ZUSCHRIFTEN

Experimentelles

Losungsreaktionen: 20 mmol 2 (Aldrich) und 22 mmol 1a—d (aus Acet-
essigester und dem jeweiligen Amin erhalten) werden in 100 mL Methanol
gelost und 3 h unter Riickfluf} erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird bis zur
beginnenden Kristallisation Wasser zugegeben und iiber Nacht auf 0°C
gekiihlt. Die Kristalle werden abgesaugt und getrocknet. Bei 3¢ wird vor
der Kiristallisation aus Methanol zur Trockene eingedampft und der feste
Riickstand 5 min geschmolzen, um die Wasserabspaltung zu vervollstin-
digen.

Zur entsprechenden Reaktion von 4 mit 2 wird 1.5h in 30 mL Xylol
(Isomerengemisch) unter Riickflu$ erhitzt, das Losungsmittel abgedampft
und der Riickstand aus Ethanol umkristallisiert.

Festkorperreaktionen: Fiir die Versuche in der temperierbaren Kugel-
miihle (Retsch MM2000) werden 2.00 mmol 1a—d oder 4 und 2.00 mmol 2
(Schmp. 111°C) 3 h mit 20-30 Hz im 10-mL-Edelstahlmahlbecher mit
zwei Edelstahlkugeln (6.5 g) bei den angegebenen Temperaturen gemah-
len. Die staubtrockenen Pulver werden bei 80°C vom Reaktionswasser
befreit. 3¢ liegt im 2:3-Gemisch mit seinem Vorprodukt 8¢ vor und wird
nach 5 min Heizen auf 150 °C zur Vervollstindigung der Wasserabspaltung
rein erhalten.
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Neuartige Fluoreszenzsonden fiir
Singulett-Sauerstoff**

Naoki Umezawa, Kumi Tanaka, Yasuteru Urano,
Kazuya Kikuchi, Tsunehiko Higuchi und
Tetsuo Nagano*

Dem Singulett-Sauerstoff (*O,), einem angeregten Zustand
des molekularen Sauerstoffs, kommt als chemischem und
biologischem Oxidationsmittel groBes Interesse zu. Die
chemische Reaktivitit von 'O, ist gut untersucht, weil 'O,
fiir die organische Synthese niitzlich ist und eine einzigartige
Reaktivitit zeigt.['l Singulett-Sauerstoff hat in vivo eine groBe
Bedeutung als toxische Spezies,? da er biologisch relevante
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Verbindungen wie DNA, Proteine und Lipide zu oxidieren
vermag. Seine Reaktivitit gegeniiber DNA-Basen ist beson-
ders von Foote etalPl sehr intensiv untersucht worden.
Desweiteren berichteten Sies et al. und andere, daB3 'O, als
Aktivator bei der Genexpression eine Rolle spielt.[*]

Obwohl viele 'O,-Finger bekannt sind,P! ist es wegen
seiner kurzen Lebensdauer nach wie vor schwierig, in bio-
logischen Systemen erzeugtes 'O, nachzuweisen. Das am
hiufigsten verwendete Abfangreagens fiir 'O, ist 9,10-Diphe-
nylanthracen (DPA), das schnell und selektiv mit 'O, zum
thermostabilen Endoperoxid reagiert mit einer Geschwindig-
keitskonstante k=13 x 10°M~'s~ LI Die Abnahme der Ab-
sorption bei 355nm wird als Maf} fiir die Bildung des
Endoperoxids herangezogen. Es wurden viele wasserlosliche
DPA-Derivate entwickelt,”! aber die Abfangreaktion von 'O,
durch Wasser macht die Anwendung dieser Verbindungen auf
biologische Systeme schwierig. Steinbeck et al. erreichten den
direkten Nachweis der Bildung von 'O, durch Phagocyten mit
DPA durch Modifizierung der Methode unter Vermeidung
des '0,-Quenchprozesses. !

DPA-Derivate sind als Sonden nicht sehr empfindlich, weil
der Nachweis auf einer Absorptionsmessung beruht. Um die
Empfindlichkeit zu verbessern, entwickelten und syntheti-
sierten wir neuartige fluorometrische Sonden fiir 'O,. Im
allgemeinen sind Fluoreszenzmessungen empfindlicher und
daher in bildgebenden Verfahren leichter einsetzbar, so wird
z.B. Fura-2 fiir die Abbildung von Ca?*-Konzentrationsver-
teilungen verwendet.

Wir  synthetisierten  9-[2-(3-Carboxy-9,10-diphenyl)an-
thryl]-6-hydroxy-3H-xanthen-3-on (DPAX-1, Schema 1) als
eine Fluoreszenzsonde fiir '0,. Als Fluorophor wihlten wir

X=H: DPAX-1 X=H: DPAX-1-EP
Cl: DPAX-2 Cl: DPAX-2-EP
F: DPAX-3 F: DPAX-3-EP

Schema 1. Reaktion von DPAX-Verbindungen mit 'O,.

Fluorescein, weil es in wéBriger Losung eine hohe Fluores-
zenzquantenausbeute hat und bei groBen Wellenldngen
angeregt werden kann. Fiir biologische Anwendungen ist
eine Anregung mit sichtbarem Licht vorzuziehen, um Zell-
schddigungen und Autofluoreszenz auf geringstmoglichem
Niveau zu halten. Wir kuppelten also diesen Fluorophor mit
dem reaktiven Zentrum von DPA. Wird das so gebildete
DPAX mit 'O, zum DPAX-Endoperoxid (DPAX-EP) umge-
setzt, so hat dies grofSen Einfluf3 auf die Konjugation zwischen
der DPA-Struktur und dem Xanthenring, so daf} eine Ver-
danderung in den Fluoreszenzeigenschaften zu erwarten ist.
Es ist bekannt, da3 die Fluoreszenzintensitit von Fluores-
ceinderivaten unter sauren Bedingungen als Folge der Pro-
tonierung des Phenolat-Sauerstoffatoms zuriickgeht. Um die
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Fluoreszenzintensitdt bei physiologischen pH-Werten zu
stabilisieren, fiihrten wir in den 2- und 7-Positionen des
Xanthenchromophors elektronenziehende Gruppen ein, und
zwar Cl (—DPAX-2) und F (—DPAX-3). Diese Substitution
erniedrigte den pK,-Wert der phenolischen Hydroxygruppe.

DPAX-1, DPAX-2 und DPAX-3 wurden gemif3 Schema 2
synthetisiert. Die entsprechenden Endoperoxide wurden mit
chemisch erzeugtem 'O, (MoO/2/H,0,) hergestellt. Die
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COOCH; \
CeHs CeHs ©
CeHs o)

X=H: DPAX-1
Cl: DPAX-2
F: DPAX-3

Schema 2. Synthesen von DPAX-Verbindungen. a) THF, Raumtempera-
tur, 46%; b) H,O, Raumtemperatur, 98%; c) CH;l, Cs,CO;, Aceton,
Raumtemperatur, 56%; d) CHCl;, RiickfluB, quantitative Ausbeute;
e) H,SO,, CH,Cl,, RiickfluB, 41 %; f) Dioxan, KOH, CH;OH, Riickflu3,
91%; g) HCl, H,0, Raumtemperatur, quantitative Ausbeute; h) Ac,0,
RiickfluB, 97%; i) CH;SO;H, 80-85°C (DPAX-1 (43%) und DPAX-2
(59%)) oder 150°C (DPAX-3 (63%)).

Fluoreszenzparameter sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Diese Werte wurden unter basischen Bedingungen gemessen,
da die Verbindungen im deprotonierten Zustand eine starke
Fluoreszenz zeigen. Absorptionsmaxima (A), molare Ab-
sorptionskoeffizienten (¢) und Emissionsmaxima (E,,) unter-
schieden sich fiir die DPAX- und DPAX-EP-Verbindungen

Tabelle 1. Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von DPAX- und
DPAX-EP-Verbindungen.?]

A [nm] e[x10*mMtem™] E,, [nm] D;
DPAX-1 493 6.1 516 0.007
DPAX-1-EP 494 7.9 515 0.53
DPAX-2 507 5.7 524 0.006
DPAX-2-EP 506 8.9 527 0.66
DPAX-3 493 7.6 514 0.006
DPAX-3-EP 494 6.7 515 0.70

[a] Alle Daten wurden bei 20°C in 0.1m NaOH (0.1 % DMSO) gemessen.
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kaum. Die Fluoreszenzquantenausbeuten (@;) wurden jedoch
deutlich beeinflu3t: Die DPAX-Verbindungen fluoreszieren
fast nicht, Die DPAX-EPs hingegen stark. Die Absorptions-
und Emissionsmaxima der chlorierten Verbindung DPAX-2-
EP waren im Vergleich zu denen der anderen Verbindungen
zu langeren Wellenldngen verschoben.

Wir untersuchen die pH-Abhingigkeit der Fluoreszenzin-
tensititen fiir die DPAX-EPs (Abbildung 1). Die Fluoreszenz-
intensitdten nahmen unter sauren Bedingungen stark ab. Die
pK,-Werte von DPAX-1-EP, DPAX-2-EP und DPAX-3-EP
betragen 6.6, 5.7 bzw. 5.3. Im Gegensatz zum raschen Abfall
der Fluoreszenzintensitdt von DPAX-1-EP unterhalb pH 8
war die Intensitidt von DPAX-2-EP und DPAX-3-EP oberhalb
pH7 stabil. DPAX-2 und DPAX-3 sollten demnach als
Sonden unter neutralen Bedingungen geeignet sein.

4000
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH —

Abbildung 1. EinfluB des pH-Werts auf die Fluoreszenzintensitidt von
DPAX-EPs. Die DPAX-EPs (1 um; 0.1 % DMSO als zusétzliches Losungs-
mittel) wurden zu Natriumphosphatlosungen (0.1m) verschiedener pH-
Werte gegeben. Die Fluoreszenzintensitdt der DPAX-EPs wurde bei 515,
530 und 515 nm unter Anregung bei 495, 505 bzw. 494 nm gemessen. O:
DPAX-1-EP, 0: DPAX-2-EP, ¢: DPAX-3-EP. F=Fluoreszenzintensitit
(willkiirliche Einheiten).

Als nichstes versuchten wir, mit DPAX-2 eine chemische
10,-Erzeugung nachzuweisen. Das System MoO,>/H,0,
wurde auch hierfiir als Quelle fiir 'O, gewihlt. Die Reaktion
wurde bei einem pH-Wert von 10.5 durchgefiihrt, weil das
MoO,*/H,0,-System nur unter basischen Bedingungen zu-
friedenstellend funktioniert.’) Wasserstoffperoxid (Endkon-
zentration: 20 mM) wurde stiindlich zu einer Pufferlésung von
DPAX-2 (10 um; 0.1 % DMSO) und MoO,*~ (1 mm) gegeben,;
die Reaktion von MoO,>~ mit H,0, ist langsam und wird
durch iiberschiissiges H,O, inhibiert. Die Anregungs- und
Emissionsspektren von DPAX-2 sind in Abbildung 2 wieder-
gegeben. Jedes Spektrum wurde 1 h nach Zusatz von H,0,
gemessen. Die Fluoreszenzintensitdt nahm mit der Bildung
von 'O, dosisabhingig zu. Eine Fluoreszenzzunahme wurde
auch bei pH 7.4 mit 3-(4-Methyl-1-naphthyl)propionsiureen-
doperoxid (EP-1) als 'O,-Quelle beobachtet.'”) Diese Ergeb-
nisse zeigen, da3 DPAX-2 sowohl unter basischen als auch
unter neutralen wifirigen Bedingungen eine funktionierende
Sonde ist. Zusitzlich bestétigten wir die Bildung von DPAX-
2-EP in diesen Reaktionen durch HPLC. Durch Umsetzung
mit H,O,, Superoxid oder Stickoxid, die alle in biologischen
Systemen entstehen, wurde die Fluoreszenzintensitédt nicht
beeinfluft. Damit wurde die Selektivitdt von DPAX-2 beziig-
lich 1O, bestiitigt.
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Abbildung 2. a) Anregungsspektren von DPAX-2 bei 530 nm und
b) Emissionsspektren von DPAX-2 bei 505 nm bei der Reaktion mit 'O,
(durch das MoO,?~/H,0,-System erzeugt). Die Umsetzung wurde bei 25°C
in 0.1m Natriumphosphatpuffer bei pH 10.5 mit 0.1 mm EDTA durch-
gefiihrt.

Der Nachweis von 'O, in biologischen Systemen wurde
ebenfalls untersucht. Hierzu stellten wir das DPAX-2-Diace-
tat her (DPAX-2DA), das leichter in die Zellen eindringen
sollte. DPAX-2DA sollte durch intrazellulire Esterasen zu
DPAX-2 hydrolysiert werden. Wir setzten sowohl DPAX-2 als
auch DPAX-2DA ein, die Zellen wurden in beiden Fillen
dhnlich gefiarbt. Dies bedeutet, dal auch DPAX-2 selbst von
den Zellmembranen durchgelassen wird.
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Ultrastabile mesoporose Alumosilicate durch
Pfropfsynthesen**

Robert Mokaya*

Gegenwirtig besteht ein grofles Interesse an mesoporodsen
Silicaten, die mit Detergentien als Templaten hergestellt
werden und thermisch sowie unter Hydrothermalbedingun-
gen stabil sind. Neueren Ergebnissen auf diesem Gebiet
zufolge sind stabile reine Silicatphasen dieser Art erhalt-
lich.['* Eine noch groBere Bedeutung haben allerdings stabile
heteroatomhaltige mesoporose Silicate, die als Katalysatoren
und Tonenaustauscher eingesetzt werden konnen. Erwiinscht
sind speziell aluminiumhaltige mesopordse Molekularsiebe,
die sowohl stabil als auch deutlich acider sind.! Trotz der

[*] Dr. R. Mokaya
Department of Chemistry
University of Cambridge
Lensfield Road, Cambridge CB21EW (Grof8britannien)
Fax: (+44)1223-33-63-62
E-mail: rm140@cus.cam.ac.uk

—

Diese Arbeit wurde vom Engineering and Physical Sciences Research
Council (EPSRC; Graduiertenstipendium) und von der Royal Society
(Sachmittel) unterstiitzt.

O Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.wiley-vch.de/home/angewandte/ zu finden oder konnen
beim Autor angefordert werden.

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 19

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Nachfrage nach derartigen Alumosilicaten gibt es nur wenige
Berichte iiber stabile aluminiumhaltige mesoporose Gertiste.
Ein bedeutender Fortschritt ist die kiirzlich beschriebene
Synthese von AI-MCM-41, das eine ausgezeichnete Struktur-
festigkeit aufweist und dessen Stabilitdt durch postsyntheti-
sche Aufpropfungen erh6ht werden konnte.[*-]

Wir zeigen hier, dal besonders stabile mesopordse Alu-
mosilicate mit erhohter Aciditdt und katalytischer Aktivitét
durch postsynthetisches Aufpfropfen von Aluminium und
anschliefende Hydrothermalbehandlung hergestellt werden
konnen. Dazu beschreiben wir die bemerkenswert vorteil-
haften Einfliisse, die Hydrothermalbehandlungen auf die
Eigenschaften von mesopordsen Aluminiumpropfsilicaten
haben; diese konnten sowohl in wéfrigen als auch in nicht-
wibrigen Systemen hergestellt werden, was die Vielseitigkeit
des Propfverfahrens verdeutlicht. Die hier festgestellte hohe
thermische Stabilitidt sowie die Stabilitdt unter Hydrothermal-
bedingungen wurden bislang bei keinen anderen aluminium-
haltigen mesopordsen Silicaten beobachtet.[” Die hier vorge-
stellten Aluminiumpfropfmaterialien konnen im Vergleich zu
anderen bekannten mesopordsen Alumosilicaten gar als
ultrastabil bezeichnet werden. Weiterhin verhalten sie sich
auch bei der Hydrothermalbehandlung (langem Erhitzen in
destilliertem Wasser unter RiickfluB) bemerkenswert anders:
Diese Bedingungen sind hinsichtlich der Verwendbarkeit der
Materialien als saure Feststoffkatalysatoren nicht nur vollig
unschidlich, sondern fiihren sogar zu Verbesserungen; unge-
wohnlicherweise weisen die hydrothermal behandelten Ma-
terialien kleinere Si/Al-Verhiltnisse auf (die Aluminiummen-
ge des Materials nimmt pro Masseneinheit zu), wobei der
Gehalt an Séurezentren drastisch ansteigt, wie durch hohere
Katalyseaktivitdten bei sdurekatalysierten Reaktionen deut-
lich wurde.

Die rein silicatische MCM-41-Phase — im folgenden als Si-
MCM bezeichnet —, aus der wir die Aluminiumpfropfmate-
rialien herstellten, wurde durch konventionelle Synthese
erhalten und wies eine Oberfliche von 887 m?g~!, ein
Porenvolumen von 0.85 cm®g~! und eine Porenwandstirke
von 16 A auf® Die Aluminiumpropfmaterialien wurden auf
zwei Weisen hergestellt, wobei Si-MCM entweder mit einer
wiBrigen Aluminiumchloridhydrat(ACH)-Losung (Proben-
bezeichnung CAHS) oder mit Aluminiumisopropoxid in
nichtwidBrigem Medium (Hexan, Probenbezeichnung
CAP10) umgesetzt wurde. Die Stabilitit der Aluminium-
propfmaterialien unter Hydrothermalbedingungen wurde
durch 16- bis 150stiindiges Erhitzen der Proben in de-
stilliertem Wasser unter RiickfluB (1 L Wasser pro Gramm
Feststoff) gepriift, was als Hartetest angesehen werden kann;
MCM-41-Materialien sind im allgemeinen unter Calcinie-
rungsbedingungen in Gegenwart von Wasserdampf stabiler
als in Gegenwart von siedendem Wasser (so fiihrt die
Umsetzung mit Wasserdampf bei 750°C in 4h kaum zu
Verdnderungen der Struktur der Si-MCM-Stammverbindung;
bei 16 h Erhitzen in Wasser unter Riickflu3 wurde hingegen
ein amorphes Material erhalten, dessen Oberfliche um 65 %
kleiner war (325 m?g~'; siche Abbildung1 in den Hinter-
grundinformationen).

Die in Abbildung 1 gezeigten Rontgenpulverdiffrakto-
gramme (XRD) von CAHS und CAP10 sind typisch fiir gut
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