ZUSCHRIFTEN

leicht herstellen. Ligandenbibliotheken, die tiber diesen Weg
zugénglich sind, konnten dazu verwendet werden, die bisher
erreichten Regio- und Enantioselektivitdten noch weiter zu
verbessern.

Unsere Ergebnisse zeigen, wie die Regioselektivitat ally-
lischer Alkylierungen durch systematische Verdnderung der
sterischen und elektronischen Eigenschaften des am Palla-
diumkatalysator gebundenen Liganden beeinflut werden
kann. Mit einer neuen Klasse chiraler PN-Liganden gelang es,
die Reaktion von 1- und 3-Aryl-2-propenylacetaten mit
brauchbaren Enantio- und Regioselektivititen durchzufiih-
ren.’l Die Auswahl an Substraten, die befriedigende Selek-
tivitdten ergeben, ist zur Zeit auf Aryl-substituierte Derivate
beschréinkt, doch die Konzepte, die uns zu den Liganden 9
gefiihrt haben, sollten sich auch zur Entwicklung neuer
Katalysatoren fiir andere Substratklassen eignen. Dariiber
hinaus zeichnen sich bereits weitere Anwendungsmoglich-
keiten dieser Liganden in der asymmetrischen Katalyse ab.[’!

Experimentelles

9a: Alle Reaktionen wurden in entgasten Losungsmitteln unter Argon
durchgefiihrt. Eine Losung von 10 (1.1 g, 3.2 mmol) in 10 mL Toluol
wurde zu einer Losung von Et;N (2.6 g, 25.7 mmol) in 20 mL Toluol bei
—78°C getropft. Nach 5 min Riihren bei —78°C wurde eine Losung von
1107 (0.6 g, 3.2 mmol) in 5 mL Toluol rasch zugegeben. Man lieB die
Losung langsam auf Raumtemperatur kommen und anschlieBend 12 h
rithren. Dann wurde vom entstandenen weiflen Niederschlag abfiltriert.
Das Losungsmittel wurde entfernt und das erhaltene gelbe Ol durch
Sdulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, 3.0 x 20 cm; n-Hexan:EtOAc
4:1, R;=0.4). Ausbeute: 890 mg (56 %) (S,S)-9a als amorpher Feststoff.
[a]sso=+269 (CHCl;, ¢ =3.1,23°C); 'H-NMR (200 MHz, CDCl;): 6 = 0.96
(s, 9H; Bu), 1.65 (s, 3H; Me), 1.75 (s, 3H; Me), 3.95-4.00 (m, 1H; HCN),
4.20-4.35 (m,2H; CH,0), 722-7.52 (m, 8H; arom. CH), 7.89-7.96 (m, 4H;
arom. CH); BC-NMR (75 MHz, CDCl,): 6 =25.8 (tBu), 28.1 (d, /=79 Hz;
Me), 28.2 (d, /=5.7 Hz; Me), 33.9 (1Bu), 69.7 (CH,0), 75.7 (CHN), 772
(C), 121.9/122.4 (arom. CH), 123.2 (arom. C), 124.5 (d, /=3.1 Hz; arom.
C), 124.6/124.8/125.8/126.0/126.9/127.0/128.1/128.2/129.3/130.0 (arom. CH),
131.1/131.4/132.7/132.8 (arom. C), 147.9 (d, J=2.3 Hz; arom. C), 148.0 (d,
J=3.7Hz; arom. C), 168.3 (C=N); *P-NMR(100 MHz, CDCl,): 6 =151.5.

Die katalytischen Reaktionen (Tabellen 1 and 2) wurden nach bekannter
Vorschrift durchgefiihrt.l'”” Die Reinigung und die analytischen Daten der
Produkte sind an anderer Stelle beschrieben. > 4
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Synthese einer neuen Klasse
losungsmittelabhingiger Fluoreszenzmarker

James J. La Clair*

Charge-Transfer(CT)-Marker wie 5-(Dimethylamino)-
naphthalin-1-sulfonyl(Dansyl)-chlorid wurden in groem
Ausmall beim Nachweis sowie bei der Charakterisierung
und Lokalisierung von Kohlenhydraten, Phospolipiden, Pro-
teinen, Oligonucleotiden sowie zahlreichen anderen synthe-
tischen und natiirlich vorkommenden Verbindungen einge-
setzt.' Die UV/Vis-Absorptions- und/oder Fluoreszenzban-
den dieser Verbindungen werden in typischer Weise je nach
Art der Losungsmittelhiille verschoben.? Dieser Effekt sowie
ferner die Beeinflussung der Fluoreszenzlebensdauer, des
Ausmalies an Intersystem-Crossing und der Fluoreszenzquan-
tenausbeute forderten die Verwendung dieser Verbindungen
in der Praxis als Sonden zur Untersuchung der Wechselwir-
kungen zwischen biologisch wichtigen Makromolekiilen.!
Bedingt durch den Grad der Aromatizitdt absorbiert die
Dansylgruppe Licht mit einer Wellenldnge zwischen A =190
und 400 nm, d.h., die Anregung ist primir auf UV-Licht
eingeschrinkt.! Im folgenden beschreiben wir die Synthese
einer neuen Klasse von Markierungssubstanzen, bei denen
eine intramolekulare Ladungsiibertragung stattfinden kann.
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Department of Molecular Biology
The Scripps Research Institute
10550 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA)
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Diese Verbindungen absorbieren sichtbares und UV-Licht,
wobei die Absorption sehr stark vom verwendeten Losungs-
mittel abhdngt, und lassen sich in Konzentrationen von
einzelnen Molekiilen nachweisen.

Jiingste Untersuchungen ergaben, daf die Fluoreszenz von
1-[4-(N,N-Dimethylamino)phenyl]-4-(3-hydroxy-4-nitrophe-
nyl)-3-(E)-buten-1-in (DHNB) stark, die UV/Vis-Absorption
dagegen nur wenig durch die Art der Losungsmittelhiille
beeinfluBt wird.’] Beispielsweise absorbiert in Methanol
gelostes DHNB Licht mit einem Maximum bei 421 nm (e =
50800 cm~'M~!) und fluoresziert bei 528 nm mit einer Quan-
tenausbeute von 0.000017. In einem unpolaren aprotischen
Losungsmittel wie n-Heptan ist das Absorptionsmaximum
bathochrom nach 435 nm (¢ =47400 cm~'M~!) verschoben
und die Quantenausbeute der Fluoreszenz bei 593 und
570 nm um das etwa 1000fache auf 0.0188 bzw. 0.0205 erhoht.
Als neues System zur Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen einzelnen Molekiilen haben wir DHNB eingesetzt,
um einzelne Aggregate aus einem Kohlenhydrat und einem
Protein selektiv nachzuweisen.”! Wir beschreiben hier die
Synthese von DHNB-Derivaten, die zur Markierung einer
groBen Vielzahl biologisch signifikanter Molekiile verwendet
werden konnen.

Schema 1 zeigt den derzeitigen Stand des Designs modifi-

d ( 6 (X=CH,0H)
7 (X = CHO)

zierter DNHB-Verbindungen. Die Hydroxygruppe in Nach- N
barschaft zur Nitrogruppe dient dazu, die Fluoreszenzquan- P
tenausbeute zu steigern. Uber diese Gruppe kénnen dariiber HO | N7
0N~ F
9
wasserloslich machende Gruppe ~ o o o Schema 2. a)  Di-fert-butyldicarbonat,  Et;N, DMAP, CH,Cl,
Q 0°C —Raumtemperatur (RT), 94%; b) 1. Iod, NaHCO,, CH,Cl,, H,0,
( N o’ % 12-15°C, 10min; 2. RT, 30min, 90%; c¢) Propargylalkohol,
N [PACL(PPh;),], Cul, Et;N, THF, RT, 18 h, 85%; d) MnO,, CH,Cl,, RT,
6 h,98%; ¢) 1. Zugabe von NaHMDS in THF zu 8 in DMF, 0°C —RT, 1 h;
~ reaktiver Linker 2. Zugabe von 7 in THF, —20°C —RT, 8 h, 62%.
Fluoreszenz-
verstarkende
Gruppe schen 41 und 45 %. Nach Entfernung der Schutzgruppe von 9

DHNB-Gruppe —

Schema 1. Design eines neuen Fluoreszenzmarkers.

hinaus weitere reaktive Funktionalititen angekniipft
werden.!! Die Dimethylaminogruppe von DHNB wurde
durch eine Piperazineinheit ersetzt, wodurch nicht nur die
Wasserloslichkeit dieses Farbstoffs gesteigert, sondern auch
eine Funktionalitit zur weiteren Verkniipfung bereitgestellt
wurde. Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese dieser
Modellverbindung wéhlten wir N-Phenylpiperazin, da es im
Handel erhiltlich und preisgiinstig (ca. 1 DM pro Gramm) ist.
Das aus diesem hergestellte geschiitzte Piperazin 411 wurde
mit Iod in einem Zweiphasensystem aus wéBriger Natriumbi-
carbonatlosung und Dichlormethan halogeniert (Schema 2).
Nach einmaligem Umbkristallisieren wurde das Iodid S
erhalten, das iibergangsmetallkatalysiert an den C-Terminus
von Propargylalkohol gekuppelt wurde. Der entstandene
Alkohol 6 wurde mit Mangandioxid zum Aldehyd 7 (Ta-
belle 1) oxidiert, der mit dem Dianion des Phosphats 8 unter
Bildung von 9 (Tabelle 1) kondensiert wurde. Die Gesamt-
ausbeute dieses Verfahrens lag im 1-Gramm-Ma@stab zwi-
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mit Schwefelsdure in wasserhaltigem Tetrahydrofuran kann
eine grofe Zahl reaktiver Linker angebunden werden. So
wurde die fiir die Anbindung an Amine geeignete Markie-
rungssubstanz SENSI-OH 1 hergestellt, indem das entschiitz-
te Piperazin mit Glutarsdureanhydrid und anschlieBend die
endstidndige Carbonséduregruppe mit N-Hydroxysuccinimid in
Gegenwart von N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbo-
diimidhydrochlorid (EDC) umgesetzt wurde (Schema 3). Zur
Ankniipfung des Linkers kann auch — wie in SENSI 2 - die
Phenolfunktion verwendet werden. Die Anbindung iiber
diese Gruppe hat den Vorteil, dal diese Bindung durch
Hydrolyse gelost werden kann. Durch Abspaltung der tert-
Butoxycarbonyl(rBoc)-Gruppe von 9 wurde 101 (Tabelle 1)
erhalten, das zur Bildung von 2 mit 4-Chlorcarbonylbutter-
sdure-N-hydroxysuccinimidylester umgesetzt wurde. Die mit
einer anderen reaktiven Gruppe versehene Verbindung
SENSIm 3 wurde analog hergestellt. Alle drei Derivate
reagierten unter Standardbedingungen mit Rinderserumal-
bumin (BSA). Mit vier Aquivalenten SENSI-OH 1 pro
Aquivalent BSA wurden Konjugate mit durchschnittlich 2.1
Farbstoffmolekiilen pro BSA-Molekiil erhalten. Die Effizienz
der beiden an der Phenolgruppe modifizierten Derivate 2 und

0044-8249/98/11003-0340 § 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 3



ZUSCHRIFTEN

o) o) Q
(\NWO/N S
O N\) f
HO ~
O,N ‘ SENSI-OH (1)
a
9
b

HO

O,N

fur 2 fur 3

=
ol\\/

0N~ F

o

SENSI(2) R= }(é\/\)?\o’@
(o]

— PPN
SENSIm (3) - ;N\:\/N

Schema 3. a) 1. H,SO,, H,O, THF, RT; 2. Glutarsidureanhydrid, THF, RT,
2 h; 3. N-Hydroxysuccinimid, EDC, THF, RT, 12 h, 81 %; b) 1. H,SO,, H,O,
THEF, RT; 2. Glutarsédureanhydrid, THF, RT, 2 h; 3. EDC, MeOH, THF, RT,
4h, 77%; c) 4-Chlorcarbonylbuttersdure-N-hydroxysuccinimidylester,
DMAP, THF, RT, 12h, 64%; d) N,N-Carbonyldimidazol (2.5 Aquiv.),
DMAP (0.05 Aquiv.), THF, RT, 14 h, 72%.

3 war deutlich geringer als die von 1 (durchschnittlich 1.2 bzw.
0.8 Fluoreszenzmolekiile pro BSA-Molekiil), wahrscheinlich
weil die Phenolesterbindung im Verlauf der Kupplung
hydrolytisch gespalten wird. Die Konjugate von BSA mit 2
und 3 waren bei einem pH-Wert zwischen 5.9 und 8.1 stabil,
unter diesen Bedingungen wurde nur eine geringe Menge des
Farbstoffs wihrend der Dialyse freigesetzt.”) AuBerhalb
dieses Bereichs findet jedoch in betrdchtlichemMaB Hydro-
lyse statt, wobei die Markierungssubstanz oft nur in sehr
geringer Menge {ibrig blieb.

Die spektroskopischen Eigenschaften dieser Verbindungen
dhneln denen von DHNB. So wurde das UV/Vis-Absorp-
tionsmaximum der Verbindung 10 beim Wechsel von n-
Heptan zu Methanol um 33 nm rotverschoben (Tabelle 2).
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Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Daten von 1-3, 5-7, 9 und 10.

1 (C,HN,Og, 560.56): R;=0.41 (Ethylacetat/Toluol/Methanol, 10/1/1);
Schmp. 223.1-225.6°C; "H-NMR (300 MHz, CDCL): 6 = 10.6 (s, 1 H), 8.04
(d,J=8.8 Hz, 1H), 7.38 (d, /= 8.7 Hz, 2H), 7.09 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.01
(dd,J=1.6, 8.8 Hz, 1H), 6.87 (d, /= 16.1 Hz, 1 H), 6.83 (d,J = 8.7 Hz, 2H),
6.54 (d, J=16.1 Hz, 1H), 3.73 (dd, J=4.8, 49 Hz, 2H), 3.63 (dd, J=4.8,
4.9 Hz, 2H), 3.24 (m, 4H), 2.83 (s, 4H), 2.74 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.52 (t,J =
7.2 Hz, 2H), 2.10 (dddd, J = 6.7, 6.7, 7.2, 7.2 Hz, 2H); 3C-NMR (63 MHz,
CDCL/[D¢]DMSO, 2/1): 6 =18.9, 24.4, 29.0, 29.8, 43.5, 46.5, 46.8, 113.1,
113.9, 115.5, 116.3, 124.4, 131.6, 135.9, 149.2, 168.3

2 (C3sH3N,Oy;, 688.69): R;=0.62 (Ethylacetat/Toluol/Methanol, 10/1/1);
Schmp. 161.1-162.9°C; 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6=38.08 (d, J=
8.5 Hz, 1H), 7.37 (d, J=8.7 Hz, 2H), 7.35 (dd, J=1.1, 8.5 Hz, 1H), 7.20
(d,/=1.1Hz, 1H), 6.90 (d,/=16.1 Hz, 1H), 6.83 (d, /=8.7 Hz, 2H), 6.51
(d, J=16.1Hz, 2H), 3.75 (t, J=4.9 Hz, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.63 (t, /=
49 Hz,2H), 3.23 (m, 4H), 2.83 (s,4H), 2.80 (t,/=7.1 Hz,2H), 2.42 (t,J =
7.1 Hz,4H),2.20 (quint.,J=7.1 Hz,2H), 1.96 (quint.,J=7.1 Hz,2H), 1.23
(t, J=7.1Hz, 2H); BC-NMR (53 MHz, CDCl,): 6 =19.4, 20.3, 25.6, 29.8,
32.1, 32.4, 33.0, 41.1, 45.0, 48.0, 48.4, 51.6, 87.1, 113.1, 114.4, 115.3, 122.0,
123.8, 126.5, 133.0, 136.3, 140.1, 143.7, 144.5, 168.0, 169.0, 170.3, 173.7

3 (C3HyNs0;, 571.59): R;=0.12 (Ethylacetat/n-Hexan, 1/1); Schmp.
192.5-193.1°C; 'H-NMR (300 MHz, CDCL;): 6=8.04 (d, J=8.8Hz,
1H), 7.67 (s, 1H), 7.38 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.10 (s, 2H), 7.01 (d, /=
8.8 Hz, 1H), 6.88 (d, J=16.0 Hz, 1H), 6.84 (d, J=8.7 Hz, 2H), 6.54 (t,
J=16.0 Hz, 1H), 3.74 (m, 2H), 3.66 (s, 3H), 3.63 (m, 2H), 3.24 (m, 4H),
2.42 (t, J=7.1Hz, 2H), 1.97 (quint., J=7.1 Hz, 2H), 0.85 (t, /=7.1 Hz,
2H)

5 (C;sH,IN,0,, 388.25): R;=0.85 (Ethylacetat/n-Hexan, 1/1); Schmp.
153.1-153.8°C; '"H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6 =7.50 (d, J=8.7 Hz, 2H),
6.65 (d, J=8.7Hz, 2H), 3.54 (dd, J=5.2, 5.2 Hz, 2H), ), 3.07 (dd, J =5.2,
5.2 Hz,2H), 1.45 (s, 9H); *C-NMR (63 MHz, CDCl;): 6 =28.4,48.9,118.5,
137.8, 150.8, 154.6

6 (CsH,yN,03, 316.40): R;=0.52 (Ethylacetat/Hexan, 1/1); Schmp. 158.2—
159.1°C; 'H-NMR (300 MHz, CDCl,): 6 =7.30 (d, J =8.8 Hz, 2H), 6.77 (d,
J=89Hz,2H),4.44 (s,2H),3.53 (dd,J =5.2,5.2 Hz,4H); 3.13 (dd,/ = 5.2,
5.2 Hz,4H); 1.45 (s, 9H); *C-NMR (63 MHz, CDCl;): 6 =28.4, 48.4, 51.6,
80.0, 85.9, 113.1, 115.5, 132.8, 150.8

7 (CisHy;N,Os, 314.38): R;=0.74 (Ethylacetat/n-Hexan, 1/1); Schmp.
103.5-104.7°C; 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6=9.34 (s, 1H), 7.48 (d,
J=8.9Hz,2H), 6.81 (d,/=8.9 Hz,2H), 3.55 (dd,/=5.5,5.5 Hz, 4H); 3.13
(dd, J=5.5, 5.5 Hz, 4H); 1.46 (s, 9H); BC-NMR (63 MHz, CDCl,): 6 =
28.4,47.2,80.2,89.4,98.1, 108.2, 114.5, 135.3, 152.5, 154.6, 176.6

9 (C,Hy;N;0s5, 449.20): R;=0.83 (Ethylacetat/n-Hexan, 1/1); Schmp.
214.3-216.0°C; 'H-NMR (300 MHz, CDCL,): 6=10.7 (s, 1H), 8.03 (d,
J=88Hz, 1H),7.37 (d,/=8.8 Hz,2H), 7.07 (d, /= 1.5 Hz, 1 H), 7.00 (dd,
J=15,8.8Hz, 1H), 6.87 (d,/=16.0 Hz, 1H), 6.83 (d,/=8.9 Hz, 2H), 6.53
(d,/=16.0 Hz,2H), 3.55 (dd,J=5.2,5.2 Hz,4H); 3.20 (dd,J =5.2,5.2 Hz,
4H); 1.46 (s, 9H); PC-NMR (63 MHz, [D]DMSO): 6 =28.4, 48.1, 87.2,
114.8, 115.3, 116.6, 117.7, 125.6, 133.0, 136.9, 145.9, 151.1, 154.2

10 (C3,HyN50;, 571.59): R;=0.13 (Ethylacetat/n-Hexan, 1/1); Schmp.
166.3-168.0°C; '"H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6 =10.6 (s, 1 H), 8.02 (d, /=
8.8 Hz, 1H), 7.36 (d,J=8.8 Hz, 2H), 7.07 (d, /= 1.5 Hz, 1H), 6.89 (dd, J =
1.5,8.8 Hz, 1H), 6.86 (d, J=16.0 Hz, 1 H), 6.81 (d, /= 8.9 Hz, 2H), 6.51 (d,
J=16.0 Hz, 2H), 3.74 (t, J=1.4 Hz, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.62 (t, J=1.4 Hz,
2H), 3.22 (m, 4H), 2.40 (dt, J=1.4, 6.6 Hz, 2H), 1.95 (quint., /=7.2 Hz,
2H), 1.22 (t,J=7.2 Hz, 2H)

Der Extinktionskoeffizient war in aromatischen Losungsmit-
teln wie Benzol und Toluol am groBten und nahm mit
zunehmender Polaritidt ab. Die B-Bande war in den meisten
Losungsmitteln mit Ausnahme von DMF zwischen 14 und
63 % intensiver als die K-Bande.['”! Die Fluoreszenzbande
von 10 wurde beim Wechsel von Methanol zu n-Heptan um
111 nm verschoben, die Intensitidt dieser Bande nahm dabei
um das 120fache zu. Die Verstiarkung der Fluoreszenzinten-
sitdt war damit achtmal geringer als bei der Stammverbindung
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Tabelle 2. UV/Vis-Absorptionsmaxima (A, m.), -bereich, Extinktionskoeffizienten (), Fluoreszenzmaxima (Ag,), -bereich und -quantenausbeute (®y)

von 10 in wasserfreien Losungsmitteln.[?]

Losungsmittel EM Apmax e Aa-Bereichldl Afmax @lel Ar-Bereichld
[nm] [em~Im~] [nm] [nm] [nm]

n-Heptan 30.9 425 72500 190-505 595 0.082 575-740
305 61800 579 0.079

Toluol 339 422 71700 190-495 601 0.041 510-730
314 62800

Benzol 34.5 420 119300 190-495 606 0.057 520-730
318 93700

THF 374 412 65200 190-510 596 0.0067 450-760
306 47500

Ethylacetat 38.1 410 85100 190-495 624 0.0086 440-725
310 60500

CHCl, 39.1 422 59200 190-505 666 0.0061 460-780
316 46900

CH,(Cl, 414 422 69400 190-505 657 0.0051 450-670
316 47200

Aceton 4222 410 67400 190-495 468 0.0053 430-565

DMF 43.8 468 32900 190-515 473 0.0039 405-510
364 73200

DMSO 45.0 390 44900 190-510 480 0.0021 425-545
310 34700

Acetonitril 46.0 398 45300 190-495 473 0.0014 430-585
316 34100

n-Butanol 50.2 406 45700 190-490 586 0.0019 432-705
316 28200

Ethanol 51.9 394 63900 190-490 482 0.0016 425-690
318 40800

Methanol 55.5 392 46700 190-485 490 0.00068 425-545
318 28500

[a] Die angegebenen Daten sind iiber mehrere Iterationen gemittelt mit Abweichungen von weniger als 5%. Unvermeidliche Feuchtigkeitsspuren
verringerten zweifellos die Intensitét dieser Werte. Es wurde darauf geachtet, den Kontakt mit Feuchtigkeit moglichst gering zu halten. Alle Losungsmittel
wurden entweder wasserfrei gekauft oder destilliert. [b] E= Solvenspolaritit. Siehe Lit.??. [c] Die K-Bande ist als die Bande mit der niedrigeren, die
B-Bande als die mit der hoheren Wellenldnge definiert. [d] An den Bereichsgrenzen betrigt die Signalintensitit 5% der maximalen Absorption bzw.
Fluoreszenz. [e] Die Quantenausbeuten wurden gegen den Wert von 0.70 fiir RhodaminB in Ethanol standardisiert.

DHNB. Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, dafl der
Piperazinring starker zur Konjugation mit dem Aryl-n-Elek-
tronensystem neigt als die Dimethylaminogruppe und da-
durch dessen Rotationsfreiheitsgrade zur Bildung weiterer
fluoreszierender Zustéinde eingeschriinkt sind.l'! Wie in Ta-
belle 3 angegeben, waren einzelne Molekiile dieser Farbstoffe
in polaren Losungsmitteln wie THF, Chloroform, Aceton,
Acetonitril, DMF, Ethanol, Methanol und Wasser unter
Verwendung eines konfokalen Fluoreszenzkorrelationsspek-

Tabelle 3. Nachweis einzelner Molekiile von 10.12

Losungsmittel Nachweisgrenze Grad der Zersetzung
[nm]b] nach 5 min [%]
n-Heptan 0.015 1
THF 12 4
CHCl, 0.95 3
Aceton 14 4
DMF 17 3
Acetonitril 89 2
Ethanol 128 2
Methanol 205 5
Wasser 625 4

[a] Anregung mit einem Argonionenlaser bei 457 nm (0.5 mW). Die
Fluoreszenz wurde durch ein Filter mit einem Cut-off bei 545 nm
beobachtet. [b] Die Nachweisgrenze ist die Konzentration, bei der die
Signale der Uberginge einzelner Molekiile von der Grundlinie nicht mehr
aufgelost werden konnten.
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submikromolaren Konzentrationen nach-
weisbar.l'?l In unpolaren Losungsmitteln wie n-Heptan lieBen
sich einzelne Molekiile sogar bei weitaus geringeren Kon-
zentrationen nachweisen, so daf sich eine Signalverstirkung
von etwa 40000 fiir den selektiven Nachweis einzelner
Molekiile ergibt. Derzeit wird untersucht, ob diese Marker
als Sonde fiir Wechselwirkungen zwischen Molekiilen und
lipophilen Oberfldchen verwendet werden konnen.

trometers in

Experimentelles

5: Di-tert-butyldicarbonat (4.5 g, 20.6 mmol) wurde in kleinen Portionen in
15 min zu einem Gemisch aus N-Phenylpiperazin (3.0 mL, 19.6 mmol),
Triethylamin (8.2 mL, 58.9 mmol) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP;
86 mg) in 100 mL wasserfreiem CH,Cl, bei 0°C gegeben. 10 min nach
Beendigung der Zugabe wurde das Gemisch auf Raumtemperatur er-
wiarmt. Nach 1.5h wurde es mit 200 mL CH,Cl, und 100 mL Wasser
verdiinnt und extrahiert. Die wéBrige Phase wurde mit je 100 mL CH,Cl,
zweimal extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Kochsalzlosung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt, wobei
4.87 g (94 %) 4 erhalten wurden. Innerhalb von 45 min wurde ein Gemisch
aus 4 (5.46 g, 20.8 mmol) und NaHCO; (2.62 g, 31.2 mmol) in 80 mL
CH,Cl, und 60 mL Wasser bei 12 —15°C mit Iod (5.0 g, 19.7 mmol) versetzt.
Nach Beendigung der Zugabe wurde das Reaktionsgemisch auf Raum-
temperatur erwidrmt und 30 min bei dieser Temperatur belassen. Es wurde
anschlieBend mit 500 mL CH,Cl, und 100 mL Wasser verdiinnt. Die
organische Phase wurde abgetrennt, mit 50 mL Wasser, 100 mL Natrium-
thiosulfatlgsung, 100 mL Wasser (2 x ) sowie 100 mL gesittigter Kochsalz-
1osung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das Rohpro-
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dukt wurde aus n-Hexan/THF (10/1) umkristallisiert, wobei 6.95 g (90 %) 5
erhalten wurden.

9: Ein Gemisch aus 5 (1.17 g, 3.02 mmol), [PdCl,(PPh;),] (21.2 mg,
0.032 mmol) sowie Cul (5.7 mg, 0.032 mmol) in 2mL THF und 5mL
Triethylamin wurde durch rasches Durchperlenlassen von wasserfreiem
Argon in 15 min entgast. Danach wurde das kraftig geriihrte Gemisch mit
2-Propin-1-ol (0.193 mL, 3.32 mmol) versetzt. Nach 3 h wurden nochmals
[PACL,(PPh;),] und Cul zugesetzt. Nach 18 h war die Reaktion vollstindig
abgelaufen. Die strikte Einhaltung sauerstoff- und wasserfreier Bedingun-
gen durch Aufrechterhaltung einer Argonatmosphire war fiir eine hohe
Ausbeute in diesem Reaktionsschritt entscheidend. Das Reaktionsgemisch
wurde mit Methanol/Ethylacetat (5/95) durch 30 g Silicagel filtriert und das
Filtrat anschlieBend eingeengt. Aus dem Riickstand wurde reines 6
(815.2 mg, 85 %) durch Flash-Chromatographie (SiO,, Ethylacetat/Hexan,
1/3) isoliert. Dann wurde 6 (615.0 mg, 1.94 mmol) in 18 mL CH,Cl, bei
Raumtemperatur mit aktiviertem MnO, (9.507 g, 5.83 mmol) versetzt.
Nach 6 h wurde das Reaktionsgemisch direkt durch Flash-Chromatogra-
phie gereinigt (SiO,, Ethylacetat/Hexan, 1/3) gereinigt, wobei 602.1 mg
(98%) 7 erhalten wurden. Eine Losung des Phosphonats 8 (621 mg,
2.15 mmol) in 6.0 mL DMF wurde bei 0°C mit Natriumbis(trimethylsi-
lyl)amid (4.79 mL, 1.0m in THF, 4.79 mmol) versetzt. Die Losung wurde
nach 30 min bei 0°C auf Raumtemperatur erwdrmt, 20 min bei dieser
Temperatur geriithrt und danach wieder auf —20°C abgekiihlt. Eine
Losung des Aldehyds 7 (376.5 mg, 1.19 mmol) in 10 mL THF wurde
zugespritzt, und nach 8 h Riithren bei Raumtemperatur wurden 5 mL
Wasser zugegeben. Der pH-Wert wurde mit Sproz. waBriger HCI auf 7
eingestellt und das Gemisch mit 10 mL Kochsalzlosung verdiinnt. Das
Rohprodukt wurde dreimal mit je 40 mL THF/CH,Cl, (1/9) extrahiert. Die
Extrakte wurden iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Nach Flash-
Chromatographie (SiO,, CHCly/Hexan, 1/2) und Umkristallisieren aus n-
Heptan/THF (10/1) wurden 331.4 mg (62 %) 9 erhalten.

1: Konzentrierte Schwefelsdure (130 uL) wurde zu 9 (82.1 mg, 0.178 mmol)
in 9 mL THF/H,O (1/9) bei 0°C gegeben. Nach 20 min wurden gesittigte
wilrige Natriumbicarbonatlosung bis zum pH-Wert von 6.5 und anschlie-
Bend 15 mL gesittigte Kochsalzlosung zugesetzt. Das Rohprodukt wurde
mit THF/CH,Cl, (1/9; 3 x 60 mL) extrahiert, die Extrakte wurden iiber
Na,SO, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wurde mit Glutarsiu-
reanhydrid (26.4 mg, 0.231 mmol) und DMAP (ca. 3 mg) in 8 mL wasser-
freiem THF umgesetzt. Nach 2h bei Raumtemperatur wurden N-
Hydroxysuccinimid (40.9 mg, 0.356 mmol) und anschlieBend EDC (119.4 mg,
0.623 mmol) zugesetzt. 12 h spiter wurden 10 mL Wasser zugegeben. Der
pH-Wert wurde mit verdiinnter HCI auf 6.5 eingestellt und das Reaktions-
gemisch mit THF/CH,CI, (1/9; 3 x 80 mL) extrahiert. Die Extrakte wurden
iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Nach Umkristallisieren aus n-
Heptan/THF (2.5/1) wurden 80.7 mg (81 %) reines 1 erhalten.

2: Konzentrierte Schwefelsdure (80 pL) wurde zu 9 (49.5 mg, 0.107 mmol)
in 5 mL THF/H,O (1/9) bei 0°C gegeben. Nach 20 min wurden gesittigte
wilrige Natriumbicarbonatlosung bis zum pH-Wert von 7 und anschlie-
Bend 10 mL gesittigte Kochsalzlosung zugesetzt. Das Rohprodukt wurde
mit THF/CH,Cl, (1/9; 3 x 40 mL) extrahiert, die Extrakte wurden iiber
Na,SO, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wurde sofort in wasser-
freiem THF (S5mL) gelost und mit Glutarsdureanhydrid (14.6 mg,
0.128 mmol) und DMAP (ca. 2 mg) umgesetzt. Nach 2 h bei Raumtempe-
ratur wurden wasserfreies Methanol (0.2mL) und anschlieBend EDC
(61.7 mg, 0.321 mmol) zugesetzt. Die Veresterung war nach 4 h vollstindig
(DC-Kontrolle). Dann wurden 10 mL Wasser zugesetzt, der pH-Wert
wurde mit verdiinnter HCI auf 6.5 eingestellt und das Reaktionsgemisch
mit THF/CH,Cl, (1/9; 3 x 40 mL) extrahiert. Die Extrakte wurden iiber
Na,SO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach Um-
kristallisieren aus n-Heptan/THF (3/1) wurden 39.2 mg (77 %) reines 10
erhalten. Dann wurde 4-Chlorcarbonylbuttersiure-N-hydroxysuccinimidyl-
ester (81.1 mg, 0.327 mmol) zu 10 (41.9 mg, 0.0953 mmol) und DMAP (ca.
1 mg) in 5 mL wasserfreiem THF gegeben. Nach 12 h bei Raumtemperatur
wurden 10 mL Wasser zugesetzt. Der pH-Wert wurde mit verdiinnter HCI
auf 6.5 eingestellt und das Reaktionsgemisch mit THF/CH,Cl, (1/9; 2 x
30 mL) extrahiert. Die Extrakte wurden tiber Na,SO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Nach Umkristallisieren aus n-Heptan/
THF (3/1) wurden 40.9 mg (64 %) reines 2 erhalten.

Kopplung mit BSA: Das bei diesen Untersuchungen verwendete Rinder-
serumalbumin (BSA) wurde von Sigma, Produkt A 7030, bezogen. Eine
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Losung von 1 (1.2 mg, 2.14 pmol) in 50 uL. DMF wurde in fiinf Portionen zu
einer Losung von BSA (35.9 mg, 0.54 umol) in 5 mL Phosphat-gepufferte
NaCl-Losung (PBS; 0.15m NaCl, 8.1mm Na,HPO,, 1.5mm NaH,PO,)
gegeben. Nach 8 h bei Raumtemperatur war die Reaktion beendet, und das
Gemisch wurde mit 5 mL Wasser verdiinnt, ausgiebig gegen Wasser
dialysiert (Spectra/por MWCO 12000-14000) und gefriergetrocknet.
Das Absorptionsspektrum wurde von 2-3 mg dieser Probe, die in 500 uL.
PBS gelost wurden, aufgenommen. Die ungefihre Zahl von Fluorophoren
pro Proteinmolekiil wurde auf der Basis der bekannten Absorption von 1in
PBS und der Konzentration des markierten BSA berechnet.
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