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I. Theoretischer Hintergrund

I. Theoretischer Hintergrund

1. Einleitung

Die Chemie der aromatischen Verbindungen erlebte in den 1970er-Jahren ein Comeback, das
sich seitdem kontinuierlich fortsetzt. Im Forschungsfeld der organischen Synthese widmeten
Forscher ihre Interessen den Verknipfungsreaktionen zwischen Halogenarylen und
Kohlenstoffatomen mit sp- und sp-hybridisierten Atomzentren, um selektiv C-C-Bindungen
herzustellen.!l Somit gelten die Kreuzkupplungsreaktionen als eines der beliebtesten
Hilfsmittel der modernen Synthesechemie und eignen sich zur Herstellung von
Pharmazeutika,? Agrarchemikalien,®! sowie Farbstoffen, sowohl in kleinem MaRstab fiir
Forschungszwecke als auch im TonnenmaRBstab fiir die Industrie.’! Unterschiedlich
substituierte Arylhalogenide zéhlen seitdem zu den bekanntesten Zwischenprodukten in der
synthetischen Chemie und dienen zur Herstellung sowohl einfacher Molekile als auch
komplexer Naturstoffe.[sl Ihre vergleichsweise einfache Synthese, hohe Stabilitit, sowie
vielfaltige Einsatzmoglichkeiten fuhrten zur raschen Verbreitung in der Industrie und in der
Forschung. Prominente Beispiele der industriellen und medizinischen Anwendungen als

Agrarchemikalien, Farbstoffe und Medikamente sind in Abbildung 1 dargestellt.

Anwendungsbeispiele ausgewahlter Halogenaryle als:

....................................................................................

Cl

OH OH O

DDT (1) Pitavastatin (5)
O Me_ Mo Me Et
Ph o cl HN N"oH
Me Z |
cl : e SN
Oxaziclomefon (2) E Eosin Y (4) E Hydroxychloroquin (6)

Abbildung 1: Strukturen relevanter Halogenaryle als: a) Agrarchemikalien: DDT (1), Oxaziclomefon (2); b) Farbstoffe:
Erythrosin B (3), Eosin Y (4); c) Medikamente: Pitavastatin (5) und Hydroxychloroquin (6).

Das seit den 1970er-Jahren verbotene Pestizid Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT, 1) wurde

weltweit als Kontakt- und FraRgift in der Agrarwirtschaft eingesetztl’l und das Herbizid
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I. Theoretischer Hintergrund

Oxaziclomefon (2) wird aktuell beim Reisanbau zur Bekampfung von Ungrasern und
Unkréutern eingesetzt (Abbildung 1a).! Das DDT (1) wurde dabei in solch hohem AusmaRi
verwendet, dass es noch heutzutage in der Atmosphére,! in Gewiassern,[% im Boden,™* in
Mikroorganismen!*? in Pflanzen*®l und schlieRlich in biologischem Weichgewebel*4!
nachweisbar ist.'1 DDT (1) zahlt somit zu der Gruppe der persistenten organischen Schadstoffe
(POP, engl. persistent organic pollutants).l'®! Dariiber hinaus wurde im Laufe der Zeit
festgestellt, dass bestimmte Metabolite von DDT (1) eine starke Hormonreaktion bei
Greifvogeln verursachten, sodass es zu erheblichen Bestandseinbriichen dieser Vogelart
kam.[!”l Angesichts der hohen Toxizitdt und potentiellen Kanzerogenitdt wurde die
Verwendung von DDT (1) durch das Stockholmer Ubereinkommen iiber POP vom 22. Mai
2004 weltweit verboten und darf nur als Zwischenprodukt in der synthetischen Chemie
verwendet werden.*l Das groRe Risiko firr biologische Organismen besteht dabei in einer
erhdhten Akkumulation dieses Stoffes in Fettgewebe, welche aus der hohen Lipophilie der
Halogensubstituenten resultiert (DDT (1)-logow = 6.36).12°! Als allgemeine Antwort auf die
unerwinschten Verénderungen der Umwelt, die durch Nutzung toxischer Chemikalien
zustande kamen, entstand Ende der 90er der Begriff der griinen Chemie.l?® Dieser bedeutet,
dass ausschlieBlich moderne Technologien, Synthesewege mit hoher Atomokonomie, sowie
Stoffe genutzt werden sollten, welche die Umwelt nicht gefahrden und den produzierten Abfall

minimal halten.

Aktuelle Anwendungsbeispiele aus der Lebensmittel- und Medizinindustrie zeigen, dass unsere
Gesellschaft als Verbraucher durch einen nachhaltigen und verantwortungsvollen Umgang mit
Halogenarylen weiterhin von dieser einzigartigen Stoffklasse profitieren kann. So werden
beispielsweise die Xanthenfarbstoffe Erythrosin B (3) und Eosin Y (4) als Farbemittel in der
Lebensmittelindustrie,** Medizin und Biologie?!! eingesetzt. Der unter der Bezeichnung E127
in der EU nach der EU-Verordnung Nr. 1129/2011 zugelassene rosarote Lebensmittelfarbstoff
Erythrosin B (3) wird zur Farbung von Cocktailkirschen und Bigarreaux-Kirschen
verwendet.??! Verdiinnte wassrige Eosin Y (4)-Ldsungen werden wiederum zum Férben von
Zellen in der Histologie wahrend der Hamatoxylin-Eosin-Farbung herangezogen, wobei
bestimmte Zellenbestandteile wie z.B. Zytoplasma rétlich angefarbt werden und somit eine
optische Untersuchung unter einem Lichtmikroskop erméglicht wird.[?3! Dank der ausgepragten
biologischen Aktivitaten der Halogenaryle nehmen sie dartiber hinaus eine besondere Stellung
in der Humanmedizin ein, wodurch sie aus unserem Alltag nicht mehr wegzudenken sind.[?4!
Das Medikament Pitavastatin (5) gehort zu der Wirkstoffgruppe der Statine!?> und wird zur

2



I. Theoretischer Hintergrund

Senkung der Cholersterin- und Triglyceridwerte bei Behandlung von Patienten mit erhéhtem
kardiovaskuliarem Risiko herangezogen.[?®! Dariiber hinaus gibt es zahlreiche Antibiotika, die
zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten eingesetzt werden, welche durch Bakterien, Pilze
und Viren verursacht werden und nach wie vor eine grofRe Gefahr fir die globale Gesundheit
darstellen. Das Hydroxychloroquin (6) wurde erfolgreich zur Bekdmpfung von Malaria
eingesetzt und stand 2020 als Medikament zur Behandlung von SARS-CoV-2-Infektionen zur
Debatte.[?"]

Neben den bedeutsamsten Einsdtzen verschiedener Arylhalogenide im Feld der
Kreuzkopplungen erfuhr in den letzten Jahren die Chemie der hypervalenten A3-lodane mit den
allgemeinen Strukturformeln 10 und 11 einen starken Entwicklungsschub (Abbildung 2,
mittig).!?®! Diese besonders milden Oxidationsmittel weckten rasch die Interessen der Forscher
im Bereich der organischen Synthesechemie.?®l Die Reaktivitat sowie Bindungsverhaltnisse
der hypervalenten A3-lodane werden anhand der Molekiilorbitaltheorie (MO-Theorie) als
3-Zentren-4-Elektronen-Bindung (3c-4e) beschrieben, wobei die charakteristische T-férmige
Geometrie der A3-lodane 7-14 durch eine sp*d-Hybridisierung des lodatoms bedingt ist.*]

a) Lineare lodane Lineare A3-lodarene ' b) Cyclische lodane
Cl—I—Cl '
& ' Cl—|—0
L—I—L E 0
) X
Willgerodt-Reagenz (7) R—-—
F 12
AcO—I|—OAc 10 FsC—I o

PIDA (8)

: \ 3 Togni-Reagenz 11 (13)
HO—I—0Ts : ==, F——o0
' X Me
RT/ Me
Koser-Reagenz (9) E 1 14

Abbildung 2: Strukturen ausgewahlter A3-lodane: a) lineare lodane 7-9; b) cyclische lodane 12-14 und deren allgemeine
Strukturen 10 und 11.

Nachdem Willgerodt et al. 1885 erstmals tber die Verbindung lodbenzoldichlorid (7)
berichtete, entstand anschlieBend eine Vielfalt ahnlicher Verbindungen, wobei das
Diacetoxyiodbenzol (8, PIDA) und Koser-Reagenz (9) die wahrscheinlich prominentesten
Beispiele sind (Abbildung 2a). PIDA 8 wird bevorzugt als ein mildes und selektives
Oxidationsmittel verwendet® und das Koser-Reagenz (9) wird beispielsweise fiir
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I. Theoretischer Hintergrund

a-Oxygenierungsreaktionen von Carbonylverbindungen®? oder Ditosylierungen von Alkenen
und Alkinen angewandt.[** Im Gegensatz zu den hochreaktiven und in der Handhabung sowie
Herstellung anspruchsvollen linearen lodanen 7-9 stellen die spater entwickelten cyclischen
hypervalenten lodverbindungen (12-14, Abbildung 2b) mit der allgemeinen Struktur 11 eine
weiterentwickelte Generation der A3-lodane dar, wobei diese eine héhere chemische Stabilitat
und somit leichtere Handhabung aufweisen.* Das chlorsubstituierte lodreagenz 12 erwies sich
als ein praktisches und effizientes Chlorierungsmittel.*° Das Togni-Reagenz (13) der zweiten
Generation gilt als leicht handhabbares und luftstabiles Trifluoromethylierungsreagenz und
eignet sich unter anderem fir p-C-H-Funktionalisierung von Phenylamino- und Acetamido-
substituierten Paracyclophan-Derivaten,® zur Herstellung von Trifluormethylether ausgehend
von Alkoholen,B7 sowie zu Additionen einer CFs-Gruppe an terminale Olefine.[*®l Das ebenso
gegeniiber Luft und Feuchtigkeit stabile A3-F-lodan 14 eignet sich dariiber hinaus als
Fluorierungsreagenz in elektrophilen Fluorierungsreaktionen.®! Forscher erkannten somit
rasch das groRe Potential der hypervalenten lod-Reagenzien, da sie eine dhnliche Reaktivitét
wie die den toxischen und instabilen Ubergangsmetallreagenzien (Hg(I1)-, TI(11)- und Pb(IV)-
Derivaten) aufweisen®l Im Gegensatz dazu sind hypervalente lodverbindungen
umweltfreundlicher, leichter handzuhaben und effizienter.[*] Mittels hypervalenter
Halogenaromaten lassen sich aufler C-C-Bindungen auch C-X (X = N, O, S)-Bindungen
herstellen, sowie aufwendigere chemische Reaktionen, wie beispielsweise elektrochemische

Fluorierungen, %21 und asymmetrische a-Oxygenierungen durchfiihren.[#2 431

Trotz des enormen Fortschrittes und somit stets wachsenden Verstandnisses zur Entwicklung
neuer Synthesemethoden sowie Strukturklassen in der organischen Synthesechemie besteht die
Notwendigkeit diese weiter zu erforschen und zu optimieren. Die Entwicklung nachhaltiger
Synthesesequenzen spielt in der modernen Forschung und bei der Entstehung neuer
Produktionsverfahren eine immer wichtigere Rolle, da unsere Ressourcen und damit
verbundene Rohstoffe nicht unendlich sind und deshalb rational und effizient eingesetzt werden
missen. Obwohl der Einsatz bestimmter aromatischer Verbindungen einige Gefahren und
Schwierigkeiten mit sich bringt, wie am Beispiel des Einsatzes der Agrarchemikalie DDT (1)
verdeutlicht wurde, finden Arylhalogenide aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften
weiterhin Anwendung in Bereichen der Forschung und Entwicklung,“! der pharmazeutischen
Industrie,*®! der Agrarchemiel® und der Medizin.[*! Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung 3a
dargestellt, wobei es sich hier um das Prinzip einer direkten, elektrochemischen
Fluorierungsreaktion mittels des A3-F-lodanes 14 handelt, welches durch eine in-situ Oxidation
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I. Theoretischer Hintergrund

des Aryliodids 15 an einer Pt-Anode hergestellt wurde.[?® 44l Dijese elektrochemische
Umsetzung zeichnet sich durch eine hohe Atomdkonomie sowie einen umweltfreundlichen
Umgang mit Ressourcen aus.[?1 Dies verdeutlicht die Wichtigkeit zur weiteren Erforschung
neuer elektrochemischer und katalytischer Einséatze hypervalenter lodverbindungen, da solche
Umsetzungen sonst oft mit Anwendung Uberschiissiger Reagenzien und komplexer
Synthesesequenzen verbunden sind. Ein weiteres Beispiel flr eine sinnvolle Anwendung von
Arylhalogeniden ist in Abbildung 3b dargestellt. Das lodaryl 16 (Gastrografin®, Fa.
Bayer Vital) wird in der diagnostischen Computertomographie (CT) bei in-vivo
Routineuntersuchungen des Urin- und Magen-Darm-Trakts bei Menschen als
Kontrastmittel (KM) eingesetzt.[*” Der hohe Anteil an Halogenatomen bei KM 16 garantiert
dabei eine hohe Rontgenstrahlabsorption und die chemische Stabilitat der Halogen-Aryl-

Bindung sorgt fiir eine geringe Toxizitat.*]

a) Elektrosynthese der A3-F-lodane b) Kontrastmittel fiir CT

23-F-lodan 14 :
! ) ®

Substrat

S :
! AcHN NHAc

2k | :

Pt-Anode
0}

Fluoriertes

» Produki  :  Gastrografin® 16 () 2 CT aktiv

Abbildung 3: Moderne Anwendungen der Arylhalogenide 15-16 als: a) Mediator in einer elektrochemischen

Fluorierungsreaktion durch eine in-situ Oxidation von p-lodtoluol (15) an einer Pt-Anode; b) in-vivo CT-KM Gastrografin®

(16).

Aus diesen Grunden beschaftigt sich diese Arbeit mit der Entwicklung neuer Kontrastmittel fir
CT zur Untersuchung von Weichgewebe auf Basis von halogenierten Farbstoffen sowie der
Entwicklung neuer  Verfahren fur elektrochemische A3-F-lodan-vermittelte
Fluorierungsreaktionen, welche sich durch eine hohe Atomdkonomie sowie einen

umweltfreundlichen Umgang mit Ressourcen auszeichnen.
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2. Kenntnisstand

2.1. Kontrastmittelbasierte Computertomographie (CT)

Als G. N. Hounsfield in den 1970er-Jahren den ersten medizinischen CT-Scan durchfihrte,
konnte er nicht erahnen, dass er bereits sieben Jahre spater fur seinen Beitrag zur Erforschung
der medizinischen Bildgebungsverfahren mit einem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin
ausgezeichnet wird.[**1 Der erste medizinische CT-Scanner®! der Firma EMI Central Research
Laboratories wurde im Atkinson Morley Hospital in Wimbledon, England, installiert, wobei
der erste medizinische CT-Scan das menschliche Gehirn darstellte.’* Trotz der geringen
Auflésung weckte dieses innovative und zerstérungsfreie bildgebende Verfahren das Interesse
der Forscher und Mediziner auf der ganzen Welt.5?1 Die moderne Definition von CT beschreibt
eine rontgenbasierte Technik zur rechnergestitzten Bearbeitung (Uberlagerungsfreier
Schnittbilder, wobei die Bilderfassung, die Rekonstruktion, die Visualisierung sowie die
Quantifizierung der Datensitze in Einzelschritten erfolgen.®! Mittlerweile zdhlt CT zu den

wichtigsten zerstérungsfreien bildgebenden Verfahren in der Medizintechnik (Diagramm 1).54

c 7.000.000 MRT
©  6.000.000 CT
5 —e—USG
S 5.000.000
>
n
5 4.000.000
1=
- 3.000.000
[y
[
= 2.000.000 . — o+ —o—
[o] -~ o
N 1000000 e—e—— " e
£ 100 i .
o -

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Jahr

Diagramm 1: Anzahl an durchgefiihrten Untersuchungen im Feld der bildgebenden Diagnostik (MRT, CT und USG) in
deutschen Krankenh&usern in den Jahren 2005-2019.

CT stellt laut der Deutschen Gesundheitsberichterstattung neben der Magnet-Resonanz-
Tomographie (MRT) und der Ultraschalluntersuchung (USG) als nicht-optisches, nicht
invasives Verfahren eine der am 6ftesten durchgefuhrten bildgebenden Methoden in deutschen
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I. Theoretischer Hintergrund

Krankenh&usern in den Jahren 2005-2019 dar. Die Anzahl an durchgefihrten CT-
Untersuchungen ist im Vergleich zu MRT und USG am stérksten iber die Jahre angestiegen,
wobei MRT und USG ein Plateau erreichten. Zu den wichtigsten VVorteilen der modernen CT-
Analyse gehoren eine schnelle Durchfiihrung und eine einfache Auswertung der Ergebnisse in
Form zweidimensionaler Bilder, welche Informationen (iber die dreidimensionale Morphologie
des untersuchten Objekts beinhalten.™®! Als zerstérungsfreie Methode liefert CT somit prézise,
dreidimensionale Informationen unter Verwendung harmloser Réntgenstrahlendosen, was zu

ihrer raschen Verbreitung in der medizinischen in- und ex-vivo Diagnostik fiihrte.[56]

Bei ex-vivo Untersuchungen von Weichgewebe stellt CT ein alternatives, nicht invasives
Bildgebungsverfahren zur klassischen Histologie dar, wobei es eine detailgetreue Darstellung
der Probe erlaubt und wichtige dreidimensionale Volumeninformationen liefert.>”! Anders als
bei herkdmmlichen CT-Anlagen, sind bei der uCT die Rontgenquelle (A) und der Detektor (C)
ortsfest, wobei die Probe (B) mit einer konstanten Geschwindigkeit rotiert wird, um eine hohe
Homogenitat der CT-Schnittbilder zu gewéhrleisten (Abbildung 4).°8]

A | X-ray-Quelle Verstarker | D
‘ E |Probentrager
F Computer
(Steuerung + )

® = Rodntgenstrahlenquelle
iz = Rontgenstrahlen (A = 0.01 bis 10 nm)

= Analoges Videosignal; Rohdaten fiir Computeranalyse
== = Anweisungen an CT-Gerat

Abbildung 4: Vereinfachter Aufbau eines pCT-Scanners: A: Rontgenstrahlenquelle (Bsp. Mikrofokusrdntgenréhre,
Synchrotron); B: rotierende Probe; C: CCD-Sensor; D: Verstarker; E: Probentrager; F: Computereinheit.

Dabei passieren die Rontgenstrahlen die Probe (B) unmittelbar nach der Entstehung, wobei sie

durch die meist inhomogene Zusammensetzung der Probe unterschiedlich abgeschwécht
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I. Theoretischer Hintergrund

werden. Die abgeschwéchten Strahlen gelangen dann zum Detektor (CCD, engl. charge-
coupled device, C) und werden anschlieBend mittels Verstarker (D) zu einem analogen
Videosignal verarbeitet. Diese Rohdaten werden am Ende durch eine Computereinheit (F) in
einem komplexen mathematischen Verfahren zu einer Bild- bzw. Volumenrekonstruktion
verarbeitet. Das Entstehen von mehreren zweidimensionalen Absorptionsprofilen erlaubt eine
Unterscheidung zwischen Bereichen mit schwacher und starker Rontgenabsorption. Dies ist
gleichzeitig der Hauptunterschied zu den standardisierten radiologischen Verfahren, bei denen
verschiedene Absorptionsbereiche innerhalb einer Probe letztendlich auf einem Bild gleich
dargestellt werden. Im Gegensatz zu klinischen Computertomographen enthalten die auch in
der ex-vivo Histologie verwendeten uCT-Systeme eine Mikrofokusrontgenréhre oder eine
Synchrotronstrahlung als Rontgenstrahlenquelle (A). Konventionelle Rontgenréhren werden
aufgrund der zu hohen FokusgroRe nicht verwendet werden, was in einer deutlich verbesserten
Auflésung der uCT-Scanner resultiert. Wahrend medizinische CT-Scanner Schnittbilder mit
einer Auflosung im Millimeterbereich liefern, kénnen die pCT-Scanner eine deutlich hohere
Auflésung im Mikrometerbereich erreichen.’®! Heutzutage wird uCT im Medizinbereich
routinemaRig fur Untersuchungen von Implantaten® sowie Knochen-[9 und
Knorpelgewebel®!! herangezogen, wobei zuverldssige Analysen von biologischem
Weichgewebe meist nur unter Verwendung von Kontrastmitteln (KM) méglich sind.%2 Auch
im nicht-medizinischen Bereich findet uCT eine breite Anwendung.®l So wird sie zur
Untersuchung von morphologischen Merkmalen von diversen Werkstoffen sowie Werkzeugen

wie z.B.: Porositat,[4 Dichtel® und PartikelgroRel®®! verwendet.

Wegen ihrer hohen Dichte und einem hohen Anteil an Calcium weisen Knochen im
Allgemeinen einen hohen Rontgenabsorptionskoeffizienten p auf (Gleichung 1) und kénnen
somit problemlos mittels rontgenbasierter CT abgebildet werden. Neben der Dichte fuhrt eine
hohe Ordnungszahl Z der Atome, aus denen die Probe besteht, zur Erhéhung des
Rontgenabsorptionskoeffizienten u um den Faktor = Z* Im Gegensatz dazu, besitzt das
Weichgewebe weder schwere Elemente (Hauptbestandteile: C, H, N, S) noch eine hohe Dichte

und zeigt deswegen einen niedrigen Rontgenabsorptionskoeffizienten p (Gleichung 1).
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_pzt
e
M = Absorptionskoeffizient A = Atommasse
p = Dichte E = Energie der Rontgenstrahlen

Z = Ordnungszahl

Gleichung 1: Zusammenhang des Rontgenabsorptionskoeffizienten u von: Dichte p, Ordnungszahl Z, Atommasse A und
Energie der Rontgenstrahlen E.

Die Fahigkeit eines Stoffes Rontgenstrahlen zu absorbieren, wird in Hounsfield-Einheit
ausgedriickt (HU, engl. Hounsfield unit).[5%°] Auf der HU-Skala markiert das Wasser den
Nullpunkt mit 0 HU und die Luft den Tiefpunkt mit —1000 HU, wobei Weichgewebe auf der
Skala zwischen 30 und 100 HU liegt.[* Tabelle 1 ist eine Ubersicht der typischen Werte auf
der HU-Skala fir Weichgewebe zu entnehmen.!®”l Eine Unterscheidung zwischen diversen
Gewebetypen auf der HU-Skala ist ab 30 HU mdglich, wobei die Werte von unterschiedlichen
Gewebearten im menschlichen Korper oft keine Unterscheidung ermdglichen, weil sie in einem
ahnlichen Bereich auf der HU-Skala zu finden sind. Eine Ausnahme bilden Knochen mit 1000
HU, welche wegen ihrer hohen Dichte und des hohen Ca-Anteils eine starke Abschwéchung

der Rontgenstrahlen ermdglichen.

Tabelle 1: Ubersicht Gber die Fahigkeit verschiedener Gewebearten Réntgenstrahlung zu absorbieren.

Gewebeart HU-Wert
Lunge —500 bis —900
Fett —80 bis —120
Niere 25 bis 40
Pankreas 30 bis 50
Muskel 40 bis 50
Leber 50 bis 65
Blut 50 bis 60
Knochen 40 bis 1000

Aus diesem Grund ist eine Untersuchung von Weichgewebe jeglicher Art mittels CT immer
mit dem Einsatz eines KM verbunden, welches eine Abschwéchung der Rontgenstrahlen im

Vergleich zur Umgebung der Probe wihrend der CT-Messung ermdglicht.®8l Dies fiihrt
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schlieBlich dazu, dass der Detektor zwischen den Bereichen unterschiedliche Werte fur die
Abschwéachung der RoOntgenstrahlen nach dem Passieren der Probe registriert. Nach der
anschlieBenden Bildrekonstruktion am Computer, entstehen optische Unterschiede zwischen
den Bereichen mit und ohne KM, welche anschliefend mit bloBem Auge analysiert werden
konnen. Die Suche nach geeigneten Substanzen, die als KM dienen kénnen, ist oft schwierig,
weil aufgrund der geringen Sensitivitdt der CT groBe Mengen an KM nétig sind, um ein
auswertbares Bild zu erhalten.[®® Wahrend bei der Entwicklung innovativer ex-vivo KM eine
hohe Anzahl an Atomen mit hohen Ordnungszahlen am wichtigsten ist, stellt bei der Suche
nach neuen in-vivo KM die Toxizitdt den entscheidenden Parameter dar.["® Im Allgemeinen
missen CT-KM eine ausgepragte Bindungsaffinitdat zu diversen Arten von biologischem
Weichgewebe aufweisen, um eine homogene Verteilung des KM innerhalb der Proben zu
garantieren.’*) Osmium(V111)-tetroxid gehért zu den meistuntersuchten ex-vivo KM fiir
UCT.I"2 Die hohe Energie der K-Schale des Osmiums (73.9 keV) verbunden mit dessen hoher
Atomzahl (Z = 76) sowie die exzellente Bindungsaffinitdt zum Weichgewebe macht diese
Verbindung zum Férbemittel der Wahl, da der resultierende Kontrast hoch ist und die
erhaltenen CT-Bilder eine hohe Auflésung aufweisen. Zu den Nachteilen von OsO4 als KM
gehoren vor allem die hohe Toxizitat und die dadurch erschwerte Handhabung.[”®! Alternativ
wird oft PTA (Wolframatophosphorsdure, engl. phosphotungstic acid) als ex-vivo-KM fur
Weichgewebe verwendet. Die hohe Ordnungszahl des Wolframs (Z = 74) und die hohe
Molmasse (2880.2 g/mol) fiihren zu einer starken Erhéhung der Rontgenabsorption, sodass
bereits bei geringen Konzentrationen von PTA eine erfolgreiche pCT-Untersuchung von
Weichgewebe méglich ist.”! Die Limitierung von PTA liegt in der sehr langsamen Penetration
des Weichgewebes, sodass die Proben meist nur bis zu wenigen Millimetern unter der
Oberflache gefarbt sind. Dartber hinaus sind als uCT-KM waéssrige und alkoholische
lodlésungen weit verbreitet.[’" Sie sind vergleichsweise einfach in der Handhabung und nicht
toxisch. Metscher et al. zeigte in seiner Studie, dass lodlésungen unabhéngig von verwendeten
Fixativen zum Farben von Weichgewebe jeglicher Art geeignet sind.[? Sie durchdringen die
Probe tief und garantieren einen scharfen und hohen Kontrast. Der Nachteil von lodlésungen
ist die Gefahr einer Uberfarbung, weil die Penetration oft zu schnell und zu stark und somit
unkontrollierbar ablauft. Eines haben PTA- und lod-basierte KM allerdings gemeinsam: ihre
hohe Osmolalitét verursacht im Farbeprozess ein signifikantes Schrumpfen des Weichgewebes,
was wiederum zu Fehlern in der Interpretation der CT-Bilder fiihren kann.["4l Busse et al. zeigte

2018, dass der Xanthenfarbstoff Eosin Y (4) hervorragend als ein Zytoplasma-spezifisches ex-
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vivo KM zur Untersuchung von Nierengewebe mittels uCT angewandt werden kann
(Abbildung 5).I"!

MicroCT data

3) CT-Analyse

¥

2) Farbung
Eosin Y (4)-
Lésung

E

1) Fixierung
Formaldehyd-
AcOH-Ldsung

——

Gewebeprobe
(unbehandelt)

Abbildung 5: Die CT-Analyse der Mausniere in drei Schritten nach Busse et al.[”®l: 1) unbehandelte Gewebeprobe wird mittels
Formaldehyd-Essigsaure-Losung fixiert, 2) mit gesattigter Eosin Y-Farbelésung (4, ¢ = 300 mg-mL™) behandelt und
anschlieRend 3) mittels CT analysiert, A) ganzes Nieren-Organ, B) 3D-uCT-Ausschnitt nach Busse et al.["]

Der Erfolg des Féarbeprotokolls nach Busse et al. mittels Eosin Y (4) als KM basiert auf einer
ionischen Bindung zu N-haltigen Seitenketten der Cytoplasma-Proteine (Abbildung 6). In
diesem zweistufigen Farbeprotokoll wird die unbehandelte Gewebeprobe zuerst einem
Fixierungsprozess unterzogen, dann mit der konzentrierten Eosin Y (4) Farbeldsung behandelt
und anschlieRend mittels CT analysiert. Ausschlaggebend war die Zugabe von Essigsaure, was
zur Protonierung der basischen Gruppen der Proteinseitenketten im fixierten Gewebe flhrte
und so die gleichméaRige Verteilung des KM 4 ermdglichte. Das ionisch gebundene KM fiihrte
schlielRlich zur Erhéhung des resultierenden Kontrastes und erméglichte so eine Visualisierung
der Gewebeproben mittels HCT. Um einen ausreichenden Kontrast zu erzielen, musste der
Féarbeschritt allerdings mit hohen Konzentrationen an KM 4 (¢ = 300 mg-mL ') angewandt
werden, wobei es sich hier um die maximale Wasserloslichkeit von Eosin Y (4) handelt.[’)
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Gewebeprobe 1) Fixierung & Anséuerung 2) Farbung
(unbehandelt)

o 5 0 @ !
N NH, LN NH; )
Peptid 0 4 N, Peptid 0 4 (;)lH3 5 Peptid o @

Abbildung 6: Das Farbeprotokoll fiir Weichgewebeproben in zwei Schritten: 1) Fixierung und Ansduerung des Gewebes
mittels Formaldehyd-Essigsdure-Lésung. Durch den Zusatz von Essigséure werden die Seitenketten der Cytoplasma-Proteine
protoniert, wodurch eine ionische Bindung zu Eosin Y (4) Molekilen ermdglicht wird, 2) Farbung mit Cytoplasma-
spezifischem Kontrastmittel Eosin Y (4).[]

Aufgrund der Gberwiegenden Massenanteile an Brom (42%) besitzt Eosin Y (4) die richtigen
Eigenschaften eines organischen Molekils, um als KM fiir rontgenbasierte CT Anwendung zu
finden. Der Grund hierfr ist die Erhdhung des Rontgenabsorptionskoeffizienten p, welcher
direkt proportional zur Ordnungszahl Z ist (Gleichung 1). Die in Hinblick auf die
Hauptbestandteile (Zn = 1, Zc = 6, Zn = 7, Zo = 8 Zs = 16) des biologischen Weichgewebes
vergleichsweise hohe Atomzahl des Broms (Zsr = 35) erhoht die Absorption der
Rontgenstrahlung und somit den CT-Kontrast deutlich. Auf der HU-Skala werden damit
Unterschiede zwischen der untersuchten Gewebeprobe und der Umgebung von deutlich mehr
als 30 HU erzielt (Tabelle 1). Eosin Y (4) gehort zur Klasse der ionischen, monomeren KM. Es
ist auRerdem nicht toxisch und besitzt keine biologische Aktivitét.l’8! Die Wechselwirkungen
mit diversen Gewebearten sind ausschlieBlich ionischer Natur, weswegen es zu keinen
morphologischen Verénderungen des untersuchten Gewebes bei der Farbung mit Eosin Y (4)
kommt. Die Anwesenheit einer freien Carbonsaure ermdglicht eine ionische Wechselwirkung
mit den Seitenketten der Proteine und somit eine homogene Verteilung des KM innerhalb der
Probe. Die erwiinschte Kompatibilitadt zur klassischen Histologie ist ebenfalls gegeben, da
Eosin Y (4) bereits als géngiger Farbstoff bei der Vorbereitung von Dauerpréparaten in der

Histologie verwendet wird.
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2.2. 23-F-lodan-vermittelte elektrochemische Fluorierungsreaktionen

Die Entwicklung nachhaltiger Syntheseverfahren spielt in der modernen Forschung und bei der
Entstehung neuer Produktionsverfahren eine immer wichtigere Rolle. A3-F-lodan-vermittelte
Reaktionen liefern dabei moderne Synthesewerkzeuge zu selektiven und katalytischen
Umsetzungen, die sonst oft mit der Anwendung von Reagenzien in uberstochiometrischen
Mengen und komplexen Synthesesequenzen verbunden sind. Anhand von ausgewéhlten
Beispielen elektrochemischer und katalytischer Einsédtze hypervalenter lodverbindungen soll

deren stets steigende Bedeutung in der organischen Synthese verdeutlich werden.

Die Geschichte der Elektrochemie reicht bis ins 18te Jahrhundert zuriick, als der Physiker
Alessandro Volta die erste Batterie entwickelte, welche einen konstanten elektrischen Strom
produziert hat.[’”" Die ersten erfolgreichen Experimente zur Anwendung dieses Prinzips in der
organischen Synthese erfolgten im selben Jahrhundert durch Faraday et al., der durch seine
Studien entdeckte, dass wéhrend der Elektrolyse von Natriumacetat Ethan gebildet wird.[”®]
Basierend auf seiner Entdeckung entstand in den darauffolgenden Jahrzehnten die moderne
organische Elektrosynthese, welche die Synthese und Umwandlung von organischen
Molekiilen mithilfe elektrischen Stroms ermdglichte.[”®] Durch die Arbeiten von Kolbe et al.
und Baizer et al. bei der Firma Monsanto in den 1960er-Jahren gewann die organische
Elektrosynthese an Bedeutung fiir die chemische Industrie.®! Organische Elektrosynthese ist
stets mit einer heterogenen Aktivierung organischer Molekile an der Oberflache einer
Elektrode verbunden, wobei entweder aus den HOMO-Orbitalen (engl. highest occupied
molecular orbital) Elektronen entzogen werden (Oxidation) oder Elektronen in die LUMO-
Orbitale (engl. lowest unoccupied molecular orbital) hinzugefugt werden (Reduktion). Diese
Prozesse konnen durch eine Veranderung der Stromstdrke kontrolliert werden, wobei sie
meistens parallel zueinander ablaufen. Dies fuhrt oft zu konkurrierenden Redoxreaktionen und
somit zu weniger selektiven Umsetzungen. Allerdings ist die elektrochemische Synthese
angesichts der hohen Atomokonomie sowie des umweltfreundlichen Umgangs mit Ressourcen
unter den modernen Synthesemethoden unschlagbar und sollte mit groRBer Achtsamkeit
weiterentwickelt und optimiert werden. Auf dem Gebiet der elektrochemischen Generierung
hypervalenter A3-F-lodane gehoren Herausforderungen, wie die Wahl der richtigen
Reaktionsbedingungen, z.B. das Losungsmittel, Konzentrationen der angesetzten Stoffe sowie
Elektrolyte, der pH-Wert, die Stromstarke und die Reaktionstemperatur, bei der Entwicklung

neuer elektrochemischer Synthesesequenzen zum Alltag. Daruber hinaus spielt der Aufbau und
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die Geometrie der elektrolytischen Zelle, das Material aus dem die Elektroden (Kathode, Anode
und Referenzelektrode) aufgebaut sind und letztendlich der verwendete Elektrolyt eine groRe
Rolle. A3-F-lodan-vermittelte elektrochemische Fluorierungen haben ihren Ursprung in den
1990er-Jahren. Die Pionierarbeiten von Fuchigami et al. legten die Grundlagen fir
elektrochemische Generierungen der A3-F-lodane 18a-18d unter potentiostatischen
Bedingungen (Schema 1a).*? Die Studie lieferte erste Erkenntnisse iiber die anodische
Oxidation der Aryliodide 17a-17d in Anwesenheit der HF-Quelle EtsN-3HF-Komplex.

a) Elektrosynthese der A3-F-lodane : b) Setup A - geteilte Zelle
' Setup A F—I—F f Pt-Anode Pt-Kathode
Et;N-3HF/MeCN :
_——
19-23V U = const.
(vs. Ag/AgCl)
R c Py
o [0)
= g
17a:R=H 18a: R = H (0%) © =
17b: R = Me 18b: R = Me (0%) 3 e
17c: R = OMe +
18c: R = OMe [m/e 287 (M™)]
17d: R =NO; Membran

18d: R = NO, (53%)

................................................................................................

c) Unerwiinschte Nebenreaktionen

F : '
I i
: + nicht identifizierbare
' Nebenprodukte
19 I P20

F

Schema 1: a) Elektrosynthese der A3-F-lodane 18a-18d in Anwesenheit von EtsN-3HF, b) Setup A — geteilte Zelle mit
Membran und SSCE-Referenzelektrode (Ag-RE), c) Unerwiinschte Nebenreaktionen: Bildung des lodoniumsalzes 19 und

Fluorierung der Methylgruppe 20.

Die Autoren untersuchten dabei den elektronischen Einfluss der Substituenten in der p-Position
der Aryliodide 17a-17d, wobei eine Isolierung des difluorierten Produktes nur im Fall des
elektronenarmen p-lodnitrobenzols (18d) mdglich war. Bei lodbenzol (17a) wurde eine
Bildung des Diaryliodoniums 19 beobachtet und bei p-lodtoluol (17b) fand eine unerwiinschte
Fluorierung der Methylgruppe zum Produkt 20 statt, wobei die Reaktion insgesamt zu einem
Gemisch von unidentifizierbaren Produkten stattfand (Schema 1c). Im Gegensatz dazu konnte
die hypervalente Spezies 18c lediglich mittels Massenspektrometrie in der Reaktionslosung
nachgewiesen werden. Fur die Umsetzungen der Aryliodide 17a-17d wurde das Prinzip der
geteilten, elektrochemischen Zelle verwendet, bei welcher Kathoden- und Anodenraum durch
eine Anionenaustauschmembran voneinander getrennt werden (Schema 1b). Dadurch konnte
die unerwiinschte Reduktion der in-situ gebildeten A3-F-lodane an der Pt-Kathode verhindert

werden. AnschlieBend wechselten die Autoren zum Prinzip der ungeteilten Zelle, bei welchem
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sich die Anode und Kathode mit allen Reaktionsteilnehmern in einem Raum befinden (Schema
2b).#2c1 Mit dieser Methode wurde das A3-F-lodan 18c mittelbar nachgewiesen, indem die
Dithioketale 21a-21d in einer potentiostatischen, indirekten gem-Fluorierungsreaktion zu den
difluorierten Produkten 22a-22d umgesetzt werden konnten (Schema 2a). Bei einer
elektrochemischen, ungeteilten Zelle wird zwischen der direkten und indirekten Fluorierung
unterschieden (Schema 2b). Wichtig ist dabei der Zeitpunkt der Zugabe des Substrates, wobei
dieses im Fall einer indirekten Methode erst nach beendeter Elektrolyse des Mediators
zugegeben wird, um ungewiinschte Redoxreaktionen zu vermeiden. Diese Methode wird bei
Substraten mit niedrigeren Oxidationspotentialen als Mediatoren angewandt, wobei diese in
mindestens stochiometrischen Mengen eingesetzt werden mussen, um einen vollstandigen
Umsatz zu erreichen. Der Vorteil einer direkten Elektrolyse dagegen ist der potenzielle Einsatz
katalytischer Mengen an Mediatoren, wobei ausschlieflich Substrate mit hoheren
Oxidationspotentialen als die der Mediatoren eingesetzt werden konnen, um deren

unerwiinschte Nebenreaktionen zu vermeiden.

a) Potentiostatische, indirekte gem-Difluorierung : b) Setup B — ungeteilte Zelle
R R Pt-Anode Pt-Kathode
Setup B
O EtzN-3HF/ MeCN Ag-RE _
S 17c (2.0 eq.) F U = const.
> -
S 1.9V F S 2
O (vs. Ag/AgCl) O = 2
el 3
X 53
R R © 3
21a:R=H 22a: R =H (69%)
21b: R = Me 22b: R = Me (78%)
21c: R =OMe 22c: R = OMe (78%)
21d: R=ClI 22d: R = Cl (95%)

Schema 2: a) Potentiostatische, indirekte gem-Difluorierung der Dithioketale 21a-21d mit p-lodanisol (17¢) als Mediator b)
Setup B — ungeteilte Zelle mit Ag-Referenzelektrode (Ag-RE) fiir potentiostatische Elektrosynthese.

Im Zuge dessen ist es Fuchigami et al. gelungen, katalytische Mengen (5-20 mol%) des
p-lodanisols (17c) als Mediator zu verwenden, um die Fluorierungsreaktion der Dithioketale
21d und 2le und die Oxidation des Mediators 17c unter milden elektrochemischen
Bedingungen zu ermdglichen (Schema 3a). Hierbei wurden die difluorierten Produkte 22d und

22e, gekoppelt an die katalytische Generierung des lodans 18c, gebildet (Schema 3b).
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a) Potentiostatische, direkte gem-Difluorierung b) Reaktionsmechanismus

R R M
S S
Setup B Pt- Anode
Et;N-3HF
S %

F O
:> 17¢ (20 mol%) F . o
s 1.9V F
O (vs. Ag/AgCl) O
R R

21d: R=ClI 22d: R = CI (87%)

21e:R=F 22e: R = F (98%) O Q
° cl

OMe

Schema 3: a) Gem-Difluorierung der Dithioketale 21d und 21e mit katalytischen Mengen an p-lodanisol (17c) im Setup B, b)

Reaktionsmechanismus.

Da die Suche nach milden Elektrolysebedingungen im Fokus stand, fand Hara et al. in den
spaten 90er-Jahren heraus, dass die Verwendung des frisch hergestellten EtsN-5HF anstelle von
EtsN-3HF als Fluoridquelle den Einsatz von p-lodtoluol (17b) als Mediator ebenso
ermoglichte.[*2] Der Vorteil der Verwendung des EtsN-5HF liegt in der Erhdhung der HF-
Konzentration in der Reaktionslésung und somit der Steigerung des pH-Werts. Dies konnte
anhand einer milden Methode (1.5 V vs. SSCE) zur elektrochemischen Fluorierung der
p-Dicarbonyle 23 demonstriert werden (Schema 4a). Der Mechanismus sollte dabei aus vier
Reaktionsschritten bestehen, wobei das in-situ gebildete A3-F-lodan 18b zuerst mit der
Enolform des Substrats 23 die hypervalente A3-F-lodan-Spezies 25 bildet, welche anschlieBend
durch einen nukleophilen Angriff des Fluorids zu monofluorierten, unterschiedlich
substituierten g-Dicarbonylen 24 umgesetzt wird (Schema 4b). Dies stellt ein weiteres Beispiel
einer elektrochemischen, direkten Fluorierungsreaktion dar, die an eine elektrochemische
in-situ Oxidation eines Aryliodids als Mediator gekoppelt wurde. Herausragend war dabei die
hohe Toleranz diverser funktioneller Gruppen wie beispielsweise Butyl- und Phenylester, was
auf besonders milde Redoxbedingungen hinwies. Insgesamt konnten mit dieser Methode acht
komplexe Substrate in hohen Ausbeuten (50-79%) mittels katalytischer Mengen (20 mol%) des
Mediators 17b umgesetzt werden.
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a) Potentiostatische, direkte Monofluorierung b) Reaktionsmechanismus

O O (0] O
o o Setup B o o Pt-Anode

EtsN-5HF ”}(U\F@
R1u\/U\R2 17b (20mol%) R1JJ§(U\R2 R3 23 / F RS 24
[

R3 15V F RS
23 (vs. Ag/AgCI) 24
2F A |£b v A(R3 F@
R' = Pr, i-Pr, OBu, OEt, Ph
R? = Me, Et, Pr, c-Hexyl, Ph 8 Beispiele

R3=H, Me 50 - 79%

Me 25

Schema 4: a) Direkte Difluorierung der Dicarbonylverbindungen 23 mit p-lodtoluol (17b, 20 mol%) im Setup B, b)
Reaktionsmechanismus.

Mit diesen Vorarbeiten wurden die Grundlagen zu elektrochemischen Fluorierungsreaktionen
geschaffen, die eine Verwendung der Aryliodide 17b und 17c als Mediatoren vorsehen.
Fuchigami et al. setzte anschliefend die Suche nach optimalen Bedingungen fir solche
Reaktionen fort und legte den Fokus auf die Modifizierung der Mediatoren (Schema 5). So
zeigte er 2010, dass auch die Verwendung von lodbenzol 17a als Mediator fur eine anodische

Fluorierung moglich ist, wobei dieses an eine Polystyrol-Matrix 26 gebunden wurde. 8]

py)

R

92 2
—_— Pt-Anode F —
> 1 F
&) '
]
oL [ o
& 27
R 21 c) R 22
Me_ _
O —
i, e o
26 R 29
SPh Et,N-5HF, Et,NCI F
0,
o/_g 26 (80mol%) o/_g
30 s )
o] o]
OAc OAc OAc OAc
o] e = O
AcO SPh AcO F
32 OAC 33 OAc

Schema 5: Polymer-unterstiitzte elektrochemische Fluordesulfonierung von 21, 28, 30 und 32.

Dadurch wurde die Bildung des lodoniumsalzes 19 unterdriickt und das wiederverwendbare
A3-F-lodan 27 konnte zur Fluorierung von Dithioketalen 21, Xanthogenaten 28,
Ethylencarbonat-Derivaten 30 und Zucker-Derivaten 32 verwendet werden. Trotz des enormen

Fortschrittes von Fuchigami et al. bei der Entwicklung neuer A3-F-lodan-vermittelter
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Fluorierungsreaktionen ist es erwéahnenswert, dass sich seine modernen Methoden
ausschlielich auf  Organoschwefelverbindungen begrenzen und somit in dem

Anwendungsspektrum auf oxidative Fluordesulfonierungen limitiert sind.

Anodische Fluorierungen wurden parallel zu den nasschemischen A3-F-lodan-basierten
Fluorierungsreaktionen entwickelt. Im Gegensatz zu elektrochemischen
Fluorierungsreaktionen bieten diese bereits effiziente Methoden fiir selektive
Fluorierungsreaktionen.l3® 434l |m Allgemeinen ist beim Aufbau von C-X (X =C, F, N, O, S)-
Bindungen die Chemie der hypervalenten lodane durch ihre breite Palette an
Reaktionssequenzen unersetzbar. Allerdings sind diese Reaktionen oft mit Einsatz von
uberstochiometrischen Mengen an Oxidationsmitteln verbunden. Dadurch werden vor allem
die Atomokonomie und die Effizienz der Systeme im Vergleich zur Elektrosynthese drastisch
gesenkt. Aus diesem Grund ist es sinnvoll moderne elektrochemische A3-F-lodan-vermittelte
Synthesemethoden zu entwickeln, welche milde und leicht steuerbare Redoxsysteme darstellen.
Dies kann am Beispiel der von Waldvogel et al. 2019 verdffentlichten Methode zur
Elektrosynthese der 5-Fluoromethyl-2-oxazole 35 gezeigt werden (Schema 6a).14?"l Hierbei
wurde eine einstufige Synthesemethode présentiert, die ausgehend von Alkinen 34 via das
p-lodtoluol (17b) als Mediator selektiv zu Fluoroxazolen 35 fiihrte. Diese Methode soll eine
grine  und  atomeffiziente  Alternativsynthese zu den oxidativen  A3-F-lodan-
Fluorcyclisierungsreaktionen von Gilmour® und Saitol® darstellen, bei welchen im
klassischen Sinne mit stéchiometrischen Mengen an Oxidantionsmitteln gearbeitet wird.
Obwonhl bei der Methode von Waldvogel iiberstochiometrische Mengen (2.0 Aquiv.) an
Mediator verwendet wurden, wurden zusétzlich zur elektrischen Spannung keine
Redoxreagenzien bendtigt und das Aryliodid 17b konnte nach der Reaktion reisoliert werden.
Das Setup C ist das Beispiel flir eine galvanostatische, direkte Elektrosynthese, weil es zur
selben Zeit mit Mediator und Substrat, ohne Referenzelektrode, und unter konstanter

Stromstarke betrieben wird (Setup C, Schema 6b).
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a) Galvanostatische, direkte Fluorcyclisierungsreaktion , b) Setup C — ungeteilte Zelle

Pt-Anode Pt-Kathode

| Setup C
Et;N-3HF/ MeCN _ .
O)L 17b (2.0 eq.) = const.

—> R—
50 mA-cm2

Oxidation

16 Beispiele
20-53%

p-CF3, p-NO,, p-Br, p-F, m-Cl, m-I,
Anthracen, Furan, Thiophen

R = p-H, p-Me, t-Bu, p-OMe, p-NC, }

Schema 6: a) Galvanostatische, direkte Fluorcyclisierung der Alkine 34 mit p-lodtoluol (17b, 2.0 eq.) als Mediator, b) Setup C:

ungeteilte Zelle fur galvanostatische Elektrosynthese.

Motiviert durch die Arbeiten zu Umsetzungen in nasschemischen, oxidativen, A3-F-lodan-
basierten Fluorierungsreaktionen von Gilmour,“% 821 jacobsen, 3¢ 434 | a]®1 und Yonedal®!
entstand eine der aktuellsten Publikationen aus dem Forschungsfeld der elektrochemischen A3-
F-lodan-vermittelten Fluorierungsreaktionen. Lennox et al. verdffentlichte 2020 eine
elektrochemische Methode zu vic-Fluorierungen elektronenarmer und elektronenreicher
Alkene mittels p-lodtoluol (17b) als Mediator (Schema 7).1%8] Die Herausforderung lag dabei
in der Umsetzung elektronenreicher, nicht aktivierter Doppelbindungen. Fur die
elektronenarmen Substrate, wie beispielsweise Allylarene, langkettige Alkene, Allylether,
sowie Allylamine wurde das Prinzip der galvanostatischen, direkten Elektrosynthese in
Anwesenheit von NEts'3HF-Pyridin-9HF-Gemischen angewandt. Aufgrund der hdoheren
Oxidationspotentiale der elektronenarmen Substrate 26 war es in 21 Féllen moglich die vic-
difluorierten Produkte 27 in hohen Ausbeuten 50-76% zu erhalten (Schema 7a). Aufgrund der
niedrigeren Oxidationspotentiale der elektronenreichen Substrate 28, welche in geringen
Stabilitaten resultierten, griff Lennox zum Prinzip der indirekten Elektrolyse, wodurch die
Nebenreaktionen der Alkene 28 unterbunden werden konnten und somit 32 difluorierte vic-
Produkte 29 in moderaten bis hohen Ausbeuten 12-83% isoliert wurden (Schema 7b). Ohne
Zweifel ist dies bislang einer der grofiten Beitrdge zur Untersuchung der Substratbreite bei
elektrochemischen Fluorierungsreaktionen mittels hypervalenter lodane als Mediatoren.
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a) Galvanostatische, direkte vic-Fluorierung

Setup C
Et;N-3HF/Py-9HF
(DCM/HFIP) F
17b (1.0 eq. F
N (1.0eq.)
8-12 mA
36 37

Elektronenarme, langkettige Alkane, 21 Beispiel
@ & Alkohole, Benzylether, Benzylgruppen,} 50?;Z%fe

Benzoylgruppen, tertiare Amine

b) Galvanostatische, indirekte vic-Fluorierung

| Setup C F—I—F F
Et,N-3HF/Py-9HF
(DCM/HFIP) 38 F
—_— —_—
12 mA
17b m 188 RT, 12h

Me Me 39

Elektronenreiche, langkettige Alkane, -
£ tertiare Amine, Aniline, Benzylether, 32 Belsglele
12-83%
Benzylgruppen, Styrole

Schema 7: a) Galvanostatische, direkte vic-Difluorierung elektronenarmer Alkene 36 mit p-lodtoluol (17b) als Mediator, b)
Galvanostatische, indirekte vic-Difluorierung elektronenreicher Alkene 38 mit ex-situ generiertem lodan (18b).

Einige mechanistische Aspekte dieser Umsetzungen bleiben jedoch ungeklart. Auffallend
waren die Erkenntnisse Uber die indirekte Fluorierung der Styrole 40 und 41, wobei es
anscheinend abhdngig vom Substitutionsgrad der Doppelbindung zu vic- oder gem-
Fluorierungreaktionen kam (Schema 7a). Die Gruppe um Lennox verwies demnach auf die
Arbeiten von Gilmour,*®! Jacobsen,*3d und Szabd et al.,®”] bei denen es sich allerdings um
die Chemoselektivitat der nasschemischen A3-F-lodan-basierten Systeme handelt. Demzufolge
entsteht das gem-Fluorierungsprodukt in einem Mechanismus, in dem es nach einem Arylshift
zur Bildung des Ubergangszustandes UZ-1 kommt, welcher dann nach einer nukleophilen
Ringdffnung durch ein Fluoridion zum gem-Produkt 40a fihrt (Schema 8b, Pfad A). Das vic-
Produkt 41a soll im Gegensatz dazu nach der Bildung des Intermediates 27 direkt zum
fluorierten Produkt umgesetzt werden (Schema 8b, Pfad B). Gilmour et al. zeigte jedoch in
seiner Studie zu gem/vic-Fluorierung unter Verwendung von Amin-HF-Reagenzien die
Wichtigkeit der Brgnsted-Aciditat bei solchen Umsetzungen, wobei deren Chemoselektivitat
als Funktion des Amin-HF-Verhaltnisses (Amin: Pyridin, Triethylamin) beschrieben werden
kann.’® Eine dhnliche Abhangigkeit wurde bereits friiner durch Cotter et al. gezeigt.®! In

seinen Studien bewies er den direkten Einfluss von Essigsdure auf die Aktivierung von
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lodbenzoldichlorid 7. Dadurch bietet sich die Chance, den Mechanismus der Umsetzungen von

energiearmen und energiereichen, substituierten Styrolderivaten tiefer zu untersuchen, um so

elektrochemische gem-Fluorierungsreaktionen mittels Amin-HF-Reagenzien (Amin-HF:
EtsN-3HF, EtsN-5HF, Py-HF) an Doppelbindungen selektiv durchfiihren zu kénnen.

a) Chemoselektivitit vic/gem-Fluorierungen

b) Mechanismus

HF
© F+# HF2H—F
F—H--F >~
A~ Pfad A @
7 K< " Tolyl
R 17b R R
F F
0z-1 42

Schema 8: a) Chemoselektivitat der galvanostatischen, indirekten Difluorierungsreaktion der Styrole 40 und 41 mit

p-lodtoluol (17b) als Mediator, b) Reaktionsmechanismus.

2.3. Asymmetrische a-Oxygenierungen von Ketonen mittels hypervalenter lodane

F

F
Me Me
F

41a

A

Der enantioselektive Aufbau von C-C-Bindungen und C-X (X =N, O, S) in a-Position von

Ketonen 43 ermoglicht Zugang zu Strukturen, die in Naturprodukten, Pharmazeutika und

Agrarchemikalien weit verbreitet sind.*? Herkémmliche Methoden zur Herstellung solcher

Bindungen beruhen auf der Kombination von Ketonen 43, die aufgrund deren intrinsischer

Polaritét in der a-Position eine kovalente Bindung mit Elektrophilen (E) eingehen (Schema 9a).

a) Intrinsische Reaktivitdt von Ketonen 43 in a—Position

9 ®

o
5 R2 E 2
R1JL.R - R1lJ\(R
43 4l

b) Prinzip der Umpolung von Ketonen 43

o X o ©

, 5 RZ — 3 5+R2 Nu
R' @ x=Br,Cl, R

43 45

Schema 9: a) Reaktivitét der a-Position von Ketonen 43 mit Elektrophilen (E) aufgrund ihrer intrinsischer Polraritat; b)

Prinzip der Umpolung von Ketonen 43.

[0}

R?
46 Nu

R2
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Reaktionen mit heteroatomaren Elektrophilen erfordern dabei spezielle Reagenzien, bei denen
das typischerweise nucleophile Heteroatom durch Anderung der Oxidationsstufe elektrophile
Eigenschaften erhélt. Die resultierenden Produkte erfordern in der Regel postsynthetische
Umwandlungen, um die gewinschte Funktionalitdit der Endprodukte herzustellen. Eine
Mdoglichkeit, diese Herausforderungen umzugehen bietet die von Corey und Seebach
entwickelte Umpolungs-Methode, welche zuerst durch eine Umkehr der gewohnten Reaktivitét
des Acyl-Kohlenstoffs in Aldehyden beschrieben wurde und so deren Reaktion mit
Elektrophilen ermdglichte, um einen Zugang zu 1,2-Diketonen und a-Hydroxyketonen zu
erhalten.®X1 Im Fall der Ketone 43 wird die Umpolung meistens mittels Br, und Cl in mehreren
Reaktionsschritten erreicht. Zuerst reagiert das Halogenatom mit dem Keton 43 zum
a-substituierten Produkt 45, welches dank der umgekehrten Polaritdt des a-C-Atoms
anschlieBend mit einem beliebigen Nukleophil (Nu) zum gewinschten a-Nu-substituierten
Produkt 46 fuhrt (Nu = N, O, S, Schema 9b).[®?l Eine von Gulder et al. 2020 prasentierte
Methode zur oxidativen «-Funktionalisierung von Pyridylketonen 47 durch externe
Nucleophile nutzt dieses Prinzip und liefert mittels hypervalenten F-lodans 17 die
a-funktionalisierte Verbindungen 48 in herausragenden Regioselektivitditen und guten
Ausbeuten (Schema 10).[°%

14

;
RN o NuH R\“/N\ o)
\)I(I// 16 CH,Cl,, RT X. 7 R3
Y
a7

Nu = N, O, S-Nukleophile, F
R'=H, Me, MeO, Cl,
R2=H, Ph 38 Beispiele

_QEo,
R3 = Me, Bn, tBu, Ph, CF5, COMe | 28-85%
X=Y=CH,N

Schema 10: Oxidative Umpolung von Ketonen 47 mit lodreagenz 14 nach Gulder et al.[!

Eine der ersten bedeutsamen Umsetzungen von hypervalenten lod-Reagenzien in
a-Oxygenierungsreaktionen von Carbonylverbindungen gelang der Gruppe um Koser et al. im
Jahr 1982 mittels des Koser-Reagenzes 9 (Schema 11).%2 Bei dieser Umsetzung handelte es
sich um eine Tosylierungsreaktion von Ketonen 49, welche zu den a-tosylierten Produkten 50

in hohen Ausbeuten fihrte.
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o) [e]

2
(M Rre  MeON. Refiux R1H\(R

49 50 OTs

R' = Me, Et, c-Hex, Ph, Thiophen }

R2=M 11 Beispiele
= Me, Et, CO,Et, Ph

40-99%
Schema 11: a-Tosylierung von Ketonen 49 mittels Koser-Reagenz (9).

Die a-tosylierten Ketone 50 stellen eine wichtige Gruppe als Synthesebausteine fiir diverse
Wirkstoffe dar. Dies kann anhand von einigen chemischen Strukturen relevanter Arzneimittel
demonstriert werden (Abbildung 7). Dazu gehdren beispielsweise die Farnesyltransferase-
Inhibitoren Kurasoin A und B (51 und 52) und die Alkaloide Ephedrin (53) und
Pseudoephedrin (54),1 wobei deren Strukturen von der allgemeinen Formel der
a-Hydroxyketone abgeleitet werden kénnen, weshalb deren asymmetrische Synthese eine noch

wichtigere Rolle spielt.[°®!

9 0
J@/\l)K/Ph th
H |
HO ° HN OH

Kurasoin A (51) Kurasoin B (52)

(0]
OH
a-Hydroxyketon
OH OH
Ph/k:’Me Ph/'\:/Me
NHMe NHMe
Ephedrin (53) Pseudoephedrin (54)

Abbildung 7: Chemische Strukturen ausgewahlter Arzneimittel 51-54, deren Strukturen von der allgemeinen Formel der o-
Hydroxyketone (zentrisch) abgeleitet werden kdnnen.

Dadurch war die Motivation zur Entwicklung asymmetrischer a-Oxygenierungsreaktionen
groR und so folgten diverse Protokolle unter Verwendung verschiedener Aryliodide 55-58, um

eine enantioselektive a-Tosylierungsreaktion von Ketonen zu realisieren (Abbildung 8).[°7]
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3 Me
| OMe : LN
Et©/LMe s Me ] 1nph
55 Cl 56
cl E SO,tBu & I OTIPS

+ MeO

s :
. ~ “N—Bn
: N3N

57

* konfigurationsstabil

Abbildung 8: Chemische Strukturen der Aryliodide 55-58, die als Katalysatoren fiir enantioselektive a-Tosylierungen von

Propiophenon 59 dienen.

Der Durchbruch auf dem Gebiet gelang der Gruppe um Wirth, welche die erste asymmetrische
a-Tosylierung von Propiophenon (59) mittels katalytischer Mengen an Aryliodid 55 in hohen
Ausbeuten und einem signifikanten Enantiomerentberschuss (ee) von 25% etablieren konnte
(Tabelle 2, Eintrag 1).F7a

Tabelle 2: Entwicklung der asymmetrischen a-Tosylierungen von Propiophenon (59) mittels hypervalenter lod-Chemie.

o Aryliodid (kat.)

)l\/Me m-CPBA M
Ph p-TsOH Ph)j\r €
59 60 OTs

Eintrag Aryliodid (mol%) Ausbeute [%] ee [%]
1097 55 (10) 78 25
2097 56 (10) 80 48
3071 57 (10) 75 67
4074 58 (10) 90 88

Spater gelang Legault et al. eine Steigerung der Enantioselektivitat auf 48% unter Verwendung
des Aryliodids 56. Dessen Struktur kann von der Gruppe der lodaryloxazoline abgeleitet
werden (Eintrag 2).7°! Eine bedeutsame Verbesserung der Enantioselektivitat gelang
schliellich durch Anwendung des C2-asymmetrischen Aryliodids 57 und flhrte zu einem
ee-Wert von 67% (Eintrag 3).°""1 Der hochste ee-Wert von 88% konnte anschlieRend durch die
Gruppe um Nachtsheim erreicht werden (Eintrag 4).°"9 Hierfiir wurde als Katalysator das

Triazol-substituierte Aryliodid 58 verwendet. Die Reaktionen wurden mit Einsatz von
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katalytischen Mengen der Aryliodide und mit Zusatz von stdchiometrischen Mengen an
m-CPBA als Oxidationsmittel durchgefiihrt, um die A*-F-lodan-Katalyse zu ermdglichen. Als

Quelle fir das nukleophile Tosylat wurde p-Toluolsuflonsdure verwendet.

Obwohl die a-Tosylierungsreaktion eine der meist erforschten a-Oxygenierungsreaktionen von
Ketonen mittels A3-F-lodan-Katalyse darstellt, sind a-Acetoxylierungen bereits friiher
beschrieben worden. Die Gruppe um Imamura beschrieb bereits 1978 zum ersten Mal eine
a-Acetoxylierung  von  substituierten  Acetophenonen und  p-Diketonen  mittels
Phenyliodiddiacetat und Schwefelsaure.[®® Miyamoto et al. fand spéter heraus, dass diese
Reaktion auch katalytisch erfolgen kann.[®®! Nach langer Zeit ohne Fortschritte auf diesem
Gebiet gelang es schliel3lich der Gruppe um Wirth mittels katalytischer Mengen (5 mol%) an
Aryliodid 63 in 16 Féllen eine asymmetrische a-Acetoxylierung von 61 zu
enantiomerangereicherten Verbindungen 62 zu erreichen (Schema 12).12%1 Im Gegensatz zu
den asymmetrischen a-Tosylierungen von Nachtsheim®® wurden hierbei statt einfachen
Ketonen die acetylierten Enolether 61 als Substrate eingesetzt, um die Enantioselektivitét

zusatzlich zu erhdhen.

63 (5 mol%) - N
OAc m-CPBA (1.2 Aq.) 0 ﬁ\/ | o
2 2
—_— A o o A
0 N AR o TN R I'\N - \)LN r
RS BF;*OEt, (30 mol%) R1_I N z N
Z CH,CI/AcOH (3:1) 2 OAc Me Me
61 62 63  Me
i~Pr:
- X
R' = p-H, p-Me, p-F, m-F, p-Br, m-CF3, 0-CF3, | 16 Beispiele Ar ji;':
m-NO,, p-Bu, p-Ph, p-MeO, Thiophen 9-97% \ Pr
R? = Et, Me, Ph, i-Pr 2-88% ee

Schema 12: Enantioselektive a-Acetoxylierung der Enolether 61.

Die Herausforderungen dieser Umsetzungen werden unter Betrachtung des komplexen
Reaktionsmechanismus deutlich (Abbildung 9). Hierbei erfolgt die Bildung der hypervalenten
Spezies 65 in-situ unter Verwendung stochiometrischer Mengen an m-CPBA als
Oxidationsmittel sowie Essigséaure als Quelle fir das nukleophile Acetat. Unterstiitzt wird die
Reaktion durch Zugabe von Bortrifluorid, einer Lewis-Sdure, deren Funktion die Aktivierung
der hypervalenten lod-Spezies 65 ist. Durch diese Aktivierung wird die Reaktion mit Edukt 61
ermoglicht, wobei eine Bindung zwischen dem lod- und dem a-C-Atom von 66 entsteht. Dieser

Schritt ist fir die hohe Enantioselektivitat ausschlaggebend, da dank der kurzen Distanz
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zwischen dem Stereozentrum des chiralen Aryliodids 64 und dem a-C-Atom des Substrats 61

eine Stereokontrolle erzeugt werden kann. Das gebildete Intermediat 66 reagiert anschlieRend

in einer Sn2 Reaktion unter Retention des gebildeten Stereozentrum zum Produkt 62 und

Aryliodid 64.

m-CPBA
2 AcOH
)/y m- CBA
OAc ,BFs
o
riL Me
{lz I—Ar AcO—I—0
66 OAc R30. OR*
\—( 65
OAc e
2
RN~ \
_R1
61 N

0
R'= A
2
Me
o]
R2= A
{\I)LH r
Me

-Pr

Abbildung 9: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die lod-katalysierte a-Acetoxylierung von Enolaten 61 nach Wirth et al.[1]
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3. Motivation und Zielsetzung

Mit der uCT-Methode ist es moglich, ex-vivo Untersuchungen Kkleiner Weichgewebeproben
durchzufuhren, sodass deren Morphologie vergleichbar gut mit der klassischen Histologie
dargestellt werden kann.[”! Der Versuchsaufbau von Busse et al.l” soll als Modellaufbau fiir
diesen Teil der vorliegenden Doktorarbeit dienen, wobei der Fokus auf der Erforschung neuer
KM liegen soll. Xanthenfarbstoffe, wie das Eosin Y (4) sind in der Histologie bereits weit
verbreitet. Sie werden beispielsweise zum spezifischen Farben von Blutzellen, Proteinen und
Zellkernen verwendet und gelten in der Histologie als Farbepraparate der Wahl.[*** Aufgrund
der hohen Massenanteile an Brom von 42% besitzt Eosin Y (4) ideale VVoraussetzungen, um als
KM fiur uCT-Analysen von Weichgewebeproben zu dienen. Der Grund hierfir ist die
signifikante Erhéhung des Rontgenabsorptionskoeffizienten |, welcher direkt proportional zur
hohen Atomzahl des Broms ist (Gleichung 1). Die in Hinblick auf die Hauptbestandteile (Zn =
1, Zc =6, Zn =7, Zo = 8 Zs = 16) des biologischen Weichgewebes vergleichsweise hohe
Atomzahl des Broms (Zgr = 35) erhoht die Absorption der Rontgenstrahlung und somit den
gegebenen CT-Kontrast innerhalb der gefarbten Probe deutlich. Auf der HU-Skala werden
somit Unterschiede zwischen der untersuchten Gewebeprobe und der Umgebung von deutlich
mehr als 30 HU erzielt (Tabelle 1). Allerdings erhoht die hohe Anzahl der Halogenatome die
Lipophilie eines organischen Molekiils und senkt somit dessen Wasserldslichkeit, wodurch eine
homogene Féarbung einer Probe und somit eine artefaktenfreie CT-Analyse kaum mdglich ist,
da die Qualitét des erzielten Kontrastes nicht ausreichend ist.[’> 1%21 Hierzu sollten im Rahmen
dieser Arbeit ausgehend von Fluorescein 67 die mono-, di- und tribromierte-Xanthenfarbstoffe
68a-68b synthetisiert und charakterisiert werden (Schema 13a). Im weiteren Schritt sollten die
di- und tetrabromierten Schwermetallkomplexe 69a-69e, 70a und 70b (Ag, Ba, Cu, Gd, Pb)
synthetisiert und charakterisiert werden (Schema 13b). Die Verwendung von Schwermetallen
soll eine zusétzliche Erhohung der Roéntgenabsorption garantieren. AuBerdem soll die
Wasserloslichkeit der neuen Farbstoffe untersucht und optimiert werden, um effiziente
Farbeprotokolle entwickeln zu konnen. Mittels Bestimmung der Wasser-n-Octanol-
Verteilungskoeffizienten (logP) soll zusatzlich die Lipophilie der synthetisierten Verbindungen

bestimmt und mit den kommerziellen Farbereagenzien verglichen werden.
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a) Synthese von Mono-, Di, Tribromfluorescein 68a-68c

o O

o) Halogenierung X o Y

— I

H O O H HO (®) OH
o o © Br z

Fluorescein (67) 68a: X=Y=Z=H
68b: X=Y=H,Z=Br
68c: X=H,Y=Z=Br

b) Snthese von Schwermetallkomplexen 69a-69e, 70a und 70b
e @ N
S} M"

b,

)| X \ X
X X Synthese potenzieller KM (€]

a0C iaeae
HO O

OH Br Br
Br Br 69a: X =Br, M= Ag*  70a:X=H,M=Na*
68b: X = H 69b: X = Br, M = Ba2*  70b: X = H, M= Ba?*
68d: X = Br 69c: X = Br, M = Cu?*

69d: X = Br, M = Pb%*
_69e: X =Br, M= Gd®*

Schema 13: a) Halogenierung von Fluorescein 67 zu den entsprechenden mono-, di-, tri- und tetrabromierten Derivaten 68a-
68c; b) geplante Synthese potenzieller KM 69a-69e, 70a und 70b, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert, charakterisiert
und als KM zur Untersuchung von Truthahnniere- und Truthahnleberfragmenten mittels pCT getestet werden sollen.

Zusammenfassend ergeben sich flr diesen Teil der Doktorarbeit folgende Ziele:

e Synthese, Isolierung und Charakterisierung der neuen Xanthenfarbstoffe 68a-68c sowie
der Schwermetallkomplexe 69a-69e, 70a und 70b,

e Bestimmung der physikochemischen Parameter, z.B. der Hydrophilie der neuen
Verbindungen 68a-68c in Hinblick auf den Halogenierungsgrad,

e UCT-Untersuchungen von Modellproben in Form von Leber- und Nierengewebe mit
Verbindungen 69a-69e, 70a und 70b als ex-vivo KM.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich mit der Erforschung und der Entwicklung neuer
Verfahren zu elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten Fluorierungsreaktionen von
unterschiedlich substituierten Styrolen 71 (Schema 14). Trotz des groRRen Fortschrittes und
somit stets wachsender Anzahl an neuen und robusten elektrochemischen
Fluorierungsmethoden existieren immer noch Limitierungen, weshalb weitere Optimierungen
notwendig sind. Einige Probleme beziehen sich auf die Wahl des richtigen Mediators, welcher
fur die Durchfiihrung der gewiinschten Reaktion ausschlaggebend ist. Im Idealfall sollten die

Oxidationspotentiale der Substrate deutlich hoher als die der Mediatoren liegen, um einerseits
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eine effiziente Generierung der A3-F-lodane zu gewdahrleisten und zum anderen unerwiinschte
Redoxreaktionen zu vermeiden. Weitere Herausforderungen entstehen in Verbindung mit der
Verwendung ionischer Flissigkeiten auf Basis von Amin-HF-Verbindungen (Amin-HF:
EtsN-3HF, EtsN-5HF, Py-HF) als Elektrolyte und Reagenzien, weil diese durch ihre hohe
Reaktivitdt und sehr hohe Toxizitét eine erschwerte Handhabung aufweisen. Ein allgemeiner
Nachteil dieses Verfahrens besteht in der niedrigen Toleranz fur leicht oxidierbare Substrate,
welche den stark oxidativen und harschen Reaktionsbedingungen sowie der Verwendung
elektrischer Spannung zwischen zwei Elektroden (Kathode und Anode) ausgesetzt sind. In
diesem Teil der Arbeit sollen im Rahmen eines Gemeinschaftsprojektes® im Arbeitskreis von
Prof. T. Gulder Optimierungen der elektrochemischen gem-Difluorierung von Styrolen 71
vorgenommen werden, wobei die Ergebnisse aus der Dissertation von C. Brunner als Grundlage
fiir die Optimierungsversuche dienen sollen.[** Das Ziel ist es, die optimalen Bedingungen fiir
die selektive Umsetzung der unterschiedlich substituierten Styrole 71 zu gem-difluorierten
Produkten 72 in elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten Fluorierungsreaktionen mit
verschiedenen lodbenzolderivaten 17 als Mediatoren zu eruieren (Schema 14). Dies soll anhand
der Optimierung folgender Parameter erfolgen: i) Stromstérke, ii) Amin-HF-Quelle (EtsN-3HF,
Py-HF und EtsN/Py-HF-Mischungen), iii) Losungsmittel.

Elektrosynthese
Solvent, Amin*HF
Pt-Elektroden, Spannung Rs

IR ?

gem-Difluorierung
via Mediator 17

Schema 14: Geplante elektrochemische A3-F-lodan-vermittelte Fluorierungsreaktion von Styrolen 71 zu gem-Produkten 72.[103]

Da die Arbeitsgruppe von Prof. T. Gulder aktiv an der Erforschung neuer elektrochemischer
Prozesse beteiligt ist und das technische Knowhow verbunden mit dem aktuellen Kenntnisstand
besitzt, entstand die Idee auch das Methodenspektrum der elektrochemischen A3-F-lodan-
vermittelten Fluorierungsreaktionen von Styrolen 71 durch das Prinzips der geteilten Zelle zu
erweitern. Das Ziel ist es dabei, eine moderne geteilte Zelle mit einer Membran aus
oxidationsbestdndigen Werkstoffen zu konstruieren, um die rdumliche Trennung zu
gewahrleisten und so eine hohe Selektivitdt der gem-Difluorierungsreaktion auch bei

oxidationsinstabilen Substraten zu erreichen. Eine schematische Darstellung des fiir diese
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I. Theoretischer Hintergrund

Doktorarbeit geplanten Setups D fur die Fluorierungsreaktion der Modellsubstrate 71a und 71b
ist in Abbildung 10 dargestellt. Dabei soll das Setup D aus drei Hauptelementen bestehen: i)
Anodenraum, ii) Kathodenraum und iii) Membran. Die Reaktionsrdume sowie alle
verwendeten Bauteile mussen dabei aus s&ure- und oxidationsbestandigen Werkstoffen
bestehen. Zusammenfassend soll eine optimale Membran flr eine geteilte elektrochemische
Zelle folgende Eigenschaften aufweisen: i) einfacher lonentransport, um eine ausreichende
Leitfahigkeit zu erreichen, ii) geringer Losungsmittelaustausch sowie Undurchléssigkeit for

ungeladene Molekile, um Verdiinnungen zwischen Kathoden- und Anodenraum zu vermeiden.

b) Pt-Draht (Anode)
¢) Anodenraum

d) Magnetriihrer

m e) Membran

f) Kathodenraum

g) AuRenwand

(] a) Pt-Folie (Kathode)
a b

Q
-
o

Schritt 1 i Schritt2 | Schritt 3
: : /@&
. ¢ R
| bOF——F
Amin-HF in ! i 7T1a:R=t-Bu F
CH,Cl, : i 71b:R=NC /@Al/

—_ — F

' ' R

Stromstarke

Me ; Me . 72a: R = t-Bu
17b ! 18b . 72b: R = NC

Kathodenraum i Membran ' Anodenraum

Abbildung 10: Schematische Darstellung des fiir diese Arbeit geplanten geteilten Setup D (oben) und die geplante
Fluorierungsreaktion der Styrole 71a und 71b (unten).

Die gesamte Fluorierungsreaktion der Modellsubstrate 71a und 71b, die im Setup D realisiert
werden soll, l&uft schrittweise ab und startet mit der elektrochemischen Oxidation des
Mediators 17b auf der Membran (Schritt 1) mittels eines Pt-Drahts zum A3-F-lodan 18b,
welches anschlielend durch die Membran in den Kathodenraum gelangt (Schritt 2), wo es mit
Styrolen 71a und 71b reagiert (Schritt 3). Die gewlnschten Produkte 72a und 72b befinden
sich nach beendeter Reaktion im Kathodenraum, wodurch sie zusétzlich vor weiteren

Reaktionen an der Anode geschitzt werden.
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I. Theoretischer Hintergrund

Zusammenfassend ergeben sich fir diesen Teil der Doktorarbeit folgende Ziele:

Optimierung der Reaktionsbedingungen bei elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten
gem-Difluorierungen von Styrolen 71a und 71b unter galvanostatischen Bedingungen
in ungeteiltem Setup C mittels galvanostatischer Versuche in Amin-HF-L&sungen
(Amin-HF: EtsN-3HF, EtsN-5HF, Py-9HF) als Elektrolyt und HF-Quelle,

Erweiterung des Methodenspektrums durch Entwicklung eines neuen Setups flr
galvanostatische A3-F-lodan-vermittelte Fluorierungsreaktionen, wobei der Kathoden-
und Anodenraum durch eine fiir das A3-F-lodan 18b durchlassige Membran getrennt
sind,

Entwicklung eines elektrochemischen Verfahrens fiir selektive Difluorierungen der
unterschiedlich substituierten Styrole 71a und 71b mittels Mediator 17b im geteilten
Setup D.
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I1. Ergebnisse und Diskussion

1. Entwicklung neuer Kontrastmittel flr zerstérungsfreie 3D p-CT von

Weichgewebe

M. Busse,” J. P. Marciniszyn,” S. Ferstl, M. A. Kimm, F. Pfeiffer, T. Gulder; 3D-Non-
destructive Imaging through Heavy-Metal Eosin Salt Contrast Agents; Chem. Eur. J. 2021, 27,
4561-4566.11%°!

Da zuverléssige uCT-Analysen von biologischem Weichgewebe meist nur unter Verwendung
von KM mdglich sind,®2 so kann pCT im Medizinbereich nur zu routineméRigen
Untersuchungen von Implantaten®®! sowie Knochen-®°! und Knorpelgewebel®! herangezogen
werden. Durch diese Limitierung steigt das Interesse an der Entwicklung neuer KM, welche
zerstorungsfreie und hochwertige 3D Informationen von biologischen Weichgewebeproben
mittels pCT-Analysen liefern. Der Durchbruch bei der Verwendung von Xanthenfarbstoffen
als KM fir uCT gelang Busse et al. 2018, wobei das kommerziell erhéltliche Eosin Y (4)
verwendet wurde, um einen ausreichenden Kontrast zu erzielen.[”® Die Limitierung dieser
Methode lag in der Verwendung hoher Eosin-Y (4) Konzentrationen (c = 300 mg-mL™1), wobei
es sich hier um die maximale Wasserloslichkeit des Farbstoffes 4 handelt. Somit war eine
beliebige Steigerung des Kontrastes bei CT-Untersuchungen ausgeschlossen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde dazu ein neues Farbeprotokoll mit Dibromfluorescein-Barium-Salz
70b als KM entwickelt und erfolgreich zur Untersuchung von Leber- und Nierengewebe
angewandt. Dank der verbesserten Wasserlgslichkeit des neuen Farbstoffes 70b war dieser als
KM fiir uCT bereits in deutlich niedrigeren Konzentrationen (c = 45 mg-mL™Y) effizienter als
Eosin Y (4). Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Syntheseprotokoll zur Bromierung von
Fluorescein 67 erlaubte auBerdem eine einfache und selektive Herstellung von mono- di-,
tribromierten Fluoresceinderivaten 68a-68c mittels N-Bromsuccinimid (NBS) in guten
Ausbeuten (31-63%) und hoher Reinheit. Eine anschlieBende Behandlung von Di- und
Tetrabromfluoresceinderivate 68b und 68d mit entsprechenden Metallhydroxiden oder
Metallacetaten liefert Metallkomplexe 69a-69e, 70da und 70b als potenzielle KM fir
Weichgewebe, von den sich das Dibromfluorescein-Bariumsalz 70b als am effektivsten als
Féarbemittel zur diagnostischen Untersuchung von Weichgewebeproben mittels uCT-Analyse
erwies. Dartiber hinaus ist das mittels Dibromfluorescein-Bariumsalz 70b entwickelte
Farbeprotokoll kompatibel mit der histologischen Hamatoxylin-Eosin-Farbung und somit
geeignet als erganzendes Farbemittel zu den klassischen histologischen Farbemethoden.
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3D-Non-destructive Imaging through Heavy-Metal Eosin Salt

Contrast Agents

Madleen Busse®,*® Jaroslaw P. Marciniszyn*,” Simone Ferstl,” Melanie A. Kimm,

Franz Pfeiffer,™ 9 and Tanja Gulder*® ¢

Abstract: Conventional histology is a destructive tech-
nique based on the evaluation of 2D slices of a 3D biopsy.
By using 3D X-ray histology these obstacles can be over-
come, but their application is still restricted due to the in-
herently low attenuation properties of soft tissue. In order
to solve this problem, the tissue can be stained before X-
ray computed tomography imaging (CT) to enhance the
soft tissue X-ray contrast. Evaluation of brominated fluo-
rescein salts revealed a mutual influence of the number of
bromine atoms and the cations applied on the achieved
contrast enhancement. The dibromo fluorescein barium
salt turned out to be the ideal X-ray contrast agent, allow-
ing for 3D imaging and subsequent complementing coun-
terstaining applying standard histological techniques. )

Medical diagnosis providing microscopic information on (sub)-
cellular level is currently realized through conventional 2D his-
topathology, which is mainly based on light microscopy tech-
niques. In combination with a large diversity of dyes and stain-
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ing methods that have been developed over time various spe-
cific biological structures can be individually targeted. Howev-
er, the current techniques are limited to the staining of only
thin (2-20 um) 2D microscopic slides that originate from a 3D
biopsy sample. As the demand to extend biological and medi-
cal investigations to three dimensions has grown significantly
over the last decade, several approaches for 3D imaging have
been developed."’ Beyond serial-sectioning based approaches,
these imaging methods include confocal and light sheet laser-
scanning microscopy'? and block-face imaging (episcopic mi-
croscopy).”* Even though these methods have improved con-
siderably over the years, they still require salt correction and
registration steps, and the resulting reconstructions are often
incomplete or do not represent the 3D structure of the
imaged sample in a reliable way.

To overcome these limitations, X-ray microscopic computed
tomography (uCT)* and nanoscopic CT (nanoCT)**® imaging
have proven to provide valuable 3D information of biological
samples in a fast, convenient, and non-destructive way (Fig-
ure 1A). Here, non-destructive refers to the ability of X-ray CT
to investigate biological samples using a multiscale approach
ranging from whole organisms over whole organs to pieces of
organs of animals without the need to embed or destruct the
biological material. As a result, a 3D data set is received, which
allows for virtually extracting any desired slice under any arbi-
trary angle throughout the entire volume (as an example see
the video in the Supporting Information).

X-ray CT devices can be found at large synchrotron facili-
ties” but also in a laboratory environment®®¢® capable of
providing resolutions comparable to conventional 2D histolo-
gy. Because of the intrinsically low attenuation properties of
soft tissue at hard X-ray energies, the use of stains bearing
high atomic number elements is inevitable in order to reach
sufficient contrast (Figure 1B,C). Nonetheless, there is currently
very limited availability of easy-to-handle X-ray staining agents
that are (i) speedily penetrating the tissue without creating ar-
tefacts, (ii) targeting a specific biological morphology by stain-
ing the probe homogenously and completely, and (i) at the
same time suitable for large and dense tissue samples. In addi-
tion, staining procedures need to be introduced that are fully
compatible with standard histology and thus allow further in-
vestigations of the region of interest (ROI) by the histologist, if
necessary. First attempts to develop such dyes as X-ray con-
trast agents included modifications of elemental iodine I, for
whole organ morphology and eosin Y disodium salt (2a) to
target specifically the cell cytoplasm.®>®¥ Eosin Y is a versatile,

Chem. Eur. J. 2021, 27, 4561 - 4566 Wiley Online Library 4561 © 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH

Reprinted with permission from M. Busse, J. P. Marciniszyn, S. Ferstl, M. A. Kimm, F. Pfeiffer,
T. Gulder; 3D-Non-destructive Imaging through Heavy-Metal Eosin Salt Contrast Agents;
Chem. Eur. J. 2021, 27, 4561-4566. Copyright 2021 John Wiley and Sons.
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Figure 1. (A) Schematic representation of a pCT setup showing the X-ray
source on the left and the detector on the right. In the middle is a rotation
stage holding the soft-tissue sample. The Lambert-Beer law describes the
reduction of the X-ray intensity by passing through a material. Here the
linear absorption coefficient ;, which is unique for each material, is directly
proportional to the atomic number Z to the power of 4.'? (B) Unstained soft
tissue is mainly made of hydrogen (H), carbon (C), oxygen (O), and nitrogen
atoms (N), which consist of low atomic numbers resulting in an inherent low
contrast for soft tissue seen on the CT slice. (C) Stained tissue on the other
hand has accumulated contrast agent that holds elements of high atomic
number Z (see stained CT slice). The contrast agent used here was dibromo
fluorescein 9c (see chemical structure) holding two bromine atoms (Z3 =35,
highlighted in apricot) and a barium atom (Zs, = 56, highlighted in green).

non-toxic compound"®' and readily available as the disodium
salt 2a (Scheme 1), but its contrast enhancement is limited de-
spite the four covalently bound bromine atoms (Z=35). Best
results for soft-tissue visualization employing 2a are achieved
only by using very high concentrations of 2a (30% w/v) and
cannot be further enhanced because of its limited water solu-
bility (300 mgmL ').*?

Based on recent reports on 2a as contrast agent for
pCTP*4¢ we investigated the possibility to further improve

A) Synthesis of metal eosinates 2

Q M(OAC),

)
L
HO O OH

Br 1 Br

A i i i 2a:M=Na
B) Turkey liver samples stained with | 2b:M=Ag()
2c:M=Ba
Amegwm
i 2e:M=Pb(Il)
2a 2c 2d 2e L 2f: M=Gd(llny

Scheme 1. A) Synthesis of eosin Y salts 2 and B) macroscopic investigations
of stained tissue. The tissue samples were pre-treated with a 4% formalde-
hyde solution and 0.5 mL glacial acetic acid. Staining was performed using a
31.9 mm agq. solution of eosin Y salt 2a or 2¢c-2e. For each condition, an in-
dividual number of three turkey liver pieces (~27 mm®) was stained to
ensure reproducibility; one of these pieces was investigated macroscopical-
ly.
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the contrast within the soft tissue by using heavy-metal eosin
Y salts 2b-2f. Because of the high Z value of heavy metals
(Figure 1C), their implementation should allow to lower the
concentration of contrast agent needed to reach a suitable
contrast enhancement comparable to that of 2a. As water sol-
ubility might be impaired by the involvement of heavy metal
atoms, we furthermore investigated the influence of the bro-
mine atoms at the fluorescein core in 2 in response to solubili-
ty in aqueous media, tissue penetration, staining properties,
and contrast enhancement, in order to implement a new “gold
standard” for pCT of biopsy samples.

The heavy metal-eosin Y salts 2b-2f were synthesized by
treating the lactone form of eosin Y (1) with the corresponding
metal hydroxide and metal acetate, respectively (Scheme 1A
and Supporting Information, chapter 2). The salts 2b-2 f were
obtained as homogenous solids after recrystallization in 12—
51% yield.

In a preliminary solubility study, all eosin Y salts 2b-2f
showed a significantly lowered maximum concentration in
water when compared to the disodium compound 2a (see the
Supporting Information, chapter 4). The Ag' salt 2b as well as
the Gd" salt 2 f did not meet the sensitivity threshold needed
for pCT measurements (<10 mgmL ') and were thus not fur-
ther investigated. The other compounds 2c-2e were then
studied with regard to their staining properties.

The use of X-ray contrast agents to stain ex vivo biological
samples often suffers from a spatially and temporally aniso-
tropic stain penetration into soft tissue, leading to an artificial
contrast gradient between the surface and the sample core.
We thus chose turkey liver samples as soft tissue test pieces
for staining as liver tissue is one of the densest soft tissues
present in both birds and mammalians. If the liver tissue can
be completely and homogeneously stained within a reasona-
ble time frame the dye should be capable of successfully stain-
ing other tissue types as well. Cuboidal turkey liver pieces of
approximately 3 mm edge length were therefore treated in
triplicates with 31.9 mm aqueous solutions of each dye 2¢c-2e,
whereby the maximum water solubility of the barium-eosin Y
salt (2¢) was used as the concentration of the staining agents.
Macroscopic investigations showed the best results using the
Ba' eosin Y salt 2¢ with respect to uniform staining. In addi-
tion, no physical deformation of the tissue cubes, such as
shrinking, was visible. An inhomogeneous and incomplete
staining was observed for the samples treated with the Cu" 2d
and Pb' salts 2e""? even after an incubation time of 144 h (see
Scheme 1B and Supporting Information, chapter 8). To allow
for an X-ray contrast agent to enhance the soft-tissue contrast,
the standard histological staining protocol had to be tailored
towards X-ray uCT by means of pH adjustment of the tissue
prior to staining, increasing the incubation times and the con-
centration of the contrast agent. As such acidification of the
tissue sample prior to staining turned out to be crucial for 2a
and 2c. The enhanced accumulation of both 2a and 2¢ in the
cell cytoplasm can be explained by increased ionic interactions
between the contrast agent and basic protein residues that are
protonated at acidic pH values.”” Under these conditions, a
macroscopically complete and homogeneous staining for the

© 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH
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barium-eosin Y salt (2¢) was achieved after incubation of the
tissue for 72 h, while the tissue samples treated with 2a suf-
fered from inhomogeneities (see the Supporting Information,
chapter 8).

In order to study the contrast enhancement of the barium-
eosin Y salt (2¢) in comparison to the eosin Y disodium salt
(2a) in more detail, CT measurements at a pCT system were
performed for the tissue samples incubated for 72 h under dif-
ferent conditions. The obtained pCT data were analyzed and
evaluated for (i) completeness of staining, (ii) presence of diffu-
sion rings, (i) contrast enhancement, (iv) appearance of CT arti-
facts as streaks, and (v) homogeneity of the staining.

The barium-eosin Y-treated samples (1 and 3), which have
been acidified during fixation, offered a complete and homo-
geneous staining of the soft-tissue samples, as indicated by
the CT slices (Figure 2A) and the constant plateau seen in the
line plot (Figure 2B). This result clearly confirms the macro-
scopic observations (see Scheme 1B and Supporting Informa-
tion, chapter 8) and shows the reliability and reproducibility of
the staining method using 2c as the dye. In addition, these
probes (2¢, acidified) displayed a significantly higher gray
value (Figure 2B) when compared to the equimolar eosin Y
disodium-stained samples 2 and 6 and the non-acidified

2mm

barium-eosin Y samples 5 and 7. As the gray values represent
a measure for contrast enhancement (the higher the gray
value the better the attenuation contrast), this refers to a sig-
nificantly increased contrast of the acidified liver samples
stained with 2¢ compared to 2a and thus demonstrates the
impact of the heavy metal cation. This effect, however, was
only observed for the barium-eosin Y salt 2c while other Ba
salts containing low atomic number elements, such as Ba(OH),
or Ba(OAc),, failed as specific staining agents. These negative
control experiments show nicely the mutual influence of the
organic anion eosinate Y and the heavy-metal barium cation
for cytoplasm interaction and contrast enhancement. Besides
this, the variations in the line plots of the acidified eosin Y
disodium samples (2 and 6) as well as the non-acidified
barium-eosin Y samples (5 and 7) seen at the beginning or
end of the plateau, clearly indicate the formation of a diffusion
ring, indicative of an incomplete and inhomogeneous staining
of the soft tissue sample.

Encouraged by the results obtained above using the barium
eosin Y staining agent (2c), we further explored a possible
contrast enhancement by raising the water solubility of the
barium eosinates. We thus developed a directed synthesis to
selectively brominate the xanthene core in 3 to obtain the
mono-, di-, and tri-brominated fluorescein deriva-
tives 4-6 (Scheme 2). Treatment of 3-6 with NaOH
or Ba(OH), afforded after recrystallization the corre-
sponding sodium and barium salts 2 and 7-10. To
get a first hint at the hydrophilicity of these com-
pounds, we determined the logP values of the lac-
tones 1 and 3-6 as well as of the acid salts 2, 7, and
9 (Supporting Information, chapter 3). Here, an ex-
plicit correlation of the number of Br atoms and the
partition coefficient was revealed, in particular for
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Figure 2. (A) Representative uCT slices of the equimolar stained turkey liver pieces (incu-
bation time 72 h) and (B) the corresponding line plots. 1: 2¢ (c=31.9 mwm), acidified; 2:
2a (c=31.9 mwm), acidified; 3: 2 ¢ (c=31.9 mwm), acidified; 4: control sample (no staining

agent was applied), acidified; 5: 2¢ (c=31.9 mm); 6: 2a (c=31.9 mm); 7: 2¢

(c=31.9 mm); 8: control sample (no staining agent was applied). Parameters of the uCT
setup (V|tome|X, Phonix X-ray/ GE) used for the measurement: U=50 kV; /=110 pA; ex-
posure time: 2 s; pixel size: 40 pm. The pCT slices were chosen so that all investigated
samples are visible as they are mounted in different positions within the sample holder.
The gray values were normalized to the sample holder, which was the same for all

stained samples (0.5 mL Eppendorf tube).
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the barium fluoresceins 2c and 7c-10c.

Because of the significantly lowered lipophilicity
of the dibromo barium fluoresceinate 9¢ in compari-
son to the eosin Y salt 2c¢ in combination with its
straightforward synthesis, the dibromo fluorescein
9c¢ was evaluated in more detail. In a second stain-
ing experiment the influence of the halogenation
degree on the fluorescein core was studied with re-
spect to contrast enhancement using puCT. Since the
first staining experiment proved already a better
performance of the barium-eosin Y salt (2¢) com-
pared to the eosin Y disodium salt (2a), we decided
to exclude 2a from the current study. In line with
the results described for 2c before (see Figure 2),
the soft-tissue samples being acidified during fixa-
tion or prior to staining with 2¢c and 9¢, respectively,
displayed a better contrast enhancement compared
to the non-acidified samples (for details see the Sup-
porting Information, chapter 10). The dibromo
barium fluorescein derivative (9¢) performed better
than 2c when the maximum concentration of each
compound in water was applied (c=45mgmL™"
[c=720mm] for 9¢; c=25mgmL™" [c=31.9 mm]
for 2¢) offering a homogeneous staining of the

© 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH
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Scheme 2. Selective bromination of fluorescein (3) and preparation of the
corresponding sodium 7a-10a and barium salts 7c-10c.

whole tissue sample (see the Supporting Information, chapter
9, Figure S3). The increased contrast for 9¢ can be explained
by its enhanced water solubility of the dibromo compound 9c.
Overall, the barium xanthene derivatives 2c¢ and 9¢ showed
much better contrast enhancement compared to the sodium
analogues 2a and 9a at such low concentrations.

To allow for comparison with the histological results and to
showcase the compatibility of the developed barium fluores-
cein staining protocol with standard histological methods, the
cell nucleus-specific staining with the counter stain Mayr's
hematoxylin was applied to the histological microscopic slide
after staining with 2c and pCT measurements. As expected,
the cell cytoplasm still appeared pinkish (see the Supporting
Information, chapter 12, Figure S4A) and the cell nuclei were
highlighted purple in color (see the Supporting Information,
chapter 12, Figure S4B). The barium dibromo fluoresceinate
salt 9¢, staining of the cell cytoplasm, as well as the additional
Mayr's hematoxylin counterstain (H-stain) were therefore not
disturbed by each other and thus standard histological slides
(see the Supporting Information, chapter 12, Figure S4A,B)
were obtained following standard histological H-staining pro-
cedures. The resulting images were of high quality and suita-
ble to undergo further histological analysis, which contributes
to the practicality of our method and significantly enhances
the sample availability.

After the in-depth evaluation on the ability of the barium
salts 2c and 9c to act as X-ray CT tracers, we wanted to com-
pare the staining quality of our newly developed dye 9c¢ to
the recently introduced X-ray stain 2a.** Therefore, we applied
the dibromo fluorescein barium salt (9¢) to mouse kidney-
tissue pieces (~5 mm edge length). The mouse kidney with its
different tissue types offers various biological structures at
multiple scales. After the acquisition of an overview scan, a
volume of interest (VOI) was chosen and measured with high

Chem. Eur. J. 2021, 27, 4561 - 4566
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resolution as a local tomography (see the Supporting Informa-
tion, video). The ability to obtain high-resolution 3D data with
isotropic resolutions of desired VOIs while keeping the soft-
tissue sample intact is a unique feature of uCT that cannot be
found among other microscopy techniques such as most light
or electron microscopy techniques.

Our results are displayed in Figure 3 and confirm homoge-
nous staining throughout the sample without diffusion arti-

Figure 3. High-resolution uCT data of the cortex and outer medulla region
of a mouse kidney after application of the dibromo fluorescein barium salt
(9¢). (A) Representative uCT volume of 1.20 mm x 1.20 mm x 1.20 mm (ef-
fective voxel size 3.3 um). (B-D) Individual uCT slices derived from the or-
thogonal planes through the volume shown in (A). (E) Representative X-ray
barium eosin Y-stained histological microscopic slide. The cell nuclei were
counter stained with Mayr’s sour hematoxylin. Legend: | proximal convolut-
ed tubules, II: artery, lil: vein, IV: capillary, V: medullary rays, and VI: loop of
Henle.

© 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH GmbH

36



I1. Ergebnisse und Diskussion

Chemistry
Europe

European Chemical
Societies Publishing

Communication

Chemistry—A European Journal doi.org/10.1002/chem.202005203

facts. The perspective view of a representative volume in Fig-
ure 3A highlights the 3D arrangement of inner structures and
connectivity between different tissue types. The provided con-
trast enabled the visualization of relevant anatomical structures
within this volume of interest, the cortex and outer medulla
region such as convoluted tubules, vessels, or medulla rays.
Representative individual 2D puCT slices derived from the or-
thogonal planes of the volume in Figure 3A are displayed in
Figure 3B-D. The validation of the pCT results was performed
through histological analysis. The representative histological
light microscopy image shown in Figure 3E was obtained from
the very same dibromo fluorescein barium salt (9¢) stained
mouse kidney tissue piece seen in Figure 3A. Here, the ob-
tained histological section was counterstained with the stan-
dard histological procedure according to Mayr’s sour hematox-
ylin to stain the cell nuclei, which were not targeted by the cy-
toplasm selective 9c. This resulted in a typical H&E-stained his-
tological section, which corresponds very well with the uCT
slice shown in Figure 3C.

Different gray values within the sample display varying con-
centrations of contrast agent accumulated in the soft tissue,
that is, the higher the protonated protein/peptide content in
the cytoplasm the more contrast agent can interact with these
structures and the higher the contrast. This can be seen in the
perspective view of a representative virtual volume in Fig-
ure 3A and the individual CT slices in Figure 3B-D, for exam-
ple, labelled structures such as V appear very bright and IlI
being black meaning no accumulation of contrast agent. The
CT results are very well reflected in the histological slide where
the structures V appear very pink indicating a high concentra-
tion of the contrast agent 9¢, while Il and Il being white high-
light the absence of contrast agent. Thus, the staining results
and image quality compare very well with the respective re-
sults obtained with the eosin Y disodium salt (2a)."” A clear
advantage is seen here in the enormous reduction of the con-
trast agent used to stain the biopsy samples from 300 mgmL '
for 2a to 45 mgmL ' for 9¢c. Even though the color of the di-
bromo fluorescein barium salt (9¢) shifted to orange-pink
when compared to the eosin Y disodium salt (2a), the patholo-
gists observed no problems to perform their histological analy-
sis. Thus, the new X-ray stain dibromo fluorescein barium salt
(9¢) proved superior and is thus suitable for pCT even at low
concentrations.

To conclude, the improved solubility of 9¢ in water was cru-
cial to obtain this new X-ray staining agent that allows to non-
destructively and selectively visualize the cell cytoplasm of bio-
logical and medical soft-tissue samples in three dimensions.
The application of the staining protocol to turkey liver and
mouse kidney tissue pieces underlines the reliability of the pro-
tocol and emphasizes the use for different tissue types. The
ability to counterstain the biopsy samples using standard his-
tological methods paves the way for establishing a convenient
3D X-ray histology approach as a complementary tool for
future histological analysis. This will offer access to additional
information and support histologists where 2D imaging is
facing its boundaries and thus meeting the demands to pro-
vide answers to advanced medical questions, which will bene-
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fit from targeted staining of specific biological structures as
well as non-destructive 3D imaging techniques.
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2. Elektrochemische A3-F-lodan-vermittelte Fluorierungen von Styrolen

In den Publikationen von Fuchigami et al. tber die ersten erfolgreichen gem-Difluorierungen
der Dithioketale 21 mittels A3-F-lodan-vermittelten elektrochemischen Fluorierungsreaktionen
in Amin-HF-Mischungen (Amin-HF: EtsN-3HF, EtsN-5HF) wurde das Prinzip der geteilten
elektrochemischen Zelle verwendet (Schema 1b).1*?® 4271 Dadurch konnte die unerwiinschte
Reduktion der gebildeten A3-F-lodane 18a-18d an der Pt-Kathode sowie die unkontrollierte
Oxidation der Substrate an der Anode verhindert werden. Die Entwicklung moderner
elektrochemischer Setups in der organischen Synthese hat sich allerdings aufgrund ihres
einfacheren Aufbaus und der leichteren Handhabung in Richtung des Prinzips der ungeteilten
Zelle gewendet (Schema2b). Zu den A3-F-lodan-vermittelten elektrochemischen
Fluorierungsreaktionen wurden in der Literatur zahlreiche Meilensteine beschrieben, welche
sich mit der Verwendung der Aryliodide 17b und 17c als Mediatoren sowie Amin-HF-
Mischungen als Elektrolyte in elektrochemischen Fluorierungen beschéftigen. Damit lassen
sich elektrochemische Reaktionen wie z.B.: Monofluorierungen,“?1 gem-Difluorierungen,2
42¢, 4211 vijc- Dilfuorierungen,?! sowie Fluorocyclisierungen(® %1 durchfiihren. So gelang es
fluorierte Produkte 22, 24, 35, 37, 39 und 73 zu erhalten (Abbildung 11, links).

RF
I I
R R RJS(U\R
22 F R

6 Beispiele

60-98% 24

8 Beispiele
50-79%

73

18 Beispiele 16 Beispiele
5-85% E 20-53%
7 F
R |
NS
37 und 39
53 Beispiele

12-83%

Abbildung 11: Beispiele fir galvano- und potentiostatische elektrochemische Fluorierungen und Fluorcyclisierungen.
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Hierbei erwiesen sich die vergleichsweise niedrigen Oxidationspotentiale von p-Tolyliodid
(17b) und p-lodanisol (17¢) (1.5 und 1.7 V vs. SSCE)[%1 als Vorteil, weil es somit moglich
war, diverse Substrate wie beispielsweise Dithioketale 21, -Dicarbonyle 23 und Alkine 34
schonend elektrochemisch in einer A3-F-lodan-vermittelten Fluorierungsreaktion umzusetzen.
Bei der Methodenentwicklung zu elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten gem-
Difluorierungen von Styrolen 71a und 71b stellt die konkurrierende vic-Fluorierungsreaktion
(siehe Mechanismus der vic- vs. gem-Difluorierung, Schema 8b) eine der groften
Herausforderungen dar. Die Cyclovoltammetrie-Messungen zeigten (CV-Messungen; fir
Cyclovoltammogramme 2.3 CV-Messungen), dass die Oxidationspotentiale der ausgewéhlten
Modellsubstrate 71a und 71b (3.01 V und 3.79 V vs. SSCE) deutlich Gber dem Niveau der
Mediatoren 17b und 17c (2.56 V und 2.76 V vs. SSCE) liegen, wodurch eine effektive
Generierung der A3-F-lodane 18b und 18c ohne die unerwiinschte anodische Oxidation der
Substrate 71a und 71b mdglich sein sollte. Die CV-Messungen zeigten auflerdem, dass das
elektronenreiche Styrol 71a (3.01 V vs. SSCE) ein niedrigeres Oxidationspotential als das
elektronenarme 71b (3.79 V vs. SSCE) aufweist, wodurch es deutlich oxidationsinstabiler ist
und sich deshalb firr die Umsetzung in einer indirekten Elektrolyse (ex-cell Modus) gut eignen
sollte. Das oxidationsstabilere Styrol 71b sollte dabei ohne dessen unerwiinschte Oxidation an

der Anode in einer direkten Elektrolyse (in-cell Modus) umgesetzt werden kdnnen.

Die Optimierungsversuche zur gem-Difluorierung der elektronenreichen Styrole 71a (ex-cell
Modus) und der elektronenarmen Styrole 71b (in-cell Modus) wurden im Rahmen eines
Gemeinschaftsprojekts in der Arbeitsgruppe Prof. Tanja Gulder als Teil dieser Doktorarbeit
durchgefuhrt. Dabei wurde eine robuste elektrochemische Synthesesequenz entwickelt, welche
eine effiziente Herstellung von gem-difluorierten Produkten 72 ermoglicht, wobei
elektronenreiche Styrole wie das t-Butylstyrol (71a) sowie elektronenarme Styrole wie das p-
Cyanostyrol (71b) als Modellsubstrate verwendet wurden. Amin-HF-Mischungen (Amin: EtsN
und Py) dienten dabei als Elektrolyt und HF-Quelle und t-Butyliodbenzol (17e) als Mediator.
Die Elektrosynthese erfolgte im ungeteilten Setup C unter galvanostatischen Bedingungen. Im
Rahmen der Optimierungen wurde zuerst der Einfluss des Verhaltnisses von Ets-HF zu Py-HF

auf die Fluorierung von Styrol 71a untersucht (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Untersuchung des optimalen Amin-HF-Verhéltnisses.

Setup C — ungeteilte Zelle

@ : Pt-Anode Pt-Kathode
17e i | = const.

tBu

F '

N :
O/\ > /@/\( :
Bu DCM, Py-9HF/Et3N-3HF (50:50) 1y Fo

Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol
Setup C: ex-cell Modus

Oxidation
uopnpay

T1a 72a

Eintrag Py-HF (mL) EtsN-3HF (mL) Ausbeute? 72a [%]
1 - 0.4 <5
2 0.1 0.3 50
3 0.2 0.2 74
4 0.3 0.1 41
5 0.4 - 25

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard.

Die ausschlie3liche Verwendung von EtsN-HF resultierte in geringen Ausbeuten < 5% an gem-
Produkt 72a (Tabelle 3, Eintrag 1). Dies konnte durch die vergleichsweise niedrigere
Leitfahigkeitswerte der EtsN-3HF erklart werden (Tabelle 12, Eintrage 2 und 3). Dies kann zu
einem hoheren Potential wahrend der Elektrolyse fuhren, wodurch es zu unerwiinschten
Redoxreaktionen und somit zur Bildung diverser Nebenprodukte kommen kann. Eine
schrittweise Erhohung des Anteils von Py-HF in der Reaktionslésung ergab einen deutlichen
Anstieg der Ausbeute auf 50% bei einem Volumenverhaltnis Py-HF/EtsN-3HF von 25:75
(Tabelle 3, Eintrag 2) und auf 74% bei einem Volumenverhaltnis von 50:50 (Tabelle 3, Eintrag
3). Eine weitere Steigerung der Menge an Py-HF brachte allerdings keine Verbesserung der
Ausbeute in dieser Reaktion (Tabelle 3, Eintrdge 4 und 5). Somit ergab sich das Verhaltnis
Py-HF/EtsN-HF von 50:50 als optimal fur die Umsetzung des Styrols 71a zu gem-Produkt 72a
(Tabelle 3, Eintrag 3).

Um die Ausbeute von 74% an gem-Produkt 72a zu erhthen, wurden als ndchstes die
unterschiedlich substituierten lodbenzolderivate 17 als Mediatoren getestet (Tabelle 4, Eintrage
1-5). Darlber hinaus wurden auch die Mengen an t-Butyliodbenzol (17e) variiert, um den
Einfluss auf die Ausbeute des gem-difluorierten Produkts 72a zu untersuchen (Tabelle 4,
Eintrage 6-10).
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Tabelle 4: Screeningsversuche zu den verschiedenen lodbenzolderivaten 17 als Mediatoren.

17a:R = p-H

|
17b: R = p-Me
7] 17c:R=p-OMe
RT _J 17d:R=pNO,
17

17e: R = p-tBu
17f: R = m,-, o-, p-Me

o - Y
{Bu DCM, Py-9HF/Et3N3HF (50:50) 1By F

Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol
Setup C: ex-cell Modus

71a 72a

Eintrag R 17 (Aquiv.) Ausbeute? [%]

1 p-Me 17b (1.2) 760
2 p-H 17a (1.2) 56
3 p-NO; 17d (1.2) 23
4 p-OMe 17¢ (1.2) <5
5 m-, 0-, p-Me 17 (1.2) 37
6 p-tBu 17e (1.2) 74
7 p-tBu 17e (1.0) 9

8 p-tBu 17e (1.5) 64
9 p-tBu 17¢ (2.0) 70

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard;
bProdukt verunreinigt mit Oxidationsprodukten 20 des Mediators 17b.

Trotz der leicht hoheren NMR-Ausbeute von 76% mit lodtoluol (17b) als Mediator (Tabelle 4,
Eintrag 1) im Vergleich zu t-Butyliodbenzol (17¢e) (74%, Tabelle 4, Eintrag 6) war im Fall von
lodtoluol (17b) die Abtrennung des fluorierten Nebenproduktes (20, Schema 1) nicht mdglich,
weshalb insgesamt eine hdhere Ausbeute mit t-Butyliodbenzol (17¢) erreicht wurde. lodbenzol
(17a) zeigte keine Verbesserung der Ausbeute (56%, Tabelle 4, Eintrag 2), was moglicherweise
auf die unerwiinschte Reaktion des Mediators 17a zum lodoniumsalz 19 zurtickzufuhren ist
(Schema 1c). Im Fall des elektronenreichen lodanisols (17¢) wurden lediglich Spuren an gem-
difluoriertem Produkt 72a gefunden was auf eine mdgliche oxidative Zersetzung des Mediators
17c hindeutet (Tabelle 4, Eintrag 4). Eine AnschlieBende Verénderung der verwendeten
Mengen des t-Butyliodbenzol (17e) als Mediator flihrte insgesamt zu keiner VVerbesserung der
Ausbeute. Im Vergleich zu den 74% Ausbeute mit 1.2 Aquiv. des Mediators 17e (Tabelle 4,
Eintrag 6) wurde mit 1.0 Aquiv. (Tabelle 4, Eintrag 7) eine um 10% niedrigere Ausbeute
erhalten. Eine weitere Steigerung der Menge des Mediators 17e brachte keine Verbesserung
der Ausbeute (Tabelle 4, Eintrdge 8 und 9)
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Mit den festgelegten optimalen Bedingungen wurde weiterhin versucht die Gesamtausbeute bei
der Umsetzung von Styrol 71a zum gem-Produkt 72a wurden verschiedene Losungsmittel
getestet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Screeningsversuche zur Wahl des optimalen Losungsmittels.

17e:

tBu

F
AN
o - O
tBu Solvens, Py-9HF/Et3N+3HF (50:50) By F

Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol
Setup C: ex-cell Modus

71a 72a

Eintrag Solvens Ausbeute? [%]
1 DCM 74
2 DCE 65
3 CHCl3
4 TFE
5 HFIP
6 MeCN

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als
internen Standard.

Hierzu wurden zuerst verschiedene chlorierte Losungsmittel 1,2-Dichlormethan (DCM), 1,2-
Dichlorethan (DCE) und Chloroform verwendet (Tabelle 5, Eintrage 1-3). Mit DCE konnte die
zweithdchste Ausbeute von 65% erreicht werden, wobei mit DCM die hdchste Ausbeute
erreicht wurde. Mit Chloroform als Lésungsmittel fand die Umsetzung des Styrols 71a zum
fluorierten Produkt 72a nicht statt. In Anbetracht der stabilisierenden Eigenschaften von
fluorierten Losungsmitteln auf A3-F-lodane bei elektrochemischen Fluorierungen!“l wurden
die Losungsmittel 1,1,1-Trifluorethanol (TFE) und 1,1,1,2,2,2-Hexafluorisopropanol (HFIP)
ausgetestet. Unerwarteterweise fihrte dies ebenso zu keiner Bildung von gem-Produkt 72a
(Tabelle 5, Eintrage 4 und 5). In Acetonitril fand ebenso keine Reaktion statt (Tabelle 5, Eintrag
6).

Als letztes wurden verschiedene Additive wie HFIP, Ethylenglykol (EG), 1,2-Dimethoxyethan
(DME) und Polyethylenglykol (PEG 200) getestet (Tabelle 6). Diese kdnnen sich bekanntlich
durch  die Stabilisierung der elektrochemisch  generierter ~ A3-F-lodane  bei
Fluorierungsreaktionen positiv auf die Ausbeute auswirken.42]
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Tabelle 6: Screeningsversuche zu méglichen Additiven.

o - JY
Bu Additiv, Py-9HF/Et3N+3HF (50:50) gy F

Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol

Ta Setup C: ex-cell Modus

72a

Eintrag Additiv (5 vol%) Ausbeute? [%]
1 - 74
2 HFIP 65
3 EG <5
4 DME <5
5 PEG 200 <5

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als
internen Standard.

Wahrend bei Verwendung von 5 vol% HFIP in der Reaktion eine geringere Ausbeute von 65%
erreicht wurde (Tabelle 6, Eintrag 2), wurden im Fall von Ether EG, PEG 200 und DME
lediglich Spuren von dem gem-Produkt 72a gefunden (Tabelle 6, Eintrage 3-5). Somit wurde
im weiteren Verlauf auf Zusatz von Additiven verzichtet und mit der hochsten Ausbeute von
74% fortgefahren (Tabelle 6, Eintrag 1).

Mit den optimierten Bedingungen wurde darauffolgend die Substratbreite untersucht
(Schema 17). Da es sich dabei um leicht oxidierbare, elektronenreiche Substrate 71a und 71ab-
7lav handelt, wurden die elektrolytischen Umsetzungen indirekt durchgefuhrt, wobei die
Styrole 71a und 7lab-71av erst nach beendeter Elektrolyse des Mediators 17e zugegeben

worden sind, um deren ungewi(nschte anodische Oxidation zu vermeiden.
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Setup C - ungeteilte Zelle

Pt-Anode Pt-Kathode

R, 17e :
N tBu XN Ry | = const.
R,—- » R :
> J FF . c -
DCM, Py+9HF/Et3N+3HF (50:50) H S o
- Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol 72 . kS %
Setup C: ex-cell Modus X o
O ]
Me
tBu ©/\||=/ Me Me Me
72a, 68% (74%) 72ab, 38% (56%) 72ac, 50% (61%) 72ad, 63% (71%)
72ae, 54% (62%) 72af, 47% (52%) 72ag, 60% (63%) 72ah, 76% (81%)
72ai, 50% (52%) 72aj, 72% 72ak, 52% (56%) 72al, 51% (53%)
72am, 55% (74%) 72an, 66% (72%) 72a0, 81% (88%)
72ap, 59% (61%) 72ar, 71% (83%) 72as, 68% (75%)

Me
x>

72at, 56% (68%) 72au, 62% (68%) 72av, 68%

Schema 17: Substratbreite der neuen Methode zur elektrochemischen gem-Difluorierung elektronenreicher Styrole 71.
NMR-Ausbeuten sind in Klammern angegeben.

Unter den optimierten Bedingungen wurde nun die Substratbreite der neu etablierten Methode
untersucht. Dazu wurden insgesamt 21 unterschiedliche elektronenreiche Styrole 71 umgesetzt,
wobei Ausbeuten von 38% bis 81% erreicht wurden. Als einfache Substituenten wurden
beispielsweise Alkylreste in der p-, m- und o-Position wie bei gem-Produkten 72ab-72ad (56%-
74%), Halogensubstituenten (F, Cl und Br) in der p-Position, sowie gemischte Substituenten

akzeptiert und konnten zu den gem-Produkten 72ae-72ah in guten Ausbeuten (47%-76%)
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umgesetzt werden. Bei Sauerstoffsubstituenten wie z.B. Acetoxy- oder Tosylgruppen bei
Styrolen 72ai-72ak wurden ebenso gute Ausbeuten (50%-72%) erzielt und die Substratbreite
zusétzlich erweitert. Styrole 72am-72au mit Alkyl- sowie Aromatsubstituenten in der «- und
S-Position wurden ebenfalls in guten Ausbeuten von 55% bis 81% umgesetzt. Bei dem
Naphthalenderivat Dialin 71al konnte das Produkt 72al hergestellt werden, welches nach einer
Ringkontraktion und Fluorierung in 51% Ausbeute hergestellt wurde. Die etablierte Methode
wurde anschliefend auf ihre Anwendbarkeit bezuglich strukturell komplexer Substrate
Uberprift. Dazu wurde das komplexe Estronderivat 72av in guter Ausbeute von 62% umgesetzt.
Die Limitierung der etablierten ex-cell Methode zur elektrochemischen gem-Difluorierung der
Styrole 71 wurde erreicht, als elektronendrmere Substrate wie beispielsweise p-Cyanostyrol
71b umgesetzt wurden. Statt des gewinschten gem-difluorierten Produkts 72b wurde lediglich
die Bildung des gem-Produkts 74b beobachtet (nach dem Mechanimus: Schema 8, Pfad B). Die
durchgefuhrten CV-Messungen (fir Cyclovoltammogramme siehe: 2.2 Analytische Daten)
zeigten daruber hinaus, dass das elektronenarme Styrol 71b (3.01 V vs. SSCE) hdheren
Oxidationspotential als das elektronenreiche 71a (3.79 V vs. SSCE) besitzt, wodurch es
oxidationsstabiler ist und sich deshalb fiir die Umsetzung in einer direkten Elektrolyse (in-cell
Modus) besser eignet, wobei alle Komponenten (Elektrolyt, Mediator und Substrat) gleich zu
Beginn der Elektrosynthese zugegeben werden. Um die Ausbeute an gem-Produkt 72b zu
erhdhen, wurden als erstes die elektrische Spannung (Tabelle 7, Eintrdge 1-3) sowie das

Verhaltnis zwischen verschiedenen Amin HF-Komplexen (Tabelle 7, Eintrag 4) untersucht.

Tabelle 7: Screening der optimalen elektrischen Spannung sowie des Amin-HF-Verhéltnisses.

17bi F

Me F
o - Y F
- F +
NG DCM, Py-9HF/Et3N+3HF NG NG

Pt(+) | Pt(-), Spannung, 3.5 F/mol
Setup C: in-cell Modus

71b 72b 73b

Eintrag Py-HF [mL]  EtN-3HF [mL]  Spannung [mA] Ausbeute? 72b, 73b [%]

1 0.2 0.2 24 Spuren/21
2 0.2 0.2 12 Spuren/32
3 0.2 0.2 6 Spuren/19
4 0.4 - 12 18/31

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard.
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Eine stufenweise Senkung der elektrischen Spannung von 24 mA auf 6 mA brachte keine
Verbesserung der Selektivitat der gem-Fluorierung von Styrol 71b, wobei nur Spuren an gem-
Produkt 72b im Gegensatz zu 19%-32% an vic-Produkt 73b erhalten wurden (Tabelle 7,
Eintrage 1-3). Eine Steigerung der Ausbeute an gewiinschtem Produkt 72b auf 18% wurde erst
bei Verwendung von reinem Py-HF ohne Zusatz von EtsN-3HF als Elektrolyt und HF-Quelle
erreicht (Tabelle 7, Eintrag 4).

Zur Verbesserung der Ausbeute an gem-Produkt 72b der Elektrosynthese wurden weitere
Optimierungen der Reaktionsbedingungen vorgenommen, wie z.B. Trocknung und Entgasung
des Losungsmittels sowie Arbeiten unter Ar-Schutzgasatmosphére, um die unerwinschten

Oxidationsreaktionen zu vermeiden und die Ausbeute zu erhdhen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Optimierung der Reaktionshedingungen: Lésungsmittel und Schutzgas.

17bi E

N Me F e
' o £ +
NC DCM, Py-OHF/Et3N+3HF NC NG

Pt(+) | Pt(-), 24 mA, 3.5 F/mol

71b Setup C: in-cell Modus 72b 73b
Eintrag DCM Umgebung Ausbeute? 72b, 73b [%]

1 destilliert Luft 18, 31

2 destilliert Ar 18, 26

3 getrocknet, entgast Luft 27,28

4 getrocknet, entgast Ar 47, 45

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard.

Alleiniger Austausch der Reaktionsatmosphére von Luft- Ar-Atmosphére brachte hinsichtlich
der gem-Fluorierung keine Verbesserung der Ausbeute und fiihrte sogar zur Senkung der
gesamten Ausbeute der elektrochemischen Fluorierung (Tabelle 8, Eintrdge 1 und 2). Erst durch
Vorbehandlungen des Losungsmittels DCM wurde eine leichte Steigerung der Ausbeute bei
beiden vic- und gem-Produkten erreicht (Tabelle 8, Eintrag 3). Ein anschlielender Austausch
der Reaktionsatmosphére von Luft zu Ar-Atmosphére brachte eine signifikante Erhéhung der
Ausbeute am gem-Produkt 72b, wobei dieses zum ersten Mal als Hauptprodukt gebildet wurde
(Tabelle 8, Eintrag 4).
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Des Weiteren wurden Versuche mit erh6hten Mengen an Mediator 17b und Elektrolyten Py-HF
durchgefuhrt (Tabelle 9, Eintrage 1-8)

Tabelle 9: Untersuchung des optimalen Amin-HF-Mediator-Verhéltnisses.

17b

F
N Me F E
> ot
NC DCM, Py+9HF NC NC
72b 73b

Pt(+) | P(-), 12 mA, 3.5 Fimol
Setup C: in-cell Modus

Eintrag  p-Toll 17b [Aquiv.] DCM [mL] Py-HF [mA] Ausbeute? 72b, 73b [%]

1 1.2 3.6 0.4 47, 45
2 15 3.6 0.4 43, 30
3 2.0 3.6 0.4 37,13
4 1.2 2.4 1.6 55,8
5 1.2 2.0 2.0 56, 1
6 0.6 2.0 2.0 46, 38
7 0.2 2.0 2.0 11,55
8 - 2.0 2.0 -, 67

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard.

Eine stufenweise Erhohung der Menge des Mediators 17b von 1.2 Aquiv. auf 2.0 Aquiv. fiihrte
nicht zur erwiinschten Steigerung der Ausbeute (Tabelle 9, Eintrdge 1-3), sondern fuhrte
insgesamt zur Verschlechterung der gesamten Fluorierungsausbeute. Auf der anderen Seite
flihrten geringere Mengen an Mediator 17b wie z.B. 0.6 Aquiv bzw. 0.2 Aquiv. ebenso zu
geringeren Ausbeuten von 46% bzw. 11% an gem-Produkt 72b (Tabelle 9, Eintrédge 6 und 7).
Ein Versuch, die Fluorierung von Styrol 71b ohne Mediator 17b durchzufiihren, scheiterte und
vic-Produkt 73b resultierte als Hauptprodukt. Zu einer Erhdhung der Ausbeute von 47% auf
56% fihrte schlieRlich die Erhéhung der Menge an Py-HF-Reagenz (Tabelle 9, Eintrage 4 und
5).

AnschlieBend wurden Versuche bei reduzierter Spannung durchgefihrt, um die
Reaktionsbedingungen noch schonender zu gestalten und somit die Ausbeute zu erhdhen
(Tabelle 10).
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Tabelle 10: Untersuchung zur optimalen elektrischen Spannung.

17b F

X Me F F
o E +
tBu DCM, Py*9HF NC NC

Pt(+) | Pt(-), Spannung, 3.5 F/mol
Setup C: in-cell Modus

71b

Eintrag Spannung [MA] Ausbeute? 72b, 73b [%]

1 12 56, 1
2 10 60, 2
3 8 56, 3

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als
internen Standard.

Demnach gelang es die Ausbeute an gem-Produkt 72b von 56% bei einer Spannung von 12 mA
auf 60% bei 10 mA zu erhéhen (Tabelle 10, Eintrdge 1 und 2). Eine weitere Senkung der
elektrischen Spannung auf 8 mA verringerte allerdings die Ausbeute auf 56% (Tabelle 10,
Eintrag 3).

Mit den optimierten Bedingungen wurde als letzter Optimierungsschritt die Reaktion von
Zimtsauremethylester 71bk zum gem-Produkt 72bk auf katalytische Weise untersucht
(Tabelle 11).

Tabelle 11: Versuche zur katalytischen Umsetzung des Zimtséuremethylesters 71bk zum gem-Produkt 72bk.

O 17b Q
©/\)LOME Me _ OMe

DCM (2.0 mL), Py9HF (2.0 mL) F7F
71bk Pt(+) | P(-), Spannung, 3.5 F/mol 72bk
Setup C: in-cell Modus

Eintrag 17b (Aquiv.) Spannung (MA) Ausbeute? 72bk [%]
1 1.2 10 90
2 0.2 8 80
3 0.1 8 67
4 - 8 -

aermittelt mittels NMR-Spektroskopie mit Ethylfluoracetat als internen Standard
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So konnte mittels katalytischer Menge (0.2 Aquiv.) an Mediator 17b das gem-Produkt 72bk in
hoher Ausbeute von 80% synthetisiert werden. Mit 10 mol% des Mediators 17b sank die
Ausbeute allerdings auf 67% (Tabelle 11, Eintrag 3). Die Reaktion scheiterte, wenn kein
Mediator 17b verwendet wurde (Tabelle 11, Eintrag 4), was zusétzlich die entscheidende Rolle

des Mediators bei der Reaktion verdeutlicht.

Nach beendeter Optimierung der Reaktionsbedingungen der elektrochemischen gem-
Difluorierung der elektronenarmen Styrole am Beispiel des p-Cyanostyrol 71b wurde die
potenzielle Substratbreite dieser Methode untersucht (Schema 18). So wurden unter den
optimierten in-cell Bedingungen (1.2 Aquiv. Mediator 17b, 10 mA Stromstarke, Py-HF als
Elektrolyt und HF-Quelle, absolutes Ldsungsmittel und Ar-Schutzgasatmosphére) 19
unterschiedlich substituierten elektronenarmen Styrole 71 zu den gem-difluorierten Produkten
72 umgesetzt. Dabei wurden einfach substituierte Produkte 72ba-72bd mit Cyano- bzw-
Nitrogruppe in p- bzw. m-Position in moderaten bis guten Ausbeuten von 23% bis 67%
umgesetzt. Auch diverse elektronenziehende Sauerstoffsubstituenten wie z.B. CO.Me, SO>Me
und COCF3 wie bei gem-Produkten 72be-72bg erlaubten gute Ausbeuten von 35% bis 58%.
Hohe Ausbeuten (65%-89%) resultierten bei Phenyl- und Stickstoffsubstituierten Produkten
72bh-72bk. Daruber hinaus konnte eine Palette an unterschiedlich substituierten
Zimtsdureamidderivaten 72bl-72bo in moderaten bis guten Ausbeuten (23%-80%) erhalten
werden. Auch komplexe Zimtsaureamidderivate wie z.B. Chinin- und Campherderivat konnten
erfolgreich zu gem-Produkten 72bp und 72br umgesetzt werden. Die intakte Doppelbindung
bei Chininderivat 72br zeigt die milden Bedingungen dieser Methode. Besonders interessant

war die Umsetzung des Dipeptides 71bs in 85% Ausbeute zum gem-Produkt 71bs
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| . Setup C - ungeteilte Zelle

Pt-Anode Pt-Kathode

F_F
17b '
Me ' _
N xRz N R_'\ R, | = const.
R1_| P - 1Ty >
DCM/Py+9HF (50:50)
71 Pt(+) | Pt(-), 10 mA, 3.5 F/mol 72

Oxidation
uompnpay

Setup C: in-cell Modus

F NC F Me F
NC NC O,N

72b, 67% 72ba, 40% 72bb, 66% 72bc, 34%
F
72bd, 23% 72be, 35% 72bf, 58% 72bg, 37%
|
TFHN F
72bh, 65% 72bi, 65% 72bj, 40% 72bk, 89%
NH, NH, NHiPr NHBn
F7F F7OF F”°F F7OF
72bl, 80% 72bm, 45% 72bn, 23% 72bo, 33%
y /
A 4& Qi L
N/'\n/ OMe
F "o
72bp, 55% (57:43 d.r.) 72br, 32% (61:39 d.r.) 72bs, 85% (55:45 d.r.)

Schema 18: Substratbreite der neuen elektrochemischen Methode zur Synthese gem-Produkte 72b und 72ba-72bs.

Die Gefahr von unerwiinschten Redoxreaktionen in ungeteilten Setups ist hoch und fuhrt
besonders bei chemisch- und oxidationsinstabilen Substraten zu Nebenprodukten. Um das
Verfahren schonender fir leicht oxidierbare Substrate zu gestalten, verwendete Fujigami et al.
das Prinzip der geteilten, elektrochemischen Zelle, bei welcher durch eine
Anionenaustauschermembran der Kathoden- und Anodenraum voneinander getrennt werden
(Schema 1b).[*?¢1 Allerdings sind die Literaturdaten zur Nachverfolgung der verwendeten
Bauart und den Materialien, die zum Aufbau der Membran notwendig sind, nicht ausreichend
beschrieben. Es wurde lediglich erwéhnt, dass die Anionenaustauschermembran zwischen zwei
Dichtungsringen aus Silikon befestigt wurde. Dartiber hinaus spielen weitere Parameter wie: i)

die Geometrie und Dimensionen der Zelle, ii) die verwendeten Materialien, iii) Aufbau und
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Durchlassigkeit der Membran, sowie deren physikalische Parameter: i) Losungsmittel, ii)
Konzentrationen der angesetzten Stoffe sowie Elektrolyte, iii) der pH-Wert, iv) Stromstéarke
und v) die Reaktionstemperatur eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung neuer

elektrochemischer Setups.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Reaktionssetup D stellt ein Beispiel einer geteilten
elektrochemischen Zelle dar, in dem der Anoden- und Kathodenraum durch eine Membran
voneinander getrennt sind, um die wahrend der Elektrolyse ablaufenden Redoxreaktionen
besser steuern zu kdnnen. Die separaten Zellen sind nach Vorbild von Waldvogel et al.[429: 42"
aus PTFE aufgebaut. Eine der groRten Herausforderungen hierbei war die richtige
Zusammensetzung und Aufbau der Membran, weil diese nicht mit dem A3-F-lodan 18b
reagieren sollte und zusétzlich fur dessen ausreichenden Transport in den Kathodenraum sorgen
sollte, um einen vollstandigen Reaktionsumsatz zu erreichen. Dartiber hinaus muss die
Membran stabil gegeniiber dem Elektrolyten Amin-HF sein. Eine schematische Darstellung des
ungeteilten elektrochemischen Setups D ist in Abbildung 12 dargestellt. Dabei besteht dieses
aus drei Hauptelementen: ¢) Anodenraum, f) Kathodenraum und e) Membran. Die komplexe
Membran wurde aus mehreren aufeinander folgenden Schichten aufgebaut: 1) Dichtungsring
aus Naturkautschuk, 2) Filz aus Carbonfaser-Schutzschicht (Toray-Carbon-Paper 060), 3)
Pt/C-Disk mit 40w% Pt, 4) Pt-Draht (Anode), 5) Filz aus Carbonfaser-Schutzschicht (Toray-
Carbon-Paper 060).

Setup D Anordnung der Membran-Elemente

(] a) Pt-Folie (Kathode)
b) Pt-Draht (Anode)
a b

¢) Anodenraum 1. Dichtungsring

aus Naturkautschuk

d) Magnetrihrer 2. Disk aus Toray Paper 060
f ﬁ c e) Membran 3. Disk aus Pt/C (40w% Pt)
" f) Kathodenraum 4. Draht Pt (Anode)
wn 5. Disk aus Toray Paper 060
1 2 345

g) AufRenwand
1

«Q

i |e - J

Abbildung 12: Eine Schematische Darstellung des in dieser Arbeit geplanten Setup D: a) Pt-Folie (Kathode), b) Pt-Draht
(Anode), ¢) Anodenraum, d) Magnetriihrer, e) Membran, f) Kathodenraum und g) Gehduse aus PTFE.

Bevor Versuche zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen fir die
Fluorierungsreaktionen im Setup D durchgefiihrt werden konnten, musste zuerst der Aufbau

vorgenommen und die elektrochemische Zelle mittels Impedanzspektroskopie charakterisiert
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werden. Da die Durchlassigkeit der Membran und der damit verbundene Transport des
gebildeten A3-F-lodans 18b einer der entscheidendsten Aspekte bei der Entwicklung des
Setup D war, wurde als erstes untersucht, ob es im neuen Setup D durch die Membran zu keiner
Storung der elektrischen Leitfahigkeit « kommt. Hierzu wurde Impedanzspektroskopie
angewandt. Elektrische Leitfahigkeit wird als Fahigkeit einer Lésung, eines Metalls oder Gases
— im Allgemeinen jeder Materie — elektrischen Strom zu leiten, beschrieben.’%1 In einer
Losung wird der elektrische Strom durch Kationen und in Metallgefligen durch Elektronen
geleitet. Einige Faktoren beeinflussen dabei die Féhigkeit zum Transport der elektrischen
Ladung: i) Konzentration, ii) Mobilitat der lonen, iii) Valenz der lonen und iv) die Temperatur
des Elektrolyten. Alle Substanzen besitzen dabei einen Leitfahigkeitsgrad. Elektrolytldsungen
werden hierbei in starke und schwache Elektrolyte unterteilt. Starke Elektrolyte sind
Substanzen, die in Losung nahezu vollstdndig dissoziiert vorliegen. Dazu gehéren ionische
Feststoffe und starke anorganische Sauren wie z.B. Salz- und Schwefelsdure. Im Gegensatz
dazu gehort beispielsweise Essigséure zu den schwachen Elektrolyten, weil sie in wassrigen

Losungen zum groBten Teil in undissoziierter Form vorliegt.

Die fur die A3-F-lodan-vermittelten elektrochemischen Fluorierungsreaktionen verwendeten
Amin-HF-L6osungen dienten als Elektrolyte und HF-Quellen. Sie bestehen aus fliissigen
Poly(hydrogenfluorid)-Komplexen organischer Amine und gehéren zur Gruppe der ionischen
Flussigkeiten, welche dank ihrem stark ausgeprégten ionischen Charakter den elektrischen
Strom leiten kénnen.'%1 Als Elektrolytldsungen wurden DCM/Amin-HE-Mischungen in
verschiedenen Konzentrationen untersucht (Amin-HF: EtsN-5HF, Py-HF, Tabelle 12). Als
Kalibrierlosung mit bekanntem k-Wert diente eine 0.1 M KCI-Ldsung (Tabelle 12, Eintrag 1).
AnschlieBend wurde die Leitfahigkeit der potenziellen Reaktionslésungen untersucht, wobei
im Fall von konzentrierter DCM/Py-HF-L&sung eine sehr hohe Leitfahigkeit gemessen wurde,
was durch den hohen Anteil an Py-HF erklart werden kann (Tabelle 12, Eintrage 2 und 3). Der
geringere k-Wert des DCM/Py-HF/Et3N-3HF (90:5:5, v/v) Gemisches kann durch die hohe
Verdinnung der Losung erklart werden. Eine Veranderung der Form der Anode von Pt-Folie
zum Pt-Draht hatte keinen Einfluss auf die hohe Leitfahigkeit des DCM/Py-HF-Gemisches
(Tabelle 12, Eintrag 4). Eine Integration der Membran A sowie Zugabe von Mediator 17b flhrte
ebenso zu keinen Storungen im Fluss des elektrischen Stroms und somit zu keiner signifikanten

Verénderung des Leitfahigkeitswerts (Tabelle 12, Eintrag 5 und 6).
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Tabelle 12: Leitfahigkeitsmessungen und der stufenweise Aufbau des geteilten Setup D.

Eintrag Elektrolytldsung K [S/em] Aufbaustufe

1) Zellenkalibration; ohne Membran, Pt-Folien als

-3
1 KCI (0.1 M) 12.9x10 Elektroden
. : 2) Leitfahigkeitsmessung; ohne Membran A; Pt-Folien
o 2
2 DCM/Py-9HF (50:50) 18.7x10 als Elektroden
3 DCM/ Py-9HF/EtsN-5HF 9.60x10°3 3) Leitfahigkeitsmessung; ohne Membran, Pt-Folien
(90:5:5) ' als Elektroden
4 DCM/Py-9HF (50:50) 14.7%10°2 4) Leitfahigkeitsmessung; ohne Membran, Pt-Draht als

Anode; Pt-Folie als Kathode
Kathoden-Raum:

5 DCM/Py-9HF (50:50) 88.0x10°3
Anoden-Raum: DCM
Kathoden-Raum:

6 DCM/Py-9HF (50:50) 24.3x107?
Anoden-Raum: DCM 17b

5) Zellenkalibration; mit Membran A, Pt-Draht als
Anode; Pt-Folie als Kathode

6) Zellenkalibration; mit Membran A, Pt-Draht als
Anode; Pt-Folie als Kathode; Mediator 17b

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden als Modellsubstrate bei der Suche nach den
optimalen Bedingungen fiir eine selektive gem-Fluorierung im geteilten Setup D die
substituierten Styrole 71a und 71b verwendet. Als Mediator wurde das Tolyliodid 17b benutzt.
Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der Versuche unter verschiedenen Bedingungen. Hierbei
wurden folgende Parameter untersucht: i) Stromstérke, ii) Amin-HF-Quelle und iii)
Reaktionszeit. So fand bei Verwendung von reiner Py-HF-Ldsung und einer Stromstérke von 8
mA ausschlielich die vic-Difluorierung zum Produkt 73b statt (Tabelle 13, Eintrag 1). Eine
Verdinnung der Reaktionslésung mit DCM (Amin-HF/DCM = 50:50, v/v) ergab bei gleicher
Stromstarke eine Steigerung der Selektivitdt zum gem-difluorierten Produkt 72b (Tabelle 13,
Eintrag 2). Nach einer Erhéhung der Stromstarke auf 10 mA, um die Bildung des A3-F-lodans
18b zu steigern, wurde eine zusatzliche Erhéhung der Selektivitat in Richtung der gem-
Difluorierung erreicht und das gewiinschte Produkt 72b konnte in einem Uberschuss von 65%
elektrochemisch synthetisiert werden (Tabelle 13, Eintrag 3). Eine erneute Steigerung der
Stromstérke auf 20 mA hatte keinen Einfluss auf die Ausbeute (Tabelle 13, Eintrag 4). Wenn
das elektronenreiche t-Butylstyrol 71a als Substrat verwendet wurde, lediglich Spuren an gem-

Produkt 72a konnten gefunden werden (Tabelle 13, Eintrag 5).
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Tabelle 13: Versuche zu elektrochemischen Fluorierungsreaktionen der Styrole 71a und 71b im ungeteilten Setup D mit

Mediator 17b.

Setup D
17b E F | = constant
Me =
/©/\ _ /@/\( F
_— + m
R DCM/Py+9HF-Lésung R F /©)\/ o
Stromstarke R HH
71a:R = Bu Setup D 72a: R = t-Bu 73a:R = Bu i
71b: R = NC 72b: R = NC 73b: R = NC Py Py
Kathodenraum Anodenraum
Eintrag  Anodenraum Kathodenraum Stromstarke Umsatz [% "H-NMR "H-NMR
Inireg . ! [mA] 2 [%] Ausbeute [%]  Ratio 72:73
_ 71b,
1 17b in DCM 8 82 34 1:99
Py-HF (5 mL)
71b,
2 17b in DCM Py-HF (2.50 mL), 8 > 95 83 24:76
DCM (2.50 mL)
71D,
3 17b in DCM Py-HF (2.50 mL), 10 88 46 65:35
DCM (2.50 mL)
71b,
4 17binDCM  Py-HF (2.50 mL), 20 > 95 <5 -
DCM (2.50 mL)
71a,
5 17binDCM  Py-HF (2.50 mL), 10 > 95 <5 -

DCM (2.50 mL)

@ unmittelbar vor Beginn der galvanostatischen Elektrosynthese wurde der Anodenraum mit Mediator 17b (1.00 mmol) und
DCM (5 mL) und der Kathodenraum mit Substrat 71a oder 71b (0.25 mmol) und dem entsprechenden Py-HF/DCM-
Gemisch (Gesamtvolumen =5 mL) bestiickt; Elektrosynthese erfolgte bei gegebener Stromstérke bis ein Ladungstransfer

von 3.50 F/mol erreicht wurde.

Allerdings wurde bei diesem Versuch festgestellt (Tabelle 13, Eintrag 3), dass die Dichtungen

aus Naturkautschuk nicht geniigend Stabilitdt gegenlber der Reaktionslésung besalRen und

Anzeichen von Sprodigkeit zeigten. Dies hatte zur Folge, dass die Membran verformt wurde

und das Setup D undicht wurde, was zum Verlust der Reaktionslosung fuhrte (Abbildung 13).
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Austritt "
der Reaktionsldsung y ‘ ® d\é?rg/(l)errrnnzr:agn

1cm

Abbildung 13: Anodenraum von Setup D nach elektrochemischer Umsetzung (Tabelle 5, Eintrag 3) von Styrol 70a: rote Pfeile
zeigen die Verformung der Membran und den Austritt der Reaktionslésung.

Demzufolge ist bei konstanter Stromstarke das Potential angestiegen, da die benetzte
Oberflache der Elektroden verringert wurde. So lag das Potential bei 10 mA zu Beginn der
Reaktion deutlich unter der gesetzten Grenze von 2 V, wobei sich dieses bereits nach 3 h
Reaktionszeit Uber 3 V befand (Diagramm 2). Dies flihrte zu unkontrollierten Reaktionen im
Setup D, wodurch allgemein die niedrige *H-NMR-Ausbeute an gem- 72b und vic-Produkten
73b erklart werden kann (Tabelle 13, Eintrag 3).

120 6,00
100 5,00
£ 80 4,00 =
g s
g 60 3,00 2
£ 2
o 40 2,00 2

O
20 1,00
0 0,00

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
Reaktionszeit [min]

71b 73b 72b gem. Potential ====- Potentialgrenze

Diagramm 2: Galvanostatische Elektrosynthese der gem-72b und vic-73b Produkte im Setup D in Abh&ngigkeit des wahrend
der Reaktion gemessenen Potentials.
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Diese Erkenntnis konnte durch einen Versuch mittels Erhohung der Stromstérke bestatigt
werden, weil es in diesem Fall zur Zersetzung des Substrates 71b und lediglich Spuren an gem-
72b und vic-Produkt 73b kam (Tabelle 13, Eintrag 4). Als letztes wurde das elektronenreiche
Styrol 70b als Substrat verwendet, um das chemische Verhalten von leicht oxidierbaren
Substraten im Setup D zu untersuchen. In diesem Fall fuhrte die Elektrosynthese bei 10 mA
Stromstarke zu einer Zersetzung des Substrates 71a ohne Spuren an difluorierten Produkten
72a oder 73a zu erhalten. (Tabelle 13, Eintrag 5). Daruber hinaus wurde nach beendeter
Reaktion ein weiRer Niederschlag auf der Membran im Setup D beobachtet (Abbildung 14,
links). Dies kann vermutlich auf die Bildung von Polystyrol zurlickgefiihrt werden, wie bereits
in der Publikation von Marquez et al. zur Bildung von Polystyrol auf Platinelektroden wéhrend
einer galvanostatischen Elektrolyse in CHCls/n-BusNBF4 beschrieben wurde.['%! Wahrend der
elektrochemischen Versuche zeigten aulerdem die Verbindungselemente, die zum Festhalten
vom Kathoden- und Anodenraum wahrend der Elektrosynthese vorgesehen wurden, erste

Anzeichen von Korrosion (Abbildung 14, rechts).

Korossion

WeilRer Niederschlag der Verbindungselemente

gebildet wahrend
der Elektrosynthese

Sprodigkeit
der Dichtung

Abbildung 14: Anodenraum von Setup D nach elektrochemischer Umsetzung (Tabelle 5, Eintrag 5) vom Styrol 70b: rote
Pfeile zeigen den gebildeten weilRen Niederschlag (links); Anoden und Kathodenraum von Setup D: rote Pfeile zeigen die

Korrosion der Verbindungselemente sowie Sprodigkeit der Dichtungen (rechts).

Dies ist auf die Verwendung von hochkorrosiven HF-LAsungen in Verbindung mit (Edel)Stahl-
Werkstoffen zurtickzufiihren. Im Falle einer Weiterentwicklung des Setup D sollte deshalb die
Wahl des Werkstoffes zur Herstellung der Verbindungselemente so getroffen werden, dass
dieser vollstandig korrosionsbestdndig in Verbindung mit HF-haltigen Stoffen ist, wie z.B.
hochkristallines Polypropylen, PTFE oder Ni-Cu-Legierungen als Basiswerkstoff.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Im Fokus des ersten Teils dieser Doktorarbeit stand die Entwicklung eines wasserléslichen
Kontrastmittels fur Untersuchungen biologischen Weichgewebes unterschiedlicher Art mittels
MCT im Vordergrund. Busse et al. zeigte 2018, dass der Xanthenfarbstoff Eosin Y (4)
hervorragend als ein Zytoplasma-spezifisches ex-vivo KM zur Untersuchung von
Nierengewebe mittels uCT angewandt werden kann (Abbildung 5).[7% Allerdings war aufgrund
der limitierten Wasserloslichkeit des Xanthenfarbstoffs 4 (300 mg-mL™) ein ausreichender
Kontrast nur mittels geséttigter Eosin Y-Ldsungen erreichbar. Eine signifikante Steigerung des
Kontrasts war deshalb nicht mdoglich. Um dieses Problem zu umgehen, wurden einige
chemische Modifikationen des Xanthenfarbstoffs (4) durchgefihrt, welche zur Erhéhung der
Wasserloslichkeit fihrten und zugleich eine homogene Verteilung des neuen KM erméglichten,
wodurch ein ausreichender CT-Kontrast erzielt werden konnte. Das hierzu entwickelte
Syntheseprotokoll zur Bromierung von Fluorescein (72) erlaubt eine einfache und selektive
Herstellung von mono- di-, tribromierten Fluoresceinderivaten 68a-68c mittels N-
Bromsuccinimid (NBS) in guten Ausbeuten 31-63% (Abbildung 15a). Eine anschlieBende
Behandlung der Di- und Tetrabromfluoresceinderivate 68b und 68d mit entsprechenden
Metallhydroxiden oder Metallacetaten lieferte Metallkomplexe 69a-69e, 70a und 70b als
potenzielle KM flr Weichgewebe (Abbildung 15b). Das Dibromfluorescein-Bariumsalz 70b
erwies sich dabei als am effektivsten als KM zur diagnostischen Untersuchung von
Weichgewebeproben mittels CT-Analyse. Das neuartige KM Dibromofluorescein-Barium-Salz
70b wurde erfolgreich zur Farbung von Leber- und Nierengewebe angewandt (Abbildung 15c).
Die Untersuchungen zur pathologischen Relevanz des neu entwickelten Verfahrens zeigten,
dass Dibromfluorescein-Bariumsalz 70b als KM kompatibel mit der histologischen
Hématoxylin-Eosin-Farbung und somit geeignet als erganzendes Farbemittel zu den
klassischen histologischen Farbemethoden ist.2%1 Weiterfiihrend kénnte die Méglichkeit zur
Verwendung von iodierten Xanthenfarbstoffen als Kontrastmittel untersucht werden. Dank der
hoheren Atomzahl des lods (Z = 53) im Vergleich zum Brom (Z = 35) kdnnte hier eine
zusatzliche Steigerung des Kontrastes bei pCT erreicht werden. Hierflir eignet sich als
Modellsubstrat der tetraiodierte Farbstoff Erythrosin B (3). Bei Betrachtung der VVerbesserung
der Eigenschaften zur Eignung des Dibrom-Xanthenfarbstoffs 70b im Vergleich zu dessen
Tetrabrom-Derivaten Eosin Y (4) konnte es vorteilhaft sein, auch Metallkomplexe der

diiodierten Xanthenfarbstoffe herzustellen und als KM fiir uCT zu untersuchen.
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a) Synthese der Mono-, Di, Tri- und Tetrabromfluoresceinderivate 68a-68c

Y,
NBS (1 1-3.3 Aquiv.) X 0 v
31% 61% O O
HO O OH
HO OH

Br z
Fluorescein (67) 68a: X=Y=Z=H
68b: X =Y =H,Z=Br
68c: X=H,Y=Z=Br
b) Synthese der Schwermetallkomplexe 69a-69e, 70a und 70b ( )

DY
)n oder M(OAc),
o O CL, —ome

Br Br 69a: X =Br, M=Ag*  70a:X=H, M= Na*
68b: X = H 69b: X = Br, M =Ba2*  70b: X = H, M= Ba%*
68d: X = Br 69c: X = Br, M = Cu?*

69d: X = Br, M = Pb2*
_69e: X =Br, M= Gd®*

70b
zerstoérungsfreie 3D Bildgebung
Neues Kontrastmittel héhere Wasserloslichkeit
\_ flir uCT ) héherer Kontrast

I homogene Verteilung
Kompatibel mit H&E-Farbung

Leber- & Nierengewebe

Abbildung 15: a) Erfolgreiche Synthese, Isolierung und Charakterisierung der bromierten Fluoresceinderivate 68a-68c; b)
Synthese der Schwermetallkomplexe 69a-69e, 70a und 70b; c) Innovatives Kontrastmittel fur pCT: Dibromfluorescein-
Bariumsalz 70b.[10%]

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Entwicklung neuer Verfahren zu
elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten Fluorierungsreaktionen von unterschiedlich
substituierten Styrolen 71. Trotz der zahlreichen in der Literatur beschriebenen Meilensteine,
welche die Verwendung verschiedener Aryliodide als Mediatoren in elektrochemischen
Fluorierungen wie z.B.: Monofluorierungen,“?1 gem-Difluorierungen, 2 428 421 yjc-
Difluorierungen(*@! sowie Fluorocyclisierungent*?" %1 existiert immer noch eine Reihe an
Schwierigkeiten und Limitierungen im Feld der elektrochemischen A3-F-lodan-vermittelten
Fluorierungsreaktionen, weshalb die Anzahl an neuen und robusten elektrochemischen

Synthesemethoden begrenzt bleibt. Einige dieser Probleme beziehen sich auf die schwierige
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Wahl des richtigen Mediators, welcher fir die Durchfihrung der gewinschten Reaktion
ausschlaggebend ist. Weitere Herausforderungen entstehen in Verbindung mit der Verwendung
ionischer Fliissigkeiten auf Basis von Amin-HF-Verbindungen (Amin-HF: EtsN-3HF,
EtsN-5HF, Py-HF), weil diese eine hohe Reaktivitat, sehr hohe Toxizitdt und somit eine
erschwerte Handhabung aufweisen. In Bezug auf Styrole 71 als Substrate in A3-F-lodan-
vermittelten elektrochemischen Fluorierungsreaktionen muss zwischen elektronenreichen
Substraten wie z.B. t-Butylstyrol 71a und elektronenarmen Substraten wie das p-Cyanostyrol
71b differenziert werden. In diesem Teil der Arbeit wurde eine selektive elektrochemische
Methode zur Synthese von gem-dilfuorierten Produkte 72 entwickelt. Die Herausforderung
bestand in den unterschiedlichen Reaktivitaten der Substrate 71a und 71b. Deshalb wurden die
leicht oxidierbaren Styrole 71a und 71lab-71av indirekt im Setup C (ex-cell Modus) mit Py
HF/EtsN HF als Elektrolyt und HF-Quelle, bei einer Stromstarker von 12 mA und mit
t-Butyliodbenzol 17e als Mediator umgesetzt und lieferten vic-difluorierte Produkte 72a und
72ab-72av in guten bis sehr guten Ausbeuten von 38% bis 81% (Abbildung Schema 19a). Die
hohe Toleranz  fur  Funktionelle  Gruppen  (Alkylreste, Halogensubstituenten,
Sauerstoffsubstituenten)  dieses  Verfahrens, hohe  Selektivititen sowie  milde
Reaktionsbedingungen verdeutlichen Bedeutung der Methode fur die Synthese von gem-
difluorierten Produkten 72a und 72ab-72av. Fur die elektronenarmen Styrole 71b und 71ba-
71bs wurde das Prinzip der direkten geteilten Zelle verwendet: in-cell Modus mit Py HF als
Elektrolyt und HF-Quelle, bei einer Stromstarker von 10 mA und mit Tolyliodid 17b als
Mediator. Die Umsetzung lieferte gem-difluorierte Produkte 72b und 72ba-72bs in guten
Ausbeuten von 23% bis 85% (Schema 19b). Darlber hinaus gelang es mit der neu entwickelten
Methode, das Zimtsauremethylester (71bk) katalytisch mit 0.2 Aquiv. an Mediator 17b in hoher

Ausbeute von 80% zum gem-Produkt 72bk umzusetzen (Schema 19c).
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a) Galvanostatische, indirekte gem-Difluorierung elektronenreicher Styrole 71a
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b) Galvanostatische, direkte gem-Difluorierung elektronenarmer Styrole 71b
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b) Katalytische gem-Fluorierung von Zimtsduremethylester 72bk

o FF
17b (20 mol%)
2 OMe - OMe
DCM (2.0 mL), Py-9HF (2.0 mL) 0
71bk Pt(+) | P(-), 8 mA, 3.5 F/mol 72bk
Setup C: in-cell Modus
80%

Schema 19: Erfolgreich etablierte elektrochemische Synthese: a) der gem-Produkte 72a und 72ab-72av, b) der gem-Produkte
72b und 72ba-72bs und c) katalytische des Zimtsauremethylesterderivatives 72bk.[103]

Um das Problem der unerwinschten Oxidation der Substrate mit niedrigen
Oxidationspotentialen wie z.B. Styrol 71a zu umgehen, wurde anschliefend im Rahmen der
Methodenerweiterung ein geteiltes elektrochemisches Setup D fiir A3-F-lodan-vermittelte
Fluorierungsreaktionen entwickelt. Die Besonderheit des geteilten Setup D bestand in der
raumlichen Trennung des Anoden- und Kathodenraums mittels einer Membran aus mehreren
aufeinander folgenden Schichten (Abbildung 12). Das neue Setup D wurde mittels
Impedanzspektroskopie charakterisiert. Die Ermittlung der Leitfahigkeitswerte (k-Werte)
verschiedener Amin-HF/DCM-Gemische im Setup D ergab, dass diese geeignet fur den Einsatz

in der elektrochemischen Synthese sind, weil sie flr einen ausreichenden Ladungstransport
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sorgen (Tabelle 4). Am geringsten fiel der x-Wert mit 9.60x10 S/cm beim Gemisch DCM/
Py-HF/Et3N-5HF (90:5:5, v/v), weil dieses die geringste Konzentration an Amin-HF-Spezies
beinhaltete. Am hdchsten mit 24.3x102 S/cm war der k-Wert bei DCM/Py-9HF (50:50, v/v)-
Gemisch, weshalb dies als Reaktionsldsung weiter verwendet wurde. Bei den Versuchen zur
elektrochemischen Fluorierung der Styrole 71a und 71b mit Tolyliodid (17b) als Mediator unter
galvanostatischen Bedingungen wurde im Fall des elektronenarmen p-Cyanostyrol 71b das
gewiinschte Produkt 72b in einem Uberschuss von 65% gebildet. Bei der Umsetzung des
elektronenreicheren t-Butylstyrol 71a wurde nach beendeter Elektrolyse lediglich die
Zersetzung des Substrates festgestellt. Ein weil3er Niederschlag auf der Membran gab Hinweise
auf eine Polymerisation des Styrols 7l1a als Nebenreaktion. Die aus der erfolgreichen
Umsetzung des Styrols 71b im Setup D abgeleitete Abfolge der Reaktionen ist in Abbildung 16
dargestellt. Die Prozesse missten demnach schrittweise ablaufen und starten mit der
elektrochemischen Oxidation des Mediators 17b auf der Membran (Schritt 1) mittels eines Pt-
Drahts zum A3-F-lodan 18b, welches anschlieBend durch die Membran in den Kathodenraum
gelangt (Schritt 2), wo es mit dem Substrat 71b reagiert (Schritt 3). Das gewtinschte Produkt
72b befindet sich nach beendeter Reaktion im Kathodenraum, wodurch es zusatzlich vor

weiteren Reaktionen an der Anode geschiitzt wird.

Elektrochemische Zelle
©] I =®

Schritt 1 Schritt2 F—I—F Schritt 3

Pt-Draht
b=
. :
e
N
Pt-Folie

! Membran : F
Me | Pd/C-Disk !
! H NC

EAnodenraum H : 72b yathodenraum!

Abbildung 16: Schematische Darstellung der elektrochemischen Zelle im Setup D und der schrittweise Ablauf der A3-F-lodan-

vermittelten Fluorierungsreaktion von Styrol 71a.

Um die elektrochemische Synthese und den Transport des der A*-F-lodans 18b durch die
Membran im Setup D zukinftig zu optimieren, konnte im weiteren Entwicklungsschritt ein
kleinerer Mediator als 17b wie z.B. elementares lod verwendet werden, um die Bildung des
gewilnschten gem-Produkts 72b zu beglnstigen. Darlber hinaus missten einige

Verbesserungen im Aufbau des ungeteilten Setup D vorgenommen werden. So kam es im Zuge
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der galvanostatischen Umsetzungen (Tabelle 5, Eintrag 3) zu unkontrollierter Steigerung des
Potentials innerhalb des Setup D (Diagramm 2). Dies konnte auf die Verluste der
Reaktionslosung aufgrund von Undichtigkeiten im Setup D zurlickgefiihrt werden, da die
benetzte Oberflache verringert wurde, was bei konstanter Stromstérke unmittelbar zur
Steigerung des Potentials gefuihrt hat. Hierbei wére zusétzlich eine Temperaturkontrolle im
Setup D wichtig, um weitere Verluste durch Verdampfen des Losungsmittels zu verringern. Da
es bei der Verwendung von hochkorrosiven HF-Lésungen in Verbindung mit (Edel)Stahl-
Werkstoffen zu Korrosion kam, wére im Falle der Weiterentwicklung des Setup D eine Wahl
des Werkstoffes zur Herstellung von Verbindungsschrauben so zu treffen, dass dieser komplett
korrosionsbestandig in Verbindung mit HF-haltigen Stoffen ist, wie beispielsweise

hochkristallines PP, PTFE oder Ni-Cu-Legierungen als Basiswerkstoff.
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4. Summary and Perspectives

The focus of the first part of the present doctoral thesis laid on the development of a water-
soluble contrast agent for examining various types of biological soft tissue using uCT. Busse
et al. showed in 2018 that the xanthene dye eosin Y (4) can be used excellently as a cytoplasm-
specific ex-vivo contrast agent for the investigation of kidney tissue by pCT.[%! However, due
to the limited water solubility of the xanthene dye 4 (300 mg-mL ™), sufficient contrast could
only be achieved using saturated eosin Y (4) solutions. A significant increase in contrast was
therefore not possible. To avoid this problem, some chemical modifications of the xanthene
dye (4) were carried out, which led to an increased water solubility and at the same time enabled
a homogeneous distribution of the new contrast agent, which resulted in sufficient uCT contrast.
The synthesis protocol developed for this purpose allows simple and selective bromination of
fluorescein (72) delivering mono-, di- and tribrominated fluorescein derivatives 68a-68c in
good vyields of 31-63% using N-bromosuccinimide (NBS) as brominating agent (Figure 1a).
Subsequent treatment of the di- and tetrabromofluorescein derivatives 68b and 68d with the
appropriate metal hydroxides or metal acetates yields metal complexes 69a-69¢e, 70a, and 70b
as potential soft-tissue contrast media (Figure 1b). The dibromofluorescein barium salt 70b
proved to be the most effective contrast agent for the diagnostic examination of soft tissue
samples by pCT analysis. The novel contrast agent dibromofluorescein barium salt 70b was
successfully applied to stain liver and kidney tissue (Figure 1c). Investigations of the
pathological relevance of the newly developed staining method showed that
dibromofluorescein barium salt 70b as a contrast agent is compatible with histological
hematoxylin-eosin staining and is therefore suitable as a supplementary staining agent for
classic histological staining methods.'®! Furthermore, the possibility of using iodinated
xanthene dyes as contrast agent could be investigated. Because of to the higher atomic number
of iodine (Z = 53) compared to bromine (Z = 35), an additional increase in contrast could be
achieved by puCT analysis of soft tissue samples. The commercially available xanthene dye
erythrosin B (3) would be suitable as a model substrate for this purpose. When considering the
improvement of the properties regarding the suitability of the dibromo-xanthene dye 70b as
contrast agent for uCT compared to its tetrabromo-derivative eosin Y (4), it might be
advantageous to also prepare metal complexes of the diiodinated xanthene dyes and investigate

them as contrast agent for uCT analysis of soft tissue.
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a) Synthesis of mono-, di-, tri- and tetrabromofluorescein 68a-68c
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Figure 1: a) Successful synthesis, isolation, and characterization of the brominated fluorescein derivatives 68a-68c; b)
Synthesis of the heavy metal complexes 69a-69e, 70a, and 70b; c) Innovative contrast agent for pCT: dibromofluorescein
barium salt 70b.0%]

The second part of this work dealt with the development of new methods for electrochemical
A3-F-iodane-mediated fluorination reactions of differently substituted styrenes 71. Despite the
numerous milestones described in the literature, which describe the use of different aryl iodides
as mediators in electrochemical fluorinations such as: monofluorinations,?1  gem-
difluorinations,2¢ 42 4211 yjc-difluorinations,“?! and fluorocyclizations®*?" there is still a
number of limitations in the field of electrochemical A3-F-iodane mediated fluorination
reactions. Due to this fact the number of new and robust electrochemical synthetic methods
remains limited. Some of these issues relate to the difficult choice of the right mediator, which

is critical to achieve the desired electrochemical fluorination reaction. Further challenges arise
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in connection with the use of the toxic and highly reactive ionic liquids based on amine-HF
compounds (amine-HF: EtsN-3HF, EtsN-5HF, Py-HF). Regarding styrenes 71 as substrates in
\3-F-iodane-mediated electrochemical fluorination reactions, a distinction must be made
between electron-rich substrates such as t-butylstyrene 71a and electron-deficient substrates
such as p-cyanostyrene 71b. In this part of the present doctoral thesis a selective
electrochemical method for the synthesis of gem-difluorinated products 72 was developed. The
greatest challenge were the different reactivities of the substrates 71a and 71b due to their
different electronic properties. Therefore, the oxidation unstable styrenes 71a and 71ab-71av
were indirectly prepared in Setup C (ex-cell mode) with Py-HF/EtsN-HF as electrolyte and HF
source, with electrical current of 12 mA, and with t-butyliodobenzene 17e as mediator. Their
conversion provided gem-difluorinated products 72a and 72ab-72av in good to excellent yields
ranging from 38% to 81% (Scheme 1a). The high tolerance for functional groups (alkyl,
halogen- and oxygen substituents), high selectivity and mild reaction conditions illustrate the
importance of this method for the synthesis of gem-difluorinated products 72a and 72ab-72av
in the synthetic community. For the more oxidation stable electron-deficient styrenes 71b and
71ba-71bs the direct electrochemical principle was used: in-cell mode with Py-HF as
electrolyte and HF source, with electrical current of 10 mA and with p-iodotoluene 17b as
mediator. The reaction provided gem-difluorinated products 72b and 72ba-72bs in good yields
ranging from 23% to 85% (Scheme 1b). Furthermore, methyl cinnamate (71bk) could be
catalytically treated with 20 mol% of mediator 17b to give the gem-product 72bk in high yield
of 80% (Scheme 1c).
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a) Galvanostatic, ex-cell gem-difluorination of electron-rich styrenes 71a
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b) Catalytic gem-difluorination of cinnamic of methyl cinnamate 71bk
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Scheme 1: Successfully established electrochemical synthesis: a) gem-products 72a and 72ab-72av, b) gem-products 72b and

72ba-72bs, and c) catalytic gem-difluorination of methyl cinnamate 71bk.[10!

To avoid the problem of undesired oxidation of those substrates with lower oxidation potentials
such as styrene 71a, a divided electrochemical setup for A-F-iodane-mediated fluorination
reactions was developed as a part of the method extension. The special feature of the divided
setup D was the spatial separation of the anode and cathode compartments by means of a
membrane made up of several consecutive layers. First, the new setup D was characterized by
impedance spectroscopy. The determination of the conductivity values (k-values) of various
amine-HF/DCM mixtures in Setup D showed that these are suitable for use in electrochemical
synthesis because they ensure sufficient charge transport. The lowest k-value with
9.60x10% S/cm was determined for the mixture DCM/Py-HF/EtsN-HF (90:5:5, v/v), because
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the mixture had the lowest concentration of amine HF species, which are responsible for the
charge transport in the reaction mixture during the electrosynthesis. The highest k-value was
measured as 24.3x10-2 S/cm for the DCM/Py 9HF (50:50, v/v) mixture. Due to this fact,
DCM/Py 9HF (50:50, v/v) was further used as the electrolyte. In attempts to electrochemically
fluorinate styrenes 71a and 71b with p-iodotoluene (17b) as a mediator under galvanostatic
conditions, electron-deficient p-cyanostyrene 71b provided the desired gem-product 72b as
major product in 65% yield. When the more electron-rich t-butylstyrene 71a was converted,
only decomposition of the substrate was observed after the electrolysis. A white precipitate on
the membrane indicated polymerization of styrene 71a as a side reaction. The sequence of
reactions derived from the successful conversion of styrene 71b in setup D is shown in figure
2. The processes would therefore have to run step by step and start with the electrochemical
oxidation of the mediator 17b on the membrane (step 1) by means of a Pt wire to the A3-F-
iodane 18b, which then passes through the membrane into the cathode room (step 2), where it

reacts with the substrate 71b (step 3) to the desired gem-product 72b.

Electrochemical Cell

E membrane:
Me i Pd/C-Disk:

Pt-wire
3
. :
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e
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.
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Figure 2: Schematic representation of the divided cell (Setup D) and the proposed stepwise mechanism of gem-difluorination

of styrene 71b.

To further optimize the electrochemical synthesis and to make the transport of the A3-F-iodane
18b through the membrane in Setup D more efficient, a smaller mediator than 17b, such as
elemental iodine, could be used in the further development step to promote the formation of the
desired gem-product 71a. In addition, some improvements in the structure of the undivided
setup D would be efficient. During the galvanostatic conversions in Setup D an uncontrolled
increase in the potential could be observed. This could be attributed to the loss of the reaction
solution due to leaks in Setup D, since the wetted surface of the electrodes was reduced, which

immediately led to an increase in potential, causing uncontrolled redox reactions. Since
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corrosion occurred when using highly oxidative HF solutions in connection with (stainless)
steel parts, the material of the connecting screws would have to be selected in such a way that
it would be completely corrosion-resistant in connection with substances containing HF, such

as highly crystalline PP, PTFE or Ni-Cu alloys.
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I11. Experimenteller Teil

1. Allgemeine Methoden

1.1. Vorbemerkung

Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden in zuvor im Vakuum
ausgeheizten Glasgeraten unter einer Argon-Schutzgasatmosphédre durchgefuhrt. Die
kommerziell erhéltlichen Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, ohne weitere

Reinigung eingesetzt.

1.2. Losungsmittel

Die folgenden trockenen Lésungsmittel wurden verwendet:

Acetonitril: Acros Organics, Extra Dry, 99.9%, <0.005% Wasser

Methanol: Sigma-Aldrich, puriss., 95.8%, < 0.2% Wasser

Dichlormethan, Diethylether und Tetrahydrofuran wurden unter Argon-Schutzgasatmosphére
aus einer MB-SPS 800 Apparatur der Firma Braun entnommen.

Losungsmittel  (Aceton, Dichlormethan, Diethylether, Ethylacetat, Methanol) fur
Saulenchromatographie, Dunnschichtchromatographie, Umkristallisation und Extraktion
wurden nach einmaliger Destillation verwendet und von der Materialausgabe der Technischen

Universitat Minchen Fakultat Chemie bezogen.

1.3. Analytische Methoden und verwendete Geréte
Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Messungen von Kernresonanzspektren wurden an den Gerdaten AVHD-300 (300 MHz),
AVHD-400 (400 MHz), AVHD-500 (500 MHz) und AVHD-500cr (500 MHz) der Firma
Bruker bei 300 K durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen ¢ sind in ppm (parts per
milion) angegeben und auf die Restprotonensignale des deuterierten Losungsmittel kalibriert:
Aceton: §(*H) = 2.05 ppm, Chloroform: &(*H) =7.26 ppm, Methanol: §(*H) = 4.87 ppm)
Folgende Abkurzungen wurden bei der Auswertung der Spektren fur verschiedene

Signalformen verwendet: s — Singulett, d — Dublett, t — Triplett. Die Kopplungskonstanten J
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stellen die Mittelwerte der experimentell gefundenen Kopplungsfrequenzen der jeweiligen

Protonen dar.

Dunnschichtchromatographie (DC) und Saulenchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden Aluminium der Firma Merck (Basis Material:
Aluminium, 0.25 mm Kieselgel 60 A, F-254) verwendet. Die Detektion erfolgte durch
Fluoreszenzdetektion im UV-Licht der Wellenldnge 254 nm oder mit Hilfe der
Anfarbereagenzien:
e Cerammoniummolybdatlésung (CAM, 4 g Ce(SOa4)2, 116 g (NH4)2M0O4, 100 mL
konz. H2S0O4, 800 mL H-0)

e Kaliumpermanganatlosung (3 g KMnOg, 20 g K2CO3, 5 mL NaOH (5%), 300 mL H»0).
Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel der Firma Merck (230 — 400 mesh ASTM,
Kieselgel 60, Korngréfie 40 — 63 um) verwendet. Das verwendete Eluentverhaltnis fur die
séulenchromatographische Trennung und die Dunnschichtchromatographie sind den jeweiligen

Versuchsvorschriften zu entnehmen.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Massenspektrometrische Messungen sind an einem Agilent 5973 Network Mass Selective
Detector mit vorgeschaltetem Gaschromatographen (Agilent 6890 mit der Séule HP5 (30 m,
95% Dimethylpolysiloxan, 5% Diphenylpolysiloxan, Schichtdicke 25-50 um, Tragergas: He).

Als loniesierungsmethode wurde die Elektronensprayionisation (ESI) verwendet.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC Analysen wurden an einem Chromaster Geradt der Firma Hitachi unter folgenden
Bedingungen durchgefihrt: 150 x 4 mm Eurospher I, 100 A, 5 um, C18, RT,
FlieBgeschwindigkeit:  1.00 mL/min. Ldsungsmittelverhéltnisse sind den jeweiligen

Versuchsvorschriften zu entnehmen.
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Galvanostatische elektrochemische Reaktionen

Die galvanostatischen Elektrosynthesen wurden mit dem Gleichrichter HMP4040 der Fa.
Rohde & Schwarz durchgefiihrt. Das ungeteilte Setup C und das geteilte Setup D wurden aus
PTFE nach Vorbild von Waldvogel et al. angefertigt. Die Impedanzmessungen wurden mit dem
Potentiostat BioLogic SP-200 der Fa. Biologic durchgefiihrt. Als Elektroden wurden Pt-Folien
(8 x 1 x 0.1 cm) und Pt-Draht (L&nge: 8 cm, Durchmesser: 0.05 cm) der Fa. Alfa Aeser

verwendet.

Impedanzspektroskopie

Elektroimpedanzspektroskopie wurde mittels BioLogic SP-200 Potentiostaten durchgefihrt.
Die Impedanzmessungen zur Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit wurden bei
Raumtemperatur in einer symmetrischen PTFE-Zelle mit zwei Platinelektroden (Pt-Folie,
Flache: 10 mm x 70 mm, Abstand zwischen den Elektroden: 2,7 cm). Zunéchst wurde die
Zellkonstante (Czene) mit Literaturwerten einer 0,1 M KCI-Losung berechnet (GI. 2). Die
elektrische Leitfahigkeit wurde dann aus den Widerstandswerten errechnet, die durch
Impedanzspektroskopie von 10 ml frisch hergestellter Amin-HF-Ldsungen (GI. 3) gemessen

wurden.

Bestimmung der Zellkonstante mit 0,1 M KCI-L6sung:

Czeie = K XR (Gl.2)
CZelle =243 Cm_1
k=12.9-10°Scm™
R =188 Q (ermittelter Wert)

Bestimmung der Leitfahigkeit von Amin-HF-L6dsungen:

Aus der ermittelten Zellkonstante Czeiie und dem gemessenen Widerstand R wurden die Werte

fur die Leitfahigkeit « der verschiedenen Elektrolyte nach Gl. 3 berechnet.

Ccell (GI' 3)

k = elektrische Leitfahigkeit
R = elektrischer Widerstand
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2. Synthesevorschriften und analytische Daten

2.1 Allgemeine Vorschriften (AV)

AV-1: gem-Difluorierung elektronenreicher Styrole 71a und 71ab-71av im Setup C

In eine ungeteilte PTFE-Zelle (Setup C) mit einer Platinanode (1 x 1.2 cm?) und einer
Platinkathode (1 x 1.2 cm?) wird trockenes und entgastes DCM (3.6 mL), Py-9HF (0.2 mL)
und EtsN-3HF (0.2 mL) vorgelegt und mit 4-tert-Butyliodbenzol (17e, 0.30 mmol, 1.2 Aquiv.)
versetzt. Die Elektrolyse wird bei Raumtemperatur unter konstanter Stromstérke (24 mA)
durchgefuhrt, bis eine Ladungsmenge von 3.5 F/mol erreicht wird. Nach beendeter Elektrolyse
wird das Substrat 71a (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.) zugegeben und die Reaktionsmischung wird bei
Raumtemperatur bis zum vollstandigen Umsatz (DC) geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird bei
0 °C in ges. NaHCOs-Losung (50 mL) gegeben und mit DCM (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung (15 mL) gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufgereinigt.

AV-2: gem-Difluorierung elektronenarmer Styrole 71b und 71bb-71bs Setup C

In eine ungeteilte PTFE-Zelle (Setup C) mit einer Platinanode (1 x 1.2 cm?) und einer
Platinkathode (1 x 1.2 cm?) wird trockenes und entgastes DCM (2.0 mL) vorgelegt und mit p-
lodtoluol (17b, 0.30 mmol, 1.2 Aquiv.) versetzt. Das Substrat 71b (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Py-HF (2.0 mL) wird zugegeben und die Elektrolyse wird bei Raumtemperatur unter
konstantem Strom (10 mA) durchgefuhrt, bis eine Ladungsmenge von 3.5 F/mol erreicht wird.
Das Reaktionsgemisch wird bei 0 °C in ges. NaHCOs-L6sung (50 mL) gegeben und mit DCM
(3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Ldsung
(15 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch aufgereinigt.
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AV-3: Katalytische Umsetzung von Zimtsauremethylester (70al) im ungeteilten Setup C

In eine ungeteilte PTFE-Zelle (Setup C) mit einer Platinanode (1 x 1.2 cm?) und einer
Platinkathode (1 x 1.2 cm?) wird trockenes und entgastes DCM (2 mL) vorgelegt und mit 4-
lodtoluol (0.2-0.6 Aquiv.) versetzt. Das Substrat 70al (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.) und Py-HF (2
mL) wird zugegeben und die Elektrolyse wird bei Raumtemperatur unter konstantem Strom (10
mA) durchgefuhrt, bis eine Ladungsmenge von 3.5 F/mol erreicht wird. Das Reaktionsgemisch
wird bei 0 °C in ges. NaHCO3-L6sung (50 mL) gegeben und mit DCM (3 x 10 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lésung (15 mL) gewaschen, tber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufgereinigt.

AV-4: Umsetzung der Styrole 71a und 71b im geteilten Setup D

In eine geteilte PTFE-Zelle (Setup D) wird im Kathodenraum trockenes und entgastes DCM (5
mL) vorgelegt und mit entsprechendem Substrat 70a oder 70b (0.25 mmol) versetzt. In den
Anodenraum wird Py-9HF/DCM-Lésung (5 mL) und anschlieRend 4-lodtoluol (1.20 Aquiv.)
zugegeben und die Elektrolyse wird bei Raumtemperatur unter konstantem Strom (8-20 mA)
durchgefuhrt, bis eine Ladungsmenge von 3.5 F/mol erreicht wird. Das Reaktionsgemisch wird
bei 0 °C in ges. NaHCOs-Lodsung (50 mL) gegeben und mit DCM (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Losung (15 mL) gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wird anschlieBend einer NMR-Analyse unterzogen.

2.2 Analytische Daten

1-(tert-Butyl)-4-(2,2-difluorethyl)benzol (72a)

F
JO RS
tBu

72a

Gemall AV-1 wurde unter Verwendung von 71a (40.1 mg, 250 pmol) das Produkt 72a
(33.7 mg, 170 pmol, 68%) als gelbes Ol erhalten.

74



I11. Experimenteller Teil

DC: Ry = 0.38 (SiO2, Pentan) [UV]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Har), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hay), 5.94 (tt, J = 56.7, 4.6 Hz, 1H, CH), 3.14 (td, J = 17.4, 4.6
Hz, 2H, CHy), 1.36 (s, 9H, tBu) ppm; °*F-NMR (376 MHz, CDCls) & -114.64 (dt, J = 56.8,
17.4 Hz) ppm; C NMR (101 MHz, CDCls) § 150.5, 129.6, 125.8, 116.9 (t, J = 241.3 Hz),
40.56 (t, J = 21.8 Hz), 34.63, 31.46 ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 198 (22) [M]*, 183 (100)
[M-Me]*, 155 (38), 91 (9) [PhCH2]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*%

(2,2-Difluorethyl)benzol (72ab)

Shs

72ab

GemalR AV-1 wurde unter Verwendung von 7lab (26.0 mg, 250 pmol) das Produkt 72ab
(13.5 mg, 95.0 umol, 38%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf = 0.50 (silica gel, pentane) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.51 — 7.23 (m, 5H,
Har), 5.93 (tt, J = 56.6, 4.6 Hz, 1H, CH), 3.15 (td, J = 17.3, 4.6 Hz, 2H, CH,) ppm; *F-NMR
(376 MHz, CDCls) § -114.81 (dt, J =56.6, 17.3 Hz) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 132.6
(t, J = 5.9 Hz), 129.9, 128.8, 127.6, 116.8 (t, J = 241.4 Hz), 41.08 (t, J = 21.9 Hz) ppm; MS
(El, 70 eV): m/z (%) = 142 (33) [M]", 91 (100) [M-CHF]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*%

1-(2,2-Difluorethyl)-4-methylbenzol (72ac)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ac (29.4 mg, 250 pumol) das Produkt 72ac (19.5
mg, 125 pmol, 50%) als gelbes Ol erhalten.
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DC: Rr = 0.38 (SiO2, Pentan) [UV]; tH-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.15 (s, 4H, Hay), 5.90 (tt,
J=56.7, 4.6 Hz, 1H, CH), 3.10 (td, J = 17.3, 4.6 Hz, 2H, CH>), 2.35 (s, 3H, CHs) ppm; 1°F-
NMR (376 MHz, CDCls) & -114.86 (dt, J = 56.7, 17.2 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDCls)
5 137.3, 129.8, 129.5, 117.0 (t, J = 241.3 Hz), 40.66 (t, J = 21.8 Hz), 21.21 ppm; MS (EI, 70
eV): m/z (%) = 156 (35) [M]", 105 (100) [M-CHF,]*, 91 (4) [M-CH.CHF2]*, 77 (12) [Ph]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*%

2-(2,2-Difluorethyl)-1,3,5-trimethylbenzol (72ad)

Me

F
F
Me Me

72ad

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ad (36.6 mg, 250 umol) das Produkt 72ad (29.0
mg, 156 pumol, 63%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rr = 0.38 (SiO2, Pentan) [UV]; tH-NMR (400 MHz, CDCls) & 6.91 (s, 2H, Har), 5.91 (tt,
J=56.8, 4.8 Hz, 1H, CH), 3.23 (td, J = 16.7, 4.8 Hz, 2H, CH>), 2.34 (s, 6H, CHs), 2.29 (s, 3H,
CHs) ppm; °F-NMR (376 MHz, CDCls) & -113.28 (dt, J = 56.7, 16.9 Hz) ppm; C NMR
(101 MHz, CDCls) § 137.6, 137.1, 129.4, 126. 7 (t, J = 5.7 Hz), 116.8 (t, J = 242.1 Hz), 34.43
(t, J = 22.1 Hz), 20.98, 20.42 ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 184 (32) [M]*, 133 (100) [M-
CHF3]*, 91 (9) [PhCHJ]*, 77 (4) [Ph]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1%
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1-(2,2-Difluorethyl)-4-fluorbenzol (72ae)

Gemal} AV-1 wurde unter Verwendung von 71ae (30.5 mg, 250 pumol) das Produkt 72ae (21.6
mg, 135 pmol, 54%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.50 (SiO2, Pentan) [UV]; tH-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.22 (dd, J = 8.4, 5.4 Hz,
2H, Har), 7.07 — 7.00 (M, 2H, Har), 5.90 (tt, J = 56.5, 4.5 Hz, 1H, CH), 3.11 (td, J = 17.4, 4.5
Hz, 2H, CH2) ppm; F-NMR (376 MHz, CDCls) § -115.14 — -115.23 (m), -115.26 (dt, J =
56.9, 18.3 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 162.4 (d, J = 245.9 Hz), 131.5 (d, J = 8.1
Hz), 116.5, 115.7 (d, J = 21.4 Hz), 40.22 (t, J = 22.1 Hz), 31.26 (d, J = 7.5 Hz) ppm; MS (El,
70 eV): m/z (%) = 160 (34) [M]*, 141 (3) [M-F]*, 109 (100) [M-CHF]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1%

1-Chlor-4-(2,2-difluoroethyl)benzol (72af)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71af (34.6 mg, 250 umol) das Produkt 72af (20.7
mg, 118 pmol, 47%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rf = 0.30 (SiOz, Pentan) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Har), 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hay), 5.93 (tt, J = 56.4, 4.5 Hz, 1H, CH), 3.14 (td, J = 17.3, 4.5
Hz, 2H, CH2) ppm; *F-NMR (376 MHz, CDCls) § -115.17 (dt, J = 56.5, 17.4 Hz) ppm:;
13C NMR (101 MHz, CDCls) § 133.7, 131.3, 130.9 (t, J = 5.8 Hz), 129.0, 128.5, 116.3 (t, J =
241.6 Hz), 40.36 (t, J = 22.1 Hz), 31.20 ppm; MS (EI, 70 eV)): m/z (%) = 178/176 (13/38) [M]*,
127/125 (37/100) [M-CHF4]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen (berein.[*!!
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1-Brom-4-(2,2-difluorethyl)benzol (72ag)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ag (45.8 mg, 250 umol) das Produkt 72ag (33.2
mg, 150 umol, 60%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf = 0.30 (silica gel, pentane) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.65 — 7.37 (m, 2H,
Har), 7.14 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Har), 5.91 (tt, J = 56.4, 4.5 Hz, 1H, CH), 3.10 (td, J = 17.3, 4.5
Hz, 2H, CH,) ppm; 9F-NMR (376 MHz, CDCls)  -115.13 (dtd, J = 56.3, 17.5, 3.1 Hz) ppm;
13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 132.0, 131.7, 131.4 (t, J = 5.8 Hz), 121.8, 116.2 (t, J = 241.5
Hz), 40.39 (t, J = 22.1 Hz) ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 222/220 (46/47) [M]*, 171/169
(98/100) [M-CHF]*, 90 (34) [M-Br-CHF]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1%

1-Chlormethyl-4-(2,2-difluorethyl)benzol (72ah)

Gemal} AV-1 wurde unter Verwendung von 71ah (38.2 mg, 250 pumol) das Produkt 72ah (36.2
mg, 190 pmol, 76%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.45 (SiO2, Pentan) [UV]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.36 (d, J = 7.8 Hz, 2H,
Har), 7.25 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Har), 5.91 (ttd, J = 56.5, 4.5, 0.9 Hz, 1H, CH), 4.57 (s, 2H, CH2),
3.14 (td, J = 17.3, 4.5 Hz, 2H, CH2) ppm; 1°F-NMR (376 MHz, CDCl5) 5 -114.88 (dtd, J = 56.5,
17.4, 2.7 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 136.9, 132.8 (t, J = 5.8 Hz), 130.3, 129.0,
116.5 (t, J = 241.5 Hz), 45.93, 40.66 (t, J = 22.1 Hz) ppm; IR (rein) ¥imax = 1392, 1267, 1108,
1030, 1020, 663cm™%; MS (EI, 70 eV): m/z (%) =192/190 (9/25) [M]*, 155 (100) [M-CI]*, 104
(12) [M-CI-CH2CF2]*; HRMS (EI) ber. CoHoCIF2* [M]* 190.0361, gef. 190.0363.
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4-(2,2-difluorethyl)phenylacetat (72ai)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ai (40.5 mg, 250 pmol) das Produkt 72ai (25.0
mg, 125 umol, 50%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf = 0.20 (SiO2, Pentan/EtOAc 95:5) [UV]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.26 — 7.09
(M, 2H, Har), 7.07 = 6.91 (M, 2H, Har), 5.85 (tt, J = 56.5, 4.5 Hz, 1H, CH), 3.07 (td, J = 17.3,
4.5 Hz, 2H, CH), 2.24 (s, 3H, CHs) ppm; °F-NMR (376 MHz, CDCls) & -114.95 (dt, J = 56.5,
17.5 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 169.5, 150.2, 130.9, 130.1 (t, J = 6.0 Hz), 121.9,
116.5 (t, J = 241.4 Hz), 40.33 (t, J = 22.1 Hz), 21.16 ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 200 (9)
[M]*, 158 (64) [M-Ac], 107 (100) [M-Ac-CHF], 77 (16) [Ph]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1%

1-(2,2-Difluorethyl)phenyl-4-methylbenzenesulfonat (72aj)

/©/\(F
F
TsO

72aj

Gemal} AV-1 wurde unter Verwendung von 71aj (68.6 mg, 250 pumol) das Produkt 72aj (56.2
mg, 180 umol, 72%) als gelben Feststoff erhalten.

Smp. =50 °C (CHCls); DC: Ry = 0.30 (SiO2, Pentan/EtOAc 95:5) [UV]; tH-NMR (400 MHz,
CDCls) § 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hay), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hay), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Har), 6.95 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hay), 5.88 (tt, J = 56.4, 4.5 Hz, 1H, CH), 3.10 (td, J = 17.3, 4.4
Hz, 2H, CH2), 2.45 (s, 3H, CHs) ppm; 1°F-NMR (376 MHz, CDCls) & -115.14 (dt, J = 56.4,
17.3 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 149.1, 145.6, 132.5, 131.5 (t, = 5.9 Hz), 131.2,
129.9, 128.6, 122.7, 116.2 (t, J = 241.5 Hz), 40.26 (t, J = 22.3 Hz), 21.81 ppm; IR (rein) Vmax
= 1367, 1151, 1020, 862, 795, 675; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 312 (34) [M]", 155 (78) [Tos]*,

91 (100) [PhCH,]*; HRMS (EI) ber. C1sH14F20sS* [M]* 312.0632, gef. 312.0618.
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1-(2,2-Difluorethyl)benzylacetat (72ak)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ak (44.1 mg, 250 umol) das Produkt 72ak (28.3
mg, 130 umol, 52%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.30 (SiO2, Pentan/EtOAc 90:10) [CAN]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.32 (d, J
= 8.1 Hz, 2H; Hay), 7.24 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Hay), 5.90 (tt, J = 56.5, 4.6 Hz, 1H, CH), 5.08 (s,
2H, CHy), 3.12 (td, J = 17.3, 4.5 Hz, 2H, CHy), 2.08 (s, 3H, CHs) ppm; °F-NMR (376 MHz,
CDCls) & -114.91 (dt, J = 56.5, 17.2 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 170.9, 135.4,
132.6 (t, J = 5.8 Hz), 130.1, 128.7, 116.6 (t, J = 241.4 Hz), 65.98, 40.67 (t, J = 22.0 Hz), 21.05
ppm; IR (rein) ¥max = 1758, 1510, 1370, 1190, 911; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 214 (39) [M]*,
172 (100) [M-Ac]*, 155 (64) [M-OAc]*, 107 (86) [M-Ac-CH,CHF,]*, 91 (15) [PhCH2]*, 77
(18) [Ph]*; HRMS (ESI+) ber. C11H1sF20," [M+H]* 215.0878, gef. 215.0877.

1-(Difluormethyl)-2,3-dihydro-1H-inden (72al)

i

72al

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71al (32.5 mg, 250 pumol) das Produkt 72al (21.4
mg, 128 umol, 51%) als farbloses Ol erhalten.

DC: R¢ = 0.50 (SiO2, Pentan) [CAM]; tH-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.40 — 7.33 (m, 1H, Hay),
7.30 — 7.26 (M, 1H, Har), 7.25 — 7.17 (m, 2H, Har), 5.80 (td, J = 56.9, 5.5 Hz, 1H, CH), 3.61
(tdt, J = 14.3, 8.8, 5.7 Hz, 1H, CH), 3.10 — 2.88 (m, 2H, CH5), 2.31 (dtd, J = 13.4, 8.8, 6.1 Hz,
1H, CHy), 2.18 — 2.04 (m, 1H, CH2) ppm: °F-NMR (376 MHz, CDCls) & -118.78 (ddd, J =
57.0, 38.8, 14.2 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 145.0, 139.0 — 138.8 (m), 128.0,
126.7,125.5 (d, J = 1.6 Hz), 124.9, 118.3 (t, J = 242.6 Hz), 49.17 (t, J = 20.6 Hz), 31.52, 25.66
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— 25.41 (m) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 168 (34) [M]*, 117 (100) [M-CHF.]*, 91 (11)
[PhCH2]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*%

(2,2-Difluorpropyl)benzol (72am)

Me
oL

72am

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71am (29.5 mg, 250 umol) das Produkt 72am
(21.5 mg, 138 pmol, 55%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rf = 0.57 (silica gel, pentane) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.38 — 7.19 (m, 5H,
Har), 3.15 (t, J = 15.5 Hz, 2H, CHy), 1.54 (t, J = 18.4 Hz, 3H, CH3) ppm; **F-NMR (376 MHz,
CDClIs) 5 -88.97 (dtd, J = 33.7, 18.3, 15.4 Hz, 2F) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls)  133.9
(t, J = 5.1 Hz), 130.4, 128.6, 127.45, 123.6 (t, J = 239.5 Hz), 44.58 (t, J = 26.3 Hz), 22.96 (t, J
= 27.5 Hz) ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 156 (45) [M]", 91 (100) [M-CF.Me]", 65 (22)
[CF2Me]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1%

1-Chlor-4-(2,2-Difluorpropyl)benzol (72an)

Me
7
Cl

72an

Gemal? AV-1 wurde unter Verwendung von 71an (38.2 mg, 250 pumol) das Produkt 72an (31.5
mg, 165 pmol, 66%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rf = 0.40 (silica gel, pentane) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.40 — 7.26 (m, 2H,
Har), 7.20 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Har), 3.11 (t, J = 15.5 Hz, 2H, CH>), 1.54 (t, J = 18.3 Hz, 3H,
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CHs) ppm; °F-NMR (376 MHz, CDCls) 5 -89.41 (dtd, J = 33.8, 18.3, 15.5 Hz, 2F) ppm; 13C
NMR (101 MHz, CDCls) & 133.5, 132.3 (t, J = 4.9 Hz), 131.7, 128.8, 123.2 (t, J = 239.6 H2),
43.87 (t, J = 26.6 Hz), 23.00 (t, J = 27.5 Hz) ppm; IR (rein) ¥max = 1494, 1391, 1091, 931, 775
cml; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 192/190 (11/33) [M]*, 127/125 (42/100) [M-CH2CHF]*;
HRMS (EI) ber. CoHeCIF2* [M]* 190.0361, gef. 190.0360.

(1,1-Difluorethan-1,2-diyl)dibenzol (72a0)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ao (45.1 mg, 250 umol) das Produkt 72a0 (44.2
mg, 203 pmol, 81%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.50 (SiO2, Pentan) [CAM]; *H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.40 — 7.29 (m, 5H, Ha,),
7.26 — 7.19 (M, 3H, Has), 7.13 — 7.05 (m, 2H, Har), 3.39 (t, J = 15.8 Hz, 2H, CH2) ppm; L°F-
NMR (376 MHz, CDCls) 5 -94.86 (zt, J = 15.8 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 137.0
(t, J = 26.4 Hz), 132.8 (t, J = 4.1 Hz), 130.8, 129.8 (t, J = 2.0 Hz), 128.3 (d, J = 1.9 Hz), 127.4,
125.3 (t, J = 6.2 Hz), 122.1 (t, J = 244.1 Hz), 46.02 (t, J = 28.6 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z
(%) = 218 (29) [M]*, 127 (100) [M-PhCH2]*, 91 (30) [PhCH_]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[%

2-(2,2-Difluorpropyl)naphthalen (72ap)

Gemal AV-1 wurde unter Verwendung von 71ap (42.1 mg, 250 pumol) das Produkt 72ap (30.5
mg, 148 umol, 59%) als farbloses Ol erhalten.
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DC: Rf = 0.52 (SiO2, Pentan/DCM 90:10) [KMnOx4]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.89 —
7.80 (M, 3H, Har), 7.74 (s, 1H, Hay), 7.55 — 7.46 (M, 2H, Har), 7.42 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ha),
3.33 (t, J = 15.4 Hz, 2H, CHy), 1.58 (t, J = 18.4 Hz, 3H, CHs) ppm; *F-NMR (376 MHz,
CDCls) & -88.49 (dt, J = 18.7, 15.5 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 133.5, 132.7,
131.4, 129.3, 128.3, 128.2, 127.9, 127.8, 126.2 (d, J = 25.5 Hz), 123.8 (t, J = 239.7 Hz), 44.70
(t, J = 26.4 Hz), 23.04 (t, J = 27.5 Hz) ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 206 [M]*, 141 [M-
CF2CHs]", 115 [M-CsHa-CHs]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*'?

(2,2-Difluorpropyl-1,3-diyl)dibenzol (72ar)

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71ar (48.6 mg, 250 umol) das Produkt 72ar (41.2
mg, 178 umol, 71%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rt = 0.35 (SiO2, Pentan) [CAM]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.39 — 7.31 (m, 6H), 7.31
~7.26 (M, 4H), 3.13 (td, J = 16.4, 2.2 Hz, 4H) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) 5 133.3 (t, J
= 4.2 Hz), 130.6, 128.5, 127.5, 123.2 (t, J = 243.7 Hz), 42.55 (t, J = 25.6 Hz) ppm; °F-NMR
(376 MHz, CDCls) & -94.71 (p, J = 16.4 Hz) ppm: MS (El, 70 eV): m/z (%) = 232 (60) [M]*,
212 (12) [M-HF]*, 141 (20) [M-PhCH_]*, 91 (100) [PhCH]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*?
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(2,2-Difluor-3-methylbutyl)benzol (72as)

Me

Me
F F

T2as

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71as (36.6 mg, 250 umol) das Produkt 72as (31.1
mg, 170 umol, 68%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.60 (SiOz, Pentan) [UV]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.38 — 7.28 (m, 5H), 3.24
~3.07 (M, 2H), 2.02 (tpd, J = 13.9, 7.0, 1.8 Hz, 1H), 1.08 (dd, J = 6.8, 1.6 Hz, 6H) ppm; 1F-
NMR (376 MHz, CDCl3) § -105.04 (g, J = 16.7 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 133.7
(t, J = 4.2 Hz), 130.5, 128.5, 127.3, 125.6 (t, J = 244.6 Hz), 40.59 (t, J = 26.3 Hz), 33.79 (t, J =
24.4 Hz), 15.96 (t, J = 5.0 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV)): m/z (%) = 184 (38) [M]*, 149 (3) [M-HF-
CH3]*, 91 (100) [PhCH.]*, 77 (5) [Ph]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*?

(2,2-Difluorpentyl)benzol (72at)

Me
S

72at

Gemall AV-1 wurde unter Verwendung von 71at (40.1 mg, 250 pmol) das Produkt 72at (25.8
mg, 140 umol, 56%) als farbloses Ol erhalten.

DC: R = 0.60 (silica gel, pentane) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.38 — 7.27 (m, 5H),
3.15 (t, J = 16.1 Hz, 2H), 1.83 — 1.67 (m, 2H), 1.65 — 1.51 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H)
ppm; °’F-NMR (376 MHz, CDCls) 6 -96.48 (p, J = 16.4 Hz) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCls)
0 133.8(t,J=4.9Hz),130.4,128.5,127.4,124.4 (t, ) =242.0 Hz), 43.14 (t, J = 26.3 Hz), 37.94
(t, J = 24.8 Hz), 15.73 (t, J = 4.8 Hz), 14.01 ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 184 (36) [M]*,
169 (5) [M-CHs]*, 91 (100) [PhCH2]*, 77 (4) [Ph]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen (iberein.[**2
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(1,1-Difluorpropyl-1.2-diyl)dibenzol (72au)

72au

GemaR AV-1 wurde unter Verwendung von 71au (48.6 mg, 250 umol) das Produkt 72au (36.0
mg, 155 pmol, 62%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rr = 0.55 (SiO2, Hexan/EtOAc 95:5) [CAM]; 'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 7.38 — 7.33
(m, 1H), 7.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.26 — 7.22 (m, 5H), 7.16 — 7.11 (m, 2H), 3.51 — 3.39 (m,
1H), 1.45 (d, J = 7.2 Hz, 3H) ppm; °F-NMR (471 MHz, CDCls) § -100.07 (dd, J = 241.2, 13.2
Hz), -101.91 (dd, J = 241.3, 15.6 Hz) ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCls) 138.8 (dd, J = 3.7,
2.4 Hz), 136.4 (t, J = 26.9 Hz), 129.5, 129.3, 128.1, 128.0, 127.4, 125.8 (t, J = 6.3 Hz), 123.4
(t, J = 247.4 Hz), 48.52 (t, J = 26.8 Hz), 14.81 (t, J = 4.2 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) =
232 (14) [M]*, 127 (16), [M-PhCH,CHs]*, 105 (100) [PhCH2CHs]*, 77 (14) [Ph]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein.*?

(8R,9S,13S,14S)-3-(2,2-Difluorpropyl)-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-decahydro-
17H-cyclopenta[a]phenanthren-17-on (72av)

Me

o Me 72av

Gemal? AV-1 wurde unter Verwendung von 71av (73.6 mg, 250 pumol) das Produkt 72av (51.5
mg, 155 pmol, 62%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.40 (SiO2, Pentan/EtOAC 90:10) [CAN]; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.25 (d, J
= 8.6 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 3.08 (t, J = 15.7 Hz, 2H), 2.92 (dd, J =
9.0, 4.2 Hz, 2H), 2.51 (dd, J = 18.7, 8.6 Hz, 1H), 2.46 — 2.39 (m, 1H), 2.30 (td, J = 10.7, 4.2
Hz, 1H), 2.20 — 2.12 (m, 1H), 2.12 — 1.93 (m, 3H), 1.71 — 1.38 (m, 8H), 1.35 — 1.24 (m, 1H),

0.92 (s, 3H) ppm; *F-NMR (376 MHz, CDCl3) & -89.00 (dtd, J = 34.1, 18.3, 15.6 Hz) ppm;
85



I11. Experimenteller Teil

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 220.9, 138.9, 136.7, 131.2 (t, J = 4.9 Hz), 131.0, 127.7, 125.5,
123.6 (t, J = 239.3 Hz), 50.66, 48.10, 44.43, 44.02 (t, J = 26.2 Hz), 38.25, 35.97, 31.73, 29.44,
26.61, 25.80, 23.04 (t, J = 27.5 Hz), 21.71, 13.97 ppm; IR (rein) ¥max = 2930, 1390, 1236, 1133,
1084, 735 cm'L; MS (EI, 70 €V): m/z (%) = 332 (100) [M]*, 253 (33) [M-CH2CF2CHs]*; HRMS
(EI) ber. CaiH26F-0" [M]* 332.1946, gef. 332.1946.

4-(2,2-Difluorethyl)benzonitril (72b)

jons
NC F

72b

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71b (32.3 mg, 250 pumol) das Produkt 72b (28.0
mg, 168 umol, 67%) als gelben Feststoff erhalten.

DC: Rf = 0.27 (SiOz, Pentan/EtOAc 93:7) [UV]; H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.66 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.98 (tt, J = 56.1, 4.3 Hz, 1H), 3.23 (td, J = 17.3, 4.3 Hz,
2H) ppm; ¥F-NMR (376 MHz, CDCls) 6 -115.23 (dt, J = 56.2, 17.4 Hz) ppm; 3C NMR (101
MHz, CDCl3) 6 137.8 (t,J = 5.4 Hz), 132.5, 130.8, 118.6, 115.6 (t, J = 241.9 Hz), 111.8, 40.88
(t, J = 22.3 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 167 (31) [M]*, 116 (100) [M-CHF,]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1

3-(2,2-Difluorethyl)benzonitril (72ba)

NC F
\©/\F(

72ba

Gemal? AV-2 wurde unter Verwendung von 71ba (32.3 mg, 250 pumol) das Produkt 72ba (17.5
mg, 105 pmol, 40%) als farbloses Ol erhalten.

DC: R = 0.24 (SiO2, Pentan/EtOAC 93:7) [UV]; H-NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.61 (dt, J =
7.3, 1.6 Hz, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.54 — 7.44 (m, 2H), 5.95 (tt, J = 56.1, 4.3 Hz, 1H), 3.19 (td, J =
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17.4, 4.2 Hz, 2H) ppm; °F-NMR (376 MHz, CDCls)  -115.49 (dt, J = 56.0, 17.4 Hz) ppm;
13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 134.55, 133.90 (t, J = 5.4 Hz), 133.6, 131.4, 129.7, 118.6, 115.7
(t, J = 241.9 Hz), 113.1, 40.42 (t, J = 22.3 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 167 (30) [M]*,
116 (100) [M-CHF,]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 111l

4-(2,2-Difluorpropyl)benzonitril (72bb)

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bb (35.8 mg, 250 umol) das Produkt 72bb (29.9
mg, 165 pmol, 66%) als farbloses Ol mit 5% einer nicht abtrennbaren Verunreinigung erhalten.

DC: R = 0.50 (SiOz, Pentan/EtOAc 95:5) [UV]; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7.62 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 3.20 (t, J = 15.5 Hz, 2H), 1.57 (t, J = 18.3 Hz, 3H) ppm;
19F-NMR (376 MHz, CDCls) § -89.45 (dtd, J = 33.9, 18.5, 15.6 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz,
CDCls) § 139.0 (t, J = 4.4 Hz), 132.3, 131.2, 122.7 (t, J = 240.2 Hz), 118.8, 111.6, 44.49 (t, J =
26.5 Hz), 23.27 (t, J = 27.3 Hz) ppm; IR (rein) ¥max = 2230, 1612, 1393, 1232, 1338 882, 789
cm'L; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 181 (49) [M]*, 116 (100) [M-CHF2]*, 102 (1) [M-CH2CHF]*.
HRMS (ESI+) ber. CioH10F2N* [M]* 182.0776, gef. 182.0773.

1-(2,2-Difluorethyl)-4-nitrobenzol (72bc)

F
IR
O,N

2

Gemal AV-2 wurde unter Verwendung von 71bc (37.3 mg, 250 pumol) das Produkt 72bc (15.9
mg, 85.0 umol, 34%) als farbloses Ol erhalten.
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DC: R¢ = 0.67 (SiO2, Pentan/EtOAc 80:20) [UV]; *H-NMR (500 MHz, CDCls) & 8.24 — 8.17
(M, 2H), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.99 (tt, J = 56.1, 4.3 Hz, 1H), 3.27 (td, J = 17.3, 4.3 Hz, 2H)
ppm; °F-NMR (376 MHz, CDCls) § -115.22 (dt, J = 55.9, 17.3 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz,
CDCl3) § 147.7, 139.7 (d, J = 5.4 Hz), 131.0, 124.0, 119.4 — 110.8 (m), 40.67 (t, J = 22.3 Hz)
ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 187 (100) [M]*, 141 (30) [M-NO2]*, 136 (33) [M-CHF]*, 101
(98) [M-NO2-2HF]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen iberein.[t4

1-(2,2-Difluorethyl)-3-nitrobenzol (72bd)

O,N F
\©/\F(

72bd

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bd (37.3 mg, 250 umol) das Produkt 72bd (10.8
mg, 57.7 umol, 23%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rt = 0.40 (SiO2, Pentan/EtOAc 95:5) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.22 — 8.12
(m, 2H), 7.61 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.00 (tt, J = 56.1, 4.2 Hz, 1H), 3.27
(td, J = 17.3, 4.3 Hz, 2H) ppm; *F-NMR (376 MHz, CDCls) § -115.56 (dt, J = 56.2, 17.3 Hz)
ppm: 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 136.2, 129.8, 125.0, 122.9, 115.6 (t, J = 241.9 Hz), 40.48
(t, J=22.4 Hz) ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 187 (93) [M]*, 136 (62) [M-CHF,]*, 101 (100)
[M-CH2CHF]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1
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Methyl-4-(2,2-Difluorethyl)-benzoat (72be)

F
O
MeO,C

72be

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71be (40.5 mg, 250 umol) das Produkt 72be (17.7
mg, 88.4 umol, 35%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.69 (SiOz, Pentan/EtOAc 90:10) [UV]; H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.01 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.95 (it, J = 56.3, 4.5 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.20 (td, J =
17.2, 4.5 Hz, 2H) ppm; *F-NMR (471 MHz, CDCls) & -114.87 (dt, J = 56.3, 17.4 Hz) ppm;
13C NMR (126 MHz, CDCls) § 166.9, 137.7 (d, J = 5.6 Hz), 130.1, 130.0, 129.6, 116.2 (t, J =
241.8 Hz), 52.32, 40.95 (t, J = 22.2 Hz) ppm; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 200 (30) [M]*, 169
(100) [M-OCHz]*, 149 (9) [M-OCHs-HF]*, 141 (11) [M-CO2CHa]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.112]

1-(2,2-Difluorethyl)-4-(methylsulfonyl)benzol (72bf)

F
JO R
MeO,S

72bf

GemaRl AV-2 wurde unter Verwendung von 71bf (45.6 mg, 250 umol) das Produkt 72bf (31.9
mg, 145 pmol, 58%) als farblosen Feststoff erhalten.

DC: Rf = 0.17 (SiO2, Pentan/EtOAC 80:20) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.98 — 7.78
(m, 2H), 7.47 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.97 (tt, J = 56.1, 4.3 Hz, 1H), 3.24 (td, J = 17.4, 4.3 Hz, 2H),
3.05 (s, 3H) ppm; °’F-NMR (376 MHz, CDCls) § -115.23 (dt, J = 56.0, 17.2 Hz) ppm; C
NMR (101 MHz, CDCls) & 140.0, 138.7 (t, J = 5.4 Hz), 131.1, 127.9, 115.7 (t, J = 241.9 Hz),
44.60, 40.70 (t, J = 22.3 Hz) ppm; MS (El, 70 eV): m/z (%) = 220 (64) [M]*, 205 (66) [M-
CHs]", 141 (100) [M-SO2CHs]*, 101 (76) [M-SO2CHs-2HF]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.[1
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1-(4-(2,2-Difluorethyl)phenyl)-2,2,2-trifluorethan-1-on (72bg)

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bg (43.0 mg, 250 umol) das Produkt 72bg (19.4
mg, 92.3 umol, 37%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.17 (SiO2, Pentan/EtOAC 95:5) [UV]; *H-NMR (400 MHz, CDCls) 5 8.11 — 8.01
(m, 2H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.99 (tt, J = 56.0, 4.3 Hz, 1H), 3.26 (td, J = 17.3, 4.3 Hz, 2H)
ppm: °F-NMR (376 MHz, CDCls) & -71.52, -115.01 (dt, J = 56.3, 17.3 Hz) ppm; 13C NMR
(101 MHz, CDCl3) 8 180.2 (q, J = 35.2 Hz), 140.7 (t, J = 5.4 Hz), 130.8, 130.6 (d, J = 2.2 Hz),
129.4, 116.8 (q, J = 291.2 Hz), 115.7 (t, J = 242.0 Hz), 41.02 (t, J = 22.3 Hz) ppm; MS (EI, 70
eV): miz (%) = 238 (4) [M]*, 169 (100) [M-CFs]*, 141 (14) [M-COCF3]*.

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.1

N-Butyl-4-(2,2-Difluorethyl)benzamid (72bh)

F
oY
TfHN

72bh

GemaRl AV-2 wurde unter Verwendung von 71bh (95.2 mg, 250 umol) das Produkt 72bh (47.2
mg, 163 umol, 65%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Ry = 0.40 (SiO2, Pentan/EtOAc 80:20) [UV]; *H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.29 — 7.26
(m, 2H), 7.26 — 7.22 (m, 2H), 5.91 (it, J = 56.4, 4.4 Hz, 1H), 3.13 (td, J = 17.4, 4.5 Hz, 2H)
ppm: °F-NMR (376 MHz, CDCls) & -75.36, -115.18 (dt, J = 56.6, 17.6 Hz) ppm; 3C NMR
(101 MHz, CDCl3)  133.2, 132.1 (t, J = 5.7 Hz), 131.3, 124.0, 121.5, 119.9 (q, J = 322.6 Hz),
116.2 (t, J = 241.5 Hz), 40.32 (t, J = 22.1 Hz) ppm; IR (rein) vmax = 3288, 1515, 1414, 1199,
1137, 1113, 1056, 1022, 941 cm™; MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 289 (36) [M]*, 238 (14) [M-
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CHF2]*, 156 (100) [M-Tf]*. HRMS (ESI+) ber. CoHoFsNO,S* [M+H]* 290.0269, gef.
290.0269.

N-Butyl-4-(2,2-Difluorethyl)benzamid (72bi)

F
BuHN\N/©/\F(

(0]
72bi

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bi (50.8 mg, 250 pumol) das Produkt 72bi (39.3
mg, 163 umol, 65%) als farblosen Feststoff erhalten.

Smp. = 67 °C (EtOAc); DC: Rr = 0.18 (SiO,, Pentan/EtOAC 80:20) [UV]; 'H-NMR (500 MHz,
CDCl3) 5 7.75 — 7.71 (m, 2H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.29 (br s, 1H), 5.92 (tt, J = 56.4, 4.5
Hz, 1H), 3.43 (td, J = 7.2, 5.7 Hz, 2H), 3.16 (td, J = 17.3, 4.4 Hz, 2H), 1.62 — 1.54 (m, 2H),
1.46 — 1.34 (m, 2H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H) ppm; 1°F-NMR (376 MHz, CDCls) 5 -114.98 (d,
J =56.5, 17.2 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 167.2, 135.8 (t, J = 5.7 Hz), 134.3,
130.1, 127.4, 116.2 (t, J = 241.6 Hz), 40.74 (t, J = 22.1 Hz), 39.94, 31.83, 20.26, 13.87 ppm;
IR (rein) ¥max = 3313, 2934, 1632, 1540, 1107, 1016, 842, 684 cm'L; MS (EI, 70 eV): m/z (%)
=241 (9) [M]*, 198 (20) [M-CH2CH>CHs]*, 169 (100) [M-nBuNH]*, 101 (15) [M-CONHnBu-
2HF]*; HRMS (ESI+) ber. C1sH1sF2NO* [M+H]* 242.1351, gef. 242.1352.

3,3-Difluor-1,2-diphenylpropan-1-on (72bj)

Gemall AV-2 wurde unter Verwendung von 71bj (52.1 mg, 250 pmol) das Produkt 72bj (18.5
mg, 100 pmol, 40%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf = 0.56 (SiO2, Pentan/DCM 70/30) [UV]; H-NMR (400 MHz, CDCls)  7.98 — 7.86
(m, 2H), 7.57 — 7.48 (m, 1H), 7.47 — 7.28 (m, 8H), 6.45 (ddd, J = 56.3, 55.0, 6.9 Hz, 1H), 4.97

91



I11. Experimenteller Teil

(td, J = 10.2, 6.9 Hz, 1H) ppm; °*F-NMR (471 MHz, CDCls) § -115.97 (ddd, J = 280.8, 55.0,
10.1 Hz), -126.45 (ddd, J = 280.8, 56.2, 10.2 Hz) ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 195.2
(d, J = 8.1 Hz), 135.7 (d, J = 2.5 Hz), 133.9, 131.7 (d, J = 8.1 Hz), 129.5, 129.2, 129.0, 128.9,
128.8, 116.8 (dd, J = 243.7, 241.5 Hz), 60.69 — 54.63 (m) ppm; MS (EI, 70 eV)): m/z (%) = 246
(1) [MT, 225 (4) [M-HF]*, 105 (100) [Bz]", 77 (38) [Ph]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 11l

Methyl-3,3-Difluor-2-phenylpropionat (72bk)

0
OMe

F7OF
72bk

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bk (40.5 mg, 250 umol) das Produkt 72bk (44.5
mg, 223 pumol, 89%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf=0.65 (SiO;, Pentan/Et,0 90:10) [UV]; *H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.45 — 7.32 (m,
6H), 6.25 (td, J = 55.5, 6.8 Hz, 1H), 4.03 (ddd, J = 11.9, 10.2, 6.8 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H) ppm:
13C NMR (126 MHz, CDCls) 8 169.3 (dd, J = 11.5, 1.9 Hz), 131.2 (d, J = 7.6 Hz), 129.2, 128.9,
128.9, 120.3 — 111.6 (m), 55.95 (t, J = 23.8 Hz), 52.77 ppm; °F-NMR (471 MHz, CDCls) 5 -
117.26 (ddd, J = 282.6, 55.3, 10.5 Hz), -123.85 (ddd, J = 282.6, 55.7, 11.9 Hz) ppm; MS (EI,
70 eV): miz (%) = 200 (86) [M]", 141 (87) [M-CO:Me]", 122 (63) [M-CO:Me -FJ*, 91 (100)
[M-CHF2-CO;Me]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Gberein.[1
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3,3-Difluor-2-phenylpropanamid (72bl)

o
NH,

FOF
72bl

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bl (36.8 mg, 250 umol) das Produkt 72bl (37.1
mg, 200 pmol, 80%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rt = 0.38 (SiO2, DCM/Et;0 80:20) [UV]; H-NMR (500 MHz, CDCls) § 7.39 (d, J = 2.6
Hz, 5H), 6.34 (td, J = 55.6, 5.4 Hz, 1H), 6.12 — 5.99 (m, 1H), 5.69 (br s, 1H), 3.88 (ddd, J =
15.7, 10.4, 5.4 Hz, 1H) ppm; °F-NMR (471 MHz, CDCls) 5 -118.89 (ddd, J = 281.0, 55.3,
10.3 Hz), -123.92 (ddd, J = 281.0, 55.9, 15.9 Hz) ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCls) 5 170.1,
129.4, 129.3, 129.0, 115.8 (t, J = 242.9 Hz), 57.12 — 55.74 (m), 29.86 ppm; MS (ESI+) = 186
[M+H]".

Die Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 11

3,3-Difluor-2-methyl-2-phenylpropionamid (72bm)

(0]
Me
NH,

F7F
72bm

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bm (40.3 mg, 250 pumol) das Produkt 72bm
(22.4 mg, 112 pmol, 45%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rf = 0.51 (SiO2, Pentan/EtOAc 50:50) [UV]; tH-NMR (500 MHz, CDCls) & 7.47 — 7.44
(m, 2H), 7.43 — 7.38 (m, 2H), 7.38 — 7.34 (m, 1H), 6.33 (t, J = 55.8 Hz, 1H), 5.45 (br d, J =
26.2 Hz, 2H), 1.74 (s, 3H) ppm; ®F-NMR 1131 (471 MHz, CDCl3) 6 -126.57 (d, J = 53.9 Hz)
ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 174.5, 136.3, 129.0, 128.6, 127.8, 117.4 (t, J = 246.7 Hz),
54.56 (t, J = 20.5 Hz), 18.10 ppm; IR (rein) ¥max = 3395, 1658, 1618, 1113, 700, 665 cm™*; MS
(ESI+) = 200 [M+H]*; HRMS (ESI+) ber. C10H12F2NO* [M+H]* 200.0881, gef. 200.0884.

93



I11. Experimenteller Teil

N-isopropyl-3,3-difluor-2-phenylpropanamid (72bn)

o
NHiPr

F F
72bn

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bn (47.3 mg, 250 umol) das Produkt 72bn (13.1
mg, 57.5 umol, 23%) als gelben Feststoff erhalten.

Smp. = 69 °C (EtOAc); DC: R = 0.70 (SiOz, Pentan/EtOAC 75:25) [UV]; *H-NMR (400 MHz,
CDCls) § 7.43 — 7.34 (m, 5H), 6.35 (td, J = 55.8, 5.6 Hz, 1H), 5.37 (br s, 1H), 4.08 (dp, J = 8.0,
6.5 Hz, 1H), 3.75 (ddd, J = 15.6, 10.0, 5.6 Hz, 1H), 1.13 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.06 (d, J = 6.6
Hz, 3H) ppm; °*F-NMR (376 MHz, CDCls) 5 -118.40 (ddd, J = 279.8, 55.8, 10.1 Hz), -124.08
(ddd, J = 279.7, 56.2, 15.5 Hz) ppm;'3C NMR (101 MHz, CDCls) § 167.3 (dd, J = 7.6, 3.5 Hz),
132.3(d, J = 6.3 Hz), 129.3, 129.2, 128.7, 116.3 (t, J = 242.9 Hz), 57.15 (t, J = 22.5 Hz), 41.94,
29.85, 22.64, 22.49 ppm; MS (ESI+) = 228 [M+H]*: IR (rein) ¥max = 3274, 1640, 1555, 1118,
1051, 750, 698 cm'™; MS (ESI+) = 200.0 [M+H]*; HRMS (ESI+) ber. C12H1sF2NO* [M+H]*
228.1194, gef. 228.1192.

N-benzyl-3,3-difluor-2-phenylpropanamid (72bo)

Ug

72bo

Gemal} AV-2 wurde unter Verwendung von 71bo (59.3 mg, 250 pumol) das Produkt 72bo (22.7
mg, 82.5 umol, 33%) als gelbes Ol erhalten.

DC: R = 0.20 (SiO2, Pentan/EtOAC 75:25) [UV]; H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.44 — 7.35
(m, 5H), 7.33 — 7.15 (m, 4H), 7.15 — 6.94 (m, 1H), 6.40 (td, J = 55.8, 5.5 Hz, 1H), 5.93 (br s,
1H), 4.41 (pd, J = 14.6, 5.9 Hz, 2H), 3.85 (ddd, J = 15.5, 10.0, 5.6 Hz, 1H) ppm; °F-NMR
(376 MHz, CDCls) & -118.31 (dddd, J = 280.3, 55.1, 9.9, 2.8 Hz), -123.84 (dddd, J = 280.6,
56.3, 23.1, 15.6 Hz); 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 168.1 (dd, J = 7.6, 3.7 Hz), 137.6, 129.5
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—129.2 (m, 2C), 128.9, 127.8, 127.7, 116.2 (t, J = 243.1 Hz), 115.8, 115.6, 57.12 (t, J = 22.7
Hz), 43.79 ppm; IR (rein) Vmax = 3299, 1648, 1430, 1060, 731, 696 cm™; MS (ESI+) = 276
[M+H]*; HRMS (ESI+) ber. CigH1sFoNO* [M+H]* 276.1194, gef. 276.1195.

N-(((7,7-dimethyl-2-oxobicyclo[2.2.1]heptan-1-yl)methyl)sulfonyl)-3,3-difluoro-2-
phenylpropanamid (72bp)

GemalR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bp (90.4 mg, 250 umol) das Produkt 72bp
(untrennbares Diastereomerengemisch 57:43, 54.9 mg, 137 umol, 55%) als farblosen Feststoff

erhalten.

DC: Rf = 0.22 (SiO2, Hexan/EtOAc 50/50) [CAM]; *H-NMR (500 MHz, CDCls, mixture of
diastereomers) 6 7.43 — 7.32 (m, 5H), 6.33 (tdd, J =55.3, 8.5, 5.7 Hz, 1H), 2.41 - 2.30 (m, 1H),
2.27 —2.13 (m, 1H), 2.11 (g, J = 4.5 Hz, 1H), 2.07 — 1.96 (m, 1H), 1.90 (d, J = 18.7 Hz, 1H),
1.76 (ddd, J = 14.0, 9.4, 4.6 Hz, 1H), 1.41 (ddt, J = 13.1, 9.4, 3.9 Hz, 1H), 1.01 (d, J = 19.1 Hz,
3H), 0.84 (d, J = 24.1 Hz, 3H) ppm; **F-NMR (471 MHz, CDCls) & -117.59 (ddd, J = 283.5,
54.9, 10.3 Hz), -117.75 (ddd, J = 283.7, 54.8, 9.6 Hz), -124.30 (ddd, J = 55.4, 48.6, 13.2 Hz), -
124.30 (ddd, J = 615.7, 55.6, 13.2 Hz) ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCls, mixture of
diastereomers) 6 216.2, 215.5, 167.8 (dd, J = 8.5, 3.1 Hz), 167.5 (dd, J = 9.0, 3.4 Hz), 148.7,
137.3, 130.0 (t, J = 7.5 Hz), 129.5, 129.5, 129.4, 124.3, 115.1 (t, J = 244.2 Hz), 115.1 (t, J =
243.9 Hz) 59.02, 58.96, 57.12 (t, J = 23.7 Hz), 56.90 (t, J = 23.3 Hz) 51.71, 51.59, 49.08, 48.74,
42.84, 42.83, 27.11, 27.07, 26.10, 19.86, 19.62, 19.53 ppm; IR (rein) ¥Vmax = 2963, 1717, 1456,
1351, 1230, 700 cm™t; MS (ESI+) = 400 [M+H]*; HRMS (ESI+) ber. C19H24F2NO4S* [M+H]*
400.1389, gef. 400.1390.
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3,3-Difluor-N-((S)-(6-methoxyquinolin-4-yl)((1S,2R,4S,5R)-5-vinylquinuclidin-2-
yl)methyl)-2-phenylpropanamid (72br)

GemaR AV-2 wurde unter Verwendung von 71br (113.4 mg, 250 umol) das Produkt 72br (39.3
mg, 79.9 umol, 32%) als farblosen Feststoff erhalten.

Smp. = 71 °C (EtOAc); DC: Ry = 0.27 (SiOz, EtOAC/MeOH/NEts 49/49/2) [UV]; *H-NMR
(500 MHz, CDCl3) & 8.72 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.45 —
7.35 (M, 6H), 7.31 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 6.23 (td, J = 55.7, 5.6 Hz, 1H), 5.66 (dt, J = 17.4, 9.7
Hz, 1H), 5.02 — 4.87 (m, 2H), 4.01 — 3.83 (m, 3H), 3.87 (ddd, J = 15.7, 10.2, 5.6 Hz, 1H), 3.12
(dd, J = 13.9, 10.1 Hz, 1H), 3.06 — 2.74 (m, 1H), 2.63 — 2.46 (m, 2H), 2.25 (s, 1H), 1.97 — 1.88
(m, 1H), 1.73 — 1.63 (m, 1H), 1.62 — 1.51 (m, 2H), 1.46 — 1.37 (m, 1H), 1.34 (ddt, J = 14.2,
12.4, 3.8 Hz, 1H), 1.20 — 1.04 (m, 1H), 0.96 (dd, J = 13.8, 6.7 Hz, 1H) ppm; 1°F-NMR (471
MHz, CDCls) & -118.43 (dd, J = 281.5, 56.8 Hz), -123.42 (ddd, J = 280.7, 55.6, 15.4 Hz) ppm;
13C NMR (126 MHz, CDCls) & 168.3, 158.4 — 157.6 (m), 156.8, 147.7, 144.9, 141.2, 132.06,
129.5,129.0, 128.7, 121.7, 116.0 (t, J = 243.2 Hz), 114.9, 101.8, 56.73 (t, J = 22.2 Hz), 55.80,
55.73, 49.32, 40.74, 39.56, 34.09, 27.88, 27.33, 25.74, 25.09 ppm; IR (rein) ¥max = 2932, 1665,
1509, 1242, 1229, 1063, 731 cm?; MS (ESI+) = 492 [M+H]"; HRMS (ESI+) ber.
CaoHaoF2N3Oz* [M+H]* 492.2457, gef. 492.2457.
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Methyl-(3,3-difluor-2-phenylpropanoyl)-L-alanylglycinat (72bs)

GemalR AV-2 wurde unter Verwendung von 71bs (72.6 mg, 250 umol) das Produkt 72bs
(untrennbares Diastereomerengemisch 55:45, 68.7 mg, 209 umol, 84%) als farblosen Feststoff

erhalten.

Smp. = 113 °C (MeOH); DC: Rs = 0.69 (SiO2, DCM/MeOH 9/1) [UV]; 'H-NMR (400 MHz,
CD30D) 6 7.43 (dt, J = 7.9, 2.0 Hz, 2H), 7.40 — 7.27 (m, 3H), 6.48 — 6.09 (m, 1H), 4.43 (dq, J
=21.4, 7.1 Hz, 1H), 4.06 (tt, J = 10.9, 6.6 Hz, 1H), 4.01 — 3.74 (m, 2H), 3.68 (d, J = 21.9 Hz,
3H), 1.37 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3 Haupt-Diastereomer), 1.26 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3 Neben-
Diastereomer) ppm; Haupt-Diastereomer: 1°F-NMR (376 MHz, CDs0D) 6 -119.15 (ddd, J =
125.5, 55.4, 10.5 Hz), -125.51 (ddd, J = 124.0, 56.2, 11.5 Hz) ppm; *C NMR (101 MHz,
CD30D) 6 174.8,171.4,170.3 (d,J=10.4 Hz), 134.1 (d, J =8.7 Hz), 129.9, 129.8, 129.3, 118.0
(t, J = 241.7 Hz), 57.11 (t, J = 23.4 Hz), 52.55, 50.08, 41.74, 18.23 ppm; Neben-Diastereomer:
F-NMR (376 MHz, CD30D) & -118.40 (ddd, J = 125.6, 55.4, 10.6 Hz), -126.26 (ddd, J =
124.1,56.2, 11.5 Hz) ppm; 13C NMR (101 MHz, CDs0D) § 175.05, 171.58, 170.54 (d, J =9.8
Hz), 134.19 (d, J = 8.4 Hz), 129.88, 129.80, 129.35, 117.82 (t, J = 241.6 Hz), 57.11 (t, J = 23.4
Hz), 52.60, 50.17, 41.84, 17.94 ppm; ppm; IR (rein) ¥max = 3300, 1646, 1212, 1063, 700 cm™;
MS (ESI+) = 329 [M+H]", HRMS (ESI+) ber. CisH1gF2N204" [M+H]* 329.1307, gef.
329.1310.

2.3 CV-Messungen

CV-Messungen wurden mit ElectraSyn 2.0 der Fa. IKA mit einer Arbeitselektrode aus
Glaskohlenstoffscheibe, einer Gegenelektrode aus einer Metallplatte mit Platinbeschichtung (6
cm x 1 cm x 0,1 cm) und Silberdraht in einer wassrigen 3 M KCI-Ldsung als eine SSCE-
Referenzelektrode durchgefiihrt. Fir die CV-Analyse wurde die jeweilige Verbindung (25.0
mmol, 1.0 Aquiv.) mit BusNPFs (194 mg, 500 mmol, 20 Aquiv.) in DCM (5 ml, 5 mM) gelost
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und mit den folgenden Parametern gemessen: Segment: 3; Initial V: 0.0; Direction: Rinsing;
Upper V: 3.3/4.5; Lower V: —1,0; Final V: 0.0; Sweep [mVs1]: 200.

current [pA]

250

200

150

100

50

0

-50

-100

-150

2.56V ~
~3.06V

potential [V]

Diagramm 3: CV-Messung von p-lodtoluol 17b.
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Diagramm 4: CV-Messung von t-Butyliodbenzol 17e.
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Diagramm 5: CV-Messung von t-Butylstyrol 71a.
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Diagramm 6: CV-Messung von t-Butylstyrol 71b.
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3. Erganzende Informationen
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Contrast Agents
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1. General Information

Solvents used in reactions were p.A. grade. N-Bromosuccinimide (NBS) was purchased from
Carbolution Chemicals and recrystallized from water. Fluorescein and Eosin y were purchased
from Sigma-Aldrich, respectively, and used as received. Barium hydroxide octahydrate was
purchased from Alfa Aesar. Other reagents were purchased at the highest commercial quality
and used without further purification. Yields refer to chromatographically and
spectroscopically (*H NMR) homogeneous materials, unless otherwise stated. NMR spectra
were recorded on Bruker AV500-cryo spectrometer. The spectra were calibrated using
residual undeuterated solvent as an internal reference (*H NMR: Acetone-ds at 2.05, DMSO-
ds at 2.50 ppm; *3C NMR: Acetone-ds at 29.84, DMSO-ds at 39.52 ppm). The following
abbreviations were used to explain the multiplicities: s = singlet, d = doublet, t = triplet, dt =
doublet of triplets, td = triplet of doublets, m = multiplet, br = broad. Melting points were
measured on a Blchi 510 and are not calibrated. IR spectra were recorded on a JASCO FT-IR-
4100 (ATR) and are reported in terms of frequency of absorption (cm™). Mass spectrometry
was conducted on a Thermo Scientific LTQ-FT ultra and ThermoFisher Scientific LTQ Orbitrap
XL spectrometer (ESI HRMS). Combustion analysis was performed on a ELEMENTAR vario EL.
High performance liquid chromatography (HPLC) analysis was performed on a HITACHI
Chromaster employing the following conditions: 150 x 4 mm Eurospher Il (KNAUER®), 100 A,
5 um, C18, 25 °C, flow rate: 1.0 mL/min, water (+0.01% TFA)/ acetonitrile (+0.01% TFA),
method: [water (A)/acetonitrile (B), gradient: 0 min 90% A, 35 min 100% B]. Medium pressure
liquid chromatography (MPLC) purification was performed on a Reverelis X2 (GRACE®)
employing the following conditions: flow rate: 40 mL/min, water (+0.01% TFA)/acetonitrile
(+0.01% TFA), method: [water (A)/acetonitrile (B), gradient: 0-10 min 65% A, 25 min 100% B].
13 x 3 cm Reverelis (GRACE®), 40 um, C18, 25 °C UV/Vis spectra were recorded on a BioTek®

Eon spectrophotometer.
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2. Synthetic Procedures

2.1 Synthesis of Brominated Fluorescein Derivatives 4 — 6

(o] [e]

0. O 1.1-33eq. 0. O
U0, = T
e
HO' [©) OH 31%-63% HO [©) OH

3
4’-Bromofluorescein (4)

Fluorescein (3, 1.00 g, 3.01 mmol, 1.00 eq.) was suspended in abs. methanol (0.03 M) and the
mixture was cooled to 0 °C. NBS (589 mg, 3.31 mmol, 1.10 eq.) was added in one portion and the
resulting reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction was terminated
by addition of NaOH (0.1 M, 3 mL) and methanol was subsequently removed in vacuo. The crude
product was diluted with water until a clear solution was obtained and then filtered. The solution
was than cooled to 0 °C and HCI (1 M) was added until reaching pH 2, causing precipitation of a
red solid. The resulting suspension was stirred for 12 h at room temperature, filtered and washed
with water (3 x 10 mL). The crude product was purified using MPLC to yield the monobrominated

fluorescein 4 as an amorphous solid (396 mg, 0.96 mmol, 32%).

m.p. > 230 °C (MeCN); HPLC: tz = 7.28 min (RP-C1s); *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 10.9 (br, 1H, OH), 10.2 (br, 1H, OH), 8.00 (dt, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H),
7.80 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 7.72 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.31 (dt, J = 7.7,

1.2 Hz, 1H), 6.74 (m, 2H), 6.58 (m, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds)
5 168.6, 159.7, 156.6, 152.3, 151.6, 148.7, 135.8, 130.3, 129.1, 127.6, 126.1, 124.7, 124.2, 113.3,
112.2,111.0, 109.4, 102.3, 97.36, 82.82 ppm; IR (ATR) ¥max = 3078, 1753, 1603, 1433, 1115, 1023,
760 cm'l; HRMS (ESI) caled. for CaoH12BrOs* [M+H]* 410.9863, found 410.9861.
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4’, 5’-Dibromofluorescein (5)

Fluorescein (3, 1.00 g, 3.01 mmol, 1.00 eq.) was suspended in abs. methanol (0.03 M) and the
mixture was cooled to 0 °C. NBS (1.18 g, 6.62 mmol, 2.20 eq.) was added in one portion and the
resulting reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction was terminated
by addition of NaOH (0.1 M, 3 mL) and methanol was subsequently removed in vacuo. The crude
product was diluted with water until a clear solution was obtained and then filtered. The solution
was then cooled to 0 °C and HCI (1 M) was added until reaching pH 2, causing precipitation of a
red solid. The resulting suspension was stirred for 12 h at room temperature, filtered and washed
with water (3 x 10 mL). The crude product was purified using MPLC to yield the dibrominated

fluorescein 5 as an amorphous solid (929 mg, 1.90 mmol, 63%).

m.p. >230°C (MeCN); HPLC: tz = 8.23 min (RP-Cis); *H NMR (500 MHz,
Acetone-ds) 6 9.61 (br, 2H, OH), 8.00 (dt, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H), 7.83 (td, J= 7.5,
1.2 Hz, 1H), 7.76 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.43 (dt, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H), 6.84

(d, J=8.7, 2H), 6.69 (d, J = 8.8, 2H) ppm; 3C NMR (126 MHz, Acetone-ds) &
169.2, 157.4, 153.3, 150.1,136.3, 131.1, 128.4, 127.6, 125.5, 125.2, 113.5, 113.0, 98.88, 83.28
ppm; IR (ATR) Vmax = 3077, 1657, 1574, 1497, 1455, 1241, 1112, 947, 764 cmL; HRMS (ESI) calcd.
for CaoH11Br20s* [M+H]* 488.8968, found 488.8964.

2, &,5'-Tribromofluorescein (6)

Fluorescein (3, 1.00 g, 3.01 mmol, 1.00 eq.) was suspended in abs. methanol (0.03 M) and the
mixture was cooled to 0 °C. NBS (1.77 g, 9.93 mmol, 3.30 eq.) was added in one portion and the
resulting reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction was terminated
by addition of NaOH (0.1 M, 3 mL) and methanol was subsequently removed in vacuo. The crude
product was diluted with water until a clear solution was obtained and then filtered. The solution
was than cooled to 0 °C and HCI (1 M) was added until reaching pH 2, causing precipitation of a

red solid. The resulting suspension was stirred for 12 h at room temperature, filtered and washed

3
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with water (3 x 10 mL). The crude product was purified using MPLC to yield the tribrominated

fluorescein 6 as an amorphous solid (529 mg, 0.93 mmol, 31%).

m.p. >230°C (MeCN); HPLC: tz = 9.74 min (RP-Cig); *HNMR (500 MHz,
DMSO-ds) & 11.1 (br, 1H, OH), 10.8 (br, 1H, OH), 8.02 (d, J = 7.6, 1H), 7.82
(td,J=7.5,1.2 Hz, 1H), 7.75 (td, /= 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 7.6, 1H), 6.91
(s, 1H), 6.79 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 8.8 Hz, 1H) ppm; *C NMR (126

MHz, DMSO-de) 6 168.3, 156.9, 153.2, 151.5 148.4, 148.0,136.0, 130.7, 129.8, 127.5, 125.9, 125.1,
124.3, 113.1, 113.0, 110.7, 106.9, 100.7, 97.55, 81.82 ppm; IR (ATR) Vmax = 3055, 1690, 1560,
1515, 1448, 1301, 970 cm'%; HRMS (ESI) caled. for CaoH1oBrsOs* [M+H]* 566.8073, found 566.8067

2.2 Synthesis of Eosin y Heavy Metal Salts 2b - 2f

0,

M(OAc), 2a: M = Na
3 or 2b: M = Ag(l)
Br Br  M(OH), 2c:M=Ba
2d: M = Cu(ll)
2e: M = Pby(ll)
HO o OH 129, .519% 2f: M = Gd(lll)
Br 1 Br

Eosin y silver (1) salt (2b)

After sonication of a freshly prepared suspension of eosin y (1, 2.00 g, 3.09 mmol, 1.00 eq.) in
water (6.00 mM) for 10 min at room temperature, AgOAc (1.03 g, 6.18 mmol, 2.00 eq.) was added
to the suspension in one portion under vigorous stirring. After stirring for 12 h at room
temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to yield the eosin

y silver (1) salt as a crystalline purple solid (852 mg, 989 umol, 32%).
Eosin y barium salt (2c)

After sonication of a freshly prepared suspension of eosin y (1, 500 mg, 772 umol, 1.00 eq.) in
water (6.00 mM) for 10 min at room temperature, Ba(OH),-8H20 (244 mg, 772 umol, 1.00 eq.)
was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. The suspension deepened its

4
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color immediately and turned into a clear solution over time. After stirring for 6 h at room
temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to yield the eosin

y barium salt (2c) as a crystalline deep red solid (310 mg, 396 umol, 51%).

m.p. > 230 °C (H,0); *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.18 (d, J = 7.0 Hz, 1H),
7.66-7.55 (m, 2H), 7.23 (dd, J = 7.0, 1.9 Hz, 1H), 6.97 (s, 2H) ppm;
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.3, 168.1, 156.1, 153.0, 139.2, 132.8,

130.5, 130.1, 129.4, 129.2, 128.9, 117.9, 109.7, 99.03 ppm; IR (ATR) Vmax =
1545, 1406, 1340, 1018, 977, 927 cm%; Combustion analysis (%) calcd. for CooHsBaBrsOs'4H,0: C
28.09, H 1.65; found: C 27.77, H 1.58.

Eosin y copper(ll) salt (2d)

After sonication of a freshly prepared suspension of eosin y (1, 1.00 g, 1.54 mmol, 1.00 eq.) in
water (5.00 mM) for 10 min at room temperature, Cu(OAc)z-H20 (307 mg, 1.54 mmol, 1.00 eq.)
was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. The suspension deepened its
color immediately. After stirring for 12 h at room temperature the reaction mixture was filtered
and the filtrate dried in vacuum to yield the eosin y copper (1) salt (2d) as crystalline deep blue

solid (412 mg, 581 umol, 38%).

Eosin y lead(ll) salt (2e)

After sonication of a freshly prepared suspension of eosin y (1, 2.00 g, 3.09 mmol, 1.00 eq.) in
water (6.00 mM) for 10 min at room temperature, Pb(OAc); (1.01 g, 3.09 mmol, 1.00 eq.) was
added to the suspension in one portion under vigorous stirring. The suspension deepened its color
immediately. After stirring for 12 h at room temperature the reaction mixture was filtered and
the filtrate dried in vacuum to yield the eosin y lead (Il) salt (2e)!! as crystalline deep pink solid

(422 mg, 495 umol, 16%).
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Eosin y gadolinium (1) salt (2f)

After sonication of a freshly prepared suspension of eosin y (1, 2.00 g, 3.09 mmol, 1.00 eq.) in
water (6.00 mM) for 10 min at room temperature, Gd(OAc)3-3H20 (726 mg, 2.06 mmol, 0.67 eq.)
was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. The suspension deepened its
color immediately. After stirring for 12 h at room temperature the reaction mixture was filtered
and the filtrate dried in vacuum to yield the eosin y gadolinium (Ill) salt (2f) as crystalline deep

red solid (835 mg, 371 umol, 12%).

2.3 Synthesis of (Brominated) Fluorescein Salts 7 and 9

Q

0. Q 1.1-33eq.
U,
—T
HO O OH 31%-63%

3

M(OH), J 88% - 93%

Fluorescein disodium salt (7a)

After sonication of a freshly prepared suspension of fluorescein (3, 442 mg, 1.33 mmol, 1.00 eq.)
in water (5.00 mM) for 10 min at room temperature, NaOH (106 mg, 2.66 mmol, 2.00 eq.) was
added to the suspension in one portion under vigorous stirring. After stirring for 6 h at room
temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to vyield the

fluorescein disodium salt (7a) as a crystalline red solid (440 mg, 1.17 mmol, 88%).
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1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.00 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.48-7.36 (m, 2H),
7.02 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 9.5, 2H), 5.98 (d, J = 9.5, 2H), 5.90 (s, 2H)

The spectroscopic and physical data was in accordance to that reported in the literature.’?

Fluorescein barium salt (7c)

After sonication of a freshly prepared suspension of fluorescein (3, 442 mg, 1.33 mmol, 1.00 eq.)
in water (5.10 mM ) for 10 min at room temperature, Ba(OH),:8H,0 (420 mg, 1.33 mmol, 1.00 eq.)
was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. After stirring for 6 h at room
temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to yield the

fluorescein barium salt (7c) as crystalline dark red solid (581 mg, 1.24 mmol, 93%).

m.p. > 230 °C (H20); H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.13-8.07 (m, 1H), 7.52-
7.45 (m, 2H), 7.10-7.04 (m, 1H), 6.52 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 6.01 (dd, J = 9.3,
2.1Hz, 2H), 5.92 (d, J = 2.1 Hz, 2H) ppm; 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &

180.6, 172.2, 157.8, 155.2, 139.7, 134.4, 130.2, 129.5, 128.8, 127.8, 123.0,
108.5, 102.6 ppm; IR (ATR) Vmax = 1634, 1559, 1457, 1384, 1293, 1102, 916, 842, 753 cm™;
Combustion analysis (%) calcd. for Co0H10 BaOs'4H,0: C 40.51, H 3.36; found: C 42.98, H 3.01.

4’, 5’-Dibromo fluorescein disodium salt (9a)

After sonication of a freshly prepared suspension of dibromo fluorescein (5, 243 mg, 496 umol,
1.00 eq.) in water (3.00 mM) for 10 min at room temperature, NaOH (39.7 mg, 992 umol,
2.00 eq.) was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. After stirring for 6 h

at room temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to yield
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the dibromo fluorescein disodium salt (9a) as a dark red, crystalline solid (125 mg, 234 umol,

47%).

m.p. > 230 °C (H,0); *H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 8.11-8.06 (m, 1H), 7.53-
7.42 (m, 2H), 7.15-7.06 (m, 1H), 6.60 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 6.23 (d, J = 9.3, 2H)
ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 174.3, 169.7, 156.6, 153.7, 140.3,
133.8, 130.3, 129.0, 128.4, 128.1, 122.0, 109.3, 99.79 ppm; IR (ATR) ¥imax =

1612, 1550, 1449, 1344, 1237, 974, 880, 844, 759, 713 cm™%; Combustion analysis (%) calcd. for
Ca0HsBrz2 Na20s3H,0: C 40.85, H 2.40; found: C 41.41, H 2.41.

4’, 5’-Dibromo fluorescein barium salt (9c)

After sonication of a freshly prepared suspension of dibromo fluorescein (5, 520 mg, 1.06 mmol,
1.00 eq.) in water (3.00 mM) for 10 min at room temperature, Ba(OH),-8H,0 (334 mg, 1.06 mmol,
1.00 eq.) was added to the suspension in one portion under vigorous stirring. After stirring for 6 h
at room temperature the reaction mixture was filtered and the filtrate dried in vacuum to yield

the dibromo fluorescein barium salt (9¢) as crystalline dark red solid (512 mg, 819 pumol, 77%).

m.p. > 230 °C (H20); *H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.22-8.12 (m, 1H), 7.56-
7.45 (m, 2H), 7.17-7.10 (m, 1H), 6.57 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 6.23 (d, J = 9.4, 2H)
ppm; 3CNMR (126 MHz, DMSO-ds) & 174.4, 171.9, 155.9, 153.7, 139.0,

134.0, 130.7, 129.3, 129.0, 128.3, 122.2, 109.3, 99.90 ppm; IR (ATR) Vrmax =
3244, 1540, 1407, 1337, 1017, 928, 648 cm’; Combustion analysis (%) calcd. for
C20HsBaBr,0s4H,0: C 34.44, H 2.31; found: C 34.40, H 1.97.
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3. Determination of the Partition Coefficient logP

1 mg of each compound was dissolved in 1 mL water and sonicated for 30 min. The resulting clear
solution was mixed with 9 mL PBS buffer giving the stock solution. 2 mL of the stock solution was
mixed with 100 uL n-octanol, which was saturated with PBS buffer before use, and then shaken
for 30 min at room temperature. After centrifugation for 15 min at 3000 rpm the n-octanol phase
of each sample was analyzed by HPLC-UV. The compound concentrations W; of the n-octanol
phase were determined using the calibration curve prepared by a dilution series of the stock
solution before. The integration of the area of the HPLC signals was done at 234 nm for each
compound. The partition coefficient logP was calculated using the following equation.

Wo — Wi)Vaq
WIVOCt

logP = log
Wo = initial concentration of compounds 1, 2a, 3 -6, 7a and 9a.
W; = concentration of compounds 1, 2a, 3 — 6, 7a and 9a in n-octanol
Vaq = volume of the aqueous phase

Voct = volume of the n-octanol phase
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Figure S1. Partition coefficient (logP) of lactones 1, 3 — 6 and disodium salts 2a, 7a and 9a. The

logP values were determined in triplicates.
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Figure S2. Partition coefficient (logP) of the lactones 1 and 3 — 6 and the barium derivatives 2¢, 7¢

and 9c. The logP values were determined in triplicates.

4. Maximum Solubility of Eosin y 2a — 2f and Dibromo Fluorescein Salts 9a and 9c

compound

concentration [mg/mL]

Eosin y disodium salt (2a)!
Eosin y silver(l) salt (2b)
Eosin y barium salt (2c)

Eosin y copper(ll) salt (2d)
Eosin y lead(ll) salt (2f)

Eosin y gadolinium(lll) salt (2f)

Dibromo disodium salt (9a)

Dibromo barium salt (9¢)

300 mg/mL

<10 mg/mL

25 mg/mL

66 mg/mL

50 mg/mL

<10 mg/mL

549 mg/mL

45 mg/mL

10
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5. Animal Tissue Samples

The fresh turkey livers were purchased from a butcher and fixated as described in the section
below. All procedures were in accordance with relevant guidelines and regulations. All
laboratories are inspected for accordance with the OECD principles of good laboratory practice.
We prepared a turkey liver piece (ca. 27 mm3) using the final version of the eosin staining /
barium-eosin staining procedure. The soft-tissue sample was then used to evaluate structural
preservation and to assess stain quality, identify morphological structures, compare with

conventional histological methods and evaluate for further histological staining.

6. Sample Screening

Whole turkey livers were fixated and preserved under conditions described below. Cuboidal
soft-tissue samples from turkey liver (1 mm edge length) were used for stain development and
optimization. The small cuboidal tissue samples were cut with a scalpel (Aesculap). Temperature
was controlled by placing samples in a refrigerator (4°C) or in ambient conditions of the
laboratory. Incubations were done in sample holders with a flat bottom, which were replaced
after each step but not after rinse or dehydration steps. For stain development and optimization
several parameters such as fixative, concentration of fixative or staining agent, incubation time
or pH of fixative or staining agents were tested. The stained soft-tissue samples were investigated
on the phoenix vitomelx s 240 CT scanner with typical settings of 50kV peak voltage, 6.0W and
with 1601 projections distributed over 360°. The low-resolution CT data were acquired with an
exposure time of 1s per projection with an effective pixel size of ca. 30um. The microCT data were
reconstructed with the integrated phoenix datos x CT software and analyzed for (i) completeness
of staining, (ii) appearance of diffusion rings, (iii) contrast enhancement, (iv) appearance of CT

artifacts as streaks and (v) homogeneity of the staining.

1.
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7. Staining Protocols
7.1 For Eosin y Disodium Salt (2a)

The fixated turkey liver piece was acidified prior to use. Therefore, it was placed in a 50-mL Falcon
Centrifuge Tube (neolab), which was filled with a fixative solution containing 9.5 mL of 4% (v/v)
formaldehyde solution (FA, derived from a 37% acid free FA solution stabilized with ca. 10%
methanol from Carl Roth; further dilution with DPBS without calcium and magnesium) and 0.5
glacial acetic acid (AA, Alfa Aesar). The sample was refrigerated for 24-72h and then washed with
phosphate saline buffer solution for 1 h (DPBS without calcium and magnesium). The turkey liver
was placed in the staining solution of 2a (c = 31.9 mM) in dist. water; Sigma-Aldrich, product
number: E4382, stain certified by the Biological Stain Commission.). The soft-tissue sample was
stained with 1 mL of staining solution for 24h (the soft-tissue sample was moving freely within
the sample container). During the incubation time the soft-tissue sample was kept on a horizontal
shaking plate allowing for a smooth rocking of 60 rpm. After staining, the soft-tissue sample was
carefully removed from the sample container and access of staining agent 2a was softly patted
with a cellulose tissue paper. The soft-tissue sample was stored in an Eppendorf tube above an
ethanol vapor phase (the Eppendorf tube contained a few drops of 70% (v/v) ethanol at the

bottom of the tube).

7.2 For Eosin y Barium Salt (2c)

The fixated turkey liver piece was acidified prior to use. Therefore, it was placed in a 50-mL Falcon
Centrifuge Tube (neolab), which was filled with a fixative solution containing 9.5 mL of 4% (v/v)
formaldehyde solution (FA, derived from a 37% acid free FA solution stabilized with ca. 10%
methanol from Carl Roth; further dilution with DPBS without calcium and magnesium) and 0.5 mL
glacial acetic acid (AA, Alfa Aesar). The sample was refrigerated for 24-72h and then washed with
phosphate saline buffer solution for 1 h (DPBS without calcium and magnesium). The soft-tissue
sample was transferred into a sample container with 1 mL of a staining solution comprising a
barium-eosin Y salt (2c) in water (25 mg/mL; ¢ = 31.9 mM). The soft-tissue sample was stained for

72 h while placed on a shaker (horizontal shaking with 60 rpm). After staining with the staining
12
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solution comprising 2c, the turkey liver was removed, and the remaining staining solution 2¢ was
carefully padded off the soft-tissue sample with a cellulose tissue paper. The soft tissue sample

was stored over 70 vol/vol-% ethanol vapor prior to CT measurement.

7.3 For Dibromo Fluorescein Sodium Salt (9a)

The fixated turkey liver piece was acidified prior to use. Therefore, it was placed in a 50-mL Falcon
Centrifuge Tube (neolab), which was filled with a fixative solution containing 9.5 mL of 4% (v/v)
formaldehyde solution (FA, derived from a 37% acid free FA solution stabilized with ca. 10%
methanol from Carl Roth; further dilution with DPBS without calcium and magnesium) and 0.5 mL
glacial acetic acid (AA, Alfa Aesar). The sample was refrigerated for 24-72h and then washed with
phosphate saline buffer solution for 1 h (DPBS without calcium and magnesium). The soft-tissue
sample was transferred into a sample container with 1 mL of a staining solution comprising the
dibromo fluorescein sodium salt (9a) in water (45 mg/mL; c = 76.5 mM). The soft-tissue sample
was stained for 72 h while placed on a shaker (horizontal shaking with 60 rpm). After staining with
the staining solution comprising 9a, the turkey liver was removed, and the remaining staining
solution 9a was carefully padded off the soft-tissue sample with a cellulose tissue paper. The soft

tissue sample was stored over 70 vol/vol-% ethanol vapor prior to CT measurement.

7.4 For Dibromo Fluorescein Barium Salt (9¢)

The fixated turkey liver piece was acidified prior to use. Therefore, it was placed in a 50-mL Falcon
Centrifuge Tube (neolab), which was filled with a fixative solution containing 9.5 mL of 4% (v/v)
formaldehyde solution (FA, derived from a 37% acid free FA solution stabilized with ca. 10%
methanol from Carl Roth; further dilution with DPBS without calcium and magnesium) and 0.5 mL
glacial acetic acid (AA, Alfa Aesar). The sample was refrigerated for 24-72h and then washed with
phosphate saline buffer solution for 1 h (DPBS without calcium and magnesium). The soft-tissue
sample was transferred into a sample container with 1 mL of a staining solution comprising the

dibromo fluorescein barium salt (9¢) in water (45 mg/mL; ¢ = 72.0 mM). The soft-tissue sample

13
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was stained for 72 h while placed on a shaker (horizontal shaking with 60 rpm). After staining with
the staining solution comprising 9¢, the turkey liver was removed, and the remaining staining
solution 9c¢ was carefully padded off the soft-tissue sample with a cellulose tissue paper. The soft

tissue sample was stored over 70 vol/vol-% ethanol vapor prior to CT measurement.

14
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8. Macroscopic Imaging of stained Turkey Liver Samples

Before the stained turkey liver pieces were investigated by pCT, a macroscopic investigation of

the soft-tissue samples was performed by halving the stained specimen. The results are listed in

Table S2.

Table S2. Macroscopic investigation of the studied tissues stained under different conditions.

Incubation macroscopic
e S S time [h] image
1 2a X 24 .
2 2 X 24 n
3 2a 24 ‘
4 2c 24 n
5 2a X 48 ‘
6 2c X 48 D
7 2a 48 ‘
8 2c 48
9 2a X /-] ~ J
10 2c X 72 .
11 2a 72 ‘
15
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12 2c 72

%4
13 2d X 144 .
14 2e X 144 .

The tissue samples were treated with a 4% formaldehyde solution and with or without 0.5 mL glacial acetic
acid prior to staining. Staining was performed using a 31.9 mM ag. solution of eosin y salt 2a or 2c — 2e. For
each condition, an individual number of three turkey liver pieces was stained to ensure reproducibility; one of

these pieces was investigated macroscopically.

9. Line Plot Analysis of Turkey Liver Tissue Samples treated with 2c and 9c

700.000
600.000
~— 500.000
3
t)
— 400.000
o
=
$ 300000
>
@
e
B 200000 4+
100.000
0
number of pixels
a—c (C = 45 mg/mL) - ====9a (c = 25 mg/mL), acidified
- e 2c(c=25mg/mL), acidified 9¢ (c = 25 mg/mL), acidified
9¢ (c =25 mg/mL) 2c (c =25mg/mL)
----- 9a (c =45 mg/mL), acidified s ¢ (c = 45 mg/mL), acidified

Figure S3. The line plots of the dibromo sodium 9a, dibromo barium 9¢ and tetrabromo barium
fluorescein 2c derivatives are displayed highlighting the influence of the different degree of

halogenation of the xanthene core, aspect of acidification and concentrations on the contrast

enhancement of the soft tissue sample.

16
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10. X-Ray UCT Imaging of Turkey Liver

The stained turkey liver pieces (acidified and non-acidified) as well as a control sample (fixated
and acidified, but not stained) were transferred to a sample holder, which allows the anchorage
of the soft-tissue pieces above 70 % (v/v) ethanol vapor. The X-ray microCT measurements were
performed with the phoenix vitomelx s 240 CT scanner. All shown images were acquired at 50kV
peak voltage, 5.5W and with 1601 projections distributed over 360°. The low-resolution CT data

were acquired with an exposure time of 2s per projection with an effective voxel size of ca. 40pum.

11. High-Resolution uCT of Mouse Kidney

A stained mouse kidney piece of approximately 5 mm edge length (with the barium eosin y salt
(9c) using the staining protocol described in section 7.4) was mounted to a sample holder above
70 % (v/v) ethanol vapor. The high-resolution uCT data was acquired with the Zeiss Xradia Versa
500 CT scanner using the following parameters: 50 kV peak Voltage, 3.5 W with 1601 projections
distributed over 360° using the 0.39x objective. An exposure time of 10 s per projection was used
with an effective voxel size of approximately 3.3 um. The integrated software, Scout and Scan
11.1.8043.19515, was used to reconstruct the data. The volume renderings of the uCT data shown

in Figure 6 were processed with Avizo Fire 8.1 (ThermoFisher Scientific).

12. Histological Analysis of Turkey Liver Samples stained with 2¢

The stained turkey liver pieces were dehydrated and embedded in paraffin according to standard
procedures prior to histological sectioning and further histochemical counter staining. The
samples were dehydrated in 70% and 96% ethanol twice for one hour and cleared in xylol twice
for one hour. Subsequently, the sample was incubated overnight in paraffin wax at 50°C to
infiltrate the complete sample with wax, embedded in paraffin wax and sections of 7um thickness
were cut using a microtome (Leica). Sections were rehydrated and either directly embedded

(Eukitt, Merck) or counterstained for 6min with Mayer's sour hematoxylin (Morphisto) according

17
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to the manufacturer's protocol. Histological analysis was performed using an Axio Imager 2

microscope and AxioVision Software (Zeiss).

Figure S4. Histological microscopic slide obtained from a turkey liver stained with barium eosin
y salt (2¢) for 72 h (c = 25 mg/mL). The microscopic slide was directly obtained after staining and
CT investigation. (A) No further treatments by the histologist were performed. (B) Hematoxylin
was applied as counter stain to 2c. All histological analyses were performed using an Axio Imager
2 microscope and AxioVision Software (Zeiss). Image in (A) was produced with 20x magnification.

Image in (B) was produced with 40x magnification.

18
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13. NMR Spectra of Compounds 2, 4-7, and 9
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A
Aquiv.
Bu

°C
CCD
CPBA
CT
MCT

DC
DCM
DDT

ee
engl.
etal.
gem

grc.

HFIP
HOMO
HPLC
HU

IUPAC

logKow
LUMO

Atommasse

Aquivalent

Butyl

Grad Celsius

ladungsgekoppeltes Bauteil (engl. charge-coupled device)
Chlorperbenzoeséure
Computertomographie
Mikro-Computertomographie

Dublett

Dinnschichtchromatographie
Dichlormethan
Dichlordiphenyltrichlorethan

Energie der Rontgenstrahlen
Enantiomerenuberschuss

Englisch

und andere (lat. et alli)

geminal

Griechisch

Stunde

1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol

engl. Highest Occupied Molecular Orbital
engl. High performance liquid chromatography
Hounsfield-Einheit (engl. Hounsfield unit)
Stromstérke

engl. International Union of Pure and Applied Chemistry
Kelvin

elektrische Leitfahigkeit

Kontrastmittel

Logarithmus
Wasser-n-Octanol-Verteilungskoeffizient
engl. Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Molar
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m meta

Me Methyl

mg Milligramm

MHz Megahertz

MO Molekilorbital

pL Mikroliter

pmol Mikromol

mL Milligramm

mm Millimeter

mmol Millimol

mol Mol

MRT Magnetresonanztomographie
MS Massensprektroskopie

NBS N-Bromsuccinimid

N/A Nicht verfiigbar (engl. not available)
NMR Nuclear magnetic resonance
p para

PIDA Diacetoxyiodbenzol

POP Persistente organische Schadstoffe (engl. Persistent Organic Pollutants)
ppm engl. parts per million

PTA Wolframatophosphorsdure (engl. phosphotungstic acid)
PTFE Polytetrafluorethylen

R Elektrischer Widerstand

p Dichte

S Singulett

sec. Sekunde

SSCE Silber-Silberchlorid-Elektrode
t Triplett

U Spannung

USG Ultraschalluntersuchung

Uz Ubergangszustand

\ Volt

vic vicinal

Z Ordnungszahl
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