POTENTIALSENSITIVE FLUORESZENZFARBSTOFFE
MIT

BICHROMOPHORER STRUKTUR

| naugur al-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der
M athematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét

der Heinrich-Heline-Universitét Dussel dorf

vorgelegt von

Ulfert Meyer-Beeck

aus Braunschweig

Dusseldorf 2000



Gedruckt mit Genehmigung der Mathemati sch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf

1. Berichterstatter Prof. Dr. H.-D. Martin
2. Berichterstatter Prof. Dr. C. Kryschi

Tag der mundlichen Prifung: 26.6.2000






Inhalt

| nhalt

| nhalt

1. Einleitung und Literatur Gber sicht

1.1. Farbstoffe in der Natur
1.2. Funktionelle Farbstoffe

1.3. Biomembranen

1.4. Funktionelle Fluoreszenzfarbstoffe zur Messung von Membranpotentialen

1.4.1. Cyanine und andere slow-response-Potential sonden

1.4.2. Fast-response-Sonden: Styrylfarbstoffe
1.4.3. Reaktivfarbstoffe

1.5. Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
2. Problemstellung

2.1. Reaktivgruppen

2.1.1. Reaktivgruppen im engeren Sinne
2.1.2. Aktivierungreagenzien

2.2. Chromophore

2.3. Bichromophore

2.4. Charakterisierung
3. Haupttell

3.1. Syntheseplanung

3.2. Darstellung von Chromophoren

3.2.1. Styrylpyridine und Styrylpridinium-Farbstoffe

15

15
17

18
18
18
19
20

21

22

22
24

24



Inhalt

3.2.2. 4-(6-N,N-Dialkylaminonaphth-2-ylvinyl-)pyridine 5a-f
3.2.3. 4-(4-(p-N,N-Diakylaminophenyl-)butadien-1-yl-)pyridine 9
3.2.4. Cyaninfarbstoffe

3.2.5. Sonstige Chromophore

3.3. Funktionelle Gruppen

3.3.1. Farbstoffe mit Carbonsauregruppen

3.3.1.1. Styrylpyridinium

3.3.1.2. Cyanine

3.3.2. Farbstoffe mit Aminogruppen

3.3.3. Reaktivgruppen

3.3.3.1. Zur Funktion der NHS-Ester-Reaktivgruppe

3.3.3.2. Darstellung aus aliphatischen w-Bromcarbonsauren

25

26

30

31

®

®

35

38

39

39

41

3.3.3.3. Darstellung der NHS-Estergruppe in Farbstoffen mit Carbonséure-Gruppe

45

3.3.4. Aktivierungsreagenzien zur Darstellung von Amiden aus Carbonsauren 46

3.3.4.1. Das Reagenz 11

3.3.4.2. Anilino-chlor-phenoxyphosphinoxid

3.4. Bichromophore

3.4.1. Intermolekularer FRET (Tsien-Gonzalez)
3.4.2. Darstellung der Bichromophoren Systeme
3.4.3. Charakterisierung der Bichromophore 39a-d
3.4.3.1. "H-NMRag

Abb. 10: *H-NMRz0o(CDsCN/TMS) von 39c
3.4.3.2. FAB-Massenspektrometrie

3.4.3.3. UV-VIS-Spektroskopie

46

49

49

51

g

g

57

58

60



Inhalt

3.5. Untersuchungen zur Fluoreszenz
3.5.1. Fluoreszenzspektren in Ethanol
3.5.2. Fluoreszenzquantenausbeuten in Chloroform
3.6. Potential sensitivitét

3.6.1. Aufbau von Membranen

3.6.1.1. Lipide

3.6.1.2. Sterole

3.6.1.3. Oligopeptide und Proteine
3.6.2. Membranpotentiale

3.6.3. Potential sensitivitét der Cyanine
3.6.4. Messung an 39a-d

3.6.5. Quantitative Auswertung:
3.6.5.1. Auf der Basis der Intensitaten

3.6.5.2. Auf der Basis der integralen Fluoreszenz

4. Zusammenfassung

4.1. Synthetische Ergebnisse

4.1.1. Chromophore

4.1.2. Funktionelle Gruppen

4.1.3. Verknupfung zu Bichromophoren

4.2. Meldergebnisse

4.2.1. FRET in Lésung

4.2.2. Potentialabhangigkeit auf Zellmembranen

4.2.3. Verwendung der Reaktivfarbstoffe als Fluoreszenz-Marker

5. Experimenteller Tall

62
62
63
66
66
66
68
68
70
72
75
81
81

82
85

85
85
86
87
89
89
89

90

91



v Inhalt

5.1. Allgemeines 91

5.2. Beschreibung der Versuche 93

Literatur 170



Einleitung 1

1. Einlaitung und Liter atur Uber sicht

1.1. Farbstoffein der Natur

Schon frih in seiner Kulturgeschichte hat es der Mensch verstanden, sich
natirlicher Farbstoffe und Pigmente zu bedienen, um sein Umfeld farbiger zu
gestalten®. Er imitierte damit die Farbigkeit der Natur, die vielen Tieren, Pflanzen
und Mineralien eine verschwenderische Farbenpracht verliehen hat, nur eben
nicht ihm, der eine eher ‘farblose’ Erscheinung ist. Erst spét, namlich mit Perkins
Synthese des Mauveins im Jahre 1856, begann er, auch synthetische Farbmittel
herzustellen. Dabei standen stets &sthetische Gesichtspunkte im Vordergrund,
wahrend die Natur stets demonstriert hat, wie Farbstoffe und Pigmente auch als

Funktionstrager eingesetzt werden kénnen.

So ist die Rolle des Chlorophylls als zentrae Funktionseinheit bel der
Photosynthese, die der Carotinoide als Antioxidantien (Ubrigens auch beim
Menschen, wie vermutet wird), die der Blitenfarbstoffe als Signalfarben fir

Insekten u. v. m. seit langem allgemein bekannt.

Wenn den Farben im Pflanzenreich i. alg. eine Funktion zukommt, so gilt das
auch im Tierreich. Bekannte Beispiele sind hier Hdmoglobin, das Sehpigment

Rhodopsin, Tarnfarben u. a.

Ein Beispidl mag das veranschaulichen: zwar ist schon seit langem bekannt,
welches Carotinoid fur die rosa Farbe der Flamingofedern verantwortlich ist. Aber
erst in neuester Zeit haben Experimente gezeigt, wozu diese Farbe dient: Der
Flamingo bezieht den Farbstoff aus seiner Nahrung; wird in einem Experiment
dem Flamingo zwar ausreichend Nahrung zur Verfigung gestellt, der Farbstoff
jedoch vorenthalten, so bleibt er weil3, ohne dal? seine Konstitution sonst Schaden
nimmt. Ein weil3er Flamingo wird aber von seinen Artgenossen abgelehnt, so dal3
jeder Fortpflanzungserfolg ausbleibt. Die rosa Farbe des Gefieders signalisiert
also Artgenossen gegentiber die Tauglichkeit seines Tragers zum Erndhrer der

Jungen.
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Imitierte der Mensch aso die Farbigkeit der Natur, so beachtete er dabel nur die
asthetische Komponente. Da aber die Natur im allgemeinen nichts verschwendet,
muf3 davon ausgegangen werden, dal3 alle Farben in der belebten Natur eine
Funktion haben, auch wenn diese oft nicht erkannt wird. Die Funktion der meisten
Farben in der Tierwelt dirfte sich in der Regel dhnlich erklaren lassen wie die der
Flamingos. Es handelt sich also meist nicht um &sthetische, sondern um

funktionelle Farbgebung.

Seit wenigen Jahrzehnten ist nun auch der Mensch dazu Ubergegangen, sich das
funktionelle Potential der Farbstoffe zunutze zu machen. Eine dieser
Anwendungen ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.2. Funktionelle Far bstoffe

Der Begriff funktioneller Farbstoff soll hier noch enger gefaldt werden, als diesin
der Fachliteratur dblich ist: e umfald dort enerseits solche farbigen
Verbindungen, deren Funktion immer noch auf ihrer Farbigkeit beruht, also z. B.
Laserfarbstoffe, Signalfarben, optische Aufheller usw. Auch die Tarnfarben in der
Natur kann man hier enordnen. Andererseits gibt es solche farbigen
Verbindungen, deren Farbigkeit eigentlich keine Rolle mehr spielt. Sie ist
vielmehr eine notwendige Folge aus ihrer Lichtabsorption im sichtbaren Bereich
des Spektrums, also bei Wellenldngen zwischen ca. 400 und 700 nm (auch
Farbstoffe mit Absorptionen bei groferen Wellenlangen, also im nahen Infrarot,
werden gelegentlich als Farbstoffe bezeichnet, auch wenn ihre Farbe fir das
menschliche Auge gar nicht sichtbar ist. Man spricht dann von NIR-Farbstoffen).
Diese Absorption dient aber ganz anderen Zwecken as dem, Farbe
hervorzubringen: es handelt sich vielmehr um eine Art molekularer Geréte

(molecular devices).

Das Beispiel Chlorophyll ist ein solches molekulares Gerét, dessen optischer
Farbeindruck ohne Bedeutung ist. seine Absorption von sichtbarem Licht bei ca.
430 und 680 nm (Chlorophyll a) bzw. bei ca. 450 und 650 nm (Chlorophyll b), d.
h. im roten und im blauen (cyanfarbenen) Bereich, liefert die Energie, die zum
(endothermen) Aufbau von Kohlenhydraten aus CO, und Wasser notwendig ist.
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Wére die erforderliche Energie hoher (entsprechend einer Absorption bei
kleineren Wellenléngen) so hétten die Bléatter der Baume und Pflanzen eben eine
andere Farbe, z. B. violett oder gelb bzw. wéren bei einer Absorption im nahen

UV-Bereich sogar farblos.

Synthetische Vertreter aus dieser Klasse funktioneller Farbstoffe werden im
Hinblick auf die Konversion von Sonnenlicht in chemische Energie nach dem
Vorbild der Natur erforscht?: wie dort, so soll auch in der Technik Wasser in
molekularen Wasserstoff und Sauerstoff gespalten werden. Wasserstoff kénnte
dann als Energiequelle zur Erzeugung von Wéarme und Elektrizitét dienen. Wenn
die Entwicklung solcher kinstlichen Systeme auch noch weit von einer
technischen Einsetzbarkeit entfernt ist, so , kann doch nicht bezweifelt werden,
dai3 das Problem der Wasserphotolyse gel6st werden wird, da die Natur es in der
Photosynthese ebenfalls gelost hat. Die abiotische Variante a3t sogar hohere
Wirkungsgrade erwarten, da die biologischen Systeme nicht auf

Energiespeicherung optimiert sind®.“

Wenn die Farbe des Chlorophylls immerhin noch mit seiner photochemischen
Funktion verknupft ist, so hat beispielsweise die Farbe des Hamoglobins mit
dessen Funktion wahrscheinlich gar nichts mehr zu tun. Hier kann man schon von
einer blofRRen Zufélligkeit der Farbe eines funktionellen Farbstoffs sprechen.

Offensichtlich wird aber die Entwicklung synthetischer funktioneller Farbstoffe
die Farbe nicht rein zufdlig hervorbringen, denn welche molekularen
Strukturmerkmale die Farbigkeit herbeifiihren, ist wohlbekannt. Aufgrund
einfacher, empirischer Farbregeln 183 sich sogar die Lage der Lichtabsorption fir
einen Farbstoff recht genau vorhersagen, der noch gar nicht existiert. Unter dem
Begriff , funktioneller Farbstoff* soll hier also eine farbige Verbindung verstanden
werden, deren Farbe direkt mit ihrer photochemischen bzw. photophysikalischen
Funktion verknipft ist, wie dies beim Chlorophyll der Fall ist.
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1.3. Biomembranen

In der Natur fungieren Biomembranen as Trennwénde, die biochemische
Prozesse in Kompartimente einschlieBen®. Sie bilden einen wesentlichen
Bestandteil der alle Zellen umgebenden Hullen und schlief3en, bei den
Eukaryonten, auch innerhalb des Cytosols einzelne Funktionseinheiten ein, z. B.
den Zelkern, die Chloroplasten, die Mitochondrien, das endoplasmatische

Retikulum, den Golgi-Apparat u. a.

Zu den fur das Leben grundlegenden Prozessen, die an Biomembranen ablaufen,
zahlen etwa die Photosynthese, die an der inneren Membran der Chloroplasten
ablauft und zum Aufbau von Kohlenhydraten aus CO, und Wasser fihrt, sowie
die Prozesse, die durch Oxidation von Nahrstoffen in die Erzeugung von
Adenosintriphosphat (ATP) munden, der universellen Energiewahrung der Zelle.
Besonders hervorgehoben sei die Funktion der Membranen fir die Fortpflanzung

von Nervenreizen.

Biomembranen bestehen aus Lipiden, Proteinen und Cholesterol in wechselnden
Anteilen sowie geringen Mengen an Kohlenhydraten (s. Kap. 3). Als Barrieren,
die das Membraninnere vom &aufleren Medium trennen, sind sie jedoch nicht
vollkommen impermeabel. Vielmehr regeln sie den Stoffein- und austritt durch
sogenannte Pumpen und Kandle; erstere transportieren spezifische lonen gegen
einen elektrochemischen Gradienten (s. u.), letztere ermdglichen deren Durchtritt
mit einem solchen Gradienten. Auf diese Weise regeln solche membranresidenten

Proteine das Transmembranpotential .
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1.4. Funktiondle Fluoreszenzfarbstoffe zur

M essung von M embranpotentialen

Zur Messung solcher Potentiale gibt es indirekte Methoden, bel denen auf non-
invasive Weise mit Hilfe von optischen Indikatoren Messungen unternommen
werden konnen. Hierzu gehdren Lichtstreuung, Absorption, Transmission,
Fluoreszenz und Circulardichroismus intrinsischer (d. h. zur Zelle gehorender)
oder extrinsischer (eigens fur das Experiment eingefthrter) Verbindungen. Dabel
ist die Hauptstof¥richtung der Untersuchungen das Studium von Nervengewebe,
und hier ist insbesondere eine Technik von Interesse, die die simultane

Beobachtung vieler Nerven in einfachen Ganglien erlaubt.

Eine dieser Methoden basiert auf der Beobachtung, dal3 in die Zellmembran
eingebrachte Farbstoffe auf die Veranderung des Membranpotentials mit
Veranderungen in ihren Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften reagieren. Es
war zu Beginn der Arbeiten auf diesem Gebiet noch unklar, welchem
Mechanismus diese Potentialsensitivitdt gehorcht. Folgende Maglichkeiten

werden diskutiert®;

O ceine potentialabhéngige Umverteilung des Farbstoffs zwischen dem
Zéellinneren und dem externen wal¥rigen Medium. Insbesondere bei Cyanin-
Farbstoffen (s. das Kapitel tber Cyanine im Hauptteil) fuhrt eine Anreicherung im
Zdlinneren zur Bildung von Aggregaten, die nicht fluoreszieren.

@® cine potential abhangige Umverteilung zwischen dem &uReren Medium und der
Membran. Die Anderung der spektralen Eigenschaften ist hier eine Folge der

Ausbildung von Dimeren in der waldrigen Phase.
© cine potentialabhangige Dimerisierung in der Membran.
Diese drei Mechanismen sind vor allem fur Cyanine wahrscheinlich.

O direkte Elektrochromie (Stark-Effekt), d. h. bei Anregung des Chromophors
erfolgt eine signifikante Ladungsverschiebung von einem Ende des Molekils zum

anderen. Das Ubergangsdipolmoment tritt mit dem duReren elektrischen Feld in
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Wechselwirkung, und die Folge ist eine Verschiebung der Maxima im
Absorptions- und Fluoreszenzspektrum um enen Betrag Av, dessen
Feldabhangigkeit durch Gleichung 2 gegeben ist®:

h [ = (ﬂg —ne)[F +%(0(g - O(G)EIF2
hierin sind:
Hy. P Dipolmomente des Grund- bzw. angeregten Zustandes

F: €. Feldstarke

Og, O Polarisierbarkeiten

Der lineare Term ist stark von der Ausrichtung des Molekils abhéngig und
bewirkt grofRere Effekte als der quadratische Term, der von der Ausrichtung
weniger abhangigist’.

1.4.1. Cyanine und ander e slow-r esponse-Potentialsonden

Schon Ende der sechziger Jahre, nachdem Tasaki® 1968 erstmals die Anderung
der spektroskopischen Eigenschaften extrinsischer Fluorophore mit der Anderung
des Membranpotentials beobachtet hatte, wurden Fluoreszenzfarbstoffe im
Hinblick auf ihre Eignung als Potentialsonden hin untersucht®. Zu ihnen gehérten
zundchst typische hochfluoreszente Chromophore wie Fluorescein, Rhodamin,
Aminonaphthal ensulfonsauren® und Acridinorange™. Da aber nicht unbedingt die
absolute GrofRe des Fluoreszenzsignals ausschlaggebend fir die Eignung eines
Farbstoffs ist, sondern die Grofe der relativen Anderung seiner Fluoreszenz bei
einer Anderung des Membranpotentials um einen physiologisch realistischen
Wert von ca. £100 mV, etablierten sich bald andere Fluorophore, deren Fluores-
zenzquantenausbeute zwar niedriger, deren Fluoreszenzanderung aber um so
hoher ist. Zu dieser Gruppe gehdren z. B. die Cyanin-, Oxonol- und
Merocyaninfarbstoffe'. Sie zeigen ein weit besseres Signal/Rausch-Verhaltnis als
die oben erwahnten Verbindungen. So wurde von Loew et a.™® N,N‘-
Diethylthiadicarbocyaniniodid (Di-S-Cy(5)) verwendet, um die Kinetik von
lonophoren und Membrankanden an kinstlichen Liposomen zu charakterisieren.

Hier tritt jedoch eine unliebsame Eigenschaft vieler Farbstoffe in den
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Vordergrund:die photodynamische Schadigung der untersuchten Zelle*. Es ist
bekannt, da? Cyanine und andere Farbstoffe effiziente Singulett-Sauerstoff-
Sensibilisatoren sind. Singulett-Sauerstoff zerstort aber sehr schnell das Gewebe.
Im unginstigsten Fall ist das zu untersuchende Objekt bereits durch
photodynamische Schadigung zu stark in Mitleidenschaft gezogen, bevor die
Messung Uberhaupt begonnen hat. Dieser Nachteil konnte fur die Cyanin-
Chromophore von Gupta et al.*® teilweise iiberwunden werden, indem nicht
primér Absorption oder Fluoreszenz as Detektionssignal verwendet wurden,
sondern die Doppelbrechung. Sie tritt auch bel Wellenlangen fernab des Ab-
sorptionsmaximums auf und kann ohne gleichzeitige Erzeugung von Singulett-

Sauerstoff fur die Messung von Potentialanderungen genutzt werden.

1.4.2. Fast-response-Sonden: Styrylfarbstoffe

Fast-response-Sonden sind solche extrinsischen Fluorophore, deren Ansprechzeit
nicht wie bei den Cyaninen und Oxonolen im Bereich von Sekunden bis Minuten
liegt, sondern im Bereich Millisekunden und schneller. Farbstoffe, fir die das
zutrifft, sind Merocyanine, wie z. B. Derivate des Merocyanins M 540, obwohl

ihre  Anwendung besonders stark

durch photodynamische Schédigung o Q N/_ﬁ
der Zelle beeintréchtigt wird; ferner @:N ) N N >=s
die  Styrylfarbstoffe, die  auf N
Potentialénderungen  mit  direkter \\\\503 ° \_\;
Elektrochromie reagieren. Dieses M 540

Konzept zu verfolgen  schien

besonders vielversprechend, da dieser Mechanismus quasi augenblicklich auch
auf die schnellsten Potentialénderungen reagiert. Darum wurden systematische
Untersuchungen durchgefiihrt, um optimale Kandidaten hierfir zu finden bzw. zu
entwickeln. Bereits fur Potentialmessungen verwendete Farbstoffe wurden
Extended-Huckel-Rechnungen unterzogen, um die Ladungsverteilungen im
Grundzustand (HOMO) und im ersten angeregten Zustand (LUMO) zu ermitteln.
Dabei wurde davon ausgegangen, da’ der langwelligste Ubergang fiir das
betrachtete Problem der malgebliche ist. Aus der Ladungsverteilung in HOMO
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und LUMO |&% sich direkt beurteilen, ob das betrachtete Molekll ein geeigneter

(Lm0

Di-S-Cy(5)

Kandidat fur Elektrochromie ist oder
haben
symmetrische Cyanine wie diO-Cg-(3)
oder diS-C»-(5) und Oxonole im Grund-

nicht. Zum Beispiel

zustand wie im angeregten Zustand eine symmetrische Ladungsverteilung. Sie

sind daher ungeeignet fir Messungen, die die Elektrochromie nutzen sollen.

Dagegen zeigen Farbstoffe, die
den 4-(p-Aminostyryl)-pyri-
dinium-, einen entsprechenden
Oxonol-Chromophor oder einen
Merocyaninchromophor — aufwel-
sen, elne ausgeprégte Ladungs-

verschiebung bel Anregung.

Neben der Ladungsverschiebung
ist fir eine elektrochrome Sonde
ein zweiter Aspekt essentiell: die
Ausrichtung des Molekdls in der
Membran.

_:N/ ©° O \ O o)
LUMO LUMO
HOMO HOMO

a b

-

. diO-Cq-(3)
W LUMO
'~ HOMO [ ]
HOMO
a b

Diese muf3 notwendigerweise senkrecht zur
Membranoberflache sein. Daher war es
notwendig, die optimalen strukturellen
Eigenschaften einer Verbindung unter
diesem  Gesichtspunkt zu  ermitteln.
Symmetrische Cyanine scheiden auch hier
von vornherein aus, denn es besteht keine

Veranlassung fur das eine Ende des Mole-

kils, sich an der polaren Grenzflache zwischen Membran und wassriger Phase

aufzuhalten, wahrend das andere Ende sich zum unpolaren Inneren der Membran

hin orientiert. Erste Bedingung ist also, dal3 das Molekil unsymmetrisch ist. Das

eine Ende mul3 stark polar sein, so dal3 es nicht in die Membran hineingelangen

kann und sich nur an der Phasengrenze aufhélt. Dazu ist das Vorhandensein einer
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weitgehend lokalisierten Ladung an diesem Ende notwendig. Das andere Ende
muf3 so lipophil sein, dal} es das ganze Molekil im Inneren der Membran
verankert. Dies ist durch Einfuhren von Alkylgruppen mdglich. Ein 4-(N,N-
Diakylaminostyryl)-pyridinium-Farbstoff z.B. wirde allen diesen Forderungen

entsprechen.

Daher wurde das 4-(p-Dipentylaminostyryl-)pyridiniumiodid (Di-5-ASP)
hergestellt’’, um den theoretischen Ansatz im Experiment zu verifizieren.
Uberlegungen zur Solvatochromie zeigen, dal? das Absorptionsspektrum dieses
Molekiils beim Ubergang von Wasser zu weniger polaren Losungsmitteln wie
Ethanol oder Butanol eine bathochrome V erschiebung zeigen sollte, da der polare
Grundzustand durch diese zunehmend destabilisiert, der weniger polare angeregte
Zustand zunehmend stabilisiert wird. Dieses Verhalten wird auch gefunden: Di-5-
ASP absorbiert in Wasser bei 475 nm, in Ethanol bei 494 nm und in Butanol bei
498 nm. Die Einlagerung eines Molekils in ene Lipid-Schicht, die im
Wesentlichen die Polaritdt eines Kohlenwasserstoffs besitzt, 183t daher eine
weitere Rotverschiebung erwarten. Darum war es aus dieser einfachen
Solvatochromiebetrachtung heraus Uberraschend, dald eine signifikante
Blauverschiebung gefunden wurde. Diese 18/% sich aber erklaren, wenn man
annimmt, dal3 der Farbstoff in der unten agegebenen Weise in der Membran

orientiert ist. H
\/ O
. A —Ne R H
Diese Anordnung stabilisiert den AR 4 o /
I W H_ M 7 o
O—P—g~ ~o” O0—P~ \

Grundzustand optimal: das geladene ! |
Ende des Molekills befindet sich in o/_zo NQ Oj_\
einer wassrigen, das unpolare in o 0N o
einer lipophilen Umgebung. Bel
vertikaler Anregung erhdlt der
Anilin-Stickstoff  elne  positive
Teilladung, wobei in  dieser
Umgebung eine Destabilisierung des
angeregten Zustandes gegenuber
Wasser anzunehmen ist. Dieses

Abb. 2: Orientierung von Di-5-ASP
in einer Lipid-Membran
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Verhaten wird als differenzierte Solvatation (differential solvation) bezeichnet.

Dem Bild entspricht auch die Quantenausbeute der Fluoreszenz, die in Wasser
sehr gering und in der Lipid-Schicht um den Faktor 100 hoher ist: im relaxierten,
solvatisierten angeregten Zustand (wahrscheinlich S;) konnen starke polare
Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel Wege zur thermischen Desaktivierung
er6ffnen. Im Inneren der Membran kann die positive Ladung nur sehr schlecht
solvatisiert werden, dadurch ist die Lebensdauer des angeregten Zustandes klein

und der strahlende Ubergang zum Grundzustand wird bevorzugt'®.

Um diese Theorie zu erharten, wurden differenziertere spektroskopische
Messungen unternommen: auf den unteren Teil einer hemispharischen Membran,
die mit Di-5-ASP gefarbt war, wurde linear polarisiertes Laserlicht der

Wellenlange 442 nm gerichtet. Die Intensitét des von der Probe emittierten

Fluoreszenzlichtes wurde bei 570 nm in einem Winkel von 90° zum einfallenden
Lichtstrahl gemessen. Ein Molekil kann nur angeregt werden, wenn der E-V ektor
des einfallenden Lichtes parallel zum Vektor von dessen Ubergangsmoment liegt.
Dieser liegt bei den ASP-Chromophoren im Wesentlichen paralel zur
Molekulachse. Daher konnen die Farbstoffmolekile in der beschriebenen
Versuchsanordnung nur dann von senkrecht zur Membranoberflache polarisiertem
Licht angeregt werden, wenn sie auch senkrecht zu dieser Oberflache angeordnet
sind. Man erwartet aso eine relativ hohe Fluoreszenzintensitét fir senkrecht
polarisiertes Licht und eine relativ geringe fur waagerecht polarisiertes Licht.

Diese Erwartung wurde im Experiment auch bestétigt.

Mit diesen Richtlinien fir das Aussehen enes elektrochromen Fluo-
reszenzfarbstoffs fir die Messung von Membranpotentialen blieb noch zu
beweisen, dal3 ein solcher Farbstoff auch tatséchlich nach einem elektrochromen
Mechanismus auf ene Potentialdnderung reagiert. Darum wurden die
Transmissions- und Fluoreszenzspektren von Modellmembranen gemessen, die
mit ASP-Farbstoffen angeférbt waren und an die ein regelbares Potential angelegt
werden konnte. Die Richtung des elektrischen Feldes wurde dabei so gewahlt, dal3
die Ladungsverschiebung bel Anregung des Chromophors gegen das elektrische
Feld erfolgte™. Dies entspricht der Hyperpolarisation (s. 0.). Absorptions- und
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Fluoreszenzspektren mufdten aso eine Blauverschiebung aufweisen. Geeignete
Grofeen, um die Empfindlichkeit eines Farbstoffs auf eine Potentialanderung
diagrammatisch darzustellen, sind die relativen Anderungen der Intensitéten in
Transmission (AT/T) bzw. Fluoreszenz (AF/F) als Funktionen der Wellenlange A.
Dabei ist die Fluoreszenzmessung in Anregung (die Anregungswellenlange wird
variiert, die Fluoreszenzintensitdt bei der Wellenlange des ‘cross-over' der
Emissionsspektren wird gemessen) derjenigen in Emission vorzuziehen, da das
Anregungsspektrum genau dem Absorptionsspektrum  entspricht. Auf diese
Weise werden nicht-elektrochrome Beitrége eiminiert, die das Emissions-
spektrum evtl. stark mitbestimmen wirden. Solche Sekundérprozesse wurden
postuliert?®, sind jedoch noch immer hypothetisch: infolge Lichtabsorption
erreicht das Molekll den ersten angeregten Zustand (S;), aus dem es durch
Emission eines Lichtquants in den Grundzustand Ubergehen kann. Es kann aber
auch durch eine Verdrillung um die zentrale Doppelbindung in den TICT-Zustand
(Twisted Internal Charge Transfer) mit zusétzlicher positiver Ladung am Anilin-
Stickstoff Ubergehen, aus dem es strahlungslos in den Grundzustand wechselt.
Durch ein Drehmoment, das das elektrische Feld auf die im S; am Anilin-Stick-
stoff lokalisierte positive Ladung ausiibt, wird das Molekil quasi-parallel zur
Grenzflache Membran/Wasser ausgerichtet (field-induced resolvation). Hier wird
der angeregte Zustand besser solvatisiert als im unpolaren Inneren der Membran,
aulderdem tritt keine Wechselwirkung mehr mit dem elektrischen Feld ein, die
Fluoreszenz wird rotverschoben. Der unter diesen Bedingungen starker
begunstigte (und darum langerlebige) TICT-Zustand fuhrt zu einer Abnahme der

Quantenausbeute der Fluoreszenz.
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Abb. 3: Relative Anderung der Fluoreszenz von di-5-ASP und di-6-ASPPS in %

infolge eines Membranpotentials von 100 mV

Die Ergebnisse der Messungen sind mit einem elektrochromen Mechanismus
vereinbar. Insbesondere die starke Ahnlichkeit der Diagramme fir das positiv
geladene Di-5-ASP und das ungeladene  Di-6-ASPPS spricht gegen einen
Mechanismus, der auf irgendeiner feldinduzierten Bewegung des Molekiils
basiert. Selbst das zweifach positiv geladene RH 460 zeigt keine signifikante
Abweichung von diesem Befund. Auch wurde auf der Basis der Spektren fir
ASP-Chromophore die Ladungsverschiebung bei Anregung berechnet”. Diese
stimmte mit dem aus Molekilrechnungen erhaltenen Wert sehr gut Uberein, was

abermal s einen elektrochromen Mechani smus nahel egt.
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\H Mit der so gewonnenen Kenntnis der
\—¥ strukturellen Anforderungen an einen
N
‘O elektrochromen  Fuoreszenzfarbstoff
7 A
\@,'N\/\/SOS. konnten in der Folgezeit vidle neue
Di-4-ANEPPS

Farbstoffe hergestellt werden, in denen
die Lange der Kohlenwasserstoffketten in dem Sulfonatoalkylrest und in der
Dialkylamino-Gruppe sowie die Zahl der /N,
Vinyl-Einheiten zwischen den Aromaten /\/\N y / _sq:>
variiert wurden. Mit einigen dieser neuen RH 160
Farbstoffe konnten die Empfindlichkeit der Messung und das Signal/Rausch-
/. Verhdtnis erheblich verbessert werden?.
03_:> Z. B. bringt die EinfUhrung einer bzw.

zweler weiterer Vinylgruppen zwischen

den Aromaten eine aufféllige Steigerung
der Empfindlichkeit. Wenn dies bei Fluoreszenzfarbstoffen wie RH 160 oder RH

237 auch nicht Uberraschen kann, so kommt die beinahe Verdopplung der

Empfindlichkeit bel dessen Di-Pentyl- / N\
Analogon RH 421 durchaus unerwartet \/\/\N / / _Sq:>
(die Empfindlichkeit wird angegeben as ~""" RH 421

AF/F pro 100 mV Membranpotentialanderung in Prozent und betragt bei RH 160
12 %, bei RH 421 21 %). Es konnte jedoch in einer Uberschlagsrechnung gezeigt
werden, dal3 die maximale zu erwartende Empfindlichkeit fir einen rein elektro-
chromen Farbstoff bei 10 % liegt. Die angegebenen Mef3werte wurden alle an
derselben Zellart (Neuroblastom der Maus) ermittelt und sehen bei einem anderen
System vollig anders aus. Messungen an Vesikeln aus Ei-Phosphatidylcholin
ergaben Werte um 4 %, die voneinander auch weniger abweichen. In diesem
System kommt indessen ein anderer Farbstoff der theoretischen Grenze am
nachsten: mit einer Anderung der Fluoreszenzintensitdt von 8 % bei Fluoreszenz-
Anregungsmessungen ist Di-4-ANEPPS der bisher beste elektrochrome Farbstoff,
wenn man davon ausgeht, dal3 RH 421 und RH 160 nicht ausschliefdich tber
einen elektrochromen Mechanismus auf die Potentialanderung ansprechen

(Farbstoffe, die Uber eine Umverteilung reagieren, zeigen Empfindlichkeiten von
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ca. 80-90%). Dieser Sachverhat zeigt deutlich, wie stack man be der
Feinabstimmung der Eigenschaften neu zu synthetisierender Farbstoffe auf das
Experiment angewiesen ist. Probleme bereitete jedoch noch immer die
Ubertragung der Methode von kinstlichen Membranen oder einzelnen,
kultivierten Zellen auf nattrliche Systeme. Die optimistische Annahme, dal3 ein
optimaler Farbstoff einmal an einer Modellmembran geeicht werden und dann
ohne weiteres auf alle anderen Systeme Ubertragen werden konnte, erwies sich als
unrealistisch. Vielmehr mul3 davon ausgegangen werden, dal? fur jede Anwendung
ein optimal geeigneter Farbstoff erst gefunden und dann an diesem bestimmten
System geeicht werden mul3.

Darliber hinaus konnte bisher die photodynamische Schadigung der Zelle nicht
abgestellt werden, unter anderem well deren Mechanismus noch unbekannt ist.
Dal3 es sich nicht immer um eine Oxidation durch Singulett-Sauerstoff handelt,
konnte durch Versuche unter Schutzgas erwiesen werden. Auch die Beeinflussung
des Mel3ergebnisses durch den eingelagerten Farbstoff selbst ohne Bestrahlung
kann nicht ausgeschlossen werden®, insbesondere wenn dieser eine Nettoladung

aufweist.
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1.4.3. Reaktivfar bstoffe

Anders as die reinen Styrylfarbstoffe, die gewissermal3en das biochemische
Pendant zu den direktziehenden Farbstoffen sind, werden Reaktivfarbstoffe
moglichst gezielt an den Ort des o
Geschehens gebracht: sie enthalten it _

—NCS; Oo_ "N ;
Reaktivgruppen, die unter W N: ) /

o)
physiologischen Bedingungen mit o) o
den  typischen  funktionellen 1 2 3
Gruppen der Proteine reagieren, 1=lsothiocyanat
vor alem -SH (Sulfhydryl-) und - 2=NHS-(N-Hydroxysuccinimid-)Ester,
beide spezifisch fur Aminogruppen

NH, (Amino-). Als Reaktivgruppen
steht eine Vielzahl von

3 = Maleinimid, spezifisch fiir -SH-Gruppen

funktionellen Gruppen zur Verfigung, die gangigsten sind nebenstehend gezeigt
(s. Abbildung).

Die so reaktiv funktionalisierten Farbstoffe werden dann an spezifische
Antikorper gebunden, die ihrerseits selektiv. an membranresidente Proteine
binden. Auf diese Weise kann erreicht werden, dal3 ein bestimmter Luminophor
sich nur an bestimmten Membranproteinen findet, so dal? etwaige Anderungen in
seinen spektralen Eigenschaften sich sicher nur mit solchen Veranderungen in der
Membran korrelieren lassen, die mit dem betreffenden Membranprotein in
Zusammenhang stehen.

1.5. Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Der Versuch, Membranpotentiale tber die Anderung des abstandsabhéngigen
FRET zwischen zwei verschiedenen Chromophoren statt tiber die Anderung der
Fluoreszenz eines einzelnen zu messen, ist in zwei Arbeiten von Tsien und
Gonzalez bereits unternommen worden, in denen dieser Energietransfer zwischen
nicht verbundenen Chromophoren genutzt wurde®*®. Die Anderung des
Abstandes wird dort durch die potentialabhéngige Umverteilung eines der beiden
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FRET-Partner besorgt, wahrend der andere durch seine kovalente Bindung an die
die Membran konstituierenden Mol ekiile ortsfest bleiben mul3.

Als Farbstoffsysteme fir die Verwirklichung dieses K onzeptes wurden zum einen
klassische slow-response-Farbstoffe gewahlt, namlich Trimethinoxonole vom Typ
DISBAC,(3). Sie werden aus der aulleren

Pufferlosung der Zelle angeboten, auf die sie g

sel bsttétig aufziehen (gemal3 ihrem
: . S)\ NS0 © N/KS
Verteilungskoeffizienten). Ihr | |

(0] o

Absorptionsmaximum liegt bei ca. 540 nm. lhr DiSBAC,(3)
Stoke-Shift ist klein, und die Emission liegt schon bel 560 nm.

Ein Tel der Phospholipidmolekile, die im Experiment die Zellmembran
aufbauen, sind entweder mit Fluorescein oder einem Coumarin-Derivat markiert.
Die Kombination aus dem Coumarin-Farbstoff und dem
Dimyristoylphosphatidylcholin - wird mit dem Arbeitskirzel CC1-DMPC

bezeichnet.

O. O. (@] o o
NH\)I\ o O Y\/\/\/\/\/\/\
F N >P/<
o} o ©

e

CC1DMPC )\/\/\/\/\/\/\/

o

Cl

Aufgrund der hohen Quantenausbeute des Fluoreszenz-Donors und der (zwar
geringen) spektralen Uberlappung ist zwischen diesen Farbstoffen ein
abstandabhangiger FRET mefibar (s. Haupttell).
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2. Problemstdlunqg

Die Behebung der Unzulénglichkeiten von membranpotentialsensitiven
Farbstoffen anzugehen soll in dieser Arbeit auf dreierlel Weise versucht werden:

1. Die Darstellung reaktiver Gruppen bzw. die Anwendung von peptidchemischen
Aktivierungsreagenzien erdffnet einerseits die Maoglichkeit, fast-response-
Farbstoffe an Membranproteine zu binden, andererseits lassen sich damit
vielleicht kovalente bichromophore Systeme herstellen (vgl. das Kapitel

Bichromophore im Hauptteil).

2. Chromophore mit geeigneten spektralen Eigenschaften und den entsprechenden
funktionellen Gruppen missen dargestellt werden. Prinzipielle Moglichkeiten fur
ihre Synthese sind i. a. bekannt, missen aber erarbeitet und ggf. verbessert bzw.
adaptiert werden. Es handelt sich dabel einerseits um Styrylpyridinium-Farbstoffe
im weitesten Sinne, weil diese eine schnelle Reaktion auf Potentialdnderungen
zeigen; andererseits um Cyaninfarbstoffe, weil sie grol3e Fluoreszenzanderungen
bei Anderung des Potentials zeigen, aber auch weil sie ginstige spektrale
Eigenschaften fur Bichromophore haben: ihre Absorptionsbande tberlappt stark
mit der Fluoreszenzbande der Styrylpyridine, und ihre

Fluoreszenzquantenausbeute ist hoch.

3. Reaktivgruppen oder Methoden zur Aktivierung funktioneller Gruppen in
Farbstoffmolekilen sollen zur Darstellung von bichromophoren Systemen genutzt
werden. Dabei missen die so darzustellenden Spacer einerseits moglichst lang,
andererseits moglichst variabel sein, um ein Experimentieren mit dem Abstand

der Chromophore zu ermdglichen.

4. Die so erhatenen funktiongllen Farbstoffe sind zu charakterisieren, ihre

fluorimetrischen Eigenschaften sind zunéchst in Lésung, dann in Biomembranen

bzw. deren Anadoga zu ermitteln; schliefdlich ist ihre Reaktion auf

Potential &nderungen an solchen Membranen zu untersuchen.
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2.1. Reaktivgruppen

2.1.1. Reaktivgruppen im engeren Sinne

Von den vielen reaktiven Gruppen, die in der Peptidchemie gebrauchlich sind,
erscheint die NHS-Estergruppe neben dem Isothiocyanat am meisten zu

2 8 pergits mit  der

versprechen. Indessen ist in anderen Arbeiten®®
Isothiocyanatgruppe gearbeitet worden. |hr Potential fir die Art der
Anwendungen in dieser Arbeit ist jedoch offenbar sehr begrenzt. Zudem ist ihre
Synthese deutlich aufwendiger als die der NHS-Estergruppe. Es sollen daher hier
Farbstoffe mit NHS-Estergruppe synthetisiert werden, damit sie spezifisch an die

freien Aminogruppen von Proteinen gebunden werden kdnnen.

FS = Farbstoff; P = Protein
[FS}—NHSs +H2N—|EI — E—"—NH—E
o)

Diese Eigenschaft soll dazu genutzt werden, fast-response- Chromophore tber
spezifische Antikorper an Membranproteine anzukuppeln um sie damit so nahe
wie moglich an den Ort des Geschehens zu bringen. Zu diesem Zweck wird der
Antikorper mit dem Farbstoff in gepufferter wassriger Losung zur Reaktion
gebracht, so dal3 er nun kovalent mit diesem Antikorper verbunden ist. Nach der
Isolierung des Antikorper-Fluoreszenz-Markers wird dieser dann unter physio-
logischen Bedingungen an das Protein gebunden, das das fur den Antikorper
spezifische Substrat ist. So ist sichergestellt, dal’ der Fluoreszenzfarbstoff nur in

der Umgebung des interessierenden membranresidenten Proteins anzutreffen ist.

2.1.2. Aktivierungreagenzien

Eine Alternative zu den Reaktivgruppen stellen Aktivierungreagenzien vom Typ
des Dicyclohexylcarbodiimids (DCC) dar. Sie sind in grol3er Zahl beschrieben.
Obwohl sie sich nicht fir die Markierung von Antikérpern oder anderen Proteinen

eignen, kann man mit ihrer Hilfe vielleicht bichromophore Farbstoffsysteme
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herstellen (s. nachster Abschnitt). Da sie i. a der Peptidchemie entstammen,
funktionieren sie in der Regel so, dal3 entweder zwei Molekile der Carbonséure
unter Wasserabgabe zu einem Anhydrid umgesetzt werden, das dann leicht mit
priméren oder sekunddren Aminen zum Amid reagiert; oder es wird aus einem
Aquivalent Carbonsiure unter basischen Bedingungen ein aktivierter Ester
gebildet, der dann direkt mit einem Amin zu einem Amid reagiert. Auch in diesem
Fall wird netto ein Aquivalent Wasser freigesetzt. Im Falle des DCC wird daraus
Dicyclohexylharnstoff gebildet. Im Fall neuerer Entwicklungen wird die hohe
Affinitdt des Phosphors zu Sauerstoff genutzt, um der Reaktion die ndétige
Triebkraft zu verleihen.

Um diese Technik nutzen zu kdnnen, mifdten zunéchst nicht zwel verschieden
funktionalisierte Farbstoffe dargestellt werden, etwa mit Amino- bzw.
Carbonsduregruppe, sondern beide muften die gleiche funktionelle Gruppe
tragen, vorzugsweise die Carbonsauregruppe, wegen deren leichterer Praparation.
Diese beiden Farbstoff-Sauren konnten dann unter der Wirkung eines
peptidchemischen ~ Aktivierungsreagenzes mit einem Diamin zu enem

bichromophoren System verkniipft werden.

Die Darstellung solcher Aktivierungsreagenzien und die Erarbeitung einer
Synthesestrategie fur Bichromophore mit ihrer Hilfe wird in dieser Arbeit

unternommen.

2.2. Chromophore

Folgende Chromophore aus dem Bereich der bekannten potentialsensitiven
Fluoreszenzfarbstoffe sollen hier dargestellt und auf ihre Eignung fur die zu
entwickelnden Arbeitstechniken hin geprift werden.

N a s~ on—r Syryipyridinium
—

Pentamethingyanin Q XQ
(X = Sbaw. (CH3),C) @W/N
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Es soll auch in Anknipfung an

eine Arbeit von Fromherz”® ein %
N —
amphiphiler  Anilinopyridinium- &N
phip py \% N
Farbstoff mit enem starren
Molekulgertst dargestellt werden, um zu priifen, ob sich die daran von Fromherz
in Losung ermittelte verbesserte Fluoreszenzquantenausbeute positiv auf die

Potentialabhangigkeit in der Membran auswirkt. Hierzu muf3 die dort verwendete

prinzipielle Synthesemethode abgewandelt werden.

2.3. Bichromophore

Reaktivgruppen bzw. Aktivierungsreagenzien sollen genutzt werden, um je zwel
Farbstoffmolekiile kovalent aneinander zu binden. Bei geeigneter Auswahl der
Chromophore bezuglich ihrer spektroskopischen Eigenschaften konnte damit ein
abstandabhangiger Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) erzielt werden (s.
Hauptteil). Eine potentialabhéngige Anderung dieses Abstandes wiirde dann eine

neue Methode der Potentialmessung eroffnen.

Dal’ die hier ausgesuchte Kombination von Styrylpyridinium-/Cyaninfarbstoff
sich fur die Darstellung von bichromophoren Systemen mit FRET eignet, ist auch
von D. Witzak® gezeigt worden. Die spektrale Uberlappung (s. Forstergleichung)
ist indessen so grof3, dai3

bei dem dort gewdahiten

Q.
geringen Abstand die N=
Effizienz des — a L é;N—/_/ L
. _
Energietransfers ohnehin —~" S
N\i :
Ve

100% ist, auch

unabhangig von etwaigen (hypothetischen) Anderungen des Abstandes bzw. der
gegenseitigen Orientierung der beiden Chromophore. Zudem besteht der Spacer
nur aus einer einfachen Trimethylen-Briicke ohne funktionelle Gruppen, die seine
Solvatisierung im wassrigen Medium beginstigen. Dies wird aber fir
Lumineszenzmarker und andere Luminophore fur biochemische Anwendungen

empfohlen®-%,
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Es erscheint daher sinnvoll, eine Synthesestrategie fur Bichromophore zu suchen,
die die Erweiterung des interchromophoren Abstandes und die gleichzeitige
Einfihrung von hydrophilen Gruppen gestattet. Die Knipfung von
Amidbindungen zur kovalenten Verknipfung von funktionalisierten Farbstoffen
scheint daher in idealer Weise die gestellten Anforderungen erfillen, auch weil
ihre Bildung unter sehr milden Bedingungen moglich ist.

2.4. Charakterisierung

Die Strukturaufklérung der synthetisierten neuen Verbindungen mufd mit Hilfe
von Methoden wie NMR und FT-IR, UV sowie mit FAB-MS erfolgen. Um zu
entscheiden, ob  Bichromophore vorliegen, &% sich auch die
Fluoreszenzspektroskopie heranziehen.  Substantieller  Energietransfer in
verdinnter Losung lakt keine andere Erkldrung zu, as dal3 die beteligten

Chromophore kovalent verbunden sind.

Davon abgesehen kann die Charakterisierung von Vorstufen, zumal wenn diese
bereits literaturbekannt sind, auch tUber Schmelz- und Siedepunkte erfolgen.

Schliefdlich wird die Messung potentialabhangiger Fluoreszenzspektren an
Liposomen eine wichtige Charakterisierung sein. Die dazu benétigten Liposomen
aus Dioleoylphosphatidylcholin werden mit Hilfe der sog. Extrusionsmethode™
hergestellt.
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3. Haupttal

3.1. Syntheseplanunq

1. Die Darstellung der p-N,N-Dialkylaminonaphthylvinylpyridine 5a-f erfolgt
nach einem in der Literatur beschriebenen Verfahren. Die wichtigsten Schritte
sind hier die Bucherer-Reaktion zur Darstellung von 6-Brom-2-naphthylamin 3
aus 6-Brom-2-naphthol 2, dessen Alkylierung und die nachfolgende Heck-
Reaktion (s. dort).

2. Fur die Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters 1a der 3-Brompropionsaure
existiert eine Vorschrift**, jedoch keine fir langerkettige NHS-Ester 1b-e. Solche
sollen hier mit verschiedenen Alkylkettenlangen dargestellt werden. Die Synthese
erfolgt mit Hilfe von DCC as Aktivierungsreagenz fir die Carbonsduregruppe,
die dann in abs. Essigester mit N-Hydroxysuccinimid reagiert. Eine andere
Methode, die ebenfalls beschrieben ist, geht vom Saurechlorid der 3-
Brompropionsaure aus, die mit N-Hydroxysuccinimid zur Reaktion gebracht wird.

Diese wird hier ebenfalls erprobt.

3. Die Darstellung eines Anilinopyridinium-Farbstoffs mit planarisiertem, starrem
Molekllgerist gelang Fromherz in einer Reaktionsfolge, die die Darstellung
amphiphiler Derivate nicht zul&. Es soll hier versucht werden, solche auf

anderem Weg herzustellen.

4. Ein vinylog verlangerter Styrylfarbstoff mit reaktiver Gruppe, einerseits zur
Markierung von Membranproteinen, andererseits zur eventuellen Darstellung von
bichromophoren Systemen, wird versucht. Zentrales Problem ist die Darstellung
der Vorstufe 9.
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5. Schliefdlich ist die Darstellung unsymmetrischer Bichromophore das
Hauptthema der vorliegenden Arbeit. Mdgliche Methoden sind beschrieben
worden, sie eignen sich aber meist nicht fir die Darstellung der hier
interessierenden Verbindungen. Daher missen Alternativen gefunden werden.
Prinzipiell stehen zwei Wege offen: zum Einen die Verknipfung zweier
Farbstoffe mittels reaktiver Gruppen. Zum Anderen die Verwendung
peptidchemischer Aktivierungsreagenzien fur Carbonsauren, die in beiden Féllen

mit Aminen zu Amiden reagieren sollen.

In dem folgenden Abschnitt 3.2. werden zundchst Mdglichkeiten fur die
Darstellung der bendtigten Farbstoff-Chromophore erértert, in Abschnitt 3.3. wird

dargestellt, wie diese Chromophore geeignet funktionalisiert werden kénnen.
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3.2. Darstellung von Chromophoren

3.2.1. Styrylpyridineund Styrylpridinium-Far bstoffe

Styrylpyridine (genauer: 4-(4-N,N-Di-n-alkylaminostyryl-)pyridine) werden im
Allgemeinen in einer Heck-Reaktion® dargestellt. Hierzu werden die
entsprechenden N,N-Dialkyl-4-bromaniline®3"%

Reaktion mit 4-Vinylpyridin umgesetzt:

/\/\N4©—Br . /ﬁ@,\,
o~ PA(OAG), P(o.;)3 N f@'\'
| T~ N©_/ —

(CaHs)3N

in einer palladiumkatalysierten

Auf diese Weise erhdlt man sog. Farbstoff-Basen, die in einem Folgeschritt mit

Alkylhalogeniden quarternisiert werden konnen.

Styrylpridinium-Farbstoffe werden auch durch Aldol-Kupplung dargestelIt®.
Dazu werden 4-N,N-Diakylaminobenzadehyde mit N-Alkyl-4-Picoliniumsal zen
kondensiert:

Do
+ oN—R
\/\/ —/ Br
</ \> _
EtOH, Piperidin >/\/\N _® NBr.R
W and
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3.2.2. 4-(6-N,N-Dialkylaminonaphth-2-ylvinyl-)pyridine 5a-f

Zu ihrer Darstellung wird kaufliches 2-Naphthol nach dessen Bromierung in einer
Bucherer-Reaktion*** zum Amin 3 umgesetzt. Fir die Bucherer-Reaktion sind
verschiedene Verfahrensweisen beschrieben worden, teils algemeine
Arbeitsvorschriften, teils auch Vorschriften fir die Darstellung des 6-Brom-
2naphthylamins 3 selbst.

1Br (N-b)zSO3
2anoec
OO o OO .

4a-f

N\“\/\@ P
6a-d \N\

Sie unterscheiden sich einerseits in den stdchiometrischen Verhdtnissen, in denen
die Reaktanden miteinander zur Reaktion gebracht werden, andererseits in den
Reaktionsbedingungen. Der wichtigste Unterschied besteht jedoch in der
jeweiligen Verwendung von Schwefeldioxid bzw. Ammoniumsulfit ((NH4)2SOs3 ¢
9 H,0). Daletzteres fest, kostengiinstiger und auch sicherer in der Handhabung ist
als das gasformige Schwefeldioxid, wurde ihm hier der Vorzug gegeben. Darlber-
hinaus lauft die Reaktion auch wesentlich besser auf diese Weise. Den hier
erreichten funfzig Prozent Ausbeute stehen zwar in den Literaturvorschriften
deutlich héhere Ausbeuten gegenlber. Diese konnten jedoch auch bel genauer

Befolgung dieser Vorschriften nicht anndhernd erreicht werden.

Das 6-Brom-2-naphthylamin 3 wird dann akyliert und anschlief3end in einer
Heck-Reaktion (s. 0.) mit 4-Vinylpyridin zur Farbstoff-Base 5a-f umgesetzt.
Alkylierung des Pyridin-Stickstoffs mit einem beliebigen Alkylierungsmittel (in
der Regel mit Bromalkyl-Verbindungen) fihrt dann zu dem fertigen Farbstoff
vom Typ des ANEPPS.
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3.2.3. 4-(4-(p-N,N-Dialkylaminophenyl-)butadien-1-yl-)pyridine 9

Farbstoffe dieses Typs sind ebenfalls durch Aldol-Kupplung zugénglich®, jedoch
nicht durch eine Heck-Reaktion, denn dazu bréuchte man entweder 4-
Butadienylpyridin oder 4-Bromvinyl-N,N-dialkylaniline. Beide sind nicht
bekannt.

Fur die Aldol-Reaktion nimmt man in diesem Fal nur die entsprechenden
Zimtaldehyde 8, die durch vinyloge Vilsmeier-Reaktion aus dem entsprechenden
N,N-Diakylanilin und N,N-Dimethylaminoacrolein unter der Wirkung von

Phosphoroxychlorid dargestellt werden kdnnen*#*:

N ’ e T i

Der Nachtell an dieser Darstellungsmethode ist der hohe Prels fir N,N-
Dimethylaminoacrolein. Daher wurde versucht alternative Synthesewege zu
finden, um die Synthese kostengiinstiger zu gestalten.

Dazu sind mehrere M ethoden denkbar:

-Darstellung von N-Methylanilinoacrolein  aus Propargylalkohol durch
Oxidation®™ und nachfolgende Anlagerung von N-Methylanilin®:

/ ~ /\/<
@—NH N (@]
H—C=C—CHp-O0H _CrO/HS0s 1 c=c—cHo =5

Bei Verwendung von N-Methylanilinoacrolein werden der Literatur zufolge in der
vinylogen Vilsmeyer-Reaktion bessere Ausbeuten erzielt as mit N,N-
Dimethylaminoacrolein. Diese Methode flhrte aber nicht zu befriedigenden
Ergebnissen*’, da die Ausbeuten bei der Darstellung von N-Methylanilinoacrolein

zu gering waren um die Kosten effektiv reduzieren.



Hauptteil 27

-Kondensation von p-N,N-Dialkylaminobenzaldehyd mit Essigester*®, Reduktion
mit LAH und Oxidation mit Braunstein, Pyridiniumchlorochromat oder mit N-

Chlorsuccinimid/Dimethylsul fidl**5%,

0
0
xNAQ—( . CchooczH;,%xN@_//_{ OC,Hs
H
A /\/\NAQJCHZOH
N

COUN

Zwar sind analoge Reaktionen beschrieben, nur nicht fur die Darstellung von
langerkettigen Dialkylamino-Verbindungen. Dieser Substituent verschlechtert

aber so gut wie immer die Ausbeuten und erschwert die Reinigung der Produkte.
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Dagegen wurde hier intensiv untersucht, wie evtl. die Aldol-Route auch zur
Darstellung der Farbstoffbasen genutzt werden kann. Offensichtlich mifite dazu
ein Picolinium-Salz eingesetzt werden, dessen Substituent am Stickstoff nach der
Kupplung wieder entfernt werden kann™. Dazu sind mehrere Methoden
beschrieben. So schreibt Brooker™, daR die sonst nicht zugénglichen
Farbstoffbasen der Cyanine durch Dequarternisierung erhalten werden konnen.

Dazu wird zum Beispied ein Pentamethinthiocyaniniodid in siedendem

Dimethylanilin erhitzt:

oL e /i@
O X j@

Es wurde daher hier versucht, diese Methode auf einen Styrylpyridinium-
Farbstoff anzuwenden, jedoch ohne Erfolg. Die strengen Reaktionsbedingungen
fuhren in jedem Fall zur Zersetzung des Eduktes und wahrscheinlich auch des
Produktes. Nur in Ausnahmefdlen konnten minimale Mengen isoliert werden.

Eine Alternative zur Quarternisierung/Dequarternisierung ist es, das 4-Picolin vor
der Aldolkupplung nicht regelrecht zu quarternisieren, sondern mit einer Lewis-
Saure zu komplexieren. Nach der Aldol-Kupplung kann dann die Lewis-Sdure
durch alkalische wassrige Aufarbeitung leicht entfernt werden. Eine solche
Methode beschreibt z. B. Vasilev™: 4-Picolin wird mit Bortrifluorid komplexiert
und anschlieffend in Acetanhydrid mit dem entsprechenden Benzaldehyd
kondensiert. Die akalische Aufarbeitung ergibt dann das Styrylpyridin in guten
Ausbeuten. Diese Reaktion jedoch auf die Kondensation mit Zimtaldehyden zu
Ubertragen gelang nicht.

Pentimalli® beschreibt die Kondensation von Picolin-N-oxiden mit
Benzaldehyden. Das gebildete N-Oxid des entsprechenden Styrylpyridins wird
dann mit Eisen reduziert. Auch diese Methode konnte fir die vinylogen

V erbindungen nicht genutzt werden.



Hauptteil 29

Eine letzte Methode ist die von Kost™ et al. beschriebene Kondensation von
aromatischen Aldehyden mit Addukten aus Picolin und einem Saurechlorid. Die
Reaktion wird dort in siedendem Pyridin durchgefihrt und fuhrt zu Ausbeuten
zwischen 50 und 80%.

Die Methode von Kost wurde zum Ausgangspunkt fir die Entwicklung einer
Synthese von 4-(4-(p-N,N-Di-n-butylaminophenyl-) butadien-1-yl-)pyridin
genommen. Das Saurechlorid ist in diesem Fall Benzoylchlorid. Als Base, die die

Aldol-K ondensation katalysiert, wurde ein UberschuR 4-Picolin genommen.

DO O

Beim funfstindigen Erhitzen der Reaktionsmischung auf 155°C wird auch unter
Stickstoffatmosphére viel Teer gebildet, der durch Chromatographie entfernt
werden mul3. Die Ausbeute ist trotzdem schlecht. Da eine aternative Synthese
aber nicht zur Verfligung steht, mul® man sich mit dieser behelfen. GrolRere
Produktmengen als ca. 1g pro Ansatz sind sinnvollerweise nicht zu erhalten, da
der einzusetzende Zimtaldehyd kostspielig darzustellen ist.
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3.2.4. Cyaninfarbstoffe

Fur die Darstellung von Cyanin-

X X "
farbstoffen, genauer von Thia ©[@/ N X UR
N

bzw. Indodicarbocyaninen, stehen \ /N
R R’
bereits alte Synthesevorschriften X =S, iso-Propyliden
. . . R= CH3, C2H5
zur  Verflgung. Se snd R' = CHa, CyHs, CrHanCOOH
Ublicherweise auf die Darstellung R"=H, CH,COOH, COOH

symmetrischer Farbstoffe ausgelegt, so dal? die quartdren Heterocyclen nur mit
einem Cs-Baustein  wie  Malonadehydbisphenyliminhydrochlorid ~ oder
Triethoxypropen umgesetzt werden missen. Offensichtlich stellt sich aber hier
das Problem, dal? man auf diese Weise nur eine und dieselbe Endgruppe einsetzen
kann. Der Farbstoff enthélt dann entweder keine oder zwel funktionelle Gruppen
R bzw. R*".

R

2 o HNEN Sy A0 \(j[ >/\/\/\<U

Um unsymmetrische Farbstoffe zu erhaten, muf die normaerweise einstufige

Reaktion in zwei Stufen geftihrt werden:

X

. HN/\/\NH Ay Oi V\/\/NY
o/
'\{ o)

R" X X "
— e
N o/
L N N
R _» R R’

Zuerst wird die eine Endgruppe mit dem Cs-Baustein zu einem Zwischenprodukt
umgesetzt, das isoliert wird. Danach wird dieses Zwischenprodukt mit der

anderen Endgruppe zum Cyanin-Farbstoff umgesetzt.
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3.2.5. Sonstige Chromophore

Ein weiterer Chromophor, der aufgrund seiner Struktur und Absorptionslage al's
fUr den Einsatz als Akzeptor in einem bichromophoren System geeignet scheint,
ist dasin der folgenden Wel se zugangliche symmetrische Cyanin:

R _R
VAR VA CHCl, N N -
+ R- —R = Br
@N R-Br —— ® N— R Nz0Et, EtoH |
— —/ Br X X G

Es zeichnet sich durch seine einfache und schnelle Darstellungt®®"%® aus

Standardreagenzien wie 4-Picolin und beliebigen Alkylierungsmitteln aus.
Funktionelle Gruppen an den als R gekennzeichneten Substituenten muissen
allerdings den Reaktionsbgedingungen standhal ten.

Die Struktur dieses Farbstoffs &3 eine eindeutige Zuordnung zu der Gruppe der
Tri- bzw. Pentamethincyanine nicht zu. ES nimmt eine Zwischenstellung ein, was
auch sein Absorptionsmaximum bei 608 nm (gemessen in Ethanol) demonstriert.
Die Bande ist typisch cyaninartig, d. h. scharf und intensiv mit einer Schulter auf
der kurzwelligen Seite. Die spektrale Uberlappung mit der Fluoreszenzbande
eines Styrylpyridinium-Farbstoffsist also ausreichend gegeben.

Was sich jedoch sofort a's nachteilig bemerkbar macht ist die Unbestandigkeit des
Chromophors gegeniiber Wasser. Wéhrend der einfachste Vertreter (mit R = CHj3)
nicht wasserléslich ist, sind gut wasserldsliche Derivate mit Carboxyalkylgruppen
bzw. deren Salzen schon nach kurzem Stehenlassen in Wasser entfarbt. Spuren
von Saure in der wassrigen Losung beschleunigen die Entfarbung deutlich, was

als Mechanismus den folgenden Reaktionsverlauf nahelegt:

R R R R
SNTS DN NTU N SN

| ° |
AN AN G AN AN G
Hierdurch geht das delokalisierte T-System zugunsten zweier ungestorter
Aromaten verloren, und damit auch die kréaftige blaue Farbe. Obwohl zu erwarten
wére, dal3 sich ein Protolysegleichgewicht einstellt, verléuft die Protonierung

irreversibel.
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Da das Anwendungsmedium fir die angestrebten Bichromophore wassrig ist,

scheidet der Einsatz dieses Chromophors aus.

Nicht gelungen ist indessen die Synthese des folgenden planarisierten Azafluoren-

Farbstoffs:

Er sollte zuganglich sein durch Quarternisierung der durch Reduktion der
Vorstufe, d. h. des 2-Azafluorenons 24, darstellbaren Base™. Leider scheitert die
Synthese an eben diesem Keton. Die folgende Reaktionssequenz zeigt, wie weit
diese theoretisch achtstufige Synthese im experimentellen Teil beschrieben wird:

Da die Cycliserung mit Polyphosphorsdure auf keine Weise erreicht werden

konnte muf3te das Projekt auf der vorletzten Stufe aufgegeben werden.
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3.3. Funktionelle Gruppen

Ein wesentlicher Tell der hier geleisteten synthetischen Arbeit besteht in der
Funktionalisierung von bereits bekannten Chromophoren. Zu den eingefiihrten
funktionellen Gruppen gehdren u. a. die Carboxylgruppe und die Aminogruppe.
Dabel ist es allgemein nicht sinnvoll zu versuchen, in einen bereits bestehenden
Chromophor eine funktionelle Gruppe einzufiihren. Diese sollte schon auf der
Stufe einer frihen Ausgangsverbindung vorhanden sein, da Chromophore
Reaktionen zur Einfuhrung von funktionellen Gruppen oft nicht Uberstehen.
Allerdings hat sich gezeigt, da3 die Annahme, eine bestimmte funktionelle
Gruppe werde auch als Tell eines beliebigen Farbstoffmolekils mit dessen
besonderen Eigenschaften wie (oft) geringer Loslichkeit, ausgedehntem 1eSystem
u. a. die fur sie typischen Reaktionen zeigen, sich oft nicht bewahrheitet. So ist es
klar, dal’ die Aminogruppe als Tell eines aromatischen Systems nicht die gleiche
Basizitét besitzt wie bei einem aliphatischen Amin. Reaktionen, die eine gewisse
Basizitéat des beteiligten Amins erfordern, kénnen daher oft nicht mit Anilin oder
dessen Derivaten durchgefihrt werden. Dagegen sollte eine Aminogruppe, die
zwar an ein grofReres TeSystem gebunden ist, ohne aber mit ihrem freien
Elektronenpaar daran beteiligt zu sein, eine primaren aliphatischen Aminen
vergleichbare Reaktivitéat besitzen. Dies ist jedoch oft nicht der Fall, wie das
folgende Beispiel zeigt:

Das  N-Methyl-N*-(3-aminopropyl-

s
Jthiadicarbocyanin kann mit reaktiven @ngzj
Gruppen, die auf Amine spezifisch /

sind, nicht zur Reaktion gebracht kL

werden. Reaktivgruppen, die hierfir NH,

eingesetzt worden sind, werden nachfolgend beschrieben.
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3.3.1. Farbstoffe mit Carbonsauregruppen

3.3.1.1. Styrylpyridinium

Fur die Einfuhrung einer Carbonsauregruppe in einen Styrylpyridinium-Farbstoff
ist es am zweckmaldigsten, diese in Form einer w-Bromakansaure einzufUhren.
Dies kann einmal in der Weise geschehen, dal3 das Styrylpyridin mit der Saure
quarternisiert wird, oder so, dal3 zunéchst 4-Picolin quarternisiert und dann eine
Aldol-Kondensation mit dem entsprechenden Aldehyd durchgefiihrt wird. Die
zweite Methode ist offensichtlich einfacher und liefert bessere Ausbeuten.

Nach erfolgter Aldol-Kupplung liegt die Farbstoff-Saure als Piperidiniumsalz vor.
Aus ihm wird erst durch Zugabe von Essigsaure im Uberschul? die Saure 13c
freigesetzt. Danach wird sie aus der alkoholischen Ldsung durch Zugabe von

Wasser ausgeféllt.

N
O Oy

/
1 Pipridin Etterd TN ( > / <_©>MOH
2. HBr o
\/\/ 13¢ O
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3.3.1.2. Cyanine

Cyaninfarbstoffe mit Sauregruppen kénnen auf mehrere Weise dargestellt werden.
Allen gemeinsam ist, da3 fur die Darstellung eines unsymmetrischen Cyanins

zunéchst eine Vorstufe hergestellt wird, wie oben bereits dargestellt.

Fir die Einfuhrung der Sauregruppe in ein Pentamethincyanin konnen Prinzipiell
zwel Moglichkeiten angewendet werden: zum einen die Quarternisierung einer
der Endgruppen mit einer Bromcarbonsdure analog zu der oben beschriebenen
Darstellung der Styrylpyridinium-Farbstoffe, zum anderen die Einfihrung einer
Carbonséuregruppe am aromatischen Ring der Endgruppe. Im letzteren Fall kann
in der Regel kein kauflicher Heterocyclus (hier also Trimethylindolenin bzw. 2-
Methylbenzothiazol) verwendet werden. Vielmehr mufl3 der funktionalisierte
Heterocyclus erst aus einfachen Vorstufen aufgebaut werden. Er kann die
funktionelle Gruppe direkt am Benzenkern haben (also als Derivat der
Benzoesdure) oder es wird von einem Derivat der Phenylessigsaure ausgegangen.
Im ersteren Fall wird p-Aminobenzoesdure diazotiert und das erhaltene Diazoni-
umsalz mit Natriumsulfit reduziert. Das erhaltene Hydrazin wird dann mit
Methyl-iso-propylketon zu dessen Hydrazon umgesetzt, das anschlief3end in
Eisessig (analog zur Fischerschen Indolsynthese) cyclisiert wird. Nach
Quarternisierung des Indolenins kann entweder mit
M al onal dehydbisphenyliminhydrochlorid zum symmetrischen Cyanin oder mit
einem ensprechenden Salz zu einem unsymmetrischen Cyanin umgesetzt werden.
Aus dieser Carbonsaure und p-Phenylendiamin wird dann mit Hilfe des
Aktivierungsreagenzes 11 das Amid hergestellt, das noch eine freie Aminogruppe
tragt. Auf der folgenden Seite wird der Reaktionsweg dargestellt:
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HOOC. HOOC. HOOC. o
HN02 N3.2803
> 3 NH, >
NH, N; NH
HOOC. p— HOOC
CoHsgl
N HOACE Sasl )
NH / Y/

N N I
otk A~30

HOOC

1. EtOH, Et;N
2. KPFq

H,N
PyCIoP,HzN—©>— NH \©\
> NH

Das entsprechende Derivat der kauflichen p-Aminophenylessigsaure kann

entsprechend diesem Syntheseweg ebenfalls dargestellt werden. Nach der
Diazotierung und Reduktion des Diazoniumsalzes (in diesem Fal mit
Zinn(l)chlorid) zum Hydrazin erfolgt die Indol-Synthese nach Fischer, indem das
Carboxymethylphenylhydrazin mit 3-Methyl-2-butanon kondensiert wird. Das
gebildete Derivat des 2,3,3-Trimethylindolenins wird dann mit Ethyliodid
guarternisiert. Darauf folgt die Kondensation des Produktes mit dem bereits

erwahnten Zwischenprodukt zum funktionalisierten Cyanin.
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Das folgende Reaktionsschema zeigt as letzten Schritt die Umsetzung dieses
Cyanins mit Piperazin und 11. Der Versuch dieser Umsetzung fuhrt aber bei
diesem wie bei anderen Cyaninen zu dessen Zersetzung durch das Piperazin.
Wahrend sich eine Base dieser Stérke also fur Styrylpyridine sehr gut eignet, ist
siefur den Cyanin-Teil eines Bichromophors nicht einsetzbar.

COOH

Ein anderes funktionalisertes Cyanin konnte auf der Basis von 2-
Methylbenzothiazol dargestellt werden. Es verfugt Uber eine Carbonsduregruppe
in einer Seitenkette am Cyanin-Stickstoff. Seine Darstellung erfolgt analog zu der
der entsprechenden Styrylfarbstoffe.

o]

S o )\ M
VG N O i >

Dazu wird zundchst 2-Methylbenzothiazol mit einer w-Bromcarbonsdure
guarternisiert. Das Produkt dieser ersten Stufe wird dann mit dem
Zwischenprodukt aus 2-Methylbenzothiazol ethyliodid und
M al onal dehydbi sphenyliminhydro-chlorid in Ethanol zur Reaktion gebracht. Als
Produkt konnte das unsymmetrische N-Ethyl-N*-carboxybutylthiadicarbocyanin

erhalten werden:



38 Hauptteil

W NV/\/\<® OH
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Bel Umsetzung dieser Carbonsdure mit dem Aktivierungsreagenz 11 zeigt sich bel
DC-Kontrolle zwar eine Veranderung des Eduktes, ein Produkt in Form eines
Amids konnte jedoch bisher nicht isoliert werden. Auch DCC zeigt eine Reaktion
mit dieser Sdure, Versuche zur Kupplung mit Aminen fuhrten jedoch zur

Zersetzung des Cyanins.

3.3.2. Farbstoffe mit Aminogruppen

Ein Cyaninfarbstoff mit Aminogruppe in der Seitenkette wurde bereits am Anfang
dieses Abschnitts erwéhnt. Er wurde aus dem Phthalimid dieser Verbindung
dargestelIt®. Dabei wird die heterocyclische Endgruppe mit N-(3-Brompropyl-
)phthalimid quarternisiert. Nach der gewdhnlichen Cyaninsynthese (s.0.) wird das
Imid mit Salzsdure hydrolysiert. Leider ist die Hydrolyse nicht trivial, und die
Isolierung des Endproduktes ist nicht gesichert. Jedenfalls zeigt es keine fur

Amine typischen Reaktionen.

Einfacher lassen sich Cyanine und Styrylpyridiniumfarbstoffe mit Aminogruppen
darstellen, indem man zunédchst die Carbonsiuren darstellt, diese dann in die
Amide von Diaminen umwandelt und so eine frele Aminogruppe im Molekdl
erhdlt.
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Ein anderes Diamin, mit dem dies mdglich ist, ist Piperazin, jedoch ist seine
Basizitét zu grol3, als dal3 es fur Cyanine geeignet wéare. Sie Uberstehen den
Angriff nicht. Nur die Styrylpyridiniumfarbstoffe gestatten die glatte Umsetzung

mit Piperazin.

3.3.3. Reaktivgruppen

3.3.3.1. Zur Funktion der NHS-Ester-Reaktivgruppe

Diese Reaktivgruppe ist bekannt und wurde der Peptidchemie entlehnt, wo
speziell Reaktivgruppen fur bestimmte Substrate von Interesse sind, die unter
physiologischen Bedingungen eingesetzt werden kdnnen. Sie kann entweder im
schon bestehenden Farbstoffmolekil eingefihrt werden, wie es flr
Pentamethincyanine beschrieben wurde®, oder aber ein einfacher Baustein mit
NHS-Estergruppe wird zundchst synthetisiert und mit seiner Hilfe dann ein
Farbstoff hergestellt.

Die Reaktivitdt der NHS-Estergruppe gegenuber Lewis-Basen beruht

offensichtlich auf der stark elektronenziehenden Wirkung o
des Succinimid-Teils, der das Carbonyl-C-Atom leicht o /\;/TfN
nucleophil angreifbar macht. Andererseits ist das Produkt, E‘f

das mit einem priméren oder sekunddren Amin gebildet %

wird, also das entsprechende Amid, deutlich stabiler als die NHS-Estergruppe
selbst.

R'—NH R:
2 0 \ . 0 H 9
\E 0 AN \
R ‘/ N > R/\(I‘:/QN —’R/\ﬁ/ SR+ HO—N
& © °
g o] o]

Indessen reicht die Lewis-Basizitét von Alkoholen oder Wasser im Allgemeinen
nicht aus, um mit dieser Reaktivgruppe merklich zu reagieren, d. h. die
Reaktionsgeschwindigkeit ist hier viel kleiner (ca. eintausendmal). Trotzdem tritt
merkliche Zersetzung durch Luftfeuchtigkeit ein, wenn NHS-Ester fur langere
Zeit ohne Ausschlu? von Feuchtigkeit gelagert werden. Wenn en -

Bromcarbonsdure-NHS-Ester langere Zeit gelagert wurde, so stimmt oft der
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Schmelzpunkt nicht mehr mit dem Ausgangswert tiberein und es tritt merklich der
Geruch der freien Saure hervor. In solchen Féllen kann die Reinigung sehr leicht
entsprechend der Vorschrift fir die Darstellung erfolgen: man 16st die Substanz in
abs. Ethylacetat, filtriert von nicht Gelostem ab und dampft die Lésung im
Vakuum wieder ein. Das erhaltene Ol nimmt man mit der entsprechenden Menge
abs. Ethanol auf und 183t im Kuhlschrank auskristallisieren. Nach Abfiltrieren und
Trocknen ist die urspriingliche Reinheit wieder gegeben.

Die Stabilitét des aktivierten Komplexes bei der Reaktion von NHS-Estern mit
nukleophilen ist offensichtlich abhangig von der Lewis-Basizitét des angreifenden
Nukleophils. Sie ist nur bei Aminen und Alkoxiden bzw. dem Hydroxid-Anion
gro3 genug. Auflerdem mul3 fur die Vervollstandigung der Reaktion am
Nukleophil ein Wasserstoffatom vorhanden sein. Aus diesen Grinden reagieren
Amide oder tertiare Amine ebensowenig wie Wasser oder Alkohole. Zu beachten
ist aber, dal3 z. B. Dimethylformamid, das bel Quarternisierungsreaktionen ein
haufig angewendetes Losungsmittel ist, stets geringe Mengen an Dimethylamin
enthdlt, mit dem der NHS-Ester leicht reagiert.

Die Amidbildung ist zudem in folgender Weise von der Struktur der an die
Reaktivgruppe bzw. an die Aminogruppe gebundenen Reste abhangig:

* langere Alkylketten erhdhen durch ihren +I-Effekt die Reaktivitdt des Amins,
senken andererseits aber die nukleophile Angreifbarkeit der Reaktivgruppe

geringflgig ab.

* elektronenziehende Gruppen am Alkylrest (insbesondere wenn dieser ein
Substituent an einem quartéren Stickstoffatom ist!) erhéhen die Reaktivitét der
NHS-Ester, senken aber digjenige des Amins.

Der erste Punkt kommt vor alem bel

den hier dargestellten langerkettigen @i&/\/\/\(@
NHS-Estern neben evtl. sterischen \ /N
Effekten zum Tragen, der zweite fuhrt
wahrscheinlich  zu der geringen
Reaktivitdt eines in der Seitenkette
aminosubstituierten Cyanin-Farbstoffs gegeniiber NHS-Estern.
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Ein anderer Amino-substituierter Farbstoff, der in dieser Weise nicht reagiert, ist
das nebenstehende Coumarin-Derivat®. Auch hier leuchtet sofort ein, daR die

Elektronenarmut des  Amin-Stickstoffs  eine o o

H,N
basi sche Reaktion nicht erlaubt. m
cl Z ™ CO0C,H;

3332 Daselung aus diphatischen -

Bromcarbonsauren

Die andere Alternative ist z. B. mit einem Baustein wie dem NHS-Ester der 3-
Brompropionsaure oder einer anderen aliphatischen w-Bromcarbonsdure moglich.
Seine  zweistufige  Synthese aus  3-Brompropionylchlorid und  N-
Hydroxysuccinimid nach Vorschriften von Hamilton® und Pollak® ist

unbefriedigend und unnétig aufwendig.

Br (0]
POCI Br O
OH Cl

3 B (e} S
r
Br (@]
—>
\/\( + HO—N AT \/\<O—N
Cl
0 O

Besser wird sie durch die Veresterung der Carbonsaure mit N-Hydroxysuccinimid
mit Hilfe von DCC in Ethylacetat durchgefihrt.

Q o)
o DCC o
Br— (CH,),, < + ——» Br—(CH,)—<
OH HO—N O—N
o o

n=2,3,4,5,10 (la-e)
Fir die Darstellung der langerkettigen NHS-Ester wurde die Literatur-Vorschrift
von Elliott auf langere w-Bromcarbonsduren erweitert. Dabel konnten ohne
Schwierigkeiten alle erhdtlichen Sauren mit guten Ausbeuten um 70% in die
entsprechenden NHS-Ester Uberftihrt werden. Es handelt sich ausnahmslos um gut
kristallisierende, farblose Verbindungen, die unter Feuchtigkeitsausschlul? eine
Zeit lang haltbar sind.
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Fir die Charakterisierung konnte nur beim bekannten Derivat der 3-
Brompropionséure auf den Schmelzpunkt zurtickgegriffen werden. Alle anderen
dargestellten NHS-Ester sind as noch unbeschriebene Verbindungen anzusehen.
lhre Charakterisierung kann mit Hilfe der H-NMRsg-Spektren hinreichend
erfolgen. Das Singulett fur die vier &guivaenten Protonen des N-
Hydroxysuccinimids zeigt eine signifikante Veranderung nur bel der Veresterung.
Dagegen haben alle NHS-Ester annédhernd die gleiche chemische Verschiebung
bezlglich dieser Protonengruppe bei ca. 2.8 ppm. Als Beispielspektren fir diese
Gruppe von Verbindungen seien hier die *H-NMR-Spektren von 1-(3-Brom-1-
oxy-propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion (3-Brompropionsaure-NHS-Ester), 1-(6-Brom-
1-oxy-hexoxy-)pyrrolidin-1,5-dion  (6-Bromhexansaure-NHS-Ester)  eingeflgt
(Interpretation im experimentellen Teil). Hingewiesen sei auf die anndhernd
unveranderliche Lage der genannten Protonengruppe bel 2.86 bzw. 2.84. Die fast
konstante chemische Verschiebung lat evtl. auch auf eine gleichbleibende
Reaktivitét dieser Gruppe schlieffen, unabhéngig vom restlichen Mol ekiil.
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Abb. 4: *H-NMR300(CDCIl5/TMS) von la

LA L L L B L B N B
5 4 3

Abb. 5: *H-NMR300(CDCl3/TMS) von 1d
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Als weitere Abbildung das Spektrum von Di-4-ASPECA-NHS 7a, dessen
Succinimid-Protonen bei 2.83 ppm liegen:

Abb. 6: H-NMR300(DMSO/TMS) von Di-4-ASPECA-NHS-Ester 7a

Dieser und viele andere Reaktivfarbstoffe konnen leicht aus den verschiedenen
beschriebenen Styrylpyridinen bzw. Aminonaphthylvinylpyridinen und den
obigen NHS-Estern

dargestellt werden, die \/\/
ds Quarterni- eN\/\n/ , 7

sierungsreagenzien fur
Farbstoff-Basen

Di4-ASPECANHSEster

eingesetzt werden konnen. So erhdlt man aus p-N,N-Di-n-butylaminostyrylpyridin
und 1-(3-Brom-1-oxy-propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion leicht und schnell durch
Erhitzen der Edukte in Substanz und anschlief3endes Umkristallisieren den NHS-
Ester des Styrylfarbstoffs Di-4-ASPECA.
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Die analoge Darstellung eines Cyanin-NHS-Esters scheitert indessen an der
schwierigen Darstellbarkeit der Cyanin-Base, obwohl &hnliche Verbindungen
beschrieben werden®. Andererseits sind solche Verbindungen auch nicht mehr

leicht quarternisierbar.

3.3.3.3. Darstellung der NHS-Estergruppe in Farbstoffen mit Carbonsaure-Gruppe

Diese Methode erfordert offensichtlich nur einen beliebigen Farbstoff mit
Carbonsduregruppe (s. 0.). Diesr wird dann mit Hilfe von DCC
(Dicyclohexylcarbodiimid)  und  N-Hydroxysuccinimid  oder  Disuccin-
imidylcarbonat in DMF oder Acetonitril zum NHS-Ester umgesetzt. Diese
Methode konnte fur die vorliegenden Farbstoffe allerdings nicht mit gutem Erfolg
eingesetzt werden.

(o)
or - @/ G G =
dN—OHod dN—O C: O—Nb N N
(o] (o] [¢] ~
in DMF oder CH,CN, DCC ™ o o
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3.34. Aktivierungsreagenzien zur Darstellung von Amiden aus
Carbonsauren

3.3.4.1. Das Reagenz 11

Ein anderes Reagenz aus der Peptidchemie, dessen Eignung fir die Darstellung
von bichromophoren Systemen untersucht wurde, ist

Tripyrrolidinochl orphosphoniumhexafluorophosphat 11%°. Es 4;@)

entsteht in  ener zwestufigen Reaktion, indem N"Z"\(:‘ PFs
Phosphoroxichlorid ~ zundchst mit  drei  Aquivalenten 11
Pyrrolidin zum Amid umgesetzt wird, das in der zweiten Stufe mit weiterem
Phosphoroxichlorid zu 11 reagiert. Zur Isolierung wird dieses aus wassriger
Kaliumhexafluorophosphat-L dsung ausgefallt.

11 hat die Eigenschaft, aus Carbonsduren unter basischen Bedingungen
Anhydride zu machen, die dann leicht mit priméren oder sekundéren Aminen

weiterreagieren.

I|\l@ (IID 'I\I®
CN— P N<:| PFg + R—COOH CHLh 5 R-C-0-F N<:|
N

R-COO >=O I\ <:|
e
Setzt man 11 im Uberschul? ein, so kann das Amid auch direkt aus dem
Acylphosphoniumsalz gebildet werden. Die Bildung des Amids aus dem
Anhydrid und einem Amin erfolgt unter sehr milden Bedingungen, und zwar in

Dichlormethan, besser noch Acetonitril bei Raumtemperatur.
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Die Saure wird dazu in Acetonitril gelést und nach Zugabe von Ethyl-di-iso-
propylamin und 11 mit dem primédren oder sekundéren Amin in demselben
Losungsmittel versetzt. Die Verwendung eines absoluten Losungsmittels ist nicht
erforderlich. Danach rihrt man Uber Nacht. Die Reaktion erfolgt allerdings
mitunter auf3erordentlich rasch.

Um diese Reaktion zu testen wurde zunéchst Piperidin genommen, weil es eine
recht starke Base ist und weil es nur ene reaktive Funktion hat. Aus dem

Reaktionsgemisch konnte das Amid 15a in sehr guter Ausbeute isoliert werden.

1 NewPr, N / /> Y
Piperidn CH,CI, '\/\/ PFg S
15a

Nachdem diese Reaktion gut funktionierte wurde al's néchstes die Saure mit einem

bifunktionellen Amin umgesetzt, und zwar mit Piperazin. Dabel zeigt sich, dal3in
diesem Fal die Reaktion etwas anders gefuhrt werden mul3, da sonst
hauptséchlich der symmetrische Bichromophor 15c entstent. Dazu rihrt man
zunéchst die Mischung aus Farbstoff-Saure 13c in Methylenchlorid mit Ethyl-di-
iso-propylamin und 11 tber Nacht.
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Die erhatene Losung tropft man dann in eine Losung von Uberschiissigem
Piperazin in Methylenchlorid und 1813 wieder einen Tag lang riihren. Es entsteht
zwar auch so immer etwas Bichromophor 15c, aber dieser 183t sich leicht durch

Umkristallisieren von dem Hauptprodukt 15b abtrennen.

® )
SN 7NN N\)
\/\/N @ m

11, NEtiPr, + o

Piprazn OO, /)
/\/\N y B M
N - 6 [b
TN Y, _®M

— ©

15¢

3.3.4.2. Anilino-chlor-phenoxyphosphinoxid ®’

Ein anderes Phosphorreagenz, Anilino-chlor-
phenoxyphosphinoxid, das in der neueren Literatur fir die Q
Darstellung von bichromophoren Systemen benutzt worden

ist, erwies sich fur die hier vorliegenden Farbstoffe nicht als O:&,)_NH @
brauchbar. Obwohl fir die Verknipfung von Cyanin- ci
Carbonsduren mit Aminoporphyrinen Ausbeuten von 50-75% erhalten wurden,
konnte hier keine Umsetzung beobachtet werden.
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3.4. Bichromophore

3.4.1. Intermolekularer FRET (Tsien-Gonzalez)

Nach Forster® gilt fiir die Geschwindigkeitskonstante k des Energietransfers:

90000n10K? @b ¢ ,_ _\dV
o DIFD(V)@A(V)VT

A " 1280f m* NG RO ¢

Hierin sind:

K: Orientierungsfaktor (er berticksichtigt die gegenseitige Ausrichtung von Donor
und Akzeptor); Tp: natirliche Fuoreszenzlebensdauer des Donors; n:
Brechungsindex des Ldsungsmittels; N: Avogadro-Konstante; R: raumlicher
Abstand von Donor und Akzeptor; Fp: normierte Fluoreszenz des Donors; €a:
molarer dekadischer Absorptionskoeffizient des Akzeptors, V: Wellenzahl;

®p: Fluoreszenzquantenausbeute des Donors

Daraus geht hervor, dal3 die Effizienz des Energietransfers, und damit die
Intensitdt der letztlich zu messenden Fluoreszenz des Akzeptors, in einem
konkreten Fall von mehreren Variablen abhangt.

Diessind:

-der Abstand R der beiden Chromophore

-ihre wechsel seitigen Orientierung, was durch den Faktor K ausgedriickt wird
-die (eventuell veranderliche) Fluoreszenzquantenausbeute ®p des Donors

-die Lebensdauer Tp des Donors

Es wurde bereits weiter oben ausgefihrt, dal’ die Fluoreszenzquantenausbeute und
die Lebensdauer der Fluoreszenz eines Styrylfarbstoffs von der Stérke eines
elektrischen Feldes abhéangen kann. Auch die potentialabhangige Migration vieler
Farbstoffe ist beschrieben worden. Damit liegt der Gedanke nahe, dal3 diese
Eigenschaften von potential sensitiven Fluorenszenzfarbstoffen zu einem Ganzen

verknipft werden konnten. So ist es zwar klar, da3 die Umverteilung von
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Farbstoffmolektlen in einer Membran recht langsam erfolgt. Demgegentiber zeigt
der Abfal der Effizienz des Energietransfers bei Vergroferung des Abstandes
zwischen zwei Partnern eines FRET-Paares bzw. bei entsprechender Anderung
der gegenseitigen Orientierung viel schneller mef3bare Effekte, denn er erfolgt ja
mit der sechsten Potenz dieser Anderung. Der Ansatz ist daher verniinftig, die
Abstandsanderung  zur  Verbesserung der  Eigenschaften  bestehender
Potentialsonden zu nutzen. Indessen ist in den Arbeiten von Tsien und Gonzalez
kein fast-response-Farbstoff genutzt worden, der auch die gunstigen
Eigenschaften dieser Farbstoffklasse mit in den FRET-Ansatz einbrachte.
Vielmehr ist dort folgende Kombination gewahlt worden:

Klassische dow-response-Farbstoffe, ndmlich Trimethinoxonole vom Typ
DISBACL(3), werden aus der auleren
Pufferlosung der Zelle angeboten, auf die se
sel bsttétig aufziehen (gemal3 ithrem

Verteilungskoeffizienten). lhr  Absorptions- S)\'l\l °© 'l\l/KS
maximum liegt bei ca. 540 nm. Ihr Stoke-Shift ist DISBAC,(3)

klein, und die Emission liegt schon bei 560 nm.

O o

Ein Tel der Phospholipidmolekile, die im Experiment die Zellmembran
aufbauen, sind entweder mit Fluorescein oder einem Coumarin-Derivat markiert.
Das Produkt aus dem Coumarin-Farbstoff und dem
Dimyristoylphosphatidylcholin  wird mit dem Arbeitskirzel CC1-DMPC

bezeichnet.

O. O. (0]
O,

o

" \)I\ o O Y\/\/\/\/\/\/\

cl 7 NHTNTN o
o o 0

(0]

CC1DMPC P PO,

(e)
Das Absorptionsmaximum des Coumarins, das hier als FRET-Donor aufzufassen

ist, befindet sich bei 414 nm. Sein Stoke-Shift ist ebenfalls klein, es emittiert bel
ca. 440 nm. Es wird erkennbar, daR die spektrale Uberlappung von Donor-
Fluoreszenz und Akzeptor-Absorption bei dieser Kombination sehr gering ist.

Wenn trotzdem Energietransfer stattfindet, so liegt das nur an den sehr hohen
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Fluoreszenzquantenausbeuten beider Chromophore. Insbesondere die des Donors,
diein der Forster-Gleichung explizit auftaucht, ist praktisch gleich 1. Damit ist die
Effizienz des Energietransfers sehr hoch, und der sogenannte kritische
Forsterradius (Rp), d. h. derjenige Abstand zwischen Donor und Akzeptor, bel
dem diese Effizienz bei 50% liegt, ist mit ca. 50 nm weit grof3er als die Dicke der

Membran.

Die Anderung einer so hohen Effizienz zu verfolgen ist aber sehr schwer.

Parameter, die hier noch optimiert werden konnten sind offensichtlich:

-die Quantenausbeute des Donors (sie sollte weit unter 1 liegen)

-die gegenseitige Orientierung

-der wechsel seitige Abstand der Chromophore

-die Geschwindigkeit der potentialabhangigen Reaktion des gesamten Aufbaus

Es durfte leichter sein, die Orientierung und den Abstand zu kontrollieren, indem
die Chromophore kovaent tber einen Spacer miteinander Verknipft werden. Flr
die Geschwindigkeit und die Quantenausbeute des Donors erscheinen die
Styrylfarbstoffe as die geeigneten Kandidaten, denn sie zeigen bel geringer
Quantenausbeute die hochste Geschwindigkeit. Einzig die GrofRe ihrer
Potentialabhangigkeit ist immer noch unbefriedigend. Aber dieser Nachteil kénnte
mit einem kombinierten FRET-Ansatz behoben werden.

3.4.2. Darstellung der Bichromophoren Systeme

Um die in 3.3.4.1. geschilderte Kupplungsreaktion fir die Darstellung von
Bichromophoren aus einem Styrylpyridinium-Tell und einem Cyanin zu nutzen,
geht man am besten von zwe entsprechenden Farbstoffen mit
Carbonsauregruppen aus, die durch ein bifunktionelles Amin verbriickt werden.
Dieses kann prinzipiell aliphatisch, alicyclisch oder aromatisch sein. Als konkrete
synthetische Bausteine sind also a,w-Diamine, Piperazin und Phenylendiamin

(1,4) zu prufen gewesen.
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Die Darstellung der bichromophoren Systeme aus den wie oben beschrieben
funktionalisierten Farbstoffen kann in zwelerlel Weise erfolgen: nachdem sowohl
Pentamethincyanin als auch Styrylpyridin mit freien Carbonsdure-Gruppen
versehen wurden, kann in der vorletzten Stufe entweder das eine oder das andere
zum Amid des p-Phenylendiamins mit freier Amino-Gruppe umgesetzt werden.
Diese Reaktion, wie auch die letzte Stufe, d. h. die Umsetzung dieses Amins mit
der frelen Farbstoff-Sdure zum Bichromophor, erfolgen unter identischen
Bedingungen. Die Edukte werden in Acetonitril geldst oder suspendiert, und das
Aktivierungsreagenz 11 besorgt die Kupplung von Amin mit freier Sdure. Ob in
der letzten Stufe der Styrylpyridinium-Farbstoff oder das Cyanin as freie Saure
eingesetzt wird, richtet sich nach der jeweiligen Reaktivitdt. Erfahrungsgemald
zeigen die Amide 14 aus p-Phenylendiamin und den Styrylpyridinen mit einer
Kettenldnge der Saure ab acht C-Atome keine ausreichende Reaktivitat mehr
gegentiber der Cyanin-Saure 36. Hier mul3 daher von dem Amid 38 des Cyanins
ausgegangen werden. Die gleiche Vorgehensweise ist auch fur die kirzerkettigen
Farbstoffsauren 13a und 13b anwendbar, jedoch sind ihre Amide viel leichter
darzustellen als das des Cyanins 36. Deshab wird bei der Darstellung der
Bichromophore 39a-c von den Amiden l14a-c ausgegangen, wéahrend der
Bichromophor 39d aus dem Amid 38 des Cyanins dargestellt wird. Leider ist die
Reaktivitdt weder der Farbstoffsdure 13e noch die des Amids 14e mit elf C-
Atomen ausreichend, um auf eine dieser beiden Methoden den Bichromophor zu

erhalten. Dieser wird darum auch hier nicht beschrieben.
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Abb. 7: Alternativen zur Darstellung der Bichromophore 39a-d
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3.4.3. Charakterisierung der Bichromophore 39a-d

Da von den vier hier beschriebenen Bichromophoren trotz iher Reinigung mit
praparativer Schichtchromatographie noch keine Elementaranalysen erhalten
werden konnten, basiert ihre Charakterisierung stark auf den anderen zur
Verfiigung stehenden analytischen Methoden. Dies sind *H-NMRsg, FAB-
M assenspektrometrie, UV- und Fluoreszenzspektroskopie.

3.4.3.1. '"H-NMRsn

Der Strukturbeweis, der aus den NMR-Spektren erhalten werden kann, besteht
einerseits in Zusammensetzung des Gesamtspektrums aus den beiden Teilspektren
der Einzelchromophore, andererseits im Auftreten der charakteristischen Amid-
Banden bel ca. 8.7 ppm und 8.3 ppm. Dabei dirfte das Signal bei der hdheren
chemischen Verschiebung dem Derivat eines Benzanilids zuzuordnen sein,
dagenige bel der niedrigeren Verschiebung dem Derivat eines Acetanilids. Dies
ist mit dem +I-Effekt der langen Alkyl-Ketten der Saurereste zu erklaren.
Demgegentiber sitzt die andere Amidgruppierung an einem Benzen-Ring, der in
p-Stellung akzeptorsubstituiert ist. Die folgende Zeichnung zeigt die Numerierung
der Protonengruppen, auf die sich diein Tabelle 1 angegebenen Daten beziehen.




Hauptteil

55

39a 39 39c¢ 39d

1 442, 2H; T 4.34;2H; T 432, 2H; T 428, 2H; T
2 | 228;2H. M 1.77; 2H; M 1.74; 2H; M 1.89; 2H; M
3 243;2H; T 1.37,2H; M 1.36; 2H; M 1.33; 2H; M
4 X 3.08, 2H; T 1.36; 2H; M 1.33;2H; M
5 X X 233, 2H; T 1.33; 2H; M
6 X X X 1.78;2H; M
7 X X X 225;2H; T
1 0.95;6H; T 3.36;4H; T 335 4H; T 3.33;4H; T
2| 1.34;,4H; M 157, 4H; M 1.56; 4H; M 1.57;4H; M
3 1.56; 4H; M 1.33; 4H; M 1.36; 4H; M 1.33;4H; M
4 3.34;4H; T 0.95;6H; T 0.95;6H; T 0.95;6H; T
a 6.72; 2H; D 6.72; 2H; D 6.71; 2H; D 6.72; 2H; D
B 7.54;2H; D 7.53; 2H; D 7.54;2H; D 7.54;2H; D
y 7.74,1H; D 7.74; 1H; D 7.73;1H; D 7.78, 1H; D
> 6.97; 1H; D 6.98; 1H; D 6.98; 1H; D 6.98; 1H; D
£ 7.79; 2H; D 7.80; 2H; D 7.77,2H; D 7.80; 2H; D
4 8.33; 2H; D 8.30; 2H; D 8.29; 2H; D 8.28; 2H; D
a| 7.33;1H;S 7.33;1H; S 7.33;1H; S 7.33;1H; S
b 7.23;1H; D 7.23;1H; D 7.23;1H; D 7.22;1H; D
c 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H
d 6.32; 1H; D 6.32; 1H; D 6.33; 1H; D 6.33; 1H; D
e |8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD
f 6.57, 1H; T 6.56; 1H; T 6.57; 1H; T 6.57; 1H; T
g |8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD | 8.03-8.18;1H;DD
h 6.17; 1H; D 6.17; 1H; D 6.17; 1H; D 6.17; 1H; D
i 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H
Kk 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H
I 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H
m| 7.38.0;1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H 7.3-8.0; 1H
n 8.72, 1H; S 8.76; 1H; S 8.75; 1H; S 8.77;1H; S
0 8.36; 1H; S 8.35;1H; S 8.32; 1H; S 8.33;1H; S
p 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H
a 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H 7.3-8.0; 2H
1| 1.72,6H;S 1.70; 6H; S 1.70; 6H; S 1.70; 6H; S
2| 1.70;6H; S 1.72; 6H; S 1.72, 6H; S 1.72; 6H; S
3| 134, 3H; T 238, 3H; T 219;3H; T 23L,3H; T
4| 3.61;,3H;S 3.61;3H; S 3.61; 3H; S 3.61;3H; S
5‘] 4.03;2H:;:0 4.03; 2H; O 4.03; 2H; O 4.03; 2H; O

Tab. 1: *H-NMRsg-Daten der Verbindungen 39a-d (CDsCN/TMYS)
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Abb. 8: "H-NMR300(CDsCN/TMS) von 39a

Abb. 9: "H-NMR300(CDsCN/TMS) von 39%b
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Abb. 11: *H-NMRs30o(CD3sCN/TMS) von 39d
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3.4.3.2. FAB-Massenspektrometrie

Anhand der FAB-Massenspektren 18 sich  folgendes typische
Fragmentierungsmuster fur alle bichromophoren Systeme unabhangig von der
Kettenlange ihres Spacers angeben (Fragmente, die auch aus einem Gemisch der

Teilchromophore stammen konnten, werden nicht als Strukturbeweis angeftihrt):

H
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Abb. 12: Fragmentierung der Bichromophore nach FAB-MS
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Nachdem die beiden Anionen eins nach dem anderen abdissoziieren wird
demnach bevorzugt die Bindung zwischen den beiden Teilchromophoren zu
beiden Seiten des Phenylendiamins gespalten. Alternativ dazu werden mehrere
Methylgruppen abgespalten. Aul3erdem wird noch oft das Styrylpyridin vom Rest
des Bichromophors abgetrennt. Auf diese Grobfragmentierung des
Bichromophors erfolgt dann die Fragmentierung der Einzelkomponenten. Diese
unterscheidet sich jedoch nicht von der Fragmentierung der Edukte, so dal3 sie
hier nicht diskutierbar ist. Die folgende Tabelle zeigt die Fragmentierung, wie sie
in den Spektren gefunden wird (die Genauigkeit der Massen betrdgt eine
Vorkommastelle):

Fragment 39a 39b 39c 39d
M+ - 1213 - 1255

M+ -H 1198 - - -
M+ - PFg 1054 | 1068 | 1082 | 1110

M* - PFe- 3 CHs | 1007 - - -
(M*-2PFe)=M' | 909 | 923 | 937 | 965

M’ - CH3 893 908 922 950

M’ - 2CHs 879 893 907 935

M’ - 3CH3 863 878 892 920

M* — Styrylpyridin | 599 614 628 656
Cyanin-NH 530 530 530 530

M’ — Cyanin 512 526 540 568

Tab. 2: Die wichtigsten Fragmente in den FAB-Spektren der vier Bichromophore
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3.4.3.3. UV-VIS-Spektroskopie

Die folgenden Abbildungen zeigen die UV-Spektren der vier isolierten

Bichromophore in Ethanol:
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Abb. 13: UV-Spektrum von 39a (in Ethanol)
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Abb. 14: UV-Spektrum von 39b (in Ethanol)
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Abb. 15: UV-Spektrum von 39c (in Ethanol)
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Abb. 16: UV-Spektrum von 39d (in Ethanol)

Es wird erkennbar, dal3 die Spektren der Verbindungen 39a, b und d dhnlich sind,
wahrend sich bel 39c ein anderes Verhdltnis der Peakhdhen ergibt. Hier ist die
Bande des Cyanins nicht nur ca. dreimal, sondern fast finfmal so hoch wie die des
Styryl-Teils. Dies ist wahrscheinlich auf einen gewissen Antell an Cyanin as
Verunreinigung des Bichromophors zurtickzufiihren, die nicht durch préparative

Schichtchromatographie entfernt werden kann.
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3.5. Unter suchungen zur Fluoreszenz

3.5.1. Fluor eszenzspektren in Ethanol

Abb. 17 zeigt die normierten Fluoreszenzspektren der Verbindungen 39a-d. Die
Spektren wurden in Ethanol mit einer Konzentration von 1 umol/l aufgenommen.
Anregungswellenldnge war in allen vier Fallen 500 nm, das Absorptionsmaximum
des Styryl-Teils, der den FRET-Donor darstellt. Die Fluoreszenzintensitdt des

Akzeptors am Maximum (ca. 670 nm) wurde dann auf 1 normiert.

Wie erkennbar wird, zeigt der Bichromophor 8 erwartungsgemdl die grofdte
Eigenfluoreszenz fur den Donor. Man sollte eigentlich erwarten, dal3 diese
Eigenfluoreszenz, die auf eine Effizienz des Energietransfers von weniger as
100% schliefien 183, umso kleiner wird, je kleiner der Abstand zwischen den
beiden Teilchromophoren wird. Die Graphik zeigt indessen, dal3 die Annahme, die
Effizienz werde nur durch die Lange des Spacers bestimmt, unzureichend ist.
Wahrend die erwartete Rethenfolge mit abnehmender Intensitét 39d, 39c, 39b,
39%a ware, ist die tatséchliche Reithenfolge 39d, 39a, 39b, 39c. Wahrscheinlich
laufen hier zwel Effekte einander entgegen: die Verringerung der Lange des
Spacers a3t den rdumlichen Abstand der beiden Teilchromophore abnehmen, was
eine Erhohung der Transferrate mit sich bringt; die gleichzeitige Zunahme des
Anteils an planaren und weitgehend starren sp>Zentren (von 52% in 39d uber
61% in 39c und 67% in_39b bis hin zu 73% in 39a) schafft eine rigide und
wahrscheinlich ungiinstige raumliche Orientierung, mit der Folge der Absenkung

der Transferrate.
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normierte Fluoreszenz

550 600 650 700
A (nm)

Abb. 17: normierte Fluoreszenzspektren der vier Bichromophore

3.5.2. Fluor eszenzquantenausbeuten in Chloroform

Da die Quantenausbeuten der Fluoreszenz in Ethanol sehr gering sein werden,
wurden sie in Chloroform bestimmt. Die in der Literatur bekannten
Quantenausbeuten der Einzel chromophore mdgen damit verglichen werden.

Fir die Messung der Quantenausbeuten wurde die sogenannte Relativmethode fur

970 yerwendet.

Lésungen geringer optischer Dichte nach Parker und Rees’
Folgende Formel [a3t sich fir die Methode aus dem Lambert-Beerschen Gesetz

herleiten:

o, =, L) JA) Ny Py
Ax(Ay) 1(Ax) nZ D,
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Hierin sind:

@, zu bestimmende Quantenausbeute

@,: bekannte Quantenausbeute einer Standardsubstanz

A((A;): Absorbanz dieser Standardsubstanz bei der Einstrahlungswellenlénge A,
Ax(Ax): Absorbanz der zu  bestimmenden Substanz bei  der
Einstrahlungswellenlénge A4

[(A)), I(Ay): Intensitét der Strahlungsquelle bei den Wellenlangen A, bzw. A4

N, Nr: Brechungsindizes der jeweiligen Losungsmittel

Dy, Dr: Integrale der Fluoreszenzspektren

Die Schwierigkeit, die Intensitdt der Lichtquelle in Abhangigkeit von der
Wellenlange zu ermitteln erdbrigt sich, wenn man die Referenz und Substanz
unbekannter Quantenasbeute bei derselben Wellenlénge bestrahlt. Dann brauchen
nur noch Lésungen beider Substanzen mit bekannter Absorbanz A(A) hergestellt
und im Fluorimeter gemessen zu werden. Mit Literaturwerten fur ®,, n, und ny

ergibt sich dann leicht @,.

Die mit dieser Methode und Fluorescein-Natrium (®, = 0.9 in 0.1 N NaOH) als
Standard ~ ermittelten Quantenausbeuten  zeigt  Tabelle 3. Als
Einstrahlungswellenléange wurde im Hinblick auf die spétere Charakterisierung

470 nm verwendet.
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Substanz | Ax(470nm) | Dy(490 bis 700nm) Py
39a 0.016 91268 0.046
39 0.022 119580 0.044
39c 0.018 46240 0.021
39d 0.019 95904 0.041

Tab. 3: Fluoreszenzquantenausbeuten
der Bichromophore in Chloroform

Bel der angegebenen optischen Dichte ist das Lambert-Beersche Gesetz sicher
gultig, und Fehler durch Konzentrationsléschung oder Reabsorption bzw.
Reemission sollten auf ein Minimum beschrankt bleiben. Bel einem der Methode
inh&renten systematischen Fehler von ca. 5% sind drei der vier Werte als
anndhernd identisch zu betrachten. Die starke Abweichung fur 39c ist dadurch

nicht zu erklaren.

Die anndhernde Gleichheit der Quantenausbeuten kommt nicht Gberraschend: da
die Quantenausbeute des Cyaninteils (ca. 50%) weitgehend unabhéngig vom
Losungsmittel ist, die des Styrylpyridins jedoch starke Solvatochromie aufweist
(P betragt weniger a's 1% in Wasser, aber bis zu 50% in Chloroform) tritt hier der
Fall ein, dal3 eine Verringerung der Transfereffizienz infolge erhéhtem Abstand
sich kaum bemerkbar macht, denn die Emission eines Photons aus einem der
beiden Chromophore ist in Chloroform gleich wahrscheinlich. In einem anderen
Losungsmittel waren nicht nur die Quantenausbeuten anders, sondern auch ihre

Unterschiede untereinander.
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3.6. Potentialsensitivitat

Die Untersuchung der Potetialsensitivitét der Fluoreszenz der Bichromophore
39%a-d erfolgt unter Verwendung von Liposomen aus Dioleoyl phosphatidylcholin
(DOPC). Diese dienen fur die Charakterisierung von Fluoreszenzfabstoffen fir
Potentialmessungen als Modellsysteme, die eingesetzt werden kénnen, bevor die
kompliziertere Charakterisierung unter Verwendung von lebenden Zellen
durchgeftihrt wird.

3.6.1. Aufbau von Membranen

Biomembranen in lebenden Zellen bestehen aus Lipiden, Proteinen und
Cholesterol in wechselnden Anteilen sowie geringen Mengen an Kohlenhydraten
(s. Einleitung). Als Barrieren, die das Membraninnere vom &uf3eren Medium
trennen, sind sie jedoch nicht vollkommen impermeabel. Vielmehr regeln sie den
Stoffein- und -austritt durch sogenannte Pumpen und Kande, erstere
transportieren spezifische Substanzen gegen einen elektrochemischen Gradienten

(s. u.), letztere ermdglichen deren Durchtritt mit einem solchen Gradienten.
3.6.1.1. Lipide

Lipide haben ihren Namen von ihrer chemischen Verwandtschaft zu den Fetten
(or. AmtOc = Fett). Bekanntermal3en sind Fette Glycerin-Triester von langkettigen

Fettsduren mit geradzahligen

K ohlenwasserstoffketten o ° [
d N

zwischen 14 und 20, meist

O,
aber 16 oder 18 C-Atomen. ~ > > ="

o

Viele dieser Fettsauren sind (z. /\/\/\=/\/\/\/\[(°

T. mehrfach) ungeséttigt, die °

Doppelbindungen weisen dann in aller Regel die cis-Konfiguration auf. Fette sind
indessen in der Membran nicht vertreten, wohl aber Lipide. Man unterscheidet
Phosphoglyceride (auch Phospholipide genannt) und Sphingolipide. Die
wichtigste Gruppe der Phospholipide bilden die Phosphatidylcholine oder

Lecithine, bei denen nur zwei Hydroxyl-Gruppen des Glycerins mit Fettsduren
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verestert sind. Die dritte OH-Gruppe ist mit Phosphorsdure kondensiert, die
auerdem an Cholin (Hydroxethyltrimethylammonium) gebunden ist. Die
lipophilen Fettsurereste und das Phosphocholin als hydrophile Kopfgruppe

verleihen dem Lipid seine typischen amphiphilen Eigenschaften.

Sphingolipide sind chemische Derivate des Aminoalkohols Sphingosin sowie von

dessen Dihydro-Derivat. Bei den Sphingolipiden ist ein HO H OH

Fettséurerest an C-Atom 2 als Amid gebunden, an C-Atom 3 HZS(l;_Z(l;_ll;_H

kann entweder Phosphocholin sein (Sphingomyeline) oder ein HgN® EH

Zucker (meist Galaktose oder Glucose; dann spricht man von T C!Hz)
12

Cerebrosiden) oder, in den Gangliosiden, ein Oligosaccharid. (|:H3

Die letzteren beiden Gruppen sind vor allem in den neuronalen Sphingosin

Membranen des Gehirns anzutreffen, woher sie ihre Namen haben.

Obwohl die Strukturen von Phospholipiden und
Sphingolipiden sich deutlich vonel nander
unterscheiden, &hneln sie sich doch in einer
grundlegenden Eigenschaft, namlich sich selbsttétig zu
Lipid-Doppelschichten zu organisieren, die letztlich
oft den grofReren Teil der Biomembranen ausmachen.
Lipide zeigen diese Eigenschaft, weill sie sich in
walriger Umgebung auf diese Weise am besten
solvatisieren lassen: die unpolaren Kohlenwasserstoffreste solvatisieren sich
gewissermalden gegenseitig im Innern der Doppelschicht, wéahrend die
hydrophilen Gruppen dem aul3eren wéalrigen Medium prasentiert werden. Eine
waldrige Suspension solcher Lipide bildet multilamellare Vesikel aus, in denen die
Lipiddoppelschichten wie Zwiebelschalen angeordnet sind. Wird eine solche
Suspension dem Ultraschall ausgesetzt, so lagern sich diese Veskel um zu
monolamellaren Liposomen, d. h. wassergefillten Bl&schen von mehreren
Hundert A Durchmesser, die von einer einzigen, globuléren Doppelschicht
eingeschlossen werden. Eine solche Lipiddoppelschicht ist ca 60 A dick und
schlief?t das innere wal¥rige Medium vollstandig vom auf3eren ab. Das ertffnet die
Moglichkeit, Liposomen herzustellen, die in ihrem Innern eine andere wél¥ige

Losung enthalten als die sie auf3en umgebende.
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3.6.1.2. Sterole

Eine weitere wichtige Komponente zumindest der tierischen Plasmamembran ist
das  Cholesterol. Wéhrend in

pflanzlichen Zellen kaum Cholesterol

vorkommt (Pflanzen enthalten statt

dessen andere Sterole), kann es in

tierischen Zellmembranen bis zu 25%

Gew. ausmachen. Die OH-Gruppe des Ho Cholesterol
Cholesterols  verbunden mit dem

unpolaren Kohlenwasserstoff-Ringsystem verleiht auch ihm enen schwach
amphiphilen Charakter. Andererseits ist sein Kohlenstoffgeriist bedeutend starrer
als das der Lipide, weshalb ihm eine besondere Rolle bei der Feinregulierung der
Membranel genschaften zukommt: es beeinfluf3t die plastischen Eigenschaften der
Membran und bestimmt ihre Ubergangstemperatur, d. h. die Temperatur, bei der
sie vom ungeordneten Zustand einer zweidimensionalen FllUssigkeit in den

geordneten, eher fllssig-kristallinen Zustand wechselt.

Wenn Cholesterol selbst auch keine Doppel schichtmembran ausbildet, so lassen
sich doch aus teillweise oxidiertem Cholesterol hemisphérische Doppel schichten
von hoher Stabilitét erzeugen. Diese sogenannten HLBs (hemispherical lipid
bilayers, auch Black LBs genannt) konnen as Modelmembranen fir

biochemische bzw. biophysikalische Untersuchungen dienen.

3.6.1.3. Oligopeptide und Proteine

Membranproteine, die meist nicht weniger als die Halfte der gesamten Membran
ausmachen, werden in zwei Gruppen unterteilt: intrinsische oder integrale und
extrinsische oder periphere Proteine. Zudem gibt es mobile Oligopeptide wie
Gramicidin A, das aus 15 Aminosauren aufgebaut ist und durch Dimerisierung in
der Membran lonenkandle ertffnet, sowie das cyclische Depsipeptid
Valinomycin, dessen Struktur neben Amid- auch Esterbindungen enthdlt. Sie
fungieren in der Natur as lonophore, d. h. sie erhdhen die Permeabilitét der

Membran fir bestimmte lonen.
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Intrinsische Membranproteine
sind in der Membran vor

alem durch  hydrophobe CHy CHs

CH
Wechselwirkungen verankert. | J | P U S S G
Der membranresidente Teil ||4 SH
H3C CH3CHj3 CH;
L-Val D-Hydroxy- D-Val  L-Milchsaure ~
lipophilen Aminosduren wie isovalerian-

saure
Alanin, Valin oder Methionin

des Proteins ist dann eher aus L

aufgebaut.  Dagegen  sind Valinomycin

extrinsische Proteine eher locker Uber elektrostatische Wechselwirkungen oder
Wasserstoffbriickenbindungen an intrinsische  Membranproteine  gebunden.
Daneben  koénnen auch die polaren  Kopfgruppen der  Lipide

Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Protein eingehen.

Uber intrinsische (integrale) Membranproteine erfolgt z. B. die Kommunikation
zwischen Zellen. Diese sogenannten Gap Junctions sind Gebilde aus sechs
stabférmigen Untereinheiten, die hexagonal gepackt einen Kanal ergeben, der sich
abhangig von der Ca**-Konzentration 6ffnet und schliel}t. Jeweils zwei solcher
hexagonalen Komplexe in den Membranen benachbarter Zellen aggregieren und
bilden so eine Schleuse, durch die Molekile mit Molekilmassen bis zu 1200 D
passieren konnen. Kleinere lonen und Kohlenhydrate konnen also

hindurchgelangen, Makromolekiile wie Proteine oder Nukleinsduren jedoch nicht.

Dartber hinaus sind Membranproteine asymmetrisch in der Membran orientiert:
intrinsische nur in einer Richtung, extrinsische nur an einer Seite der Membran.
Weitere Beispiele fir intrinsische Membranproteine sind Bakteriorhodopsin, das
photosynthetische Reaktionszentrum und die Na,K-ATPase. Alle drei sind in der
Membran wahrscheinlich Uber jeweils mehrere hydrophobe a-Helices gebunden,
die die Membran durchdringen. Dabel enthalten die ersteren beiden auch
natUrliche funktionelle Farbstoffe.

So hat etwa Bakteriorhodopsin sieben solcher Helices. Es handelt sich um eine
durch Licht angetriebene Protonenpumpe, deren prosthetische Gruppe Retinal als
Schiffsche Base an Lys-216 gebunden ist und die bei Belichtung ene
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photochemische cis-trans-Isomerisierung durchlauft. Infolgedessen kommt es zu
einer Kaskade von konformativen Anderungen im umgebenden Protein mit der
Folge des Protonentransportes durch die Membran hindurch. Die dabei
umgesetzte Energie wird fir die ATP-Synthese verwendet. Das photosynthetische
Reaktionszentrum, in dem der erste photochemische Schritt der Photosynthese
erfolgt, hat wahrscheinlich 11 hydrophobe a-Helices, und die Na,K-ATPase, eine
ATP-getriebene lonenpumpe, ist aus vier paarweise identischen Untereinheiten
aufgebaut ((of).-Aufbau), von denen der a-Teil wohl 8 hydrophobe a-Helices
besitzt, der 3—Tell nur eine. Das Protein, das auch als Na,K-Pumpe bezeichnet
wird, hat in der Zelle die Aufgabe, Na'-lonen aus ihr hinaus und K*-lonen in sie
hinein zu beférdern, wobei intrazelluldr ATP verbraucht wird.

3.6.2. Membranpotentiale

Die Stochiometrie des durch die Na,K-Pumpe bewirkten Transportprozesses sieht

wiefolgt aus (mit den Indicesi fur innen und o fur auf3en):
3Nat+2 Kt +ATP+H,0 == 3Na5+2Ki{+ADP+R

P, bezeichnet den abgespaltenen Phosphatrest. Das Wasser wird fir die Hydrolyse
der Phosphorsdureanhydrid-Bindung verbraucht. Wie erkennbar wird, ist ein
Pumpcyclus mit dem Umsatz einer positiven Nettoladung verbunden, die die
Zelle verlddt. Damit ermoglicht die Na,K-Pumpe u. a. die Ausdsung und

Fortpflanzung von Nervenimpul sen.

Der Abfall des elektrochemischen Potentials der durch die Zellmembran
getrennten wélrigen Losungen verschiedener lonen Uber diese Membran ist
grundlegend fir alle Lebensvorgange. Das Transmembranpotential, das
hauptsachlich durch die lonen Na', K™ und Cl™ erzeugt wird, 143t sich durch die

GOLDMANN-Gleichung darstellen:

ZP [Cout)] + +> P, [A(in)

. ZP [C(in)| +Y_P.[A(out)




Hauptteil 71

Hierin bedeuten: die Indices ¢ bzw. a Kation bzw. Anion; in bzw. out innen bzw.
aulfen, die Koeffizienten P stehen fir die Permeabilitatskoeffizienten der

jewelligen lonenspezies.

Dieses Membranpotential beinhaltet die Energie, die fir den Aufbau von ATP
bendtigt wird. Es ist ferner verantwortlich fir den Aktivitétszustand von
Nervenzellen. Grund genug fir die biophysikalische Forschung, Uber Methoden

fr die Messung solcher Potentiale nachzudenken.

So erfolgte schon frih die Entwicklung von Mikroelektroden (Ling und Gerard
1949), die intrazellul&re el ektrische Potentiale der Messung zuganglich machten™.
Nachfolgende Untersuchungen an natirlichen Systemen fihrten u.a zum
Verstdndnis der ionischen Natur zelluldrer Ruhe- und Aktionspotentiale, des
Zusammenhangs von lonenbewegungen mit deren Triebkraft sowie zur
Charakterisierung von lonenkanden durch die Analyse von Strom- und
Spannungsanderungen. Obwohl auch Versuche unternommen wurden, diese
Methode auf Mitochondrien (also Zellorganellen) und Bakterien zu Ubertragen,
war sie in der Vergangenheit stets auf solche Zellen beschrankt, die ausreichend
grof3 waren, um das EinfUhren einer Elektrode zu gestatten. Auch mufiten ihre
Membranen sich der Sonde soweit anschmiegen, dal3 das entstandene Loch
hinreichend versiegelt wurde und lonenstréme durch Lecks in der Membran
weitgehend ausgeschlossen waren. Es mul jedoch trotzdem davon ausgegangen
werden, dal3 alle Ergebnisse aus Messungen mit Mikroelektroden mehr oder

weniger durch solche Lecks verfalscht wurden™.

Im vorliegenden Experiment werden Liposomen aus DOPC verwendet, die in
ihrem Inneren eine bekannte Konzentration an Natrium-Kationen haben. Sie
werden in einer wassrigen Losung suspendiert, die eine ebensogrofle
Konzentration an Kalium-Kationen aufweist. Da die Membran zunéchst als
Isolator wirkt, liegt kein Membranpotential vor. An dieser Stelle wird der
Farbstoff zugegeben und das Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Das aus der
Goldmann-Gleichung errechenbare Potential wird erst wirksam, wenn
Valinomycin as lonencarrier zugegeben wird, denn dann wird die Membran fur
Kalium permeabel und es kann sich ein Diffusionspotential einstellen. Nach der
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Zugabe von Valinomycin wird nochmals das Spektrum aufgenommen und die
beiden Spektren dann miteinander verglichen.

3.6.3. Potentialsensitivitat der Cyanine

Trotz der in der Einleitung erwahnten photodynamischen Schadigung der Zelle
durch den Singulett-Sauerstoff, den die Cyanine bei Belichtung erzeugen konnen,
bleibt die Fluoreszenzmessung mit Cyaninen im Zentrum des Interesses, und zwar
wahrscheinlich wegen ihrer grof3en Verbreitung in analytischen Labors. Neben
den oben dargelegten moglichen Mechanismen fur die Potentialsensitivitét vieler
Farbstoffe ist die Art der Anderung interessant zu betrachten: kathionische
Farbstoffe konnen durch die Membran diffundieren und erreichen nach kurzer
Zeit ihre jeweiligen Gleichgewichtskonzentrationen im Cytosol, in der Membran
und im extrazellularen Medium. Im Innern der Membran sind sie nicht gut |6slich,
jedoch befinden sich, so wird angenommen, spezifische Bindungsstellen an der
Grenzflache zwischen Membran und walriger Phase. Um nun die Anderungen der
spektralen Eigenschaften eines Pentamethincyanins zu verstehen (dies gilt fir
Thia, Oxa und Indocyanine gleichermal3en; fir Pentamethinoxonole oder
Trimethincyanine gelten andere Gesetzmdligkeiten), mussen auf molekularer
Ebene drei verschiedene Zustdnde mit ihren zugehdrigen spektralen Eigenheiten
unterschieden werden:

. Der monomere  Farbstoff in  Losung mit relativ. hoher

Fluoreszenzquantenausbeute.

 Der in L6sung bel erhohten Konzentrationen oder lonenstérken zu H-
Aggregaten zusammengelagerte Farbstoff mit blauverschobener Absorption (H

steht fur hypsochrom) und gel 6schter Fluoreszenz.

» Der mit den spezifischen membranseitigen Bindungsstellen assoziierte Farbstoff
mit rotverschobener Absorption und Fluoreszenz sowie leicht erhohter
Fluoreszenzquantenausbeute. Diese Zustandsform &hnelt in ihren spektralen

Eigenschaften stark den J-Aggregaten (J firr Jelley™), von denen man wei3, dafi?
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Farbstoffe vom Typ der Pentamethincyanine sie ausbilden kdnnen. Welcher
Aggregatetyp sich bildet, hangt vom Medium ab.

Infolge dieser drei Zustande wird nun die Anderung des Fluoreszenzsignals bei
Hyperpolarisation (das Potential auf der Innenseite der Membran éndert sich in
negativer Richtung) &bhéngig von Konzentration und Wahl der
Beobachtungswellenlange™. Folgende Situationen mdgen betrachtet werden:

r=-Ist die Konzentration des Farbstoffs hoch verglichen mit der Konzentration der
Zellen oder Liposomen, so ist der Beitrag der gebundenen Form relativ klein, da
nicht sehr viele Bindungsstellen zur Verfligung stehen. Bel Hyperpolarisation
stromt zusétzlicher Farbstoff aus dem &uf3eren Medium in die Zelle hinein,
wodurch sich die intrazelluldre Konzentration erhdht. Das Gleichgewicht
zwischen den drei obengenannten Zusténden kann sich nicht merklich auf die
Seite der gebundenen Form verschieben, well die membranseitigen
Bindungsstellen quasi gesdttigt sind. Daher kann das Gleichgewicht nur in
Richtung auf H-Aggregation ausweichen, wodurch die Fluoreszenz gel6scht wird.

Das Ergebnis der Messung ist also eine Abnahme der Fluoreszenzintensitét.

lc

B DEPOLARIZATION 7

D e ——

HYPERPOLARIZATION

1/a

Ist die Konzentration des Farbstoffs klein gegenliber der Konzentration der Zellen,

so dominiert die Fluoreszenz der gebundenen Form. Dabel ist zu beachten, dal3
das Fluoreszenzmaximum nun etwa 15 bis 20 nm bathochrom zur vorigen
Situation verschoben ist. Wieder fuhrt Hyperpolarisation zu einer Erhéhung der
Farbstoffkonzentration im Innern der Zelle. Das Gleichgewicht hat die
Moglichkeit, in Richtung der gebundenen Form auszuweichen, was mit ener

Erhohung der Fluoreszenzintensitét einhergeht.
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T DEPOLARIZATION | -
_ i

HYPERPOLARIZATION

——————— e . —

EMISSION INTENSITY
1
1

WAVELENGTH

r=-Betrachten wir zuletzt den zufalligen Fall, dal3 die Beitrage der gebunden bzw.
frelen Form in etwa gleich sind. Dies entspricht auch dem Fall in etwa
ausgeglichener Konzentrationen von Farbstoff und Zellen. Die Fluoreszenzsig-
nale der beiden Formen verschmelzen auch in diesem Fall zu einer einzigen,
eventuell leicht verbreiterten Kurve (in der nebenstehenden Abbildung als
Referenzzustand bezeichnet). Bei Hyperpolarisation verringert sich nun die
Fluoreszenzintensitét der freien Form infolge Aggregation, wahrend sich die der
gebundenen Form infolge zusétzlicher Besetzung von Bindungsstellen erhoht.
Dabei verschiebt sich das

Maximum des gemischten > 1.0 5 The Effect of Cell
. . & ) Hyperpolarization
Fluoreszenzsignals um wenige 2 087 '
P.
Nanometer bathochrom, £ %7 |
Z
wahrend die Gesamtintensitt 2 %47 :
@ .
unter Umstanden gleich bleibt. 3 %27
0.0 4+ BRRLEE

T T

Abhéngig von der
550 600 650 700

Beobachtungswellenldnge kann

hier folgendes gemessen werden, was gleichzeitig die Wichtigkeit der sorgféltigen

Auswahl der Beobachtungswellenlange hervorhebt:

[0 liegt die Beobachtungswellenldnge in der blauen Flanke, so wird eine

Abnahme der Fluoreszenzintensitéat beobachtet.

[ liegt die Beobachtungswellenlange in der roten Flanke, so wird eine Zunahme

der Fluoreszenzintensitat beobachtet.

[J bei Messung auf dem Fluoreszenzmaximum kann eine Fluoreszenzanderung bei

Potentialanderung u. U. Ubersehen werden. Sie éndert sich wenig oder gar nicht.
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Der Vollstandigkeit halber sei hier

10 . The Effect of Cell Depolarization
noch die Folge einer Depolarisation & 45
gezeigt. Sie ist genau gegenlaufig E 06 -
zur Hyper-polarisation. é 0.4
3.6.4. Messung an 39a-d 0.0 —

550 600 650 700

Fur die Messung der Potential sensitivitét wurde zunéchst so vorgegangen, dald die
Farbstoffloésung in den K-Puffer gegeben wurde. Danach wurde die
V esikel suspension hinzugegeben. Dann erfolgte die Messung der Fluoreszenz. An
dieser Stelle konnte aber zumeist kein deutliches Fluoreszenzsignal gefunden
werden. Wahrscheinlich ist der schwerlésliche Farbstoff schon vor der
Vesikelzugabe ausgefallen. Der deutlich blau geférbte Ruhrkern in der Kivette
belegt das.

Statt dieser Vorgehensweise wurde dann umgekehrt verfahren. In die
Pufferlosung (4 ml) mit bereits enthatenen Vesikeln wurde jeweils die
Farbstoffldsung (2.5 C10™ mol/l in DM SO) gegeben.

Die Farbstoffkonzentration lag damit rechnerisch bei 6.25010°mol/l. Es darf
jedoch nicht vergessen werden, dal3 es sich hier nicht um eine homogene L6sung
mehr handelt. Aufgrund der hohen Membranaffinitét dieser Farbstoffe befindet
sich fast der gesamte Farbstoff jewells in der Membran. Daher ist die tatsachliche

Konzentration bedeutend hoher.

Es wurde danach ein deutliches Fluoreszenzsignal im Vergleich zum Spektrum
der reinen Vesikellésung gefunden. Die Fluoreszenz des Cyanins dominiert hier
stark. Bei Anregung bei 630 nm ist nur seine Fluoreszenz sichtbar. Regt man aber

bei 480 nm an, so sieht man noch eine Restfluoreszenz des Styrylfarbstoffs.

Nach der Aufnahme des ersten Spektrensatzes wurde abgewartet, bis sich das
Verteilungsgleichgewicht des Farbstoffs zwischen Membran und wassriger Phase
vollstandig eingestellt hatte. Das ist bei 39a fast augenblicklich der Fall, dauert
bei 39¢c und bel 39d etwa 20 Minuten und bel 39b deutlich langer. Erst nach ca.
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40 Minuten ist kaum noch eine zeitliche Veranderung des Fluoreszenzsignals zu
erkennen.

Nun werden 20 I einer Vainomycin-LAsung zugegeben. Erste Versuche zeigten,
dal3 weniger Vainomycin nicht ausreicht. Sofort danach wird das Spektrum
aufgenommen. In alen Fdlen zeigt sich eine deutliche Verstarkung der

Fluoreszenz.

Die Potentiadeinstellung fuhrt vermutlich zu keiner spannungsabhangigen
raumlichen Veranderung der Orientierung der beiden Chromophore zueinander,
sonst mufte man erwarten, dald wegen der veranderten Transferrate fir die
Anregungsenergie das Fluoreszenzsignal des einen Teils zugunsten des anderen
abnimmt. Es wird aber durchgangig gefunden, dal3 beide Teilchromophore bei
Zugabe von Valinomycin eine Erhéhung der Fluoreszenz zeigen. Da kein neuer
Farbstoff zusétzlich hinzugegeben wird und die Zugabe von Valinomycin eher mit
einer (geringflgigen) Verdinnung der Lésung verbunden ist, mul3 daher von einer
erhdhten Fluoreszenzquantenausbeute fir beide Teilchromophore ausgegangen
werden, die wahrscheinlich durch eine Interaktion des Valinomycins mit dem
Farbstoff zu erkléren ist. Die nachstehenden Abbildungen zeigen im Einzelnen die

erhaltenen Fluoreszenzspektren.
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Abb. 19: Normierte Fluoreszenzkurven fir 39b Uber den gesamten Mef3bereich

(Anregung bei 480 nm; in wassr. Pufferlsung)
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3.6.5. Quantitative Auswertung:

3.6.5.1. Auf der Basis der Intensitdten

Die GrofRe der Fluoreszenzanderung bel Potentialénderung (oder durch andere
Einflisse) wird durch den Bruch AF/F wiedergegeben, d. h. durch das Verhdlitnis
der Anderung der Fluoreszenzintensitdt zu der Intensitdt vor dieser Anderung.
Diese Anderungen sind in alen vorliegenden Falen positiv. Die konkreten

Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefalt.

Bichromophor AF/Feret (%) AF/Fac.. (%)
39a 2.78 (max) 9.53 (max)
- 4.02 (674) 13.15 (673)
29 3.69(max); 12.96 (max)
== 5.25 (675) 14.79 (673.5)
39¢ 14.66 (max) 24.55 (max)
- 16.83 (674) 24.86 (673)
39d 2.64 (max) 12.31 (max)
= 4.19 (676) 15.35 (675)

Tab. 4. Relative Fluoreszenzénderung der Bichromophore

auf der Basis der Peak-Hohen

Zugrundegelegt wurden fur die Berechnung der Werte fur AF/Ferer und AF/Facc
zweierle Wertepaare: zum einen die jeweiligen Intensitdten bei der Wellenlange
des Maximums der Fluoreszenz nach Valinomycinzugabe (die Wellenlange ist in
Klammern angegeben). Zum anderen, da die genauen Wellenlangen der Peaks vor
bzw. nach Potentialeinstellung aber nicht tbereinstimmen (mit der Anderung der
Fluoreszenz geht auch eine leichte Verschiebung des Peaks einher) wurde
zusédtzlich das Verhdltnis der Fluoreszenzmaxima vor bzw. nach
Valinomycinzugabe ermittelt (max-Werte). Zum Vergleich sind den Anderungen
AF/Ferer fUr den Energietransfer nach Anregung bei 480 nm digjenigen bei
direkter Anregung des Emitters (Akzeptors, AF/Fa.) bei 630 nm
gegeniibergestellt. Ein Vergleich mit den Anderungen der Restfluoreszenz des
Donors (Absorbers), deren Maxima zwischen 570 und 600 nm liegen, ist nicht

sinnvoll, da die Kurven hier bel geringer Intensitét stark unregelméaidig verlaufen
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und sich zum Teil in der Ndhe der Maxima Uberschneiden. Auch ist en klares
Maximum in der Regel nicht auszumachen.

Die Fluoreszenzénderungen bel direkter Anregung des Cyanins bel 630 nm sind
mit 10 bis 25% recht hoch, wie dies fur einen slow-response Farbstoff auch zu
erwarten ist. Der teilweise recht erhebliche Unterschied zwischen den Werten bel
derselben Wellenlange bzw. bei den etwas unterschiedlichen Wellenléngen der
Maxima (max-Werte in Tab. 4) ist durch die hypsochrome Verschiebung der
Fluoreszenzspektren zu erkléren, die mit bloflem Auge in den Auftragungen
erkennbar ist. Dies steht alerdings im Widerspruch zu den eingangs gemachten
Angaben, denen zufolge eine Erhéhung der Fluoreszenz mit einer
Rotverschiebung einhergehen sollte. Hierfir kann keine Erklarung gegeben
werden aul3er dal? das Verhaten des Cyanin-Tells im Bichromophor andersist als

fUr dasisolierte Cyanin.

3.6.5.2. Auf der Basis der integralen Fluoreszenz

Fur die Berechnung wurden bei den Mefkurven, fur die bei 480 nm angeregt
wurde, der Wellenlangenbereich vom Peak bis zum kurzwelligen Minimum und
um den gleichen Wellenldngenbetrag in langwelliger Richtung integriert. Wenn
das nicht moglich war, so wurde vom langwelligen Minimum bis zum Peak und

um den gleichen Betrag dartiber hinaus integriert.

Bel Anregung bei 630 nm wurde fur die Kurven vor Valinomycinzugabe einfach
der Bereich vom Beginn des Mel3bereichs (650 nm) bis zum Peak und um den
gleichen Betrag dartberhinaus integriert. FUr die entsprechende Kurve nach

Valinomycinzugabe wurde dann Uber denselben Bereich integriert.
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In Tabelle 5 sind die einzelnen Integrationsbereiche aufgefuhrt. A(nm) bzw.
Ava(nm) bedeuten hier die Flachen unter den Fluoreszenzkurven vor bzw. nach
Vainomycinzugabe bei Anregung mit der Wellenlange (nm).

Ava(480) | A(480) Peak Ava(630) |A(630) |Peak
39a [635-713 |637-715 674, 676 650-702  |650-702 | 676
39b |649,5- 652,5-703,5 (675,678 650-705 |650-705 | 677,5
39%c [631-717 |635-721 674, 678 650-702  |650-702 | 676
39d |651.5- 654-703 676, 678.5 650-705 |650-705 |677.5

Tab. 5: Wellenlangenbereiche fir die Integration der Fluoreszenzkurven fir die

Ermittlung der integralen Fluoreszenzanderung

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse aus diesen Berechnungen.

Ava(480) [A(480) [(AvalA)-  |Awa(630) |A(630) |(AwalA)-1

39a |4/.88786 |47.31803 1,20 37.46313 | 34,23124 9,44

39b |38,00411 |36,92654 2,92 39,02387 |35,04218 | 11,36

39c |49,64508 |43,67775 13,66 38,3476 |31,22049 |22,83

39d |37,0886 |36,47476 1,68 38,61156 |34,34822 |12,41

Tab. 6: Ergebnisse der Berechnung der integralen Fluoreszenzénderungen

Es wird erkennbar, dal3 die Verhdtnisse der Integrale die gleiche Tendenz
aufweisen, wie die einfachen Peakhthen: 39a und 39d zeigen etwa die gleiche
Anderung, 39b liegt etwas dariiber und 39c weist eine viel groRere Anderung auf.
Auch der Vergleich der Verhdltnisse bei direkter Anregung des Akzeptors mit
denen fur die Anregung bel 480 nm zeigt den gleichen Unterschied wie oben: sie

sind deutlich grofRer bei direkter Anregung.

Die FHuoreszenzanderung fur den Fall des Energietransfers fallt deutlich geringer
aus als bei direkter Anregung des Cyanin-Teils bei 630 nm. Dies steht zum Einen
im Einklang mit der bereits erwéhnten Tatsache der zurickgegangenen
Fluoreszenzquantenausbeute.  Freilich  konnen Uber die Anderung der
Quantenausbeuten bei Einlagerung in die Liposomen keine Aussagen gemacht
werden, da wegen der Schwerlddlichkeit der Farbstoffe in Wasser keine
Vergleichswerte vorliegen. Nur 39c zeigt eine auffallig groRe Anderung. Wahrend
die Werte der anderen Bichromophore im Bereich einiger Prozent liegen, d. h.
nicht besser sind als die fur einen Styrylfarbstoff, zeigt 39c eine Anderung von ca.

15%, was im Bereich der besten fast-response Farbstoffe liegt. Hier Mef3werte fur
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die Zeitabhangigkeit zu erhalten wére sehr interessant. Denn wie es scheint, ist es
hier gelungen, einen FRET-Farbstoff zu entwerfen, der grol3e potentialabhangige

Anderungen in kurzer Zeit aufweist.
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4. Zusammenfassung

Als Ergebnisse dieser Arbeit seien folgende zwei Gebiete zusammengefaldt
dargestellt: erstens die neu synthetisierten Produkte (die den Nummern
entsprechenden Formeln finden sich im Formelregister auf der letzten Seite);

zweitens die Ergebnisse der mit diesen Verbindungen durchgefiihrten Messungen.

4.1. Synthetische Ergebnisse

4.1.1. Chromophore

Zur Darstellung der unterschiedlichen Chromophore (Styrylpyridinium-,
Aminonaphthylvinylpyridin-, Aminophenylbutadienylphenyl- und Pentamethin-
cyanin-Chromophore) konnten synthetische Zugange entwickelt werden, die meist
einen einfachen Zugang zu den bendtigten Verbindungen erméglichen. Es sind
dies die Heck-Reaktion fur die Aminonaphthylvinylpyridin-Chromophore (5 a-f
mit R = CyHon+1; N =2,3,4,5,6,8):

R,N RN
+ Heck ‘O
Br s a =
| |
~ N ~N

Die Aldolkondensation fur die Styrylpyridinium-Farbstoffe (13a-€):

RZNO—CHO . Hac@N—R'M» R,N \ /)
— ®N—R’
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Eine modifizierte Aldolkondensation mit nachfolgender Dequarternisierung zur

Darstellung des Aminophenylbutadienyl-pyridins 9:

y CHO - H3C4@N—_ CO-CgHs
N

/ \ 7

1. Aldol N /
—_———— >
2. H,0/0H 2

Die konventionelle Pentamethincyaninsynthese nach Hamer™, die die Darstellung

funktionalisierter Pentamethincyanine gestattet:

e iw\/\m
- a
E\\ 26 |

HOOG

—> \\\\

\\ / PFg

36
Auf diese Weise wurden auch die der Vebindung 36 entsprechende

Dicarbonsdure 37 sowie die Pentamethincyaninessigsaure 31 dargestellt.

4.1.2. Funktionelle Gruppen

Die Funktionalisierung der Farbstoffe erfolgt stets bereits bel der Synthese der
Chromophore. Entweder enthalten die Vorstufen bereits eine Carbonsauregruppe
(Verbindungen 13 a-e), oder es wird eine Farbstoff-Base wie 5 mit einem
Bromakyl-NHS-Ester 1 _a-e quarternisiert (Verbindungen 6 _a-c, 7 _a-d). Die
nachtragliche Einfuhrung von funktionellen Gruppen (Reaktivgruppen) in ein
bestehendes Farbstoff-Molekil, wie sie in der Literatur mancherorts beschrieben
wird, fuhrte in der vorliegenden Arbeit in keinem Fale zum Ziel. Die einzige
Ausnahme hiervon it, trivialerweise, die Einfihrung der Aminogruppe in Form
von p-Phenylendiamin an einer Saurefunktion (Verbindungen 14 a-d, s. néchsten
Abschnitt).
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4.1.3. Verknupfung zu Bichromophoren

Die Verknipfung von funktionalisierten Farbstoffen wurde auf mehrere Weise
versucht. Dabel fuhrte die Verkntpfung von NHS-Estern mit aminosubstituierten
Farbstoffen wie 14 oder 38 nicht zum Ziel. Dagegen gelang die Synthese von
Bichromophoren in zwei Schritten: zunéchst wird einer der beiden Farbstoffe mit
Saurefunktion (also z. B. 13 oder 36) mit p-Phenylendiamin unter der Wirkung
des Aktivierungsreagenz 11 zur Reaktion gebracht, wodurch ein Amid gebildet
wird, das noch eine freie Aminogruppe tragt. Danach wird dieses Amid wiederum
unter der Wirkung von 11 mit dem anderen sdurefunktionalisierten Farbstoff

verknupft.

[DONOR }{SPACER]—COCH - HZN@N 00— [ARZEPTCR

l;;

[m@—l—[SPﬁCETI—OON—i—Q—N 0 IARZEPTOR

o

[DONCR |—{SPACER }— CONH 4©7N—|2 + HOO AKZEPTOR

So wurden die Verbindungen 39 a-d dargestellt. Ein evtl. stérender Einflufd des
aromatischen Systems des p-Phenylendiamins konnte nicht vermieden werden, da
aliphatische bzw. alicyclische Diamine zwar mit den Saurefunktionen im Sinne
einer Amidbildung reagieren, fur die Weiterreaktion zum bichromophor jedoch zu

stark sind und so zur Zersetzung fuhren.

Auf der letzten Stufe &t sich im Einzelfall der jeweilige Bichromophor auf
zwelerlei Weise darstellen: das in der vorletzten Stufe gebildete Amid mit freier
Amin-Funktion kann aus beiden Teilchromophoren gebildet werden, Donor
(Styrylpyridinium-Farbstoff) oder Akzeptor (Pentamethincyanin; die Bezeichnung
Donor bzw. Akzeptor innerhalb des Bichromophors bezieht sich auf die unten
dargestellten Fluoreszenzeigenschaften). Welche Route jewells beschritten wird,

mul3 anhand der synthetischen Machbarkeit entschieden werden (s
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Experimentalteil). Die Charakterisierung der so erhaltenen Bichromophore 39 a-d

erfolgte mit 'H-NMR300- o

Spektroskopie, FAB- @ NH

M assenspektrometrie und @ ﬁ\’ AN @

(indirekt) durch die Auswertung k HN_ P

der  Fluoreszenz-eigenschaften. 2PFe l\(rCHz)n
. 39 a-d / o\

Letztere weisen durch das

Vorhandensein eines \

konzentrationsunabhéngigen
Energietransfers auf die kovaente
Bindung zwischen den beiden ////
Teilchromophoren ~ hin.  Zur ))
Auswertung der FAB-Massenspektren sowie der NMR-Spektren s. Haupitteil,
Abschnitte 3.4.3.1. und 3.4.3.2.
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4.2. M elder gebnisse

4.2.1. FRET in L6sung

In ethanolischer Losung zeigen die hier vorgestellten Bichromophore 39 a-d
effizienten Energietransfer, der nicht konzentrationsabangig ist. Der
Energietransfer ist so zu verstehen, dal3 die von dem Styrylpyridin bei Anregung
durch Licht von ca. 500 nm aufgenommene Energie strahlungslos intramolekular
an das Pentamethincyanin weitergegeben wird, dessen Absorptionsmaximum in
der Néhe des Emissionsmaximums des Styrylfarbstoffs liegt. Die Effizienz des
Transfers wird dabei nicht nur durch die Lange des Spacers bestimmt, sondern
hangt offensichtlich auch von der gegenseitigen raumlichen Orientierung der
beiden Teilchromophore ab, die durch den Anteil an sp’-Zentren im Spacer
bestimmt wird. Damit ergibt sich kein stetiger Zusammenhang zwischen der
rechnerischen Lange des Spacers und der Effizienz des Energietransfers. Die
Quantenausbeuten der Fluoreszenz sind (in Chloroform) ebenfalls unabhangig

von der Spacerlange.

4.2.2. Potentialabhangigkeit auf Zellmembranen

Sowohl Berechnungen auf der Basis der Peakhohen al's auch solche auf der Basis
der integrierten Peakflachen zeigen, da3 die Potentialabhangigkeit der
Fluoreszenz der vier dargestellten Bichromophore keine einheitliche Tendenz
zeigen. Wéhrend 39a und 39d in etwa die gleiche Potentialabhéngigkeit
aufweisen (2-4%), ist die von 39b etwas grofier (3-5%). Die Fluoreszenz von 39c
schliefflich zeigt eine deutlich starkere Anderung (13-17%). Insgesamt sind diese
Anderungen bei Energietransfermessungen deutlich geringer als bei direkter
Anregung des Cyanin-Teils (Akzeptors) des Bichromophors. Ob diese Anderung
allerdings wirklich potentialabhangig ist und nicht vielmehr durch eine
Wechselwirkung mit dem eingesetzten Vainomycin hervorgerufen werden, muf3

durch zukinftige Untersuchungen nachgewiesen werden.
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4.2.3. Verwendung der Reaktivfarbstoffe als Fluoreszenz-M ar ker

Obgleich die Marker-Substanzen 6a - 6¢c und 7a - 7d dargestellt werden konnten,
sind Messungen unter ihrer Verwendung nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit
zustande gekommen, da die dazu nétige interdisziplindre Kooperation scheiterte.
Eine spétere Arbeit mag dazu noch Ergebnisse erbringen.
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5. Experimenteller Tall

5.1. Allgemeines

Zur Charakterisierung der dargestellten Verbindungen wurden folgende Gerédte
und Materialien verwendet:

Schmel zpunkte

SMD 20, Fa. Buchi, Flavil/Schweiz (nicht korrigiert)

1H-NM R-Spektren

300 MHz: Varian VXR 300

IR-Spektren
Perkin Elmer 710 B

UV -Spektren
LKB Ultrospec I

M assenspektren

MAT 311 A (70 V)

Diinnschichtchromatographie

DC-Aluminiumfolien F 254, Fa. Merck

Saulenchromatographie

Fur alle Trennungen wurde eine Saule von 20 cm Lange und 9 cm Durchmesser
mit einer G3-Fritte verwendet. Als stationare Phase diente Kieselgel MN 60 der
Firma Macherey und Nagel

Fur die Durchfihrung der Messungen danke ich:
Frau Beuer IH-NMR

Herrn Dr. Steigl
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Frau Menzdl UV/IR
den Herren Dr. G. Broszeit MS

und Dr. J. Hdller

Mein besonderer Dank gilt an dieser Stelle meinen Kollegen fur die
freundschaftliche Zusammenarbeit und viele wertvolle Diskussionen, Frau Dr. C.
Fuchs fur ihre unschéatzbare Hlife bei den Potentialmessungen und insbesondere
Dr. S. Beutner fur die Unterstitzung bel technischen und organisatorischen

Problemen.
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5.2. Beschreibung der Versuche

Versuch 1: Darstellung der 1-(n-Brom-1-oxy-alkoxy-)pyrrolidin-1,5-dione l1a-e

Die einzelnen Produkte werden ale auf die gleiche Weise dargestellt. Hierzu
werden in einem 2-I-Dreihalskolben mit Stickstoffeinleitungsrohr 43.1 mmol n-
Bromakansdure, 4.96 g (43.1 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 8.89 g (43.1
mmol) Dicyclohexylcarbodiimid in dieser Rehenfolge in 1200 ml
Essigsaureethylester (Uber Calciumchlorid getrocknet und destilliert) gelost. Die
Losung wird mit Stickstoff gespllt und 2 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Sie
wird dann vom gebildeten Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und bei 25°C unter
Vakuum einrotiert. Der Ruckstand wird mit 25 ml Essigester aufgenommen und
erneut filtriert. Das Filtrat wird eingedampft und das erhaltene Ol mit 50 ml
Ethanol versetzt. Man |a%t im Kihlschrank auskristallisieren und saugt ab. Der
Rickstand wird mit Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Versuch 1.1.: 1-(3-Brom-1-oxy-propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion la
Ausbeute: 7.43 g £ 29.7 mmol 2 69% (Lit.: 72%) 0

Br OL
N
Smp.: 84 -86°C (86°C) VT b

"H-NMR30o(CDCI/TMS): 3.63 (2H; T); 3.25 (2H; T); 2.86 (4H; )

Versuch 1.2.: 1-(4-Brom-1-oxy-butoxy-)pyrrolidin-1,5-dion 1b
Ausbeute: 5.80 g = 22.0 mmol = 50% (Lit.: 72%) o

Br O\N
"H-NMR30o(CDCI3/TMS): 3.52 (2H; T); 2.85 (4H; S); 2.84 /\/\([)]/ b
O
(2H; T); 2.30 (2H; M)
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Abb. 26: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 1b

Versuch 1.3.: 1-(5-Brom-1-oxy-pentoxy-)pyrrolidin-1,5-dion 1c
'H-NMR300(CDClo/TMS): 3.45 (2H; T); 2.84 (4H; S); 2.67 (2H; T); 1.94 (4H; M)

Ausbeute: 7.80 g = 28.0 mmol = 65% (Lit.: 72%) 0

Abb. 27: *H-NMR3o(CDCl5/TMS) von 1c
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Versuch 1.4.: 1-(6-Brom-1-oxy-hexoxy-)pyrrolidin-1,5-dion 1d

Ausbeute: 8.98 g = 30.8 mmol = 73% . o)
Br N

'H-NMR300(CDCI3/TMS): 3.42 (2H; T); 2.84 (4H; S); mg b

2.64 (2H; T); 1.88 (2H; M); 1.78 (2H; M); 1.57 (2H; M)

Versuch 1.5.: 1-(11-Brom-1-oxy-undecoxy-)pyrrolidin-1,5-dion 1e

Ausbeute: 11.11g= 31.0 mmol £ 71%

'"H-NMR3o(CDCI/TMS): 341 (2H; T);
2.84 (4H: S): 2.60 (2H: T); 1.85 (2H: M):; M/WYb

1.74 (2H; M); 1.30 - 1.42 (12 H; M, nicht

aufgel 0st)

—

Abb. 28: *H-NMR3o(CDCl5/TMS) von 1e
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Versuch 2: 6-Brom-2-naphthol”® 2

In einen 2--Dreihaskolben mit  Magnetrihrer, OH
Ruckflul3kdhler, Tropftrichter und Thermometer werden ar
72.0 g (0.5 mol) 2-Naphthol in 200 ml Eisessig vorgelegt. Zu dieser Losung
werden innerhalb von 30 min 160.0 g (1.0 mol) Brom in 50 ml Eisessig
zugetropft. Gegen Ende der Zugabe wird etwas mit Eiswasser gekihlt. Nach
Zugabe von 50 ml Wasser wird die Reaktionsmischung aufgekocht. Bel 100°C
werden nun 12.5 g Zinnpulver zugegeben. Dann wird gekocht bis das Zinn sich
aufgel0st hat. Die Losung schdumt dabel stark auf. Eine weitere Portion von 12.5
g Zinn wird zugegeben und wieder wird bis zur vollsténdigen Auflésung gekocht.
Nach Zugabe weiterer 50.0 g Zinn (insgesamt also 0.63 mol) wird dann noch 3
Stunden lang gekocht. Nach Abkihlen der Reaktionsmischung auf 50°C wird der
Rickstand abgesaugt und mit 50 ml Eisessig nachgewaschen. Das Filtrat wird in
1500 ml Wasser gegossen, einige Zeit gerthrt und dann abgesaugt. Der
Niederschlag wird in 500 ml Wasser suspendiert, 30 min lang gertihrt und erneut
abgesaugt. So wird ein rosafarbener Feststoff erhalten, der noch grof3e Mengen
Wasser enthdlt. Zu dessen Entfernung 183 man Gber Nacht an der Luft trocknen,
danach im Vakuum-Trockenschrank bei 100°C, schliefdlich im Exsikkator Uber
P,0s.

Ausbeute: 107.0g= 0.48 mol = 96% (Lit.: 96-100%)

Smp.: 128.6°C (Lit.:127-129°C)
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Versuch 3: 6-Brom-2-naphthylamin 3

In einem 300 ml-Autoklaven mit Glaseinsatz werden 15.0 NH,
g (0.067 mol) 6-Brom-2-Naphthol 2 und 40.0 g (0.325 o
mol)  Ammoniumsulfit in 80 ml (1.18 mol)

Ammoniakwasser (25%) angeteigt. Der Autoklav wird verschlossen und 24
Stunden lang auf 160°C erhitzt. Der Druck steigt dabei auf 18 bar an. Nach
Erkaten des Autoklavs wird die Reaktionsmischung, die nun unter dem
Ammoniakwasser einen festen, harten Kuchen von beiger Farbe bildet, zerkleinert
und mit Hilfe von Chloroform und Wasser in Losung gebracht. Die organische
Phase wird mit Wasser gewaschen und ohne Trocknung eingedampft. Der feste
Ruckstand wird mit 10%-iger Salzsdure viermal ausgezogen und jedesmal heil3
abgesaugt. Die erkaltete Losung wird nochmals filtriert und dann mit Natronlauge
neutralisiert. Der gebildete Niederschlag wird mit Chloroform und Natronlauge
aufgenommen und die organische Phase mehrmals mit Natronlauge gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der
so erhaltene grunliche Feststoff ist rein genug fr die weiteren Reaktionen.

Ausbeute: 7.5g= 33.9 mmol = 50%
Smp.: 106°C (Lit.: 109-111°C)

"H-NMR3oo(CDCIZ/TMS): 7.82 (1H; S; H-5); 7.53 (1H; D; H-7); 7.41; 2H; H-4 +
H-8); 6.92 (1H; D; H-3); 6.90 (1H; S; H-1); 3.84 (2H; S; -NHy)
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Abb. 29: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 3

FOR PARY NU. 997260

Versuch 4: Darstellung der N,N-Di-n-alkyl-6-brom-2-naphthylamine 4a-f

Allgemeine Vorschrift: In einem Zweihalskolben wird 6-Brom-2-naphthylamin (1
mol) und Butyliodid (3 mol) in 1.25 | Dimethylformamid gel6st. Nach Zugabe
von wasserfreiem Kaliumkarbonat (2 mol) wird die Mischung mit Stickstoff
gespilt und unter Stickstoffatmosphéare 20 Stunden lang auf 130°C erhitzt. Nach
Beendigung der Reaktion wird die Mischung mit 1.5 | Wasser versetzt und
dreimal mit je 1.5 | Chloroform ausgeschiittelt. Die organische Phase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und dann eingedampft. Die weitere Aufarbeitung
erfolgt durch fraktionierte Destillation bzw. saulenchromatographisch (s. die
einzelnen Produkte).
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Versuch 4.1.: N,N-Diethyl-6-brom-2-naphthylamin 4a

Die Darstellung erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift (
(s.0.). Die Reinigung erfolgt durch Destillation. Das Produkt N\/
erstarrt nach der Destillation zu einem schwach gelben &

Feststoff.

Ausbeute: 11.8 g = 42 mmol = 85%

Smp.: 49-53°C

Sdp.: 170-180°C (0.01 mbar)

'H-NMR30o(CDClyTMS): 6.79 - 7.78 (6H; Aromat, s.0.); 3.43 (4 H: Q); 1.20
(6H; T)

L

Abb. 30: *H-NMR30(CDCl5/TMS) von 4a
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Versuch 4.2.: N,N-Di-n-propyl-6-brom-2-naphthylamin 4b

Die Darstellung erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift
(s.0.). Die Reinigung erfolgt durch Destillation. Das
Produkt erstarrt nach der Destillation zu einem gelblichen
Feststoff.

Ausbeute: 13.6 g £ 47 mmol = 85%
Smp.: 48-51°C

Sdp.: 160-170°C (0.01 mbar)

o~
ST

'H-NMR30o(CDClyTMS): 6.73 - 7.76 (6H; Aromat, .0.); 3.29 (4H: T); 1.64 (4H;

M); 0.94 (6H; T)
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Abb. 31: *H-NMR300(CDCl5/TMS) von 4b
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Versuch 4.3.: N,N-Di-n-butyl-6-brom-2-naphthylamin 4c

Die weitere Aufarbeitung nach Entfernen des /_ﬁ
Losungsmittels erfolgt durch fraktionierte Destillation im N~
Vakuum. Hierzu verwendet man ene Zinke ohne Br

Kolonne. Die Temperatur des Heizbades mul? unbedingt Gber 200°C sein (ggf. das
Bad mit doppelter Aluminiumfolie umwickeln). Zunachst geht bel 0.01 mbar als
tiefersiedende Fraktion das Monobutyl-Derivat bei 158-161°C Uber, unmittelbar

darauf (bei 169-180°C) die Hauptfraktion als gelbes Ol, das erst viel spater
kristalisiert.

Ausbeute: 7.6 g2 22.6 mmol £ 67% (Lit.: 70%)
Sm.Ber.: 26.7 - 31.7°C

'H-NMR30o(CDClyTMS): 6.74 - 7.77 (6H; Aromat, s.0.); 3.31 (4H; T); 1.60 (4H;
M); 1.35 (4H; M); 0.97 (6H: T)

JLJUUUUM L JLF
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Abb. 32: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 4c
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Versuch 4.4.: N,N-Di-n-pentyl-6-brom-2-naphthylamin 4d

Die Aufarbeitung erfolgt séulenchromatographisch mit /_/_/
Hexan/Ethylacetat 95:5 as Elutionsmittel. Das \/\/\

N
Produkt ist ein gelbes Ol. Br

Ausbeute: 19.0 g £ 52 mmol = 79%

'H-NMR30o(CDClyTMS): 6.73 - 7.76 (6H; Aromat, s.0.); 3.32 (4H; T); 1.61 (4H;
M); 1.35 (8H; M): 0.92 (6H: T)

"H-NMR300(CDCIl3/TMS) von 4d
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Versuch 4.5.: N,N-Di-n-hexyl-6-brom-2-naphthylamin 4e

Die Aufarbeitung erfolgt siulenchromatogra-phisch
mit Hexan/Ethylacetat 95:5 als Elutionsmittel. Das #
N
Produkt ist ein gelbes O. ”
L

Ausbeute: 5.8 g £ 14.9 mmol £ 66%

'H-NMR300(CDCl3/TMS): 6.72 - 7.77 (6H; Aromat, s.0.); 3.33 (4H; T; 1.61 (4H;
M); 1.33 (12 H; M, nicht aufgel 6st); 0.90 (6H; T)

Abb. 33: *H-NMR30o(CDCl5/TMS) von 4e
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Versuch 4.6.: N,N-Di-n-oktyl-6-brom-2-naphthylamin 4f

Die Aufarbeitung efolgt sdulenchromato-

graphisch mit Hexan/Ethylacetat 955 als /_/—/_F
Elutionsmittel. Das Produkt ist ein gelbes O W
Br

Ausbeute: 17.6 g £ 39 mmol = 84%

"H-NMR300(CDCI3/TMS): 6.73 - 7.77 6 H; Aromat, s.0.); 3.33 (4H; T); 1.61 (4H;
M); um 1.30 (20H; M, nicht aufgel 6st); 0.88 (6H; T)

me JJ\ o
X

JM Wy

Abb. 34: *H-NMR300(CDCIz/TMS) von 4f
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Versuch 5: Darstellung der 6-(N,N-Di-n-alkylamino-)naphth-2-ylvinylpyridine
S5a-f

Allgemeine Vorschrift: In einem Zweihalskolben wird N,N-Di-n-alkyl-6-brom-2-
naphthylamin 4 (1 mol), 4-Vinylpyridin (1.25 mol), Palladiumacetat (0.02 mol)
und Tri-o-tolylphosphin (0.04 mol) in 500 ml Triethylamin geldst. Die Lésung
wird mit Stickstoff gespult und 72 Stunden lang unter Stickstoffatmosphére auf
110°C erhitzt. Nach 20 Stunden werden dem Reaktionsgemisch, das inzwischen
einen halbfesten Brei darstellt, erneut 450 ml Triethylamin zugegeben, um es
wieder zu verflissigen. Nach Beendigung der Reaktion wird Wasser zu dem
Reaktionsgemisch gegeben. Mit Hilfe von Chloroform wird dieses dann aufgel 0st.
Die wassrige Phase wird zweima mit Chloroform extrahiert. Die organische
Phase wird mit Wasser annéhernd neutral gewaschen. Sie wird dann Uber K,COj3
getrocknet. Nach dem Einrotieren wird das Rohprodukt aus Diethylether

umkristallisiert.

Versuch 5.1.: 6-(N,N-Diethylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5a
Ausbeute: 4.13 g = 13.7 mmol = 65%
Smp.: 193-201°C

. ) L AN
IR (KBr-Prefdling): 3453 cm™ (C=N-Va.); 5

A
2971 (C-H-Val.); 1618, 1596 (Ringschw.); N
1

"H-NMR300(CDCl3/TMS): 8.55 (2H; AB-System,

1); 7.34 (2H; AB-System; 2); 7.35 (1H; D; 3); 6.98 (1H; D; 4); 7.70 (1H; S, 5);
7.68 (1H; D; 6); 7.59 (2H; S; 7 + 10); 7.10 (1H; DD; 9); 6.84 (1H; D; 8); 3.47
(4H; Q); 1.22 (6H; T)
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Abb. 35: FTIR-Spektrum von 5a (KBr-Pref3ding)

Abb. 36: *H-NMR300(CDCIz/TMS) von 5a
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Versuch 5.2.: 6-(N,N-Di-n-propylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5b
Ausbeute: 9.97 g 2 30 mmol £ 71%
Smp.: 136-41°C

IR (KBr-PreRling): 3452 cm™ (C=N-Val.); 2961 ‘O N
(C-H-Val.); 1620, 1599 (Ringschw.): i

Na

'"H-NMR300(CDCI3/TMS): 6.77 - 854 (12 H;
Aromaten- und Vinyl-H, s.0.); 3.33 (4H; T); 1.65 (4H; M); 0.96 (6H; T)
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Abb. 37: FTIR-Spektrum von 5b (KBr-Prefding)
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Abb. 38: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 5b

Versuch 5.3.: 6-(N,N-Di-n-butylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5¢
Ausbeute: 6.34 g = 17.7 mmol £ 79%

Smp.: 111-117°C

T~
IR (KBr-Prefiling): 3426 cm™ (C=N-Va); ‘O
|

2957 (C-H-Val.); 1619, 1598 (Ringschw.);

N
'H-NMR300(CDCl3/TMS): 6.77 - 8.57 (12 H; Aromaten- und Vinyl-H, s.0.); 3.38
(4H; T); 1.63 (4H; M); 1.40 (4H; M); 0.98 (6H; T)

Elementaranalyse: Ber.: C: 83.70; H: 8.44; N: 7.81

Gef.: C: 83.79; H: 8.69; N: 7.72
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Abb. 40: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 5¢
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Versuch 5.4.: 6-(N,N-Di-n-pentylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5d

Ausbeute: 10.10 g £ 26 mmol 2 51%

Smp.: 91-96°C ‘O N~
/ \

IR (KBr-Prefdling): 3424 cm™ (C=N-Val.); L

2931 (C-H-Val.); 1619, 1598 (Ringschw.);

'H-NMR300(CDCl5/TMS): 6.78 - 8.54 (12 H; Aromaten- und Vinyl-H, s.0.); 3.35
(4H; T); 1.63 (4H; M); 1.36 (8H; M, nicht aufgel 6st); 0.93 (6H; T)
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Abb. 41: FTIR-Spektrum von 5d (KBr-Prefding)
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Abb. 42: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 5d

Versuch 5.5.: 6-(N,N-Di-n-hexylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5e

Ausbeute: 1.80 g £ 4.3 mmol £ 30% /_/I
N\/\/\/
IO
|

IR (KBr-Prefling): 3442 cm™ (C=N-Val.);

N
2925, 2855 (C-H-va); 1617, 1597
(Ringschw.);

Smp.: 76-80°C

'H-NMR300(CDCl5/TMS): 6.77 - 8.57 (12 H; Aromaten- und Vinyl-H, s.0.); 3.36
(4H; T); 1.63 (4H; M); 1.35 (12H; M, nicht aufgel 6st); 0.91 (6H; T)
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Abb. 43: FTIR-Spektrum von 5e (KBr-Prefding)
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Abb. 44: *H-NMR300(CDCl5/TMS) von 5e
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Versuch 5.6.: 6-(N,N-Di-n-oktylamino-)naphth-2-ylvinylpyridin 5
Ausbeute: 8.10g = 17.2 mmol £ 51%

Smp.: 56-62°C

IR (KBr-Preffling): 3446 cm™ (C=N-Val.); ‘O N/_/_/_\/\/\/\/ﬁ
2923, 2853 (C-H-va.); 1619, 1598 @/\/“/
(Ringschw.); S

'H-NMR300(CDCl3/TMS): 6.78 - 8.55 (12 H; Aromaten- und Vinyl-H, s.0.); 3.35
(4H; T); 1.63 (4H; M); um 1.29 (10H; M, nicht aufgel 6st); 0.89 (6H; T)
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Abb. 45: FTIR-Spektrum von 5f (KBr-Prefdling)
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Abb. 46: *H-NMR300(CDCIz/TMS) von 5f
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Versuch 6: Reaktivfarbstoffe aus 5a-f und la-e.

Versuch 6.1.: 1-(3-Succinimidoxy-3-oxyprop-1-yl)4-(2-(6-N,N-di-n-butylamino-
naphth-2yl-)vinyl-)pyridiniumbromid 6a
500 mg (1.4 mmol) 5c¢c und 370
mg (1.4 mmol) la werden in /\/\N C

: . ~ /TN 7
Substanz auf 110°C erhitzt. Die \ 7N\/\n/°\j,§
anfangs feste Mischung schmilzt ° 5
dabel zunéchst auf, um sich nach wenigen Minuten wieder zu verfestigen. Nach
zehn Minuten wird die Reaktionsmischung etwas abgekihlt, in wenig Chloroform
aufgel6st und das Produkt mit Essigester ausgeféllt. Nach dem Absaugen wird es
im Vakuum getrocknet.

'H-NMR300(CDCl5/TMS): 0.93 (6H; T); 1.35 (4H; M); 1.52 (4H; M); 2.83 (4H;
S); 3.35 (4H T); 3.63 (2H; T); 4.81 (2H; T); 7.0 bis 9.2 (12 H; M; Aromaten und
Vinyl-H)

Abb. 47: *H-NMR300(CDCIz/TMS) von 6a
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Versuch 6.2.: 1-(6-Succinimidoxy-6-oxyhex-1-yl)4-(2-(6-N,N-di-n-pentylamino-
naphth-2yl-)vinyl-)pyridiniumbromid 6b

500 mg (1.3 mmol) 5d

und 400 mg (1.3 mmol) \/\/\N C o

1d werden in Substanz o~ O ¢ o i

= \ 7NMO/N

auf 110°C erhitzt. Die ©
anfangs feste Mischung schmilzt dabei zunachst auf, um sich nach wenigen
Minuten wieder zu verfestigen. Nach zehn Minuten wird die Reaktionsmischung

etwas abgekuhlt, in wenig Chloroform aufgel6st und das Produkt mit Essigester
ausgefallt. Nach dem Absaugen wird esim Vakuum getrocknet.

"H-NMR300(CDCI3/TMS): 0.93 (6H; T); 1.36 (8H; M); 1.47 (2H; M); 1.62 (4H;
M); 1.74 (2H; T); 2.00 (2H; M); 2.58 (2H; T); 2.81 (4H; S); 3.34 (4H; T); 4.64
(2H; T); 7.06 (1H; D); 7.73 (1H; D); 7.5 bis 7.8 (5H; M; Naphthalin); 7.99 (2H;
D); 8.98 (2H; D)

Abb. 48: *H-NMR300(CDCl5/TMS) von 6b
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Versuch 6.3.: 1-(11-Succinimidoxy-11-oxyundec-1-yl-)4-(2-(6-N,N-di-n-
octylaminonaphth-2yl-)vinyl-)pyridiniumbromid 6¢

R SR
N
J\/\/\/ CO Nl o F
\ /\/\/W\/Y%
(@]
O

500 mg (1.1 mmol) 5f und 416 mg (1.1 mmol) 1e werden in Substanz auf 110°C
erhitzt. Die anfangs feste Mischung schmilzt dabel zunéchst auf, um sich nach
wenigen Minuten wieder zu verfestigen. Nach zehn Minuten wird die
Reaktionsmischung etwas abgekihlt, in wenig Chloroform aufgelést und das
Produkt mit Essigester ausgeféllt. Nach dem Absaugen wird es im Vakuum
getrocknet.

'H-NMR300(CDClo/TMS): 0.90 (6H; T); 1.35 (32H; M); 1.65 (6H; M); 1.92 (2H;
M); 2.56 (2H; T), 2.84 (4H; S); 3.36 (4H; T); 4.63 (2H; T); 7.08 (1H; D); 7.73
(1H; D); 7.03 (1H; D); 7.5 bis 7.8 (5H; M; Naphthalin); 8.03 (2H; D); 9.00 (2H;
D)
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Abb. 49: 'H-NMR300(CDClz/TMS) von 6c
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Versuch 7: Weitere Reaktivfarbstoffe mit NHS-Estergruppe

Versuch 7.1.: 1-(3-Succinimidoxy-3-oxyprop-1-yl)4-(p-N,N-di-n-butyl-amino-
styryl-)pyridiniumbromid 7a

500 mg (1.6 mmol) 4-(p-N,N-Di-n-

butylaminostyryl-)pyridin  und 426 /\/\NO_\_C y .
mg (1.6 mmol) 1-(3-Brom-1-oxy- ~ \ 7N\/\n/o\)'\l§
propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion werden %o

in Substanz auf 110°C erhitzt. Die anfangs feste Mischung schmilzt dabel
zunachst auf, um sich nach wenigen Minuten wieder zu verfestigen. Nach zehn
Minuten wird die Reaktionsmischung etwas abgekuhlt, in wenig Chloroform

aufgel 6st und das Produkt mit Essigester ausgeféllt. Nach dem Absaugen wird es
im Vakuum getrocknet.

'H-NMR300(DMSO/TMS): 0.93 (6H; T); 1.35 (4H; M); 1.52 (4H; M); 2.83 (4H;
S); 3.33 (4H; T); 3.63 (2H, T); 4.81 (2H; T); 6.72 (2H; AB-System; Anilin); 7.18
(1H; D); 7.60 (2H; D); 8.00 (1H; D); 8.11 (2H; D); 8.84 (2H; D)
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Versuch 1.2.: 1-(3-Succinimidoxy-3-oxyprop-1-yl)4-(p-N,N-di-n-

pentylaminostyryl-)pyridiniumbromid 7b

500 mg (1.5mmol) 4-(p-N,N-Di-n- \/\/\

pentylaminostyryl-)pyridin und 400 N—< >—\ C— Br o
mg (1.5 mmol) 1-(3-Brom-1-oxy- /\/\/ ) \ 7Nv11/0\)§
propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion °
werden in Substanz auf 110°C erhitzt. Die anfangs feste Mischung schmilzt dabei
zunachst auf, um sich nach wenigen Minuten wieder zu verfestigen. Nach zehn
Minuten wird die Reaktionsmischung etwas abgekuhlt, in wenig Chloroform
aufgel0st und das Produkt mit Essigester ausgefallt. Nach dem Absaugen wird es
im Vakuum getrocknet.

"H-NMR30o(DMSO/TMS): 0.89 (6H; T); 1.32 (8H; M); 1.54 (4H; M); 2.83 (4H;
S); 3.32 (4H; T), 3.62 (2H, T); 4.80 ( 2H; T); 6.73 (2H; D); 7.16 (1H; D); 7.59
(2H; D); 7.99 (1H; D); 8.08 (2H; D); 8.82 (2H; D)

Abb. 50: *H-NMR300(DMSO/TMS) von 7b
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Versuch 7.3.: 1-(5-Succinimidoxy-5-oxypent-1-yl)4-(p-N,N-di-n-butylamino-

styryl-)pyridiniumbromid 7c

500 mg (1.6 mmol) 4-(p-N,N- —__
Di-n-butylaminostyryl-)pyridin =~ /"~ N@_\\—@Ni/\/\roﬁ
und 471 mg (1.6 mmol) 1-(5- ° 5

Brom-1-oxy-pentoxy-)pyrrolidin-1,5-dion werden in Substanz auf 110°C erhitzt.
Die anfangs feste Mischung schmilzt dabel zundchst auf, um sich nach wenigen
Minuten wieder zu verfestigen. Nach zehn Minuten wird die Reaktionsmischung

etwas abgekuhlt, in wenig Chloroform aufgel6st und das Produkt mit Essigester
ausgefallt. Nach dem Absaugen wird esim Vakuum getrocknet.

"H-NMR30o(DMSO/TMS): 0.97 (6H; T); 1.38 (4H; M); 1.59 (4H; M); 1.89 (2H;
M); 2.14 (2H; M); 2.73 (2H; T); 2.86 (4H; S); 3.33 (4H; T); 4.77 (2H; T); 6.63
(2H; D); 6.87 (1H; D); 7.51 (2H; D); 7.62 (1H; D); 7.83 (2H; D); 9.05 (2H; D)

=

Abb. 51: *H-NMR300(DMSO/TMS) von 7c
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Versuch 74.: 1-(3-succinimidoxy-3-oxyprop- 1-yl)4-(p-n-butoxystyryl-

)pyridiniumbromid 7d

405 mg (1.6 mmol) 4-(p- o~ - )
butoxystyryl)pyridin und 426 mg O_<j>_\\—<:\7frv\]/o\)N\J§
(1.6 mmol) 1-(3-Brom-1-oxy- °
propoxy-)pyrrolidin-1,5-dion werden in Substanz auf 110°C erhitzt. Die anfangs
feste Mischung schmilzt dabel zundchst auf, um sich nach wenigen Minuten
wieder zu verfestigen. Nach zehn Minuten wird die Reaktionsmischung etwas
abgekihlt, in wenig Chloroform aufgelést und das Produkt mit Essigester
ausgefallt. Nach dem Absaugen wird esim Vakuum getrocknet.

"H-NMR30o(DMSO/TMS): 0.94 (3H; T); 1.46 (2H; M); 1.72 (2H; M); 2.83 (4H;
S); 3.67 (2H; T); 4.05 (2H; T); 4.89 (2H; T); 7.06 (2H; D); 7.42 (1H; D); 7.74
(2H; D); 8.10 (1H; D); 8.26 (2H; D); 9.00 (2H; D);

I

/ —

ke J /
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Abb. 52: *H-NMR300(DMSO/TMS) von 7d
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Versuch 8: 4-N,N-Di-n-butylaminozimtaldehyd 8

Zu ener Lésung von 14.0 g (0.141 mol) N,N- 0
Dimethylaminoacrolein und 35.6 g (0.173 mol) /\/\N H
N,N-Di-n-butylanilin in 141 ml abs. THF It —

man innerhalb einer halben Stunde unter Kihlung mit EisKochsalz 22.5 g (0.147
mol) frisch destilliertes Phosphoroxychlorid in 85 ml abs. THF zutropfen. Man
lat noch zwel Stunden lang weiter rihren und 18/% dann Uber Nacht stehen.
Danach erhitzt man noch 6 h lang auf 60°C. Wéhrend der letzten Stunde wird das
THF abdestilliert. Der Ruckstand wird in 30 ml Methanol gelost und 120 g Eis
werden zugegeben. Nach Zugabe von 90 5N Natronlauge wird mit Chloroform
extrahiert. Das Chloroform wird neutral gewaschen und Uber Kaliumkarbonat
getrocknet. Nach dem Abrotieren des Lésungsmittels wird der Ruckstand Uber
Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt (Elutionsmittel Hexan/Essigester 9 :
1). Das Produkt ist ein gelbes Ol.

Ausbeute: 13.4 g = 52 mmol = 36%

H-NMRsoo: 8(ppm) = 0.96 (6H; T), 1.35 (4H; M), 1.57 (4H; M), 3.30 (4H; T),
6.50 (1H; DD), 6.60 (2H; D), 7.32 (1H; D), 7.39 (2H; D), 9.55 (1H; D)

W T e T

TTTTryTT
0 PPM

Abb. 53: "H-NMR300(CDClz/TMS) von 8
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Versuch 9: 4-N,N-di-n-butylaminophenylbutadienylpyridin 9

In  einem 100  ml-Zweihaskolben mit

RuckfluRkiihler, Trockenrohr und =
Stickstoffeinleitungrohr werden 1.62 g (17.3 mmol) —~

y-Picolin  vorgelegt und mit ener EigKochsaz-Mischung  unter
Feuchtigkeitsausschlufl3 gekihlt. Unter Rihren werden 2.44 g (17.3 mmol)
Benzoylchlorid dazugetropft. Die Mischung erstarrt daraufhin. Nun werden 5.80 g
(27.3 mmol) p-N,N-Di-n-butylaminozimtaldehyd 8 in 4.5 ml Picolin zugetropft
und das Gemisch eine halbe Stunde lang bel Raumtemperatur stehengelassen.
Danach wird die Apparatur mit Stickstoff gesptlt und 5 h lang auf 155°C erhitzt.
Nach Abkuhlen und Zugabe von 30 ml konz. Salzsaure unter Rihren werden 80
ml 5 N NaOH zugegeben. Dann wird dreimal mit je 50 ml Chloroform
ausgeschittelt, das Chloroform neutral gewaschen und Uber Kaliumkarbonat
getrocknet. Nach dem Abdampfen des Ldsungsmittels wird Uber Kieselgel
saulenchromatographisch aufgearbeitet (Elutionsmittel: Essigester). Das Produkt
ist ein hellroter Feststoff, der in Losung gelb erscheint.

Ausbeute: 11-17 %
Elementaranalyse: Ber.: C: 82.59; H: 9.04; N: 8.37
Gef.: C: 82.37; H: 8.94; N: 8.15
'H-NMR300(CDCl3/TMS): 8(ppm) = 0.96 (6H; T), 1.35 (4H; M), 1.57 (4H; M),

3.28 (4H; T), 6.42 (1H; D), 6.60 (2H; D), 6.73 (1H; D), 7.13 (1H; DD), 7.24 (2H;
D), 7.32 (2H; D), 7.39 (1H; D), 8.48 (2H; D)

IR (KBr-Preffling): 3443 cm™ (C=N-Va.); 2957 (C-H-val.); 1587, 1519
(Ringschw.);
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Abb. 55: *H-NMR300(CDCl5/TMS) von 9
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Versuch 10: Tripyrrolidinophosphinoxid”’ 10

In einem 1l-3-Halskolben mit Magnetrthrer, Ruckflul3kihler mit

Trockenrohr, Innenthermometer und Tropftrichter werden 120.0 Q

g (1.2 mol) Triethylamin und 85.3 g (1.2 moal) Pyrrolidin in 600 CN_E_NO
ml trockenem Benzen vorgelegt und auf 5°C gekdhlt. Zu dieser Mischung 183
man 60.0 g (0.4 mol) Phosphoroxychlorid in 200 ml Benzen tropfen, wobei die
Temperatur 40°C nicht Uberschreiten sollte. Nach beendigter Zugabe wird noch
Uber Nacht bel Raumtemperatur weitergertihrt. Dann wird vom Niederschlag
abgesaugt und das Benzen im Vakuum abdestilliert. Das zurtickbleibende Ol wird
im Ol pumpenvakuum fraktioniert destilliert.

Ausbeute: 76.0 g= 0.3 mol =275 %
nZ’:1.5137Lit.:n3’:1.5115

Sdp.: 153°C (0.01 mbar) (Lit.: 143°C/0.5 mm)
Versuch 11:

Chlortripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat 11

In einem 250 ml-Zweihalskolben werden 15.3 g (0.1 mol) O
Phosphoroxychlorid in 15 ml abs. Methylenchlorid vorgelegt. Bei N

Raumtemperatur werden 25.7 g (0.1 mol) 10 in 15 ml CN_L_N
Methylenchlorid innerhalb von 20 min zugetropft. Dann wird die Pre
Ldsung noch 20 min. lang gertihrt. 18.5 g (0.1 mol) Kaliumhexafluorophosphat
werden wahrenddessen in 200 ml Wasser aufgel 6st. Die Reaktionsmischung wird
mit einem Intensivkihler versehen. Die KPFg-Losung wird dann in einem Gul
unter starkem Ruhren hinzugegeben. Die Mischung kocht spontan auf. Nach dem
Erkalten wird das Produkt zweimal mit Methylenchlorid extrahiert, die organische
Phase wird mit Wasser nachgewaschen und dann Uber Natriumsulfat getrocknet.
Die Losung wird dann eingedampft und der so erhaltene Feststoff aus

Methylenchlorid/Ether umkristallisiert.
Ausbeute: 34.592 0.077 mol 2 77 % (Lit.: 82%)

Smp.: 137°C (Lit.; 150-151°C)
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Versuch 12:
Darstellung der 1-(n-Carboxyalk-1-yl)-4-Picoliniumbromide

Die Darstellung erfolgt fur ale Verbindungen analog. 4-Picolin wird mit der
aquimolaren Menge der entsprechenden w-Bromcarbonsaure 6 h lang auf 110°C

erhitzt. Danach wird das Produkt aus abs. Ethanol/Aceton umkristallisiert.

Versuch 12.1: 1-(2-Carboxyethyl)-4-Picoliniumbromid 12a

Die Darstellung dieses Produktes konnte nicht auf die oben

dargestellte Weise erreicht werden. Stett einer kovalenten ‘@N\)‘\
Verbindung bildet sich eine ionische, die durch Basen leicht wieder gespalten
wird. Auf das kirzeste Glied dieser homologen Reithe mul3 deshalb hier verzichtet

werden.

Versuch 12.2: 1-(3-Carboxyprop-1-yl)-4-Picoliniumbromid 12b

Auch die Darstellung dieser Verbindung ist nicht ohne Schwierigkeiten. Daher
wird die Synthese hier abgewandelt:

50 g (54 mmol) 4-Picolin und 4.5 g (27 mmol) 4-Brombuttersdure werden
gemeinsam fur 7 h auf 120°C erhitzt. Das 6lige Rohprodukt

wird ohne weitere Aufarbeitung eingesetzt. @ ;\_\(

Ausbeute: ca. 30%
Versuch 12.3: 1-(4-Carboxybut-1-yl)-4-Picoliniumbromid 12c

Die Synthese erfolgt ohne Abwandlung nach der obigen @

allgemeinen Vorschrift.

Ausbeute: 13.4 g 2 50 mmol 2 72% ©

Versuch 12.4: 1-(5-Carboxypent-1-yl)-4-Picoliniumbromid 12d

Die Synthese erfolgt ohne Abwandlung nach der obigen

/
allgemeinen Vorschrift. ‘@“‘;\_\_\(
OH
Ausbeute: 5.5 g = 19 mmol £ 89%
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Versuch 12.5:1-(7-Carboxyhept-1-yl)-4-Picoliniumbromid 12e

Die Synthese erfolgt ohne Abwandlung nach der @
VAR

obigen allgemeinen Vorschrift. Br’

Ausbeute: 5.0 g = 15.7 mmol £ 71% OH

Versuch 12.6.: 1-(10-Carboxydec-1-yl)-4-

Picoliniumbromid 12f

Die Synthese erfolgt ohne Abwandlung nach der

7/ N\ _ OH
obigen allgemeinen Vorschrift. 9 (CH»N_OI(

Ausbeute: 5.1 g= 15 mmol £ 75%
Smp.: 150.3-155.6°C

Versuch 13: Darstellung  der  1-(n-Carboxyalk-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-
butylaminostyryl-)pyridiniumbromide 13a bis 13e

Zur Darstellung dieser Produkte werden die einzelnen Picoliniumsalze 12b bis 12f
in abs. Ethanol (ca. 3 I/mol) gelost. Nach Zugabe von 1.1 mol p-N,N-di-n-
Butylaminobenzaldehyd und 2 mol Piperidin wird die Lésung far 6 h unter
Ruckflufd gekocht. Nach beendigter Reaktion wird die Lésung gekuhlt und mit
einem UberschuRR Essigsiure versetzt. Dann wird etwa die doppelte Menge
Wasser hinzugegeben und die Mischung zur Kristallisation fir ca. 1 h in den
Kuhlschrank gestellt. Das Produkt wird abgesaugt und aus Ethanol

umkristallisiert.
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13a 13b 13c 13d 13e
1'1334;4H; T |3.354H; T |3.35,4H; T [3.354H; T [3.36;4H; T
2'1152;4H; M |1.53;4H; M |1.52; 4H:M | 1.50; 4H; M |1.51; 4H; M
3 11.34,4H; M [1.34;4H; M |1.35;4H; M [ 1.32; 4H; M | 1.34; 4H; M
4 10.92;6H; T |0.93;6H; T |0.93;,6H; T [0.93;6H; T [0.93; 6H; M
a |6.71;2H; D |6.73; 2H; D [6.73;2H; D |6.72;2H; D |16.73; 2H; D
B 1755 2H;D |7.59;2H; D |7.59; 2H; D |7.58; 2H; D | 7.57;, 2H; D
y |711;1H; D |7.17;1H; D |7.17;1H; D |7.15;1H; D [7.13; 2H: D
6 |7.89;1H; D |7.97;1H; D |7.96; 1H; D |7.95; 1H; D | 7.92; 2H; D
€ 18.03;2H; D |18.10;2H; D |18.09; 2H; D |8.08. 2H. D [8.06; 2H: D
¢ 18.75;2H; D |8.83;2H; D |8.82; 2H; D |8.82; 2H; D |8.78;2H; D
11443, 2H; T (447, 2H; T [4.44,2H; T [4.43.2H: T (441, 2H: T
21210:2H: M [1.91: 2H: M |1.89; 2H; M |1.87; 2H: M | 1.87; 2H; M
3 [211;2H; T [1.55;2H: M |1.53; 2H; M |1.29; 2H; M | 1.24; 2H; M
4 X 230;3H, T |1.52;2H; M |1.29; 2H; M |1.24; 2H; M
5 X X 223;2H; T [1.29;2H; M |1.24; 2H; M
6 X X X 1.48;2H;: M |1.24; 2H: M
7 X X X 216, 2H; T |1.24;2H; M
8 X X X X 1.24; 2H; M
9 X X X X 1.55; 2H; M
10 X X X X 218, 2H; T

Tab. 7: *H-NMRgge-Daten der Verbindungen 13a-e (DMSO/TMS)
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Versuch 13.1.:

1-(3-Carboxyprop-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)pyridinium-bromid 13a
Ausbeute:

1.11g= 2.3 mol = ca. 10% /\/\N \ / \ OH
\/\/ @N—»(CHz)g—"/
—/ Br 0

IR (KBr-Prefding): 3446 cm™* (O-H-
Val.); 2956 (C-H-Val.); 1644 (C=0-Val.); 1582, 1524 (Ringschw.);
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Abb. 56: FTIR-Spektrum von 13a (KBr-Prefdling)
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LUV S

Abb. 57: *H-NMR3p(DMSO/TMS) von 13a

Versuch 13.2.: 1-(4-Carboxybut-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-
)pyridiniumbromid 13b N

" \ /' Y-y
Ausbeute: 3.0g= 6 mmol £ 70 % — /o —

(0]
IR (KBr-Preflling): 3447 cm™ (O-H-Val.); 2956 (C-H-Val.); 1708 (C=0-Val.);
1578, 1522 (Ringschw.);
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Abb. 58: FTIR-Spektrum von 13b (KBr-Prefding)
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Abb. 59: *H-NMR300(DMSO/TMS) von 13b
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Versuch 13.3.:

1-(5-Carboxypent-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl -) pyridiniumbromid 13c

Ausbeute: 4.7 g = 9.3 mmol = 53% S N

N
\ \ OH
IR (KBr-Preling): 3423 cm® (O-H- —" / e

Val.): 2033 (C-H-Val.): 1719 (C=0-Val.); 1579, 1524 (Ringschw.);
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Abb. 60: FTIR-Spektrum von 13c (KBr-Prefiding)
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Abb. 61: *H-NMRs300(DMSO/TMS) von 13c

Versuch 13.4.:

1-(7-Carboxyhept-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-) pyridiniumbromid 13d

Ausbeute: 4.3 g2 8 mmol £ 64% TN
. 1 N : \\—</ éN—(CHz)f"/OH
IR (KBr-Prefding): 3425 cm~ (O-H- =/ Br o

Val.); 2930, 2858 (C-H-Val.); 1726, 1642 (C=0-Val.); 1583, 1524 (Ringschw.):
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Abb. 63: *H-NMRs300(DMSO/TMS) von 13d
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Versuch 135  1-(10-Carboxydec-1-yl)-4-(4-N,N-ci-n-butylaminostyryl-
)pyridiniumbromid 13e o

N
Ausbeute: 5592 9.5mmol £ 71% \/ \©N—_(CH2)10—"/OH

=/ Br o

IR (KBr-Prefdling): 3446 cm™ (O-H-
Val.); 2923, 2854 (C-H-Val.); 1716, 1641 (C=0-Val.); 1583, 1524 (Ringschw.);
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Abb. 64: FTIR-Spektrum von 13e (KBr-Prefiding)
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Abb. 65: "H-NMR300(DMSO/TMS) von 13e

Versuch 14: Darstellung der Amide 14a bis 14e aus p-Phenylendiamin und 13a
bis 13e.

1 mmol der jeweiligen Carbonsdure 13a-e wird mit 1 mmol 11 und 3 mmol Di-
iso-propyl-ethylamin in 10 ml Acetonitril gelost und fir ca 15 h be
Raumtemperatur gertihrt. 3 mmol p-Phenylendiamin werden wahrend dieser Zeit
in 5 ml Acetonitril aufgel6st. Unter Rihren wird nun die erste Mischung langsam
zu dem p-Phenylendiamin zugetropft. Anschliefiend wird die Loésung (bzw.
Suspension) noch 24 h lang bei Raumtemperatur gertihrt. Das Produkt fallt aus
und kann sofort abgesaugt und mit Acetonitril gewaschen werden. Nach

Vakuumtrocknung besitzt esi. d. R. bereits eine ausreichende Reinheit.
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Versuch 141 1-(3-(4-Aminophenyl carbamoyl-)prop-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-
butylaminostyryl-)pyridinium Hexafluorophosphat 14a

Ausbeute: gering (unter 20%). Das Produkt ist zudem nicht rein, da die
Umsetzung nicht vollstandig ist.
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Abb. 66: FTIR-Spektrum von 14a (KBr-Prefdling)
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Abb. 67: *H-NMR3p(DMSO/TMS) von 14a
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Versuch 14.2.: 1-(4-(4-Aminophenyl carbamoyl-)but-1-yl)-4-(4-N,N-di-n-
butylaminostyryl-)pyridinium Hexafluorophosphat 14b

. 0 O
Ausbeute: 63% e y /' on—chy—d
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Abb. 68: FTIR-Spektrum von 14b (KBr-Pref3ding)
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Abb. 69: *H-NMRz00(DMSO/TMS) von 14b
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Versuch 14.3.: 1-(5-(4-Aminophenyl carbamoyl-) pent- 1-yl)-4-(4-N,N-di-n-
butylaminostyryl-)pyridinium Hexafluorophosphat 14c

O
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Abb. 70: FTIR-Spektrum von 14c (KBr-Prefiding)
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Abb. 71: *H-NMR30o(DMSO/TMS) von 14c
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Versuch 14.4.: 1-(7-(4-Aminophenyl carbamoyl-)hept- 1-yl)-4-(4-N,N-di-n-

butylaminostyryl-)pyridinium Hexafluorophosphat 14d

O

/' on—
/\/\N / oN (CHZ)7—{NH

SO g
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Abb. 72: FTIR-Spektrum von 14d (KBr-Prefding)
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Abb. 73: *H-NMR3po(DMSO/TMS) von 14d
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Versuch  14.5. 1-(10-(4-Aminophenyl carbamoyl-)dec-1-yl)-4-(p-N,N-di-n-
butylaminostyryl-)pyridinium Hexafluorophosphat 14e

(0]

Ausbeute: 57% /
/\/\N / 0'\‘—(m"z)lcv—['\“_'
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Abb. 74: FTIR-Spektrum von 14e (KBr-Prefiding)



144 Hauptteil

—

Abb. 75: *H-NMR300(DMSO/TMS) von 14e

'H-NM Rago-Daten der Verbindungen 14a bis 14e (DMSO/TMS):

Die Spektren enthalten alle Signale der Vorstufen weitestgehend unverandert und
zeigen zusétzlich die Signale fir ein priméres aromatisches Amin (2 H; breit; n),
fur ein Anilid (1H; S; 6) und fur einen 1,4-disubstituierten Aromaten (22H; D;

+K):

14a 14b 14c 14d 14e

4.83 (2H)

ca. 4.9 (2H)

ca. 5.4 (2H)

ca. 5.2 (2H)

ca.5.75 (2H)

9.82; 1H: S

9.69; 1H; S

9.62; 1H; S

9.51; 1H; S

9.51;1H; S

6.49; 2H; D

6.49; 2H; D

6.50; 2H; D

6.49; 2H; D

6.49; 2H; D

X |- |© |=

7.23.2H; D

7.23; 2H; D

7.25, 2H; D

7.23.2H; D

7.22;2H; D

Tab. 8: 'H-NMRggo-Daten der Verbindungen 14a-e (DMSO/TMS)

N-H-Val. | C-H-Va. | C=0-Val. Ringschw.
1l4a 3446 2956 1645 1581; 1523
14b 3422 2956 1638 1579; 1522
14c 3420 2956 1645 1579; 1523
14d 3346 2931 1638 1578; 1523
1l4e 3446 2926 1637 1579; 1522

Tab. 9: IR-Daten der Verbindungen 14a-e
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Versuch 15.1.:

1-(5-Piperidino-5-oxypent-1-yl-)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)
pyridiniumhexafluorophosphat 15a

250 mg (510 pmol) 14c werden Ov
in 10 ml Methylenchlorid /' on N
suspendiert. Nach Zigabe von ﬁN = P;/\/\g/ A
178 mg (1.53 mmol) Diisopropylethylamin entsteht eine klare Ldsung. Nun
werden 44 mg (510 pmol) Piperidin und 227 mg (510 umol) 11 zugegeben und
die Losung Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Das Produkt wird aus
Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 238 mg = 383 pmol £ 75%

'H-NMR300(CDCI5/TMS) (Die Zuordnung erfolgt nach der Beschriftung in
Versuch 11/12; fur das Piperidin werden zusétzlich die Protonengruppen A, 1 und
v bendtigt): 8.33, 7.68 (4H; AB-System; Pyridinium); 7.47, 6.62 (4H; AB-
System; Anilin); 7.61 (1H; D); 6.76 (1H; D); 4.35 (2H; T; 1); {3.50 (2H; T; A);
3.38 (2H; T; A) = Methylengruppen des Piperidins, a-standig zur Amid-Gruppe,
die nicht magnetisch &quivalent sind}; 3.33 (4H; T; 1'); 2.40 (2H; T; 4); 2.00 (2H;
M; 2); 1.59 (4H; M; 2'); 1.59 (4H; M; p); 1.59 (2H; M; v); 1.59 (2H; M; 3); 1.39
(4H; M; 3°); 0.97 (6H; T; 4°)
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Abb. 76: *H-NMR3po(CDCl5/TMS) von 15a

Versuch 15.2.:

1-(5-Piperazino-5-oxypent-1-yl-)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)
pyridiniumhexafluorophosphat 15b

250 mg (510 pmol) 14c werden (\NH
in 10 ml Methylenchlorid —\~ y /_éNP;/\/\,O(“AJu
suspendiert. Nach Zugabe von -~

178 mg (1.53 mmol) Diisopropylethylamin entsteht eine klare Lésung. Zu dieser
Losung werden 227 mg (510 umol) 11 gegeben und die Mischung 1 h lang bel RT
gerthrt. Sie wird dann langsam bei Raumtemperatur in eine Lésung aus 88 mg
(2.02 mmol) Piperazin getropft. Die Bildung des Amids ist sofort abgeschlossen.
Das Produkt wird aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 251 mg 2 398 umol £ 78 %
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'H-NMR3po(CD3s0OD/TMS): 8.62 (2H; D; 2); 7.96 (2H; D; ¢); 7.82 (1H; D; d);
7.59 (2H; D; B); 7.05 (1H; D; y); 6.72 (2H; D; a); 4.47 (2H; T; 1); 3.83 (4H; M;
A); 339 (4H; T; 1); 3.20 (4H; T; w); 257 (2H; T; 4); 2.03 (2H; M; 2); 1.65 (2H;
M; 3); 1.60 (4H; M; 2'); 1.39 (4H; M; 3'); 0.98 (6H; T; 4') (Numerierung s. Vers.
11/121).
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Abb. 77: *H-NMR30(CD;0OD/TMS) von 15b
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Versuch 15.3. 1,4-Piperazinyliden-di-1-(5-oxypentyl)-4-(p-N,N-di-n-

butylaminostyryl-)pyridiniumhexafluorophosphat 15¢

Die Darstellung verlauft

h

wie in 15.2. Jedoch wird J\ N
. — N VW ndind QNI
jetzt die Lésung von nur o~ PFg O A

4 mg (510 pmol)
Piperazin zu der Reaktionsmischung gegeben. Auch hier ist die Reaktion sofort
beendet. Das Produkt wird aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 236 mg £ 204 umol £ 80%

H-NM R300(DMSO/TMS): 8.75 (2H; D; (); 8.05 (2H; D; €); 7.90 (1H; D; &); 7.57
( 2H; D; B); 7.08 (1H; D; vy); 6.73 (2H; D; a); 443 (2H; T; 1); 3.41 (8H; S; A);
3.33 (4H; T; 1'); 240 (2H; T; 4); 1.90 (2H; M; 2); 1.52 (2H; M; 3); 1.52 (4H; M;
2'); 1.34 (4H; M; 3); 093 (6H; T; 4) (Zur Numerierung s. Formelbild zu
Versuch 11/12').
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Abb. 78: "H-NMRs30o(DMSO/TMS) von 15¢
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Versuch 15.4.: 1-(2-Piperidino-2-oxyethyl-)-4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)

pyridiniumbromid 15d

Die Darstellung erfolgte in drei Stufen:

zunichst  wird  4-Picolin ~ mit /\/\N y /—;iﬁfO
Methylbromacetat quarter-nisiert. Diese __~ o
Reaktion erfolgt augenblicklich unter starker Wéarmeentwicklung. Das
entstandene Picoliniumsalz wird dann einer Aminolyse mit Piperidin unterworfen.
Hierzu werden die beiden Edukte fur 6 h in Methanol unter Ruckfluf3 erhitzt.
Anschlief?end erfolgt eine Aldolkondensation mit p-N,N-Di-n-butylaminobenz-
aldehyd nach der gleichen Vorschrift wie in Versuch 13. Das Produkt kann aus
Ethanol umkristallisiert werden.

'H-NMR300(CDCl5/TMS): Das Spektrum dhnelt sehr dem Spektrum unter 15.1.
Folgende Signale sind grundlegend anders. die Rotationsbarriere der
Amidbindung ist nicht so hoch wie dort. Daher falen die zur Amid-Gruppe a-
standigen Protonengruppen A zusammen. Sie liegen bel 3.53 ppm und sind nur
etwas verbreitert. Die Multiplizitét mifte 5 sein. Die Gruppe v liegt bel 1.73 ppm
und ist ebenfalls verbreitert und nicht aufgel6st. p liegt unter dem Signal far 2'.
Die einzige Methylengruppe im Spacer schliefdlich liegt als Singulett der Intensitét
2 bel 6.10 ppm vor.
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Abb. 79: "H-NMR300(CDCl5/TMS) von 15d
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Versuch 15.5. 1-(2-(6-Aminohexyl-)carbamoyl ethyl)4-(p-butoxystyryl -

)pyridiniumbromid 15e

Die Darstellung erfolgt

d d M@—\_C
aLIS ern NHS—ESGT' 7_ \ 7N\/\"/NH\/\/\/\NH2
und ©
Hexamethylendiamin im UberschuR. Dazu wird 7d in Methylenchlorid
suspendiert und zu dieser LGsung Uberschissiges Amin in Methylenchlorid
zugegeben. Der vorher suspendierte Farbstoff 16st sich auf und das Produkt
kristalisiert nach einiger Zeit aus.

'H-NMR300(DMSO/TMS): 0.94 (3H: T); 1.08 (2H; M); 1.25 (2H; M); 1.43 (2H;
M); 171 (2H; M); 285 (2H; T); 2.95 (2H; M); 3.5 (8H; Methylen- und
Aminogruppen; nicht aufgelost); 4.04 (2H; T); 4.69 (2H; T); 7.06 (2H; D); 7.37
(1H; D); 7.70 (2H; D); 8.00 (1H; D); 8.17 (2H; D); 8.88 (2H; D)

—

Abb. 80: *H-NMRs300(DMSO/TMS) von 15



Experimenteller Teil 151

Versuch 16: 3-Cyano-2,6-dihydroxy-4-methylpyridin™ 16

288 g (0.22mol) Ethylacetoacetat, 184 g (0.22 mol) CHs
Cyanacetamid und 18.7 g (0.22 mol) Piperidin werden in 70 ml Z |
Methanol 45 h lang unter Rickflul3 gekocht. Das Methanol wird Ho© N ©H

abgedampft und der Rickstand in 100 ml heif3em Wasser geldst. Dazu werden 12

CN

ml konz. Sazsaure gegeben. Das Produkt 18% man im Kihlschrank
auskristallisieren. Es wird dann abgesaugt, mit kaltem Wasser nachgewaschen und

dann getrocknet.
Ausbeute: 23.7 g £ 0.16 mol £ 72%

Smp.: 289-93°C (Lit.: 286-88°C bzw. 295-300°C)

Versuch 17: 3-Cyano-2,6-dichlor-4-methyl pyridin™ 17

In einem 300-ml-Ruhrautoklav mit Glaseinsatz werden 40.0 g (0.26 CHs
CN

|
180°C erhitzt. Nach dem Abkihlen wird die Mischung auf Eis ¢~ N ¢

mol) 16 und 96 ml (1.04 mol) Phosphoroxychlorid 4-6 h lang auf Z

gegossen. Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt und aus 100 ml Ethanol

umkristallisiert.
Ausbeute: 29.3 g = 0.16 mol = 59% (Lit.: 88-96%)

Smp.: 109°C (Lit.: 109-110.°C)

Versuch 18: 3-Cyano-4-picolin 18

In einem 1-I-Einhalskolben werden 20.0 g (0.1 mol) 17 in 500 ml ¢k,
Methanol geldst. Nach Zugabe von 16.4 g (0.2 mol) Natriumacetat und |

5 g Palladium auf Aktivkohle wird die Reaktionsmischung ca. 45 h ™
lang hydriert. Danach werden die Feststoffe abgesaugt und das Filtrat

CN

eingedampft. Der Rickstand wird mit Wasser und Ether aufgenommen und das
Produkt mit Ether extrahiert. Die etherische Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingedampft. Man erhdlt als Rohprodukt 5.0 g (ca. 0.04 mol =
40% d. Th.) eines klaren, farblosen Ols. Nach Destillation im Vakuum (ca.
80°C/0.1 mbar) erhalt man noch 2.3 g Ol, das bald kristallisiert.
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Ausbeute: 2.3 g2 18.4 mmol £ 18% (Lit.: 87%)
Smp.: 43°C (Lit.: 43-46°C)

"H-NMR300(CDCI3/TMS): 2.58 (3H; S); 7.32 (1H; DQ); 8.63 (1H; D); 8.80 (1H:;
S

Abb. 81: *H-NMR30(CDCl5/TMS) von 18

Versuch 19: 1-(3-Sulfopropyl)-3-cyano-4-picoliniumbetain

1.0 g (8.5 mmol) 18 und 20.4 g (167 mmol) Propansulton werden Ch
2 h lang auf 110°C erhitzt. Das Uberschiissige Propansulton wird N
im Vakuum abdestilliert (und so zurtickgewonnen!). Der

Rickstand wird aus Aceton umkristallisiert.

\_ng \

SOy

'H-NMRap0(D-O/TSP): 2.47 (2H; Qint.); 2.86 (3H; S); 3.00 (2H:;
T); 4.81 (2H; T); 8.16 (1H; D); 8.99 (1H; DD); 9.41 (1H; S);
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Abb. 82: *H-NMR300(D,O/TSP) von 19

Versuch 20:

1-(3-Sulfopropyl-)-3-cyano-4-(4-N,N-di-n-butylamino-)  styrylpyridiniumbetain
20

850 mg (3.5 mmol) 19 und 820 mg (3.5 CN

mmol) p-N,N-Di-n-butylaminobenz- /\/\N y /_;N_\/\Sq
adehyd werden in 20 ml abs. Ethanol __~~
gelést. Nach Zugabe von 5 Tropfen Piperidin wird 3.5h lang unter Rickfluf
gekocht. Das Produkt 183 man dann dber Nacht im Kudhlschrank
auskristallisieren. Die weitere Aufarbeitung erfolgt Saulenchromatographisch tber

Kieselgel. Elutionsmittel ist Methanol.

AEOH - 557 nm

max
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Versuch 21: 3-Mesitoylpyridin 21

In eine Mischung von 100.0 g (0.568 mol) Nicotinylchlorid- Q
Hydrochlorid und 353.4 g (2.940 mol) Mesitylen, die unter 0/55)\
Ruhren in einem EigKochsalz-Bad auf -12°C gekuhlt wird,

werden 281,2 g (2.11 mol) Aluminiumchlorid in Portionen von 10 g eingetragen.
Danach la%t man die Reaktionsmischung sich auf Raumtemperatur aufwarmen
und erwérmt dann vorsichtig im lauwarmen Wasserbad. Dann wird 6 h lang bel
100°C geruhrt (KPG-Ruhrer). Danach wird die Mischung Uber Nacht
stehengelassen. Sie wird dann mit Eis’konz. HCl zersetzt und mit Natronlauge
alkalisch gemacht. Dann wird das Produkt mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und das Lo&sungsmittel
einschlielflich Mesitylen abdestilliert (nicht abrotiert!). Nach Uberfiihrung des
Ruckstandes in eine kleinere Apparatur wird das Produkt im Vakuum destilliert.

Es handelt sich um ein schwach gelbes Ol.
Ausbeute: 96.0 g = 0.426 mol = 75% (L.it.: 50.5%)
Sdp.: 123°C (0.05 mbar)

'H-NMR300o(CDCly/TMS): 2.09 (6H; S); 2.33 (3H; S); 6.92 ( 2H; S); 7.42 (1H;
DQ); 8.13 (1H; DT); 8.79 (1H; DD); 8.93 (1H; DD)
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Abb. 83: *H-NMR3p0(CDCl3/TMS) von 21

Versuch 22:

3-Mesitoyl-4-(4-N,N-di-n-butylaminophenyl-)1,4-dihydropyridin® 22

einen Tag lang mit dem Magnetrihrer gerdhrt. Dann werden
24.00 g (0.084 moal) p-Brom-N,N-di-n-butylanilin in 125 ml

2.05 g (0.084 mol) Magnesiumspane werden zu Aktivierung S 9
N
abs. THF unter leichtem Erwérmen innerhalb einer halben O

Stunde zugetropft. Dann wird langsam zum RuUckflul3 erwarmt, i

wobei eine Schale mit Eis stets griffbereit stehen sollte, da die |NH |
Reaktion sehr pl6tzlich anspringt und dann nicht mehr Gber einen Ruckflukihler
geklhlt werden kann. In jedem Fal ist ein 40-cm-Intensivkihler zu verwenden.
Es wird dann 18 h lang unter Ruickflul® gekocht. Dann werden in der Siedehitze
950 g (0.042 mol) 21 in der gleichen Menge THF innerhalb von 10 min.
zugetropft. Daraufhin wird noch 1 h lang gekocht. Nach Zugabe von 100 ml ges.
Ammoniumchlorid-Losung wird die Mischung mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Kaliumkarbonat getrocknet und eingedampft. Der

Rickstand wird aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt gelbe Prismen.

Ausbeute: 9.30 g = 22 mmol = 52%
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Smp.: 153-155°C

"H-NMR300(CDCI3/TMS): 0.93 (6H; T); 1.33 (4H; M); 1.52 (4H; M); 1.73 (3H;
S); 2.04 (3H, S); 223 (3H; S); 3.20 (4H; T); 4.53 (1H; D); 4.89 (1H; T); 5.69
(1H; DD); 6.52 (2H; D); 6.55 (1H; S); 6.66 (1H; S); 6.71 (1H; S); 7.09 (2H; D);

Ml

M M
ﬂmﬂwg

Abb. 84: 'H-NMR3p0(CDCl3/TMS) von 22
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Versuch 23: 3-Mesitoyl-4-(4-N,N-di-n-butylaminophenyl-)pyridin® 23

in 700 ml Benzen 8 h lang gekocht. Die erkaltete Losung wird
mit 10 proz. Natronlauge funfma ausgeschittelt. Die

44.1 g (0.103 mol) 22 und 24.9 g (0.103 mol) Chloranil werden S ;
N
organische Phase wird eingedampft und der Rickstand mit O

Chloroform  aufgenommen. Die Lodsung wird  Uber it

Kaliumkarbonat getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt |
wird dann sdulenchromatographisch aufgearbeitet (Kieselgel;
Elutionsmittel: Essigester/Hexan 4 : 6). Man erhélt ein DC-enheitliches, gelbes
Ql.

Ausbeute: 44.14 g=0.01

"H-NMR300(CDCl3/TMS): 0.97 (6H; T); 1.36 (4H; M); 1.56 (4H; M); 2.13 (6H;
S); 2.24 (3H; S); 3.27 (4H; T); 6.55 (2H; D); 6.76 (2H; S); 7.18 (2H; D); 7.30
(1H; D); 8.63 (1H; D); 8.66 (1H; S)

Abb. 85: *H-NMR30(CDCl5/TMS) von 23
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Versuch 24: 7-N,N-Di-n-butylamino-2-azafluorenon 24

In einem 25 ml- Zweihalskolben wurden 5.0 g (12 mmol) 23 zusammen mit 18.8
g Polyphosphorsdure 1.5 Stunden lang bei einem Druck von 20 mm auf 200°C
erhitzt. Dabei war nur sehr langsames Ruhren mdglich. Es lief3 sich etwas
Mesitylen abdestillieren. Nach Auflésen in Wasser und Neutralisation mit NaOH
war aber kein Produkt isolierbar. Auch Versuche mit mehr PPA bzw. bei htherer
Reaktionstemperatur waren nicht erfolgreich. Bel niedrigerer Temperatur ist kein
Mesitylen zu erhalten, das bei der Reaktion entstiinde.

Versuch 25:

2-(4-Acetanilidobutadienyl)- 1-ethylbenzothiazoliumiodid 25

10.0 g (33 mmol) 2-Methylbenzothiazolethyl-iodid und S "t
O:QW NJI\
12.6 g (50 mmol) Mal onaldehyd- i

bisphenyliminhydrochlorid werden in 26 ml abs.
Acetanhydrid gelost und for 70 min. auf 100°C erhitzt. Die Losung wird im
Eisfach Gber Nacht gekihlt und der Niederschlag abgesaugt. Dieser wird dann erst
mit Wasser und dann mit Aceton gewaschen und getrocknet. Das Produkt wird

ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ausbeute: 11.8g= 25 mol = 75% (Lit.: %)
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Vesuch 26: 2-(4-Acetanilidobutadien-1-yl)-1,3,3-trimethyl-3H-indoliumiodid 26

1,2,3,3-Tetramethyl-3H-indoliumiodid und o
M al onal dehydbisphenyliminhydrochlorid wer-den in o/ A NJ\
abs. Acetanhydrid gelst und 15 min. lang auf 120°C ) ©
erhitzt. Die Losung wird dann gekuhlt und unter gutem

Rihren in kalten Diethylether gegossen. Das Produkt félt as Feststoff aus und
wird abgesaugt. Ohne weitere Reinigung wird es so eingesetzt.

Ausbeute: 2.75 g 2 5.6 mmol £ 88% (Lit.: %)

Versuch 27: 4-(1,3,3-Trimethyl-2,3-dihydro-1H-indol-2-yliden)-2-butenal 27

In 15 ml abs. Ethanol werden 250 mg (1.44 mmol) . K

Triethoxypropen und 552 mg (1.44 mmol) 26 48 h lang gf N
N

bei Raumtemperatur geriihrt. Nach " \

saulenchromatographischer Aufarbeitung der Reaktionsmischung &3t sich eine

geringe Menge des Aldehyds isolieren.

Ausbeute: ca. 20 %

'H-NMR30o(CDCl/TMS): 9.46 (1H; D; & {Jw= 8.25 Hz}); 7.73 (1H; DD; c;
{Jp= 14.23 Hz}); 7.23 (2H; M; f + g); 6.98 (1H; DT; €); 6.77 (1H; D; h); 5.97

(1H; DD; b; {Ja= 8.25 Hz}); 5.55 (1H; D; d; {Ji=12.58 Hz}); 3.24 (3H; S; i);
1.63(6H; S; k)
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|

Abb. 86: *H-NMR300(CDCIz/TMS) von 27

Versuch 28: Hydrazinophenylessigsaure®®® 28

In einem 250-ml Zweihalskolben mit Innenthermometer, Tropftrichter und
Magnetrihrer werden 80.00 g konz. Salzsdure vorgelegt

und im Eis’Kochsalzbad vorgekihlt. 7.50 g (0.05 mol) p- /\QNH NH,
Aminophenylessigsdure werden in 30 ml Wasser suspendiert und mit 5 n
Natronlauge tropfenweise bis zur Auflésung versetzt. Nach Zugabe von 3.45 g
(0.05 mol) Natriumnitrit wird die Losung gekihlt und so zu der Salzsaure

zugetropft, dal die Innentemperatur 0°C nicht Ubersteigt.

Die so erhatene Diazoniumsalz-Ldsung wird in eine eisgekihlte Lésung von
60.00 g (0.27 mol) SnCl, [2 H,0 in 120 ml konz. Salzsaure getropft. Nach 24 h
Stehenlasssen im Kuhlschrank wird abgesaugt und mit etwas Wasser
nachgewaschen. Der Niederschlag wird in 30 ml Wasser suspendiert und nach
Zugabe von etwas Eis mit 8 mol/mol Natronlauge versetzt. Dabel ist Erwarmung
durch Zugabe von Eis zu vermeiden. Durch Zugabe von 0.1 mol Essigsaure wird
das Produkt ausgeféllt. Nach dem Absaugen wird mit Wasser nachgewaschen und

dann getrocknet.

Ausbeute: 10.60 g = 48 mmol = 96 % (als Trihydrat)
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Versuch 29: 2,3,3-Trimethylindolenin-5-essigsdure 29

1123 g (005 mol) 28 und 13.0 g (0.15 moal)
Methylisopropylketon werden in 30 ml Essigsaure 3 h lang Hoo{\if,?*
unter Ruckflul erhitzt. Die Reaktionddsung wird heil3
abgesaugt und nach dem Erkalten in 150 ml Wasser gegossen. Uber Nacht wird
im Kihlschrank auskristallisieren gelassen und dann abgesaugt. Der Niederschlag

wird aus Methanol umkristallisiert. Man erhdt eine feinkristaline, beigefarbene,

schwerldsliche Verbindung.

Ausbeute: 4.1g= 18.6 mol £ 37%

Vesuch 30: 5-Carboxymethyl-1-ethyl-2,3,3-trimethyl-3H-indolium-iodid 30

4.1 g (18.6 mmol) 29 und 9.0 g (58 mmol) Ethyliodid

werden 20 h lang unter RUckfluR erhitzt. Von "

Uberschissigem Ethyliodid wird abgesaugt und der k'

Ruckstand aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 4.1 g= 11.0 mol 2 59%
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Vesuch 31: 1-Ethyl-3,3,1',3",3" -pentamethylindodi carbocyanin-5-essigsaure
Hexafluorophosphat 31

Anaog zu 36 erfolgt die Synthese von

31.2.25¢9 (6.2 mmol) 30 und 2.83 g (62 - ‘ o TN O
mmol) 26 werden in 35 ml abs. Ethanol t’% /N

gelost und aufgekocht. Nach Zugabe von 2.49 g (24.8 mmol) Triethylamin wird
die Reaktionsmischung 10 min. lang zum Rickflufd erhitzt. Die Lésung wird dann
auf ca. ein Drittel eingeengt und in eine verd. wassr. Lésung von KPFg mit etwas
Essigsiaure getropft (von beidem etwa der dreifache Uberschuf?). Das Rohprodukt
fallt sofort aus und kann abgesaugt werden. Die weitere Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch. Laufmittel ist CH,Cl,/MeOH (85:15).

Ausbeute: 1.49 g = 40%

Vesuch 32: 4-Hydrazinobenzoessure® 32

In einem 1-l-Dreihalskolben mit Innenthermometer und

Tropftrichter werden 27.4 g (0.2 mol) p-Aminobenzoesaure HOOC\Q Nl
in 400 ml Wasser und 40 ml konz. Salzsaure gelost. Die

Mischung wird im Eisbad gekuhlt. Bel 0-5°C werden nun 15.0 g Natriumnitrit in
50 ml Wasser zugetropft. Dabel entsteht eine homogene LoOsung. Die
Reaktionsmischung wird nun in eine gekihlte Losung von 63.0 g (0.5 mol)
Natriumsulfit in Wasser gegossen. Es bildet sich zunéchst eine rote Lésung, die
sich nach und nach aufhellt. Die Losung wird eine Stunde lang bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Zugabe von 20 ml Eisessig und ener
Spatelspitze Zinkpulver wird die Lésung eine Stunde lang auf 80°C erwérmt.
Dabei ist zu starke Erwarmung zu vermeiden. Nach dem Abkuhlen werden 750 ml
konz. Salzsdure hinzugegeben und die Ldsung im Eisbad gekihit. Nach
mehrstiindigem Ruhren wird der Niederschlag abgesaugt und mit verd. Salzsaure
nachgewaschen. Zur weiteren Reinigung kann das Produkt abermals in Wasser
gel6st und mit konz. Salzséure geféllt werden. Statt dessen féllt man es aber hier

besser a's das Hydrazon (s. u.), dasin der néchsten Stufe benétigt wird.

(keine Literaturangabe)
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Vesuch 33: Methyl-iso-propyl-(4-carboxyphenyl-)hydrazon® 33

Die rohe 4-Hydrazinobenzoesdure 32 (hoéchstens 0.2 mol) Hoo
und ein doppelter Uberschul’ Methyl-iso-propylketon (34.4 C\QNH N

g = 0.4 mol) werden in Wasser (5 I/mol) gelést. Schon nach I
wenigen Minuten fallt das Hydrazon 33 spontan aus. Man rihrt noch 2 h lang bei
Raumtemperatur, stellt die Losung zum Auskristallisieren in den Kihlschrank und
saugt nach enigen Stunden ab. Das Produkt kann aus Ethanol/Wasser
umkristallisiert werden, jedoch bringt dies keinen Vortell gegentber dem
Rohprodukt.

Ausbeute: 19.2 g 2 87 mmol 2 44% (bezogen auf 0.2 mol p-Aminobenzoesdure
als Edukt in Versuch 29).

Smp.: 182-190°C (Lit.: 191-93°C)
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Vesuch 34: 2,3,3-Trimethylindol enin-5-carbonsaure 34

1970 g Methyl-iso-propyl-(4-carboxyphenyl-)hydra-zon

HOO
werden in 15 ml Essigsdure 3.5 h lang zum Ruickfluf3 erhitzt. w
N

Nach beendeter Reaktion wird die Essigsdure abgedampft und

der dlige Ruckstand aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 935 mg £ 50% (Lit.: 77%)

Smp.: 209-212°C (Lit.: 210-212°C)

Vesuch 35: 5-Carboxy-1-ethyl-2,3,3-trimethyl-3H-indoliumiodid 35

39 g (11 mmol) 34 wird in einem Bombenrohr mit der

dreifachen Menge Ethyliodid 24 h lang auf 110°C erhitzt. m
-

Nach dem Abkihlen wird die halbfeste Masse aus Ethanol —

umkristallisiert.

Ausbeute: 70% (Lit.: 32%)

Vesuch 36: 1-Ethyl-3,3,1,3",3'-pentamethylindodicarbocyanin-5-carbonséure
Hexafluorophosphat 36

223 g (6.2 mmol) 35 und 2.83 g (6.2 oo

mmol) 26 werden in 35 ml abs. Ethanol ‘ o ST ~, O
PFs
gelést und aufgekocht. Nach Zugabe von k I

2.49 g (24.8 mmol) Triethylamin wird die Reaktionsmischung 10 min. lang zum
Ruckflufd erhitzt. Die Losung wird dann auf ca. ein Drittel eingeengt und in eine
verd. wassr. Losung von KPFg mit etwas Essigsdure getropft (von beidem etwa
der dreifache UberschuR). Das Rohprodukt fallt sofort aus und kann abgesaugt
werden. Dabei sollte das Filtrat kaum noch geféarbt sein! Die weitere Reinigung
erfolgt sdulenchromatographisch. Laufmittel ist CH,Cl,/MeOH (85:15).

Ausbeute 3.52 g = 6 mmol

IR (KBr-Prefdling): 3442 cm™ (OH-Val.); 1607 (C=0-Val.); 1500, 1477, 1462
(Ringschw.);
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'"H-NMR300(DMSO/TMS): 1.26 (3H; T); 1.70 (12H; S); 3.72 (3H; S); 4.10 (2H;
Q); {6.26 ( 1H; D); 6.46 ( 1H; D); 661 (1H; T); 82 - 85 (2H; M)
Methinprotonen}; {7.00 - 8.13 (7H; M) Aromaten} 9.94 (1H; S; O-H)
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Abb. 87: FTIR-Spektrum von 36 (KBr-Pref3ding)
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Abb. 88: 'H-NMR300(DMSO/TMS) von 36
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Versuch  37:  1,1'Diethyl-3,3,3",3' -tetramethylindodicarbocyanin-5,5° -dicar-
bonsaure Hexafluorophosphat 37

250 mg 1-Ethyl-2,3,3-trimethyl-5- 00

>
carboxy-3H-indoliumiodid und 90 mg O e/ or = N ‘
Mal onal dehydbi sphenyl- ~

iminhydrochlorid werden in 10 ml wasserfreiem Acetanhdrid 30 min. lang auf

COOH

120°C erhitzt. Die Loésung wird eingedampft und der Ruckstand mit wenig
Acetonitril aufgenommen. Diese L6sung wird unter starkem Ruhren in eine
Losung von der doppelten berechneten Menge Kaliumhexafluorophosphat in
Wasser eingetropft. Der Farbstoff félt sofort vollstéandig aus und wird abgesaugt
und im Vakuum bei 80°C getrocknet.

Ausbeute: 143 mg (67%)

Vesuch  38:  5-(4-Aminophenylcarbamoyl-)-1-ethyl-3,3,1',3,3' -pentamethyl -
indodicarbocyanin Hexafl uorophosphat 38

50 mg (83 pmol) 36 und je ein

H:N
o)
dreifacher  UberschuB  an  p- @NH
Phenylendiamin, Ethyl-di-iso- I\CFG' }u

propylamin und 11 werden in 5 ml
Acetonitril gelést und fir 24 h gertihrt. Die Aufarbeitung der Reaktionsmischung
erfolgt sdulenchromatographisch.

Ausbeute: 28 mg = 41umol = 50%

'H-NMR300(CD3sCN/TMS): &(ppm) = 1.33 (3H; T); 1.69, 1.72 (12H; S); 3.61 (3H:;
S); 3.85 (2H; br.); 4.03 (2H; Q); 6.16 (1H; D); 6.30 (1H; D); 6.55 (1H; T); 6.79,
7.48 (4H; AB-System); 7.22 (1H; ); 7.32 (2H; T); 7.42-7.53 (2H; M); 7.96 (1H;
S); 7.94 (1H; D); 8.10 (2H; 2xDD); 8.63 (1H; )

IR (KBr-Prefdling): 3446 cm* (N-H-Val.); 2972 (C-H-Val.); 1636 (C=0-Val.);
1499, 1476, 1461 (Ringschw.);
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Versuch 39: Darstellung der Bichromophore aus 38 und 13a-d

Die Darstellung der Bichromophore kann in zweierlei Weise erfolgen. Fir 39c
und 39d empfiehlt es sich, von dem Cyanin-Carboxamid 38 und der
Styrylpyridinium-Carbonsdure  13c  bzw. 13d auszugehen. Die gleiche
Vorgehensweise eignet sich auch fur 39a und 39b, jedoch ist es hier einfacher,
umgekehrt vorzugehen, d. h. von der Cyanin-Carbonsaure 36 und dem
Carboxamid des Styrylpyridins, aso 14a bzw. 14b, auszugehen. In alen Falen
jedoch gibt man zum Amid, bezogen auf 1 mmol, 2 mmol der Saure und je 3
mmol Di-iso-propylethylamin bzw. 11 in insgesamt ca. 30 ml Acetonitril. Nach
24 stindigem Ruhren bei Raumtemperatur wird die Lésung eingedampft und der
Rickstand aus abs. Ethanol umkristallisiert. Der Niederschlag wird abfiltriert und
mit Hilfe praparativer Schichtchromatographie isoliert (Laufmittel st
Methanol/Essigsdure 9 : 1)

Versuch 39.1.: 5-(4-(4-(4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)pyridinio-)butyramido-
)phenylcarbamoyl-)-1-ethyl-3,3,1°,3",3' -pentamethyllindodicarbocyanin

Dihexafluorophosphat 39a

FAB-Massenspektrum: 1198 (M-H); 1054 (M-PF6); 1007 (M- PF6-3 CH3)909
(M-2 PF6); 893 (M'-CH3); 879 (M'-2 CH3); 863 (M'-3 CHS3); 599 (M'-
Styrylpyridin); 530 (Cyanin-NH); 512 (M'-Cyanin)

Versuch 39.2.: 5-(4-(5-(4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)pyridinio-)val eramido-
)phenylcarbamoyl-)-1-ethyl-3,3,1°,3",3' -pentamethylindodicarbocyanin
Dihexafluorophosphat 39b

FAB-Massenspektrum: 1213 (M); 1068 (M-PF6); 923 (M-2 PF6); 908 (M'-CH3);
893 (M'-2 CH3); 878 (M'-3 CH3); 614 (M'-Styrylpyridin); 530 (Cyanin-NH); 526
(M'-Cyanin)
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Versuch 39.3.: 5-(4-(6-(4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)pyridinio-
)capronamido-)phenylcarbamoyl-)-1-ethyl-3,3,1°,3*,3* -pentamethyl -

indodi carbocyanin Dihexafluorophosphat 39c

FAB-Massenspektrum von: 1082 (M-PF6); 937 (M-2 PF6); 922 (M'-CH3); 907
(M'-2 CH3); 892 (M'-3 CH3); 628 (M'-Styrylpyridin); 530 (Cyanin-NH); 540 (M'-
Cyanin)

Versuch 39.4.: 5-(4-(8-(4-(4-N,N-di-n-butylaminostyryl-)pyridinio-)caprylamido-

)phenylcarbamoyl-)-1-ethyl-3,3,1°,3",3' -pentamethylindodicarbocyanin
Dihexafluorophosphat 39d

FAB-Massenspektrum von: 1255 (M); 1110 (M-PF6); 965 (M-2 PF6); 950 (M'-
CH3); 935 (M'-2 CH3); 920 (M'-3 CH3); 656 (M'-Styrylpyridin); 530 (Cyanin-
NH); 568 (M'-Cyanin)
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