
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201606425Photochemie Hot Paper
Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201606425

Lichtgesteuerte Kupplungsreaktionen im nahen Infrarot mittels
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Abstract: Wir berichten gber eine Nitrilimin-vermittelte Te-
trazol-En-Cycloaddition (NITEC) in Gegenwart von Photo-
nen-aufkonvertierenden Nanopartikeln (UCNPs) als eine ef-
fiziente Verkngpfungsmethode. Werden Pyren-Aryltetrazol-
Derivate (labs,max = 346 nm) in Gegenwart von UCNPs mit
Nahinfrarotlicht bei 974 nm bestrahlt, so wird das Tetrazol
rasch zu einem reaktiven Nitrilimin umgesetzt. In Gegenwart
einer elektronenarmen Doppelbindung reagiert das entstan-
dene Nitrilimin unter Umgebungsbedingungen quantitativ zu
einem Pyrazolin-Cycloaddukt. Die Kombination von NITEC
und UCNP wurde fgr Cycloadditionen kleiner Molekgle, Po-
lymer-Endgruppenumwandlungen und die Bildung von
Blockcopolymeren aus funktionalisierten Makromolekglen
genutzt. Da die Methode vielversprechend fgr In-vivo-An-
wendungen ist, wurden Gewebedurchdringungsexperimente in
Gegenwart von biologisch relevantem Biotin durchgefghrt.
Quantitative Cycloadditionen und die Aufrechterhaltung der
biologischen Aktivit-t des Biotins unter Bestrahlung bei
974 nm wurden beobachtet.

Lichtgesteuerte Reaktionen sind wichtige Verfahren in der
organischen Synthese, da sie eine orts-[1] und zeitaufgelçste[2]

Reaktionskontrolle ermçglichen. In der Literatur findet sich
eine große Zahl an funktionellen Gruppen, die lichtgesteu-
erte Reaktionen wie Eliminierung, Isomerisierung oder in-
terne elektronische Aktivierung eingehen kçnnen.[3] Idealer-

weise erfgllt eine solche Reaktion zudem die Bedingungen
einer Klick-Reaktion, wie iquimolarit-t, vollst-ndiger
Umsatz, selektive Produktbildung, kurze Reaktionszeiten,
Orthogonalit-t mit funktionellen Gruppen und milde Reak-
tionsbedingungen.[4] Solche Reaktionen werden „Photo-
klick“-Reaktionen genannt.[2, 5] W-hrend einige solcher Pho-
toklick-Reaktionen beschrieben wurden, bençtigen diese fast
ausschließlich UV-Licht zur Anregung. Bei der Verwendung
solch hochenergetischer Photonen kçnnen große Teile von
organischen, anorganischen und biologischen Substanzen
zersetzt und ungewollte Nebenreaktionen hervorgerufen
werden. Somit sind effiziente Photoreaktionen, die von
Photonen erheblich niedrigerer Energie gesteuert werden,
z. B. mit Wellenl-ngen im sichtbaren Bereich oder im nahen
Infrarot, von großem Interesse.[6] Dieser Wellenl-ngenbe-
reich ist fgr biologische In-vivo-Anwendungen von entschei-
dender Bedeutung, da die optische Durchl-ssigkeit des Ge-
webes in diesem Bereich grçßer ist, was ein insgesamt tieferes
Eindringen des Lichtes ermçglicht. Ein Photoklick-Molekgl,
das im Bereich der Polymerchemie,[7] der Oberfl-chenfunk-
tionalisierung[8] und der Biochemie[9] verwendet wird, ist das
Diaryltetrazol. Das Tetrazolmolekgl eliminiert nach Be-
strahlung mit Licht in einer schnellen Reaktion Stickstoff,
wodurch ein reaktives Nitrilimin als Zwischenprodukt ent-
steht, das in einer darauffolgenden Cycloaddition mit einem
Dipolarophil reagiert. Vor kurzem berichteten Blinco und
Mitarbeiter, dass durch das Anbinden eines Pyrenchromo-
phors am N-Arylrest des Tetrazolmolekgls die Wellenl-nge,
bei der die Nitrilimin-Bildung ausgelçst wird, erheblich rot-
verschoben werden kann.[10] Dabei wurden Blockcopolymere
mittels NITEC-Kupplung durch Bestrahlung mit einer LED
bei 410–420 nm hergestellt, was eine Verschiebung von 70 nm
im Vergleich zu bekannten Diaryltetrazolen darstellt. Dies
stellt gegenw-rtig die langwelligste Ein-Photonen-Anregung
einer NITEC-Reaktion dar. Erfolgreiche Zwei-Photonen-
Anregungen eines Naphthalin basierten Tetrazols mit einem
700-nm-Femtosekundenlaser wurden in der Literatur eben-
falls beschrieben.[11] Zwei-Photonen-Anregungen bençtigen
jedoch hochenergetische gepulste Laser (typische Pulsinten-
sit-ten: > 106 W cm@2)[12] und sind selbst bei Verwendung von
Femtosekundenlasern von geringer Effizienz. Zwei-Photo-
nen-Absorption findet nur im Fokus des Lasers statt. Da der
Femtosekundenlaser beim Durchdringen von Gewebe defo-
kussiert wird, ist die Methode der Zwei-Photonen-Absorp-
tion fgr Experimente in tieferen Gewebeschichten nicht
praktikabel.

Photonen-aufkonvertierende Nanopartikel (UCNPs)
wurden in jgngster Zeit als effiziente Vermittler von NIR-
induzierten Photoreaktionen wie Photolysen, Photoisomeri-
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sierungen oder Photopolymerisationen verwendet.[6b,13]

UCNPs bestehen aus einem Wirt-Kristallgitter (z. B. NaYF4,
LaF3, Y2O3), das mit Sensibilisator- (z. B. Yb3+) und Aktiva-
tor-Ionen (z. B. Er3+, Tm3+) dotiert ist. Bei Bestrahlung mit
einer NIR-Quelle absorbieren und gbertragen die Sensibili-
sator-Ionen NIR-Energie auf die Aktivator-Ionen, wodurch
Lumineszenz in mehreren Wellenl-ngen, etwa im UV, im
blauen, grgnen und roten Spektralbereich sowie im NIR,
abgestrahlt wird. Die fgr das Auslçsen von Photoreaktionen
bençtigte Lichtintensit-t bei der Verwendung von Photonen-
Aufkonvertierung (hundert bis einige hundert mW cm@2) liegt
mehrere Grçßenordnungen unter der fgr Zwei-Photonen-
Absorption bençtigten Intensit-t.[6b]

Hier stellen wir einen neuartigen Reaktionstyp vor,
n-mlich die UCNP-vermittelte lichtgesteuerte Kupplungsre-
aktion gber eine Kombination von UCNP und NITEC, aus-
gelçst durch eine Lichtquelle bei 974 nm (14 W). Unseres
Wissens stellt die hier beschriebene Methode das bisher ein-
zige Beispiel fgr eine lichtgesteuerte Kupplung unter Ver-
wendung einer NIR-Lichtquelle von derart großer Wellen-
l-nge dar. Da die verwendete Lichtquelle ein tiefes Eindrin-
gen in Gewebe ermçglicht, hat die vorgestellte Methode er-
hebliches Potenzial im Bereich der Biologie. Dargber hinaus
fluoresziert das gebildete Pyrazolin-Cycloaddukt im nahen

Infrarotbereich, was eine potenzielle theranostische Anwen-
dung durch In-vivo-Visualisierung/Verfolgung des verkngpf-
ten Molekgls ermçglicht. Wir haben unsere lichtgesteuerte
Kupplung unter Photonen-Aufkonvertierung auf die Ver-
kngpfung kleiner Molekgle, die Polymer-Endgruppenfunk-
tionalisierung und die Bildung von Blockcopolymeren aus-
gehend von funktionalisierten Polymerblçcken angewendet
(Schema 1). Um die Mçglichkeit einer In-vivo-Gewebe-
durchdringung zu zeigen, wurden des Weiteren lichtgesteu-
erte Kupplungsreaktionen unter Verwendung einer NIR-
Lichtquelle durchgefghrt, wobei organisches Gewebe zwi-
schen das Reaktionsgef-ß und die Lichtquelle platziert
wurde. Um die Bioorthogonalit-t der Kupplung unter Pho-
tonen-Aufkonvertierung zu belegen, wurden lichtgesteuerte
Kupplungsexperimente in Gegenwart eines Biotin-Derivats
unter Beibehaltung der biologischen Aktivit-t durchgefghrt.

Die Synthese und Anwendung der UCNPs und des Pyren-
Aryltetrazols wurden beide kgrzlich beschrieben.[6b, 10, 13,14]

Um eine effiziente NITEC-Reaktion zu ermçglichen, muss
eine ausreichende 3berlappung zwischen der Emission der
UCNPs und der Absorption des PAT gegeben sein, die zur
Bildung des Nitrilimins fghrt. Wie in Schema 1 gezeigt, ist
durch die Verwendung von Photonen-aufkonvertierenden
NaYF4 :TmYb@NaYF4-Nanopartikeln ein signifikanter

Schema 1. a) Die NIR-Licht-induzierte Kupplungsreaktion mittels UCNPs. Wahlweise wurde organisches Gewebe zwischen den Lichtstrahl und
das Reaktionsgef-ß gebracht, um die Mçglichkeit der Gewebedurchdringung durch NIR-Licht zu zeigen. b) Vergrçßerung des Emissionsspek-
trums der UCNPs im Bereich von 300–420 nm (schwarz), Absorptionsspektrum von PAT (rot) und transmissionselektronenmikroskopische Auf-
nahme der SCNPs. c) NIR-Licht-induzierte Kupplungsreaktionen zur Synthese des niedermolekularen Cycloaddukts 3, von endfunktionalisiertem
PCL B1 (ohne Gewebe) / B2 (mit Gewebe), Blockcopolymer C1 (ohne Gewebe) / C2 (mit Gewebe) und Biotin-funktionalisiertem PCL-b-PEG-Block-
copolymer F. Details siehe Abschnitt S2 und S5 in den Hintergrundinformationen.
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3berlapp im Wellenl-ngenbereich von 330–370 nm gegeben.
Zwar wurde fgr das PAT-Molekgl ein Wellenl-ngenbereich
von 410–420 nm fgr die lichtgesteuerte Cycloaddition be-
richtet, es l-sst sich aber auch im UV-Bereich aktivieren.
Daher hat der beobachtete 3berlappungsbereich das Poten-
zial fgr mit Nahinfrarotlicht gesteuerte NITEC-Systeme.

Zun-chst wurden Modellexperimente an den kleinen
Molekglen 1 (1.0 iquiv.) und 2 (1.1 iquiv.) durchgefghrt, um
das Konzept der lichtgesteuerten Kupplung unter Photonen-
Aufkonvertierung zu zeigen und die Effizienz der Reaktion
im Vergleich zu etablierten lichtgesteuerten NITEC-Kupp-
lungen zu bestimmen.[10, 15] Dazu wurde lichtresponsives PAT
1 und Hydroxy-funktionalisiertes Maleimid 2 in Acetonitril
(MeCN) in Gegenwart von UCNPs gelçst und bei 974 nm
bestrahlt (Schema 1). Die Kinetik der NITEC-Reaktion
wurde unter Beobachtung der Emission des gebildeten Py-
razols bei 570 nm mittels Fluoreszenzspektroskopie verfolgt
(siehe die Hintergrundinformationen, Abschnitt S3). Das re-
sultierende Produktgemisch wurde ohne weitere Aufreini-
gung mittels HPLC analysiert (Abbildung 1). Es wurde voll-

st-ndiger Umsatz von PAT 1 und alleinige Bildung des ge-
wgnschten Pyrazol-Cycloaddukts unter NIR-Bestrahlung
beobachtet. Lediglich sehr geringe Mengen an Nebenpro-
dukten wurden in der NIR-bestrahlten prim-ren Reaktions-
mischung nachgewiesen. Kurve (1) zeigt die Elution des Te-
trazols vor der Bestrahlung bei 9.2 min. Eine Verschiebung
der Elutionsbande zu 8.2 min wurde in Kurve (2) beobachtet,
was fgr die vollst-ndige Umwandlung der Tetrazolgruppe und
ausschließliche Bildung des gewgnschten Cycloaddukts
spricht. Kurve (3) zeigt das aufgereinigte, nach Literaturan-
gaben hergestellte[10] und als Referenz verwendete Cycload-
dukt 3. Die Struktur des gebildeten Pyrazolins 3 wurde durch
ESI-MS nachgewiesen (siehe Abschnitt S2). Die entspre-
chenden Kontrollexperimente in Abwesenheit der UCNPs
zeigten keines der gewgnschten Cycloaddukte (siehe die
Hintergrundinformationen, Abbildung S2).

Nach der erfolgreichen, lichtgesteuerten Kupplung klei-
ner Molekgle unter Photonen-Aufkonvertierung wurde das
Konzept auf die Umwandlung von Polymer-Endgruppen und
die Blockcopolymerbildung erweitert. Die NITEC-Reaktion
wurde in Gegenwart von Poly-e-caprolacton(PCL)- und Po-
lyethylenglykol(PEG)-Polymeren durchgefghrt, da beide
Polymere aufgrund ihrer Ungiftigkeit und Biovertr-glichkeit
von großer Bedeutung im Bereich der Biologie sind.[16]

In einem ersten Ansatz wurde eine PAT-initiierte PCL-
Polymerkette A1 fgr die Endgruppenumwandlung verwendet.
Das Tetrazol enthaltende Polymer (1.0 iquiv.) wurde in
Gegenwart des Maleimids 2 (1.5 iquiv.) in MeCN bei 974 nm
fgr 40 min bestrahlt (Schema 1). Es wurden sowohl Experi-
mente unter direkter Bestrahlung, B1, als auch unter Ab-
schirmung der Lichtquelle mit organischem Gewebe, B2,
durchgefghrt. Die Reaktionsgemische wurden mittels ESI-
MS untersucht (siehe Abbildung 2). Unter den verwendeten

Bedingungen konnte der vollst-ndige Umsatz von PAT-end-
funktionalisiertem Polymer und die alleinige Bildung der
Cycloaddukte B1,2 beobachtet werden. Fgr das Gewebe-
durchdringungsexperiment B2 wurde eine l-ngere Reakti-
onszeit (60 min) bençtigt, da die Bestrahlungsintensit-t durch
das Gewebe verringert wurde. Die Anwesenheit des Gewe-
bestgckes hatte jedoch keinen entscheidenden Einfluss auf
den letztendlich erreichten Umsatz und die bei der Kupplung
erhaltenen Produkte. Die Strukturen der modifizierten Po-
lymere B1,2 wurden durch 1H-NMR-Spektroskopie best-tigt
(siehe die Hintergrundinformationen, Abbildungen S4 und
S7). Interessanterweise kann die Fluoreszenz der mittels
NITEC gebildeten, Pyrazolin enthaltenden PCL-Polymere
vermutlich durch Infrarotstrahlung angeregt werden, solange
sich die UCNPs in unmittelbarer N-he befinden. Die Kom-
bination der Fluoreszenz des Cycloaddukts, die einen starken
Auslauf in die NIR-Region hinein zeigt, mit den UCNPs er-
mçglicht die Anregung und den Fluoreszenznachweis unter
alleiniger Verwendung von NIR-Licht.

Abbildung 2. Hochaufgelçste ESI-Massenspektren von PAT-endfunk-
tionalisiertem Poly-e-caprolacton (PCL) A1 und den Cycloaddukten B1

(ohne Gewebe) und B2 (mit Gewebe) im m/z-Bereich 1000–1750.
Kasten: Vergrçßerung des Isotopenmusters ffr A1 und B1,2. Siehe
Schema 1 ffr die Strukturen der gebildeten Cycloaddukte B1,2 und die
Reaktionsbedingungen; siehe die Hintergrundinformationen, Tabel-
le S2 ffr die exakten theoretischen und experimentell bestimmten
Massen der ausgew-hlten Polymermolekfle A1 und B1,2. Es ergibt sich
lediglich eine Signalverschiebung von ungef-hr 1 Da.

Abbildung 1. Normalisierte HPLC-Kurven von PAT 1 (1), prim-rer Re-
aktionsmischung von PAT 1, Hydroxy-funktionalisiertem Maleimid 2
und UCNPs, belichtet bei 974 nm in MeCN ffr 30 min (2) und Refe-
renzprobe des Cycloaddukts 3, nach Literaturangaben ohne UCNPs (3)
(vgl. Schema 1 ffr Details). THF/MeCN/H2O + 0.1% Trifluoressig-
s-ure wurde als Laufmittel verwendet; die Analyse erfolgte mit einem
220-nm-UV-Detektor.
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Als n-chstes wurde die mittels Photonen-Aufkonvertie-
rung vermittelte Polymer-Polymer-Verkngpfung untersucht.
PAT-funktionalisiertes PCL A2 (1.0 iquiv.) wurde in Ge-
genwart von Maleimid-funktionalisiertem PEG (1.5 iquiv.)
und UCNPs bei 974 nm fgr 60 min bestrahlt, um das PCL-b-
PEG-Blockcopolymer C1 zu erhalten (Schema 1). Um die
Unterschiede zwischen einem In-vitro- und einem In-vivo-
Experiment nachzustellen, wurde ein normales NIR-Be-
strahlungsexperiment (Cycloaddukt C1) und ein Gewebe-
durchdringungsexperiment (Cycloaddukt C2) durchgefghrt.
Die entsprechenden Reaktionsmischungen wurden mittels
Gelpermeationschromatographie (GPC) untersucht. In Ab-
bildung 3 ist der vollst-ndige Umsatz von Tetrazol-endfunk-

tionalisiertem PCL und die alleinige Bildung des Blockco-
polymers zu erkennen. Bei beiden Experimenten (C1 und C2)
ist eine signifikante Verschiebung zu niedrigeren Retenti-
onszeiten, in Verbindung mit einem kleiner werdenden Y, zu
beobachten. Die Strukturen der gebildeten Cycloaddukte
wurden mittels 1H-NMR-Spektroskopie best-tigt (siehe die
Hintergrundinformationen, Abbildungen S10 und S12).
Ebenso wie bei den Experimenten zur Endgruppenfunktio-
nalisierung waren bei den Gewebedurchdringungsexperi-
menten l-ngere Reaktionszeiten fgr einen vollst-ndigen
Umsatz notwendig. Die l-ngeren Reaktionszeiten fghrten
jedoch nicht zur Bildung von Nebenprodukten, z. B. aufgrund
der Zersetzung des gebildeten Cycloaddukts. Um die An-
wendbarkeit der lichtgesteuerten Kupplung unter Photonen-
Aufkonvertierung bei der Synthese von Blockcopolymeren zu
zeigen, die eine photolabile biologisch aktive Gruppe tragen,
wurde ein Biotin-endfunktionalisiertes Polymer verwendet.
PCL A2 wurde unter Umgebungsbedingungen bei 974 nm in
Gegenwart von UCNPs und einem difunktionalen Biotin/
Maleimid-PEG E fgr 60 min bestrahlt (Schema 1). Wiederum
wurde ein organisches Gewebe zwischen die Lichtquelle und
das Reaktionsgef-ß gebracht, um die Mçglichkeit der Ge-
webedurchdringung durch NIR-Licht zu zeigen. Die Um-
wandlung der PAT-Gruppe (lem = 431 nm) und Bildung des

Pyrazolin enthaltenden Blockcopolymers F (lem = 571 nm)
wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie aus der Reaktions-
mischung nach Entfernen der UCNPs nachgewiesen (Abbil-
dung 4). Vollst-ndiger Umsatz der PAT-Gruppe und Bildung
des gewgnschten Cycloaddukts wurden beobachtet. Die
Fluoreszenzbande des Tetrazolmolekgls (schwarz) ver-
schwindet, w-hrend eine neue, dem Cycloaddukt zugeord-
nete Bande erscheint (blau). Entscheidend ist auch, dass das
Biotin seine biologische Aktivit-t nach der lichtgesteuerten
Kupplung unter Photonen-Aufkonvertierung beibeh-lt, da
88% des Blockcopolymers F nichtkovalent an ein Avidin-
Protein binden (siehe die Hintergrundinformationen, Ab-
schnitt S5).

Zusammenfassend haben wir eine milde, effiziente und
schnelle lichtgesteuerte Kupplungsstrategie mit Bestrahlung
bei 974 nm pr-sentiert. Es wurde gezeigt, dass die Methode
sich fgr die Verkngpfung kleiner Molekgle, zur Polymer-
Endgruppenfunktionalisierung und zur Polymer-Polymer-
Verkngpfung eignet. Bei allen durchgefghrten Reaktionen
wurde die vollst-ndige Umwandlung der lichtaktiven Tetra-
zolgruppe beobachtet, was zur alleinigen Bildung des ge-
wgnschten Cycloaddukts ohne sichtbare Nebenreaktionen
fghrte. Zus-tzlich zeigen die gebildeten Cycloaddukte eine
starke Fluoreszenz, die bis ins nahe Infrarot reicht. Unser
Bericht beschreibt die erste NIR-Licht-induzierte Kupp-
lungsreaktion. Dies stellt eine neue Mçglichkeit der bioor-
thogonalen Markierung dar.
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