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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Supramolekulare Chemie

Seit seiner Entdeckung im 20. Jahrhundert hat das Gebiet der supramolekularen Chemie das Interesse
zahlreicher Forschungsgruppen geweckt. Dieses Gebiet beschaftigt sich grundsatzlich mit dem Design,
der Synthese und der Charakterisierung von molekularen Komplexen®. Die supramolekulare Chemie
kann als,,Chemie jenseits des Molekils“ bezeichnet werden, da ihr Fokus auf intermolekularen Kraften
liegt. Besonders multimolekulare, komplexe Systeme, bei denen die einzelnen funktionalen Kompo-
nenten durch nichtkovalente Wechselwirkungen zusammengehalten werden, pragen das Gebiet der
supramolekularen Chemie?. Grundlegend hierbei ist der Strukturerhalt der einzelnen Komponenten,

wihrend sich ihre chemische Natur dndert?.

Supramolekulare Systeme spielen nicht nur im Bereich der Chemie eine groRe Rolle, sondern auch in
der Biologie*. Supramolekulare Strukturen, die durch nichtkovalente Wechselwirkungen gebildet und
zusammengehalten werden, treten in zahlreichen biologischen Systemen auf. Diese reichen von der
DNS-Doppelhelix mit ihren Wasserstoffbriickenbindungen?® tiber Zellwénde durch Selbstassemblierung

von Lipidschichten? bis hin zur molekularen Erkennung in Protein-Protein-Interaktionen (PPIs)®.

Proteine sind biologisch funktionelle, komplexe Makromolekiile, die essenziell fiir alle lebenden Sys-
teme sind. Sie stellen wichtige Biomaterialien dar, die fiir die Zellstruktur, Regulierung von Signalpro-
zessen’, Transport, Katalyse und Kommunikation inner- und auBerhalb der Zelle erforderlich sind?. Ins-
besondere ihre Interaktionen untereinander (PPIs) spielen in fast allen physiologischen und pathologi-
schen Prozessen eine zentrale Rolle®. Um diese komplexen biologischen Prozesse besser verstehen zu
kénnen, wurden in den vergangenen Jahrzehnten zahlreiche synthetische supramolekulare Architek-
turen, welche die natirliche Teilsysteme nachahmen oder von diesen inspiriert wurden, entwickelt

und untersucht.
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1.1.1 Protein-Protein-Interaktionen

Proteine gelten als Bausteine des Lebens. Sie selbst bestehen ebenfalls aus einzelnen Bausteinen, den
20 nattrlich vorkommenden Aminosauren. Diese werden unter Bildung einer Peptidbindung aus der
Carboxylgruppe einer Aminosaure mit der a-Aminogruppe einer zweiten Aminosaure, verknipft.
Diese Verkettungen von Aminosauren konnen eine Lange von bis zu mehreren tausend Einheiten er-
reichen. Bei Kettenlangen unter 100 Aminosduren werden sie als Peptide bezeichnet. Erst ab einer
grofleren Kettenldange werden diese als Proteine bezeichnet. Die molekulare GroRe von Proteinen wird
in der Regel in kilo-Dalton (kDa) angegeben. lhre dreidimensionale Struktur kommt im Wesentlichen
durch intramolekulare Wechselwirkungen zustande, die nach der Biosynthese eine kompakte Faltung
zur thermodynamisch stabilsten Anordnung diktieren. Die Proteinstruktur lasst sich auf vier Ebenen
beschreiben. Hierbei wird zwischen Primar-, Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur unterschieden.
Als Primarstruktur wird die Abfolge bzw. Sequenz der einzelnen Aminosaureeinheiten bezeichnet. In
der Sekundarstruktur werden die in der Proteinstruktur haufig vorkommenden begrenzten Struk-
turmotive hervorgehoben. Diese Motive kénnen in a-Helices, R-Faltblatter, R-Schleifen und R-Helices
unterteilt werden. lhre Orientierung wird oft durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Pep-
tidbindungen des Riickgrats festgelegt. Als Tertidrstruktur wird die Gbergeordnete raumliche Anord-
nung der gesamten Peptidkette bezeichnet. Diese wird zusatzlich stark von Wechselwirkungen zwi-
schen den Seitenketten der Aminosauren bestimmt. Daran sind z.B. Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen so wie van-der-Waals Krafte beteiligt. SchlielRlich
wird von einer Quartarstruktur gesprochen, wenn sich mehrere Untereinheiten eines Proteins mit ei-

gener Tertidrstruktur zu einer groReren Uberstruktur zusammenlegen®®.

A) B) Q)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Proteinstrukturen: A) Primérstruktur, Reihenfolge der einzelnen Aminosduren;
B) Sekundarstruktur, a-Helix; C) Tertidrstruktur, Gibergeordnete raumliche Anordnung der gesamten Peptidkette als a-He-
lix und B-Faltblatt; D) Quartirstruktur; gesamt Uberstruktur mehrerer Protein-Untereinheiten.
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Die Uberwiegende Mehrheit der Proteine organisiert sich mit anderen Proteinen zusammen; sie bilden
dabei Uberstrukturen unterschiedlicher Stabilitat und Dynamik, die Proteinkomplexe genannt werden.
In der Natur liegen somit die meisten Proteine in solchen supramolekularen Komplexen vor, deren
Funktionen Gber die Modulation ihrer Protein-Protein-Interaktion (PPl) gesteuert werden kénnen. PPls
spielen in fast allen physiologischen und pathologischen Prozesse eine Rolle®, wie z.B. bei Zellprolife-
ration, Zellwachstum, Signaltransduktion und Apoptose. Protein-Protein-Interaktionen kénnen eben-
falls in Zusammenhang mit Krankheiten wie Krebs, neurodegenerative Erkrankungen und Infektionen

durch Krankheitserreger gebracht werden?®.

PPIs beruhen auf gut definierten Grenzflachen zwischen Partnerproteinen. Bei einer Interaktion wer-
den die einzelnen Proteine haufig durch Wasserstoffbriicken, Salzbriicken, hydrophobe Krafte und in
einigen Fallen sogar durch kovalente Bindungen miteinander verknipft. Die Kontaktflache besitzt po-
lare und/oder geladene Aminosiurereste!?. Geladene Aminosiuren nehmen in vielen PPIs eine essen-
zielle Rolle ein, da sie weitreichende elektrostatische Wechselwirkungen ausiiben, die in Kombination
mit hydrophoben Kraften beim Kontakt mit unpolaren Proteinoberflachen zu einer starken und spezi-
fischen Gesamtbindung beitragen. Kleinere definierte Areale tragen oft besonders viel zur Bindungs-

energie bei und werden ,Hot-Spots” genannt. Sie sind begehrte Ziele fiir moderne Wirkstoffe.

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Protein Hotspots am Beispiel von Taspase 1. Die Proteinstruktur wird gelb,
die Proteinoberfliche grau und die Aminosdurereste eines ,Hot-Spots” des flexiblen Loops (im hellblauen gestrichelten
Kreis) rot dargestellt.
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Kinstliche Inhibitoren fiir einzelne PPIs stehen seit einiger Zeit im Fokus der Wirkstoffforschung. Das
Netzwerk aller bekannten PPIs wird auf eine GréRRe zwischen 130.000 und 650.000 unterschiedlicher
Wechselwirkungen geschitzt'®. Hot-Spots auf Proteinoberflichen mit maRgeschneiderten supramole-
kularen Erkennungsmotiven zu adressieren, bietet daher einen vielversprechenden Ansatz zum Stu-
dium von Proteinfunktionen und zum therapeutischen Eingriff. Daher ist die Entwicklung kleiner Mo-
lekile, die sich als spezifische Liganden fir die Grenzflache zwischen den Partnerproteinen eignen, ein
groBes Anliegen moderner biomedizinischer Forschung®. Sie birgt ein enormes Potenzial fir die che-

mische Biologie und die Arzneimittelentwicklung.

Supramolekulare Forscher haben Klassen kiinstlicher Wirtmolekile entwickelt, die Aminosduren auf
Proteinoberflichen binden kénnen. Dazu gehéren Kronenether®, Calix[n]arene®®, Cyclodextrine®’,
Curcubiturile!® und molekulare Pinzetten'® (Abbildung 3). Sie alle bilden Wirt-Gast-Komplexe mit ein-
zelnen Aminosaureresten oder kleinen peptidischen Einheiten auf der Proteinoberflache. Ein grofSer
Teil der Triebkraft fur die Bildung dieser Wirt-Gast-Komplexe beruht auf dem hydrophoben Effekt zwi-
schen den unpolaren Regionen der Proteinoberflache und den kiinstlichen Liganden, dhnlich wie bei
PPIs. Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatische Komplementaritat zwischen der interagie-
renden Proteinoberflache und dem Liganden erhéhen meist die Spezifizitat der Bindung durch ihre
Orientierung, tragen aber oft nur relativ wenig zur Bindungsenthalpie bei?. Ein geschicktes Design der
Architektur kiinstlicher Liganden erméglicht die gezielte Erkennung von einzelnen Aminosauren, Pep-
tidsequenzen und sogar von ganzen Arealen auf der Proteinoberflache. Solche optimierten supramo-
lekularen Binder konnen malRgeschneidert fur die Schwachung/Inhibition oder auch fir die Star-

kung/Férderung von PPIs eingesetzt werden?!

o«&ﬁ(xﬁ

Abbildung 3: Schematische Darstellung einiger grundlegender supramolekularer Wirtsysteme zur Erkennung von Amino-
sauren auf Proteinoberflachen. Von links nach rechts: Kronenether, Calix[n]arene, Cyclodextrine, molekulare Pinzetten.
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1.1.2 Threonin Aspartase 1 (Taspase 1)

Ein wichtiges Beispiel aus der aktuellen Forschung ist die Protease Threonin Aspartase 1 (Taspase 1).
Proteasen fordern den Abbau von Proteinen, welches essenziell fir die Lebensfahigkeit von menschli-
chen Zellen ist. Taspase 1 ist innerhalb der Typ Il Asparaginasen einzigartig, da es die einzige Protease
dieser Familie darstellt. Taspase 1 wird im Wesentlichen im Laufe der Embryonalentwicklung expri-
miert und spielt beispielsweise in der Entwicklung der Wirbelsdule und des Schddels eine wichtige
Rolle, wahrend sie im erwachsenen gesunden Gewebe kaum vorhanden ist. Hingegen tritt dieses Pro-
tein in verschieden Pathologien, wie zum Beispiel in der Entwicklung und dem Fortschreiten von Leu-
kamien und soliden Tumoren, haufig auf. Aufgrund dessen gewinnt Taspase 1 immer mehr an Bedeu-
tung in der medizinischen und pharmazeutischen Forschung??24, Durch Untersuchung des Entzugs die-
ses Proteins konnte eine Verlangsamung der Zytokinese und die Einleitung der Apoptose erreicht wer-
den. Des Weiteren konnte bei Untersuchungen in diesem Rahmen keine toxischen Auswirkungen fest-

gestellt werden.

Mit 45 kDa ist Taspase 1 ein relativ kleines Protein, tritt jedoch mit insgesamt 27 unterschiedlichen
Partnerproteinen in Wechselwirkung, unter anderem mit dem mixed lineage leukemia (MLL)?*® und
dem Transkriptionsfaktor lI1A (TFIIA)%6. Fiir ihre Proteasefunktion verwendet Taspase 1 die Aminosdure
Threonin (Thr234) als Nucleophil, um Peptidbindungen in Substraten zu hydrolysieren. Dabei handelt

es sich um Substrate mit einer mit einer konservierten Sequenz [QXDG]?.

Um ihre proteolytische Aktivitat voll entfalten zu kdnnen, muss Taspase 1 erst einen komplexen mehr-
stufigen Aktivierungsprozess durchlaufen?’. Das Protein liegt urspriinglich als ein inaktives a-/R-Mono-
mer im Zytosol vor®. Das Proenzym ist daher zunichst auf einen Import in den Zellkern angewiesen,
in welchem dann eine autoproteolytische Aktivierung stattfindet. Dabei wird Taspase 1 in ihre Un-
tereinheiten gespalten, woraufhin diese zum aktiven Heterodimer wieder zusammengefiigt werden.
Dieser Prozess ist eine essenzielle Voraussetzung fiir die Proteaseaktivitat des Proteins, um die trans-

Spaltung seiner zellulidren Substrate durchlaufen zu kénnen?* 2°,

Der Zugang zum Zellkern erfolgt tGber eine Interaktion mit dem Partnerprotein Importin a. Die a-Un-
tereinheit des aktiven Heterodimers der Taspase 1 besitzt einen beweglichen Loop, also eine oberfla-
chenexponierte und flexible Schleife. Dieser Loop besteht aus zwei a-Helices mit jeweils einer Kernlo-
kalisierungssequenz (engl.: nuclear localization sequence, NLS)*°, wo sich mehrere basische Aminosiu-
ren (Lysine und Arginine) befinden?’. Diese Schleife gehort zu der a-Untereinheit und interagiert mit
dem intrazelluldaren Transportrezeptor Importin a. Im inneren des Zellkerns findet zunachst die Au-
toproteolyse zwischen Aspartat 233 und Threonin 234 in die a- und B-Untereinheiten statt. Hierbei

gewinnt der Loop an Flexibilitdt und gleichzeitig wird das aktive Zentrum (Thr234) freigelegt. Somit ist
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Taspase 1 nach der Reorganisation zum Heterodimer im Zellkern proteolytisch aktiv und kann die Sub-

stratspaltung vorantreiben?’. In der nachfolgenden Abbildung wird dieser Aktivierungsmechanismus

schematisch dargestellt.

Loop mit NLS

Transport in den Zellkern durch

a-TASP

B-TASP

Inaktive Taspase1

A

a-TASP B-TASP

TN

a-TASP B-TASP
a-TASP < s““@
B-TASP //%
Aktive Taspase1 @

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aktivierungsmechanismus von Taspase 1 und das weitere Geschehen im Zell-

kern.

Die Interaktion zwischen Taspase 1 und Importin a ist flr die intrazelluldre Proteaseaktivierung von

wesentlicher Bedeutung. Zusatzlich befindet sich das katalytisch aktive Zentrum an der Basis der fle-

xiblen Schleife und stellt selbst ein attraktives und vielversprechendes Ziel fiir eine externe Kontrolle

ihrer Proteinfunktion dar. Durch das Uberwiegende Auftreten von basischen Aminosauren, sowohl in

den NLS-Regionen des Loops wie auch in der direkten Umgebung des aktiven Zentrums im Heterodi-

mer, sind diese Stellen besonders attraktiv fiir einen supramolekularen Eingriff z.B. mit synthetischen

anionischen Liganden. In den letzten Jahren wurden in diesem Sinne verschiedene mafigeschneiderte

Inhibitoren flr Taspase 1 synthetisier
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1.2 Molekulare Pinzetten

Die Pioniere Whitlock und Chen bauten im Jahr 1978 die erste molekulare Pinzette, indem sie zwei
Koffeinmolekiile (iber eine Diin-Briicke verkniipften32. Das Molekiil besitzt somit eine starre Struktur
mit zwei aromatischen und parallelen Seitenwanden, die (iber einen starren Spacer verbriickt sind. Sie
beobachteten, dass dieses Molekiil in der Lage ist, kleine aromatische Molekiile, wie z.B. 2,6-Dihydro-
xybenzoesiure, liber n-m-Wechselwirkungen zwischen seinen Seitenwianden festzuhalten®. Somit leg-
ten sie die Grundbausteine fiir eine neue Art von Molekilen, welche als supramolekulare Wirte fun-
gieren kdnnen. Heutzutage werden molekulare Pinzetten als nichtzyklische Wirtmolekiile mit einer
offenen Kavitat definiert. Diese Kavitat ermdglicht den molekularen Pinzetten ein Gastmolekiil zu bin-
den33. Folglich 6ffneten Whitlock und Chen die Tiren in ein neues und vielversprechendes Forschungs-
feld, in welchem seitdem viele molekulare Pinzetten mageschneidert synthetisiert wurden, um in ih-

rer Kavitat ein gezieltes Gastmolekil einzuschlieSen.

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer molekularen Pinzette.

Kldrner et al. entwickelten eine Art von molekularen Pinzetten, deren Struktur aus wechselnden aro-
matischen und Norbornadien-Einheiten besteht®*. Diese Systeme weisen eine starre konkave Struktur
auf. Wahrend die Norbornadien-Einheiten fiir eine gewisse Flexibilitdt des Systems sorgen, sind die
aromatischen Einheiten fir die elektronenreiche und apolare Eigenschaften der Kavitdt verantwort-
lich. Somit sind diese molekularen Pinzetten speziell zugeschnitten, um tGber mehrfache n-n- und n-

CH-Wechselwirkungen kleine aromatische Molekiile in ihrer Kavitat einzuschlieBen®.
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1. R = OMe, R’= OCO,Me
2. R = OMe, R’= OH
3. R= OCH,CO,Et R’= OH

Abbildung 6: Molekulare Pinzetten nach Klérner.

Kldrner und seine Mitarbeiter untersuchten ihre Pinzetten hinsichtlich ihrer Bindung und dem Ein-
schluss gegeniiber kleineren aromatischen Gastmolekilen wie 1,4-Dicyanobenzol und 1,4-Benzochi-
non3*. In spateren Arbeiten untersuchten sie tiber 'H-NMR-Spektroskopie die Bindung aliphatischer
und aromatischer kationischer Substrate. Ein Beispiel dafir stellt das Dibutlyammoniumtetrafluorobo-
rat dar. Durch die Zugabe der molekularen Pinzette zu einer vorbereiteten Dibutylammoniumtetraflu-
oroborat-Losung beobachteten sie eine drastische Hochfeldverschiebung der aliphatischen Signale des
Substrates. So konnten Kldrner und Mitarbeiter zeigen, dass das Substrat tatsachlich in die Kavitat ihrer

Pinzette hineingefadelt wird>® (Abbildung 7).

Abbildung 7: 3D-modelierte Darstellung der Pinzette nach Kldrner. In der Kavitat befindet sich das Dibutylammonium-lon.

Durch die NMR-Experimente und die beobachteten Hochfeldverschiebungen der aliphatischen Signale

der Substrate konnte belegt werden, dass Klarners Pinzette (engl. ,Tweezer”) mit kationischen
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Substraten in organischen Medien eine Wirt-Gast-Wechselwirkung selektiv eingehen kann3*. Dies be-
ruht auf den elektronischen und topologischen Eigenschaften des Tweezers, die den Einschluss des
Substrats durch den hydrophoben Effekt begiinstigen. Diese Art von Bindung an kationischen aliphati-
schen Resten spielte spater in der Weiterentwicklung dieser molekularen Pinzetten eine entschei-
dende Rolle. Im Hinblick auf eine biologische Anwendung stellte nur noch die geringe Wasserloslichkeit

eine Herausforderung dar.

1.2.1 Weiterentwicklung der molekularen Pinzetten

Kldrners Pinzetten dienten als precursor fiir eine unabdingbare Weiterentwicklung in der Forschung
der molekularen Pinzetten. In Zusammenarbeit mit Thomas Schrader entwickelte Kiédrner im Jahr 2005
wasserldsliche Pinzetten, die bereits zahlreiche Anwendungen fanden®. Mit der Einfiihrung polarer
und ionischer Funktionalitdten, konnten sie die bislang wasserunldsliche molekulare Pinzette in Rich-

tung der biologischen Anwendung vorantreiben.

Zunachst wurde die molekulare Pinzette symmetrisch funktionalisiert. Die Einfiihrung von jeweils zwei
Phosphonat-, Phosphat-, Sulfonat- und u.a. O-Methylencarboxylat-Gruppen erfolgte an der zentralen
Spacer-Einheit®” 38, Dadurch wurde die Pinzette wasserldslich und zusatzlich wurde eine weitere Funk-
tionalitat fiir potenzielle elektrostatische Wechselwirkungen eingebaut. Dabei zeigten sich ebenfalls
hohe Affinitdten zu primaren und sekundaren Ammoniumverbindungen. Bei sterisch anspruchsvolle-
ren Verbindungen zeigte sich jedoch eher eine schwache Interaktion. Die Aminosauren Lysin und Argi-
nin stellen den besten Ansatz fiir eine Interaktion mit Biomolekiilen wie Proteinen und somit eine bi-
ologische Anwendung dar. Lysin besitzt am Ende seiner Seitenkette eine Ammonium-, und Arginin eine
Guanidiniumgruppe. Die weiterentwickelten molekularen Pinzetten zeigten sehr hohe Affinitdten ge-
geniber diesen beiden Aminosauren. Im wassrigen Milieu zeigte sich eine etwa dreimal starkere Affi-
nitat zu Lysin als zu Arginin®’. Besonders starke Bindungsaffinititen zeigte die Bisphosphat-Pinzette,
spater als CLRO1 (clear 1) benannt. Diese hat Lysin gegenliber eine Dissoziationskonstante Kp von ca.

62 UM %,
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Abbildung 8: Die molekulare Pinzette CLRO1.

Uber NMR-Studien wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die jeweiligen Alkyl-Seitenketten beider Ami-
nosauren sich in die elektronenreiche Kavitat der Pinzette hineinfadeln. Dabei wurden die Hochfeld-
verschiebungen der aliphatischen Signale der Seitenketten festgestellt. Die Phosphatgruppen tragen
Uber Salzbricken mit einer Ammonium- bzw. Guanidiniumeinheit zur Stabilitdt der Bindung bei. Das
Bindungsereignis wurde weiterhin mit verschiedenen Methoden untersucht. Eine wichtige Methode
zur Charakterisierung ist die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC). Die Untersuchungen ergaben die
Komplexbildung eines 1:1 Systems zwischen beiden Molekilen. Diese Methode eignete sich als wich-
tiges Werkzeug hinsichtlich der Untersuchung der Reversibilitdt des Bindungsereignisses. Durch sie
konnte festgestellt werden, dass Gastmolekiile in der Kavitat der Pinzetten durch dipolare, aprotische
Losungsmittel-Molekile verdrangt werden kénnen. Als besonders geeignet stellten sich Dimethylsul-

foxid und Acetonitril heraus®.

Diese Ergebnisse legten die Grundsteine fiir die biologische Anwendung der wasserldslichen moleku-
laren Pinzetten3¥%2, Das folgende Kapitel beschiftigt sich eingehender mit der Rolle von wasserldsli-
chen molekularen Pinzetten als supramolekulares Werkzeug, um Lysine und Arginine in Peptiden und

auf Proteinoberflachen zu erkennen.

1.2.2 State of the Art - Erkennung basischer Aminosaduren auf Proteinoberflachen

Im Jahr 2018 fiihrten Schrader et al. die asymmetrische molekulare Pinzette ein®. Diese wurde tber
eine Trichloroacetonitril-Reaktion an einer Phosphatgruppe mit einer Alkin-Funktionalitit versehen®,
Dies ermoglichte es, die Pinzetten durch eine Click-Reaktion mit Aziden mit weiteren Erkennungsmo-
tiven, wie einzelnen Funktionalitaten, bis hin zu ganzen Peptidsequenzen, zu erweitern. Mit einer zu-
satzlichen Ausstattung konnte das Repertoire an verschiedenen spezifischen kiinstlichen Erkennungs-

einheiten erweitert werden.
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Abbildung 9: Die Monobutinylphosphatmonophosphat-Pinzette nach Schrader.

Uber die Monobutinylphosphatmonophoshat-Pinzette kann eine héhere Spezifizitat und auch eine ho-
here Affinitat in einer biologischen Anwendung erreicht werden. Mittels Kupfer(l)-katalysierte Azid-

Alkin Cycloaddition (CUAAC) konnten bisher zahlreiche verschiedene Derivate hergestellt werden.

2020 fuhrten Meiners et al. zwei strategische Anséatze ein, um die Eigenschaften des Tweezers hinsicht-
lich Bindungsspezifitit und -affinitit zu verbessern®. Im ersten Ansatz fiihrten sie peptidische Motive
und Fluorophore als rationales Design ein. Verschiedene Peptide lieferten ein zuséatzliches Erkennungs-
muster fiir die Proteinoberfliche und férderten die Spezifitit der molekularen Pinzette?" #>4¢, Das Ein-
flhren von Fluorophoren (die entweder direkt an der Pinzette oder indirekt als Markierung auf einer
Erkennungseinheit implementiert wurden) erleichterte die Nachverfolgung in Zellkulturexperimenten.
Zudem wurde so die Durchfiihrung von Bindungsstudien wie Fluoreszenzpolarisationstests ermoglicht.
Dem zweiten strategischen Ansatz folgend, haben Meiners et al. multivalente Strukturen erzielt. Hier-
fiir synthetisierten sie Azid-funktionalisierte ultrakleine Goldnanopartikel, die sie iber Kupfer-Click-
Reaktion mit Pinzetten versehen haben. Somit erhielten sie die erste multivalente Pinzettenstruktur

mit definierter Geometrie und GroRe?’.
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Nanopartikel

Abbildung 10: Erweiterung der molekularen Pinzette nach Schrader iiber verschiedene Ansitze fiir eine héhere Spezifizitit
und Affinitat der Bindung auf Proteinoberflachen.

Das Konzept der Multivalenz zusammen mit einer definierten Geometrie und GréoRe wurde von Seiler
et al. weiter erforscht. Sie stellten zur Inhibierung der Survivin/CRM1-Interaktion, sechs spezifische
und hochavide Tweezer-Derivate her. Dies gelang ihnen mit einer zweifachen Prasentation des Twee-
zermotifs Uber sequenzdefinierte makromolekulare Geriiste. Die Synthese der sequenzdefinierten
Peptidmimetika gelang liber die von Hartmann et al. etablierte Festphasenpolymersynthese. Diese er-
moglicht die individuelle Einstellung struktureller Parameter wie Interligandenabstand, Gesamtlange
des Makromolekiils und der Hydrophilie durch die Verwendung von maRgeschneiderten monomeren
Bausteinen®. Die Anbringung der Tweezer-motive erfolgte ebenfalls mittels Kupfer-katalysierter Azid-
Alkin-Cycloaddition. Ihnen gelang es ebenfalls die sequenzdefinierten makromolekularen Pinzetten auf
ultrakleine Goldnanopartikel anzubringen, sie mit einem Fluorophor zu markieren und somit ihre Ver-

bindungen in intrazelluldren Experimenten nachzuverfolgen®.
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Abbildung 11: Aufbau von multivalenten Tweezer-Systemen liber Prazisionsmakromolekiile bis hin zu ultrakleinen Gold-
nanopartikeln in Anlehnung an Seiler’4.

In den letzten Jahren wurden viele verschiedene Derivaten der urspriinglichen molekularen Pinzette
CLRO1 synthetisiert. Dabei wurden Hybridmolekiile hergestellt, die verschiedene Bindungsmotive tru-
gen, von anderen Aminosaduren-Erkennungseinheiten bis hin zu ganzen Peptidsequenzen. Das Ziel ei-
ner hoheren Affinitdt wurde Gber den Ansatz der Multivalenz erreicht. Zahlreiche multivalente Geriiste
wurden hergestellt, wodurch weitere biologische Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten, um

einen potenten PPI-Inhibitor zu finden?” >,

Diese Arbeit beschaftigt sich mit einer neuen Herausforderung in der Forschung der molekularen Pin-
zetten. Da in der Vergangenheit die Inhibition einer PPI als ein statisches Ereignis wahrgenommen
wurde, fokussiert sich diese Arbeit auf das Einbringen einer Dynamik in den Erkennungsprozess eines

Protein-Hot-Spots. In den folgenden Kapiteln wird ndaher darauf eingegangen.
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1.3  Dynamik und Licht in der supramolekularen Chemie und Biologie

In den bisher genannten Arbeiten wurden erstaunliche Fortschritte auf dem Gebiet der supramoleku-
laren Chemie von Proteinen erreicht. Dabei wurde der Fokus auf das Bindungsereignis zwischen Pro-
teinen bzw. zwischen Ligand und Protein gelegt. Alle zelluldren Prozesse sind jedoch hochdynamisch
und werden durch vorlbergehend auftretende Protein-Protein-Wechselwirkungen gesteuert,
wodurch sie unter dem Begriff der Proteindynamik zusammengefasst werden konnen. Die Proteindy-
namik bezieht sich auf die Bewegungen und Veranderungen von Proteinen im Raum. Darunter fallen
beispielsweise Konformationsdanderungen oder molekulare Bewegungen, wie Proteinfaltung und Pro-
teolyse®>. Ein konsequenter nichster Schritt, um die Entwicklung der supramolekularen Chemie an
Proteinen voranzutreiben, besteht daher in der Entwicklung von supramolekularen Liganden mit dy-
namischen Bindungsmotiven. Diese Liganden kdnnen dazu beitragen, die Dynamik biologischer Pro-

zesse besser zu verstehen.

Eine grolRe Herausforderung stellen Fortschritte in der molekularen und supramolekularen Organisa-
tion dar. In anderen Worten, es wurde eine Kontrolle tiber den molekularen bzw. supramolekularen
Aufbau eines Systems erstrebt. Mit diesem Ziel wurden in dem letzten Jahrhundert die Einwirkung von
Umgebungsfaktoren intensiv erforscht. Einige Beispiele dieser Faktoren sind: pH-Wert, Redoxpoten-

tial, elektromagnetische Felder und Licht.

Licht spielt in der Natur eine entscheidende Rolle, da es verschiedene wesentliche Prozesse in Orga-
nismen anregt>. Beispiele dafiir sind die Phototaxis, also die Wanderung von Organismen in Richtung
Licht>®, Phototropismus, welches das Wachstum von Pflanzen in Richtung Licht darstellt, Photosyn-
these, die Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie® sowie das Sehen bei Tieren und Men-
schen®®. Die wesentlichen Schritte dieser Reaktionen werden von Chromophoren vermittelt, die in eine
Proteinumgebung integriert sind. Diese Chromophore und ihre Wirtsproteine unterliegen lichtindu-
zierten Konformationsidnderungen, die spezifische zelluldre Reaktionen auslésen®. Inspiriert von die-
sen natirlichen Prozessen wurden verschiedene Strategien entwickelt, um beispielsweise Proteinakti-
vitdten, wie die Katalyse von Enzymen, unter die Kontrolle von Licht zu stellen. Diese Strategie bietet
die Méglichkeit einer Regulierung biologischer Prozesse und hat eine Reihe von Vorteilen®. Einer da-
von ist, dass Licht nicht invasiv ist. Das bedeutet, dass es kaum Verunreinigungen hinterldsst. Zudem
konnen die Wellenldnge und Intensitat sehr prazise eingestellt werden, wodurch ein hohes Mal an

Genauigkeit ermoglicht wird.

In der Literatur sind verschiedene photochemische Vorgange beschrieben: E/Z-Isomerisierung, Tauto-
merisierung, Cyklisierungen, sowie heterolytische und homolytische Spaltungsreaktionen. Diese Reak-

tionen sind besonders interessant, da durch die Verwendung von Licht, diesen reversiblen
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physikalischen Prozessen ganz ohne Verunreinigungen ablaufen konnen. Eines der bekanntesten Bei-
spiele aus der Natur ist das Molekiil Retinal®. Dies ist ein Chromophor, welcher an das G-Protein ge-
koppelten Rezeptor (GPCR) Rhodopsin im menschlichen Auge gebunden ist und auf Licht reagiert.
Wenn Licht auf das Auge trifft, isomerisiert das Z-Retinal zu E-Retinal und der Rezeptor wird aktiviert®2,
Die nachgeschaltete Wirkung der Isomerisierung generiert ein neuronales Signal, das verarbeitet und
als Sehkraft wahrgenommen wird®. Somit dienten die vielfiltigen Architekturen natiirlicher Struktu-

ren und Funktionen natirlicher lichtabsorbierender kleiner Molekiile als Inspiration fir kiinstliche,

lichtresponsive Molekiile®2.

Licht bietet eine dynamische Kontrolle mit einem hohen Mal} an rdumlicher und zeitlicher Auflosung,
was fir jeden dieser Prozesse von grofSter Wichtigkeit ist. In den letzten Jahren wurde diese Eigen-
schaft des Lichts ausgenutzt, um verschiedene biologische Systeme kiinstlich zu steuern®°®, Eines der
wichtigsten Ziele fiir die Umsetzung der kiinstlichen Photokontrolle sind Proteine®, da sie Schliissel-
molekiile des Lebens sind. In der nachfolgenden Abbildung wird ein kurzer Uberblick iiber einige Me-

thoden zur Photokontrolle der biologischen Aktivitat von Proteinen dargestellt.

Forschungsschwerpunkt Methoden der
Photokontrolle
= . ~ Photopharmakologie
o nter: n jekt i i
£ Neurobiologie Gengrlel.'ung. klemmo!eku.larer EffeKtoren,
(7] die eine lichtempfindliche und eine
'E GCJ ) \ biologisch aktive Komponente tragen und
W= Pharmakologie sich (nicht)kovalent mit dem Zielprotein
onN ) verbinden
Bio-basierte Therapien s (& Q@
'/\J Photoxenoprotein-Technik QE,
Zellbiologie W Einbau von lichtempfindlichen nicht - ©
i fe A% kanonischen Aminoséuren in das o
Grane Industrie e i s Y Zielprotein 8—
Enzymologie Hybride Protein-Optogenik
= Verschmelzung von Photosensormodulen
= Molekulare Dynamik PROTEINE aus natlrlichen Photorezeptoren mit dem
o Zielprotein
o
=

Abbildung 12: Ubersicht von modernen Methoden zur Photokontrolle von biologischer Aktivitit von Proteinen. (In Anleh-
nung an Kneuttinger®>)

Die kiinstliche Steuerung biologischer Prozesse liber Bestrahlung mit Licht ist ein beliebtes Forschungs-
gebiet unserer Zeit®’. Bisher wurden drei grundlegende Strategien fiir die Lichtregulierung biologischer
Prozesse angegangen: Schliisselpositionen wurden mit photolabilen Schutzgruppen funktionalisiert®,
natiirlich vorkommende Photorezeptoren wurden ausgenutzt und eingesetzt®® und entworfene Mole-
kule, die durch Bestrahlung mit spezifischen Wellenldngen reversibel geschaltet werden kénnen (Pho-

toschalter), wurden zur Steuerung und Regulierung von Proteinfunktionen verwendet®. Ein Beispiel
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stellen die erheblichen Fortschritte bei der Regulierung neuronaler Aktivitdaten durch die Entwicklung
photoschaltbarer Liganden fiir lonenkanéle und Rezeptoren 7! dar. Da die molekulare Erkennung spe-
zifischer Ligandenanteile zu einer nichtlinearen Signalantwort neuronalen Systemen fiihrt, beeinflus-
sen selbst kleine Anderungen der Bindungseffizienz bei Lichteinstrahlung die zelluldre Leistung erheb-
lich”>7>. Im Gegensatz dazu muss fiir eine reversible Kontrolle der enzymatischen Aktivitat das Schalten
einer photosensitiven Gruppe das aktive Zentrum des Enzyms erheblich beeinflussen. Dies kann ent-
weder durch den kovalenten Einbau eines Photoschalters in der Nihe des katalytischen Zentrums’®,
oder durch die Entwicklung eines nicht kovalent-gebundenen, lichtgesteuerten Inhibitor erfillt wer-
den”’. Diese Liganden kdnnen so entworfen werden, dass sie in Abhangigkeit von Licht, zwischen Kon-
figurationen mit niedriger und hoher Affinitit wechseln®, Es gibt zwei Hauptgruppen von Chromopho-
ren die ihre Anwendung in diesem Bereich finden: das Diarylethengerist, welches eine reversible kon-
rotatorische Cyklisierungsreaktion eingeht’®, und die Azoverbindungen, die zwischen E- und Z-Konfi-
gurationen isomerisieren kénnen’. In den folgenden Kapiteln wird auf die bereits erwdhnten Azover-

bindungen und ihre photophysikalischen Eigenschaften naher eingegangen.
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1.3.1 Azobenzole

Azobenzol ist die einfachste aromatische Azoverbindung. Sie besteht aus zwei Phenylgruppen, die Gber
eine Azobriicke miteinander verkniipft sind. Seit ihrer Entdeckung in den 1830er Jahren®, spater in
1939 als Hartley die E-Z-Isomerisierung beschrieb®! bis hin zur heutigen Zeit, wurden Azobenzol und
seine Derivate als photoresponsive funktionelle Bauelemente verwendet, sowohl in der Forschung,
wie auch in der Industrie 2. Einige Beispiele dafiir sind: als intelligente Polymere®3, Flissigkristalle®* 8,
molekulare Schalter®® und molekulare Maschinen®. Seit ihrer Entdeckung haben Azobenzol und seine
Derivate eine groRe Aufmerksamkeit erhalten. Eine besondere Eigenschaft von Azobenzol besteht da-
rin, dass es liber den Einfluss von Licht, in zwei Isomeren Formen Uberfiihrt werden kann. Aufgrund
ihrer besonderen physikochemischen Eigenschaften und ihren vielfaltigen Einsatzmdéglichkeiten, sind

Azobenzole die bisher meistuntersuchten Photoschalter®®.

Im Jahr 1939 beobachtete Hartley einen Mangel an Reproduzierbarkeit bei Absorptionsmessungen,
wenn Azobenzol Licht ausgesetzt wurde. Durch sorgfaltige und aufwendige Extraktion gelang es ihm
das Z-Isomer zu isolieren und zu untersuchen. Die Spektren der beiden Isomere sind trotz einer Uber-
schneidung, deutlich unterschiedlich. Das E-Isomer zeigt eine schwache n-nt*-bande bei 440 nm und
einen starken n-n-Ubergang bei 320 nm. Das Z-Azobenzol hat eine stirkere n-m*-Bande ebenfalls bei
440 nm und kirzere Wellenlangen bei 280 nm und 250 nm®. Der Unterschied zwischen den beiden
Isomeren wird am besten deutlich, wenn man die UV/Vis-Spektren und die Darstellung des Molekiilor-
bitaldiagramms des unsubstituierten Azobenzols betrachtet. Abbildung 13 zeigt stellt die Isomerisie-
rung des unsubstituierten Azobenzols, sowie die Orbitalabstande im MO-Diagramm und die Absorpti-

onsspektra beider Isomeren bildlich dar.
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Abbildung 13: A) Unsubstituiertes Azobenzol schaltet mit 350 nm Licht E --> Z. Die Riickisomerisierung Z--> E kann mit 420
nm Licht erreicht werden. Die Elektronendichteverteilung von Azobenzol im E- und Z-Isomer zeigt die unterschiedlichen
Eigenschaften der beiden Isomere. rote Bereiche zeigen eine hohe Elektronendichte an, blaue eine niedrige. Das Z-lsomer
hat im Vergleich zum E-Isomer ein hoheres Dipolmoment und einen geringeren End-zu-Ed-Abstand (In Anlehnung an Miil-
ler®2), B) UV/Vis-Spektrum von Azobenzol in Ethanol, das den Unterschied in der Absorption zwischen den beiden Isomeren
verdeutlicht (In Anlehnung an Miiller??). C) MO-Schema zum Vergleich beider Isomere. Das E-Isomer hat einen geringeren
n-rt*-Abstand und einen groBeren n-nt*-Abstand. Die allgemeine Position der Orbitale auf der Energieskala liegt etwa zwi-
schen -2 und -6 eV. (In Anlehnung an Beharry?¢, Hecht® und Miiller¢?)

Das UV-/Vis-Absorptionsspektrum von E-Azobenzol ist durch drei Hauptbanden gekennzeichnet: 1) die
Bande bei 228 nm stammt von n-i*-Ubergéngen, die an den Phenylgruppen lokalisiert sind; 2) die
Bande bei 318 nm stammt von symmetrieerlaubten n-rt*-Ubergéngen, die durch das Molekil ein-
schlieRlich der beiden Stickstoffatome delokalisiert sind; und 3) die Bande bei 440 nm stammt von

symmetrieverbotenen n-rt*-Ubergéngen, die an den zentralen Stickstoffatomen auftreten’®.

Das E-Isomer ist thermodynamisch um 50 kJ/mol stabiler als das Z-Isomer®®. Folglich fiihren die unter-
schiedlichen rdaumlichen Anordnungen zu unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigen-
schaften. Die E- zu Z-Photoisomerisierung von Azobenzol fiihrt zu einer Anderung des Dipolmoments
(Me-Azobenzol = 0,5 D; Hz-azobenzol = 3,1 D), was wiederum die hydrophobe und hydrophile Natur der E- und
Z-lIsomere bestimmt’®. Die Struktur des E-Azobenzols hat einen Flichenwinkel N,N,C,C von etwa 17,5°,
wahrend einer der Benzolringe des Z-Isomers eine Ebene einnimmt, die um 56° gegeniiber der Ebene
des anderen Rings geneigt ist. Somit betragen die Abstdnde zwischen den beiden Kohlenstoffatomen
in der 4- und 4’-Position jeweils ca. 9 und ca. 5 A fir das E- bzw. Z-Isomer”. Abbildung 14 stellt die

genannten strukturellen Unterschiede zwischen beiden Isomeren bildlich dar.
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E-Isomer Z-lsomer

Abbildung 14: Darstellung der beiden isomeren Formen von Azobenzol.

In der Anwendung als Photoschalter sollten Azobenzole ihre Umgebung je nach ihrem isomeren Zu-
stand unterschiedlich beeinflussen kénnen. Das grundlegende Ziel, die E/Z-Isomerie als Schalter fiir
"Ein" und "Aus"-Zustdnde auf Einzelmolekilebene zu nutzen, erfordert eine duRerst effiziente Isome-
risierung, um tatsachliche Auswirkungen in der Praxis zu erzielen. Allerdings geht unsubstituiertes
Azobenzol in Losung bei Bestrahlung mit einer Wellenldange von 340 nm nur zu etwa 80 % in das Z-
Isomer und bei Bestrahlung in Lésung mit einer Wellenldnge von 440 nm nur zu etwa 70 % in das E-
Isomer Uber®. Solche Isomerenverhiltnisse, die unter sattigender Beleuchtung bei einer bestimmten
Wellenldnge (d.h. im Gleichgewicht der Photoisomerisierungsarten in beide Richtungen) erreicht wer-
den, werden als photostationare Zustiande®® (engl. photostationary state, PSS) bezeichnet. Die PSS han-
gen vom Verhaltnis der Extinktionskoeffizienten fiir die Isomere und den Quantenausbeuten der Iso-
merisierung ab. Die Effizienz und Vollstandigkeit von E/Z-Isomerisierungen werden in praktischen An-
wendungen auch durch weitere Parameter begrenzt. Die Z-Isomere des Azobenzols sind normaler-
weise metastabil, sodass die thermische Relaxation zu ihren E-Isomeren je nach Betriebstemperatur
und der energetischen Barriere zwischen den beiden Zustdnden ebenfalls bericksichtigt werden
muss®. Auch die Bestrahlung von Proben kann Komplikationen mit sich bringen. Die Absorption und
Streuung von Licht kdnnen die genaue Anwendung von Sattigungslichtintensitdten behindern, und
nicht alle Umgebungen tolerieren eine Bestrahlung, insbesondere mit UV-Licht, ohne erhebliche Scha-
den wie Nebenreaktionen oder den Abbau bestimmter Komponenten zu erleiden. Insgesamt sind Stra-
tegien erforderlich, um die Absorptionseigenschaften der Isomere (und der PSS) sowie die thermische
Halbwertszeit des metastabilen Isomers zu optimieren, um die volle Kontrolle liber die Leistung des
Azobenzols als Photoschalter zu verbessern®®. Eine der einfachsten Methoden ist die Modifizierung des
Substitutionsmusters eines Azobenzols, wobei Para- und Ortho-Substitutionen die effektivsten sind,

da sie elektronisch am direktesten mit der Azobriicke interagieren.
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Das grundlegende Ziel, die E/Z-Isomerie als Schalter fur "Ein" und "Aus"-Zustande auf Einzelmolekdl-
ebene zu nutzen, erfordert eine dullerst effiziente Isomerisierung, um tatsachliche Auswirkungen in
der Praxis zu erzielen. Mit diesem Ziel wurden nicht nur Azobenzole intensiv untersucht und optimiert.
Ebenfalls wurden andere Verbindungsklassen erforscht, um bessere photoschaltbare Systeme fiir eine
mégliche praktische Anwendung zu erzielen. Einige Beispiele dafiir sind Arylazoisoxazole®?, Arylazopy-

ridine®®, Diazocine® und Arylazopyrazole®.

1.3.2 Arylazopyrazole

Molekulare Photoschalter werden aufgrund ihrer chemischen und photophysikalischen Eigenschaften
haufig in verschiedenen Bereichen der Chemie eingesetzt. Ein prominentes Beispiel sind die oben ge-
nannten Azobenzole, die leicht synthetisiert und funktionalisiert werden kénnen. Sie besitzen hohe
Quantenausbeuten sowie Extinktionskoeffizienten. Dies zusammen mit ihrer besonderen Eigenschaft,
unter Lichteinwirkung ihre chemische Struktur von dem E-lsomer zum Z-Isomer verdandern zu kénnen,
macht sie zu einem hervorragenden Grundbaustein fiir die Untersuchung dynamischer Systeme®?. Bis-
her wurden Azobenzole erfolgreich fir die photokontrollierte Faltung und Entfaltung von Proteinen

96-98

und Peptiden®®?, als selbstorganisierende Monoschichten auf Gold und Silizium zur reversiblen Ober-

flichenbenetzung und Absorption® 1% als auch als lichtresponsive Liganden fiir Nanopartikel'%% 102

eingesetzt.

Insgesamt wurde Uber eine Vielzahl an moéglichen Anwendungen der Azobenzole berichtet, jedoch gibt
es immer noch eine Reihe von Nachteilen, die ihre Verwendung fiir bestimmte Zwecke einschranken.
Zum einen die unvollstindige Photoschaltung in das jeweilige Isomer, aufgrund der Uberschneidung
der Absorptionsbanden in den Bestrahlungsbereichen. Zum anderen das metastabile Z-Isomer, wel-
ches eine kurze Halbwertszeit aufweist und sich relativ schnell thermisch in das E-lsomer zuriickschal-

tet.

In den letzten 20 Jahren sind fiinfgliedrige Azoheteroarene immer mehr in den Fokus der Forscher
gerickt. Allerdings konzentrierte sich ein GroRteil der Arbeiten Gber Azoheteroarene auf die Entwick-
lung von Donor-Akzeptor-Systemen mit starken nichtlinearen optischen und solvatochromen Eigen-

schaften03-106,

Weston et al. berichteten im Jahr 2014 (ber eine neue Klasse von vielversprechenden photoschaltba-
ren Azoheteroarene, den Arylazopyrazolen (AAPs) (Abbildung 15), die sie in ihren photophysikalischen

Eigenschaften intensiv untersucht haben?’,
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lhre Arylazopyrazole weisen eine ziemlich hohe thermische Stabilitdt in Losung bei Raumtemperatur
(t/2 bis zu 1000 Tagen) auf. Der groRe Abstand zwischen den Amax der jeweiligen Isomere ermdoglicht
eine sehr gute bis quantitative Photoschaltung. Der flinfgliedrige aromatische Ring erméglicht ebenso
eine hohere Stabilitdt des Z-Isomers. Durch Substitution am heterocyklischen Ring kann entsprechend
die Z-Konfiguration sterisch eingestellt werden, welches im Fall der Azobenzole nicht moglich ist. Diese
strukturellen Eigenschaften wirken sich erheblich auf die Intensitat der n-rmt*-Absorption aus, so dass
die photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften denen der Azobenzole Uberlegen
sind'%’. Abbildung 15 zeigt das von Weston synthetisierte Arylazopyrazol und die lichtinduzierte Iso-

merisierung dieser Verbindung.

R L)
Ny - >98%PSS o NzN
L D—N, bis zu > 98 % PSS =
N>~ \N N 7
R < | TN R

ty;2 bis zu ca. 1000 Tage
R=H, Me

Abbildung 15: Schematische Darstellung von der Isomerisierung von Westons Arylazopyrazol. Die Verbindung konnte mit
liber 98 % in den jeweiligen photostationadren Zustinden iiberfiihrt werden. Die Halbwertszeit in Losung bei Raumtempe-
ratur betrug bis ca. 1000 Tage. (In Anlehnung zu Weston%)("Reprinted (adapted) with permission from 197, Copyright 107
American Chemical Society.").

Fiir ihre Untersuchungen entschieden sich Weston et al. dafiir, zwei unterschiedliche Arylazopyrazol-
Derivate herzustellen und miteinander zu vergleichen. In Abbildung 16 sind Arylazopyrazol 1 und 2

nach Weston dargestellt.
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Abbildung 16: Darstellung von Arylazopyrazol 1 und 2 nach Weston1%7,
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Als erstes betrachteten Weston und ihre Mitarbeiter die Anregung des ni-r*-Ubergangs beider Verbin-
dungen. Sie beobachteten, dass bei einer Bestrahlung mit 355 nm eine vollstandige Photoschaltung
zum Z-Isomer ( > 98 %) erreicht werden konnte. Das Z-Isomer von 1 zeigte eine starkere n-mt*-Extinktion
(ca. 0,23 /M cm™) als das E-Isomer (ca. 0,096 ¢/M? cm™), wihrend die n-n*-Extinktion von Z-2
(ca. 0,066 /M cm™) dhnlich wie die von E-2 (ca. 0,064 ¢/M™* cm™) war'?’. Durch Bestrahlung des Z-1
mit A = 532 nm konnte wieder zu > 98 % in das E-Isomer zuriickgeschaltet werden. So haben Weston
und ihre Mitarbeiter gezeigt, dass Arylazopyrazol 1 quantitativ in beide Richtungen geschaltet werden

kann®’.

Weiterhin wurden ebenfalls , Time-dependent density-functional theory“-Berechnungen (TDDFT), zur
Vorhersage der Auswirkungen des Flachenwinkels zwischen dem Pyrazolring und der Azobricke auf
die n-mt*-Intensitat, durchgefiihrt. Die Intensitat zeigte fir Arylazopyrazol 1 ein Minimum sowohl bei
einer planaren Struktur, d.h. ® = 0, £180° als auch bei einer orthogonalen Konfiguration, d.h. ® =

£90°177,

Zum Vergleich wurden ebenfalls Kristallstrukturaufnahmen beider Verbindungen im Z-Zustand ange-
fertigt. Der Vergleich zwischen den TDDFT-Berechnungen und den Kristallstrukturaufnahmen wird in

der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Kristallstrukturen

$=10.8"

®=86.5°(v7
m{
v

TDDFT-Berechnungen [t

®=39.3 ®=27.1" (\/7 .

Abbildung 17: Vergleich der TDDFT-Berechnungen mit den erhaltenen Kristallstrukturen nach Weston%’ ("Reprinted
(adapted) with permission from 197, Copyright 17 American Chemical Society.").
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In der Festkorperstruktur konnte ein @nnetj-Dihedralwinkel von 25,7° fiir Z-1 beobachtet werden, wel-
cher gut mit dem berechneten Wert von 27,1 ° ibereinstimmte. Andererseits wurde ein Onney-Dihed-
ralwinkel von 10,8° fiir Z-2 beobachtet, wahrend der errechnete Wert 0,0° ergab. Dieser Winkel zeigte
trotzdem einen deutlichen Unterschied zum vorhergesagten Wert von Z-11%7. Die Abstidnde zwischen
dem Kohlenstoffatom in der 4-Position und der N-Methylgruppe betragen jeweils 9,91 und 7,11 A fiir

das E- bzw. Z-Isomer. In der nachfolgenden Abbildung werden die Abstande schematisch dargestellt.

E-lsomer Z-lsomer

Abbildung 18: Darstellung der beiden isomeren Formen von Arylazopyrazol.

Das Hauptmerkmal der ausgezeichneten Schaltung von AAPs ist die erzwungene verdrehte Konfigura-
tion des Z-Isomers durch die Methylgruppen am Pyrazol. Dies bricht die Symmetrie und erhoht die
Intensitat der n-m*-Absorption. Dementsprechend absorbiert diese Bande bei Wellenldangen von A >

500 nm, bei denen das E-Isomer nicht absorbiert; dies erméglicht eine exklusive n-r*-Anregung®®.

Ravoo und seine Mitarbeiter leisteten in den letzten Jahren ebenfalls hervorragende Arbeit in der For-
schung der Arylazopyrazole. Ihnen gelang es eine Reihe an verschiedenen AAP-Derivaten herzustellen
und systematisch ihre photophysikalischen Eigenschaften zu untersuchen. In der nachfolgenden Ab-
bildung sind einige der ersten AAP-Derivate abgebildet, die von Ravoo et al. bereits erfolgreich synthe-

tisiert wurden.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der von Ravoo et al. synthetisierten AAP-Derivate. Links: AAPs mit Alkylresten;
Rechts: AAPs mit elektronenreichen bzw. elektronenarmen Substituenten. (In Anlehnung an Ravoo1%)

Sie untersuchten ihre AAPs mittels UV/Vis-Spektroskopie im Hinblick auf das Schaltverhalten und Ab-
sorptionsmaxima beider Isomere. In der nachfolgenden Abbildung wird die Isomerisierung von ,AAP1“
dargestellt. Die erhaltenen Spektren wurden tbereinandergelegt und entsprechen jeweils die Absorp-
tion des jeweiligen Isomers nach einer Photoschaltung Gber drei Zyklen (Abbildung 20 B). Zusétzlich
sind ebenfalls die theoretischen Kurven aus DFT-Berechnungen (gestrichelte Linien) (Abbildung 20 C)

zum Vergleich dargestellt.
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Abbildung 20: Darstellung der Photoschaltung von , AAP1“ mittels UV7Vis-Spektroskopie. A) Licht-induzierte Isomerisie-
rung von AAP1; B) Experimentelles normalisiertes und berechnetes UV/Vis-Spektrum der Photoisomerisierung von AAP-
1; C) Oben: Absorption der beiden Isomeren von AAP1 zwischen 480 und 540 nm. Unten: Schematische Darstellung der
Zyklen Absorption von AAP1 bei 333 nm (c=35 pumol). (In Anlehnung an Ravoo1%)

Im Allgemeinen zeigten alle AAPs ein typisches Verhalten bei Bestrahlung mit UV-Licht (A=365 nm) fir
die E-Z-Isomerisierung und griinem Licht (A=520 nm) flr die Z-E-Isomerisierung. Die UV-Bestrahlung
fihrt zu einer Blauverschiebung und Intensitdtsabnahme der n-m*-Absorption, wahrend die Intensitat
der n-mt*-Absorption zunimmt und flr die meisten Verbindungen eine leichte Rotverschiebung auf-
weist, was fiir die Isomerisierung vom thermodynamisch stabilen E-lsomer zum Z-Isomer charakteris-
tisch ist. Eine zweite Bestrahlung mit griinem Licht fiihrt dazu, dass das urspriingliche Spektrum mit

mindestens 90 % der urspriinglichen Intensitdt wiederhergestellt wird.

Alle AAPs zeigten eine ausgezeichnete Photoisomerisierung, die fiir das Schalten in spdteren multiva-
lenten supramolekularen Systemen entscheidend ist. Darlber hinaus gelang es ihnen, die thermische
Stabilitat der AAPs Uber eine breite Zeitskala einzustellen, die von einigen Sekunden bis zu Tagen, Mo-
naten und Jahren reicht. Alles in allem konnten sie die (iberlegenen Eigenschaften des molekularen

Schalters auf AAP-Basis zeigen.

In dem nachfolgenden Kapitel wird auf das Vorkommen photoschaltbarer Proteinerkennung in der
Natur und auf einige synthetische Beispiele, welche diese Prozesse nachahmen sollen, ndher einge-

gangen.
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1.4  Photoschaltbare Proteinerkennung

1.4.1 Natdirliche Beispiele

In der Natur finden Wechselwirkungen auf mehreren Ebenen normalerweise an Grenzflichen statt!®.
Die Grenzflachenwechselwirkungen bei molekularer Erkennung und biologischen Funktionen sind je-
doch sehr komplex!'°. Erkennungsereignisse auf molekularer Ebene, sowie physikalische und chemi-
sche Eigenschaften eines Systems zu verstehen und nachzuahmen, um spezielle Biofunktionen zu er-

reichen stellen eine grolle Herausforderung dar.

Das Leben hat im Laufe von Milliarden von Jahren der molekularen Erkennung und Evolution tausende
von Systemen entwickelt und optimiert, um biologische Funktionen tber nichtkovalente Wechselwir-
kungen anstelle von kovalenten Verbindungen zu erreichen. Diese basieren zum Beispiel auf Wasser-
stoffbrickenbindungen, welche eine entscheidende Rolle bei einer Reihe von Lebensprozessen, wie
z.B. bei der Konformation und Aktivitat von Proteinen oder der genetischen Expression, spielen. Chi-
rale Wechselwirkungen treten an den Grenzflachen von Zellen, Geweben und Organen auf und regu-

lieren so letztendlich Stoffwechselphinomene!!® 112,

Des weiteren haben stimuliresponsive Materialien, aufgrund der hervorragenden Reaktion ihrer phy-
sikalischen und chemischen Eigenschaften (z. B. chemische Zusammensetzung, topografische Struktur
und Benetzbarkeit) auf externe Einflisse (z. B. Temperatur, pH-Wert, Losungsmittel, Licht, elektrisches
Feld oder Adsorption und Freisetzung von Biomolekiilen), groRes Interesse bei biologischen Anwen-

dungen geweckt?3,

Ein wichtiges Beispiel aus der Natur fir photoschaltbare Proteinerkennung findet sich bei den soge-
nannten , Lichtsensoren, die Phytochrome. Diese sind Photorezeptoren, die in Pflanzen, Pilzen und
Bakterien vorkommen und ein kovalent gebundenes Bilinmolekiil als Chromophor enthalten. Das Bilin
im photosensorischen Modul von Phytochromen existiert in rot- und fernrot-absorbierenden met-
astabilen Zustanden, zwischen denen das Licht reversibel umschalten kann. Die beiden Zustande kor-
respondieren mit unterschiedlichen Konformationszustdanden des photosensorischen Moduls, die se-
lektiv Proteine binden oder verkniipfte enzymatische Domanen aktivieren!*, Bei Arabidopsis thaliana,
auch als Acker-Schmalwand oder Ganserauke genannt, ist beispielsweise der rot-absorbierende Zu-
stand der Grundzustand im Dunkeln, und der lichtinduzierte, weit rot-absorbierende Zustand ist der
Signalzustand, der an Phytochrom-Interaktionsfaktoren (PIFs) bindet, die die Transkription bestimmter
Gene aktivieren!'>. Dieser Prozess findet zum Beispiel bei der Samenkeimung vieler Pflanzen statt!!®.
Phytochrome kdnnen in zwei verschiedenen Konfigurationen vorliegen: die aktive und die inaktive
Form. Die inaktive Form besitzt ein Absorptionsmaximum bei 660 nm und die inaktive Form bei 730

nm. Die besonderen Absorptionseigenschaften des Proteins wurden bereits friih erkannt. Im Dunkeln
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gewachsene Gewebe enthalten ausschlieRlich die physiologisch inaktive Form des Phytochroms. Wird
das Gewebe mit hellrotem Licht bestrahlt, so geht das Phytochrom in die aktive Form (iber, wobei
dieser Prozess sich ebenfalls durch Bestrahlung mit dunkelrotem Licht riickgdangig machen lasst. Die
biologischen Antworten der Proteinumgebung werden durch das Verhaltnis von inaktiver Form/akti-
ver Form bestimmt. Die Konfigurationsanderung des Chromophors bei Bestrahlung erzeugt eine Struk-
turanderung des gesamten Proteins. Dabei wird die Kinase-Aktivitdt verandert. In Pflanzen werden
dadurch z.B. aktive Doméanen exponiert, die Signale fiir den Transport in den Zellkern und méglicher-
weise Interaktionsflachen fur Partnerproteine tragen®'’. Das Phytochrom ist ein lineares Tetrapyrrol,
welches iiber seine Ringe A, B und C an seine Umgebung fixiert ist. Nach Bestrahlung und Ubergang in
die aktive Form, kann eine Z/E-Isomerisierung der Doppelbindung zwischen C15 und C16 am D-Ring
stattfinden. Durch die damit einhergehende Anderung der Konformation wird das gesamte Protein
verandert und dadurch aktiviert. In der nachfolgenden Abbildung wird die Isomerisierung schematisch

dargestellt'®,

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Z/E-Isomerisierung zwischen C15 und C16 und Aktivierung des Chromophors.

Ein weiteres Beispiel aus der Natur fiir photoschaltbare Proteinerkennung findet sich in den Augen von
Wirbeltieren, insbesondere beim ,Sehpurpur”, Rhodopsin. Dies ist ein lichtempfindliches Protein, wel-
ches in den Photorezeptorzellen der Netzhaut vorkommt. Rhodopsin besteht aus einem Proteinanteil,
dem Stabchen-Opsin (Skotopsin), einem Transmembranprotein, und dem kovalent gebundenen Chro-
mophor 11-cis-Retinal 1*°. Das Retinal ist als Imin an die e-Aminogruppe eines Lysin der 7. Transmem-
brandomane gebunden. Rhodopsin ist jedoch nicht in die Zellmembran der Stabchenzellen in der Netz-
haut eingelagert, sondern befindet es sich in den Membranen scheibenférmiger Organellen im inneren
der Zelle'?, Die nachfolgende Abbildung stellt die Quartarstruktur von Rhodopsin und sein Chromo-

phorl1-cis-Retinal bildlich dar.
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Abbildung 22: A) Quartarstruktur von Rhodopsin. In der Mitte (hellgrau) ist das 11-cis-Retinal zu sehen. Dieser Bereich
wurde zur besseren Veranschaulichung des Retinals vergroBert (nach PDB 1L9H). B) Photoisomerisierung des 11-cis-Re-
tinals zu all-trans-Retinal. C) Retinal kovalent gebunden iiber Imin (Schiffsche Base) zum Lysin im Riickgrat des Proteins.

Rhodopsin besitzt, wie Phytochrome auch, eine aktive und eine inaktive Form. Das Absorptionsmaxi-
mum der inaktiven Form liegt bei 500 nm, und das der aktiven Form bei 530 nm*?*. Uber die Absorption
eines Photons innerhalb des richtigen Energiebereichs fuhrt zu einer reversiblen Z/E-Isomerisierung zu
all-trans-Retinal. Durch die Konfigurationsanderung des Retinals wird eine Reaktionskaskade ausge-
I6st, wobei intramolekulare Wechselwirkungen das gesamte Protein zu einer Konformationsdanderung
zwingen. So wird das Rhodopsin in einen ,,Meta I1“-genannten metastabilen aktiven Zustand Gberfihrt.
Dieser Prozess wird ,,Bleaching” genannt, da das Protein (iber die Aktivierung seine rotliche Farbe ver-
liert. Die verdnderten funktionalen Eigenschaften von aktiviertem Rhodopsin sind die Basis fiir eine
Reihe rasch stattfindender Verinderungen in der Zelle'®®. Durch diesen Prozess wird ebenfalls in der
Netzhaut das G-Protein Transducin aktiviert. Dies 10st die visuelle Signaltransduktion aus. Die Signal-
transduktion bildet eine Reaktionskaskade, bei der die anfangliche Erregung moduliert und erheblich
verstarkt wird. Dieser Prozess fuhrt letztendlich zur Generierung eines elektrischen Signals, das tGber
Nervenzellen bis zum visuellen Zentrum des Gehirns weitergeleitet wird'?2, Dieser Mechanismus der

photoschaltbaren Proteinerkennung im Auge ermdglicht es Wirbeltieren, auf Lichtreize zu reagieren
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und visuelle Informationen aus ihrer Umgebung zu verarbeiten. Es ist ein grundlegendes Beispiel dafiir,

wie Organismen Licht als Signal nutzen, um ihre Umgebung wahrzunehmen und darauf zu reagieren.

1.4.2 Synthetische Beispiele

In der Natur gibt es zahlreiche biochemische Prozesse, die durch Licht beeinflusst werden, Beispiele
dafir sind, wie oben genannt, die Wahrnehmung von Licht als Sehvermoégen bei Wirbeltieren durch
Rhodopsin und die Samenkeimung vieler Pflanzen durch Phytochrome. Diese Reaktionen werden
hauptsachlich von Chromophoren vermittelt, die in Proteinen eingebettet sind. Diese Chromophore
und ihre Tragerproteine erfahren lichtinduzierte Konformationsanderungen, die spezifische zelluldre
Reaktionskaskaden ausldsen. Inspiriert von diesen natirlichen Prozessen wurden verschieden Strate-

gien, um Proteinaktivitdten unter die Kontrolle von Licht zu stellen, verfolgt®.

Die reversible Kontrolle der Konformation und Aktivitdt von Biomolekiilen stellt eine faszinierende
Herausforderung dar® 12124 dje ein ausgezeichnetes Potenzial fiir die Untersuchung und Beeinflus-
sung komplexer Prozesse in lebenden Zellen birgt'?®. Die raumliche und zeitliche Steuerung zellularer
Prozesse kdnnte einzigartige Moglichkeiten fir die Untersuchung der Organismenentwicklung oder
des Krankheitsverlaufs bieten®. Die kiinstliche Steuerung biologischer Prozesse durch Licht ist ein sich
rasch entwickelnder Bereich des Proteindesigns®’. Diese Strategie erméglicht eine rdumliche und zeit-
liche Regulierung biologischer Prozesse und bietet eine Vielzahl von Vorteilen. Vor allem ist Licht nicht
invasiv, hinterlasst keine Riickstande und seine Wellenlange sowie Intensitat kbnnen prazise gesteuert
werden, was ein hohes MaR an Genauigkeit ermdoglicht®. Diese einzigartigen Eigenschaften haben
dazu gefiihrt, dass Licht bei der Untersuchung von fluoreszenzmarkierten kleinen Molekiilen!?® und

127n Zellen eingesetzt wird. Ebenso fiihrte es zu den neuesten inspirierenden Entwicklungen

Proteinen
im Bereich der bioorthogonalen Einfiihrung von photoaktiven Verbindungen in Biomolekiilen'?. Eine
der am weitesten verbreiteten Methoden zur Einfiihrung von Lichtempfindlichkeit in biologischen Mo-
lekilen ist die Funktionalisierung mit bistabilen molekularen Photoschaltern. Dieser Ansatz wurde zur

Photoregulierung einer Vielzahl wichtiger biologischer Prozesse verwendet®,

Die Epigenetik befasst sich mit kombinatorischen posttranslationalen Modifikationen (PTMs) an Histo-
nen, die die Struktur von Chromatin und die Transkriptionstatigkeit beeinflussen?® 1%, Eine wichtige
PTM stellt die Methylierung an Lysin4 des Histon 3 (H3K4) dar, die durch mixed lineage leukemia, auch
MLL1 genannte Enzyme vermittelt wird und bei der Regulierung der Genexpression eine wichtige Rolle
spielt'®!. Die MLL1-Deregulierung ist mit Krankheiten wie Leukdmie und Tumorerkrankungen eng ver-
bunden'®2, Im Jahr 2017 befassten sich Vdzquez et al. mit photoresponsiven Sonden auf der Basis von

Azobenzol-haltigen Peptidomimetika, um die Aktivitdt von MLL1 reversibel steuern zu kénnen!33, Diese
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134 zu unterbinden. Die

Peptidomimetika erzielen die PPl des MLL1 mit WDR5, um die Komplexbildung
Peptidstruktur basiert auf der Aminosaurensequenz, die mit einer hoheren Affinitat an WDR5 bindet
und somit eine Interaktion mit dem Partnerprotein MLL1 verhindert. Durch Einbringung einer Azoben-
zoleinheit wurden die Peptidomimetika in photoresponsive molecular beacons umgewandelt. Die
nachfolgende Abbildung stellt die photoschaltbare Interaktion der Peptidomimetika und Proteine

schematisch dar.
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Strategie zur MLL1-Aktivitdtskontrolle durch photoschaltbare Inhibitoren der
MLL1-WDR5-Wechselwirkung nach Vdzquez?33. Das Z-Isomer des Peptids interagiert nicht mit WDR5 und erlaubt somit die
PPI mit MLL1. Das E-Isomer ist im Gegensatz dazu in der Lage mit WDR5 zu interagieren und somit die PPl zu MLL1 zu
unterbinden.

Die Peptidomimetika zeigten eine reversible Photoisomerisierung und wurden folglich auf ihre Bin-
dungsaffinitat, und somit auf ihre Fahigkeit, die MLL1-Aktivitdt zu hemmen und die Proliferation von
Leukdamiezellen zu kontrollieren, untersucht. Die Ergebnisse zeigten insgesamt eine hohere Affinitat
des E-lsomers, eine wirksame Hemmung der MLL1-Methyltransferaseaktivitat und der Zellprolifera-
tion. Darliber hinaus wurden die Peptidomimetika auf ihre Fahigkeit, die Expression von MLL1-Zielge-
nen beeinflussen zu kdnnen, untersucht. Es wurde festgestellt, dass eines der Peptidomimetika (pep-
tid-nachahmende Verbindungen)die Expression von MLL1-Zielgenen durch Reduktion der Deptor-Ex-
pression hemmt, was zur Hemmung der Zellproliferation beitrdgt®3. Dies unterstreicht das Potenzial
der photoresponsiven Peptidomimetika als Werkzeug zur Untersuchung und Kontrolle von epigeneti-

schen Prozessen.
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Das Konzept von photoschaltbaren Peptidmimetika zur reversiblen Steuerung von PPIs untersuchten
auch Nevola et. al*** schon im Jahr 2013. Die Endozytose ist ein wesentlicher Prozess in eukaryotischen
Zellen, bei dem Flussigkeit und Partikel durch die Zellmembran aufgenommen werden. Es unterstitzt
eine Vielzahl von Funktionen, darunter die Regulierung der Oberflachenexpression von Proteinen, die
Aufnahme von Nahrstoffen, die Steuerung von Zellsignalen und den Umsatz von Membranbestandtei-

|en136

. Nevola et al. haben sich im Rahmen ihrer Arbeit besonders mit der clathrinvermittelte Endozy-
tose (CME) befasst. Dabei Gibernimmt der AP2-Komplex die Hauptrolle in diesem Netzwerk an PPlIs.
Dieser Komplex vermittelt die Bildung von Clathrin an die Membran oder an Frachtrezeptoren mit Hilfe
von Hilfsproteinen wie R-Arrestin, AP180 und Epsin®*®. Nevola et al. haben fiir ihre Untersuchungen
»Verkehrsampel“-Peptide (traffic light, TL-Peptide) hergestellt. Diese TL-Peptide sollten an AP2 binden
und so die Endozytose regulieren. Sie bauten photoresponsive Einheiten in die Peptide ein, sodass
diese lichtabhangige, zellpermeable Inhibitoren der CME darstellen. Je nach Wellenldange des einge-
strahlten Lichts, erzeugen diese Peptide ,Stopp“- und , Los“-Signale, und regulieren somit die raumli-
che und zeitliche Musterung der Membranrezeptorinternalisierung®®>. Die nachfolgende Abbildung

stellt die Strategie der TL-Peptide und ihre ,Stopp“- und , Los“-Signale fiir die Musterung der Membr-

anrezeptorinternalisierung dar.

380 nm

Abbildung 24: Schematische Darstellung von der Strategie der TL-Peptide und ihre ,,Stopp“- und , Los“-Signalisierung fiir
die Musterung der Membranrezeptorinternalisierung nach Nevola et al.*35

Das Design der Peptidstrukturen basierte auf der Struktur des R-Arrestin-C-terminalen Peptids, das an
AP2 bindet!*. Durch die Bindung an AP2 nimmt das Peptid eine a-helikale Struktur an, wobei vier
Aminosauren entlang der Helix ausgerichtet sind. Die Stabilitat der sekundaren Struktur von helikalen
Peptiden korreliert mit ihrer Fihigkeit, mit ihrem Partnerprotein zu interagieren®3. Durch den Einbau

der photoschaltbaren Einheit zwischen zwei Cysteinresten in der Peptidsequenz, konnte so die
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Konformation des Peptids tber Bestrahlung reguliert werden, wobei das E-Isomer die Peptidkette aus
ihrer helikalen Konformation heraus zwang und das Z-Isomer die helikale Konformation stabilisierte.
Somit wurden die TL-Peptide auf ihre Bindungsaffinitat und auf ihre Fahigkeit in lebenden Zellen ein-
zudringen und die Endozytose, je nach Konfiguration, zu inhibieren oder zu aktivieren, untersucht. So-
mit konnten Nevola et al. zeigen, dass ihre TL-Peptide, die Anzahl, Geschwindigkeit und Lebensdauer
von clathrinbeschichteten Vesikeln regulieren kénnen. Insgesamt zeigten ihre TL-Peptide geeignet zu
sein, die Endozytose photoschaltbar steuern zu kdnnen. Somit stellten die Autoren die vielverspre-

chende Moglichkeit der Regulierung zelluldrer Prozesse in Abhangigkeit von Licht dar.
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2 Motivation und Zielsetzung

In den letzten Jahren wurden erhebliche Fortschritte auf dem Gebiet der supramolekularen Chemie an
Proteinen, mithilfe der von Schrader et al. entwickelten Diphosphatpinzette gemacht. Die symmetri-
sche Pinzette CLRO1 Uberzeugte mit ihrer Fahigkeit, toxische Proteinaggregate aufzulésen®*®, wie im

Fall der Alzheimer*- und Parkinsonerkrankungen*,

Die molekulare Pinzette ist in der Lage selektiv und reversibel die Seitenketten von Lysin und Arginin
auf (Protein-)Oberflachen zu binden. Ein Nachteil ist jedoch, dass diese nur spezifisch fiir die Seiten-
ketten des Lysin und Arginin und nicht selektiv auf gezielte Bereiche der Proteinoberflachen angesteu-
ert werden kann. Dies bedeutet, dass alle zugdnglichen Lysine und Arginine auf einer Proteinoberfla-

che mit einer ahnlichen Affinitat gebunden werden.

Abbildung 25: Schematische Darstellung der unspezifischen Bindung der molekularen Pinzette CLRO1 auf einer Protein-
oberflache.

Die Entwicklung der asymmetrischen Monobutinylphosphatmonophoshat Pinzette sollte diese Prob-
lematik Giberwinden. Uber die Alkin-Funktionalitdt konnten tiber Kupfer(l)-katalysierten Cycloadditio-
nen (Click-Chemie) weitere Erkennungseinheiten angebracht werden, die die Selektivitdt und Bin-

dungsaffinitdt erhoht haben. Als Erkennungseinheiten wurden maligeschneiderte Peptidsequenzen
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ausgewahlt, die komplementar zur naheren Umgebung des angesteuerten Lysins synergetisch erken-

nen konnten.

Peptid

Protein

Abbildung 26: Schematische Darstellung einer hybriden Peptid-Pinzette, die eine spezifischere Bindung auf einer Protein-
oberfliche erreicht. (Angelehnt an Hadrovic41)

Ein weiterer Ansatz fur die selektive Bindung der Lysine und/oder Arginine stellt die Multivalenz dar.
Darliber kbnnen mehrere Lysine und/oder Arginine gleichzeitig von einem supramolekularen Liganden
gebunden werden. Das Konzept wurde erstmals in Zusammenarbeit mit Hartmann et al. erarbeitet!.
Hierflr wurden sequenzdefinierte Prazisionsmakromolekiile hergestellt, die eine definierte chemische
Struktur aufwiesen. Diese verfligten liber zwei Azidfunktionalitdten, sodass zwei Monobutinylphos-
phatmonophoshat Pinzetten Gber Click-Reaktionen angebracht werden konnten. Somit konnten Struk-
turen entworfen und hergestellt werden, die jeweils zwei Pinzetten trugen, jeweils in verschiedenen

Abstanden zueinander.

34



Motivation und Zielsetzung

Tweezer Tweezer-Makromolekil Multivalente Tweezer

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Erh6hung der Valenz der Pinzettenliganden.

Diese Verbindungen dienten als Grundbaustein fiir die Weiterentwicklung der multivalenten supramo-
lekularen Pinzetten-Liganden, deren Fahigkeit, als Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen
in den letzten Jahren tiefer erforscht wurde. Darauf basierend, wurden zahlreiche multivalente Pinzet-
ten synthetisiert und auf ihre Bindungseigenschaften zu verschiedenen Forschungsrelevanten Protei-

nen wie Survivin'*, Ndc80*°, p97 und Taspase 1%’ untersucht.

In den bisherigen Arbeiten wurden beeindruckende Fortschritte auf dem Gebiet der supramolekularen
Chemie von Proteinen erreicht, wobei der Schwerpunkt auf den Bindungsereignissen zwischen Prote-
inen oder zwischen Liganden und Proteinen lag. Dennoch sind samtliche zelluldre Prozesse hochdyna-
misch und unterliegen der Regulation durch temporare Protein-Protein-Interaktionen. Ein konsequen-
ter nachster Schritt, um die Entwicklung der supramolekularen Chemie an Proteinen voranzutreiben,
besteht daher darin, die Herausforderung der Proteindynamik anzugehen. Zu diesem Zweck missen
supramolekulare Erkennungsmotive entworfen und hergestellt werden, die dazu beitragen, biologi-
sche Prozesse zu entschlisseln, die insbesondere die Dynamik und voriibergehende Wechselwirkun-

gen beinhalten.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, eine neue Generation von photoschaltbaren molekularen Pinzetten
herzustellen, die der Lage sind, dynamische bzw. flexible Protein-Epitope gezielt anzusteuern und da-
mit ihre PPIs zu beeinflussen. Zur Verwirklichung dieses Ziels, muss zunachst die Kristallstruktur des
Proteins untersucht werden und somit auch die gut zuganglichen Lysine und Arginine, die als Anker-

punkte flur die Tweezermolekiile dienen. Somit kénnen Uber die gesammelten Informationen der
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Topologien in der Nahe der Ziel-Aminosaure, verschiedene Strukturen Uber ein rationales Design ent-
worfen werden. Als Zielprotein fiir diese Studien wurde das bereits eingangs vorgestellte krebsrele-
vante Protein Taspase 1, aufgrund seiner Beteiligung an verschiedenen Pathologien, wie zum Beispiel

an der Entwicklung und dem Fortschreiten von Leukdmien und soliden Tumoren?2*

, ausgewahlt. Die
photoschaltbaren Pinzetten-Strukturen sollen zudem dynamisch sein. Der dynamische Charakter die-
ser, in Form der Konfigurations- und Gesamtlangenanderung, wird in Bezug auf die Fahigkeit Proteine
zu binden und wichtige PPIs zu inhibieren genauer untersucht. Dementsprechend werden in dieser
Arbeit neuartige chemische Konzepte prasentiert, um dynamische supramolekulare Werkzeuge her-
zustellen. Weiterhin werden im Rahmen dieser Arbeit die photophysikalischen Eigenschaften der syn-
thetisierten supramolekularen Liganden untersucht und biochemische und biologische Assays werden

durchgefihrt, um das Verstandnis biologischer Prozesse rund um die Threonin Aspartasel zu verbes-

sern.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollen photoschaltbare Template entworfen und synthetisiert werden, die
spater mit molekularen Pinzetten kovalent verkniipft werden. Diese photoschaltbaren Template sollen
unterschiedliche chemische Zusammensetzungen, GrofSe und photophysikalischen Eigenschaften be-
sitzen, um eine systematische Vergleichbarkeit der Bindungsaffinitdt und Selektivitdt zur topologi-
schen Proteinoberflache erschaffen zu konnen. Um mit diesen Pinzetten die verschiedenen Topologien
und die Dynamik der Proteine ansteuern zu kdnnen, muss zunachst die Oberflaichenbeschaffenheit
und die Bewegung der Proteine betrachtet werden. Daraus kann abgeschéatzt werden, wie flexibel die
Liganden sein missen. Auch die gut zuganglichen Lysine und/oder Arginine sowie deren Abstande zu-
einander missen im Vorfeld bestimmt werden, um die GroRe und chemischer Zusammensetzung der
photoschaltbaren Pinzetten anzupassen. Zunachst wurden Azobenzole und Arylazopyrazole als photo-
schaltbare Einheiten, aufgrund ihrer hocheffektiven E/Z-Isomerisierung, ausgewahlt. Uber die Isome-
risierung kdnnen somit die spateren photoschaltbaren Pinzetten ihre Konfiguration so verandern, dass
die Pinzetteneinheiten nach Bestrahlung in unterschiedlichen Abstdanden zueinander stehen, wodurch
sich ebenfalls ihr Bindungsverhalten andert. Um diesen Zweck zu erfiillen, soll die chemische Struktur
der Photoschalter moglichst gerade und starr sein, sodass bei einer E/Z-Isomerisierung der Azobriicke
in der Mitte des Molekiils der Abstand der lysinbindenden Pinzetten moglichst verschieden ist. Mit
dieser Randbedingung kdnnen so effektive und selektive Liganden entworfen und synthetisiert wer-

den.

Die Click-Chemie erwies sich in den letzten Jahren als eine sehr gangige Methode, um weitere Einhei-
ten an die Pinzetten anzubringen. Deshalb sollen zunachst die molekularen Pinzetten tiber CUAAC-
Reaktionen an die Photoschalter kovalent gebunden werden, um so die divalenten photoschaltbaren
Pinzetten-Liganden darzustellen. Die folgende Abbildung stellt das Konzept der E/Z-Isomerisierung der

photoschaltbaren Pinzetten und die Wechselwirkung mit einer Proteinoberfldache dar.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung des Konzepts der E/Z-Isomerisierung der photoschaltbaren Pinzetten und die Aus-
wirkung dieser auf die Bindung zu zugénglichen Lysine/Arginine auf Proteinoberflachen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll der Transport in den Zellkern von Taspase 1 und seine enzymatische
Aktivitat innerhalb des Zellkerns in Gegenwart der photoschaltbaren Pinzetten, in der jeweiligen E-

und Z-Konfiguration, untersucht werden.

Es konnte bisher nachgewiesen werden, dass Tumorzellen die Expression von Taspase 1 hochregulie-
ren, um ihre Proliferation zu férdern und dem apoptosischen Zelltod entgegenzuwirken. Aufgrund des-

sen stellt die Inhibition Taspase 1 ein interessanter Ansatz in der Krebsforschung dar.

Mechanistisch gesehen, muss Taspase 1 zuerst aus dem Zytoplasma in den Zellkern transportiert wer-
den. Der Zugang zum Zellkern erfolgt tiber das zweiteilige NLS von Taspase 1. Die basische Aminosau-
recluster sind auf zwei benachbarten a-Helices angeordnet, die eine oberflaichenexponierte Schleife
bilden. Diese Schleife interagiert mit dem Transportrezeptor Importin a. Somit stellt die PPI-Inhibition
zwischen diesen Partnerproteinen den ersten Ansatz dieser Arbeit dar, um die Taspaseaktivitat zu ver-
hindern. Diese Interaktion soll in Gegenwart der verschiedenen photoschaltbaren Pinzetten unter-
sucht werden. Des Weiteren wird untersucht, ob eine Konfigurationsanderung der Pinzetten (iber Be-

strahlung eine Veranderung in der Bindungsaffinitat und Selektivitat der Liganden ermdglicht.

Iminneren des Zellkerns geht die Autoproteolyse der Dissoziation der Taspase 1 in zwei Untereinheiten
a und B voraus, die sich wieder zum Heterodimer zusammenfiigen. Mit der Strukturanderung des Pro-
teins wird das aktive Zentrum freigelegt und somit kann die Substratspaltung vorangetrieben werden.
Um das aktive Zentrum herum, befinden sich ebenfalls zahlreiche basische Aminosauren. Diese stellen
ein weiteres Ziel zur Bindung mit molekularen Pinzetten dar, um das aktive Zentrum des Proteins zu

blockieren und somit, die proteolytische Aktivitdt des Enzyms zu inhibieren.
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Abbildung 29: MD-Simulation einer photoschaltbaren Pinzette auf der flexiblen Schleife des Taspasel-Proteins.

Mittels molecular modeling wird die Kristallstruktur von Taspase 1 genauer analysiert, besonders wird
die genaue Umgebung der Schleife und des aktiven Zentrums unter die Lupe genommen. Dabei soll
festgestellt werden, welche Lysine und Arginine gut zuganglich sind und in welchen Abstanden sie zu-
einander stehen. Dies ermoglicht ein malRgeschneidertes Design der bendtigten photoschaltbaren Pin-
zetten. Zum tieferen Verstandnis der Ergebnisse aller Bindungsexperimente werden MD-Simulationen

mit dem gesamten Protein und den angedockten Konfigurationsisomeren der Pinzetten durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese molekularer Pinzetten

Die Synthese, der in dieser Arbeit benoétigten, asymmetrischen molekularen Pinzette wurde in Anleh-
nung an der von Heid*® etablierten Synthesevorschrift, durchgefiihrt. Die Synthese l4sst sich in meh-
rere Teilbereiche aufteilen — die Synthese der Bridge (Briicke) und die der Sidewall (Seitenwand). Diese
stellen die zwei Grundbausteine des Pinzettengerists dar. Bridge und Sidewall werden folglich tiber
eine Diels-Alder-Reaktion zusammengefiigt und nach einer anschlieenden Oxidation tber 2,3-Dich-
lor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) in die Diacetoxypinzette liberflihrt. Aus dieser Pinzette kann
in zwei weiteren Schritten die symmetrische Pinzette CLRO1 hergestellt werden. Fiir die in dieser Arbeit
relevanten Untersuchungen wird allerdings eine asymmetrische Pinzette bendtigt, die eine Azid- bzw.
Alkin-Funktionalitat tragt, um Uber CuAAC-Reaktionen weiter entwickelt zu werden. Hierflr wird zu-
nachst die Diacetoxypinzette selektiv einfach entschiitzt, phosphoryliert und iber eine TCA-Reaktion
mit 1-Butinol oder mit Azidoethanol umgesetzt. Die Reaktion liefert das Phosphorester der Pinzette
als Produkt. Dieses kann im nachsten Schritt erneut entschiitzt und phosphoryliert werden, um die
gewlinschte ,klickbare” asymmetrische Pinzette darzustellen. Dies erfolgte ebenfalls in Anlehnung an

den Synthesevorschriften von Heid*.

3.1.1 Synthese des Pinzettengeriists

Die Synthese des Grundgeriists wurde in Anlehnung an die Vorschrift aus der Dissertation von Christian
Heid* durchgefiihrt. Als erstes wurden die Grundbausteine Bridge (Abbildung 30) und Sidewall nach

den in Abbildung 30 dargestellten Syntheseschritten hergestellt.
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Abbildung 30: Synthese der Bridge in Anlehnung an Heid*3.

Zunachst wurde 1 (iber eine Diels-Alder-Reaktion zwischen p-Benzochinon und frisch-destilliertem Cyc-
lopentadien hergestellt. Das Cyclopentadien wurde liber eine Retro-Diels-Alder Reaktion aus dem Di-
mer gewonnen und auf -78 °C gekiihlt, um die Riickreaktion zu vermeiden. Bei dieser Temperatur
wurde es zu einer methanolischen Losung des p-Benzochinons hinzugetropft. Nach Umkristallisation
wurde das Produkt in einer hervorragenden Ausbeute von 89 % erhalten. Als nachster Schritt wurde 1
mit Triethylamin reduziert und in situ mit p-Benzochinon zu 2 oxidiert. Das Produkt wurde mit einer
Ausbeute von 44 % erhalten. In der Folgereaktion wurde 2 mit frisch-destilliertem und gekiihltem Cyc-
lopentadien in einer Diels-Alder-Reaktion umgesetzt. Nach der Aufarbeitung wurde ein ca. 1:1-Ge-
misch aus den syn- und anti-Produkten erhalten. Diese konnten liber aufwendige Saulenchromatogra-
phie und anschliefende wiederholte Umkristallisation voneinander getrennt werden, um das er-
wiinschte syn-Produkt 3 in einer Ausbeute von 37 % zu erhalten. Im letzten Schritt wurde 3 in Pyridin
vorgelost und mittels 4-Dimethylaminophenol (DMAP) und Essiganhydrid mit Acetylschutzgruppen

versehen. Die fertige Bridge 4 wurde mit einer Ausbeute von 60 % aus der Reaktion erhalten.

Als nachstes wurde die Sidewall iber eine sechsstufige Synthese erfolgreich hergestellt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Synthese der Sidewall in Anlehnung an Heid.

Als erstes wurde Inden in Tetralin vorgeldst und auf 200 °C erhitzt, um dies Gber eine [1,5]-sigmatrope

Umlagerung in das metastabile 2H-Inden'#?

zu Uberfihren. Dies wurde mit Maleinsaureanhydrid in
einer Diels-Alder-Reaktion zum endo-Produkt 5 mit einer Ausbeute von 14 % umgesetzt. Als nachster
Schritt wurde das Anhydrid mittels Acetylchlorid aufgebrochen, um das gewiinschte cis-Diester als Pro-
dukt mit einer Ausbeute von 98 % zu erhalten. Folglich wurde 6 mit Natriummethanolat in eine Isome-
risierungsreaktion zum trans-Diester 7 mit einer Ausbeute von 98 % umgesetzt. Die Reduktion der Es-
terfunktionalitditen zum Alkohol 8 wurde mittels Lithiumaluminiumhydrid mit einer hervorragenden
Ausbeute von 96 % erreicht. Als vorletzter Schritt wurden die OH-Gruppen von 8 {iber Thionylchlorid
mit Chloriden substituiert. Dies gelang mit einer sehr guten Ausbeute von 97 %. Die finale Reaktion zur

fertigen Sidewall 10 erfolgte tiber Kaliumhydroxid und [18]-Krone-6 als Eliminierungsreaktion zum Dien

mit einer Ausbeute von 68 %.

Der nachste Schritt der Synthese ist die zentrale Diels-Alder-Reaktion, um die beiden Grundbausteine
Bridge und Sidewall zusammenzufiigen. Dafiir wurden beide Edukte in einer Glasampulle in Toluol und
Acetonitril vorgelegt, Triethylamin wurde als Base hinzugegeben und anschliefend wurde die Ampulle
unter Vakuum bei -78 °C abgeschmolzen. Die Ampulle wurde fiir 4 Tage bei 170 °C in einem Ofen er-
hitzt. Das erhaltene Diels-Alder-Addukt 11 wurde nach Umkristallisation aus Cyclohexan mit einer Aus-
beute von 69 % erhalten. Um die Pinzettenform zu erhalten, wurde anschlieRend mittels DDQ zweifach
am Gerist oxidiert, wodurch das erhaltene Produkt eine konkave und elektronenreiche Kavitat erhalt.

Das Produkt wurde ebenfalls mit einer Ausbeute von 69 % erhalten (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Diels-Alder Reaktion zwischen den zwei Grundbausteinen und nachfolgende DDQ-Oxidation zum Erhalt des
Pinzettengeriists.
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3.1.2 Synthese der symmetrischen und asymmetrischen Pinzetten

Die Synthese der symmetrischen und asymmetrischen Pinzetten wurde im Rahmen dieser Arbeit, in
Anlehnung an der von Heid® etablierten Synthesevorschrift, durchgefiihrt. Die Synthese der symmet-
rischen Pinzette CLRO1 erfolgte nach der in Abbildung 33 abgebildeten Syntheseroute. Ausgehend von
12 wurden mittels Lithiumaluminium-Reduktion die Acetylschutzgruppen abgespalten. Die Dihydroxy-
pinzette wurde mit einer sehr guten Ausbeute von 90 % erhalten. Als letzter Syntheseschritt, wurde
die Dihydroxypinzette 13 Uber frisch-destilliertem Phosphoroxychlorid und Triethylamin phosphory-
liert. Die symmetrische Pinzette CLRO1 14 wurde als weilSer Feststoff mit einer Ausbeute von 86 %

erhalten.

LAH POCI,
THF NEt,
130 °C, 5 h 0°C,1h
B S
90 % 86 %
12 13 14

Abbildung 33: Synthese der symmetrischen Pinzette CLRO1.

Im Gegensatz zu CLRO1, bendtigen asymmetrische Pinzetten eine langere und aufwandigere Synthe-
seroute. Hierflir wird Verbindung 12 mit 1 M NaOH zur einseitigen Entschitzung der Acetylschutz-
gruppe umgesetzt. Dabei musste genau darauf geachtet werden, dass sowohl die Reaktionsapparatur
als auch die einzelnen Reagenzien sauerstofffrei waren, um eine mdgliche Oxidation zum Chinon der
Pinzette zu vermeiden. Die Monoacetoxymonohydroxypinzette 15 konnte mit einer Ausbeute von 76
% erhalten werden. Als ndchster Schritt wurde die Pinzette (iber frisch-destilliertem Phosphoroxychlo-
rid und Triethylamin an der Hydroxygruppe phosphoryliert. Die Monoacetoxymonophosphatpinzette
16 wurde mit einer Ausbeute von 70 % erhalten. Als nachster Schritt wurde ein Phosphatester mittels
TCA-Reaktion (Trichloroacetonitril-Reaktion) erzeugt. Hierflir wurden zwei unterschiedliche Reste aus-
gewahlt, um eine spatere Kupfer-Klick-Reaktion durchfiihren zu konnen. Zu diesem Zweck wurden so-
wohl eine Alkinfunktionalitat als auch eine Azidfunktionalitat (iber die TCA-Reaktion eingefiihrt. Diese
wurden in der nachfolgenden Abbildung zur einfacheren Darstellung als ,R“ abgekirzt. Das Produkt
wurde in einer Ausbeute von 75 % fiir die Monobutinylphosphatmonoacetoxypinzette und 86 % fir

die Monoazidophosphatmonoacetoxypinzette erhalten.
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Abbildung 34: Synthese asymmetrischer Pinzetten. R steht fiir entweder eine Alkin- oder eine Azidfunktionalitat.

Die zweite Acetylschutzgruppe wurde anschlieend ebenfalls Giber NaOH in Dioxan abgespalten. Diese
Reaktion ergab die Verbindung 18 in einer Ausbeute von 98 % fiir die Monobutinylphosphatmonohyd-
roxypinzette und 90 % fiir die Monoazidophosphatmonohydroxypinzette. Die abschlieRende Phospho-
rylierung zum Erhalt der fertigen asymmetrischen Pinzetten wurde ebenfalls mittels frisch-destillier-
tem Phosphoroxychlorid und Triethylamin durchgefiihrt. Die jeweiligen Produkte wurden mit einer
Ausbeute von 79 % fiir die Monobutinylphosphatmonophosphatpinzette und 80 % fiir die Monoazido-

phosphatmonophosphatpinzette erhalten.
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3.2 Photoschalter: Azobenzolderivate

Um photoschaltbare Pinzetten herstellen und untersuchen zu kdnnen, musste ein Design ausgewahlt
werden, welches eine photoschaltbare Einheit in der Mitte der Struktur trug. Hierflir wurde die in der
Literatur bekannte und gut untersuchte Azobenzolstruktur ausgewahlt. Die Azobenzolderivate sollten
symmetrisch, moglichst starr und an den 4- und 4’-Stellen eine Alkin-Funktionalitdt besitzen, um in
eine Kupfer-Click-Reaktion eingesetzt zu werden. Diese Derivate unterscheiden sich ebenfalls in ihrer
GrolRe und Flexibilitat. Die in Abbildung 35 dargestellten Azobenzolderivate entsprechen den ausge-
wahlten Strukturen, die nach einem rationalen Design entworfen wurden. Die starre Struktur der
Azobenzol-Einheiten soll moglichst wenige Freiheitsgrade besitzen, damit die jeweiligen Isomere einen
erkennbaren Unterschied in den Abstanden der Endfunktionalitdten aufweisen. Die anschlieflenden
UV/Vis-Experimente und die Messungen der Halbwertszeiten fir die Azobenzolderivate wurden in der
Universitat Miinster von der Kooperationspartnerin Alisa-Maite Kauth aus dem Arbeitskreis von Prof.

Dr. Bart Jan Ravoo durchgefiihrt.

21 22 23

Abbildung 35: Entworfene Azobenzolderivate fiir spatere Anbindung von zwei Tweezermolekiile und Darstellung der pho-
toschaltbaren Pinzetten.

Verbindung 21 stellt das einfachere und kleinste Azobenzolderivat dar. Es verfiigt in der 4- und 4’-
Stellung liber eine Alkineinheit, die direkt am Aromaten angebunden ist. Der Abstand zwischen beiden
endstandigen Alkinen wurde Giber MD-Simulation berechnet und betréagt 14,5 A fiir das E-lsomer und
9,36 A fiir das Z-Isomer. Die Synthese der Azoverbindungen erfolgte im Allgemeinen Uber eine Oxida-
tive Azokupplung mittels Braunstein'’. Die Reaktionslésung konnte anschlieRend tber Filtration auf-
gereinigt werden und somit das Produkt in hochster Reinheit isoliert werden. Das gewiinschte Produkt
wurde in einer Ausbeute von 32 % erhalten. In der nachfolgenden Abbildung wird die Synthese von

Verbindung 21 dargestellt.
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Abbildung 36: Synthese von Verbindung 21 iiber MnO,.

Das erhaltene Produkt 21 wurde vor dem Einsatz in eine Kupfer-Click-Reaktion auf die Photoschaltbar-
keit mittels UV/Vis-Spektroskopie und Halbwertszeit des Z-Isomers untersucht. Erwartet wurde, dass
das Azobenzolderivat in seinem thermodynamisch stabileren E-lsomer vorliegt. Zur Uberpriifung des
Zustandes wurde zunachst ein Spektrum aufgenommen, bevor die Probe bestrahlt wurde (gestrichelte
Kurve im linken Spektrum, Abbildung 37). Danach wurde die Probe fiir eine Minute mit einer Wellen-
linge von 365 nm zur Uberfiihrung ins Z-Isomer bestrahlt und das Spektrum wurde direkt im Anschluss
aufgenommen (lila Kurve im linken Spektrum, Abbildung 37). Fir die Riickschaltung ins E-lsomer wurde
die Probe fur finf Minuten mit einer Wellenldnge von 520 nm bestrahlt (griine Kurve im linken Spekt-

rum, Abbildung 37). Die nachfolgende Abbildung stellt die UV/Vis-Experimente dar.
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Abbildung 37: UV/Vis-Analyse der Photoschaltbarkeit von Verbindung 21. Links das Absorptionsspektrum von 280 nm bis
700 nm. die gestrichelte Kurve entspricht die Absorption der Verbindung in unbestrahltem Zustand. Die lila Kurve ent-
spricht die Absorption der Verbindung nach Bestrahlung mit 365 nm, also im Z-Zustand. Die griine Kurve stellt die Absorp-

tion der Verbindung 21 nach Bestrahlung mit 520 nm, also im E-Zustand. Rechts wird die Absorption bei 357 nm uber
sieben Bestrahulngszyklen dargestellt.

Im UV/Vis-Spektrum werden die Absorptionskurven der Verbindung 21 in dem jeweiligen Zustand dar-
gestellt. Die gestrichelte Kurve stellt die Absorption der Verbindung 21 in unbestrahltem Zustand dar.
Diese Kurve zeigt ein Absorptionsmaximum bei 357 nm, welches nach Literaturangaben fiir eine
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vorwiegende E-Konfiguration der Verbindung spricht. Die lila Kurve stellt die Absorption der Verbin-
dung 21 nach Bestrahlung mit 365 nm dar. Dabei wird ersichtlich, dass das Absorptionsmaximum der
unbestrahlten Probe nicht mehr vorhanden ist und dass ein neues schwaches Absorptionsmaximum
bei ca. 445 nm zu sehen ist. Dies spricht fir eine effektive E/Z-Isomerisierung der Verbindung. Die
grine Kurve stellt die Absorption der Verbindung 21 nach erneuter Bestrahlung, diesmal mit 520 nm
dar. Hierbei wird das urspriingliche Absorptionsmaximum bei 357 nm erneut detektiert, aber im Ver-
gleich zur unbestrahlten Probe etwas kleiner. Dabei ist das Absorptionsmaximum bei ca. 445 nm noch
zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Riickschaltung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.
Die etwas schwéachere Absorption bei 357 nm und das noch vorhandene Maximum bei ca. 445 nm ist
jedoch ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Riickschaltung nicht vollstandig durchgefiihrt wurde.
Dies konnte vermutlich mit einer langeren Bestrahlungszeit behoben werden. Die unvollstandige Riick-
schaltung in die E-Konfiguration wird im rechten Graphen nochmal verdeutlicht. Der rechte Graph
stellt die Absorption der Probe bei der Wellenlange des E-lIsomers. Dieser stellt graphisch dar, wie sich
die Absorption der Probe nach jedem Bestrahlungszyklus andert. Die Intensitat der Absorption korre-
liert mit der Loslichkeit der Probe im Losungsmittel und trifft keine quantitativen Aussagen (iber ein
Isomerenverhéltnis in der Probe. Dabei stellt jeder Messpunkt die Absorption bei 357 nm nach einer
Bestrahlung mit abwechselnd 365 nm und 520 nm dar. Der erste Messpunkt bezieht sich auf die un-
bestrahlte Probe. Somit wurde die Absorption bei 357 nm gegen die Bestrahlungszyklen aufgetragen.
Dabei wird ersichtlich, dass der erste Messpunkt der Reihe etwas hoher liegt als die nachfolgenden
Absorptionswerten nach Hin- und Rickschaltung. Diese Darstellung der Absorption lasst trotzdem er-
kennen, dass Verbindung 21 sich mit einem konstanten Umsatz in das Z- und zurick in das E-lsomer

schalten l&sst.

Verbindung 22 stellt ein Azobenzolderivat dar, welches die klickfahigen Alkineinheiten nicht direkt am
Aromaten tragt, sondern diese liber eine Etherbriicke an den 4- und 4’-Positionen verkniipft sind. Die
zusatzlichen CH2-Gruppen und der Ether zwischen Aromat und Alkin bringen spater eine hohere Fle-
xibilitat Gber die zusatzlichen Freiheitsgrade in das System ein, wodurch diese Verbindung einen inte-
ressanten Vergleich mit den starreren photoschaltbaren Pinzetten darstellt. Als erstes wird 4-Amino-
benzylalkohol Uber die oxidative Azokupplung zum Azobenzolderivat 24 umgesetzt. Die Reaktionslo-
sung konnte Uber Filtration aufgereinigt werden und somit das Produkt in héchster Reinheit isoliert
werden. Dies gelang mit einer Ausbeute von 11 %. Als nachster Schritt wurde an den beiden Hydro-
xygruppen Uber eine Williamson Ethersynthese mittels Natriumhydrid die Propargylfunktionalitat an-
gebracht. Das Produkt konnte in einer Ausbeute von 32 % isoliert werden. Der iber MD-Simulation

berechnete Abstand in der Energiesenke zwischen der Alkinfunktionalitidten betragt 15,15 A fir das E-
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Isomer und 9,18 A fiir das Z-Isomer. Die nachfolgende Abbildung stellt die zweistufige Synthese des

Azobenzolderivats 22 schematisch dar.

MnO,

Toluol HO
HO 120°C,3,5h N
2 —_— N*
NH OH

2 11 %

Natriumhydrid, Propargylbromid

HO THF o
N - N
N® N* P
OH 32 % o _F

24 22

Abbildung 38: Zweistufige Synthese vom flexiblen Azobenzolderivat 22. Die zusatzliche Freiheitsgrade zwischen Aromaten
und Alkinfunktionalitaten erhohen die freie Beweglichkeit der spater anzubringenden Pinzetten.

Verbindung 22 wurde vor ihrem Einsatz in die Kupfer-Click-Reaktion ebenfalls auf ihre Photoschaltbar-
keit und Halbwertszeit des Z-Isomers untersucht. Hier wurde zunachst ein Spektrum der unbestrahlten
Probe aufgenommen, um den vorliegenden E- oder Z-Zustand bzw. das Verhaltnis von den beiden vor-
liegenden Isomeren Zustanden zueinander festzustellen (gestrichelte Kurve im linken Spektrum, Ab-
bildung 39). AnschlieRend wurde die Probe in das Z-Isomer Uber Bestrahlung mit 365 nm Uber eine
Minute Gberfihrt (lila Kurve im linken Spektrum, Abbildung 39). Die Rickschaltung in das E-lsomer
erfolgte Giber Bestrahlung mit 520 nm fir fiinf Minuten (griine Kurve im linken Spektrum, Abbildung

39). In der nachfolgenden Abbildung sind die Absorptionskurven der beiden Isomeren zu sehen.
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Abbildung 39: UV/Vis-Analyse der Photoschaltbarkeit von Verbindung 22. Links das Absorptionsspektrum von 280 nm bis
700 nm. die gestrichelte Kurve entspricht die Absorption der Verbindung in unbestrahltem Zustand. Die lila Kurve ent-
spricht die Absorption der Verbindung nach Bestrahlung mit 365 nm, also im Z-Zustand. Die griine Kurve stellt die Absorp-
tion der Verbindung 22 nach Bestrahlung mit 520 nm, also im E-Zustand. Rechts wird die Absorption bei 334 nm Uber
sieben Bestrahulngszyklen dargestellt.

Im UV/Vis-Spektrum werden die Absorptionskurven der Verbindung 22 in dem jeweiligen Zustand dar-
gestellt. Die gestrichelte Kurve stellt die Absorption der Verbindung 22 in unbestrahltem Zustand dar.
Diese Kurve zeigt ein Absorptionsmaximum bei 334 nm, welches nach Literaturangaben fiir eine vor-
wiegende E-Konfiguration der Verbindung spricht. Die lila Kurve stellt die Absorption der Verbindung
22 nach Bestrahlung mit 365 nm. Dabei wird erkennbar, dass das Absorptionsmaximum der unbe-
strahlten Probe nicht mehr vorhanden ist und dass ein neues schwaches Absorptionsmaximum bei ca.
445 nm zu sehen ist. Dies spricht fir eine effektive E/Z-Isomerisierung der Verbindung. Die griine Kurve
stellt die Absorption der Verbindung 22 nach Bestrahlung mit 520 nm dar. Hierbei wird das urspriing-
liche Absorptionsmaximum bei 334 nm erneut detektiert, aber im Vergleich zur unbestrahlten Probe
etwas schwacher. Dabei ist das Absorptionsmaximum bei ca. 445 nm noch zu erkennen. Dies deutet
darauf hin, dass die Riickschaltung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, jedoch wurde keine voll-
standige Rickschaltung erreicht. Dies kdnnte vermutlich auch hier mit einer langeren Bestrahlungszeit
behoben werden. Die unvollstandige Riickschaltung in die E-Konfiguration wird im rechten Graphen
nochmal verdeutlicht. Der rechte Graph stellt die Absorption der Probe bei der Wellenldange des E-
Isomers. Dieser stellt graphisch dar, wie sich die Absorption der Probe nach jedem Bestrahlungszyklus
andert. Die Intensitat der Absorption korreliert ebenfalls mit der Loslichkeit der Probe im Losungsmit-
tel und trifft keine quantitativen Aussagen lber ein Isomerenverhaltnis in der Probe. Dabei stellt jeder
Messpunkt die Absorption bei 334 nm nach einer Bestrahlung mit abwechselnd 365 nm und 520 nm
dar. Der erste Messpunkt bezieht sich auf die unbestrahlte Probe. Hierbei wurde die Absorption bei
334 nm gegen die Bestrahlungszyklen aufgetragen. Dabei wird beobachtet, dass der erste Messpunkt

der Reihe etwas hoher liegt als die nachfolgenden Absorptionswerten nach Hin- und Rickschaltung.
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Diese Darstellung der Absorption lasst trotzdem erkennen, dass Verbindung 22 sich mit einem kon-

stanten Umsatz in das Z- und zurtick in das E-Isomer schalten lasst.

Verbindung 23 wurde ebenfalls iber zwei Schritte hergestellt. Ausgehend von Verbindung 21 wurden
zwei (4-lodophenylethynyl)trimethylsilan-Einheiten Uber eine Sonogashira-Kupplung an den termina-
len Alkinen angebracht. Die terminalen Silylschutzgruppen sind essenziell, um Verkettungen bis hin zu
Polymerisationsrektionen zu vermeiden. Diese Schutzgruppen konnten spater, wahrend der Kupfer-
Click-Reaktion, in situ abgespalten werden. Hierauf wird in einem nachfolgenden Kapitel ndher einge-
gangen. Somit kann ein Azobenzolderivat 21 héchstens mit zwei (Phenylethynyl)trimethylsilan-Einhei-
ten versetzt werden. Die Sonogashira-Kupplung erfolgte mittels (Triphenylphosphin)Palladiumchlorid
und Kupferiodid in Triethylamin bei Raumtemperatur Gber drei Tage'*’. Das erwiinschte Produkt
konnte nach sdulenchromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute von 15 % isoliert werden.
Die nachfolgende Abbildung stellt die Syntheseroute von Verbindung 23 ausgehend von Verbindung
21 dar.

Pd(PPhg),Cl, Cul O
A | NiE?tg :
@\ 80°C, 3d
-N + 2 -N
N* \ —_— N*
1 S T O
S5

23

Abbildung 40: Synthese von Azobenzolderivat 23 iiber Sonogashira-Kupplung, ausgehend von Verbindung 21.

Verbindung 23 wurde vor ihrem Einsatz in die Kupfer-Click-Reaktion ebenfalls auf ihre Photoschaltbar-
keit und Halbwertszeit des Z-Isomers untersucht. Hier wurde zunachst ein Spektrum der unbestrahlten
Probe aufgenommen, um den vorliegenden E- oder Z-Zustand bzw. das Verhaltnis von den beiden vor-
liegenden Isomeren Zustdanden zueinander festzustellen (gestrichelte Kurve im linken Spektrum, Ab-
bildung 41). Folglich wurde die Probe in das Z-Isomer (iber Bestrahlung mit 365 nm lber eine Minute
Uberfihrt (lila Kurve im linken Spektrum, Abbildung 41). Die Riickschaltung in das E-Isomer erfolgte
Uber Bestrahlung mit 520 nm fiir fiinf Minuten (griine Kurve im linken Spektrum, Abbildung 41). In der

nachfolgenden Abbildung sind die Absorptionskurven der beiden Isomeren zu sehen.
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Abbildung 41: UV/Vis-Analyse der Photoschaltbarkeit von Verbindung 23. Links das Absorptionsspektrum von 280 nm bis
700 nm. die gestrichelte Kurve entspricht die Absorption der Verbindung in unbestrahltem Zustand. Die lila Kurve ent-
spricht die Absorption der Verbindung nach Bestrahlung mit 365 nm, also im Z-Zustand. Die griine Kurve stellt die Absorp-
tion der Verbindung 23 nach Bestrahlung mit 520 nm, also im E-Zustand. Rechts wird die Absorption bei 390 nm lber
sieben Bestrahulngszyklen dargestellt.

Im UV/Vis-Spektrum werden die Absorptionskurven der Verbindung 23 in dem jeweiligen Zustand dar-
gestellt. Die gestrichelte Kurve stellt die Absorption der Verbindung 23 in unbestrahltem Zustand dar.
Dabei wird beobachtet, dass im Vergleich zu den Verbindungen 21 und 22 die Absoprtionsintensitat
sehr gering ist. Diese Kurve zeigt ein Absorptionsmaximum bei 390 nm, welches nach Literaturangaben
auch hier fir eine vorwiegende E-Konfiguration der Verbindung spricht. Die lila Kurve stellt die Absorp-
tion der Verbindung 23 nach Bestrahlung mit 365 nm. Dabei wird ersichtlich, dass das Absorptionsma-
ximum der unbestrahlten Probe noch vorhanden ist und dass kein neues schwaches Absorptionsmaxi-
mum bei ca. 445 nm zu sehen ist. Dies spricht fir eine ineffektive E/Z-Isomerisierung der Verbindung.
Die griine Kurve stellt die Absorption der Verbindung 23 nach erneuter Bestrahlung, diesmal mit 520
nm dar. Hierbei wird das Absorptionsmaximum bei 390 nm erneut detektiert, aber im Vergleich zur
unbestrahlten Probe etwas kleiner und im Vergleich zur lila Kurve etwas starker. Dabei ist ebenfalls
kein Absorptionsmaximum bei ca. 445 nm zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Isomerisie-
rungsreaktion nur wenig bis gar nicht funktionierte. Die unvollstandige Isomerisierung wird im rechten
Graphen nochmal verdeutlicht. Der rechte Graph stellt die Absorption der Probe bei der Wellenldange
des E-Isomers dar und zeigt, wie sich die Absorption der Probe nach jedem Bestrahlungszyklus andert.
Die Intensitat der Absorption korreliert mit der Loslichkeit der Probe im Loésungsmittel und trifft keine
guantitativen Aussagen liber ein Isomerenverhaltnis in der Probe. Dabei stellt jeder Messpunkt die
Absorption bei 390 nm nach einer Bestrahlung mit abwechselnd 365 nm und 520 nm dar. Der erste
Messpunkt bezieht sich auf die unbestrahlte Probe. Somit wurde die Absorption bei 390 nm gegen die

Bestrahlungszyklen aufgetragen. Dabei ldsst sich eine sehr geringe Absorptionsintensitat erkennen.
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Dies liegt daran, dass die Probe eine sehr schlechte Loslichkeit im Losungsmittel aufweist, wodurch
vermutlich nur wenig Probe sich tatsachlich in Losung befindet. Dies konnte vermutlich mit einem ,, -
Stacking” der aromatischen Reste erklart werden. m-n-Wechselwirkungen sind Krafte, die zwischen -
Elektronen in Molekilen auftreten. Diese sind relativ schwache nichtkovalente Wechselwirkungen zwi-
schen n-Systemen, insbesondere zwischen aromatischen Ringen'*. Aufgrund der hohen Elektronen-
dichte der aromatischen Ringe und den verknipfenden Alkinresten der Verbindung 23 kénnen intra-
und intermolekularen m-n-Wechselwirkungen auftreten, die moglicherweise die Photochemie der Ver-
bindungen lber die Stapelung der aromatischen Einheiten verandern konnen. Dies kdnnte die geringe
Absorptionsintensitat der Verbindung 23 erklaren. Ebenfalls kénnte dadurch eine Konfigurationsande-
rung eingegrenzt werden, da jede m-n-Wechselwirkung eine Bindungsstarke von etwa 50 kJ/mol be-
sitzt, Treten die Art von Wechselwirkungen in einem System hiufig ein, kann das Uberwinden der
aufsummierten Krafte schwierig sein. Das Stapeln der aromatischen Einheiten ist vermutlich tiber eine
sterische Hinderung vermeidbar, weshalb Verbindung 23, trotz dieser UV/Vis-Ergebnisse, spater mit

Tweezereinheiten in einer Kupfer-Click-Reaktion umgesetzt wurde.

Zur besseren Ubersicht wurden zunichst die Abstinde der endstindigen Alkinfunktionalitdten in bei-
denisomeren Formen des jeweiligen Azobenzol-Derivats tabellarisch aufgelistet. Die MD-Simulationen

dieser Verbindungen befinden sich im Appendix.

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Abstande zwischen den beiden Alkinfunktionalititen der Azobenzol-Derivate in
beiden Konfigurationsisomeren. Die Abstdnde entsprechen jeweils der Distanz zwischen den beiden Alkin-Funktionalita-
ten.

Verbindung Abstand im E-Zustand [A] Abstand im Z-Zustand [A]

21 15 9
22 15 10
23 28 12

Die Halbwertszeiten der Z-Isomere der Azobenzol-Derivate wurden ebenfalls von der Kooperations-
partnerin Alisa-Maite Kauth bestimmt. Dabei wird bei diesen Derivaten jeweils eine Probe bestrahlt,
um diese in ihr Z-Isomer zu Gberfiihren. Im Anschluss wird die Absorption der Probe bei der jeweiligen
Wellenldnge, bei welcher das E-isomer ein Absorptionsmaximum aufweist, stiindlich vermessen. Die
Absorption nimmt fir alle Derivate mit der Zeit zu, da das instabile Z-Isomer thermisch zuriick in das

E-lsomer isomerisiert. Mit diesen Messpunkten lasst sich jeweils eine Kurve plotten, woraus die
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Halbwertszeit abgelesen werden kann. Diese wurden zur Ubersichtlicheren Veranschaulichung tabel-

larisch aufgelistet.

Tabelle 2: Halbwertszeiten der Z-Isomere der jeweiligen Azobenzol-Derivaten.

Verbindung Halbwertszeit t1/; [h] Temperatur [°C]
21 12 25
22 66 25
23 4 25

Die Halbwertszeiten der jeweiligen Z-Zustande der Azobenzol-Derivate wurde bei Raumtemperatur
vermessen. Hierbei ist zu erkennen, dass die zwei starren Azobenzol-Derivate eine viel kiirzere Halb-
wertszeit des Z-Zustandes aufweisen als Verbindung 22. Die langere Halbwertszeit von Verbindung 22
kann mit dem wirkenden -I-Effekt der Ether-Einheiten erkldrt werden. Durch diesen Effekt wird die
Elektronendichte der Azo-Briicke verringert, wodurch die energetische Barriere zwischen den - und
r*-Orbitalen erhéht wird*”. Demzufolge kann eine Riickschaltung in das E-Isomer viel langsamer statt-

finden als bei Verbindungen 21 und 23.
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3.3 Photoschalter: Arylazopyrazolderivate

Arylazopyrazole haben sich in den letzten Jahren als hervorragende Photoschalter erwiesen. In der
aktuellen Literatur werden zahlreiche Beispiele gezeigt, aus welchen hervorgeht, dass sie eine ausge-
zeichnete Photoisomerisierung besitzen. Dies liegt daran, dass die Absorptionsmaxima der E- und Z-
Isomere weit auseinander liegen (365 und 520 nm). Folglich kann ein viel hherer Umsatz von bis zu
>98 % bei der Isomerisierung erreicht werden®. Diese ist fiir das Schalten in spateren multivalenten
supramolekularen Systemen von hoher Bedeutung. Dariliber hinaus besitzen AAPs eine hohe thermi-
sche Stabilitat des Z-Isomers, die bis hin zu Jahren reicht. Alles in allem, zeigen AAPs (iberlegene Eigen-
schaften als molekulare Photoschalter. Aus diesem Grund wurde das AAP-Motiv flir eine neue Reihe
an supramolekularen photoschaltbaren Pinzetten ausgewahlt. Die in der nachfolgenden Abbildung ge-
zeigten Strukturen wurden von mir nach einem rationalen Design entworfen und in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo der Universitdat Miinster von Alisa-Maite Kauth
synthetisiert, auf ihre Photoschaltbarkeit mittels UV/Vis-Spektroskopie untersucht und die Halbwerts-
zeiten der Z-Isomere bestimmt. Nach vollstandiger Charakterisierung wurden sie mir zum Einsatz in

die Kupfer-Click-Reaktionen mit den molekularen Pinzetten zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 42: Arylazopyrazol-Derivate (Synthese von Alisa-Maite Kauth aus dem Arbeitskreis Ravoo, Universitat Miinster).

AAPO und AAP1 dhneln sich sehr in ihrer chemischen Struktur. Der Unterschied besteht darin, dass
AAPO zwei Azid-Funktionalitaten und AAP1 zwei Alkin-Funktionalitaten an ihren Enden tragen. AAP2
unterscheidet sich dazu in seiner GrofRe und Flexibilitat. Zwischen dem Pyrazolring und der terminalen

Alkin-Funktionalitat befindet sich eine Methylengruppe statt eines Benzolrings. Diese Methylenbriicke
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bringt durch ihre Drehbarkeit mehr Freiheitsgrade in die gesamte Struktur ein und wodurch die Flexi-
bilitat des Gerlists weiter erhoht wird. AAP3 dhnelt der Struktur des AAP1. Der grundlegende Unter-
schied besteht darin, dass der Benzolring an der Azobriicke zu einer Biphenyl-Einheit verlangert wurde.
AAP4 3hnelt ebenfalls dem AAP1, jedoch wurde die AAP-Einheit symmetrisch Gber eine Sonogashira
Kupplung um eine 4-Ethynylphenyl-Einheit symmetrisch verlangert. Dies liefert der Struktur einen viel

groReren Abstand zwischen den beiden terminalen Alkin-Funktionalitdten.

In der nachfolgenden Tabelle werden die jeweiligen Abstdande zwischen den terminalen funktionellen
Gruppen beider Isomere, der oben gezeigten Verbindungen, aufgelistet. Hierflir wurden die Verbin-
dungen mittels dem Programm Schrédinger Maestro gezeichnet, minimiert und die jeweiligen Ab-
stdande ermittelt. Die Abbildungen der MD-Simulationen dieser Verbindungen befinden sich im Appen-

dix.

Tabelle 3: Abstiande zwischen endstandigen Funktionalitaten der Verbindungen AAPO bis AAP6 in beiden Konfiguration-
sisomeren Formen. Die Abstidnde entsprechen jeweils der Distanz zwischen den beiden Alkin-Hs bzw. zwischen dem Alkin-
H und C-Atom der Carbonsaure.

Verbindung  Abstand im E-Zustand [A] ~ Abstand im Z-Zustand [A]

AAPO 17 13
AAP1 18 12
AAP2 13 10
AAP3 22 15
AAP4 30 21
AAP5 13 8

AAP6 13 9

Am Beispiel von AAP1 werden in der nachfolgenden Abbildung die UV/Vis-Experimente zur Uberprii-

fung der Photoschaltbarkeit der AAP-Derivate gezeigt.
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Abbildung 43: UV/Vis-Analyse der Photoschaltbarkeit von AAP1. Links das Absorptionsspektrum von 280 nm bis 620 nm.
die gestrichelte Kurve entspricht der Absorption der Verbindung in unbestrahltem Zustand. Die lila Kurve entspricht der
Absorption der Verbindung nach Bestrahlung mit 365 nm, also im Z-Zustand. Die griine Kurve stellt die Absorption von
AAP1 nach Bestrahlung mit 520 nm dar, also im reinen E-Zustand. Rechts wird die Absorption bei 390 nm liber 7 Bestrah-
lungszyklen dargestellt.

Im UV/Vis-Spektrum werden die Absorptionskurven des AAP1 in dem jeweiligen Zustand dargestellt.
Die gestrichelte Kurve im linken Spektrum stellt die Absorption der AAP1 in unbestrahltem Zustand
dar. Diese Kurve zeigt ein Absorptionsmaximum bei 356 nm, welches nach Literaturangaben fiir eine
vorwiegende E-Konfiguration der Verbindung spricht. Die lila Kurve im linken Spektrum stellt die Ab-
sorption der AAP1 nach Bestrahlung mit 365 nm. Dabei wird deutlich, dass das Absorptionsmaximum
der unbestrahlten Probe nicht mehr vorhanden ist und dass ein neues schwaches Absorptionsmaxi-
mum bei ca. 450 nm zu sehen ist. Dies spricht fir eine effektive E/Z-Isomerisierung der Verbindung.
Die griine Kurve stellt die Absorption der AAP1 nach erneuter Bestrahlung, diesmal mit 520 nm dar.
Hierbei wird das urspriingliche Absorptionsmaximum bei 356 nm erneut detektiert, aber im Vergleich
zur unbestrahlten Probe deutlich starker. Dabei ist das Absorptionsmaximum bei ca. 450 nm nicht
mehr zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Riickschaltung erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte. Die etwas starkere Absorption bei 356 nm und das nicht mehr vorhandene Maximum bei ca.
450 nm ist jedoch ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Rickschaltung vollstandig durchgefiihrt
wurde. Die vollstandige Riickschaltung in die E-Konfiguration wird im rechten Graphen nochmal ver-
deutlicht. Der rechte Graph stellt die Absorption der Probe bei der Wellenlange des E-Isomers. Dieser
stellt graphisch dar, wie sich die Absorption der Probe nach jedem Bestrahlungszyklus dndert. Die In-
tensitat der Absorption korreliert mit der Loslichkeit der Probe im Losungsmittel und trifft keine quan-
titativen Aussagen Uber ein Isomerenverhaltnis in der Probe. Dabei stellt jeder Messpunkt die Absorp-
tion bei 356 nm nach einer Bestrahlung mit abwechselnd 365 nm und 520 nm dar. Der erste Messpunkt
bezieht sich auf die unbestrahlte Probe. Somit wurde die Absorption bei 356 nm gegen die Bestrah-

lungszyklen aufgetragen. Dabei wird ersichtlich, dass der erste Messpunkt der Reihe etwas niedriger
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liegt als die nachfolgenden Absorptionswerte nach Hin- und Riickschaltung, was darauf hindeutet, dass
die unbestrahlte Probe aus einem Gemisch der beiden Isomeren bestand. Zusatzlich lasst sich erken-
nen, dass die Absorption nach Bestrahlung mit 365 nm sehr gering bis nicht mehr vorhanden ist. Dies
deutet auf eine vollstandige Schaltung in das Z-Isomer hin. Im Vergleich zu den Azobenzolderivaten
lasst sich aus den erhaltenen Daten interpretieren, dass die Arylazopyrazolderivate eine effizientere
Photoisomerisierung als die Azobenzole mit sich bringen und sich somit vollstandig in das Z- bzw. in

das E-Isomer schalten lassen.

Die Halbwertszeiten der Z-Isomere der AAP-Derivate wurden ebenfalls bestimmt. Dabei wird auch bei
diesen Derivaten jeweils eine Probe bestrahlt, um diese in ihr Z-Isomer zu (iberfiihren. Dazu wird die
Absorption der Probe bei der jeweiligen Wellenlange, bei welcher das E-isomer ein Absorptionsmaxi-
mum aufweist, stlindlich vermessen. Die Absorption nimmt fir alle Derivate mit der Zeit zu, da das
instabile Z-Isomer thermisch zuriick in das E-Isomer tberfiihrt wird. Mit diesen Messpunkten ldsst sich
jeweils eine Kurve plotten, woraus die Halbwertszeit abgelesen werden kann. Diese sind in der nach-
folgenden Tabelle zur Gbersichtigen Darstellung aufgelistet. Aufgrund der lichtvermittelten Oxidation
der Azid-Funktionalitaten von AAPO und AAP6, konnten fiir diese Verbindungen keine Halbwertszeiten

ermittelt werden.

Tabelle 4: Halbwertszeiten der Z-Isomere der Verbindungen AAPO bis AAP6.

Verbindung Halbwertszeit ti/; [h] Temperatur [°C]

AAPO - -

AAP1 6 25
AAP2 43 25
AAP3 38 25
AAP4 18 25
AAPS 36 25
AAP6 - -
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Die Halbwertszeiten der jeweiligen Z-Zustande der AAP-Derivate wurden ebenfalls bei Raumtempera-
tur vermessen. Allgemein lasst sich sagen, dass alle Z-Isomere der vermessenen AAPs (ber eine hohe
Stabilitat verfligen. Hierbei ist zu erkennen, dass das kiirzere AAP2 das stabilste Z-Isomer besitzt mit

einer Halbwertszeit von 43 Stunden.

3.4 Photoschaltbare Pinzetten

In den vergangenen Jahren wurde vor allem die Kupfer(l)-katalysierte Click-Reaktion einer Alkin/Azid-
Pinzette mit zahlreichen Aziden und Alkinen eingesetzt und fiihrte zu sauberen Produkten in guten
Ausbeuten. Es konnten zahlreiche hybride Peptid-Pinzetten-Motive wie auch multivalente Pinzetten-
systeme hergestellt und untersucht werden. Deshalb wurde diese Methode ausgewahlt, um die pho-
toschaltbaren Pinzetten zu synthetisieren. Im nachfolgenden Kapitel wird ndher auf die Kupfer(l)-ka-

talysierte Click-Reaktion und deren Mechanismus eingegangen.

3.4.1 Kupfer-Click-Reaktion

Im Jahr 2001 wurde die Click-Chemie erstmals von Sharpless et al.?*® erwahnt. Damit werden Reaktio-
nen beschrieben, bei denen kleine Molekdile als Bausteine dienen, die unter milden Bedingungen hoch-
effizient miteinander verknlipft werden. Dabei sollen groRere Molekiile aus einfachen Fragmenten
synthetisiert werden kdnnen. Anwendung kann dies unter anderem bei der Entwicklung und Synthese

von Molekiilen mit biologischer Aktivitat finden.

Um eine chemische Reaktion als Click-Reaktion bezeichnen zu diirfen, miissen einige Bedingungen er-
fillt werden. Zum einen muss diese modular und umfangreich anwendbar sein und gleichzeitig Pro-
dukte in sehr hohen Ausbeuten liefern. Die entstandenen Nebenprodukte sollten ohne Verwendung
von chromatographischen Methoden einfach abtrennbar sein. Zum anderen sollten die Reaktionen
stereospezifisch ablaufen und die Reaktionsbedingungen moglichst milde sein. Des Weiteren sind

diese Reaktionen im Optimalfall nicht wasser- oder sauerstoffempfindlich.

Seit einiger Zeit beschéftigen sich Forschungsgruppen weltweit intensiv mit Click-Reaktionen, da sie
eine einfache und effektive Moglichkeit zur Synthese komplexerer Strukturen darstellen. Reaktionen,
die diesen Anforderungen entsprechen, sind beispielsweise Cycloadditionen ungeséttigter Verbindun-
gen, wie die 1,3-dipolare Cycloadditionen und Diels-Alder-Reaktionen. Die 1,3-dipolare Cycloadditio-

nen wurden schon in den 1960er Jahren von Huisgen untersucht und beschrieben* 10,

Zwei Arbeitsgruppen entwickelten im Jahr 2002 unabhéngig voneinander die Kupfer(l)-katalysierte Al-

kin-Azid-Cycloaddition (CuAAC). Dabei wird das 1,4-Regiosiomer [1,2,3]-Triazol gebildet. Meldal et al.
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fiihrte seine Reaktion an der Festphase und konnte somit Peptideinheiten miteinander verkniipfen®s2,
Zeitgleich fuhrte Sharpless CUAAC-Reaktionen in Lésung mit Phenylpropargylether und Benzylazid*2.
In seinen Experimenten stellte Sharpless fest, dass die in situ Erzeugung der Kupfer(l)-Spezies effektiver
als die Verwendung der kommerziell erwerblichen Kupfer(l)-Salze war. Dafiir verwendeter er Kup-
fer(ll)sulfat-pentahydrat, welches in situ iber Natriumascorbat zu Kupfer(l) reduziert wurde. Durch die
Verwendung dieses Katalysatoren-Cocktails konnten die Ausbeuten deutlich erhoht werden. Kupfer(l)-
Salze werden leicht oxidiert und verlieren somit ihre katalytische Wirkung. Deshalb kénnen keine Re-
aktionen in Wasser oder in Gegenwart von Wasser mit Kupfer(l)-Quellen durchgefiihrt werden. Somit
stellten Sharpless et al. fest, dass tertidre Amine als nicht-nucleophilen Basen notwendig fiir die Reak-
tionen sind. Deshalb legten Sharpless et al. ihren Fokus auf die in situ Erzeugung der Kupfer(l)-Spezies,

welche in Gegenwart von Wasser und Sauerstoff gute Ausbeuten liefert?>3,

In der nachfolgenden Abbildung wird der von Worrell et al.”>* postulierte Mechanismus der Kupfer(l)-

katalysierten Click-Reaktion schematisch dargestellt.

’N
N="
N_R1
—
A
H
R——H [C:Pu] [Cu]
[Cu —/—= R——H .
H
IN\
N’ N—R1 [CU]

R
[Cu] ! Ve
N'N—N_:.. ( IEI —\
__3x[cu] = Icul
R>—§-[-Cu] -~ R—==—I[Cu]

Abbildung 44: Schamtische Darstellung des Mechanismus der Kupfer(l)-katalysierten Click-Reaktion (In Anlehnung zu Wor-
rell et al.1%%),

Worrell et al. stellten einen Reaktionsmechanismus zur CUAAC-Reaktion basierend auf ihrer Echtzeit-
Uberwachung eines reprasentativen Cycloadditionsprozesses mittels Warmefluss-Reaktionskalorimet-
rie vor>*. Dieser postulierte Mechanismus beginnt mit der Bildung eines n-Komplexes zwischen einem

Kupfer-Atom und dem Alkin. Durch die Bildung dieses Komplexes wird das Acetylen-Proton stark azide.
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Durch Deprotonierung und wird die Anbindung eines zweiten Kupfer-Atoms zum Kupfer-Acetylid be-
glinstigt. Als nachstes kann das Azid-Substrat zu einem fiingliedrigen Ring als Ubergangszustand koor-
diniert werden und durch eine nucleophile Substitution wird der Ring geschlossen und ein Kupfer-
Atom eliminiert. Als letzter Schritt wird der Ring protoniert, das gewiinschte Additionsprodukt entsteht

und der Katalysator wird recycelt.

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der wie von Sharpless beschriebenen Kupfer(l)-katalysierten Azid-
Alkin-Cycloaddition, um molekulare Pinzetten mit den unterschiedlichen Photoschaltern zu verknip-

fen.

3.4.1.1 Reaktionsoptimierung

Zur Synthese von photoschaltbaren Pinzetten wurden die im vorherigen Kapitel beschriebenen
Azobenzol- und Arylazopyrazol-Derivate mit der Monoazidopinzette 20 einer Click-Reaktion unterwor-
fen. Dabei wurde zunachst 20 mit dem AAP1 nach der etablieren Vorschrift von Christian Heid mit
Kupfer(Il)sulfat, Diisopropylethylamin (DIPEA) und Natriumascorbat in Wasser/THF (1:1) umgesetzt.
Dies fuhrte aber nicht zum gewiinschten Produkt (Abbildung 45). Die Bildung des gewiinschten Pro-

dukts konnte weder massenspektrometrisch noch tiber NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.
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Chemical Formula: Cy1H1sNg

Chemical Formula: Ci4H3sN30gP;
e Molecular Weight: 324,39

Melecular Weight: 795,72

20 AAP1

Chemical Formula: C1osHgsN10015Ps
Molecular Weight: 1915,84

TWAAP1

Abbildung 45: Erster Versuch der Synthese einer photoschaltbaren Pinzette iiber die konventionelle Click-Reaktion nach
Heid?*3.

Fiir eine Umsatzkontrolle der Reaktion wurde eine Probe entnommen und Gber eine analytische HPLC
untersucht. Es wurden ca. 20 pL aus der Reaktionsmischung entnommen und mit 200 pL Wasser:Ace-
tonitril (1:1) und 0.1% TFA verdiinnt. Das HPLC-Spektrum zeigte nur ein Signal bei 15.34 min, welches

der Monoazidopinzette 20 und ein Signal bei 26.80 min welches dem AAP1 zuzuordnen werden
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konnen (Abbildung 46). Aus diesem Grund wurden zunéchst die Reaktionsparameter fiir die Click-Re-

aktion optimiert.
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Abbildung 46: Analytischer HPLC-Lauf der Reaktionskontrolle des ersten Versuch einer Kupfer-Click-Reaktion zur Synthese
einer photoschaltbaren Pinzette.

Fiir die Optimierung wurden mehrere Faktoren des Systems mitber{cksichtigt, wie z.B. die Loslichkeit
des AAP1s in (Gegenwart von) Wasser. Dabei wurden mehrere Parameter wie Lésungsmittel, Kataly-
sator, Temperatur und Reaktionszeit variiert. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht der durchgefiihrten Reak-
tionen mit unterschiedlichen Parametern. Die Reaktionen wurden mittels Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie liberprift. Auf eine Kontrolle Giber analytischer HPLC wurde im Laufe der Optimie-

rung verzichtet, da ein Druckanstieg in der Anlage detektiert wurde als die Proben vermessen wurden.
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Tabelle 5: Parameteroptimierung fiir die Kupfer-Click-Reaktion zur Synthese von photoschaltbaren Pinzetten.

Eintrag Katalysator Hilfsmittel Losungs- Temperatur Ergebnis
mittel
1 CuSO4 5 H,0 / DIPEA H,O:THF RT, 60 °C, 80 °C Kein Umsatz

Na-Ascorbat (5.3 Aq.) DMSO, DMF

(2,52/6,04 &
5.0/5.0 Aq.)
2 Cul DIPEA (5.3 Aq.) DMSO, DMF RT, 60 °C, 80 °C Kein Umsatz
(2.0Aq.)
3 Cul DIPEA (5.3 Agq.) DMSO,DMF RT,60°C,80°C  Kein Umsatz
(2.0Aq.) THPTA (2.0
Aq.)
4 CuBr DIPEA DMSO RT, 60 °C, 80 °C Bildung der
(5.0 Aq.) (5.4 Aq.) Zwischenstufe
5 CuBr DIPEA DMF 40 °C Produktbildung
(5.0Aq.) (5.4 Aqg.)

Um eine erfolgreiche Synthese der photoschaltbaren Pinzetten mittels Kupfer-Click-Reaktion zu errei-
chen, mussten systematisch die Reaktionsparameter variiert und tGberprift werden. Zunachst wurden
die im Arbeitskreis etablierten Parameter (1) fir die Synthese eingestellt. Fir alle Click-Versuche wurde
die iterative Zugabe der Komponenten nach Abschluss der Reaktionszeit fur eine einzelne Click-Reak-
tion durchgefihrt. Dabei wurde als Katalysator die Kombination aus CuSO4 5 H,0 und Natriumascorbat
verwendet, um in situ die aktive Kupfer(l)-Spezies zu erzeugen. Dies wurde im wassrigen Milieu durch-
gefuhrt. Es wurden unterschiedliche Wasser/THF-verhiltnisse ausprobiert, um eine moglichst opti-
male Loslichkeit aller Reaktanden zu erreichen. Diese Parameter wurden bei Raumtemperatur, 60 °C
und 80 °C durchgefiihrt und es wurden verschiedene Lésungsmittel ausprobiert. Darunter fallen reines
Dimethylsulfoxid und reines Dimethylformamid, deren Variationen alle ergebnislos blieben. Als ndchs-
ter Schritt (2) wurde die Kupferquelle verdndert. Hierfiir wurde Kupfer(l)iodid ausgewahlt. Aufgrund
der hohen Oxidationsempfindlichkeit des Kupfer(l)-Salzes wurde mit diesem Katalysator wasserfrei ge-

arbeitet. So wurde die Reaktion in trockenem DMSO bzw. trockenem DMF bei verschiedenen
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Temperaturen durchgefiihrt. Dies fiihrte leider immer noch zu keiner Produktbildung, weshalb im
nachsten Ansatz (3) einen Kupfer(l)-Stabilisator, das Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyllamin
(THPTA), mit eingesetzt wurde. Allerdings flihrte dies ebenfalls zu keiner Produktbildung. Als nachster
Ansatz (4) wurde das Gegenion der Kupferquelle gedndert. Kupferbromid ist in der Literatur als ein gut
geeigneter Katalysator fiir Click-Reaktionen bekannt. Dabei wurden die Aquivalente des Katalysators
und der Hilfsbase vergréRert und in DMSO bei verschiedenen Temperaturen zur Reaktion gebracht. Im
Laufe der Reaktion wurde eine Triibung der Lésung beobachtet. Nach Ende der Reaktionszeit und Auf-
arbeitung konnte festgestellt werden, dass die Reaktion die einfach-geklickte Zwischenstufe ergab. Das
'H-NMR Spektrum der isolierten Verbindung zeigte ein Verhaltnis von 1:1 zwischen den Tweezer-Sig-
nalen und den AAP1-Signalen. Das gewlinschte Produkt soll ein Verhaltnis von 2:1 Tweezer-AAP1 ha-
ben. Diese Beobachtung konnte massenspektrometrisch bestatigt werden. Ein Grund fiir die unvoll-
standige Umsetzung zum gewiinschten Produkt kann die schlechte Loslichkeit der Zwischenstufe in
DMSO sein. Lost sich diese schlecht im Losungsmittel und fallt aus der konzentrierten Losung aus, so
kann diese nicht an einer weiteren Click-Reaktion teilnehmen. Ein weiterer Grund kdnnte ebenfalls
eine aggregationsbedingte sterische Hinderung sein. Die durchkonjugierten Aromaten der AAP1-Ein-
heit kdnnten in der Losung intermolekulare m-m-Wechselwirkungen eingehen und sich so ausrichten,
dass der bereits geklickte Tweezer die freie Alkineinheit eines anderen Molekiils abschirmt. Diese Ag-
gregation kénnte ebenfalls zum Ausfallen aus der Reaktionslosung fiihren und somit eine weitere Um-
setzung verhindern. Die beobachtete Triibung der Reaktionslosung ist ein deutlicher Hinweis auf eine
Aggregation, wie auch auf eine schlechte Loslichkeit, des entstandenen Produktes. Aufgrund dessen

wurde im letzten Schritt der Optimierung das Losungsmittel erneut verdandert.
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Abbildung 47: *H-NMR-Spektrum der isolierten Zwischenstufe. Im roten Kreis sind die Signale der aromatischen Protonen
der Tweezer-Einheit zu erkennen, welche insgesamt eine Integration von 12 H-Atomen besitzen. Im blauen Kris sind die
Signale der Arylazopyrazol-Einheit zu erkennen, welche eine Integration von insgesamt 8 H-Atomen besitzen. Dies stellt
die Einheiten in einem 1:1 Verhiltnis und spricht fiir eine unvollstandige doppelte Click-Reaktion. Im griinen Kreis sind
schwache Signale des Triazol-Rings zu erkennen mit einer integrierten Flache von 0.67.

Die Reaktion wurde daraufhin in DMF mit CuBr und DIPEA bei verschiedenen Temperaturen durchge-
fuhrt. Dabei wurde keine Trilbung der Reaktionslosung beobachtet. Hierbei konnte festgestellt wer-
den, dass es unter diesen Reaktionsbedingungen bereits bei 40 °C zur Produktbildung kam (5) (Abbil-
dung 48 und 49). Somit ermoglichte die Verwendung von Dimethylformamid als Lésungsmittel, Aggre-
gationen und/oder Prazipitationen der gebildeten Zwischenstufen, zu umgehen. Nach aufwendigem
Entfernen des Losungsmittels und verschiedenen Waschzyklen mit 1 M Salzsaurel6sung, Wasser, Was-
ser/Acetonitril (1:1) mit 0,1 % TFA und zuletzt mit etwas Diethylether konnte das erwiinschte Produkt
TWAAP1 (Tweezer-Arylazopyrazol 1) in guter Ausbeute (50 %) erhalten werden. Dies konnte Uber
NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie bestatigt werden. Die optimierten Reaktionsparame-
ter konnten ebenfalls erfolgreich fiir die Synthese aller anderen photoschaltbaren Pinzetten Glbernom-

men werden.
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Abbildung 48: Optimierte Kupfer-Click-Reaktion zur Synthese von photoschaltbaren Pinzetten.
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Abbildung 49: 1H-NMR der Verbindung TWAAP1 aufgenommen in DMSO-d¢. Im aromatischen Bereich stimmen die Ver-
hiltnisse Tweezer/AAP1 mit 2:1 iiberein. Das Signal bei ca. 8.8 ppm mit einer Integration von 2.11 entspricht dem Signal
der beiden Triazol-Protonen. Die Singuletts bei 2.7 und 2.9 ppm entsprechen die Signale der Protonen der Methyl-Gruppen
am Pyrazolring.

3.4.2 TWABs

Nach erfolgreicher Optimierung der Reaktionsparameter fiir die Kupfer-Click-Reaktion am Beispiel von
TWAAP1, wurden diese Parameter verwendet, um weitere photoschaltbaren Pinzetten herzustellen.
Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen Azobenzol-Derivate 21, 22 und 23 mit jeweils zwei Aquivalen-
ten an molekularer Pinzette in Reaktion gebracht. So konnten die photoschaltbaren Pinzetten TWABL1,
TWAB2 und TWAB3 erfolgreich synthetisiert werden. Die Abklirzung , TWAB“ steht fir Tweezer-

Azobenzol. Die Verbindungen verfligen Uber eine unterschiedliche chemische Struktur,

65



Ergebnisse und Diskussion

unterschiedliche Abstande zwischen den zwei Tweezer-Einheiten und eine unterschiedliche Flexibili-
tat. Die TWABs sind in Abbildung 50 dargestellt. Die erfolgreiche Synthese wurde mittels NMR-Spekt-

roskopie und Massenspektrometrie nachgewiesen.

Abbildung 50: Synthetisierte photoschaltbare Pinzetten mit Azobenzol-Derivaten als photoschaltbare Einheit.

TWAB1 und TWAB3 verfiigen, aufgrund der durchkonjugierten Aromaten rund um die Azobriicke,
Uber eine sehr starre Topologie. Die starre Struktur der Azobenzol-Einheiten, die moglichst wenige
Freiheitsgrade besitzt, hat einen maximalen Abstandsunterschied beider Tweezer-Einheiten bei der
Photoisomerisierung zur Folge. Diese These wird von den durchgefiihrten MD-Simulationen, dieser
Verbindungen gestiitzt. Die Synthese von TWAB3 bildet eine Besonderheit , da hierbei Verbindung 23
in situ entschiitzt werden muss bevor die Click-Reaktion stattfinden kann. Diese wurde erst bei der
Click-Reaktion in situ entschiitzt, da im vorherigen Versuch, Verbindung 23 zu entschiitzen, kein voll-

standiger Umsatz der Reaktion erreicht werden konnte.

Fiir die in situ-Entschiitzung wurden pro geschiitztem Alkin 1.2 Aquivalente Tetrabutylammoniumflu-
orid zusammen mit den Click-Reaktanden hinzugegeben. In Kapitel 3.4.4 wird dies am Beispiel von
TWAAT naher erklart. Im Gegensatz dazu, verfligt TWAB2 (iber zwei Methyleneinheiten zwischen sei-
nen Benzolringen und den beiden Triazolringen. Diese beide Methylenbriicken ermdglichen eine ho-
here Flexibilitdt des gesamten Systems und liefern eine anschauliche Vergleichbarkeit zu den starren

Systemen.
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Die Abstande der Tweezer-Einheiten in beiden isomeren Zustanden wurden ebenfalls Gber MD-Simu-
lation sowohl in der Energiesenke wie auch in dem maximalen bzw. minimalen Abstand berechnet. Die
Abstinde wurden in Tabelle 6 zur Ubersicht aufgelistet. Die berechneten Abstiande der E- bzw. Z-Kon-
figuration in der Energiesenke beziehen sich auf ein Beispiel einer moglichen Konfiguration des Mole-
kiils und nicht auf eine universelle Energiesenke. Der maximale Abstand zwischen beiden Tweezer-
Einheiten ist bezogen auf die gestreckte Form des Molekiils (E-lsomer) und der minimale Abstand be-
zieht sich auf den kleinsten moglichen Abstand zwischen den Tweezer-Einheiten. Diese Werte liefern
Informationen dariber, ob die Liganden in der jeweiligen Konfiguration in der Lage sind, die NLS-Be-
reiche auf dem flexiblen Loop der Taspase 1 zu binden und ob diese einzeln oder liberbriickend gebun-

den werden kdnnen. Die MD-Simulationen dieser Verbindungen befinden sich im Appendix.

Tabelle 6: Abstdnde zwischen den Tweezer-Einheiten der Verbindungen TWAB1, TWAB2 und TWABS3 in beiden isomeren
Zustanden berechnet in der Energiesenke, sowie maximaler und minimaler Abstand.

Verbindung  Abstandim E- AbstandimZ-  Maximaler Minimaler

Zustand [A] Zustand [A] Abstand [A]  Abstand [A]

TWAB1 28 16 31 10
TWAB2 17 12 36 10
TWAB3 34 26 44 11

Aus Tabelle 6 ldsst sich erkennen, dass bei TWAB1 und TWAB3 die Differenz zwischen den berechneten
Abstande des E-Isomers in der Energiesenke und den maximalen Abstdanden sich wenig unterscheiden.
Jedoch ist die Differenz zwischen dem berechneten Abstand des Z-Isomers in der Energiesenke und
des minimalen Abstands deutlich unterschiedlich. Im Gegensatz dazu zeigt TWAB2 die umgekehrte
Vergleichbarkeit der Abstdande. Dabei sind der minimale Abstand und der Abstand im Z-Zustand in der
Energiesenke recht dhnlich, wahrend der maximale Abstand und der Abstand im E-Zustand in der Ener-
giesenke deutlich unterschiedlich sind. Die berechneten Abstdnde stiitzen die oben beschriebene
These der starren Strukturen der Azobenzol-Einheiten. Die berechneten Abstande fiir das E- und Z-
Isomer von TWAB2 sind deutlich kleiner als die der Verbindungen TWAB1 und TWAB3. TWAB2 ver-
fligt, Gber die Ether-Einheit und Methylengruppen, tiber mehr Freiheitsgrade zwischen der Azobenzol-
Einheit und der Tweezer-Einheiten. Dadurch kénnen sich die Tweezer-Einheiten im Raum frei drehen

und entsprechend einen kleineren Abstand zueinander einnehmen.
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Diese Berechnungen dienen zur Beurteilung, ob und wie das jeweilige E- oder Z-Isomer des supramo-
lekularen Liganden an das Protein binden kann. Da die errechneten Werte im Bereich der Abstande
zwischen den angesteuerten Lysinen auf der Proteinoberflache liegen, deutet dies darauf hin, dass alle
TWABs moglicherweise mit beiden Tweezer-Einheiten binden konnen. Der Effekt der E-/Z-Isomerisie-
rung auf die Bindungsstarke des Liganden wird spater in den biologischen Experimenten genauer be-

trachtet.

Mit dem Zweck, diese photoschaltbaren Pinzetten spater in biologischen Experimenten untersuchen
zu kénnen, wurden die Phosphorsauren mittels Natronlauge deprotoniert, um die Wasserldslichkeit
der Verbindungen zu erhéhen. Als Endverbindungen wurden die Natrium-Salze der TWABs erhalten.
Diese wurden ebenfalls iber NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert. In Abbil-

dung 51 werden die erhaltenen Verbindungen dargestellt.

TWAB1 TWAB?2

TWAB3

Abbildung 51: Schematische Darstellung der Natrium-Salze der Verbindungen TWAB1, TWAB2 und TWAB3.

Als nachster Schritt wurden die TWABs auf ihre Photoschaltbarkeit mittels UV/Vis-Spektroskopie un-
tersucht. Diese Messungen wurden von der Kooperationspartnerin Alisa-Maite Kauth durchgefihrt.

Die erhaltenen Spektren sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 52: UV/Vis-Analyse der photoschaltbaren Pinzetten TWAB1, TWAB2 und TWAB3.

Abbildung 52 zeigt die UV/Vis-Experimente mit den photoschaltbaren Pinzetten TWAB1, TWAB2 und
TWAB3. In den UV/Vis-Spektren werden jeweils drei Kurven gezeigt. Die gestrichelte Kurven stellen
die erste Messung dar. Dabei wurden die Proben unbestrahlt vermessen, um ein Bezugspunkt festzu-
legen, wie die Molekiile in der Losung vorliegen. Zunachst wurden die Proben mit einer Wellenldange
von 365 nm fur eine Minute bestrahlt, um die Molektle in ihren Z-Zustand zu Gberfihren, und direkt
im Anschluss vermessen. Die lila Kurven in den UV/Vis-Spektren entsprechen somit dem Z-Zustand der
jeweiligen Probe. Daraufhin wurden die Proben mit einer Wellenlange von 520 nm fir finf Minuten
bestrahlt, um diese in ihren E-Zustand zu Uberflhren. Die grine Kurven entsprechen den Messungen
der Proben im E-Zustand. Die rechten Graphen stellen die Absorptionen der Proben bei der jeweiligen
Wellenldnge des jeweiligen Absorptionsmaximums des E-Isomers. Diese stellen graphisch dar, wie sich
die Absorption der Proben nach jedem Bestrahlungszyklus dndert. Die Intensitdt der Absorption kor-
reliert mit der Loslichkeit der Probe im Losungsmittel und trifft keine quantitative Aussagen Uber ein

Isomerenverhaltnis in der Probe.

TWAB1 zweigt ein Absorptionsmaximum bei 367 nm. Im UV/Vis-Spektrum wird deutlich, dass nach
Bestrahlung mit 365 nm, die Absorption abnimmt jedoch nicht verschwindet, wie es im UV/Vis-Spekt-
rum des Linkers allein (Verbindung 21) der Fall ist. Es ist eine leichte Schulter an der Absorptionskurve

bei ca. 450 nm zu erkennen, welches mit dem Absorptionsmaximum der Z-Konfiguration der
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Verbindung 21 (bereinstimmen wiirde. Dies spricht fiir eine teilweise Isomerisierung des TWAB1. Im
rechten Graphen wird die Absorption bei 367 nm nach der jeweiligen Bestrahlung schematisch darge-
stellt. Der erste Messpunkt entspricht der unbestrahlten Probe, mit einer relativen Absorption von ca.
0.45. Der zweite Messpunkt entspricht der Absorption der Probe nach Bestrahlung mit 365 nm, mit
einer relativen Absorption von ca. 0.27. Der dritte Messpunkt entspricht die Absorption der Probe nach
Bestrahlung mit 520 nm, mit einer relativen Absorption von ca. 0.44. Die Bestrahlungszyklen wurden
wiederholt, um die Schaltbarkeit der Probe graphisch darzustellen. TWAB1 zeigt somit eine gute

Schaltbarkeit zwischen seine E- und Z-Zustédnde.

TWAB2 zeigt ein Absorptionsmaximum bei 330 nm auf. Nach Bestrahlung mit 365 nm nimmt die Ab-
sorption in diesem Bereich stark ab und ein neues Maximum bei ca. 430 nm (lila Kurve) ist zu erkennen.
Nach der Bestrahlung mit 520 nm wird erneut das Absorptionsmaximum bei 330 nm beobachtet, je-
doch nicht mit der gleichen Intensitat wie das von der unbestrahlten Probe. Zusatzlich ist immer noch
eine Schulter der Kurve bei ca. 430 nm zu erkennen wie es im UV/Vis-Spektrum des Linkers allein (Ver-
bindung 22) der Fall ist. Im rechten Graphen wird die relative Absorption bei 330 nm (das Absorptions-
maximum des E-Isomers) nach den Bestrahlungszyklen aufgetragen. Die relative Absorption der unbe-
strahlten Probe bei 330 nm hat einen Wert von 0.45 und nach Bestrahlung mit 365 nm sinkt die relative
Absorption drastisch zu 0.25. Nach Bestrahlung steigt diese bis ca. 0.4. Durch Wiederholung der Be-
strahlungszyklen wird beobachtet, dass die relative Absorption bei 330 nm von TWAB2 zwischen 0.4
und 0.25 bleibt. Dies deutet ebenfalls auf eine Photoschaltbarkeit des Liganden hin und stimmt mit

den erhaltenen Graphen der Photoschaltbarkeit des Linkers allein (Verbindung 22) (iberein.

TWABS3 zeigt sehr breite, fast Gbereinander liegende Kurven im UV/Vis-Spektrum. Die Verbreitung der
Absorption kann mit dem Erweiterten n-System im Vergleich zu den anderen TWABs erklart werden.
Die zusatzlichen Aromaten bringen eine eigene Absorption mit ins System ein, die bis in den nahen
infraroten Bereich reicht. Dadurch gibt es kein deutliches Absorptionsmaximum, wie es im UV/Vis-
Spektrum des Linkers allein (Verbindung 23) zu sehen ist. Durch das erweiterte m-System absorbiert
dieser Ligand im gesamten Lichtspektrum mit einer gleichbleibenden Intensitat, wodurch ein Unter-
schied zwischen beiden Absorptionskurven nur schwer zu erkennen ist. Dennoch ldsst sich eine kleine
Erhebung der griinen Absorptionskurve bei 444 nm feststellen. Wird die Absorption der 444 nm der
Probe nach den Bestrahlungszyklen betrachtet, sieht die Anderung der Absorption bei diesem Maxi-
mum sehr dhnlich zu der der Verbindung 23. Es lasst sich dabei feststellen, dass das Molekdl tatsachlich

von der einen isomeren Form in die andere Uber Bestrahlung zu iberfihren.

Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass alle hergestellten TWABs liber Bestrahlung, ahnlich zu den jewei-

ligen Linkern, ihre Konfiguration dndern.
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Die Halbwertszeiten der Z-Isomere der TWABs wurden ebenfalls von der Kooperationspartnerin Alisa-
Maite Kauth bestimmt. Hierbei wird eine Probe des jeweiligen Derivats bestrahlt, um diese in ihren Z-
Isomer zu Uberfihren. Folglich wird die Absorption der Probe bei der jeweiligen Wellenlange, bei wel-
cher das E-isomer ein Absorptionsmaximum aufweist, stlindlich vermessen. Die Absorption nimmt mit
der Zeit zu, da das instabile Z-lIsomer thermisch zuriick in das E-Isomer isomerisiert. Mit den Mess-
punkten wurde eine Kurve geplottet, woraus die Halbwertszeit abgelesen werden konnte. Diese wur-

den zur Ubersichtlicheren Veranschaulichung tabellarisch nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 7: Halbwertszeiten der Z-lsomeren der photoschaltbaren TWABs.

Verbindung Halbwertszeit ty/; [h] Temperatur [°C]
TWAB1 1 40
TWAB2 14 40
TWAB3 6 40

Die Halbwertszeiten der jeweiligen Z-Zustande der TWABs wurde aufgrund ihrer hohen Stabilitat bei
40 °C vermessen. Die hohere Temperatur im Vergleich zu den Azobenzol-Linkern alleine, dient dem

schnelleren Zerfall der Z-Isomere in die thermodynamisch stabilere E-Konfiguration.

Hierbei ist zu erkennen, dass alle TWABs eine ausreichende Stabilitat ihrer Z-Isomere aufweisen, um
in biologischen Experimenten eingesetzt zu werden. Erwahnenswert ist das kiirzere TWAB2 mit dem
stabilsten Z-Isomer, der eine Halbwertszeit von 14 Stunden besitzt, welches mit der hohen Halbwerts-
zeit des Linkers allein (Verbindung 22) mit 66 Stunden lbereinstimmt. Dennoch ist eine Vergleichbar-
keit im Allgemeinen zu den erhaltenen Halbwertszeiten der Linker alleine schwierig, da diese bei 25 °C

vermessen wurden.
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3.4.3 TWAAPs

Zunichst wurden die weiteren AAP-Derivate mit jeweils zwei Aquivalenten an molekularer Pinzette
Uber eine Kupfer-Click-Reaktion umgesetzt. Die optimierten Reaktionsparameter am Beispiel von
TWAAP1 konnten erfolgreich auf die weiteren AAP-Derivate Uibertragen werden. So konnten die pho-
toschaltbaren Pinzetten TWAAPO, TWAAP1, TWAAP2, TWAAP3 und TWAAP4 synthetisiert werden.
Die Abkilrzung ,TWAAP“ steht fiir Tweezer-Arylazopyrazol. Die Verbindungen verfiigen lber eine un-
terschiedliche chemische Struktur, unterschiedliche Abstidnde zwischen den zwei Tweezer-Einheiten
und eine unterschiedliche Flexibilitat. Somit konnten insgesamt finf TWAAPs hergestellt werden. Die
erfolgreiche Synthese wurde mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie Uberpriift. Die

hergestellten TWAAP-Verbindungen sind in Abbildung 53 dargestellt.

TWAAPO TWAAP1 TWAAP2

TWAAP3 TWAAP4

Abbildung 53: Hergestellte photoschaltbare Pinzetten mit Arylazopyrazol-Derivaten als photoschaltbare Einheit.

Betrachtet man TWAAPO und TWAAP1, dhneln sich diese Verbindungen sehr in ihrer Struktur. Der
Unterschied besteht darin, dass TWAAPO aus dem Monobutinylphosphatmonophosphatpinzette und
dem Diazid-AAP-Derivat AAPO und TWAAP1 aus der Monoazidophosphatmonophosphatpinzette und
dem Dialkin-AAP-Derivat AAP1 hergestellt wurden. Somit ist der grundlegende Unterschied in der Aus-
richtung des Triazolrings im jeweiligen Geriist. TWAAP2 unterscheidet sich in der GrofRe und Flexibilitat
der AAP-Einheit. Zwischen dem Pyrazolring und dem mit der Tweezer-Einheit-verknipfende Triazolring
befindet sich eine Methylengruppe statt einem Benzolring. Diese Methylenbriicke bringt durch ihre
Drehbarkeit mehr Freiheitsgrade in die gesamte Struktur ein und somit wird die Flexibilitdt des Gerdsts
erhoht. TWAAP3 dhnelt der Struktur des TWAAP1, der grundlegende Unterschied besteht darin, dass
an der Azobriicke der Benzolring zu einer Biphenyl-Einheit verlangert wurde. TWAAP4 dhnelt ebenfalls

dem TWAAP1, jedoch wurde die AAP-Einheit symmetrisch Uber eine Sonogashira Kupplung um eine

72



Ergebnisse und Diskussion

4-Ethynylphenyl-Einheit verlangert. Dies liefert der Struktur einen viel gréferen Abstand zwischen den

beiden Tweezer-Einheiten.

Die Abstande der Tweezer-Einheiten in beiden isomeren Zustdnden wurden ebenfalls Gber MD-Simu-
lation sowohl in der Energiesenke wie auch in dem maximalen bzw. minimalen Abstand berechnet. Die
Abstidnde wurden in Tabelle 8 zur Ubersicht aufgelistet. Die berechneten Absténde in der Energiesenke
beziehen sich auf ein Beispiel einer moglichen Konfiguration des Molekdls und nicht auf eine univer-
selle Energiesenke. Der maximale Abstand zwischen beiden Tweezer-Einheiten ist bezogen auf die ge-
streckte Form des Molekils (E-Isomer) und der minimale Abstand bezieht sich auf den kleinsten mog-
lichen Abstand zwischen den Tweezer-Einheiten. Diese Werte liefern Informationen dariber, ob die
Liganden in der jeweiligen Konfiguration in der Lage sind, die NLS-Bereiche auf dem flexiblen Loop der
Taspase 1 zu binden und ob diese einzeln oder iberbriickend gebunden werden kénnen. Die MD-Si-

mulationen dieser Verbindungen befinden sich im Appendix.

Tabelle 8: Berechnete Abstinde zwischen den Tweezer-Einheiten der beiden Konfigurationsisomeren der photoschaltba-
ren Pinzetten TWAAPO bis TWAAP4 sowohl in der Energiesenke als auch im maximalen und minimalen Abstand.

Verbindung AbstandimE-  Abstand im Z- Maximaler Minimaler
Zustand [A] Zustand [A] Abstand [A]  Abstand [A]
TWAAPO 30 18 33 9
TWAAP1 30 20 33 10
TWAAP2 22 13 29 8
TWAAP3 32 15 36 8
TWAAP4 38 13 47 9

Aus der Tabelle 8 lasst sich erkennen, dass die errechneten Werte fiir eine Energiesenke sich nah an
den Minima und Maxima befinden. Die Verbindungen wurden mit den entsprechenden maoglichen Ab-
standen zwischen den Tweezer-Einheiten so entworfen, um eine Vergleichbarkeit zu erschaffen, zwi-
schen langeren und kirzeren, starren und flexiblen Liganden. Die Abstande der jeweiligen Konstrukte
im E- und Z-Zustand geben Auskunft dariber, welcher Ligand sich am meisten eignet, um die ange-
steuerte Proteinoberflache anzusteuern. Da die errechneten Werte im Bereich der Abstande zwischen

den angesteuerten Lysinen auf der Proteinoberflache liegen, deutet dies darauf hin, dass alle TWAAPs
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moglicherweise mit beiden Tweezer-Einheiten binden konnen. Der Effekt der Konfigurationsanderung

auf die Bindungsstarke des Liganden wird spater in den biologischen Experimenten naher beleuchtet.

Mit dem Zweck, diese photoschaltbaren Pinzetten spater in biologischen Experimenten untersuchen
zu kénnen, wurden die Phosphorsduren mit Hilfe von Natronlauge deprotoniert, um die Wasserlos-
lichkeit der Verbindungen zu erhéhen. Als Endverbindungen wurden die Natrium-Salze der TWAAPs
erhalten. Diese wurden ebenfalls ber NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie untersucht. In

Abbildung 54 werden die erhaltenen Verbindungen dargestellt.

NaO_0 NaO, O
N 0—"% Mao—"{\'J
) )
(» O),r,‘l‘ Q‘. 0 0\,-,0 Q"
N 4oNa M -—/‘_d\)Na
J‘f% / ;J & 7

TWAAPO TWAAP1 TWAAP2

TWAAP3 TWAAP4

Abbildung 54: Schematische Darstellung der Natrium-Salze der Verbindungen TWAAPO, TWAAP1, TWAAP2, TWAAP3 und
TWAAPA4.

Als nachster Schritt wurden die TWAAPs auf ihre Photoschaltbarkeit mittels UV/Vis-Spektroskopie un-
tersucht. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit der Kooperationspartnerin Alisa-Maite Kauth

durchgefiihrt. Die erhaltenen Spektren sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 55: UV/-Vis Experimente mit den photoschaltbaren TWAAPs.

Abbildung 55 zeigt die UV/Vis-Experimente mit den photoschaltbaren Pinzetten TWAAPO bis TWAAP4.
In den UV/Vis-Spektren werden jeweils drei Kurven gezeigt. Die gestrichelten Kurven stellen die erste
Messung dar. Dabei wurden die Proben unbestrahlt vermessen, um einen Bezugspunkt festzulegen,
wie die Molekiile in der Losung nach der Synthese vorliegen. Zunachst wurden die Proben mit einer
Wellenldnge von 365 nm fiir eine Minute bestrahlt, um die Molekiile in ihren Z-Zustand zu iberfiihren.
Die Proben wurden direkt im Anschluss vermessen. Die lila Kurven in den UV/Vis-Spektren entsprechen

somit dem Z-Zustand der jeweiligen Probe. AnschlieBend wurden die Proben mit einer Wellenlange
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von 520 nm fir finf Minuten bestrahlt, um diese in ihren E-Zustand zu tberfiihren. Die griine Kurven
entsprechen der Messung der Proben im E-Zustand. Die rechten Graphen stellen die Absorptionen der

Proben bei der jeweiligen Wellenlange des jeweiligen Absorptionsmaximums des E-Isomers dar.

Bei den UV/Vis-Spektren der photoschaltbaren Pinzetten aus der TWAAP-Reihe, wird beobachtet, dass
die Isomerisierung sehr effizient ablauft. Insgesamt kann gesagt werden, dass bei allen Verbindungen
in der gestrichelten Kurve ein deutliches Absorptionsmaximum zu erkennen ist. Durch die Bestrahlung
der Proben mit 365 nm nimmt dieses drastisch ab und ein neues Absorptionsmaximum erscheint bei
ca. 450 nm. Werden die Proben anschliefend mit 520 nm bestrahlt, so verschwindet das Absorptions-
maximum bei 450 nm und das urspriingliche Maximum ist erneut zu sehen. Die griine Kurve besitzt im
Vergleich zur Anfangsmessung (gestrichelte Kurve) im Bereich des Absorptionsmaximums eine star-
kere Intensitat. Dies deutet darauf hin, dass zu Anfang, als die Proben noch nicht bestrahlt wurden, in
der Losung ein Gemisch aus beiden isomeren Formen der jeweiligen Probe vorlag. Dann nach Bestrah-
lung mit UV-Licht wurde die Probe fast vollstandig in den Z-Zustand Uberfihrt und anschlieRend mit
der Bestrahlung mit 520 nm konnte somit eine nahezu vollstindige Uberfiihrung in den E-Zustand er-
reicht werden. Dies wird in den rechten Graphen nochmal verdeutlicht. Diese Graphen stellen die Ab-
sorptionen der Proben bei der jeweiligen Wellenldange des jeweiligen Absorptionsmaximums des E-
Isomers (360 nm) dar. Am Beispiel von TWAAP4 ist zu erkennen, dass die unbestrahlte Probe eine
deutlich niedrigere Absorptionsintensitdt hat als nach dem Durchlaufen eines Bestrahlungszyklus.
Diese Graphen zeigen, wie sich die Absorption der Proben nach jedem Bestrahlungszyklus dndert. Die
relativ hohen Intensitdten deuten auf eine gute Loslichkeit der Proben im Losungsmittel (Wasser) hin.
Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass alle hergestellten photoschaltbaren Pinzetten liber Bestrahlung,
im Vergleich zu den jeweiligen Linkern allein, sehr dhnlich ihre Konfiguration dndern kénnen und sich

entsprechend gut fiir die vorgesehenen biologischen Untersuchungen eignen.

Die Halbwertszeiten der Z-Isomere der TWAAPs wurden ebenfalls von der Kooperationspartnerin A-
lisa-Maite Kauth bestimmt. Hierbei wird eine Probe des jeweiligen Derivats bestrahlt, um diese inihren
Z-Isomer zu Uberfiihren. Danach wird die Absorption der Probe bei der jeweiligen Wellenlange, bei
welcher das E-Isomer ein Absorptionsmaximum aufweist, stiindlich vermessen. Die Absorption nimmt
mit der Zeit zu, da das instabile Z-lsomer thermisch zuriick in das E-lsomer Gberfihrt wird. Mit den
Messpunkten wurde eine Kurve geplottet, woraus die Halbwertszeit abgelesen werden konnte. Diese

wurden zur bersichtlicheren Veranschaulichung tabellarisch aufgelistet.
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Tabelle 9: Halbwertszeiten der Z-Zustdnde der photoschaltbaren TWAAPs .

Verbindung Halbwertszeit t1/; [h] Temperatur [°C]
TWAAPO 362 20
TWAAP1 120 20
TWAAP2 90 20
TWAAP3 118 20
TWAAP4 63 20

Die Halbwertszeiten der jeweiligen Z-Zustiande der TWAAPs wurden bei 20 °C vermessen. Hierbei ist
zu erkennen, dass alle TWAAPs eine ausreichende Stabilitat ihrer Z- Isomere aufweisen, um in biologi-
schen Experimenten eingesetzt zu werden. Erwdhnenswert ist das kiirzere TWAAPO mit dem stabilsten
Z- Isomer, der eine Halbwertszeit von 362 Stunden (15 Tage) besitzt. Aufgrund der unterschiedlichen
Messtemperaturen zwischen den TWAAPs und den AAPs ist ein Vergleich der gemessenen Halbwerts-
zeiten schwierig. Allerdings lasst sich aus den ermittelten Werten sagen, dass die Stabilitat aller TWA-
APs die Erwartungen Ubertroffen hat und sich entsprechend alle fiir die vorgesehenen biologischen

Experimente eignen.
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3.4.4 TWAAT

Neben den TWABs und den TWAAPs wurde ein weiteres Konzept fiir eine photoschaltbare Pinzette
entworfen und hergestellt. Hierbei wurde statt den konventionellen Azobenzol- und Arylazopyrazol-
Motiven ein etwas unkonventionelleres Motiv angestrebt, ein Arylazotriazol als photoschaltbare Ein-
heit. Im Jahr 2021 veroffentlichten Pfaff et al. ihre Arbeit an Azoacetylene fiir die Synthese von Aryla-
zotriazol-Photoschaltern>®. Dabei verwendeten sie ein Silyl-geschiitztes Arylazoacetylen, welches in
situ entschiitzt und im Anschluss mit einem Azid iber eine Kupfer-Click-Reaktion verknilpft wurde. Die
Entschitzung muss in situ durchgefiihrt werden aufgrund der kurzlebigen ungeschiitzten Spezies des
Arylazoacetylens, welches hoch-oxidationsanfallig ist und schnell Dimerisierungsreaktionen eingeht.
Durch diese Herangehensweise konnten sie einen kiirzeren Photoschalter als die bisher gangigen und
in dieser Arbeit verwendeten Azoverbindungen herstellen, der sich nahezu quantitativ in beide isome-
ren Formen lberfiihren lieB und eine hohe Stabilitat des Z- Isomers aufwies. Abbildung 56 stellt diese

Syntheseroute dar.

Ry
SiR in situ H CUAAC N
N % i > No % 3 No /E"N
Ar” °N langsam Ar” "N N;-R, Ar” "N~ °N
Arylazoacetylen instabile Zwischenstufe Arylazotriazol-Photoschalter

Abbildung 56: in situ Entschiitzung eines terminalen Alkins an einer Azobriicke mit anschlieBender Kupfer-Click-Reaktion
zur Synthese eines Arylazotriazol-Photoschalters (Angelehnt an Pfaff55).

Arylazotriazole sind bisher wenig untersucht, stellen aber eine weitere Moglichkeit dar, photoschalt-
bare Pinzetten herzustellen, die eine besonders kurze Struktur besitzen. Mit dem Zweck, ein groReres
Arsenal an photoschaltbaren Pinzetten mit unterschiedlichen GréRen und photoschaltbaren Einheiten
herzustellen, wurde dieser Syntheseweg ebenfalls genutzt. Abbildung 57 stellt die durchgefiihrte Kup-

fer-Click-Reaktion mit dem Arylazoacetylen dar.
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Abbildung 57: Kupfer-Click-Reaktion von zwei Monoazidophosphatmonophosphatpinzetten mit einem Arylazoacetylen.

Das Arylazoacetylen 25 wurde von der Kooperationspartnerin Alisa-Maite Kauth hergestellt und zur
Verfligung gestellt. Dabei handelt es sich um ein kurzes aromatisches System, welches eine Alkinfunk-
tionalitat an der 4-Stelle des Aryls tragt und ein Triisopropylsilylgeschiitztes Alkin am anderen Ende der
Azobriicke. Fir die Kupfer-Click-Reaktion wurden ebenfalls die optimierten Reaktionsparameter, die
bisher fiir die Synthese der photoschaltbaren Pinzetten verwendet wurden, angewandt. Hierbei wurde
zunachst die Click-Reaktion am Aromaten durchgefiihrt. Nach vollstandiger Umsetzung wurden 1.2
Aquivalente Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) hinzugegeben und fiir 30 Minuten geriihrt. Das TBAF
dient zur Entschiitzung der Silylschutzgruppe am terminalen Alkin. AnschlieRend wurden erneut Kup-
ferbromid, Tweezer und DIPEA im Argongegenstrom hinzugegeben, um die zweite Click-Reaktion zur
Reaktion zu bringen. Nach der bereits etablierten Aufarbeitung konnte die neue photoschaltbare Pin-

zette TWAAT (Tweezer-Arylazotriazol) in guter Ausbeute (59 %) isoliert werden.

Die Reihenfolge der Zugabe der Reaktanden wurde so gewahlt, damit die Alkin-Gruppe am Aromaten
vollstandig zum Triazol umgesetzt werden kann. Dies ist von groRer Wichtigkeit aufgrund der hohen
Oxidationsempfindlichkeit des ungeschiitzten Azoacetylens. Sind die Alkin-Gruppen am Aromaten be-
reits abreagiert, so kdnnen alle Azoacetylene in einer Kupfer-Click-Reaktion mit der molekularen Pin-
zette direkt umgesetzt werden und das Risiko einer Konkurrenzreaktion wie eine Dimerisierung wird

somit gering gehalten. Abbildung 58 stellt diese Strategie schematisch dar.
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Abbildung 58: Strategie der orthogonalen Bikonjugation der Tweezer an das Arylazoacetylen (Angelehnt an Pfaff>%).

Im Anschluss wurden ebenfalls die Phosphorsauren mittels NaOH deprotoniert, um die Natrium-Salze

der Phosphorsauren zu bilden und so die Wasserloslichkeit des TWAATSs zu erhéhen.

Abbildung 59: Struktur des photoschaltbaren TWAAT als Natrium-Salz.

Die Abstdande der Tweezer-Einheiten in beiden isomeren Zustdanden wurden ebenfalls (iber MD-Simu-
lation sowohl in der Energiesenke als auch im maximalen bzw. minimalen Abstand berechnet. Die Ab-
stande wurden in Tabelle 10 zur Ubersicht aufgelistet. Die MD-Simulationen dieser Verbindung befin-

den sich im Appendix.
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Tabelle 10: Berechnete Abstiande zwischen der Tweezer-Einheiten der beiden Konfigurationsisomeren der photoschaltba-
ren Pinzette TWAAT sowohl in der Energiesenke als auch maximaler und minimaler Abstand.
Verbindung Abstand im Abstand im Maximaler Minimaler

E-Zustand [A] Z-Zustand [A] Abstand [A]  Abstand [A]

TWAAT 23 20 25 8

Aus der Tabelle 10 lasst sich erkennen, dass der errechnete Wert fiir eine Energiesenke des E-Isomers
sich nah an dem errechneten Maximum befindet. Im Vergleich zu den restlichen hergestellten photo-
schaltbaren Pinzetten sind diese Abstande deutlich kiirzer, wodurch diese Struktur einen interessanten
Vergleichspartner im Rahmen der biologischen Untersuchungen bietet. Hierbei handelt es sich den-
noch noch um theoretisch errechnete Werte, welche keine universelle Energiesenke darstellen, son-
dern nur eine mogliche Konfiguration mit einer Energiesenke, wovon die tatsdchlichen Abstdande zwi-
schen den Tweezer-Einheiten in wassriger Losung abweichen kénnen. Da die errechneten Werte im
Rahmen der Abstande zwischen den angesteuerten Lysinen auf der Proteinoberflache sind, deutet dies
darauf hin, dass auch TWAAT moglicherweise mit beiden Tweezer-Einheiten an die gezielte Protein-
oberflache binden kann. Der Effekt der Konfigurationsianderung auf die Bindungsstarke des Liganden

wird spater in den biologischen Experimenten ebenfalls ndher untersucht.

Als nichster Schritt wurde TWAAT auf seine Photoschaltbarkeit mittels UV/Vis-Spektroskopie unter-
sucht. Die Messungen wurden von der Kooperationspartnerin Alisa-Maite Kauth durchgefiihrt. Die er-

haltenen Spektren sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 60: UV/Vis-Analyse der photoschaltbaren Pinzette TWAAT.

Abbildung 60 zeigt die UV/Vis-Messungen der photoschaltbaren Pinzette TWAAT. Im UV/Vis-Spektrum

werden insgesamt drei Kurven dargestellt. Die gestrichelte Kurve stellt die Absorptionskurve de

81



Ergebnisse und Diskussion

unbestrahlten Probe dar. Zunachst wurde die Probe mit einer Wellenldange von 365 nm fiir eine Minute
bestrahlt, um die Molekiile in ihren Z-Zustand zu Uberfiihren und direkt im Anschluss zu vermessen.
Die lila Kurve im Spektrum entspricht somit dem Z-Zustand des TWAATSs. Anschliefend wurde die
Probe mit einer Wellenlange von 520 nm fir fiinf Minuten bestrahlt, um diese in ihren E-Zustand zu
Uberfuhren. Die griine Kurve entspricht der Messung der Probe im E-Zustand. Im UV/Vis-Spektrum
wird ein Absorptionsmaximum bei ca. 430 nm beobachtet. Die Absorptionsintensitat ist bei beiden
Isomeren sehr gering, welches auf eine schlechte Loslichkeit hindeutet. Zusatzlich ist kein erwdhnens-
werter Unterschied im Verlauf der Kurven der Isomeren zu erkennen. Der rechte Graph stellt die Ab-
sorptionen der Probe bei 430 nm dar, was die Wellenlange des Absorptionsmaximums des E-lsomers
entspricht. Dieser Graph zeigt, wie sich die Absorption der Probe nach jedem Bestrahlungszyklus an-
dert. Die Intensitat der Absorption korreliert auch hier mit der Léslichkeit der Probe im Losungsmittel
und trifft keine quantitativen Aussagen Uber ein Isomerenverhaltnis in der Probe. Im rechten Graphen
ist ebenfalls zu sehen, dass die Absorptionsintensitdt der Probe sich dndert, je nachdem in welchen
isomeren Zustand sie geschaltet wurde. Zusatzlich ist zu erkennen, dass die Absorptionsintensitat des
ersten Messpunktes deutlich hoher ist als der Rest, was verschiedene Ursachen haben kann. Ein Grund
dafiir kdnnte die schlechte Loslichkeit des Z-Isomers im Losungsmittel sein. Nach der Bestrahlung mit
365 nm wird TWAAT in die Z-Konfiguration tGberfihrt. Wenn dieses Isomer aufgrund des nicht mehr
vorhandenen Dipols zu schlecht in Wasser gelost bleibt und ausfallt, konnen die darauffolgenden Ab-
sorptionsintensitdten der Probe nicht mehr denen, der ersten Messung entsprechen, da sich in der

Losung mittlerweile wenigere Molekile befinden, die das Licht absorbieren konnen.

Des Weiteren wurde die Halbwertszeit des Z-Isomers ebenfalls von der Kooperationspartnerin Alisa-

Maite Kauth bestimmt. Diese wurde zur lbersichtlichen Veranschaulichung in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Halbwertszeit der photoschaltbaren Pinzette TWAAT.

Verbindung Halbwertszeit t1/; [h] Temperatur [°C]

TWAAT 8 40

Die Halbwertszeit des Z-Zustands wurde bei 40 °C vermessen. Dabei wird die Probe bestrahlt, um diese
in ihren Z-Isomer zu Gberfiihren. AnschlieBend wird die Absorption der Probe bei der jeweiligen Wel-
lenldnge, bei welcher das E-Isomer ein Absorptionsmaximum aufweist, stlindlich vermessen. Die Ab-
sorption nimmt mit der Zeit zu, da das instabile Z- Isomer zuriick in das E- Isomer (iberfiihrt wird. Mit

den Messpunkten lasst sich eine Kurve plotten, aus der die Halbwertszeit abgelesen werden kann.
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Hierbei ist zu erkennen, dass das Z- Isomer des TWAATSs eine ausreichende Stabilitat aufweist (8 Stun-

den), um in biologischen Experimenten eingesetzt zu werden.

3.4.5 'H-NMR-Experimente zur Photoschaltbarkeit der Pinzetten

Im Allgemeinen stellte die Charakterisierung der einzelnen photoschaltbaren Pinzetten Gber NMR-
Spektroskopie eine Herausforderung dar, da aufgrund schlechter Loslichkeit in verschiedenen deute-
rierten Losungsmitteln, die erhaltenen Spektren nur teilweise bis gar nicht auswertbar waren. In eini-
gen Spektren wurden Signalverbreitungen beobachtet, die ein Indiz auf Aggregation der Molekiile in
der Losung liefern. Nichtsdestotrotz konnte fiir einige der hergestellten photoschaltbaren Pinzetten
gute Spektren erhalten werden. Dabei wurde die Gelegenheit genutzt, um Schalt-Experimente im Rah-

men der *H-NMR-Spektroskopie durchzufiihren.

Zuerst wird ein Spektrum der unbestrahlten Probe einer photoschaltbaren Pinzette aufgenommen.
Danach wird die Probe fiir vier Minuten mit 365 nm bestrahlt, um die Pinzette in ihr Z-Isomer zu tber-
fliihren und anschlieRend wird ein neues Spektrum aufgenommen. Danach wird die Probe fiir sechs
Minuten mit 520 nm bestrahlt, um die Pinzette in ihr E-Isomer zuriickzuschalten und ein neues Spekt-
rum wird aufgenommen. Daraufhin werden alle Spektren ibereinander gelegt und miteinander vergli-
chen. Der Fokus dieses Experiments liegt auf den Signalen im aromatischen Bereich, die den jeweiligen
Photoschaltern, Arylazopyrazol- bzw. Azobenzol-Derivat, zuzuordnen sind. Aufgrund der deutlichen
Veranderung der chemischen und magnetischen Umgebung, die durch die Isomerisierung stattfindet,

ist in diesem Bereich die grofSte Veranderung des Spektrums zu erwarten.

Im Spektrum der unbestrahlten Probe nach der Synthese wird vorerst eine Mischung aus den charak-
teristischen Signalen beider Isomeren erwartet. Es ist davon auszugehen, dass die Signale des E-lso-
mers eine deutlich hdhere Intensitat besitzen als die des Z-Isomers, da das Z-Isomer die thermodyna-

misch instabilere Form ist.

Nach einer Bestrahlung mit 365 nm und der dadurch stattfindenden Uberfiihrung in den Z-Zustand
sind die Signale mit einer verdnderten Aufspaltung und chemischen Verschiebung aufgrund der struk-
turellen Verdnderung des Molekiils zu erwarten. Dies lasst sich durch die Anderung des chemischen

und magnetischen Umfelds der Protonen erklaren.

Nach einer Bestrahlung mit 520 nm und der dadurch stattfindenden Uberfiihrung in das E-lsomer, wird
erwartet, dass dadurch der Signalsatz des Z-Isomers verschwindet und die entsprechenden Signale des

E-Isomers deutlich zu erkennen sind.
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Die nachfolgende Abbildung zeigt die NMR-Experimente zur Photoschaltbarkeit der Pinzetten am Bei-
spiel des Natrium-Salzes des TWAAPL. Die restlichen NMR-Experimente fiir die anderen photoschalt-

baren Pinzetten befinden sich im Appendix.
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Abbildung 61: 'H-NMR-Experimente zur Photoschaltbarkeitsiiberpriifung der hergestellten Pinzette TWAAP1. Ausschnitt
aus dem aromatischen Bereich der jeweiligen Spektren. Das schwarze Spektrum (oben) stellt die unbestrahlte Probe nach
der Synthese dar. Das lila Spektrum (Mitte) stellt die Signale der mit 365 nm bestrahlten Probe und damit das Z-lsomer dar
und das griine Spektrum (unten) stellt die Signale der mit 520 nm bestrahlten Probe und damit das E-Isomer dar.

Im oben gezeigten NMR-Experiment werden die 'H-NMR-Spektren der Pinzette TWAAP1 gezeigt. Da-
bei liegt der Fokus auf dem aromatischen Bereich, da nur hier die Unterschiede zwischen beiden Kon-
figurationsisomeren gut zu erkennen sind. Weitere Signale (iberlagern sich in Multipletts der restlichen
Verbindung und sind entsprechend schwierig auszuwerten. Das schwarze Spektrum entspricht dem
der unbestrahlten Probe, das lila Spektrum entspricht dem des Z-Isomers und das griine Spektrum
entspricht dem des E-Isomers der Verbindung. Der Bereich im Fokus dieses Experiments entspricht
dem Bereich zwischen 7.35 und 8.7 ppm. Der Signalsatz zwischen 8.6 und 8.7 ppm (roter Kasten) ent-
spricht den Protonen der Triazol-Ringe der Verbindung. Im schwarzen Spektrum sind deutlich zwei
Singuletts zu erkennen. Nach Bestrahlung mit 365 nm (lila Spektrum) riicken diese Singuletts etwas ins
Tieffeld und das Signal erscheint mehr ein Dublett als zwei einzelne Singuletts zu sein. Dies kénnte
vermutlich mit einer dhnlicheren chemischen und magnetischen Umgebung der Protonen der beiden

Triazol-Ringe zusammenhangen. Dies wird dadurch hervorgerufen, dass diese Protonen (iber die
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Isomerisierungsreaktion in raumlicher Nahe zusammengebracht werden. Nach Bestrahlung mit 520

nm (griines Spektrum) wurde ein fast identischer Signalsatz erhalten, wie der der unbestrahlten Probe.

AnschlieBend werden die Signale der Arylringe der Arylazopyrazol-Einheit beobachtet (hell-blauer Kas-
ten). Im unbestrahlten Spektrum werden zwei Dublett-Satze (8.25 und 7.99; 8.16 und 7.74 ppm) beo-
bachtet. Diese Signale zeigen ebenfalls den typischen Dacheffekt, was fiir diese Art von Molekiilen

typisch ist.

Nach Bestrahlung mit 365 nm sind diese Signalsatze im lila Spektrum nicht mehr bei den gleichen che-
mischen Verschiebungen zu sehen. Stattdessen sind diese zwei Dublett-Satze zueinander verschoben
im Spektrum zu erkennen. Es sind insgesamt vier Dubletts, die keinen eindeutigen Dacheffekt mehr
zeigen. Diese befinden sich bei 7.38, 7.62, 8.13 und 8.17 ppm. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass das
Z-Isomer des Arylazopyrazols aufgrund der sterischen Hinderung durch die Methyl-Gruppen des Py-
razol-Rings eine etwas verdrehte Struktur aufweist und durch diese Verdrehung die einzelnen Proto-
nen der Aryl-Ringe unterschiedliche chemische und magnetische Umfelder besitzen. Dementspre-
chend spiegelt sich dies im *H-NMR-Spektrum in der chemischen Verschiebung und dem fehlenden

Dacheffekt der Signale wider (lila Spektrum).

Nach Bestrahlung mit 520 nm des Z-Isomers wird in diesem Bereich ein fast identischer Signalsatz zu
dem der unbestrahlten Probe erhalten. Die Signale des Z-Isomers sind kaum bis gar nicht mehr zu er-
kennen. Dies deutet darauf hin, dass die unbestrahlte Probe bereits zu einem hohen Prozentsatz aus
dem E-lsomer besteht. Ebenso kann hierdurch gezeigt werden, dass die Photoisomerisierung mit ei-
nem sehr hohen Umsatz durchfihrbar ist. Zusatzlich wird bestétigt, dass die Verbindung hin und wie-
der zurlick isomerisiert werden kann, was mit den erhaltenen Ergebnissen der UV/Vis-Experimente

Ubereinstimmt.
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Die Isomerenverhéltnisse der photoschaltbaren Pinzetten wurden im jeweiligen *H-NMR-Spektrum
mittels Integration der Signale der Aromaten ermittelt und tabellarisch aufgelistet. Die dazugehorigen

Spektren (gemessen in MeOD-d,4, 2 mM, RT) befinden sich im Anhang.

Tabelle 12: Uber 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Isomerenverhiltnisse der photoschaltbaren Pinzetten.

Verbindung PSSe>z PSSz5e
TWAAPO 87 89
TWAAP1 94 77
TWAAP2 67 97
TWAAP3 84 92
TWAAP4 90 70
TWAB1 63 61
TWAB2 59 56
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3.5 Biologische Anwendung

Die hergestellten photoschaltbaren Pinzetten wurden nach der aufwendigen Synthese und Charakte-
risierung auf ihre Wirkung in biologischen Systemen untersucht, um neue Einblicke in zelluldre Pro-
zesse zu ermoglichen. Diese Pinzetten wurden nach einem rationalen Design entworfen, um die Akti-
vitdt der Threonin Aspartase 1 (Taspase 1) zu unterbinden. Um die Aktivitdt des Proteins gezielt zu
storen, konnen zwei Wege untersucht werden. Zum einen kann der Transport der inaktiven Taspase 1
in den Zellkern durch die Interaktion mit dem Partnerprotein Importin a unterbunden werden. Taspase
1 wird zunachst im Zytosol in seiner inaktiven Form exprimiert, wodurch sie einen Aktivierungszyklus
eingeht und ihre Proteasefunktionen danach im Zellkern entfaltet werden. Wird also die Interaktion
mit dem Partnerprotein Importin a gestort, so wird ebenfalls der Transport von Taspase 1 in den Zell-
kern unterbunden, wodurch ebenfalls die Entfaltung der Proteasefunktion unterbunden wird. Zum an-
deren kann die aktive Form der Taspase 1 im Zellkern angesteuert werden. Nach der Autoproteolyse
und Bildung des aktiven Heterodimers wird das sogenannte aktive Zentrum des Proteins freigelegt,
wodurch proteolytische Funktionen entfaltet werden. Wird aber das aktive Zentrum mit einem supra-
molekularen Liganden blockiert, so konnen Substrate nicht mehr gebunden werden, wodurch deren
Abbau gestort wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Kooperation mit Katrin Hommel aus der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Shirley Knauer der Universitat Duisburg-Essen diese beiden Anséatze zur Un-

terbindung der Funktionen von Taspase 1 untersucht.

Zum ersten Ansatz und somit zur Hemmung der Interaktion der inaktiven Taspase 1 mit ihrem Part-
nerprotein Importin a wurde der flexible Loop der Taspase 1 angesteuert. Abbildung 62 A) zeigt eine
schematische Darstellung der inaktiven Taspase 1 mit dem flexiblen Loop. Dieser Loop verflgt liber
zwei NLS (Kernlokalisationssignale) die fiir die Wechselwirkung mit Importin a zustandig sind. Diese
NLS-Regionen befinden sich im Loop in zwei nebeneinander stehenden a-Helices und weisen zahlrei-
che Lysine und Arginine auf (Abbildung 62 B). Die Abstdnde zwischen beiden NLS-Regionen wurden
mittels MD-Simulation und dem Taspase 1-Modell von Johannes van den Boom bestimmt®®¢, Die Ab-
stande zwischen den angesteuerten Lysinen und Argininen betragen im Durchschnitt ca. 26 A, welche
ideale Abstande darstellen, um durch die hergestellten photoschaltbaren Pinzetten in E-Konfiguration
verbrickt zu werden. Das Prinzip der Konfigurationsanderung der photoschaltbaren Pinzetten ist in
Abbildung 62 C) schematisch dargestellt. Dabei wird der photoschaltbare Ligand als Krabbe illustriert,
wobei die Tweezer-Einheiten als die Krabbenscheren dargestellt werden. Diese sind in ihrer ausge-
streckten Konfiguration in der Lage beide NLS-Regionen zu ,greifen” und somit die Interaktion der

Taspase 1 mit Importin a unterbinden.
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Abbildung 62: A) Schematische Darstellung der inaktiven Taspase 1 mit dem flexiblen Loop; B) Kristallstruktur des flexiblen
Loops mit den wichtigen Lysinen und Argininen (Darstellung von Katrin Hommel, AK Knauer); C) schematische Darstellung
eines photoschaltbaren Liganden als Scheren einer Krabbe, die ja nach Wellenldnge der Bestrahlung in unterschiedlichen
Abstdnden zueinander stehen (Darstellung von Katrin Hommel, AK Knauer).

Somit wurden in Kooperation mit Katrin Hommel aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Shirley Knauer
die photoschaltbaren Pinzetten auf ihre Bindung an Taspase 1 untersucht. Hierzu wurden Pull-Down
Experimente durchgefiihrt. Die ersten Experimente wurden zusammen mit Katrin Hommel durchge-

fahrt und die weiteren einzelnen Strukturen wurden von ihr allein vermessen.

Bei diesem Experiment wird Glutathion-S-Transferase-gekoppeltes (GST) Importin a auf einer Saule
mit einer Sepharosematrix fixiert. AnschlieBend wird eine pradinkubierte Losung aus Taspase 1 und ei-
nem Liganden in der jeweiligen Konfiguration auf die Saule gegeben. Hierbei findet eine Konkurrenz-
reaktion zwischen Importin a und Ligand an Taspase 1 statt. Mittels Zentrifugation wurden darauffol-
gend sowohl ungebundene Taspase 1 als auch Ligand vom Sdulenmaterial entfernt. Danach wurden
gebundene Taspase 1 und Importin a durch ionische Detergenzien und Hitze entfaltet, dadurch von
der Saule gelost und Gber SDS-PAGE sowie Western Blot untersucht. Je starker ein Ligand die Interak-
tion zwischen Taspase 1 und Importin a inhibiert, desto weniger Taspase 1kann aus dem Sdulenmate-

rial extrahiert werden. Dies spiegelt sich in der Schwachung der Bande im Western Blot wider.
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Abbildung 63: a) Alle Western Blots der Pull-Down Experimente zur Bestimmung der Bindung der photoschaltbaren
Pinzetten an Taspase 1 im Vergleich zu Importin a bei einer Konzentratiopn von 100 pM, ,,-la“ steht fiir die Kontrolle ohne
Importin a, ,,-T“ steht fiir die Kontrolle ohne Taspase 1, ,,0 und ,,un.” stehen fiir die Kontroll-Experimente ohne Zugabe
einer Probe des Liganden; b) Pull-Down Experiment mit TWAAP3, welcher als einzige eine Hemmung der Interaktion
zwischen den Partnerproteinen bewirkt.

Abbildung 63 A) zeigt die durchgefiihrten Pull-Down Experimente mit den photoschaltbaren Pinzetten
TWAAPO, TWAAP1, TWAAP2, TWAAP3, TWAAP4, TWAB1 und TWAB2 in beiden E- und Z-Konfigura-
tionen in einer Konzentration von 100 uM auf ihre Bindung zu Taspase 1 in Konkurrenz zum Partner-
protein Importin a. Bei fast allen photoschaltbaren Liganden wurde leider keine starke Schwachung
der Taspase 1-Bande gesehen. Im Abschnitt B) der Abbildung 63 ist das Pull-Down Experiment mit der
photoschaltbaren Pinzette TWAAP3 nochmal vergrofRert dargestellt. Nur bei diesem Liganden in seiner
Z-Konfiguration konnte eine deutlich geschwachten Taspase 1-Bande gesehen werden. Im rechten Bal-
kengraphen wird die normierte Interaktion der beiden Partnerproteine dargestellt. Dabei ist nun der
deutliche Unterschied zwischen den beiden isomeren Formen des Liganden TWAAP3 zu sehen. Die E-
Konfiguration des Liganden scheint keinerlei Inhibitionswirkung zu haben, wahrend die Z-Konfigura-
tion die Interaktion um ca. 40 % verringert. Dennoch wurde bei der Kontrolle des Experiments festge-
stellt, dass alle photoschaltbaren Pinzetten ebenfalls unspezifisch an die Sdule gebunden haben. Das
Experiment wurde anschliefend ohne Zugabe von Importin a durchgefiihrt und es konnte dennoch
Taspase 1 detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass die Tweezer-Liganden sowohl an Taspase 1
als auch an das Saulenmaterial binden. Des Weiteren konnte eine leichte gelbe Farbung des Saulen-

materials erkannt werden, was auf die photoschaltbaren Liganden aufgrund ihrer gelben Farbe
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zurlickzufihren ist. Dies deutet auf eine Verfalschung der Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente

hin und macht es somit nicht moglich, die Inhibition der Interaktion der beiden Proteine auf diese Art

Zu untersuchen.

Fiir ein besseres Verstandnis der Bindung der photoschaltbaren Pinzetten am Loop der Taspase 1 wur-
den NMR-Experimente in Kooperation mit Dr. Christine Beuck von der Universitdt Duisburg-Essen

durchgefihrt. Dabei wurde der ®*N-markierte isolierte Loop in Gegenwart der photoschaltbaren Pin-

zette TWAAP1 in HSQC-Experimenten vermessen (Abbildung 64).
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Abbildung 64: 1H-15N-HSQC Experiment: A) Anderungen der Signalintensititen bei der Erkennung des Taspase 1 Loops (AS
178-233) mit den beiden NLS-Regionen (griine bzw. lila Kasten) durch die photoschaltbare Pinzette TWAAP1 im E- (oben)
und im Z-Zustand (unten) in PBS-Puffer (pH 6.5 und 25 °C); B) 1H-15N-HSQC Spektren nach der Zugabe von E-TWAAP1 (links)
und Z-TWAAP1 (rechts); Aufnahmen von Dr. Christine Beuck.
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Uber dieses Experiment konnte gezeigt werden, an welchen Stellen des Taspase 1-Loops die Tweezer-
Einheiten des Liganden TWAAP1 bevorzugt binden. Dabei handelt es sich wie erwartet um die NLS-
Regionen mit dem Lysin/Arginin-Clustern. K197 bis R201 und K217 bis R220 zeigen eine starke Ab-
nahme in der Intensitat der Signale. Fiir das Experiment wurden 340 uM des Taspase 1-Loops in Ge-
genwart von 340 UM des TWAAP1 in jeweils seiner E- und Z-Form vermessen. Dabei wurde ein erkenn-
barer Unterschied der beiden isomeren Formen in ihrer Bindung an den Loop erwartet. Diese Erwar-
tung konnte tlber das Experiment nicht erfiillt werden. Es kann kein erwahnenswerter Unterschied
zwischen beiden Experimenten erkannt werden. Dies deutet darauf hin, dass beide Isomere des
TWAAPL1 in der Lage sind, die bevorzugten Lysine bzw. Arginine zu binden und dass der Abstand zwi-
schen den Tweezer-Einheiten der beiden Isomeren nicht verschieden genug ist, um eine bedeutsame
Wirkung auf die Bindung zu haben. Mdéglicherweise befinden sich zu viele Lysin- bzw. Arginin-Reste im
flexiblen und anpassbaren Loop, an die die Tweezer, unabhangig von ihrem isomeren Zustand, binden
kénnen. Eine Veranschaulichung der moglichen Bindungsarten des Liganden TWAAP1 am Taspase 1-
Loop werden in der nachfolgenden Abbildung dargestellt. Das E-Isomer kénnte Uberbriickend beide
NLS-Regionen binden (Abbildung 65 A), wahrend das Z-Isomer an einen einzigen NLS-Bereich binden
konnte (Abbildung 65 C). Zusatzlich moglich ware eine Bindung einer einzelnen Tweezer-Einheit an
eine NLS-Region (Abbildung 65 D). Zudem waére eine Uberbriickende Bindung beider NLS-Regionen
durch das Z-Isomers moglich (Abbildung 65 B). Die verbriickende Bindung des Z-Isomers wiirde mit
den Ergebnissen der NMR-Titration libereinstimmen. Aufgrund des Abstands zwischen den beiden
NLS-Bereichen und der zahlreichen gut zugédnglichen Lysin- und Argininreste auf der flexiblen Schleife
besteht die Moglichkeit, dass der Ligand in beiden Konfigurationen die NLS-Regionen (berbrickend
binden kann. (Abbildung 65 A und B).

91



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 65: Vergleich von moglichen Bindungsarten der E- und Z-lsomere am Beispiel der photoschaltbaren Pinzette
TWAAPL1. A) Bindung des E-Isomers von TWAAP1 an K200 und K217, iiberbiickend zwischen beiden a-Helices; B) Bindung
des Z-Isomers von TWAAP1 an K200 und K217, iiberbiickend zwischen beiden a-Helices C) Bindung des Z-lsomers von
TWAAP1 an nur einer der beiden a-Helices (K217 und R220); D) Bindung des E-Isomers von TWAAP1 an K217 mit nur einer
Pinzetten-Einheit.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo wurden die Bindungsaffinitdten der
Liganden TWAAPO und TWAAP3 zur gesamten Taspase 1 bestimmt. Die Bindungsaffinitat wird Gbli-
cherweise mit der Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) gemessen und angegeben, die zur Beur-
teilung und Klassifizierung der Starke bimolekularer Wechselwirkungen herangezogen wird. Je kleiner
der Kp-Wert ist, desto groRRer ist die Bindungsaffinitat des Liganden an sein Ziel. Um die Kp-Werte der
photoschaltbaren Pinzetten gegeniiber Taspase 1 zu bestimmen, fiihrte Alisa-Maite Kauth Oberfla-
chenplasmonenresonanz-Experimente (engl. Surface Plasmon Resonance — SPR) mit immobilisierter

Taspase 1 durch.

Zur Untersuchung wurde Taspase 1 auf einem Goldchip immobilisiert und die divalenten photoschalt-
baren Pinzetten in steigenden Konzentrationen in der sogenannten Multizyklus-Methode injiziert. Die
resultierenden SPR-Sensogramme zeigen eine direkte Bindung aller Tweezer-Liganden an Taspase 1

mit starken Response Units (Abbildung 66).
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Abbildung 66: SPR-Messungen der photoschaltbaren Pinzetten TWAAPO (A) und TWAAP3 (B) zur Bestimmung der Bin-
dungsaffinitaten an die Taspase 1 in Konzentrationen von 0,0488; 0,097; 0,2; 0,39; 1,56; 3,13; 6,25 und 12,5 pM, durchge-
fiihrt von Alisa-Maite Kauth

Die Bestimmung des Kp-Wertes kann durch Auftragen der RUs im Gleichgewichtszustand gegen die
Konzentration als entsprechende Kurve, welche sich als Sattigungskurve zeigt, fir die Verdinnungs-
reihe erhalten werden. Aus dieser Kurve kann der jeweilige Kp-Wert, aus der Konzentration bei halbem

Maximum, erhalten werden. Alle Messungen wurden in Triplikaten ausgefihrt.

Hierbei ist anzumerken, dass die Einstellung eines Gleichgewichtszustandes dem Langmuir Modell
folgt. Dieses Modell beschreibt die Sattigung von Oberflachenbindungsstellen bei konstanter Konzent-
ration des Bindungsreaktanten und legt eine 1:1 Bindung zu Grunde. Dadurch wird der reale Zustand
nur begrenz widergespiegelt, dennoch erlaubt es eine Abschatzung der Affinitaten der Liganden zum

Protein und einen Vergleich der Strukturen untereinander.

Die untersuchten photoschaltbaren Pinzetten zeigen eine Bindungsaffinitat im uM Bereich, diese setzt
sich als Durchschnitt der Dreifachmessungen zusammen. Die erhaltenen Kp-Werte fiir die photoschalt-
baren Pinzetten TWAAPO und TWAAP3 unterscheiden sich jedoch, anders als erwartet, nur wenig zwi-
schen den jeweiligen isomeren Formen. Mit 4,53 uM fir E-TWAAPO und 4,43 uM fir Z-TWAAPO und
1,94 uM fir E-TWAAP3 und 1,62 uM fir Z-TWAAP3 zeigen die jeweiligen Bindungsaffinitdten keine
erwdhnenswerte Differenz zwischen beiden isomeren Formen. Dies spiegelt die Ergebnisse der NMR-
Experimente wider. Zwar wurde dabei Taspase 1 in Gegenwart von TWAAP1 vermessen, jedoch dhneln

die theoretisch errechneten Abstinde zwischen den Tweezer-Einheiten in der jeweiligen isomeren
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Form sehr den Abstdanden der beiden TWAAPO und TWAAP3 Liganden. Diese Werte deuten darauf
hin, dass die Liganden eine sehr gute Bindungsaffinitat gegenliber Taspase 1 besitzen, jedoch konnte

bisher kein Effekt durch die Konfigurationsanderung der Molekile nachgewiesen werden.

Zur Visualisierung eines moglichen Komplexes zwischen einer photoschaltbaren Pinzette (in diesem
Beispiel TWAAP1) und Taspase 1 wurden abschlieRend MD-Simulationen am ganzen Protein durchge-
fihrt. In diesem Beispiel wurde TWAAP1 auf ausgewahlten Lysinen und Argininen platziert, die im
NMR-Experiment in den beiden basischen Clustern des Loops gebunden wurden. Der gesamte Kom-
plex wurde mit den Parametern des Kraftfelds OPLS2005 (iber 100 ns bei RT im Wasserkasten berech-
net. Hierfiir wurde das E-Isomer mit einer Pinzetten-Einheit auf jeweils eine NLS-Region platziert und
das Z-Isomer wurde mit beiden Pinzetten-Einheiten auf einer einzigen NLS-Region platziert. So konnte
untersucht werden ob beide Konfigurationsisomere eine stabile Bindung an den flexiblen Loop einge-

hen kénnen. Ausschnitte der MD-Simulationen sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Abbildung 67: MD-Simulation von TWAAP1 auf Taspase 1. A) Das E-Isomer von TWAAP1 bindet an K200 und K217, iiber-
biickend zwischen beiden Helices; B) Das Z-lsomer von TWAAP1 bindet nur ein einer der beiden Helices an K217 und R220.
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Das Ansteuern des flexiblen Loops der Taspase 1 entspricht dem ersten strategischen Ansatz, um die
Aktivitat der Taspase 1 in Tumorzellen zu hemmen. Der zweite Ansatz basiert im Gegensatz dazu auf
der Ansteuerung der bereits aktivierten Taspase 1 im Zellkern. Dazu wird das Andocken auf Lysinen
bzw. Argininen in der rdumlichen Nahe des aktiven Zentrums angestrebt, so dass der Eingang zum
aktiven Zentrum sterisch blockiert wird. Dadurch wird es flr Substrate abgeschirmt und das Enzym
deaktiviert. Dadurch, dass es in der Literatur keine Angaben zur Struktur der aktiven Taspase 1 vorlie-
gen, wurde auf die Kristallstruktur der inaktiven Taspase 1 zuriickgegriffen. Diese wurde auf vorhan-
denen Lysin- und Argininreste um das aktive Zentrum genauer untersucht. Hierbei wurde beobachtet,
dass die Reste der Aminosauren Lysin258 und Arginin 262 ebenfalls das aktive Zentrum des Proteins
flankieren und oberflachenexponiert vorliegen, wenn der Loop nicht mehr geschlossen ist. Dies stellt
eine vielversprechende Moglichkeit zur Bindung der Pinzetten und somit zum Abschirmen des aktiven
Zentrums dar. In der nachfolgenden Abbildung wird die Kristallstruktur der Taspase 1 dargestellt. Lysin-

und Arginin-Reste sind rot und Thronin234 (das aktive Zentrum) ist griin dargestellt.

Flexibler Loop

Abbildung 68: Kristallstruktur der Taspase 1. Rechts vom aktiven Zentrum T234 (griin) sind K258 und R262 als rote Reste
dargestellt. Links vom aktiven Zentrum sind K59 und K66 als rote Reste dargestellt.

Die Abstdnde der basischen Aminosdurereste um das aktive Zentrum wurden Gber MD-Simulation er-

mittelt und in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 13: Berechnete Abstédnde zwischen der einzelnen Aminosauren Resten der beiden basischen Cluster. ,,Cluster links*
und Cluster rechts” beziehen sich auf die oben gezeigte Cluster in der Abbildung, jeweils links und rechts des aktiven Zent-
rums.

Cluster links Cluster rechts Abstand [A]
K59 K258 27
K59 R262 32
K66 K258 31
K66 R262 38

Die berechneten Abstdnde sind im Bereich des Umfangs der photoschaltbaren Pinzetten und stellen
einen vielversprechenden Ansatz dar, um den Eingang zum aktiven Zentrum mit einem Liganden zu

blockieren.

Um diesem Ansatz zu tberpriifen und die Hemmung der proteolytischen Aktivitat der Taspase 1 nach-
zuweisen wurde ein Spaltungsassay durchgefiihrt. Hierzu wurde die aktive Taspase 1 mit den photo-
schaltbaren Pinzetten und einem bakteriell hergestellten Substrat mit der Schnittstelle CS2 aus dem
bekannten Taspase 1 Substrat MLL gemischt. Danach wurden die Proben liber SDS-PAGE sowie Wes-
tern Blot untersucht und die jeweiligen 1Cso-Werte der E- und Z- Isomere der photoschaltbaren Ligan-
den TWAAPO, TWAAP1, TWAAP2, TWAAP3, TWAAP4, TWAB1 und TWAB2 ermittelt. Der ICso-Wert
bezieht sich auf die Konzentration des zugegebenen Liganden, bei welcher die enzymatische Aktivitat
auf 50 % herabgesenkt wird. Die ermittelte enzymatische Aktivitdt wird gegen die Konzentration des
zugegebenen Liganden aufgetragen. Die Konzentration bei halbmaximaler Inhibierung entspricht so-
mit dem ICso-Wert. Die proteolytische Aktivitat wurde bei verschiedenen Konzentrationen des zugege-

benen Liganden zwischen 0 und 100 uM bestimmt und aufgetragen (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Untersuchung der Inhibition der proteolytischen Aktivitdt der Taspase 1: A) Schematische Darstellung der
proteolytischen Aktivitdt der aktiven Taspase 1. Das Protein liegt als Heterodimer vor, der flexible Loop wurde auf einer
Seite abgespalten um das aktive Zentrum (roter Punkt) freizulegen; B) Auftragung der Anderung der Proteolytischen Akti-
vitdt mit steigender Konzentration an vorhandenen photoschaltbaren Pinzetten der Reihe TWAAP in E- (griine Kurve) und
Z- Konfiguration (lila Kurve); C) Auftragung der Anderung der Proteolytischen Aktivitit mit steigender Konzentration an
vorhandenen photoschaltbaren Pinzetten der Reihe TWAB in E- (griine Kurve) und Z- Konfiguration (lila Kurve); Durchge-
fiihrt von Katrin Hommel.

Abbildung 70 A) stellt die proteolytische Aktivitat der Taspase 1 schematisch dar. Zur Untersuchung
wurde die aktive Form der Taspase 1 mit den photoschaltbaren Pinzetten im jeweiligen E- oder Z-Zu-
stand vorgelegt und dazu wurde das bekannte Substrat MLLL mit der Schnittstelle CS2 hinzugegeben.
Uber SDS-PAGE und Western Blot konnten die Abbauprodukte aus der Reaktion zwischen der aktiven
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Taspase 1 und ihrem Substrat optisch detektiert werden. Mit steigender Tweezer-Konzentration
wurde die Intensitat der Spaltprodukte geringer, bis diese nicht mehr zu sehen waren. Aus diesen Da-
ten wird eine Kurve erstellt und der ICso-Wert kann aus dem Graphen abgelesen werden. Abbildung 70
B) und C) zeigen die Auftragungen der proteolytischen Aktivitat der Taspase 1 gegen die Konzentration
der zugegebenen TWAAPs bzw. TWABs auf. Es ist aus den Graphen zu entnehmen, dass die ICso-Werte
aller Verbindungen sich in einem dhnlichen Bereich von etwal5 bis 50 uM befinden, welches fir diva-
lente Liganden der literaturbekannten GréRenordnung spricht?’. Zur besseren Ubersicht wurden die

ermittelten ICso-Werte tabellarisch aufgelistet.

Tabelle 14: Ermittelte ICso-Werte der E- und Z- Isomere der photoschaltbaren Pinzetten der Reihen TWAAP und TWAB
gegenliber der proteolytischen Aktivitat von Taspase 1.

Verbindung ICso E-Isomer [pM] ICso Z-Isomer [pM]
TWAAPO 28 49
TWAAP1 25 45
TWAAP2 17 25
TWAAP3 49 42
TWAAP4 24 38

TWAB1 22 18
TWAB2 22 25

Bei den Verbindungen TWAAPO, TWAAP1 und TWAAPA4 ist ein deutlicher Unterschied zwischen den
beiden isomeren Konfiguration en zu erkennen. Diese Unterschiede werden balkengraphisch in Abbil-

dung 70 dargestellt.
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Abbildung 70: Balkengraphische Darstellung der ermittelten ICso-Werte fiir die proteolytische Aktivitdt von Taspase 1 der
Liganden TWAAPO, TWAAP1 und TWAAP4; Durchgefiihrt von Katrin Hommel.

Das Ergebnis dieser Untersuchung bestétig die Hypothese, dass eine Konfigurationsdnderung der sup-
ramolekularen Liganden eine bedeutsame Wirkung auf die biologische Aktivitdt hat. Die Pinzetten
TWAAPO, TWAAP1 und TWAAP4 zeigen den gréRten Unterschied zwischen ihren E- und Z-Isomeren.
Das Z-Isomer von TWAAPQO zeigt einen ICso-Wert von 48,51 uM wéahrend sein E-Isomer einen Wert von
28,15 uM besitzt. Dies bedeutet, dass die benétigte Menge des E-Isomers, um die proteolytische Akti-
vitdt der Taspase 1 auf die Halfte zu reduzieren, nur halb so grof} ist, wie die des Z-Isomers. Dieser
Effekt ist bei TWAAP1 (mit 25 uM fiir das E- und mit 45 uM fir das Z-Isomer) und TWAAP4 (mit 24 uM

flir das E- und 38 uM fiir das Z-Isomer) ebenfalls zu sehen.

Die berechneten Abstinde der ausgestreckten E-Isomere (ca. 30 A fir TWAAPO und TWAAP1 und ca.
38 A fiir TWAAP4) stimmen mit den berechneten Abstinden zwischen den Aminosauren K59 bzw. R66
und K258 bzw. R262 lberein. Dadurch kénnen die photoschaltbaren Pinzetten in der E-Konfiguration
an beiden flankierenden Clustern, um das aktive Zentrum, tiberbriickend binden und den Zugang dazu
blockieren (Abbildung 72 B). Das jeweilige Z-lsomer hingegen verfiigt nicht Gber eine ausreichende
Lange um verbrickend zu binden. Zwei Z-Isomere jedoch kdnnten jeweils mit beiden Tweezern eine
Flanke binden. Dadurch ist anzunehmen, dass sich die Briickeneinheiten der photoschaltbaren Pinzet-
ten, aufgrund des hydrophoben Effekts, dem aktiven Zentrum ndhern und dieses ebenfalls sterisch
blockieren, wodurch die ermittelten ICso-Werte zu erklaren waren (Abbildung 72 A). Diese Annahme
wird durch die Tatsache gestiitzt, dass die doppelte Konzentration der Z-Isomere notwendig ist, um

die enzymatische Aktivitat der Taspase 1 um die Halfte zu reduzieren.

Obwohl eine Konzentration von 28 uM des Z-Isomers von TWAAPO fiir eine effektive Inhibierung nicht
ausreichend ist, kénnte durch Bestrahlung mit griinem Licht die Struktur in ihren effektiven Binder, das

E-lsomer, Uberfihrt werden. Durch die Konfigurationsdanderung wird somit eine Bindung des 2.
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Tweezers an die andere Flanke des aktiven Zentrums ermoglicht, wodurch folglich die ausgestreckte

Verbindung den Eingang zum Thr234 blockiert (Abbildung 71 C).

Abbildung 71: Kristallstruktur der Taspase 1. Rechts vom aktiven Zentrum T234 (griin) sind K258 und R262 als rote Reste
dargestellt. Links vom aktiven Zentrum sind K59 und K66 ebenfalls als rote Reste dargestellt; A) Zwei Z-Isomere einer pho-
toschaltbaren Pinzette binden jeweils eine Flanke des aktiven Zentrums und blockieren den Eingang zu diesem; B) Das E-
Isomer einer photoschaltbaren Pinzette bindet beide Flanken und blockiert so den Eingang zum aktiven Zentrum; C) Ein Z-
Isomer einer photoschaltbaren Pinzette bindet eine Flanke und ist fiir die Inhibierung der enzymatischen Aktivitat nicht
ausreichend. Durch Bestrahlung mit griinem Licht wird die Struktur in ihr E-lsomer iiberfiihrt, wodurch eine Bindung des
zweiten Tweezers an die andere Flanke des aktiven Zentrums erméglicht wird. Folglich blockiert die ausgestreckte Verbin-
dung den Eingang zu Thr234.

Im Vergleich zu den Untersuchungen zur Hemmung der Interaktion zwischen Taspase 1 und Importin
o handelt es sich bei der Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt um ein gut definiertes und starres
System. Dieses System umfasst vier Lysine und Arginine, die einen definierten Abstand zueinander
haben. Dadurch werden eindeutige Unterschiede der Liganden und jeweiligen Isomere in den Ergeb-

nissen des biologischen Assays beobachtet.

Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse der Inhibierung der Taspase 1-Importin a-Interaktion keine
signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen Isomeren. Zum einen befinden sich zahlreiche zu-
gangliche Lysin- bzw. Argininreste auf dem Loop, wodurch zwar die Bindungswahrscheinlichkeit erhéht
wird, aber keine spezifische Bindung vorliegt. Zum anderen kann sich der flexible Loop durch einfache
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Drehungen um Einfachbindungen leicht an die Topologie des Liganden anpassen. Aufgrund der hohen

Flexibilitat des Loops wird die Unterscheidung zwischen der Bindung der E- und Z-Isomere erschwert.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Fokus dieser Arbeit steht die Kombination aus bekannten Bindungsmotiven fiir Proteine, genauer
gesagt, die von Schrader et al. entwickelte molekulare Pinzette, mit dem innovativen Konzept der Dy-
namik, um dynamische supramolekulare Binder herzustellen. Diese sollen in der Lage sein, ihre Fahig-

keit an Proteinen zu binden, durch dulRere Wirkung dndern zu kdénnen.

Zu diesem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst asymmetrische molekulare Pinzetten her-
gestellt, die mit einer Azid- bzw. Alkin-Funktionalitat versehen waren, um spéter in Kupfer-Click-Reak-
tionen eingesetzt zu werden. Dies entsprach eine aufwendigen 18-Stufen-Synthese, mit RP-Saulen-

chromatographischen Aufreinigungen in den letzten Schritten.

19 20

Abbildung 72: Synthetisierte asymmetrische Pinzetten fiir einen spateren Einsatz in Kupfer-Click-Reaktionen.

Es wurden photoschaltbare Motive entworfen, die als Bricke zwischen zwei molekularen Pinzetten
dienen sollten. Diese sollten liber Kupfer-Click-Reaktionen mit den Pinzetten verknlpft werden und
nach Bestrahlung mit einer bestimmten Wellenlange ihre Konfiguration so andern, dass die Abstande
zwischen den Pinzetten-Einheiten je nach Konfiguration sich deutlich voneinander unterscheiden. So-
mit sollte ein Isomer in der Lage sein, zwei benachbarte Lysin- oder Arginin-Reste auf einer Protein-
oberflache gut binden zu kdnnen, wahrend das andere Isomer dazu nicht verfiigt. Hierzu wurden das
Motiv der Azobenzole und das Motiv der in den letzten Jahren gut erforschten Arylazopyrazole® 198
ausgewashlt. Diese lichtempfindlichen Strukturen gehen eine E/Z-Isomerisierung bei Bestrahlung mit
bestimmten Wellenldngen ein. Diese Isomerisierung stellt die gewlinschte Konfigurationsanderung fir

das zu untersuchende Konzept der Photodynamik ein.

Die von mir entworfenen Strukturen wurden nach teilweiser Zurverfligungstellung einiger Photoschal-

ter zu den finalen Liganden synthetisiert. Die Azobenzol-Photoschalter wurden selbst erfolgreich
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synthetisiert, wahrend die Arylazopyrazol-Photoschalter sowie das Arylazoacetylen 25 in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo von Alisa-Maite Kauth synthetisiert wurden. Alle

Photoschalter sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

& o - d ¢ .
. e

AAPD AAPY AAP2 AAP3 AAPA 25

Abbildung 73: Ausgewdhlte Azobenzol- und Arylazopyrazol-Photoschalter zur Synthese von photoschaltbaren Pinzetten
zur dynamischen Proteinerkennung.

Als nachstes konnte die Synthese der photoschaltbaren Pinzetten-Liganden angegangen werden. Auf-
grund des hohen molekularen Gewichts der Zwischenstufen und Produkten und entsprechend schlech-
ter Loslichkeit in den konventionellen Losungsmitteln der Kupfer-Click-Reaktionen, mussten die Reak-
tionsparameter zuerst optimiert werden. Dabei wurden verschiedene Losungsmittel, Temperaturen,
Kupferquellen und Hilfsreagenzien getestet, bis die optimalen Reaktionsbedingungen gefunden wur-
den. Abbildung 71 stellt die erfolgreiche Synthese mit optimierten Parametern einer photoschaltbaren

Pinzette dar.
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CuBr (5.0 Aq.)
,4 DIPEA (5.4 Aq.)
i TBAF (1.2 Aq.)
2 + N Z T - . 0, oH
DMF o b
///©, 40°C, 48 h =
~N:N
Chemical Formula: C4HysN;05P Chemical Formula: C1oH56N,Si Chemical Formula: CggH7sNgO15Py
Molecular Weight 795,72 Molecular Weight: 310,52 Molecular Weight: 1745,62
20 25 TWAAT

Abbildung 74: Optimierte Kupfer-Click-Reaktion zur Synthese von photoschaltbaren Pinzetten.

Die optimierten Reaktionsbedingungen konnten erfolgreich auf die Synthese der weiteren photo-
schaltbaren Pinzetten Ubertragen werden. Somit wurden insgesamt neun divalente photoschaltbare
Pinzetten hergestellt, die nach der Aufreinigung auf ihre photophysikalischen Eigenschaften unter-
sucht wurden. Mittels UV/Vis-Spektroskopie und NMR-Spektroskopie konnte die Photoschaltbarkeit
der Verbindungen Uberprift werden. AnschlieBend konnten ebenfalls Gber UV/Vis-Spektroskopie die
Halbwertszeiten der Z-Isomere ermittelt werden, um ihre Fahigkeit, in biologischen Assays eingesetzt
zu werden, zu bestimmen. Die Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften und Halbwerts-
zeiten wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo von Alisa-Maite
Kauth durchgefiihrt. Abbildung 75 stellt die Photoisomerisierung der photoschaltbaren Pinzetten am

Beispiel von TWAAP1 dar.

Abbildung 75: Schematische Darstellung der Photoisomerisierung des TWAAP1.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Fokus auf die biologischen Untersuchungen gelegt. Daflr
wurde die Threonin Aspartase 1 (Taspase 1) als Ziel ausgewahlt. Die Inhibierung der Funktionen von
Taspase 1 stellt aufgrund ihrer wichtigen Rolle in der Zellproliferation der Tumorzellen einen vielver-
sprechenden Ansatz in der Krebsforschung dar. Die Untersuchungen an der Taspase 1 wurden in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Shirley Knauer von Katrin Hommel durchgefiihrt.
Zunachst wurde die Fahigkeit der photoschaltbaren Pinzetten untersucht, die Wechselwirkung zwi-
schen Taspase 1 und ihrem Partnerprotein Importin a zu inhibieren. Die Ergebnisse der Pull-Down-
Experimente haben keine signifikante Auskunft Gber diese Inhibition ergeben, da die Pinzetten an das

Saulenmaterial gebunden haben, statt an der Taspase 1.

Daraufhin wurde Gber NMR-Experimente untersucht, ob der photoschaltbare Ligand TWAAP1 an die
gezielten Bindestellen der Taspase 1 bindet und ob Unterschiede in der Bindung zwischen den beiden
isomeren Formen zu erkennen sind. Die NMR-Experimente wurden von Dr. Christine Beuck durchge-
fuhrt. Die Untersuchungen deuteten auf eine gute Bindung an die NLS-Bereiche auf dem flexiblen Loop
der Taspase 1, jedoch konnte kein deutlicher Unterschied bei der Bindung zwischen den beiden Iso-

meren festgestellt werden.

Die Bindungsaffinitat der Liganden auf die Taspase 1 wurde ebenfalls in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo von Alisa-Maite Kauth untersucht. Um diese zu bestimmen,
wurde die Methode der Oberflaichenplasmonenresonanz (SPR) ausgewahlt. Dabei wurde Taspase 1 auf
einem Goldchip immobilisiert und die divalenten photoschaltbaren Pinzetten in steigenden Konzent-
rationen injiziert. Die resultierenden SPR-Sensogramme zeigten eine Bindung aller Tweezer-Liganden
an Taspase 1 mit starken Response Units. Erwdhnenswert sind die auffallig niedrigen Kp-Werte der
beiden untersuchten photoschaltbaren Pinzetten im niedrigen mikromolaren Bereich. Die erhaltenen
Kp-Werte fiir die photoschaltbaren Pinzetten TWAAPO und TWAAP3 unterscheiden sich jedoch, anders
als erwartet, nur wenig zwischen den jeweiligen isomeren Formen. Nichtsdestotrotz sind die ermittel-
ten Kp-Werte fiir TWAAPO und TWAAP3 deutlich niedriger als alle bisher gemessenen Tweezer-Ligan-

den auf Taspase 1%.

Zuletzt wurden die photoschaltbaren Pinzetten auf ihre Fahigkeit, die proteolytische Aktivitat der
Taspase 1 zu inhibieren und den Einfluss des jeweiligen E- und Z-Isomers untersucht. Die Experimente
wurden ebenfalls in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Shirley Knauer von Katrin
Hommel durchgefiihrt. Dabei zeigten alle Liganden ICso-Werte, die im literaturbekannten Bereich fir
divalente Pinzetten liegen?”. TWAAPO, TWAAP1 und TWAAP4 zeigten bei diesen Untersuchungen ei-
nen deutlichen Unterschied zwischen den beiden isomeren Formen, wobei die ICso-Werte der Z-1so-

mere in etwa doppelt so grolk sind wie die der E-lsomere. Das Ergebnis dieser Untersuchung bestétig

105



Zusammenfassung und Ausblick

die Hypothese, dass eine Konfigurationsanderung der supramolekularen Liganden eine bedeutsame

Wirkung auf die biologische Aktivitat hat.

Aufbauend auf den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen, konnen in der Forschung im Be-
reich der photodynamischen Proteinerkennung weitere Fortschritte realisiert werden. Die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten photoschaltbaren Pinzetten kdénnen auf ihre Bindung, auf andere for-
schungsrelevante Proteine wie zum Beispiel Survivin, untersucht werden. Survivin ist ein wichtiges Mit-
glied der Familie der Apoptose-Inhibitoren®’, reguliert zudem die Zellproliferation und wird in fast
allen menschlichen Krebszellen iberreguliert. Seine Funktionen werden durch den Exportrezeptor
CMR1 vermittelt, somit stellt die Inhibierung der Interaktion ein attraktives Ziel, besonders im Hinblick
auf die Entwicklung von Therapeutika dar. Survivin besitzt in seinem nuclear export signal zwei ober-
flichenexponierte Lysine, die in Vorarbeiten bereits gut untersucht wurden®. Diese befinden sich in
einem Abstand von ca. 20 A voneinander'®® und fallen somit in den Bereich der im Rahmen dieser

Arbeit hergestellten photoschaltbaren Pinzetten im E-Zustand.

Die in dieser Arbeit hergestellten photoschaltbaren Pinzetten verfligen Gber ein durchkonjugiertes -
System zwischen beiden Tweezer-Einheiten. Diese Strukturen wurden so entworfen und hergestellt,
um die chemische Struktur moéglichst starr zu gestalten. Eine starre Struktur mit moglichst wenig Frei-
heitsgraden war notwendig, um die groBtmaogliche Verdnderung der Abstande zwischen den Tweezer-
Einheiten bei der E/Z-Isomerisierung zu bewirken. Allerdings bringt die durchkonjugierte Struktur
ebenso eine schwere Wasserloslichkeit mit sich, welche fiir die biologischen Untersuchungen von
groRter Wichtigkeit ist. Entsprechend sollte nach einer Alternative gesucht werden, um diese Struktu-
ren einfacher in Wasser zu l6sen. Eine Moglichkeit dazu bieten polare Funktionalitdten, wie Hydroxyg-
ruppen, die an den aromatischen Ringen rund um die Azo-Briicke eingebaut werden kénnen. Eine wei-
tere Moglichkeit eroffnet sich durch den Austausch der aromatischen Ringe der Photoschalter, durch

Alkin-Einheiten. Die nachfolgende Abbildung stellt die entworfenen Strukturen dar.

Abbildung 76: Entwurf von wasserlésliche Alternativen fiir photoschaltbare Azo-Verbindungen.
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Einen weiteren Ansatz, um neue Erkenntnisse in dem Bereich der photodynamischen Proteinerken-
nung zu gelangen, stellt die Erhdhung der Valenz der Tweezer-Einheiten dar. Die in dieser Arbeit her-
gestellten Strukturen trugen jeweils zwei Tweezer-Einheiten pro Molekdil. Vielversprechende Vorar-
beiten haben gezeigt, dass, je mehr Tweezer-Einheiten ein Ligand besitzt, umso wahrscheinlicher eine
Bindung der basischen Cluster resultiert. Entsprechend kénnten in Zukunft neue photoschaltbare
Template hergestellt werden, an welchen drei oder mehr Tweezer-Einheiten angebracht werden kén-

nen. Zwei Beispiele fir solche Strukturen werden in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 77: Template fiir multivalente photoschaltbare Pinzetten.

Ein weiterer Ansatz, um die Selektivitdat der photoschaltbaren Liganden zu erhdhen, beruht auf einer
moglichen Kombination aus den photoschaltbaren Pinzetten mit Peptiden, die komplementéar zur Um-
gebung der angezielten Lysin- bzw. Arginin-Reste binden. Hierzu konnten die im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten monovalenten photoschaltbaren Pinzetten zum Einsatz kommen (Abbildung 78). Diese
verfligen Uber eine freie Carbonsaure, die (iber eine einfache Peptidkupplung mit einer Peptidsequenz
umgesetzt werden kann. Somit konnte ein Tweezer-Peptid-Ligand hergestellt und diese photoschalt-

bare synergetische Bindung an Proteinoberflachen untersucht werden.

Q0S0S0S0S S0S0S0S0S

OI (o]

OH OH
N N, N \l\&\ N, N
h:}_@- N%'{jg N:N'N—Q— N /—ﬁ/\‘g

TWAAP-COOH1 TWAAP-COOH2

Abbildung 78: Monovalente photoschaltbare Pinzetten mit einer terminalen Carbonsaure-Funktionalitat.
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Aufbauend auf dem Prinzip einer synergetischen Bindung der Pinzetten und Peptiden auf Proteinober-
flachen, konnte mit Hilfe der Peptidfestphasensynthese eine photoschaltbare Aminosaure in der Mitte
einer peptidischen Struktur implementiert werden. Durch das Einbringen von Alkin- bzw. Azid-Funkti-
onalitaten am Anfang (z.B. durch 5-Azido-ornithin) und am Ende (z.B. durch Azidoessigsdure) der Pep-
tidsequenz konnen Uber Kupfer-Click-Reaktionen zwei Tweezer-Einheiten angebunden werden. Durch
peptidische Arme an beiden Seiten der photoschaltbaren Briicke, kdnnte es in Z- Konfiguration even-
tuell sogar zu einer B-Faltblatt-Bildung kommen, welche die Z- Konfiguration gut stabilisieren kénnte
und moglicherweise eine Bindung an einem Protein sogar verhindern kénnte. Durch das Bestrahlen
und die Uberfiihrung in E- Konfiguration, wiirde sich das R-Faltblatt wie ein Taschenmesser 6ffnen und
somit wiirde der Ligand in der Lage sein, an spezifische Proteinoberflachen zu binden. Dies wiirde das

Prinzip eines sogenannten molecular beacons entsprechen. Eine schematische Darstellung dieses Kon-

zeptes wird in der nachfolgenden Abbildung gezeigt.

Abbildung 79: Konzept eines molecular beacons aufbauend auf einem photoschaltbaren peptidischen Templat mit zwei
endstiandigen Tweezer-Einheiten.
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5 Experimentalteil

5.1 Chemikalien und Analytische Methoden

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von kommerziellen Anbietern wie Acros Organics, abcr, Merck,
Sigma Aldrich und Merck in hochster Reinheit erworben und wenn nicht anders erwdhnt, ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Fir die Synthese der molekularen Pinzette wurden Losungsmittel der HPLC-
Klasse von Fischer Scientific, Merck und Sigma Aldrich sowie Milli-Q Reinstwasser (Typ 1) verwendet.
Wenn benétigt, wurden die eingesetzten Losungsmittel Giber Molekularsieb 4 A getrocknet. Die L6-
sungsmittel flr jeweils Reaktionen und Aufarbeitungen wurden in der p.a. Reinheit bezogen. Die Sau-
lenchromatographie erfolgte mit destillierten Losungsmitteln. Das verwendete THF wurde entweder
bereits Stabilisator- und wasserfrei von der Firma Sigma-Aldrich bezogen oder frisch tiber Natrium des-

tilliert.

Zur Charakterisierung und Aufreinigung der synthetisierten Produkte wurden folgende analytische Me-

thoden verwendet:

Chromatographie

Es wurden Aluminium DC-Platten (SIL ALU/UV254), und Aluminium DC-Platten (RP-18/UV254) mit Um-
kehrphase, von der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die Verbindungen auf den DC-Platten wurden
unter UV-Licht kontrolliert. Von der gleichen Firma wurde auch Kieselgel fur die fallende Saule (Merck

Kieselgel 60, 230-400 mesh) bezogen.

Die Qualitative Analyse von Reaktionen wurden auch mit Hilfe von Hochleistungsflissigkeitschroma-
tographie (HPLC) von Jasco mit einem UV /Vis Detektor (UV- 975, DG-2080-53 Entgaser, LG-980-02S 3-
Kanal Mischer) mit einer Messdauer von 60 min durchgefiihrt. Die Sdule der analytischen HPLC ist von
Phenomenex (Model Luna® 5uM C18 (2) 100, A 100/10 mm) und als mobile Phase wurde ein Gradient
mit den Losungsmittel Milli-Q H,O mit 0.1% TFA sowie ACN mit 0.1% TFA als 1:1 Gemisch verwendet.

Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR)

1H-, 13C und 3P-NMR-Spektren wurden an einem AV NEO 400 (400 MHz), Bruker Advance DRX500 (500
MHz) und Bruker Advance DRX600 (600 MHz) bei Raumtemperatur aufgenommen. Die Daten wurden
bei der Analyse wie folgt angegeben: (Frequenz in MHz, Losungsmittel), chemische Verschiebung

wurde in Bezug auf das Signal des Lésungsmittels als internen Standard kalibriert (*H in ppm: CDCls:
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7.26, DMSO-ds: 2.55, MeOD-d,: 3.31). Die Multiplizitat wurde wie gefolgt angegeben: s fiir Singulett,
bs fir breites Singulett, d flir Dublett, dd fir Dublett von einem Dublett, t fir Triplett, dt fir Dublett
vom Triplett, g fiir Quartett und m fir Multiplett. Die Analyse und Interpretation der Spektren erfolgte
mithilfe der Software MESTRENOVA von MESTRELAB RESEARCH.

Electrospray lonisations — Massenspektrommetrie (ESI-MS)

Die niedrigaufgeldsten (engl. low resolution) ESI-MS-Messungen wurden am Gerat amaZon SL von der
Firma Bruker durchgefiihrt. Fiir die high resolution Messungen wurde das Gerat maXis 4G mit lonen-

quellen ebenfalls von der Firma Bruker verwendet.

Freeze-drying / Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung der Proben, die Wasser oder DMSO enthielten, erfolgte an einem Alpha 2-4 LSC-

Gerat der Firma Christ.

Molekulares Modeling

Fiir die Visualisierung der Molekiilstrukturen, Proteinstrukturen und postulierten Wirt-Gast-Systeme
wurde die Software Maestro Software Suits 2019.4 von der Firma Schrodinger verwendet. Der Kom-
plex wurde dann fiir die MD-Simulation mit der Schrodinger-Software vorbereitet. Das System wurde
in orthorhombischen Boxen aus TIP3P-Wassermolekiilen aufgebaut, mit einem Pufferabstand von 10
A. Die Parameter des Kraftfelds OPLS 2005 wurden angewandt, und die MD-Simulation wurde (iber
100 ns unter Standardbedingungen durchgefihrt (300 K, 1013.25 mbar).

UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden an einem Spektrometer V-770 der Firma Jasco aufgenommen. Die Quarz-
kiivetten, die fiir die Aufnahmen benétigt wurden, haben eine Schichtdicke von 1 cm. Es wurden im-
mer Losungen mit einer Konzentration von 50 uM erstellt. Als Losungsmittel wurde Wasser fir die

photoschaltbaren Pinzetten und DMSO fiir die Azobenzol- und Arylazopyrazol-Derivate verwendet.
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5.2 Synthesevorschriften

5.2.1 Synthese des Grundgerists

5.2.1.1 Synthese der Bridge

(1R,4S,4aR,8aS)-1,4,4a,8a-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-5,8-dion

7 H

Chemical Formula: C11H1(0,
Molecular Weight: 174,20

In einem 1 L Einhalskolben wurden 98,1 g p-Benzochinon (0,9 mol, 1 Aqg.) in 500 mL Methanol vorge-

legt, gertihrt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 75 mL frisch destilliertes Cyclopentadien (0,9 mol,

1 Aq.) Uiber einen kiihlbaren Tropftrichters, der mit einem Trockeneis/Isopropanol-Bad auf -78 °C ge-

kiihlt wurde, innerhalb von 30 Minuten hinzugetropft. Die Reaktionslosung erhielt dabei eine dunkle

Farbung. Nach vollstdandiger Zugabe wurde die Reaktionslosung iber Nacht weiter geriihrt und lang-

sam auf Raumtemperatur erwarmt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel entfernt und der Riick-

stand mit 150 mL kaltem Methanol gewaschen und Uber eine D3-Fritte abgesaugt und mit 100 mL

kaltem Methanol gewaschen. Erhalten wurden 139,75 g des Diels-Alder-Produktes als hell-beige Na-

deln (0,8 mol; 89 %).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 6.57 (s, 2H, H-4, H-5), 6.06 (m, 2H, H-1, H-8), 3.54 (m, 2H, H-3,

H-6), 3.21 (m, 2H, H-2, H-7), 1.53 (dt, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H, H-9), 1.42 (dt, J = 8.8, 1.8, 1H, H-9) ppm.
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(1R,4S)-1,4-Dihydro-1,4-Methanonaphthalen-5,8-dion

(0]
2
e,
4
6 5
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Chemical Formula: C41HgO,
Molecular Weight: 172,18

In einem 1 Liter Einhalskolben wurden 101,96 g des Diels-Alder Adduktes (0,585 mol, 1 Ag.) in 600 mL
Methanol gel6st und auf 0 °C abgekiihlt. Die Reaktionslosung wurde mit 1,38 mL Triethylamin (13,6
mmol, 0,02 Aq) versetzt und unter Rithrung tiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in 800 mL Chloroform suspendiert. Dazu wurden
64,22 g p-Benzochinon hinzugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir 4 Stunden bei 50 °C und eine
Stunde bei 40 °C gerihrt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung Gber Nacht wei-
tergerihrt. Das ausgefallene Hydrochinon wurde lber eine D3-Fritte abfiltriert und mit 100 mL Chlo-
roform gewaschen. Die vereinigten organische Phasen wurden mit einer 1 %-NaOH Losung und ab-
schlieRend mit Wasser gewaschen. AbschlieRend wurde Gber MgS0O,4 getrocknet und das Losungsmittel
wurde entfernt. Es wurden 44,78 g des erwiinschten Produktes (0,257 mol, 44 %) als brauner Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 6.86 (t, J = 1.9 Hz, 2H, H-1, H-6), 6.57 (s, 2H, H-3, H-4), 4.12 —
4.06 (m, 2H, H-2, H-5), 2.32 (dt, J = 7.1, 1.5 Hz, 1H, H-7), 2.26 (dt, J = 7.1, 1.5 Hz, 1H, H-7) ppm
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(1R,4S,5R,85)-1,4,44,5,8,9a-Hexahydro-1,4:5,8-Dimethanoanthracen-9,10-dion

Chemical Formula: C4gH 140,
Molecular Weight: 238,29

In einem 1 L-Einhalskolben wurden 34,87 g (0,202 mol, 1 Aq.) des Chinonderivats 300 mL Toluol vor-
gelegt und mittels eines Trockeneis/Isopropanol-Bads auf -78 °C abgekuhlt. Dazu wurden 19,4 mL
frisch destilliertes Cyclopentadien (0,232 mol, 1,15 Aq.) liber einen kiihlbaren Tropftrichters, der mit
einem Trockeneis/Isopropanol-Bad auf -78 °C gekihlt wurde, innerhalb von 30 Minuten hinzugetropft.
Nach vollstandiger Zugabe wurde die Reaktionslosung (iber Nacht weiter gerihrt und langsam auf
Raumtemperatur erwarmt. AnschlieRend wurde die Losung auf ca. 100 mL eingeengt und fiir weitere
3 h gertihrt. Der ausgefallene gelbe Feststoff wurde liber eine D4-Fritte abfiltriert und mit 50 mL Toluol
gewaschen. Der Feststoff wurde an der Hochvakuumlinie getrocknet und mittels Sdulenchromatogra-
phie (Cyclohexan/ Ethylacetat 20:1) konnte das Gemisch aus beiden Isomer en zu einem Verhaltnis von
ca. 12:1 syn/anti gebracht werden. Als weitere Aufreinigung wurde jeweils zweifache aus Toluol und
dann aus Methanol umkristallisiert. Es wurden 17,81 g (0,074 mol, 37 %) des erwiinschten syn-Produk-

tes erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6 = 6.76 (t, J = 2.0 Hz, 2H, H-1, H-10), 5.77 (t, ) = 1.9 Hz, 2H, H-5, H-
6), 3.96 (tt, ) = 3.6, 2.0 Hz, 2H, H-2, H-9), 3.45 (hept, J = 1.6 Hz, 2H, H- 3, H-8), 3.23 (dd, J = 2.5, 1.6 Hz,
2H, H-4, H-7), 2.16 (dt, ) = 7.2, 1.5 Hz, 1H, H-11), 2.13 (dt, J = 7.2, 1.5 Hz, 1H, H-11), 1.44 (dt, ) =8.7,1.9
Hz, 1H, H-12), ppm
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(1R,4S,5R,8S)-1,4,5,8-Tetrahydro-1,4:5,8-Dimethanoanthracen-9,10-diyl diacetat (Bridge)

Chemical Formula: C5gH1504
Molecular Weight: 322,36

In einem ausgeheiztem 1 L Dreihalskolben mit Riickflusskiihler und Tropftrichter wurde das syn-Addukt
(1,88 g, 7,9 mmol, 1 Aq.) in trockenem Pyridin vorgelegt du auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 0,11 g 4-
(Dimethylamino)pyridin (0,9 mmol, 0,11 Aqg.) hinzugegeben und 4,73 mL Essigsdureanhydrid (4,99
mmol, 0,63 Aq.) langsam hinzugetropft. Die Reaktionsldsung wurde iiber drei Stunden auf Rautempe-
ratur gebracht und anschlieBend fiir 16 Stunden bei 50 °C gerihrt. Folglich wurde die Reaktionsldsung
auf Eis-Wasser gegeben, abfiltriert und mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat klar wurde. Der erhaltene
Festostoff wurde aus 50 mL Chloroform/Ethanol (4:1) umkristallisiert. Das Produkt wurde als farbloser

Feststoff erhalten (1,52 g, 4,74 mmol, 60 %).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 6.75 (t, J = 1.9 Hz, 4H, H-1, H-5, H-6, H-9), 3.81 (dp, J = 2.8, 1.4
Hz, 4H, H-2, H-4, H-7, H-8), 2.34 (s, 6H, H-12, H-13), 2.30 — 2.16 (m, 4H, H-10, H-11) ppm
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5.2.1.2 Synthese der Sidewall

3a3,4,9,9a-Tetrahydro-4,9-Methanonaphtho[2,3-c]furan-1,3-Dion 36

Chemical Formula: C13Ho03
Molecular Weight: 214,22

In einem ausgeheiztem 500 mL-Dreihalskolben mit Riickflusskiihler wurden 70,7 g Maleinsaureanhyd-
rid (0,7 mol, 1 Ag.), 90,9 mL Inden (0,7 mol, 1 Aq.) und 6,2 g 1,4-Hydrochinon (0,06 mol, 0,1 Aq.) in 102
mL 1,2,3,4-Tetrahydronahthalin gel6st und fiir 3,5 Stunden bei 200 °C gerihrt. AnschlieRend wurde
die Reaktionslésung auf 80 °C abgekihlt und in auf 60 °C erwarmtes Toluol (500 mL) hinzugegeben und
fur 15 Minuten geriihrt. Die Losung wurde Uber eine D3-Fritte abfiltriert und der Riickstand erneut in
Toluol fir 15 Minuten bei 60 °C gekocht. Diese Prozedur wurde insgesamt 4-mal durchgefiihrt. Die
erste organische Phase wurde separat von den restlichen verarbeitet. Die Losungen wurden eingeengt
und zum Auskristallisieren Gber Nacht im Kihlschrank gelagert. AnschlieRend wurde der ausgefallene
Feststoff aus 100 mL Chloroform/Ethylacetat (1:1) umkristallisiert. Das erwiinschte Produkt wurde als

gelbe Nadeln (22,82 g, 0,1 mol, 14,3 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): § =7.29 — 7.25 (m, 2H, H-1, H-7), 7.24 - 7.20 (m, 2H, H-2, H-7),3.93
—3.89 (m, 2H, H-3, H-6), 3.80 — 3.76 (m, 2H, H-4, H-5), 2.15 (dt, J = 9.5, 1.6 Hz, 1H, H-9), 1.95 (dt, J =
9.5, 1.5 Hz, 1H, H-9) ppm
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Dimethyl(2R,35)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-Dicarboxylat
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Chemical Formula: C15H4604
Molecular Weight: 260,29

In einem ausgeheiztem 500 mL Dreihalskolben wurden 22,54 g (0,11 mol, 1 Aq.) des Anhydrid-Derivats
in 350 mL Methanol vorgelegt und auf 0 °C abgekihlt. Dazu wurden 1,57 mL Acetylchlorid (0,022 mol,
0,2 Aq.) Uiber ein Septum hinzugegeben und anschlieBend wurde die Reaktionsldsung tiber Nacht bei
40 °C gertihrt. Am nachsten Tag wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt wurde als gelbli-

ches Ol (28 g, 0,1078 mol, 98 %) erhalten.

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.41 — 7.35 (m, 2H, H-2, H-3), 7.27 = 7.22 (m, 2H, H-1, H-4), 3.75
(p, J = 1.6 Hz, 2H, H-6, H-7), 3.60 (m, 2H, H-5, H-8), 3.58 (m, 6H, H-10, H-11), 2.00 (dt, J = 9.1, 1.8 Hz,
1H, H-9), 1.86 (dt, ) = 9.1, 1.4 Hz, 1H, H-9) ppm
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Dimethyl (2R,3R)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-dicarboxylat
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Chemical Formula: C45H4604
Molecular Weight: 260,29

In einem ausgeheiztem 1 L Schlenkkolben wurde das cis-Diester (61,5 g, 236,4 mol, 1 Aq.) in 450 mL
trockenem Methanol vorgelegt (gelbe Farbung) und dazu wurden 25,54 g Natriummethanolat (472,8
mmol, 2 Ag.) hinzugegeben, dabei farbte sich die Losung orange. AnschlieRend wurde die Reaktions-
I6sung iber Nacht bei 70 °C gertihrt. Die Losung erhielt mit der Zeit eine dunkel-griine Farbe. Folglich
wurde das Methanol entfernt und der Riickstand in 400 mL Diethylether aufgenommen. Es wurde ein
Mal mit 200 mL 2M HCl ausgeschiittelt und anschlieend drei Mal mit Wasser gewaschen. Die wassri-
gen Phasen wurden anschlieBend mit Diethylether extrahiert und folglich wurden die vereinigten or-
ganische Phasen Uber MgS0, getrocknet und von Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde als farblo-

ser Feststoff (60,2 g, 231,4 mmol, 98 %) erhalten.

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.40 — 7.21 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-4), 3.90 (s, 3H, H-11), 3.87
—3.84 (m, 1H, H-6, H-7), 3.80 — 3.75 (m, 2H, H-5, H-8), 3.68 (s, 3H, H-10), 3.00 (dd, J = 4.6, 1.7 Hz, 1H,
H-6, H-7), 2.10 (dt, J = 9.4, 1.4 Hz, 1H, H-9), 1.98 (dq, J = 9.4, 1.8 Hz, 1H, H-9) ppm;
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((2R,3R)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-diyl)dimethanol

5

Chemical Formula: C43H150,
Molecular Weight: 204,27

(o2}

In einem ausgeheiztem 1 L-Dreihalskolben mit Metallriickflusskihler und Tropftrichter wurden 2,49 g
(0,065 mol, 2,4 Aq.) Lithiumaluminiumhydrid in 150 mL trockenem THF vorgelegt und auf 0 °C abge-
kiihlt. Das trans-Diester (7 g, 0,027 mol, 1 Aq.) wurde in 50 mL trockenem THF gelést und lber den
Tropftrichter langsam hinzugegeben. Nach vollendeter Zugabe wurde die Reaktionslosung liber Nacht
zum Ruckfluss erhitzt. Am nachsten Tag wurde erneut auf 0 °C abgekihlt und die Reaktion durch Zu-
gabe von 60 mL einer gesattigten MgS0,4-Losung abgebrochen. Di ausgefallene Li- und Al-Salze wurden
Uber eine D4-Fritte abfiltriert und drei Mal in Diethylether ausgekocht und erneut filtriert. Die verei-
nigten organische Phasen wurden in ein Scheidetrichter tiberfiihrt und von der wassrigen Phase ge-
trennt. Folglich wurde tiber MgSQO, getrocknet und abschlieRend wurde das Losungsmittel entfernt.

Das Produkt wurde als weiler Feststoff (5,25 g, 0,026 mol, 96 %)

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): § = 7.23 — 6.95 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-4), 3.89 (dd, ] =9.8, 5.9 Hz,
1H, H-5), 3.57 (t, ) = 9.8 Hz, 1H, H-6), 3.48 (dd, J = 9.8, 5.6 Hz, 1H, H-8), 3.31 (s, 1H, OH), 3.12 (s, 1H,
OH), 2.70 (t, J = 9.7 Hz, 1H, H-7), 2.20 — 2.13 (m, 1H, H-10), 1.99 — 1.96 (m, 2H, H-10, H-11), 1.83 (m,
2H, H-9), 1.43 - 1.35 (m, 1H, H-11) ppm
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(2R,3R)-2,3-Bis(chloromethyl)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen
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Chemical Formula: C13H4Cl,
Molecular Weight: 241,16

In einem ausgeheiztem 500 mL Dreihalskolben mit Rickflusskiihler (mit Gasableitung zu drei Wasch-
flaschen, die zwei hinteren halbgefillt mit einer 6 M KOH-Losung) und Tropftrichter wurden 22,5 g des
Diols (110 mmol, 1 Aq.) in Pyridin (18,5 mL, 229 mmol, 2,08 Aq.) vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu
wurde langsam Thionylchlorid (120 mL, 1,65 mol, 15 Aq.) hinzugegeben und im Anschluss wurde die
Reaktionslosung fiir zwei Stunden bei 70 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde das
Uberschiissige Thionylchlorid unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 500 mL
Chloroform aufgenommen und mit Wasser (3x300 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber
MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel wurde entfernt. Das Rohprodukt wurde tber Sdulenchroma-
tographie Cyclohexan/Ethylacetat (3:1) aufgereinigt Das Produkt wurde als rétliches Ol (26 g, 107

mmol, 97 %) erhalten.

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.45 — 7.21 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-4), 3.86 — 3.72 (m, 2H, H-5,
H-11), 3.51 (m, 1H, H-11), 3.30 (m, 1H, H-8), 3.25 (dd, J = 10.6, 6.0 Hz, 1H, H-10), 2.78 (t, J = 10.4 Hz,
1H, H- 10), 2.45 — 2.36 (m, 1H, H-6), 2.07— 1.95 (m, 2H, H-9), 1.56 — 1.48 (m, 1H, H-7) ppm
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2,3-Dimethylene-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen (Side-wall)
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Chemical Formula: C43H45
Molecular Weight: 168,24

In einem ausgeheiztem 1 L Dreihalskolben mit Riickflusskiihler und Blasenzahler wurde das trans-Dich-
lorid (26 g, 107 mmol, 1 Aq.) in 300 mL frisch destilliertem THF vorgelegt und mittels eines Eisbades
auf 0 °C abgekiihlt. Zu dieser Lésung wurden 7,1 g (26,8 mmol, 0,21 Aq.) 18-Krone-6 hinzugegeben und
anschlieRend wurde die Reaktionsldsung fiir 24 Stunden bei 45 °C gerihrt. Folglich wurden 300 g Eis-
wasser in einem Scheidetrichter vorgelegt und die Reaktionslésung vorsichtig dazugegeben. Es wurde
mit 300 mL n-Hexan nachgespiilt und die Phasen getrennt. Anschliefend wurde die wassrige Phase
(2x200 mL) mit n-Hexan extrahiert und die vereinigten organische Phasen wurden mit (2x200 mL) Was-
ser und (1x100 mL) gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iber MgS0, ge-
trocknet und das Loésungsmittel wurde entfernt. Das Rohprodukt wurde abschlieBend mittels Sdulen-
chromatographie (Cyclohexan) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff (13,5 g, 80,2

mmol, 68 %) erhalten.

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.41 — 7.37 (m, 2H, H-2, H-3), 7.27 — 7.22 (m, 2H, H-1, H-4), 5.37
(s, 2H, H-9), 5.23 (s, 2H, H-8), 4.01 (bs, 2H, H-5, H-8), 2.29 (dt, J =8.7, 1.6 Hz, 1H, H-9), 2.11 (dt, J = 8.6,
1.6 Hz, 1H, H-9) ppm
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5.2.2 Synthese von der symmetrischen Pinzette CLRO1

Diels-Alder-Addukt

Chemical Formula: C4gH4504
Molecular Weight: 658,84

In einer speziell angefertigten Glasampulle wurden (0,22 cm Wandstarke, ca. 50 mL Fassungsvermo-
gen) wurde die Bridge (1 g, 3,1 mmol, 1 Aq.), die Side-wall (1,25 g, 7,4 mol, 2,4 Aq.) in 20 mL Acetonitril
und 10 mL Toluol vorgelegt und mit 400 uL Triethylamin (2,8 mmol, 0,9 Aq.) versetzt. Die Reaktionsl|é-
sung wurde mittels eines Trockeneis/Isopropanol-Bads eingefroren und folglich drei Mal an der Hoch-
vakuumlinie abwechselnd evakuiert und mit Argon geflutet. AnschliefRend wurde unter Vakuum die
Ampulle abgeschmolzen. Insgesamt wurden sechs Ampullen vorbereitet und folglich jeweils in ein
Stahlrohr Gberfiihrt. Dabei wurden die Ampullen mit Glaswolle an den Enden geschiitzt. Die Stahlrohre
wurden somit in einem GC-Ofen fiir 4 Tage bei 170 °C geheizt. Nach dem Abkiihlen wurden die Ampul-
len mittels eines Glasschneiders gedffnet und die Losungen in ein 500 mL Einhalskolben vereint. Die
Losung wurde eingeengt und der Rickstand wurde mit 250 mL Cyclohexan im Ultraschallbad fiir 45
min. behandelt. Der ausgefallene weilRe Feststoff wurde Uber eine D4-Fritte abfiltriert und mehrmals
mit kaltem Cyclohexan gewaschen. Der Riickstand wurde unter Vakuum getrocknet und somit wurde

das Produkt als weilRer Feststoff (8,3 g, 12,6 mmol, 69 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6§ = 7.14 — 7.10 (m, 4H, H-2, H-11, H-14, H-23), 6.85 — 6.79 (m, 4H,
H-1, H-12, H-13, H-24), 3.57 — 3.52 (m, 4H, H-6, H-7, H-18, H-19), 2.89 — 2.83 (m, 4H, H-3, H-10, H-15,
H-22), 2.36 — 2.06 (m, 18H, H-4, H-5, H-8, H-9, H-16, H-17, H-20, H-21, H-29, H-30), 1.70 - 1.60 (m, 6H,
H-25, H-26, H-28), 1.43 (s, 2H, H-27) ppm
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Diacetoxypinzette

Chemical Formula: CygH3404
Molecular Weight: 650,77

In einem ausgeheiztem 1 L Dreihalskolben mit Riickflusskiihler wurden 8,78 g (13,3 mmol, 1 Aq.) des
Diels-Alder-Addukts in 330 mL Toluol vorgelegt und auf 120 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur wurden
21,97 g (96,82 mmol, 7,28 Aq.) DDQ hinzugegeben. Die rot gefarbte Lésung wurde fiir zwei Stunden
bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie wurde
die Lésung auf 60 °C abgekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 6,6 mL (70,75 mmol, 5,32 Aq.) 1,4-
Cyclohexadien hinzugegeben, um die Reaktion abzubrechen. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung
Uber eine D4-Fritte filtriert. Der Rickstand wurde in 250 mL Dichlormethan suspendiert und erneut
filtriert. Die vereinigten Filtrate wurden eingeengt und der Riickstand wurde in 150 mL frisch destillier-
tem THF aufgenommen und erneut filtriert. Das Filtrat wurde von Losungsmittel befreit und der erhal-
tene Feststoff (8,75 g) wurde zwei Mal aus 30 mL Toluol (120 °C) umkristallisiert. Das erwiinschte Pro-

dukt (6 g, 9,2 mmol, 69 %) wurde als weiRer Feststoff erhalten.

H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.25 (s, 4H, H-4, H-7, H-14, H-17), 7.07 (dd, J = 5.2, 3.1 Hz, 4H,
H-2, H-9, H-12, H-19), 6.75 (dd, J = 5.2, 3.1 Hz, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.18 (bs, 4H, H-5, H-6, H-15,
H-16), 4.11 (bs, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 2.65 — 2.60 (dt, J = 7.5, 1.6 Hz, 2H, H-22, H-23), 2.58 — 2.51
(m, 4H, H-21, H-24), 2.48 (s, 6H, H-29, H-30), 2.47 — 2.44 (m, 2H, H-26, H-27) ppm
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Dihydroxypinzette

Chemical Formula: C45H3705
Molecular Weight: 566,70

In einem ausgeheiztem 100 mL Dreihalskolben mit Rickflusskiihler, Blasenzahler und Tropftrichter
wurden 0,25 g (6,58 mmol, 8,2 Aq.) Lithiumaluminiumhydrid in 30 mL trockenem THF vorgelegt und
auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurde eine Lésung aus 0,522 g (0,8 mmol, 1 Aq) die Diacetoxypinzette in 30
mL trockenem THF langsam hinzugetropft. Nach vollendeter Zugabe des Eduktes, wurde die Reakti-
onslésung fir flinf Stunden zum Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung auf 0 °C
gekihlt und 30 mL einer gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung gefolgt von 20 mL einer 1 M Salzsau-
relésung wurden vorsichtig hinzugetropft. Folglich wurde die Reaktionsldsung mit (3x60 mL) Chloro-
form extrahiert. Die vereinigten organische Phasen wurden mit dest. Wasser und gesattigter NaCl-
Losung gewaschen. AbschlieRend wurde mittels MgSQO, getrocknet und das Chloroform wurde ent-

fernt. Das Produkt wurde als weiBer Feststoff erhalten (0,408 g, 0,72 mol, 90 %).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): § = 7.26 (s, 4H, H-4, H-9, H-16, H-21), 7.19 (dd, J = 5.2, 3.1 Hz, 4H,
H-2, H-11, H-14, H-23), 6.87 (dd, J = 5.2, 3.0 Hz, 4H, H-1, H-12, H-13, H-24), 4.40 — 4.26 (m, 4H, H-6, H-
7, H-18, H-19), 4.18 (d, J = 1.6 Hz, 4H, H-3, H-10, H-15, H-22), 2.59 — 2.38 (m, 8H, H-25, H-26, H-27, H-

28) ppm
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Diphosphatpinzette (CLRO1)

Chemical Formula: C42H3208P2
Molecular Weight: 726,66

In einem ausgeheiztem 100 mL Schlenkkolben wurden 200 mg (0,35 mmol, 1 Aq.) der Dihydroxypin-
zette in 50 mL trockenem THF vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 0,435 mL (4,77 mmol,
13,6 Aq.) Phosphoroxychlorid und 0,13 mL (0,94 mmol, 2,7 Aq.) trockenes Triethylamin hinzugegeben
und flr zwei Stunden geriihrt. Die ausgefallenen Phosphor- und Ammonium-Salze wurden anschlie-
Rend abfiltriert und die Losung wurde an der Hochvakuumline getrocknet. Der Riickstand wurde fir
2x15 min. mit 30 mL 1 M HCl im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der Festostoff wurde mit 20
mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Feststoff mit 30 mL THF aus der Fritte
gespult und mit 30 mL Wasser versetzt. Die Losung wurde (iber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
Am nachsten Tag wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das Produkt wurde als weilSer,

fluffiger Feststoff erhalten (0,22 g, 0,2 mmol, 86 %)

1H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-dg): 6 = 7.11 (s, 4H, H-4, H-9, H-16, H-21), 7.07 (dd, J = 5.2, 3.1 Hz,
4H, H-2, H-11, H-14, H-23), 6.77 (dd, J = 5.2, 3.1 Hz, 4H, H-1, H-12, H-13, H-24), 4.33 (d, J = 1.6 Hz, 4H,
H-6, H-7, H-18, H-19), 4.07 (d, J = 1.7 Hz, 4H, H-3, H-10, H-15, H-22), 2.35 - 2.12 (m, 8H, H-25, H-26, H-
27, H-28) ppm
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Natriumsalz der Diphosphatpinzette (CLRO1)

Chemical Formula: C4,HygNa,OgP,
Molecular Weight: 814,58

In einem 50 mL Einhalskolben wurde die Diphosphatpinzette (0,22 g, 0,2 mmol, 1 Ag.) in 20 mL MQ-
Wasser gelést und dazu wurde 1 mL (1 mmol, 5 Ag.) einer 1 M NaOH hinzugegeben. Die Lésung wurde
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt und wurde abschlieBend lyophilisiert. Das Produkt wurde

als weiRer Feststoff (0,23 g, 0,2 mmol, quantitativ) erhalten.

1H NMR (400 MHz, Deuteriumoxid-d,): & = 7.28 (s, 4H, H-4, H-9, H-16, H-21), 7.14 (dd, ) = 5.2, 3.1 Hz,
4H, H-2, H-11, H-14, H-23), 6.80 (s, 4H, H-1, H-12, H-13, H-24), 4.54 — 4.49 (m, 4H, H- 6, H-7, H-18, H-
19), 4.17 (t, ) = 1.6 Hz, 4H, H-3, H-10, H-15, H-22), 2.67 — 2.22 (m, 8H, H-25, H- 26, H-27, H-28) ppm
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5.2.3 Synthese der asymmetrischen Pinzette

Azidoethanol

1
OH
N

Chemical Formula: C,HgN30
Molecular Weight: 87,08

In einem 100 mL Einhalskolben wurden 6,54 mL (92,3 mmol, 1 Aq.) des Bromethanols zusammen mit
8 g (123 mmol, 1,33 Aq.) Natriumazid in 80 mL Wasser geldst. Die Reaktionslésung wurde fiir 20 Stun-
den bei 80 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung mit (3x40 mL) Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSO. getrocknet und das Lésungsmittel wurde ent-

fernt. Das Produkt wurde als Farbloses Ol (5 g, 57,4 mmol, 62 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6 = 3.84 —3.67 (m, 2H, H-1), 3.43 (dd, ) = 5.8, 4.3 Hz, 2H, H-2) ppm
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Monoacetoxymonohydroxypinzette

Chemical Formula: C44H3,03
Molecular Weight: 608,74

In einem 500 mL Schlenkkolben mit Septum wurden 3 g (4,6 mmol, 1 Aq.) in 300 mL trockenem Dioxan
vorgelegt und fiir eine Stunde entgast. Parallel dazu wurde eine 1 M NaOH-Lésung ebenfalls fiir eine
Stunde entgast. 4,6 mL (4,6 mmol, 1 Aq.) der Natronlauge wurden zur Reaktionsldsung hinzugegeben
und es wurde fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung
auf eine Mischung aus 125 mL gesattigter Ammoniumchlorid-Losung und 125 mL 6 M HCI-L6sung ge-
geben. Das Produkt wurde mit (3x125 mL) Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden liber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel wurde entfernt. Das Rohprodukt (3 g)
wurde aus 25 mL Diethylether umkristallisiert. Das Produkt wurde als weiRer Feststoff erhalten (2,15

g, 3,5 mmol, 76 %).

H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.15 — 7.11 (m, 4H, H-4, H-7, H-14, H-17), 7.10 — 7.03 (m, 4H, H-
2, H-9, H-12, H-19), 6.77 — 6.71 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.18 (bs, 2H, H-15, H-16), 4.08 — 4.03
(m, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 4.00 - 3.94 (m, 2H, H-5, H-6), 2.52 — 2.34 (m, 11H, H-21, H-22, H-23, H-
24), 2.33(s, 6H, H-25) ppm

127



Experimentalteil

Monoacetoxymonophosphatpinzette

Chemical Formula: C44H3304P
Molecular Weight: 688,72

In einem ausgeheiztem 250 mL Schlenkkolben wurde die Monoacetoxymonohydroxypinzette (1 g, 1,66
mmol, 1 Aq.) in 125 mL frisch destilliertem THF vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 1,51
mL (16,6 mmol, 10 Ag.) Phosphoroxychlorid und 2,53 mL (18,26 mmol, 11 Aq.) trockenes Triethylamin
hinzugegeben und fiir eine Stunde gerihrt. Die ausgefallenen Phosphor- und Ammonium-Salze wur-
den anschliefend abfiltriert und die Losung wurde an der Hochvakuumlinie getrocknet. Der Riickstand
wurde fir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCI im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der Festostoff
wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Riickstand mit 30 mL THF
aus der Fritte gesplilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Die Losung wurde lGber Nacht bei Raumtempe-
ratur gerihrt. Am nachsten Tag wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das Rohprodukt
wurde tber RP-Sdulenchromatographie Gber Wasser/Acetonitril (4:1 = 2:1) aufgereinigt. Das Produkt

wurde als weiBer Feststoff (800 mg, 1,16 mmol, 70 %) erhalten.

H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 7.20 — 6.97 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.84 — 6.72 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.53 — 4.30 (m, 2H, H-5, H-6), 4.22 — 4.12 (m, 4H, H-
3, H-8, H-13, H-18), 4.11 - 4.01 (m, 2H, H-15, H-16), 2.37 — 2.04 (m, 11H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25)

ppm
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Monoacetoxymonobutinylphosphatpinzette

Chemical Formula: C4gH3704P
Molecular Weight: 740,79

In einem ausgeheiztem 50 mL Schlenkkolben wurde die Monoacetoxymonophosphatpinzette (150 mg,
0,217 mmol, 1 Aq.) in 10 mL Pyridin vorgelegt. Dazu wurden 430 pL (5,7 mmol, 27,1 Aq.) 3-Butin-1-ol
und 217 pL (2,17 mmol, 10 Aq.) Trichloroacetonitril hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde auf 90
°C erhitzt und fur 16 Stunden geriihrt. Am nachsten Tag wurde die Losung Gber die Hochvakuumlinie
getrocknet. Der Riickstand wurde fiir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCI im Ultraschallbad behandelt und
abfiltriert. Der Festostoff wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der
Rickstand mit 30 mL THF aus der Fritte gespilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Das THF wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde Gber RP-Sdulen-
chromatographie liber Wasser/Acetonitril (4:1 = 2:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weiler Fest-

stoff (120 mg, 0,161 mmol, 75 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): § = 7.12 — 7.02 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.82 — 6.75 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.30 —4.22 (d, J = 12.7 Hz, 2H, H-5, H-6, H-15, H-16),
4.07 (s, ) = 8.6, 1.6 Hz, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 3.43 (g, J = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-25), 2.95 (t, ) = 4.8 Hz,
1H, H-27),2.33 - 1.97 (m, 11H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-28) ppm
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Monohydroxymonobutinylphosphatpinzette

Chemical Formula: C4gH3505P
Molecular Weight: 698,75

In einem 50 mL Schlenkkolben mit Septum wurden 180 mg (0,242 mmol, 1 Aq.) der Monobutinylphos-
phatmonoacetoxypinzette in 30 mL trockenem Dioxan vorgelegt und fiir eine Stunde entgast. Parallel
dazu wurde eine 1 M NaOH-Lésung ebenfalls fiir eine Stunde entgast. 1,87 mL (1,87 mmol, 7,7 Aq.)
der Natronlauge wurden zur Reaktionsldsung hinzugegeben und es wurde fiir drei Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung Uber die Hochvakuumlinie getrocknet. Der Riick-
stand wurde fur 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCl im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der Fest-
ostoff wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Riickstand mit 30
mL THF aus der Fritte gespult und mit 30 mL Wasser versetzt. Das THF wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das Produkt wurde als weiRer Feststoff (166 mg, 0,237
mmol, 98 %).

H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 7.13 — 7.02 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.84 — 6.74 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.35 — 4.19 (d, J = 12.7 Hz, 4H, H-5, H-6, H-15, H-16),
4.07 (s, ) = 8.6, 1.6 Hz, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 3.45 (q, J = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-25), 2.93 (t, J = 4.8 Hz,
1H, H-27), 2.33 - 2.16 (m, 8H, H-21, H-22, H-23, H-24) ppm
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Monobutinyldiphosphatpinzette

Chemical Formula: C45H3605P2
Molecular Weight: 778,73

In einem ausgeheiztem 50 mL Schlenkkolben wurde die Monobutinylphosphatmonohydroxypinzette
(166 mg, 0,237 mmol, 1 Aqg.) in 25 mL frisch destilliertem THF vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu
wurden 358 pL (2,34 mmol, 10 Aq.) Phosphoroxychlorid und 492 pL (3,55 mmol, 15 Aq.) trockenes
Triethylamin hinzugegeben und flr eine Stunde gerihrt. Die ausgefallenen Phosphor- und Ammonium-
Salze wurden anschlieRend abfiltriert und die Losung wurde an der Hochvakuumline getrocknet. Der
Ruckstand wurde fir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCl im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der
Festostoff wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Rickstand mit
30 mL THF aus der Fritte gespilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Die Losung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Am nachsten Tag wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das
Rohprodukt wurde tiber RP-Sdulenchromatographie Giber Wasser/Acetonitril (4:1 = 2:1) aufgereinigt.

Das Produkt wurde als weiller Feststoff (146 mg, 0,187 mmol, 79 %) erhalten.

H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 7.17 — 7.01 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.82 — 6.72 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.37 — 4.29 (s, 4H, H-5, H-6, H-15, H-16), 4.11 — 4.03
(m, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 3.77 (q, J = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-25), 2.97 (t, ) = 4.8 Hz, 1H, H-27), 2.37 -
2.16 (m, 10H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-26) ppm
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Monoacetoxymonoethylazidophosphatpinzette

Chemical Formula: C4gH36N3OgP
Molecular Weight: 757,78

In einem ausgeheiztem 50 mL Schlenkkolben wurde die Monoacetoxymonophosphatpinzette (150 mg,
0,217 mmol, 1 Aq.) in 10 mL Pyridin vorgelegt. Dazu wurden 448 uL (5,9 mmol, 27,2 Aq.) Azidoethanol
und 217 pL (2,17 mmol, 10 Aq.) Trichloroacetonitril hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde auf 90
°C erhitzt und flr 16 Stunden geriihrt. Am nachsten Tag wurde die Losung Uber die Hochvakuumlinie
getrocknet. Der Riickstand wurde fiir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCI im Ultraschallbad behandelt und
abfiltriert. Der Festostoff wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der
Rickstand mit 30 mL THF aus der Fritte gespilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Das THF wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde Gber RP-Sdulen-
chromatographie liber Wasser/Acetonitril (4:1 = 2:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weiler Fest-

stoff (143 mg, 1,88 mmol, 86 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): § = 7.18 — 7.02 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.82 — 6.74 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.41 (s, 2H, H-5, H-6), 4.07 (s, 4H, H-3, H-8, H-13, H-
18), 3.98 (s, 2H, H-15, H-16), 3.56 (q, J = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-26), 2.98 (t, ] = 4.8 Hz, 2H, H-27), 2.36 (s, 3H,
H-25), 2.32 -2.17 (m, 8H, H-21, H-22, H-23, H-24) ppm
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Monohydroxymonoethylazidophosphatpinzette

Chemical Formula: C44H34N3;05P
Molecular Weight: 715,75

In einem 50 mL Schlenkkolben mit Septum wurden 291 mg (0,384 mmol, 1 Aq.) der Monoazidophos-
phatmonoacetoxypinzette in 30 mL trockenem Dioxan vorgelegt und fiir eine Stunde entgast. Parallel
dazu wurde eine 1 M NaOH-Ldsung ebenfalls fiir eine Stunde entgast. 3 mL (3 mmol, 7,8 Aq.) der Nat-
ronlauge wurden zur Reaktionslosung hinzugegeben und es wurde fiir drei Stunden bei Raumtempe-
ratur gerihrt. AbschlieBend wurde die Losung tber die Hochvakuumlinie getrocknet. Der Riickstand
wurde fir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCI im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der Festostoff
wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Riickstand mit 30 mL THF
aus der Fritte gespilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Das THF wurde unter vermindertem Druck ent-
fernt und das Wasser lyophilisiert. Das Produkt wurde als weiRer Feststoff (246 mg, 0,345 mmol, 90
%).

'H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): 6 = 7.18 — 7.02 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.82 — 6.74 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.41 (s, 2H, H-5, H-6), 4.07 (s, 4H, H-3, H-8, H-13, H-
18), 3.98 (s, 2H, H-15, H-16), 3.56 (q, ) = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-25), 2.98 (t, ) = 4.8 Hz, 2H, H-26), 2.32 - 2.17
(m, 8H, H-21, H-22, H-23, H-24) ppm

133



Experimentalteil

Monoethylazidodiphosphatpinzette

Chemical Formula: C44H35N30gP5
Molecular Weight: 795,72

In einem ausgeheiztem 50 mL Schlenkkolben wurde die Monoazidophosphatmonohydroxypinzette
(336 mg, 0,469 mmol, 1 Aqg.) in 30 mL frisch destilliertem THF vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu
wurden 428 uL (4,69 mmol, 10 Aq.) Phosphoroxychlorid und 976 pL (7,04 mmol, 15 Aq.) trockenes
Triethylamin hinzugegeben und flr eine Stunde gerihrt. Die ausgefallenen Phosphor- und Ammonium-
Salze wurden anschlieRend abfiltriert und die Losung wurde an der Hochvakuumline getrocknet. Der
Ruckstand wurde fir 2x15 min. mit 30 mL 1 M HCI im Ultraschallbad behandelt und abfiltriert. Der
Festostoff wurde mit 20 mL 1 M HCl und 20 mL Wasser gewaschen. Folglich wurde der Riickstand mit
30 mL THF aus der Fritte gespilt und mit 30 mL Wasser versetzt. Die Losung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Am nachsten Tag wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert. Das
Rohprodukt wurde tiber RP-Sdulenchromatographie Gber Wasser/Acetonitril (4:1 = 2:1) aufgereinigt.

Das Produkt wurde als weiller Feststoff (298 mg, 0,375 mmol, 80 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): 6 = 7.18 — 7.02 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17,
H-19), 6.82 — 6.74 (m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.41 (s, 2H, H-5, H-6), 4.07 (s, 4H, H-3, H-8, H-13, H-
18), 3.98 (s, 2H, H-15, H-16), 3.56 (q, ) = 7.0, 4.7 Hz, 2H, H-25), 2.98 (t, ) = 4.8 Hz, 2H, H-26), 2.32 - 2.17
(m, 8H, H-21, H-22, H-23, H-24) ppm
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5.2.4 Synthese der Azobenzol-Derivate

4,4’ Diethinylazobenzol

Chemical Formula: C4gH1oN>
Molecular Weight: 230,27

In einem 250 mL Einhalskolben wurden 2,5 g (21 mmol, 1 Aq.) 4-Ethinylanilin in 150 mL Toluol vorgelegt
und geriihrt. Dazu wurden 42 g (483 mmol, 23 Ag.) MnO; hinzugegeben und die Reaktionsldsung
wurde fiir 3,5 h bei 120 °C geriihrt. Anschliefend wurde die Losung liber eine D4-Fritte filtriert und das
Filtrat wurde von Lésungsmittel befreit. Das Produkt wurde als rétlich glanzender Feststoff erhalten

(0,8 g, 3,4 mmol, 32 %).

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.91 - 7.86 (dt, 4H, H-1, H-1",H-4, H-4'), 7.66 — 7.61 (dt, J = 5.8,
4.3 Hz, 2H, H-2, H-2", H-3, H-3"), 3.24 (s, 2H, H-5, H-5") ppm

13C-NMR (151 MHz, Chloroform-d): & = 152.24, 133.36, 132.99, 125.18, 123.23, 123.16, 123.06, 83.46,
83.27, 80.29, 79.39 ppm

HR ESI-MS: Berechnet: 230,27 g/mol, gefunden: 230,27 g/mol
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4,4’ -Dibenzylalkoholazobenzol

Chemical Formula: C44H4N,O5
Molecular Weight: 242,28

In einem 250 mL Dreihalskolben mit Rickflusskiihler und Tropftrichter wurde unter Argon-Atmosphare
das 4-Nitrobenzylalkohol (3 g, 19,5 mmol, 1 Aq.) in 30 mL Ethanol vorgelegt. NaOH (12,5 g, 310 mmol,
16 Ag. in 75 mL H,0) wurde hinzugegeben und die Reaktionsldsung wurde fiir 30 min. bei 50 °C geriihrt.
AnschlieBend wurde eine Glucose-Lésung (19,6 g, 110 mmol, 5,55 Aq. In 40 mL H,0) hinzugetropft und
die Losung wurde fiir eine weitere Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Im Anschluss wurde die Ar-
gonzufuhr entfernt und die Lésung wurde weiter an der Luft (iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde mittels Essigsdure pH5 eingestellt und die Lésung wurde Uber eine D4-Fritte fil-
triert. AbschlieRend wurde das Filtrat lyophilisiert und das Produkt als orangene Nadeln (260 mg, 1,07

mmol, 11 %) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 9.75 (s, 2H, H-6, H-6), 7.69 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-1, H-1", H-4, H-
4%),6-70(d, J = 8.9 Hz, 2H, H-2, H-2", H-3, H-3°), 4,22 (bs, 4H, H-5, H-5") ppm

13C-NMR (151 MHz, Chloroform-d): 6 = 190.55, 152.42, 133.99, 132.48, 127.85, 114.60, 114.23, 77.36.

HR ESI-MS: Berechnet: 230,27 g/mol, gefunden: 230,27 g/mol
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4,4-"Bis((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)azobenzol

Chemical Formula: C5qH1gN>0,
Molecular Weight: 318,38

In einem 250 mL Rundkolben wurden 1,27 g (5,2 mmol, 1 Aq.) des Edukts in frisch destilliertem THF
vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 0,302 g (12,58 mmol, 2,4 Ag.) Natriumhydrid vorsichtig
hinzugegeben und die Reaktionsldsung wurde fiir 10 min. gerihrt. AnschlieRend wurden 1,4 mL (12,58
mmol, 2,4 Aq.) Propargylbromid hinzugegeben und die Reaktionslésung wurde {iber Nacht auf Raum-
temperatur langsam aufgewarmt. Nach Reaktionskontrolle tGiber Diinnschichtchromatographie wurde
die Reaktion durch vorsichtige Zugabe von 20 mL Wasser abgebrochen. Folglich wurde mit (3x50 mL)
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden mit (3x50 mL) gesattigter
NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde (iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
wurde entfernt. Das Produkt wurde abschlieRend mittels Sdulenchromatographie (Cyclohexan/Ethyl-

acetat 10:1) aufgereinigt und als gelber Feststoff (0,527 g, 1,65 mmol, 32 %) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.88 (d, 4H, H-1, H-1",H-4, H-4"), 7.54 (d, J = 5.8, 4.3 Hz, 2H, H-
2, H-2", H-3, H-3"), 4.63 (s, 4H, H-5, H-5"), 4,60 (m, 4H, H-5, H-5'), 4.28 — 4.21 (m, 4H, H-6, H-6"), 3.51 (t,
2H, H-7, H-7") ppm

13C-NMR (151 MHz, Chloroform-d): § =152.37, 140.57, 128.67, 123.09, 79.57, 75.03, 71.14, 57.47 ppm

HR ESI-MS: [M-H*]* Berechnet: 319,1441 g/mol, gefunden: 319,1442 g/mol
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4,4°Bis(((4-Trimethylsilyl)ethynylphenyl)ethynyl)azobenzol

Chemical Formula: C3gH34N,Si,
Molecular Weight: 574,87

In einem ausgeheizten 100 mL Schlenkkolben wurden das 4,4 'Diethinylazobenzol (100 mg, 0,43 mmol,
1 Aq.), Pd(PPh)sCl, ( 241 mg, 0,34 mmol, 0,8 Aq.) und Kupferiodid (65 mg, 0,34 mmol, 0,8 Ag.) in 30 mL
Triethylamin vorgelegt. Dazu wurde (4-lodphenylethynyl)trimethylsilan (387 mg, 1,29 mmol, 3 Aq.)
langsam hinzugegeben und die Reaktionslésung wurde fir drei Tage bei 80 °C gerihrt. AnschlieBend
wurde das Triethylamin Uber die Schlenkline entfernt und der Riickstand mit 50 mL Chloroform aufge-
nommen. Die organische Phase wurde drei Mal mit 30 mL 1 M HCI und drei Mal mit 30 mL Wasser
gewaschen. AbschlieRend wurde die organische Phase Gber Magnesiumsulfat getrocknet und abfil-
triert. Nach Entfernen des Losungsmittels wurden 103 mg Rohprodukt als orangener Feststoff erhal-
ten. Nach Sdulenchromatographischer Aufreinigung (Cyclohexan/Ethylacetat 6:1) wurde das Produkt

als orangener Feststoff (37 mg, 0,065 mmol, 15 %) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.99 — 7.89 (m, 4H, H-2, H-4, H-1", H-3"), 7.72 = 7.67 (m, 4H, H-
1, H-3, H-2", H-4"), 7.59 — 7.42 (m, 8H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-5", H-6", H-7'H-8"), 0.26 (s, 18H, H-9, H-9")

13C-NMR (151 MHz, Chloroform-d): 6 = 133.06, 132.44, 132.11, 123.65, 54.47, 54.20, 53.93, 1.34

HR ESI-MS: [M-H*]* Berechnet: 575,2333 g/mol, gefunden: 575,2325 g/mol
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5.3 Arylazopyrazole

Die photoschaltbaren Arylazopyrazole wurden von mir strukturell erarbeitet und in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bart Jan Ravoo aus der Universitat Minster von Alisa-Maite Kauth
synthetisiert und mir zur Verfligung gestellt. Die von Frau Kauth synthetisierten Verbindungen wurden

vor Verwendung nach ihrer Reinheit tiber H-NMR Spektroskopie und Massenspektrometrie tiberprift.

(0) (E)-1-(4-azidophenyl)-4-((4-azidophenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole

9 N3
7 10
5 8
3 N
1 Ne [ N
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Chemical Formula: C47H 4N g
Molecular Weight: 358,37

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.86 — 7.81 (m, 2H, H-1, H-2), 7.52 — 7.47 (m, 2H, H-9, H-10), 7.18 —

7.10 (m, 4H, H3, H-4, H-7, H-8), 2.64 (s, 3H, H-6), 2.58 (s, 3H, H-5) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: 331,1394 g/mol [M+H]*, gefunden: 331,1456 g/mol [M+H]*
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(1) (E)-1-(4-ethynylphenyl)-4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole
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Chemical Formula: Co4HgN4
Molecular Weight: 324,39

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.81 — 7.75 (m, 2H, H-1, H-2), 7.65 — 7.58 (m, 4H, H-3, H-4, H-7, H-8),

7.52=7.46 (m, 2H, H-9, H-10), 3.20 (s, 1H, H-12), 3.17 (s, 1H, H-11), 2.68 (s, 3H, H-6), 2.58 (s, 3H, H-5) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: 325,1468 g/mol [M+H]*, gefunden: 325,1427 g/mol [M+H]*
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(2) (E)-3-(4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)propyne

5 7/"29
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Chemical Formula: C1gH4N4
Molecular Weight: 262,32

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.79 — 7.71 (m, 2H, H-1, H-2), 7.61 — 7.54 (m, 2H, H-3, H-4), 4.86 (d, J

= 2.6 Hz, 2H, H-7), 3.18 (s, 1H, H-8), 2.67 (s, 3H, H-6), 2.50 (s, 3H, H-7), 2.43 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H-9) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: 263,1291 g/mol [M+H]*, gefunden: 263,1298 g/mol [M+H]*
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(3) (E)-4-((4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-yl)diazenyl)-1-(4-ethynylphenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole

16
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Chemical Formula: Cy7H50N4
Molecular Weight: 400,49

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6 = 7.93 - 7.88 (m, 2H, h-1, H-2), 7.74 — 7.68 (m, 2H, H-5, H-6), 7.66 — 7.58
(m, 6H, H-3, H-4, H-7, H-8, H-11, H-12), 7.53 — 7.49 (m, 2H, H-13. H-14), 3.17 (s, 1H, H-15), 3.16 (s, 1H, H-16), 2.71
(s, 3H, H-10), 2.61 (s, 3H, H-9) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: g/mol [M+H]*, gefunden: 401,3213 g/mol [M+H]*
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(4) (E)-1-(4-((4-ethynylphenyl)ethynyl)phenyl)-4-((4-((4-ethynylphenyl)ethynyl)phenyl)diazenyl)-3,5-

dimethyl-1H-pyrazole

Chemical Formula: C37Ho4Ny4
Molecular Weight: 524,63

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): & = 7.85 — 7.80 (m, 2H, H-1, H-2), 7.68 — 7.62 (m, 4H, H-3, H-4, H-15, H-
16), 7.55 — 7.47 (m, 10H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-11, H-12, H-13, H-14, H-17, H-18), 3.19 (m, 2H, H-19, H-20), 2.71
(s, 3H, H-10), 2.60 (s, 3H, H-9) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: g/mol, gefunden: 525,3652 g/mol [M+H]*
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(5) (E)-2-(4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)acetic acid

- OH
5 —
N (0]
3 \
1 N\\ ’/N
/©/ |
4
< 3 6

Chemical Formula: C45H14N40,
Molecular Weight: 282,30

1H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): § = 7.78 = 7.72 (m, 2H, H-1, H-2), 7.62 — 7.57 (m, 2H, H-3, H-4), 4.88
(s, 2H, H-7), 3.19 (s, 1H, H-8), 2.60 (s, 3H, H-6), 2.53 (s, 3H, H-5) ppm
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(6) (E)-2-(4-((4-azidophenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)acetic acid

. OH
5
NO
3 AY
1 N\\’/N
o
N 4 6
o

Chemical Formula: C43H43N705
Molecular Weight: 299,29

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6 =7.84 —7.78 (m, 2H, H-1, H-2), 7.14 - 7.09 (m, 2H, H-3, H-4), 4.89
(s, 2H, H-7), 2.59 (s, 3H, H-6), 2.53 (s, 3H, H-5) ppm
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(8) (E)-1-(4-ethylphenvyl)-2-((triisopropylsilyl)ethynyl)diazene
N”N\
o
Si

el
)

Chemical Formula: C4gH»gN5Si
Molecular Weight: 310,52

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6 =7.84 —7.78 (m, 2H, H-1, H-2), 7.14 — 7.09 (m, 2H, H-3, H-4), 4.89
(s, 2H, H-7), 2.59 (s, 3H, H-6), 2.53 (s, 3H, H-5) ppm
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5.4 Synthese der photoschaltbaren molekularen Pinzetten

Folgende Versuchsdurchfiihrungen wurden fir die jeweilige Zielverbindung verwendet und entspre-

chend wurden die Edukte fiir die Kupfer-Click Reaktion gewahlt.

5.4.1 Monovalente Pinzetten

In einem ausgeheiztem 10 mL Schlenkkolben wurden unter Argon-Gegenstrom 5 mg (6,28 umol, 1 Aq.)
der asymmetrischen Pinzette zusammen mit einem Arylazopyrazol (6,28 umol, 1Aq.) in 3 mL trocke-
nem Dimethylformamid vorgelegt. Dazu wurden 5,7 L (33.9 umol, 5,4 Aqg.) DIPEA hinzugegen und die
Lésung wurde fiir 5 min geriihrt. AnschlieBend wurden 4,5 mg (31,4 umol, 5 Aq.) CuBr hinzugegeben
und die Reaktionslosung wurde fiir 16 h bei 60 °C geriihrt. Folglich wurde das DMF entfernt und der
Rickstand wurde in 10 mL 1 M HCl suspendiert und fiir 20 min im Ultraschallbad behandelt. Anschlie-
Rend wurde die Suspension in ein Zentrifugenrohr tiberfiihrt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abdekantiert und die Prozedur wurde zwei Mal mit 1 M HCI, einmal mit 1 mL Aceton und einmal mit
10 mL Wasser wiederholt. Danach wurde der Feststoff in ein 10 mL Spitzkolben mit Wasser tiberfiihrt

und lyophilisiert.

Zur Deprotonierung wurde die jeweilige photoschaltbare Pinzette in einer Wasser/THF-Mischung (1:1)
vorgelegt und mit 1 M NaOH (1.1 Aq. pro Saureeinheit) versetzt. Die Lésung wurde immer eine Stunde

bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert.
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TWAAP-COOH1

19 18 17 16 15 14 13 12
O\P/OH

0" “OH

Chemical Formula: CsgH4gN7049P>
Molecular Weight: 1078,03

H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = & 8.86 (s, 1H, H-27), 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-28, H-29),
7.96 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-30, H-31), 7.17 — 6.97 (m, 8H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H114, H-17, H-19), 6.76
(m, 4H, H-1, H-10, H-11, H-20), 4.97 (s, 2H; H-34), 4.32 (m, 4H, H-5, H-6, H-15, H-16), 4.19 (s, 2H, H-25),
4.10 — 4.00 (m, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 3.04 (s, 2H, H-26), 2.54 (s, 3H, H-32), 2.40 (s, 3H, H-33), 2.31
—2.13 (m, 8H, H-20, H-21, H-22, H-23).ppm

13C NMR (151 MHz, Dimethylsulfoxid-de)6 169.11, 152.32, 150.29, 150.25, 146.88, 146.82, 146.77,
141.39, 141.06, 140.99, 137.07, 134.78, 124.45, 122.90, 121.48,121.41, 120.49, 116.80, 116.64, 68.95,
67.75,53.53, 50.54, 50.28, 50.25, 48.00, 47.93, 40.05, 28.72, 26.93, 18.08, 16.73, 13.97, 13.91, 12.47,
9.43.

HR ESI-MS: Berechnet: 1078,3089 g/mol, gefunden: 1078,3083 g/mol

Ausbeute: 3,1 mg (2,9 uM, 47 %)
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TWAAP-COOH2

19 18 17 16 o. ,1(§H 14 13 12

& “OH

Chemical Formula: C5gH49N7040P>
Molecular Weight: 1078,03

1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 8.11 — 7.71 (m, 3H), 7.16 — 6.96 (m, 8H), 6.83 — 6.70 (m,
4H), 4.97 (d, ) = 7.4 Hz, 1H), 4.58 (s, 1H), 4.28 (dd, J = 27.0, 10.2 Hz, 5H), 4.06 (t, J = 10.1 Hz, 4H), 2.89
(s, 1H), 2.73 (s, 1H), 2.39 (s, 3H), 2.33 = 2.10 (m, 9H) ppm

HR ESI-MS: Berechnet: 1078,3089 g/mol, gefunden: 1078,3079 g/mol

Ausbeute: 2,87 mg (2,67 uM, 43 %)
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5.4.2 Bivalente Pinzetten

In einem ausgeheiztem 10 mL Schlenkkolben wurden unter Argon-Gegenstrom 5 mg (6,28 umol, 1 Aq.)
der asymmetrischen Pinzette zusammen mit einem Photoschalter (6,28 umol, 1Aq.) in 3 mL trockenem
Dimethylformamid vorgelegt. Dazu wurden 5,7 plL (33.9 umol, 5,4 Aq.) DIPEA hinzugegen und die L6-
sung wurde fiir 5 min geriihrt. AnschlieRend wurden 4,5 mg (31,4 umol, 5 Aqg.) CuBr hinzugegeben und
die Reaktionslésung wurde fiir 16 h bei 60 °C geriihrt. Die Umsatzkontrolle der Reaktion konnte tber
Negativkontrolle mittels analytischer HPLC erfolgen. Sobald das charakteristische Signal der Asymmet-
rischen Pinzette verschwunden war, wurde ein zweites Aquivalent der asymmetrischen Pinzette zu-
sammen mit 5,4 Aqg. DIPEA, 5 Ag. CuBr und 2 mL trockenem DMF zur Reaktionslésung hinzugegeben.
Die Losung wurde weiterhin 72 Stunden bei 60 °C gerihrt. Folglich wurde die Reaktionslésung Uber
eine D4-Fritte entfernt und der Riickstand wurde in 10 mL 1 M HCl suspendiert, in ein Zentrifugenrohr
Uberfiihrt und fir 20 min im Ultraschallbad behandelt. AnschlieRend wurde die Suspension abzentri-
fugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und die Prozedur wurde zwei Mal mit 1 M HCI, zweimal mit
1 mL Aceton und einmal mit 10 mL Wasser wiederholt. Danach wurde der Feststoff in ein 10 mL Spitz-

kolben mit Wasser tberfihrt und lyophilisiert.
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TWAAPO

Chemical Formula: C109H86N1oo16P4
Molecular Weight: 1915,84

1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = & 8.87 (s, 2H, H-27, H-38), 8.12 (m, 4H, H-28, H-29, H-37,
H-36), 8.01 (d, ) = 8.7 Hz, 2H, H-28, H-30, H-31), 7.87 (d, ) = 8.4 Hz, 2H, H-34, H-35), 7.17 — 6.94 (m, 16H,
H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-42, H-44, H-47, H-49, H-52, H-54, H-57, H-59), 6.76 (m,
8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-41, H-50, H-51, H-60), 4.36 — 4.26 (m, 8H, H-5, H-6, H-15, H-16), 4.21 (m,
4H, H-26, H-39), 4.06 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18), 3.06 (m, 4H, H-25, H-40), 2.74 (s, 3H, H-32), 2.52
(s, 3H, H-33), 2.34 — 2.11 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-61, H-62, H-63, H-64) ppm

31p_.NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = -3.76, -4.15 ppm

HR ESI-MS: Berechnet: [M-H*]** 958,7676 g/mol, gefunden: 958,7654 g/mol

Ausbeute: 4,85 mg (2,51 uM, 40 %)
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TWAAP1

60 59

Chemical Formula: C109H86N1OO16P4
Molecular Weight: 1915,84

H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = 8.76 (s, 2H), 8.10 — 7.69 (m, 8H), 7.06 (m, 16H H-2, H-4,
H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-42, H-44, H-47, H-49, H-52, H-54, H-57, H-59), 6.76 (m, 8H, H-1, H-
10, H-11, H-20, H-41, H-50, H-51, H-60), 4.62 (s, 4H H-26, H-39), 4.37 —4.17 (m, 12H, H-5, H-6, H-15, H-
16, H-25, H-40), 4.12 — 4.01 (m, 8H H-3, H-8, H-13, H-18), 2.68 (d, J = 20.4 Hz, 6H, H-32, H-33), 2.32 -
2.15 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-61, H-62, H-63, H-64) ppm

31p_.NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = -5.43, -6.0 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]?* Berechnet: 958,7676 g/mol, gefunden: 958,7660 g/mol

Ausbeute: 4,53 mg (2,32 uM, 37 %)
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TWAAP2

Chemical Formula: C104H84N10016P4
Molecular Weight: 1853,77

H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 8.79 (s, 2H, H-27, H-35), 8.20 — 7.78 (m, 4H, H28, H-29, H-
30, H-31), 7.17 - 6.97 (m, 16H H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-39, H-41, H-44, H-46, H-49,
H-51, H-54, H-56), 6.82 — 6.69 (m, 8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-38, H-47, H-48, H-57), 5.45 (s, 2H, H-
34),4.63 (s, 2H, H-26), 4.50 (s, 2H, H-36), 4.37 — 4.27 (m, 8H, H-5, H-6, H-15, H-16), 4.25 — 4.20 (m, 4H,
H-25, H-37), 4.10 — 4.03 (m, 8H; H-3, H-8, H-13, H-18, H-40, H-45, H-50, H-55), 2.75 — 2.66 (s, 3H, H-32),
2.38 (s, 3H, H-33), 2.33 - 2.13 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-58, H-59, H-60, H-61) ppm

31p_.NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & == -5.49, -5.98 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]?* Berechnet: 927,7597 g/mol, gefunden: 927,7595 g/mol

Ausbeute: 4,42 mg (2,38 uM, 38 %)
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TWAAP3

Chemical Formula: C415HggN19O16P4
Molecular Weight: 1991,93

1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = 8.79 (m, 2H, H-27, H-42), 8.12 — 7.79 (m, 12H, H-28, H-
29, H-30, H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-38, H-39, H-40, H-41), 7.12 — 6.96 (m, 16H H-2, H-4, H-7, H-
9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-46, H-48, H-51, H-53, H-56, H-58, H-61, H-63), 6.76 (m, 8H, H-1, H-10, H-
11, H-20, H-45, H-54, H-55, H-64), 4.58 (s, 4H, H-26, H-43), 4.33 — 4.19 (m, 12H, H-5, H-6, H-15, H-16,
H-25, H-44, H-49, H-50, H-59, H-60), 4.05 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-47, H-52, H-57, H-62), 2.89 (s,
3H, H-36), 2.73 (s, 3H, H-37), 2.29 — 2.12 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-65, H-66, H-67, H-68).ppm

31p_.NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = -5.44, -5.93 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]?* Berechnet: 996,7832 g/mol, gefunden: 996,7830 g/mol

Ausbeute: 4,25 mg (2,13 uM, 34 %)
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Chemical Formula: C125Hg4N1qO16P4
Molecular Weight: 2116,08

1H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): 6 = 8.80 (s, 2H, H-27, H-46), 7.97 (m, 4H, H-28, H-29, H-44, H-
45),7.77 = 7.59 (m, 12H, H-30, H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-38, H-39, H-40, H-41, H-42, H-43), 7.10
—6.98 (m, 16H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-50, H-52, H-55, H-57, H-60, H-62, H-65, H-
67), 6.76 (m, 8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-49, H-58, H-59, H-68), 4.51 (s, 4H, H-26, H-47), 4.28 (m, 8H,
H-5, H-6, H-15, H-16, H-53, H-54, H-63, H-64), 4.14 (s, 4H, H-25, H-48), 4.05 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-
18, H-51, H-56, H-61, H-66), 2.89 (s, 3H, H-36), 2.72 (s, 3H, H-37), 2.29 — 2.12 (m, 16H, H-21, H-22, H-
23, H-24, H-69, H-70, H-71, H-72).ppm

31p-NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-de): § =-1.17, -5.39 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]* Berechnet: 1058,7989 g/mol, gefunden: 1058,7990 g/mol

Ausbeute: 3,8 mg (1,82 uM, 29 %)
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Chemical Formula: C404HggNgO16P4
Molecular Weight: 1821,72

'H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): 6 = 8.87 (s, 2H, H-27. H-36), 8.14 (m, 2H, H-28, H-29), 8.03
(m, 2H, H-34, H-35), 7.95 (s, 2H, H-30, H-33), 7.93 — 7.90 (m, 1H, H-31), 7.71 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-32),
7.18 —7.00 (m, 16H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-40, H-42, H45, H-47, H-50, H-52, H-
55, H-57), 6.77 (m, 8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-39, H-48, H-49, H-58), 4.63 (s, 2H, H-26,), 4.48 (s, 2H,
H-37), 4.31 (m, 8H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-43, H-44, H-53, H-54), 4.23 (s, 2H, H-25, H-38), 4.10 — 4.01
(m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-41, H-46, H-51, H-56), 2.32 — 2.13 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-
59, H-60, H-61, H-62) ppm

13C-NMR (151 MHz, Dimethylsulfoxid-de): 6 = 162.30, 150.27, 146.91, 146.85, 146.76, 146.65, 141.29,
140.95, 133.01, 126.11, 124.43, 123.42, 122.99, 121.45, 116.77, 67.79, 50.28, 48.00, 47.88, 40.06,
35.78,30.77 ppm

HR ESI-MS: [M-H*]** Berechnet: 911,7410 g/mol, gefunden: 911,7384 g/mol

Ausbeute: 4,8 mg (2,63 uM, 42 %)
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Chemical Formula: C4pgHggNgO1gP4
Molecular Weight: 1909,83

'H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): 6 = 8.44 —8.07 (m, 2H, H-27, H-40), 8.03 — 7.42 (m, 8H, H-30,
H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-36, H-37), 7.22 = 6.93 (m, 16H, H-2, H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-
19, H-44, H-46, H-49, H-51, H-54, H-56, H-59, H-61), 6.77 (m, 8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-43, H-52, H-
53, H-62), 4.71 — 4.49 (m, 8H, H-28, H-29, H-38, H-39), 4.32 (m, 4H, H-5, H-6, H-57, H-58), 4.27 - 4.21
(m, 4H, H-15, H-16, H-47, H-48), 4.12 — 4.01 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-45, H-50, H-55, H-60), 2.34
—2.12 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-63, H-64, H-65, H-66) ppm

13C-NMR (151 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 151.26, 150.29, 147.46, 146.97, 146.94, 146.91, 146.87,
146.78, 146.70, 146.66, 143.89, 141.90, 141.75, 141.62, 141.30, 140.98, 140.18, 136.62, 136.30,
135.99, 128.58, 128.37, 127.13, 124.59, 124.53, 124.46, 122.58, 122.55, 122.50, 122.44, 121.51,
121.47, 121.37, 119.91, 116.83, 116.78, 116.58, 116.19, 116.13, 70.71, 70.66, 69.09, 68.99, 68.21,
67.80, 65.01, 63.16, 62.45, 57.68, 53.55, 50.30, 50.25, 49.97, 48.01, 47.92, 47.83, 47.72, 46.76, 46.70,
40.06, 18.08, 13.97, 1.15 ppm

HR ESI-MS: [M-H*] Berechnet: 1910,5272 g/mol, gefunden: 1910,5244 g/mol

Ausbeute: 4,43 mg (2,32 uM, 37 %)
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Chemical Formula: C159HggNgO1¢P4
Molecular Weight: 2021,96

H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = 8.82 (s, 2H, H-27, H-44), 8.47 —7.15 (m, 16H, H-28, H-29,
H-30, H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-36, H-37, H-38, H-39, H-40, H-41, H-42, H-43), 7.13 - 6.69 (m,
24H, H-1, H-2, H-4, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-47, H-48, H-50, H-53, H-55, H-
56, H-57, H-58, H-59, H-60, H-63, H-65, H-66), 4.81 — 4.59 (m, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 4.39 - 4.19 (m,
8H, H-26, H-45, H-49, H-54, H-59, H-64), 4.13 — 3.99 (m, 8H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-51, H-52, H-61, H-
62), 3.20 — 3.10 (m, 4H, H-25, H-46), 2.34 — 2.07 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-67, H-68, H-69, H-

70) ppm

13C-NMR (151 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = 150.29, 146.83, 141.29, 141.00, 136.30, 132.64, 132.22,
131.45,125.42,124.45,123.14,121.45,121.34, 116.77, 69.07, 67.78, 57.50, 50.29, 48.00, 40.06, 23.05,
19.21, 13.49 ppm

31p-NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-de): 8 = -5.05, -5.36 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]* Berechnet: 1011,7723 g/mol, gefunden: 1011,7703 g/mol

Ausbeute: 2,66 mg (1,31 uM, 21 %)
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Chemical Formula: CggH7gNgO15P4
Molecular Weight: 1745,62

H-NMR (400 MHz, Dimethylsulfoxid-de): & = 8.74 — 8-29 (m, 2H, H-27, H32), 7.23 — 6.95 (m, 16H, H-2,
H-4, H-7, H-9, H-12, H-14, H-17, H-19, H-36, H-38, H-41, H-43, H-46, H-48, H-51, H-53), 6.86 — 6.67 (m,
8H, H-1, H-10, H-11, H-20, H-35, H-44, H-45, H-54), 4.30 (m, 7H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-39, H-40, H-49,
H-50), 4.13 — 4.00 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-37, H-42, H-47, H-52), 3.64 — 3.56 (m, 4H, H-26, H-
33),3.16 (s, 4H, H-25, H-34), 2.36 — 1.91 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-55, H-56, H-57, H-58) ppm

31p_NMR (243 MHz, Dimethylsulfoxid-ds): & = 1.06, 0.95, -3.45, -4.1 ppm
HR ESI-MS: [M-H*]?* Berechnet: 873,7254 g/mol, gefunden: 873,7238 g/mol

Ausbeute: 3,28 mg (1,88 uM, 30 %)
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Zur Deprotonierung wurde die jeweilige photoschaltbare Pinzette in einer Wasser/THF-Mischung (1:1)
vorgelegt und mit 1 M NaOH (1.1 Aq. pro Saureeinheit) versetzt. Die Lésung wurde immer eine Stunde
bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend wurde das THF entfernt und das Wasser lyophilisiert.

Das Produkt wurde als weiller Feststoff in der Natriumsalz-Form (quantitativ) erhalten.
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Chemical Formula: C109H80N10N36016P4
Molecular Weight: 2047,73

1H-NMR (600 MHz, Methanol-da): = 8.65 (s, 2H, H-27, H-38), 8.19 — 7.87 (m, 5H, H-28, H-29, H-36, H-
37, H-30), 7.85 — 7.69 (m, 3H, H-31, H-34, H-35), 7.24 — 6.71 (m, 24H,H-1, H-2, H-4, H-7, H-9, H-10, H-
11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-42, H-44, H-47, H-49, H-52, H-54, H-57, H-59), 4.51 — 4.41 (m, 8H,
H-5, H-6, H-15, H-16, H-45, H-46, H-55, H-56), 4.03 — 3.90 (m, 8H, H-26, H-39), 3.69 — 3.60 (m, 8H, H-3,
H-8, H-13, H-18, H-43, H-48, H-53, H-58), 2.85 — 2.70 (m, 3H, H-32), 2.66 — 2.58 (m, 3H, H-33), 2.40 —
2.16 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-61, H-62, H-63, H-64).ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d4): 6 = 127.49, 125.97, 125.89, 124.62, 122.87, 122.80, 122.56, 122.43,
122.37,122.14,118.26,117.81,117.49, 117.47,117.15, 68.76, 68.61, 68.47, 68.36, 68.20, 68.05, 52.68,
52.66, 50.15, 50.10, 50.02, 49.93, 49.87, 49.67, 49.53, 49.37, 49.23, 49.08, 48.93, 26.21, 26.08, 25.94,
25.56, 14.80, 11.78 ppm

160



Experimentalteil

TWAAP1

60 59

Chemical Formula: C109H80N10N36016P4
Molecular Weight: 2047,73

H-NMR (600 MHz, Methanol-ds): & = 8.70 — 8.62 (m, 2H), 8.27 — 8.22 (m, 1H), 8.16 (td, J = 7.0, 3.1 Hz,
2H), 8.02 - 7.96 (m, 2H), 7.75 — 7.68 (m, 2H), 7.37 — 6.65 (m, 24H), 4.86 (d, J = 4.7 Hz, 7H), 4.72 (s, 4H),
4.43 (d, J = 10.5 Hz, 3H), 4.04 — 3.93 (m, 8H), 2.78 (s, 2H), 2.64 (s, 3H), 2.52 — 2.17 (m, 17H) ppm

3C-NMR (151 MHz, Methanol-das): 6 = 170.34, 161.51, 154.58, 152.27, 152.06, 150.09, 149.95, 149.93,
148.44, 148.04, 147.95, 147.53, 144.97, 143.57, 141.62, 139.72, 138.22, 137.30, 134.11, 133.91,
133.51, 132.47, 127.85, 127.60, 126.83, 126.17, 126.14, 125.85, 123.94, 123.86, 123.64, 122.98,
122.09, 117.93, 117.90, 117.32, 69.41, 68.95, 65.40, 52.42, 52.35, 51.39, 49.86, 49.81, 49.58, 39.70,
39.55,39.41, 39.28, 30.79, 30.34, 28.13, 14.44, 14.23, 11.41 ppm
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Chemical Formula: C4g5HggN41gNagO15P4
Molecular Weight: 1999,68

'H-NMR (600 MHz, Methanol-da): & = 8.58 (d, J = 35.4 Hz, 1H), 8.17 (d, ) = 4.1 Hz, 1H), 8.12 — 8.05 (m,
1H), 7.93 — 7.82 (m, 1H), 7.32 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.29 — 6.46 (m, 24H), 5.57 — 5.32 (m, 2H), 4.87 — 4.78
(m, 8H), 4.66 (d, ) = 66.7 Hz, 3H), 4.48 —4.34 (m, 3H), 4.02 —3.90 (m, 7H), 2.89 (s, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.46
—2.16 (m, 16H) ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-da): 6 = 170.50, 161.64, 154.74, 152.37, 152.35, 152.33, 152.18, 152.11,
150.52, 150.18, 150.08, 150.03, 148.61, 148.57, 148.46, 148.40, 148.23, 148.12, 148.07, 144.05,
143.71, 142.97, 141.76, 141.65, 141.20, 138.35, 136.85, 136.80, 133.26, 131.01, 127.64, 126.28,
126.19, 126.03, 125.98, 125.95, 125.92, 123.90, 123.61, 122.24, 122.20, 122.13, 122.10, 122.05,
118.09, 118.00, 117.44, 117.37, 117.20, 116.69, 69.55, 69.36, 69.14, 69.10, 65.56, 65.39, 52.55, 52.47,
52.34,51.57,51.24, 50.00, 49.93, 49.82, 49.72, 49.68, 45.37, 39.98, 39.84, 39.70, 39.56, 39.42, 36.69,
33.21, 30.93, 30.74, 30.64, 30.59, 30.48, 30.45, 28.27, 27.06, 23.88, 14.59, 14.47, 10.45 ppm
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Chemical Formula: C445HgsN1gNagO46P4
Molecular Weight: 2123,82

1H-NMR (600 MHz, Methanol-da): & = 8.71 — 8.53 (m, 2H), 8.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.17 — 8.10 (m, 1H),
8.00 —7.94 (m, 2H), 7.93 — 7.80 (m, 4H), 7.77 — 7.68 (m, 2H), 7.37 — 6.65 (m, 24H), 4.86 — 4.80 (m, 8H),
4.75 (s, 3H), 4.49 — 4.35 (m, 4H), 4.04 —3.92 (m, 8H), 2.81 — 2.74 (m, 3H), 2.63 (d, J = 2.8 Hz, 3H), 2.52
—2.17 (m, 17H) ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-da): & = 161.65, 154.35, 152.42, 152.36, 152.19, 150.65, 150.31, 150.17,
148.57, 148.37, 148.15, 148.03, 147.65, 145.08, 143.76, 141.67, 139.86, 138.29, 137.44, 132.63,
128.73, 128.69, 128.00, 127.66, 126.97, 126.33, 125.97, 124.10, 123.73, 122.23, 122.04, 118.12,
117.38, 117.12, 69.58, 69.09, 65.54, 52.57, 52.50, 50.00, 49.97, 49.82, 49.72, 49.70, 30.93, 30.48,
28.27,23.88, 14.34, 11.53 ppm
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Chemical Formula: C4,5HggN1gNagO16P4
Molecular Weight: 2247,97

'H-NMR (600 MHz, Methanol-ds): § = 8.73 — 8.42 (m, 2H, H-27, H-47), 8.12 — 7.19 (m, 16H, H-28, H-29,
H-30, H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-38, H-39, H-40, H-41, H-42, H-43, H-44, H-45), 7.17 — 6.63 (m,
24H, H-1, H-2, H-4, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-49, H-50, H-52, H-55, H-57, H-
58, H-59, H-60, H-62, H-65, H-67, H-68), 4.75 — 4.57 (m, 4H, H-26, H-47), 4.50 — 4.36 (m, 4H, H-25, H-
48),4.04 —3.94 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-51, H-56, H-61, H-66), 2.59 (s, 3H, H-36), 2.49 (s, 3H, H-
37),2.27 - 2.00 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-69, H-70, H-71, H-72). ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d4): 6 = 176.83, 170.48, 161.64, 152.76, 150.81, 148.67, 143.64, 142.84,
138.81, 137.63, 133.87, 130.98, 125.98, 124.01, 122.21, 118.24, 117.24, 73.99, 69.14, 66.48, 64.55,
63.46, 61.79, 52.56, 52.50, 49.30, 49.27, 43.06, 37.27, 33.22, 30.93, 30.91, 30.87, 30.77, 30.62, 30.60,
30.46, 30.38, 27.15, 23.88, 14.59.ppm
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Chemical Formula: C4p4H74NgNagO46P4
Molecular Weight: 1953,61

H-NMR (600 MHz, Methanol-da): 6 = 8.72 — 8.53 (m, 2H, H-27, H-36), 8.27 — 8.04 (m, 4H, H-28, H-29,
H-34, H-35), 7.93 — 7.63 (m, 2H, H-30, H-32), 7.38 — 7.26 (m, 2H, H-31, H-33), 7.20 - 6.63 (m, 24H, H-1,
H-2, H-4, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-39, H-40, H-42, H-45, H-, H-47, H-48, H-
49, H-50, H-52, H-54, H-57, H-58), 4.63 (s, 4H, H-26, H-37), 4.41 (m, 3H, H-25, H-38), 4.04 — 3.94 (m,
8H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-43, H-44, H-53, H-54), 3.70 — 3.56 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-41, H-46,
H-51, H-56), 2.45 — 2.10 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-59, H-60, H-61, H-62) ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d4): 6 = 134.20, 127.84, 126.33, 126.01, 125.98, 125.96, 125.89, 124.83,
124.32, 124.17, 122.25, 122.20, 122.15, 122.08, 122.05, 118.53, 118.11, 117.38, 117.17, 117.13,
116.88, 116.66, 69.70, 52.57, 52.54, 52.50, 50.00, 49.93, 49.87, 49.72, 49.63, 49.38, 49.24, 49.09,
49.06, 48.97, 48.93, 48.78, 48.61, 21.79 ppm

31p_.NMR (243 MHz, MeOD-da): & = 2.64, 1.85, -4.45, -4.9 ppm
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Chemical Formula: C4ogHgaNgNagO1gP4
Molecular Weight: 2041,72

H-NMR (600 MHz, Methanol-ds): & = 8.27 —7.97 (m, 2H, H-27, H-40), 7.94 — 7.24 (m, 8H, H-30, H-31,
H-32, H-33, H-34, H-35, H-36, H-37), 7.23 — 6.61 (m, 24H, H-1, H-2, H-4, H-7, H-9, H-1, H-11, H-12, H-
14, H-17, H-19, H-20, H-43, H-44, H-46, H-49, H-51, H-52, H-53, H-54, H-56, H-59, H-61, H-62), 4.85 —
4.76 (m, 8H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-47, H-48, H-57, H-58), 4.73 (m, 4H, H-29, H-38), 4.59 (s, 2H, H-28),
4.42 (s, 2H, H-39), 4.02 — 3.91 (m, 8H, H-3, H-8, H-13, H-18, H-45, H-50, H-55, H-60), 2.50 — 2.16 (m,
16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-63, H-64, H-65, H-66) ppm

3C-NMR (151 MHz, Methanol-ds): & = 162.5, 152.3, 150.1, 146.9, 141.5, 137.1, 135.8, 124.3, 121.1,
116.5, 67.8,67.1,64.0,57.9, 50.4, 47.7, 29.4ppm

31p_NMR (243 MHz, MeOD-d4): & = 1.67, 1.28, -4.73, -5.1 ppm
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Chemical Formula: C459HgaNgNagO15P4
Molecular Weight: 2153,85

1H-NMR (600 MHz, Methanol-ds): & = 8.75 — 8.44 (m, 2H, H-27, H-44), 8.13 —7.17 (m, 16H, H-28, H-29,
H-30, H-31, H-32, H-33, H-34, H-35, H-36, H-37, H-38, H-39, H-40, H-41, H-42, H-43), 7.15 — 6.69 (m,
24H, H-1, H-2, H-4, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-47, H-48, H-50, H-53, H-55, H-
56, H-57, H-58, H-59, H-60, H-63, H-65, H-66), 4.81 — 4.59 (m, 4H, H-3, H-8, H-13, H-18), 4.49 — 4.31 (m,
4H, H-49, H-54, H-59, H-64), 4.17 — 3.88 (m, 10H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-51, H-25, H-52, H-61, H-62),
3.77-3.52 (m, 2H, H-46), 2.18 — 1.56 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, H-67, H-68, H-69, H-70) ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d4): 6 = 170.30, 161.50, 152.24, 152.16, 152.04, 150.55, 150.06, 148.17,
147.95, 147.83, 147.63, 142.65, 133.61, 133.34, 133.12, 133.06, 130.80, 130.03, 129.95, 127.02,
126.17, 125.81, 124.21, 122.08, 121.90, 118.38, 117.25, 116.99, 69.63, 69.43, 69.31, 69.08, 68.98,
68.86, 59.54, 57.76, 57.62, 57.48, 57.33, 57.19, 52.43, 52.36, 49.69, 49.57, 36.54, 30.76, 30.34, 28.13,
26.92, 26.50, 24.80, 23.74, 20.71, 17.54, 17.41, 17.29, 17.16, 17.03, 14.44, 13.92.ppm

31p_NMR (243 MHz, MeOD-da): & = 2.54, 1.87, -4.49, -5.04.ppm
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Chemical Formula: CggH7oNgNagO16P4
Molecular Weight: 1877,51

1H-NMR (600 MHz, Methanol-das): & = 8.43 (s, 2H, H-27, H-32) 7.37 — 6.81 (m, 24H, H-1, H-2, H-4, H-7,
H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-17, H-19, H-20, H-35, H-36, H-38, H-41, H-43, H-44, H-45, H-46, H-48, H-
51, H-53, H-54), 4.53 (m, 12H, H-5, H-6, H-15, H-16, H-26, H-33, H-39, H-40, H-49, H-50), 4.17 (s, 12H,
H-3, H-8, H-13, H-18, H-25, H-34, H-37, H-42, H-47, H-52), 2.43 —2.16 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24,
H-55, H-56, H-57, H-58) ppm

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d,): 6 = 125.11, 124.98, 121.30, 121.21, 117.61, 116.43, 116.05, 50.74,
48.22,48.18 ppm
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Abbildung 80: *H-NMR von (1R,4S,4aR,8aS)-1,4,4a,8a-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-5,8-dion
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Abbildung 81: 'H-NMR von (1R,4S)-1,4-Dihydro-1,4-Methanonaphthalen-5,8-dion
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Abbildung 82: 'H-NMR von(1R,4S)-1,4-Dihydro-1,4-Methanonaphthalen-5,8-dion
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Abbildung 83: 'H-NMR von (1R,4S,5R,85)-1,4,5,8-Tetrahydro-1,4:5,8-Dimethanoanthracen-9,10-diyl diacetat
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Abbildung 84: 'H-NMR von3a,4,9,9a-Tetrahydro-4,9-Methanonaphtho[2,3-c]furan-1,3-Dion 36
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Abbildung 85: 'H-NMR von Dimethyl (2R,3S)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-Dicarboxylat
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Abbildung 86: *H-NMR von Dimethyl (2R,3R)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-dicarboxylat
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Abbildung 87: *H-NMR von ((2R,3R)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen-2,3-diyl)dimetha-

nol
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Abbildung 88: *H-NMR von (2R,3R)-2,3-Bis(chloromethyl)-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen
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Abbildung 89: 'H-NMR von 2,3-Dimethylene-1,2,3,4-Tetrahydro-1,4-Methanonaphthalen
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Abbildung 90: *H-NMR vom Diels-Alder-Addukt
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Abbildung 92: 'TH-NMR von CLRO1
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Abbildung 93: *H-NMR von Monoacetoxymonohydroxypinzette
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Abbildung 94: *H-NMR von der Monoacetoxymonophosphatpinzette
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Abbildung 95: *H-NMR von der Monoacetoxymonobutinylphostphatpinzette
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Abbildung 96: 'H-NMR von der Monohydroxymonobutinylphosphatpinzette
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Abbildung 97: *H-NMR von der Monobutinyldiphosphatpinzette
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Abbildung 98: 'H-NMR von der Monoacetoxymonoazidophosphatpinzette
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Abbildung 99: *H-NMR von der Monohydroxymonoazidophosphatpinzette
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Abbildung 100: *H-NMR von der Monoazidodiphosphatpinzette
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Abbildung 101: *H-NMR von 4,4’ -Diethinylazobenzol
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Abbildung 102: 13C-NMR von 4,4 -Diethinylazobenzol
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Abbildung 103: *H-NMR von 4,4’ -Dibenzylalkoholazobenzol
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Abbildung 104: *H-NMR von 4,4-"Bis((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)azobenzol
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Abbildung 105: 13C-NMR von 4,4-"Bis((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)azobenzol
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Abbildung 106: *H-NMR von 4,4’Bis(((4-Trimethylsilyl)ethynylphenyl)ethynyl)azobenzol
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Abbildung 107: 13C-NMR von 4,4 Bis(((4-Trimethylsilyl)ethynylphenyl)ethynyl)azobenzol
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Abbildung 108: *H-NMR von(E)-1-(4-azidophenyl)-4-((4-azidophenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole
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Abbildung 109: *H-NMR von (E)-1-(4-ethynylphenyl)-4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole
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Abbildung 110: *H-NMR von (E)-3-(4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)propyne
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Abbildung 111: *H-NMR von(E)-4-((4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-yl)diazenyl)-1-(4-ethynylphenyl)-3,5-dimethyl-

1H-pyrazole
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Abbildung 112: 'H-NMR von (E)-1-(4-((4-ethynylphenyl)ethynyl)phenyl)-4-((4-((4-ethynylphenyl)ethynyl)phe-

nyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazole
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Abbildung 113: *H-NMR von(E)-2-(4-((4-ethynylphenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)acetic acid
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Abbildung 114: *H-NMR von (E)-2-(4-((4-azidophenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)ethylamine
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Abbildung 115: *H-NMR von (E)-2-(4-((4-azidophenyl)diazenyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)acetic acid
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Abbildung 116: *H-NMR Spektrum von TWAAP-COOH1
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Abbildung 117: 1H-NMR-Spektrum von TWAAP-COOH2
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Abbildung 118: *H-NMR Spektrum von TWAAPO
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Abbildung 119: 3!P NMR-Spektrum von TWAAPO
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Abbildung 120: 'H-NMR-Spektrum von TWAAP1
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Abbildung 122: H-NMR-Spektrum von TWAAP2
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Abbildung 123: H-NMR-Spektrum von TWAAP3
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Abbildung 124: 3'P-NMR-Spektrum von TWAAP3
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Abbildung 125: 'H-NMR von TWAAP4
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Abbildung 126: 3!P-NMR-Spektrum von TWAAP4
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Abbildung 127: H-NMR-Spektrum von TWAB1
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Abbildung 128: H-NMR-Spektrum von TWAB2
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Abbildung 129: 1H-NMR-Spektrum von TWAB3
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Abbildung 130: 3!P-NMR-Spektrum von TWAB3
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Abbildung 132: 3'P-NMR-Spektrum von TWAAT
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Abbildung 133: 1H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAPO
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Abbildung 134: H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAP1
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Abbildung 135: H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAP2
Q ONa
o P~oNa
0,
RO
NaO \O N
Y
RN T T T
16 0 9‘.5 9‘ 0 8‘.5 8‘.0 7‘.5 7‘.0 é.S 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘45 4‘.0 3‘.5 3.0 2‘.5 2‘.0 1‘45 1‘.0 d.S d.O

f1 (ppm)

Abbildung 136: 1H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAP3
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Abbildung 137

1H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB1
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Abbildung 139: 3!P-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB1
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Abbildung 140: 1H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB2
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Abbildung 141: 3:P-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB2
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Abbildung 142: 1H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB3.
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Abbildung 143: 3:P-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAB3
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Abbildung 144: 'H-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAT
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Abbildung 145: 3!P-NMR-Spektrum vom Natrium-Salz von TWAAT

LIV



Appendix

i
. k
| ” ‘\H " [
| (T ‘\ [l \‘
M | | Iy I
| I Il Il s‘d\ 1A i
)\ ‘M,‘ Lw“ “v“\ ‘\,“‘ J U /N u,) \\ \ |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
) 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66
f1 (ppm)

Abbildung 146: 'H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAAPO
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Abbildung 147: 1H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAAP2
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Abbildung 148: H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAAP3
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Abbildung 149: 'H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAAP4
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Abbildung 150: *H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAB1
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Abbildung 151: 1H-NMR-Experimente zur Schaltung von TWAB2
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Abbildung 152: Isomerenverhaltnisbestimmung von TWAAPO.
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Abbildung 153: Isomerenverhéltnisbestimmung von TWAAP1.
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Abbildung 154: Isomerenverhiltnisbestimmung von TWAAP2.
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Abbildung 155:: Isomerenverhéltnisbestimmung von TWAAP3.
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Abbildung 156: Isomerenverhaltnisbestimmung von TWAAP4.
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Abbildung 157: Isomerenverhaltnisbestimmung von TWAB1.
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Abbildung 158: Isomerenverhiltnisbestimmung von TWAB2.
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Abbildung 160: MD-Simulation von AAP1. E-Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 161: MD-Simulation von AAP2. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 162: MD-Simulation von AAP3. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

LXIV



Appendix

Abbildung 163: MD-Simulation von AAPA4. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 164: MD-Simulation vom Arylazoacetylen. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 165: MD-Simulation von AB1. E-Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 166: MD-Simulation von AB2. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

LXV



Appendix

Abbildung 167: MD-Simulation von AB3. E- Konfiguration (links) und Z- Konfiguration (rechts)

Abbildung 168: MD-Simulation von TWAAPO. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)
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Abbildung 169: MD-Simulation von TWAAPL. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)

Abbildung 170: MD-Simulation von TWAAP2. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)
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Abbildung 171: MD-Simulation von TWAAP3. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer

Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)

Abbildung 172: MD-Simulation von TWAAPA4. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer

Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)
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Abbildung 173: MD-Simulation von TWAAT. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)

Abbildung 174: MD-Simulation von TWAB1. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)
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Abbildung 175: MD-Simulation von TWAB2. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten)

Abbildung 176: MD-Simulation von TWAB3. E- Konfiguration in einer Energiesenke (links oben), Z- Konfiguration in einer
Energiesenke (rechts oben), E- Konfiguration gestreckt zum maximalen Abstand (links unten) und Z- Konfiguration im mi-
nimalen Abstand (rechts unten
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DMSO-dg
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und andere (et alii)

Aquivalent

Kernlokalisationssignal (engl. nuclear localization sequence)

Protein-Protein-Interaktion

photostationarer Zustand (engl. photostationary state)
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Arylazopyrazol
Deuteriertes Chloroform
Chloroform

Clear1
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Kupferbromid
Kupferiodid
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2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon
N,N-Diisopropylethylamin
4-Dimethylaminophenol
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
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NaH Natriumhydrid
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Na SO, Natriumsulfat

NEt; Triethylamin

POCl; Phosphoroxychlorid
Taspasel Threonin Aspartase 1

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TCA

Trichloroacetonitril
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ESI-MS
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MD-Simulation
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SDS-PAGE
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Einheiten und Symbole

°C

g/mol
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Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin

Definition

Kupfer(l) katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition

Dinnschichtchromatographie

Elektrosprayionisation Massenspektrommetrie

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl. High Performance

Liquid Chromatography)

Isothermale Titrationskalorimetrie

Molekildynamik-Simulation

Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic reso-

nance)

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
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Zeitabghangige dichtefunktionaltheorie (engl. Time-dependent

density-functional theory)

Definition

Grad Celsius

Chemische Verschiebung

Gramm

Gramm pro Mol
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Hz

kDa

mbar

MHz

mM

mmol

m/z
uM

pmol

nm

ns

ppm

RT

min

uv

Hertz

Kupplungskonstante

Kilo-Dalton

Molaritat

Millibar

Megahertz

Millimolar

Millimol

Verhaltnis Masse zu Ladung
Mikromolar

Mikromol

Nanometer

Nanosekunden

parts per million

Raumtemperatur

Zeit

Stunde

Minute

Ultraviolett
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