderten davor war es einigen gelungen, kleine Mengen synthetischer
Farbstoffe herzustellen. Jedoch weckte erst das Engagement von Perkin das Interesse der
Wissenschaft die Ursachen der Farbigkeit zu verstehen.!"””" Das fiihrte zu systematischen
Experimenten, die die strukturelle Konstitution eines Molekiils und den daraus
resultierenden Farbeindruck erforschten. In den zunichst empirisch aufgebauten
chemischen Untersuchungen, die spiter durch physikalische Theorien und Messungen der
Absorption und Emission erweitert wurden, wurde der Zusammenhang zwischen der
Anzahl der konjugierten Doppelbindungen und den auxochromen bzw. antiauxochromen
Gruppen entdeckt (vgl. Tabelle 1). Dabei kann ein Chromophor homo- oder heteroatomarer
Natur sein. Seine Doppelbindungen sind alternierend und treten sowohl in cyclischen als
auch in linearen Molekiilen auf, wobei sich das Absorptionsspektrum mit der steigenden
Anzahl der Doppelbindungen verindert. Benzol (i), bestehend aus einem aromatischen Ring

mit sechs s-Elektronen, weist ein Absorptionsmaximum bei 255 nm auf. Durch das

4



Kenntnisstand

Erweitern des n-Systems auf fiinf aromatische Ringe im Pentacen (iii) erfihrt der
Chromophor eine Rotverschiebung und absorbiert bei 574 nm im sichtbaren Bereich des
Lichtspektrums. Substituenten, die freie Elektronenpaare besitzen (-NR,, -OH, —Cl), diese
in das delokalisierte n-System einbeziehen und somit einen positiven mesomeren Effekt
aufweisen, werden als Auxochrome bezeichnet und bewirken ebenfalls eine bathochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Chromogens in den lingerwelligen Bereich
(Abbildung 3). Als  Elektronen-Akzeptoren  kénnen  Nitro—, Carbonyl- und
Carboxylgruppen fungieren und werden als Antiauxochrome bezeichnet. Sie entziehen dem

Chromogen Elektronendichte, was in einer hypsochromen Verschiebung resultieren kann.

Tabelle 1: Korrelation zwischen Absorptionswellenlinge des Chromogens, dessen Chromophor und den

auxochromen und antiauxochromen Gruppen (rot hervorgehoben).

Verbin- Absorption
Bezeichnung Struktur Loésemittel
i Benzol © 255101 Cyclohexan
il Naphthalen “ 276 Cyclohexan
1l Pentacen OOOOO 57436 THF
iv trans-Stilben X ‘ 29713 Cyclohexan

N NQ 31300 Benzol

v Azobenzol

% Q

4-(Dimethylamino)-
vi /©/ 408! 95 % Ethanol
azobenzol
4-(Dimethylamino)-
vii 478P1 95 % Ethanol

4’-nitroazobenzol

o
|O—Z+



2.1 Pigmente und Farbstoffe - historische Entwicklung

Die Kombination der drei Strukturelemente, bestehend aus einem ausgedehnten n-System,
einem Elektronen-Donor auf der einen und einem Elektronen-Akzeptor auf der
gegeniiberliegenden Seite, resultiert in einem sogenannten ,push-pull“-System mit einer
deutlichen Rotverschiebung des Absorptionsmaximums (vgl. Tabelle 1, Verbindungen
v —vii).”") Durch das Hinzufiigen einer zweiten auxochromen Gruppe wird der Einfluss
auf die bathochrome Verschiebeng in Abhéngigkeit des Substitutionsmusters noch weiter
verstirkt, wobel eine ortho-metha-Derivatisierung, ausgehend von dem Akzeptor, die

intensivste Auswirkung aufweist (Abbildung 3a).”"

Beim Gegeniiberstellen der Absorptionsspektren der Verbindungen v — vii fillt ein weiteres
Phinomen auf. Durch das Erweitern des Chromophors mit einem Elektronen-Donor,
erfahrt das Molekiil zusitzlich zur Rotverschiebung auch einen hyperchromen Effekt, was
sich in der Intensitit der Absorptionsbande widerspiegelt (Abbildung 3b).*"! Die
Absorptionsintensitit von 4-(Dimethylamino)-azobenzol (vi) wichst im Vergleich zu
Azobenzol (v) um den Faktor 18. In ,push-pull“-Systemen wird dieser Effekt noch weiter
verstirkt. So ist die Absorption von 4-(Dimethylamino)-4"-nitroazobenzol (vii) in Relation

zu Azobenzol (v) 22-fach intensiver.”"

a) A 5 b)

) D/©/ hyperchrome
5 Verschiebung
2

= A

g hypsochrome batochrome
> 5 Verschiebung Verschiebung
]

=

£ =

: :

< D &

E: E:

3 <

g D

=

S A

]

5

N

A = Elektronen-Akzeptor
D D = Elektronen-Donor

Wellenlinge

Abbildung 3: a) bathochrome Verschiebeng in Abhingigkeit des Substitutionsmusters von Elektronen-

Donoren und Akzeptoren. b) Bezeichnung der vier verschiedenen Typen der Bandenverschiebung.



Kenntnisstand

2.2 Photophysikalische Prozesse in Abhédngigkeit von der

Konstitution des Chromogens

Absorbiert ein Chromophor Licht einer geeigneten Wellenldnge, wird er angeregt. Die
aufgenommene Energie kann strahlungslos, beispielsweise durch Vibration und Wirme, an
die Umgebung wieder abgegeben werden. Wird die Energie hingegen in Form von Licht
einer spezifischen Wellenlidnge emittiert, spricht man von Photolumineszenz, die wiederum
in Phosphoreszenz und Fluoreszenz unterteilt wird. Es handelt sich hierbei um

photophysikalische Prozesse, die schematisch im Jablonski-Diagramm zusammengefasst

werden (Abbildung 4).1%*"

m elektronische Zustinde

T, —‘— vibronische Zustinde

T S Singulettzustinde
n, —1— s, T, Triplettzustand
IC  internal conversion
. ISC intersystem crossing
T, —
S
n, —1— S T,
1 ? x
[T T, ——
Absorption Fluoreszenz Phosphoreszenz
10°-10"s  10°-10"s" 10°-10"s™
m
T
n,

Grundzustand SU

Abbildung 4: Jablonski-Diagramm. Vereinfachte Darstellung photophysikalischer Prozesse, die nach der

Anregung eines Chromophors mit Licht einer geeigneten Wellenlinge auftreten kénnen.

Die Absorption elektromagnetischer Strahlung (hva) erfolgt unmittelbar im Bereich von
Femtosekunden, wobei das Molekiil aus seinem elektronischen Grundzustand S; in einen
der angeregten Elektronenzustinde S,., und die dazugehorigen Vibrations- und
Rotationszustinde transferiert wird. Dabei findet ein Ubergang der Valenzelektronen aus
dem héchsten besetzten Molekiilorbital (HOMO: n-Orbitale oder nichtbindende Orbitale
der freien Elektronenpaare von Heteroaromaten) in das niedrigste unbesetzte Orbital

(LUMO: antibindende m;-Orbitale) statt. Prinzipiell kann das Elektron auch in

héherliegende unbesetzte Orbitale (xr;) beférdert werden. Da die Emission eines Photons
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2.2 Photophysikalische Prozesse in Abhéngigkeit von der Konstitution des Chromogens

(hvr) wihrend eines Fluoreszenzprozesses in der Regel aus dem ersten angeregten Zustand
Siin den Elektronengrundzustand S erfolgen kann, wird die iiberschiissige Energie aus den
hshergelegenen Energieniveaus in einer ,inneren Umwandlung” (internal conversion, 1C)
strahlungslos unter Erhaltung des Drehimpulses an die Umgebung abgegeben. Findet eine
Spinumkehr statt, wechselt das Molekiil in einen sogenannten Triplett-Zustand T;. Diesen
gleichermaflen strahlungslosen Prozess nennt man ,Interkombination” (intersystem
crossing, ISC) und die anschlieflende Emission von Licht aus dem angeregten T)-Zustand
in den Grundzustand S, Phosphoreszenz.[zwl]

Wihrend die Fluoreszenzemission sehr schnell innerhalb von Nanosekunden erfolgt, kann
die Phosphoreszenz im Extremfall mehrere Sekunden lang dauern. Beide Phinomene
werden meistens von Relaxationsprozessen begleitet, weshalb die Energie des emittierten
Lichts stets niedriger als die des absorbierten Lichtquants ist. Infolgedessen ist das
Fluoreszenzspektrum in Abhingigkeit der Zeit zu den gréfieren Wellenlingen hin

verschoben. Die Energiedifferenz zwischen den ein- und ausgestrahlten Photonen wird als

Stokes-Verschiebung (Stokes-Shift, AEs,.. = hva—hvr) bezeichnet und #duflert sich im
Abstand zwischen dem Absorptions- und Emissionsmaximum im Spektrum.®>*"

Demgegeniiber beschreibt die Quantenausbeute (®) das Verhiltnis der Anzahl der
emittierten Lichtquanten zu der Anzahl der absorbierten Photonen und somit die Effizienz
der Photolumineszenz und im Speziellen der Fluoreszenz. Sie ist ein Maf} fiir den Anteil der
angeregten Molekiile im S;-Zustand die in den Sy-Grundzustand durch Emission von Licht
relaxieren.” Da die Fluoreszenzemission immer mit den strahlungslosen Prozessen in
Konkurrenz steht, ist die Quantenausbeute @y < 1. Demnach weisen starre und verbriickte
aromatische Strukturen, die die Energie nur eingeschrinkt iiber Rotations -und
Vibrationsfreiheitsgrade an die  Umgebung abgeben konnen (IC), hdhere
Fluoreszenzquantenausbeuten als solche die frei beweglich sind.”™ Dieser Effekt wird

anhand von zwei Farbstoffen, die in Abbildung 5 dargestellt sind, deutlich.
hoVes
(o]
S

Phenolphthalein Fluorescein

Abbildung 5: pH-abhingige Farbstoffe Phenolphthalein (im Basischen nicht fluoreszierend) und Fluorescein

(im Basischen stark fluoreszierend).
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Phenolphthalein und Fluorescein sind strukturell verwandt und unterscheiden sich lediglich
durch die Sauerstoftbriicke im Fluorescein. Im basischen, nicht viskosen Medium (pH > 8)
weisen beide Farbstoffe eine rote Firbung auf, wobei aber nur Fluorescein stark
fluoreszierend ist. Interne Rotationen der drei aromatischen Ringe im Phenolphthalein-
Molekiil begiinstigen die nichtstrahlenden Prozesse und mindern den Effekt der Fluoreszenz
und somit auch die Quantenausbeute @5 Eine Lésemittel-unabhingige
Fluoreszenzléschung (Quenching) kann auch durch Vibrationen von direkt an das
Chromophor gebundenen Protonen auftreten. Das Substituieren der Wasserstoffatome
durch leichte Halogenatome (-F, —Cl) kann die Fluoreszenzemission hingegen positiv

beeinflussen. 44!

Die Derivatisierung mit schweren Atomen (-Br, —I, -SR) fiihrt allerdings zum vermehrten
Auftreten von ISC. Die dadurch begiinstigte Phosphoreszenz und deren Effizienz @5 stellt
einen weiteren kompetitiven Prozess dar, der die Fluoreszenzquantenausbeute mindert.
Anhand der Strukturen von Fluorescein, Eosin, Erythrosin B und deren Quantenausbeuten
wird der Effekt der schweren Atome ersichtlich (Abbildung 6). Liegt die ®r von Fluorescein
noch bei ca. 0.9 und die @y bei 0.03, treten im Eosin, das vier Bromatome enthillt, beide
Photolumineszenzprozesse auf."""! Der Trend wird durch Iodatome im Erythrosin B noch
weiter verstirkt und die Phosphoreszenz wird zum primiren detektierbaren Phinomen.™

Das Ersetzen der auxochromen OH-Gruppen im Fluorescein durch Schwefelatome liefert

das Dithiofluorescein, welches absolut keine Fluoreszenz aufweist.™

Fluorescein: X = H

@, =092, @,-=0.03
Eosin: X =Br

@, =022 @,-0.76
Erythrosin B: X = 1

@, =0.02, @, =1.07

Abbildung 6: Vergleich der Quantenausbeuten der kompetitiven Prozesse der Fluoreszenz und

Phosphoreszenz von Fluorescein, Eosin und Erythrosin B in Abhingigkeit der molekularen Masse der

Substituenten.[4>%%

Trotz einiger allgemeiner Tendenzen gestaltet sich die Vorhersage der photophysikalischen
Prozesse als schwierig, da nicht nur die Struktur, sondern auch die Umgebung und das
Medium, in dem sich das Molekiil befindet (Lésemittelpolaritit, -viskositit und -aziditit
bzw. -basizitit) eine Rolle spielen und die Fluoreszenzléschung durch Kollision,

Energietransfer oder Bildung von Aggregaten erfolgen kann.
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2.3 Farbstoffe fir die hochauflésende Mikroskopie

Organische Chromogene, die nach der Anregung mit Licht zu fluoreszieren vermégen,
werden als Fluorophore oder Fluoreszenzfarbstoffe bezeichnet.”"”%*%! Sje stellen niitzliche
und essenzielle Werkzeuge fiir die Fluoreszenzmikroskopie dar und erméglichen die
Visualisierung biologischer Strukturen und deren dynamische Prozesse in der Zelle.”**" Es
existieren sowohl natiirlich vorkommende Fluorophore wie die Aminosiduren Tyrosin und
Tryptophan, die zur intrinsischen Fluoreszenz einer Zelle einen Beitrag leisten, als auch
synthetische Fluorophore, die durch das Hinzufiigen von auxochromen Gruppen in ithrem
Absorptions- und Emissionsverhalten variiert werden kénnen. Infolgedessen entstand eine
Vielzahl an Fluoreszenzfarbstoffen, die in Abhédngigkeit der Fragestellung und der
Komplexitit der Experiments, zum Markieren von Biomolekiilen genutzt werden

konnen.®® Dabei haben sich seit der Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie einige

Farbstoffklassen etabliert, von denen vier in Abbildung 7 aufgefiihrt sind.[®

Rhodamine

Cyanine
. HO5S ¥ SOzH
Cumarine 3 O 3

BODIPY

500 550 600 650 700 (nm)

Abbildung 7: Etablierte Farbstoffklassen in der Fluoreszenzmikroskopie und deren k&uflich erwerbliche
Vertreter, mit den dazugehorigen Farben der Emissionsmaxima: Cumarine (Pacific Blue™, Apa™ ~ 451 nm),
BODIPY (BODIPY™ FL, A, ~ 510 nm), Rhodamine (TAMRA, %™ ~ 567 nm) und Polymethin-
Cyanine (Cy7, Anax™ ~ 773 nm).

Die Farbstoffklasse der Cumarine basiert auf der natiirlich vorkommenden Verbindung 1,2-
Benzopyron und ist in diversen Pflanzen als sekundirer Pflanzenstoff zu finden." Neben
dem Einsatz als Duftstoff oder Medikament verschafft ihr Fluoreszenzvermégen ihnen auch
in der Fluoreszenzmikroskopie Anwendung. Cumarinderivate absorbieren und emittieren

meist im kurzwelligen, blauen Bereich des Lichtspektrums (vgl. Abbildung 7). Sie zeichnen
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sich durch besonders grofe Stokes-Shifts von durchschnittlich 90 nm aus und werden unter
anderem fiir die Identifikation von DINS-Basen eingesetzt.[ss] Da sie aber eine geringe

Photostabilitit aufweisen, sind sie nur bedingt fiir die hochauflssende Mikroskopie geeignet.

Die Familie der BODIPY-Farbstoffe hingegen, ist sowohl durch eine hohe Photostabilitit
als auch durch gute Quantenausbeuten gekennzeichnet.”” Das Grundgeriist besteht dabei
immer aus zwel, iiber eine Methenbriicke kondensierten Pyrrolringe, deren Stickstoffatome
an ein disubstituiertes Boratom koordinieren (vgl. Abbildung 7). Die Absorption bzw.
Emission liegt zwischen 500 nm und 650 nm, wobei BODIPY-Fluorophore Lésemittel-
unabhingig nur eine sehr kleine Stokes-Verschiebung haben. Bedingt durch ihren lipophilen
Charakter, tendieren sie zur Agglomeration und unspezifischem Binden an Biomolekiile in

R N . N N 38,48
wissrigen Ldsungen, was zur gegenseitigen Fluoreszenzléschung fithren kann.5%%®!

Die Farbstoftklasse der Rhodamine gehért als Unterklasse, zusammen mit der Familie der
Fluoresceine, zu den auf Xanthen basierenden Farbstoffen. Thnen gemein ist der tricyclische
Aufbau, bei dem der mittlere Ring ein Heteroatom (Sauerstoffatom) enthilt
(vgl. Abbildung 5, Abbildung 7). Durch Modifikationen des chromogenen Teils dieser
Farbstoffe kénnen die Quantenausbeute, pH-Abhingigkeit und das Absorptionsmaximum
(~ 500 nm — 700 nm) reguliert werden (fiir mehr Details siehe Kapitel 2.3.2). Die
Farbstoftklasse der Xanthene zeichnet sich somit durch eine enorme Vielseitigkeit aus und
gehort aufgrund von hohen Quantenausbeuten und guten Photostabilititen zu den

bevorzugten Fluorophoren fiir die Markierung von Biomolekiilen.?***!

Die Gruppe der Cyaninfarbstoffe ist ebenfalls vielseitig und flexibel. Sie gehéren zu den
Polymethinfarbstoffen, die aus alternierenden Doppelbindungen bestehen, die durch einen
Donor und einen Akzeptor terminiert sind. Im Falle von Cyaninen handelt es sich dabei um
in einem Ring fixierte Sickstoffatome, die gleichwertige kationische Grenzstrukturen
aufweisen (vgl. Abbildung 7, Abbildung 8).*"** Die Absorption und die Emission des
Farbstoffs kénnen durch die Anzahl der Methineinheiten variiert werden. So umspannt die
Familie der Cyanine in Abhéngigkeit der Anzahl der Kohlenstoffatome zwischen Donor und
Akzeptor das Absorptions- und Emissionsspktrum von ca. 550 nm bis 750 nm. Das
photoschaltbare Emittieren von Licht des Pentamethincyaninfarbstoffs (Cy5) macht ihn
besonders fiir Anwendungen mit dStorm interessant, weshalb im nichsten Kapitel niher auf

diese Farbstoffklasse eingegangen wird. 1=

11
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2.3.1 Cyaninfarbstoffe

Die Klasse der Polymethinfarbstoffe umfasst mehrere Hauptgruppen, die sich in den
terminalen Donor- und Akzeptorgruppen unterscheiden, welche geladen oder ungeladen
sein kénnen (vgl. Abbildung 8)."**! Die kationischen Polymethine enthalten endstindige
Stickstoffatome und werden unter dem Sammelbegriff der Cyanine zusammengefasst. Dabei
gibt es offenkettige Streptrocyanine, einseitig durch einen Ring fixierte Hemicyanine und
die eigentlichen Cyanine, die auf beiden Seiten durch Heterocyclen stabilisiert werden.
Daneben gibt es noch weitere Kategorien wie die Merocyanine, die eine neutrale

Grenzstruktur besitzen oder die Oxonole, die zu den negativ geladenen Polymethinen

gehéren.[m]
+ ot N ,"
\N// N .N// /N/ ‘N// /N_
| n I | n | | n |
Streptrocyanine Hemicyanine Cyanine
? 0 (l)
| n‘\ K H ' n
Merocyanine Oxonole

Abbildung 8: Unterscheidungsmerkmale der einzelnen Kategorien der Polymethinfarbstoffe, die sich in
offenkettige Streptrocyanine, halbseitig fixierte Hemicyanine, beidseitig Heterocyclen enthaltene Cyanine,

neutrale Merocyanine und negativ geladene Oxonole gliedern.

Im Fall von Cyaninen, kénnen die Donor- und Akzeptor-Heteroaromaten aus Imidazol,
Pyrrol, Chinolin, Thiazol oder Indolenin zusammengesetzt und durch eine Kette verkniipft
sein, die eine ungerade Anzahl an Kohlenstoffatomen enthilt. Weit verbreitet und am besten
untersucht sind die sogenannten Indocarbocyaninfarbstoffe, die Indolenine als Begrenzung

[55,57]

der Polymethinkette enthalten. Sie werden nach der Anzahl der jeweiligen

Methineinheiten unterschieden (Trimethincyanin = Cy3, Pentamethincyanin =Cyb,

55,58 -
(55581 Bei einer

Heptamethincyanin = Cy7) und sind in Abbildung 9 zusammengestellt.
entsprechenden Verlidngerung um eine Doppelbindung (zwei Methineinheiten) findet eine
batochrome Verschiebung des Absorptions- und Emissionsmaximums um etwa 100 nm statt.
Das Hinzufiigen eines zweiten aromatischen Rings erméglicht ebenso das Justieren der

Lumineszenzeigenschaften (vgl. Cy3 und Cy3.5, Cy5 und Cy5.5, Abbildung 9).5% Zwar

verschiebt sich dadurch der Bereich der Wellenlingenmaxima im Vergleich zu der

12
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Verlingerung der Methinkette um ca. 20 nm — 30 nm. Zusammen mit den einfachen

Indolenincyaninen erméglichen diese Derivate indessen eine umfassende Abdeckung des

spektralen Bereichs zwischen 550 nm und 800 nm.***%!
R R R R
.d\i/\j\/l\l’ SNT NN
—/ J
o) O o)
Cy3 OH Cyb OH Cy7 OH
XmaXABS =548 nm XmaXABS =647 nm XmaXABS =750 nm
XmaXEM =562 nm XmaXEM = 664 nm XmaXEM =773 nm

NZNANF N

Cy3.5 OH Cyb.5 OH Cy7.5
A =591 nm A - 684nm - 788 nm
A 604 nm A o710 nm A - 808nm

Abbildung 9: Die Serie der gingigen Indocarbocyaninfarbstoffe Cy3, Cy5 und Cy7 und deren Derivate mit
erweiterten spektralen Eigenschaften. Die Polymethinkette, terminiert durch heterocyclische Indolenine, ist

rot hervorgehoben. R = H, SO;H, X = Cl, OR, NRy.

Eine gute Wasserlsslichkeit der Farbstoffe ist in biologischen Experimenten, die unter
physiologischen Bedingungen stattfinden, von grofler Bedeutung, da viele lipophile
Fluorophore zur Agglomeration in wissrigen Medien neigen und sich unspezifisch an
Biomolekiile anlagern kénnen.™* Dies kann durch einfache Sulfonatmodifikation der
Indolenineinheiten zum Teil verhindert werden. Die Sulfonatgruppen erschweren zusétzlich
die passive Diffusion der Farbstoffe durch die Membran, was sie fiir Experimente auf der

Oberfliche einer Zelle geeignet macht."”

Die Heptamethincyanine bieten weitere Méglichkeiten zur Modifikation an. In der Mitte
des Farbstoffs befindet sich zur Stabilisierung der Polymethinkette oft ein Sechsring, der an
der C-3’und C-5"-Position fixiert ist (vgl. Abbildung 9). Das fiihrt zur Abnahme der Prozesse

der inneren Umwandlung (internal conversion, IC, siehe Abbildung4), was héhere

13



2.3 Farbstoffe fir die hochauflésende Mikroskopie

Quantenausbeuten der Fluoreszenz zur Folge hat.™ Die Position C-4" kann durch
Halogene, Hydroxy-Gruppen und Aminofunktionen substituiert werden und erméglicht

., . . 57,58,60
somit einen Zugang zu weiteren Modulationen.! !

Die Serie der Indocarbocyaninfarbstoffe weist hohe Absorptionsintensititen auf.”! Im
Gegensatz dazu stehen thre moderaten Fluoreszenz-Quantenausbeuten @ = 0.1 ~ 0.3. Diese
Tatsache ist den vielfiltigen photophysikalischen und -chemischen Prozessen geschuldet, die

withrend der Anregung des Fluorophors stattfinden kénnen (Abbildung 10).1°"

R R R R
O R
O+ ¥ |Q G2l "ok
N A = = N +N/ = = = N N
\\ ; k )
Photoschalten Photobleichen
RSH, PR,
R R
STy
+N /, NG N
1 .
Photo-
OH,CN,H A F

Abbildung 10: Msgliche photophysikalische und -chemische Prozesse, die wihrend der Anregung der

Cyaninfarbstoffe stattfinden konnen. ISC = ,Interkombination” (intersystem crossing), IC = ,innere

Umwandlung” (internal conversion), X = RSH, PR3 Y = OH,CN, H; R=H, SO:H.

Im Grundzustand sind die Cyanine planar und die Doppelbindungen sind durchgehend Z-
konfiguriert. Nach der Absorption der Lichtquanten tibergeht der Farbstoff in den S;-
Zustand. Neben den tiblichen photophysikalischen Prozessen wie IC und Fluoreszenz, tritt
bei Cyaninfarbstoffen eine Besonderheit auf. Die Anregungsenergie reicht teilweise aus, um
eine Rotation um die C-C-Achse zu bewirken. Diese cw-trans-Isomerisierung fithrt zum
sogenannten dunklen Zustand (dark state), in dem der Fluorophor ohne Fluoreszenz in den
Grundzustand relaxiert. Dabei weisen die kurzkettigen Cy3-Farbstoffe (Cy3egirans =2 : 1)
14



Kenntnisstand

eine hohere Rate der Isomerisierung auf als Cy5-Fluorophore (Cy5.iwans = 1 : 17 ). Das als
Photoblinken bezeichnete Phinomen ist reversibel und kann gesteuert werden, indem die
Fluorophore mit Lasern unterschiedlicher Frequenzen bestrahlt und gezielt in den , An"“-

U Dieses Prinzip wird von der

und ,Aus“-Zustand (,on-off*) versetzt werden.
hochauflésenden Mikroskopiemethode STORM (stochastic optical reconstruction
microscopy) ausgenutzt, welche allerdings zwei Fluorophorenpaare an einem Biomolekiil
braucht. Der eine Farbstoff dient dabei als Reporter, der im roten Bereich absorbiert (z. B.
Cy5). Der zweite, im kurzwelligeren Bereich absorbierende Farbstoff fungiert als Aktivator
(z. B. Cy3 oder Rhodamin).*” Die direkte stochastische optische
Rekonstruktionsmikroskopie ({ISTORM) stellt eine spezielle Variante von STORM dar,
wobei sie auf den Aktivator verzichtet und mit einem Farbstoff unter sonst gleichen
Bedingungen arbeitet. Das bringt mehrere Vorteile mit sich. Zum einen kénnen
konventionelle Farbstoffe ohne umstdndliche Doppelfirbungen des Biomolekiils verwendet
werden. Zum anderen kann die Reaktivierung der Farbstoffe mit nur einer Laserfrequenz

(405 nm) erfolgen, ohne auf die Absorptionswellenlinge des Aktivators achten zu miissen.!

Die in der Spinumkehr resultierende Interkombination (ISC) stellt einen weiteren Vorgang
dar, der fiir den dunklen Zustand des Farbstoffs verantwortlich ist. Die Triplett-Zustinde
sind meist unvermeidbar und kénnen zusammen mit photoinduziertem Elektronentransfer
(PET) zur vermehrten Bildung von radikalanionischen Intermediaten, gefolgt von
irreversibler Zerstérung des Chromophors (Photobleichen), fithren.' Da dieser Prozess
die Lebenszeit des Fluorophors stark verkiirzen kann, werden dem wihrend der Messung
verwendeten Puffer Red-Ox-Substanzen zugesetzt, die in der Lage sind, den Triplett-
Zustand zu quenchen und den Chromophor in den Ausganszustand zu bringen.'”” Der
Zusatz solcher Reagenzien wirkt stabilisierend und ist fiir das reversible und kontrollierbare
Photoschalten der Farbstoffe verantwortlich. Bei STORM-Experimenten enthalten die
Puffer meist eine Kombination aus -Mercaptoethylamin und oxidierenden Enzymen.*”
Allerdings wurde gezeigt, dass Thiole und Phosphane den Mechanismus des Photoschaltens
anders steuern.”**! Die Methinkette der Cyanine kann als eine Art Michael-System
fungieren und weist an der C-2'-Position eine gewisse Elektrophilie auf."””*!! Dies steht im
Einklang mit dem HSAB-Konzept, das besagt, dass weiche Nukleophile wie Thiole oder
Phosphane eher a,B-ungesittigte Verbindungen angreifen. Das Imin des Indols (C-2) kann
dementsprechend mit harten Nukleophilen, wie Hydriden oder Cyaniden, reagieren (vgl.
Abbildung 10).°°%
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2.3.2 Xanthenfarbstoffe

Neben der Klasse der Cyanine erfreuen sich die Fluoresceine und Rhodamine ebenso einer
groflen Beliebtheit in bioanalytischen Anwendungen. Sie weisen im Vergleich zu den
Cyaninfarbstoffen in der Regel sowohl bessere Quantenausbeuten als auch Photostabilititen
auf.”® Dies kann durch die starre und fixierte Struktur des Fluorophors erklirt werden,
sodass IC-Vorginge wie vibronische Relaxation und Rotationen nur bedingt auftreten
konnen (Abbildung 11, vgl. auch Abbildung 5). Die Farbstoffe enthalten dabei zwei
voneinander weitgehend unabhingige aromatische Systeme. Kennzeichnend ist der von
Xanthen abgeleitete Aufbau des Chromogens, der namensgebend fiir die gesamte
Farbstofffamilie ist. Der untere Benzolring, der unterschiedliche Substituenten enthalten
kann, ist aufgrund von sterischen Wechselwirkungen aus der Ebene herausgedreht. Das
erschwert die Interaktion mit der oberen Xanthen-Einheit und gestattet dem unteren Ring

nur eine untergeordnete Rolle bei der farbgebenden Wirkung einzunehmen.?"

| |
HO 0} ) 6} _N 0] /lll\
= O =
O O

H H

HO HO
Xanthen

Fluorescein Rhodamin

Abbildung 11: Struktur von Xanthen (Mitte) als Grundmotiv der Xanthenfarbstoffe und die dazugehérigen

Untergruppen der Fluoresceine (links) und Rhodamine (rechts).

In Fluoresceinen wird die Xantheneinheit durch Hydroxygruppen als Donor- und
Akzeptor-Auxochrome erweitert (Abbildung 11, links), weshalb das delokalisierte n-System
auch als chinoid bezeichnet werden kann. Die Lumineszenz ist allerdings stark von dem
Losemittel und seinem pH-Wert abhingig (Schema 1)./ In unpolaren und aprotischen
Losemitteln ist Fluorescein farblos und absorbiert nur im UV-Bereich. Dies ist auf die
geschlossene Spirolacton-Form zuriickzufithren, bei der das ausgedehnte n-System
unterbrochen wird (Schema 1, Spirolacton L,).[* Im wissrigen Medium hingegen gibt es in
Abhingigkeit des pH-Werts mehrere Protolysegrade und unterschiedliche Tautomere —
neutrale, anionische und dianionische Formen — die die Fluoreszenzeigenschaften steuern

(Schema 1).2"%*"I Dieser Effekt wird auch als Acidochromie bezeichnet und erméglicht den

Einsatz von Fluoresceinen als intrazellulire pH-Indikatoren.”*"
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Unter sauren Bedingungen (pH < 3) liegt das Molekiil zum groflen Teil protoniert vor und
absorbiert bei 437 nm."** Daneben existiert auflerdem die neutrale Spezies F,, die bei
475 nm absorbiert.”®! Die Emissionsspektren zeigen bei niedrigen pH-Werten keine
groflen Unterschiede und dhneln denen im neutralen und basischen Milieu. Dieser Umstand
weist darauf hin, dass das Fluorescein im angeregten Zustand teilweise deprotoniert
vorliegen muss und in seiner angeregten anionischen Form einen geringen Anteil zur
Emission beisteuert.'””!

Mit steigendem pH-Wert (pH =3 —5) wichst die Anzahl der anionischen Spezies F,
(pK | = 4.31) auch im Grundzustand, wobei im pH-Bereich zwischen 5.4 und 8 nur noch die

anionische (F,) und dianionische (F,) Protolyseformen nebeneinander vorliegen

(pK , = 6.43).1! Die dianionische Spezies ist ab einem pH-Wert von 8 dominant vertreten
und leistet den grofiten Beitrag zur charakteristischen Absorptionsbande bei 491 nm und

der typischen Emission bei 510 nm mit einer Fluoreszenzquantenausbeute @y = 0.93.1%%

) 0]
0
@)

|

OH HO l o} ! o~ -0 O (0) l o~
La O Lda ()
o'g O

Schema 1: Unterschiedliche Ionisierungs- und Tautomeriestufen des Fluoresceins in Abhingigkeit vom pH-

Wert.

-0
Fda

pKal =4.31

Der pK,-Wert der fluoreszierenden Spezies ldsst sich durch Hinzufiigen von Elektronen-
schiebenden oder -ziehenden Substituenten weiter justieren. Ein positiver induktiver
Einfluss kann durch das Addieren von Alkylgruppen an den Chromophor erreicht werden
und erhsht die Basizitit des Fluoresceins.” Ein negativer induktiver Effekt, hervorgerufen
durch Halogenatome, korrigiert den pK,-Wert nach unten und steigert somit seine
Aciditit.”" Bei Mehrfachhalogenierungen werden auch die photophysikalischen
Eigenschaften der Fluoresceinderivate beeinflusst. Und zwar erfihrt der Fluorophor in der
Regel eine bathochrome Verschiebung der Absorbtions- und Emissionsinmaxima, wobei die

Werte der Quantenausbeuten sowohl niedriger als auch hsher ausfallen kénnen.*>*!
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Beim Vergleich der pH-Sensitivititen der Rhodamine und Fluoresceine fillt ein inverser
Trend auf. Rhodamine, deren Xantheneinheit durch Aminofunktionen erweitert ist,
fluoreszieren zwar sowohl im basischen als auch im sauren Milieu (pH = 2 — 10)."*”*! Durch
Funktionalisierung der Carboxylgruppe des unteren Phenylrings mit primidren Aminen und
Bildung einer Amidgruppe herrscht im Basischen und Neutralen die Spirolactam-Form vor
(Schema 2, links). Mit sinkendem pH-Wert, wird das Lactam protoniert und die Spiro-

Spezies geht in die offene Form iiber — infolgedessen steigt auch ihre Fluoreszenz

(Schema 2).75-7

Schema 2: Tautomere Formen des Rhodaminamid-Derivats. Die Spirolactam-Spezies (links) mit
unterbrochenem n-System ist nicht fluoreszierend und die offene Variante des Rhodamins (rechts), die eine

starke Fluoreszenz aufweist.

Wie auch bei Fluoresceinen verursacht die Halogenierung des Grundgeriistes eine leichte
Modifikation der spektralen Eigenschaften.'” Im Gegensatz dazu lisst die chromogene
Aminofunktion mehr Raum fiir Variationen und erméglicht durch das Substitutionsmuster

einen viel stirkeren Einfluss auf das photophysikalische Verhalten des Farbstoffs.*”!

Der einfachste Vertreter, Rhodamin 110 (Abbildung 12), der keine Substituenten an den
Stickstoffatomen trégt, besitzt ein dem Fluorescein &hnliches Absorptions- und
Emissionsverhalten (Ap."> ~496 nm, An. " ~517 nm), mit einer Quantenausbeute von
@y = 0.92.%7) Durch einfache Methylierung der Anilineinheit (V,N'-Dimethylrhodamin),
erfihrt das Chromogen einen positiven induktiven Effekt und folglich eine bathochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums um 23 nm (hne™™ ~ 519 nm, Ape™ ~ 531 nm),
wobei die Quantenausbeute unter der Méglichkeit der freien Rotation der Methylgruppen
leidet und deshalb einen niedrigeren Wert erreicht (®r = 0.78).1) Dieser Trend setzt sich
mit dem Substitutionsgrad und der Linge der Alkylketten fort, da die Wahrscheinlichkeit
fiir das Auftreten von nichtstrahlenden Prozessen steigt.”” Das Verbinden der Alkylketten
mit dem Chromophor umgeht diese Problematik und erhéht zusitzlich die Photostabilitét
und die Helligkeit der Fluorophore, wie am Beispiel vom Julolidin-derivatisierten 6-

Carboxy-X-rhodamin demonstriert werden kann (Abbildung 12)."*"
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Kenntnisstand

N,N'-Dimethylrhodamin Rhodamin 110 6-Carboxy-X-rhodamin
Amax 25 ~ 519 nm MBS ~ 496 nm Amax 2 ~ 581 nm
Amax™ ~ 531 nm Amax™ ~ 517 nm Aomax™™ ~ 605 nm
®r =0.78 ®r = 0.92 ®r =0.90

Abbildung 12: Struktur und die dazugehérigen spektralen Eigenschaften der Rhodaminderivate
Rhodamin 110, N,N'—Dimethylrhodamin und 6—Carb0xy—X—rh0damin.

Xanthenfarbstoffe gehéren zu den Fluorophoren, die schon Ende des 19. Jahrhunderts
synthetisiert wurden. Sie zihlen deshalb neben Mauvein (Abbildung 2) zu den ersten
Farbstoffen in der Organischen Chemie.' Durch Kondensation von Resorcin (1,3-
Dihydroxybenzol) mit Phthalsdureanhydrid, bzw. von 3-(V,N-dimethylamino)-phenol mit
Phthalsdureanhydrid wird ein griin bzw. pink fluoreszierender Farbstoff erhalten
(Schema 2). Es handelt sich hierbei um eine Friedel-Crafts-Acylierung, in der zwei
Aquivalente vom entsprechenden Phenolderivat mit einem Aquivalent Phthalsiure unter

Einwirkung von Wirme oder dem Einsatz von ZnCl, bzw. Schwefelsiure als Katalysator

[65]

miteinander reagieren.
R (e} R
9 9P0@
R OH AT Z
Nealt ;
Kat
: e

Schema 3: Darstellung von Fluorescein bzw. Rhodamin aus zwei Aquivalenten vom Phenolderivat (R = OH,

NMe,) und einem Aquivalent Phthalsiure.

Die angestrebten Modifikationen werden oft bereits am Phenolderivat vorgenommen um
anschlieflend in einem Schritt die Synthese zum entsprechenden Farbstoff
durchzufithren.'®**")  Allerdings bietet Rhodamin 110 (vgl. Abbildung 12) viele
Méglichkeiten auch zur nachtriglichen Modulation. Diese Methode hat sich hauptsichlich
fiir die Darstellung latenter, pro-fluorogener Farbstoffe etabliert, die in enzymatischen

Aktivititsstudien eingesetzt werden (siehe auch Kapitel 2.5).1”%
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2.3 Farbstoffe fir die hochauflésende Mikroskopie

Doch nicht nur die Auxochrome des Xanthenchromophors und das dazugehérige x-System
kdnnen variiert und substituiert werden. Als ein effektiveres Mittel zum Beeinflussen der
photophysikalischen Eigenschaften hat sich das Austauschen der Sauerstoffbriicke des
mittleren Pyranrings durch andere Elemente herauskristallisiert. Inzwischen existiert eine
Rethe von Farbstoffen, bei denen das Sauerstoffatom ausgewechselt wurde. Dabei bewegen
sich die Elemente im Periodensystem innerhalb der Nicht- und der Halbmetalle der Gruppen
14 — 16 (Abbildung 13a; Gruppe 14: Kohlenstoff, Silicium, Germanium, Zinn; Gruppe 15:
Stickstoff, Phosphor; Gruppe 16: Sauerstoff, Schwefel, Selen, Tellur). 105758283

a) b)

| .,
_N X N
- - 200
R
Al S | P S8 | O

Ao ABS 9 EM
Ga Ge As Se Br
X R [nm] [nm] @,
@) COO 548 572 0.41
C COO 612 642 0.75
Si CH; 646 660 0.31

Ge CH; 635 649 0.34

In Sn Sb Te I

Tl Pb Bi Po At

Abbildung 13: a) Elemente der Gruppen 14 — 16 des Periodensystems, die die Briicke (X) der chromogenen
Einheit der Fluorescein- und Rhodaminfarbstoffe bilden k&énnen (grau hervorgehobene Felder). b)
Photophysikalische Eigenschaften der Gruppe 14-Rhodamine im Vergleich zum urspriinglichen
Tetramethylrhodamin (TMR: X = O, R = COO").75%3

Der Sprung vom Sauerstoff zum Kohlenstoff als Briickenelement, der zwei geminale
Methylgruppen beherbergt, erméglicht durch Konjugation der antibindenden Orbitale
Chetyt 0° und o*-Orbitale des Fluorophors eine Stabilisierung des LUMO-Energieniveaus
des n-Systems.™ Das Resultat offenbart sich in einer bathochromen Verschiebung der
Lumineszenz um etwa 50 — 60 nm (vgl. Abbildung 13b). Die Stabilisierung des LUMO-
Energieniveaus wird bei dem zu Kohlenstoff isovalenzelektronischen Silizium noch weiter
verstirkt, weshalb das Siliziumrhodamin (SiR) im Vergleich zum urspriinglichen Rhodamin
TMR (Tetramethylrhodamin) eine signifikante Rotverschiebung um 100 nm erfihrt. Mit
weiter ansteigender Ordnungszahl wird die Interaktion zwischen den Orbitalen allerdings
erschwert, da der Abstand von Cyiuy 6 zu den Orbitalen des ni-Systems wichst. Somit
ergibt sich eine Korrelationsreihe, in der das Silizium den gréf3ten und der Kohlenstoff den

kleinsten Effekt auf die Absorptions- und Emissionsmaxima aufweisen (Si > Ge > C).*
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Wie bereits erwihnt, leistet der untere Benzolring des Fluorophorgeriists nur einen
unwesentlichen Beitrag zur farbgebenden Wirkung des Chromogens. Allerdings kann durch
die Wahl der am Benzolring gebundenen Reste auf Eigenschaften wie Quantenausbeute,
pH-Sensitivitit und das Blinkverhalten des Farbstoffs Einfluss genommen werden.'*" Die
Carboxylfunktion ist beispielsweise nicht essenziell und kann durch einen anderen

Substituenten ausgetauscht werden, wobei Position, Art und Anzahl unterschiedlich ins

Gewicht fallen (vgl. Abbildung 14).*!

HO ) (0] HO o o} HO o O
L LT LT
H
g g g
3 5
4
O\

}\'ABS/EM =493/ 513 nm }\'ABS/EM =491/510 nm }\'ABS/EM =492/ 509 nm
@ =020 ®,_ =085 (pH = 13) D, - 0.84 (pH = 13)
@, =032 (pH = 3.4) @, =0.01 (pH = 3.4)

Abbildung 14: Abhéingigkeit der photophysikalischen Eigenschaften von der Art, Position und Anzahl der
Substituenten.

Eine Modifizierung durch eine Hydroxymethyl-Gruppe an der Position C-2 (Schema 4) des
unteren Rings zeigt besondere Eignung fiir hochauflssende Mikroskopiemethoden wie
dSTORM, da das intramolekulare Nukleophil ein spontanes Blinken unter physiologischen
Bedingungen hervorruft."®*! Das Gleichgewicht liegt dabei auf der Seite der geschlossenen
Spiroverbindung (X = SiMes, pKa = 5.8) und die offene fluoreszierende Form weist eine
Lebenszeit von 1=245x10"s (X =SiMe;) auf, bevor das Molekiil wieder in den
geschlossenen Zustand iibergeht. Wie auch bei reguliren Xanthenfarbstoffen ist die

Fluoreszenz pH-abhingig und tritt im Bereich zwischen pH =2 und pH = 8 auf, mit einem
Maximum bei pH ~ 5 (X = SiMe,)."*!

! |+ | |
N X 2NJ _N X N
- r L)
o

S ———

0 pK_ =58 7y

HO~0 HO

0]

Schema 4: Struktur der offenen und geschlossenen Form des Hydroxymethyl-Rhodamins (X = O, pK. = 5.0)
und des Hydroxymethyl-Siliziumrhodamins (X = SiMey, pKya = 5.8).
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2.4 Spezifisches Markieren von Biomolekiilen

2.4 Spezifisches Markieren von Biomolekiilen

Die Erforschung der biochemischen Prozesse stellt aufgrund der Komplexitit der
biologischen Systeme eine Herausforderung dar. Der Erfolg des bildgebenden Experiments
ist von vielen Kriterien abhingig, wobei die Wahl des Farbstoffs nur einen Faktor darstellt.
Ist der passende Fluorophor gefunden, muss selektives Markieren des Biomolekiils
gewihrleistet werden, ohne dessen Affinitit oder Funktionalitit zu beeinflussen. Dies wird
im Allgemeinen durch Bildung einer kovalenten Bindung zwischen einer reaktiven Spezies
des Farbstoffs (Marker) und einer nukleophilen Position eines Lipids, Peptids, Proteins,
oder eines anderen Biomolekiils (Informationstrdger) erreicht und iz vitro durchgefiihrt. Die
chemische Modifizierung sollte dabei eine hohe Toleranz gegeniiber anderen funktionellen
Gruppen aufweisen (Bioorthogonalitit). Im Idealfall sollten sich die Reagenzien im
wissrigen Medium, unter physiologischen Bedingungen, lésen und miteinander zur
Reaktion gebracht werden koénnen. Das erhaltene Biokonjugat (Agens) wird nach der
Aufreinigung zum zu untersuchenden Objekt hinzugegeben und erméglicht seine prizise

Lokalisation, ohne ein Verfilschen des Experiments durch unspezifisches Firben. 583947871

Peptide und Proteine mit gut zugéinglichen Aminoséiuren wie Lysin oder Cystein eignen sich
insbesondere zum kovalenten Konjugieren an Farbstoffe, da sie bereitwillig nukleophile
Reaktionen eingehen.”®*¥ Eine der klassischen Methoden stellt die Amidkupplung zwischen
einer disponiblen Aminofunktion eines Proteins, wie beispielsweise eines Antikérpers
(Informationstrdger), und einer aktivierten Sidure des Fluorophors (Marker) dar. Dabei
werden Reaktivester wie V-Hydroxysuccinimidyl- (NHS), Tetrafluorophenyl- (TFP), oder
p-Nitrophenylester (PNP) eingesetzt (Schema 5a). Der optimale pH-Bereich fiir die

Reaktion mit der aliphatischen e-Aminofunktion des Lysins liegt zwischen 8.5 und 9.5. Bei

neutralen pH-Werten hingegen, kann die a-Aminofunktion des N-Terminus eines Proteins
selektiv derivatisiert werden (pK, ~ 7).l Allerdings sind die NHS-Aktivester im Vergleich
zu den TFP-Estern mehr Hydrolyse-empfindlich, weshalb die Effizienz der

Kupplungsreaktion, vor allem unter basischen Bedingungen, mit der Zeit rapide abnimmt."”

Eine Alternative zur Amidkupplung bietet die Modifizierung des Thiolrestes am Cystein.
Thiole gehéren nach dem HSAB-Prinzip zu den weichen Nukleophilen mit einem
ausgeprigten Nukleophiliecharakter und gehen beispielsweise bereitwillig einen Austausch
der Disulfidbriicke ein, um gemischte Disulfide zu bilden.""” Die gingigen reaktiven
Gruppen fiir die bioorthogonale Funktionalisierung von Thiolen bilden jedoch Maleimide

und lodoacetamide (vgl. Schema 5b). Zwar koénnen diese auch Nebenreaktionen mit
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Aminen eingehen, allerdings kénnen die Reaktionsbedingungen so gewihlt werden, dass die
Entstehung stabiler Thioether begiinstigt ist und selektiv abliuft (pH = 6.5 —7).% Mit
Maleimiden reagieren Thiofunktionen der Cysteine nach dem Mechanismus der Michael-
Addition und greifen dabei nukleophil das a,B-ungesittigte Carbonyl an (vgl. Schema 5b).
Bei der Durchfithrung der Modifikation bei neutralen pH-Werten (pH =7) ist die Thiol-

Michael-Addition um den Faktor 1 x 10° schneller als die Reaktion mit dem Lysinrest.[sg]

a) *
O P HN

N O
/\/\/NHZ \\(/&o Amid- /_/—/ o
Kupplung

TFP-Ester o]
O
Michael- N»\*
Addition - S/q(N \/\H
b) y
HN
o ,— ©
g8
X (0]
" sH S 9
.. N7T o)
Malelmldﬁ Reaktion /\s/\/u‘
| (6]
Iodacetamid

Schema 5: Klassische Methoden zum Darstellen von fluoreszenzmarkierten Biokonjugaten: a) Fiir
Proteinmodifikationen an disponiblen Aminosiuren wie Lysin. b) Fiir Proteinmodifikationen an Aminosiuren

wie Cystein, die zugéngliche Thiolfunktionen enthalten.

lodoacetamid-funktionalisierte ~ Fluorophore werden hingegen, der nukleophilen
Substitution zweiter Ordnung (Sx2) folgend, von der Thiofunktion des Cysteins
angegriffen, um einen Thioether zu bilden (vgl. Schema 5b). Da Iod jedoch eine sehr gute
Abgangsgruppe darstellt, lauft die Modifizierung nicht spezifisch ab. Nebenreaktionen mit
allen anderen nukleophilen Positionen im Protein, wie die Imidazolyl-Seitenkette des
Histidins oder die Aminofunktion des Lysins, sind deshalb ebenso wahrscheinlich und
kénnen nur bis zu einem gewissen Grad durch die pH-abhingige Reaktionsrate der

jeweiligen Reste kontrolliert werden."
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2.4 Spezifisches Markieren von Biomolekiilen

Nach der Einfithrung des Begriffs , Click-Chemie“ durch Sharpless et al. wurde das Potential
der dazugehéorigen Reaktionen auch fiir die bioorthogonalen Anwendungen erkannt. Diese
werden additiv zu den bereits etablierten Konjugationsméglichkeiten in der Biologie,
Biochemie und Pharmazie vielfach genutzt."™! Im weitesten Sinne handelt es sich um
Reaktionen zwischen modularen Molekiilen, die mit hoher Triebkraft sowohl selektiv als
auch stereospezifisch ablaufen, hohe Reaktionsraten aufweisen und vollstindigen Umsatz
liefern. Die Reaktanten sollten aus einfachen Ausgansverbindungen herstellbar sein und
unter unkomplizierten Bedingungen — auch in physiologischen Systemen — zur Reaktion
gebracht werden kénnen. Sowohl die Reagenzien als auch das gebildete Produkt sollten
deshalb unempfindlich gegeniiber Wasser und Sauerstoff sein und wihrend der Reaktion

nur Nebenprodukte generieren, die mit der Umgebung nicht interagieren kénnen.®

Zu den reprisentativen Reaktionen der Click-Chemie zdhlen Kohlenstoff-Heteroatom-
Kniipfungen, die typischerweise in nukleophilen Substitutionsreaktionen auftreten, im
Speziellen wie sie in Ringffnungsreaktionen der Epoxide und der Aziridine zu finden sind.
Sie gehéren zu den Verkniipfungsreaktionen, bei denen sich die Summenformel des
Produkts aus der Gesamtheit der atomaren Zusammensetzung der Edukte bildet und keine
Nebenprodukte anfallen. Auch Additionsreaktionen an C-C-Mehrfachbindungen, wie sie
beispielsweise an Michaelsystemen durchfiihrbar sind, folgen diesem Prinzip."™’ Somit fallen
die oben beschriebenen, klassischen Methoden der Konjugation (hauptsichlich die Thio-
Maleimid-Reaktion) auch unter den Begriff der bioorthogonalen Click-Reaktionen. Die
Kategorie der Cyclo-Additionen hingegen, stellt eine Gruppe dar, die erst in letzter Zeit in
biologischen Anwendungen an Popularitit gewinnt, da hier sowohl das Biomolekiil als auch
der Marker mit entsprechenden bioorthogonalen Gruppen versehen werden miissen. Die
Reaktionspartner besitzen keine natiirlich vorkommenden Analoga und reagieren
ausschlieflich untereinander, ohne unerwiinschte Nebenprodukte zu bilden. Deshalb
ermoglichen diese Varianten der Click-Chemie einen hohen Grad an Selektivitit und
Bioorthogonalitit und bauen die Palette an Maglichkeiten enorm aus.'™ Den mit Abstand
bekanntesten Vertreter der Cyclo-Additionen in der bioorthogonalen Click-Chemie bildet
die Huisgen Reaktion ([3+2]-Cycloaddition) zwischen einem 1,3-dipolaren Azid und einem
Alkin, die in einem heteroatomaren Fiinfring resultiert (Schema 6a)."**** Einen weiteren
wichtigen Représentanten stellt die ,inverse” Diels-Alder-Reaktion ([4+2]-Cycloaddition)
bereit, die zwischen einem elektronendefizienten Tetrazin und einer elektronenreichen
Doppelbindung des trans-Cyclooctens ablauft und im Anschluss, nach Abspaltung
elementaren Stickstoffs, einen sechsgliedrigen Heteroaromaten formt (Schema 6b).
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Die Azidoeinheit ist klein, nach auflen hin ungeladen und aufgrund ihrer Abwesenheit in
natiirlichen Substanzen, inert gegeniiber biochemischen Prozessen. Sie verdndert deshalb
nur unwesentlich die Eigenschaften und Funktion des Molekiils, das damit versehen
wurde.” Azide kénnen sowohl chemisch als auch biosynthetisch in das zu untersuchende
Objekt installiert werden und gehéren mittlerweile zu einem weitverbreiteten und effektiven
Werkzeug der bioorthogonalen Konjugation.”””™) Alkine bilden das dipolarophile
Pendant zu den Aziden und werden iiberwiegend an den Fluoreszenzmarkern angebracht,

wobei aber auch Biomolekiile damit versehen werden kénnen. %!

a)
= : Biomolekiil \N N
+ N=N
/ Azid + Alkin
CuAAC

- k=10—100 M s

Biomolekiil ~ :N N
SPAAC
{ \/'

N

Biomolekiil ~
N:N
Azid + Cyclooctin

k=10"-1M's"
b)

Biomolekiil Biomolekiil
\6 1IEDDA
77
N

SO
N
Cycloocten + Tetrazin

k=1-10"M's"

Schema 6: Ubersicht iiber die bioorthogonalen Click-Reaktionen. a) Azid-Alkin-Reaktion (Kupfer-katalysiert

und angetrieben durch den Winkel-Spannungsabbau im Cyclooctin). b) Cycloocten-Tetrazin-Reaktion.

Die Huisgen [3+2]-Cycloaddition kann sowohl mit endstindigen als auch mit gespannten
C-C Dreifachbindungen realisiert werden. Im Falle der gespannten Alkine ist der Winkel-
Spannungsabbau die Triebkraft der Reaktion, da der vorherrschende Winkel von 163° stark
von dem idealen Winkel der sp-Hybridisierung (180°) abweicht. Sie reagieren deshalb
spontan mit dem 1,3-dipolaren Azid unter Bildung eines sp™hybridisierten Triazols mit
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2.4 Spezifisches Markieren von Biomolekiilen

einem Winkel von 120° und der Geschwindigkeitskonstante von k=107 —1 M s = (vgl.
Schema 6a).""” In der bioorthogonalen Click-Chemie spricht man deshalb auch von SPAAC
(strain-promoted alkyne azide cycloaddition).”®'"™ Mit endstindigen Alkinen ist die
Reaktionsrate ohne Zusatz von Katalysatoren relativ niedrig und braucht hohe
Temperaturen (> 100 °C) um den Triazolring effektiv ausbilden zu kénnen. Das dabei
entstandene Produkt besteht aus einem 1,4- und 1,56-Regioisomeren-Gemisch im Verhiltnis

1:1.° Wird dem Reaktionsgemisch aber Kupfer(I) als Katalysator hinzugesetzt, liuft die

Reaktion mit hohen Geschwindigkeiten (k = 10 = 100 M's ') auch bei Raumtemperatur ab,
wobei ausschlieBlich das 1,4-substituierte Triazol gebildet wird (vgl. auch Schema 6a).”””
Studien zur Aufklirung der Rolle des Katalysators withrend des mechanistischen Ablaufs
der Cycloaddition haben ergeben, dass jeweils zwei Kupfer(I)-Ionen an der Cyclisierung
beteiligt sind und sowohl die C-C-Dreifachbindung als auch das Azid vorkoordinieren und

somit die Regioselektivitit vorgeben (Schema 7).M"'"%!
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Schema 7: Mechanismus der Kupfer(I) katalysierten [34+2]-Cycloaddition zwischen einem Azid und einem

terminalen Alkin.

Kupfer katalysierte Azid-Alkin Cycloadditionen (CuAAC) sind fiir Anwendungen sowohl
in fixierten als auch lebenden Zellen und Organismen geeignet. Allerdings schrinkt die
Toxizitdt vom Kupfer den Einsatz von CuAAC-Reaktionen enorm ein und verlangt nach

wasserloslichen biokompatiblen Additiven (Cu(l)-Liganden), die die Cu(I)-Spezies

stabilisieren und die Freisetzung von elementarem Kupfer verhindern.""*!"!
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Eine nicht toxische Alternative bietet die ,inverse“ Diels-Alder-Reaktion (inverse electron
demand Diels-Alder = iIEDDA).” Im Gegensatz zu der reguliren [4+2]-Cycloaddition mit
einem normalen Elektronenbedarf, reagiert in der iEDDA ein elektronendefizientes Dien
mit einem elektronenreichen Alken (Dienophil). In bioanalytischen Untersuchungen
handelt es sich hierbei iiberwiegend um ein elektronenarmes 1,2,4,5-Tetrazin und das trans-
Cycloocten (TCO), das eine gespannte Doppelbindung aufweist (vgl. Schema 6b).!!"!o2%
In Analogie zur SPAAC, ist der Abbau der Winkelspannung der anfingliche Impuls der
Reaktion. Allerdings wird nach der Cycloaddition ein Bizyklus als Intermediat erhalten, der
unter spontaner Abspaltung von elementarem Stickstoff (Retro-Diels-Alder-Reaktion)
wieder zerfillt und nach der Rearomatisierung das finale Produkt (Pyridazin) bildet

(Schema 8). Diese additiven Effekte der Triebkraft resultieren in einer effizienten Reaktion

mit duflerst hohen Reaktionsgeschwindigkeiten (k =1 — 106 Milsil), die um den Faktor
1 x 10° hoher sind als die der CuAAC und 1 x 10® als die der SPAAC.P%!
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Schema 8: Mechanismus der inversen Diels-Alder Reaktion zwischen einem Elektronen-defizienten Tetrazin
und einer reaktiven Doppelbindung des trans-Cyclooctens (TCO).

Die Reaktionsrate wird weiterhin von Faktoren wie elektronenziehende Substituenten am
Tetrazin, Ringspannung des Alkens und seine Stereoinformation beeinflusst. Das axiale
Isomer ist dabei vierfach reaktiver als das iquatoriale (Abbildung 15).”%"*" Polare
Lésemittel wirken ebenfalls beschleunigend, da die lipophile Natur der Reaktanten unter

solchen Bedingungen zur Ausbildung aktivierter Komplexe mit stabilisierter Interaktion

fihrt.”"

NAGH kuiat RO-TCO ~ 4 X > kgquuoris RO-TCO NFGLOR

OR H

Abbildung 15: Einfluss der stereochemischen Effekte auf die Reaktionsgeschwindigkeit der TCO-Derivate

gegeniiber der Tetrazine.
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2.5 Aktivierung von maskierten Molekiilen und Farbstoffen

Biologische Experimente beziehen sich in der bildgebenden Mikroskopie aber nicht ,nur”
auf die alleinige Detektion des Fluoreszenzsignals des Biokonjugats. Oft werden maskierte
Fluorophore eingesetzt, die erst nach einem biochemischen Aktivierungsprozess evident
werden. Auf diese Weise erméglichen sie die Verfolgung metabolischer Abldufe eines
Organismus oder die Ermittlung kleiner Ionen und Analyten, die unterschiedliche
Signalfunktionen innerhalb der Zelle ausiiben.!””"**"** Enzymatische Aktivititen kénnen
beispielsweise durch Acetylierung oder Glykosylierung der auxochromen Gruppen der
Fluoresceine und Rhodamine gut untersucht werden (Abbildung 16).">'*! Diese
Derivatisierung bringt die Fluorophore in einen nicht lumineszenten Zustand, der erst nach
der Abspaltung der Tarngruppen durch entsprechende Enzyme aufgehoben und die

chromogene Einheit wiederhergestellt wird,[67:84127-135]

HOOH
0

0 o) o) HOEE:;>X/0 X 0
O >
(0] @) >
0~
O ")
R2

Abbildung 16: Pro-fluorogene Farbstoffe, die in enzymatischen Aktivititsstudien eingesetzt werden (X = O,
Si; R! = Me, COOH; R? = H, OMe).

Durch chelatisierende Modifikationen werden pro-fluorogene Farbstoffe generiert, die
gezielt Metallionen erfassen und erst nach Komplexierung dieser ein starkes detektierbares
Fluoreszenzsignal aussenden. Sie reprisentieren somit selektive Metallindikatoren, die
individuell an jede Art von Metallionen angepasst werden kénnen und die Analyse zellulirer

[136-145]

Signalwege erméglichen (Abbildung 17).
= = HO o 0
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Abbildung 17: Pro-fluorogene Farbstoffe, die durch individuelle Chelatbildner selektiv Metallionen
komplexieren und deshalb der Metallindikation dienen (R = H, COOH).
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Eine andere Art von Demaskierung, die unabhéngig von den Abldufen eines biologischen

Systems erfolgt und nur durch einen externen Faktor beeinflusst werden kann, wird durch

(651461471 yazu  werden

die Erweiterung mit Licht-aktivierbaren Funktionen erreicht.
Fluoreszenzfarbstoffe oder biologisch aktive Substanzen mit photoabspaltbaren Gruppen,
wie ortho-Nitrobenzylgruppen (ONB) arretiert (Abbildung 18). Im gegebenen Experiment
werden die Fluorophore oder die Wirkstoffe erst bei Bedarf, nach Bestrahlung mit Licht

t [148-157]

einer geeigneten Wellenlinge freigesetzt. Das erméglicht sowohl ein gezieltes

Regulieren von Dosierung und zeitlicher Exposition als auch die Bestimmung des Orts der

) ) . . 5,146,147,150
Freisetzung in der Zelle oder einem Organlsmus.[6 501

o) 0 O\/Q
LT 7L

+

(0]
HO
pro-fluorogenes latenter Antitumor-Wirkstoff
(ONB),-Fluorescein »Vemurafenib“

Abbildung 18: Photoaktivierbare Molekiile, die durch ortho-Nitrobenzylgruppen arretiert sind und durch

Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Wellenlinge freigesetzt werden.

Der Mechanismus der Freisetzung lduft nach dem Lichtimpuls in vier Schritten ab.
Zunichst wird ein Proton abstrahiert, sodass das abzuspaltende Fragment eine vinylische
Position einnimmt. Darauthin folgt die Insertion des Sauerstoffs der Nitrogruppe. Nach der
Bindungsspaltung und Ausbildung der Carbonylfunktion, wird das Zielmolekiil als

Abgangsgruppe eliminiert und somit auch aktiviert (Schema 9).1'**"%%]

- O/

X, - Chp — Cp —

Schema 9: Abspaltungsmechanismus der ortho-Nitrobenzylgruppe nach Bestrahlung mit Licht und

Freisetzung der aktiven Form des Fluorophors.
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3 Aufgabenstellung

Seit der Entwicklung der hochauflssenden Mikroskopiemethoden in den letzten
Jahrzehnten ist es nun méglich Strukturen und Ablidufe in biologischen Systemen
detaillierter darzustellen als mit der von Abbe entdeckten maximalen Auflésungsgrenze von
~ 200 nm. Jedoch stellt das prizise Markieren von einzelnen Molekiilen und somit auch
deren Lokalisation weiterhin eine Herausforderung dar. Im Rahmen dieser Dissertation
sollten deshalb effiziente Synthesen der fiir die hochauflésende Mikroskopie geeigneten
Farbstoffe entwickelt werden. Die Farbstoffe sollten zusitzlich noch funktional sein und
aufgrund ihrer Eigenschaften bestimmte biologische Fragestellungen beantworten kénnen.
Als Farbstoffklassen wurden die Cyanine und Xanthene ausgewihlt. Beide sollten ein
Markieren und Spektroskopieren von einzelnen Biomolekiilen erméglichen und sich somit
fiir die hochaufléssende Mikroskopie eignen. Die Farbstoffe sollten ebenfalls der Click-
Chemie fiir das biologische System zuginglich gemacht werden. Dazu sollten sowohl
Farbstoffe als auch Naturstoffe wie das Paclitaxel mit bioorthogonalen Gruppen versehen

werden.

3.1 Syntheseoptimierung und Weiterentwicklung der
Cyaninfarbstoffe

3.1.1 Wasserlésliche Cyaninfarbstoffe - Syntheseoptimierung

Bei den Cyaninen sollte der Schwerpunkt der Syntheseoptimierung auf die wasserléslichen
und nicht membrangingigen Pentamethincyanin-Farbstoffe (Cy5) gelegt werden
(Abbildung 19).

"058 SOgH

+N/ NS N

HO5S

Abbildung 19: Allgemeine Struktur des wasserlsslichen Pentamethincyaninfarbstoffs. R = COOH, NH,,
CCH, Ns.
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Aufgabenstellung

Zusitzlich zur Ausbeutenverbesserung des literaturbekannten Carboxy-funktionalisierten
Cy5-Farbstoffs (R = COOH) sollten die Méglichkeiten zum direkten Derivatisieren iiber R
erweitert werden. Dabei sollten sowohl die Kettenlinge (n=1,4,7) als auch die
Substituenten (R = COOH, NH,, CCH, Nj) variiert werden. Alle Syntheseschritte sollten
unter Hilfenahme der Mikrowellentechnik durchgefiihrt werden, wobei die optimalen

Bedingungen (Temperatur, Dauer, Energieeintrag) und Lésemittel ermittelt werden sollten.

3.1.2Tri-Emitter

Nach der Optimierung der Synthese und Ausbeuten sollten in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Sauer die photophysikalischen Prozesse von den sich in der Nihe
befindenden Farbstoffen — wie der gegenseitige Einfluss nach dem Anregen mit Licht, der
sich durch Fluoreszenzléschung oder Emissionsverstirkung duflert — untersucht werden.
Dazu sollten mehrere Cy5-Molekiile in einem definierten Abstand zueinander angeordnet
und iiber einen Linker mit einer bioorthogonalen Funktion (Tetrazin) versehen werden,

sodass effizientes Markieren von biologischen Strukturen erméglicht wird (Abbildung 20).

SO4H

- 033—\_\\ O
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\
\
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HO3S N
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~
N \\% . \NﬁN
S & g

/ (@) /
R = HN %
é 0 SOzH
N= Q
N7/N (0]

R

Abbildung 20: Allgemeine Struktur des dreifachen Emitters, der mithilfe der Alkin-Azid-Click-Reaktion

dargestellt und mit einer bioorthogonalen Funktion (Tetrazin) versehen werden sollte.
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3.1 Syntheseoptimierung und Weiterentwicklung der Cyaninfarbstoffe

3.1.3Entwicklung von photoabspaltbaren Farbstoffen

Trotz einer Vielzahl an fluoreszierenden Farbstoffen sind die meisten Farbstoffe aufgrund
von fehlendem Blinkvermégen (nicht photoschaltbar) fiir den Einsatz in dStorm-
Experimenten ungeeignet. Dies hat zur Folge, dass nur eine begrenzte Anzahl an Strukturen
eines biologischen Systems, wie beispielsweise einer Zelle, gleichzeitig angefirbt und
spektroskopiert werden koénnen. Um diese Problematik zu umgehen, sollten
photoabspaltbare =~ Linker  entwickelt und mit den vorher synthetisierten

Pentamethincyaninfarbstoffen verkniipft werden.

Um eine intrinsische Fluoreszenz der Zelle zu vermeiden und sie gleichzeitig durch
Bestrahlung mit sichtbarem Licht zu schonen, sollten die Linker in ihrem
Absorptionsvermégen so variiert werden, dass thre Anregung mit einer Wellenldnge von
iiber 400 nm méglich sein sollte. Des Weiteren sollten die Substituenten des
photoabspaltbaren Linkers so gewihlt werden, dass eine méglichst schnelle und effiziente
Abspaltung des Farbstoffs erreicht werden konnte. Als Grundgeriist wurde eine
weitverbreitete photoabspaltbare ortho-Nitrobenzylschutzgruppe (ONB) ausgesucht, die
durch eine Modifikation mit einer Carboxy-Funktion als Linker fungieren sollte
(Abbildung 21). Dabei sollte darauf geachtet werden, dass der Linker méglichst universell
sowohl mit Biomolekiilen wie Antikérpern konjugiert werden konnte, als auch mit anderen
Molekiilen, wie Tetrazinen, kompatibel sein sollte. Nach der Kupplung der Linker mit den
Farbstoffen und Aktivierung der so erhaltenen photoabspaltbaren Farbstoffe als Aktivester

sollten diese auf ihre Eignung getestet werden.

Konjugation mit Peptiden

O
§ . NO,
Verkniipfung mit Farbstoffen HO
OH Konjugation mit Antikérpern
R
Konjugation mit kleinen Molekiilen
Steuerung der Abspalteffizienz Steuerung der Absorptionswellenlinge

Abbildung 21: Allgemeine Struktur der zu synthetisierenden Nitrobenzyl-Linker und deren zu erfiillenden

Anforderungen.
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Aufgabenstellung

3.2 Syntheseoptimierung und Weiterentwicklung von

Silizium-verbriuckten Xanthenfarbstoffen

Die zweite Farbstoffklasse, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit behandelt werden sollte,
ist die Familie der Silizium-verbriickten Xanthenfarbstoffe. Insbesondere sollten die
Optionen fiir die Vereinfachung der Syntheseroute des seit 2014 literaturbekannten und von
Uno et al™ entwickelten, spontan blinkenden Hydroxymethyl-Siliziumrhodamins
(HMSIR, R' = NMe,, vgl. Abbildung 22) analysiert und in Ausbeute verbessert werden.
Anschlieflend sollte der Fluorophor mit den bioorthogonalen Linkern Tetrazin und DBCO
funktionalisiert werden (R'=NMe,, R’ = Tetrazin, DBCO). Des Weiteren sollte ein
Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein (R' = OH, R®= OH) synthetisiert und dessen pH-
Abhingigkeit mittels UV-Vis Spektroskopie untersucht werden.

\ /
Si

R1
L
g

0~ "R?

R1

Abbildung 22: Allgemeine Struktur der Fluorescein- und Rhodaminfarbstoffe, die iiber eine Siliziumbriicke

verfiigen und im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert bzw. funktionalisiert werden sollten.

Zuletzt sollte das bioaktive Molekiil Docetaxel, welches das Cytoskelett einer Zelle
(Mikrotubuli) gezielt erkennt und inhibiert, so modifiziert werden, dass dieses als TCO-

Ligand in Kombination mit Tetrazin-konjugierten Farbstoffen eingesetzt werden kann

(Abbildung 23).

Abbildung 23: Struktur des Docetaxel-Liganden, welcher als Pendant zu Tetrazin-funktionalisierten

Farbstoffen agieren soll.
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1 Cyaninfarbstoffe

4.1.1 Wasserlésliche Cyaninfarbstoffe — Syntheseoptimierung

Cyaninfarbstoffe gehtren zu den etablierten und vielseitig einsetzbaren Farbsoffen, die sich
fiir die Detektion von biologischen Strukturen und Prozessen eignen. In Abhingigkeit der
Linge der Polymethinkette, die im Fall von Indocarbocyaninfarbstoffen beidseitig von
Indolenineinheiten determiniert wird, erstreckt sich der spektrale Bereich zwischen 550 nm
und 800 nm (vgl. Kapitel 2.3.1).*****l Dies gestattet maflgeschneiderte Anwendungen in
der Medizin und den Biowissenschaften, wobei insbesondere die wasserléslichen Cyanine
eine einfache Handhabung unter physiologischen Bedingungen ermdglichen."*"" Der
hydrophile Charakter wird durch Sulfonatmodifikation an den Indoleninen erreicht und
verhindert sowohl eine Agglomeration des Farbstoffs in wissrigen Medien als auch
unspezifisches  Anlagern an  Biomolekiile.™®*  Dariiber hinaus eignen sich
Pentamethincyanine aufgrund ihrer photoschaltbarer Eigenschaften nicht nur fiir

fluoreszenzbasierende Standardtechniken in Forschung und Analyse, sondern auch fiir die

hochauflssende Mikroskopiemethoden wie STORM und dSTORM.[?"05105-107178179]

Jedoch stellt die Synthese der wasserléslichen Pentamethincyanine immer noch eine
Herausforderung dar, die sowohl mit schlechten Ausbeuten als auch mit einer schwierigen
und aufwendigen Aufreinigung einhergeht. In der Vergangenheit wurden zwar einige
Anstrengungen unternommen die Ausbeute von Cyaninfarbstoffen zu verbessern.
Allerdings wurden meist nur kleine Ansatzgréfien verwendet oder nicht wasserldsliche
Cyaninfarbstoffe synthetisiert, die unsubstituierte Alkylketten enthalten und sich somit nicht
fir die Markierungsmethoden von Biomolekiilen eignen.!'*"'®! Deshalb wurde in einem
Teilprojekt dieser Arbeit der Schwerpunkt auf die Syntheseoptimierung und -entwicklung
der wasserléslichen und nichtmembrangingigen Pentamethincyanin-Farbstoffe gelegt, die
unterschiedliche funktionelle Gruppen enthalten und angepasst an die biologische
Fragestellung verwendet werden kénnen. Dazu wurde zunéchst der mégliche Mechanismus
der angestrebten Synthese betrachtet, von dem der letzte Schritt der Farbstoffbildung im

Schema 10 dargestellt ist.
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Diskussion der Ergebnisse

Nach Erhalt des Indolenins, welches in einer Fischer-Indol-Synthese aus 4-
Sulfophenylhydrazin und 3-Methylbutanon hergestellt wird, wird in einer nukleophilen
Substitution die Alkylkette eingefithrt und das Indoliumsalz gebildet (Schema 10,
Verbindung A). Es scheint plausibel, dass dieses in einem Gleichgewicht zwischen der
Iminium- und der Enamin-Form vorliegen und sowohl sduren- als auch basenkatalysiert mit
einem Nukleophil reagieren kann. Die Verlingerung des chromogenen Teils des Farbstoffs
ist somit nach dem Angriff des Enamins (A) auf das Imin des Malonaldehyd-dianilids einfach
erreichbar. Die Zugabe von Essigsiureanhydrid ist dabei von Vorteil, da durch die
Acetylierung eine bessere Abgangsgruppe (NV-Phenylacetamid, vgl. Schema 10,
Zwischenstufe B) generiert und ein guter Umsatz zum Hemicyanin (C) garantiert wird. Im
nédchsten Schritt wiederholt sich die C-C-Kniipfung zwischen dem Imin des Hemicyanins
(C) und dem Enamin eines zweiten Molekiils des Indoliumsalzes (vgl. Schema 10,

Zwischenstufen D und E), wobei der Cyaninfarbstoff (F) entsteht.

Hoss@g\ HO4S H o\>_
Ph. o~~~ -Ph —— 7 D)
A N:D N H N+ B

N
L(\
R‘> )\) R1) \ ~ Ph
S /) o’ HN
o)\ Ph
o ‘

~
HO5S Lo\ﬁ‘) HO5S
D N \= ( Ne N \ C
) =N ) NH

N
L R2
038 SO4H
= =
B — +N N
E j) n \\\\ F
R? R2
n=3

Schema 10: Vorgeschlagener Mechanismus zur Synthese der Indocarbocyanine, mit Essigsdureanhydrid als

Hilfsreagenz zur Generierung einer besseren Abgangsgruppe.

Aufler der Gleichgewichtsverschiebung in Richtung des Produkts, die durch die Zugabe von

Essigsidureanhydrid erméglicht wird, miissen weitere Faktoren bedacht werden. Die geringe
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Loslichkeit der Reaktionsteilnehmer in organischen Lésemitteln beispielsweise stellt eine
Herausforderung dar und wurde in der Literatur oft durch Verwendung von Pyridin oder
Ethanol kompensiert. Pyridin erscheint zunichst als vorteilhaft, da es sowohl als Lésemittel
fungiert als auch die Rolle des Katalysators einnimmt. Allerdings begiinstigt der Uberschuss
an nukleophiler Base Nebenreaktionen, erschwert die Freisetzung der Abgangsgruppe und
fithrt zu partieller Zersetzung des Farbstoffs, was die in der Literatur beschriebenen
schlechten Ausbeuten erkliren kénnte." ') Das gleiche Dilemma tritt auch bei der
Kombination von Ethanol als Lésemittel mit schwach nukleophilen Basen wie Triethylamin
oder Natriumacetat auf, die somit ebenfalls fiir die effiziente Synthese von Cyaninfarbstoffen

ungeeignet sind."'*"%!

Im Gegensatz dazu bilden Essigsdure und Essigsidureanhydrid giinstige Bedingungen, unter
denen die Reaktion ohne die oben erwihnten Probleme abliuft. Die Essigsidure stellt ein
hervorragendes Losemittel fiir alle Komponenten der Synthese der wasserlsslichen
Cyaninfarbstoffe dar und katalysiert die Reaktion, ohne nukleophil zu sein. Durch das
Hinzuftigen von Kaliumacetat als Base wird ein Equilibrium geschaffen, in dem
Siurekatalyse, Deprotonierung und Acetylierung gleichermaflen ablaufen kénnen, ohne
Neben- oder Zersetzungsprodukte zu erzeugen. Allerdings ist auch bei dieser
pufferdhnlichen Konstellation auf das richtige Verhiltnis zwischen Siure, Base und
Acetylierungsmittel zu achten, da die Ausbeute in Abhingigkeit dieser fluktuiert (vgl. auch
S. 48 — 49 und Schema 13).11%1%!

Zwei weitere Kriterien, die den Erfolg der Synthese mafigeblich beeinflussen, sind die
Reaktionstemperatur in Kombination mit der Reaktionszeit. Wie bei den Karatinoiden
besteht die chromogene Einheit der Carbocyaninfarbstoffe aus konjugierten
Doppelbindungen, die keine weitere Stabilisierung — im Vergleich zu aromatischen
Chromophoren — aufweisen. Mit der Lidnge der Polymethinkette scheinen auch die
Cyaninfarbstoffe empfindlicher gegeniiber Temperatur, Licht und Oxidation durch
Luftsauerstoff zu sein. Lange Reaktionszeiten und hohe Temperaturen in Gegenwart von
Licht fithren demnach zur Bildung grofler Mengen an Zersetzungsprodukten. Deshalb
wurde in Erwigung gezogen, das konventionelle Erhitzen im Olbad durch Mikrowellen-
unterstiitztes Erhitzen auszutauschen, da die Mikrowellenbestrahlung bei polarisierbaren
Intermediaten und Molekiilen dipolarer Natur wihrend der Reaktion zu einem milden und
gezielten Erhitzen direkt im Molekiil fithrt, ohne grofle Temperaturgradienten zwischen
Gefiflwand und Lésemittel zu erzeugen."”"! Diese effiziente Energieiibertragung fiihrt in

der Regel zur Verkiirzung der Reaktionszeiten bei gleichzeitiger Minimierung von
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Diskussion der Ergebnisse

unerwiinschten Oxidationen, Photoabbau und anderen Zersetzungsreaktionen, was die

Bildung des Produkts begiinstigt und seine Reinheit verbessert.

Da alle an der Synthese beteiligten Intermediate polar sind, wurden im Rahmen dieser
Dissertation die jeweiligen Syntheseschritte (vgl. Schema 12 und 13) auf ihre Eignung fiir
die Durchfiithrung in der Mikrowelle untersucht. Dazu wurden unterschiedliche Lésemittel,
Reaktionszeiten und Temperaturen gewihlt, um die optimalen Bedingungen festzustellen.
Parallel wurden die gleichen Reaktionen mit der klassischen Methode durchgefiihrt und
somit zu jeder Reaktion Vergleichswerte geschaffen. Das Ziel war dabei nicht nur die
Optimierung der Reaktionsschritte, sondern insbesondere die Entwicklung einer einfachen,
effizienten und reproduzierbaren Methode zur Darstellung von einer Vielzahl an
wasserléslichen Pentamethincyaninfarbstoffen. Diese sollten deshalb diverse funktionelle
Gruppen enthalten, die einen Zugang fiir weitere Modifikationen erméglichen und flexibel
an die biologische Fragestellung angepasst werden kénnen. Um eine méglichst grofle
Bandbreite an Funktionalisierungsméglichkeiten abzudecken wurden als funktionelle
Gruppen Nitrile — die mithilfe saurer Hydrolyse einfach in eine Carbonsédure tiberfiihrt
werden kénnen —, Alkine, Amine und Azide gew#hlt. Des Weiteren sollten die Seitenketten,
welche die funktionelle Gruppe enthalten, verschiedene Lingen aufweisen. Zum einen sollte
dadurch der Abstand zum Chromophor variabel gestaltet werden kénnen, zum anderen
sollte der Einfluss der Kettenlinge und somit ihre Polaritit auf den Erfolg der Synthese
(Ausbeute) der entsprechenden Farbstoffe untersucht werden. Hierfiir wurden die Ketten,
die Azido- und Aminofunktionen enthalten sollen, im Voraus hergestellt (Schema 11). Die

Alkin- und Nitril-funktionalisierten Ketten wurden kiuflich erworben.

NaNg TosCl 0.0 Nal
H,O, MeCN NEt; DCM S. Acet
Ho{Mer  MOMeON o rfgy,  NEG DOM o N, A D,
92 - 100 % 93 - 98 % 83-92 %
n=1,4,7 1 2 3
la:n=1 2a:n=1 3a:n=1
1b:n=4 2b:n=4 3b:n=4
1c:n=7 2c:n=7 3c:n=7
(0]
HBr/H,O NEt; MeOH
Ho ™ NH,  _MBTHO g Ay, NEl MeOH Br/\M;\NJ\CFS
94 % oder H
TFAA
n=4 n=1,4 NEt; DCM 5
4:n=4 989 S5a:n=1
81-98 % 5b n=a

Schema 11: Synthetisierte Alkylketten unterschiedlicher Linge, die Azido- bzw. Aminofunktionen enthalten.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Die Reaktionsbedingungen fiir die Mikrowellen-unterstiitzte Synthese des Indolenins

(Schema 12, Verbindung 6) wurden von der konventionellen Methode adaptiert. Die
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7b:n=4,R=N3
7c:n=7,R=N;
7d:n=1, R=NHTFA
7e:n=4,R=NHTFA
ACOH/ 6 M HC|, {;;2:; REEN
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quantitativ { 7i:n=3R= CO§H
7j: n=1, R =Alkin
7k:n =2, R = Alkin
71: n=2, R=SOzH

Schema 12: Ubersicht iiber die mikrowellenunterstiitzte Synthese des Indolenins (6) und der dazugehésrigen
Indoliumsalze (7a — 71).

Ausbeuten waren in beiden Féllen dhnlich und lagen bei 50 — 55 %. Allerdings wird mit Hilfe
der Mikrowellenstrahlung die Reaktionszeit auf ein Viertel der konventionellen

Reaktionszeit reduziert und das Produkt mit einem hsheren Reinheitsgrad erhalten.

Die Einfithrung der Alkylkette und somit die Darstellung der Indoliumsalze 7a — 71 stellte
sich als grofite Herausforderung wihrend der gesamten Synthese der Farbstoffe dar
(Schema 12). Das Imin-Element des Indoliums gehéort eher zu den schlechten Nukleophilen
und reagiert erst nach Zufuhr von hohen Temperaturen (> 100 °C) unter Ausbildung des
quartidren Kations. In Abhingigkeit der Linge und Polaritit der Alkylkette wurden deshalb
Ausbeuten zwischen 41 % und 96 % erzielt. Dabei verhilt sich die Polaritit der Kette
proportional zu der Ausbeute. D. h. die polaren und kurzen Ketten, die Amid-, Nitril- und
Sulfonsdure als funktionelle Gruppe enthalten (7d —7g, 71), erzielten stets bessere
Ausbeuten als Azid- und Alkinfunktionalisierte Ketten (7a—7c, 7j—7k). Auch die
Abgangsgruppe spielt wihrend der Umsetzung zum Indoliumsalz eine grofle Rolle. Brom-
substituierte Ketten haben erst bei hsheren Temperaturen (~ 125 °C) gute Ausbeuten erzielt
(vgl. auch Tabelle 3). Im Gegensatz hierzu konnten die Alkyliodide schon bei Temperaturen
von 110 — 115 °C zum Produkt umgesetzt werden. Insbesondere die unpolaren Ketten, die
eine Alkin- bzw. Azidfunktion enthielten, wiesen erst einen Umsatz zum Produkt auf, als

eine bessere Abgangsgruppe vorhanden war und gleichzeitig die Temperatur auf ca. 110 °C
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herabgesetzt wurde. Bei hoheren Temperaturen (T >115°C) enthielten die
Reaktionsgemische vorwiegend Zersetzungs- oder Nebenprodukte, die dem Produkt nicht

zugeordnet werden konnten (vgl. auch Tabelle 4).

Zusitzlich zu der Temperatur und der Abgangsgruppe musste ferner das passende
Losemittel gefunden werden. Das Losemittel spielt in der mikrowellenunterstiitzten
Synthese generell eine tragende Rolle. Solche, die die elektromagnetische Strahlung gut
absorbieren und es in Form von Wirme effektiv an die Reaktanten abgeben kénnen,
beschleunigen die Reaktion. Diese Fihigkeit wird durch den dielektrischen Verlustfaktor

tand beschrieben, der einen Quotienten aus der Effizienz der Umwandlung der

elektromagnetischen Energie in Wirme (Dielektrizititsverlust €”) und der Polarisierbarkeit
der Substanz im elektrischen Feld (Dielektrizititskonstante &’) bildet.!**"™! Alle drei
Parameter stellen somit Indikatoren fiir das Vermdgen des Stoffes dar elektromagnetische
Strahlung zu absorbieren und diese in Wirme umzuwandeln, wobei Lésemittel mit
Dielektrizititsverlust-Werten > 1 einen raschen Anstieg der Temperatur erméglichen und €”

[200]

deshalb den zuverlissigsten Indikator wiedergibt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ausgewihlte Losemittel mit den Parametern, die die Effizienz der Energieiibertragung indizieren

(favorisierte Losemittel fiir die Synthese der Indoliumsalze sind grau hervorgehoben).!

Lésemittel g’ g tand
Ameisensiure 42.24 58.5 0.72
DMSO 37.13 45.0 0.83
Ethanol 22.87 24.3 0.94
1-Butanol 9.76 17.1 0.57
DMF 6.07 37.7 0.16
ortho-Dichlorbenzol 2.77 9.9 0.28
Acetonitril 2.33 37.5 0.06
Essigsédure 1.08 6.2 0.17
Chloroform 0.44 4.8 0.09
THF 0.35 74 0.05
Toluol 0.10 2.4 0.04
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Protische Lésemittel wie Ethanol oder Essigsiure sind zwar gut geeignet, um das
Indoleninsulfonat in Lésung zu bringen. Allerdings erwiesen sie sich fiir die Darstellung der
Indoliumsalze als kontraproduktiv, da kein nennenswerter Umsatz — unabhingig von der
Reaktionszeit und Temperatur — festzustellen war. Dies steht im Einklang mit dem
Mechanismus der Sy2-Reaktion, in dem protische Lésemittel das Nukleophil solvatisieren

und es auf diese Weise stabilisieren, was in einer Herabsetzung der Nukleophilie resultiert.

DMSO, DMF und Acetonitril erfiillen hingegen sowohl die notwendigen Bedingungen fiir
die nukleophile Substitution als auch die Kriterien fiir eine effiziente
mikrowellenunterstiitzte Synthese, da die entsprechenden £”-Werte > 1 sind (vgl. Tabelle 2).
DMSO erschien zunichst als perfekter Kandidat fiir die Darstellung von Indoliumsalzen,
wurde jedoch als mégliches Losemittel fiir weitere Experimente aufgrund von Zersetzung
wihrend der Mikrowellenbestrahlung ausgeschlossen. In Acetonitril sind sowohl das
Indoleninsulfonat als auch das gebildete Indoliumsalz schlecht lsslich, was zur Folge hat,
dass das Reaktionsgemisch stets eine Suspension bleibt und die Energieiibertragung
eingeschrinkt ist. Deshalb ist Acetonitril nur fiir Reaktionen mit kurzen Ketten und polaren
Resten wie Amid und Nitril geeignet, da diese die elektromagnetische Strahlung selbst
absorbieren kénnen. Der Aspekt des niedrigen Siedepunkts (Sdp) von Acetonitril (82 °C)
kann durch Verwendung von Butyronitril (Sdp =117 °C) vermieden werden, was die
Durchfiihrung der Reaktionen auch bei hoheren Temperaturen erméglicht.
Reaktionsansitze mit unpolaren Ketten (Azido- und Alkin-funktionalisiert) zeigten keinen
Umsatz zum Produkt bei Verwendung von Aceto- bzw. Butyronitril als Lésemittel. Die
Zugabe von DMF stellte sich in diesen Fillen als essenziell heraus. Jedoch erwies sich auch
DMF nicht als ideales Losemittel fiir die Darstellung der Indoliumsalze. Neben dem
Produkt entstanden unter verschiedenen Reaktionsbedingungen immer Neben- und
Zersetzungsprodukte in unterschiedlichen Anteilen, wobei das Edukt nicht komplett
konsumiert war. Ein Grund hierfiir kénnte die bessere Polarisierbarkeit der Produkte im
Vergleich zum Edukt sein. Das Indoliumsalz scheint aufgrund der zwitterionischen Struktur
empfindlicher gegeniiber der Mikrowellenstrahlung zu sein als das Indolenin, somit ist die
Energieiibertragung effektiver. Der zu hohe Energieeintrag fithrt deshalb zur vermehrten
Zersetzung des Produkts, wihrend das Edukt noch nicht vollstindig umgesetzt ist.
Insbesondere die Synthese der Azido- und Alkin-funktionalisierten Ketten stellte
fortwihrend ein Kompromiss zwischen unreagiertem Material, gewiinschtem Indoliumsalz
und Zersetzungsprodukten dar. So mussten die optimale Temperatur und Reaktionsdauer

gefunden werden, die zufriedenstellende Ausbeuten der Indoliumsalze mit unpolaren Ketten
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lieferten. Eine Auswahl der Experimentreithe zur Darstellung der Indoliumsalze ist in
Tabelle 3 (polare funktionelle Gruppen) und Tabelle 4 (unpolare funktionelle Gruppen)
zusammengefasst. Anhand dieser Tabellen ist ersichtlich, dass der Erfolg der Darstellung
der Indoliumsalze von Faktoren wie funktionelle Gruppe, Polaritit der Kette, der Natur des
Lésemittels und der Loslichkeit der einzelnen Komponenten im gegebenen Lésemittel, sowie

der Art der Abgansgruppe und der Reaktionszeit bzw. Temperatur, stark abhiingig ist.

Tabelle 3: Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Darstellung der Indoliumsalze mit polaren

funktionellen Gruppen 7d — 7g, 71 (optimierte Ausbeuten sind grau hervorgehoben).

Eintrag ~ Alkylkette  Eq. Losemittel  Rke-Bedingungen 1o rose
1 Br(CH,);NH;Br 1.2 0-DCB konv., 120 °C, 18 h 68 %
2 Br(CH,);NH;Br 1.2 0-DCB 300W, 130°C, 2 h <15%
3 Br(CH,);NH;Br 1.2 Butyronitril 200 W, 130°C, 2 h /
4 Br(CH,);NHTFA 5 Butyronitril 1560 W, 135°C, 0.5 h  7d: 23 %
5 Br(CH,);NHTFA 10 Butyronitril 150 W, 135°C, 1.56h  7d: 79 %
6 Br(CH,);NHTFA 10 DMF 1256 W, 135°C, 1.56h 7d:41 %
7 Br(CH,)s{NHTFA 10 Butyronitril 150 W, 135°C, 1.5h  7e: 69 %
8 Br(CH,){NHTFA 10 DMF 126 W, 135°C, 1.56h  7e: 356 %
9 Br(CH):CO,H 15 oDCB  konv,120°C,18h  10%
10 Br(CH):CO,H 3  oDCB  300W,130°C, 2h /
1 Br(CH):CO,H 5 Sulfolan 150 W, 135°C, 0.75h  /
12 Br(CH):CO,H 5  Butyronitril 150 W, 135°C, 0.75h  /
13 Br(CH):CO,H 3  DMF  125W,135°C,0.75h  /
14 Br(CH):CN  ~40 / 150 W, 135°C, 1.5k 7£ 96 %
15 Br(CH):CN  ~40 / 150 W, 135 °C, 1.5h  7g: 91 %
16 l4Butansulton 3 Sulfolan  125W,125°C, 05h  71: 24 %
17 1,4-Butansulton ~ 40 / 125 W, 125°C,0.76h  71: 65 %
18 14-Butansulton  ~ 40 / 195W, 125°C, 1.5k 71:94 %
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Die konventionelle Synthese der Indoliumsalze mit protischen funktionellen Gruppen
(CO,H, NH;Br) ist in der Literatur beschrieben.!"™*""" Als Losemittel wird oft ortho-
Dichlorbenzol (o-DCB) verwendet und das Reaktionsgemisch 12 h bis hin zu mehreren
Tagen bei ca. 120 °C geriihrt. Die Synthese zum Amin-funktionalisierten Indolium gelang
unter konventioneller Versuchsdurchfithrung mit 68 % Ausbeute (Tabelle 3, Eintrag 1).
Generell ist 0-DCB auch fiir Anwendungen in einem Mikrowellenreaktor geeignet, da sich
die Werte fiir den Dielektrizititsverlust €” und die Dielektrizititskonstante € zwischen den
Werten fiir DMF und Acetonitril befinden (vgl. Tabelle 2). Jedoch gestaltete sich die
Ubertragung der konventionellen Reaktionsbedingungen auf die Mikrowellen-unterstiitzte
Synthese in dem Fall als schwierig, da auch nach mehreren Stunden Reaktionszeit nur ein
minimaler Umsatz festgestellt wurde (Tabelle 3, Eintrag 2 — 3). Ein dhnliches Phinomen
trat ebenfalls mit 6-Bromhexansiure auf, wobei mehr Zersetzungsprodukte zu beobachten
waren (Tabelle 3, Eintrag 9 — 13). Die geringe Léslichkeit der Edukte gepaart mit dem
protischen und aciden Charakter des 3-Brompropylamin-hydrobromids bzw. der 6-
Bromhexansiure fithrten sowohl in Dichlorbenzol als auch in Butyronitril zur zihfliissigen
Agglomeration der Reaktionsteilnehmer, was wohl den Grund fiir die geringe Ausbeute
liefert. Zusitzlich sind protische Reste (NH;Br, CO,H) in der Lage das ohnehin schlechte
Nukleophil (Stickstoffatom des Indolenins) zu protonieren, was seine Desaktivierung zur

Folge hat.

Durch das Einfithren von Schutzgruppen kann diese Problematik umgangen werden. Im
Falle der Aminofunktion muss auf die sonst iibliche tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe
(Boc) verzichtet werden, da sie sdurelabil ist und in weiteren Verlauf der Farbstoffsynthese
zerfallen wiirde. Die Acetylschutztgruppe ist méoglich, allerdings gestaltet sich die
Entschiitzung nach dem Erhalt des Farbstoffs als schwierig, da die Amidbindung nur unter
extremen Bedingungen (~ 130 °C, 6 M HCI) zu spalten ist und der Cyaninfarbstoff sich
deshalb  zum  grofiten  Teil  zersetzt. Eine gute Alternative bietet die
Trifluoracetylschutzgruppe (CF;CO,R). Sie bildet zwar wie die Acetylschutzgruppe eine
Amidbindung aus, kann aber aufgrund des negativen induktiven Effekts, der durch die
Fluoratome auf die Carbonylfunktion ausgeiibt wird, unter milderen Bedingungen
(110 °C, 6 M HCl/ EtOH) abgespalten werden (vgl. Schema 13, Verbindungen 10a — 10b).
Die Darstellung der trifluoracetylgeschiitzten Indoliumamide konnte mit guten Ausbeuten
erfolgreich abgeschlossen werden. Wobei die Reaktionen in Butyronitril — trotz schlechterer
Loslichkeit der Intermediate — bessere Ergebnisse lieferten als die in DMF (vgl. Tabelle 3,
Eintrag 4 — 8, Ausbeuten fiir 7d — 7e).
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Ist eine Schutzgruppe fiir eine Carboxylgruppe gewollt, wird meist eine Veresterung
durchgefiihrt. Jedoch bringt eine Nitril-funktionalisierte Kette mehrere Vorteile mit sich.
Zum einen handelt es sich bei Nitrilen um maskierte Carboxyfunktionen, die sowohl basisch
als auch sauer hydrolysiert werden kénnen. Zum anderen erhsht eine Nitrilfunktion im
Vergleich zum Ester die Polaritit der Kette und neigt weniger zur méglichen Bildung von
Nebenprodukten. Da Nitrile die elektromagnetische Strahlung der Mikrowellen zu
absorbieren und sie in Form von Wirme an die Reaktanten abzugeben vermégen, kénnen
sie sowohl als Reagenz als auch als Lésemittel verwendet werden. So wurden die
entsprechenden Indoliumsalze mit ausgezeichneten Ausbeuten erhalten (vgl. Tabelle 3,
Ausbeuten fiir 7f —7g, Eintrag 14 —15). Die Hydrolyse zur Carbonsiure kann sowohl
anschlieflend an die Synthese des Nitril-funktionalisierten Indoliumsalzes als auch nach
Erhalt der jeweiligen Cyaninfarbstoffe erfolgen. Allerdings erfordert diese hohe
Temperaturen (~ 130 °C), wobei die Cyanine bei Temperaturen iiber 115 °C und langen
Reaktionszeiten zur Zersetzung neigen und dementsprechend die Ausbeuten reduziert
werden. Somit ist die Hydrolyse auf der Stufe des Indolimsalzes der Hydrolyse auf der Stufe
des Farbstoffs zu bevorzugen, da die Nitril-funktionalisierten Indoliumsalze diese
Reaktionsbedingungen (130 °C, AcOH/6 M HCl, vgl. Schema 12) ohne Zersetzung
iiberstehen und die Hydrolyse zu den entsprechenden Carbonsduren (7h — 7i) innerhalb von

2 h vollstindig und mit quantitativer Ausbeute ablduft und keiner weiteren Aufreinigung

bedarf.

Bei der Synthese der Indoliumamide bzw. -nitrile wurde ein leichter Trend festgestellt, der
die Linge der Kette und somit ihre Polaritit in Korrelation mit der Ausbeute bringt. So
konnten mit kiirzeren Kettenldngen fortwédhrend bessere Ausbeuten erreicht werden als mit
lingeren, was den Einfluss der Polaritit der einzelnen Komponenten auf den Erfolg der
Synthese der Indoliumsalze bestitigt. Dieser Tendenz folgend, erzielten die unpolaren
Alkin- bzw. Azid-funktionalisierten Ketten erwartungsgemifd schlechtere Ausbeuten (vgl.
Tabelle 4). Dabei spielte nicht die Linge der Kette, sondern die Abgangsgruppe in
Verbindung mit dem Losemittel eine wesentliche Rolle. So wies das kommerziell erhiltliche
5-Chlor-1-pentin sowohl ohne Zusatz von Lésemittel als auch in Butyronitril bzw. DMF bei
135 °C bzw. 125°C und unterschiedlichen Reaktionszeiten keinen Umsatz mit dem
Indolenin auf (Tabelle 4, Eintrag 19 — 21). Bei Verwendung von 5-Chlor-1-pentin sowohl
als Losemittel als auch als Reagenz (in Analogie zu 4-Brombutyronitril) trat das Problem
der Agglomeration gleichermafen auf wie bei Benutzung von Butyronitril. Dieser Umstand

lasst darauf schlieffen, dass die Alkinkette die Polaritit des Reaktionsgemisches soweit
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4.1 Cyaninfarbstoffe

herabsetzt, dass die Energie der Mikrowellenstrahlung nicht mehr auf die Reaktionspartner
iibertragen werden kann. Im Gegensatz dazu wurden in DMF bei 125 °C ausschliefilich
Zersetzungsprodukte detektiert. Auch die Generierung einer besseren Abgangsgruppe mit
Hilfe der Finkelstein-Reaktion zeigte in DMF erst nach Herabsetzung der Temperatur und
Erhshung der entsprechenden Aquivalente von 5-lod-1-pentin bzw. 6-lod-1-hexin Resultate
(vgl. Tabelle 4, Ausbeuten fiir 7j — 7k, Eintrag 25 — 27). So konnten die Indoliumalkine mit

Ausbeuten von 46 % und 52 % erfolgreich dargestellt werden.

Tabelle 4: Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Darstellung der Indoliumsalze mit unpolaren

funktionellen Gruppen 7a — 7¢, 7j — 7k (optimierte Ausbeuten sind grau hervorgehoben).

Eintrag  Alkylkette  Eq. Losemittel  Rkt.-Bedingungen osoc"te
19 CI(CH):.CCH  pur / 500W, 135 °C, 1.25h
20 CI(CH,);CCH 5  Butyronitril 300W, 135°C, 1.25h
21 CI(CH,);CCH 5 DMF 1256 W, 125 °C, 0.75 h /
22 I(CH,);CCH 10 Butyronitril 200 W, 125 °C, 1.25 h /
23 I(CH,);CCH 5 DMF 756 W, 125°C, 1.25h /
24 I(CH,);CCH 10 DMF 756 W, 120°C, 1.25h /
25 ICH):CCH 10  DMF  75W,1156°C,0.75h  7j: 17 %
26 I(CH,);CCH 10 DMF 76 W, 115°C, 1.5 h 7j: 52 %
27 I(CH,)sCCH 10 DMF 76 W, 115°C, 1.5 h 7k: 46 %
28 I(CH,);Nj; 10 Butyronitril 200 W, 125°C, 1.0 h /
29 I(CH,);N; 5 DMF 76 W, 115°C, 1.0 h /
30 I(CH,);Nj; 10 DMF 76 W, 115°C, 1.0 h 7a: 10 %
31 I(CH,);sNj; 10 DMF 76 W, 105°C, 1.5 h 7a: 30 %
32 I(CH,)sN; 10 DMF 76 W, 110°C, 1.5 h 7a: 65 %
53 I(CH,)¢N; 10  DMF  76W,110°C, 15h  7b:53%
34 I(CH,)9Nj; 10 DMF 76 W, 110°C, 1.5 h 7c: 46 %
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Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir Indoliumalkine konnten diese auf die
Synthese der Indoliumazide iibertragen werden. Die dazu benétigten iodierten Azidoalkane
(3-Azid-1-iodpropan, 6-Azid-1-iodhexan, 9-Azid-1-iodnonan) wurden in einer dreistufigen
Synthese im Voraus hergestellt (vgl. Schema 11). Allerdings musste die Temperatur
withrend der Substitutionsreaktion weiter angepasst werden. Uber 115°C wies das
Reaktionsgemisch sowohl Zersetzungsprodukte als auch Nebenprodukte auf, welche nicht
dem gewiinschten Produkt zugeordnet werden konnten (Tabelle 4, Eintrag 28 — 30). Die
Herabsetzung der Temperatur auf 105 °C hatte zwar weniger Nebenprodukte zur Folge,
allerdings war ein grofler Teil des Edukts noch nicht verbraucht, wobei lingere
Reaktionszeiten zu vermehrter Zersetzung fiithrten (Tabelle 4, Eintrag 31). So wurde die
Temperatur auf 110 °C und die Reaktionszeit auf 1.5 h festgesetzt. Denn obwohl diese
Bedingungen ein Kompromiss darstellen und die Konsumierung des Indolenins nicht
vollstindig ist, wird ein bestmégliches Verhiltnis zwischen Produkt und
Zersetzungsprodukten erreicht. Die Indoliumazide konnten deshalb mit zufriedenstellenden
Ausbeuten von 46 % — 65 % erfolgreich hergestellt werden (vgl. Tabelle 4, Ausbeuten fiir
7a —7c, Eintrag 32 — 34).

Wie schon bei der Wahl des passenden Lésemittels fiir die Mikrowellen-unterstiitzte
Synthese besprochen, scheint der zwitterionische Charakter der Indoliumsalze diese im
Vergleich zum Indolenin empfindlicher gegentiber dem Energieeintrag zu machen, weshalb
sie losemittelabhiingig zu Nebenreaktionen bzw. Zersetzung neigen. Einen weiteren
Hinweis auf die Natur der an der Substitutionsreaktion beteiligten Molekiile, die diese These
stiitzen, liefern die NMR-Spektren (Abbildung 24 — 25).
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Abbildung 24: 'H-"*C HSQC-Korrelationsspektrum des Kalium-2,3,3-Trimethylindolenin-5-sulfonats.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Das Indoleninsulfonat (6) liegt in protischen Lésemitteln wie Methanol-ds als Imin vor,
wobei keine Enaminform ausgebildet wird, da auch nach mehreren Stunden kein Austausch
mit den Deuteriumionen des Losemittels stattfindet (Abbildung 24, H-2’). Dies ist anhand
der Signale des 'H- und des °C-Spektrums gut erkennbar, die mithilfe des "H-*C-HSQC-
Spektrums einander eindeutig zuzuordnen sind (Abbildung 24, Kreuzsignal fiir #-2" — C-2’).
Auch das "’N-Spektrum weist auf die Struktur des Imins hin, da das detektierte Signal eine
Verschiebung von —85.40 ppm aufweist und gemifl Inkrementtabellen den Iminen

zuzuordnen ist.

Bei der Betrachtung der jeweiligen Spektren der Indoliumsalze fallen hingegen
Besonderheiten auf, welche fiir die Ausbildung der Enamin-Form sprechen. Sowohl im 'H-
Spektrum als auch im ""C-Spektrum fehlen in protischen, deuterierten Ldsemitteln

vermeintlich die Signale fiir die Methylgruppe des Iminiumions bzw. Enamins

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: a) schematische Darstellung des dynamischen Protonen-Deuterium-Austauschs des Imin-
Enamin-Gleichgewichts der Indoliumsalze. b) "H-C-HSQC-Korrelationsspektrum des 1-(6-Azidohexyl)-
2,3,3-trimethyl-indolium-5-sulfonats (7b).
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Erst bei sehr hohen Konzentrationen und langen Messzeiten kann beispielsweise im '°C-
Spektrum des 1-(6-Azidohexyl)-2,3,3-trimethyl-indolium-5-sulfonats (7b) im Bereich
zwischen 13 — 17 ppm ein Septet endeckt werden (Abbildung 25b, C-2”), welches auf einen
Protonen-Deuterium-Austausch zuriickzufiihren ist. Im 'H-"C-HSQC-Spektrum korreliert
es deshalb mit dem kaum wahrnembaren Signal des 'H-Spektrums bei 2.85 ppm — in einem
Bereich in dem das Signal fiir die H-2”-Methylgruppe vermutet werden kann
(Abbildung 25b). Bedingt durch die positive Ladung erhsht der negative mesomere und
induktive Effekt des quartiren Stickstoffs die Aciditit der C-2”-Protonen und erméglicht
somit ein dynamisches Iminium-Enamin-Gleichgewicht, das fiir den kontinuierlichen
Protonen-Deuterium-Austausch verantwortlich ist (Abbildung 25a). Als Konsequenz steigt
sowohl die Polarisierbarkeit der Molekiile im elektrischen Feld als auch die Reaktivitit
dieser. Somit kann die Annahme der verstirkten Resonanz der Indoliumsalze im Vergleich
zum Indolenin auf den Energieeintrag durch die elektromagnetische Strahlung der
Mikrowellen bestiitigt werden und erklirt deren Neigung unter bestimmten
Voraussetzungen zu Nebenreaktionen und Zersetzung zu fithren. Deshalb ist die
sdulenchromatographische Aufreinigung der Indoliumsalze von enormer Bedeutung, da die

Nebenprodukte den weiteren Verlauf der Reaktion negativ beeinflussen.

Die durch den zwitterionischen Charakter bedingte verstirkte Resonanz und die daraus
folgende gesteigerte Reaktivitit der Indoliumsalze fiihrt allerdings auch zu kurzen
Reaktionszeiten und effizientem Umsatz zum Hemicyanin (Schema 13, Verbindung 8, vgl.
auch Schema 10) bzw. zu den entsprechenden Cyaninfarbstoffen (Schema 13,
Verbindungen 9a — 91, vgl. auch Schema 10). Dabei haben die Linge und funktionelle
Gruppe der Kette (Polaritit) keinen Einfluss auf den Erfolg der Synthese. Dieser ist in den
letzten beiden Stufen der Farbstoffsynthese auschlieflich von der Zusammensetzung der
Losemittel und den richtigen Reaktionsbedingungen abhingig. So wird das optimale
Ergebnis fiir das Hemicyanin schon nach 30 min bei max. 135 °C und 125 W erreicht. Dabei
fungiert Essigsdure —wie schon bei der Betrachtung des Mechanismus erwihnt — als
Losemittel und Katalysator. Die Zugabe von Essigsdureanhydrid generiert eine bessere
Abgangsgruppe und garantiert somit das bestmégliche Ergebnis, ohne die Bildung vom
symmetrischen Cyanin (Schema 13, 91) zu forcieren. Das als Zwischenstufe erhaltene
Hemicyanin (Schema 13, 8) kann nach dem Ausfillen aus dem Reaktionsgemisch sofort

weiter umgesetzt werden und bedarf keiner weiteren Aufreinigung.
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Grundsitzlich erfolgt der finale Schritt der Synthese, mechanistisch gesehen, analog zu dem
des Hemicyanins. Deshalb ist es plausibel auch an dieser Stelle das Lésemittelgemisch,
bestehend aus 95-prozentiger Essigsdure und Essigsiureanhydrid in gleichen Anteilen, zu
verwenden. Jedoch wirkt die Erginzung des Lésemittelgemisches mit Kaliumacetat durch
pufferdhnliche Bedingungen weiterhin beschleunigend auf die Reaktion, sodass
Siurekatalyse, Deprotonierung und Acetylierung parallel unter effektiver Ausbildung des
Produkts verlaufen kénnen. Die besten Ergebnisse werden dabei mit einem Verhéltnis der
Gewichtsanteile von 1 : 1 : 0.5 (Essigsédure : Essigsdureanhydrid : Kaliumacetat) erzielt. Bei
Verwendung dieses pufferihnlichen Gemisches findet die Reaktion unter schonenden
Bedingungen (75 W, 110 °C) statt und weist schon nach 15 min einen vollstindigen Umsatz
auf. Auf diese Weise wurden elf wasserlsliche und  unsymmetrische
Pentamethincyaninfarbstoffe mit unterschiedlichen Kettenlingen bzw. funktionellen
Gruppen in guten bis hin zu ausgezeichneten Ausbeuten erfolgreich synthetisiert

(Schema 13, 9a — 9k).

03S
_033\©\J§7 cl o)
/
N+  Phiana~y-Ph _AOHACO SNFNN AN
H H MW, 125 W, Ph
135 °C, 30 min
71 85 % 8
HO3S
7a—-7I1
AcOH/ Ac,0O/ KOAc
MW, 75 W,
110 °C, 15 min
70 —96 %
6 M HCl/
- EOH
MW, 150 W,
) 110 °C, 60 min )
10 nR 86 — 93 % 9 nR
HO3S HO3S
{Qd: n=1,R=NHTFA 9a:n=1,R=N3
9e: n=4,R=NHTFA 9b:n=4,R=N;
{10a:n=1,R=NH2 9c:n=7,R=N;
10b:n = 4, R = NH, 9d:n =1, R = NHTFA
9e:n =4, R =NHTFA
9f: n=1,R=CN
99:n=3,R=CN
9h:n=1,R=CO,H
9i: n=3, R=CO,H
9j: n=1, R =Alkin
9k: n =2, R = Alkin
9: n=2, R=803H

Schema 13: Syntheseschritte der wasserlsslichen Pentamethincyaninfarbstoffe 9a — 9k und 10a — 10b mit den

dazugehérigen Reaktionsbedingungen und Ausbeuten.
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Bei der Betrachtung der NMR-Spektren sind auch im Fall der Cyaninfarbstoffe 9a — 9k und
10a — 10b Besonderheiten zu beobachten, die Riickschliisse auf die Beschaffenheit derer
erlauben und insbesondere im aromatischen Bereich zwischen 6.00 ppm —7.00 ppm
auftreten — wie es beispielsweise anhand der Protonen-Spektren des Sulfo-(3-cyanopropyl)-
pentamethincyanin (9f) ersichtlich ist (Abbildung 26). So sind in aprotischen Lésemitteln
wie DMSO-ds alle Signale der Atome der Pentamethinbriicke (o, B, y) vorhanden und deren
Intergrale entsprechen der tatsichlichen Anzahl an Protonen. Bei Verwendung von
protischen Losemitteln wie DyO oder Methanol-ds findet zeitabhiingig eine stetige

Dezimierung der Integralwerte statt, die insbesondere die o-Positionen und in einem

milderen Ausmaf} die y-Position betrifft.
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Abbildung 26: Vergleich der '"H-NMR-Spektren von Sulfo-(3-cyanopropyl)-pentamethincyanin (9f), die in

unterschiedlichen deuterierten Lésemitteln gemessen wurden. a) in MeOD-d4. b) in DMSO-ds.

Ein dhnliches Phinomen ist auch bei den '"C-Spektren festzustellen. Die Signale fiir die o
Kohlenstoffe sind in DMSO-ds eindeutig zu identifizieren (Abbildung 27). Bei der
Aufnahme des Spektrums in Methanol-d; findet in Abhéngigkeit von der Zeit eine deutliche
Verbreiterung des Signals statt, bis hin zu einer vollstindigen Abwesenheit. Die

vermeintliche Reduzierung der Integrale im 'H-Spektrum und die Verbreiterung der Signale
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4.1 Cyaninfarbstoffe

im '""C-Spektrum ist, wie auch bei den Indoliumsalzen, auf den dynamischen Protonen-
Deuterium-Austausch zuriickzufithren. Diese Beobachtungen treten bei allen Cyaninen
unabhingig von der Seitenkette auf und sind auf die sowohl nukleophile als auch
elektrophile Beschaffenheit der Farbstoffe zuriickzufiihren. Das ,push-pull“-System sorgt
aufgrund von Mesomerie fiir den Austausch, der bevorzugt an den nukleophilen a- und
y-Positionen stattfindet. Die B-Protonen hingegen sind nicht betroffen, weisen jedoch die
héchste Verschiebung in den 'H-Spektren auf, was eine niedrige Elektronendichte in dem
Bereich offenbart und diese Position fiir Nukleophile zuginglich macht. Weiche
Nukleophile wie Thiole und Phosphane greifen das ,,Michael-System” an, wobei auch das
Imin des Farbstoffs (vgl. Abbildung 26, C-2-Position der Molekiilstruktur von 9f) mit harten

Nukleophilen wie Hydriden reagiert (vgl. auch Kapitel 2.3.1).1%%%1
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Abbildung 27: Vergleich der *C-NMR-Spektren von Sulfo-(3-cyanopropyl)-pentamethincyanin (9f), die in

unterschiedlichen deuterierten Lésemitteln gemessen wurden. a) in MeOD-d4. b) in DMSO-ds.

Diese Tatsache macht den Farbstoff naturgemaf} auch anfillig fiir Nebenreaktionen. Daher
sind die moderaten Ausbeuten der konventionellen Synthese, insbesondere in Verbindung
mit nukleophilen Lé&semitteln wie Pyridin oder Additiven nicht iiberraschend. Die
Anwendung der Mikrowellentechnik in Verbindung mit der richtigen Wahl des Losemittels
ermdglichte jedoch die Entwicklung einer einfachen, reproduzierbaren und effizienten
Methode zur Darstellung von einer Vielzal an wasserléslichen Indocarbocyaninfarbstoffen,
die auch auf andere Polymethinfarbstoffe (Cy3, Cy7) iibertragbar ist. Im Vergleich zu den
in der Literatur beschriebenen Ausbeuten wurde dabei eine enorme Optimierung erzielt, da

nicht nur die Ausbeuten um ein Vielfaches verbessert, sondern auch die Reaktionszeiten von
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Diskussion der Ergebnisse

Tagen auf Stunden bzw. Minuten reduziert wurden.*®¥ Die schnelle und effektive
Synthese geht insbesondere in den Fillen von Carboxyl- und Amino-funktionalisierten
Farbstoffen mit einem Minimum an Nebenprdukten einher und bietet mit der Vielzahl an
unterschiedlichen funktionellen Gruppen und Kettenlingen einen unmittelbaren Zugang zu
weiteren Modifikationen, die flexibel an die biologische und chemische Fragestellung
angepasst werden kénnen (Abbildung 28).

% f\\
T Y
HO/E o X ) NH,
N
p A
Reaktiv-Ester / N._ Amide
X M
Click-Reaktionen Click-Reaktionen

Abbildung 28: Ubersicht iiber die funktionellen Gruppen, der erfolgreich synthetisierten Farbstoffe, mit

Optionen fiir weitere mégliche Anwendungen und Modifikationen in Chemie und Biologie.

So konnten in zwei weiterfithrenden Projekten sowohl die Azido-funktionalisierten Cyanine
(Verbindungen 9a —9¢c, Schema 13, Kapitel 4.1.2) als auch Amino-funktionalisierten
Farbstoffe (Verbindung 10a, Schema 13, siehe Kapitel 4.1.3) bereits Anwendung finden und

Werden 1m Folgenden Vorgestellt.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

4.1.2Tri-Emitter

Das selektive Markieren biologischer Strukturen mit geeigneten Fluorophoren erméglicht
mit modernen Methoden der Fluoreszenzmikroskopie sowohl eine prizise raumliche wie
zeitliche Auflésung und gestattet somit auch die Verfolgung komplexer biochemischer
Prozesse in der Zelle.”*! H:ufig stellen ihre physikalischen Eigenschaften wie
Photostabilitit, ~Absorptions- und Emissionswellenlinge und Helligkeit bzw.
Quantenausbeute limitierende Faktoren dar, die den Einsatz der Fluoreszenzfarbstoffe
einschridnken. Deshalb wurden in den vergangenen Jahren Versuche unternommen, um
insbesondere das Signal-Rausch-Verhéltnis wihrend der Aufnahme zu verbessern und somit
die Helligkeit der Fluorophore zu erhshen.””?"”! Viele Ansitze basieren dabei auf der
Verwendung Dendron- oder Dendrimer-artiger Strukturen, die ausgehend von einem
Verzweigungspunkt eine definierte Anzahl an Farbstoffen tragen (Abbildung 29).”7%?'
Dabei sind die Dendrimere aus sich wiederholenden, identischen Bausteinen, den
Dendronen aufgebaut. Diese sind verzweigt und enthalten an ihrer Peripherie funktionelle
Gruppen, die mit den Fluorophoren belegt werden. Auf der anderen Seite des
Verzweigungspunktes eines Dendrons befindet sich eine reaktive Gruppe, die nach der

Konjugation mit dem Kern das Dendrimer bildet.

Fluorophor
A
\ 4
Verzweigungspunkt
4
Reaktive Gruppe Dendron

Dendrimer

Abbildung 29: Schematischer Aufbau von einem Dendrimer und seiner sich wiederholender Einheit, dem

Dendron, die in ihrer Peripherie Fluorophore aufweisen.

Die sich auf diese Weise in einem definierten Abstand befindenden Fluorophore kénnen
Signal-verstirkend wirken und eine kumulative Helligkeit aufweisen. Dazu wurde eine
Reihe an Farbstoffen getestet, von denen die meisten jedoch einen gegenteiligen Effekt

: 209
aufw1esen. (209]
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Diskussion der Ergebnisse

Um das Verhalten solcher Dendron-artiger Emitter, den gegenseitigen Einfluss der sich in
der Nihe befindenden Farbstoffe und die daraus folgenden photophysikalischen Prozesse
besser zu verstehen, sollte im Rahmen eines Teilprojekts der vorliegenden Doktorarbeit das
einfachste — von einer tetraedrischen Struktur ausgehend — maximal verzweigte Dendon
synthetisiert werden (Abbildung 30). Dabei sollte der Abstand zwischen Fluorophor und
Verzweigungspunkt variiert werden und die reaktive Gruppe mit einem Tetrazin-Motiv
versehen werden, welches spezifische und bioorthogonale Markierungsmethoden
ermdglicht.  Als  Fluorophor wurde die Farbstoffklasse der wasserléslichen
Pentamethincyanine gewihlt, die mehrere Vorteile mit sich bringt. Zum einen verhindert die
Loslichkeit in wissrigen Medien, die iibermiflige Agglomeration der Farbstoffe, die bei
lipophilen Fluorophoren aufgrund von m-n-Wechselwirkungen vermehrt auftritt. Zum
anderen eignen sich Pentamethincyanine hervorragend fiir experimentelle Untersuchungen
mit dStorm —einer Mikroskopiemethode, die u. a. zur Untersuchung der

photophysikalischen Prozesse der synthetisierten Tri-Emitter verwendet werden sollte.

"0,8 SOzH
&, (D @ "
;/\OX A0

[ON©)
/ * Wi

Abbildung 30: Schematische Darstellung des zu synthetisierenden Tri-Emitters und die molekularen

Strukturen des Cyaninfarbstoffs und des Dendron-artigen Linkers aus denen er bestehen soll (n =1, 4, 7;
R = Tetrazin).

Der Dendron-Linker sollte dazu mit Alkinen als funktionelle Gruppe versehen werden, die
im Anschluss mit den im Voraus synthetisierten Azido-funktionalisierten Cyaninen (9a:
n =1,9b:n = 4 und 9c: n = 7), mithilfe der Cu* katalysierten [3+2]-Cycloaddition (CuAAC)
umgesetzt und somit die Farbstoffe an die Peripherie des Dendrons angebracht werden
sollten (vgl. Abbildung 30). Aus den unterschiedlichen Kettenlingen des Farbstoffs
resultieren insgesamt drei Tri-Emitter, die einen Abstand zwischen dem Verzweigungspunkt
und dem Fluorophor von ~ 11.6 A bei dem C3-Tri-Emitter (vgl. Abbildung 31), ~ 15.4 A bei
dem C6-Tri-Emitter und ~ 18.8 A bei dem C9-Tri-Emitter aufweisen. Daraus ergeben sich
fiir die Abstinde zwischen den Fluorophoren, bei einer annihernd homogenen Verteilung
im Raum und einer tetraedrischen Anordnung zu einander, ca. 22 A (C3-Tri-Emitter), 25 A
(C6-Tri-Emitter) und 32 A (C9-Tri-Emitter). Aufgrund der Flexibilitit der Ketten, kénnen
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4.1 Cyaninfarbstoffe

allerdings alle méglichen Winkel und Abstinde von den Farbstoffen angenommen werden,
wobei die priferierte Anordnung aus den spektroskopischen und mikroskopischen

Untersuchungen ersichtlich werden sollte.

S
r
XX,
) S
< ¢ ke
S /\ / )
/\/’;\F\ﬁ\ \
RV A il
> 9%

Abbildung 31: 3D-Darstellung des C3-Tri-Emitters (erstellt mit UCSF Chimera), mit der kiirzesten
Seitenldinge und die sich daraus ergebenden Abstinde zwischen Verzweigungspunkt und Fluorophor
(~11.6 A) und zwischen zwei Fluorophoren (~22.4 A), bei einer homogenen Verteilung im Raum. Der

besseren Ubersichtlichkeit wegen wurde die Sulfat-Seitenkette in der Abbildung der 3D-Struktur weggelassen.

Der dreifache Alkin-funktionalisierte Linker wurde in einer sechsstufigen Synthese in
Anlehnung an die Williamson-Ethersynthese erfolgreich realisiert (Schema 14). Ausgehend
von Pentaerythrit, welches einen symmetrisch aufgebauten vierwertigen Alkohol darstellt,
wurde das Molekiil, mithilfe von Propargylbromid (Verbindung 11, Schema 14) um drei
Alkinfunktionen erweitert. Die verbleibende freie Hydroxygruppe wurde um eine TBDMS-
geschiitzte Propanoleinheit verlingert (Verbindung 12), welche im Anschluss mit TBAF
entschiitzt wurde (Verbindung 13). Um das Motiv des 4-Hydroxybenzoesiduremethylesters
einzufiihren und das Dendron zu vervollstindigen wurde die Hydroxygruppe der
Verbindung 13 mit Hilfe der Appel-Reaktion in ein Bromid iiberfiihrt (Verbindung 14) und
anschlieflend mit dem Natriumsalz des Esters umgesetzt (Verbindung 15). Der finale Schritt

der Trialkin-Linker-Synthese bestand in der basischen Hydrolyse des Esters
(Verbindung 16, Schema 14).
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KOH, .
HO DMF/H,0 “Bﬂ?a
HO 85 % 65 %
) ifoy <)O7
11 12
1. TBAF, THF
1. DMF 2. PPhsy CBr4’ CHZC|2
§/\O /©)L f/\o R
2. LiOH, THF/H,0
65 % 00O
§\ /Z 1.9a-9c x\ /}
CuBr, THPTA
15: R = Me DMSO/H,0 13: R = OH (39 %)
16: R = OH (83 %) 2. HATU, NEt; DMF 14: R = Br (99 %)

H,N N-N
O
N=N

66 % —75 %

17
17a:n=1
17b:n=4
17¢c:n=7

R =OH

Schema 14: Vollstindige Syntheseroute zur Darstellung der Tri-Emitter, mit den dazugehérigen Reagenzien

und Ausbeuten.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Die kupferkatalysierte Click-Reaktion zwischen dem Trialkin-Linker und dem Azid-
funktionalisierten Cyaninfarbstoff 9a wurde unter diversen Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt, um die optimalen Konditionen fiir die Synthese der Tri-Emitter zu ermitteln.
Dazu wurden verschiedene Lésemittelkombinationen, Konzentrationen (in Bezug auf den

Cyaninfarbstoff) und Additive getestet, die in der Tabelle 5 zusammengefasst sind.

Tabelle 5: Auswahl der Reaktionsbedingungen zur Optimierung der Click-Reaktion zur Darstellung des C3-

Tri-Emitters. Die optimierten Bedingungen sind grau hervorgehoben.

Eintr Addici Lose- Molaritiit Rkt.- Ausbeute
a8 ve mittel Cyanin  Bedingungen (17a)
3 eq. CuSOy MeCN/ MW, 125 W,
1 15 mM /
6 eq. Na-Ascorbat H,O 115°C,2.0h
12 eq. CuSOyq MeCN/ MW, 125 W,
2 15 mM ~15%
12 eq. Na-Ascorbat H,O 115°C, 2.0 h
3 eq. CuSOy; MeCN/
3 50 mMm 25°C,4d /
6 eq. Na-Ascorbat H,O
3 eq. CuSOy DMSO/
4 50 mM 25°C,4d ~10 %

6 eq. Na-Ascorbat H,O

1.5 eq. CuSOy DMSO/
5 50 mMm 60 °C,4d ~ 35 %
3 eq. Na-Ascorbat H,O

3 eq. CuSOy DMSO/
6 50 mMm 60 °C,4d /
6 eq. Na-Ascorbat H,O
1.5 eq. CuSOy
DMSO/
7 3 eq. Na-Ascorbat HO 50 mM 60°C,2d ~ 60 %
3 eq. THPTA ’
3 eq. CuSO;
DMSO/
8 3 eq. Na-Ascorbat O 856 mM 60°C,2h 90 - 95 %
3 eq. THPTA ’
3 eq. CuBr DMSO/
9 856 mM 25°C,2h 90 - 95 %
3 eq. THPTA H,O
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Diskussion der Ergebnisse

Die schlechte Loslichkeit der Additive wie Kupfersulfat und Kupferbromid, aber auch des
Cyaninfarbstoffs in organischen Lésemitteln erfordern fiir die effiziente Synthese die
Zugabe von Wasser. Demzufolge ist ein Lésemittelgemisch erforderlich, welches alle an der
Reaktion beteiligten Molekiile in Lésung bringt und somit die optimalen Voraussetzungen
schafft. Zwei Losemittelgemische wurden getestet, die in gleichen Anteilen zu den
Reagenzien zugegeben wurden. Jedoch stellte sich Acetonitril fiir die Synthese der Tri-
Emitter als ungeeignet heraus, da auch bei hohen Temperaturen kein Umsatz festgestellt
wurde und erst die Zugabe von einem Dutzend Aquivalenten an Katalysator und
Reduktionsmittel neben Zersetzungsprodukten einen gewissen Anteil an Produkt zeigte
(vgl. Eintrag 1 — 3, Tabelle 5). Da die Annahme bestand, dass Acetonitril die Kupferionen
zu koordinieren vermag und deshalb zu einer verringerten Reaktivitit dieser fiithrte, wurde
es gegen DMSO ausgetauscht.” Gleichzeitig wurde die Konzentration der an der Reaktion
beteiligten Komponenten erhéht. Es stellte sich heraus, dass ein Gemisch aus DMSO/ H,0O,
unter sonst vergleichbaren Bedingungen, als Lésemittelkombination geeigneter war (vgl.
Eintrag 3 — 4, Tabelle 5). Deshalb wurden sowohl die Anzahl an Aquivalenten als auch die
Reaktionszeit bzw. Temperatur variiert (Eintrag 4 —6). Interessanterweise zeigte die
qualitative Auswertung der Diinnschichtchromatografie bei Verwendung von 3 eq. CuSOy,
und 6 eq. Natriumascorbat, 60 °C Reaktionstemperatur und 4 d Reaktionszeit (Eintrag 6)
im Vergleich zu 1.5 eq. CuSOs und 3 eq. Natriumascorbat (Eintrag 5) ausschliefilich
Zersetzungsprodukte an. Dies wurde mit der groflen Anzahl an Aquivalenten von
Natriumascorbat in Verbindung gebracht, welches neben seiner Rolle als Reduktionsmittel
fiir Kupfer(Il)-lonen eventuell auch den Farbstoff zu reduzieren vermag, oder als
Nukleophil fungiert und zur Zersetzung des sensitiven Fluorophors beitrigt. Daher wurden
die Aquivalente an Natriumascorbat wieder herabgesetzt und zusitzlich THPTA
hinzugegeben (Eintrag 7). Dieser Ligand ist dafiir bekannt, auf Kupfer(I)-Spezies durch
Komplexbildung stabilisierend und auf den Reaktionsverlauf insgesamt beschleunigend zu
wirken.""*"""! So konnte nach 2 d Reaktionszeit und dem Zusatz des HPTA-Ligands eine

Ausbeute von 60 % erreicht werden (Eintrag 7, Tabelle 5).

Parallel zu dem Ansatz mit Kupfersulfat wurde auch Kupferbromid als Quelle fiir die
Kupfer(I)-Ionen getestet. Da die Reaktion in Abhingigkeit von der Konzentration zu sein
schien, wurde diese abermals erhsht, wobei die Menge an Kupfer-Ionen und THPTA zu
gleichen Anteilen hinzugegeben wurde. Beide Ansitze wiesen bei einer Konzentration von
85 mM (berechnet in Bezug auf den Cyaninfarbstoff) und der Zugabe von jeweils 3 eq. an

Additiven schon nach 2 h Reaktionszeit bei 60 °C vollstindigen Umsatz auf und konnten in

57



4.1 Cyaninfarbstoffe

beiden Fillen mit ausgezeichneten Ausbeuten von 90 — 95 % isoliert werden (vgl. Eintrag
8 —9, Tabelle 5, Verbindung 17a, Schema 14). Da jedoch die Aufarbeitung der Reaktion
bzw. die sdulenchromatographische Reinigung und Isolierung des Produkts ohne
Natriumascorbat einfacher ist, wurde die Option von Kupferbromid in Kombination mit
THPTA fiir die Synthese der C6-Tri-Emitter (Verbindung 17b) und C9-Tri-Emitter
(Verbindung 17c) gewihlt, welche ebenfalls mit guten bis hin zu sehr guten Ausbeuten

dargestellt werden konnten.

Der Erfolg der Synthese konnte fiir die Tri-Emitter sowohl massenspektrometrisch als auch
mithilfe der NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. Beim Vergleich der 'H-Spektren
vom Tri((hexyl)Cy5)emitter (17b) und dem dazugehérigen Azido-funktionalisierten
Farbstoff (9b) beispielsweise fallen insbesondere im aromatischen Bereich des Spektrums

zwel neue Signale auf, die die Struktur des Tri-Emitters bestétigen (Abbildung 32).

SOgH
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Abbildung 32: Ausschnitt aus den "H-NMR-Spektren von a) Tri((hexyl)Cy5)emitter (17b) in AcOD-ds und

1
8.3

dem dazugehérigen Azid-funktionalisierten Cyaninfarbstoff b) Sulfo—(G—azidohexyl) -pentamethincyanin (9b)
in MeCN-ds.
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Im Bereich von 6.88 ppm wird ein Signal detektiert, das mithilfe von 2D-
Korrelationsspektren (COSY, HSQC und HMBC) den H-4-Protonen (meta-Position des
Benzoesiurefragments) zugeordnet werden kann. Die Ausbildung der Triazolringe wird
allerdings durch das Singulett (//-14) im Bereich von 8.02 ppm und dessen Integralwert von
drei eindeutig identifiziert und belegt (vgl. Abbildung 32a). Fiir weiterfiihrende
Experimente und mégliche biologische Anwendungen, wurden die Emitter nach
Standardmethoden mit einem bioorthogonalen Linker (Tetrazin) versehen (Verbindung 18a,

18b, 18c, Schema 14) und anschlieflend in Kooperation mit der AG Sauer analysiert.!

Dabei zeigten die spektroskopischen Aufnahmen der Absorption bzw. Emission der Emitter
ein differenziertes Verhalten gegeniiber dem als Referenz verwendeten Sulfo-Cyanin-5-
Tetrazin, dessen chromogene Einheit den gleichen Aufbau besitzt wie der im Rahmen dieser
Doktorarbeit synthetisierte Cyaninfarbstoff 9i (vgl. Schema 13). Wie der Abbildung 33a zu
entnehmen ist, weisen die Absorptionsspektren (durchgezogenen Linien) der drei Tri-
Emitter ein zweites, stark ausgeprigtes Maximum auf, das im Vergleich zum Maximum der
Referenz hypsochrom verschoben ist. Diese als H-Bande bezeichnete Verschiebung ist ein
starker Hinweis auf die Aggregation der Chromophore innerhalb der Tri-Emitter in einer
parallelen, sandwichartigen Anordnung (H-Aggregate) und ist einhergehend mit einer

158211 Zwwar ist auch im Absorptionsspektrum des freien

unterdriickten Fluoreszenz.
Cyaninfarbstoffs eine hypsochrom verschobenene ,Schulter zu entdecken, bewirkt die
rdumliche Nihe der Farbstoffe im Dendron jedoch eine lokale Konzentrationssteigerung,
die offenbar eine vermehrte Aggregation forciert. Das wirkt sich insbesondere auf die
Emission der Tri-Emitter aus, da die Fluoreszenzspektren von allen Tri-Emittern deutlich
niedrigere Intensititen aufweisen als das vom einzelnen Cy5 (vgl. Abbildung 33b). Diese
Tatsache ist auf Prozesse der statischen und dynamischen Fluoreszenzléschung
zuriickzufiihren, die in direkter Abhingigkeit zu dem Abstand zwischen den Fluorophoren
und deren Verzweigungspunkt im Dendron stehen. So ist trotz recht niedriger
Fluoreszenzintensititen ein leichter Trend feststellbar, der insbesondere zwischen dem C3-
Tri-Emitter und dem C6-Tri-Emitter in Erscheinung tritt (vel. Abbildung 33b). Die Zugabe
von TCO (trans-Cycloocten) zu den Tetrazin-funktionalisierten Farbstoffen bewirkt eine
erneute Steigerung der Fluoreszenzintensitit (vgl. Abbildung 33). Da Tetrazin, ein

elektronenarmes Dien, als Fluoreszenzloscher gilt, unterdriickt es durch verschiedene

! Die im Folgenden vorgestellten Experimente und die Auswertung der daraus resultierten Daten wurden von
M. Sc. Dominic Helmerich aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sauer (Julius-Maximilians-Universitit
Wiirzburg) durchgefiihrt.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Mechanismen (wie z.B. FRET) die Fluoreszenz. Erst nach Zugabe von geeigneten
Reaktionspartnern, die in der Regel aus reaktiven Dienophilen wie TCO bestehen und mit
dem Tetrazin in einer inversen Diels-Alder-Rektion einen stabilen Sechsring ausbilden, tritt
die Fluoreszenz im vollen Ausmafle in Erscheinung (vgl. Kapitel 2.4, Schema 8).”*'**! Diese
Eigenschaft, wird in biologischen Anwendungen der Fluoreszenzmikroskopie gern
ausgenutzt, da das Signal-Rausch-Verhiltnis signifikant verbessert wird, in dem der
Kontrast zwischen dem untersuchten Objekt und Hintergrund erhéht und somit eine

prizisere Aufnahme erhalten wird.
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Abbildung 33: a) Ubersicht der normierten Absorptions- bzw. Emissionsspektren der Tetrazin-
funktionalisierten Tri-Emitter18a — 18c. Als Referenz wurde das kiuflich erwerbliche Cy5-Tetrazin verwendet
und die Messungen wurden in 1xPBS durchgefiihrt. Die Intensititen wurden auf die jeweiligen Maxima
normiert. Durchgezogene Linien stellen dabei die relativen Absorptions- und die gestrichelten Linien die
Emissionsintensititen dar. Die gepunkteten Linien geben die relative Emission, bezogen auf die jeweilige
Emission der Tetrazin-funktionalisierten Spezies, nach der Zugabe von TCO wieder. b) Emissionsspektren
der Tri-Emitter, ohne und mit Zugabe von TCO. Die jeweiligen Emissionsmaxima der Tri-Emitter wurden auf
das Emissionsmaximum des freien Cy5-Tetrazins normiert und die Messungen in 1xPBS durchgefiihrt.
Durchgezogene Linien stellen dabei die relativen Emissionsintensititen vor der Zugabe von TCO und die

gestrichelten Linien die Emissionsintensititen nach der Zugabe von TCO dar.

Auch dieser Effekt korreliert offensichtlich mit dem Abstand zum Fluorophor, jedoch
umgekehrt proportional. Bei Betrachtung der Fluoreszenzemission der C3-, C6- und C9-Tri-
Emitter nach der Zugabe von TCO (Abbildung 33a, gepunktete Linien), die auf die jeweilige
Emission der Tri-Emiter vor der Zugabe des Dienophils normiert ist (Abbildung 33a,
gestrichelte Linien), ist ein eindeutiger Trend zu erkennen. Somit wird die
fluoreszenzléschende Wirkung des Tetrazins mit steigendem Abstand geringer. Dies ist ein
wichtiger Befund, der beim Design eines Multi-Emitters mit einer erhshten Fluoreszenz und

einem guten Kontrast beriicksichtigt werden sollte.

60



Diskussion der Ergebnisse

Die unmittelbare Nihe der Fluorophore wirkt sich nicht nur auf das Absorptions- und
Emissionsverhalten der Molekiile aus, sondern auch auf die Lebensdauer der Fluoreszenz
der Dendronen (Abbildung 34a). Die Messungen dazu werden mithilfe eines zeitaufgeldsten
Spektrometers durchgefiihrt. Die Anregung der Fluorophore ist per Laserpuls mit der
Detektion der Photonen synchronisiert, sodass ein Messzyklus durch den Anregungspuls
gestartet und mit dem Registrieren des ersten einkommenden Photons gestoppt wird. Aus
einer Vielzahl an Messungen, die in einem Histogramm gesammelt werden, ergibt sich die

mittlere Zeit, die der Fluorophor im angeregten Zustand verweilt.*®)
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Abbildung 34: a) Durchschnittliche Fluoreszenzlebensdauer der Tri-Emitter und des Sulfo-Cyanin-5-
Tetrazin, die mithilfe von zeitkorrelierten Einzelphotonen-Zihlungen (TCSPC) ermittelt wurden. b-d)

Verhalten der Fluorophore unter dStorm-Bedingungen.

Wie aus der Abbildung 34a hervorgeht, erzielen die Tri-Emitter lediglich einen Bruchteil der
Fluoreszenzlebensdauer des Sulfo-Cyanin-5-Tetrazins. Daraus ldsst sich schlieflen, dass

strahlungslose  Prozesse statischer und dynamischer Fluoreszenzléschung, wie
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4.1 Cyaninfarbstoffe

beispielsweise ein Foérster-Resonanzenergietransfer (FRET), von einem Fluorophor auf das
andere stattfindet, wobei die einzelnen Cyanin-Molekiile sowohl als Donor als auch als
Akzeptor agieren. Das wird insbesondere aufgrund der guten Uberlappung der
Absorptions- und Emissionsmaxima (kleine Stokes-Verschiebung) der Cyaninfarbstoffe
ermoglicht.””) Diese  Annahme wird durch  dStorm-Experimente  bestiitigt
(Abbildung 34b — d). Dazu wurden zunichst TCO-funktionalisierte Oligonukleotide mit
den Emittern markiert und anschlieffend mittels BSA-Biotin-NeutrAvidin auf einer
Oberfliche immobilisiert. Aus der Abbildung 34 wird ersichtlich, dass die Tri-Emiter sich
unter dStorm-Bedingungen nicht wie drei einzelne Farbstoffe, sondern assoziiert wie ein
Farbstoff agieren. Die Emitter weisen ein #hnelndes Blinkverhalten auf und befinden sich
pro Aufnahme (50 x 10° Frames, 4 7.1 ms) annihernd so oft im An-Zustand wie der
Referenz- Cyaninfarbstoff (Abbildung 34b). Jedoch ist die Verweildauer in diesem Zustand
langer als die des isolierten Cy5-Molekiils (Abbildung 34c). Wohingegen die Zeit zwischen
den An-Zustinden, in der die Emitter in reduzierter und nicht angeregter Form vorliegen,
deutlich kiirzer ist (Abbildung 34d). Es ist deshalb davon auszugehen, dass unterschiedliche
Mechanismen des Energietransfers wihrend der Anregung stattfinden, die einerseits zur
verkiirzten Fluoreszenzlebensdauer fiihren, andererseits jedoch auch die Zeit im Aus-

Zustand deutlich verringern.

Durch die hier vorgestellten Experimente wird der immense Einfluss der sich in
unmittelbarer Nihe befindenden Pentamethincyanine deutlich, wobei der Abstand zwischen
Fluorophor und Verzweigungspunkt des Dendrons, der sich zwischen 12 — 19 nm befindet,
nur eine untergeordnete Rolle spielt. Diese Beobachtungen sind auch auf andere
Fluoreszenzfarbstoffe wie Rhodamine und Fluoresceine iibertragbar. Es kann daher
angenommen werden, dass in einem bildgebenden Experiment mit einzelnen Fluorophoren,
die sich jedoch ebenfalls in kurzer Distanz zu einander authalten, dhnliche Phinomene
auftreten und die Auflssung der mikroskopischen Aufnahme des biologischen bzw.

biochemischen Prozesses deshalb begrenzt ist.

Diese Riickschliisse sollen indes auch der Optimierung solcher Dendron-verzweigter
Cyanin-Emitter dienen, durch welche die Helligkeit (Quantenausbeute) und somit der
Kontrast zum Hintergrund erhsht werden.? Die dazu notwendigen strukturellen

Anpassungen sollten insbesondere die Ausbildung von nicht fluoreszierenden H-Aggregaten

? Die Ideen zur Optimierung der Fluoreszenzeigenschaften der Multiemitter wurden in Zusammenarbeit mit
M. Sc. Dominic Helmerich entwickelt.
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Diskussion der Ergebnisse

minimieren und Prozesse unerwiinschter Energietransfers unterbinden. Dies kann
beispielsweise durch das Anbringen von sterisch anspruchsvollen Gruppen, die entweder an
der Seite der Indolenin-Einheit oder durch Funktionalisierung der y-Position der
Polymethinkette realisiert werden (Abbildung 35, obere Strukturen). Beide Modifikationen
hitten eine rdumliche Expansion der Fluorophore zur Folge, die den Winkel der Farbstoffe
zu einander aufgrund der sterischen Hinderung vergréflern wiirde. Méglicherweise wire

dadurch auch die Wahrscheinlichkeit fiir den Férster-Resonanzenergietransfer verringert,

da diese ebenfalls Winkelabhingig ist.

SOgH

Abbildung 35: Magliche strukturelle Anpassungen, die zur Minimierung der Aggregation fithren und somit
zur Verbesserung der photolumineszenten Eigenschaften beitragen sollen. Graue Ringe stellen dabei

skizzenhalft makrocyclische Strukturen wie Cyclodextrin, Cucurbituril usw. dar.
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4.1 Cyaninfarbstoffe

Dabei sollte es ausreichend sein, nur eine Seite des Molekiils zu funktionalisieren oder zu
modifizieren, da unsymmetrische Fluorophore zwar den optimalen Winkel fiir den Uberlapp
einnehmen wollen (n-n-Wechselwirkungen), gleichzeitig der sterischen Hinderung oder
vorhandener Ladung (elektrostatische Wechselwirkungen) ausweichen miissen. Deshalb
ergeben sich oft verdrehte Anordnungen, die sich ebenfalls giinstig auf die Fluoreszenz-

Eigenschaften auswirken kénnen, 12182191

Eine weitere Méglichkeit der Fluoreszenzsteigerung Dendron-artiger Multiemitter kann
durch Anwendung Supramolekularer Chemie erfolgen. Viele Fluorophore bilden mit
Makrocyclen wie Cyclodextrinen und Cucurbiturilen stabile gleichgewichtsabhingige Wirt-
Gast-Komplexe, wobei das Mikroumfeld, in dem sich die Fluorophore befinden, veriandert
wird und die Aggregation der Farbstoffe erschwert wird.”*”! Die Farbstoffe erfahren durch
die Einkapselung und Ausbildung sogenannter Rotaxane —die aus einer linearen oder
hantelfsrmigen Einheit bestehen, welche von einem cyclischen Molekiil umschlossen wird
(vgl. Abbildung 35, untere Strukturen) — auch eine Verbesserung der photolumineszenten
Eigenschaften. So wird sowohl die Fluoreszenzléschung unterdriickt als auch die

Photostabilitiit erhoht. 272!

Das Projekt zur Darstellung von Multiemittern mit einer héheren Helligkeit ist duflerst
spannend und bietet auch durch die oben genannten strukturellen Anpassungen viel
Spielraum zur Modifizierung und Optimierung. Sollte dieses Ziel in der Zukunft realisiert
werden, wiirden solche Dendron-artigen Fluorophore breite Anwendung in bildgebenden
Experimenten finden, da diese durch ihre kleine Gréfle und gute photolumineszente
Eigenschaften fiir ein verbessertes Signal-Rausch-Verhiltnis sorgen und dadurch prizise

Untersuchungen der biologischen und biochemischen Prozesse erméglichen werden.
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4.1.3 Entwicklung von photoabspaltbaren Farbstoffen

Trotz einer Vielzahl an fluoreszierenden Farbstoffen, ist die Visualisierung von mehreren
rdumlich verteilen biologischen Strukturen in einer einzelnen Zelle infolge von Interferenzen
der Absorptions- und Emissionsmaxima der Fluorophore limitiert. Deshalb sollte im
Rahmen dieses Projekts ein Farbstoff entwickelt werden, der nach jedem Zyklus der
Fluoreszenzdetektion und hochauflssender Aufnahme der markierten Struktur aus dem

untersuchten Exemplar wieder entfernt werden kann (Abbildung 36).

1. Abspaltung Fluorophor

2. Markierung, dStorm Quantifizierung,
4 Signalanpassung, %} 4
Overlay

1. Abspaltung Fluorophor A ==i Gii

2. Markierung, dStorm NN *"
* Gii Bild (Struktur C) rekonstruiertes Bild
N von Struktur A—-C

Markierung,
dStorm
é *ﬁﬂ Bild (Struktur B)
Zell-Probe Bild (Struktur A)

Abbildung 36: Allgemeines Konzept der wiederholten Markierung und Fluorophor-Abspaltung im

bildgebenden Experiment mit anschlielender Rekonstruktion des Gesamtbildes.

Um das Experiment unter dStorm-Bedingungen durchfithren zu kénnen, sollte die
chromogene Einheit des Farbstoffs aus einem Pentamethincyanin (Cy5) bestehen, welche
mit einem photoabspaltbaren Linker verkniipft werden sollte. Dazu wurde die Klasse der
ortho-Nitrobenzylgruppen (ONB) ausgewihlt, die sowohl in der Organischen Chemie als
Schutzgruppen Anwendung finden als auch zur Generierung von latenten Farb- und
Wirkstoffen verwendet werden (vgl. Kapitel 2.5, Abbildung 18).["'***) Dabei sollte der
Linker bifuktional sein. Einerseits sollte er mit einem Fluorophor verkniipft werden kénnen
und andererseits sollte eine Méglichkeit bestehen, den auf diese Weise erhaltenen
photoabspaltbaren Farbstoff mit unterschiedlichen Strukturen des biologischen Systems
(.B. Antikérper, Peptide, Proteine usw.) zu konjugieren (vel. Kapitel 3.1.3, Abbildung 21).
Dariiber hinaus sollte der Farbstoff innerhalb kurzer Zeit, unter milden Bedingungen und
mithilfe einer Strahlung im Bereich des sichtbaren Spektrums abspaltbar sein. Dadurch
wire sichergestellt, dass die biologischen Strukturen der zu untersuchenden Probe iiber

mehrere Zyklen hinweg intakt bleiben und der durch die Bestrahlung entstandene Schaden
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4.1 Cyaninfarbstoffe

minimal ist. Da der Mechanismus der Freisetzung durch ein Lichtimpuls initiiert wird, der
in Abhéngigkeit zum Absorptionsvermdgen der Nitrobenzylgruppe steht, kann dieses durch
unterschiedliche Substituenten, die einen positiven mesomeren Effekt ausiiben (z.B.
elektronenschiebende Aminofunktionen), variiert werden. Die Abstraktion des benzylischen
Protons stellt allerdings den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Mechanismus der
Abspaltung dar (vgl. Kapitel 3.1.3, Schema 9) und wird durch Substitution an der
benzylischen Position mit elektronenziechenden Gruppen wie Carboxylgruppen
begﬁnstigt.“m Deshalb wurden sechs Nitrobenzyl-Linker synthetisiert, deren Aufbau
entweder auf Benzoesidure oder Mandelsiure basiert und zusitzlich unterschiedliche Reste
enthilt, die das Absorptionsvermégen und die Effizienz des Abspaltprozesses beeinflussen

(Schema 15).

o}
o)
P H
R”“H oder
R NO,
TBDMSCN, NO; NO,
Znl,, CHClg, CIMg PhMgCI [
-78°C,1h = -
97 - 99 % 0o 0
o) o)
50— 85 %
HO.__O 6 M HCI OTBDMS OH OH NO,
oH 115°C, 16 h /d\CN R oder O O
55-70 % OH H
R NO R NO, O,N R NO, ©
2 o) o)
22 21 19 20
22a:R=H 21a:R=H 19a: R = Me 20a:R=H
22b: R = NMe, 21b: R = NMe, 19b: R = C4F5 20b: R = NMe,

Schema 15: Ubersicht iiber die im Rahmen dieses Projekts synthetisierten Nitrobenzyl-Linker, deren
Grundgeriist entweder auf Benzoesiure (Strukturen 19a —20b) oder Mandelsiure (Strukturen 22a, 22b)

basiert.

Im Fall der auf Benzoesiure-basierenden Linker wurde dazu die 4-Iod-3-nitrobenzoesiure
mithilfe des Metall-Halogen-Austauschs in eine Grignard-Spezies iiberfiihrt, welche
anschlieflend mit geeigneten Aldehydverbindungen zur Reaktion gebracht wurde
(Verbindungen 19a — 20b). Die Synthese der Mandelsidurederivate erfolgte iiber eine fert-
Butyldimethylsilyl-geschiitzte Cyanhydrin-Zwischenstufe, die nach saurer Hydrolyse zu
Verbindungen 22a und 22b fiihrte. Alle Linker konnten dabei in befriedigenden bis hin zu

sehr guten Ausbeuten hergestellt werden und wurden massenspektrometrisch und NMR-
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Diskussion der Ergebnisse

spektroskopisch bestitigt. Nach erfolgter Synthese wurden die Verbindungen 19a — 22b auf
ihr Absorptionsverhalten hin untersucht, wobei jeweils die unsubstituierten Derivate mit
denen verglichen wurden, die zwar das gleiche Grundgeriist aufweisen, jedoch

Substituenten mit entweder einem positiven mesomeren Effekt oder negativem induktiven

Effekt besitzen (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Absorptionsspektren der synthetisierten ONB-Linker bei einer Konzentration von 50 pM in
MeOH. a) Gruppierung der auf Benzoesiure basierenden Linker: 4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoeséiure
(19a) und 4-(Hydroxy(perfluorphenyl)methyl)-3-nitrobenzoesiure (19b). b) Vergrsflerte Darstellung des
Absorptionsverhaltens der Verbindungen 19a und 19b im Bereich um 400 nm. ¢) Gruppierung der auf
Benzoesiure basierenden Linker, mit zwei Nitrofunktionen: 4-(Hydroxy(2-nitrophenyl)methyl)-3-
nitrobenzoesidure (20a) und 4-((4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl) (hydroxy)methyl)-3-nitrobenzoeséiure
(20b). d) Gruppierung der auf Mandelsiure basierenden Linker: 2-Hydroxy-2-(2-nitrophenyl)essigsdure
(22a) und 2-(4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl)-2-hydroxyessigsiure (22b).

Wie aus der Abbildung 37 hervorgeht, erfihrt das jeweilige Derivat durch
Substituenteneffekte bei gleichbleibender Konzentration (560 pm in MeOH) eine
hyperchrome = Bandenverschiebung. =~ Von  4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesiure
(Abbildung 37a, Verbindung 19b) ausgehend, deren benzylische Position mit einer

einfachen Methylgruppe substituiert ist, nimmt die Absorption im Bereich um 250 nm durch
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4.1 Cyaninfarbstoffe

das Hinzufiigen eines Phenylrings zu (Abbildung 37a und 37c, Verbindungen 19a und 20b).
Bei ndherer Betrachtung des Wellenldngenbereichs um 400 nm, fillt jedoch auf, dass die
Absorption des sichtbaren Lichts bei der Verbindung 19b im Vergleich zu 19a und 20a
geringer ist (Abbildung 37b). Wird der aromatische Substituent durch eine
elektronenschiebende Gruppe (NMes) erginzt, erfihrt das Molekiil eine Erweiterung des
Absorptionsbereichs bis hin zu 500 nm (Abbildung 37c, Verbindung 20b). Bei den auf
Mandelsidure basierenden Nitrobenzyllinker ist der Effekt der Absorptionssteigerung noch
deutlicher ausgeprigt (Abbildung 37d). Im Vergleich zu der unsubstituierten 2-
Nitrophenylmandelsiure (22a) absorbiert das Mandelsiurederivat, das in para-Position eine
Dimethylaminofunktion enthilt (22b), mindestens doppelt soviel elektromagnetische
Strahlung, wobei gleichzeitig auch das sichtbare Spektrum bis 500 nm abgedeckt wird.
Somit stellen die Verbindungen 20b und 22b die vielversprechendsten Kandidaten dar, die

ein effizientes Abspalten des Farbstoffs ermoglichen sollten.

Um die Abspalteffizienz der Nitrobenzyllinker verifizieren und quantifizieren zu kénnen,
wurde die 4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesiure (19a) als Modellverbindung gewihlt, da
diese auch einen geringen Anteil sichtbaren Lichts zu absorbieren vermag (Abbildung 37b)
und die einfachste Derivatisierung unter den 3-Nitrobenzoesiuren aufweist. Dazu wurde
19a mit dem zuvor hergestellten Sulfo-(3-aminopropyl)-pentamethincyanin (10a) in einer
Amidkupplungsreaktion umgesetzt. Anschliefend wurde der mit 86 % Ausbeute erhaltene,
photoabspaltbare ~ Farbstoff  (Abbildung 38,  Verb.23)  mithilfe  von  4-
Nitrophenylchlorformiat aktiviert (Abbildung 38, Verb.24) und fiir weiterfihrende

Anwendungen in bildgebenden Experimenten der AG Sauer zur Verfiigung gestellt.

SOgH SOzH
w

HO3S nH NO, HO3S NO,

OH

Abbildung 38: im Rahmen dieses Projekts synthetisierter photoabspaltbarer Farbstoff Sulfo-(3-(4-(1-
hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido)propyl)-pentamethincyanin (23) und die mit PNP aktivierte Form: Sulfo-(3-
(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido)propyl)-pentamethincyanin-PNP (24).
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Die Applikabilitit des photoabspaltbaren Cyaninfarbstoffs 24 wurde in einem
Doppelfirbeexperiment anhand der makroskopischen Struktur der Tubulin-Filamente,
mithilfe der Image-Scanning-Mikroskopie, iiberpriift.> Dazu wurde die COS7 Zell-Linie mit
primiren Antikdrpern, welche spezifisch an das a- bzw. B-Tubulin binden, behandelt. Das
Immunkonjugat wurde aus dem sekundidren Antikérper (SAB-anti-rabbit) und dem
aktivierten Farbstoff 24 hergestellt, welches anschlieflend zum Visualisieren von o-
Tubulinen der Zellen verwendet wurde (Abbildung 39a). Nach der Fluoreszenzmarkierung
wurde zum Abspalten des Farbstoffs ein Bereich der Zelle mit Licht einer Wellenlinge von
405 nm bestrahlt (7 mW Ausgangsleistung, 7 Schnittebenen in Z-Richtung, in 200 nm
Schritten). Die anschlieffende Rekonstruktion des Bildes zeigte, dass der mit Licht
behandelte Bereich kein Fluoreszenzsignal mehr aufweist (Abbildung 39b, rechteckige
Markierung). Dadurch konnte der Erfolg der Photoabspaltung des Farbstoffs 24 bestitigt
werden. Mit einem zweiten Immunkonjugat, bestehend aus dem SAB-anti-mouse und dem
Farbstoff Alexa Fluor® 647, wurden die B-Tubuline markiert, wobei im ausgewihlten

Bereich wieder ein deutliches Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte (Abbildung 39¢).

Abbildung 39: Bildgebendes Experiment, in dem die Applikabilitit des photoabspaltbaren Cyaninfarbstoffs

24 untersucht wurde. Doppelfirbeexperiment mit Immunkonjugaten bestehend aus dem Cyaninfarbstoff 24
und dem SAB-anti-rabbit bzw. SAB-anti-mouse und dem kommerziell erworbenen Farbstoff Alexa Fluor®
647. a) Immunmarkierung der o-Tubuline mit dem photoabspaltbaren Cy5-Konjugat. b) Abspaltung des
Farbstoffs mit Licht einer Wellenlinge von 405 nm und 7 mW Ausgangsleistung. Nach Bestrahlung wird im
ausgewihlten Bereich (vgl. rechteckige Markierung) kein Fluoreszenzsignal detektiert. ¢) Anschlieffende

Immunmarkierung der B-Tubuline mit dem Alexa Fluor® 647-Konjugat. Scalebar 10 pm.

* Das im Folgenden vorgestellte Experiment wurde von Dr. Andreas Kurz aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Sauer (Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg) durchgefiihrt.
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Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, dass die makroskopische Struktur der
Mikrotubuli weiterhin intakt und deren Epitope aktiv sind. Die ersten Ergebnisse zur
Applikabilitit des photoabspaltbaren Farbstoffs 24 sind somit positiv ausgefallen, wobei in
weiteren Experimenten die maximale Wiederholrate zu bestimmen wire. Der in diesem
Experiment verwendete Nitrobenzyllinker weist zwar eine geringe Absorptionsintensitit im
sichtbaren Wellenlidngenbereich auf, jedoch scheint dieser kleine Anteil fiir die Aktivierung
der Nitrobenzylgruppe ausreichend zu sein. Da alle im Rahmen dieses Projekts
synthetisierten Linker im Wellenlingenbereich um die 400 nm im gewissen Mafle zu
absorbieren vermdgen, kénnen prinzipiell auch alle Linker zum Generieren
photoabspaltbarer Farbstoffe genutzt werden. Jedoch stellen die Verbindungen 20b und
22b die erfolgversprechenderen Kandidaten dar, da sie zum einen Licht bis 500 nm
absorbieren und somit schonender fiir die zu untersuchende Probe aktiviert werden kénnen.
Zum anderen besitzen diese Verbindungen ein acides Proton in benzylischer Position, dass
entweder durch eine zweite Nitro-funktion doppelt angesprochen werden kann oder durch
die elektronenziehende Wirkung der Carboxy- bzw. Amidfunktion einen verstirkten
negativen induktiven Effekt erfihrt (Abbildung 40).
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Variable Gestaltung NOz Bioorthogonalitit
des Fluorophors \

flexible Linge fiir bessere
Zuginglichkeit durch
biologische Strukturen

Bifunktionaler Linker
mit hoher Abspalteffizienz

Abbildung 40: Beispiel fiir weitere Modifizierungen und Optimierungen eines photoabspaltbaren Farbstoffs.

Zudem sind die Linker tiber ihre Carboxyfunktion universell einsetzbar und kénnen mit
jedem gingigen Fluorophor iiber eine Amidkupplung verkniipft werden. Auf diese Weise
wird die Palette an Anwendungsméglichkeiten erweitert, wobei die photoabspaltbaren
Farbstoffe durch Variation der Fluorophore an die biologische Fragestellung individuell
angepasst werden kénnen (vgl. Abbildung 40).
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4.2 Xanthenfarbstoffe

4.2.1 Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin - Syntheseoptimierung

Die Farbstoftklasse der Xanthene ist bereits seit dem Ende des 19. Jahrhunderts bekannt
(vgl. Kapitel 2.3.2). Vorwiegend handelt es sich dabei um membrangéngige Fluorophore, die
sich durch gute Quantenausbeuten und Photostabilititen auszeichnen.!” In der aktuellen
Forschung erfreuen sie sich deshalb einer groflen Beliebtheit und finden in bildgebenden
Experimenten der hochauflssenden Spektroskopie hiufig Anwendung.””*** Durch
vielfiltige Modifikationsméglichkeiten der chromogenen Einheit, wie auch des unteren
Benzylrings, entstehen erweiterte photophysikalische und chemische Eigenschaften, die ihre
Relevanz weiter begﬁnstigen.[67’85’229’250] So wurde 2014, ein von Uno et al. entwickelter
Silziumrhodamin-Farbstoff ~ vorgestellt, der anstatt der Carboxy-Funktion eine
Hydroxymethyl-Funktion am unteren Benzylring trigt (vgl. Kapitel 2.3.2, Schema 1,
Schema 4).*) Die scheinbar kleine Anderung bewirkte einerseits eine verinderte pH-
Abhingigkeit der Fluoreszenz. Andererseits wurde dadurch ein intramolekulares
Nukleophil generiert, welches ein spontanes Blicken unter physiologischen Bedingungen
und ohne Zugabe von Additiven hervorruft, wobei sich immer nur ein kleiner Anteil an
Fluorophoren im ,An“-Zustand befindet (vgl. Kapitel 2.3.2). ®**! Das macht ihn fiir die
Lokalisation von fluoreszenzmarkierten FEinzelmolekiilen, die mithilfe stochastischer

Methoden erfolgt (z.B. dStorm), besonders interessant.®>**"!

Wie auch bei den Cyaninfarbstoffen ist die in der Literatur beschriebene Synthese
langwierig und geht insbesondere im letzten Schritt mit einer schlechten Ausbeute einher.
Deshalb sollten im Rahmen dieses Projekts die Optionen fiir die Vereinfachung der
Syntheseroute von dem seit 2014 literaturbekannten und spontan blinkenden
Hydroxymethyl-Siliziumrhodamins (HMSiR) analysiert werden. Dabei sollte eine
alternative Syntheseroute zum Farbstoff entwickelt und anschliefend der Farbstoff mit

bioorthogonalen Linkern wie Tetrazin und DBCO funktionalisiert werden.

Die Darstellung des HMSiR-Farbstoffs basiert auf der Synthese von zwei Bausteinen, die
im letzten Schritt miteinander verkniipft werden (Schema 16, grau hervorgehobene Route).
Ausgehend von 3-Brom-N,N-dimethylanilin (Struktur A) entsteht zunichst mithilfe von
Dichlordimethylsilan die Silizium-Briicke. Darauf folgt die Bromierung der verbriickten

Aromaten in para-Position (Struktur B). Der chromogene Teil (Struktur C) wird durch die
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4.2 Xanthenfarbstoffe

Ausbildung einer Carbonylfunktion, auf der zur Silizium-Briicke gegeniiberliegenden Seite,
generiert. Das verletht dem Molekiil eine starre Struktur und erméglicht den nukleophilen
Angriff durch den unteren Baustein (Struktur G). Dieser wird in vier Stufen ausgehend von
4-Brom-3-methylbenzoesidure (Struktur D) hergestellt, die zunédchst an der benzylischen
Position bromiert wird (Struktur E). Darauffolgend ist die Generierung der
Aldehydfunktion (Struktur F), die mithilfe von Natriumborhydrid zum Alkohol reduziert
wird. Im letzten Schritt der Synthese des Bausteins G wird sowohl die Carboxyfunktion als
auch der Alkohol mit tert-Butyl geschiitzt. Im finalen Schritt der in der Literatur
beschriebenen Route erfolgt mithilfe eines Lithium-Brom-Austauschs die Lithiierung der

Zwischenstufe G, welche im siebenfachen Uberschuss zum Baustein C hinzugegeben wird.

o}
TP
I 7
° ONa - h
=
H O
optimierte Syntheseroute HO O
O~ "OH
HMSIR
| Br \/ |
Br N Si AN
—_—
Br
A NS B c
D E F G

Schema 16: Syntheserouten zur Darstellung des Hydroxymethyl-Siliziumrhodamins (HMSiR). Die in der
Literatur verwendete Syntheseroute ist grau hervorgehoben. Die im Rahmen dieses Projekts optimierte

Syntheseroute zur Darstellung des HMSiR-Farbstoffs ist rot hervorgehoben.

Die Ausbeute des auf diese Weise dargestellten HMSiR-Farbstoffs liegt lediglich bei
24 %."1 Bei niherer Betrachtung der Zwischenstufen C und G kann dieser Umstand hier
begriindet werden. Das Keton C beherbergt zwei elektronenschiebende Gruppen (NMe,),
die sowohl einen positiven induktiven als auch mesomeren Effekt aufweisen. Das macht das
eigentliche Elektrophil (Struktur C) duflerst elektronenreich und Nukleophilen gegeniiber
eher unreaktiv.”® Das Nukleophil G ist hingegen durch den negativen mesomeren Effekt

der Carboxyfunktion elektronenarm und zudem aufgrund der tert-Butyl-Schutzgruppen
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Diskussion der Ergebnisse

sterisch anspruchsvoll, was den nukleophilen Angriff erschwert und sowohl die notwendige
Zugabe von sieben Aquivalenten als auch die schlechte Ausbeute erklirt (vgl. Abbildung 41,
rechts). Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde nun angeregt, die Verhiltnisse der
Nukleo- und Elektrophilie zwischen den zwei fiir die Synthese des Farbstoffs benétigten
Bausteine umzukehren. Anstatt der Zugabe von Dimethylcarbamoylchlorid zu der
lithilerten Spezies der Zwischenstufe B (vgl. Schema 16), die in der Ausbildung der
Ketofunktion resultiert, kann die reaktive Spezies auch direkt mit einem anderen
Elektrophil, wie beispielsweise einem Ester umgesetzt werden (vgl. Abbildung 41, links).
Das fiihrt aufgrund von giinstigen elektronischen Verhiltnissen zwischen Nukleophil und
Elektrophil zu einer deutlichen Gleichgewichtsverschiebung zugunsten des Produkts. Bei
der Ubertragung dieser Uberlegungen auf die Synthese des HMSiR-Farbstoffs kann als
synthetisches Aquivalent des elektrophilen Synthons (unterer Benzylring mit der
Hydroxymethylgruppe) das Natriumsalz des 5-Carboxyphthalids (vgl. Struktur H,
Schema 16) herangezogen werden. Die optimierte Route ist somit um mindestens vier
Schritte reduziert, da die Darstellung des unteren Bausteins komplett aus der Bilanz rausfillt

(Schema 16, rot hervorgehobene Route).

Ubereinstimmung Ungiinstige Zusammenstellung
| \ / | | \ / |
_N Si N _N Si N_
SN o~ COC
MM _N Si N
Z o
—_— y -
O | M
X
K X 2
S\ X
R R

Abbildung 41: Zwei mégliche Herangehensweisen zur Synthese der Silizium-verbriickten Rhodamine, mit
giinstigen Bedingungen aufgrund von einem elektronenreichen Nukleophil (links) und einer ungiinstigen

Zusammenstellung mit einem elektronenreichen Elektrophil (rechts).

Fiir die erfolgreiche Synthese des Farbstoffs mussten allerdings weitere Anpassungen
vorgenommen werden (Tabelle 6). So weisen Lithiumorganyle zwar sowohl eine hshere
Basizitat und Nukleophilie, jedoch aber auch eine erhshte Instabilitit in koordinierenden
Losemitteln wie THF und Diethylether auf.”*"**! Zusitzlich erschwert die schlechte
Loslichkeit des Lithiumorganyls und des Phthalidderivats 27 die effektive Reaktion
zwischen den Reaktionspartnern (vgl. Tabelle 6, Reaktionsgleichung). Dies fiihrte bei
niedrigen Konzentrationen zu keinem bzw. niedrigem Umsatz zum Produkt (vgl. Tabelle 6,
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4.2 Xanthenfarbstoffe

Eintrag 1 —2). Deshalb wurde nach Vorbild von Grimm e/ al. die Zugabe von MgBr,-Et,O
als Additiv in Erwigung gezogen.”™ Durch den Lithium-Magnesiumaustausch wird ein
Grignard-Reagenz generiert, welches in THF besser lslich ist. Zwar sind Grignard-
Reagenzien im Vergleich zu Lithiumorganylen weniger basisch und reaktiv. Diese weisen
aber hohere Stabilititen und Toleranzen gegeniiber funktionellen Gruppen und
Temperaturschwankungen auf. Somit brachte die Transmetallierung (Metathese) mehrere
Vorteile mit sich. Zum einen konnte durch die bessere Léslichkeit des Grignard-Reagenzes
die Konzentration erhéht und gleichzeitig die Bildung von Nebenprodukten reduziert
werden (Eintrag 3). Zum anderen konnten die Reaktionen bei hsheren Temperaturen
durchgefiihrt werden, wobei ein Erhitzen der Reaktionslésung auf 60 °C keine weitere

Steigerung der Ausbeute lieferte (vgl. Eintrag 3 — 5).

Tabelle 6: Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von Hydroxymethyl-Rhodamin

(optimierte Ausbeuten sind grau hervorgehoben).

i, +BuLi, THF, | \/ .,
-78°C, 1h .0 _N Si_~ N
ii. MgBr,- E,0 . ot@\ O /
R
o

Br
Y/ " -78°C ->-15°C
~ 1h
/\©/ H ‘ 27: R = CO,Na
Br
NGe)
NC 96 28: R_\Kgﬂ\
HO~0 0

29
Fint Molaritiit Additiv Ester B d.Rkt.- Ausbeute
intrag 26) (i) ste edingungen 29)
(1i1)
1 30 mM / 27 —-78°C > RT /
2 50 mM / 27 —-78°C > RT ~5%
3 100 mMm MgBry-Et,O 27 —-15°C > RT 42 %
4 150 mMm MgBr;-Et,O 27 —-15°C > RT 53 %
5 150 mM MgBFQEtQO 27 — 15 OC —> 60 OC 49 0/0
6 130 mMm MgBr;-Et,O 28 —-15°C > RT 69 %

Da die Reaktion sowohl von der Konzentration als auch von der Léslichkeit beider
Reaktanten abhéngig zu sein schien, wurde parallel zum Natriumsalz des Phthalidacetats 27
ein mittels eines Orthoesters geschiitztes Derivat (vgl. Tabelle 6, Reaktionsschema,

Verbindung 28) synthetisiert und ebenfalls auf seine Eignung zur Synthese von HMSIiR-
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Farbstoffen gepriift. Der Orthoester 28 ist im Gegensatz zum Natriumsalz 27 in den meisten
géngigen organischen Lésemitteln sehr gut l6slich und im Basischen stabil, sodass seine
Zugabe zu dem Magnesiumorganyl von 26, auch bei einer etwas niedrigeren Konzentration,
in einer deutlichen Steigerung der Ausbeute resultierte (Tabelle 6, Eintrag 6). Auf diese
Weise konnte die Annahme der Korrelation zwischen Léslichkeit und Ausbeute bestitigt
werden, wobei die Erhéhung der Konzentration in weiteren Experimenten einen
zusétzlichen positiven Effekt ergeben sollte. Das Umkehren der Verhiltnisse der Nukleo-
und Elektrophilie fithrte somit im Vergleich zur literaturbekannten Route, einerseits zu
besseren Ausbeuten, bei gleichzeitiger Reduktion der Aquivalente des synthetischen
Aquivalents des unteren Benzylrings. Andererseits wurde die Synthese um mehrere Schritte

verkiirzt und erméglicht mit der hier vorgestellten und angepassten Methode eine schnelle

und effiziente Herstellung des HMSiR-Farbstoffs.

Um den autonom blinkenden Fluorophor fiir biologische Anwendungen zuginglich zu
machen, wurde er anschlieflend mit bioorthogonalen Gruppen verkniipft und steht nun fiir
weiterfilhrende  hochaufgeléste  bildgebende  Untersuchungen  zur  Verfiigung
(Abbildung 42). Dabei wurden die wichtigsten Reaktionstypen der bioorthogonalen Click-
Chemie abgedeckt GEDDA und SPAAC, vgl. Kapitel 2.4). Zum einen wurde der HMSiR-
Farbstoff mit einem Tetrazin verkniipft (Verbindung 30) und erméglicht nun mithilfe einer
Jnversen” Diel-Alder-Reaktion die Visualisierung von TCO-derivatisierten Biomolekiilen
auf Einzelmolekiilebene. Zum anderen gestattet der mit DBCO-funktionalisierte HMSiR
(31) die Verfolgung der biochemischen Prozesse von Azid-funktionalisierten Biomolekiilen

in ,live-cell-imaging“-Experimenten.
ging P

30 31

Abbildung 42: Im Rahmen dieses Projekts synthetisierter HMSiR-Farbstoff, der mit bioorthogonalen Linkern
verkniipft wurde. HMSiR-Tetrazin (30) als Pendant zu TCO-derivatisierten Biomolekiilen. HMSiR-DBCO

(31) als Analogon zu Azid-funktionalisierten Biomolekiilen.
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4.2 Xanthenfarbstoffe

4.2.2 Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein

Fluoresceine gehéren wie auch die Rhodamine zu den Farbstoffen, die in Abhidngigkeit des
pH-Wertes ihre Fluoreszenzeigenschaften verindern. Aufgrund ihres acidochromen
Charakters werden diese Farbstoffe hiufig als intrazellulire pH-Indikatoren eingesetzt.”"
Dabei verhilt sich die Fluoreszenz von Rhodaminen und Fluoresceinen in inverser
Abhingigkeit vom pH-Wert. Somit sind Rhodamine zur Indikation von sauren
Umgebungen in einer Zelle geeignet und die Fluoresceine fiir neutrale und leicht basische
Bereiche. Die Verwendung von Rhodaminen als Fluoreszenzmarker in hochauflésenden
bildgebenden Experimenten der biologischen Prozesse kann sich deshalb in einigen Fillen
nachteilig auf die Bildqualitit auswirken, da manche Zellorganelle niedrigere pH-Werte
aufweisen als das Cytosol.” Deshalb sollte im Rahmen dieses Teilprojekts untersucht
werden, ob die Kombination der strukturellen Eigenschaften von Fluorescein und dem
Hydroxymethyl-Rhodamin (HMSIiR), ein Fluorophor hervorbringt, welcher auch die
Funktionen beider Farbstoffe wie spontanes Blinken und ansteigende Fluoreszenz bei

hsheren pH-Werten in sich vereint (Abbildung 43).

Fluorescein HM-Siliziumfluorescein HMSIR

\ / | \ / |
Si

HO o) _N Si N
O = O ~
-
g g

07 OH 07 OH 07 OH

spontanes Blinken

XABS/ oy =491/510 nm

héhere Photostabilitat

(DF =0.85 (pH > 8) kombinierte Eigenschaften?

Mg ey = 650/ 671 nm

®_=0.39 (pH = 4.5)

Abbildung 43: Strukturen von Fluorescein, Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin (HMSiR) und dem
Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein (HMSiF), der die strukturellen und spektralen Eigenschaften der beiden

Farbstoffe in sich vereinen soll.

Der HMSIiF-Farbstoff wurde analog zur im Kapitel 4.2.1 vorgestellten Methode
synthetisiert. Dabei musste zunichst das obere synthetische Aquivalent des chromogenen
Teils des Fluorophors dargestellt werden. Dazu wurde 3-Bromphenol mit Triisopropylsilyl
geschiitzt und anschliefend die Dimethylsilylbriicke ausgebildet und die NBS-Bromierung
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Diskussion der Ergebnisse

ausgefiihrt wurde (Schema 17). Nach Erhalt des TIPS-geschiitzen Farbstoffs wurden im
finalen Schritt die Schutzgruppen entfernt, indem der Farbstoff in einem TFA/ 6 m HCI-
Gemisch 24 h hydrolysiert wurde. Der Erfolg der Synthese konnte sowohl

massenspektrometrisch als auch NMR-spektroskopisch bestitigt werden.

1. TIPSCI,
Imidazol, NBS, B
DCM, MeCN/CHCl, r

N/
Br OR RT, 16 h TIPSO si OTIPS _ RTLi6h SD/OTIPS
\©/ 2. tBuLl THF, \©/ \©/ T e Br

-78°C,1h
OTIPS 34

R =OH
Me,Cl
32: R = OTIPS (94 %) ?;880'0 eﬁchT

16 h, 38 %

Schema 17: Darstellung des synthetischen Aquivalents des chromogenen Teils von Hydroxymethyl-

Fluorescein, mit den dazugehérigen Reaktionsbedingungen und Ausbeuten.

Der Vergleich der NMR-Spektren von HMSiF und HMSIR offenbarte ein differenziertes
Verhalten der beiden Fluorophore (Abbildung 44). So werden zwar beispielsweise fiir die
Methylgruppen (/4-1") in beiden Fillen getrennte Signale detektiert, was einen Hinweis

darauf gibt, dass auch im cyclisierten Zustand keine Symmetrie im Molekiil vorhanden ist.

a) HMSiF
AN

—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

g ReEEE 8] e

b) HMSiR
H-1"
H-7
»
1
N S T T Y L Ji

1 B
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Abbildung 44: Vergleich der '"H-NMR-Spektren von a) HMSiF (R = OH) und b) HMSiR (R = NMe,), die

in Pyridin-ds aufgenommen wurden.
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4.2 Xanthenfarbstoffe

Bei niherer Betrachtung des 'H-Spektrums von HMSiR (Abbildung 44b) fillt fiir die
SiMe;,-Protonen (#-1") jedoch ein doppelter Signalsatz auf, der auch bei der benzylischen
CH,-Gruppe (H4-7) in Erscheinung tritt. Dieser Umstand ist auf den kleinen Anteil der
offenen und fluoreszierenden Form des Farbstoffs zuriickzufiihren, die auch unter leicht
basischen Bedingungen (Spektrem wurden in Pyridin-ds aufgenommen) prisent ist. Dies
steht auch im Einklang mit den Absorptionsspektren, die offenbaren, dass der HMSiR-
Fluorophor in einem weiten pH-Wertebereich eine Absorption bei 650 nm aufweist, sein

Maximum an Absorption und somit auch Fluoreszenz allerdings bei pH ~ 4 erreicht (vgl.

Abbildung 45a, 45b).
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Abbildung 45: Absorptionsspektren von HMSiR und HMSIF (c = 10 pMin 0.1 mM PBS und 1 % DMSO als
Cosolvens). a) Absorptionsspektren von HMSiR im pH-Wertebereich zwischen 2und 10. b)
Absorptionsspektren von HMSiR zwischen pH =74 — 10. ¢) Absorptionsspektren von HMSiF im pH-
Wertebereich zwischen 6 und 12. d) Absorptionsspektren von HMSiF zwischen pH = 7— 10.

Das 'H-Spektrums von Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein lisst hingegen vermuten, dass
der Farbstoff unter leicht basischen Bedingungen génzlich in der geschlossenen und nicht
fluoreszierenden Form vorliegt, da weder die //-1"- noch die H-7-Protonen einen doppelten
Signalsatz zeigen (Abbildung 44a). Die Absorptionsspektren bestitigen diese Annahme
allerdings nur bedingt (vgl. Abbildung 45¢c, 45d). Zwar ist die Absorption des HMSiF im
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Allgemeinen niedriger als die von HMSIR, jedoch zeigt der Fluorophor eine inverse pH-
Abhingigkeit auf, die thren maximalen Wert bei pH = 10 erreicht. Dieser Befund war nicht
unerwartet, da das reversible Blinken des Farbstoffs sowohl von der Stirke des Nukleophils
(benzylische OH-Gruppe des unteren Rings) als auch von der Elektrophilie der
chromogenen Einheit abhiingig ist.™ Im Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein bestehen
sowohl das Nukleophil als auch die Auxochrome aus OH-Gruppen. Deshalb wird aufgrund
des geringeren ,push-pull“-Effekts im Vergleich zu NMe,-Gruppen des Rhodamins, eher die
cyclische Spiro-Form favorisiert. Erst bei héheren pH-Werten, ist die deprotonierte Spezies

so stark vertreten, dass die offene Form in Erscheinung tritt.

Die Absorptionsspektren beweisen, dass es auch mit Fluorescein méglich ist, einen
blinkenden Farbstoff zu erhalten. Jedoch miissen weitere Anpassungen vorgenommen und
eine Bibliothek an Derivaten erstellt werden, damit ein Fluorophor gefunden wird, welches
allen Anforderungen gerecht wird (vgl. Abbildung 46). Zwar ist die Prognose allgemeiner
Tendenzen méglich, hingen die photophysikalischen Prozesse allerdings von vielen
Faktoren ab. Durch Substitution der Wasserstoffatome des chromogenen Teils mit
Fluoratomen beispielsweise kénnte zum einen eine pK,-Verschiebung zu niedrigeren
Werten stattfinden.'”'***) Zum anderen kann die Substitution mit Fluoratomen die
Fluoreszenzemission und deren Quantenausbeute positiv beeinflussen.®™*>#6771250 Aych
sollte der Austausch des Briickenatoms in Erwigung gezogen werden, da dieser
voraussichtlich Auswirkungen auf die Elektrophilie des chromogenen Teils und somit auf
die pH-Abhingigkeit des Farbstoffs aber auch auf die photolumineszenten Eigenschaften

dessen haben kann %815

O~ "OH

O~ "OH

Abbildung 46: Eine Auswahl an Modifikationen des Hydroxymethyl-Fluoresceins, die einen méglichen
positiven Effekt auf die photophysikalischen Eigenschaften des Fluorophors hitten.
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4.2.3 Docetaxel-Ligand

Seit der Einfithrung des Begriffs ,Click-Chemie“ durch Sharpless ¢ al. und der Definition
der ,Bioorthogonalitit” durch Bertozzi et al., wichst der Bedarf an bioorthogonalen Click-

(888995962341 yje chemische Modifikation der Biomolekiile mit

Reagenzien stetig.
unnatiirlichen Linkern und die Synthese von den dazu komplementiren Farbstoffen,
ermdglichen eine genaue Detektion biochemischer Ereignisse auf molekularer Ebene, ohne
signifikante Beeintrichtigung dieser Prozesse.””” Die Funktionalisierung der Fluorophore
mit bioorthogonalen Linkern wie Tetrazinen brachte eine Reihe an Farbstoffen hervor, die
als fluorogen bezeichnet werden. Diese befinden sich durch die unmittelbare Nihe zum
Linker in einem nicht oder nur schwach emittierenden Zustand und erhalten erst nach der
Click-Reaktion ihre eigentliche Fluoreszenz im vollen Umfang. Man spricht deshalb auch
von ,turn-on“-Raten, die den Farbstoff nach der inversen Diels-Alder-Reaktion um ein

[95,96,123,226,235-237] Das

Vielfaches heller erscheinen lassen als davor. fiihrt zu einem

kontrastreichen Bild mit einer niedrigen Hintergrundfluoreszenz.

Jedoch sind wviele bioaktiven Molekiile von vornherein fluoreszenzmarkiert, weshalb
einerseits der ,turn-on“-Effekt nicht ausgenutzt werden kann.”**?*! Andererseits kann die
Funktion des bioaktiven Molekiils aufgrund sterischer Wechselwirkungen durch den
Farbstoff und der Erweiterung der Struktur beeintrichtigt werden. Deshalb erschien es als
sinnvoll einen Liganden zu kreieren, der eine bioorthogonale Gruppe trégt, jedoch von der
urspriinglichen Struktur der biologisch aktiven Substanz nur marginal abweicht. Als Ligand
wurde das Motiv des Wirkstoffs Docetaxel gewihlt, welches gezielt die B-Tubuli-
Untereinheit der Mikrotubuli — die einen wichtigen Bestandteil des Cytoskeletts darstellen —
erkennt und fixiert und somit stabilisierend wirkt.!"”” Dieser sollte eine TCO-Einheit tragen,

die in Anwendungen der Click-Chemie ein Pendant zu allen Tetrazin-funktionalisierten

Farbstoffen darstellt (Schema 18).

HO OHO

- o bo~‘
OH OO H O)\

Docetaxel

Schema 18: Strukturen vom bioaktiven und Mikrotubuli-stabilisierenden Docetaxel und dem Docetaxel-

TCO-Liganden, welcher in drei Schritten ausgehend von Docetaxel synthetisiert wurde.
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Ausgehend von Docetaxel wurde der TCO-Ligand 38 in drei Schritten synthetisiert. Dazu
wurde die Boc-Schutzgruppe von Docetaxel unter milden sauren Bedingungen, innerhalb
von drei Stunden entfernt und anschliefend mit dem zuvor hergestellten Linker, bestehend
aus 6-(TCO-Carbamat)hexansiure, in einer Standard-Amidkupplungsreaktion verkniipft.
Die Verbindung 38 konnte mit einer Ausbeute von 39 % erfolgreich synthetisiert werden

und wurde sowohl massenspektrometrisch als auch NMR—spektroskopisch besté’ttigt.

Um die Methode der bioorthogonalen Markierung zwischen dem TCO-Ligand 38 und
Tetrazin-Farbstoffen zu demonstrieren, wurde das Experiment an lebenden Zellen
durchgefiihrt.” Dazu wurden U20S-Zellen fiir 30 min mit dem Docetaxel TCO-Ligand 38
(10 pM)  behandelt, darauf folgend mit einem  Tetrazin-funktionalisierten
Siliziumrhodaminfarbstoff gefirbt und anschlieffend mithilfe unterschiedlicher konfokaler

und hochauflésender Mikroskopiemethoden visualisiert (Abbildung 47)."*"!

Abbildung 47: Aufnahmen der U20S-Zellen, die 30 min mit 10 pM Docetaxel-TCO (38) behandelt und
anschieflend fiir 10 min mit 10 pM H-Tet-SiR gefirbt wurden. Scalebar 5 pm.

Die Aufnahmen der Abbildung 47 zeigen eine spezifische Fluoreszenzmarkierung des
Cytoskeletts der U20S-Zellen. Dadurch konnte belegt werden, dass die durchgefiihrte
Modifizierung am Docetaxel-Wirkstoff keinen oder nur einen minimalen Einfluss auf die
inhibierenden Eigenschaften dessen ausiibt. Anhand der Bilder ist der gute Kontrast mit

einer vernachlissigbaren Hintergrundfirbung ebenfalls deutlich zu erkennen und beweist

“ Das im Folgenden vorgestellte Experiment und die Rekonstruktion der daraus resultierten Bildaufnahmen
entstanden in Zusammenarbeit mit der AG Sauer (Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg) und wurden
von Dr. Gerti Beliu durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden schon an anderer Stelle publiziert und werden
deshalb nur umrissen.['*]



4.2 Xanthenfarbstoffe

somit, dass die Verbindung 38 sich als ein bioaktiver und bioorthogonaler Ligand eignet.
Durch eine Modifizierung mit TCO-Linkern kénnten in Zukunft weitere bioaktive
Molekiile wie Toxine und Inhibitoren funktionalisiert werden, die durch die bioorthogonale
Reaktion mit den Tetrazin-Farbstoffen einen enormen Beitrag zum Visualisieren und
Aufkliren von biologischen Strukturen und deren Funktion wihrend der biochemischen

Prozesse einer Zelle leisten wiirden (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Mégliche TCO-modifizierte Struktur eines Jasplakinolid-Peptids, welches die Aktinfilamente

stabilisiert und durch die TCO-Modifikation die visuelle Untersuchung von Zellprozessen erméglicht.



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Durch stetige Entwicklung der Mikroskopiemethoden in den letzten Jahrzehnten ist es nun
moglich Strukturen und Abldufe in biologischen Systemen detaillierter darzustellen als mit
der von Abbe entdeckten maximalen Auflssungsgrenze von ~ 200 nm. Oft werden dabei
Fluoreszenzmarker benutzt, welche die unsichtbare Welt der Mikrobiologie und deren
biochemische Prozesse illuminieren. Diese werden entweder durch Expression, wie z.B. das
griin fluoreszierende Protein (GFP), in das zu untersuchende Objekt eingebracht oder
durch klassische Markierungsmethoden mithilfe von fluoreszierenden Immunkonjugaten
installiert. Jedoch gewinnt eine alternative Strategie, die von der interdiszipliniren
Zusammenarbeit zwischen Chemikern, Physikern und Biologen profitiert, immer mehr an
Bedeutung —die  bioorthogonale  Click-Chemie. Sie erméglicht eine effiziente
Fluoreszenzmarkierung der biologischen Strukturen unter minimalem Eingriff in die
Abliufe der Zelle. Dazu miissen allerdings sowohl Farbstoffe als auch die biologisch aktiven
Substanzen chemisch modifiziert werden, da nur dadurch die Bioorthogonalitit

gewihrleistet werden kann.

Mittlerweile existiert eine breite Palette an fluoreszierenden Farbstoffen, die das komplette
sichtbare Spektrum abdecken und sich fiir diverse Mikroskopiemethoden eignen. Allerdings
gibt es zwei Farbstoftklassen, die sich aus der gesamten Fiille abheben und sich fiir
hochauflésende bildgebende Experimente auf Einzelmolekiilebene eignen. Zum einen ist es
die Farbstofffamilie der Cyanine und insbesondere der wasserléslichen Pentamethincyanine,
die reversibel und kontrolliert zum Photoschalten animiert werden kénnen und in der
stochastisch optischen Rekonstruktionsmikroskopie Anwendung finden. Zum anderen ist es
die Gruppe, der Rhodamine und Fluoresceine, die zu Xanthenfarbstoffen gehéren und sich

durch gute photophysikalische Eigenschaften auszeichnen.

Trotz der Beliebtheit stellt thre Darstellung immer noch eine Herausforderung dar und
limitiert deren Einsatz. Deshalb war es notwendig im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Méglichkeiten zur Syntheseoptimierung beider Farbstoftklassen zu finden, damit diese im
Folgenden weiterentwickelt und an die biologische Fragestellung angepasst werden kénnen.
Die Arbeit unterteilt sich deshalb in Relation an die oben genannten Farbstoffklassen in zwei

Bereiche. Im ersten Teil wurden Projekte basierend auf den wasserlsslichen



5.1 Projekte basierend auf Cyaninfarbstoffen

Pentamethincyaninen behandelt. Im zweiten Teil beschéftigte sich die Arbeit mit Projekten,

die auf Xanthen-Farbstoffen aufbauen.

5.1 Projekte basierend auf Cyaninfarbstoffen

Das Projekt zur optimierten Darstellung der wasserléslichen Pentamethincyanine konnte
mithilfe der Mikrowellen-unterstiitzten Synthese und der Anpassung der Additive
erfolgreich realisiert werden. Neben der literaturbekannten Struktur des Cy5-Farbstoffs,
der eine 5-Carboxypentylseitenkette trigt, konnten auflerdem weitere wasserlosliche
Cyaninfarbstoffe mit guten bis ausgezeichneten Ausbeuten hergestellt werden, die sowohl in

der funktionellen Gruppe als auch in der Ketteldinge variieren (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Doktorarbeit synthetisierten wasserléslichen

Pentamethincyaninfarbstoffe.

Das nach dem Baukastenprinzip aufgebaute Konzept erméglicht nun eine mafigeschneiderte
Anpassung der Farbstoffe an die biologische Fragestellung, welche sich einerseits fiir
klassische Markierungsmethoden eignen und andererseits auch fiir bioorthogonale Click-
Reaktionen verwendet werden kdnnen. Des Weiteren schaffte die optimierte Synthese eine
Basis fiir die Entwicklung und Untersuchung neuer Farbstoftklassen. Zum einen wurden
drei  Dendron-verzweigte Tri-Emitter erfolgreich  synthetisiert und auf ihre
photophysikalischen Eigenschaften hin untersucht (Abbildung 50). Diese Experimente
fithrten zum besseren Verstindnis des gegenseitigen Einflusses der sich in der unmittelbaren
Nihe befindenden Farbstoffe und erlaubten Riickschliisse auf ihr Verhalten wihrend der

spektroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen.

Die Tri-Emitter wiesen beispielsweise unabhédngig vom Abstand zwischen Fluorophor und
Verzweigungspunkt (Abbildung 50, C3-Tri-Emitter (n=1): ~11.6 A, C6-Tri-Emitter
(n=4): ~154 A und C9-Tri-Emitter (n =7): ~18.8 A) im Vergleich zum einzelnen Cyb-



Zusammenfassung

Farbstoff ein differenziertes photophysikalisches Verhalten auf. Anhand der UV-Vis
Spektroskopie konnte eine erhshte Ausbildung von H-Aggregaten festgestellt werden, die
durch die forcierte lokale Konzentrationssteigerung induziert wird und zur verminderten
Fluoreszenz fiithrt. Auch die Fluoreszenzlebensdauer ist durch die riaumliche Nihe der
Farbstoffe beeintrichtigt, was auf statische und dynamische Prozesse der
Fluoreszenzléschung schlieflen ldsst. Unter dStorm-Bedingungen agieren die Tri-Emitter
derweil assoziiert wie ein Farbstoff, denn im Blinkverhalten werden dem einzelnen Cy5-
Farbstoff dhnelnde Werte erreicht. Die Verweildauer im An-Zustand ist hingegen ldnger,

wobei die Zeitspanne zwischen den Blinkereignissen deutlich reduziert ist.
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Abbildung 50: Struktur der Tri-Emitter, die im Rahmen eines Teilprojekts erfolgreich synthetisiert wurden.

Mit diesen Untersuchungen konnte daher belegt werden, dass die rdumliche Nihe
gravierende Auswirkungen auf das photophysikalische Verhalten der Farbstoffe hat. Somit
ist es nicht auszuschliefen, dass auch in Firbeexperimenten mit einzelnen Fluorophoren, die

einen gewissen Abstand unterschreiten, die gleichen Effekte auftreten und die genaue



5.1 Projekte basierend auf Cyaninfarbstoffen

Lokalisation derer erschweren. Jedoch kann dieser Umstand durch strukturelle
Anpassungen an den Fluorophoren, wie die Verwendung von unsymmetrischen Farbstoffen
und Funktionalisierung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen, die die Aggregation
minimieren, verringert werden. Im Falle der Dendron-verzweigten Emitter wiirde dies
voraussichtlich zu einer Fluoreszenzsteigerung fithren, die den Kontrast zum Hintergrund

erhshen und somit ein préziseres Bild liefern wiirde.

In einem zweiten Projekt wurde zum anderen ein Amin-funktionalisierter
Pentamethincyanin mit einem durch Licht aktivierbaren Nitrobenzyl-Linker erweitert,
wodurch ein photoabspaltbarer Farbstoff generiert wurde. Diese Eigenschaft erméglicht
den Einsatz von nur einem photoabspaltbaren Fluorophor, welcher im gegebenen
Experiment mit unterschiedlichen Strukturen zu variablen Zeiten verkniipft, visualisiert
und anschlieflend abgespalten werden kann. Da der Mechanismus der Freisetzung in
Abhingigkeit zum Absorptionsvermdgen der Nitrobenzylgruppe steht, wurden sechs
Nitrobenzyl-Linker synthetisiert, deren Aufbau entweder auf Benzoesiure oder
Mandelsdure basiert und zusitzlich unterschiedliche funktionelle Gruppen enthilt, die das

Absorptionsvermégen und die Abspalteffizienz beeinflussen (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Uberlagerte Darstellung der Absorptionsspektren der synthetisierten ONB-Linker mit den

dazugehérigen Strukturen.



Zusammenfassung

Nach erfolgter Synthese wurden die Verbindungen 19a — 22b auf ihr Absorptionsverhalten
hin untersucht (vgl. Abbildung 51). Die spektroskopischen Analysen zur Absorption der
Linker haben ergeben, dass alle im Rahmen dieses Projekts synthetisierten Linker im
Wellenlidngenbereich um 400 nm Licht zu einem gewissen Anteil zu absorbieren vermégen
und deshalb zum Entwickeln photoabspaltbarer Farbstoffe genutzt werden kénnen. Die
Abspalteffizienz wihrend des biologischen Experiments wurde jedoch an der Verbindung
19a als Modelverbindung getestet, da diese die einfachste Derivatisierung unter den 3-
Nitrobenzoesduren aufweist. Dazu wurde der Linker mit dem zuvor hergestellten
Cyanin 10a verkniipft, anschlieflend tiber die Hydroxyfunktion mithilfe von PNP aktiviert
(Verbindung 24) und mit einem sekundédren Antikérper (SAB-anti-rabbit) konjugiert
(Abbildung 52).

In einem Doppelfirbeexperiment konnte die Applikabilitit des photoabspaltbaren
Cyaninfarbstoffs iiberpriift werden. Dazu wurde als Motiv die makroskopische Struktur der
Tubulin-Filamente von COS7 Zellen gewihlt, welche zunichst mit einem priméiren

Antikérper und anschliefend mit dem zuvor hergestellten Immunkonjugat (vgl.

Abbildung 52) behandelt wurde.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung des photoabspaltbaren Immunkonjugats, welches aus dem
photoabspaltbaren Farbstoff (vgl. Verbindung 24, Kapitel 4.1.3, Abbildung 38) und dem SAB-anti-rabbit

zusammengesetzt ist.

Sowohl das Markieren mit dem photoabspaltbaren Fluorophor als auch die Abspaltung des
selbigen wurden mithilfe der Image-Scanning-Mikroskopie verfolgt und bestitigt. Mit einem
zweiten Antikérperkonjugat konnte im weiteren Verlauf des Experiments die Intaktheit der
makroskopischen Struktur der Mikrotubuli nach der Abspaltung nachgewiesen werden. Die
ersten Ergebnisse zur Applikabilitit des photoabspaltbaren Farbstoffs sind daher als positiv

und vielversprechend zu bewerten. Unter der Beriicksichtigung des Absorptionsvermdgens



5.2 Projekte aufbauend auf Xanthenfarbstoffen

stellen dabei die Verbindungen 20b und 22b die attraktiven Kandidaten zur Darstellung von
photoabspaltbaren Farbstoffen dar, da diese Licht bis 500 nm absorbieren und daher

schonend fiir das zu untersuchende Objekt aktiviert und abgespalten werden kénnen.

Das Prinzip der photoabspaltbaren Farbstoffe wurde zwar an den Cyaninfarbstoffen
demonstriert, jedoch sind die im Rahmen dieser Doktorarbeit synthetisierten Linker tiber
die Carboxyfunktion universell mit jedem gingigen Fluorophor kombinierbar. Dies
erweitert ithre Anwendungsméglichkeiten enorm und erméglicht eine individuelle

Anpassung an die biologische Fragestellung.

5.2 Projekte aufbauend auf Xanthenfarbstoffen

Das Projekt zur Optimierung der Synthese des pH-abhingigen HMSiR-Farbstoffs konnte
durch retrosynthetische Uberlegungen zum Aufbau des Fluorophors und anschliefender
Anpassung der Reaktionsbedingungen erfolgreich abgeschlossen werden. Hierzu wurden
die chemischen Aquivalente der Synthons in ihrem Reaktivititsverhalten umgekehrt, sodass

im Vergleich zur literaturbekannten Synthese giinstige elektronische Verhiltnisse

geschaffen wurden (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Retrosynthetische Optionen zur Generierung von chemischen Aquivalenten, die zur

Darstellung des spontan blinkenden HMSiR-Farbstoffs eingesetzt werden kénnen.

Dies erméglichte nicht nur die Generierung eines elektronenreichen Nukleophils und eines
Elektrophils mit geringer sterischer Hinderung, sondern verkiirzte die Synthese im
Allgemeinen um mehrere Schritte. Mit dieser Methode konnte nach Anpassung der
Reaktionsbedingungen und unter Verwendung von weniger Aquivalenten eine viel hshere

Ausbeute erzielt werden und gestattet nun eine effiziente Synthese im groflen Maf3stab.



Zusammenfassung

So wurde der spontan blinkende Farbstoff HMSIR bereits mit bioorthogonalen
funktionellen Gruppen (DBCO und Tetrazin) versehen und steht nun fiir biologische

Anwendungen zur Verfﬁgung.

Mit der gleichen Methode konnte auch ein Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein hergestellt
werden, welches sich vom HMSiR durch die auxochromen Gruppen unterscheidet und
deshalb ein hypsochrom verschobenes Absorptionsmaximum bei 586 nm aufweist
(Abbildung 54). Da sowohl Rhodamine als auch Fluoresceine als zelluldre pH-Indikatoren
eingesetzt werden, koénnte der HMSIF erginzend zum HMSIR in bildgebenden
Experimenten verwendet werden. Die ersten Untersuchungen zum Absorptionsverhalten
des Fluorophors zeigten eine zum HMSIR inverse parabelformige pH-Abhangigkeit (vgl.
Abbildung 54), wobei der nichtfluoreszierende Zustand der Spiroform mehr favorisiert ist
als das beim HMSIR der Fall ist (vgl. Kapitel 4.2.2).
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Abbildung 54: relatives Absorptionsverhalten der Farbstoffe HMSiR (Am.*® = 650 nm) und HMSiF
(Amax™®® = 586 nm) in Abhingigkeit des pH-Werts.

In zukiinftigen Projekten kénnte der HMSIF durch strukturelle Anpassungen sowohl in
seinen photophysikalischen Eigenschaften positiv beeinflusst als auch seine pH-
Abhingigkeit zu etwas niedrigeren Werten verschoben werden, was ihm den Einsatz in der

hochauflésenden Mikroskopie erméglichen wiirde.

Das Konzept der bioorthogonalen Click-Chemie in biologischen Anwendungen erfordert
allerdings nicht nur Fluorophore, die mit geeigneten Linkern versehen werden, sondern
verlangt auch nach komplementiren biologisch aktiven Substanzen, die chemisch
modifiziert werden. Deshalb wurde in einem weiteren Projekt Docetaxel — ein Wirkstoff,
welcher die makromolekulare Struktur der Mikrotubuli stabilisiert — mit einem TCO-Linker

derivatisiert (Abbildung 55, Verbindung 38). Dieser fungiert als Pendant zu
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membrangingigen Tetrazin-funktionalisierten Farbstoffen wie beispielsweise SiR-Tet
(Siliziumrhodamin-Tetrazin, vgl. Abbildung 55) und wurde bereits in einem biologischen
Experiment zur hochauflésenden Visualisierung der Mikrotubuli von U20S-Zellen
erfolgreich eingesetzt."” Dazu wurden die Zellen zunichst mit dem Docetaxel TCO-
Ligand 38 behandelt, anschliefend mit dem SiR-Tet gefarbt und mithilfe unterschiedlicher
Mikroskopiemethoden untersucht. Das Ergebnis lieferte ein kontrastreiches Bild mit einer
detaillierten Darstellung der makroskopischen Struktur der Mikrotubuli und einer

vernachlissigbaren Hintergrundfirbung.

Abbildung 55: Komplementires Paar, welches in biologischen Experimenten mithilfe der bioorthogonalen

Click-Chemie zum Visualisieren makromolekularer Strukturen geeignet ist. R = H.

Mit diesem Experiment konnte einerseits die inhibierende Wirkung des modifizierten
Docetaxel-Wirkstoffs nachgewiesen werden. Andererseits wurde das Konzept der
bioorthogonalen Click-Chemie anhand des in der Abbildung 55 dargestellten
komplementiren Paars bestitigt. Die Erweiterung der Serie der bioorthogonalen und
komplementiren Paare auf andere biologisch aktive Molekiile und Inhibitoren wiirde in
Zukunft einen enormen Beitrag zum Visualisieren und Aufkliren von biologischen

Strukturen und deren Funktion wihrend der biochemischen Prozesse leisten.



6 Summary

Due to steady development in microscopy methods during the last decades its now possible
to visualize biological structures in more detail than Abbes low would allow. Frequently
fluorescence labeling is used to illuminate the world of microbiology and its processes. There
are two classical methods to introduce fluorescent markers to the target of interest. The first
way is to use the expression of fluorescent proteins like GFP (green fluorescent protein).
The second one is the application of fluorescent immunoconjugates. However, an alternative
strategy that benefits from the interdisciplinary cooperation between chemists, physicists
and biologists is becoming increasingly important — bioorthogonal click chemistry. It enables
efficient fluorescent labelling of biological structures with minimal influence in cell processes.
But this requires chemical modification of both dyes and the biologically active substances,

as this is the only way to guarantee bioorthogonal click reactions.

In the meantime, a wide range of fluorescent dyes is available that cover the entire visible
spectrum and are suitable for various microscopy methods. However, there are two classes
of dyes that stand out from the rest and are suitable for high-resolution imaging experiments
at the single molecule level. On the one hand, there is the dye family of cyanines and in
particular the water-soluble pentamethine cyanines, which can be reversibly and in a
controlled manner animated to photoswitch. Therefore, they are used in stochastic optical
reconstruction microscopy like dStorm. On the other hand, there is the group of rhodamines
and fluoresceins, which belong to xanthene dyes and are characterized by good

photophysical properties.

Despite their popularity, their synthesis still poses a challenge and limits their use. Therefore,
it was necessary to find ways to optimize the synthesis of both dye classes within the scope
of the present work, so that they can be further developed and adapted to the biological
question. This thesis is therefore divided into two parts in relation to the two above
mentioned dye classes. In the first part three projects based on the water-soluble

pentamethine cyanines were addressed. In the second part the work dealt with projects based

on the HMSiR-dyes.
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6.1 Projects based on cyanine dyes

6.1 Projects based on cyanine dyes

The project to optimize the synthesis of water-soluble pentamethine cyanine dyes was
successfully realized by means of microwave assisted synthesis and adaptation of additives.
In addition to the well-known structure of the Cy5 dye, which has a 5-carboxy-pentyl side
chain, further water-soluble cyanine dyes with good to excellent yields could be produced,

which vary both in the functional group and in the chain length (Figure 56).
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Figure 56: Overview of the water-soluble pentamethine cyanine dyes, synthesized within the scope of the

present work.

This toolbox concept now enables the adaptation of the dyes to the biological question. These
dyes are suitable for classical labelling methods and can also be used for bioorthogonal click
reactions. In addition, the optimized synthesis created a basis for the development and
investigation of new classes of dyes. On the one hand, three dendron-branched tri-emitters
were successfully synthesized and examined for their photophysical properties (Figure 57).
These experiments led to a better understanding of the mutual influence of the dyes in the
immediate vicinity and allowed conclusions about their behavior during spectroscopic and
microscopic investigations. The tri-emitters, for example, showed a different photophysical
behavior compared to the single Cy5 dye, independent of the distance between fluorophore
and branching point (Figure 57, C3-tri-emitter (n=1): ~11.6 A, C6-tri-emitter (n = 4):
~154 A and C9-tri-emitter (n = 7): ~ 18.8 A). UV-Vis spectroscopy revealed an increased
formation of H-aggregates, which is induced by the local increased concentration and leads
to reduced fluorescence. The fluorescence lifetime is also affected by the spatial proximity of
the dyes, which suggests static and dynamic processes of fluorescence quenching. Under
dStorm conditions, the tri-emitters act as associated dyes, because the blinking behavior of

the tri-emitters is similar to that of the individual Cy5 dyes.
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Figure 57: Structure of the tri-emitters that were successfully synthesized in a subproject.

In contrast, the dwell time in the on-state is longer, with the time between blinking being
significantly reduced. These investigations have therefore shown that the spatial proximity
has a serious effect on the photophysical behavior of the dyes. Thus, it cannot be excluded
that the same effects also occur in staining experiments with individual fluorophores that are
less than a certain distance apart and make the exact localization of these difficult. However,
this circumstance can be reduced by structural adjustments to the ﬂuorophores, such as the
use of asymmetrical dyes and functionalization with sterically demanding groups that
minimize aggregation. In the case of dendron-branched emitters, this would probably lead
to an increase in fluorescence, which would increase the contrast to the background and thus

provide a more precise image.



6.1 Projects based on cyanine dyes

In a second project, an amine functionalized pentamethine cyanine was extended with a
light-activated nitrobenzyl linker, which generated a photo cleavable dye. This feature allows
the use of only one photo cleavable fluorophore, which can be linked with different
structures, visualized and subsequently cleaved off at variable times in the given experiment.
Since the mechanism of release is dependent on the absorption capacity of the nitrobenzyl
group, six nitrobenzyl linkers were synthesized. Their structure is based either on benzoic
or mandelic acid and additionally contains different functional groups that influence the
absorption capacity and the cleavage efficiency. After synthesis, the compounds 19a — 22b

were examined for their absorption behavior (Figure 58).
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Figure 58: Overlay of the absorption spectra of the synthesized ONB linkers, together with the corresponding

structures.

Spectroscopic analyses of the absorption of the linkers have shown that all synthesized
linkers are capable of absorbing a certain amount of light in the wavelength range around
400 nm and can therefore be used to generate photo cleavable dyes. However, the cleavage
efficiency during the biological experiment was tested on the compound 19a as a model
compound, as this is the simplest derivatization among the 3-nitrobenzoic acids. For this
purpose, the linker was attached to the previously synthesized cyanine 10a, then activated
via the hydroxy function using PNP (compound 24, Chapter 4.1.3, Abblildung 38) and
conjugated with a secondary antibody (SAB-anti-rabbit) (Figure 59).
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Figure 59: Schematic representation of the photo cleavable immunoconjugate, which is composed of the photo-

cleavable dye and the SAB-anti-rabbit.

In a double staining experiment the applicability of photo cleavable cyanine dyes could be
tested. For this purpose, the macroscopic structure of the tubulin filaments of a COS7 cells
was chosen as the motif, which was first treated with a primary antibody and subsequently
with the previously prepared immunoconjugate (Figure 59). Both the labeling with the
photo cleavable fluorophore and its cleavage were followed and confirmed by image
scanning microscopy. A second antibody conjugate was used to verify the integrity of the
macroscopic structure of the microtubules after cleavage. The first results on the applicability
of the photo cleavable dye are therefore to be assessed as positive and promising. However,
taking into account the absorption capacity, compounds 20b and 22b are the attractive
candidates for the generation of photo cleavable dyes, since they absorb light up to 500 nm

and can therefore be activated and released gentl_y.

The principle of photo cleavable dyes was demonstrated on the cyanine dyes, yet the linkers
synthesized during this thesis can be universally combined with any common fluorophore
via the carboxy function. This expands their range of application enormously and allows

individual adaptation to the biological question.
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6.2 Projects based on xanthene dyes

The project to optimize the synthesis of the pH dependent HMSiR dye was successfully
completed by retrosynthetic considerations on the structure of the ﬂuorophore and
subsequent adaptation of the reaction conditions. For this purpose, the chemical equivalents
of the synthons were reversed in their reactivity behavior, so that favorable electronic
conditions were created compared to the synthesis known from literature (Figure 60). This
not only enabled the generation of an electron rich nucleophile and an electrophile with low
steric hindrance, but also generally shortened the synthesis by several steps. With this
method, after adjusting the reaction conditions and using fewer equivalents, a much higher
yield could be achieved and now allows efficient synthesis on a large scale. Thus, the
spontaneously blinking dye HMSIR has already been provided with bioorthogonal

functional groups (DBCO and tetrazine) and is now available for biological applications.

favorable electronic conditions HMSIR disadvantageous composition
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Figure 60: Options for generating chemical equivalents that can be used to synthesize the spontaneously
blinking HMSIR dye.

The same method was also used to produce a hydroxymethyl-silicon-fluorescein, which
differs from HMSIR by the auxochromic groups and therefore has a hypsochromic shifted
absorption maximum at 586 nm (Figure 61). Since both rhodamine and fluorescein are used
as cellular pH indicators, the HMSIF could be used in imaging experiments to complement
the HMSIiR. The first investigations on the absorption behavior of the fluorophore showed
a parabolic pH-dependence inverse to the HMSIR (Figure 61), whereby the nonfluorescent
state of the spiro form is more favored than that of the HMSiR (compare Chapter 4.2.2).
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Figure 61: normalized absorption behavior of the dyes HMSIR (An. " =650 nm) and HMSIiF

(Anax*BS = 586 nm) as a function of pH.

In future projects the HMSIF could be positively influenced in its photophysical properties
by structural adjustments as well as its pH dependence could be shifted to slightly lower

values, which would enable a use in high-resolution microscopy.

The concept of bioorthogonal click chemistry in biological applications not only requires
fluorophores that are provided with suitable linkers, but also corresponding biologically
active substances that are chemically modified. For this reason, in a subproject, docetaxel —

a component that stabilizes the macromolecular structure of microtubules — was derivatized

with a TCO-linker (Figure 62, compound 38).

| \ / |
_N Si N¥_
O
0
HO O y o
o N\/\/\)J\
Ly

0" N

O
SiR-Tet 38

H
Moy
N‘N//kR

Figure 62: Counterparts that can be used in biological experiments to visualize macromolecular structures by

using bioorthogonal click chemistry. R = H.

It acts as a counterpart to membrane permeable tetrazine functionalized dyes such as SiR-

Tet (silicon-rhodamine-tetrazine, Figure 62) and has already been successfully used in a

biological experiment for the visualization of the microtubules of U20S cells.!*
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Therefor, the cells were first treated with the docetaxel TCO ligand 38, then stained with
SiR-Tet and examined using various microscopy methods. The result provided a high
contrast image with a detailed depiction of the macroscopic structure of microtubules

showing a negligible background staining.

With this experiment the stabilizing effect of the modified docetaxel-TCO-ligand could be
demonstrated. Furthermore, the concept of bioorthogonal click—chemistry was confirmed
using the counterparts shown in Figure 62. The extension of the series of bioorthogonal
counterparts to other biologically active molecules and inhibitors would in future make an
enormous contribution to the visualization and elucidation of biological structures and their

function in biochemical processes.
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7.1 Allgemeine Arbeitstechniken

7.1.1 Material und Methoden

Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien mit dem vom
Hersteller angegebenen Reinheitsgrad und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Die

Chemikalien wurden dabei von Sigma Aldrich, Alfa Aesar, TCI, abcr und Acros Organics

bezogen.

Lésemittel

Alle technischen Lésemittel wurden vor Gebrauch destilliert. Alle zur Synthese verwendeten
Lésemittel wurden nach den géngigen Verfahren getrocknet und unter Stickstoffatmosphire
aufbewahrt. DMF (wasserfrei, 99.8 %) und DMSO (wasserfrei, > 99.9 %) wurden von
Sigma Aldrich erhalten. Fiir die Siulenchromatographie verwendete Léosemittel wie
Acetonitril, Methanol, Chloroform, Ethylacetat, Diethylether und Pentan wurden in HPLC-
Qualitidt von Sigma Aldrich bezogen. Wasser wurde vor Gebrauch zweifach destilliert.

Deuterierte Losemittel wurden von Sigma Aldrich bezogen:

Aceton-ds (99.9 Atom-% D) Essigsiure-d; (9.9 Atom-% D)
Acetonitril-d; (99.8 Atom-% D) Methanol-d, (99.8 Atom-% D)
Chloroform-d (99.8 Atom-% D) Pyridin-ds (99.5 Atom-% D)
Dimethylsulfoxid-ds (99.96 Atom-% D) Wasser-ds (99.9 Atom-% D)

99
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Schutzgas

Soweit nicht anders angegeben wurden die Reaktionen unter Schutzatmosphire (Linde

Stickstoff (99.996 %)) und mit trockenen Lésemitteln durchgefiihrt.

Séaulenchromatographie

Siulenchromatographische Trennungen tiber Normalphase wurden an Kieselgel der Firma
Macherey-Nagel (Kieselgel 60 (0.04 — 0.063 mm)) auf Saulen verschiedener Durchmesser
und Lingen durchgefiihrt. Die verwendeten Losungsmittelgemische sind  in

Volumenanteilen (v/v) angegeben.

Reverse Phase Chromatographie (RP)

Saulenchromatographische Trennungen tiber Umkehrphase wurden an RP18-Kieselgel der
Firma YMC (ODS-AQ-HG, AQG12S16, 12 nm, S-15 um, C-18) durchgefiihrt. Dazu
wurden Glassiulen der Firma YMC (ECO Columns, ECO"™"® Columns, 10— 50 bar
Maximaldruck) verschiedener Durchmesser und Lingen verwendet. Die verwendeten

Lésemittelgemische sind in Volumenanteilen (v/v) angegeben.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Fir die Verfolgung des Reaktionsverlaufs wurden Diinnschichtfertigplatten mit
Aluminiumfolie als Trégermaterial der Firma Macherey-Nagel (ALUGRAM® Xtra SIL G,

UVyss, Kieselgel 60, Partikelgréfle 5 — 17 pm, Schichtdicke 0.15 mm) und Sigma Aldrich
(Nano-Kieselgel RP-18W, Partikelgrofle > 8 pm, Schichtdicke 0.20 mm, mit Fluoreszenz-

Indikator) verwendet.

Férbereagenzien fir die Diinnschichichromatographie

Nachweis fiir Indole und Indoliumsalze:

3.7 mL para-Anisaldehyd, 135 mL EtOH, 5 mL konzentrierte H,SO,, 1.5 mL Eisessig.

Nachweis von oxidierbaren funktionellen Gruppen:

1.5 g KMnOy, 10 g K;COs3, 1.25 mL 10 %i1ge NaOH-Lsg, 200 mL H,O.

Nachweis von Aminen, Amiden und Aminosiuren:

06g Ninhydrin, 200 mL -Butanol, 6 mL Eisessig.
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Nachweis von Aziden:
Staudinger Reaktion (50 mM PPh; in DCM), anschliefend 0.6 g Ninhydrin, 200 mL

n-Butanol, 6 mL Eisessig.

7.1.2 Gerate

Kernresonanzspekiroskopie

Die Messungen der NMR-Spektren erfolgten kernabhiingig mit folgenden Spektrometern:
Bruker Avance III HD 400 NMR-Spektrometer (‘H: 400 MHz, '°C:100 MHz, "“F:
377 MHz).

Bruker Avance III HD 600 NMR-Spektrometer (‘H: 600 MHz, “C: 150 MHz, “F:
565 MHz).

Die Spektren wurden bei 25 °C aufgenommen. Die Kalibrierung der Spektren erfolgte bei
den 'H-Spektren auf das Resonanzsignal der Restprotonen des entsprechenden deuterierten
Losemittels  [6(Aceton-dg) = 2.05 ppm, 8 (AcOD-dy) =2.04 ppm,  §(C;CN) = 1.94,
8(CDCl;) =7.26 ppm,  8(D,0) =4.79 ppm,  §(DMSO-de) = 2.50 ppm,  §(Methanol-
dg) =3.31 ppm, 8(Pyridin-d;) =7.568 ppm]  bzw. dessen '°C-Signale [§(Aceton-
de) = 29.84 ppm, 8 (AcOD-dy) =20.0 ppm, 6(C;CN) =118.26, §(CDCls) = 77.16 ppm,
§(DMSO-dg) = 39.52 ppm, §(Methanol-ds) = 49.00 ppm, §(Pyridin-d;) = 135.91 ppm]. Die
Kalibrierung der '""F-Spektren erfolgte auf das Resonanzsignal der Fluoratome der
Trifluoressigsiure. Die Kalibrierung der "N-Spektren, die der Projektion aus dem 'H-""N-

HMBC-Spektrum entnommen wurden, erfolgte auf das Resonanzsignal von MeNO.,.

Die Zuordnung der Signale wurde mit Hilfe von DEPT-135-, COSY-, HSQC- und HMBC-
Spektren durchgefiihrt. Die Nummerierung der Atome folgte dabei nicht den Regeln der
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). Die chemischen Verschiebungen &
sind in ppm und die Kopplungskonstanten ./ in Hz angegeben. Fiir die Signalmultiplizitit
wurden folgende Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von
Dubletts, ddd = Dublett von Dubletts von Dubletts, t = Triplett, bt = breites Triplett,

q = Quartett, quint = Quintett, m = Multiplett.
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Massenspekirometrie

Bruker Daltonics MicrOTOF Focus (ESI (Electrospray-lonization) und APCI (Atmospheric
Pressure Chemical lonisation)).

UV-Vis-Spektroskopie
Jasco V-770 Spektrometer (Wellenldngenbereich zwischen 190 — 2700 nm).

Mikrowelle
MLS-Mikrowellensystem prCHEMIST microPREP.

Die Mikrowelle ist mit einem Magnetriihrer und einer Steuereinheit (labTERMINAL 1024)
ausgestattet und weist eine Ausgangsleistung von 1200 W auf. Die Reaktionen wurden in
Quartzreaktorsystemen (12 mL — 50 mL ATC, maximaler Arbeitsdruck 15 bar, APCU-120
Thermorohr-Ventil) durchgefiihrt. Zur Temperaturkontrolle bzw. -regulierung wihrend der
Mikrowellenreaktionen wurde ein Faseroptik-Sensor ATC-FOP (FO30006, 0 —270 °C)
verwendet. Dabei wurde die Temperatur durch variable Energieeinstrahlung (0 — 1200 W)

mithilfe des Sensors reguliert.

Gefriertrocknungsanlage

Christ Alpha 2-4 Ldplus.

HPLC-Pumpe und -Detektor
HPLC-Pumpe: BESTA, Type HD2-400 (100 mL, maximaler Arbeitsdruck 50 bar).

UV-Vis-Detektor: SYKAM S3345 PDA DETECTOR (Wellenldngenbereich zwischen
190 — 720 nm).

Vakuumpumpen

VACUUBRAND Membran- und Olpumpen diverser Typen.
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7.2 Synthesevorschriften

Die Benennung der Molekiile richtete sich partiell nach den Nomenklatur-Regeln der
IUPAC. Bei komplexen Bezeichnungen wurden diese zur Vereinfachung entweder

abgekiirzt oder durch Trivialnamen ersetzt.

7.2.1 Wasserlésliche Pentamethincyaninfarbstoffe
7.2.1.1 Synthese der Seitenketten

7.2.1.1.1 Azidketten

NaN3 TosClI O\\ //O Nal
H,0O, MeCN NEt; DCM S< Aceton
Ho B 2 . Ho (N, 3 - o IN, Aceton A9,
92 - 100 % 93 - 98 % 83-92%
n=1,4,7 1 3

la:n=1 2a:n=1 3a:n=1
1b:n=4 2b:n=4 3b:n=4
1c:n=7 2c:n=7 3c:n=7

Allgemeine Vorschrift fir die Darstellung der Azidoalkohole (1)

HO TN,

25 mmol (1 eq.) 3-Brompropan-1-ol, 6-Bromhexan-1-ol oder 9-Bromnonan-1-ol werden in
20 mL H,O vorgelegt (bei langkettigen Alkoholen (n =4, 7) 10 mL H,O und 10 mL MeCN;
~1 M- 1.3 M Lésung), mit 50 mmol (2 eq.) Natriumazid versetzt und 18 h bei 60 °C
geriihrt. Nach Ablauf der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit Et,O extrahiert
(3x50mL), die organische Phase iiber Na,SO; getrocknet und das Lésemittel unter

Vakuum entfernt. Das Produkt wird anschliefend mithilfe einer Siulenfiltration

(Pentan/Et,O = 1:1) erhalten.
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3-Azidopropan-1-ol (1a)

1 3
HO "N, +
2 “N.-
4 5 N
6

38.3 g (276 mmol, 1 eq.) 3-Brompropan-1-ol wurden in 225 mL H,O gelsst, mit 35.9 g
(552 mmol, 2 eq.) NaNj versetzt und 3 d bei RT geriihrt (da das Produkt in Wasser lslich
und leicht fliichtig ist, sollte auf die Zugabe von Acetonitril verzichtet werden). Das
Reaktionsgemisch wurde nach Ablauf der Reaktion 5 x mit 100 mL Et,O extrahiert und die
organische Phase iiber Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wurde bei nicht zu niedrigem

Unterdruck am Rotationsverdampfer destillativ entfernt und das Rohprodukt sdulenfiltriert
(Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 27.7 g (275 mmol, 99 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C;H;N;O (101.11 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 3.68 (t, °J = 6.0 Hz, 2H, H-1), 3.40 (t, °J = 6.6 Hz, 2H, H-
3), 2.58 (s, IH, OH), 1.7.8 (tt, °J = 6.5 Hz, 2H, H-2) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 59.7 (C-1), 48.4 (C-3), 31.4 (C-2) ppm.
5N-NMR (60 MHz, CDCl;): 5= — 132.9 (N-5), — 170.0 (V-6), — 310.3 (N-4) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;H,;N;NaO* [M+Na]*: 124.04813; gefunden: 124.04862
(A =3.90 ppm).
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6-Azidohexan-1-ol (1b)

5.00 g (27.6 mmol, 1 eq.) 6-Bromhexan-1-ol wurden in 10 mL H,O und 10 mL MeCN
vorgelegt, mit 3.59 g (55.2 mmol, 2 eq.) NaNj versetzt und iiber Nacht bei 60 °C gerithrt.
Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer eingeengt,
3xmit 50 mL Et,O extrahiert und die organische Phase iiber Na;SOj getrocknet. Das

Losemittel wurde am Rotationsverdampfer destillativ entfernt und das Rohprodukt

sdulenfiltriert (Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 3.67 g (25.6 mmol, 93 %) eines farblosen Ols.

Summenformel: C.H ;N.O (143.19 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 5= 3.61 (t, °J = 6.6 Hz, 2H, H-1), 3.25 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, H-
6), 1.71 (s, IH, OH), 1.61-1.54 (m, 4H, H-5, H-2), 1.40-1.36 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 62.7 (C-1), 51.4 (C-6), 32.6 (C-2), 28.9 (C-5), 26.6 (C-3),
254 (C-4) ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl5): 5= — 132.6 (V-8), — 170.4 (N-9), — 309.2 (N-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C.H ;N NaO* [M+Na]*: 166.09508; gefunden: 166.09520

(A =0.71 ppm).
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9-Azidononan-1-ol (1¢)

1 3 5 7 9

HO 2 4 6

25.0 g (112 mmol, 1eq.) 9-Bromnonan-1-ol wurden in 50 mL H,O und 50 mL MeCN
suspendiert, mit 14.6 g (224 mmol, 2 eq.) NaNj versetzt und iiber Nacht bei 60 °C geriihrt.
Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer eingeengt,
5 x mit 100 mL Et,O extrahiert und die organische Phase iiber Na,SO, getrocknet. Das

Losemittel wurde am Rotationsverdampfer destillativ entfernt und das Rohprodukt

sdulenfiltriert (Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 20.7 g (112 mmol, quantitativ) eines farblosen Ols.

Summenformel: C;H,,N,O (185.27 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6= 3.64 (t,°J = 6.6 Hz, 2H, H-1), 3.25 (t,°J = 7.0 Hz, 2H, H-
9), 1.63-1.563 (m, 4H, H-8, H-2), 1.36-1.31 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 5=63.2 (C-1), 51.6 (C-9), 32.9 (C-2), 29.5 (1C, C-4/ C-6),
294 (1C, C-6/ C-4), 29.2 (C-5), 28.9 (C-8), 26.8 (C-7), 25.8 (C-3) ppm.

N-NMR (60 MHz, CDCl;, Projektion aus 'H-"N-HMBC): 6= - 132.5 (V-11), — 170.6
(N-12), — 309.0 (V-10) ppm.

HRMS (ESI): berechnet fiir C;H,,N,NaO" [M+Na]*: = 208.14203; gefunden: 208.14217
(A = 0.66 ppm).
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Allgemeine Vorschrift fir Alkoholtosylierungen (2)

Q%M?Ng

20 mmol (1 eq.) 3-Azidopropan-1-ol, 6-Azidohexan-1-ol oder 9-Azidononan-1-ol werden in
einem Schlenkkolben in 20 mL trockenem DCM vorgelegt (~1 M —2 M Losung), mit
24 mmol (1.2 eq.) wasserfreiem Pyridin und 22 mmol (1.1 eq.) p-Toluolsulfonsiurechlorid
versetzt und unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei RT geriihrt. Nach Ablauf
der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit 50 mL. Hexan versetzt und der Feststoff
abfiltriert. Das Losemittel der organischen Phase wird im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 50 mL Et,O gelsst. Um das restliche Pyridin zu entfernen, wird die organische
Phase mit einer 0.1 M CuSOj-Lsg. extrahiert (3 x 50 mL) und anschlieRend iiber Na,SO
getrocknet. Das Lésemittel wird unter Vakuum entfernt und das Produkt mithilfe einer

Saulenfiltration (Pentan/Et,O = 4:1) erhalten.
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3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat (2a)
00 1

1,5\0/\/\N: .
2 N\ -
5. 2 ‘5N
(4

6

16.0 g (158 mmol, 1 eq.) 3-Azidopropan-1-ol wurden in einem Schlenkkolben in 80 mL
trockenem DCM gelsst (~2 M Losung), mit 15.0g (154 mL, 190 mmol, 1.2 eq.)
wasserfreiem Pyridin und 33.2 g (174 mmol, 1.1 eq.) p-Toluolsulfonsiurechlorid versetzt
und unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei RT geriihrt. Nach Ablauf der
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 150 mL. Hexan versetzt und der Feststoff
abfiltriert. Das Loésemittel der organischen Phase wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 160 mL Et,O gelést. Um das restliche Pyridin zu entfernen, wurde die
organische Phase mit einer 0.1 M CuSO,-Lsg. extrahiert (5x 100 mL) und anschlieRend
iiber Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wurde unter Vakuum entfernt und das Produkt

mithilfe einer Siulenfiltration (Pentan/Et,O = 4:1) erhalten.

Ausbeute: 39.2 g (153 mmol, 97 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C,,H;N;0;S (255.29 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=7.79-7.77 (m, 2H, H-2"), 7.37-7.34 (m, 2H, H-3"), 4.09 (t,
5] = 5.5 Hz, 2H, H-1), 3.37 (t, °J = 6.5 Hz, 2H, H-3), 2.44 (s, 3H, H-5"), 1.87 (tt, °J = 6.0 Hz,
2H, H-2) ppm.

15C.NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 145.2 (C-1'), 132.8 (C-4"), 130.0 (2C, C-3"), 127.9 (2C, C-
2), 67.1 (C-1), 47.3 (C-3), 28.5 (C-2), 21.7 (C-5") ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl5): 5= — 133.5 (N-5), — 169.7 (NV-6), — 311.5 (N-4) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;oH3N5NaO3;S* [M+Na]*: 278.0570; gefunden: 278.0573
(A =1.0 ppm).
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6-Azidohexyl-p-toluolsulfonat (2b)

Q0 + s 5 N

N*
S g~~~ N O
/©/" N T Y,
5 » 2

3

10.8 g (75.1 mmol, 1 eq.) 6-Azidohexan-1-ol wurden in einem Schlenkkolben in 75 mL
trockenem DCM gelést (~ 1 M Losung), mit 7.16 g (7.31 mL, 90.5 mmol, 1.2eq.)
wasserfreiem Pyridin und 15.7 g (82.6 mmol, 1.1 eq.) p-Toluolsulfonsiurechlorid versetzt
und unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei RT geriihrt. Nach Ablauf der
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 100 mL. Hexan versetzt und der Feststoff
abfiltriert. Das Loésemittel der organischen Phase wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 100 mL Et,O gelést. Um das restliche Pyridin zu entfernen, wurde die
organische Phase mit einer 0.1 M CuSO.,-Lsg. extrahiert (5 x 50 mL) und anschliefend iiber
Na,SO; getrocknet. Das Lésemittel wurde unter Vakuum entfernt und das Produkt mithilfe

einer Saulenfiltration (Pentan/Et,O = 4:1) erhalten.

Ausbeute: 21.9 g (73.6 mmol, 98 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C;sHsN;O;S (297.37 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, CDCly): 5= 7.76-7.74 (m, 2H, H-2"), 7.33-7.31 (m, 2H, H-3"), 3.98 (t,
5] = 64 Hz, 2H, H-1), 3.19 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, H-6), 2.41 (s, 3H, H-5"), 1.61 (tt, °J = 6.9 Hz,
9H, H-2), 1.50 (tt, °J = 7.2 Hz, °J = 6.9 Hz, 2H, H-5), 1.32-1.27 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.

15C.NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 144.8 (C-1'), 133.1 (C-4"), 129.9 (C-3"), 127.9 (C-2’), 70.4
(C-1), 51.2 (C-6), 28.7 (C-2), 28.6 (C-5), 26.1 (C-4), 25.0 (C-3), 21.7 (C-5") ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl;): 5= — 132.8 (N-8), — 170.6 (NV-9), — 309.2 (N-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci;zHsNsNaO3;S* [M+Na]*: 320.10393; gefunden:
320.10397 (A = 0.10 ppm).
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9-Azidononyl-p-toluolsulfonat (2¢)

O\\ /,o 1 3 5 7 9

‘,S\o/\/\/\/\/\N: .
2 4 6 8 4 N:Nf
5 2 1

3 12

20.5g (111 mmol, 1eq.) 9-Azidononan-1-ol wurden in einem Schlenkkolben in 100 mL
trockenem DCM gelést (~ 1.1 M Losung), mit 10.5g (10.7 mL, 133 mmol, 1.2 eq.)
wasserfreiem Pyridin und 23.2 g (122 mmol, 1.1 eq.) p-Toluolsulfonsiurechlorid versetzt
und unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei RT geriihrt. Nach Ablauf der
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 150 mL. Hexan versetzt und der Feststoff
abfiltriert. Das Losemittel der organischen Phase wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 100 mL Et,O gelést. Um das restliche Pyridin zu entfernen, wurde die
organische Phase mit einer 0.1 M CuSO,-Lsg. extrahiert (5x 100 mL) und anschlieRend
iiber Na,SO; getrocknet. Das Losemittel wurde unter Vakuum entfernt und das Produkt

mithilfe einer Siulenfiltration (Pentan/Et,O = 4:1) erhalten.

Ausbeute: 35.1 g (103 mmol, 93 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C;sH2;N;O3S (339.45 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 5= 7.77-7.75 (m, 2H, H-2"), 7.33-7.31 (m, 2H, H-3"), 4.00—
3.97 (m, 2H, H-1), 3.22 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, H-9), 2.42 (s, 3H, H-5'), 1.61 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H,
H-2), 1.55 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, H-8), 1.30-1.28 (m, 4H, H-3, H-7), 1.25-1.22 (m, 6H, H-
4 _ H-6) ppm.

15C.NMR (100 MHz, CDCly): 5= 144.7 (C-1'), 133.1 (C-4"), 129.9 (C-3"), 127.9 (C-2’), 70.7
(C-1), 51.4 (C-9), 29.2 (1C, C-4/ C-5/ C-6), 28.9 (1C, C-4/ C-5/ C-6), 28.8 (1C, C-4/ C-5/ C-6),
28.7 (2C, C-8, C-2), 26.6 (C-7), 25.2 (C-3), 21.6 (C-5') ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl5): 5= — 132.7 (N-11), — 170.9 (N-12), — 309.3 (N-10) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHs;N5sNaO3;S* [M+Na]*: 362.1509; gefunden: 362.1504
(A =1.2 ppm).
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Allgemeine Vorschrift fir die Darstellung iodierter Azidoalkane (3)
g

20 mmol (1 eq.) 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat, 6-Azidohexyl-p-toluolsulfonat oder 9-
Azidononyl-p-toluolsulfonat werden in 40 mL trockenem Aceton gelsst (~ 0.5 M Lsung)
und mit 30 mmol (1.5eq.) Natriumiodid versetzt. Das Reaktionsgemisch wird unter
Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei RT geriihrt. Die braune Suspension wird nach
Ablauf der Reaktion mit 50 mL Pentan versetzt und der Feststoff abfiltriert. Die organische
Phase wird im Vakuum entfernt und der Riickstand iiber Kieselgel mit reinem Pentan

siulenfiltriert.

3-Azido-1-lodpropan (3a)

|/\/\,;‘:5NTN7

39 g (1563 mmol, 1 eq.) 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat wurden in 300 mL trockenem Aceton
gelost und mit 34.4 g (229 mmol, 1.5 eq.) Natriumiodid versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde unter Schutzgasatmosphidre 16 h (iiber Nacht) bei 60 °C geriihrt. Die braune
Suspension wurde nach Ablauf der Reaktion mit 200 mL Pentan versetzt und der Feststoff

abfiltriert. Die organische Phase wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand tiber

Kieselgel mit reinem Pentan siulenfiltriert.

Ausbeute: 28.2 g (134 mmol, 87 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C;HgIN; (211.01 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6= 3.42 (t,°J = 6.4 Hz, 2H, H-3), 3.23 (t, °J = 6.6 Hz, 2H, H-
1), 2.02 (tt, °J = 6.5 Hz, 2H, H-2) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCLy): 5= 51.5 (C-3), 32.4 (C-2), 2.5 (C-1) ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl;): 5= — 133.2 (N-5), — 169.6 (NV-6), — 311.5 (N-4) ppm.
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6-Azido-1-lodhexan (3b)

91.9g (73.6 mmol, 1eq.) 6-Azidohexyl-p-toluolsulfonat wurden in 150 mL trockenem
Aceton gelést und mit 16.6g (111 mmol, 1.5eq.) Natriumiodid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei 60 °C geriihrt.
Die braune Suspension wurde nach Ablauf der Reaktion mit 100 mL Pentan versetzt und
der Feststoff abfiltriert. Die organische Phase wurde im Vakuum entfernt und der

Riickstand iiber Kieselgel mit reinem Pentan sidulenfiltriert.

Ausbeute: 15.5 g (61.4 mmol, 83 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CsH,IN; (253.09 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 3.27 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, H-6), 3.19 (t, °J = 7.0 Hz, 2H, H-
1), 1.82 (tt, °J = 7.0 Hz, 2H, H-2), 1.60 (tt, °J = 7.0 Hz, 2H, H-5), 1.36-1.31 (m, 4H, H-3, H-
4) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 51.4 (C-6), 33.3 (C-2), 30.1 (C-3), 28.8 (C-5), 25.8 (C-4),
7.0 (2H, C-1) ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl5): 6= — 132.6 (N-8), — 170.4 (N-9), — 309.2 (N-7) ppm.
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9-Azido-1-lodnonan (3c¢)

6.95 g (20.5 mmol, 1 eq.) 9-Azidononyl-p-toluolsulfonat wurden in 40 ml trockenem Aceton
gelést und mit 4.60 g (30.7 mmol, 1.5 eq.) Natriumiodid versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde unter Schutzgasatmosphire 16 h (iiber Nacht) bei 60 °C geriihrt. Die braune
Suspension wurde nach Ablauf der Reaktion mit 50 mL Pentan versetzt und der Feststoff
abfiltriert. Die organische Phase wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand iiber

Kieselgel mit reinem Pentan siulenfiltriert.

Ausbeute: 5.57 g (18.9 mmol, 92 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CoH 5IN; (295.17 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 3.25 (t, °J = 7.0 Hz, 2H, H-9), 3.3.18 (t, °J = 7.0 Hz, 2H,
H-1), 1.81 (tt, °J = 7.2 Hz, 2H, H-2), 1.58 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, H-=8), 1.41-1.33 (m, 4H, H-3,
H-7), 1.33-1.29 (m, 6H, H4 — H-6) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCLy): 5= 51.6 (C-9), 33.6 (C-2), 30.5 (C-3), 29.3 (1C, C-4/ C-5/ C-
6), 29.1 (1C, C-4/ C-5/ C-6), 28.9 (C-8), 28.5 (1C, C-4/ C-5/ C-6), 26.7 (C-7), 7.4 (C-1) ppm.

15N-NMR (60 MHz, CDCl5): 5= — 132.5 (N-11), — 170.6 (N-12), — 309.1 (N-10) ppm.
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7.2.1.1.2Trifluoracetamidketten
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6-Bromhexylaminhydrobromid (4)

10.0 g (85 mmol, 1 eq.) 6-Aminohexan-1-ol wurden in einem 100 mL Kolben vorgelegt und
unter Eiskiihlung vorsichtig mit 19.5 mL einer HBr-Lsg. (256 mmol, 62 Gew.-% in H,O,
334 g, 3eq.) versetzt. Anschlieflend wurde die Losung 24 h bei 100 °C geriihrt. Nach
Ablauf der Reaktion wurde das Losemittel im Vakuum weitestgehend entfernt. Um das
restliche Wasser aus dem Rohprodukt zu entfernen wurde der Riickstand in Aceton geldst
und das Losemittel am Rotationsverdampfer destillativ entfernt. Der Feststoff wurde mit

Et,O gewaschen, getrocknet und im nichsten Schritt ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.
Ausbeute: 21.0 g (80.5 mmol, 94 %) eines farblosen bis beigen Feststoffs.
Summenformel: CsH,;BrsN (261.00 g/mol).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=3.47 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-6), 2.94 (bt, °J = 7.9 Hz, 2H,
H-1), 1.88 (tt, °J = 6.7 Hz, 2H, H-5), 1.68 (tt, °J = 7.6 Hz, 2H, H-2), 1.56-1.48 (m, 2H, H-4),
1.47-1.39 (m, 2H, H-3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 40.6 (C-1), 34.2 (C-6), 33.6 (C-5), 28.6 (C-2), 28.4 (C-4),
26.6 (C-3) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsHi;:BrN* [M+H]": 180.0382; gefunden: 180.0382
(A =0.3 ppm).
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Allgemeine Vorschrift fir die Synthese von Trifluoracetamidketten (5)
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20 mmol (1 eq.) 3-Brompropylaminhydrobromid bzw. 6-Bromhexylaminhydrobromid (4)
werden in 20 — 40 ml trockenem DCM gelsst (0.5 — 1 M Lésung) und unter Eiskithlung mit
22 mmol (1.1 eq.) Trifluoressigsdureanhydrid versetzt. Anschlieflend werden tropfenweise
92 mmol (1.1 eq.) Triethylamin hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 2 h geriihrt. Nach
Ablauf der Reaktion wird das Gemisch mit 20 mL 1 M -NaHCOj-Lésung versetzt, mit DCM
extrahiert und die organische Phase iiber Na,SO; getrocknet. Das Losemittel wird im

Vakuum entfernt und das Produkt iiber Kieselgel gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 1:1).
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N-(3-Brompropyl)-2,2,2-trifluoracetamid (5a)

Br/B\Z/Luing

50.0 g (228 mmol, 1 eq.) 3-Brompropylaminhydrobromid wurden in 230 mL trockenem
DCM gelsst und mit 35.7 g (30 mL, 251 mmol, 1.1 eq.) Trifluoressigsidureethylester
versetzt. Anschliefend wurden 34.8mL (254g 251 mmol, 1.1eq) Triethylamin
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 16 h bei RT geriihrt. Nach Ablauf der Reaktion
wurde das Lésemittel unter Vakuum entfernt, der Riickstand mit 100 mL. 1 M NaHCO;-
Loésung und 100 mL DCM versetzt und noch 2 xmit 50 mL. DCM extrahiert. Die
organische Phase wurde tiber Na,SO, getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt.

Das Produkt wurde iiber Kieselgel gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 52.5 g (224 mmol, 98 %) eines leicht beigen Feststoffs.
Summenformel: C;H;BrF;NO (234.02 g/mol).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=7.08 (s, IH, NH), 3.52 (td, °J = 6.5 Hz, 2H, H-1), 3.42 (t,
’J = 6.4 Hz, 2H, H-3), 2.15 (tt, °J = 6.5 Hz, 2H, H-2) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCl5): 5= 157.8 (q, *Jor = 37.1 Hz, C-1"), 115.2 (q, "Jor = 287.5 Hz,
C-2"), 38.7 (C-1), 31.3 (C-2), 30.1 (C-3) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;H;BrF;NNaO" [M+Na]*: 255.9555; gefunden:
255.9555 (A = 0.0 ppm).
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N-(6-Bromhexyl)-2,2,2-trifluvoracetamid (5b)
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10.0 g (38.3 mmol, 1 eq.) 6-Bromhexylaminhydrobromid (4) wurden in 80 mL trockenem
DCM gelsst und unter Eiskiihlung mit 5.86 mL (8.85 g, 42.2 mmol, 1.1 eq.) TFAA versetzt.
AnschlieRend wurden tropfenweise 5.84 mL (4.26 g, 42.2 mmol, 1.1 eq.) NEt; hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch 2 h geriihrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde das Gemisch mit
40 mL 1 M NaHCO;-Losung versetzt, 2 x mit 20 mL DCM extrahiert und die organische
Phase iiber Na,SO, getrocknet. Das Lésemittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt

iiber Kieselgel gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 8.60 g (31.1 mmol, 81 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CsH;BrF;:NO (276.10 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 6.64 (s, 1H, NH), 3.39 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-6), 3.35 (td,
3] = 6.8 Hz, 2H, H-1), 1.84 (tt, °J = 6.8 Hz, 2H, H-5), 1.59 (tt, °J = 7.4 Hz, 2H, H-2), 1.48—
1.43 (m, 2H, H-4), 1.39-1.33 (m, 2H, /-3) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCly): 5= 157.4 (q, *Jer = 36.8 Hz, C-1'), 115.9 (q, 'Jer = 287.6 Hz,
C-2'), 39.9 (C-1), 33.7 (C-6), 32.5 (C-5), 28.8 (C-2), 27.7 (C-4), 25.9 (C-3) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsHi;BrF;NNaO*" [M+Na]*: 298.0025; gefunden:
298.0026 (A = 0.5 ppm).
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7.2.1.2 Synthese der Indoliumsalze
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Kalium-2,3,3-trimethylindolenin-5-sulfonat (6)
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Konventionelle Methode:

Die Synthese wurde angelehnt an die Vorschrift von Mujumdar e al. durchgefiihrt."'®!

20.0 g (106 mmol, 1 eq.) 4-Hydrazinobenzolsulfonsdure und 27.5 g (33.9 mL, 319 mmol,
3 eq.) 3-Methylbutanon wurden in 50 mL Eisessig suspendiert und 18 h bei 125 °C zur
Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch wurde in einem Eisbad abgekiihlt, der

ausgefallene Feststoff abfiltriert und das Rohprodukt im Vakuum getrocknet.

Anschlieffend wurde das Rohprodukt (13.5 g, 56.4 mmol) in ca. 200 mL Methanol gelsst
und mit einer basischen Lésung, bestehend aus 3.17 g KOH (56.4 mmol, 1 eq.) in ca. 100 mL
2-Propanol, versetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: 15.6 g (56.2 mmol, 53 %, ausgehend von 4-Hydrazinobenzolsulfonsiure) eines
gelben Feststoffs.
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Mikrowellenunterstiitzte Methode:

In  einem  MikrowellengefiR  wurden  5.00g  (26.6mmol, leq) 4-
Hydrazinobenzolsulfonsiure und 6.87 g (8.48 mL, 79.7 mmol, 3 eq.) 3-Methylbutanon
vorgelegt, mit 15 mL Eisessig versetzt und 4 h bei 125 °C und 150 W zur Reaktion gebracht.
Das Reaktionsgemisch wurde in einem Eisbad abgekiihlt, der ausgefallene Feststoff

abfiltriert und das Rohprodukt im Vakuum getrocknet. Das Kaliumsalz wurde analog zur
klassischen Methode erhalten.

Ausbeute: 3.80 g (13.7 mmol, 52 %, ausgehend von 4-Hydrazinobezolsulfonsiure) eines
gelben Feststoffs.

Summenformel: C, H ,KNO.S (277.4 g/mol).

'"H-NMR (400 MHz, MeOD): 5=7.85 (dd, /= 1.7 Hz, °J = 0.6 Hz, 1H, H-4), 7.82 (dd,
5J =8.0 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.47 (dd, °J = 8.0 Hz, °J = 0.6 Hz, 1H, H-7), 2.33 (s, 3H,
H-2"), 1.36 (s, 3H, H-3") ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): &= 193.4 (C-2), 155.2 (C-7a), 146.9 (C-3a), 143.9 (C-5),
127.1 (C-6), 120.9 (C-4), 119.7 (C-7), 55.3 (C-3), 23.1 (C-3"), 15.4 (C-2’) ppm.

N-NMR (40 MHz, MeOD): 6= — 85.4 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C /H,NO,S™ [M]: 238.0643; gefunden: 238.0542
(A = 0.5 ppm).
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Allgemeine Vorschrift fir die Synthese der Indoliumderivate (7)
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Polare Ketten mit Nitril- oder Sulfonatfunktion
Pro 100 mg (361 pmol, 1 eq.) Kalium—Q,5,3—trimethylindolenin—5—sulfonat (6) werden 2 mLL

1,4-Butansulton, 4-Brombutyronitril oder 6-Bromhexannitril verwendet.

In einem Mikrowellengefif wird 6 im entsprechenden Reagens suspendiert und 1.5 h unter
Mikrowellenbestrahlung (125 W, 125 °C bei Verwendung von 1,4-Butansulton bzw. 150 W,
135 °C bei Verwendung von 4-Brombutyronitril oder 6-Bromhexannitril) zur Reaktion
gebracht. Anschliefend wird das Reaktionsgemisch mit EE versetzt und der Feststoff

abfiltriert.

Das Rohprodukt wird iiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet.

Polare Ketten mit Trifluoracetamidfunktion
Pro 100 mg (361 pmol, 1 eq.) Kalium-2,3,3-trimethylindolenin-5-sulfonat (6) werden 10 eq.
N-(3-Brompropyl)-2,2,2-trifluoracetamid ~ (6a) bzw. N-(6-Bromhexyl)-2,2,2-trifluor-

acetamid (6b) und 1 mL Butyronitril als Lésemittel verwendet.

In einem Mikrowellengefifl werden 6 und 5a bzw. 5b vorgelegt und in Butyronitril
suspendiert. Die Suspension wird 1.5 h unter Mikrowellenbestrahlung (150 W, 135 °C)
erhitzt. Anschliefend wird das Reaktionsgemisch mit EE versetzt und der Feststoff

abfiltriert.

Das Rohprodukt wird iiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet.
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Unpolare Ketten mit Alkin- bzw. Azidfunktion

In einem Mikrowellengefifl werden 1 eq. Kalium-2,3,3-trimethylindolenin-5-sulfonat (6)
und 10 eq. 5-lod-1-pentin, 6-lod-1-hexin bzw. 3-Azido-1-lodpropan (3a), 6-Azido-1-
Iodhexan (3b) oder 9-Azido-1-Iodnonan (3c) vorgelegt und in DMF suspendiert (0.5 mL
pro 100 mg Indolenin 6). Das Reaktionsgemisch wird 1.5 h unter Mikrowellenbestrahlung
(75 W, 110 — 115 °C) erhitzt. Anschliefend wird die Suspension mit EE und Et,O versetzt

und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wird iiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet.
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1-(3-Azidopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7a)
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In einem Mikrowellengeféﬁ wurden 400 mg (1.44 mmol, 1eq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 3.04 g (14.4 mmol, 10 eq.) 3-Azido-1-lodpropan (3a)

vorgelegt und in 2mL DMF suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Mikrowellenbestrahlung 1.5 h (75 W, 110 °C) erhitzt. Die Suspension wurde anschlieflend

mit EE und Et;O versetzt und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.
Ausbeute: 302 mg (937 pmol, 65 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: C,sH 5N O3S (322.38 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, D,O): 6=8.09 (dd, */ = 1.7 Hz, °J = 04 Hz, 1H, H-4) 7.98 (dd,
] =8.5Hz, “J=17Hz, 1H, H-6), 747 (dd, °J =85 Hz, °J= 0.4 Hz, 1H, H-7), 4.59 (t,
5] = 7.3 Hz, 2H, H-1"), 3.55 (t, °J = 6.1 Hz, 2H, H-3'), 2.23 (tt, °J = 6.8 Hz, 2H, H-2"), 1.58
(s, 6H, H-3") ppm.

3C-NMR (100 MHz, D,0): 6= 200.5 (C-2), 144.9 (C-5), 143.4 (C-7a), 143.1 (C-3a), 127.56
(C-6), 121.6 (C-4), 116.4 (C-7), 55.6 (C-3), 48.8 (C-3'), 46.7 (C-1"), 26.8 (C-2"), 22.1 (C-3"),
13.9 (quint, C-2”; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen) ppm.

N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=—134.6 (N-5"), —167.8 (N-1), —311.3 (N-4")
ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHsN,O3S* [M+H]*: 323.1172; gefunden: 323.1169
(A =1.0 ppm).
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1-(6-Azidohexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7b)
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In einem Mikrowellengeféﬁ wurden 400 mg (1.44 mmol, 1eq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 3.65 g (14.4 mmol, 10 eq.) 6-Azido-1-lodhexan (3b)

N

vorgelegt und in 2mL DMF suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Mikrowellenbestrahlung 1.5 h (75 W, 110 °C) erhitzt. Die Suspension wurde anschlieflend

mit EE und Et;O versetzt und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 279 mg (766 pmol, 53 %) eines leicht rosa Feststoffs, der mit der Zeit rétlich wird.
Summenformel: C,;;H»N,O;S (364.46 g/mol).

'"H-NMR (400 MHz, MeOD): 6=28.05 (m, 1H, H-4), 7.90 (m, 2H, H-6, H-7), 4.55 (4,
5] =7.9Hz, 2H, H-1'), 3.31 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-6; iiberlagert vom MeOD-Signal), 1.97
(tt,°J = 7.7 Hz, 2H, H-2'), 1.63 (m, 2H, H-5), 1.61 (s, 6H, H-3"), 1.568-1.49 (m, 4H, H-3’, H-
4’) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): 5= 199.6 (C-2), 148.5 (C-5), 143.42 (C-3a), 143.38 (C-7a),
128.3 (C-6), 122.2 (C-4), 116.7 (C-7), 56.1 (C-3), 52.3 (C-6"), 49.5 (C-1"), 29.6 (C-5'), 28.6
(C-2)), 27.3 (C-4"), 27.2 (C-3), 22.6 (C-3"), 13.8 (sept, C-2”; aufgrund von Austausch mit

Deuteriumionen) ppm.

N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=-132.7 (N-8'), —165.5 (IN-1), 171.9 (N-9),
—310.5 (N-7") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;Hy;N,O3S* [M+H]*: 365.1642; gefunden: 365.1637
(A =14 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

1-(9-Azidononyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7¢)

In einem Mikrowellengefif wurden 200mg (721 pmol, leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 2.13 g (7.21 mmol, 10 eq.) 9-Azido-1-Iodnonan (3c)
vorgelegt und in 1 mL DMF suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Mikrowellenbestrahlung 1.6 h (756 W, 110 °C) erhitzt. Die Suspension wurde anschlieflend
mit EE und Et,O versetzt und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde iiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA =100:0.1 > HyO/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.
Ausbeute: 134 mg (400 pmol, 46 %) eines altrosa Feststoffs, der mit der Zeit grau-lila wird.
Summenformel: CyH3NO3S (406.55 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD): §=28.05 (dd, “/ = 1.6 Hz, °J = 0.4 Hz, 1H, H-4), 7.90 (dd,
] =84 Hz, “J=1.6Hz, 1H, H-6), 7.87 (dd, °J =84 Hz, °J = 0.4 Hz, 1H, H-7), 4.53 (t,
] =79 Hz, 2H, H-1)), 3.28 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, H-9"), 1.95 (tt, °J = 7.7 Hz, 2H, H-2"), 1.60—
1.56 (m, 8H, H-3"/ H-8"), 1.54-1.49 (m, 4H, H-3’), 1.45-1.41 (m, 2H, H-7"), 1.40-1.36 (m,
6H, H4', H-5', H-6") ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD): 5= 199.4 (C-2), 148.5 (C-5), 143.41 (C-3a), 143.38 (C-7a),
128.3 (C-6), 122.2 (C-4), 116.6 (C-7), 56.1 (C-3), 52.4 (C-9’), 49.6 (C-1"), 30.3 (1C, C-5"/ C-
6), 30.1 (1C, C-6"/ C-5'), 30.8 (C-4’), 29.8 (C-8), 28.8 (C-2'), 27.7 (C-7"), 27.6 (C-3), 22.6
(C-3"), 13.7 (sept, C-2”; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen) ppm.

YN-NMR: (60 MHz, MeOD): 5= — 132.6 (N-11"), — 165.3 (N-1), 172.0 (N-12’), — 310.4 (V-
10°) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CyoH3,N,NaO;S* [M+Na]*: 429.1931; gefunden: 429.1921
(A =2.2 ppm).



Experimentalteil

1-(3-(2,2,2-Trifluvoracetamido)propyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7d)

In einem Mikrowellengefif wurden 400mg (1.44 mmol, leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 3.37 g (14.4 mmol, 10 eq.) N-(3-Brompropyl)-2,2,2-
trifluoracetamid (5a) vorgelegt und in 4 mL Butyronitril suspendiert. Das Reaktionsgemisch
wurde 1.5 h unter Mikrowellenbestrahlung (150 W, 135 °C) erhitzt. Anschlieflend wurde

die Suspension mit EE versetzt und der Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 446 mg (1.14 mmol, 79 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;sH9F5N,O.S (392.39 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, AcOD/D;O = 3:1): 5=8.18 (dd, *7 = 1.7 Hz, °J = 0.4 Hz, 1H, H-4)
8.09 (dd, *J=8.5Hz J=1.7Hz 1H, H6), 790 (d, *J-84Hz 1H, H7), 461 (,
3] = 8.0 Hz, 2H, H-1"), 3.59 (t, °J = 7.0 Hz, 2H, H-3), 2.31 (tt, °J = 7.5 Hz, 2H, H-2'), 1.64
(s, 6H, H-3") ppm.

15C-NMR (150 MHz, AcOD/ D,O = 3:1): 5= 200.2 (C-2), 159.2 (q, *Jer = 37.6 Hz, C-5),
146.2 (C-5), 142.9 (C-3a), 142.8 (C-7a), 128.1 (C-6), 121.9 (C-4), 116.5 (q, "Jer = 286.4 Hz,
C-6), 116.1 (C-7), 55.2 (C-3), 46.6 (C-1"), 37.4 (C-3"), 27.1 (C-2), 22.2 (C-3"), 13.8 (quint,

C-2”; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen) ppm.
N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=—167.7 (N-1), — 266.3 (N-4") ppm.
YF-NMR (565 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= —76.17 (3F, CF5-6’) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHyF5N,O,S* [M+H]*: 393.1090; gefunden: 393.1080
(A =2.6 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

1-(6-(2,2,2Trifluvoracetamido)hexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7e)

In einem Mikrowellengefil wurden 300mg (1.08 mmol, 1leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 2.99 g (10.8 mmol, 10 eq.) N-(6-Bromhexyl)-2,2,2-
trifluoracetamid (5b) vorgelegt und in 3 mL Butyronitril suspendiert. Das Reaktionsgemisch
wurde 1.5 h unter Mikrowellenbestrahlung (150 W, 135 °C) erhitzt. Anschlieflend wurde

die Suspension mit EE versetzt und der Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 323 mg (743 pmol, 69 %) eines leicht rosa Feststoffs.
Summenformel: C;sHy;F5N,O4S (434.47 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): =819 (d, “J=17Hz, HA4) 790 (dd,
5] = 8.5 Hz, “J= 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.89 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.54 (t, °J = 7.3 Hz, 2H,
H-1), 3.33 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, H-6"), 1.99 (tt, °J = 7.3 Hz, 2H, H-2'), 1.64 (s, 6H, H-3"),
1.63-1.57 (m, 2H, H-5"), 1.55-1.48 (m, 2H, H-3’), 1.46-1.38 (m, 2H, H-4") ppm.

15C-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 1994 (C-2), 158.8 (q, Jer = 36.9 Hz, C-8)),
146.3 (C-5), 143.01 (C-7a), 142.99 (C-3a), 1282 (C-6), 122.0 (C4), 116.7 (q,
er = 286.4 Hz, C-9'), 116.3 (C-7), 55.7 (C-3), 49.1 (C-1"), 40.1 (C-6"), 28.6 (C-5'), 28.0 (C-
2), 264 (2C, C-3, C4’), 22.3 (C-3"), 13.8 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch mit

Deuteriumionen) ppm.
N-NMR: (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=—165.6 (N-1), —263.2 (N-7’) ppm.
YF-NMR (377 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= —76.38 (3F, CF5-9’) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C,oHysF3;N,O,S* [M+H]*: 435.1560; gefunden: 435.1547
(A = 3.0 ppm).



Experimentalteil

1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7f)
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In einem Mikrowellengefaﬁ wurden 400 mg (1.44 mmol, leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) in 8 mL 4-Brombutyronitril suspendiert und 1.5 h unter
Mikrowellenbestrahlung (150 W, 135 °C) zur Reaktion gebracht. Anschlieffend wurde das

Reaktionsgemisch mit EE versetzt und der Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 423 mg (1.38 mmol, 96 %) eines farblosen Feststoffs.

Summenformel: C;;H;sN,O;S (306.38 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5=8.18 (d, 7= 1.3 Hz, 1H, H-4) 8.07 (dd,
5J=8.5Hz, *J=1.3Hz 1H, H-6), 792 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.69 (t, °J = 7.7 Hz, 2H,
H-1"),2.81 (t,°J = 7.0 Hz, 2H, H-3"), 2.41 (tt, °J = 7.4 Hz, 2H, H-2"), 1.65 (s, 6H, H-3") ppm.
BC-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=200.9 (C-2), 146.3 (C-5), 142.9 (2C, C-3a, C-
7a), 128.1 (C-6), 121.9 (C-4), 120.2 (C-4"), 116.1 (C-7), 55.9 (C-3), 47.7 (C-1), 23.7 (C-2"),
22.3 (C-3"), 14.8 (C-3’), 14.0 (quint, C-2”; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen)

15N-NMR (60 MHz, AcOD/D.O = 3:1): 5= — 138.2 (N-5"), — 168.7 (N-1) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH;sN,O;S* [M+H]*: 307.1111; gefunden: 307.1112
(A =0.3 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

1-(5-Cyanopentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7g)
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In einem Mikrowellengeféﬁ wurden 400 mg (1.44 mmol, leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) in 8 mL 6-Bromhexannitril suspendiert und 1.5 h unter
Mikrowellenbestrahlung (150 W, 135 °C) zur Reaktion gebracht. Anschlieffend wurde das

Reaktionsgemisch mit EE versetzt und der Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 438 mg (1.31 mmol, 91 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;;H2»N,O;S (334.43 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D.O = 3:1): 5-8.19 (d, “7=1.6Hz, H4) 810 (dd,
3] = 8.5 Hz, “J=1.6 Hz, 1H, H-6), 7.90 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.57 (t, °J = 7.7 Hz, 2H,
H1), 251 (t, J=69Hz 2H, H5), 2.08-2.02 (m, 2H, H-2; iberlagert vom
Lssemittelsignal), 1.79-1.71 (m, 2H, H-4') 1.67-1.59 (m, 8H, H-3", H-3"), ppm.

C-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= 199.6 (C-2), 146.3 (C-5), 142.9 (2C, C-7a, C-
3a), 128.2 (C-6), 121.9 (C-4), 121.2 (C-6"), 116.3 (C-7), 55.7 (C-3), 48.8 (C-1’), 27.4 (C-2)),
25.9 (C-3’), 24.9 (C4"), 22.3 (C-3"), 16.8 (C-5), 13.8 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch
mit Deuteriumionen) ppm.

15N-NMR (60 MHz, AcOD/D.O = 3:1): 5= — 142.1 (N-5"), — 166.0 (N-1) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;Hy;N.O;S* [M+H]*": 335.1424; gefunden: 335.1418
(A =1.9 ppm).



Experimentalteil

1-(3-Carboxypropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7h)
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100 mg (326 pmol, 1eq.) 1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7f)
wurden in einem Ldsemittelgemisch, bestehend aus 1 mL AcOH und 2 mL 6 M HC], 2 h bei
125 W und 130 °C hydrolysiert. Nach Ablauf der Reaktion wurde das Lésemittel im
Vakuum entfernt, der Riickstand in MeOH gelést und mit EE und Et,O versetzt. Das
ausgefallene Produkt wurde im Vakuum getrocknet und ohne weitere Aufreinigung im

nichsten Syntheseschritt verwendet.

Ausbeute: 102 mg (313 pmol, 96 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;;HsNO;S (325.38 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6-821 (d, “J=17Hz, HA4) 813 (dd,
5] = 8.5 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.98 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.61 (bt, °J = 7.7 Hz, 2H,
H-1'),2.68 (t,°J = 6.6 Hz, 2H, H-3"), 2.26 (tt,°J = 7.3 Hz, 2H, H-2"), 1.65 (s, 6H, H-3"), ppm.

15C-NMR (100 MHz, AcOD/D;O = 3:1): 5= 200.0 (C-2), 176.7 (C-4’), 146.4 (C-5), 143.2
(C-3a), 143.0 (C-7a), 128.3 (C-6), 122.1 (C-4), 116.3 (C-7), 55.8 (C-3), 48.3 (C-1"), 30.7 (C-
3'),23.1 (C-2), 22.3 (C-3"), 14.1 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen)
ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci;sHyNO:S* [M+H]": 326.1057; gefunden: 326.1059
(A =0.7 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

1-(5-Carboxypentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7i)
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200 mg (598 pmol, 1eq.) 1-(5-Cyanopentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat  (7g)
wurden in einem Ldsemittelgemisch, bestehend aus 1 mL AcOH und 2 mL 6 M HC], 2 h bei
125 W und 130 °C hydrolysiert. Nach Ablauf der Reaktion wurde das Losemittel im
Vakuum entfernt, der Riickstand in 10 mL H,O aufgenommen und gefriergetrocknet. Das
erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung im nichsten Syntheseschritt

verwendet.

Ausbeute: 209 mg (591 pmol, 99 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C,;;H2;NO;S (353.43 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D.O = 3:1): 5-8.16 (d, “7=1.7Hz, H4) 8.01 (dd,
3] = 8.5 Hz, 7= 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.92 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.56 (t, °J = 7.7 Hz, 2H,
HY), 239 (t, J=73Hz 2H, H5), 2.03-197 (m, 2H, H-2; iberlagert vom
Lssemittelsignal), 1.71-1.66 (m, 2H, H-4") 1.64 (s, 6H, H-3"), 1.55-1.47 (m, 2H, H-3’) ppm.
13C.NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 199.4 (C-2), 178.2 (C-6"), 145.8 (C-5), 142.9
(2C, C-7a, C-3a), 127.8 (C-6), 121.6 (C4), 116.3 (C-7), 55.5 (C-3), 48.8 (C-1'), 33.7 (C-5),
927.6 (C-2), 26.0 (C-3), 24.5 (C-4"), 22.2 (C-3"), 13.8 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch

mit Deuteriumionen) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;H,JNO;S* [M+H]*": 354.1370; gefunden: 354.1375
(A =14 ppm).



Experimentalteil

1-(Pentinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7j)
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In ecinem Mikrowellengefif wurden 200mg (721 pmol, 1eq) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 1.40 g (7.21 mmol, 10 eq.) 5-Tod-1-pentin vorgelegt,
in 1 mL DMF suspendiert und 1.5 h unter Mikrowellenbestrahlung (75 W, 110 °C) zur
Reaktion gebracht. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit EE und Et,O versetzt

und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 115 mg (377 pmol, 52 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: C;sHsNO;S (305.109 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=8.19 (d, /=14 Hz, 1H, H4), 8.09 (dd,
5] =84 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, H-6), 7.91 (d, °J = 8.4 Hz, 1H, H-7), 4.67 (bt, °J = 7.5 Hz, 2H,
H-1'),2.47-2.42 (m, 3H, H-3', H-5'), 2.22 (tt, °J = 6.8 Hz, 2H, H-2"), 1.64 (s, 6H, H-3") ppm.

15C-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 200.1 (C-2), 146.4 (C-5), 143.1 (C-7a), 142.9
(C-3a), 128.2 (C-6), 122.0 (C4), 116.2 (C-7), 83.1 (C-4"), 71.9 (C-5"), 55.8 (C-3), 48.1 (C-1"),
26.6 (C2), 22.3 (C-3"), 1569 (C-3), 13.9 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch mit
Deuteriumionen) ppm.

N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= — 167.1 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH0INO5sS™ [M+H]*: 306.1158; gefunden: 306.1156
(A =0.9 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

1-(Hexinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7k)

In einem Mikrowellengefif wurden 200mg (721 pmol, leq) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) und 1.5 g (7.21 mmol, 10 eq.) 6-Iod-1-hexin vorgelegt, in
1 mL DMF suspendiert und 1.5h unter Mikrowellenbestrahlung (75 W, 110 °C) zur
Reaktion gebracht. Anschliefend wurde das Reaktionsgemisch mit EE und Et,O versetzt

und der entstandene Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 106 mg (332 pmol, 46 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: C;;H, NO;S (319.42 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6=8.17 (d, /= 1.5Hz, 1H, H-4), 8.08 (dd,
5] = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, H-6), 7.91 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 4.58 (bt, °J = 7.8 Hz, 2H,
H-1'), 2.33-2.30 (m, 3H, H4’", H-6"), 2.11 (tt, °J = 7.8 Hz, 2H, H-2"), 1.71 (tt, °J = 7.2 Hz,
9H, H-3), 1.64 (s, 6H, H-3") ppm.

BC.NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5=199.6 (C-2), 146.2 (C-5), 142.95 (C-3a),
142.94 (C-7a), 128.0 (C-6), 121.9 (C4), 116.2 (C-7), 84.2 (C-5), 70.7 (C-6"), 55.6 (C-3), 48.6
(C-1"), 26.9 (C-2), 264 (C-3'), 22.2 (C-3"), 17.8 (C-4"), 13.8 (quint, C-2"; aufgrund von
Austausch mit Deuteriumionen) ppm.

N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= — 165.9 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;H»»NO;S* [M+H]": 320.1315; gefunden: 320.1308
(A =2.2 ppm).



Experimentalteil

1-(4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)
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In einem Mikrowellengeféﬁ wurden  (1.00 g 3.0l mmol, leq.) Kalium-2,3,3-
trimethylindolenin-5-sulfonat (6) in 15 mL 1,4-Butansulton suspendiert und 1.5 h unter
Mikrowellenbestrahlung (125 W, 125 °C) zur Reaktion gebracht. Anschlieffend wurde das

Reaktionsgemisch mit EE versetzt und der Feststoff abfiltriert.

Das Rohprodukt wurde tiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 1.27 g (3.38 mmol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;;H, NO;S, (375.45 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): &=8.12 (dd, */ = 1.6 Hz, °J = 0.5 Hz, 1H, H-4) 8.05 (dd,
] =84 Hz, “J=1.6Hz, 1H, H-6), 7.98 (dd, °J =84 Hz, °J = 0.5 Hz, 1H, H-7), 4.57 (4,
3] =7.9 Hz, 2H, H-1"), 2.90 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, H4"), 2.14 (tt, °J = 7.4 Hz, 2H, H-2'), 1.95
(tt,°J = 7.4 Hz, 2H, H-3"), 1.63 (s, 6H, H-3") ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): 5= 199.9 (C-2), 148.5 (C-5), 143.51 (C-3a), 143.49 (C-7a),
198.5 (C-6), 122.3 (C-4), 116.7 (C-7), 56.2 (C-3), 51.1 (C-4"), 49.2 (C-1’), 27.5 (C-2'), 23.2
(C-3"), 22.6 (C-3"), 13.8 (quint, C-2"; aufgrund von Austausch mit Deuteriumionen) ppm.

N-NMR (60 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 6= — 166.2 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sHyNO:S,” [M—H]™: 374.0738; gefunden: 374.0748
(A =2.8 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

7.2.1.3 Darstellung von Pentamethincyaninen
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H H MW, 125 W, Fl’h
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110 °C, 15 min
70 — 96 %

6 M HCl/
EtOH
MW, 150 W,
\\(\)\ 110 °C, 60 min \\(\)\
10 nR 86—-93 % 9 nR
HO3S HO3S
{Qd: n=1,R=NHTFA 9a:n=1,R=N;
9e: n=4,R=NHTFA 9b:n=4,R=N3
{10a:n=1,R=NH2 9c:n=7,R=N3
10b:n=4, R=NH, 9d:n=1,R=NHTFA
9e:n =4, R=NHTFA
9f: n=1,R=CN
99:n=3,R=CN
9h:n=1,R=CO,H
9i: n=3,R=CO,H
9j: n=1, R=Alkin
9k: n =2, R =Alkin
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Experimentalteil

Sulfotetramethinhemicyanin (8)

HO3S

St 0
Ve

“03S

1.09g (291 mmol, 1eq.) 1-(4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethylindolium-56-sulfonat (71) und
764mg (291 mmol, 1leq.) Malonaldehyddianilidhydrochlorid wurden in einem
Mikrowellengefifl vorgelegt und mit 56 ml Essigsiureanhydrid und 5 ml Essigsiure versetzt.
Das Gemisch wurde 30 min unter Mikrowellenbestrahlung bei 1256 W und 135 °C zur
Reaktion gebracht. Der rot-braunen Lésung wurde anschlieffend Et;O hinzugegeben und
der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Um das bei der Reaktion als Nebenprodukt
entstehende Acetanilid zu entfernen, wurde das Rohprodukt in wenig MeOH gelést und das
Produkt mit EE ausgefillt.

Da das erhaltene Hemicyanin (8) Hydrolyse-empfindlich ist und mit der Zeit in protischen

Lésemitteln wieder zerfillt, wurde es ohne weitere Reinigung im nichsten Schritt umgesetzt.

Ausbeute: 1.35 g (2.47 mmol, 85 %) eines rot-braunen Feststoffs.
Summenformel: CosHysN>OgS, (504.14 g/mol).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CosHy,N,OS,™ [M—H]™: 503.13160; gefunden: 503.13336
(A = 3.5 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Allgemeine Vorschrift fir die Synthese der Pentamethincyaninfarbstoffe (9)

048 SOgH

HO,S

In einem Mikrowellengefifl werden 300 pmol (1 eq.) des jeweiligen Indoliumsalzes 7a — 7k
zusammen mit 300 pmol (1 eq.) Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL
AcOH und 1 mL Ac,O versetzt. Dieser Losung werden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die
Suspension anschliefend unter Mikrowellenbestrahlung bei 756 W und 110 °C 15 min zur
Reaktion gebracht.

Nach Ablauf der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit wenig Methanol in einen 100 mL-
Kolben iiberfiihrt, mit einem Lésemittelgemisch, bestehend aus EE und Et,O, versetzt und
der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Um das iiberschiissige KOAc zu entfernen, wird der

Feststoff erneut in wenig Methanol gelsst und mit EE gefillt.

Das erhaltene Rohprodukt wird iiber eine Umkehrphase sdulenchromatographisch gereinigt
(RP18; H,O/TFA = 100:0.1 - H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet.



Experimentalteil

Sulfo-(3-azidopropyl)-pentamethincyanin (9a)

In einem Mikrowellengefil wurden 100 mg (310 pmol, 1eq.) 1-(3-Azidopropyl)-2,3,3-

trimethylindolium-5-sulfonat  (7a) zusammen mit 170mg (310 pmol, 1eq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, siulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 165 mg (225 pmol, 72 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;H3N:;OsS;5 (733.87 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): &= 8.33 (s (nach vollstindigem Austausch der o- und y-
Protonen mit Deuteriumionen), 1H, H-B), 8.31 (s (nach vollstindigem Austausch der a- und
y-Protonen mit Deuteriumionen), 1H, H-B), 7.91-7.87 (m, 4H, H-4, H-6), 7.43 ,
] =89 Hz, 1H, H-7), 7.34 (d, °J = 8.9 Hz, 1H, H-7), 6.73 (dd, °J = 12.2 Hz, 1H, H-y), 6.47
(d, °J = 13.9 Hz, 1H, H-a), 6.36 (d, °J = 13.4 Hz, 1H, H-00), 4.21-4.18 (m, 4H, H-1’, H-1"),
3.52 (t, °J = 6.1 Hz, 2H, H-3"), 2.93 (t, °J = 6.5 Hz, 2H, H-4"), 2.04 (tt, °J = 6.7 Hz, 2H, H-
92”), 1.98-1.97 (m, 4H, H-2', H-3), 1.76 (s, 6H, H-3""), 1.75 (s, 6H, H-3"") ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD): 5= 175.9 (C-2), 174.7 (C-2), 156.7 (C-B), 155.9 (C-B), 145.0
(C-7a), 144.8 (C-7a), 143.4 (C-5), 143.0 (C-5), 142.8 (C-3a), 142.5 (C-3a), 128.1 (2C, C-6),
128.0 (Cy), 121.3 (2C, C4), 111.9 (C-7), 111.3 (C-7), 104.6 (2C, C-av), 51.7 (C-4"), 50.7 (C-
3), 50.4 (C-3), 49.7 (C-3"), 45.1 (C-1"), 42.5 (C-1"), 27.9 (C-3""), 27.8 (C-3""), 27.5 (C-2"),
27.1 (C-2)), 23.4 (C-3’) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C5;H3N;O00S;” [M—H]™: 732.1837; gefunden: 732.1836
(A =0.2 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(6-azidohexyl)-pentamethincyanin (9b)

In einem Mikrowellengef’dﬁ wurden 209 mg (673 pmol, 1 eq.) 1—(6—Azidohexyl)—2,3,5—

trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7a) zusammen mit 314mg (573 pmol, 1leq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 316 mg (407 pmol, 71 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.;N:;OS;5 (775.95 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeCN-d./D,O = 3:1): 5=8.33 (d, °J = 12.5 Hz, 2H, H-B), 7.80 (d,
‘7 = 1.7 Hz, 1H, H4), 7.79 (d, 7 = 1.7 Hz, 1H, H4), 7.75 (dd, °J = 8.4 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H,
H-6), 7.75 (dd, °J = 84 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.31 (d, °J = 8.4 Hz, 1H, H-7), 7.24 (d,
5] =84 Hz, 1H, H-7), 6.58 (dd, °J = 12.5 Hz, 1H, H-), 6.26 (d, °J = 13.5 Hz, 1H, H-), 6.24
(d, °J = 13.5 Hz, 1H, H-a), 4.00-3.97 (m, 4H, H-1’, H-1"), 3.24 (t, °J = 6.1 Hz, 2H, H-6"),
2.81 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, H-4"), 1.82-1.80 (m, 4H, H-2, H-3"), 1.72 (tt, °J = 7.3 Hz, 2H, H-
27, 1.66 (s, 12H, H-3"), 1.51 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, H-5"), 1.36-1.35 (m, 4H, H-3", H-4")
ppm.

15C-NMR (150 MHz, MeCN-d./D,O = 3:1): 5= 174.9 (2C, C-2), 155.5 (C-B), 155.4 (C-p),
144.7 (C-7a), 144.7 (C-7a), 142.5 (C-3a), 142.4 (C-3a), 142.3 (C-5), 142.1 (C-5), 127.6 (C-6),
127.5 (C-6), 126.5 (C-y), 120.8 (C-4), 120.7 (C-4), 111.9 (C-7), 111.7 (C-7), 104.5 (2C, C-av),
51.9 (C-6"), 51.4 (C4"), 50.2 (C-3), 50.1 (C-3), 44.9 (C-1"), 44.8 (C-1), 29.5 (C-5"), 27.7 (C-
2”), 27.6 (C-3""), 27.6 (C-3""), 26.9 (C-3"), 26.7 (C-4"), 26.6 (C-2’), 22.9 (C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs;sHN;OS;- [M—H]™: 774.2307; gefunden: 774.2284
(A =2.9 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(9-azidononyl)-pentamethincyanin (9¢)

In einem Mikrowellengeféﬁ wurden 127 mg (310 pmol, 1eq.) 1—(9—Azidononyl)—2,3,5—
trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7a) zusammen mit 171mg (310 pmol, 1leq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 179 mg (219 pmol, 70 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;sH; N;O0S;5 (818.03 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD): 5= 28.31 (d, °J = 12.1 Hz, 2H, H-B), 7.89-7.87 (m, 4H, H-4,
H-6),7.39 (d, °J =88 Hz, 1H, H-7), 7.33 (d, °J = 8.2 Hz, 1H, H-7), 6.72 (dd, °J = 12.5 Hz,
1H, H«), 642 (d, °J=13.7 Hz, 1H, H-o), 6.35 (d, °J=13.6 Hz, 1H, H-a), 4.16 (t,
5] = 6.8 Hz, 2H, H-1"), 4.13 (t, °J = 7.5 Hz, 2H, H-1"), 3.27 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, H-9"), 2.92
(t,%] = 7.0 Hz, 2H, H-4’), 1.98-1.97 (m, 4H, H-2, H-3"), 1.81 (tt, °J = 7.5 Hz, 2H, H-2"), 1.76
(s, 6H, H-3"), 1.75 (s, 6H, H-3"), 1.56 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, H-8"),1.47-1.43 (m, 2H, H-3"),
1.42-1.39 (m, 2H, H-4"), 1.38-1.35 (m, 2H, H-7"), 1.34-1.33 (m, 4H, H-5", H-6") ppm.

15C-NMR (150 MHz, MeOD): &= 175.3 (C-2), 175.2 (C-2), 156.3 (C-B), 156.0 (C-B), 145.0
(C-7a), 144.9 (C-7a), 143.2 (C-5), 143.1 (C-5), 142.6 (C-3a), 142.6 (C-3a), 128.1 (C-6), 128.0
(C-6), 127.9 (Cy), 121.3 (C-4), 121.3 (C4), 111.7 (C-7), 111.6 (C-7), 105.5 (C-0r), 105.3 (C-
), 52.4 (C9"), 51.6 (C4"), 50.5 (2C, C-3), 45.1 (C-1"), 45.0 (C-1"), 30.4 (1C, C-5"/ C-6"),
30.2 (C4"), 30.0 (1C, C-5"/ C-6"), 29.8 (C8”), 28.4 (C-2"), 27.8 (C-3"), 27.7 (C-7"), 27.6
(C-3"), 27.1 (C-2)), 23.4 (C-3) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs3HsN;OoS;” [M—H]™: 816.2776; gefunden: 816.2787
(A =14 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(3-(trifluoracetamido)propyl)-pentamethincyanin (9d)

In einem Mikrowellengefif wurden 100mg (255 pmol, leq.) 1-(3-(2,2,2-

trifluoracetamido)propyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7d) zusammen mit 139 mg
(255 pmol, 1 eq.) Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL AcOH und 1 mL

Ac,O versetzt. Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension
anschlieflend unter Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion

gebracht. Die Aufarbeitung, sdulenchromatographische Trennung und Isolierung des

Produkts erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 197 mg (245 pmol, 96 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: CssHF5N50,,S; (803.88 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 6=8.33 (d, %/ =12.5 Hz, 1H, H-B), 8.30 (d,
3] = 12.6 Hz, 1H, H-B), 7.91-7.86 (m, 4H, H-4, H-6), 7.43 (d, °J = 8.9 Hz, 1H, H-7), 7.29 (d,
3] = 8.3 Hz, 1H, H-7), 6.72 (dd, °J = 12.4 Hz, 1H, H-y), 6.46 (d, °J = 13.9 Hz, 1H, H-0)), 6.31
d, °J=13.6 Hz, 1H, H-a), 4.19 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, H-1'), 4.15 (t, °J = 7.5 Hz, 2H, H-1"),
344 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, H-3"), 2.91 (t, °J = 7.0 Hz, 2H, H-4"), 2.07 (tt, °J = 7.4 Hz, 2H, H-
2”), 2.00-1.95 (m, 4H, H-2', H-3"), 1.76 (s, 6H, H-3""), 1.75 (s, 6H, H-3"") ppm.

15C-NMR (150 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 176.2 (C-2), 174.4 (C-2), 159.2 (C-4"), 156.9
(C-B), 155.9 (C-B), 144.9 (C-7a), 144.7 (C-7a), 143.5 (C-5), 142.9 (C-5), 142.8 (C-3a), 142.4
(C-3a), 128.1 (2C, C-6), 128.0 (Cy), 121.4 (C4), 121.3 (C4), 117.5 (C-5"), 112.0 (C-7),
111.0 (C-7), 106.0 (C-a), 104.7 (C-a), 51.6 (C-4"), 50.8 (C-3), 40.3 (C-3), 45.2 (C-1"), 42.6
(C-17), 38.2 (C-3"), 27.9 (C-3"), 27.8 (C-3"), 27.5 (C-2"), 27.1 (C-2’), 23.4 (C-3") ppm.

YF-NMR (376 MHz, MeOD/ D,O = 3:1, doppelter Signalsatz): 6= 76.49, 76.44 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsH3sF3N;0,0S5* [M—2H]27: 400.58412; gefunden:
400.58434 (A = 0.55 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(6-(trifluoracetamido)hexyl)-pentamethincyanin (9e)

HN- P
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In einem Mikrowellengefif wurden 100mg (230 pmol, leq.) 1-(6-(2,2,2-

trifluoracetamido)hexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7e) zusammen mit 126 mg
(230 pmol, 1 eq.) Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL AcOH und 1 mL

Ac,O versetzt. Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension
anschlieflend unter Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion

gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 175 mg (207 pmol, 90 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: Cs;;HsF5N50,,S;5 (845.96 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 8.30 (d,°J = 12.4 Hz, 2H, H-B), 7.91-7.87 (m,
4H, HA4, H-6), 7.40 d, °J=9.2 Hz, 1H, H-7), 7.35 (d, °J = 84 Hz, 1H, H-7), 6.73 (dd,
5] =124 Hz, 1H, Hy), 6.42 d, °J = 13.7 Hz, 1H, H-0), 6.35 (d, °J = 13.7 Hz, 1H, H-a),
4.17-4.11 (m, 4H, H-1', H-1"), 3.28 (t, *J = 7.1 Hz, 2H, H-6"), 2.93 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, H-
4%, 1.98-1.96 (m, 4H, H-2', H-3"), 1.80 (tt, °J = 7.6 Hz, 2H, H-2"), 1.75 (s, 12H, H-3"), 1.60
(tt,°J = 7.2 Hz, 2H, H-5"), 1.63-1.47 (m, 2H, H-3"), 1.45-1.38 (m, 2H, H-4") ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 175.2 (C-2), 175.2 (C-2), 15689 (C-7"), 156.3
(C-B), 156.1 (C-B), 145.0 (C-7a), 144.9 (C-7a), 143.1 (2C, C-5), 142.7 (C-3a), 142.6 (C-3a),
128.1 (2C, C-6), 128.0 (Cy), 121.3 (2C, C-4), 117.6 (C-8"), 111.7 (C-7), 111.6 (C-7), 105.3
(2C, C-0), 51.7 (C-4"), 50.5 (C-3), 50.5 (C-3), 45.0 (C-1"), 44.9 (C-1"), 40.5 (C-6"), 29.7 (C-
5", 28.3 (C-2"), 27.8 (2C, C-3"), 274 (C-4"), 27.3 (C-3"), 27.0 (C-2"), 23.4 (C-3") ppm.

YF-NMR (376 MHz, MeOD/ D,O = 3:1): 6= 77.24 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsHuF3N;0,0S:5 [M—2H]27: 421.60759; gefunden:
421.60822 (A = 1.48 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(3-cyanopropyl)-pentamethincyanin (9f)

In einem Mikrowellengefifl wurden 24.2 mg (78.3 pmol, 1 eq.) 1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-
trimethylindolium-5-sulfonat  (7f) zusammen mit 42.8mg (78.3 pmol, 1leq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 0.5 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 250 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflfend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 52.0 mg (72.4 pmol, 92 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H3N;04S;5 (717.87 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 6=8.35 (d, %/ = 12.4 Hz, 1H, H-B), 8.30 (d,
5] = 12.7 Hz, 1H, H-B), 7.91-7.86 (m, 4H, H-4, H-6), 7.45 (d,°J = 8.9 Hz, 1H, H-7), 7.34 (d,
5] =84 Hz, 1H, H-7), 6.74 (dd, °J = 12.4 Hz, 1H, H~), 6.50 (d, °J = 13.8 Hz, 1H, H-a), 6.35
(d, %] = 134 Hz, 1H, H-0)), 4.21 (t, °J = 7.1 Hz, 4H, H-1’, H-1"), 2.93 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, H-
4", 2.66 (t,°J = 7.1 Hz, 2H, H-3"), 2.15 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, H-2"), 1.98-1.97 (m, 4H, H-2',
H-3), 1.76 (s, 12H, H-3"") ppm.

15C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): 5= 174.0 (C-2), 172.6 (C-2), 155.1 (C-B), 154.2 (C-p),
144.9 (C-5), 144.4 (C-5), 142.5 (C-7a), 142.3 (C-7a), 141.0 (C-3a), 140.6 (C-3a), 126.3 (2C,
C-6), 126.2 (C-y), 120.4 (C-4"), 120.0 (2C, C4), 110.9 (C-7), 109.9 (C-7), 104.6 (C-a), 103.2
(C-), 50.7 (C4"), 49.3 (C-3), 48.9 (C-3), 43.7 (C-1"), 42.5 (C-1"), 27.3 (C-3'"), 27.2 (C-3""),
26.0 (C-2)), 23.0 (C-2"), 22.1 (C-3"), 14.0 (C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C53H5N;O0S;7 [M—H]™: 716.1776; gefunden: 716.1792
(A =2.3 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(5-cyanopentyl)-pentamethincyanin (9g)

In einem Mikrowellengefifl wurden 100 mg (299 pmol, 1eq.) 1-(5-Cyanopentyl)-2,3,3-
trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7f) zusammen mit 163 mg (299 pmol, 1eq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 211 mg (283 pmol, 95 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.3:N;04S;5 (745.92 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5= 8.32-8.29 (m, 2H, H-), 7.89-7.87 (m, 4H,
HA, H6), 740 (d, °J=89Hz, 1H, H7), 7.35 (d, *J=82Hz, 1H, H7), 6.75 (dd,
5] =12.5 Hz, 1H, H-y), 6.43 (d, °J = 13.8 Hz, 1H, H-a), 6.37 (d, °J = 13.7 Hz, 1H, H-a),
4.18-4.14 (m, 4H, H-1', H-1"), 291 (t, *J = 7.1 Hz, 2H, H-4"), 2.48 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, H-
5%, 2.00-1.92 (m, 4H, H-2", H-3"), 1.86 (tt, °J = 7.6 Hz, 2H, H-2"), 1.75 (s, 12H, H-3""), 1.72
(tt, °J = 7.8 Hz, 2H, H-4"), 1.61-1.56 (m, 2H, H-3") ppm.

15C-NMR (150 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 175.5 (C-2), 175.0 (C-2), 156.3 (C-B), 156.0
(C-B), 144.9 (C-7a), 144.8 (C-7a), 143.2 (C-5), 143.0 (C-5), 142.7 (C-3a), 142.6 (C-3a), 128.1
(2C, C-6), 128.0 (Cy), 121.3 (C4), 121.2 (C4), 121.0 (C-6"), 111.8 (C-7), 111.6 (C-7), 105.6
(C-0), 105.2 (C-01), 51.7 (C-4’), 50.6 (C-3), 50.4 (C-3), 45.0 (C-1"), 44.8 (C-1"), 27.9 (C-3™),
27.8 (C-3"), 27.6 (C-2"), 27.1 (C-2’), 26.9 (C-3"), 26.1 (C-4"), 234 (C-3'), 17.2 (C-5”) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C5sHoN;O0S;- [M—H]™: 744.2089; gefunden: 744.2066
(A =3.1 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(3-carboxypropyl)-pentamethincyanin (9h)

In einem Mikrowellengefify wurden 100 mg (307 pmol, 1 eq.) 1-(3-Carboxypropyl)-2,3,3-
trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7h) zusammen mit 168 mg (307 pmol, 1eq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mLL AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 184 mg (250 pmol, 81 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C5;;H.N,O1,S;5 (736.87 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 8.23-8.19 (m, 2H, #-B), 7.93—7.88 (m, 4H, H-
4, H-6),7.38 (d,°] = 8.6 Hz, 1H, H-7), 7.35 (d, °J = 8.7 Hz, 1H, H-7), 6.71 (dd, °J = 12.5 Hz,
1H, Hy), 6.39 (d, °J = 13.0 Hz, 1H, H-a), 6.30 (d, °J = 13.0 Hz, 1H, H-), 4.15 (m, 4H, H-
', H17), 3.02 (t,°J = 7.0 Hz, 2H, H4"), 2.58 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, H-3"), 2.12 (tt, °J = 6.9 Hz,
9H, H-2"), 1.97-1.96 (m, 4H, H-2", H-3'), 1.73 (s, 6H, H-3""), 1.72 (s, 6H, H-3"") ppm.

15C-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 176.9 (C-4"), 174.9 (C-2), 174.3 (C-2), 155.4
(C-B), 155.0 (C-B), 144.6 (C-7a), 144.4 (C-7a), 142.2 (C-3a), 142.0 (C-3a), 140.7 (C-5), 140.5
(C-5), 127.5 (2C, C-6), 127.1 (Cy), 120.6 (2C, C4), 111.5 (C-7), 111.1 (C-7), 104.7 (C-),
104.3 (C-0r), 50.9 (C-4"), 49.8 (C-3), 49.6 (C-3), 44.4 (1C, C-1"/ C-17), 43.7 (1C, C-1/ C-17),
30.8 (C-3"), 27.4 (C-3""), 27.3 (C-3""), 26.2 (C-2’), 22.5 (2C, C-3’, C-2") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;H3N,O,,S;~ [M—H]: 735.1721; gefunden: 735.1691
(A =4.2 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(5-carboxypentyl)-pentamethincyanin (9i)

In einem Mikrowellengefifi wurden 200 mg (567 pmol, 1 eq.) 1-(6-Carboxypentyl)-2,3,3-
trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7h) zusammen mit 309 mg (567 pmol, 1eq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 1 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 500 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 376 mg (492 pmol, 87 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.4N,O1;S;5 (764.92 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 8.22-8.20 (m, 2H, #-B), 7.92—7.89 (m, 4H, H-
4, H-6),7.36 (d,°J = 8.3 Hz, 1H, H-7), 7.32 (d, °J = 84 Hz, 1H, H-7), 6.71 (dd, °J = 12.3 Hz,
1H, H-y), 6.36 (d,*J = 13.5 Hz, 1H, H-a1), 6.31 (d, °J = 13.4 Hz, 1H, H-0), 4.14-4.12 (m, 4H,
H-1', H1"), 3.02 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, H-4"), 2.37 (t, °J = 7.3 Hz, 2H, H-5"), 1.96 (m, 4H, H-
2, H-3), 1.85 (tt, °J = 7.5 Hz, 2H, H-2"), 1.73 (s, 6H, H-3""), 1.72 (s, 6H, H-3""), 1.68 (tt,
3] = 7.6 Hz, 2H, H4"), 1.51-1.43 (m, 2H, H-3") ppm.

15C-NMR (100 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 178.4(C-6"), 174.6 (2C, C-2), 155.2 (2C, C-
B), 144.6 (C-7a), 144.5 (C-7a), 142.1 (2C, C-3a), 140.6 (2C, C-5), 127.5 (2C, C-6), 126.9 (C-
v), 120.6 (2C, C4), 111.3 (2C, C-7), 104.4 (2C, C-a1), 50.9 (C-4"), 49.7 (2C, C-3), 444 (1C,
C-1/C-17), 44.3 (1C, C-1"/ C-17), 33.9 (C-5"), 27.3 (2C, C-3""), 27.2 (C-2"), 26.3 (C-2"), 26.2
(C-3"), 24.7 (C-4"), 22.3 (C-3') ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C5sH3N.011S;~ [M—-H]™: 763.2034; gefunden: 763.2023
(A = 1.5 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(pentinyl)-pentamethincyanin (9j)

In einem Mikrowellengefifl wurden 50.0 mg (164 pmol, 1eq.) 1-(Pentinyl)-2,3,3-
trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7h) zusammen mit 89.5mg (164 pmol, 1eq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 0.5 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 250 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, sidulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 109 mg (152 pmol, 93 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;H.N>,OsS;5 (716.88 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5= 8.36-8.27 (m, 2H, H-B), 7.90-7.86 (m, 4H,
HA, H6), 741 (d, °J=8.8Hz, 1H, H7), 7.36 (d, *J=82Hz, 1H, H7), 6.75 (dd,
5] = 12.4 Hz, 1H, H+), 6.47 (d,%J = 13.7 Hz, 1H, H-0), 6.42 (d, °J = 13.6 Hz, 1H, H-a)), 4.23
(t,°J = 7.3 Hz, 2H, H-1"), 4.18 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-1'), 2.92 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-4"), 2.54
(t,*J = 2.6 Hz, 1H, H-5"), 2.37 (td, °J = 6.7 Hz, *J = 2.6 Hz, 2H, H-3"), 2.00 (tt, °.J = 7.6 Hz,
9H, H-2"), 1.98-1.97 (m, 4H, H-2', H-3'), 1.76 (s, 12H, H-3"") ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5= 175.8 (C-2), 174.8 (C-2), 156.6 (C-B), 155.9
(C-B), 145.0 (C-7a), 144.8 (C-7a), 143.4 (C-5), 143.0 (C-5), 142.8 (C-3a), 142.5 (C-3a), 128.1
(2C, C-6), 128.0 (Cy), 121.3 (2C, C4), 111.9 (C-7), 111.3 (C-7), 105.9 (C-ar), 105.0 (C-av),
83.8 (C-4"), 71.5 (C-5"), 51.6 (C-4"), 50.7 (C-3), 50.4 (C-3), 45.1 (C-1"), 43.8 (C-1"), 27.9 (C-
3"), 27.8 (C-3""), 27.2 (C-2"), 27.1 (C-2"), 23.4 (C-3), 16.5 (C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CssH3N,OsS;~ [M—-H]™: 715.1823; gefunden: 715.1803
(A =2.8 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(hexinyl)-pentamethincyanin (9k)

In einem Mikrowellengeféﬁ wurden 60.0 mg (188 pmol, 1 eq.) 1-(Hexinyl)-2,3,3-

trimethylindolium-5-sulfonat ~ (7k) zusammen mit 103mg (188 pmol, 1leq.)
Sulfotetramethinhemicyanin (8) vorgelegt und mit 0.5 mL. AcOH und 1 mL Ac,O versetzt.

Dieser Lésung wurden 250 mg KOAc hinzugefiigt und die Suspension anschlieflend unter
Mikrowellenbestrahlung bei 75 W und 110 °C 15 min zur Reaktion gebracht.

Die Aufarbeitung, siulenchromatographische Trennung und Isolierung des Produkts

erfolgte nach der allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 122 mg (167 pmol, 89 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.,N,OsS;5 (730.91 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5= 8.32-8.28 (m, 2H, H-), 7.90-7.87 (m, 4H,
HA, H6), 740 (d, °J=8.8Hz, 1H, H7), 7.35 (d, *J=82Hz, 1H, H7), 674 (dd,
5] =12.5 Hz, 1H, H-y), 6.44 (d, °J = 13.7 Hz, 1H, H-0), 6.37 (d, °J = 13.6 Hz, 1H, H-a),
4.17-4.14 (m, 4H, H-1', H-1"), 2.92 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, H4’), 2.32 (t, *J = 2.4 Hz, 1H, H-
6”), 2.30 (td, °J = 6.8 Hz, *J = 2.3 Hz, 2H, H-4"), 1.98-1.89 (m, 6H, H-2, H-3', H-2"), 1.76
(s, 12H, H-3""), 1.67 (tt, °J = 6.8 Hz, 2H, H-3"), ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 175.5 (C-2), 174.9 (C-2), 156.5 (C-B), 156.0
(C-B), 145.0 (C-7a), 144.8 (C-7a), 143.2 (C-5), 143.1 (C-5), 142.7 (C-3a), 142.6 (C-3a), 128.1
(C-6), 128.0 (C-6), 127.9 (Cy), 121.5 (C4), 121.5 (C-4), 111.8 (C-7), 111.5 (C-7), 105.6 (C-
), 105.2 (C-ar), 84.3 (C-5"), 70.6 (C-6"), 51.6 (C-4"), 50.6 (C-3), 50.5 (C-3), 45.0 (C-1"), 44.6
(C-17), 27.9 (C-3"), 27.8 (C-3"), 27.2 (C-2"), 27.1 (C-2)), 26.6 (C-3"), 23.4 (C-3"), 18.6 (C-
4”) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CssH.qN,00S5~ [M—H]": 729.1980; gefunden: 729.2001
(A = 2.9 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Sulfo-(3-aminopropyl)-pentamethincyanin (10a)

100 mg (124 pmol, 1eq.) Sulfo-(3-(trifluoracetamido)propyl)-pentamethincyanin (9d)
wurden mit 1 mL 6 M HCI und 2 mL EtOH versetzt und unter Mikrowellenbestrahlung
30 min bei 150 W und 110 °C hydrolysiert.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit EE und Et,O versetzt und der
ausgefallene Feststoff abfiltriert. Das Rohprodukt wurde iiber eine Umkehrphase
sdulenchromatographisch gereinigt (RP18; H,O/TFA =100:0.1 - H,O/MeCN/TFA =

50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 75.8 mg (107 pmol, 86 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;H. 1 N;O,S; (707.87 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, D,0O/MeOD = 4:0.1): &=8.06-7.99 (m, 2H, H-B), 7.84 (d,
‘7 =14 Hz, 1H, HA), 7.82 (d, *J = 1.4 Hz, 1H, H4),7.77 (d, °J = 8.3 Hz, 2H, H-6), 7.34 (d,
5] = 8.3 Hz, 1H, H-7), 7.24 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 6.57 (dd, °J = 12.5 Hz, 1H, H=), 6.33
(d, °J =13.9 Hz, 1H, H-a), 6.16 (d, °J = 13.6 Hz, 1H, H-0), 4.12-4.08 (m, 4H, H-1", H-1"),
3.12 (t, "7 = 7.9 Hz, 2H, H-3"), 2.97 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, H4"), 2.14 (tt, °J = 7.7 Hz, 2H, H-
927, 1.94 (tt, °J = 7.4 Hz, 2H, H-2'), 1.86 (tt, °J = 7.3 Hz, 2H, H-3'), 1.63 (s, 6H, H-3""), 1.61
(s, 6H, H-3"") ppm.

15C-NMR (150 MHz, D,O/MeOD = 4:0.1): 5= 176.2 (C-2), 173.7 (C-2), 156.3 (C-B), 155.0
(C-B), 145.0 (C-7a), 144.8 (C-7a), 143.0 (C-3a), 142.4 (C-3a), 140.7 (C-5), 139.8 (C-5), 127.5
(2C, C-6), 127.2 (Cy), 120.8 (C4), 120.7 (C-4), 112.3 (C-7), 111.1 (C-7), 105.9 (C-ar), 103.9
(C-0), 51.3 (C-4"), 50.4 (C-3), 49.7 (C-3), 44.9 (C-1"), 41.8 (C-1"), 37.8 (C-3"), 27.9 (C-3™),
927.6 (C-3""), 26.6 (C-2’), 25.6 (C-2”), 22.6 (C-3’) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C5xH4N;OsS;~ [M—-H]™: 706.1932; gefunden: 706.1939
(A =0.9 ppm).



Experimentalteil

Sulfo-(6-aminohexyl)-pentamethincyanin (10b)

100 mg (118 pmol, 1eq.) Sulfo-(6-(trifluoracetamido)hexyl)-pentamethincyanin  (9e)
wurden mit 1 mL 6 M HCI und 2 mL EtOH versetzt und unter Mikrowellenbestrahlung
30 min bei 150 W und 110 °C hydrolysiert.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit EE und Et,O versetzt und der
ausgefallene Feststoff abfiltriert. Das Rohprodukt wurde iiber eine Umkehrphase
sdulenchromatographisch gereinigt (RP18; H,O/TFA =100:0.1 - H,O/MeCN/TFA =

50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 82.3 mg (110 pmol, 93 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.;N;04S;5 (749.95 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5=8.23-8.21 (m, 2H, H-), 7.88-7.85 (m, 4H,
HA, H6), 738 (d, °J=8.6Hz, 1H, H-7), 7.33 (d, *J=84Hz, 1H, H7), 674 (dd,
5] = 12.5 Hz, 1H, H-y), 6.41 (d, %] = 13.7 Hz, 1H, H-0), 6.36 (d, °J = 13.6 Hz, 1H, H-a), 4.15
(t,%] = 6.9 Hz, 2H, H-1), 4.13 (t,°J = 7.1 Hz, 2H, H-1"), 2.94 (t, °J = 7.8 Hz, 2H, H-6"), 2.93
(t,%] = 7.2 Hz, 2H, H-4’), 1.98-1.93 (m, 4H, H-2’, H-3"), 1.83 (tt, °J = 7.5 Hz, 2H, H-2"), 1.73
(s, 12H, H-3""), 1.66 (tt, °J = 7.5 Hz, 2H, H-5"), 1.47-1.45 (m, 4H, H-3", H4"") ppm.

15C-NMR (100 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 175.3 (C-2), 175.0 (C-2), 155.9 (C-B), 155.7
(C-B), 145.0 (C-7a), 144.8 (C-7a), 142.7 (C-3a), 142.6 (C-3a), 142.3 (C-5), 142.2 (C-5), 128.0
(C-6), 127.9 (C-6), 127.8 (C-y), 121.2 (C4), 121.1 (C4), 111.8 (C-7), 111.7 (C-7), 105.3 (C-
), 105.1 (C-0), 51.6 (C-4"), 50.3 (C-3), 50.3 (C-3), 44.8 (2C, C-1', C-17), 40.5 (C-6"), 28.1
(C-5"), 28.0 (C-2"), 27.9 (2C, C-3""), 27.0 (1C, C-3"/ C-4"), 26.9 (C-2"), 26.9 (1C, C-3"/ C-
4, 23.2 (C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CssHxN;OoS;7 [M—H]™: 748.2402; gefunden: 748.2378
(A =1.9 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

7.2.2 Synthese der Triemitter
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Experimentalteil

Tripropargylpentaerythritol (11)
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20.0 g (147mmol, 1 eq.) Pentaerythritol wurden zusammen mit 57.7 g (1.03 mol, 7 eq.)
KOH in einem 500 mL Kolben vorgelegt, in 100 mL DMSO und 200 mL H,O suspendiert
und 30 min geriihrt. Anschlieflend wurden unter Eiskiihlung 175 g (111 mL, 80 % (w/w) in

OH

Toluol, 1.18 mol, 8 eq.) Propargylbromid dazugegeben und das Gemisch 7 d bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit Et,;O versetzt, die organische
Phase abgetrennt und die wissrige Phase mit Et,O extrahiert (3 x 50 ml). Die org. Phasen
wurden 2 x mit 20 mL. H,O gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Lésemittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieffend iiber Kieselgel gereinigt (Pentan —
Pentan/Et,O = 1:1).

Ausbeute: 31.2 g (125 mmol, 85 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C,sH50; (250.29 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=4.13 (d, *J = 2.4 Hz, 6H, H4), 3.70 (s, 2H, H-1), 3.57 (s,
6H, H-3), 2.45 (t, *J = 2.4 Hz, 3H, H-6) ppm.

C-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 79.8 (C-5), 74.6 (C-6), 70.3 (C-3), 65.2 (C-1), 58.9 (C-4),
44.8 (C-2) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C,sH3sNaO,* [M+Na]*: 273.10973; gefunden: 273.10956
(A =0.61 ppm).



7.2 Synthesevorschriften
3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propoxy (tert-butyl)dimethylsilan (12)
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10.0 g (40.0 mmol, 1eq.) Tripropargylpentaerythritol (11) wurden in einem 250 mL
Schlenkkolben vorlgelegt und in 40 mL DMF (wasserfrei) gelgst. Unter Eiskiithlung wurden
tropfenweise zunichst 41.6 mL (6.95 g, 41.6 mmol, 1 M in THF, 1.04 eq.) einer Lithium-
bis (trimethylsilyl)amid-Losung und anschliefend 10.1 g (9.28 mL, 40.0 mmol, 1 eq.) (3-
Brompropoxy)-tert-butyldimethylsilan dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 6 h bei
70 °C geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde DMF im Vakuum entfernt, der Riickstand mit H,O
versetzt und mit EE extrahiert (5 x 50 mL). Die organische Phase wurde 2 x mit 20 mL H,O
gewaschen, iiber Na,SO; getrocknet und das Lésemittel unter vermindertem Druck

entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieffend iiber Kieselgel gereinigt (Pentan —
Pentan/Et,O = 1:0.2).

Ausbeute: 11.0 g (26.0 mmol, 65 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: Cy;H330;5Si1 (422.64 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5=4.08 (d, 7 = 2.4 Hz, 6H, H-7), 3.67 (t, °J = 6.4 Hz, 2H,
H-1), 3.48 (s, 6H, H-6), 3.43 (t, °J = 6.2 Hz, 2H, H-3), 3.36 (s, 2H, H-4), 2.38 (t, *J = 2.4 Hz,
3H, H9), 1.72 (tt, °J = 6.3 Hz, 2H, H-2), 0.87 (s, 9H, H-3"), 0.02 (s, 6H, H-1") ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 80.2 (C-8), 74.2 (C-9), 69.4 (C-4), 69.3 (C-6), 68.1 (C-3),
60.2 (C-1), 58.8 (C-7), 45.0 (C-5), 33.0 (C-2), 26.0 (C-3"), 18.4 (C-2)), = 5.2 (C-1’) ppm.

HRMS (APCI): m/z berechnet fiir CysH3O,Si" [M+H]": 423.2561; gefunden: 423.2573
(A =2.7 ppm).
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3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propanol (13)
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3.80 g (8.99 mmol, 1 eq.) 3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propoxy(fert-butyl)dimethylsilan
(12) wurden in 10 mL. THF (wasserfrei) gelést und mit 10.8 mL TBAF-Lésung (2.82 g,
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10.8 mmol, 1 M in THF, 1.2 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT geriihrt

und nach Ablauf der Reaktion das Lésemittel im Vakuum entfernt.

Der Riickstand wurde mit H,O versetzt und mit EE extrahiert (6 x 50 mL). Die organischen
Phasen wurden vereint, 2 x mit 20 mL bidest. H,O gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieflend iiber Kieselgel

gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 3:2).

Ausbeute: 1.07 g (3.47 mmol, 39 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C,;H»,05 (308.37 g/mol).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl;): §=4.09 (d, *J = 2.4 Hz, 6H, H-7), 3.72 (t, °J = 5.8 Hz, 2H,
H-1), 3.57 (t,°J = 5.6 Hz, 2H, H-3), 3.48 (s, 6H, H-6), 3.42 (s, 2H, H-4), 2.40 (t, *J = 2.4 Hz,
3H, H-9), 1.78 (tt, °J = 5.6 Hz, 2H, H-2) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 80.0 (C-8), 74.4 (C-9), 71.1 (C-3), 70.6 (C-4), 69.4 (C-6),
62.2 (C-1), 58.7 (C-7), 44.7 (C-5), 31.9 (C-2) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;;HssNaO5* [M+Na]*: 331.1516; gefunden: 331.1532
(A =4.8 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

3-(Tripropargylpentaerythrityl)-brompropylether (14)
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1.07 g (3.47 mmol, 1 eq.) 3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propanol (13) wurden in einem
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50 mL Schlenkkolben vorgelegt und in 30 mL trockenem DCM gelsst. Zu dieser Lisung
wurden unter Eiskithlung zunichst 1.73 g (5.20 mmol, 1.5 eq.) Tetrabromkohlenstoff und
anschlieBend portionsweise 1.37 g (5.20 mmol. 1.5 eq.) Triphenylphosphan zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 18 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde DCM im Vakuum entfernt, der Riickstand in wenig Et,O

aufgenommen und mit Cyhex versetzt. Das ausgefallene Triphenylphosphanoxid wurde
abfiltriert und das Losemittel des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wurde anschlieffend iiber Kieselgel gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 1:0.2).

Ausbeute: 1.28 g (3.45 mmol, 99 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C,;H»;BrO; (371.27 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=4.10 (d, *J = 2.4 Hz, 6H, H-7), 3.51-3.47 (m, 10H, H-3,
H-6, H-1), 3.40 (s, 2H, H-4), 2.40 (t, *J = 2.4 Hz, 3H, H-9), 2.06 (m, 2H, 4-2) ppm.

15C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 80.1 (C-8), 74.3 (C-9), 69.4 (C-4), 69.1 (C-6), 68.7 (C-3),
58.8 (C-7), 45.0 (C-5), 32.9 (C-2), 30.9 (C-1) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci;;Hy;BrNaO,® [M+Na]™: 393.06719; gefunden:
393.06634 (A = 2.17 ppm).
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(Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoeséuremethylester (15)
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In ecinem Mikrowellengefi wurden 250 mg (144 mmol, 1eq.) Natrium-4-
(methoxycarbonyl)phenolat und 800 mg (2.15 mmol, 1.5 eq.) Tripropargylpentaerythrityl-
brompropylether (14) in 2 mL trockenem DMF gel6st und unter Mikrowellenbestrahlung
(125 W, 130 °C) 2 h zur Reaktion gebracht. Anschlieffend wurde das Reaktionsgemisch mit
H,O versetzt und mit EE extrahiert (3 x 30 mL). Die organischen Phasen wurden vereint,
mit gesittigter NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Na,SOy getrocknet. Das Losemittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt iiber Kieselgel gereinigt
(Pentan — Pentan/Et,O = 3:2).

Ausbeute: 415 mg (938 pmol, 65 %) eines farblosen viskosen Ols, das mit der Zeit

auskristallisiert.

Summenformel: Cy;H5,0; (442.51 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6=7.92 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, H#-3), 6.87 (d, °J = 9.0 Hz, 2H,
H-4),4.05 (t,°J = 6.4 Hz, 2H, H-6), 4.04 (d, *J = 2.4 Hz, 6H, H-12), 3.82 (s, 3H, H-1)), 3.53
(t, °J = 6.0 Hz, 2H, H-=), 3.45 (s, 6H, H-11), 3.37 (s, 2H, H-9), 2.36 (t, *J = 2.4 Hz, 3H, H-
14), 1.98 (tt, °J = 6.2 Hz, 2H, H-7) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCly): 5= 166.8 (C-1), 162.8 (C-5), 131.6 (C-3), 122.4 (C-2), 114.1
(C-4), 80.0 (C-13), 74.2 (C-14), 69.3 (C-9), 69.0 (C-11), 67.5 (C-8), 65.1 (C-6), 58.7 (C-12),
51.8 (C-1"), 44.9 (C-10), 29.4 (C-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CosH3NaO;* [M+Na]*: 465.18837; gefunden: 465.18858
(A = 0.44 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

(Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoeséure (16)
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150 mg (339 pmol, 1eq.) (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiuremethylester
(16) wurden in 5 mL THF vorgelegt und mit 5 mL 1 M KOH-Lésung versetzt. Das Gemisch
wurde anschlieffend 1 h bei 115 °C hydrolysiert.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die Lésung mit konz. HCl auf pH = 1 gebracht und mit
DCM extrahiert (3 x 30 mL). Die organischen Phasen wurden vereint, mit gesittigter NaCl-

Lsg. gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Das Lésemittel wurde im Vakuum entfernt

und das Rohprodukt iiber Kieselgel gereinigt (DCM/MeOH = 10:0.2).
Ausbeute: 120 mg (280 pmol, 83 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C,sH250; (428.48 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5= 8.04 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, H-3), 6.94 (d, °J = 8.9 Hz, 2H,
H-4),4.13 (t,°J = 6.4 Hz, 2H, H-6), 4.09 (d, *J = 2.4 Hz, 6H, H-12), 3.58 (t, °J = 6.1 Hz, 2H,
H-8), 3.50 (s, 6H, H-11), 3.43 (s, 2H, H-9), 2.39 (t, *J = 2.4 Hz, 3H, H-14), 2.04 (tt,
3] = 6.2 Hz, 2H, H-7) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6=172.0 (C-1), 163.6 (C-5), 132.4 (C-3), 121.6 (C-2), 114.3
(C4), 80.1 (C-13), 74.3 (C-14), 69.4 (C-9), 69.1 (C-11), 67.6 (C-8), 65.3 (C-6), 58.8 (C-12),
45.0 (C-10), 294 (C-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CosHysNaO;* [M+Na]*: 451.17272; gefunden: 451.17342
(A = 1.54 ppm).
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von dreifachen Multiemittern mithilfe der Cu*
katalysierten [3+2]-Cycloaddition (CuAAC)

5.00 mg (11.7 pmol, 1 eq.) (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiure (16) werden
zusammen mit 5.02 mg (35.0 pmol, 3 eq.) CuBr, 15.2 mg (35.0 pmol, 3 eq.) THPTA und
3 eq. (35.0 pmol) des entsprechenden Azid-funktionalisierten Cyaninfarbstoffs (9a: 25.7 mg,
9b: 27.2 mg, 9c: 28.6 mg) vorgelegt und in einem Lésemittelgemisch bestehend aus 200 pL
DMSO und 200 pL H,O gelsst. Diese Losung wird 2 h bei 60 °C geriihrt und anschlieend
ohne weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt

(RP18; H,O/TFA = 100:0.1 - H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen werden vereint und gefriergetrocknet.



7.2 Synthesevorschriften

Tri((propyl)Cy5)emitter (17a)

5.00 mg (11.7 pmol, 1 eq.) (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiure (16) wurden
zusammen mit 5.02 mg (35.0 pmol, 3 eq.) CuBr, 15.2 mg (35.0 pmol, 3 eq.) THPTA und
95.7 mg (35.0 pmol, 3 eq.) Sulfo-(3-Azidopropyl)-pentamethincyanin (9a) vorgelegt und in
einem Losemittelgemisch bestehend aus 200 L. DMSO und 200 pL H,O gelsst. Diese
Losung wurde 2 h bei 60 °C geriihrt und anschliefend ohne weitere Aufarbeitung iiber eine
Umkehrphase  siulenchromatographisch ~ gereinigt (RP18; H,O/TFA = 100:0.1 —
H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint

und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 28.4 mg (10.8 pmol, 92 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: Ci5H45N1503:Ss (2630.09 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD/D.O = 3:1): 5=8.23-8.21 (m, 3H, H-), 8.15-8.12 (m, 3H,
H-B), 8.03 (s, 3H, H-14), 7.90-7.89 (m, 6H, H-4"), 7.82-7.79 (m, 8H, H-6", H-3), 7.43 (d,
5] =89 Hz, 3H, H-7"), 7.08 (d, °J = 8.3 Hz, 3H, H-7"), 6.85 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, H-4), 6.68
(dd, %/ = 12.5 Hz, 3H, H-y), 6.45 (d, °J = 13.8 Hz, 3H, H-), 6.14 (d, °J = 13.2 Hz, 3H, H-o0),
4.54-4.51 (m, 12H, H-15, H-12), 4.18 (bt, 6H, -1’), 4.06 (bt, 6H, H-17), 3.97 (t,°J = 6.1 Hz,
9H, H-6), 4.46-4.44 (m, 8H, H-8, H-11), 3.35 (s, 2H, H-9), 2.92 (t, °J = 7.1 Hz, 6H, H-4"),
9.37 (tt, °J = 7.1 Hz, 6H, H-16), 1.99-1.90 (m, 12H, H-2', H-3’), 1.84 (tt, °J = 6.0 Hz, 2H, H-
7), 1.72 (s, 18H, H-3""), 1.64 (s, 18H, H-3"") ppm.
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15CNMR (150 MHz, MeOD/D,O = 3:1): 5= 176.3 (3C, C-2"), 173.8 (3C, C-2"), 169.9
(1C, C-1), 164.1 (1C, C-5), 156.7 (3C, C-B), 155.3 (3C, C-B), 145.7 (3C, C-13), 144.7 (3C,
C-7a), 144.6 (3C, C-7a), 142.9 (3C, C-3a), 142.7 (3C, C-5"), 142.5 (3C, C-3a), 142.1 (3C, C-
5"), 132.9 (1C, C-3), 128.0 (3C, C=y), 127.9 (6C, C-6"/ C-4"), 126.1 (3C, C-14), 123.4 (1C,
C-2), 121.2 (6C, C-6"/ C4"), 115.3 (1C, C4), 112.3 (3C, C-7"), 110.9 (C-7"), 105.9 (3C, C-
a), 104.4 (3C, C-a), 70.0 (1C, C-9), 69.9 (3C, C-11), 68.6 (1C, C8), 66.1 (1C, C-6), 64.8
(3C, C-12), 51.7 (3C, C4"), 50.7 (3C, C-3"), 50.0 (3C, C-3"), 48.9 (3C, C-15), 46.3 (1C, C-
10), 45.1 (3C, C-1"), 42.1 (3C, C-17), 30.0 (1C, C-7), 28.0 (9C, C-3""/ C-16), 27.8 (6C, C-3""),
27.1 (3C, C-2’), 23.2 (3C, C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cio0H 30N 505:8:°” [M—6H]"": 436.95214; gefunden:
436.95345 (A = 3.00 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Tri((hexyl)Cy5)emitter (17b)

5.00 mg (11.7 pmol, 1 eq.) (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiure (16) wurden
zusammen mit 5.02 mg (35.0 pmol, 3 eq.) CuBr, 15.2 mg (35.0 pmol, 3 eq.) THPTA und
27.2 mg (35.0 pmol, 3 eq.) Sulfo-(6-azidohexyl)-pentamethincyanin (9b) vorgelegt und in
einem Losemittelgemisch bestehend aus 200 L. DMSO und 200 pL H,O gelsst. Diese
Losung wurde 2 h bei 60 °C geriihrt und anschliefend ohne weitere Aufarbeitung iiber eine
Umkehrphase  saulenchromatographisch ~ gereinigt (RP18; H,O/TFA = 100:0.1 —
H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint

und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 30.5 mg (11.1 pmol, 95 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: Ci5H63N1503:Ss (2756.33 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5=8.19-8.15 (m, 6H, H-B), 8.02 (s, 3H, H-14),
7.90-7.86 (m, 14H, H4", H-6", H-3), 7.36 (d, °J = 8.4 Hz, 3H, H-7"), 7.26 (d, °J = 8.5 Hz,
3H, H-7"), 6.88 (d, °J =88 Hz, 2H, HA4), 6.67 (dd, °J =124 Hz, 3H, H=), 6.35 (d,
=138 Hz, 3H, H-o), 6.30 (d, °J=13.2 Hz, 3H, H-o), 4.53 (s, 6H, H-12), 441 (4,
5] = 6.6 Hz, 6H, H-15), 4.12 (bt, 6H, H-1"), 4.07 (bt, 6H, H-20), 3.99 (t, °J = 5.9 Hz, 2H, H-
6), 3.45-3.42 (m, 8H, H-8, H-11), 3.33 (s, 2H, H-9), 2.99 (bt, °J = 6.8 Hz, 6H, H-4"), 1.93 (m,
12H, 7-2', H-3’), 1.89-1.84 (m, 8H, H-7, H-16), 1.78-1.76 (m, 8H, H-6, H-19), 1.70 (s, 18H,
H-3"), 1.68 (s, 18H, H-3""), 1.44-1.39 (m, 6H, H-18), 1.34-1.30 (m, 6H, Z-17) ppm.
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15C-NMR (150 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 174.7 (3C, C-2"), 174.4 (3C, C-2"), 169.9 (1C,
C-1), 163.5 (1C, C-5), 155.3 (3C, C-B), 155.0 (3C, C-B), 144.6 (3C, C-7a), 144.4 (3C, C-7a),
143.8 (3C, C-13), 142.1 (3C, C-3a), 142.0 (3C, C-3a), 140.6 (6C, C-5"), 132.5 (1C, C-3),
127.5 (3C, C-6"), 127.4 (3C, C-6"), 126.9 (3C, Cy), 125.6 (3C, C-14), 122.4 (1C, C-2), 120.6
(3C, C-4"), 120.5 (3C, C-4"), 114.7 (1C, C4), 1114 (3C, C-7"), 111.2 (C-7"), 104.3 (6C, C-
), 69.4 (3C, C-11), 69.3 (1C, C-9), 68.1 (1C, C-8), 65.5 (1C, C-6), 63.5 (3C, C-12), 51.6 (3C,
C-15), 50.9 (3C, C-4"), 49.7 (3C, C-3"), 49.6 (3C, C-3"), 45.4 (1C, C-10), 44.4 (3C, C-20),
44.3 (3C, C-1"), 29.8 (3C, C-16), 29.1 (1C, C-7), 27.3 (12C, C-3"), 27.3 (4C, C-6, C-19), 26.3
(3C, C-18), 26.2 (3C, C-17), 26.2 (3C, C-2’), 22.3 (3C, C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fur C129H157N15034S967 [M—6H]67: 45797561, gefunden:
457.97674 (A = 2.47 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Tri((nonyl)Cy5)emitter (17¢)
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5.00 mg (11.7 pmol, 1 eq.) (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiure (16) wurden
zusammen mit 5.02 mg (35.0 pmol, 3 eq.) CuBr, 15.2 mg (35.0 pmol, 3 eq.) THPTA und
98.6 mg (35.0 pmol, 3 eq.) Sulfo-(9-azidononyl)-pentamethincyanin (9¢) vorgelegt und in
einem Lésemittelgemisch bestehend aus 200 pL. DMSO und 200 pL. H,O gelsst. Diese
Losung wurde 2 h bei 60 °C geriihrt und anschlieBend ohne weitere Aufarbeitung iiber eine
Umkehrphase  siaulenchromatographisch ~ gereinigt (RP18; H,O/TFA = 100:0.1 —
H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint

und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 21.2 mg (7.35 pmol, 63 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;55H 51 N15034Ss (2882.58 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 8.18-8.16 (m, 6H, H-B), 8.11 (s, 3H, H-14),
7.90-7.86 (m, 14H, HA4", H-6", H-3), 7.35 (d, °J = 8.3 Hz, 3H, H-7"), 7.29 (d, °J = 8.5 He,
3H, H-7"), 6.89 (d, °J =89 Hz, 2H, HA4), 6.66 (dd, °J =124 Hz, 3H, H=), 6.33 (d,
] =15.0 Hz, 3H, H-a), 6.31 (d, °J = 148 Hz, 3H, H-a), 4.57 (s, 6H, H-12), 4.40 (t,
5] = 6.7 Hz, 6H, H-15), 4.11 (bt, 6H, H-1"), 4.08 (bt, 6H, H-23), 4.01 (t, °J = 5.8 Hz, 2H, H-
6), 3.48 (bt, °J = 5.8 Hz, 2H, H-8), 3.43 (s, 6H, H-11), 3.35 (s, 2H, H-9), 2.99 (bt, 6H, H-4"),
1.93-1.88 (m, 14H, #-2', H-3", H-7), 1.81 (m, 6H, H-16), 1.76 (m, 6H, H-22), 1.69 (s, 18H,
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H-3"),1.68 (s, 18H, H-3""), 1.31 (m, 6H, H-21), 1.24 (m, 6H, -20), 1.75 (m, 18H, H-17, H-
18, H-19) ppm.

15C-NMR (150 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 174.5 (6C, C-2"), 169.8 (1C, C-1), 1634 (1C,
C-5), 155.1 (3C, C-B), 155.0 (3C, C-P), 144.5 (3C, C-7a), 144.4 (3C, C-7a), 143.3 (3C, C-13),
142.0 (6C, C-3a), 140.6 (3C, C-5"), 140.5 (3C, C-5"), 132.5 (1C, C-3), 127.4 (3C, C-6"), 127.3
(3C, C-6"), 126.8 (3C, C=y), 125.8 (3C, C-14), 122.4 (1C, C-2), 120.5 (3C, C-4"), 120.5 (3C,
C-4"), 114.7 (1C, C4), 111.4 (6C, C-7"), 104.4 (6C, C-ar), 69.3 (3C, C-11), 69.2 (1C, C-9),
68.2 (1C, C8), 65.5 (1C, C-6), 63.2 (3C, C-12), 52.0 (3C, C-15), 50.9 (3C, C-4"), 49.6 (3C,
C-3"), 49.6 (3C, C-3"), 454 (1C, C-10), 44.5 (3C, C-23), 44.2 (3C, C-1’), 29.8 (3C, C-16),
29.1 (1C, C-7), 29.1 (6C, C-19, C-20), 28.7 (3C, C-17), 27.3 (3C, C-22), 27.3 (6C, C-3""), 27.3
(6C, C-3"), 26.6 (3C, C-21), 26.2 (3C, C-18), 26.1 (3C, C-2’), 22.3 (3C, C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisH;75N15035S:" [M—6H]*": 478.99909; gefunden:
478.99925 (A = 0.34 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Tri((propyl)Cy5)emitter-Tetrazin (18a)
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20.0 mg (7.60 pmol, 1 eq.) Tri((propyl)Cy5)emitter (17a) wurden in 76 pL wasserfreiem
DMF gelsst. Zu dieser Losung wurden unter Eiskiihlung 3.47 mg (9.13 pmol, 1.2 eq.)
HATU und 21.1 pL. NEt; (154 mg, 152 pmol, 20eq.) hinzugegeben. Nach 10 min
Aktivierungszeit wurden 2.38 mg (9.13 pmol, 1.2 eq.) 6-Methyltetrazinamin (Acetat)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschlieffend ohne
weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt (RP18;

H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 16.1 mg (5.72 pmol, 75 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C130H154N2003389 (281531 g/mol)

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci50H 148N20O355S¢°~ [M—6H]67: 467.46728; gefunden:
467.46853 (A = 2.66 ppm).
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Tri((hexyl)Cy5)emitter-Tetrazin (18b)
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92.0 mg (7.98 pmol, 1 eq.) Tri((hexyl)Cy5)emitter (17b) wurden in 80 pL wasserfreiem
DMF gelést. Zu dieser Losung wurden unter Eiskithlung 3.64 mg (9.58 pmol, 1.2 eq.)
HATU und 22.1 pL. NEt; (16.1 mg, 160 pmol, 20 eq.) hinzugegeben. Nach 10 min
Aktivierungszeit wurden 2.50 mg (9.58 pmol, 1.2 eq.) 6-Methyltetrazinamin (Acetat)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschlieBend ohne
weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt (RP18;

H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 16.7 mg (5.68 pmol, 71 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C;5H7N2O33Ss (2939.55 g/mol).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci50H;6N2O35Se"~ [M—6H]*": 488.49076; gefunden:
488.49055 (A = 0.42 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

Tri((nonyl)Cy5)emitter-Tetrazin (18c)
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922.1 mg (7.67 pmol, 1 eq.) Tri((nonyl)Cy5)emitter (17c) wurden in 80 pL wasserfreiem
DMF gelost. Zu dieser Lésung wurden unter Eiskithlung 3.50 mg (9.20 pmol, 1.2 eq.)
HATU und 213 pL NEt; (152 mg, 153 pmol, 20eq.) hinzugegeben. Nach 10 min
Aktivierungszeit wurden 3.50 mg (9.20 pmol, 1.2 eq.) 6-Methyltetrazinamin (Acetat)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschliefend ohne
weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt (RP18;

H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 15.5 mg (5.06 pmol, 66 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C148H190N2003389 (506580 g/mol)

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHNO35Se~ [M—6H]*: 509.51423; gefunden:
509.51534 (A = 2.18 ppm).
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7.2.3 Fotolabile Nitrobenzyllinker und Farbstoffe

7.2.3.1 Linkersynthese
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese von photolabilen Nitrobenzyllinkern, basierend

auf Benzoesdure (19, 20)

Die Synthese wurde angelehnt an die Vorschrift von Sapountzis und Knochel
durchgefiihrt.**!

In einem 50 mL Schlenkkolben werden 500 mg (1.71 mmol, 1 eq.) 4-Iod-3-nitrobenzoesiure
vorgelegt und in 20 mL trockenem THF gelést. Diese Losung wird auf — 78 °C gekiihlt und
tropfenweise mit 1.79 mL (490 mg, 3.58 mmol, 2 Min THF, 2.1 eq.) PhMgCl versetzt. Nach
30 min werden l.leq. des entsprechenden Aldehyds hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch wird 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wird die gelbe bis rote Suspension mit 20 mL H,O versetzt und
mit 3M HCl auf pH -3 gebracht. Die wissrige Phase wird 3-mal mit 50 mL EtOAc
extrahiert. Die organischen Phasen werden vereint, iiber MgSO, getrocknet und das
Losemittel im  Vakuum  entfernt. Der Riickstand wird iiber  Kieselgel

sdulenchromatographisch gereinigt (DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).
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4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesdure (19a)

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden 500 mg (1.71 mmol, 1 eq.) 4-lod-3-nitrobenzoesédure
vorgelegt und in 20 mL trockenem THF gelsst. Diese Losung wurde auf — 78 °C gekiihlt
und tropfenweise mit 1.79 mL (490 mg, 3.58 mmol, 2 M in THF, 2.1 eq.) PhMgClI versetzt.
Nach 30 min wurden 125 pL (97.7 mg, 2.22 mmol, 1.3 eq.) Acetaldehyd hinzugegeben und

das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die gelbe Suspension mit 20 mL H,O versetzt und mit 3 M
HCI auf pH = 3 gebracht. Die wissrige Phase wurde 3-mal mit 50 mL EtOAc extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet und das Lésemittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde tiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt

(DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 216 mg (1.02 mmol, 60 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: CoHyNO; (211.17 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): §=8.32 (d, “7=1.6 Hz, 1H, H-2),8.23 (dd, °J = 8.2 Hz,
‘“7=1.6Hz 1H, H-6),7.95 (d,°J = 8.2 Hz, 1H, H-5), 5.18 (GR 5J =6.3Hz, 1H, H-7), 1.39 (d,
°J = 6.3 Hz, 3H, H-8) ppm.

3C.NMR (100 MHz, DMSO-dy): &= 165.6 (C-1"), 147.4 (C-3), 146.4 (C-4), 133.6 (C-6),
130.7 (C-1), 128.5 (C-5), 124.6 (C-2), 64.1 (C-7), 24.9 (C-8) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CoHsNO, [M—-H]: 210.0408; gefunden: 210.0408
(A =0.1 ppm).
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4-(Hydroxy(perfluorphenyl)methyl)-3-nitrobenzoesdure (19b)
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In einem 50 mL Schlenkkolben wurden 1.00 g (3.41 mmol, 1 eq.) 4-Iod-3-nitrobenzoesiure
vorgelegt und in 25 mL trockenem THF gelost. Diese Losung wurde auf — 78 °C gekiihlt
und tropfenweise mit 3.58 mL (981 mg, 7.17 mmol, 2 M in THF, 2.1 eq.) PhMgCl versetzt.
Nach 30 min wurden 736 mg (3.75 mmol, 1.1 eq.) Pentafluorbenzaldehyd hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die gelbe Suspension mit 50 mL H,O versetzt und mit 3 M
HCI auf pH = 3 gebracht. Die wissrige Phase wurde 5-mal mit 50 mL EtOAc extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet und das Lésemittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde tiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt

(DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 615 mg (1.69 mmol, 50 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C,;HsFsINO; (363.20 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d;): 5=8.48 (d, *J = 1.6 Hz, 1H, H-2), 8.36 (dd, °J = 8.3 Hg,
“J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 8.30 (d, °J = 8.3 Hz, 1H, H-5), 7.11 (d, °J = 4.2 Hz, 1H, OH), 6.63 (s,
1H, H-7) ppm.

I5C.NMR (100 MHz, DMSO-dq): 5= 165.4 (C-1), 146.5 (C-3), 144.5 (d, "Jer = 248.8 Hz,
9C, C-2”), 141.0 (C-4), 140.3 (d, "Jer = 250.9 Hz, 1C, C-4"), 137.0 (d, 'Jer = 249.3 Hz, 2C,
C-3"), 133.8 (C-6), 131.7 (C-1), 129.9 (C-5), 125.4 (C-2), 116.3 (C-1"), 61.9 (C-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsH;F;sINO;~ [M-H]: 362.0093; gefunden: 362.0095
(A =0.3 ppm).
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4-(Hydroxy(2-nitrophenyl)methyl)-3-nitrobenzoeséure (20a)

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden 500 mg (1.71 mmol, 1 eq.) 4-Iod-3-nitrobenzoesiure
vorgelegt und in 10 mL trockenem THF gelsst. Diese Losung wurde auf — 78 °C gekiihlt
und tropfenweise mit 1.79 mL (490 mg, 3.58 mmol, 2 M in THF, 2.1 eq.) PhMgCl versetzt.
Nach 30 min wurden 284 mg (1.88 mmol, 1.1 eq.) 2-Nitrobenzaldehyd hinzugegeben und
das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die gelbe Suspension mit 20 mL H,O versetzt und mit 3 M
HCI auf pH = 3 gebracht. Die wissrige Phase wurde 3-mal mit 50 mL EtOAc extrahiert.

Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet und das Lésemittel im

Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde tiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt

(DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 422 mg (1.33 mmol, 78 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: C,sH;,N,O; (318.24 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 5= 8.43 (d, “J = 1.7 Hz, 1H, H-2), 8.23 (dd, °J = 8.1 He,
“J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 8.02 (dd, °J = 8.1 Hz, *J = 1.2 Hz, 1H, #-3"), 7.71 (ddd, °J = 7.6 Hz,
“J=1.2 Hz, 1H, H-5), 7.65 (d, °J = 8.2 Hz, 1H, H-5), 7.59 (ddd, °J = 7.7 Hz, °J = 7.8 Hz,
“J = 1.3 Hz, 1H, H4"), 7.46 (dd, °J = 7.8 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, H-6), 6.81 (s, 1H, /-7) ppm.

13C-.NMR (100 MHz, DMSO-dq): 5= 165.4 (C-1"), 148.1 (C-2”), 148.0 (C-2), 141.8 (C-4),
136.9 (C-17), 133.8 (C-6), 133.7 (C-5"), 131.6 (C-1), 129.8 (C-5), 129.3 (C-4"), 129.2 (C-6"),
125.2 (C-2), 124.7 (C-3"), 66.1 (C-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CiyH;(NoNaO;* [M+Na]™: 341.03802; gefunden:
341.03780 (A = 0.65 ppm).
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4-((4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl)(hydroxy)methyl)-3-nitrobenzoeséure (20b)

In einem 10 mL Schlenkkolben wurden 287 mg (979 pmol, 1 eq.) 4-Iod-3-nitrobenzoesaure
vorgelegt und in 4 mL trockenem THF gelést. Diese Lésung wurde auf — 78 °C gekiihlt und
tropfenweise mit 1.03 mL (282 mg, 2.06 mmol, 2 Min THF, 2.1 eq.) PhMgCl versetzt. Nach
30 min wurden 209 mg (1.08 mmol, 1.1eq.) 4-(Dimethylamino)-2-nitrobenzaldehyd

hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die rote Suspension mit 20 mL H,O versetzt und mit 3 M
HCI auf pH = 3 gebracht. Die wissrige Phase wurde 3-mal mit 50 mL EtOAc extrahiert.

Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet und das Lésemittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde tiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt

(DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 303 mg (839 pmol, 86 %) eines gelben Feststoffs.
Summenformel: C;sH;N;0; (361.31 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, Aceton-dg): 5=8.52 (d, “J = 1.7 Hz, 1H, #-2), 8.31 (dd, °J = 8.1 He,
“J=1.7 Hz, 1H, H-6), 7.87 (d, °J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.29 (d, °J = 8.8 Hz, 1H, H-6"), 7.22
d, “J = 2.8 Hz, 1H, H-3"), 6.97 (dd, °J = 8.8 Hz, “J = 2,8 Hz, 1H, H-5"), 691 (s, 1H, H-7),
3.03 (s, 6H, H-7") ppm.

13C-NMR (100 MHz, Aceton-de): 5= 165.7 (C-1'), 151.2 (C-4"), 150.3 (C-2"), 149.2 (C-3),
144.0 (C-4), 134.4 (C-6), 131.8 (C-1), 130.6 (C-6"), 130.5 (C-5), 126.2 (C-2), 123.9 (C-17),
116.9 (C-5”), 107.4 (C-3"), 67.1 (C-7), 40.2 (2C, C-7") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci;sHisN5O;" [M+H]": 362.09828; gefunden: 362.09816
(A =0.32 ppm).
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese von photolabilen Nitrobenzyllinkern, basierend

auf Mandelséure (22)

In einem 10 mL Schlenkkolben werden 1.03 mmol Benzaldehyd in 5 mL DCM (trocken)
geldst und auf 0 °C gekiihlt. Anschlieffend werden nacheinander 1.2 eq TBDMSCN und
0.03 eq. ZnlI hinzugegeben und die Losung 2 h bei 0 °C geriihrt. Nach Ablauf der Reaktion
wird das Reaktionsgemisch 2 x mit gesittigter NaHCOs-Lsg. gewaschen und die organische

Phase iiber Na,SOy getrocknet. Das Lésemittel wird unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt iiber Kieselgel siulenfiltriert (Pentan/Et,O = 3:2).

Das entsprechende TBDMS-geschiitzte 2-Nitrophenylacetonitril-Derivat (21) wird
anschlieflend in einem Losemittelgemisch, bestehend aus 2 mL Eisessig und 2 mL 6 M HCI
gelsst und 16h bei 110°C hydrolysiert. Nach Ablauf der Reaktion wird das
Reaktionsgemisch mit 10 mL HsO versetzt und mit 1 M KOH-Lsg. auf pH = 3 — 4 gebracht.
Die wissrige Phase wird anschlieflend 3-mal mit 50 mL EtOAc extrahiert. Die organischen
Phasen werden vereint, iiber Na,SO, getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt.
Der  Riickstand  wird  iiber  Kieselgel  sdulenchromatographisch  gereinigt
(DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).
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2-((tert-Butyldimethylsilyl) oxy)-2-(2-nitrophenyl) acetonitril (21a)
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In einem 10 mL Schlenkkolben wurden 155 mg (1.03 mmol, 1 eq.) 2-Nitrobenzaldehyd in
5mL DCM (trocken) gelsst und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden nacheinander
174 mg (1.23 mmol, 1.2eq) TBDMSCN und 9.82 mg (30.8 pmol, 0.03eq.) Znl
hinzugegeben und die Losung 2 h bei 0 °C geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch 2-mal mit gesittigter NaHCO5-Lsg.
gewaschen und die organische Phase tiber Na;SO, getrocknet. Das Lésemittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt iiber Kieselgel sidulenfiltriert

(Pentan/Et,O = 3:2) und im nichsten Schritt ohne weitere Reinigung verwendet.

Ausbeute: 298 mg (1.02 mmol, 99 %) eines orangefarbenen Ols.

Summenformel: C,sH»N,O;Si (292.41 g/mol).
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2-((tert-Butyldimethylsilyl) oxy)-2-(4-(dimethylamino)-2-nitrophenyl) acetonitril (21b)
\%
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In einem 10 mL Schlenkkolben wurden 200 mg (1.03 mmol, 1 eq.) 2-Nitrobenzaldehyd in
5mL DCM (trocken) gelsst und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefend wurden nacheinander
176 mg (1.24 mmol, 1.2eq) TBDMSCN und 9.86 mg (30.9 pmol, 0.03eq.) Znl

hinzugegeben und die Lésung 2 h bei 0 °C geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch 2-mal mit gesittigter NaHCOs-Lsg.
gewaschen und die organische Phase iiber Nay;SO, getrocknet. Das Lésemittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt iiber Kieselgel sdulenfiltriert

(Pentan/Et,O = 3:2) und im nichsten Schritt ohne weitere Reinigung verwendet.

Ausbeute: 335 mg (999 pmol, 97 %) eines rot-braunen Ols.

Summenformel: C;sH»;N;0;S1 (335.48 g/mol).
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2-Hydroxy-2-(2-nitrophenyl)essigséure (22a)
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200 mg (684 pmol, 1 eq.) 2-((fert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-(2-nitrophenyl)acetonitril (21a)

wurden in einem Lésemittelgemisch, bestehend aus 2 mL Eisessig und 2 mL 6 M HCI gelsst
und 16 h bei 110 °C hydrolysiert.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 10 mL H,O versetzt und mit
1 M KOH-Lsg. auf pH =4 gebracht. Die wissrige Phase wurde anschlieflend 3-mal mit
50 mL EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, iiber Na,SO, getrocknet
und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde iiber Kieselgel

sdulenchromatographisch gereinigt (DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 94.3 mg (478 pmol, 70 %) eines beigen Feststoffs.
Summenformel: CsH;NO; (197.15 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 5= 8.32 (dd, /= 1.2 Hz, °J = 8.1 Hz, 1H, H-3), 7.81 (dd,
5] =78 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, H-6), 7.75 (ddd, °J = 7.5 Hz, *J = 1.2 Hz, 1H, H-5), 7.57 (ddd,
3] =8.0 Hz, °J = 7.3 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, H-4), 5.63 (s, IH, H-2’) ppm.

15C.NMR (100 MHz, DMSO-dy): 5= 1724 (C-1), 147.8 (C-2), 135.1 (C-1), 133.6 (C-5),
129.0 (C4), 128.9 (C-6), 124.5 (C-3), 69.1 (C-2") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsH,NNaO;* [M+Na]*: 220.02164; gefunden: 220.02156
(A =0.38 ppm).
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2-(4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl)-2-hydroxyessigséure (22b)

300mg (894 pmol, 1leq.)  2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-(4-(dimethylamino)-2-
nitrophenyl)acetonitril (21b) wurden in einem Lésemittelgemisch, bestehend aus 2 mL

Eisessig und 2 mL 6 M HCI gelést und 16 h bei 110 °C hydrolysiert.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 10 mL H,O versetzt und mit
| M KOH-Lsg. auf pH = 4 gebracht. Die wissrige Phase wurde anschliefend 3 x mit 50 mL
EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, tiber Nay;SO, getrocknet und
das Loésemittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde iiber Kieselgel

sdulenchromatographisch gereinigt (DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 118 mg (491 pmol, 55 %) eines gelb-roten Feststoffs.

Summenformel: C,,H,N,Oj5 (240.22 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 5= 7.51 (d, °J = 8.7 Hz, 1H, H-6), 7.13 (d, *J = 2.5 Ha,
1H, H-3), 7.05 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 2.5 Hz, 1H, H-5), 542 (s, 1H, H-2"), 2.96 (s, 6H, H-7)
ppm.

15C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): 5= 173.1 (C-1"), 150.0 (C-4), 148.8 (C-2), 129.5 (C-6),
120.9 (C-1), 116.2 (C-5), 106.4 (C-3), 68.4 (C-2"), 39.9 (2C, C-7) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;0H;;N,O;" [M+H]": 241.0819; gefunden: 241.0826
(A =2.9 ppm).
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7.2.3.2 Synthese von photolabilen Farbstoffen

Sulfo-(3-(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido) propyl)-pentamethincyanin (23)
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10.0 mg (47.4 pmol, 1 eq.) 4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesiure (19a) wurden in 250 pL
wasserfreiem DMF gelést. Zu dieser Losung wurden unter Eiskithlung 21.6 mg (56.8 pmol,
1.2 eq.) HATU und 52.5 pL (38.3 mg, 379 pmol, 8 eq.) NEt; hinzugegeben. Nach 10 min
Aktivierungszeit ~wurden 33.5mg (473 pmol, leq)  Sulfo-(3-aminopropyl)-
pentamethincyanin (10a) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt
und  anschliefend  ohne  weitere  Aufarbeitung  iiber eine  Umkehrphase
siulenchromatographisch gereinigt (RP18; H,O/TFA = 100:0.1 - H,O/MeCN/TFA =

50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 37.0 mg (41.1 pmol, 87 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C,;HsN,O1;3S5 (901.03 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5=8.38 (d, */ = 1.9 Hz, 1H, #-10"), 8.23-8.18
(m, 2H, H-B), 8.13 (dd, °J = 8.1 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, H-6"), 8.00 (d, °J = 8.3 Hz, 1H, H-7"),
795 (d, 1H, *J = 1.6 Hz, H4), 7.93 (dd, °J =84 Hz, ‘J=1.6Hz 1H, H-6), 791 (d,
“J = 1.7 Hz, 1H, H4), 7.87 (dd, °J = 8.4 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.38 (d, °J = 8.5 Hz, 1H,
H-7),7.32 (d, %] =8.5 Hz, 1H, H-7), 6.65 (dd, °J = 12.5 Hz, 1H, H~), 6.39 (d, °J = 13.7 Hz,
1H, H-), 6.32 (d, °J = 13.5 Hz, 1H, H-0), 5.47 (q, °J = 6.4 Hz, 1H, H-11"), 4.22 (bt, 2H, H-
1), 4.17 (bt, 2H, H-1"), 3.64 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-3"), 3.04 (t, °J = 7.0 Hz, 2H, H-4"), 2.23
(tt, °J = 6.9 Hz, 2H, H-2"), 1.98 (m, 4H, H-2', H-3"), 1.74 (s, 6H, H-3""), 1.72 (s, 3H, H-3"")
1.71 (s, 3H, H-3""), 1.55 (d, °J = 6.4 Hz, 3H, H-12”) ppm.

15C-NMR (150 MHz, AcOD/D,O = 3:1): 5= 175.3 (C-2), 174.3 (C-2), 155.7 (C-B), 155.1
(C-B), 147.9 (C-9"), 145.5 (C-8"), 144.6 (C-7a), 144.5 (C-7a), 142.3 (C-5), 142.1 (C-5), 141.1
(C-3a), 140.8 (C-3a), 134.2 (C-5"), 132.8 (C-6"), 129.0 (C-7"), 127.8 (C-6), 127.7 (C-6), 127.2
(Cyp), 123.9 (C-107), 120.9 (2C, C-4), 111.6 (C-7), 111.2 (C-7), 104.9 (C-v), 104.3 (C-av),
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65.9 (C-117), 51.1 (C-4"), 50.0 (C-3), 49.8 (C-3), 44.6 (C-17), 42.6 (C-1"), 38.3 (C-3"), 27.5
(2C, C-3"), 274 (2C, C-3"),27.0 (C-2"), 264 (C-2"), 24.2 (C-12"), 22.5 (C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;iH4,N4O15S;~ [M—H]™: 899.23072; gefunden: 899.23200
(A = 1.42 ppm).

Sulfo-(3-(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido) propyl)-pentamethincyanin-PNP (24)
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102mg (11.3 pmol, 1eq.) Sulfo-((3-nitrobenzamido)propyl)-pentamethincyanin (23)
wurden in 150 pL wasserfreiem DMF gelost und mit 7.85 pL (5.73 mg, 56.6 pmol, 5 eq.)
NEt; versetzt. Zu dieser Losung wurden 3.42mg (17.0 pmol, 1.5eq.) 4-
Nitrophenylchlorformiat hinzugegeben. Das Gemisch wurde 16 h bei RT geriihrt und
anschlieffend ohne weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch
gereinigt (RP18; H,O/TFA =100:0.1 - H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt

enthaltenen Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 4.30 mg (4.03 pmol, 36 %) eines blauen Feststoffs.
Summenformel: C,sH; N;O,,S; (1066.13 g/mol).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cu;H:;N;Oi,S;7 [M-H] ™ 106423693; gefunden:
1064.23451 (A = 2.27 ppm).
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7.2 Synthesevorschriften

3,3'-(Dimethylsilandiyl)bis(N,N-dimethylanilin) (25)

Die Synthese wurde angelehnt an die Vorschrift von Grimm et al. durchgefiihrt.”*"!

In einem 250 mL Schlenkkolben wurden 5.00g (25.0 mmol, 1eq.) 3-Brom-N,N-
dimethylanilin vorgelegt und in 60 mL trockenem THF gel6st. Diese Lésung wurde auf
— 78 ° gekiihlt und anschlieffend mit 10.56 mL (1.68 g, 26.2 mmol, 2.5 M in Hexan, 1.1 eq.) -
BuLi versetzt. Nach dem vollstindigen Lithium-Brom-Austausch (ca. 2 h) wurden zu der
Suspension tropfenweise 1.50 mL (1.61 g, 12.56 mmol, 0.50 eq.) Dichlordimethylsilan
zugegeben und das Gemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 50 mL. H,O und 50 mL
gesittigter NH4Cl-Lsg. versetzt und die wissrige Phase mit EtOAc extrahiert (5 x 50 mL).
Die organischen Phasen wurden vereint, iiber Na,SO, getrocknet und das Lésemittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieflend iiber Kieselgel

sdulenchromatographisch gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 10:1).

Ausbeute: 2.34 g (7.84 mmol, 63 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;sH»N,Si (298.51 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCL;): 5= 7.25 (ddd, *J = 8.3 Hz, °J = 7.1 Hz, °J = 0.4 Hz, 2H, H-5),
6.94 (d, *J = 2.8 Hz, 2H, H-2), 6.92 (ddd, 7 = 7.1 Hz, *J = 1.0 Hz, *J = 1.0 Hz, 2H, H-4), 6.77
(ddd, °J = 8.3 Hz, “J = 2.8 Hz, °J = 0.9 Hz, 2H, 7-6), 2.93 (s, 12H, H-1"), 0.54 (s, 6H, H-3)
ppm.

13C.NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 149.9 (2C, C-1), 139.1 (2C, C-3), 128.7 (2C, C-5), 123.2
(2C, C4), 118.6 (2C, C-2), 113.9 (2C, C-6), 41.0 (4C, C-1'), — 2.0 (2C, C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHyyNoSit [M+H]*: 299.1938; gefunden: 299.1950
(A =3.9 ppm).
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3,3'-(Dimethylsilandiyl)bis(4-brom-N,N-dimethylanilin) (26)
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Die Synthese wurde angelehnt an die Vorschrift von Grimm et al. durchgefiihrt.”*"!

Zu einer Loésung von 120g (4.02mmol, leq.) 3,3-(Dimethylsilandiyl)bis(V,V-
dimethylanilin) (25) in 100 mL MeCN wurden portionsweise 1.50 g (8.44 mmol, 2.1 eq.)
NBS hinzugegeben und das Gemisch wurde 16 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Losemittel destillativ entfernt und der Riickstand in
100 mLL DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde mit gesittigter NaHCOs-Lsg.
und H,O gewaschen (je 2 x 30 mL), iiber Na,SO; getrocknet und das Lésemittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde aus EtOAc umkristallisiert.

Ausbeute: 1.29 g (2.83 mmol, 70 %) eines leicht gelben Feststoffs.

Summenformel: C;sH»Br,N,Si (456.30 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCly): 5= 7.36 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, H-5), 6.86 (d, J = 5.2 Hz, 2H,
H-2), 6.61 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 3.2 Hz, 2H, H-6), 2.89 (s, 12H, H-1"), 0.77 (s, 6H, H-3)
ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 149.0 (2C, C-1), 138.8 (2C, C-3), 133.1 (2C, C-5), 121.9
(2C, C-2), 116.9 (2C, C4), 1154 (2C, C-6),40.7 (4C, C-1"), - 0.8 (2C, C-3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CisHy;BroNoSit [M+H]*: 455.01483; gefunden: 455.01537
(A =1.20 ppm).
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Natrium-1-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-carboxylat (27)

]
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Zu einer Suspension, bestehend aus 119 mg (668 pmol, 1 eq.) 5-Carboxyphthalid in 6 mL
MeOH (trocken), wurden 1.34 mL (36.1 mg, 668 pmol, 0.5M in MeOH, 1 eq.)
Natriummethanolatlssung hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 16 h bei RT
geriihrt. AnschlieBend wurde das Lésemittel im Vakuum entfernt und das erhaltene Produkt

ohne weitere Aufarbeitung im nichsten Schritt umgesetzt.

Ausbeute: 133.7 mg (668 pmol, quantitativ) eines farblosen Feststoffs.

Summenformel: CoH;NaO, (200.12 g/mol).
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5-((3-Methyloxetan-3-yl)methylcarbonséureester)-phthalid (28a)

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden 1.00g (5.61 mmol, 1eq.) 5-Carboxyphthalid
vorgelegt, in 15 mL wasserfreiem THF suspendiert und mit 1.00 mL (739 mg, 7.30 mmol,
1.3 eq.) NEt; versetzt. Zu der nun klaren Lésung wurden anschliefend 1.14 g (7.02 mmol,
1.25 eq.) 1,1'-Carbonyldiimidazol und 860 pL (860 mg, 8.42 mmol, 1.5 eq.) 3-Methyl-3-

oxetanemethanol hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die Suspension mit 50 mL. HyO und 50 mL EtOAC
versetzt und die organische Phase mit gesittigter NaCl-Lsg. gewaschen (2 x 50 mL). Das

Losemittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand iiber Kieselgel

sdulenchromatographisch gereinigt (DCM — DCM/MeOH = 10:0.5).

Ausbeute: 932 mg (3.55 mmol, 63 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C,sH,05 (262.26 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 8.24-8.21 (m, 1H, #-3), 8.20-8.19 (m, 1H, 4-5), 8.00 (dt,
] =79 Hz, °J = 0.3 Hz, 1H, H-2), 5.39 (d, °J = 0.3 Hz, 2H, H-7), 4.63 (d, °J = 6.0 Hz, 2H,
H-12), 448 (d, >J = 6.0 Hz, 2H, H-12), 4.45 (s, 2H, H-9), 1.44 (s, 3H, H-11) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 170.0 (C-1"), 165.4 (C-8), 146.6 (C-4), 135.2 (C-6), 130.5
(C-3), 1298 (C-1), 126.1 (C-2), 123.7 (C-5), 79.6 (2C, C-12), 69.9 (C-9), 69.8 (C-7), 39.4 (C-
10), 21.3 (C-11) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsH,sNaO;* [M+Na]*: 285.07334; gefunden: 285.07327
(A =0.27 ppm).
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5-Orthocarbonsdureesterphthalid (28)
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In einem Schlenkkolben wurden 250 mg (953 pmol, 1eq.) 5-((3-methyloxetan-3-
yl)methylcarbonsiureester)-phthalid (28a) vorgelegt und in 1.9 mL DCM (trocken) gelést.
AnschlieBend wurden unter Eiskithlung 29.4 pL (33.8 mg, 238 pmol, 0.25 eq.) BF;*OEt,
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h bei RT geriihrt und nach Ablauf der
Reaktion mit 0.5 mLL NEt; versetzt. Das Lésemittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt und der Riickstand ohne weitere Aufarbeitung siulenchromatographisch gereinigt

(100 % Et;O — 100 % CHClI;, mit jeweils 0.2 % NEt;-Additiv).

Ausbeute: 115 mg (438 pmol, 46 %) eines farblosen Feststoffs.

Summenformel: C,sH,O5 (262.26 g/mol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6=7.90 (dt, 5J =8.0 Hz, °J = 0.4 Hz, 1H, H-2),7.81-7.79 (m,
VH, H-3), 7.76-7.75 (m, 1H, H-5), 5.29 (s, 2H, H-7), 4.11 (s, 6H, H-9), 0.92 (s, 3H, H-11)
ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCly): 5= 170.9 (C-1"), 146.5 (C-4), 143.6 (C-6), 127.3 (C-3), 126.4
(C-1), 125.6 (C-2), 120.0 (C-5), 107.1 (C-8), 73.5 (3C, C-9), 69.8 (C-7), 30.8 (C-10), 14.5 (C-
11) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C,sH,sNaO;* [M+Na]*: 285.07334; gefunden: 285.07313
(A = 0.74 ppm).
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin - HMSiR (29)
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Vorschrift mit Natriumsalz des 5-Carboxyphthalids (27)

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg (219 pmol, 1 eq.) 3,3"-(Dimethylsilandiyl)bis(4-
brom-N,N-dimethylanilin) (26) in 800 pL trockenem THF gelsst und auf — 78 °C gekiihlt.
Zu dieser Lésung wurden tropfenweise 541 pL (59.0 mg, 920 pmol, 1.7 Min Pentan, 4.2 eq.)
t-BuLi hinzugegeben und die entstandene Suspension wurde 2 h bei — 78 °C geriihrt. Nach
vollstindigem Lithium-Brom-Austausch wurden 119 mg (460 pmol, 2.1 eq.) MgBry*OFEt,
hinzugegeben und die Suspension wurde 1 h bei — 78 °C geriihrt. AnschlieRend wurden
439 mg (219 pmol, 1eq.) Natrium 1-Oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-carboxylat (27)

zugegeben und die Suspension wurde weitere 16 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 1 mL TFA versetzt, 30 min bei
RT geriihrt und anschlieflend das Lésemittel destillativ entfernt. Der Riickstand wurde ohne
weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt (RP18;

H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 53.2 mg (116 pmol, 53 %) eines tiirkisfarbenen Feststoffs.

Vorschrift mit 5-Orthocarbonsiureester-phthalid (28)

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg (219 pmol, 1 eq.) 3,3"-(Dimethylsilandiyl)bis(4-
brom-N,N-dimethylanilin) (26) in 800 pL trockenem THF gelsst und auf — 78 °C gekiihlt.
Zu dieser Lésung wurden tropfenweise 541 pL (59.0 mg, 920 pmol, 1.7 Min Pentan, 4.2 eq.)
(Buli hinzugegeben und die entstandene Suspension wurde 2 h bei — 78 °C geriihrt. Nach
vollstindigem Lithium-Brom-Austausch wurden 119 mg (460 pmol, 2.1 eq.) MgBry*OFEt,
hinzugegeben und die Suspension wurde 1h bei — 78 °C geriihrt. AnschlieRend wurden
575 mg (219 pmol, 1eq.) 5-Orthocarbonsiureester-phthalid (28) zugegeben und die

Suspension wurde weitere 16 h bei RT geriihrt.
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Nach Ablauf der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 1 mL TFA versetzt, 2 h bei RT
gerithrt und anschlieffend das Lésemittel destillativ entfernt. Der als Zwischenprodukt
entstandene HMSIiR-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropylester wurde in 2 mL
THF und 2 mL 2 M NaOH-Lsg. aufgenommen und weitere 24 h geriihrt. Nach vollstindiger
Esterhydrolyse wurde das organische Losemittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
ohne weitere Aufarbeitung iiber eine Umkehrphase siulenchromatographisch gereinigt
(RP18; HyO/TFA =100:0.1 - H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 69.3 mg (151 pmol, 69 %) eines tiirkisfarbenen Feststoffs.
Summenformel: C,;H3N,O;Si (458.63 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, Pyridin-d;): 5= 8.44 (s, 1H, H-5), 8.35 (dd, °J = 8.1 Hz, *J = 1.2 Hz,
1H, H-3), 7.43 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, H-6"), 7.32 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, /-2), 7.19 (d, *J = 2.9 Hz,
9H, H-3’), 6.77 (dd, °J = 8.9 Hz, *J = 2.9 Hz, 2H, H-5"), 5.61 (s, 2H, H-7), 2.83 (s, 12H, H-
92", 0.76 (s, 3H, H-1"), 0.66 (s, 3H, H-1") ppm.

15C-NMR (100 MHz, Pyridin-d;): 5= 169.2 (C-8), 153.1 (C-1), 149.6 (2C, C-4’), 139.7 (C-
6), 139.4 (2C, C-1"), 135.1 (2C, C-2'), 132.1 (C-4), 130.0 (C-3), 129.6 (2C, C-6"), 124.4 (C-
2), 124.2 (C-5), 117.0 (2C, C-3)), 114.9 (2C, C-5"), 93.4 (C-7"), 73.5 (C-7), 40.4 (4C, C-2"),
0.7 (C-1"), = 0.1 (C-1") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cy,H35N>.NaOsSit [M+Na]*: 481.1918; gefunden:
481.1904 (A = 2.9 ppm).
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin-Tetrazin (30)
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20.3 mg (44.2 pmol, 1 eq.) HMSiR (29) wurden in 200 pL wasserfreiem DMF gelsst. Zu
dieser Losung wurden unter Eiskiihlung 20.2 mg (53.1 pmol, 1.2 eq.) HATU und 30.6 pL
(22.4 mg, 221 pmol, 5eq.) NEt; hinzugegeben. Nach 10 min Aktivierungszeit wurden
139mg  (53.1 pmol, 1.2eq.) 6-Methyltetrazinamin (Acetat) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschlieffend ohne weitere Aufarbeitung
iiber  eine  Umkehrphase  siulenchromatographisch  gereinigt  (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 > H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 15.3 mg (23.8 pmol, 54 %) eines tiirkisfarbenen Feststoffs.
Summenformel: C;;H3N;O,Si (641.29 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, Pyridin-d;): 5= 9.81 (t, °J = 5.9 Hz, 1H, NH), 8.66 (d, °J = 8.3 Hz,
9H, H-12), 8.33 (s, 1H, H-5), 825 (dd, *7=8.0Hz, “7=1.3Hz, 1H, H-3), 7.78 (,
3] = 8.3 Hz, 2H, H-11), 7.41 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, H-6"), 7.30 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, H-2), 7.20
(d, “7=2.9 Hz, 2H, H-3), 6.78 (dd, °J = 8.8 Hz, *J = 2.9 Hz, 2H, H-5)), 5.54 (s, 2H, H-7),
5.01 (d, °J = 5.9 Hz, 2H, H-9), 2.97 (s, 3H, H-16), 2.83 (s, 12H, H-2"), 0.73 (s, 3H, H-1"),
0.66 (s, 3H, H-1") ppm.

15C-NMR (100 MHz, Pyridin-d;): 5= 168.2 (C-8), 168.0 (C-15), 164.6 (C-14), 151.7 (C-1),
149.7 (2C, C-4’), 145.6 (C-10), 140.1 (C-6), 139.5 (2C, C-1), 135.4 (2C, C-2'), 135.3 (C-4),
131.9 (C-13), 129.6 (2C, C-6'), 129.1 (2C, C-11), 128.7 (2C, C-12), 127.9 (C-3), 124.6 (C-2),
122.1 (C-5), 117.2 (2C, C-3’), 114.9 (2C, C-5"), 93.5 (C-7"), 73.5 (C-7), 44.1 (C-9), 40.5 (4C,
C-2"), 214 (C-16), 0.9 (C-17), = 0.2 (C-1") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs;H3N;NaO,Si* [M+Na]": 664.2827; gefunden:
664.2826 (A = 0.1 ppm).
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin-DBCO (31)

20.3 mg (44.2 pmol, 1 eq.) HMSiR (29) wurden in 200 pL wasserfreiem DMF gelsst. Zu
dieser Losung wurden unter Eiskiihlung 20.2 mg (53.1 pmol, 1.2 eq.) HATU und 30.6 pL
(22.4 mg, 221 pmol, 5 eq.) NEt; hinzugegeben. Nach 10 min wurden zu dem aktivierten
Farbstoff 14.7 mg (53.0 pmol, 1.2eq.) Dibenzylcyclooctinamin hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geriihrt und anschlieffend ohne weitere Aufarbeitung
iiber  eine  Umkehrphase  siulenchromatographisch  gereinigt  (RP18;
H,O/TFA = 100:0.1 — H,O/MeCN/TFA = 50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen

Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 19.5 mg (27.2 pmol, 61 %) eines tiirkisfarbenen Feststoffs.
Summenformel: C;;H.4N,O;Si (716.96 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, Pyridin-d;): 5=8.71 (t, °J = 5.7 Hz, 1H, NH), 7.97 (s, 1H, H-5), 7.89
(dd, °J =8.0 Hz, “J = 1.2 Hz, 1H, #-3), 7.86 (d, °J = 7.6 Hz, 2H, H-14), 7.47-7.46 (m, 1H,
H-25), 7.41-7.39 (m, 1H, H-22), 7.38 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, H-6"), 7.35-7.29 (m, 4H, H-15, H-
16, H-23, H-24), 7.20-7.19 (m, 4H, H-2, H-3', H-17),6.79 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 2.8 Hz, 1H,
H5'),6.78 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 2.8 Hz, 1H, H-5"), 5.48 (d, % = 12.6 Hz, 1H, H-7), 544 (d,
2J = 12.6 Hz, 1H, H-7), 528 (d,%/ = 13.9 Hz, 1H, H-12), 3.84 (ddd, >J = 19.3 Hz, °J = 6.0 Hz,
1H, H-9), 3.73 (ddd, °J = 19.8 Hz, °J = 6.8 Hz, 1H, H-9), 3.69 (d, J = 14.2 Hz, 1H, H-12),
2.87 (ddd, %7 = 159 Hz, °J = 6.0 Hz, 1H, #-10), 2.84 (s, 6H, H-2"), 2.83 (s, 6H, H-2"), 2.43
(ddd, %7 = 15.9 Hz, J = 6.7 Hz, 1H, H-10), 0.75 (s, 3H, H-1"), 0.67 (s, 3H, H-1") ppm.

15C-NMR (100 MHz, Pyridin-d;): 5= 172.0 (C-11), 167.7 (C-8), 152.5 (C-26), 151.2 (C-1),
149.8 (C-4"), 149.7 (C-4"), 149.4 (C-13), 139.9 (C-6), 139.5 (C-1'), 139.5 (C-1"), 136.2 (C-4),
135.5 (2C, C-2'), 133.4 (C-14), 130.0 (C-25), 129.6 (2C, C-6"), 129.4 (2C, C-23, C-24,), 128.7
(C-15), 128.6 (C-16), 128.4 (C-2), 127.7 (C-22), 127.6 (C-3), 126.2 (C-17), 124.1 (C-18),
122.9 (C-21), 121.7 (C-5), 117.2 (2C, C-3’), 115.5 (C-20), 114.8 (C-5"), 114.8 (C-5'), 109.2
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(C-19), 93.4 (C-7"), 734 (C-7), 55.8 (C-12), 40.6 (2C, C-2”), 40.5 (2C, C-2"), 37.2 (C-9), 35.6
(C-10), 0.9 (C-17), = 0.2 (C-1”) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH4sN,O;381" [M+H]": 717.3255; gefunden: 717.3259
(A = 0.5 ppm).

7.2.4.2 Siliziumfluorescein
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(3-Bromphenoxytriisopropylsilan (32)

In einem 250 mL Schlenkkolben wurden 12.0 g (69.4 mmol, 1 eq.) 3-Bromphenol in 100 mL
DCM (trocken) gelsst. Anschlieflend wurden unter Eiskiihlung 7.08 g (104 mmol, 1.5 eq.)
Imidazol und 15.6 mL (14.0g, 1.05eq.) Triisopropylsilylchlorid hinzugefiigt. Die

entstandene Suspension wurde 16 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit H,O
gewaschen (3 x 100 mL). Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und das

Lésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mit reinem Pentan siulenfiltriert.

Ausbeute: 21.4 g (65.1 mmol, 94 %) eines farblosen Ols.

Summenformel: C;;H,;BrOSi (329.35 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 7.08-7.06 (m, 2H, H-5, H-2), 7.05-7.04 (m, 1H, H-4),
6.85-6.79 (m, 1H, #-6), 1.25 (qq, °J = 7.0 Hz, 3H, H-1"), 1.10 (d, °J = 7.0 Hz, 18H, #-2))
ppm.

13C.NMR (100 MHz, CDCly): 5= 157.1 (C-1), 130.5 (C-5), 124.3 (C-2), 123.4 (C-4), 122.6

(C-3), 118.7 (C-6), 18.0 (6C, C-2’), 12.7 (3C, C-1) ppm.

HRMS (APCI): m/z berechnet fiir C;sH,sBrOSi* [M+H]*: 329.0931; gefunden: 329.0934
(A =1.0 ppm).
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Dimethylbis(3-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)silan (33)
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Die Synthese wurde angelehnt an die Vorschrift von Butkevich ¢t al. durchgefiihrt.”*®

In einem 250 mL  Schlenkkolben wurden 10.0g (304 mmol, leq) (3-
Bromphenoxy)triisopropylsilan (32) vorgelegt und in 120 mL trockenem THF gelsst. Diese
Lésung wurde auf — 78 °C gekiihlt, mit 39.3 mL (4.28 g, 66.8 mmol, 1.7 Min Pentan, 2.2 eq.)
(BuLi versetzt und 2 h geriihrt. Nach vollstindigem Lithium-Brom-Austausch wurden
tropfenweise 1.83 mL (1.96 g, 15.2 mmol, 0.50 eq.) Dichlordimethylsilan zugegeben und das
Gemisch wurde 4 h bei RT geriihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Losemittel destillativ entfernt und der Riickstand mit
50 mL H,O versetzt. Die wissrige Phase wurde mit DCM extrahiert (5 x 50 mL). Die
organischen Phasen wurden vereint, mit HyO gewaschen und iiber Nay,SO; getrocknet. Das
Lésemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt tiber

Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 9:1).

Ausbeute: 7.10 g (12.8 mmol, 84 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CsH;0,Si5 (5657.05 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 5= 7.19 (ddd, °J = 8.0 Hz, °J = 7.3 Hz, °J = 0.4 Hz, 2H, H-5),
7.05 (ddd, %/ = 7.2 Hz, 7 = 1.0 Hz, *J = 1.0 Hz, 2H, H-4), 6.99 (ddd, *J = 2.6 Hz, *J = 1.0 He,
°J = 0.4 Hz, 2H, H-2), 6.87 (ddd, °J = 8.0 Hz, *J = 2.6 Hz, °J = 1.0 Hz, 2H, H-6), 1.20 (qq,
3] = 6.8 Hz, 6H, H-1"), 1.07 (d, °J = 7.0 Hz, 36H, H-2"), 0.50 (s, 6H, H-3’) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5= 155.6 (2C, C-1), 139.8 (2C, C-3), 129.0 (2C, C-5), 126.8
(2C, C-4), 125.5 (2C, C-2), 120.7 (2C, C-6), 18.0 (12C, C-2), 12.8 (6C, C-1"), — 2.4 (2C, C-
3") ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsyHsNaO,Sis" [M+Na]*: 579.3480; gefunden: 579.3463
(A =3.0 ppm).
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Bis(2-brom-5-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)dimethylsilan (34)

iy \;Q N o\g? 2
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1.97 g (3.564mmol, 1 eq.) Dimethylbis(3-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)silan (33) wurden in
einem Lésemittelgemisch, bestehend aus 36 mL MeCN und 10 mL CHCl;, gelést und mit
1.32 g (7.43 mmol, 2.1 eq.) NBS versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h bei 60 °C zur
Reaktion gebracht.

Nach Ablauf der Reaktion wurde das Losemittel destillativ entfernt und der Riickstand mit
50 mL H,O versetzt. Die wissrige Phase wurde mit DCM extrahiert (5 x 50 mL). Die
organischen Phasen wurden vereint, mit HyO gewaschen und iiber Nay,SO; getrocknet. Das
Lésemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt tiber

Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt (Pentan — Pentan/Et,O = 9:1).

Ausbeute: 1.63 g (2.28 mmol, 65 %) eines farblosen und viskosen Ols.
Summenformel: CsH;4Br,O,Si5 (714.85 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 5= 7.33 (d, °J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 6.95 (d, “J = 3.0 Hz, 2H,
H-6), 699 (dd, °J = 8.5 Hz, *J = 3.0 Hz, 2H, H-2), 1.19 (qq, *J = 7.0 Hz, 6H, H-1), 1.05 (d,
3] = 7.0 Hz, 36H, H-2"), 0.71 (s, 6H, H-3") ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 6= 155.0 (2C, C-1), 140.0 (2C, C-5), 133.8 (2C, C-3), 128.5
(2C, C-6), 123.0 (2C, C-2), 121.0 (2C, C-4), 18.0 (12C, C-2'), 12.7 (6C, C-17), — 1.0 (2C, C-
3’) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs;HsBroNaO,Sis" [M+Na]*: 735.1691; gefunden:
735.1698 (A = 1.0 ppm).
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Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein (35)
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In einem Schlenkkolben wurden 100 mg (140 pmol, 1 eq.) TIPS-geschiitztes Bis(2-brom-5-
(phenyl)dimethylsilan (34) in 800 pL trockenem THF gelést und auf — 78 °C gekiihlt. Zu
dieser Losung wurden tropfenweise 346 pL (37.6 mg, 588 pmol, 1.7 M in Pentan, 4.2 eq.) -
BuLi hinzugegeben und die entstandene Suspension wurde 2 h bei — 78 °C geriihrt. Nach
vollstindigem Lithium-Brom-Austausch wurden 75.9 mg (294 pmol, 2.1 eq.) MgBry*OEt,
hinzugegeben und die Suspension wurde 1 h bei —78 °C geriihrt. Anschlieflend wurden
28.0mg (140 pmol, 1eq.) Natrium-1-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-carboxylat (27)
zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde weitere 16 h bei RT geriihrt. Nach Ablauf der
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 1 mLL TFA und 1 mL 6 M HCI versetzt und
weitere 24 h bei 60 °C geriihrt. Darauffolgend wurde das Losemittel destillativ entfernt und
der  Riickstand  ohne  weitere  Aufarbeitung  iiber  eine  Umkehrphase
siulenchromatographisch ~gereinigt (RP18; H,O/TFA =100:0.1 - H,O/MeCN/TFA =

50:50:0.1). Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 19.2 mg (47.5 pmol, 34 %) eines leicht rosafarbenen Feststoffs.
Summenformel: Cy;H»0;5Si (404.49 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, Pyridin-d;): 5= 8.45 (s, 1H, H-5), 8.37 (dd, °J = 8.0 Hz, *J = 0.9 Hz,
1H, H-3),7.63 (d,*J = 2.8 Hz, 2H, H-3’), 7.49 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, H-6"), 7.36 (d, °J = 8.0 Hz,
1H, #-2), 7.18 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 2.7 Hz, 2H, H-5"), 5.60 (s, 2H, H-7), 0.66 (s, 3H, H-1"),
0.58 (s, 3H, H-1") ppm.

3C-NMR (100 MHz, Pyridin-d;): 5= 193.3 (C-8), 182.0 (2C, C-4"), 176.1 (C-1), 166.3 (2C,
C-1)), 163.9 (C-6), 160.4 (2C, C-2’), 156.4 (C-4), 1564.5 (2C, C-6"), 154.3 (C-3), 148.6 (C-2),
148.4 (C-5), 145.1 (2C, C-3'), 142.2 (2C, C-5"), 117.4 (C-7"), 97.7 (C-7), 24.6 (C-1"), 23.7 (C-
1”) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cy;H90;Si~ [M—H]™: 403.1007; gefunden: 403.1011
(A =1.0 ppm).



7.2 Synthesevorschriften

7.2.5 Docetaxel-TCO-Ligand
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Docetaxel-HCO,H-Salz (36)

In einem 5 mL Kolben wurden 100 mg Docetaxel, (124 pmol, 1 eq.) in 0.5 mL. Ameisensiure
gelost und 3 h bei RT geriihrt. Anschlieffend wurde das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Salz (36) im nichsten Schritt ohne weitere Reinigung

verwendet.
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6-(TCO-Carbamat)hexanséure (37)
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95.0 mg 6-Aminohexansiure (191 pmol, 1eq.) wurden in einem Léosemittelgemisch,
bestehend aus 0.5 mL DMF und 0.1 mL H,O, suspendiert. Anschlieffend wurden 132 pL
(96.4 mg, 953 pmol, 5 eq.) NEt; und 55.5mg (191 pmol, 1eq.) (E)-Cyclooct-4-en-p-
Nitrophenyl-Aktivester hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h bei RT gertihrt.

Die klargelbe Lésung wurde mit 50 mL EtOAc und 10 mL 1 M NH,Cl-Lsg. versetzt und die
wissrige Phase verworfen. Die organische Phase wurde mit gesittigter NaCl-Lsg.
gewaschen (1 x 10 mL) und iiber Na,SOy getrocknet. Das Lésemittel wurde im Vakuum

entfernt und der Riickstand iiber Kieselgel siulenchromatographisch gereinigt (CHCl; —
CHCIs/MeOH = 25:1).

Ausbeute: 48.0 mg (169 pmol, 89 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C;;H»;NO, (283.37 g/mol).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 5= 5.72-5.63 (m, 1H, #-12), 5.58-5.50 (m, 1H, -11), 4.85—
479 (m, 1H, HSR), 3.10 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, H-6), 2.42-2.33 (m, 1H, H-10), 2.30 (t,
5] = 74 Hz, 2H, H-2), 2.27-2.20 (m, 3H, H-9, H-13, H-15), 2.08-2.05 (m, 1H, #-10), 1.89—
1.82 (m, 1H, H-13), 1.81-1.74 (m, 1H, H-14), 1.73-1.67 (m, 1H, #-9), 1.65-1.49 (m, 5H, H-
3, H-5, H-14), 1.41-1.34 (2H, H-4), 1.31-1.23 (2H, H-15) ppm.

13C.NMR (100 MHz, MeOD): 5= 177.5 (C-1), 158.7 (C-7), 136.4 (C-12), 132.5 (C-11), 71.2
(C-8), 42.0 (C-9), 41.5 (C-6), 35.3 (C-13), 34.8 (C-2), 33.8 (C-15), 30.8 (C-10), 30.7 (C-5),
29.0 (C-14), 274 (C-4), 25.8 (C-3) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH,sNNaO4* [M+Na]*: 306.1676; gefunden: 306.1683
(A = 2.4 ppm).
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Docetaxel-TCO (38)

30.0 mg (106 pmol, 1 eq.) 6-(TCO-Carbamat)hexansiure (37) wurden in 500 pL trockenem
DMF gelsst. Unter Eiskithlung wurden nacheinander 44.3 mg HATU (117 pmol, 1.1 eq.)
und 73.4 pL (53.6 mg, 529 pmol, 5 eq.) NEt; zugegeben. Nach 10 min Aktivierungszeit
wurden 93.3 mg (124 pmol, 1.17 eq.) Docetaxel HCO,H-Salz (36) zugegeben und das
Reaktionsgemisch wurde 3 h bei RT geriihrt.

Nach vollstindigem Verbrauch von TCO-Carbamat (37) wurde das Reaktionsgemisch mit
50 mL EtOAc und 10 mL 1 M NH,Cl-Lsg. versetzt. Die organische Phase wurde mit
gesittigter NaCl-Lsg. gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wurde im

Vakuum entfernt und der Riickstand zweimal iiber Kieselgel siulenchromatographisch

gereinigt (CHCls/MeOH = 25:0.25 — CHCl3/MeOH = 25:1).

Ausbeute: 40.2 mg (41.3 pmol, 39 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;;HgssN,Oy5 (973.13 g/mol).

'H-NMR (600 MHz, MeOD): 5= 8.11 (dd, °/ = 8.3 Hz, *J = 1.2 Hz, 2H, H-15¢), 7.66 (i,
5] =74 Hz, *J = 1.1 Hz, 1H, H-15¢), 7.58-7.55 (m, 2H, H-15¢), 7.43-7.38 (m, 4H, H-1b, H-
lo), 7.28 (tt, °J = 7.0 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, #-1d), 6.16 (t, °J = 9.0 Hz, 1H, H-4), 5.68-5.60
(m, 2H, H-15, H-12"), 5.59-5.50 (m, 1H, H-11"), 5.46 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H-1), 5.27 (s, 1H,
H-7), 499 (dd, °J=9.7 Hz, °J = 1.9 Hz, 1H, H-12), 4.80-4.78 (m, 1H, H-8), 4.58 (d,
5] = 4.7 Hz, 1H, H-2), 4.24-4.18 (m, 3H, H-10, H-19), 3.87 (d, °J = 7.2 Hz, 1H, H-14), 3.06—
3.01 (m, 2H, H-6"), 2.44 (ddd, %J = 14.5 Hz, °J = 9.7 Hz, °J = 6.6 Hz, 1H, H-11), 3.38-2.34
(m, 4H, H-10', H-13b), 2.31-2.28 (m, 2H, H-2'), 2.27-2.21 (m, 4H, H-9, H-13, H-15, H-18),
2.06-1.99 (m, 2H, #-10, H-18), 1.90 (d, *J = 1.2 Hz, 3H, H-5a), 1.86-1.80 (m, 2H, H-11, H-
13’), 1.76-1.72 (m, 1H, H-14"), 1.70 (s, 3H, H-9a), 1.67-1.60 (m, 3H, H-9", H-3"), 1.58-1.52
(m, 1H, H-14’), 1.49-1.41 (m, 2H, H-5"), 1.36-1.28 (m, 2H, H-4), 1.26-1.22 (m, 1H, H-15"),
1.19 (s, 3H, H-17a), 1.12 (s, 3H, H-17b) ppm.
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13C.NMR (150 MHz, MeOD): 5= 211.1 (C8), 175.9 (C-1’), 174.4 (C-3), 171.8 (C-13a),
167.7 (C-15a), 158.7 (C-7"), 140.1 (C-1a), 139.2 (C-5), 138.0 (C-6), 136.4 (C-12"), 134.5 (2C,
C-15¢), 132.5 (C-117), 131.4 (C-15b), 131.2 (C-15¢), 129.7 (C-15d), 129.6 (2C, C-1c), 128.9
(C-1d), 128.4 (2C, C-1b), 85.9 (C-12), 82.3 (C-13), 79.1 (C-16), 77.6 (C-19), 76.4 (C-15),
75.6 (C-7), 74.8 (C-2), 72.7 (C-10), 72.6 (C-4), 71.2 (C-8), 58.9 (C-9), 56.8 (C-1), 47.9 (C-
14), 44.5 (C-17), 42.0 (C-9)), 41.5 (C-6"), 37.5 (C-11), 36.9 (C-2’), 36.8 (C-18), 35.3 (C-13),
33.7 (C-15"), 30.8, (C-10") 30.7 (C-5'), 29.0 (C-14"), 27.4 (C-4"), 27.1 (C-17a), 26.7 (C-3)),
23.2 (C-13b), 21.7 (C-17b), 14.4 (C-5a), 10.5 (C-9a) ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;3HgN,O15" [M+H]*: 973.46925; gefunden: 973.46794
(A = 1.34 ppm).
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AG Arbeitsgruppe

Boc tert-Butyloxycarbonyl
BODIPY Boron-dipyrromethene

Cyb Pentamethincyanin

d Tag

DNS  Desoxyribonukleinsiure
DBCO  Dibenzocyclooctinamin
DCM  Dichlormethan

D. h. Das heif’t

DMF  N,N-Dimethylformamid
DMSO  Dimethylsulfoxid
dStorm  Direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
EtOAc  Essigsiureethylester

eq. Aquivalente

Et,O Diethylether

et al. et alii

FRET  Férster-Resonanzenergietransfer
FS Feststoff

h Stunde

HATU  O0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-IV,IV,IV’,N’-tetramethyluroniumhexafluorphosphat
Hz Hertz
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HOMO  Highest Occupied Molecular Orbital (hchstes besetztes Molekiilorbital)
HMSiR Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin

konz. konzentriert

LiHMDS Bis(trimethylsilyl)lithiumamid

Lat. Literatur

Lsg. Lésung

LUMO  Lowest Unoccupied Molecular Orbital (niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital)
MeOH  Methanol

min Minute

MW Mikrowelle

NHS N-Hydroxysuccinimid

NEt; Triethylamin

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)

ONB ortho-Nitrobenzyl

PET photoinduzierter Elektronentransfer

PNP para-Nitrophenol

Rkt. Reaktion

RT Raumtemperatur

SAB sekundirer Antikérper

Sdp. Siedepunkt

Tab. Tabelle

TBAF  Tetrabutylammoniumfluorid

TBDMS tert-Butyldimethylsilyl

TCO Transcycloocten

TCSPC  zeitkorrelierte Einzelphoton-Zahlungen (time correlated single-photon-counting)
TFAA  Trifluoressigsiureanhydrid

THF Tetrahydrofuran
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THPTA Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
TIPS  Triisopropylsilyl

TMR  Tetramethylrhodamin

TosCl  para-Toluolsulfonsiurechlorid

Vgl. vergleiche

W Watt
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9.5 Spektren

9.5.1 NMR Spektroskopie
9.5.1.1 Cyaninfarbstoffe

9.5.1.1.1 Azid-Ketten
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9-Azidononan-1-ol (1c)
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3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat (2a)
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3-Azido-1-iodpropan (3a)
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9.5.1.1.2 Amin-Ketten
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N-(6-Bromhexyl)-2,2,2-trifluoracetamid (5b)
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9.5.1.2 Indoliumsalze
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1-(3-Azidopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7a)
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1-(6-Azidohexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7b)
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1-(6-Azidohexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7b)
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1-(9-Azidononyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7c)
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1-(3-(2,2,2-Trifluoracetamido) propyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7d)
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1-(3-(2,2,2-Trifluoracetamido) propyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7d)
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1-(6-(2,2,2-Trifluoracetamido)hexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7e)
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1-(6-(2,2,2-Trifluoracetamido)hexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7e)
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1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7f)
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1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7f)

——-138.15
——-168.68

L

T T T T T T
50 0 -50 -100 -150 -200 -250 -300 -350 ppm

15N—NN[R—Spektrum (60 MHz, AcOD/ D,O = 3:1, Projektion aus '"H-"N-HMBC)

(W A | Y ppm

= -400

- -300

F -200

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

'H-""N-HMBC-Spektrum (600 MHz, AcOD/D,O = 3:1)



Anhang

1-(6-Cyanopentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7g)
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1-(6-Cyanopentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7g)
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1-(3-Carboxypropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7h)
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1-(6-Carboxypentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)
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1-(Pentinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7j)
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1-(Pentinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7j)
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1-(Hexinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7k)
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1-(Hexinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7k)
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1-(4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)
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1-(4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)
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9.5.1.3 Pentamethincyaninfarbstoffe

Sulfo-(3-azidopropyl)-pentamethincyanin (9a)
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Sulfo-(6-azidohexyl)-pentamethincyanin (9b)
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Sulfo-(9-azidononyl)-pentamethincyanin (9c¢)
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Sulfo-(3-(trifluoracetamido) propyl)-pentamethincyanin (9d)
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Anhang

Sulfo-(6-(trifluoracetamido) hexyl)-pentamethincyanin (9e)
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Sulfo-(3-cyanopropyl)-pentamethincyanin (9f)
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Sulfo-(5-cyanopentyl)-pentamethincyanin (9g)
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Sulfo-(3-carboxypropyl)-pentamethincyanin (9h)
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Sulfo-(5-carboxypentyl)-pentamethincyanin (91)
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Sulfo-(pentinyl)-pentamethincyanin (9j)
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Sulfo-(hexinyl)-pentamethincyanin (9k)
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Sulfo-(3-aminopropyl)-pentamethincyanin (10a)
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Sulfo-(6-aminohexyl)-pentamethincyanin (10b)
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9.5.1.4 Multiemitter

Tripropargylpentaerythritol (11)
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3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propoxy (tert-butyl)dimethylsilan (12)
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3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propanol (13)
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3-(Tripropargylpentaerythrityl)-brompropylether (14)
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(Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiure-methylester (15)
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(Tripropargylpentaerythrityl) propoxybenzoesiure (16)
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Tri((propyl) Cy5)emitter (17a)
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Tri((hexyl)Cy5)emitter (17b)
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Tri((nonyl) Cy5)emitter (17¢)
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9.5.1.5 Fotoabspaltbare Nitrobenzyllinker und Farbstoffe

9.5.1.5.1 Nitrobenzyllinker
4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesdure (19a)
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4-(Hydroxy (perfluorphenyl) methyl)-3-nitrobenzoesiure (19b)
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4-(Hydroxy(2-nitrophenyl) methyl)-3-nitrobenzoesiure (20a)
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4-((4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl) (hydroxy)methyl)-3-nitrobenzoesiure (20b)
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2-((tert-Butyldimethylsilyl) oxy)-2-(4-(dimethylamino)-2-nitrophenyl)acetonitril (21b)
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2-Hydroxy-2-(2-nitrophenyl)essigsdure (22a)
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2-(4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl)-2-hydroxyessigsdure (22b)
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Sulfo-(3-(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido) propyl)-pentamethincyanin (23)
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9.5.1.6 Auf Xanthen basierende Farbstoffe

9.5.1.6.1 Hydroxymey!-Siliziumrhodamin

3,3’-(Dimethylsilandiyl) bis(2V,/V-dimethylanilin) (25)
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3,3’-(Dimethylsilandiyl)bis(4-brom-/V, N-dimethylanilin) (26)
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5-((3-methyloxetan-3-yl)methyl-carbonsiureester)-phthalid (28a)

7 5 Oa g 10
W7 AR, IR
[ 8.;0 ppm " 8.02 8.00 ppm 4.6 4.5 ppm
I | WoWY ||
L 1 e At e

9 EeE g

"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl;)

So s m

[
|
T T T T T T T T T 1

T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

0
——165.37
——146.62

5

PC-NMR-Spektrum (100 MHz, CDCl;)



Anhang

5-Orthocarbonsiureester-phthalid (28)
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin (29)
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin-Tetrazin (30)
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Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin-DBCO (31)
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9.5.1.6.2 Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein

(3-Bromphenoxy)triisopropylsilan (32)
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Dimethylbis(3-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)silan (33)
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Bis(2-brom-5-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)dimethylsilan (34)
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Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein (35)
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9.5.1.7 Docetaxel- TCO-Ligand

6-(TCO-Carbamat)hexansiure (37)
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Docetaxel-TCO (38) 1d
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9.5.2 Massenspektrometrie

9.5.2.1

Analysis Info
Analysis Name

Azid-Ketten

Massenspektrum von 3-Azidopropan-1-ol (1a)

Acquisition Date 8/27/2019 10:34:42 AM

D:\Data\Spektren2019\2019_1714_SE|_NW-G45_2.d

Method tune_pos_lowest.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1714_SEI_NW-G45 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW-G45
15 pmol/ul in MeCN/CHCI3
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 50.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 20 m/z Set Funnel 2 RF 80.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 /min
Scan End 1000 m/z Set Hexapole RF 80.0 Vpp Set Divert Valve Source
|ﬂ|en54-— 2019_1714_SEI_NW-G45_2.d: +MS, 5.3-5.3min #316-319]
x10
081 6401569
0.6
041 105.04328
021 182.09055
00 Il 1] .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Intens. | +MS, 5.5min #326]
8007 124.04862
600 ‘
4004 “
2004 ‘
oLl ‘ . ‘ ‘ : :
122 123 24 125 126 127 128 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
124.04862 1 C3H7N3NaO  124.04813 -3.90 na. 1 100.00 1.5 even ok
Massenspektrum von 6-Azidohexan-1-ol (1b)
Analysis Info Acquisition Date 8/27/2019 10:51:09 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_1715_SEI_NW-G46.d
Method tune_pos_lowest.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1715_SEI_NW-G46 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW-G46

Acquisition Parameter

3 pmol/ul in MeCN/CHCI3

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 50.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 20 m/z Set Funnel 2 RF 80.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 Umin
Scan End 1000 m/z Set Hexapole RF 80.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. 2019_1715_SEI_NW-G46.d: +MS, 1.9min #112|
4000
80.94758
3000
2000 166.09520
1000 266.18349
bbb b
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Intens. +MS, 1.9min #112]
2500
166.09520
2000 |
1500 ”
1000 ‘\
500 I\ 167.09719
164 165 166 167 168 169 170 m/z
Meas.m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
166.09520 1 C6H13N3NaO 166.09508 -0.71 3.1 1 100.00 1.5 even ok
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Analysis Info
Analysis Name

Massenspektrum von 9-Azidononan-1-ol (1c)

Acquisition Date 8/27/2019 2:10:10 PM

D:\Data\Spektren2019\2019_1716_SEI_NW-G47.d

Method tune_pos_lowest.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1716_SEI_NW-G47 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW-G47
3 pmol/ul in MeCN/CHCI3
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 50.0 Vpp Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 20 m/z Set Funnel 2 RF 80.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1000 m/z Set Hexapole RF 80.0 Vpp Set Divert Valve Source
\ntens.f 2019_1716_SEI_NW-G47.d: +MS, 1.4-1.4min #82-83|
x104
0.8 208.14217
0.6
0.4 149.94032
0.29
00 N il 35027643
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
\ntens.f +MS, 1.4-1.4min #82-83|
x104
0.8 208..1(4217
0.6] |
0.4 ‘\‘
I
0.2 I 209.14420
00 206.82241 J\
: 207 208 209 210 211 m/iz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
208.14217 1 C9H19N3NaO  208.14203 -0.66 4.4 100.00 1.5 even ok
Massenspektrum von 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat (2a)
Analysis Info Acquisition Date  8/20/2019 3:37:43 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\20082019_NW-G48_SEI_51_01_5128.d
Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 20082019_NW-G48_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-100,
x106
2.04
278.0573
159 5334247
1.04
0.54
0.0 —L L - ‘ - ‘ - . .
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
278.0573 1 C10H13N3NaO3S 278.0570 -1.0 22 1 100.00 5.5 even ok
294.0308 1 C10H13KN303S 294.0309 0.5 66.0 1 10000 55 even ok
533.1247 1 C20H26N6NaO6S2 533.1247 0.1 4.2 1 100.00 10.5 even ok
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Massenspektrum von 6-Azidohexyl-p-toluolsulfonat (2b)

Analysis Info
Analysis Name

D:\Data\Spektren2019\2019_1717_SEI_NW-G49.d

Acquisition Date

8/27/2019 10:20:32 AM

Method tune_pos_low.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1717_SEI_NW-G49 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW-G49
3 pmol/ul in MeCN/CHCI3
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/iz Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
|ﬂ19"55 2019_1717_SEI_NW-G49.d: +MS, 0.7-0.8min #42-45|
x10°
4 32010397
3
2
1
o ) 617.21611
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens. +MS, 0.7-0.8min #42-45|
x105
4 320.20397
3 ﬁ
l
2
I
|
1 I
[\ 321.10488
J 322.09942
319 320 321 322 323 324 325 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
320.10397 1 C13H19N3NaO3S  320.10393 -0.10 13.6 1 100.00 55 even ok

Massenspektrum von 9-Azidononyl-p-toluolsulfonat (2c)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  8/15/2019 12:33:08 PM
D:\Data\spektren2019\15082019_NW-CoM93_SEI_52_01_5018.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 15082019_NW-CoM93_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens.{ +MS, 0.2-2.5min #8-99
x106
1.254
1.001 362:1504
0.754
7013127
0.504
0.254
0.00 F———r—r— L el — ——————r— —— — y
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
340.1688 1 C16H26N303S 340.1689 0.5 6.6 1 100.00 5.5 even ok
357.1947 1 C16H29N403S 357.1955 23 1.5 1 100.00 4.5 even ok
362.1504 1 C16H25N3Na0O3S 362.1509 1.2 4.2 1 100.00 5.5 even ok
378.1240 1 C16H25KN303S 378.1248 21 12.9 1 100.00 5.5 even ok
696.3566 1 C32H54N706S2 696.3572 0.8 234 1 10000 9.5 even ok
701.3127 1 C32H50N6Na0O6S2 701.3125 -0.2 10.6 1 100.00 10.5 even ok
7172870 1 C32H50KN606S2 717.2865 -0.7 36.7 1 100.00 10.5 even ok
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9.5.2.2 Amin-Ketten

Massenspektrum von 6-Bromhexylaminhydrobromid (4)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\10012019_NW397-A108a_SEI_51_01_1706.d

1/10/2019 3:29:06 PM

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 10012019_NW397-A108a_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens.q +MS, 0.2-2.5min #8-100
%1063
1.004 180.0382
0.75
0507
0.25]
0.00 440.?939
"o 77 250 s00 | 750 000 | 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
180.0382 1 C6H15BrN 180.0382 0.3 1.0 1 100.00 -0.5 even ok
202.0196 1 C6H14BrNNa  202.0202 2.8 55.5 1 100.00 -0.5 even ok
359.0700 1 C12H29Br2N2 359.0692 -2.2 724 1 100.00 -1.5 even ok
Massenspektrum von N-(3-Brompropyl)-2,2,2-trifluoracetamid (5a)
Analysis Info Acquisition Date  9/17/2019 1:23:22 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\17092019_NW308-A73_SEI_52_01_5723.d
Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 17092019_NW308-A73_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-100
X105
107 255.1684
0.8
0671021277
0.44
0.2
00f——bpmulbig ; , . ———
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
233.9725 1 C5H8BrF3NO 233.9736 45 482.0 1 10000 0.5 even ok
2559555 1 C5H7BrF3NNaO 255.9555 0.0 15.3 1 100.00 0.5 even ok
2719315 1 C5H7BrF3KNO 271.9295 -7.5 55.1 1 100.00 0.5 even ok
488.9213 1 C10H14Br2F6N2NaO2 488.9218 1.1 12.4 1 100.00 0.5 even ok
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Massenspektrum von N-(6-Bromhexyl)-2,2,2-trifluoracetamid (5b)

Analysis Info
Analysis Name

Method Automation_esi_tune_pos_low.m
Sample Name 19082019_NW-CoM96_SEI
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

admin

micrOTOF

Acquisition Date  8/19/2019 11:40:39 AM
D:\Data\spektren2019\19082019_NW-CoM96_SEI_52_01_5076.d
Operator
Instrument

213750.00088

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens. 1 +MS, 0.2-2.5min #8-99
X105
43 332.0695
3_
2_
L 546.0989
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb €~ Conf N-Rule
298.0026 1 C8H13BrF3NNaO 298.0025 -0.5 115 1 100.00 0.5 even ok
313.9772 1 C8H13BrF3KNO 313.9764 -24 55.5 1 100.00 0.5 even ok
573.0163 1 C16H26Br2F6N2NaO2 573.0157 -1.0 8.2 1 100.00 0.5 even ok



Anhang

9.5.2.3 Indoliumderivate

Massenspektrum von Kalium-2,3,3-trimethylindolenin-5-sulfonat (6)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\07082019_NW230-A06f_SEI_51_01_4893.d

8/7/12019 12:37:21 PM

Method Automation_esi_tune_neg_low.m Operator admin
Sample Name  07082019_NW230-A06f_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 vV Set Dry Gas 5.0 lI/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. { -MS, 0.2-2.5min #8-100
x105]
1.5
238.0542
1.04
0.5
715.3713
0.0 DL T 1y T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
238.0542 1 C11H12NO3S 238.0543 0.5 7.3 1 100.00 6.5 even ok

Massenspektrum von 1-(3-Azidopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7a)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  8/20/2019 5:17:29 PM
D:\Data\spektren2019\20082019_NW395-A78-CyC3N3_SEI_53_01_5140.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 20082019_NW395-A78-CyC3N3_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 l/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-100|
x109
61 345,0984
4<
2 -
667.2094
0 e e T T T T T v
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
323.1169 1 C14H19N403S 323.1172 1.0 1.8 1 100.00 7.5 even ok
3450984 1 C14H18N4NaO3S  345.0992 23 54 1 10000 7.5 even ok
361.0732 1 C14H18KN40O3S 361.0731 -0.1 69.8 1 100.00 7.5 even ok
6452265 1 C28H37N806S2 645.2272 1.1 8.6 1 100.00 14.5 even ok
667.2094 1 C28H36N8NaO6S2 667.2091 -0.4 8.0 1 100.00 14.5 even ok
683.1838 1 C28H36KN80O6S2 683.1831 -1.0 110.0 1 100.00 14.5 even ok
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Massenspektrum von 1-(6-Azidohexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7b)

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date  8/15/2019 12:08:03 PM
D:\Data\spektren2019\15082019_NW-CyA127_SEI_51_01_5015.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 15082019_NW-CyA127_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens.; +MS, 0.2-2.5min #8-100,
x1069
5
201 3651637
1.55
103
0.5 729.3218
0.0 - Ii - L - - - - - ;
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
365.1637 1 C17H25N403S 365.1642 1.4 3.7 1 100.00 7.5 even ok
387.1453 1 C17H24N4NaO3S 387.1461 2.2 3.6 1 100.00 7.5 even ok
403.1190 1 C17H24KN403S 403.1201 26 10.2 1 100.00 7.5 even ok
729.3218 1 C34H49N80O6S2 729.3211 -1.0 8.5 1 100.00 145 even ok
751.3049 1 CB34H48N8NaO6S2 751.3030 -2.5 25.9 1 100.00 14.5 even ok
767.2781 1 C34H48KN80O6S2 767.2770 -1.5 39.9 1 100.00 145 even ok

Massenspektrum von 1-(9-Azidononyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7c)

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date  8/17/2019 12:34:32 PM
D:\Data\spektren2019\15082019_NW-CyA128_SEI_51_01_5058.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 15082019_NW-CyA128_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-100,
x1067
081 4291921
0.6
0.4
0.2
L 632.2972 835.3993
0.0 T ve L — T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
407.2097 1 C20H31N403S 407.2111 3.6 53 1 100.00 7.5 even ok
429.1921 1 C20H30N4NaO3S 429.1931 2.2 54 1 100.00 7.5 even ok
4451660 1 C20H30KN403S 445.1670 23 15.0 1 100.00 7.5 even ok
813.4162 1 C40H61N80O6S2 813.4150 -1.5 12.8 1 100.00 14.5 even ok
835.3993 1 C40HB60N8NaO6S2 835.3969 -2.8 16.7 1 100.00 14.5 even ok
851.3737 1 C40H60KN80O6S2 851.3709 -3.3 126.3 1 100.00 14.5 even ok
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Massenspektrum von 1-(3-(2,2,2-trifluoracetamido) propyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-
sulfonat (7d)

Analysis Info Acquisition Date  8/25/2019 4:01:57 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\25082019_NW-CyC3NHTFA_SEI_51_01_5273.d

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin

Sample Name ~ 25082019_NW-CyC3NHTFA_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar

Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C

Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 /min

Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #13-155

Intens. +MS, 0.2-2.5min #13-155|
x1057
4 415,0898
3_
PE
1 -4
k 829.1741 1199.2921
0 T T —d 1 sl T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
393.1080 1 C16H20F3N204S 393.1090 2.6 0.9 1 10000 65 even ok
415.0898 1 C16H19F3N2NaO4S 415.0910 29 76 1 10000 6.5 even ok
431.0637 1 C16H19F3KN204S 431.0649 2.8 45 1 10000 65 even ok
7852114 1 C32H39F6N408S2 785.2108 -0.8 27.7 1 100.00 125 even ok
807.1898 1 C32H38F6N4NaO8S2  807.1927 3.6 34.8 1 100.00 125 even ok
823.1613 1 C32H38FBKN408S2 823.1667 6.5 455 1 100.00 125 even ok
1177.3096 1 C48H58FIN6012S3 1177.3126 25 57.3 1 100.00 185 even ok

Massenspektrum von 1-(6-(2,2,2-trifluoracetamido)hexyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-
sulfonat (7e)

Analysis Info Acquisition Date  8/24/2019 1:45:19 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\24082019_NW401-A111-C6NTfa_SEI_51_01_5251.d

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin

Sample Name  24082019_NW401-A111-C6NTfa_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #12-154

Intens. +MS, 0.2-2.5min #12-154|
x106
107 457.1366
0.8
0.6
0.4+
0.2 913,2653 13254293
0.0 elh O7A2112 ) — ; ———— s
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
435.1547 1 C19H26F3N204S 435.1560 3.0 15.9 1 100.00 6.5 even ok
457.1366 1 C19H25F3N2NaO4S 4571379 3.0 11.6 1 100.00 6.5 even ok
473.1098 1 C19H25F3KN204S 473.1119 4.4 8.5 1 100.00 6.5 even ok
869.3029 1 C38H51F6N408S2 869.3047 2.0 8.1 1 100.00 125 even ok
891.2834 1 C38H50F6N4Na0O8S2 891.2866 3.6 17.7 1 10000 125 even ok
907.2570 1 C38H50F6KN408S2 907.2606 3.9 240.8 1 100.00 125 even ok
1303.4477 1 C57H76F9N6012S3 1303.4534 4.4 246 1 100.00 185 even ok
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Massenspektrum von 1-(3-Cyanopropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7f)

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date  9/5/2019 11:59:24 AM
D:\Data\spektren2019\05092019_NW304-A71-IndC3CN_SEI_51_01_5527.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name  05092019_NW2304-A71-IndC3CN_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-99|
x105]
41
329.0928
3 4
2 4
1 -
123.0021 6351974
0 e T ; ; ; : , — ]
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
307.1112 1 C15H19N203S 307.1111 -0.3 9.6 1 100.00 7.5 even ok
329.0928 1 C15H18N2NaO3S 329.0930 0.6 16.3 1 100.00 7.5 even ok
345.0669 1 C15H18KN203S 345.0670 0.1 70.2 1 10000 7.5 even ok
613.2153 1 C30H37N406S2 613.2149 -0.7 76.7 1 100.00 145 even ok
635.1974 1 C30H36N4NaO6S2 635.1968 -0.9 19.3 1 100.00 14.5 even ok
651.1691 1 C30H36KN406S2 651.1708 2.7 113.9 1 100.00 145 even ok

Massenspektrum von 1-(6-Cyanopentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7g)

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date  8/26/2019 2:33:28 PM
D:\Data\spektren2019\25082019_NW-CyC5CN_SEI_51_01_5290.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 25082019_NW-CyC5CN_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-99|
x105
& 3574238
4<
2.
102.1281 l
0 S e e e e T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
335.1418 1 C17H23N203S 335.1424 1.9 8.8 1 10000 7.5 even ok
357.1238 1 C17H22N2NaO3S 357.1243 1.6 10.3 1 100.00 7.5 even ok
373.0975 1 C17H22KN203S 373.0983 2.2 11.8 1 10000 7.5 even ok
669.2772 1 C34H45N406S2 669.2775 0.5 235 1 100.00 14.5 even ok
691.2598 1 C34H44N4NaO6S2 691.2594 -0.5 121 1 100.00 14.5 even ok
707.2335 1 C34H44KN406S2 707.2334 -0.1 345 1 100.00 14.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von 1-(3-Carboxypropyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7h)

Analysis Info Acquisition Date  11/19/2019 11:46:15 AM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\19112019_NW-CyA132IndC3CO2_SEI_55_01_7083.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin

Sample Name 19112019_NW-CyA132IndC3CO2_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens. +MS, 0.2-2.5min #8-100
x109
8-
326:1059
6,
44
2
| 651:2029
0+ M — r ——— —— — —T——— — v
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
326.1059 1 C15H20NO5S 326.1057 -0.7 3.1 1 100.00 6.5 even ok
348.0873 1 C15H19NNaO5S 348.0876 0.8 52 1 100.00 6.5 even ok
364.0608 1 C15H19KNO5S 364.0616 21 4.7 1 100.00 6.5 even ok
651.2029 1 C30H39N2010S2 651.2041 1.8 8.8 1 100.00 125 even ok
673.1851 1 C30H38N2NaO10S2 673.1860 1.3 22.2 1 100.00 125 even ok
689.1586 1 C30H38KN2010S2 689.1599 1.9 27.2 1 100.00 125 even ok

Massenspektrum von 1-(6-Carboxypentyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)

Analysis Info Acquisition Date  11/14/2019 2:25:22 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\14112019_NW-CyA131IndC5C0O2_SEI_52_01_6972.d

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin

Sample Name 14112019_NW-CyA131IndC5CO2_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #13-155

Intens +MS, 0.2-2.5min #13-155|
x106
151 3541375
1.0
0.5
ﬂ 729.2489 1082 3775
0.0 b} —t T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
353.1289 1 C17H23NO5S 353.1291 0.7 639.2 1 100.00 7.0 odd ok
354.1375 1 C17H24NO5S 354.1370 -1.4 17 1 10000 6.5 even ok
376.1190 1 C17H23NNaO5S 376.1189 -0.1 77 1 100.00 6.5 even ok
392.0945 1 C17H23KNOS5S 392.0929 -4.2 12.9 1 100.00 6.5 even ok
707.2662 1 C34H47N2010S2 707.2667 0.7 9.8 1 100.00 125 even ok
729.2489 1 C34H46N2NaO10S2  729.2486 -0.4 20.5 1 100.00 125 even ok
7452252 1 C34H46KN2010S2 745.2225 -3.5 103.3 1 100.00 125 even ok
1060.3959 1 C51H70N3015S3 1060.3964 0.5 22.6 1 100.00 18.5 even ok



Massenspektrum von 1-(Pentinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7j)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  8/29/2019 1:24:11 PM
D:\Data\spektren2019\29082019_NW320-A64_SEI_51_01_5331.d

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name ~ 29082019_NW2320-A64_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 lI/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens. +MS, 0.2-2.5min #13-155|
X108
081 328,0975
0.6
0.4
0.21 633.2053 938.3130
0.0 riily— T .‘“ T Ay T T T v T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
306.1156 1 C16H20NO3S 306.1158 0.9 29 1 100.00 7.5 even ok
328.0975 1 C16H19NNaO3S 328.0978 0.8 23 1 10000 7.5 even ok
344.0713 1 C16H19KNO3S 344.0717 1.2 27 1 100.00 7.5 even ok
611.2237 1 C32H39N206S2 611.2244 1.2 8.1 1 100.00 14.5 even ok
633.2053 1 C32H38N2NaO6S2 633.2063 1.7 19.4 1 100.00 14.5 even ok
649.1769 1 C32H38KN206S2 649.1803 52 114.6 1 100.00 14.5 even ok
916.3311 1 C48H58N309S3 916.3330 2.1 50.0 1 100.00 21.5 even ok

Massenspektrum von 1-(Hexinyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (7k)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\29082019_NW-CyC6Alkin_SEI_52_01_5328.d

8/29/2019 12:59:17 PM

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name 29082019_NW-CyC6Alkin_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #12-154
Intens. 4 +MS, 0.2-2.5min #12-154]
x1053
2.59
201 3421123
153
1.0
051
00 ) 683,2180 1132.3109
~o 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
320.1308 1 C17H22NO3S 320.1315 2.2 8.5 1 10000 7.5 even ok
3421123 1 C17H21NNaO3S 342.1134 3.2 76 1 100.00 7.5 even ok
358.0887 1 C17H21KNO3S 358.0874 -3.8 11.6 1 10000 7.5 even ok
661.2346 1 C34H42N2NaO6S2 661.2376 4.6 13.2 1 100.00 14.5 even ok
677.2180 1 C34H42KN206S2  677.2116 -9.4 147.2 1 100.00 14.5 even ok

Anhang



Anhang

Massenspektrum von 1-(4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethylindolium-5-sulfonat (71)

Analysis Info Acquisition Date  9/17/2019 12:16:38 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\17092019_NW174-A63_SEI_53_01_5715.d

Method Automation_esi_tune_neg_mid.m Operator admin

Sample Name 17092019_NW174-A63_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 l/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens.] -MS, 0.2-2.5min #8-100)
x1057
4_
3740748
37
21
1:
0 i aal i 79A3A1196
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
3740748 1 C15H20NO6S2 374.0738 2.8 9.6 1 100.00 6.5 even ok



9.5.2.4 Pentamethincyanine

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Anhang

Massenspektrum von Sulfotetramethinhemicyanin (8)

D:\Data\Spektren2019\2019_2472_SEI_NW-A09.d

tune_neg_wide.m
2019_2472_SEI_NW-
Wolf Natalia

NW-A09

5 pmol/uL in MeOH

A09

Acquisition Date

Operator
Instrument

Juliane
micrOTOF-Q Il

12/12/2019 10:01:48 AM

8228888.20516

Acquisition Parameter

Source Type
Focus

Scan Begin
Scan End

ESI
Active

50 m/z
4000 m/z

lon Polarity

Set Funnel 1 RF
Set Funnel 2 RF
Set Hexapole RF

Negative

200.0 Vpp
400.0 Vpp
400.0 Vpp

Set Nebulizer
Set Dry Heater
Set Dry Gas
Set Divert Valve

0.4 Bar
200 °C
4.0 I/min
Source

Intens.
x105]

1.004
0.751
0.50
0.254

251.06132
0.00

503.13336

2019_2472_SEI_NW-A09.d: -MS, 1.3-1.4min #78-83|

500

1000 1500 2000 2500 3000 3500 miz

Intens.
x1054

1.04
0.89
0.69
0.41
0.29
0.0

-MS, 1.3-1.4min #78-83

503.23336

f 504.13558
A 505.12892

502
Meas. m/iz #
503.13336 1

lon Formula
C24H27N206S2

J
503 504 505 506 507 m/z

rdb e~ Conf
12.5 even

N-Rule
ok

Score
100.00

m/z
503.13160

mSigma  # mSigma
55.1 1

err [ppm]
-3.50

Massenspektrum von Sulfo-(3-azidopropyl)-pentamethincyanin (9a)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  9/3/2019 10:08:06 AM

D:\Data\spektren2019\03092019_NW333-A79_SEI_51_01_5448.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name  03092019_NW333-A79_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens.] -MS, 0.2-2.5min #8-100
x1051
s 7321836
23
1]
0 o 15313194
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
732.1836 1 C32H38N509S3  732.1837 0.2 23.8 1 100.00 16.5 even ok
733.1851 1 C32H39N509S3  733.1915 8.7 68.7 1 100.00 16.0 odd ok



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(6-azidohexyl)-pentamethincyanin (9b)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date
D:\Data\spektren2019\20122019_NW419-A127Cy5C6N3_SEI_51_01_7601.d

12/20/2019 10:56:04 AM

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name 20122019_NW419-A127Cy5C6N3_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens.{ -MS, 0.2-2.5min #8-100
x1043
59 7742284
47
33
23 1616.4267
17
01—
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
7742284 1 C35H44N509S3  774.2307 29 737 1 100.00 16.5 even ok
7752308 1 (C35H45N509S3 775.2385 10.0 68.2 1 100.00 16.0 odd ok

Massenspektrum von Sulfo-(9-azidononyl)-pentamethincyanin (9c)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  8/30/2019 3:38:15 PM

D:\Data\spektren2019\30082019_NW-Cy5C9N3_SEI_51_01_5371.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name 30082019_NW-Cy5C9N3_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. -MS, 0.2-2.5min #8-100
x105
6
816:2787
44
2
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
816.2787 1 C38H50N509S3 816.2776 -1.4 5.4 1 100.00 16.5 even ok
817.2817 1 C38H51N509S3 817.2854 4.6 53.3 1 100.00 16.0 odd ok
852.2471 1 C38H51CIN509S3  852.2543 8.5 401.3 1 100.00 155 even ok



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(3-(trifluoracetamido)propyl)-pentamethincyanin (9d)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date 12/12/2019 9:38:27 AM

D:\Data\Spektren2019\2019_2473_SEI_NW352-A62_3.d

Method tune_neg_mid.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2473_SEI_NW352-A62_3 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia

NW352-A62

8 pmol/uL in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 300.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 250 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 3.5 l/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens. 2019_2473_SEI_NW352-A62_3.d: -MS, 1.6-1.8min #93-106
x105]
41 400.58434
33
PE
13 706.19036
0 . , - , , , . .
500 1000 1500 2000 2500 m/z
Intens. -MS, 1.6-1.8min #93-106|
x105
] 400.58434
N
it
34 | “
I\
2] AN
‘\ \ 401.08522
14 /‘ \\ 401.58329
402.08241
ol ;j \ / ‘ /\ N 4‘102;58088 ‘
400.0 400.5 401.0 401.5 402.0 402.5 403.0 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
400.58434 1 C34H38F3N3010S3  400.58412 -0.55 15.1 1 100.00 16.0 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(6-(trifluoracetamido)hexyl)-pentamethincyanin (9e)

Analysis Info Acquisition Date 12/12/2019 9:49:05 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2474_SEI_NW403-A113_2.d
Method tune_neg_mid.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2474_SEI_NW403-A113_2 Instrument micrOTOF-Q IIl 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW403-A113
8 pmol/uL in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 300.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 250 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 3.5 I/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
|nlen55 2019_2474_SEI_NW403-A113_2.d: -MS, 1.9-2.0min #116-118|
x10°]
421.60822
1.04
0.5
748.23733
0.0 } ; ; , ; ) T
500 1000 1500 2000 2500 miz
Intens. -MS, 1.9-2.0min #116-118
x105;
] 42160822
N
1.009 I
|
0.751 |
| 422.10805
0.504 | \
| \ 42260641
0257 |
000 J y / 423.10649 423.60379
: 4215 4220 4225 4230 4235 424.0 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
421.60822 1 C37H44F3N3010S3  421.60759 -1.48 6.2 1 100.00 16.0 even ok



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(3-cyanopropyl)-pentamethincyanin (9f)

Analysis Info Acquisition Date  9/12/2019 12:25:31 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\09092019_NW360-A96_Cy5C3CN_SEI_51_01_5613.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin

Sample Name 09092019_NW360-A96_Cy5C3CN_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-99

Intens. -MS, 0.2-2.5min #8-99

x105]

1.59 738.1608

1.0

057 1499.3133

0.0 —— Al

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 miz

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
716.1792 1 C33H38N309S3 716.1776 -2.3 19.8 1 100.00 16.5 even ok
717.1807 1 C33H39N309S3 717.1854 6.5 76.4 1 100.00 16.0 odd ok
752.1524 1 C33H39CIN309S3  752.1542 2.4 61.2 1 100.00 155 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(56-cyanopentyl)-pentamethincyanin (9g)

Analysis Info Acquisition Date  9/30/2019 12:24:06 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\30092019_NW-Cy5C5CN_SEI_51_01_5912.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin

Sample Name 30092019_NW-Cy5C5CN_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens‘ig -MS, 0.2-2.5min #8-100
x10%3

744,2066

& 1555.3727

03 el

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
7442066 1 C35H42N309S3  744.2089 3.1 8.4 1 100.00 16.5 even ok



Massenspektrum von Sulfo-(3-carboxypropyl)-pentamethincyanin (9h)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  11/22/2019 12:20:14 PM

D:\Data\spektren2019122112019_NW-Cy5C3CO2H_SEI_52_01_7214.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name 22112019_NW-Cy5C3CO2H_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. -MS, 0.2-2.5min #8-100
x104 ]
757.1521
44
21 1537.2946
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
735.1691 1 C33H39N2011S3  735.1721 4.2 12.9 1 100.00 155 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(5-carboxypentyl)-pentamethincyanin (91)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  11/22/2019 10:24:00 AM

D:\Data\spektren2019\22112019_NW-Cy5C5CO2H_SE|_51_01_7202.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name 22112019_NW-Cy5C5CO2H_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. -MS, 0.2-2.5min #8-100
x105]
763:2023
1.5
1.04
0.5
1593.3635
0.0+ .aJ'L‘..‘H..“*- ———— ———— .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
763.2023 1 C35H43N2011S3  763.2034 1.5 6.4 1 100.00 155 even ok
764.2052 1 C35H44N2011S3 764.2113 7.9 71.0 1 100.00 15.0 odd ok

Anhang



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(pentinyl)-pentamethincyanin (9j)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  10/7/2019 1:52:20 PM

D:\Data\spektren2019\07102019_NW-Cy5Pentin_SEI_52_01_6039.d

Method Automation_esi_tune_neg_high.m Operator admin
Sample Name 07102019_NW-Cy5Pentin_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 500 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 5000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens.q -MS, 0.2-2.5min #8-100
x105;
157 7151803
1.0
0.59 1497.3228
0.0 —_ el —_—
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
715.1803 1 C34H39N209S3 715.1823 2.8 3.8 1 100.00 16.5 even ok
716.1838 1 C34H40N209S3 716.1901 8.8 78.6 1 100.00 16.0 odd ok
751.1586 1 C34H40CIN209S3  751.1590 0.5 260.9 1 100.00 155 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(hexinyl)-pentamethincyanin (9k)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  10/7/2019 4:37:19 PM

D:\Data\spektren2019\07102019_NW-Cy5Hexin_SEI_53_01_6054.d

Method Automation_esi_tune_neg_mid.m Operator admin
Sample Name  07102019_NW-Cy5Hexin_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-100
Intens. ] -MS, 0.2-2.5min #8-100
x106
729.2001
1.0
] 296.0853 ‘
057 593.1777
0.0 : ".ul.“"‘|“‘ — .“el‘ bt ——————— — ——— :
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
729.2001 1 C35H41N209S3  729.1980 -2.9 29.2 1 100.00 16.5 even ok
730.2004 1 C35H42N209S3 730.2058 74 69.4 1 100.00 16.0 odd ok



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(3-aminopropyl)-pentamethincyanin (10a)

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\04092019_NW351-A41Cy5C3NH2_SEI_52_01_5509.d
Automation_esi_tune_neg_mid.m
04092019_NW351-A41Cy5C3NH2_SEI

verduennt in MeOH

Operator admin

Instrument

micrOTOF

9/4/2019 7:13:24 PM

213750.00088

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens.: -MS, 0.2-2.5min #8-99
x1083
1.004 7061939
0.757
0507
0.25:
352.5915 | l
0.00 +——F———4r— 7t ——— T — —————T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
706.1939 1 C32H40N309S3  706.1932 -0.9 126.6 1 100.00 145 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(6-aminohexyl)-pentamethincyanin (10b)

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019104092019_NW-Cy5C6NH2_SEI_51_01_5481.d

Automation_esi_tune_neg_mid.m
04092019_NW-Cy5C6NH2_SEI

verduennt in MeOH

Operator admin

Instrument

micrOTOF

9/4/2019 2:33:35 PM

213750.00088

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
-MS, 0.2-2.5min #8-99
Intens. ] -MS, 0.2-2.5min #8-99
x1057
6 7482387
4
2
1 305.6062
S O O o | '
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
748.2387 1 C35H46N309S3  748.2402 1.9 13.8 1 100.00 14.5 even ok



Anhang

9.5.2.5 Mulitemitter

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Massenspektrum von Tripropargylpentaerythritol (11)

D:\Data\Spektren2019\2019_1727_SEI_NW300-G20.d

tune_pos_low.m

2019_1727_SEI_NW300-G20

Wolf Natalia
NW300-G20
3 pmol/ul in MeCN/CHCI3

Acquisition Date

Operator
Instrument

Sebastian

micrOTOF-Q I

9/2/2019 10:49:03 AM

8228888.20516

Acquisition Parameter
Source Type

ESI

lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
|men54-f 2019_1727_SEI_NW300-G20.d: +MS, 2.7-2.7min #161-163|
x10
49 273.10956
3]
2]
1]
0 L) , , . , . , . . :
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens { +MS, 2.7-2.7min #161-163
x104
4] 273.10956
|
I\
3 It
|
23
[
1 I
I 274.11155
o . | _/ 27511534 ‘ ‘
272 273 274 275 276 277 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
273.10956 1 C14H18NaO4 273.10973 0.61 1.5 1 100.00 55 even ok

Massenspektrum von 3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propoxy (tert-butyl)dimethylsilan
12)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date
C:\Users\Adelmann\Documents\MS\Rohdaten fiir Auswertung\Seibel\Nathalia Wolf\2019_1970_SEI_NW313-G25.d

26.09.2019 10:45:54

Method APCI_DIP_pos.m Operator Juliane
Sample Name 2019_1970_SEI_NW313-G25 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment
Acquisition Parameter
Source Type APCI lon Polarity Positive Set Nebulizer 2.0 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 250 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 3.0 I/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
|mens4» 2019_1970_SEI_NW313-G25.d: +MS, 0.9-0.9min #51-52|
x10%
3] 423.2573
2]
17 1731382
0 ) .Lu. h b ; : . ; .
1000 1500 2000 2500 miz
Intens. +MS, 0.9-0.9min #51-52)
x104]
3] 423.h2573
|
] I
2 ‘ |
Il
1] I 424.2592
|
|\ \ 425.2569
0 T T T T T T T T
421 422 423 424 425 426 427 428 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
423.2573 1 C23H3905Si  423.2561 2.7 77 1 10000 55 even ok



Anhang

Massenspektrum von 3-(Tripropargylpentaerythrityl)-propanol (13)

Analysis Info Acquisition Date  8/3/2019 2:59:44 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\03082019_NW-G26_SEI_51_01_4837.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin

Sample Name 03082019_NW-G26_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar

Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C

Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min

Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #8-99

Intenség +MS, 0.2-2.5min #8-99|
x10°%

259
2.0
153
1.0
0.5

0.0 — T
0 250 500

3314532

T — T e iz

75 1000 1250 1500 1750 2000

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
331.1532 1 C17H24NaO5 331.1516 -4.8 275 1 100.00 5.5 even ok

Massenspektrum von 3-(Tripropargylpentaerythrityl)-brompropylether (14)

Analysis Info Acquisition Date 9/2/2019 11:08:41 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_1729_SEI_CH47.d
Method tune_pos_low.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1729_SEI_CH47 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia

CH47

3 pmol/ul in MeCN/CHCI3

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 80.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 150.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 150.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. 2019_1729_SEI_CH47.d: +MS, 2.1-2.1min #127-128)
x1041
395.06547
1.0
0.59
0.0 e J“ N - , , | . , , | .
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens. +MS, 2.1-2.1min #127-128|
x104]
395.06547
393.06634
1.0
os] \L |
I 394.07118 M 396.06758
00 ) I U A 397.06184 399.02891 401.02577 403.02513
’ 390 392 394 396 398 400 402 404 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
393.06634 1 C17H23BrNaO4 393.06719 217 457 1 100.00 55 even ok



Anhang

Massenspektrum von (Tripropargylpentaerythrityl)propoxybenzoesiuremethylester

Analysis Info
Analysis Name

Method

Aa

5)

D:\Data\Spektren2018\2018_0924_SEI_NW326-G29a_ESI_26_01_3524.d
automation_esi_tune_pos_low_ja.m

Acquisition Date

3/6/2018 3:13:13 PM

Operator J.Adelmann
Sample Name 2018_0924_SEI_NW326-G29a_ESI Instrument micrOTOF-Q IlI 8228888.20516
Comment Natalia Wolf
NW326-G29a
~30 pMol/uL
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z Set Hexapole RF 300.0 Vpp Set Divert Valve Source
|men54-' 2018_0924_SEI_NW326-G29a_ESI_26_01_3524.d: +MS, 0.7-0.7min #41-44]
x10°
1 465.18858
44
24
500 1000 1500 2000 2500 3000 miz
Intens. +MS, 0.7-0.7min #41-44]
x104
61 46518858
44
2] 466.19034
o JAN 467.19330
464 465 466 467 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
465.18858 1 C25H30NaO7 465.18837 -0.44 229 1 100.00 10.5 even
Massenspektrum von (Tripropargylpentaerythrityl) propoxybenzoesdure (16)
Analysis Info Acquisition Date 9/2/2019 12:41:23 PM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_1730_SEI_NW325-G32.d
Method tune_pos_low.m Operator Sebastian
Sample Name 2019_1730_SEI_NW325-G32 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW325-G32

3 pmol/ul in MeCN/CHCI3

Acquisition Parameter

Source Type

ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 80.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 150.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 150.0 Vpp Set Divert Valve Source
Imens&i 2019_1730_SEI_NW325-G32.d: +MS, 1.9-1.9min #115-116|
x10°
61 45117342
44
2]
0 T — T v v T T v v T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Intens. +MS, 1.9-1.9min #115-116|
x104)
45137342
|
|
49 [
I
I
24 I
‘\ \‘ 452.17509
|\ /
o ‘ ‘ J ‘ ‘453.17734 ‘ ‘
450 451 452 453 454 455 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
451.17342 1 C24H28NaO7 451.17272 -1.54 29.5 1 100.00 10.5 even ok



Analysis Info
Analysis Name

Massenspektrum von Tri((propyl) Cy5)emitter (17a)

D:\Data\Spekiren2018\2018_1783_SEI_NW336-G33a_pos4.d

Acquisition Date

Anhang

5/17/2018 2:24:51 PM

Method tune_DNA_neg_180125.m Operator J.Adelmann
Sample Name 2018_1783_SEI_NW336-G33a_pos4 Instrument micrOTOF-Q I 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW336-G33a
20 pmol/mL H20/MeCN
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 350.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 500.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 600.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens4. 2018_1783_SEI_NW336-G33a_pos4.d: -MS, 1.3min #79
x10%4
0.754 437.28926
0.509
0.253
0.00 kL . , v > , . .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 miz
Intens. -MS, 1.3min #79
80007 437.28926
437.12172
6000+ 436.95345 437.45543
437.62157
4000
20001 \ 437.78787
\ 437.95820
436.61791  436.78625 J A L N 438.12038 438 78840
436.50 436.75 437.00 437.25 437.50 437.75 438.00 438.25 438.50 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
436.95345 1 C120H139N15034S9 436.95214 -3.00 50.0 1 100.00 59.0 even ok

Analysis Info
Analysis Name

Method tune_neg_wide.m
Sample Name 2019_2050_SEI_NW422-G52
Comment Wolf Natalia

NW422-G51

Massenspektrum von Tri((hexyl) Cy5)emitter (17b)

D:\Data\Spektren2019\2019_2050_SEI_NW422-G52_2.d

15 pmol/ul in MeOH/H20

Acquisition Date

Operator
Instrument

Juliane
micrOTOF-Q Il

10/16/2019 3:01:56 PM

8228888.20516

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 200.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
|n(ef2)54- 2019_2050_SEI_NW422-G52_2.d: -MS, 0.3min #17]
x1
154 45831103
1.04
0.54
803.62636
0.0 it ; ‘ : ‘ : ‘ : ‘
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z
Intens. -MS, 0.3min #17]
x10%]
458.31103
1.259 458.14274 |
[
1.009 /\ I\
| | " \ 458.47881
| |
0759 457'?7674 I I ﬂ 458.64438
\ | [
0.50% | “, ( \ ‘\‘ | 458.81132
] \ | |1 \ 458.97820
02 457.64100  457.81074 / “ | ‘\ ‘ \ | 459.14061
000 . . )\ ) / 459.30874  459.47639
’ 457.50 457.75 458.00 458.25 458.50 458.75 459.00 459.25 459.50 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
457.97674 1 C129H157N15034S9 457.97561 -2.47 515 1 100.00 59.0 even ok



Anhang

Massenspektrum von Tri((nonyl) Cy5)emitter (17c)

Analysis Info Acquisition Date 10/16/2019 3:23:35 PM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2074_SEI_NW423-G52.d
Method tune_neg_wide.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2074_SEI_NW423-G52 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW423-G52
5 pmol/ul in MeOH/H20
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 200.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 lI/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
Inte{gsd 2019_2074_SEI_NW423-G52.d: -MS, 2.8-2.9min #170-171]
X &
479.33618
3]
2]
24896019 1| |
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 miz
Intens. -MS, 2.8-2.9min #170-171]
x104]
479.33618
3] 479.}6843 479.50260
2] 478‘79925 479.66754
E ’J’ \\ ,/A\ 479.83392
i\ I N 480.00047
478.66245 478.83049 [\ [ \ / 480.16668 480.33288 48049817
478.50 478.75 479.00 479.75 480.00 480.25 480.50 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
47899925 1 C138H175N1503489 478.99909 -0.34 26.3 1 100.00 59.0 even ok
Massenspektrum von Tri((propyl) Cy5)emitter-Tetrazin (18a)
Analysis Info Acquisition Date 10/28/2019 2:42:37 PM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2251_SEI_NW425-G33TeT.d
Method tune_neg_wide.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2251_SEI_NW425-G33TeT Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia

NW425-G33TeT
15 pmol/ul in MeOH/H20

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 200.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. | 2019_2251_SEI_NW425-G33TeT.d: -MS, 0.9-0.9min #52-53
6000 467.80366
4000+
2000
0 Ll ; y ; y . ; -
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z
Intens. -MS, 0.9-0.9min #52-53|
6000- 467.80366
467.63448 A‘ 467.96964
40001 1 I |
467"}6853 I “‘ | [\ 46813607
| | [
2000 il il I [ N 458-3\0512
| T
[\ [T\ [ [ \ | 468.46936 40 1oy
AN N TR N A 46830261 468.97452 46963449
467.0 467.5 468.0 468.5 469.0 469.5 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
1 C130H148N20033S9 467.46728 -2.66 425 1 100.00 67.0 even ok

467.46853



Anhang

Massenspektrum von Tri((hexyl) Cy5)emitter-Tetrazin (18b)

Analysis Info

Analysis Name

D:\Data\Spekiren2019\2019_2229_SEI_NW424-G51TeT_2.d

Method tune_neg_wide.m
Sample Name 2019_2229_SEI_NW424-G51TeT
Comment Wolf Natalia

NW424-G51TeT
15 pmol/ul in MeOH/H20

Acquisition Date 10/28/2019 2:15:10 PM

Juliane
micrOTOF-Q 11l

Operator

Instrument 8228888.20516

Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 200.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
ImenSS" 2019_2229_SEI_NW424-G51TeT_2.d: -MS, 0.0min #2]
x10
488.66034
1.04
0.54
0.0 R . . , . , . .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z
Intens. -MS, 0.0min #2|
x105]
1.253 488.66034 488.82761
n
1.00] ‘\ \‘ 488.99457
0751 488_;‘\9055 I | 489.16094
[
0.503 | \ I I J | e 32522
025 [ I [ 439 49027
.25 \ / / 489.65677
. 48832268 | J 1\ J \ 48982156 489.98610 490.15274
0.001_488:15146 .32 \ \ J ‘ 5 ‘
488.5 489.0 489.5 490.0 490.5 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
488.49055 1 C139H166N20033S9 488.49076 0.42 65.7 1 100.00 67.0 even ok
Massenspektrum von Tri((nonyl) Cy5)emitter-Tetrazin (18c)
Analysis Info Acquisition Date 10/28/2019 2:28:58 PM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2252_SEI_NW426-G52TeT.d
Method tune_neg_wide.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2252_SEI_NW426-G52TeT Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516

Comment Wolf Natalia
NW426-G52TeT
15 pmol/ul in MeOH/H20
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Funnel 1 RF 200.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 400.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 4000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
|"le"54-— 2019_2252_SEI_NW426-G52TeT.d: -MS, 0.3min #18|
x10°
510.01779
4
24
0 " . . . , ; , :
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z
Intens. -MS, 0.3min #18
x10°
4 510.01779
50068338 |\ \ﬁ\‘ s1018411
3] | I I\ i
I ‘\ \‘ I [| 51035236
23 50951534 || I [ Il ‘\‘\‘ 51051841
Ik /\\ | ‘\ ’\‘ \\ [ “ | ‘\ 510. 68488
| [ | \
|\ | /
0 ‘ ‘ \ S\ ) . ¥j L ‘ ‘ ;
509.0 509.5 510.0 5105 511.0 511.5 512.0 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
509.51534 1 C148H184N20033S9 509.51423 -2.18 145.3 1 100.00 67.0 even ok



Anhang

9.5.2.6 Photolabile Linker

Massenspektrum von 4-(1-Hydroxyethyl)-3-nitrobenzoesdure (19a)

Analysis Info Acquisition Date  9/23/2019 4:14:59 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\23092019_NW342-A33_SEI_51_01_5788.d

Method Automation_esi_tune_neg_low.m Operator admin

Sample Name 23092019_NW342-A33_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-100

Intenss.g -MS, 0.2-2.5min #8-100
x10°3
2.5

2.0

2100408

1.5 418.1842
1.0

0.5
00 ALl Ll 6592539 859.3649

0 250 500 750 1000

"7 1250 | 1500 | 1750 2000 | 2250  miz

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
210.0408 1 C9H8BNO5 210.0408 0.1 0.8 1 100.00 6.5 even ok

Massenspektrum von 4-(Hydroxy(perfluorphenyl)methyl)-3-nitrobenzoesiure (19b)

Analysis Info Acquisition Date  9/23/2019 5:05:44 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\23092019_NW-JW10_SEI_53_01_5794.d

Method Automation_esi_tune_neg_low.m Operator admin

Sample Name 23092019_NW-JW10_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 3200 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens. -MS, 0.2-2.5min #8-100
x1087

1.0
0.8
0.6
0.41

362:0095

027 466.0022 725.0251

0.0 SN SvOR—— —
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

2250 miz

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
362.0095 1 C14H5F5NO5 362.0093 -0.3 3.6 1 100.00 10.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von 4-(Hydroxy(2-nitrophenyl)methyl)-3-nitrobenzoesdure (20a)

Analysis Info

Analysis Name D:\Data\Spektren2018\2018_1786_SEI_JW02.d

Acquisition Date 5/17/2018 9:41:17 AM

Method tune_pos_low.m Operator J.Adelmann
Sample Name 2018_1786_SEI_JW02 Instrument micrOTOF-Q IlI 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
JWo2
3pmol/mL MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. 2018_1786_SEI_JW02.d: +MS, 4.5min #267|
x104
341.03780
1.007
0.759
0.501
0.259 703.04929
0.00 N iR : L] 87306128 104307324 ‘ ‘ ‘ i ‘ ‘
’ 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens. +MS, 4.5min #267|
x104]
341.03780
1.004
0.751
0.507
0.259 342.04111
0.00 N 343.03999
‘ 340.5 341.0 3415 342.0 3425 343.0 3435 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
341.03780 1 C14H10N2NaO7 341.03802 0.65 14.6 1 100.00 10.5 even ok

Massenspektrum von 4-((4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl) (hydroxy)methyl)-3-

nitrobenzoesiure (20b)

Analysis Info

Acquisition Date 5/17/2018 8:30:39 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2018\2018_1784_SEI|_JW04.d
Method tune_pos_low.m Operator J.Adelmann
Sample Name 2018_1784_SEI_JW04 Instrument micrOTOF-Q I 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
JWo4
3pmol/mL MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. 2018_1784_SEI_JW04.d: +MS, 1.3min #77]
x104
6 362.09816
4
2
i 55230049 74516546 1024.53669
250 500 750 1000 1250 1750 2000 2250 miz
Intens. +MS, 1.3min #77]
x1
362.09816
4
2
363.09905
J \ A 364.09992
360 361 362 363 364 365 366 367 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
362.09816 1 C16H16N307 362.09828 0.32 17.6 1 100.00 105 even ok



Anhang

Massenspektrum von 2-Hydroxy-2-(2-nitrophenyl)essigsdure (22a)

Analysis Info Acquisition Date 5/17/2018 10:13:50 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2018\2018_1787_SEI_JW01.d

Method tune_pos_lowest.m Operator J.Adelmann

Sample Name 2018_1787_SEI_JW01 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia

JWOo1
2pmol/mL MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 50.0 Vpp Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 20 m/z Set Funnel 2 RF 80.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 Imin
Scan End 1000 m/z Set Hexapole RF 80.0 Vpp Set Divert Valve Source

Intens4 2018_1787_SEI_JWO1.d: +MS, 4.8-4.8min #286-287]
x10°

220.02156
1.0

0.5

00 | 461.01994
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Intens.. +MS, 4.8-4.8min #286-287|

x104
220.02156
1.00

0.75
0.50 \

025 ) \ 221.02419
\ ” 22202522

2200 2205 2210 215 2220 miz

0.00

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
220.02156 1 C8H7NNaO5 220.02164 0.38 X 1 100.00 55 even ok

Massenspektrum von 2-(4-(Dimethylamino)-2-nitrophenyl)-2-hydroxyessigsiure (22b)

Analysis Info Acquisition Date  9/23/2019 1:09:45 PM
Analysis Name  D:\Data\spektren2019\23092019_NW-JW03_SEI_52_01_5766.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin

Sample Name 23092019_NW-JWO03_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens.q +MS, 0.2-2.5min #8-100
1053

5

47 2630643

% 5034390

2

1

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
241.0826 1 C10H13N205 241.0819 -2.9 4.5 1 100.00 55 even ok
258.1092 1 C10H16N305 258.1084 -3.0 32.5 1 100.00 45 even ok
263.0643 1 C10H12N2NaO5 263.0638 -1.6 1.3 1 100.00 55 even ok
481.1576 1 C20H25N4010 481.1565 -2.3 10.5 1 100.00 10.5 even ok
503.1390 1 C20H24N4NaO10 503.1385 -1.0 3.6 1 100.00 10.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von Sulfo-(3-(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido)propyl)-
pentamethincyanin (23)

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

D:\Data\Spektren2020\2020_0032_SEI_NW337-A81.d

tune_neg_high.m

2020_0032_SEI_NW337-A81

Wolf Natalia
NW337-A81
9 pmol/uL in MeOH

Acquisition Date

Operator
Instrument

Juliane
micrOTOF-Q Il

1/13/2020 3:53:18 PM

8228888.20516

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 400.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 700 m/z Set Funnel 2 RF 600.0 Vpp Set Dry Gas 3.5 I/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 800.0 Vpp Set Divert Valve Source
|me'154-7 2020_0032_SEI_NW337-A81.d: -MS, 0.8-0.8min #47-48|
x10
4] 899.23200
3]
23
19763.21157
Lo W : : : : : : : :
750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 m/z
Intens. { -MS, 0.8-0.8min #47-48|
x104
49 899.23200
33
il
2 ’ ‘\ 900.23406
1] /‘ /’r\ 901.23089
o ‘ ) ‘ _J ‘ ‘ ‘ 902.23164 ‘ ‘ ‘
899.0 899.5 900.0 900.5 901.5 902.0 902.5 903.0 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
899.23200 1 C41H47N4013S3  899.23072 -1.42 55.1 1 100.00 205 even ok

Massenspektrum von Sulfo-(3-(4-(1-hydroxyethyl)-3-nitrobenzamido) propyl)-
pentamethincyanin-PNP (24)

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date

D:\Data\Spektren2018\2018_2012_SEI_NW356-A38PNP_2.d

tune_neg_high.m

2018_2012_SEI_NW356-A38PNP_neg

Wolf Natalia
NW356-A38PNP
10 pmol/uL in MeOH

Operator
Instrument

J.Adelmann
micrOTOF-Q Il

6/8/2018 10:22:09 AM

8228888.20516

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 400.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 700 m/z Set Funnel 2 RF 600.0 Vpp Set Dry Gas 3.5 I/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 800.0 Vpp Set Divert Valve Source
lnlen54-, 2018_2012_SEI_NW356-A38PNP_2.d: -MS, 2.6-2.7min #158-159
x10°
1.00
0.75
050 1065.23632
0.25
0.00 .
750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 miz
Intens. -MS, 2.6-2.7min #158-159)
6000
106423451 1065.23633
1064.73441
4000
2000 1065/.{3570 q
1066.73292 1070.23539
v\ NJ L\Jb
1062 1063 1064 1065 1066 1067 1068 1069 1070 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
1064.23451 1 C48H50N5017S3  1064.23693 227 1771 1 100.00 26.5 even ok



Anhang

9.5.2.7 Siliziumrhodamine

Massenspektrum von 3,3’-(Dimethylsilandiyl) bis (V,N-dimethylanilin) (25)

Analysis Info 6/6/2019 6:17:17 PM

Analysis Name

Acquisition Date
D:\Data\spektren2019\30052019_NW_CH13b-saule-F5_51_01_3933.d

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name 30052019_NW_CH13b-saule-F5 Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens. +MS, 0.2-2.5min #13-155
x109
3]
2991950
2_
1]
533.2173 884.3583
O.H.‘l.."‘."s.“,kl“,,,. — —————— —
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
299.1950 1 C18H27N2Si 299.1938 -3.9 75 1 100.00 7.5 even ok
321.1743 1 C18H26N2NaSi 321.1757 4.4 33.5 1 100.00 7.5 even ok

Massenspektrum von 3,3’-(Dimethylsilandiyl) bis(4-brom-/N, N-dimethylanilin) (26)

11/12/2019 9:54:40 AM

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

D:\Data\Spektren2019\2019_2324_SEI_NW-CH15.d

tune_pos_low.m

2019_2324_SEI_NW-CH15

Wolf Natalia
NW-CH15

4 pmol/uL in MeCN/CHCI3

Acquisition Date

Operator
Instrument

Juliane
micrOTOF-Q Il

8228888.20516

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
|"len55* 2019_2324_SEI_NW-CH15.d: +MS, 1.8-1.8min #107-109
x10
457.01432
43
33
23
11
o 296.16918 | .
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Intens. +MS, 1.8-1.8min #107-109
x105
457.01432
4 |
I
39 H
455.01537 | 459.01263
2] i I |
1 I\ 456.01288 [\ 458.00457 Il
I 0\ |\ I\ I\ 460.01125
o 454.00505 )\ J J\ \ )\ r 461.00689
454 456 458 460 462 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
455.01537 1 C18H25Br2N2Si 455.01483 -1.20 32.0 1 10000 7.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von 5-((3-Methyloxetan-3-yl)methyl-carbonsédureester)-phthalid (28a)

Analysis Info

Acquisition Date 11/12/2019 10:28:44 AM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2325_SEI_NW421-A129_1.d
Method tune_pos_low.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2325_SEI_NW421-A129-! Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW421-A129
3 pmol/uL in MeCN/CHCI3
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
|ﬂlenss 2019_2325_SEI_NW421-A129_1.d: +MS, 3.3-3.3min #198-199
x10°3
207 285.07327
1.59
1.09
0.5
547.14875
0.0 T —" T v v T T v T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens.{ +MS, 3.3-3.3min #198-199
x105;
207 285.07327
T
|
159 M
|
1.0 “ ‘\
I\
059 } \ 286.07435
00 J o\ 287.07458
“284.0 2845 285.0 2855 286.0 286.5 287.0 2875 2880 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
285.07327 1 C14H14NaO5 285.07334 0.27 . 1 10000 7.5 even ok

Massenspektrum von 5-Orthocarbonsiureesterphthalid (28)

Analysis Info

Acquisition Date 11/12/2019 12:49:37 PM
Analysis Name D:\Data\Spektren2019\2019_2327_SEI_NW427-A130_1.d
Method tune_pos_low.m Operator Juliane
Sample Name 2019_2327_SEI_NW427-A130_1 Instrument micrOTOF-Q Il 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW427-A130
3 pmol/uL in MeCN/CHCI3
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
|"‘en55 2019_2327_SEI_NW427-A130_1.d: +MS, 2.0-2.1min #122-123|
x10°
3 285.07313
2]
1]
547.15004
0 -y i : : : , : : : :
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Intens. +MS, 2.0-2.1min #122-123
x105]
285.07313
259 ‘A‘
2.0 I\
I
15 [
109 [\
[
0.5 |\ 286.07401
00 ) / 287.07416
‘ 2845 285.0 285.5 286.0 286.5 287.0 287.5 mz
Meas. m/z # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
285.07313 1 C14H14NaO5 285.07334 0.74 174 1 100.00 7.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von Hydroxymethyl-Siliziumrhodamin — HMSIiR (29)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date
D:\Data\spektren2019\30042019_NW-CH21_HMSIiR_Mg_SEI_51_01_3284.d

4/30/2019 11:08:53 AM

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name 30042019_NW-CH21_HMSIR_Mg_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens. | +MS, 0.2-2.5min #13-155)
x10°
67 459,2084
4_
24
0 | 939,3938
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
459.2084 1 C27H31N203Si 459.2098 3.1 1.2 1 100.00 145 even ok
481.1904 1 C27H30N2NaO3Si 481.1918 2.9 4.5 1 100.00 145 even ok
939.3938 1 C54H60N4NaO6Si2 939.3944 0.6 21.2 1 100.00 28.5 even ok

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Massenspektrum von HMSiR-Tetrazin (30)

Automation_esi_tune_pos_mid.m
04112019_NW-HMSiR-Tetrazin_SEI

verduennt in MeOH

Acquisition Date
D:\Data\spektren2019\04112019_NW-HMSIR-Tetrazin_SEI_51_01_6606.d

Operator
Instrument

11/4/2019 12:01:02 PM

admin
micrOTOF

213750.00088

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens.J +MS, 0.2-2.5min #13-155
x105]
2.04 6423007
1.5
1.04
0.5
l \ 1306:5757
0 0+———F——Fr—— At T —— —— ———
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
641.2948 1 C37H39N702Si 641.2929 -3.0 615.2 1 100.00 23.0 odd ok
642.3007 1 C37H40N702Si 642.3007 0.1 86.1 1 100.00 22,5 even ok
664.2826 1 C37H39N7NaO2Si 664.2827 0.1 81.0 1 100.00 22,5 even ok
1283.5849 1 C74H79N1404Si2 1283.5942 7.2 118.2 1 100.00 445 even ok
1305.5725 1 C74H78N14NaO4Si2  1305.5761 28 114.4 1 100.00 445 even ok



Massenspektrum von HMSiR-DBCO (31)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\04112019_NW-HMSiR-DBCO_SEI_52_01_6608.d

Anhang

11/4/2019 12:17:43 PM

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name 04112019_NW-HMSIR-DBCO_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens. +MS, 0.2-2.5min #13-155
x105]
6
4_
2
oi 512.2359 1015.4322 1456;§262
0 250 500 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Meas. m/z # lon Formula err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
716.3156 1 C45H44N403Si 3.0 539.2 1 100.00 27.0 odd ok
717.3259 1 C45H45N403Si -0.5 87.6 1 100.00 26.5 even ok
739.3074 1 CA45H44N4NaO3Si 0.1 83.9 1 100.00 26.5 even ok
14556225 1 C90H88N8NaO6Si2 22 112.2 1 100.00 525 even ok
1471.6107 1 C90H88KN8O6SI2 -7.5 2245 1 100.00 525 even ok



Anhang

9.5.2.8 Siliziumfluorescein

Massenspektrum von (3-Bromphenoxy)triisopropylsilan (32)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date 1/13/2020 11:09:57 AM

D:\Data\Spektren2020\2020_0022_SEI_NW-CH38_3.d

Method APCI_DIP_pos.m Operator Juliane
Sample Name 2020_0022_SEI_NW-CH38_3 Instrument micrOTOF-Q I 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW-CH38
Acquisition Parameter
Source Type APCI lon Polarity Positive Set Nebulizer 2.0 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 250 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 3.0 l/min
Scan End 3000 m/z Set Hexapole RF 400.0 Vpp Set Divert Valve Source
|nte"55-’ 2020_0022_SEI_NW-CH38_3.d: +MS, 0.3-0.3min #19-20|
x10°
61 331.0916
44
24
0 = T v r v T T
500 1000 1500 2000 2500 m/z
Intens. +MS, 0.3-0.3min #19-20|
x105
6 329,093 331.;7916
( I
4] I \
Il I
[ I
24 I I
I\ 330.0947 Al 3320928
)\ A ) \ / 333.0876
0
328 329 330 331 332 333 334 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
329.0934 1 C15H26BrOSi  329.0931 -1.0 16.4 1 100.00 3.5 even ok

Massenspektrum von Dimethylbis(3-((triisopropylsilyl)oxy)phenyl)silan (33)

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date

D:\Data\spektren2019\01082019_NW-CH40_SE|_52_01_4788.d

8/1/2019 12:15:59 PM

Method Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
Sample Name 01082019_NW-CH40_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment verduennt in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 150 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens.| +MS, 0.2-2.5min #13-155
x105]
0.84
579:3463

0.6

0.4+

0.2+ 381.2965

0.0 by B PO AlA‘A , . . : i :

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
579.3463 1 C32H56Na0O2Si3 579.3480 3.0 6.0 1 100.00 7.5 even ok



Anhang

Massenspektrum von Bis(2-brom-5-((triisopropylsilyl)oxy) phenyl)dimethylsilan (34)

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date  7/24/2019 12:40:17 PM
D:\Data\spektren2019\23072019_NW-CH45SiFITipsBr_SEI_51_01_4626.d
Automation_esi_tune_pos_mid.m Operator admin
23072019_NW-CH45SiFITipsBr_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type
Focus

Scan Begin
Scan End

ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

+MS, 0.2-2.5min #13-155

Intens.] +MS, 0.2-2.5min #13-155)
x104]

3]

] 737.1673

23

1

] 413.2657

oy e e

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
735.1698 1 C32H54Br2Na0O2Si3 735.1691 -1.0 12.5 1 100.00 7.5 even ok
751.1437 1 C32H54Br2K02Si3 751.1430 -1.0 139.9 1 100.00 7.5 even ok

Massenspektrum von Hydroxymethyl-Siliziumfluorescein (35)

Analysis Info

Analysis Name

Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date  8/21/2019 3:04:58 PM
D:\Data\spektren2019\21082019_NW-SiFOH-Spot2_SEI_53_01_5173.d
Automation_esi_tune_neg_mid.m Operator admin
21082019_NW-SiFOH-Spot2_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
verduennt in MeOH

Acquisition Parameter

Source Type
Focus

Scan Begin
Scan End

ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.7 Bar
Not active Set Capillary 3200V Set Dry Heater 200 °C
150 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
3500 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source

-MS, 0.2-2.5min #8-100

Intens - -MS, 0.2-2.5min #8-100
x1081

1.0+

084 403:4011

0.6

0.4+

027 \ 829.1921

wot—r—v———y

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
403.1011 1 C23H1905Si 403.1007 -1.0 3.2 1 100.00 155 even ok
439.0771 1 C23H20CIO5Si 439.0774 0.7 14.2 1 100.00 145 even ok
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9.5.2.9 Docetaxel-TCO-Ligand

Analysis Info

Analysis Name

Massenspektrum von 6-(TCO-Carbamat)hexansiure (37)

Acquisition Date  9/27/2018 11:12:40 AM

D:\Data\spektren2018\27092018_NW373_TCO-HxSre_SEI_51_01_833.d

Method Automation_esi_tune_pos_low.m Operator admin
Sample Name 27092018 _NW373_TCO-HxSre_SEI Instrument  micrOTOF 213750.00088
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.7 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 5.0 I/min
Scan End 2000 m/z n/a n/a Set Divert Valve Source
+MS, 0.2-2.5min #13-155
Intens. +MS, 0.2-2.5min #13-155)
x1057
4]
589.3486
3,
23 306:1683
4] 186.2229
894.5100
0 ISR IV b ‘ -
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
306.1683 1 C15H25NNaO4 306.1676 -2.4 22 1 100.00 3.5 even ok
589.3486 1 C30H50N2NaO8 589.3459 -4.5 3.1 1 100.00 6.5 even ok

Analysis Info
Analysis Name

Massenspektrum von Docetaxel-TCO (38)

D:\Data\Spektren2018\2018_3460_SEI_NW393-A105.d

Acquisition Date

12/6/2018 8:16:30 AM

Method tune_pos_low.m Operator J.Adelmann
Sample Name 2018_3460_SEI_NW393-A105 Instrument micrOTOF-Q IIl 8228888.20516
Comment Wolf Natalia
NW393-A105
10 pmol/ul in MeOH
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Funnel 1 RF 100.0 Vpp Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Set Funnel 2 RF 200.0 Vpp Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 2500 m/z Set Hexapole RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Source
\ntenss. 2018_3460_SEI_NW393-A105.d: +MS, 2.1-2.2min #128-130)
x10°
973.46794
0.75
0.50
0.25
527.22199
0.00 T gl ‘821.37981 "f" T y T T T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz
Intens. | +MS, 2.1-2.2min #128-130)
x105]
973.46794
0.8
0.6
974.47099
0.4
02 975.46976
00 \ X 976.46917
: 971 972 73 974 975 976 977 978 979 980m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
973.46794 1 C53HBIN2015 973.46925 1.34 279 1 100.00 20.5 even ok
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9.6 Eidesstaatliche Erkldrung

Hiermit erklire ich an Eides statt, dass ich die Dissertation mit dem Titel ,Synthese
multifunktionaler Farbstoffe und Linker zur Visualisierung biologischer Strukturen®
selbstindig angefertigt, iibernommene Inhalte eindeutig gekennzeichnet und die Regeln der

Universitidt Wiirzburg tiber gute wissenschaftliche Praxis eingehalten habe.

Ich erklire auflerdem, dass ich die Gelegenheit zum Promotionsvorhaben nicht kommerziell
vermittelt bekommen und insbesondere nicht eine Person oder Organisation eingeschaltet
habe, die gegen Entgelt Betreuerinnen bzw. Betreuer fiir die Anfertigung von Dissertationen

sucht.

Ich habe frither aufler den mit dem Promotionsgesuch urkundlich vorgelegten Graden keine

weiteren akademischen Grade erworben oder zu erwerben versucht.
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Vorgelegt.
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