Synthese, Modifikation und biologische Anwendung

fluoreszierender Xanthenfarbstoffe

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultét
der

Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg

vorgelegt von
Diplom-Chemiker
Radoslaw Marian Kierat
aus

Tarnowitz, Polen

2008






Kurzzusammenfassung

Xanthenfarbstoffe, die sich vom Rhodamin- und Fluorescein-Grundgeriist ableiten, zeichnen
sich durch eine intensive Fluoreszenz aus und sind daher als molekulare Sonden fiir
bioanalytische Anwendungen und das zelluldre Imaging von groBer Relevanz.

In dieser Arbeit wurden Derivate von Xanthenfarbstoffen synthetisiert, die auf biologisch
wichtige Metallionen ansprechen, ungewohnliche Akkumulation und subzellulédre
Verteilungen in lebenden Zellen zeigen oder Fluoreszenzsensoren flir Redoxpotentiale sind.
Die wichtigsten neu entwickelten Sonden und ihre Anwendungen sind hier zusammengefasst:
o Fluorogene Sonde fiir Cu®*-Ionen

Wihrend literaturbeschriebene Cu®" Fluoreszenzsensoren durch Fluoreszenzloschung auf
Cu®"-Tonen ansprechen, ist das dargestellte Dipicolinoylfluorescein ein seltenes Beispiel fiir
eine fluorogene Cu®-Sonde. Durch Cu*" vermittelte Esterhydrolyse wird Fluorescein
gebildet. Das Detektionslimit liegt bei 100 nM Cu®".

Die literaturbekannte fluorogene Sonde Diacetylfluorescein wurde fiir ein Screening der
Esteraseaktivitit von Rinderserumalbumin eingesetzt. Durch Dotierung mit Cu®” und anderen
Metallionen konnte die sehr schwache Aktivitit geringfiigig gesteigert werden, jedoch nicht
in einem fiir praparative Anwendungen ausreichenden MaB.

o Metallbindende Sonde

Terpyridinfunktionalisierte Rhodamine reichern sich ungewdhnlich stark in lebenden Zellen
an. Dies konnte auf die intrazellulire Assoziation der Terpyridin-Einheit mit Zn®>", das
proteingebunden ist, aber noch iiber freie Koordinationsstellen verfiigt, zurlickzufiihren sein.
Extrazellulires Zn>" verhindert durch die Komplexierung die Aufnahme von terpyridin-
funktionalisiertem Rhodamin in die Zelle. Die zellulire Aufnahme kann folglich durch
extrazellulires Zn”" gesteuert werden.

o Redoxsensor

Wihrend es fluoreszierende molekulare Sonden fiir intrazellulire pH-Wert Messungen bereits
in zahlreichen Varianten gibt, besteht ein Bedarf an Fluoreszenzsensoren fiir biologische
Redoxpotentiale. Ein Sensor fiir Redoxpotentiale wurde dargestellt, indem ein Hydrochinon
an einen Rhodamin-Farbstoff gekoppelt wurde. Dem Design des Redoxsensors liegt
zugrunde, dass Chinone oft gute Fluoreszenzldscher sind, wéhrend die reduzierte
Hydrochinonform die Fluoreszenz meist wenig beeinflusst. Die Fluoreszenz des

Rodoxsensors wird reversibel geloscht, wenn die Hydrochinonkomponente durch H,O, zur



Chinonform oxidiert wird. Mit Thiolen kann die Hydrochinonform und die Fluoreszenz

regeneriert werden.



Short summary

Xanthene dyes, based on a fluorescein- and rhodamine-like backbone, are known to have a
intensive fluorescence and therefore a great relevance as molecular probes for bioanalytical
applications and for cellular imaging.

Various xanthene dye derivatives were synthesised. Dyes reporting on biorelevant metal ions,
dyes useful as a fluorescent sensor for redox potentials and dyes showing unusual
accumulation and subcellular distribution in live cells are reported in this thesis.

The most important newly developed probes and their applications are discussed below:

o Fluorogenic probe for Cu®" ions

While most Cu®" signalling fluorescent sensors described in literature detect copper by
fluorescence quenching, synthesised dipicolinoyl fluorescein is a rare example for a
fluorogenic probe. Fluorescein is formed by Cu®" induced ester hydrolysis. Detection limit for
Cu*"is 100 nM.

Literature described diacetyl fluorescein was used in a screening of bovine serum albumin
esterase activity. By doping with Cu®" and other metal ions the very weak esterase activity
was increased, although not sufficient for the synthetic application of the protein.

o Metal binding probe

Terpyridine functionalised rhodamines accumulate strongly in live cells. This may be due to
intracellular association of the terpyridine moiety to protein bound, but coordinatively
unsaturated Zn>". Extracellular zinc associates to terpyridine and prevents cellular uptake of
terpyridine functionalised dye. Cellular uptake of the dye can thus be controlled by
extracellular zinc*".

o Redox sensor

While fluorescing molecular probes for intracellular pH measurements are available in many
versions, there is a demand for fluorescent sensors to determine biological redox potentials. A
sensor for redox potentials was synthesised by attaching a hydroquinone to a rhodamine dye.
The concept is based on quinones often being good fluorescence quenchers, while the reduced
hydroquinone forms usually have a small influence on fluorescence. The fluorescence of the
redox sensor is quenched reversibly when the hydroquinone component is oxidised to the
quinone form by H,0O,. The hydroquinone form and therefore the fluorescence can be

regenerated by thiols.
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3BEinleitung 1

1. Einleitung

1.1. Fluoreszenz

1.1.1. Grundlagen''*"

Der Name ,,Fluoreszenz* leitet sich von dem Mineral Fluorit (CaF,, Flussspat) ab. Bei der
Beleuchtung von Flussspatkristallen mit UV-Licht ist eine Emission von Licht zu beobachten.
1852 hat Sir Gabriel Stokes das Phianomen der Lichtemission untersucht und in Anlehnung an

Flussspat Fluoreszenz genannt.

Das Phidnomen der Fluoreszenz und auch der eng verwandten Phosphoreszenz lésst sich

anhand eines Jablonski Diagramms (Abbildung 1) erkldren.
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Abbildung 1: Jablonski Diagramm

Wiihrend des ca. 107" s dauernden Absorptionsprozesses A (So—$S;) dndern sich die relativen
Kernabstdnde im Molekiil nicht wesentlich (Franck-Condon-Prinzip). Dies bedeutet, dass eine
Gerade, welche die Anfangs- und Endpunkte der Kernzustinde verbindet, zum Zeitpunkt des
Uberganges vertikal verlaufen muss. Weiterhin werden solche Ubergiinge bevorzugt, die eine
schnelle Anpassung der Kernbewegung an das neue Potential ermoglichen. Quanten-
mechanisch bedeutet dies, dass der wahrscheinlichste Ubergang die Schwingungswellen-

funktion am wenigsten veridndert. (Abbildung 2)



2 Fluoreszenz

Abbildung 2: Ubergiinge nach dem Franck-Condon Prinzip

Die Kerne spiiren nach der Elektronenanregung ein vom Grundzustand abweichendes
Kraftfeld, sie befinden sich daher im schwingungsangeregten Zustand des elektronisch
angeregten Niveaus. Angeregte Niveaus sind jedoch nicht stabil und streben eine Riickkehr in
den Grundzustand an. Im schwingungsangeregten S;-Zustand relaxiert das Molekiil zunéchst
auf den Schwingungsgrundzustand des S;-Niveaus. Dies kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen:

Strahlungslose Relaxation

Die elektronische Energie des Molekiils wird zunichst durch innere Umwandlung (internal
conversion, IC) in Schwingungsenergie des elektronischen Grundzustandes umgewandelt. Die
Schwingungsenergie wird in Vibrations-, Rotations- und Translationsenergie der umgebenden
Molekiile umgewandelt, also letztlich in Warme (Abbildung 1 links).

Fluoreszenz

Da aufgrund der groBen Energiedifferenz zwischen elektronisch angeregtem und
Grundzustand eine vollstindige Desaktivierung durch die Umgebung nicht immer mdoglich
ist, existiert der elektronisch angeregte Zustand oft lange genug (ca. 107s), um die
Restenergie durch spontane Emission eines Photons abzugeben. Das dabei abgegebene
Lichtquant kann die gleiche Energie wie das Anregungsquant innehaben (Resonanz), ist aber
meistens energiedrmer (Stokes-Shift). Eine Wellenldngenverschiebung in den ldngerwelligen

Bereich (Rotverschiebung) entsteht, wenn ein Teil der absorbierten Energie in Form von
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StoBen abgegeben wird bevor die restliche Energie als Fluoreszenz abgestrahlt wird
(Abbildung 1 Mitte).

Phosphoreszenz

Neben dem oben beschriebenen Phdnomen der internal conversion ist auch ein Spiniibergang
in einen Triplettzustand T, moglich (intersystem crossing, ISC). Der Ubergang vom
Triplettzustand zum elektronischen Grundzustand ist verboten. Damit besitzt T, eine relativ
lange Lebensdauer. Die Riickkehr des angeregten Molekiils von T; in den Grundzustand kann
strahlungslos oder unter Emission eines Phosphoreszenz-Lichtquants erfolgen (Abbildung 1
rechts). Ein neuerliches ISC zuriick in einen Singulettzustand ist ebenfalls moglich. Die
Lebensdauer der angeregten Zustinde ist sehr unterschiedlich: Typische Werte fiir S; sind ca.

10 " bis 1077 s und fiir T, > 107 s.

Quantenausbeute

Die Effektivitidt der Fluoreszenz wird mittels der Quantenausbeute (®) ausgedriickt. Sie ist
allgemein als der Quotient aus der Anzahl definierter Ereignisse bei photophysikalischen oder
photochemischen Prozessen und der Zahl der absorbierten Lichtquanten (Photonen) definiert.
Bei der Fluoreszenz ergibt sich die Quantenausbeute aus der Zahl der emittierten geteilt durch
die der absorbierten Photonen. Sie stellt damit ein wichtiges MalB fiir die Leistungstahigkeit
eines Fluoreszenzfarbstoffs dar.

Die Quantenausbeute ist im Idealfall gleich 1, wenn jedes einfallende Photon genau einen

Reaktionsprozess auslost. Im Allgemeinen ist sie jedoch kleiner 1.

1.1.2. Fluoreszenzloschung

Die Fluoreszenzemission reagiert gegeniiber Anderungen des pH-Wertes, der Temperatur, der
Losungsmittelzusammensetzung und der Anwesenheit von fluoreszenzloschenden Molekiilen
sehr empfindlich. So konnen Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel oder Losungs-
mittelbestandteilen zum strahlungslosen Abbau der Anregungsenergie fithren. Die Gegenwart
von Triplett-Sauerstoff oder von paramagnetischen Metallkomplexen erhoht die Wahr-
scheinlichkeit eines ISC und verringert dadurch die Fluoreszenz. Die verstirkte Spin-Bahn-
Kopplung schwerer Atome erhoht ebenfalls die Wahrscheinlichkeit eines ISC. Daher konnen
Zusitze von Schwermetallsalzen oder Substituenten wie lod ebenfalls die Fluoreszenz

schwichen!!!.
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Es existieren verschiedene Arten der Fluoreszenzldschung:

Bei der dynamischen Loschung relaxiert das elektronisch angeregte Farbstoffmolekiil
strahlungslos durch St6Be mit dem Loschmolekiil. Die Anregungsenergie wird dabei in
Wirmeenergie umgewandelt. Insgesamt wird die Lebensdauer des elektronisch angeregten
Zustandes im Farbstoffmolekiil verringert und so die Wahrscheinlichkeit einer spontanen
Emission (Fluoreszenz) erniedrigt. Das Loschmolekiil kann auch ein zweiter Farbstoff sein.
Eine andere Art der Fluoreszenzloschung ist die statistische Loschung, bei der der Farbstoff
und das Loschmolekiil einen Grundzustandskomplex bilden, der schwécher bzw. tliberhaupt
nicht mehr fluoresziert. Es wird also die Anzahl der fluoreszenzfiahigen Molekiile verringert.
Die Loschwirkung durch Komplexierung ist meist stirker als durch StoBloschung. In der
Regel tritt keine der beiden vorgestellten Prozesse isoliert auf. Vielmehr findet meist eine
kombinierte Loschung statt, bei der Art und Konzentration von Farbstoff- bzw. Loschmolekiil
das Verhiltnis von dynamischer zu statistischer Loschung bestimmen.

Bei der Dimerisierung zweier Farbstoffmolekiille kann es ebenso zu einer
Fluoreszenzloschung kommen. Sie ist ein Beispiel dafiir, dass Molekiile die eigene
Fluoreszenz beeintrichtigen.

Bei FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) ist ein Dipol-Dipol-Mechanismus
Ursache fiir die Fluoreszenzldschung, wobei eine vom Abstand abhingige Uberlappung
zwischen dem Fluoreszenzspektrum des Donor-Molekiils (Farbstoff) mit dem Absorptions-
spektrum des Akzeptor-Molekiils (Loschmolekiil) einen effizienten Energie-Transfer ohne

Emission eines Photons ermdglicht.

1.1.3. UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

Unter UV/Vis-Spektroskopie versteht man Absorptionsspektroskopie mit Messwellenlédngen
im ultravioletten (ca. 200 bis 400 nm) und sichtbaren (ca. 400 bis 800 nm) Spektralbereich.
Die Messung mit Strahlung kiirzerer Wellenlidnge ist zwar moglich, aber nur in Einzelféllen
unter erheblichem apparativem Aufwand sinnvoll, da bei Wellenldngen unter 200 nm die
Absorption der Luft (besonders die von Sauerstoff) stark zunimmt und daher der gesamte
Strahlengang im Vakuum verlaufen muss (Vakuumultraviolett-, VUV-Spektroskopie).

Das Messverfahren bei der UV/Vis-Spektroskopie beruht auf der Anregung duBerer
Elektronen. Dabei wird durch Energicaufnahme bei geeigneter Wellenldnge ein Molekiil aus

dem elektronischen Grundzustand M in einen angeregten Zustand M* iiberfiihrt. Die hierbei
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aufgenommene Energie wird im Anschluss in Form von Stéen (Warme) oder Strahlung
(Fluoreszenz/Phosphoreszenz) wieder an die Umgebung abgegeben.
Eine quantitative Betrachtung der UV/Vis-Spektroskopie ist mittels des Lambert-Beerschen

Gesetz moglich:

E, = Extinktion
@, = austretender Strahlungsfluss,

@;, = einfallender Strahlungsfluss

¢ = Konzentration
¢ = Extinktionskoeffizient

d = Schichtdicke

Deutlich empfindlicher als reine UV/Vis-Absorptionsspektroskopie ist die Fluoreszenz-
spektroskopie. Mit Fluorimetern wird bei verschiedenen Anregungswellenlingen das
Emissionsspektrum aufgezeichnet, welches bei Fluoreszenzfarbstoffen natiirlich von
besonderem Interesse ist. Bei der Messung konnen mehrere Messprinzipien angewendet
werden. Im einfachsten Fall wird die Probe bei einer festen Wellenlédnge angeregt und die
Intensitdt der Fluoreszenz bei einer festen Wellenlinge gemessen. Die Selektion der
Wellenlidnge(n) erfolgt mit Hilfe von Filtern (Filterfluorimeter). Werden statt dieser Filter
Monochromatoren eingesetzt, so konnen Emissionsspektren (Messung der Fluoreszenz-
intensitit als Funktion der Emissionswellenldnge bei fester Anregungswellenléinge) oder
Anregungsspektren (Messung der Fluoreszenzintensitit als Funktion der Anregungs-

wellenlinge bei fester Fluoreszenzwellenlinge) aufgenommen werden!".
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1.1.4. Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzfarbstoffe konnen fiir die Untersuchung von Zellen verwendet werden. Mit
verschiedenen Farbstoffen lassen sich diverse Zellkompartimente oder auch Proteine gezielt
anfarben. Dabei ist es moglich, Farbstoffe zu verwenden, die aufgrund besonderer
funktioneller Gruppen in bestimmten Bereichen der Zelle akkumulieren, bzw. die nur dort
Fluoreszenz zeigen. Ebenso ist es moglich fixierte Zellen mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
Antikorpern anzufdarben. Eine molekularbiologische Methode stellt die Exprimierung von
fluoreszierenden Proteinen wie z.B. GFP dar (sieche Kapitel 1.4.1.1.). Mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops ldsst sich die Lokalisation des Farbstoffs innerhalb der Zelle mittels
Messung der Fluoreszenzintensitit bestimmen. Das Fluoreszenzmikroskop sendet hierzu
einen monochromatischen Lichtstrahl auf das Objekt (Zelle mit Fluoreszenzfarbstoff) aus.
Der Farbstoff absorbiert dieses und emittiert anschlieBend Licht groferer Wellenlénge,
welches im Objektiv zu einem Abbild gebiindelt wird. Der Aufbau eines

Fluoreszenzmikroskops ist aus Abbildung 3'*! ersichtlich.

Digital

z i Camera
Epi-Fluorescence - ——Systems

Microsco
Re . Epi-Fluorescence

Lamphouse

Observation
Tubes

Eyepiece

Turret
UV Shield

Tungsten-
Halogen
Lamphouse

Collector
Lens

Abbildung 3: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops
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Das konfokale Laser-Rastermikroskop (confocal laser scanning microscope, CLSM,
Abbildung 4"1) ist ein Spezialtyp des Fluoreszenzmikroskops. Hiermit wird ein Objekt in der
Fokusebene mit einem Laserstrahl punktweise abgerastert, wobei die Fluoreszenzfarbstoffe
der Probe (Objekt) angeregt werden. Auf diese Weise ist die Aufnahme zweidimensionaler

Schnittbilder von Zellen moglich, die dann dreidimensional rekonstruiert werden kénnen.

' I—Phntomul‘tipller
+ Detector

R
In-Focus Erane
Emission Aperture
Laser Light Ray
Excitation Out-of-Focus

Emission

sol'lrce —Fluorescence
B Light Ray
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1 v Mirror
Li hit E-oilme
nhole I =
Aperture ke = Objective
| /—Excitation
Speclmen\ i Light Ray

Focal
PIanes-E

Abbildung 4: Strahlengang in einem CLSM

In einem CLSM wird das Anregungslicht in die Probe hineinfokussiert. Licht aus diesem
Fokus wird nun in der Regel durch das gleiche Objektiv auf eine Lochblende abgebildet und
gelangt von dort auf einen Detektor. Anregungs- und Detektionsfokus liegen dabei konfokal,
also iibereinander. Optische Informationen, die nicht aus der Fokalebene kommen, werden
somit zweifach unterdriickt. Die Aufldsung in lateraler Richtung liegt bei 200 nm, in axialer

Richtung bei 500 bis 700 nm.


http://de.wikipedia.org/wiki/Detektor

8 Fluoreszenz

Abbildung 5! und Abbildung 6!”) sind zwei beispicelhafte Fluoreszenzaufnahmen, die mit

einem CLSM erzeugt wurden.

Abbildung 5: CLSM-Aufnahme von Nierenzellen (CV-1-Linie) der gelbgriinen Meerkatze, angeférbt sind: der
Zellkerns (griin, Sytox Green), die Actinfilamente (blau, Phalloidin gekoppelt mit Alexa Fluor 350), sowie die
Mitochondrien (rot, Mito Tracker Red CMXRos)

Abbildung 6: CLSM-Aufnahme menschlicher Gebarmutterhalskrebszellen (HeLa-Linie), angeférbt sind:
Tubulin (Alexa Fluor 568 markierter Tubulinantikorper, rot), sowie der Zellkern (TO-PRO-3, gelb)
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1.2. Farbstoffe

1.2.1. Geschichtliches

Schon seit Urzeiten spielen Farbstoffe fiir den Menschen eine wichtige Rolle. Das aus der
Kermeslaus (Coccus ilicis) gewonnene Karmin wurde bereits in der Eisenzeit zum Farben von
Stoffen und zum Malen verwendet. Ebenso ist das aus der im Mittelmeer lebenden
Purpurschnecke (Murex trunculus) gewonnene Purpur ein Beispiel. Es war bereits den alten
Griechen bekannt und wegen seiner aufwendigen Herstellung ein begehrtes Statussymbol

(Abbildung 7).

Abbildung 7: Strukturen der Karminséure (links) und des Purpurs (6,6-Dibromindigo) (rechts)

Chinin (Abbildung 8) wurde 1820 von Pierre Joseph Pelletier aus dem Chinarindenbaum
(Cinchona) isoliert. Es war eine der ersten Substanzen, an denen Fluoreszenz untersucht
worden ist (Herschel, 1845). Chinin wurde hierzu durch UV-Licht angeregt und erzeugte eine
schwache, blduliche Fluoreszenz. Verwendung findet es als Aromastoff in ,,Tonic Water* und

als Malariaprophylaxe!®*-'%.

HsCO

D\ /

Abbildung 8: Struktur von Chinin
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1.2.2. Verinderliche Farbstoffe

Die Absorptions- und Emissionseigenschaften von Farbstoffen werden durch das aromatische
n-System der jeweiligen Verbindung bestimmt. Durch duflere Einfliisse auf das n-System des
Chromophors konnen Wellenldngen und Intensititen der Absorption sowie auch der Emission
verindert werden. Aufere Einfliisse stellen z.B. der pH-Wert, die Polaritit und die Viskositt
des Losungsmittels, der Oxidationszustand des Farbstoffs und die Wechselwirkung des
Farbstoffs mit anderen Molekiilen dar. In Abbildung 9 sind einige verdnderliche Farbstoffe
aufgefiihrt.

® o 0
9l L~
N
@]
N
Phenolphthalein Kristallviolett Indigo
Br Br
HO @] OH Wo @] O\[( HO @] ]
L VLT U
H 0 '
COOH O COOH
g o C
Fluorescin Diacetylfluorescein Eosin

O
:
. AW,
—
N\ / N N N
H2N NH2 | |
Ethidiumbromid Acridinorange Pyren

Abbildung 9: Farbstoffe mit veréinderbaren Absorptions- und Emissionseigenschaften

Phenolphthalein, Eosin und Kristallviolett &ndern je nach pH-Wert die Wellenldnge der
Absorption!"” und kénnen deshalb als pH-Indikatoren verwendet werden. Bei Indigo und
Fluorescin verdndert sich die Absorptionswellenlingen in Abhéngigkeit vom Oxidations-
zustand des Farbstoffs, wobei die reduzierte Form jeweils farblos (Leukoindigo bzw.

Fluorescin) und die oxidierte Form bei Indigo blau'” bzw. bei Fluorescein gelb mit griiner
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Fluoreszenz ist!''*'*. Ein weiteres Beispiel stellt das Diacetylfluorescein dar''>*'*!. Es ist weif
und nicht fluoreszierend und wird durch enzymatische oder basische Hydrolyse in das griin
fluoreszierende Fluorescein umgewandelt. Eosin verwendet man bei der Halogenid-Titration
nach Fajans'"! als Adsorptionsindikator. Ethidiumbromid und Acridinorange!'®! sind DNA-
Farbstoffe. Ethidiumbromid''"! zeigt nach Interkalation in den DNA-Doppelstrang eine starke
Fluoreszenzzunahme, wéhrend sich bei Acridinorange bei DNA-Interkalation die Emissions-
wellenldnge dndert. Kristallviolett besitzt eine viskosititsabhingige Fluoreszenz. Zeigt es in
niedrig viskosen Losungsmittel keine Fluoreszenz, nimmt diese mit steigender Viskositéit zu
(18] Auch Pyren ist ein Fluorophor, dessen Fluoreszenz sehr stark vom Losungsmittel
abhéngt. Hier ist die Quantenausbeute in organischen Ldsungsmitteln viel héher als in

Wasser'l.

1.2.3. Triphenylmethanfarbstofte

Triphenylmethanfarbstoffe!*'"!

sind eine sehr bedeutende Farbstoffklasse. Aufgrund ihrer
leichten Zuginglichkeit und der grofen Variationsmoglichkeiten gibt es eine Vielzahl
verschiedener Farbstoffe, mit einer beachtlichen Palette an Farben und Farbstoffeigen-
schaften. Die Farbstoffe werden in verschiedene Klassen unterteilt, die sich bestimmte
Strukturmerkmale teilen. Es gibt u.a. Aminotriphenylmethanfarbstoffe, die Aminogruppen als
Auxochrome tragen, aus Phthalsdure dargestellte Phthaleinate und Xanthenfarbstoffe die eine

Etherbriicke zwischen zwei Phenylringen tragen.

1.2.3.1. Triphenylmethylcarbeniumion

©) @
o0 U
DMT

Trityl
Abbildung 10: Einfache Triphenylmethane

Als Chromophor der Triphenylmethanfarbstoffe besitzt das Triphenylmethylcarbeniumion
(Tritylion) auch ohne auxochrome Gruppen eine blasse Farbe (Ay.x = 428 nm, &€ = 30000). Es

dient als Schutzgruppe fiir Alkohole, welche durch Zugabe von Saure leicht wieder entschiitzt



12 Farbstoffe

werden konnen, wobei das farbige Triphenylmethylcarbeniumion freigesetzt wird. Das
Dimethoxytriphenylcarbenium-Ion wird als Schutzgruppe in der DNA Festphasen-synthese
verwendet. Sie ist sdurelabiler als die Trityl-Schutzgruppe, wodurch besonders milde Abspalt-
bedingungen moglich sind. So ldsst sich die saure Abspaltung der Purinbasen unterdriicken.
Durch die intensive orange Firbung (Amsx =498 nm, €= 74000)!""! der DMT-Schutzgruppe
nach der Abspaltung kann die DNA-Kopplungsausbeute durch Photometrie bestimmt werden.

1.2.3.2.  Aminotriphenylmethanfarbstoffe
| | | |

N /g\ N /%\
= Cl = Cl

© o
N
Malachitgrin Kristallviolett

Abbildung 11: Aminotriphenylmethanfarbstoffe

In Abbildung 11 sind zwei aminosubstituierte Triphenylmethanfarbstoffe aufgefiihrt.
Malachitgriin bildet tiefgriine, metallisch glanzende Kristalle, die sich in Wasser und Ethanol

21 aus Benzaldehyd und N,N-Dimethylanilin in

gut 16sen. Es wurde erstmals von Fischer!
Gegenwart von Zinkchlorid dargestellt. Das gebildete Triphenylmethin wurde mit Bleidioxid
zu Malachitgriin oxidiert. Malachitgriin wurde frither als Papier- und Textilfarbstoff
verwendet, wird aber aufgrund seiner schlechten Photostabilitit nicht mehr eingesetzt. Der
Einsatz als Lebensmittelfarbstoff wurde aus Toxizitdtsgriinden ebenfalls eingeschriankt.
Malachitgriin zeigt zwei Absorptionsmaxima bei 420 nm und bei 620 nm.

Kristallviolett liegt als Hydrochlorid in Form feiner, metallisch-gold gldnzender Nadeln
vor®'l. Es 16st sich in Wasser und anderen polaren Losungsmitteln mit intensiv violetter
Farbe. Kristallviolett wird aus Michler's Keton (4,4'-Bis-(dimethylamino)-benzophenon) und
N,N-Dimethylanilin unter Zugabe von Phosphorylchlorid synthetisiert. Kristallviolett findet
Verwendung als Farbstoff in Farbbiandern oder Kopierstiften, aber auch in der
mikroskopischen Féarbetechnik. Hier bildet es den Hauptbestandteil der sogenannten Gram-
Féarbung, mit deren Hilfe sich Bakterien grob klassifizieren lassen. Kristallviolett wird auch

als Viskosititsindikator verwendet, da dessen Fluoreszenz von der Viskositit des

Losungsmittels abhingig ist.


http://de.wikipedia.org/wiki/Schutzgruppe
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1.2.3.3. Phthaleine

Phthaleine sind Kondensationsprodukte von Phthalsiure und Phenolen!*”. Im Gegensatz zu
anderen Triphenylmethanfarbstoffen konnen Phthaleine in einer Lactonform vorliegen, deren

Eigenschaften sich deutlich von der offenkettigen (chinoiden) Form unterscheiden.

(Abbildung 12).
) (7
o0

0]
Lactoide Form Chinoide Form

OH

Abbildung 12: Phenolphthalein

Phenolphthalein ist ein weilles, kristallines Pulver, das 1871 erstmalig von Baeyer aus

[23] "Es ist in Ethanol gut, in Wasser schwerloslich.

Phthalsdure und Resorcin dargestellt wurde
In neutralem oder saurem pH-Wert liegt Phenolphthalein in der farblosen Lactonform vor.
Zwischen pH 8 und 10 geht es in die rote Chinonform iiber, weswegen es als pH-Indikator
verwendet werden kann. Eine weitere Anwendung fand Phenolphtalein, bevor es als potentiell

carcinogen klassifiziert wurde, als Abfithrmittel™.

1.2.4. Xanthenfarbstoffe
Abbildung 13: Grundgeriist der Xanthene

Unter Xanthenfarbstoffen fasst man diejenige Klasse von Farbstoffen zusammen, die ein
Xanthengrundgeriist (Abbildung 13) aufweisen. Xanthene zeigen leuchtende, sehr klare
Farbtone, und besitzen alle mehr oder weniger stark ausgeprigte Fluoreszenz. Ihre
Lichtechtheit ist jedoch meist nur gering. Strukturell leiten sie sich von den Di- und
Triphenylmethanfarbstoffen ab. Durch geeignete Wahl der Substituenten koénnen die
Absorptionswellenldngen und damit die Farbigkeit, sowie die chemischen und physikalischen

Eigenschaften in einem weiten Bereich variiert werden. Durch diese gro3e Flexibilitidt werden
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die Xanthenfarbstoffe fiir die unterschiedlichsten Anwendungen in Technik und Forschung
genutzt. Thre Verwendung reicht von der Anfiarbung von Gewissern, zur Erforschung
unterirdischer Stromungen, iiber Diffusionsversuche, Kosmetik- und Lebensmittelfarbstofte,
bis hin zur Markierung von einzelnen Molekiilen zur Verfolgung von Stoffwechselvorgingen

oder als Indikatoren bei der quantitativen Analyse.

1.2.4.1. Fluorescein

(O
0]
Lactoide Form Chinoide Form

Abbildung 14: Fluorescein

Fluorescein ist ein braunrotes Kristallpulver, das sich in Ethanol mit gelbgriiner Farbe
(Mabs =490 nm, ¢ = 73000) I6st. In verdiinnt alkalischer Losung rufen schon Spuren von
Fluorescein eine intensive griingelbe (Aem = 515 nm) Fluoreszenz hervor®. 1871 von Adolf
von Baeyer dargestellt, entwickelte es sich zu einem der bekanntesten Fluoreszenzfarbstoffe.
Fluorescein wird in der analytischen Chemie als Indikator verwendet, und da es auch noch in
geringsten Mengen nachweisbar ist, wird es in der Hydrogeologie zum Studium von
Wasserldufen eingesetzt. Dank seiner Ungiftigkeit wird Fluorescein in der Medizin zur
Diagnose von Hornhautschiden, Durchblutungsstérungen und bei Gallenblasen- und
Darmoperationen eingesetzt, aber auch zur Firbung von Seifen und Badeextrakten/-salzen

verwendet!®!,

1.2.4.2. Rhodamin B

Lactoide Form Chinoide Form
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Abbildung 15: Rhodamin B
Rhodamin B bildet metallisch-griine Kristalle, die sich in Wasser und Ethanol mit rétlich-

violetter Farbe und starker orangefarbener Fluoreszenz 16sen. Rhodamin B wurde 1887 von
der BASF® entwickelt. Dargestellt wird es aus Phthalsdure und 3-(Diethylamino)-phenol.
Rhodamin B wird als Fluoreszenzmarker fiir Bioanwendungen und als Laserfarbstoff

verwendet.

1.2.43. Weitere Xanthen-Farbstoffvarianten*"

(@]
(X,
Difluorofluorescein Dichlorofluorescein

haps=496 NM Aem=524 NM )1 =504 NM Ae[R,=529 NM
Br Br
rx
Br = Br
O
(X,

Tetrabromofluorescein Tetraiodofluorescein
Eosin Erythrosin
haps=524 NM Lem=544 nm  %,,=530 NM Lep=555 Nm

Abbildung 16: Halogenderivate des Fluoresceins

Bei Dichloro- und Difluorofluorescein wurden, im Unterschied zu Fluorescein, Substituenten
in 2' und 7'-Stellung eingefiigt. Diese verdndern die optischen Eigenschaften geringfiigig,
geben dem Farbstoff aber eine deutlich hdhere Photostabilitit gegeniiber unsubstituiertem
Fluorescein. Bei Eosin ist aufgrund der schweren Bromatome in der Ndhe des Chromophors
die Spin-Bahn Kopplung besonders stark ausgeprdgt. Die Fluoreszenzquantenausbeute von
Eosin ist gering, wihrend es eine wesentlich hohere Triplettquantenausbeute als Fluorescein
hat. Es wird daher als Photosensitizer verwendet. Aufgrund der hohen Quantenausbeute fiir
die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff dient Eosin auch als Sauerstoffaktivator. Haupt-

anwendungsgebiet von Eosin ist die Medizin und die Biologie, wo es zum Férben von Zellen
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dient. Die Triplettquantenausbeute von Erythrosin ist ebenfalls hoch, weshalb es eine dem

Eosin analoge Verwendung findet.

|
/5\
c1®

Rhodamin 110 (Rhodamin Griin) Rhodamin 6G Tetramethylrhodamin (TMR, Tamra)
Aaps=495 Nnm A,n=521nm Aaps=525 NnM A, =555 nm Aaps=D55 NM A,,=580 nm

Abbildung 17: Verschiedenfarbige Rhodamin Derivate

Rhodamin Griin ist ein griines Rhodaminderivat mit fluoresceindhnlicher Emission. Im
Vergleich zu Fluorescein sind aber Wasserloslichkeit und Photostabilitdt deutlich erhoht.
Rhodamin 6G ist ein gelber Rhodaminfarbstoff der hdufig als Laserfarbstoff verwendet wird.

Tetramethylrhodamin ist wiederum Rhodamin B &hnlich.

SO,Cl O
Texas Red osy7 HO
Aabs=595 "M A,;=615 nm Aabs=560 nm

Abbildung 18: Spezielle Rhodamin Derivate

Ein Rhodamin Derivat mit einer Julolidingruppe ist Texas Red. Es findet aufgrund seiner
stark rotverschobenen Farbe breite Anwendung in der Zellbiologie. QSY 7 ist ein ,,Black
Hole Quencher®, ein Farbstoff der eine breite Absorptionsbande besitzt, keine eigene

Fluoreszenz zeigt, aber die Fluoreszenz vieler Farbstoffe zu 16schen vermag.
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1.3. Liganden

1.3.1. Terpyridin

1.3.1.1. Allgemein

2,2"6'2"-Terpyridin (Abbildung 19) und seine Derivate stellen besonders effektive Chelat-
liganden fiir eine groBe Zahl von Ubergangsmetallionen dar. Diese Komplexe finden in
weiten Bereichen der Chemie Anwendung, was zu einem groflen Teil auf ihre photo-
physikalischen und Redoxeigenschaften zuriickzufiihren ist. So werden sie zur Ausbildung
geordneter Strukturen auf Oberflachen, zur kolorimetrischen Detektion von Metallen und als
Bausteine fiir die Supramolekulare Chemie verwendet. 2,2":6',2"-Terpyridin ist eine schwache
Base die zwei Protonen aufnehmen kann. Die Saurebildungskonstante sind: pK; = 4,66 und
pK, = 3,28. Der dritte Stickstoff ist desaktiviert und wird erst in konzentrierter Schwefelséure

protoniert[zs’26’27’28]

Ni*: K;=10,7 K,=11,1 logp=2138

=
- | cu®: K, =91 K,=80 logB=17,1

| N N | N Fe*: K;=7,1 K,=138 logp=209
_N N__— Co’™: K;=84 K;=99 logp=183

Zn*": K, =6,0

Abbildung 19: 2,2":6',2"-Terpyridin mit Komplexbindungskonstanten fiir einige Metalle!**!

1.3.1.2. Terpyridinsynthesen

Durch die enorme Zahl potentieller und faktischer Anwendungen sind zahlreiche Methoden
zur Synthese unterschiedlich substituierter Terpyridine entwickelt worden. Dabei lassen sich
prinzipiell zwei Synthesestrategien unterscheiden: Zum einen die eher klassischen Synthesen
mit einem Ringschluss, zum anderen die modernen Synthesen mit {ibergangsmetall-
katalysierten Kopplungen.

Die bekannteste klassische Methode stellt die Krohnke-Kondensation dart>®)

, welche in
Abbildung 20 dargestellt ist. Dabei wird ein N-Pyridiniumsalz mit einem Enon unter

Anwesenheit von Ammoniumacetat kondensiert.
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= | R
N
® N NH,OAc
Ox.
| X OO0 | X
_N N2

Abbildung 20: Terpyridinsynthese nach Krohnke

Alternative Synthesemdglichkeiten sind die Methode nach Potts®' (Abbildung 21-a) und die
Methode nach Jameson*?! (Abbildung 21-b). Sie beinhalten die Kondensation des

entsprechenden Enons mit der Enolatform des 2-Acetylpyridins.

SMe
@O | N | AN
A
| N A X N7 Xy a)
= - SMe > |
A __.» N NH,OAc, 59% _N N
| _— 0] SMe
N
O S
. A N
Sy N (@] | | P
| W N~ | AN N | Xy b)
~ \ e '
N > NH,OAc, 55% N N~
o)

Abbildung 21: Terpyridinsynthese nach Potts(a) und Jameson(b)

Bei der Terpyridinsynthese nach Hanan'**! (Abbildung 22) wird der mittlere Pyridinring aus
2-Acetylpyridin, einem Aldehyd und Ammoniak unter basischen Bedingungen iiber eine
Hantzsch-Pyridin-Synthese aufgebaut. Auf diese Weise sind zahlreiche 4'-Arylsubstituierte
Terpyridinderivate in einer einstufigen Synthese zuginglich. Die Synthese nach Hanan ist in

Kapitel 5.3.1.1 ndher beschrieben.

R R
S A
X o o SN N
_N NH3 N _N NN
R = Aryl

Abbildung 22: Terpyridinsynthese nach Hanan
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Bei der Terpyridinsynthese nach Constable (Abbildung 23) ldsst man 2 Aquivalente
Ethylpicolinat mit Aceton mittels doppelter Claisen-Esterkondensation zu einem 1,3,5-Trion
reagieren. Der anschliefende Ringschluss in Gegenwart von Ammoniumacetat fiihrt zum
Dihydropyridon, welches mit PCls und POCl; zum Chlorterpyridin weiter umgesetzt werden

[34,35]

kann . Diese Synthese ist in Kapitel 5.3.1.2 ndher erldutert.

NH,OAC
2 OEt + OJ\ Nah,_ —is H
| 80% 80%
_N

PCI5 62%

Cl

| X
| X N N
N N~

Abbildung 23: Terpyridinsynthese 1**!

Terpyridine sind auch iiber Palladiumkreuzkopplungen darstellbar. Dabei geht man meist von
substituierten Halogenpyridinen aus, die mittels Suzuki-, die Stille- und die Negishi-
Kopplung mit Metallorganylen verkniipft werden. Durch Verwendung dieser Methodik ist es
moglich, Terpyridine mit beliebigem, vor allem auch unsymmetrischem Substitutionsmuster

herzustellen'*®!
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R1
A AN
| _ + | 7Rz -
Br N° Br R3Sn N
R1
f\l

=
RsSn™ N° 'SnRj Br N

R, X" N7 Br

R1
/fj\
pZ
| N Br
R1
= | X
+ —R
NS 3 _ =
N N~ "Br RSN N// N 1
o R R
Ro— 3 2 3
\?N N N\/

Abbildung 24: Synthese verschiedener Terpyridinderivate™™ via Stille Kupplung

1.3.1.3. Funktionalisierung von Terpyridin

Weiterhin sind auch zahlreiche Synthesen von funktionalisierten Terpyridinen bekannt.
Neben der direkten Synthese aus einzelnen Bausteinen konnen natiirlich auch an den
Terpyridinsystemen selbst Modifikationen vorgenommen werden. Beispielsweise ist es
moglich aus Halogenterpyridinen mittels nucleophiler aromatischer Substitution Terpyridinyl-
ether herzustellen. Neben Alkoholen konnen auch Lactone und Aminoalkohole als

Reagenzien eingesetzt werden!®’).

CH
cl o~ CHaoy
4 <
HO(CH,),OH
| NSy N (CH)n | NSy N
_N N KOH _N N

Abbildung 25: Synthese von Terpyridinylethern

Auch Pyridone konnen zur Synthese von Terpyridinderivaten herangezogen werden, da diese
unter basischen Bedingungen als Nucleophile reagieren. Dies erlaubt die Synthese

unterschiedlich funktionalisierter Terpyridinylether®® (Abbildung 25).
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Xr N N . (\Br K2CO4
| Ho |

N N~ 92%

Abbildung 26: Synthese von Terpyridinderivaten iiber das Pyridon[**!

Eine besonders schonende Methode mit der auch kostbare Alkohole in guten Ausbeuten an
das Terpyridinsystem gekoppelt werden konnen, stellt die Mitsunobu-Reaktion dar. Dies ist in

Abbildung 27 beispielhaft dargestellt™*!.

O

o fj\NBz
) Nko
XN X , HO PPhs, DIAD
Ho * 0
N N~
OBz

Abbildung 27: Mitsunobu-Reaktion
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1.3.2. Cyclam

1.3.2.1. Allgemeines

Cyclam (systematischer Name 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan) wurde 1937 von van

Alphen!*” dargestellt. Metall-Cyclam-Komplexe besitzen hohe Komplexbildungskonstanten

K (Tabelle 1)*!! die sich mit dem makrocyclischen Effekt erkldren lassen!*?!.

Cu2+ Ni2+ Zn2+ C02+ Cd2+ Hg2+

Pb2+

lg K (Cyclam) 28,1 22,2 15,5 12,7 11,7 23,0

10,8

Tabelle 1: Komplexbildungskonstanten 1gK fiir einige Metall-Cyclam-Komplexe

Dieser beschreibt die zusitzliche Stabilisierung eines makrocyclischen Komplexes gegeniiber

einem vergleichbaren offenkettigen Chelatkomplex. Diese Stabilisierung hat ihre Ursache vor

allem in der unterschiedlichen Praorganisation, Solvatation sowie Dipol-Dipol-AbstoBung der

Donorfunktionen der beiden Systeme. In Tabelle 2 sind die Komplexbildungskonstanten fiir

einige Metallkomplexe von Cyclam (1,4,8,12-Tetraazacyclotetradecan, Makrocyclus) und

2,3,2-tet (1,4,8,12-Tetraazadodecan, offenkettiger Ligand) angegeben*"’.

NH HN A

[ ] NH HN

NH HN [ \L
v NH, NH,
Cyclam 2,3,2-tet

Abbildung 28: Cyclam und offenkettiger tetradentater Ligand

Cu2+ N12+ Zn2+
g K (Cyclam) 28,1 22,2 15,5
lg K (2,3,2-tet) 23,1 16,1 12,4

Tabelle 2: Vergleich der Komplexbildungskonstanten des Makrocyclus Cyclam mit dem vergleichbaren

offenkettigen System 2,3,2-tet
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Anwendung findet Cyclam als vielseitiger Ligand fiir Ubergangsmetallkationen in der
Medizin und Koordinationschemie. Zum Beispiel konnen schon geringe Dosen Cyclam die
tddliche Wirkung von Nickel herabsetzen!*’). Dabei ist es deutlich effektiver als EDTA,
welches eine niedrigere Komplexbildungskonstante zeigt: lg K (Ni-cyclam) = 22,2, Ig K (Ni-
EDTA) = 18,6.

1.3.2.2.  Synthese von Cyclam

Cyclam kann an einem Nickeltemplat aus 1,5,8,12-Tetraazadodecan und Glyoxal hergestellt
werden'**! (Abbildung 29). Das primire Kondensationsprodukt wird durch NaBH, reduziert
und koordiniertes Ni*" durch ,,Extraktion mit Cyankali entfernt. Diese Synthese ist in Kapitel

5.3.2 niher erliutert. Die Gesamtausbeute der Literatur belief sich auf 20%**!,

Y ™

[NH NHz  nicl, NH NH;  Glyoxal [NH\N/N\] 1) NaBH, [NH HN]
—_— Ni |
BN SN =
NH NH, NH NH, NH N 2.) KCN NH HN

20 %

Abbildung 29: Templatsynthese von Cyclam

1.3.2.3. Synthesen von Cyclamderivaten

Cyclamderivate besitzen interessante Anwendungsmoglichkeiten. Zu ihrer Darstellung sind je
nach Substitutionsgrad am Cyclam unterschiedliche Reaktionswege notwendig. Die vier
Stickstoffatome des Cyclams reagieren als nucleophile Zentren bereitwillig mit den meisten
Elektrophilen. Setzt man das Elektrophil im Uberschuss ein, erhilt man auf diese Weise in der
Regel das tetrasubstituierte Cyclam!*!. Von Nachteil ist, dass alle vier Substituenten gleich

sind. Ein Beispiel ist in Abbildung 30 gegeben.

K\ Hooc— | A _—COOH
[NH HN] 0 1) HCI, H,S0, H,0
+ + KCN [ ]
P .

HH H 2) LiOH, MeOH, HZO
v HOOC—/ v ¥COOH

Abbildung 30: Synthese von vierfach substituiertem Cyclam nach Ronnie

=z
P
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Schwieriger gestaltet sich die Synthese monofunktionalisierter Cyclame. Setzt man Cyclam
mit einem Aquivalent Elektrophil um, wird man in der Regel ein Gemisch aus einfach und
mehrfach substituierten Produkten erhalten. Eine alternative Reaktionsfithrung besteht in der
selektiven Schiitzung dreier Aminfunktionen mit Trifluoressigsdureethylester. Die vierte
Aminfunktion bleibt dabei auch bei einem Uberschuss Trifluoressigsiureethylester unbesetzt,
was an einer sukzessiven Passivierung des Cyclamrings mit steigender Zahl der

)[46

Schutzgruppen liegt (Abbildung 31)!*°! Diese Synthese ist in Kapitel 5.3.2 niher erldutert.

NH HN EtOTFA, NEt;3

O
NH NJ\CFg

[ ] CH3OH [ j
F3C\H/N N\n/CFg

(0] O

NH HN

L

Abbildung 31: Synthese von dreifach TFA geschiitztem Cyclam nach Yang

Die ungeschiitzte Aminogruppe ist nun grundsétzlich fiir eine Funktionalisierung zugénglich,
doch eignen sich hierfiir nur wenige, reaktive Reagenzien wie z.B. Benzylbromide,

Sdurechloride und Anhydride.

Die bisher besprochenen Funktionalisierungen des Cyclamgertistes beziehen sich durchweg
auf die Aminogruppen. Modifizierungen an den Methylengruppen besitzen ebenfalls grof3e
Bedeutung. An eine nachtrdgliche Funktionalisierung der Methylengruppen eines bereits
bestehenden Cyclamgeriistes ist aufgrund der Passivitét jedoch sehr schwierig. Eine mdgliche
Syntheseroute ist die Umsetzung geeigneter Cyclamvorstufen, wie in Abbildung 32 gezeigt.

Die Reaktion von 1,4,8,11-Tetraazaundecan mit einem Malonester fithrt zur Bildung eines

Diamids, welches nach Reduktion ein C-funktionalisiertes Cyclam liefert!*’),
NC
CN
@) (0]
NH HN +

[ I NH HN
NH, NH, EtOOC” ~COOEt [ ]

NH HN

Abbildung 32: Syntheseroute, die zu C-funktionalisiertem Cyclam fiihrt
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1.4. Kopplung

1.4.1. Funktionalisierung von Proteinen

1.4.1.1. Molekularbiologische Methoden

In der Zellbiologie spielt die Untersuchung von Proteinen (Wechselwirkungen, raumliche und
zeitliche Verteilung in lebenden Zellen, Geweben oder Organismen) eine sehr grof3e Rolle.
Um einen leichten und spezifischen Nachweis dieser zellularen Strukturen zu gewéhrleisten,
werden sie mit einem Marker funktionalisiert. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um eine
kleine Aminoséurekette oder auch ein ganzes Protein, welches den charakteristischen
Nachweis des urspriinglichen Proteins leicht zuldsst.

Einen moglichen Weg, Proteine zu funktionalisieren, liefert die Gentechnik. Dabei wird das
Genom bestimmter Mikroorganismen (Bakterien, oft E. Coli) durch Klonierung derart
verdndert (in der Regel werden zwei verschiedene Genanteile fusioniert), dass diese das so
genannte rekombinante Protein (auch Fusionsprotein) herstellen konnen*™. Aber auch
Eukaryonten und héhere Lebewesen wie z.B. Méuse konnen gentechnisch verdandert werden.
Im Folgenden werden einige Fusionsproteine vorgestellt:

49,50,51,52] - . .
50.51.52] st ein aus 238 Aminosiuren bestehendes

e GFP (green fluorescent protein).
Protein aus der Qualle Aequorea Victoria, welches bei Anregung mit UV-Licht griin leuchtet.
Ein zu untersuchendes Protein, das mit GFP fusioniert wurde, lasst sich also durch dessen
Fluoreszenzlicht nachweisen. Mutationenen des urspriinglichen Proteins GFP weisen andere
Emissionsmaxima auf und heilen entsprechend YFP (yellow fluorescent protein), RFP (red

fluorescent protein) und CFP (cyan fluorescent protein).

Abbildung 33: Fluoreszierende Quallen (links) und Kristallstruktur von GFP (rechts)
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e Auch His-Tags">>* kénnen an den C- oder N-Terminus von Proteinen gekniipft werden.
Es handelt sich um Oligo-Histidine, bestehend aus 4 bis 12 Histidinmolekiilen. Sie werden zur
chromatographischen Aufreinigung von Proteinen verwendet. An einem Agarosetriger-
material ist Nickel(II) {iber einen Nitrilotriacetat (NTA) Chelatliganden immobilisiert. Das
His-Tag Protein koordiniert an der Ni-NTA Festphase und wird anschlieBend durch Spiilen
mit Imidazol, Histidin oder EDTA erhalten. Die Verwendung von Nickel fiir diese
Reinigungsmethode beruht auf der groBen Komplexbindungskonstante fiir Nickel-Histidin
Komplexe (His"™!: K= 8,7; Ko= 6,9; Ig B = 15,6; NTAP: K, = 11,5). Ein His-Tag kann auch
verwendet werden, um ein Protein mit einem Farbstoff zu funktionalisieren. Dazu wird der
Farbstoff mit einem Ligandsystem, wie NTA, Terpyridin oder Cyclam funktionalisiert, an
welches ein Metall koordinieren kann. Dieser Farbstoffmetallkomplex kann dann an das His-
Tag Protein binden.

e HaloTag™ ist ein von der Firma PROMEGA® vorgestelltes Konzept, das eine alternative

Proteinmarkierung ermoglicht!>!

. Dazu wird ein spezielles Fusionsprotein, das 33 kDa
schwere HaloTagTM Protein, in einer Zelle, die zuvor mit einem entsprechenden Plasmid
transfiziert wurde, in vivo exprimiert. Die Zelle wird mit einem Farbstoff (Ligand) inkubiert,
der nach Passieren der Membran kovalent iiber einen Linker (Chloralkan-Linker) an ein
Aspartat des HaloTag-Fusionsproteins bindet. Nach Auswaschen von ungebundenem Ligand
kann die Fluoreszenzuntersuchung beginnen. In Abbildung 34 ist der HaloTag™ TMR

Ligand gezeigt, dessen signalgebende Einheit Tetramethylrhodamin ist.

Farbstoff
<

N J
e

Chloralkan-Linker

Abbildung 34: Der HaloTag"™ TMR Ligand, bestehend aus Linker (zur Bindungskniipfung an das Protein)
sowie Farbstoff

o -SNAP-tag ist ein Tag-Fusionsprotein der Firma COVALYS® *"l. Das Verfahren dhnelt
dem o.g. HaloTag Verfahren der Firma PROMEGA®. Das verwendete Fusionsprotein ist
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22 kDa schwer und wird mit Hilfe eines Benzylguanosin-Linkers funktionalisiert. Der
Farbstoff wird damit kovalent an einem Cystein verankert.
In Abbildung 35 ist der SNAP-tag DAF Ligand gezeigt, dessen signalgebende Einheit ein

Diacetylfluorescein ist, das intrazelluldr zu Fluorescein umgesetzt wird.

|
YOOy
0] @)
Q HN‘@j
ey 0

Farbstoff <

HzNJ\\N H
N J

~
Benzylguanosin-Linker

Abbildung 35: Benzylguanosin-modifiziertes Diacetylfluorescein als SNAP-tag-Ligand

1.4.1.2. Chemische Methoden

Proteine lassen sich auch auf einem anderen, als dem gentechnischen Weg funktionalisieren.
Dazu werden einzelne Aminosduren des Proteins kovalent an einen Kopplungspartner
gebunden. Eine iibliche, aber nicht sehr selektive Methode ist die Verwendung von
Isothiocyanaten, die an Amine und Alkohole addieren kénnen und stabile Harnstoffe und
Urethane bilden konnen.

Um eine selektivere Kopplung am Protein durchzufiihren, ist Cystein aus mehreren Griinden
ein geeigneter Kopplungspartner. Die Thiolgruppe besitzt zum einen eine hohe nucleophile
Reaktivitit. Zum anderen ist eine freie, d.h. nicht iiber Disulfid-Briicken gebundene,
Thiolgruppe in einer Vielzahl von Proteinen nur einmal vorhanden, so dass die Kopplung
regioselektiv durchgefiihrt werden kann.

Eine weitere Methode ist die Kopplung einer Aminofunktion (z.B. von Lysin in einem Protein
oder einer Aminofunktion an einem Farbstoff) an die freie Thiolgruppe des Cysteins mittels
Iodessigsdure. Aus Amin und lodessigsdure bildet sich ein Amid, das in einem zweiten Schritt
mit der Thiolgruppe reagiert (Abbildung 36). Auf diese Weise lassen sich beispielsweise zwei

Proteine aneinander oder ein Protein an eine Oberflache koppeln.



28 Kopplung

o) H S—O o)
R—NH, + —_ | ——— S‘@
i HO)K/ ' R—N)K/ R—N)K/
H H
Abbildung 36: Kopplung einer Aminfunktion an die Thiolgruppe einer Cysteinfunktion mittels lodessigsdure

Eine Aminfunktion lisst sich auch iiber eine Maleinimidgruppe an die Thiolfunktion binden.
Als Standardcrosslinker hat sich wegen seiner hohen Stabilitdt und der langsamen Hydrolyse
Succinimidyl-4-(N-maleinimidomethyl)-cyclohexan-1-caboxylat (SMCC) durchgesetzt!™®!
(Abbildung 37).

0 0 o}
o 0
Hs—( ) s—O)
R—N N
H
o}

Abbildung 37: Kopplung einer Aminfunktion an die Thiolgruppe einer Cysteinfunktion mittels SMCC




Einleitung 29

1.4.2. Amidsynthesen

Fiir die Bildung von Amidbindungen stehen in der modernen organischen Synthese, wegen
der enormen Bedeutung der Peptidsynthese in Chemie und Biochemie, zahlreiche Methoden
zur Verfiigung*®-*°!. Uber die Zeit wurden zahlreiche Reagenzien und Standardprozeduren
entwickelt, welche die Kniipfung dieser Bindung erleichtern. Meist wird in einem ersten
Schritt die Carbonsdure in eine reaktive Zwischenstufe iiberfithrt und anschlieBend mit dem
Amin verknlipft. Dabei kann die Zwischenstufe isoliert oder in sifu in der Reaktionslosung
mit dem Amin umgesetzt werden.

Zur Carbonsdureaktivierung wurden mehrere Typen von Reagenzien entwickelt. Eine
Reaktionsmoglichkeit besteht in der Uberfiihrung der Carbonséure in aktivierte Ester, deren

Reaktivitit fiir die Bildung von Amiden ausreicht (Abbildung 38).

F
Cl F e
NO, Cl O
LT R L
R™ O R O R™ 0O £ F
Cl
p-Nitrophenyl- 2,4,5-Trichlor- Pentafluor-
ester phenylester phenylester

Abbildung 38: Aktivester

Ein hiufig verwendetes Reagenz, welches unterstiitzend bei Aminkopplungen eingesetzt wird,
ist 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP). Es bildet mit Carbonsduren N-Acylpyridine, die sich
mit Aminen direkt zu Amiden umsetzen lassen.

Sehr hiufig werden Carbodiimide verwendet, die eine schonende Aktivierung der Carbon-
sdure erlauben und sich meist leicht aus der Reaktionslosung abtrennen lassen'®"-**%*] Hierbei
wird die Carbonsdure in situ aktiviert und gleich mit dem Amin umgesetzt. Géngige
Reagenzien sind N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und N,N'-Diisopropylcarbodiimid
(DIC). N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid (EDAC) ist eine wasserldsliche

Variante der Carbodiimide, die Amidkopplungen in Wasser ermoglicht.
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/
<::>}—N:C:N—<<::> >}—N:C:N—<< EP—N:C:N—(CHﬁfNK

DCC DIC EDAC

Abbildung 39: Carbodiimide

Ein grofles Problem bei der Verwendung der duferst reaktiven Carbodiimide zur Aktivierung
von funktionalisierten Carbonsduren, wie Aminosduren, stellt ihre starke Neigung zu
Nebenreaktionen dar. Dies beschrinkt ihren Einsatz auf Reaktionspartner, die innerhalb
weniger Minuten zum gewiinschten Produkt reagieren. Dauert eine Kopplung jedoch einige
Stunden oder gar Tage, so fiihrt die Bildung unreaktiver Nebenprodukte zu einer duferst
schlechten Ausbeute!®. Deshalb werden die Reaktanten nach der Aktivierung meist in einen
fiir Nebenreaktionen weniger anfdlligen Aktivester iiberfiihrt. Dabei haben sich zwei N-
Hydroxyaminderivate als besonders giinstig erwiesen, N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 1-

Hydroxybenzotriazol (HOBt)**!,

o) OH
N\
N-OH [::I:/N
N
0
NHS HOBt

Abbildung 40: N-Hydroxyaminderivate
Die wohl besten Reagenzien zur Bildung von Amiden stellen jedoch die Uronium-Salze!®®!
dar. Sie ermdglichen eine sehr rasche und schonende Aktivierung der Carbonsdure und eine
leichte Aufarbeitung des Reaktionsgemisches. Sie haben sich schnell zu den
Standardreagenzien fiir die Peptidsynthese entwickelt, da sie alle Vorteile der bis heute

entwickelten Reagenzien in sich vereinen.

@/NMEZ G_)/NMe2 @/NMGZ
/O_C\ /O_C\ p—C\
N  NMe, N  NMe, XN, NMe;
sulaliive Sl pe!
N PFg N BF, N N PFg
HBTU TBTU HATU

Abbildung 41: Uronium-Reagenzien
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871 getzt man eine Carbonsiure bei

Zur Herstellung von Amiden nach der Imidazol-Methode!
RT mit N,N -Carbonyldiimidazol (CDI) zum Imidazolid um und gibt nach Beendigung der

CO,-Entwicklung das Amin zu (Abbildung 42).

O co /=N +R—NH 0
//\N N/\\ 2 R 2
R + N _ N S — R
SRR g R
~ </ ] o} </ ] H
N N

Abbildung 42: Amidsynthese durch die Imidazolmethode nach Staab

Eine vielfiltige Methode Amide darzustellen ist die von Weinreb!®® entwickelte Uberfiihrung
eines Amins in sein Dimethylaluminiumamid durch Umsetzung mit AlMe;, welches

anschliefend direkt mit einem Ester zum Amid reagieren kann (Abbildung 43).

o)
RO)J\R i
AlMe ' !
R-NH, ————» R-NHAIMe, > R\NJ\R..
-CHy H

Abbildung 43: Amidsynthese mit Dimethylaluminiumamid nach Weinreb
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1.5. Zellen

Zellen sind definiert als die kleinste Einheit der Struktur, der Vermehrung und der Funktion.
Sie stellen die elementare Einheit dar, an der sich alle Grundfunktionen des Lebens
nachweisen lassen. In der Natur existieren zwei grundsitzlich verschiedene Zelltypen, die
Protocyten und die Eucyten. Protocyten kommen nur bei einfachen Organismen (Prokaryoten)
wie Bakterien und Blaualgen vor. Alle iibrigen Organismen sind aus den gréferen und
komplexeren Eucyten aufgebaut, welche hier weiter erlautert werden!®-7"’:

Die gesamte lebende Substanz einer Zelle wird als Protoplasma bezeichnet. Sie ist von der
Zell- oder Plasmamembran umgeben. Das Protoplasma wiederum gliedert sich in
Nucleoplasma und Cytoplasma. Das Cytoplasma besteht aus Cytosol mit dem Cytoskelett und
den verschiedenen Zellorganellen. Eucyten sind in starkem MalBl in physiologisch-
biochemische Reaktionsrdume gegliedert, zwischen denen vielfdltige funktionelle und
strukturelle Beziehungen bestehen. Die Reaktionsriume werden als Kompartimente
bezeichnet, sie sind durch Membranen voneinander getrennt und ermoglichen den geordneten
Ablauf der zelluldren Prozesse

Die meisten Zellen sind mit bloBem Auge nicht sichtbar. Die typische Groflenordnung liegt
im Bereich von 5 bis 30 um fiir tierische Zellen und 10 bis 100 pm fiir pflanzliche Zellen. In

Abbildung 44 ist eine typische, tierische Zelle abgebildet!®”’.

. FRibozom

~ Peroxizom
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_ Transportvesikel

T Glattes ER
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Zellkern

Kernhlle
¥ Mucleolus
| " RauesER

! Mitochondrium
Plasmamembran

Abbildung 44: Aufbau einer tierischen Zelle
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Cytoplasma: Das Cytoplasma ist die innerhalb der Zellmembran befindliche Grundsubstanz
der Zelle. Es setzt sich aus dem wasserreichen Cytosol (Cytoplasma im engeren Sinn),
welches unter anderem Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, niedermolekulare Verbindungen des
intermedidren Stoffwechsels und Salze enthilt, sowie aus membranumschlossenen Zell-
einschliissen, den Zellorganellen zusammen. Insgesamt besteht das Cytoplasma zu etwa 75
bis 95 % aus Wasser. Niedermolekulare Bestandteile, Proteine, die Komponenten des
Cytoskeletts und die Ribosomen bilden zusammen das cytoplasmatische Kompartiment (im
Unterschied zu den Zellorganellen, die jeweils eigene Kompartimente bilden), in dem
wichtige Reaktionen des Intermedidrstoffwechsels (Protein- und Kohlenhydratstoffwechsel,
sowie Lipidsynthese) ablaufen.

Zellkern (Nucleus): Der Zellkern ist der Haupttrdger der genetischen Information. Er enthélt
die Chromosomen und ist durch die Kernhiille vom Cytoplasma getrennt, um einen eigenen,
auf die Chromosomen abgestimmten Stoffhaushalt aufrechterhalten zu kénnen. Die Kern-
membran ist in regelmédBigen Abstinden von Kernporen durchzogen und mit dem
endoplasmatischen Retikulum verbunden. Bei der Mitose 16st sich die Kernmembran auf.
Kernkdrperchen (Nucleolus): Nucleoli sind die grofiten und bekanntesten Kernkorperchen.
In Nucleoli wird ribosomale RNA transkribiert. Eine weitere Funktion der Nucleoli ist die
NAD (Nicotinadenosindinucleotid) Synthese aus NMN (Nicotinmononucleotid).
Mitochondrien: Mitochondrien sind meist ovale bis stibchenférmige Organellen innerhalb
der eukaryotischen Zelle. Die Hauptfunktion der Mitochondrien ist die Energieversorgung der
Zellen, weshalb sie auch oft als zelluldre ,,Kraftwerke* bezeichnet werden. Sie entsprechen in
ithren AusmalBlen etwa einer Bakterienzelle (Ldnge 0,5 bis 10 um) und sind von einer
Membran umhiillt. Die daran anliegende innere Membran besitzt zur Oberflichen-
vergroBerung kammformige Einfaltungen (Cristaetyp) oder rohrenformige Einfaltungen
(Tubulustyp). Innerhalb der inneren Membran liegt die Grundsubstanz der Mitochondrien, die
Matrix. Die innere Membran enthilt in erster Linie die Enzyme der Atmungskette. Uber die
Atmungskette entsteht in der Zelle der Energietrdger Adenosintriphosphat (ATP), der bei
nahezu allen biochemischen Prozessen als Energielieferant fungiert. Daneben finden in den
Mitochondrien weitere Abbaureaktionen statt, darunter der Citratzyklus sowie der Abbau von
Fettsduren (B-Oxidation). Mitochondrien vermehren sich durch Teilung, enthalten eigenes
genetisches Material (mitochondriale DNA) und sind in der Lage, selbst Proteine zu
synthetisieren. Man nimmt an, dass Mitochondrien im Laufe der Evolution aus in die Zelle

eingewanderten, aeroben Bakterien entstanden sind (Endosymbiontenhypothese).
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Raues Endoplasmatisches Retikulum (rER): Das raue ER ist ein stark gegliedertes
Membransystem, welches ein verschlungenes Rohrensystem darstellt, dass mit der dulleren
Kernmembran verbunden ist. In erster Linie wird durch das rER der Stofftransport gesteuert
und die ersten posttranslationalen Modifikationen an exprimierten Proteinen vorgenommen.
Das rER ist im stark von Ribosomen besetzt und dadurch Ort der Proteinbiosynthese.

Glattes Endoplasmatisches Retikulum (gER): Das glatte ER ist dem rER &hnlich,
allerdings frei von Ribosomen und in der Zelle nur in relativ geringem Malle vorhanden. Es
ist Ort der Lipidsynthese und von Entgiftungsreaktionen. In Leberzellen wird im gER
Glycogen abgebaut. Es dient auch als Calciumspeicher fiir die Signaltransduktion.
Golgi-Apparat: Der Golgi-Apparat ist ein submikroskopisches Membransystem im Zell-
plasma, welches mit dem ER in Verbindung steht. Neben dem Stofftransport ist der Golgi-
Apparat auch fiir posttranslationalen Funktionalisierung von Proteinen mit Kohlen-hydraten,
Lipiden oder Sulfaten zustindig.

Ribosomen: Die Ribosomen sind ovale, aus ribosomaler RNA und Proteinen bestehende
Partikel, die vor allem am rauen endoplasmatischen Retikulum zu finden sind, aber auch frei
in der Zelle vorkommen. Die Ribosomen sind der Ort der Proteinbiosynthese.

Lysosomen: Lysosomen sind von einer einfachen Membran umgebene blischenartige
Organellen, mit einem Durchmesser von etwa 1 um, in Zellen von Tieren. Lysosomen
enthalten Enzyme, die Proteine, Polysaccharide, Nucleinsduren und Lipide abbauen.
Lysosomen dienen der Zelle ebenfalls als Wiederverwertungsanlagen fiir komplexe fremde
Molekiile oder Zellbruchstiicke, die durch Endocytose in die Zelle aufgenommen worden
sind. Im Inneren der Lysosomen herrschen durch H'-ATPase aufrechterhaltene saure
Verhiltnisse (pH < 5).

Peroxisomen: Peroxisomen sind rundliche, von einer Membran umschlossene Zellorganellen
mit einem Durchmesser von 0,2 bis 1,5 um. Sie sind besonders reich an Katalase und
Peroxidasen, die an Entgiftungsreaktionen beteiligt sind.

Cytoskelett: Drei verschieden Arten von ineinander greifenden Proteinfilamenten bilden ein
Netzwerk, das Cytoskelett: Actinfilamente, Mikrotubuli und intermediére Filamente. Sie
unterscheiden sich in Dicke, ihrer Zusammensetzung und ihrer Funktion. Actinfilamente
organisieren die Bewegung von Organellen. Mikrotubuli sind bei der Mitose fiir die Trennung

der Chromosomen unentbehrlich und intermedidre Filamente geben der Zelle ihre Struktur.
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Pflanzenzellen: Pflanzenzellen unterscheiden sich in einigen Merkmalen von tierischen
Zellen. Sie haben zusitzlich zur Zellmembran eine feste Zellwand die aus Cellulose und
anderen Kohlenhydratpolymeren besteht. Die Zellwand ist starr, aber fiir Wasser und kleine
Molekiile permeabel. In pflanzlichen Zellen gibt es keine Lysosomen. Thre Funktion wird von
den Vakuolen iibernommen. Vakuolen kdnnen einen groen Teil der Zelle einnehmen (bis zu
90 %) und halten zusitzlich den osmotischen Druck der Zelle aufrecht. Pflanzenzellen
besitzen mit Plastiden, neben Mitochondrien, einen zweiten Organelltyp der eine eigene DNA
besitzt. Es gibt verschiedene Arten von Plastiden. Die bekanntesten sind Chloroplasten, die
mit ca. 5 pM Durchmesser grofler als Mitochondrien sind und der Photosynthese dienen. Da
sie Chlorophyll in groBen Mengen enthalten, sind sie iiblicherweise griin. Andere Varianten
von Plastiden sind die Chromoplasten, die die Pflanzenfarbstoffe enthalten und die
Leukoplasten, die flir die Speicherung von Néhrstoffen verantwortlich sind. Zu den
Leukoplasten gehoren die Amyloplasten, die Stirke einlagern, Elaioplasten fiir die
Speicherung von Lipiden sowie Proteinoplasten die Proteine enthalten. Eine besondere
Variante der Amyloplasten sind die Statolithen. Sie sind Schwerkraftsensoren und daher fiir
das senkrechte Wachstum von Pflanzen verantwortlich. Von Plastiden wird ebenso wie von
Mitochondrien angenommen, dass sie schon frith mit eukaryotischen Zellen eine Symbiose

eingegangen sind.

HeLa-Zellen: Hierbei handelt es sich um menschliche Epithelzellen eines Cervixcarcinoms
(Gebarmutterhalskrebs). Es sind die ersten menschlichen Zellen aus denen eine permanente
Zelllinie etabliert wurde. Im Jahr 1951 entfernte ein Chirurg bei der Patientin Henrietta Lacks
einige dieser Zellen von einem Carcinom am Muttermund, um sie auf ihre Malignitit zu
untersuchen. Die Patientin verstarb 8 Monate spéter an ihrer Tumorerkrankung. Die
entfernten Zellen waren vom humanen Papillomavirus 18 (HPV18) befallen und dadurch zu
Tumorzellen entartet. Die Zellen lieBen sich kultivieren und vermehrten sich in Zellkultur so

gut, dass sie seitdem vielfach in der Forschung eingesetzt werden'™.

Arabidopsis Thaliana (Acker-Schmalwand): Arabidopsis Thaliana ist eine niedrige,
einjihrige krautige Pflanze aus der Familie der Kreuzbliitler. Sie ist eine Pflanze die sehr
hdufig in Laborexperimenten eingesetzt wird. Aufgrund der schnellen Generationenfolge von
8 Wochen, des kleinen Genoms (5 Chromosomenpaare, 125 Millionen DNA Basen) und der
leichten Kultivierbarkeit der Pflanze ist sie zur wichtigsten Modellverbindung in der

Pflanzenphysiologie aufgestiegen'’'.
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1.6. Enzymscreening

1.6.1. Enzyme und Proteine mit enzyméahnlicher Funktion

Enzyme beschleunigen als Biokatalysatoren chemische Reaktionen durch Herabsetzen der
Aktivierungsenergie, die zu einer mdglichen Stoffumsetzung bendtigt wird. Theoretisch ist
eine enzymatische Umsetzung reversibel, d.h. die Produkte konnen wieder in die
Ausgangsstoffe zuriickreagieren. Die Substrate einer Enzymreaktion werden im aktiven
Zentrum zu einem Enzym-Substrat-Komplex gebunden. Dies ermoglicht die vereinfachte
Umwandlung der Substrate in die Reaktionsprodukte, welche anschlieBend aus dem Komplex
wieder freigesetzt werden. Wie alle Katalysatoren liegt das Enzym nach der Reaktion
unverdndert, in der Ausgangsform vor. Enzymatische Katalysen verlaufen immer
enantioselektiv und sind daher fiir die asymmetrische Synthese interessant.

Einige Proteine kdnnen auch eine enzymatische Funktion zeigen, fiir die sie nicht vorgesehen
sind’>"]. Diese ,,Promiskuitiven Enzyme“ zeigen einen katalytischen Effekt fiir eine
Vielzahl von Reaktionen. Ein Beispiel dafiir ist die Esterasefunktion von Serum Albumin!’.

Da im Falle des Albumins die Turnover-Rate der Esterhydrolyse sehr gering ist, spricht man

von einer nur esterasedhnlichen Aktivitét.


http://de.wikipedia.org/wiki/Biokatalysator
http://de.wikipedia.org/wiki/Aktivierungsenergie
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1.6.2. Albumin

Albumin stellt mit 60 Gewichtsprozenten neben Globulin das wichtigste Protein im
Blutplasma dar. Es zdhlt zur Gruppe der Globuldr- oder Sphédroproteine, welche eine
kugelférmige oder ellipsoide Tertidrstruktur aufweisen. Eine hohe Wasserloslichkeit ist darin
begriindet, dass bei ausgebildeter Tertidrstruktur polare Seitenketten nach auBlen und unpolare
Seitenketten nach innen gerichtet sind. Im Blut eines erwachsenen Menschen findet man pro
Liter 35-55 g Albumin (Humanes Serum Albumin, HSA)!"!.

Die Funktion des Albumins besteht in der Aufrechterhaltung des kolloid-osmotischen Drucks
im Blutplasma durch Bindung von Wasser in der Blutbahn. Das Protein ist aufgrund seiner
GroBe nicht in der Lage die Kapillarwidnde zu passieren, sodass der Anteil an
Makromolekiilen hier hoher ist als in angrenzendem Gewebe oder in Zellzwischenrdumen.
Als Folge wird ein unkontrolliertes Durchtreten von Wasser durch Membranen verhindert.
Durch die ampholyte Eigenschaft, sowohl Anionen wie auch Kationen reversibel zu binden,
wirkt Albumin als Puffer des pH-Wertes im Blut. Dariiber hinaus ermdglicht es den Transport
von hydrophoben Stoffen wie Fettsduren, Hormonen, Vitaminen oder auch Pharmaka im
Kreislauf und ist somit maf3geblich an deren Wirkung beteiligt.

Da sich die Albumine von verschiedenen Sdugetierspezies nicht stark unterscheiden
verwendet man fiir Experimente {iblicherweise das als Nebenprodukt der Rindfleischindustrie
anfallende Bovine Serum Albumin. BSA wird aus einer Kette von 607 Aminoséuren mit 17
Disulfidbriicken aufgebaut und besitzt eine molare Masse von 69323 g/mol. Die Gewinnung
erfolgt in einer fiinfstufigen fraktionierten Trennung des Blutplasmas nach Cohn!’*!. Dabei
werden unterschiedliche physikalische und chemische Eigenschaften ausgenutzt um die
einzelnen Bestandteile des Plasmas voneinander zu trennen u.a. pH-Wert, Salzkonzentration,
Temperatur und Proteinkonzentration. In Fraktion I wird zum GroBteil Fibrinogen vom Serum
abgetrennt, in Fraktion II y-Globulin, in Fraktion III B-Globulin, in Fraktion IV a-Globulin
und in Fraktion V Albumin. Nach dieser Fraktionierungsmethode wird Albumin auch als

Fraktion V bezeichnet.
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1.6.3. Automatisierung durch Roboter

Kinetische Untersuchungen verlangen ein hohes Mal3 an Prizision gepaart mit einer hohen
Geschwindigkeit der Probenvorbereitung. Eine Moglichkeit fiir die Durchfiihrung einer
groflen Zahl an kinetischen Untersuchungen mit mehreren Komponenten ist die Verwendung
eines Roboters. Dieser bereitet Proben mit einer hoheren Geschwindigkeit und
Zuverlassigkeit vor, als ein menschlicher Experimentator.

Die Anspriiche an Untersuchungen von Enzymaktivititen in unterschiedlichen chemischen
Umgebungen bestehen vor allem in vielen simultanen Messungen, die auch im Mikromafstab
reproduzierbare Ergebnisse liefern miissen. Auch hier bietet sich die Verwendung eines
Roboters zur Probenvorbereitung und zur Reaktionskontrolle an. Ein geeignetes Modell ist
der Pipetierroboter Tecan Genesis Workstation 150 (Abbildung 45), der aus Stammldsungen
verschieden gewlinschte Mischungen nach vorgegebenem Protokoll erstellt. Der
Reaktionsverlauf wird mit einem Tecan SpectraFluor UV und Fluoreszenzmessgerit

kontrolliert, welches gleichzeitig 96 Kinetiken verfolgen kann.

Abbildung 45: Pipettierroboter Genesis Workstation 150 der Firma Tecan
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2. Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Synthese von Derivaten der Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein und
Rhodamin und deren Anwendung als Molekulare Sonden fiir bioanalytische oder biologische
Fragestellungen, einschlieBlich des zelluldren Imagings. Es sollte eine Art ,,Baukastensystem*
entwickelt werden, das iiber einfache einstufige Verkniipfungsreaktionen die Kopplung
funktioneller Bausteine an Farbstoffe mit geeigneten photophysikalischen Eigenschaften
ermdglicht. Von Interesse waren u.a. Systeme, die auf biologische Spurenmetalle wie Cu®*
ansprechen, biologische Redoxpotentiale anzeigen oder ungewdhnliche Verteilungsmuster

und starke Anreicherungen in lebenden Zellen zeigen.
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3. Dipicolinoylfluorescein als fluorogene Sonde

. +
fiir Cu’’-Ionen

Kupfer ist ein bedeutendes Spurenelement, das im menschlichen Kdrper in aktiven Zentren
vieler Proteine zu finden ist. Ein fehlerhafter Kupferstoffwechsel wird daher mit vielen
Krankheiten assoziiert. Neben Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson werden auch
prioneninduzierte Krankheiten (wie Spongiforme Encephalitis) oft mit einer Stérung des

77,78

Kupferstoffwechsels in Verbindung gebracht!””’*). Eine Uberwachung der Kupferhoméostase

konnte sich als hilfreich fiir das Verstdndnis und die Diagnose dieser Krankheiten erweisen.

3.1. Allgemeines

Abbildung 46: Dipicolinoylfluorescein

Dipicolinoylfluorescein (DPF) ist eine weille kristalline Substanz, welche in Losung farblos
und nicht fluoreszierend ist. Nach kupferkatalysierter Hydrolyse nehmen die Absorption bei
489 nm und die Emission bei 513 nm zu. Wihrend einfache Fluoresceinester wie
Diacetylfluorescein bereits seit langem zum fluorometrischen Nachweis einer Esterase-

14]

aktivitit verwendet werden'", sind sie nicht in der Lage die Hydrolyseaktivitit von

Metallionen nachzuweisen, da die Affinitdt dieser Verbindung fiir Metalle zu gering ist. Die
Eigenschaft von Cu®", Ester mit Ankergruppen wie Pyridin zu hydrolysieren war schon linger

[79]

bekannt' -, es konnte davon ausgegangen werden, dass ein Picolinsdureester des Fluoresceins

empfindlich auf die Anwesenheit von Kupfer reagiert.
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Abbildung 47: Hydrolyse von Dipicolinoylfluorescein durch Kupfer

3.2. Synthese

Die Synthese wurde mit Hilfe eines Synthesescreenings auf verschiedene
Reaktionsbedingungen wie Temperatur, Losungsmittel, verwendete Base und Eduktverhéltnis
getestet (siche Kapitel 3.3.).

Als ideal erwiesen sich, nach der literaturbekannten Synthese des Picolinoylchlorids 11*°!, die
Verhiltnisse 10:1 Picolinoylchlorid zu Fluorescein. Dabei wurden Picolinoylchlorid in
absolutem DMF und Fluorescein in absolutem Pyridin geldst, und beide Losungen wurden
vereinigt. Nach beendeter Reaktion ist darauf zu achten, die Reaktionsmischung nicht mit
Wasser zu vermischen, um eine vorzeitige Esterspaltung zu vermeiden. Die Losung wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Nach Umkristallisieren mit Aceton und Hexan erhielt man Dipicolinoylfluorescein 2 (DPF)

als weiB3en kristallinen Feststoff.

3.3. Screening der Reaktionsbedingungen fiir die DPF-
Synthese

Da die Synthese des Dipicolinoylfluoresceins nicht nach Standardveresterungsverfahren
gelang, mussten geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden, mit denen die Synthese
durchfiihrbar war. Dazu wurden verschiedene Screenings durchgefiihrt. Das letztlich
Erfolgreiche wird im folgenden Abschnitt ndher beschrieben. Die Synthesen wurden in 1,5 ml
PlastikreaktionsgefdBen der Firma Eppendorf durchgefiihrt. Dazu wurde zu Beginn 8
Stammlosungen der Edukte in verschiedenen Losungsmitteln und Konzentrationen hergestellt

und mit romischen Ziffern nummeriert (Tabelle 3):
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Nummer Konzentration Substanz Losungsmittel
I 0,01 M Fluorescein in absolutem DMF
II 0,01 M Fluorescein  in absolutem Pyridin
111 0,01 M Fluorescein  in absolutem THF
1A% 0,04 M Fluorescein in absolutem DMF
\Y 0,04 M Fluorescein  in absolutem Pyridin
VI 0,04 M Fluorescein in absolutem THF

VII 0,1M Picolinoylchlorid in absolutem Pyridin
VIII 0,1 M Picolinoylchlorid in absolutem DMF

Tabelle 3: Stammldsungen fiir das Synthese-Screeing

Aus diesen wurden nun jeweils 12 Reaktionslosungen hergestellt. Diese wurden aus je einem
Teil Fluoresceinlosung und einem Teil Picolinoylchloridlésung zusammen pipettiert.
Die Losungen wurden mit den Nummern 1 bis 12 und 1+ bis 12+ gekennzeichnet und bei RT

bzw. bei 60 °C geriihrt. Die Reaktionsldsungen setzten sich wie folgt zusammen:

1 +vIl 3 II+vIl 5 1I+vil 7 Iv+vll 9 V+VII 11 VI+VII
2 I+vill 4 1I+vIIl 6 OI+vVIID 8 IV+VIII 10 V+VIII 12 VI+VIII

Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden Proben entnommen und mittels ESI-MS analysiert.

In Tabelle 4 sind die ESI-Massenpeaks nach 48 Stunden zusammengefasst. Mit m/z sind die
jeweiligen Massen-Ladungsverhéltnisse und mit I die relative Intensitét im Vergleich zu den
anderen Peaks dieses Spektrums angegeben, wobei 10 die hochste Intensidt markiert. Zur
besseren Ubersichtlichkeit wurde das Edukt mit griin (m/z = 333), das monofunktionalisierte
mit rot (m/z = 438) und das difunktionalisierte und gesuchte Produkt mit blau (m/z = 543)

hervorgehoben.
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1 1+ 2 2+ 3 3+ 4 4+ 5 5+ 6 6+
mz| I |m/z]| 1 m/z | 1 mz| I |mz| I |mz| 1 |mz]| 1
333 110 [ 333 | 10 10 333 10 [ 333 | 10 | 333 | 10 [ 333 | 10
262 | 8 [173] 2 173 12,5 173 |25 1731 2 |173| 2 394

1 151 632 | 2
7 7+ 8 8+ 9 9+ 10 10+ 11 11+ 12 12+
mz| I |mz| 1 |mz| 1 |m/z| 1 |mz| I |mz|I |mz|I |mz|I |mz|I |mz| I |mz|I |mz|]I
333 110 [ 333 | 10 333 ] 10 | 333 |10 333 ] 10 333 110 (394 | 10 | 333 | 10 [ 333 | 10
173 10,5 173 [1,5(394 |55 | 173 | 1 [173]0,5[173 | 1 173 10,2 3941 9
1571 0,5 157 10,5 440 1,5 1770 | 1,5

157 10,5333 | 3 3941 3 [ 39455 3331 0,5

333 ] 2 | 333 [45 831 (0,5

980 | 2 | 980 [0,5 -

Tabelle 4: ESI-MS-Analyse des Synthesescreenings zur DPF-Synthese, Angabe der relative Intensititen und
Hervorhebung von Edukt (griin), Intermediat (rot) und Produkt (blau)

Mit Hilfe dieses Screenings wurden die optimalen Bedingungen fiir die DPF-Synthese
gefunden. Ideal ist eine Mischung ein Verhéltnis von Picolinoylchlorid:Fluorescein von 10:1,
wobei das Picolinoylchlorid in absolutem DMF und das Fluorescein in absolutem Pyridin

gelost ist. Die Temperatur hat keinen Einfluss auf das Produkt/Eduktverhiltnis.

3.4. Hydrolyse

Fiir die Hydrolyseexperimente wurde eine 10 mM Losung des Farbstofts in DMSO hergestellt
und anschlieBend mit Wasser auf 10 uM verdiinnt. Als Puffer diente 10 mM MOPS bei pH 7.
Die Zunahme der Absorption wurde bei 489 nm bzw. der Emission bei 513 nm gemessen.

Um die intensive Absorption und Fluoreszenz von Fluorescein zu beobachten, miissen beide
Esterbindungen von 2 gespalten werden. In enzymatischen Assays wird der Einfluss des
monosubstituierten Intermediates oftmals vernachldssigt. Eine genauere Untersuchung der

11 hat ergeben, dass bei der Hydrolyse eine signifikante

zweistufigen Hydrolyse!
Konzentration von Monoacetylfluorescein entsteht, welche jedoch aufgrund der niedrigen
Absorption und Fluoreszenz einen sehr geringen Einfluss auf die zeitlichen Absorptions- und
Fluoreszenzinderung hat. Aus diesem Grunde wurde die Analyse der Kinetiken dahingehend
vereinfacht, dass man die Bildung des Monoacetylfluoresceins vernachléssigt, zumal in erster

Linie die Hydrolysegeschwindigkeiten der Umsetzung interessierten.
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Abbildung 48: Hydrolyse von 2 (10 uM in H,0), Zunahme der Absorption bei 489 nm in Abhdngigkeit von der
CuSO, Konzentration, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS).

Durch Zugabe von Kupfer wird die Hydrolyse von 2 stark beschleunigt. In Abbildung 48 sind
die Hydrolysegeschwindigkeiten in Abhdngigkeit der Kupferkonzentrationen dargestellt. Man
sieht einen linearen Anstieg der Hydrolysegeschwindigkeit. Bei hoheren Temperaturen nimmt
sowohl die Hydrolyse- als auch die Hintergrundgeschwindigkeit zu (Faktor 2 pro 10 °C).

Bei Cu’"-Konzentrationen iiber 50 puM ist die Hydrolyse zu schnell, um durch Standard-
Photometrie bestimmt zu werden. Die lineare Zunahme der Geschwindigkeit indiziert, dass
die Koordinationsstellen von DPF nicht gesittigt sind und das die Wechselwirkung mit dem
Metall eher schwach ist. Die Bildungskonstanten des 1:1 Komplexes von 2 mit Cu werden im
Bereich von IgK = 2 bis 3 erwartet. (Bildungskonstante des 1:1 Komplexes von Kupfer mit 2-
Acetylpyridin: 1gK = 2,93 von 2-Pyridincarboxamid: 1gK = 2,9 und von 2-Pyridin-
carboxaldehyd: 1gK =2,7!%).

Bei Cu®*-Konzentrationen kleiner als 1 pM wird die Hydrolyse langsamer und schwerer
detektierbar. Um die Hydrolyse trotzdem messen zu konnen senkt man die DPF Konzen-
tration ebenfalls auf einen niedrigeren Wert, minimiert dadurch die Hintergrundhydrolyse-

reaktion und misst die Kinetik uber die Zunahme der Fluoreszenz.
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Abbildung 49: Hydrolyse von 2 (1 uM in H,0), Zunahme der Fluoreszenzintensitdt in An- oder Abwesenheit
von CuSQ,, Anregung bei 489 nm, Emission bei 513 nm, T = 25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS).

Abbildung 49 stellt die Zunahme der Fluoreszenz durch Kupfer in niedrigeren
Konzentrationen dar. Die drei Kurven zeigen die Verdnderung der Fluoreszenz bei Zugabe

von 0,5 uM Kupfer, 0,1 uM Kupfer und bei Abwesenheit von Kupfer.

Die Esteraseaktivitit von Kupferkomplexen wurde ebenfalls untersucht. Verwendet wurden
bidentate Liganden wie 2,2'-Bipyridin (bipy) und Picolinsdure (pic), tridentate wie
1,4,7-Triazacyclononan (tacn), tetradentate wie 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecane (Cyclam)

und Tris(-aminoethyl)-amin (tren) Liganden.



46 Dipicolinoylfluorescein als Kupfersensor

Kein Ligand
tren

bipy
Cyclam

10*x dA489/dt [s]

eq

Abbildung 50: Hydrolyse von 2 (10 uM in H,0), Vergleich der Esteraseaktivitit von freien Cu®** Tonen und
verschiedenen Cu®* Komplexen mit einem 1:1 und 1:2 Metall zu Ligand Verhiltnis,

[Cu>] =10 uM, T = 25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS).

Aus Kristallstrukturen von 1:1 Kupferkomplexen!®!

von bipy, pic und tacn geht hervor, dass
zwel der &quatorialen Koordinationsstellen besetzt sind und die zwei verbliebenen,
cis-orientierten dquatorialen Koordinationsstellen fiir das Binden von Coliganden frei sind.
Die 1:1 Komplexe dieser Liganden zeigen eine signifikante Esteraseaktivitit, die jedoch
etwas niedriger ist als die der freien Kupferionen. Die Bildungskonstanten Ig K aller 1:1
Komplexe sind bei pH =7 groBer als 8, was bei einer Konzentration von 10 pM auf eine
quantitative Komplexbildung hinweist. Bei Zugabe des Liganden im Uberschuss werden die
2:1 Komplexe gebildet und alle vier dquatorialen Positionen blockiert, wodurch es zu einer
Verringerung der Esteraseaktivitdt kommt. Im Falle von tacn ist die zweite Bildungskonstante
drei GroBenordnungen kleiner als die erste, reicht aber immer noch zu einer quantitativen

18] Im Falle von bipy und pic ist die Bildung des 2:1 Komplexes

Bildung des 2:1 Komplexes
bei 10 uM Konzentration aufgrund der niedrigen Bildungskonstanten (Ig K = 5,3 fiir Cu(bipy)
und bipy™®”! und 1g K = 6,9 fiir Cu(pic) und pic!®) nicht vollstindig. Wenn die Konzentration
von pic bzw. von bipy weiter erhoht wird, wird das Gleichgewicht in Richtung des inaktiven
2:1 Komplexes verschoben und die Esteraseaktivitdt sinkt auf den Hintergrundwert ab. Bei
der Verwendung hoch effizienter Chelatoren wie Cyclam und tren sind die 1:1 Komplexe

inaktiv. Der tetradentate Makrocyclus Cyclam blockiert alle vier dquatorialen Positionen am
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Kupfer, tetradentates tren blockiert drei dquatoriale und eine axiale Stelle des Kupfers!®!. Da
Cu(tren) inaktiv ist, reicht eine freie dquatoriale Koordinationsstelle anscheinend nicht aus,

um hydrolytische Wirkung zu zeigen.

Um die Kupferselektivitit von DPF neben anderen Metallen zu testen wurde die
Hydrolyseaktivitit von Cu* mit Ni*", Co*", Zn®", Ca®* und Mg®" verglichen. Die
Hydrolysegeschwindigkeit ist bei vergleichbaren Bedingungen bei Ni*" und Zn*" um den
Faktor 200 und bei Co>", Ca*" und Mg®" um mehr als den Faktor 500 niedriger als bei
Cu’"(Abbildung 51). Die hohe Selektivitit von DPF ist vermutlich auf eine doppelte
Diskriminierung!®! zuriickzufiihren, d.h. Kupfer hat von den untersuchten Metallen sowohl
die hochste Bindungsaffinitit zum Picolinsdureester als auch die hochste Lewis-Séure

Aciditit.
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Abbildung 51: Hydrolyse von 2 (10 uM in H,0) durch verschiedene bivalente Metall-Ionen,
[M>7]=10 uM, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS).
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4. Screening von Esteraseaktivititen mit Diacetyl-

fluorescein

Viele Enzyme, aber auch Proteine ohne Enzymfunktion zeigen katalytische Aktivititen, die
nicht ihrer natiirlichen ,,Bestimmung® entsprechen. Moglicherweise bergen viele Proteine ein
bisher nicht erschlossenes Potential als Katalysatoren flir chemische Reaktionen.
Beispielsweise wurde fiir das kommerziell erhéltliche Rinderserumalbumin eine - wenn auch
schwache - Esteraseaktivitit nachgewiesen. Durch den Einsatz chemischer Additive ist die
Esteraseaktivitdt modulierbar. Die durch das Protein geschaffene chirale Umgebung konnten

enantioselektive Hydrolysen durchgefiihrt werden.

4.1. Automatisierte Messungen

Die Vielzahl an Messungen erforderte den Einsatz eines Roboters, hier den Pipetierroboter
Tecan Genesis Workstation 150, zur Vorbereitung der Messungen. Der Pipettierroboter hat
acht einzeln ansprechbare Pipettenspitzen mit einem Volumen von jeweils 990ul. Die
Stammlosungen fiir die Experimente werden in 100 ml VorratsgefiBle (fiir alle acht
Pipettenspitzen) oder in 10 ml Reagenzglédsern (fiir eine Spitze) vorgelegt. Der Roboter kann
im Regelbetrieb bis zu 9 Troge und 96 Reagenzgldser verwalten. Als Vorlage dienen drei 96-
well-Mikrotiterplatten.

Die Uberpriifung des Reaktionsverlaufs erfolgt mit einem Tecan SpectraFluor UV und

Fluoreszenzmessgerit, welches 96 Kinetiken gleichzeitig verfolgen kann.
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4.2. Esteraseaktivitiat von BSA

Ziel der im Folgenden beschriebenen Untersuchung war, die Esteraseaktivitit durch
potentielle katalytische Cofaktoren wie Metallionen zu steigern, so dass an einen praktischen
Einsatz als Katalysator z.B. fiir enantioselektive Esterhydrolysen gedacht werden kann.

BSA katalysiert die hydrolytische Spaltung von Nicotinsdureestern'’*). Diese Esteraseaktivitit
kann auch bei diversen anderen Substraten beobachtet werden. Um die Parameter der
Esteraseaktivitdt zu untersuchen wurde das literaturbekannte Diacetylfluorescein 3 (DAF)

{[13.14]

dargestell , um einen Chromatographieschritt ergdnzt und als Substrat eingesetzt. Die

Experimente wurden immer in Wasser durchgefiihrt.

\[O(OOOOTOK
%

Abbildung 52: Diacetylfluorescein 3 (DAF)

3 bildet farblose Losungen, die bei pH 7 stabil sind. Im Gegensatz zu Dipicolinoylfluorescein
wird es nicht durch lewissaure Metalle gespalten und verursacht daher in Metallsalzlosungen
wenig Hintergrund. Nach Hydrolyse des Esters durch BSA zeigt die Losung die fiir die
Fluorescein typische Farbung und Fluoreszenz (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Hydrolyse von 3 [10 uM] durch BSA [10 uM] (blau), Kontrollwert DAF ohne BSA (rot),
pH =7, Puffer = 10 mM MOPS
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In Abbildung 53 ist die Hydrolyse von DAF durch BSA beschrieben (blau). Als Referenz
wurde eine Farbstofflosung ohne BSA untersucht (rot). Um das DAF in Losung zu halten,
wurde Natriumdodecylsulfat als Losungsvermittler dazugegeben. Da BSA selbst auch als
Losungsvermittler fungiert ist die Zugabe von NDS nur erforderlich, wenn kein BSA

zugegeben wird.

1
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Abbildung 54: Hydrolysegeschwindigkeit von 3 [10 puM] in Abhéngigkeit der BSA Konzentration, Zusatz von
10 uM Cu*" (blau) und kupferfreier Verlauf (rot), T = 25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS).

In Abbildung 54 wird die Hydrolysegeschwindigkeit in Abhiangigkeit der BSA Konzentration
untersucht. Dabei wurden von 0,1 bis 2 Aquivalente BSA (im Verhiltnis zur DAF
Konzentration) verwendet. Die Hydrolysegeschwindigkeiten wurden in An- und Abwesenheit

von einem Aquivalent Kupfer durchgefiihrt.

4.3. Einflusse auf die Aktivitit

Um die Esteraseaktivitit von BSA zu modulieren, wurde der Einfluss einer Vielzahl
chemischer Additive auf die Hydrolyseaktivitdt untersucht. Die BSA Konzentration wurde fiir
alle Messungen auf 10 uM eingestellt. Als Puffer wurde 10 mM MOPS verwendet.

Die angegebenen Werte sind ein Mittel aus 4 Messungen. Der Fehler lag bei unter 10 % der
Abweichung. Die verwendeten Additive wurden in den Konzentrationen 10 pM (1
Aquivalent), 100 uM (10 Aquivalente), 1 mM (100 Aquivalente) und 10 mM (1000

Aquivalente) zugegeben.
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Als Additive wurden verwendet:

Alkalimetalle: Lithiumsulfat, Natriumsulfat, Kaliumsulfat
Erdalkalimetalle: Calciumchlorid, Strontiumchlorid, Bariumchlorid
Hauptgruppenmetall: Aluminiumsulfat, Bleichlorid

Ubergangsmetalle: Kupfersulfat, Nickelchlorid, Silbernitrat, Zinksulfat

A o

Anionen: Natriumazid, Kaliumnatriumtartrat, Natriumnitrat, Natriumoxalat,
Natriumthiocyanat, Natriumthiosulfat, Natriumchlorid

6. Komplexe: Kaliumhexacyanoferrat(Il), Kaliumhexacyanoferrat(III)
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Abbildung 55: Verdnderung der Hydrolysegeschwindigkeiten von 3 durch BSA in Abhédngigkeit von

chemischen Additiven, prozentuale Angabe im Vergleich zur Reaktion ohne Additive

Aus der Gruppe der Alkalimetalle wurde erst beim Einsatz von 1000 eq Additiv in allen 3
Fillen eine deutliche Inhibierung (auf ca. 80 %) der Hydrolysegeschwindigkeit festgestellt.
Gegenkontrollen mit Lithium-, Natrium-, und Kaliumchlorid zeigten bei den gleichen
Bedingungen keine Inhibierung. Die Inhibierung wurde demzufolge auf das Sulfat
zuriickgefiihrt. Aus diesem Grund wurde die Inhibierung der Esterhydrolyse durch

Natriumsulfat zuséatzlich in 100mM und 1M Sulfat Konzentration untersucht.
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Bei den Erdalkalimetallen sah man bei Zugabe von 1000 eq Calcium, Strontium und Barium

eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit um 20 %. Bei der Zugabe der Ubergangsmetalle

sah man bei allen untersuchten eine Zunahme der Hydrolyseaktivitit. Am stirksten

ausgeprigt war diese Eigenschaft bei Kupfer. Bei Zugabe von 100 eq Kupfersalz war die

Hydrolysegeschwindigkeit doppelt so hoch. Silbernitrat und Zinksulfat zeigten beide eine

Beschleunigung im Bereich von 30 %. 100 eq Nickelchlorid zeigten eine nur geringe

Beschleunigung von ca. 10 %. Der Einsatz von 1000 eq ergab bei den Ubergangsmetallen

ebenfalls einen Niederschlag.

Bei der Verwendung von Anionen als Additive erwies sich das Azid als das Potenteste. Eine

Zugabe von 100 eq Azid erhohte die Hydrolysegeschwindigkeit um 10 %, bei 1000 eq sogar

um 70 %. Eine leichte inhibitorische Wirkung zeigte, wie bereits erwihnt, das Sulfat. Bei

Zugabe von 1000 eq Sulfat sank die Hydrolysegeschwindigkeit um 20 %. Einen Effekt in der

gleichen GroBenordnung zeigten auch die Anionen Oxalat und Tartrat.

Einen sehr deutlichen Effekt zeigten das rote und das gelbe Blutlaugensalz. 10 eq Komplex

inhibierten die Hydrolyse bereits um 10 %. Die Zugabe von 100 und 1000 eq senkten die

Hydrolysegeschwindigkeit um 40 % bzw. 60 %.

Keinen Einfluss auf die Hydrolysegeschwindigkeit zeigten:

e Alkalimetallsalze in Konzentrationen von 10uM bis 10mM.

e [Erdalkalimetallsalze in Konzentrationen von 10uM bis ImM.

¢ Aluminium und Bleisalze in Konzentrationen bis 10uM bis ImM (10mM Ld&sungen
zeigten einen Niederschlag).

e Kupfer-, Nickel-, Silber- und Zinksalze in Konzentrationen von 10uM bis 100uM (10mM
Losungen zeigten einen Niederschlag).

e Natriumazid in Konzentrationen von 10uM bis 100pM.

e Kaliumnatriumtartrat, Natriumthiosulfat und Natriumoxalat in Konzentrationen von 10uM
bis ImM.

e Natriumnitrat, Natriumthiocyanat und Natriumchlorid in Konzentrationen von 10uM bis
10mM.

Fazit: Metallionen als Cofaktoren konnen die Esteraseaktivitit von BSA zwar um Faktor

zwel, aber nicht dramatisch steigern.
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5. Synthese und Eigenschaften modifizierter
Xanthenfarbstoffe

Rhodamine zeigen ein breites Spektrum von Anwendungen. Durch hohe
Extinktionskoeffizienten, hohe Quantenausbeuten und gute Photostabilititen sind sie als
Laserfarbstoffe oder fiir die Fluoreszenzmikroskopie besonders geeignet. Rhodamin B ist ein
violetter Farbstoff mit einer starken orangefarbenen Fluoreszenz. Sein gilinstiger Preis und die
guten optischen Eigenschaften machen Rhodamin B zu einem idealen Baustein fiir chemische
Funktionalisierungen. Rhodamin B ist zwar zellpermeabel, wird aber in der Zelle nicht
akkumuliert und zeigt auch keine charakteristische Verteilung in der Zelle. Die
Derivatisierung von Rhodamin B veridndert die Akkumulation und Distribution. Funktionelle
Gruppen konnen in der Zelle verdndert werden, dadurch die Membranpermeabilitét
verdndern und so den Farbstoff in der Zelle oder in bestimmten Bereichen der Zelle
festhalten. Durch das Einfligen von reaktiven Gruppen kann der Farbstoff auch kovalent an
Proteine oder auch niedermolekulare Verbindungen gekoppelt werden, um Untersuchungen

von zelluldren und physiologischen Vorgéngen durchzufiihren.

5.1. Synthese von Rhodamin B Piperazinamid

Fiir die Kopplung der Farbstoffe werden meist aktivierte Ester (sieche 1.4.2.), Maleinimide

oder Isothiocyanate (siehe 1.4.1.2.) verwendet.

Et,N

Abbildung 56: Reaktive Rhodamin B Derivate
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Diese Substituenten sitzen normalerweise in 5- oder 6- Stellung am Rhodamin. Meist wird
eine Mischung der beiden Isomere verwendet.

~_N o ~ gv
cI®

Abbildung 57: Rhodamin B NHS-Ester in 5 und 6 Stellung

Der Substituent in 5- bzw. 6-Stellung muss bereits wihrend der Farbstoffsynthese eingefiihrt
werden. Dabei ist keine Stereoinduktion moglich und es entstehen folglich beide Produkte
etwa zu 50 %. Eine Trennung der beiden Isomere ist aufwendig, weswegen oft die
Mischungen eingesetzt werden. Eine andere Moglichkeit ist die Funktionalisierung der
Carbonséurefunktion in 3-Stellung. Hierzu wird beispielsweise die Kopplung nach Weinreb
durchgefiihrt® Verwendet man fiir die Amidkopplung primére Amine, kann das Produkt
allerdings cyclisieren, und solche Rhodamin B Lactame zeigen keine Fluoreszenz!'l Aus
diesem Grund ist Piperazin ein geeignetes Substrat, da es ein sekunddres Amid bildet,

192] Die optischen Eigenschaften des Farbstoffs verandern sich

welches nicht cyclisieren kann
durch diese Substitution nur geringfiigig, der Extinktionskoeffizient bleibt gleich, aber die
Absorption und die Emission erfahren eine Rotverschiebung von ca. 10 nm und die
Quantenausbeute sinkt auf ca. 70 % des Wertes fir Rhodamin B ab®?. Aus Rhodamin B

t°21 AnschlieBend wurde daraus

wurde im ersten Schritt Rhodamin B Base 4 dargestell
Rhodamin B Piperazinamid 5 im Multigramm MaBstab hergestellt”” und fiir weitere

Kopplungen verwendet.

NH

Abbildung 58: Rhodamin B Piperazinamid
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5.2. N-Acylierung von Rhodamin B-Piperazinamid

Literaturbeschrieben' war bisher nur die N-Acylierung von Rhodamin B-Piperazinamid mit
Anhydriden und Séurechloriden. In einem Synthesescreening wurden verschiedene Methoden
getestet, um auch nicht aktivierte Carbonsauren zu koppeln (siche Kapitel 1.4.).

Zunéchst wurde Rhodamin B Piperazinamid 5 (A) mit Stearinsdure (B) umgesetzt. In Tabelle
5 sind die Aquivalente der eingesetzten Edukte aufgefiihrt. Die Reaktionen wurden im
Milliliter MaBstab in Eppendorf-ReaktionsgefdBlen in einem Thermomixer durchgefiihrt. Die
Reaktion erfolgte in 6 Stunden bei Raumtemperatur mit 1 mM Substratkonzentration in
absolutem DMF. Als Kopplungsreagenzien wurden Mischungen von DIC
(N,N'-Diisopropylcarbodiimid) oder DCC (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid) und DMAP
(4-(Di-methylamino)-pyridin) bzw. HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) eingesetzt. Als Base
wurden 1,5 Aquivalente DIEA (Diisopropylethylamin) zugegeben. Der Verlauf der Reaktion
wurde mit ESI-MS verfolgt und die Menge des gebildeten Produktes iiber das Verhiltnis von
Edukt- zu Produktpeak geschitzt.

A B DIC DCC DMAP HOBt DIEA m/z Produkt %

1 1 15 1,5 1,5 778 0
I 1 1,5 1,5 1,5 778 0
1 1 1,5 1,5 1,5 778 0
1 1 2 1,5 L5 778 0
1 1 2 1,5 1,5 778 2%

Tabelle 5: Amidkopplungsscreening 1

Unter diesen Reaktionsbedingungen konnte nur bei einer der Kombinationen eine Spur des

Produkts erhalten werden.
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In einem zweiten Screening wurden daher die Bedingungen abgewandelt. Die
Reaktionsdauer wurde auf 24 h verlangert und es wurden 3 Carbonsdure-Edukte getestet, die
Kopplungsreagenzien wurden variiert und die Menge an Carbonsdure wurde von 1 auf 1,1
Aquivalente erhoht (A = Rhodamin B Piperazinamid 5, B = Stearin-siure, C = Essigsiure, D

= Cholsdure).

B A DIC CDI HBTU HOBt DIEA m/z Produkt%

L1 1 1 1 1,2 778 30

L1 1 1 778 60

L1 1 1 1,2 778 80

C A DIC CDI HBTU HOBt DIEA m/z Produkt%
L1 1 1 1 1,2 553 42

L1 1 1 553 75

L1 1 1 1,2 553 90

D A DIC CDI HBTU HOBt DIEA m/z Produkt %
L1 1 1 1 1,2 901 0,5

L1 1 1 901 2

L1 1 1 1,2 901 72

Tabelle 6: Amidkopplungsscreening 2

Nach 24 h zeigten sich bei der Kopplung der Essigsédure bereits beachtliche Mengen Produkt,
wobei die Kombination von DIC (N,N'-Diisopropylcarbodiimid) / HOBt (1-Hydroxy-
benzotriazol) / DIEA (Diisopropylethylamin) sich als vergleichsweise schlecht erwies. Die
Kopplung mit CDI (Carbonyldimidazol) verlief besser. Als beste Bedingung erwies sich die
Kopplung mit HBTU (N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(Benzotriazol-1-yl)uronium hexafluoro-
phosphat) / DIEA. Die Kopplung der Stearinsdure verlief im Vergleich zur Essigsdure mit
deutlich schlechter Ausbeute. Die Kopplung mit Cholsdure zeigt nur bei der Verwendung von
HBTU Produktbildung.

Eine Verbesserung der Reaktivitdt wurde durch sdulenchromatographische Aufreinigung von

Rhodamin B Piperazinamid erreicht.
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5.3. Synthese carboxy- und aminofunktionalisierter

Liganden

Zur Synthese metallbindender Farbstoffe musste Rhodamin B Piperazinamid mit z.B.
carboxyfunktionalisierten Chelatliganden gekoppelt werden. Untersucht wurden: Terpyridin

und Cyclam-Derivate.

5.3.1. Terpyridin-Derivate

Die zur Kopplung verwendeten Terpyridine wurden nach zwei verschiedenen Synthesewegen

[33 35]

dargestellt, der Synthese nach Hanan"*! und der nach Constable!

5.3.1.1. 4'-Phenylterpyridin

Bei der Synthese des 4'-(4-Carboxyphenyl)-2,2":6',2"-terpyridin 8 wurde zuerst 4'-(4-Methyl-
phenyl)-2,2":6' 2"-terpyridin 6 nach Hanan synthetisiert™). Die Oxidation der Methylgruppe
mit KMnOy4 blieb allerdings ohne Erfolg. Als Alternativroute wurde nach der gleichen
Vorschrift 4'-(4-Cyanophenyl)-2,2":6',2"-terpyridin 7 dargestellt. Die Synthesen der Vorstufen
sind nochmals in Kapitel 8.2 erwéhnt. Bei der anschlieBenden Hydrolyse konnte jedoch
ebenfalls kein Produkt isoliert werden. Als dritten und letztlich erfolgreichen Syntheseweg
wurde eine der obigen Vorschrift analoge direkte Synthese von 8 mit 4-Carboxybenzaldehyd

gewdhlt.

NH; / KOH
2 +
15%

Abbildung 59: Synthese von Terpyridin nach Hanan

[33]
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5.3.1.2. 4'-O-Alkylterpyridin

Um die Verbindung zwischen Terpyridin und Farbstoff flexibler zu gestalten, wurde ein
aliphatischer Linker verwendet. Die Synthese des hierzu bendtigten 4'-Chlor-2,2":6',2"-

B3] wurde optimiert. Picolinsdure wurde, wie aus Abbildung 60

terpyridin 12 nach Constable
ersichtlich, in Ethanol sdurekatalytisch zu Ethylpicolinat 9"*!umgesetzt. Dieses wurde mit
Aceton und Natriumhydrid in absolutem THF durch eine doppelte Claisen-Esterkondensation
zu 1,3-Dipicolinoylaceton 10[35]umgesetzt, welches anschlieBend in einer Paal-Knorr-
Synthese mit Ammoniumacetat cyclisiert wurde. Es bildete sich ein 2,6-Di-(pyridin-2'-yl)-
pyridin-4-(1H)-on 11P°). Dieses Pyridon wurde mit Phosphorpentachlorid in Phosphoryl-
chlorid zum 4'-Chlorterpyridin 12°*umgesetzt. Die Literaturvorschriften lieferten nicht die

angegeben Ausbeuten. Die hier angegebenen Ausbeuten sind die der abgewandelten

Vorschriften, die in Kapitel 8.2 beschrieben sind.

O 0O O
__ 0 _ OJ Aceton
O_/< EtOH @_< NaH N N
N o 73% N O 46% | _N N
9 10

79%

NH,OAcC

0

of
A
» PCl, ||
XN A Xr N A
| I 29% | oo
N NINZ _N NI
12 11

Abbildung 60: Synthese von 4'-Chlorterpyridin!**!

Chlorterpyridin wurde anschlieBend mit e-Caprolacton bzw. y-Butyrolacton in DMSO
basenkatalytisch zum Terpyridin-4-yl-o-hydroxycarbonsdureether umgesetzt’®” (Abbildung
61).

HO 0]
Jn
Cl 0]
| X 0 | N
| XN N 0 KOH | SN N
+
N N~ )y  n=338% _N N~
n=1 25% n=1.3
n=13 13n=3
14n=1

Abbildung 61: Synthese carboxyfunktionalisierter Terpyridine nach der Schubert”*”
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5.3.2. Cyclam-Derivate

Mit dem Ziel der Kopplung an Rhodamin wurde ein amino- und ein
carboxyfunktionalisiertes Cyclam dargestellt. Die Herausforderung stellte dabei die
Monofunktionalisierung des Cyclams dar, wobei gleichzeitig die Aminogruppen geschiitzt
werden miissen.

Zur Cyclamsynthese wurde zunichst aus 1,2-Dibromethan und aus 1,3-Diaminopropan das
1,5,8,12-Tetraazadodecan 15194 dargestellt. Dieses wurde mit Hilfe von Nickel in einer
Templatreaktion mittels Glyoxal cyclisiert, die gebildeten Iminogruppen mit NaBHy4 reduziert
und anschlieBend das Nickel mit Hilfe von Cyankali wieder entfernt!**/(Abbildung 62).

H,N H ‘ ‘
2 ; NH N
, MHZJ' Br By ~ ] NiCl, <: \Ni'Z{
— 49% T >
° H,NT "N NH2H,N
15
Glyoxal
NH HN
NH HN ! _ NaBH, NH BN
NI /NE"'
NH HN T30% NH HN Ny N
16

Abbildung 62: Synthese von Cyclam™*

Durch eine Umsetzung mit Trifluoressigsduremethylester kann Cyclam selektiv an drei

Stickstoffen geschiitzt werden'*” (Abbildung 63).
Fs;C

0 FsCJ< 2N =0
NH HN )J\
<: :> FORCTOT Ty <: :>
NH HN N HN
o~

CFy 17

Abbildung 63: Synthese von 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-cyclam!*

Eine Acylierung der verbleibenden Aminogruppe ist nur mit reaktiven Carbonsdurederivaten,
wie Saurehalogeniden und Sédureanhydriden moglich. Als Alternative wurde die
Funktionalisierung durch nucleophile Substitution untersucht. Dazu wurde Cyclam mit o-

Brom-4-tolylsdure umgesetzt und die literaturbekannte carboxyfunktionalisierte Verbindung
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22199 erhalten, um ein Cyclam mit Carboxyfunktion darzustellen (Abbildung 64 a). Eine
Literaturausbeute der Synthese von 22 ist nicht bekannt.

Um ein aminofunktionalisiertes Cyclam zu erhalten wurde das tris-TFA geschiitzte Cyclam
mit Bromacetonitril bzw. Brompropionitril umgesetzt. Das Nitril wurde mit NaBH4 reduziert
und dabei mit Di-tert-butyldicarbonat boc-geschiitzt, um eine Dimerisierung zu verhindern.
Bei der Reduktion ohne Einfiihrung der Schutzgruppe wurde festegestellt, dass zum Imin
partiell reduziertes Nitril mit bereits zum Amin reduzierten Nitril, eine
Kondensationsreaktion eingeht. Nach Abspaltung der boc-Schutzgruppe erhielt man das mit

einer primdren Aminogruppe funktionalisierte Cyclam 21 (Abbildung 64 b).

0 FsC

FSCJ< /—\ =0

O FsC

O:<N\_/N\ﬁn_:N O:<C\F_/ ZH

18 n=1 CF3 -
19 n=2 n=1,2

n=1
NaBM O F3C O F3C
boc,0 N FsC—4 ,— )=0 Fc—< — =0
O D =D
N N 52% N N
o= \—/ “—
CFs 20

HN—boc CF3

Abbildung 64: Funktionalisierung von Cyclam

Das aminofunktionalisierte Cyclam 21 konnte jedoch nicht mit Carbonsduren zu Amiden
umgesetzt werden. Weder Rhodamin B Derivate noch 5(6)-Carboxyfluorescein erwiesen sich
als reaktiv. Auch einfache Saure wie Essigsdure oder Stearinsdure konnten nicht zur Reaktion
gebracht werden. Im Mikroansatz konnte die erfolgreiche Kopplung von Cyclam-Derivat 22
an Rhodamin B Piperazinamid durch hochauflosende Massenspektrometrie (HR-ESI)

nachgewiesen werden (siech Kapitel 5.5).
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5.4. Funktionalisierung von Rhodamin B

Rhodamin B Piperazinamid wurde mit niedermolekularen Resten, lipophilen Resten,

Chelatoren und redoxaktiven Gruppen funktionalisiert.

5.4.1. Funktionalisierung mit niedermolekularen Resten

Zunichst wurden Carbonsduren wie Bernsteinsdure, Glutarsdure und Pivalinsdure als intra-
oder intermolekulare Anhydride eingesetzt. Essigsdure und 4-Carboxybenzaldehyd wurden
als einfache Séuren eingesetzt und mit HBTU gekoppelt. Durch Reaktion von Rhodamin B
Piperazinamid mit Bromessigsduremethylester gelang auch die Einfiihrung einer Carboxy-

funktion durch nucleophile Substitution.

HO
@)

Q)

24
Bernsteinsaure O Glutarsaure O
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 65: Bernsteinsiure und Glutarsdurederivate des Rhodamin B Piperazinamids

Die Synthese von 23 erfolgte nach der Vorschrift von Francis”. Die Synthese von 24 wurde
entsprechend durchgefiihrt. Aufgrund des zwitterionischen Charakters von 23 und 24 konnte
eine sdulenchromatographische Aufreinigung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Die

Farbstoffe wurden nach der o.g. Vorschrift durch Extraktion gereinigt.
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N>]/
Essigsaure ) Pivalinsdure O
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 66: Acetyl- und Pivalinoylderivate des Rhodamin B Piperazinamids

A wurde durch eine HBTU vermittelte Kopplung von Essigsdure an 5 synthetisiert. 26 wurde

durch eine Umsetzung von 5 mit Pivalinsdureanhydrid dargestellt.

0O
H
28 O
2-(Rhodamin B Piperazinamid)- 4-Carboxybenzaldehyd
Essigsauremethylester Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 67: Methylacetat und 4-Carboxybenzaldehyd-modifiziertes Rhodamin B Piperazinamid

Alternativ kann man Rhodamin B Piperazinamid {iber eine nucleophile Substitution
funktionalisieren. 27 ist durch die Umsetzung von 5 mit Bromessigsduremethylester
zuginglich. Die nucleophile Substitution 6ffnet ein breites Spektrum an Moglichkeiten fiir
die Funktionalisierung. Das Einfiihren einer Aldehydgruppe 28 6ffnet ein weiteres Spektrum

an Funktionalisierungsmoglichkeiten.
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5.4.2. Funktionalisierung mit lipophilen Resten

Die Kopplung der Fettsduren Palmitoleinsdure und Stearinsdure erfolgte mit Hilfe von
HBTU, ebenso wie die Kopplung von 16-Hydroxydecansdure als Derivat von Palmitinséure

und Cholséure als Cholesterinderivat.

29 30
Stearinsaure Palmitoleinsaure
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 68: Mit Fettsduren funktionalisiertes Rhodamin B Piperazinamid

N g

~_N (0] /'G\LI)\/
)
Cl

HO
31 Y
5 5 H ‘OH
16-Hydroxyhexadecanséaure Cholséure H
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 69: Rhodamin B Piperazinamid funktionalisiert mit Fettsdurederivaten
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5.4.3. Funktionalisierung mit Chelatliganden

Die Kopplung der funktionalisierten Terpyridine wurde mit Hilfe von HBTU durchgefiihrt.

33 34
6-(2,27:6°,2" -Terpyridin-4"-yloxy)-hexansaure 4-(2,27:6°,2" -Terpyridin-4°-yloxy)-butanséaure
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 70: Aliphatisch verbriickte Terpyridin-Rhodamin B Derivate

4°-(4-Carboxyphenyl)-2,27:6",2 " -Terpyridin
Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 71: Aromatisch verbriicktes Terpyridin-Rhodamin B Derivat
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5.4.4. Fluoreszenzloschung der chelatfunktionalisierten

Rhodamine durch Metallionen

Die optischen Eigenschaften der metallbindenden Derivate 33, 34 und 35 waren denen des
Ausgangsfarbstoffes 5 sehr dhnlich. Die Absorption der Metallkomplexe unterschied sich
nicht von der von 5.

Die Fluoreszenz wurde dagegen durch die Koordination von Metallen beeinflusst. Wahrend
bereits 0,5 Aquivalente F e%—, Cu2+—, Ni*"- und Co**-Ionen die Fluoreszenz auf ein Minimum

reduzierten, blieb die Fluoreszenz bei Zugabe von Zn”" etwa konstant (Abbildung 72).

Fluoreszenzintensitéat

O T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Metall] 10 uM .
[Metal] 10 —cCu Ni Co——Fe —7n

Abbildung 72: Anderung der Fluoreszenz von 33 [10 uM] in Abhéingigkeit der Konzentration von zugege-
benen Metallsalzen, Anregung bei 565 nm, Emission bei 590 nm, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM ,MOPS)

Die Terpyridin-Farbstoffe mit flexiblem aliphatischen Linker 34 und 33 zeigten bei Zugabe
von Metallsalzen eine deutliche Loschung der Fluoreszenz. Cobalt(Il), Kupfer(Il), Eisen(II)
und Nickel(IT) 16schten die Fluoreszenz dhnlich stark. Die Fluoreszenzldschung war bei

Zugabe von EDTA reversibel.
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Abbildung 73: Anderung der Fluoreszenz von 34 [10 uM] in Abhéngigkeit der Konzentration von zugege-
benen Metallsalzen, Anregung bei 565 nm, Emission bei 590 nm, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS)

35 zeigte dhnliche Eigenschaften wie die Farbstoffe 33 und 34. Die Fluoreszenz von 35
wurde von Metallen jedoch in wesentlich geringerem MalBle geldscht (Abbildung 74). Ohne
metallbindende Gruppen zeigten Farbstoffe wie 5 keine Fluoreszenzloschung bei Zugabe von

Metallsalzen (Abbildung 75).

450

350

250 -

Fluoreszenzintensital

50 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[Metall] 10 M —Cu Ni Co Fe Zn

Abbildung 74: Anderung der Fluoreszenz von 35 [10 uM] in Abhiingigkeit der Konzentration von zugege-
benen Metallsalzen, Anregung bei 565 nm, Emission bei 590 nm, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS)
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Die verringerte Fluoreszenzloschung ist bei 35 vermutlich auf den starren Linker

zuriickzufiihren, der eine Kontaktldschung des Fluorophors durch den Komplex verhindert,

800 -

700 ﬂﬁ<

600 -

500 -

400 -

300 -

Fluoreszenzintensitai

200 +

100 +

0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[Metall] 10 pM —=Cu Ni Co Fe Zn

Abbildung 75: Referenzmessung der Fluoreszenz des Farbstoffes 5 [10 puM] in Abhéngigkeit der Konzentration
von zugegebenen Metallsalzen, Anregung bei 565 nm, Emission bei 590 nm,

T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM, MOPS)
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5.4.5. Funktionalisierung mit redoxaktiven Gruppen

Derivate von Fluorophoren mit redoxaktiven Gruppen, deren oxidierte und reduzierte Form
die Fluoreszenz unterschiedlich stark beinflussen sind als Redoxsensoren interessant.

t U7 Deren reduzierte Formen, die

Chinone sind als gute Fluoreszenzquencher bekann
Hydrochinone, nehmen keinen Einfluss auf die Fluoreszenzen. Die Synthese eines Rhodamin
B Derivats erfolgte durch Kopplung von 2,5-Dihydroxybenzoesdure in Gegenwart von
HBTU. Analog wurde Anthrachinon-2-carbonsdure an Rhodamin B Piperazinamid

gekoppelt.

Hydrochinon-funktionalisiertes Anthrachinon-funktionalisiertes
Rhodamin B Piperazinamid Rhodamin B Piperazinamid

Abbildung 76: Rhodamin B Derivate mit Chinongruppen

Die Fluoreszenz von Farbstoff 36 ist relativ hoch. Durch Oxidation des Hydrochinons zu
Chinon mit H,O, unter Katalyse durch Meerrettich Peroxidase (HRP) kann die Fluoreszenz
auf 10 % des Ursprungwerts reduziert werden. 5 ist durch H,O, nicht oxidierbar, verdndert
daher auch seine Fluoreszenz bei Zugabe von H,0O, nicht. Die Oxidation ist reversibel. In
Abbildung 77 sieht man die Fluoreszenzldschung nach der Zugabe des Oxidationsmittels
(t=18s, 1 Aquivalent H,O, und 0,1 Aquivalente HRP). Die Zunahme der Fluoreszenz ist
nach Zugabe von Reduktionsmittel sichtbar (t=124s, 10 Aquivalente Cystein). Verwendet
man statt 0,1 Aquivalente HRP, 0,01 Aquivalente oder weinger, wird die Reaktion deutlich

langsamer, verlduft aber analog.
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Abbildung 77: Abnahme der Fluoreszenz von 36 [10 uM] in Abhéngigkeit von der Zeit (rot), Zugabe von H,0,
(1eq) und HRP (0,1eq) nach 18 s, Zugabe von Cystein (10eq) nach 124 s, Rhodamin B Piperazinamid als
Referenz (blau), Anregung bei 565 nm, Emission bei 590 nm, T =25 °C, pH = 7,0 (Puffer: 10 mM MOPS)

37 zeigt in der Anthrachinon-Form nur schwache Fluoreszenz, ldsst sich aber mit Cystein

nicht zur fluoreszierenden Anthrahydrochinon-Form reduzieren.
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5.4.6. Fluoresceinsynthesen

Fiir Kopplungen in Mikroansétzen und fiir Experimente mit Zellen wurden literaturbekannte
Fluorescein-Derivate synthetisiert und folgend beschrieben. Die Synthese von Fluorescein
erfolgte nach der klassischen Synthese von Baeyer””| die Synthese der anderen
Fluoresceinderivate nach einer neueren Vorschrift von Haughland®®!. Eine farbihnliche

Variante ist Rhodamin Griin, welches nach der Vorschrift von Meyer!”! dargestellt wurde.

HO o) O H,N
(0
OH
O

38
Fluorescein Rhodamin Griin

Abbildung 78: Fluorescein und Rhodamin Griin

Neben Fluorescein 38™%! und Rhodamin Griin 39" wurden auch 2'.7'-Dichlorofluorescein
40P%, 5(6)-Carboxyfluorescein 41°%! und 5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorofluorescein 42°% syn-
thetisiert und fiir Zellexperimente verwendet. Die durchgefiihrten Synthesen sind in Kapitel

8.2 beschrieben.
POOed
cl = cl
OH
L
40 OH 41 OH 42
Dichlorofluorescein 5(6)-Carboxyfluorescein  5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorofluorescein

Abbildung 79: Fluoresceinderivate
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5.5. Mikroansitze

Eine Reihe von funktionalisierten Rhodaminen und Fluoresceinen wurde erfolgreich, aber
lediglich in Mikroansédtzen ohne vollstandige Produktcharakterisierung synthetisiert. Fiir
Amidkopplungen wurden jeweils 10 uM Stammldsungen in absolutem DMF hergestellt.
Darunter befanden sich: Rhodamin B Piperazinamid 5 (als Aminokomponente), HBTU und
DIEA (als Kopplungsreagenzien), sowie als Carbonsduren: Picolinsdure (fiir PIC),
Bernsteinsdure Rhodamin B Piperazinamid 23 (fir RB), 1,4-Dihydroxynaphtalin-2-
carbonsdure (fiir NC), 5(6)-Carboxyfluorescein (fir FL), Biotin (fir BIl), 4-(1,10-
Phenanthrolin-5-ylamino)-4-oxobutanséure (fiir PHC) und 1,4,8-Tris(trifluoracetyl)-11-a-yl-
4'-tolylsdurecyclam (fiir TTC). Die Reaktionen wurden in 1,5 ml Plastikreaktionsgefdf3en
durchgefiihrt. Die Reaktionslosungen wurden aus Stammldsungen zusammenpipettiert und in
einem Thermomixer geschiittelt. Es wurden jeweils 100 ul Carbonsdurekomponente mit
100 ul HBTU und 200 pl DIEA vermischt und mit absolutem DMF auf 900 pl aufgefiillt.
Nachdem die Proben 20 min geschiittelt wurden um die Carbonsdure zu aktivieren, wurde
100 pul 5 zugegeben. Die Konzentration der Kopplungsedukte wurde auf 1 mM eingestellt.

M

~_N

Abbildung 80: Fiir Kopplungen verwendete Aminkomponente Rhodamin B Piperazinamid 5
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N7

TTC PHC

Abbildung 81: Im Mikromafstab synthetisierte funktionalisierte Fluorophore

Die Farbstoffe PIC, NC und BP, wurden iiber Standard ESI-MS nachgewiesen. Von FL, Bl,
PHC und TTC wurden HR-ESI Massen bestimmt (Tabelle 7).

Farbstoff gefundenes m/z berechnetes m/z

PIC 616
NC 697
BP 1118
FL HR 937,2773 937,2765
Bl HR 737,3839 737,3849
PHC HR 788,3921 788,3919

TTC HR 1115,4800 1115,4805

Tabelle 7: Massen der in Mikroansétzen dargestellten Farbstoffe
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6. Anfarbung und fluoreszenzmikroskopische
Beobachtung lebender Zellen mit

funktionalisierten Xanthenfarbstoffen

Von besonderem Interesse war der Zusammenhang zwischen chemischer Struktur bzw.
Funktionalisierung der Farbstoffe einerseits und zelluldrer Akkumulation sowie subzelluldrer

Verteilung andererseits.
6.1. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Abschitzung der Akkumulation eines Farbstoffs in einer Zelle werden die optimalen
Belichtungsdauern fiir die Aufnahme von Fluoreszenzbildern bestimmt. Je nach
Fluoreszenzintensitdt kann man die relativen Farbstoffmengen in der Zelle abschitzen. Fiir
die Experimente wurde eine Losung des Farbstoffs in verschiedenen Konzentrationen
zubereitet (1 uM, 5 uM, 10 uM und 50 uM). Die Zellen wurden 1 Stunde mit dem Farbstoff
inkubiert. Anschlieend wurde die Losung abgesaugt, zweimal mit PBS-Puffer gewaschen,
und danach wurde phenolrotfreies Medium wieder auf die Zellen ausgebracht. Der Abstand
zwischen letztem Waschvorgang und eigentlicher Aufnahme eines Fluoreszenzbildes betragt
ca. 15 bis 20 min. Bei Farbstoffen, die nur schlechte Zellmembranpermeabilitit aufweisen,
wird nahezu der gesamte Farbstoff beim Waschvorgang entfernt. Daher ist eine sehr hohe
Belichtungsdauer nétig, um noch einen Rest an Fluoreszenz nachzuweisen. Meist ist die
Fluoreszenz iiber das ganze Bild verteilt und nicht in der Zelle lokalisiert. Farbstoffe, die eine
gute Membranpermeabilitit aufweisen, aber schnell aus der Zelle eliminiert werden, zeigen
bei der Aufnahme einen sehr hohen Fluoreszenzhintergrund. Nur Farbstoffen, die in die

Zellen wandern und dort verbleiben, liefern eine starke zelluldre Fluoreszenz.



74 Modifizierte Xanthenfarbstoffe

6.1.1. Hela Zellen

In ersten Versuchen wurden die in Kapitel 5.4.6. erwéhnten Fluoresceinderivate verwendet.
Fir die Experimente wurden HeLa-Zellen auf 96-well Mikrotiterplatten kultiviert. Nach
Inkubation und Waschvorgang zeigen die Carboxyfluoresceinderivate keine Akkumulation in

den Zellen (Abbildung 82).

1 uM PK

9584 ms FL

10 uM PK 11098 ms FL 50 uM PK 13287 ms FL

Abbildung 82: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 3: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Der Farbstoff wurde in vier verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Die Konzentration ist
jeweils unter dem Phasenkontrastbild angegeben. Unter der Fluoreszenzaufnahme ist die
Belichtungsdauer der Kamera angegeben. Die Belichtungsdauer ist durch die das
Fluoreszenzmikroskop steuernde Software ,,Carl Zeiss Axiovision* als optimal fiir die

Aufnahme bestimmt worden.

Die Aufnahmen von Fluorescein 38, Rhodamin Griin 39 und 2',7'-Dichlorofluorescein 40
zeigen eine etwas hohere Anreicherung in Zellen als die Carboxyfluoresceine. Der
Hintergrundwert nimmt wéhrend der Messung stark zu, das bedeutet, dass der Farbstoff aus
der Zelle in das Medium wandert. Exemplarisch ist eine Zellanfarbung mit Rhodamin Griin

gezeigt (Abbildung 83):
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7325 ms 10696 ms
10 uM 5738 ms 50 uM 4109 ms

Abbildung 83: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 8: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Bei der Verwendung von Rhodamin B (Abbildung 84) sicht man eine Verteilung des
Farbstoffs im Cytosol. Rhodamin B wird nur schwach in der Zelle angereichert. Eine hohe
Hintergrundfluoreszenz zeugt auflerdem von einer Eliminierung des Farbstoffes aus der

Zelle.

18717 ms 6957 ms
10 uM 6533 ms 50 uM 2416 ms

Abbildung 84 HeLa-Zellen nach Inkubation mit Rhodamin B:
Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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Funktionalisiert man das Rhodamin B, verdndern sich die Anfirbeeigenschaften. Das
Rhodamin B Piperazinamid zeigt eine deutlich grofere Anreicherung in der Zelle (Abbildung

85).

1825 ms 899 ms
10 uM 1226 ms 50 uM 359 ms

Abbildung 85: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 5: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Bernsteinsdure Rhodamin B Piperazinamid 23 (Abbildung 86) und Glutarsdure Rhodamin B
Piperazinamid 24 (Abbildung 87) zeigen beide eine schwichere Zellaufnahme als 5. Die
Distribution in der Zelle ist aber abweichend, 23 und 24 werden in Organellen der Zelle

angereichert (siehe Kapitel 6.2. Konfokale ).

12714 ms 5 uM PK 5409 ms FL

Fo e A 4 YN = '
10 uM PK 4661 ms FL 50 uM PK 1714 ms FL

Abbildung 86: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 23: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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FL

10uM  PK 316lms  FL  50uM  PK 1053 ms  FL

Abbildung 87: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 24: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Essigsdure Rhodamin B Piperazinamid 25, Pivalinsdure Rhodamin B Piperazinamid 26 und
4-Carboxybenzaldehyd Rhodamin B Piperazinamid 28 zeigen Anfarbeeigenschaften die
denen von 5 dhneln. Exemplarisch ist hier die Aufnahmenserie von 26 gezeigt (Abbildung

88).

3379 ms

10uM  PK 1040 ms FL 50,M  PK 598 ms FL

Abbildung 88: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 26: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Hydrochinonfunktionalisiertes Rhodamin B reichert sich maBig effizient in Zellen an, wie

aus Abbildung 89 ersichtlich.
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10210 ms 3341 ms

- - | \

10 pM 3063 ms 50uM  PK 800 ms FL

Abbildung 89: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 36: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)

Eine sehr starke Anfdrbung der Zellen zeigt Anthrachinon-2-carbonsdure Rhodamin B
Piperazinamid 37. Da der Farbstoff nur eine schwache Fluoreszenz zeigt, muss er sehr stark
eingelagert werden, um ein derart deutlich Signal zu zeigen. Die hohe Einlagerung ist aber
auch mit einer Toxizitdt verbunden. Bei einer 50 pM Konzentration des Farbstoffes sieht
man, dass die Zellen bereits zu einem Teil kugelformig sind, was auf einen baldigen Zelltod

schlieflen ldsst.

FL

50 uM PK 120 ms FL

Abbildung 90: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 37: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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Alle Fettsdurederivate zeigen eine hohe Akkumulation in den Zellen. Der Farbstoff
akkumuliert vor allem im Bereich des endoplasmatischen Retikulums. In Abbildung 91 ist
eine Bilderreihe Palmitoleinsdure Rhodamin B Piperazinamid 30 gezeigt, die bei Stearinsiure
Rhodamin B Piperazinamid 29 und Cholsdure Rhodamin B Piperazinamid 32 &hnlich
aussieht. 16-Hydroxyhexadecansdure Rhodamin B Piperazinamid 31 wird am stérksten in der
Zelle eingelagert. Eine Bilderreihe von 31 ist in Abbildung 92 gezeigt. Die besonders starke
Akkumulation von 31 in HeLa Zellen duB3ert sich auch in der Rotfirbung der Zellen in der

Phasenkontrastaufnahme bei der Inkubation von 50 uM 31.

410 ms

10uM  PK 135 ms FL 50uM  PK 55 ms FL

Abbildung 92: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 31: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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Die terpyridinfunktionalisierten Rhodamine zeigen, neben 31, in der Zelle die hochste
Akkumulation. 6-(2,27:6",2" -Terpyridin-4'-yloxy)hexansdure Rhodamin B Piperazinamid
33, 4-(2,27:6",2" " -Terpyridin-4"-yloxy)butansdure Rhodamin B Piperazinamid 34 und 4'-(4-
Carboxyphenyl)-2,2":6",2" -Terpyridin Rhodamin B Piperazinamid 35 werden in der Zelle
vor allem im Bereich des endoplasmatischen Retikulums angereichert. In hohen
Konzentrationen, ab 50 M, erweisen sie sich als toxisch fiir die Zelle. In Abbildung 93 ist
exemplarisch eine Bilderreihe der Anfarbung mit 34 gezeigt. In der Abbildung sieht man in
der Aufnahme nach Inkubation mit 50 uM Farbstofflosung nur noch sehr wenige Zellen, die

zum grof3en Teil schon in eine Kugelform {ibergegangen sind. Die starke Akkumulation des

Farbstoffes sieht man auch als Rotfarbung der Zelle im Phasenkontrastbild.

428 ms 114 ms FL

10 uM 71 ms 50 uM 45 ms FL

Abbildung 93: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 34: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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6.1.2. LNCaP-Zellen

Neben HeLa Zellen wurde auch eine zweite Zelllinie untersucht: LNCaP-Zellen (Zellen eines
menschlichen Prostatacarcinoms). Die Farbstoffe reichern sich in LNCaP-Zellen dhnlich wie
in HeLa-Zellen an. In Abbildung 94 ist die Anfarbung von LNCaP-Zellen mit 31 gezeigt. Die
hohe Akkumulation in der Zelle erkennt man an der niedrigen Belichtungsdauer. Bei 5S0uM-
Inkubationslosung erkennt man im Phasenkontrastbild eine starke Rotfiarbung der Zellen, die

ebenfalls eine hohe Akkumulation des Farbstoffs in der Zelle andeutet.

126 ms 94 ms
10 uM 95 ms 50 uM 33 ms

Abbildung 94: LNCaP-Zellen nach Inkubation mit 31: Phasenkontrast (PK) und Fluoreszenzaufnahmen (FL)
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6.1.3. Hydrolysierbare Farbstoffe

Fluorescein ist kaum zellpermeabel. Verwendet man jedoch acylierte Fluoresceine, wie
Diacetylfluorescein 3 oder Dipicolinoylfluorescein 2, werden diese leicht von Zellen
aufgenommen, hydrolysiert und beginnen zu fluoreszieren. In Abbildung 95 sieht man links
HeLa-Zellen in 20facher VergroBerung, die mit 3 angefdrbt wurden. Rechts sieht man HeLa-

Zellen in 10facher VergroBerung, die mit 2 angefédrbt wurden.

Abbildung 95: HeLa-Zellen Phasenkontrast und Fluoreszenzaufnahmen von

Dicetylfluorecein 3 (links) und Dipicolinoylfluorescein 2 (rechts)

Nach der Hydrolyse wird der Farbstoff langsam aus der Zelle ausgeschieden. Die Hinter-
grundfluoreszenz nimmt dann stetig zu. Verwendet man als Substrat einen Diester von 5(6)-
Carboxyfluorescein, ist die Verweildauer in der Zelle linger, da Carboxyfluoresceine eine

schlechtere Membranpermeabilitét als Fluorescein aufweisen.

6.1.4. Farbstoffe mit Metallionen-abhdngiger Membran-

permeabilitit

Die Zellpermeabilitdt der terpyridinfunktionalisierten Farbstoffe ist durch Metallionen
,,schaltbar®“. Der Farbstoff selbst reichert sich stark in der Zelle an, wihrend ein Farbstoff-
Metallkomplex die Zelle nicht anzufarben vermag. Fiir Zellgdngigkeitsexperimente wurden
HeLa Zellen jeweils eine Stunde mit 10 uM 33 und 10 uM des entsprechenden Zn*'-
Komplexes inkubiert. AnschlieBend wurden von jeder Probe neun Fluoreszenzbilder mit
verschiedenen Belichtungsdauern (10 ms, 20 ms, 50 ms, 100 ms, 200 ms, 500 ms, 1000 ms,
2000 ms, 5000 ms) aufgenommen.
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PK — 33 10uM ohne Metallzusatz

2000 ms 5000ms

Abbildung 96: HeLa: 33 [10 uM], Phasenkontrast (PK) Aufnahme,

sowie Fluoreszenzaufnahmen mit verschiedenen Belichtungsdauern

Bei der Verwendung des freien Farbstoffs sicht man eine starke Anreicherung in der Zelle.
Bereits bei Belichtungsdauern von 50 ms ist der Farbstoff deutlich zu erkennen (Abbildung
96).

Bei der Inkubation mit dem 33-Zinkkomplex sieht man kaum Akkumulation des Farbstoffes

in der Zelle (Abbildung 97).
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PK - 10uM Zink(II)-33 1:1 Komplex

10 ms 20 ms 50ms

100 ms 200 ms 500ms

e
et
1000 ms 2000 ms 5000ms

Abbildung 97: HeLa: 33-Zink-Komplex [10 uM], Phasenkontrast (PK) Aufnahme,

sowie Fluoreszenzaufnahmen mit verschiedenen Belichtungsdauern

Die Experimente mit Nickel(II)- und Kupfer(II)-33 Komplexen verlaufen analog. Auch da
wird keine Fluoreszenz in den Zellen beobachtet. Offenbar sind die Metallkomplexer von 33

viel weniger membranpermeabel als freies 33.
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6.2. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Bei Aufnahmen von Zellen mit einem Standard-Fluoreszenzmikroskop gehen durch
Streulicht aus verschieden Ebenen viele Details verloren. Besser aufgeloste Aufnahmen
erhilt man bei Verwendung eines konfokalen Laser Raster Mikroskops (Confocal Laser Scan
Microscope, CLSM, Kapitel 1.1.4.). Das CLSM ist in der Lage optische Schnitte der Proben
aufzunehmen und dadurch das Streulicht aus den anderen Ebenen zu eliminieren. Proben fiir
CLSM wurden analog den Proben fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet.

In Abbildung 98 sieht man die Anfdarbung von HeLa Zellen durch den Farbstoff Glutarsdure
Rhodamin B Piperazinamid 24.

Abbildung 98: CLSM-Aufnahme von HeLa Zellen inkubiert mit 1 uM Farbstoff 24: Durchlichtkanal (links),

Fluoreszenzkanal (Mitte), Fluoreszenz und Durchlichtkanal iiberlagert (rechts)

Palmitoleinsdure Rhodamin B Piperazinamid 30 reichert sich in den Zellen im Bereich des
endoplasmatischen Retikulums an. Der Bereich des Zellkerns wir ausgelassen (Abbildung

99).
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Abbildung 99: CLSM-Aufnahme von HeLa Zellen inkubiert mit 10 uM Farbstoff 30: Durchlichtkanal (links),

Fluoreszenzkanal (Mitte), Fluoreszenz und Durchlichtkanal iiberlagert (rechts)

Nimmt man mehrere optische Schnitte auf, kann man mit diesem Stapel eine drei-
dimensionale Rekonstruktion durchfiihren oder auch sich die gewiinschten optischen Schnitte
aus diesem Stapel aussuchen. Abbildung 100 zeigt drei optische Schnitte aus einem Stapel

von 42 aufgenommenen Bildern.

Abbildung 100: Drei CLSM-Aufnahmen von HeLa Zellen inkubiert mit 1 pM Farbstoff 30: Schnitt aus dem
oberen Bereich der Zelle (links), aus dem mittleren Bereich der Zelle mit ausgespartem Zellkern (Mitte) und aus

dem unteren Bereich der Zelle (rechts)
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Die Verteilung des Farbstoffes 33 in der Zelle ist in Abbildung 101 gezeigt.

Abbildung 101: CLSM-Aufnahmen von HeLa Zellen inkubiert mit 1uM Farbstoff 33: Durchlichtkanal (links),

Fluoreszenzkanal (Mitte), Fluoreszenz und Durchlichtkanal {iberlagert (rechts)

Neben HeLa Zellen wurden auch Pflanzenwurzeln von Arabidopsis Thaliana angefarbt. Fiir
das Experiment wurde ein Keimling fiir 30 min in eine 10 uM Farbstofflosung getaucht.
AnschlieBend wurde mit Wasser gewaschen und der Keimling mit CLSM untersucht. Die

Farbstoffe reichern sich stark in den Zellwénden an (Abbildung 102).

Abbildung 102: CLSM-Aufnahme einer Wurzelspitze von Arabidopsis Thaliana nach Inkubation mit 10 pM
Farbstoff 24
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In einer stirkeren VergroBerung sieht man, dass Farbstoff 24 in Arabidopsis Thaliana

Substrukturen im Cytosol anférbt.

Abbildung 103: Optischer Schnitt durch Zellen aus der Wurzelspitze von
Arabidopsis Thaliana nach Inkubation mit 10 uM Farbstoff 24

Im Gegensatz zu HeLa Zellen zeigen die getesteten Pflanzenzellen eine starke Anfarbung
durch 24, aber kaum Anfirbung durch terpyridinfunktionalisierte Rhodamine (Abbildung
104).

Abbildung 104: CLSM-Aufnahme einer Wurzelspitze von
Arabidopsis Thaliana nach Inkubation mit 10 uM Farbstoff 35
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7. Zusammenfassung

Xanthenfarbstoffe, die sich vom Rhodamin- und Fluorescein-Grundgeriist ableiten, zeichnen
sich durch eine intensive Fluoreszenz im sichtbaren Bereich aus und sind daher als
molekulare Sonden fiir bioanalytische Anwendungen und zelluldres Imaging von grofer
Relevanz.

In dieser Arbeit wurden Derivate von Xanthenfarbstoffen synthetisiert, die auf biologisch
wichtige Metallionen ansprechen, ungewohnliche Akkumulation und subzellulédre
Verteilungen in lebenden Zellen zeigen oder Fluoreszenzsensoren fiir Redoxpotentiale sind.
Die wichtigsten neu entwickelten Sonden und ihre Anwendungen sind hier zusammengefasst:
J Fluorogene Sonde fiir Cu*"-Ionen

Wihrend literaturbeschriebene Cu®‘-Fluoreszenzsensoren durch Fluoreszenzloschung auf

Cu’"-Tonen ansprechen ist Dipicolinoylfluorescein (DPF) 2 ein seltenes Beispiel fiir eine

o) (0]
0]
) :

0]

fluorogene Cu®"-Sonde.

Abbildung 105: Dipicolinoylfluorescein

Durch Cu®" vermittelte Esterhydrolyse wird Fluorescein gebildet. Das Detektionslimit liegt
bei 100 nM Cu*". Die literaturbekannte fluorogene Sonde Diacetylfluorescein (DAF) 3 wurde
fiir ein Screening der Esteraseaktivitit von Rinderserumalbumin eingesetzt. Durch Dotierung
mit Cu®" und anderen Metallionen konnte die sehr schwache Aktivitit geringfligig gesteigert
werden, jedoch nicht in einem fiir praparative Anwendungen ausreichenden MaB.

o Metallbindende Sonde

Das Terpyridin-Derivat 33 reichert sich ungewohnlich stark in lebenden Zellen an. Dies
konnte auf die intrazellulire Assoziation der Terpyridin-Einheit mit Zn>", das
proteingebunden ist, aber noch iiber freie Koordinationsstellen verfiigt, zuriickzufiihren sein.
Extrazellulires Zn*" verhindert durch die Komplexierung die Aufnahme von 33 in die Zelle.
Die zellulire Aufnahme kann also durch extrazellulires Zn®* gesteuert werden. Dies ist
interessant hinsichtlich der Entwicklung gewebsspezifischer Sonden und Wirkstoffe, da die

extrazelluldre Zn>"-Konzentration stark von Zelltyp und Gewebe abhéngig ist.
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Abbildung 106: 6-(2,2":6",2"-Terpyridin-4'-yloxy)hexansiure Rhodamin B Piperazinamid

o Redoxsensor

Wihrend es fluoreszierende molekulare Sonden fiir intrazelluldre pH-Wert Messungen bereits
in zahlreichen Varianten gibt, besteht ein Bedarf an Fluoreszenzsensoren fiir biologische
Redoxpotentiale.

L%J ci®

/

HO OH

Abbildung 107: 2,5-Dihydroxybenzoesdure Rhodamin B Piperazinamid

Dem Design des Redoxsensors 36 liegt zugrunde, dass Chinone oft gute Fluoreszenzloscher
sind, wéihrend die reduzierte Hydrochinonform die Fluoreszenz meist wenig beeinflusst. Die
Fluoreszenz von 36 wird reversibel geloscht, wenn die Hydrochinonkomponente durch H,O,
zur Chinonform oxidiert wird. Mit Thiolen kann die Hydrochinonform und die Fluoreszenz
regeneriert werden.

Allerdings liegt das Potential dieses Prototyps eines Redox-Fluoreszenzsensors auf
Chinonbasis etwas aullerhalb physiologischer Redoxpotentiale. Durch Funktionalisierung des

Hydrochinons sollte es mdglich sein ein passendes Potential einzustellen.
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8. Praparativer Teil

Im préparativen Teil sind Arbeitsvorschriften und Analytikdaten der dargestellten
Verbindungen aufgefiihrt. Die Synthesevorschriften der literaturbekannten sind verwendete
groBtenteils optimierte Protokolle. Alle nicht literaturbekannten Priaparate sind mit einem ,,**
markiert. Alle Rhodamin B Piperazinamid-Farbstoffe und die Fluoresceinester sind aulerdem

mit Buchstabenkiirzeln versehen

8.1. Chemikalien und Gerate

Losungsmittel und Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organics (Geel, Belgien),
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) oder dem Chemikalienlager des Theoretikums der
Universitdt Heidelberg bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Wasserfreie
Losungsmittel wurden unter Argonatmosphire iiber Molekularsieb aufbewahrt. Es wurde
ausschlieBlich Wasser von HPLC-Qualitit der Firma VWR International (Darmstadt)
verwendet.

NMR-Spektren wurden auf einem AVANCE DPX 200 und einem AVANCE II 400 von
Bruker (Rheinstetten, Deutschland) aufgenommen. ‘C-NMR-Spektren wurden mit 'H-
Breitbandentkopplung erstellt. Deuterierte Losungsmittel wurden von der Firma Deutero
(Kastellaun, Deutschland) bezogen.

ESI-Massenspektren wurden auf einem Q-Tof Ultima API Massenspektrometer von
Micromass/Waters (Milford Massachusetts, USA) aufgenommen. Als Referenz fiir HR-
Massenspektren diente PEG-Mix oder Phosphorséure.

Die UV/VIS-Spektren wurden mit einem Varian Cary 100 Bio UV/VIS-Spektrophotometer
durchgefiihrt. Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem Varian Cary Eclipse Fluoreszenz-
spektrometer aufgenommen. Alle Fluoreszenz und UV/Vis-Spektren wurden mit Wasser als
Losungsmittel gemessen.

Die HPLC-Trennungen wurden bei 22 °C an einem Shimadzu Fliissigkeitschromatographen
durchgefiihrt, der mit einem UV/VIS-Detektor und einem Sdulenofen ausgeriistet war. Als
Sdule wurde eine Nucleosil Phenyl-Sdule (250 x 4,6 mm) der Firma Macherey-Nagel
eingesetzt. Fiir die HPLC-Reinigung wurde eine 500 pl-Injektionsschleife verwendet. Fiir die

Trennung wurde ein Losungsmittelgradient von Acetonitril (Losungsmittel B) und 0,1 M
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Triethylammoniumacetat in Wasser (Losungsmittel A) eingesetzt: in 35 min 0-25% B, in 10
min 25-90% B, 10 min 90% B.

Fiir Zellexperimente wurden HeLa-tc-Zellen (Cervixcarcinom) und LNCaP-Zellen (Prostata-
carcinom) verwendet. Die Zellen wurden auf Deckgldsern in Petrischalen oder in 96-well
Mikrotiterplatten kultiviert. Als Medium wurde phenolrothaltiges DMEM und zum Waschen
PBS-Puffer verwendet. Experimente an Pflanzen wurden mit wild-type Arabidopsis Thaliana
Keimlingen durchgefiihrt, die von A. Meyer, HIP, Universitdt Heidelberg kultiviert wurden.
Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurden an einem AXIOVERT 200 durchgefiihrt. Als
Objektive wurde entweder ein Zeiss 10x A-Plan 0,25NA oder ein Zeiss A-Plan 0,3NA
verwendet. Die Durchlichtaufnahmen wurden im Phasenkontrastmodus aufgenommen. Die
Fluoreszenzaufnahmen der Fluoresceinderivate wurden mit dem Fluoresceinfilter, die der
Rhodamin Derivate mit einem Texas Red Filter durchgefiihrt. Bearbeitet wurden die
Aufnahmen mit dem Programm Zeiss AxioVs 40 V 4.6.3.0.

Aufnahmen der HeLa-Zellen am CLSM wurden an einem Zeiss AXIOVERT 200M mit
einem LSM 5 Pascal System der Arbeitsgruppe Spatz am PCI, Universitit Heidelberg
durchgefiihrt. Zur Anregung wurde ein HeNe-Laser mit einer Emissionsbande bei 543 nm
verwendet. Als Objektiv fiir die 40fache VergroBerung wurde ein Zeiss 40x C-Apochromat
1,20NA mit Wasserimmersion eingesetzt.

Aufnahmen der Arabidopsis Thaliana Keimlinge am CLSM wurden an einem Zeiss
AXIOVERT 200M mit einem LSM 510 META System des Heidelberger Institutes fiir
Pflanzenwissenschaften durchgefiihrt. Zur Anregung wurde ein HeNe-Laser mit einer
Emissionsbande bei 543 nm verwendet. Als Objektive wurde entweder ein Zeiss 25x Plan-
Neofluar 0,8NA oder ein 63x C-Apochromat 1,2NA verwendet. Die Aufnahmen wurden mit
dem Programm Zeiss LSM Image Browser Version 4,0,0,157 bearbeitet.
Enzymkinetikexperimente wurden in 96-well Mikrotiterplatten vom Fabrikat Cellstar der
Firma Greiner bio-one (Kremsmiinster, Osterreich) an einer Genesis Workstation 150 der
Firma Tecan (Crailsheim, Deutschland) vorbereitet. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit
einem Spectra-Fluor-Plus (fiir Absorptionsmessungen und Emissionsmessungen bei diskreten
Wellenléngen v.a. Aups = 490 nm und A, = 513 nm) und ArrayScan (fiir die Aufnahme ganzer
Spektren 200—-800 nm) der Firma Tecan (Crailsheim, Deutschland).

Fiir Mikroansdtze wurden low retention Reaktionsgefae (0,6 und 1,7 ml) der Firma Kisker
(Steinfurt, Deutschland) bzw. Safe Lock Reaktionsgefifle (1,7 ml) der Firma Eppendorf
(Hamburg, Deutschland) benutzt. Die Reaktionen wurden mit einem Thermomixer comfort

fir 1,5ml Reaktionsgefile der Firma Eppendorf temperiert und durchmischt.
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8.2. Synthesen

Picolinoylchlorid 1 '*"!

12,3g (0,1 mol) Picolinsdure wurden in einem Rundkolben vorgelegt und 30 ml
Thionylchlorid hinzugetropft. Die Reaktionsmischung verfarbte sich griin. Es wurde 30 min
bei RT gertihrt, bis sich alles gelost hat. AnschlieBend wurde das Thionylchlorid abdestilliert
und der Riickstand mit 100 ml Ether versetzt. Das Produkt wurde abgesaugt und im

Exsikkator getrocknet. Man erhielt 13,8 g (97,8 mmol, 98 %) eines blaugrauen Feststoffes.

'H-NMR (DMSO0-d6, 200 MHz)
§=17,70-7,89 (m, 1 H, H-2), 8,08- 8,31 (m, 2 H, H-3 u. H-4), 8,79 (d, T = 4,73 Hz, 1 H, H-1)

B3C-NMR (DMSO-d6, 50 MHz)
§=126,1 (C-4), 128,7 (C-2), 141,5 (C-3), 146,2 (C-1), 147,8 (C-5), 164,7 (C-6)

Dipicolinoylfluorescein 2* [DPF]
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4,2 g (30 mmol) Picolinoylchlorid wurden in 50 ml absolutem DMF gelost. 1,0 g (3 mmol)
Fluorescein wurde in 30 ml absolutem Pyridin gelost. Die beiden Losungen wurden vereint
und iiber Nacht bei RT geriihrt. Die Losungsmittel wurden destillativ abgetrennt. Der
Riickstand, ein dunkelgrines Ol, wurde in DMF aufgenommen und mittels
Saulenchromatographie (SiO,, Ethylacetat:Hexan 8:1) gereinigt. Dabei erhielt man einen
hellgelben Feststoff. Nach Umkristallisieren des Produkts aus Aceton und Hexan erhielt man

0,37 g (0,68 mmol, 23% Ausbeute) weillen Feststoff.

'H-NMR (Aceton-d6, 200 MHz)

§=7,07 (d, ] = 8,68 Hz, 2 H, H-11), 7,18 (dd, °J = 8,68 Hz, *J = 2,25 Hz, 2 H, H-12), 7.47
(d, *J = 2,19 Hz, 2 H, H-8), 7,51 (d, °J = 7,12 Hz, 1 H, H-15), 7,72 (ddd, *J = 7,6 Hz, J =
4,68 Hz, *J = 1,18 Hz, 2 H, H-16 u. H-17), 7.85 (m, 2 H, H-2), 8,07 (d, T = 7,5 Hz, 1 H,
H-18), 8,08 (dt, *J = 7,75 Hz, ‘] = 1,74 Hz, 2 H, H-3), 8,29 (d, *J = 7,83 Hz, 2 H, H-4), 8,87
(ddd, *J=17,6 Hz, *T = 1,59 Hz, ] = 0,84 Hz, 2 H, H-1)

3C- NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)

8= 90,9 (C-13), 110,7 (C-8), 116,9 (C-12), 117,9 (C-10), 125,3 (C-4), 126,1 (C-17), 126,2
(C-19), 127,7 (C-2), 129,1 (C-15), 130,0 (C-11),130,1 (C-18),135,4 (C-16), 137,3 (C-3),
147,0 (C-5), 150,2 (C-1), 151,7 (C-7), 152,3 (C-9), 152.8 (C-14), 163,3 (C-6), 170,8 (C-20)

ESI"-HR-MSm/z  C3;H;gN,O; [M+H] berechnet:  543,1192
gefunden: 543,1167

Elemantaranalyse [Verbindung+H,0] C3,H0N,Og berechnet: C 68,57 H3,6 N 5,0
gefunden: C 68,79 H 3,56 N 5,12
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Diacetylfluorescein 3 [DAF] ["°]

0,5 g (1,5 mmol) Fluorescein wurde in 25 ml Acetanhydrid suspendiert und 10 h bei 80 °C
geriihrt. AnschlieBend wurde unter Eiskiithlung 100 ml Ethanol zugegeben. Das Losungsmittel
wurde abrotiert: Man erhielt 382 mg eines gelblichen Feststoffs. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung (SiO,, Chloroform:Methanol 8:1) erhielt man 305 mg (0,73 mmol,

49 %) eines weillen Feststoffes.

'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)
8 =231 (s, 6 H, H-1), 6,9 (m, 4 H, H-7 u. H-8), 7,21 (dd, *J = 1,80 Hz, 2 H, H-4), 7,28 (d, *J
=7,58 Hz, 1 H, H-11), 7,78 (m, 2 H, H-12 u. H-13), 8,07 (d, ’J = 7,74 Hz, 1 H, H-14)

ESI"-HR-MS m/z Cy4H,7,0;" [M+H]" berechnet:  417,0974
gefunden: 417,0971

Rt 0,51 (Si0,, Essigester:Methanol 5:1)
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Rhodamin B Base 4 %!

~ h g
B SN o N~
oo LD
(@)
WS

42,1 g Kaliumhydroxid (0,75 mol) wurden in 500 ml Wasser gelost und mit 20,0 g

(41,8 mmol) Rhodamin B versetzt. Nach Zugabe von 500 ml Essigester wurde das
Reaktionsgemisch 2 Tage bei RT geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde die organische Phase
abgetrennt und die wéssrige Phase mit Essigester extrahiert. Die organische Phase wurde mit
wissriger Kalilauge und gesittigter Kochsalzlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Als Produkt wurden

17,9 g (40,4 mmol, 97 %) eines violetten Schaums erhalten.

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)

§=1,17 (t, °J = 7,06 Hz, 12 H, H-16), 3,36 (q, 'J = 7,06 Hz, 8 H, H-15), 6,33 (dd, *J =
8,92 Hz, *T = 2,57 Hz, 2 H, H-4), 6,44 (d, *T = 2,53 Hz, 2 H, H-2), 6,56 (d, °J = 8,89 Hz, 2 H,
H-5), 7,21 (d, °J = 7,55 Hz, 1 H, H-9), 7,57 (dt, ] = 7,35 Hz, ‘T = 0,75 Hz, 1 H, H-11), 7,63
(dt,*J=7,45Hz, *J = 1,04 Hz, 1 H, H-10), 8,0 (d, *J = 7,47 Hz, 1 H, H-12)

3C NMR (Chloroform-d1, 100 MHz)

8 =12,5 (C-16), 44,5 (C-15), 97,6 (C-2), 106 (C-6), 108 (C-4), 124,2 (C-11), 124,8 (C-9), 128
(C-13), 129 (C-5), 129,1 (C-12), 134,3 (C-10), 149,5 (C-3), 152,8 (C-8), 153,4 (C-1), 169,9
(C-14)
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ESI"-HR-MSm/z  CysH3N,O5" [M+H]" berechnet:  443,2335
gefunden: 443,2314

UV/Vis A =554 nm £=97 000 1 mol”! cm™
Fluoreszenz Aabs = 556 nm Aem = 582 nm
Ry 0,2 (SiO,, Essigester:Methanol 5:1)
0,7 (SiO,, Chloroform:Methanol 5:1)
HPLC Retentionszeit 47,7 min

Rhodamin B Piperazinamid 5 [P] P

5,6 g (65,1mmol) Piperazin wurden unter Argon in 63 ml absolutem Methylenchlorid gelost
und bei RT tropfenweise mit 16,3 ml (32,6 mmol) Trimethylaluminium (2 M in Toluol)
versetzt. Die Suspension wurde 1h bei RT geriihrt. 7,2 g (16,3 mmol) Rhodamin B Base
wurden unter Argon in 30 ml absolutem Methylenchlorid gelést und bei RT zum
Reaktionsgemisch getropft. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h unter Riickfluss erhitzt. Nach
beendeter Reaktion wurde 0,1 M Salzsdure zugetropft bis keine Gasentwicklung mehr zu
beobachten war. Durch Filtration wurde der Feststoff abgetrennt und mehrmals mit
Methylenchlorid und Methylenchlorid:Methanol 4:1 gewaschen. Das Filtrat wurde am
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit, wobei ein violetter Feststoff zuriickblieb.
Dieser wurde erneut in wenig Methylenchlorid geldst und durch Filtration von unldslichem
Riickstand getrennt. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der
violett glanzende Schaum in 300 ml geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung geldst. Die
Losung wurde mit Essigester gewaschen und die organischen Phasen verworfen. Die wissrige

Phase wurde mit Natriumchlorid geséttigt und mit 1 M Salzsdure angeséduert. Es wurde mit
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Isopropanol:Methylenchlorid 2:1 extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesium-
sulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der violette Riickstand wurde
in wenig Methylenchlorid aufgenommen und langsam in 300 ml Diethylether getropft. Der
ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und mittels Sdulenchromatographie
(Si0,, Methylenchlorid:Methanol 3:1) gereinigt. Es wurden 4,5 g (8,2 mmol, 45,2 %) eines

bronze glinzenden violetten Feststoffes erhalten.

'H NMR (Methanol-d4 , 400 MHz)

§=1,32 (t, °J = 7,01 Hz, 12 H, H-18), 2,88 (s, 4 H, H-16), 3,53 (s, 4 H, H-15), 3,70 (q, *J =
7,0 Hz, 8 H, H-17), 6,98 (d, *T = 2,0 Hz, 2 H, H-2), 7,09 (dd, *J = 9,55 Hz, ‘I = 2,08 Hz, 2 H,
H-4), 7,28 (d, *1 = 9,51 Hz, 2 H, H-5), 7,53 (dd, *J = 5,65 Hz, *J = 2,92 Hz, 1 H, H-9), 7,72
(dd,J=5,8 Hz, *T =294 Hz, 1 H, H-11), 7,78 (m, 2 H, H-10 u. H-12)

3C NMR (Chloroform-d1, 100 MHz)

§=12,6 (C-18), 44,5 (C-16), 46,2 (C-17), 62,6 (C-15), 96,3 (C-2), 113,5 (C-7), 114,3 (C-4),
127,6 (C-9), 130,0 (C-12), 130,1 (C-11), 130,4 (C-10), 130,9 (C-6),131,5 (C-5), 134,6 (C-8),
155,6 (C-3), 155,9 (C-13), 157,6 (C-1), 167,0 (C-14)

ESI"-MS m/z 511 [M-CI], 256 [M+H-CI]*"

ESI"-HR-MS m/z  C3H3oN40," [M-C1]" berechnet:  511,3073
gefunden: 511,3083

UV/Vis A =565nm £=90 000 1 mol” cm

Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 592 nm

Ry 0,7 (Si0,, Methylenchlorid:Methanol 3:1)

HPLC Retentionszeit 62,0 min
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4'-(p-Tolyl)-2,2"6',2"-terpyridin 6 **

O
AN NH3/KOH N
2 | N ¥ pZ
| X N | X
(e} H N N~

1,17 ml (10 mmol) 4-Tolylaldehyd und 2,24 ml (20 mmol) 2-Acetylpyridin wurden in 50 ml

Ethanol gel6st und mit 1,54 g (27,5 mmol) Kaliumhydroxid sowie 29 ml (390,0 mmol)
25 %iger wissriger Ammoniaklosung versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Tage bei RT
geriihrt und nach erfolgter Umsetzung filtriert. Der graue Riickstand wurde mit Ethanol
gewaschen und in sehr wenig Chloroform geldst. Mit Methanol wurden aus dieser Losung

0,90¢g (2,8 mmol, 28 %) reines Produkt als wei3er Feststoff ausgefillt.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=2,43 (s, 3 H, H-1), 7,32 (d, °J = 8,16 Hz, 2 H, H-3), 7,37 (m, 2 H, H-12), 7,84 (d, ’T =
8,11 Hz, 2 H, H-4), 7,91 (dt, °J = 7,58 Hz, *J = 1,77 Hz, 2 H, H-11), 8,69 (d, °J = 7,97 Hz,
2 H, H-3), 8,74 (ddd, *1 = 4,67 Hz, 1 = 1,72 Hz, °J = 0,84 Hz, 2 H, H-13), 8,76 (s, 2 H, H-7)

3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
§=21,3 (C-1), 118,9 (C-7), 121,6 (C-12), 123,9 (C-10), 127,2 (C-4), 129,7 (C-3), 135,3

(C-5), 137,3 (C-11), 139,2 (C-2), 148,8 (C-13), 150,3 (C-6), 155,5 (C-9), 156,0 (C-8)

ESI"-MS m/z 324 [M+H]", 346 [M+Na]"
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4'-(4-Cyanophenyl)-2,2":6',2"-terpyridin 7 331

CN
o CN
N NH4/KOH N
2 N + |
Z | X N N
(e} H _N N~

2,25 g (15 mmol) 4-Cyanobenzaldehyd und 3,36 ml (30 mmol) 2-Acetylpyridin wurden in
75 ml Ethanol gelost und mit 1,68 g (30 mmol) Kaliumhydroxid sowie 58 ml (780,0 mmol)
25 %iger wiéssriger Ammoniaklosung versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Tage bei RT
geriihrt und nach erfolgter Umsetzung filtriert. Der graue Riickstand wurde dreimal mit je
20 ml Ethanol gewaschen und in sehr wenig Chloroform gelost. Mit Methanol wurden aus

dieser Losung 2,80 g (8,34 mmol, 56 %) reines Produkt als weiller Feststoff ausgefillt.

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz,)

8=7,37 (ddd, *T = 7,43 Hz, *J = 4,76 Hz, °T = 1,09 Hz, 2 H, H-12), 7,79 (d, ] = 8,47 Hz, 2 H,
H-3 o. H-4), 7,89 (dt, °J = 7,85 Hz, *J = 1,78 Hz, 2 H, H-11), 7,97 (d, °J = 8,42 Hz, 2 H, H-3
0. H-4), 8,66 (d, *J = 7,95 Hz, 2 H, H-10), 8,70 (s, 2 H, H-7), 8,71 (m, 2 H, H-13)

B¥C-NMR (Chloroform-d1, 100 MHz,)
§=112,6 (C-2), 118,6 (C-1), 118,7 (C-7), 121,4 (C-12), 124,1 (C-10), 128,0 (C-4), 132,7
(C-3), 127,0 (C-11), 143,0 (C-5), 148,2 (C-6), 149,1 (C-13), 155,7 (C-9), 156,3 (C-8)
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ESI"-HR-MS m/z  CyH 4Ny [M+H]" berechnet:  335,1297
gefunden: 335,1307
R¢ 0,4 (SiO,, Ethylacetat)

4'-(4-Carboxyphenyl)-2,2":6',2"-terpyridin 8 ©**!

COOH
o COOH
N NH3/KOH N
2 || \ + |
Z | SN N
(@] H _N N~

0,8 g (5,3 mmol) 4-Carboxybenzaldehyd und 1,2 ml (10,7 mmol) 2-Acetylpyridin wurden in
100 ml Ethanol geldst und mit 0,9 g (16,0 mmol) Kaliumhydroxid, sowie 10 ml (134,0 mmol)
25 %iger wissriger Ammoniaklosung versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Tage bei RT
geriihrt und nach erfolgter Umsetzung filtriert. Der griinliche Riickstand wurde mit Ethanol
gewaschen und in sehr wenig Wasser geldst. Mit Aceton wurden aus dieser Losung 280 mg

(0,8 mmol, 15 %) Produkt als weiler Feststoff ausgefillt.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz,)

8=17,53 (dd, ’J = 7,08 Hz, °T = 5,2 Hz, 2 H, H-12), 7,80 (d, °J = 8,34 Hz, 2 H, H-4), 8,02 (m,
4 H, H-3 u. H-11), 8,68 (d, *J = 7,76 Hz, 2 H, H-10), 8,73 (s, 2 H, H-7), 8,77 (d, ] = 4,05 Hz,
2 H, H-13)
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Ethylpicolinat 9 ]

N

15 g (122 mmol) Picolinsdure wurden in 600 ml Ethanol geldst. AnschlieBend wurden 15 ml
konz. Salzsdure zugegeben. Die Losung wurde 12 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurde das Losungsmittel so lange am Vakuum abgezogen, bis ein Niederschlag
beobachtet werden konnte. Daraufhin wurden 300 ml Wasser zugesetzt und die Losung
anschliefend mit festem Natriumhydrogencarbonat versetzt, bis ein pH-Wert von 8 erreicht
wurde. Dann wurde mit Methylenchlorid extrahiert. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das erhaltene gelbe Ol wurde
destilliert (0,4 mbar, 75 °C). Es wurden 13,4 g (73 %) Ethylpicolinat als farblose Fliissigkeit

erhalten.

4 8
3 \5 6 O/\
N

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=1,43 (t,°J = 7,13 Hz, 3 H, H-8), 4,47 (q, °T = 7,13 Hz, 2 H, H-7), 7,46 (ddd, *J = 7,61 Hz,
3)=4,75Hz,*J =123 Hz, | H, H-2), 7,83 (dt, ’J = 7,76 Hz, *] = 1,76 Hz, 1 H, H-3), 8,13 (dd,
J=17.80Hz, *J=1,14 Hz, 1 H, H-4), 8,75 (d, ’T = 4,73 Hz, | H, H-1).

B¥C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
§ = 14,3 (C-8), 62,0 (C-7), 125,1 (d, C-4), 126,8 (d, C-2), 137,0 (C-3), 148.2 (C- 5), 149,8

(C-1), 1653 (C-6).

ESI"-MS m/z 152 [M+H]", 174 [M+Na]"
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1,3-Dipicolinoylaceton 10 I
O
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In einem ausgeheizten 250 ml Dreihalskolben wurden 6,4 g (128,5 mmol) Natriumhydrid

(50 % in Weiol) in 130 ml absolutem THF unter Argonatmosphére vorgelegt. Anschlie3end
wurde eine Losung von 2,4 ml (32,1 mmol) Aceton und 13 ml (96,4 mmol) Ethylpicolinat in
65 ml absolutem THF {iber 4 h der siedenden Suspension tropfenweise zugegeben. Die nun
orange gefirbte Reaktionsmischung wurde noch 2 h unter Riickfluss erhitzt und dann das
Losungsmittel im Vakuum abgezogen. Der orangefarbene Riickstand wurde unter Eiskiihlung
in 450 ml Wasser aufgenommen und tiber Celite gefiltert. AnschlieBend wurde die Losung
durch tropfenweise Zugabe von 5 %iger Essigsdure neutralisiert, worauthin das Rohprodukt
als gelber Feststoff ausfiel. Das Rohprodukt wurde in Chloroform geldst, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Umkristallisation in heilem

Ethanol wurden 3,9 g (14,6 mmol, 46 %) 1,3-Dipicolinoylaceton als gelbe Nadeln erhalten.

, 0O O OH O O OH O OH
5 w NS =
3 | X6 ; 8 | X - | X 6a 7a8a e | X - | X 6b - 8b | X
’ _N N~ _N N~ _N N~
1 2% 28% 70%

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

8 =4,44 (s, 2 H, H-9a), 4,51 (s, 4 H, H-7), 6,79 (s, 2 H, H-7b), 6,97 (s, 1 H, H-7a), 7,38 (ddd,
3J=17,55Hz, T = 4,72 Hz, *J = 1,25 Hz, 2 H, H-2), 7,82 (dt, ’J = 7,87 Hz, *J = 1,25 Hz, 2 H,
H-3), 8,01 (td, *T = 7,93 Hz, *J = 1,04 Hz, 2 H, H-4), 8,67 (ddd, *J = 4,7 Hz, *T = 1,78 Hz, °J =
0,94 Hz, 2 H, H-1), 14,56 (s, 2 H, OH-6b), 15,30 (s, 1 H, OH-6a)

3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
8 = 46,2 (C-9a), 113,8 (C-7b), 120,3 (d, C-4), 125,0 (d, C-2), 137,6 (C-3), 144,1 (C-5), 148,8
(C-6b), 149,4 (C-1), 181,4 (C-8b).

ESI*-MS m/z 269 [M+H]", 291 [M+Na]"
ESI"-HR-MS m/z C;sH;3N,03 [M+H]" berechnet:  269,0926
gefunden: 269,0920
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2,6-Di(pyridin-2'-yl)pyridin-4(1H)-on 11 B!

1,2 g (4.6 mmol) 1,3-Dipicolinoylaceton und 2,5 g Ammoniumacetat (32,4 mmol) wurden in
30 ml Ethanol gelost und anschlieBend 6 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen
wurde die braune Reaktionslosung im Vakuum auf die Hilfte ihres Volumens eingeengt. Der
iiber Nacht im Kiihlschrank ausgefallene Feststoff wurde abgesaugt und mit Diethylether
gewaschen. Es wurden 0,9 g (79 %) Produkt als leicht brdunliche Nadeln erhalten.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=17,07 (s, 2 H, H-7), 7,44 (ddd, °J = 6,78 Hz, *J = 4,81 Hz, *J = 1,79 Hz, 2 H, H-2), 7,88 (dt,
3J=8,04 Hz, *T = 1,60 Hz, 2 H, H-3), 7,95 (m, 2 H, H-4), 8,78 (td, *J = 4,81 Hz, *J = 1,25 Hz,
2 H, H-1), 11,95 (s, 1 H, NH).

3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
& = 113,8 (C-7), 120,3 (C-4), 125,0 (C-2), 137,6 (C-3), 144,1(C-1), 148,8 (C-5), 149,4 (C-6),

181,0 (C-8)

ESI"-HR-MS m/z C;5sH;;N;0 [M+H]" berechnet:  250,0980
gefunden: 250,0995

R¢ 0,4 (Si0,, Chloroform:Methanol 5:1)
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4'-Chlorterpyridin 12

(@) Cl
| B
POCI
| X H | 3 | X N/ | X
_N N~ _N N_ =~

Eine Mischung aus 1,10g (4,40 mmol) 2,6-Di(pyridin-2'-yl)pyridin-4(1H)-on und 2,00 g PCls
(30,10 mmol) in 55 ml POCI; wurde 12 h unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde
destillativ (1,3 mbar, 84 °C) entfernt. Der Riickstand wurde in 50 ml Wasser aufgenommen
und die stark saure Losung mit wéssriger KOH-Losung alkalisch gemacht. Die so entstehende
weille Suspension wurde mit Chloroform extrahiert Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der hellbraune
Feststoff wurde aus Methanol umkristallisiert. Es wurden 0,34 g (1,27 mmol, 29 %) Produkt

als braunliche Nadeln erhalten.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=17,37 (ddd, *J = 7,50 Hz, *J = 4,80 Hz, ‘T = 1,20 Hz, 2 H, H-2), 7,88 (dt, °J = 7,86 Hz, ‘] =
1,79 Hz, 2 H, H-3), 8,50 (s, 2 H, H-7), 8,61 (td, °J = 7,97 Hz, ‘T = 1,00 Hz, 2 H, H-4), 8,72
(ddd, *T= 4,81 Hz, *1=1,75 Hz, ’J = 0,88 Hz, 2 H, H-1)

B3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
§=121,2 (C-7), 121,4 (C-5), 124,3 (C-2), 137,0 (C-6), 146,4 (C-3), 149,2 (C-8), 155,0 (C-1),

156,8 (C-4)

ESI"-HR-MS m/z C;sH;|N;Cl [M+H]" berechnet:  268,0642
gefunden: 268,0669

R¢ 0,2 (Si0,, Chloroform:Methanol 5:1)
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37]

6-(2,2":6",2" -Terpyridin-4'-yloxy)hexansiure 13 |

cl

|\ 0
|\ N/I\ 0
_N NS T

121 pl (1,12 mmol, 124,7 mg) e-Caprolacton wurde langsam zu einer Suspension von 125 mg

(2,24 mmol) KOH in 5 ml DMSO zugetropft. Nachdem 30 min bei 60 °C erhitzt wurde,

wurden 200 mg (0,75 mmol) 4'-Chlorterpyridin zugegeben. Anschlieend wurde 3 Tage bei
60 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde ca. 50 ml Wasser zu der Reaktionsmischung
gegeben und mit 3-4 Tropfen konz. HCI schwach angesduert. Der ausgefallene weille
Feststoff wurde abgesaugt und in wenig THF umkristallisiert. Man erhielt 138 mg

(0,43 mmol, 38 %) eines weillen Feststoffes.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)
8 =1,30-1,70 (m, 6 H, H-10 u. H-11 u. H-12), 2,34 (t, °J = 7,48 Hz, 2 H, H-13), 4,08 (t, °J =
6,40 Hz, 2 H, H-9), 7,35 (ddd, *J = 4,80 Hz, *J = 3,50 Hz, *J = 1,10 Hz, 2 H, H-2), 7,9 (ddd, °J
=7,50 Hz, °J = 5,80 Hz, ‘] = 1,60 Hz, 2 H, H-3), 8,00 (s, 2 H, H-7), 8,6 (d, *J = 8,00 Hz, 2 H,
H-4), 8,70 (d, *J = 4,90 Hz, 2H, H-1)

ESI*-MS m/z 364 [M+H]"
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4-([2,2*:6",2" -Terpyridin]-4"-yloxy)butanséure 14 ©7

119 pl (1,12 mmol, 97 mg) y-Butyrolacton wurde langsam zu einer Suspension von 125 mg
(2,24 mmol) KOH in 5 ml DMSO zugetropft. Nachdem 30 min bei 60 °C erhitzt wurde,
wurden 200 mg (0,75 mmol) 4'-Chlorterpyridin zugegeben. Anschliefend wurde 3 Tage bei
60 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde ca. 50 ml Wasser zu der Reaktionsmischung
gegeben und mit 3-4 Tropfen konz. HCI schwach angesduert. Der ausgefallene weille
Feststoff wurde abgesaugt und in wenig THF umkristallisiert. Man erhielt 102 mg

(0,28 mmol, 25 %) eines weillen Feststoffes.

.02 0
H

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

&= 1,85 (t, T = 7,10 Hz, 2 H, H-10), 2,22 (t, *J = 6,34 Hz, 2 H, H-11), 4,31 (t, °J = 6,03 Hz,
2 H, H-9), 7,31 (m, 2 H, H-2), 7,85 (dt, *J = 7,54 Hz, ‘T = 1,85 Hz, 2 H, H-3), 7,98 (s, 2 H,
H-7) 8,70 (ddd, *J = 4,77 Hz, *J = 1,71 Hz, °J = 0,88 Hz, 2 H, H-4), 8,79 (d, *J = 5,09 Hz, 2 H,
H-1)

ESI"-MS m/z 336 [M-CI]"
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1,5,8,12 Tetraazadodecan 15 *

H
HZN/\/\NHZ + Br/\/Br—> HZN\/\/N\/\N/\/\NHZ
H

75 ml (902 mmol) Diaminopropan wurden unter Argon vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. 9 ml
(105 mmol) Ethylendibromid wurden langsam unter Riihren zugetropft, wobei sich die
Reaktionslosung stark erwérmte. Nach beendeter Zugabe wurde fiir 4 h auf 110 °C erhitzt. Es
wurden 15 g (268 mmol) Kaliumhydroxid zugegeben und fiir weitere 2 h auf 110 °C erhitzt.
Nach Filtration wurde das Produkt durch Destillation (160 °C, 3,4 mbar) erhalten, wobei
zundchst unverbrauchtes Diaminopropan bei RT und 3,4 mbar entfernt werden musste. Es

wurden 8,9 g (52 mmol, 49 %) eines farblosen Ols als Produkt erhalten.

1 3 4N NH
HoNT Y N T
H

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)
§=1,11(s, 6 H, NH u. NH,), 1,47 (g, *J = 6,90 Hz, 4 H, H-2), 2,48-2,64 (m, 12 H, H-1 u. H-
3 u. H-4)

B3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
8 =34,2 (C-2), 40,8 (C-1), 48,1 (C-3), 49,9 (C-4)
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Cyclam 16 **

H
HoN N
2N j __NiCl, <:NHN|}I:I > Glyoxal CNHNT;[}I >
HNT "N NH_H,N

H
(o) om0 . 00
NH HN NH HN

8,76 g (49,8 mmol) 1,5,8,12-Tetraazadodecan wurden in 250 ml Wasser bei 0 °C vorgelegt,
mit 11,90 g (49,8 mmol) Nickel(II)chlorid Hexahydrat versetzt und 15 min geriihrt. Nach
Zugabe von 7,30 ml (49,8 mmol) 40 %-iger Glyoxallosung wurde auf RT erwérmt und fiir
weitere 2,5 h gertihrt. Die braune Reaktionslosung wurde erneut auf 0 °C gekiihlt und
portioniert mit 3,68 g (97 mmol) Natriumborhydrid versetzt. Danach wurde fiir 20 min auf
90 °C erhitzt. Die abgekiihlte Reaktionslosung wurde filtriert. Zum erhaltenen Filtrat wurden
13,00 g (200 mmol) Kaliumcyanid zugegeben und fiir 2 h bei 100 °C geriihrt. Nach Abkiihlen
wird die Losung mit 22,4 g (400,0 mmol) Kaliumhydroxid in 200 ml Wasser versetzt und mit
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer auf ca. 40 ml
eingeengt. Das Produkt wurde aus der konzentrierten Ldsung mit DMSO bei -20 °C
ausgefillt. Es wurden 3,83 g (19,2 mmol, 39 %) Cyclam als faseriger, kristalliner, weiller

<::NH HN::>
NH HN

Feststoff erhalten.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)
8=1,72 (q,’J =52 Hz, 4 H, H-3), 2,32 (s, 4 H, NH), 2,68 (s, 8 H, H-1), 2,74 (t, °J = 5,20 Hz,
8 H, H-2)

3C-NMR (Chloroform-d1, 50 MHz)
§=29,4 (C-3), 49,4 (C-1), 50,8 (C-2)

ESI"-HR-MS m/z  Cj;oHxuNy [M+H]" berechnet:  201,2079
gefunden: 201,2085
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1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-cyclam 17 1*°]

CF3
— 0 o=/
NH HN )]\ HN
G~ 2r07 C, }
NH HN
F3C‘§
o) F3C

3,02 g (15,2 mmol) Cyclam und 2,2 ml (15,2 mmol) Triethylamin wurden bei 0 °C unter
Argonatmosphédre in 11 ml Methanol vorgelegt. Nach Zugabe von 7,3 ml (67,1 mmol)
Trifluoressigsdureethylester wurde die Reaktionslosung fiir 19 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Si0,, Ethylacetat:Hexan 10:1) erhielt man 4,57 g (9,4 mmol, 63 %) eines pordsen, weillen
Feststoffes.

1
O
10//\2)1{1 12

NH N] CFs3

177/ v ﬁrca

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)
§=1,83 (m, 2 H, H-1), 1,90-2,30 (m, 3 H, H-6, NH), 2,67 (m, 2 H, H-10), 2,91 (m, 2 H, H-9),
3,4-3,8 (m, 12 H, H-2 u. H-3 u. H-4 u. H-5 u. H-7 u. H-8).

ESI-MS m/z 489 [M+H'], 511 [M+Na'], 977 [2M+H"], 999 [2M+Na"]

ESI*-HR-MS m/z CsH»FoN,O5" [M+H]" berechnet:  489,1548
gefunden: 489,1549

Ry 0,6 (S10,, Ethylacetat:Hexan 10:1)
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1,4,8-Tris(trifluoracetyl)-11-acetonitrilcyclam 18*

CF3 CF3
o= o=/ —=n
N HN N N
Gy e ™ Gy
N N Br N N
F.c— “— =0 Fac— “— =0
O FsC O FsC

1,64 g (3,38 mmol) 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)cyclam, 2,30 ml (13,40 mmol) DIEA und
164 mg (1,09 mmol) Natriumiodid wurden in 10 ml DMF gel6st und dann 0,82 g (6,80 mmol)
Bromacetonitril zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde zunéchst fiir 2,5 h bei 100 °C und
anschlieBend tiber Nacht bei 80 °C gertihrt. Zur Aufarbeitung wurde die dunkle Losung mit
20 ml Wasser versetzt, die wiéssrige Phase abgetrennt und mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt (braune viskose Fliissigkeit) wurde sdulenchromatographisch (SiO,,
Ethylacetat:Hexan 5:1) aufgereinigt. Es wurden 1,62 g (3,00 mmol, 91 %) eines pordsen,

braunlichen Feststoffes erhalten.

12 1
NC 10 20
11
9

8 4
FsCuz N N5 CF3

18\[(;/%6/‘5 16

O

14
N NJ3°CF;
3

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)
8 = 1,85 (m, 2 H, H-1), 2,08 (m, 2 H, H-6), 2,63 (m, 2 H, H-10), 2,86 (m, 2 H, H-9), 3,5-3,8
(m, 14 H, H-2 u. H-3 u. H-4 u. H-5 u. H-7 u. H-8 u. H-11)

ESI-MS m/z 528 [M+H]", 550 [M+Na]"

ESI"-HR-MS m/z  C;sH2;3FoNsO;5" [M+H]" berechnet:  528,1657
gefunden: 528,1629

R¢ 0,26 (Si0,, Ethylacetat:Hexan 5:1)
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1,4,8-Tris(trifluoracetyl)-11-propionitrilcyclam 19*

N
CF3 CF; 7
0=<N/—F}N \ 0=< /—\
G o — }
F3c~\§ i =0 F3c~\{ \—/
FsC F3C

4,04 g (8,26 mmol) 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-cyclam, 5,7 ml (33,00 mmol, 4,30 g) DIEA und
370 mg (2,47 mmol) Natriumiodid wurden in 24 ml DMF vorgelegt. Nach der Zugabe von
3,30 g (24,80 mmol) Bromacetonitril wurde fiir 18 h unter Riithren auf 120 °C erhitzt.
Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das viskose Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (SiO,, Essigester:Hexan 5:1) aufgereinigt. Man erhielt 2,10 g

(3,90 mmol, 48 %) eines pordsen, weillen Feststoffs.

N
N 13
12
14
> X >‘CF3

Fgc« }/~CF3

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)
§=1,75 (m, 2 H, H-9), 2,08 (m, 2 H, H-4), 2,47 (m, 4 H, H-8 u. H-12), 2,67 (m, 2 H, H-7),
3,07 (m, 2 H, H-11), 3,38-3,68 (m, 12 H, H-1 u. H-2 u. H-3 u. H-5 u. H-6 u. H-10)

ESI"-MS m/z 542 [M+H]", 564 [M+Na]"
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1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-11-(N-boc-2-aminoethyl)-cyclam
20*

O=<N/—\N/—:N . %0 O:</_\
CET o e 005

Fac— /=0 o FaC— \—F/C>:o
3

CF, >( CF3 HNJ{ +

0,46 g (0,87 mmol) 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-11-methylacetonitrilcyclam, 0,40 g (1,80 mmol)
Boc-Anhydrid und 0,22 g (0,93 mmol) Nickel(Il)chlorid Hexahydrat wurden in 15 ml
absolutem Methanol bei 0 °C vorgelegt. In kleinen Portionen wurde anschlieBend 0,51 g
(13,50 mmol) Natriumborhydrid zugegeben und auf RT erwdrmt. Nach 100 min wurden
120 ul (1,70 umol) Diethylentriamin zugetropft und fiir weitere 20 h gerlihrt. Das
Loésungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in 50 ml Essigester aufgenommen
und mit gesdttigter wissriger NaHCO;-Losung gewaschen. Die wissrige Phase wurde
abgetrennt und mit Essigester extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (Si0O,, Essigester:Hexan 1:1) aufgereinigt. Es wurden 140 mg

(0,22 mmol, 25 %) einer stark viskosen, gelblichen Fliissigkeit erhalten.

o<,
ey
S5

N 16 CF3

v \HB/CFg

0
o7 °0

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)

8 = 1,45 (s, 9 H, H-15), 1,81 (m, 2 H, H-1), 2,05-2,25 (m, 2 H, H-6), 2,45-2,60 (m, 4 H, H-10
u. H-11), 2,71 (m, 2 H, H-9), 3,15 (m, 2 H, H-12), 3,3-3,8 (m, 12 H, H-2 u. H-3 u. H-4 u. H-5
u. H-7 u. H-8)
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ESI-MS m/z 632 [M+H]"

R¢ 0,27 (Si0,, Essigester:Hexan 1:1)

1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-11-(2-aminoethyl)-cyclam 21*

CF HN CFs NHz
o~ < Jﬁ o=

G2

e\ o e /o
3

120 mg (0,19 mmol) 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-11-(N-boc-2-aminoethyl)-cyclam wurden in
10 ml Methylenchlorid vorgelegt und mit 1 ml (13,20 mmol) Trifluoressigsédure versetzt.
Nach 6 Tagen wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand in 20
ml Essigester aufgenommen und mit geséttigter NaHCOs-Losung gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es

wurden 53 mg (0,10 mmol, 52 %) eines viskosen gelben Ols erhalten.

2/ \ 18 CF3

G

F30~”§ — )}VCF3

'H-NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)
§ =1,7-2,2 (m, 4 H, H-4, H-9), 2,5-3,0 (m, 10 H, H-7 u. H-8 u. H-11 u. H-12), 3,2-3,8 (m,
12 H, H-1 u. H-2 u. H-3 u. H-5 u. H-6 u. H-10)

ESI-MS m/z 532 [M+H]"
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1,4,8-Tris(trifluoracetyl)-11-a-yl-4'-tolylsdurecyclam 22 >

CF Br CF3 (0]
o= 0=< /N /_©_/<
N OH

488 mg (1,0 mmol) 1,4,8-Tris-(trifluoracetyl)-cyclam, 215 mg (1,0 mmol) o-Brom-4-
tolylsdure, 16,6 mg (0,1 mmol) Kaliumiodid, 138 mg (1 mmol) Kaliumcarbonat wurden in
50 ml Acetonitril vorgelegt und 5 Tage bei 50 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung
mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Aufreinigung (SiO,, Ethylacetat) erhielt man 580 mg (0,9 mmol,
93 %) Produkt als weiBen Feststoft.

14 13 1 0
15 2 111% 2)1\17
N N36CF,

4
F3C 20N N8 CF3

AN

16
HO

°0

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=1,81 (m, 2 H, H-1 0. H-6), 2,18 (m, 2 H, H-1 0. H-6), 2,51 (m, 2 H, H-9 0. H-10), 2,82 (m,
2 H, H-9 0. H-10), 3,50-4,00 (m, 14 H, H-2 u. H-3 u. H-4 u. H-5 u. H-7 u. H-8 u. H-11), 7,47
(m, 2 H, H-13), 8,01 (m, 2 H, H-14)

ESI"-HR-MS m/z  C,4H2N4OsFo" [M+H]" berechnet:  623,1911
gefunden: 623,1916

R¢ 0,57 (Si0,, Ethylacetat)
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Bernsteinsiure Rhodamin B Piperazinamid 23 [B] "

1,09 g (2,0 mmol) Rhodamin B Piperazinamid, 276 mg (2,7 mmol) Bernsteinsdureanhydrid,
0,38 ml (2,7 mmol) Triethylamin und 330 mg DMAP wurden in 8 ml Methylenchlorid gelost
und 72h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die violette Losung mit 200 ml 1M
Kaliumcarbonat-Losung aufgenommen und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase
wurde verworfen. Die wissrige Phase wurde mit NaCl gesittigt und mehrmals mit
Isopropanol:Methylenchlorid 2:1 extrahiert, bis die wéssrige Phase nur noch schwach rosa
war. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der violette Riickstand wurde in Chloroform gelost und durch Filtrieren
von unldslichem Riickstand befreit. Das Filtrat wurde bis zur Trockene eingeengt. Man erhielt

einen rot-violett glanzenden Feststoff in einer Ausbeute von 945 mg (1,5 mmol, 75 %).

'H NMR (Methanol-d4 , 200 MHz)
§=1,26 (t, °T= 6,91 Hz, 12 H, H-1), 2,37 (t, ’J = 7,08 Hz, 2 H, H-20), 2,52 (t, °J = 6,35 Hz,
2 H, H-21), 3,36 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,65 (q, *J = 6,94 Hz, 8 H, H-2), 6,92 (d, *J =
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2,31 Hz, 2 H, H-4), 7,03 (d, °J=9,71 Hz, 2 H, H-7), 7,24 (d, °T = 9,64 Hz, 2 H, H-8), 7,46 (m,
1 H, H-11), 7,79 (m, 2 H, H-12 u. H-13), 7,86 (m, 1 H, H-14)

ESI"-HR-MSm/z  C3H43N4Os" [M-CI]" berechnet:  611,3228
gefunden: 611,3245

UV/Vis A =563 nm £=41 0001 mol” cm™
Fluoreszenz Aabs = 364 nm Aem = 388 nm
HPLC Retentionszeit 49,3 min

Glutarsdure Rhodamin B Piperazinamid 24* [G]

N

/%M

OH

1,09 g (2,0 mmol) Rhodamin B Piperazinamid, 310 mg (2,7 mmol) Glutarsdureanhydrid,
0,38 ml (2,7 mmol) Triethylamin und 330 mg DMAP wurden in 8 ml Methylenchlorid gelost
und 72h bei RT geriihrt und anschlieBend mit 200 ml 1 M Kaliumcarbonatlésung
aufgenommen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase sechsmal mit
Essigester gewaschen. Die organischen Phasen wurden verworfen. Die wissrige Phase wurde
mit Natriumchlorid gesittigt und mit Isopropanol:Methylenchlorid 2:1 extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Es wurden 1,10 g (1,6 mmol, 83 %) Produkt als violette Kristalle erhalten.
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'H NMR (Chloroform-d1, 400 MHz)

§=1,28 (t,*J = 6,8 Hz, 12 H, H-1), 1,75 (m, 2 H, H-21), 2,30 (m, 4 H, H-20 u. H-22), 3,34 (s,
8 H, H-17 u. H-18), 3,62 (q, *J = 6,98 Hz, 8 H, H-2), 6,73 (m, 2 H, H-4), 7,00 (m, 2 H, H-7),
7,25 (m, 2 H, H-8), 7,28 (m, 1 H, H-11), 7,61 (m, 3 H, H-12 u. H-13 u. H-14)

ESI"-HR-MS C37H4sN,O5" [M-C1]" berechnet:  625,3390
gefunden: 625,3428

UV/Vis A =563 nm £=49 000 1 mol”! cm
Fluoreszenz Aabs = 564 nm Aem = 389 nm
R¢ 0,4 (Si0,, Chloroform:Methanol 3:1)

HPLC Retentionszeit 49,3 min
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Essigsdure Rhodamin B Piperazinamid 25* [A]

52 ul (0,91 mmol, 54,6 mg) Essigsdure, 364 mg (0,91 mmol) HBTU und 186 ul DIEA
(1,14 mmol) wurden unter Argonatmosphére in 50 ml absolutem DMF vorgelegt und 20 min
bei RT geriihrt. Dann wurden 500 mg (0,91 mmol) Rhodamin B Piperazinamid zugesetzt und
3 Tage bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der violett gefarbte Riickstand wurde durch
Sdulenchromatographie (SiO,, Chloroform:Methanol 5:1) gereinigt. Es wurden 434 mg
(0,74 mmol, 81 %) Produkt als violetter Feststoff erhalten.

'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=1,32 (t, °J = 7,08 Hz, 12 H, H-1), 2,00 (s, 3 H, H-20), 3,40 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,70 (q,
3J=17,06 Hz, 8 H, H-2), 6,97 (d, ’J = 2,37 Hz, 2 H, H-4), 7,08 (d, T = 9,58, “J=2.31 Hz, 2 H,
H-8), 7,26 (d, °T = 7,63 Hz, 2 H, H-7). 7,53 (m, 1 H, H-11). 7,76 (m, 3 H, H-12 u. H-13 u.
H-14)
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ESI"-HR-MSm/z  C3H4N40; [M-CI] berechnet:  553,3173
gefunden: 553,3165

UV/Vis A =565 nm

Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 591 nm

Pivalinsdure Rhodamin B Piperazinamid 26* [P1V]

~

200 mg (0,36 mmol) Rhodamin B Piperazinamid und 124 pl (0,72 mmol) DIEA wurden unter
Argonatmosphédre in 20 ml absolutem DMF vorgelegt. AnschlieBend wurden 149 pl
(0,72 mmol) Pivalinsdureanhydrid zugegeben und 2 Tage bei RT geriihrt. Die Reaktions-
mischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die organische
Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Der violette Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie (Chloroform:Methanol 4:1)
gereinigt. Es wurden 225 mg (0,36 mmol, 94 %) Produkt als violetter Feststoff erhalten.
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'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=1,32 (t,°T=7,06 Hz, 12 H, 1-H), 2,07 (s, 9 H, H-21), 3,40 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,58 (q,
3J=17,09 Hz, 8 H, H-2), 6,99 (d, *J = 2,42 Hz, 2 H, H-4), 7,09 (dd, °J = 9,56 Hz, *J = 2,47 Hz,
2 H, H-8), 7,30 (d, T = 9,51 Hz, 2 H, H-7), 7,54 (m, 2 H, H-11), 7,77 (m, 3 H, H-12 u. H-13
u. H-14)

ESI-MS m/z 630 [M-C1]"

UV/Vis A =565nm £=69 000 1 mol” cm™
Fluoreszenz Aabs = 567 nm Aem = 592 nm

R¢ 0,39 (Si0,, Chloroform:Methanol 4:1)

2-(Rhodamin B Piperazinamid)-Essigsdauremethylester 27*
[EM]

500 mg (0,9 mmol) Rhodamin B Piperazinamid, 138 mg (0,9 mmol) Bromessigsiure-
methylester, 91 mg DIEA (0,9 mmol, 125 pl) wurden in 50 ml DMF und iiber Nacht auf
80 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung mit 50 ml Wasser versetzt und mit
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (SiO,,
Chloroform:Methanol 3:1) erhielt man 415 mg (0,64 mmol, 71,3 %) Produkt als violetten
Feststoff.
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'H NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=1,33 (t, T = 7,08 Hz, 12 H, 1-H), 2,42 (m, 4 H, H-18), 3,24 (s, 2 H, H-19), 3,43 (m, 4 H,
H-17), 3,69 (s, 3 H, H-21), 3,72 (q, *J = 6,94 Hz, 8 H, H-2), 7,00 (d, *J = 2,40 Hz, 2 H, H-4),
7,09 (dd, *J = 9,55 Hz, ‘T = 2,47 Hz, 2 H, H-8), 7,29 (d, °J = 9,49 Hz, 2 H, H-7), 7,54 (m, 1 H,
H-11), 7,67 (m, 1 H, H-13), 7,78 (m, 2 H, H-12 u. H-14)

ESI"-HR-MS m/z C3sHy3N4O4" [M-C1]" berechnet:  583,3279
gefunden: 583,3232

UV/Vis A =565 nm £=750001mol" cm™

Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem =591 nm

R 0,75 (SiO,, Chloroform:Methanol 3:1)
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4-Carboxybenzaldehyd Rhodamin B Piperazinamid 28* [BA]

78 mg (0,52 mmol) 4-Carboxybenzaldehyd wurden unter Argonatmosphidre in 50 ml
absolutem DMF vorgelegt. AnschlieBend wurden 200 mg (0,52 mmol) HBTU und 90 pl
DIEA (0,52 mmol) zugegeben und 10 min bei RT geriihrt. Dann wurden 288 mg (0,52 mmol)
Rhodamin B Piperazinamid zugesetzt und die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der violette Riickstand wurde durch Saulenchromatographie (Chloroform:Methanol

4:1) gereinigt. Es wurden 210 mg (0,30 mmol, 58 %) Produkt als violetter Feststoff erhalten.

'H NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)
§=1,30 (t, °J = 7,10 Hz, 12 H, 1-H), 3,40 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,58 (q, °J = 7,01 Hz, 8 H,
H-2), 6,68 (m, 2 H, H-4), 7,07 (m, 2 H, H-7), 7,38 (m, 2 H, H-8), 7,5 (m, 1 H, H-11), 7,66 (m,
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2 H, H-12 u. H-13), 7,80 (m, 1 H, H-14), 8,00 (d, *J = 6,08 Hz, 2 H, H-22), 8,22 (d, ’J =
8,01 Hz, 2 H, H-21), 10,10 (s, 1 H, H-24)

ESI-MS m/z 643 [M-CI]"

UV/Vis A =565 nm £ =44 000 1mol"! cm™
Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 590 nm

R¢ 0,56 (Si0,, Chloroform:Methanol 4:1)

Stearinsdure Rhodamin B Piperazinamid 29* [ST]

147 mg (0,52 mmol) Stearinsdure wurden unter Argonatmosphire in 50 ml absolutem DMF
vorgelegt. AnschlieBend wurden 200 mg (0,52 mmol) HBTU und 90 pul DIEA (0,52 mmol)
zugegeben und 10 min bei RT geriihrt. Dann wurden 288 mg (0,52 mmol) Rhodamin B
Piperazinamid zugesetzt und die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung
wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der violette
Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie (SiO,, Chloroform:Methanol 4:1) gereinigt.
Es wurden 390 mg (0,48 mmol, 92 %) Stearinsdure Rhodamin B Piperazinamid als violetter

Feststoff erhalten.
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'H NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=0,91 (t, ’J = 6,5 Hz, 3 H, H-36), 1,30 (m, 40 H, H-1 u. H-22 u. H-23 u. H-24 u. H-25 u.
H-26 u. H-27 u. H-28 u. H-29 u. H-30 u. H-31 u. H-32 u. H-33 u. H-34 u. H-35 u.), 1,60 (m,
2 H, H-21), 2,29 (dt, *J = 7,48 Hz, *J = 1,58 Hz, 2 H, H-20), 3,41 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,70
(q, °7 = 7,09 Hz, 8H, H-2), 6,98 (d, *J = 2,44 Hz, 2 H, H-4), 7,09 (dd, *J = 9,52 Hz, *J =
2,37 Hz, 2 H, H-8), 7,29 (d, *1 = 9,46 Hz, 2 H, H-7), 7,53 (m, 1 H, H-11), 7,78 (m, 3 H, H-12

u. H-13 u. H-14)

ESI"-HR-MS m/z

UV/Vis

Fluoreszenz

Rt

HPLC

CsoH7;3N4O3" [M-CI1]" berechnet:  777,5677
gefunden: 777,5673

A =565 nm £=62 0001 mol" cm™
Aabs = 566 nm Aem = 592 nm

0,58 (Si0,, Chloroform:Methanol 4:1)

Retentionszeit 49,6 min
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Palmitoleinsdure Rhodamin B Piperazinamid 30* [PO]

118 ul (0,52 mmol) Palmitoleinsdure wurden unter Argonatmosphédre in 50 ml absolutem
DMF vorgelegt. Anschliefend wurden 200 mg (0,52 mmol) HBTU und 90 ul DIEA
(0,52 mmol) zugegeben und 10 min bei RT geriihrt. Dann wurden 288 mg (0,52 mmol)
Rhodamin B Piperazinamid zugesetzt und die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der violette Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie (SiO,,
Chloroform:Methanol 4:1) gereinigt. Es wurden 290 mg (0,38 mmol, 74%) Palmitoleinsiure

Rhodamin B Piperazinamid als violetter Feststoff erhalten.

'H NMR (Methanol-d4, 200 MHz)
§=0,92 (t, ’J = 6,55 Hz, 3 H, H-34), 1,32 (m, 28 H, H-1 u. H-22 u. H-23 u. H-24 u. H-25 u.
H-30 u. H-31 u. H-32 u. H-33), 1,61 (t, ’J = 6,9 Hz, 2 H, H-21), 2,03 (m, 4 H, H-26 u. H-29),
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2,29 (t,*J =7,36 Hz, 2 H, H-20), 3,40 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,70 (q, °J = 7,36 Hz, 8 H, H-2),
5,36 (dt, *J = 5,57 Hz, ] = 0,94 Hz, 2 H, H-27 u. H-28), 6,97 (d, *J = 2,42 Hz, 2 H, H-4), 7,09
(dd, *J = 9,62 Hz, *J = 2,23 Hz, 2 H, H-8), 7,29 (d, °J = 9,57 Hz, 2 H, H-7), 7,51 (m, 1 H,
H-11), 7,76 (m, 3 H, H-12 u. H-13 u. H-14)

ESI"-HR-MS m/z  CysHeN4O3" [M-C1]" berechnet:  747,5208
gefunden: 747,5176

UV/Vis A =565 nm £=79 0001 mol" cm™
Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 593 nm
R+ 0,57 (Si0,, Chloroform:Methanol 4:1)

16-Hydroxyhexadecansaure Rhodamin B Piperazinamid 31*

[HHD]

HO

100 mg (0,36 mmol) 16-Hydroxyhexadecansdure wurden unter Argonatmosphire in 50 ml
absolutem DMF vorgelegt. AnschlieBend wurden 139 mg (0,36 mmol) HBTU und 126 pl
DIEA (0,72 mmol) zugegeben und 20 min bei RT geriihrt. Dann wurden 200 mg (0,36 mmol)
Rhodamin B Piperazinamid zugegeben und die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Methylenchlorid extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Der violette Riickstand wurde durch Saulenchromatographie (SiO,,
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Methylenchlorid:Methanol 3:1) gereinigt. Es wurden 210mg (0,27 mmol, 73 %)

16-Hydroxyhexadecansidure Rhodamin B Piperazinamid als violetter Feststoff erhalten.

'H NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=1,32 (m, 34 H, H-1 u. H-22 u. H-23 u. H-24 u. H-25 u. H-26 u. H-27 u. H-28 u. H-29 u.
H-30 u. H-31 u. H-32), 1,54 (m, 4 H, H-21 u. H-33), 2,34 (m, 2 H, H-20), 3,41 (s, 8 H, H-17
u. H-18), 3,54 (t, °J = 6,49 Hz, 2 H, H-34), 3,70 (q, °J = 7,02 Hz, 8 H, H-2), 6,98 (d, *J =
2,40 Hz, 2 H, H-4), 7,10 (dd, *J = 9,55 Hz, *J = 2,28 Hz, 2 H, H-8), 7,30 (d, *J = 9,55 Hz, 2 H,
H-7), 7,53 (m, 1 H, H-11), 7,78 (m, 3 H, H-12 u. H-13 u. H-14)

ESI"-HR-MSm/z  Cu4sHgoN4O4" [M-CI]" berechnet:  765,5313
gefunden: 765,5294

UV/Vis A =566 nm £=63 0001 mol"! ¢cm™

Fluoreszenz Aabs = 567 nm Aem =591 nm

R¢ 0,69 (Si0,, Chloroform:Methanol 3:1)
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Cholsdure Rhodamin B Piperazinamid 32* [CS]

187 mg (0,46 mmol) Cholsdure wurden unter Argonatmosphdre in 30 ml trockenem DMF
vorgelegt. Dann wurden 173 mg (0,46 mmol) HBTU und 93 pl (70 mg, 0,46 mmol) DIEA
zugegeben und 20 min bei RT geriihrt. Anschlieend wurden 250 mg (0,46 mmol) Rhodamin
B Piperazinamid zugegeben und 3 Tage bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
danach mit 50 ml Wasser versetzt und dann mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
entstandene Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch (SiO,, Chloroform:Methanol
3:1+1 % NEt;) aufgereinigt. Man erhielt 346 mg (0,37 mmol, 80 %) eines violetten
Feststoffes.
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'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

8 = 0,70 (s, 3 H, Cholséure -CHs), 0,92 (s, 3 H, Cholsdure-CHz), 1,01 (d, °J = 6,13 Hz, 3 H,
H-19), 1,1-2,5 (m, 39 H, H-1 u. Cholsdure CH u. CH;), 2,96-3,29 (m, 3 H, Cholsdure-
CHOH), 3,40 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,70 (g, T = 6,9 Hz, 8 H, H-2), 6,97 (d, *T=1,8 Hz, 2 H,
H-4), 7,08 (dd, *J = 9.6 Hz, *J = 1,96 Hz, 2 H, H-8), 7,29 (d, °J = 9,45 Hz, 2 H, H-7), 7,54 (m,
1 H, H-12), 7,76 (m, 3 H, H-11 u. H-13 u. H-14)

ESI"-HR-MS m/z CssH77N4O4" [M-CI]" berechnet:  901,5843
gefunden: 901,5824

UV/Vis A= 565nm £=63 000 1 mol” cm™
Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 593 nm
R¢ 0,57 (Si0,, Chloroform:Methanol 4:1)

6-(2,2":6",2" -Terpyridin-4'-yloxy)hexansdure Rhodamin B
Piperazinamid 33* [HT]
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142 mg (0,39 mmol) 6-(2,2':6",2" -Terpyridin-4'-yloxy)hexansdure, 148 mg (0,39 mmol)
HBTU, 82 ul (0,47 mmol) DIEA wurden in 40 ml absolutem DMF gelost und 30 min bei RT
geriihrt. AnschlieBend wurden 200 mg (0,39 mmol) Rhodamin B Piperazinamid zugegeben
und 48 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit
Methylenchlorid extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Si0,, Methylenchlorid:Methanol 3:1) wurden 296 mg (0,33 mmol, 85 %) eines violetten

Pulvers als Produkt erhalten.

'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=1,28 (t,°J = 7,23 Hz, 12 H, 1-H), 1,40-1,70 (m, 6 H, H-21 u. H-22 u. H-23), 2,37 (m, 2 H,
H-20), 3,25-3,63 (m, 16 H, H-2 u. H-17 u. H-18), 4,22 (t, °J = 6,7 Hz, 2 H, H-24), 6,65 (s,
2 H, H-4), 7,07 (m, 2 H, H-7), 7,25-7,72 (m, 8 H, H-8 u. H-11 u. H-12 u. H-13 u. H-14 u.
H-31), 7,85 (t, °J = 7,31 Hz, 2 H, H-29), 7,96 (s, 2 H, H-26), 8,59 (m, 2 H, H-30), 8,69 (m,
2 H, H-32)

ESI"-HR-MS m/z  Cs3HssN-Oq4 [M-CI]" berechnet:  856,4550
gefunden: 856,4565

UV/Vis A =566 nm £=1530001mol"! cm
Fluoreszenz Aabs = 368 nm Aem = 593 nm
Ry 0,7 (S10,, Methylenchlorid:Methanol 3:1)

HPLC Retentionszeit 61,1 min
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4-(2,2":6",2" -Terpyridin-4"-yloxy)butansdaure Rhodamin B
Piperazinamid 34* [BT]

100 mg (0,30 mmol) 4-(2,2":6",2" -Terpyridin-4-yloxy)butansdure, 113 mg (0,30 mmol)
HBTU, 63 ul (0,36 mmol) DIEA wurden in 40 ml absolutem DMF gel6st und 30 min bei RT
geriihrt. AnschlieBend wurden 163 mg (0,30 mmol) Rhodamin B Piperazinamid zugegeben
und 48 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit
Methylenchlorid extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(S10,, Methylenchlorid:Methanol 3:1) wurden 171 mg (0,20 mmol, 67 %) eines violetten

Pulvers als Produkt erhalten.
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'H-NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§ =128 (t, T = 7,2 Hz, 12 H, H-1), 2,16 (t, °T = 6,83 Hz, 2 H, H-21), 2,62 (t, °T = 6,96 Hz,
2 H, H-20), 3,45 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,67 (q, °J = 6,72 Hz, 8 H, H-2), 4,30 (t, °J = 6,75 Hz
2 H, H-22), 6,93 (s, 2 H, H-4), 7,06 (d, *T = 9.4 Hz, 2 H, H-8), 7,28 (d, °’J = 9 Hz, 2 H, H-7),
7,49 (m, 3 H, H-11 u. H-29), 7,75 (m, 3 H, H-12 u. H-13 u. H-14), 7,93 (s, 2 H, H-24), 8,00
(dt, *J =78 Hz, *J = 1,68 Hz, 2 H, H-28), 8,63 (d, °J = 8 Hz, 4 H, H-27 u. H-30)

ESI"-HR-MS m/z Cs;HssN;0O, [M-CIT] berechnet: 828,4232
gefunden: 828,4282

UV/Vis A =566 nm £=62 0001 mol” cm™
Fluoreszenz Aaps = 567 nm Aem = 593 nm

R+ 0,75 (Si0,, Methylenchlorid:Methanol 3:1)
HPLC Retentionszeit 64,5 min

4’ -(4-Carboxyphenyl)-2,2":6",2 " -Terpyridin Rhodamin B
Piperazinamid 35* [PT]




134 Préaparativer Teil

161 mg (0,46 mmol) 4-(2,2',6',2"-Terpyridin-4'-yl)-benzoesdure, 173 mg (0,46 mmol) HBTU
und 93 ul (70 mg, 0,46 mmol) DIEA wurden in 30ml trockenem DMF unter
Argonatmosphire vorgelegt und 20 min bei RT geriihrt. Danach wurden 250 mg (0,46 mmol)
Rhodamin B Piperazinamid. zugegeben und 3 Tage bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die
Mischung mit Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
sdulenchromatographischer ~ Aufreinigung  (SiO,, Mit  Losungsmittelwechsel 1.
Methanol:Chloroform 3:1 + 1%NEt; , 2. Methanol:Chloroform 3:1 + 1% CH3;COOH) erhielt
man 363 mg (0,40 mmol, 90 %) eines violetten Feststoffs.

'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

8=1,33 (t, °J = 6,66 Hz, 12 H, H-1), 3,55 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,72 (q, °J = 7,17 Hz, 8 H,
H-2), 7,00 (d, *J=2,12 Hz, 2 H, H-4), 7,11 (dd, *J = 9,92 Hz, *T = 1,54 Hz, 2 H, H-8), 7,32 (d,
3] =9,54 Hz, 2 H, H-7), 7,54 (m, 1 H, H-11), 7,64 (m, 1 H, H-12 u. H-13 u. H-14), 7,79 (m,
4 H, H-29 u. H-20), 8,20 (m, 4 H, H-21 u. H-22), 8,68 (d, °J = 8,04 Hz, 2 H, H-31), 8,84 (s,
2 H, H-25), 8,88 (d, T = 4,52 Hz, 2 H, H-28)

ESI"-HR-MS m/z  CssHs;N;05" [M-C1]" berechnet:  846,4132

gefunden: 846,4156

UV/Vis A =565nm £=410001mol"' cm™

Fluoreszenz Aabs = 566 nm Aem = 590 nm
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2,5-Dihydroxybenzoesidure Rhodamin B Piperazinamid 36*
[H]

141 mg (0,91 mmol) 2,5-Dihydroxybenzoesdure wurden unter Argonatmosphire in 50 ml
absolutem DMF vorgelegt. AnschlieBend wurden 364 mg (0,91 mmol) HBTU und 186 pl
DIEA (1,14 mmol) zugegeben und 20 min bei RT geriihrt. Dann wurden 500 mg (0,91 mmol)
Rhodamin B Piperazinamid zugesetzt und die tiefrote Losung 3 Tage bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 50 ml Wasser versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der lila gefiarbte Riickstand wurde durch Séaulenchromatographie (SiO;,
Chloroform:Methanol 5:1) aufgereinigt. Es wurden 350 mg (0,51 mmol, 56 %) Hydro-

chinoncarbonséure Rhodamin B Piperazinamid als violetter Feststoff erhalten.

'H NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

§=1,31(t,°T=9,55 Hz, 12 H, H-1), 3,46 (s, 8 H, H-17 u. H-18), 3,70 (q, °J = 6,16 Hz, 8 H,
H-2), 6,56 (m, 1 H, H-22), 6,71 (m, 1 H, H-23), 6,96 (s, 2 H, H-4), 7,09 (d, *J = 9,44 Hz, 2 H,
H-7), 7,30 (d, *J = 9,31 Hz, 2 H, H-8), 7,41 (m, 1 H, H-25), 7,54 (m, 1 H, H-11), 7,76 (m,
3 H, H-12 u. H-13 u. H-14)
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ESI"-HR-MS m/z

UV/Vis

Fluoreszenz

HPLC

C30H43N405"

A =565 nm
}\aabs = 566 nm

Retentionszeit

[M-CI]" berechnet:

gefunden:

£=65000 1 mol” cm™
Aem = 592 nm

49,5 min

647,3228
647,3229

Anthrachinon-2-carbonsdure Rhodamin B Piperazinamid 37*

[AC]

N~

46 mg (0,18 mmol) Anthrachinon-2-carbonsdure, 69,3 mg HBTU (0,18 mmol) und 64 pl
DIEA (0,36 mmol) wurden in 50 ml DMF gelost und 30 min bei RT geriihrt. AnschlieBend

wurden 100 mg (0,18 mmol) Rhodamin B Piperazinamid zugegeben und iiber Nacht bei RT

geriihrt. Nach Zugabe von 25 ml destilliertem Wasser wurde die wissrige Phase abgetrennt

und mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdaulenchromatographischer Aufreinigung

(S10,, Ethylacetat:Ethanol 7:1) erhielt man 88 mg (0,1 mmol, 57 %) violetten Feststoff.
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'H NMR (Chloroform-d1, 200 MHz)

§=1,31(t, T =7,04 Hz, 12 H, 33-H), 3,50 (s, 8 H, 15-H u. 16-H), 3,60 (m, 8 H, H-32), 6,75

(s, 2 H, H-2), 6,97 (m, 2 H, H-5), 7,32 (m, 2 H, H-4), 7,52 (m, 1 H, H-9), 7,64 (m, 2 H, H-10,

H-11), 7,80 (m, 3 H, H-23, H-26, H-12), 8,00 (s, 1 H, H-19), 8,20 (m, 1 H, H-31), 8,34 (m,

3 H, H-24 u. H-25 u. H-31)

ESI"-HR-MS m/z  C47H4sN4O5" [M-C1]" berechnet:  745,3390
gefunden: 745,3401

UV/Vis A =566 nm £=710001mol" ¢cm™

Fluoreszenz Aabs = 567 nm Aem = 591 nm

Ry 0,28 (Si0,, Ethanol:Ethylacetat:Chloroform 3:1:1)
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Fluorescein 38 %!

7,50 g (50,6 mmol) Phthalsdureanhydrid und 11,01 g (100 mmol) Resorcin wurden in einen
Rundkolben gegeben und auf 180°C erhitzt. Es wurden 4,60 g (34 mmol) wasserfreies ZnCl,
hinzugegeben. Das Erhitzen wurde eine halbe Stunde fortgesetzt. Anschlieend liel man die
Reaktionsmischung auf 90 °C abkiihlen und versetzte mit 100 ml Wasser und 5 ml konz. HCI
hinzugetropft. AnschlieBend wurde die Losung eine Stunde zum Riickfluss erhitzt. Das
unlosliche Fluorescein wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Gereinigt wurde das
Fluorescein, indem es in verdiinnter NaOH-Losung aufgelost und durch Zugabe von
verdiinnter HCI wieder ausgefillt wurde. Man erhielt 7,93 g (24 mmol, 24 %) eines roten

Feststoffes.

'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)

8 = 6,56 (dd, °J = 8,27 Hz, *T = 1,32 Hz, 2 H, H-6), 6,61 (d, °J = 8,63 Hz, 2 H, H-5), 6,70 (d,
‘] = 1,45 Hz, 2 H, H-2), 7,24 (d,°J = 7,62 Hz, 1 H, H-9), 7,72 (t,°J = 7,5 Hz, 1 H, H-10 o.
H-11), 7,79 (t,°J = 7,41 Hz, 1 H, H-10 0. H.11), 8,03 (d, T = 7,67 Hz, 1 H, H-12)

B3C-NMR (Methanol-d4, 50 MHz)
§ =103,6 (C-2), 111,5 (C-4), 113,7 (C-6), 125,5 (C-11), 126,0 (C-9), 128,3 (C-13), 130,2
(C-5), 131,1 (C-12), 136,5 (C-10), 154,2 (C-1 0. C-3), 161,4 (C-1 0. C-3), 171,5 (C-14),

ESI*-MS m/z 333 [M+H]"

UV/Vis A =490 nm £=730001mol" ¢cm™

Fluoreszenz Aabs = 492 nm Aem =515 nm
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Rhodamin Griin (Rhodamin 110) 39 ¥

0

HO NH,
2 \©/ + O
(0]

10,9 g (100,0 mol) 3-Aminophenol wurden in 100 ml konzentrierter Schwefelsdure unter

Riihren geldst und dann 14,8 g (100,0 mol) Phthalsédureanhydrid zugegeben. Es wurde 4 h auf
190°C erhitzt. Die erhaltene rotbraune Schmelze wurde dann auf 250 ml Eiswasser gegossen
und zum Auskristallisieren iiber Nacht stehen gelassen. Nach Filtration wurde der Riickstand
mit 10% ige Schwefelsdure (1750 ml) und 500 ml geséttigter Natriumacetatlosung
umkristallisiert. Nach Filtration erhielt man 1,2 g (3,6 mmol, 4 %) rotbraune Kristalle.

'H-NMR (Methanol-d4, 400 MHz)
8§ = 6,83 (m, 4 H, H-4 u. H-5), 7,07 (m, 2 H, H-2), 7,43 (m,1 H, H-9), 7,75 (m,2 H, H-10 u.
H-11), 7,92 (m, 1 H, H-12)

ESI"-MS m/z 331 [M+H']
UV/Vis A =495 nm
Fluoreszenz Aabs = 496 nm Aem =521 nm

HPLC Retentionszeit 35,4 min
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Dichlorofluorescein 40 ©®

HO OH
UL - o
Cl

14,46 g (100 mmol) Chlorresorcin wurden in 100 ml Methansulfonsdure gelost und mit 7,41 g

(50 mmol) Phthalsdureanhydrid versetzt. Die Reaktionsmischung wurde auf 80— 85 °C
erhitzt und bei dieser Temperatur 48 h gerithrt. Nach Abkiihlen auf RT wurde die
Reaktionsmischung auf 700 ml Eiswasser gegossen und anschlieend abfiltriert. Das Produkt
wurde im Vakuum bei 60 °C getrocknet. Danach wurde Wasser zugegeben um die
iberschiissige Methansulfonsdure zu 16sen und dann erneut im Vakuum getrocknet. Man

erhielt 12,82 g (32 mmol, 64 %) eines rotlichen Feststoffes.

'H-NMR (Methanol-d4, 200 MHz)
8 =6,64 (s, 2 H, H-5), 6,87 (s, 2 H, H-2), 7,29 (d, T = 7,59 Hz, 1 H, H-9), 7,82 (m, 2 H, H-10
u. H-11), 8,07 (d, *J = 7,56 Hz, 1 H, H-12)

BC-NMR (Methanol-d4, 50 MHz)

& = 104,7 (C-2), 113,5 (C-4), 120,2 (C-6), 126,4 (C-11), 127.5 (C-9), 128,7 (C-13), 130,0
(C-5), 131,9 (C-12), 136,5 (C-10), 153,7 (C-1 0. C-3), 159,1 (C-1 0. C-3), 170,2 (C-14),

UV/Vis A =502 nm £=860001mol"! ¢cm™

Fluoreszenz Aabs = 504 nm Aem = 529 nm

ESI*-MS m/z 401 [M+H]"



Praparativer Teil 141

5(6)-Carboxyfluorescein 41 *

o o)

HO OH
HO
SOy —

6 g (54,5 mmol) Resorcin wurden in 50 ml Methansulfonsdure suspendiert und geriihrt bis
sich ein Grofteil des Feststoffes gelost hatte. Nach der Zugabe von 5,2 g (27,2 mmol)
Trimellitsdureanhydrid wurde drei Tage zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde
auf 300 ml Eiswasser gegossen, wobei ein feinkorniger rostroter Niederschlag ausfiel. Der
Niederschlag wurde abgesaugt und dreimal mit Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator

getrocknet. Man erhielt 8,8 g (23,4 mmol, 90 %) eines rotbraunen amorphen Feststoffes.

6-Isomer 5-Isomer

'H-NMR (DMSO-d6, 200 MHz)

8 = 6,51-6,64 (m, 8 H, H-2 u. H-2' u. H-3 u. H-3"), 6,69 (d, *J = 1,77 Hz, 4 H, H-5 u. H-5"),
7,39 (dd, *J = 8,13 Hz, °J = 0,45 Hz, 1 H, H-9), 7,65 (s, 1 H, H-9"), 8,10 (dd, *J = 8,0 Hz, °J =
0,57 Hz, 1 H, H-12"), 8,23 (dd, °J = 7,98 Hz, *J = 1,31 Hz, 1 H, H-11"), 8,29 (dd, *J = 8,57 Hz,
*J=1,23 Hz, 1 H, H-10), 8,40 (s, 1 H, H-12)

B3C- NMR (Methanol-d4, 50 MHz)

§ =103,7 (C-5 u. C-5"), 109,8 (C-1 0. C-1"), 109,9 (C-1 0. C-1), 116,3 (C-3 0. C-3"), 116,4
(C-3 0. C-3"), 124,4 (C-9 0. C-9' 0. C-11"), 125,7 (C-9 0. C-9' 0. C-11"), 127,0 (C-9 0. C-9' 0.
C-11"), 128,3 (C-12'), 128.4 (C-12), 133,1 (C-13' 0. C-13), 136,2 (C-10), 137,4 (C-10"), 150,0
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(C-4 u. C-4'u. C-6 u. C-6'), 150,1 (C-8"), 155,3 (C-8), 166,0 (C-15 u. C-15"), 167,5 (C-14 u.
C-14')

UV/Vis A =491 nm £=600001mol" cm™
Fluoreszenz Aabs = 493 nm Aem =518 nm
ESI*-MS m/z 377 [M+H]"

Dichloro-5(6)-carboxy-fluorescein 42 °*!

HO OH
\©i HO
2 N 5o — -
cl

6,6 g (45,6 mmol) Chlorresorcin wurden in 50 ml Methansulfonséure suspendiert. Nach der
Zugabe von 4,4 g (22,8 mmol) Trimellitsdureanhydrid wurde 72 h bei 100 °C geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde auf 300 ml Eiswasser gegossen, wobei ein feinkdrniger rostroter
Niederschlag ausfiel. Der Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen und im
Vakuumexsikkator getrocknet. Man erhielt 9,4 g (21,1 mmol, 92 %) eines rotbraunen
amorphen Feststoffes.

6-Isomer 5-Isomer

'H-NMR (DMSO0-d6, 200 MHz)
§=6,77 (s, 2 H, H-2 0. H-2"), 6,80 (s, 2 H, H-2 0. H-2'), 6,91 (s, 4 H, H-5 u. H-5"), 7,44 (dd,
3J=17,93 Hz, °J = 0,49 Hz, 1 H, H-9), 7,74 (s, | H, H-9"), 8,11 (dd, *J = 7,95 Hz, °J = 0,61 Hz,
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1 H, H-12"), 8,24 (dd, *J = 7,99 Hz, *J = 1,29 Hz, 1 H, H-11"), 8,31 (dd, *J = 8,02 Hz, *J =
1,56 Hz, 1 H, H-10), 8,40 (s, 1 H, H-12)

13C- NMR (DMSO0-d6, 50MHz)

§=103,48 (C-5u. C-5"), 110,9 (C-1 0. C-1"), 111,3 (C-1 0. C-1"), 118,3 (C-9 0. C-9' 0. C-11"),
125,7 (C-9 0. C-9' 0. C-11'), 127,4 (C-9 0. C-9' 0. C-11"), 128,3 (C-12"), 131,5 (C-12), 133,5
(C-13"), 136,1 (C-10), 137,1 (C-10"), 151,5 (C-4 u. C-4' u. C-6 u. C-6'), 151,8 (C-8'), 156,8
(C-8), 166,4 (C-15 o. C-15"), 166,4 (C-15 0. C-15"), 168,0 (C-14 o. C-14"), 168,1 (C-14 o.
C-14")

UV/Vis A =504 nm £=2830001mol"' ¢cm™

Fluoreszenz Aabs = 505 nm Aem = 529 nm

ESI"-MS m/z 445 [M+H]"
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