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1. Grundlagen der Fluoreszenz

1.1. Einfiihrung
Das Phanomen der Fluoreszenz ist der Menschheit schon seit tber tausend Jahren

bekannt. Es war allerdings zunachst nicht kontrollierbar und die physikalischen
Hintergriinde wurden nicht verstanden. Uber die Entdeckung der Fluoreszenz und
mdgliche Erklarungsversuche gibt es widersprichliche Angaben. In chinesischen
Bichern aus dem 15 Jh. a.D. wird Uber die Phdnomene der Fluoreszenz und
Phosporeszenz berichtet. In vielen Quellen wird aber Athanasius Kircher als der
Entdecker der Fluoreszenz genannt, der in seinem Buch ,Ars Magna Lucis et
Umbrae“ die Fluoreszenz eines Sandelholzextraktes in Wasser beschrieb."? Der
irische Naturwissenschaftler Sir George Gabriel Stokes konnte 1852 die
Hintergrinde der Fluoreszenz entschlisseln. Er erkannte, dass das von
fluoreszierenden Stoffen absorbierte Licht eine kleinere Wellenlange besitzen muss
als das emittierte Licht. Er fasste seine Erkenntnisse in der Stokeschen Regel
zusammen.'?® Der Name Fluoreszenz stammt von dem fluoreszierenden Mineral
Fluorit (Flussspat, Calciumfluorid). Allerdings war die Fluoreszenz des Fluorits nicht
auf das Calciumfluorid, sondern auf Verunreinigungen in dem Mineral

zurlckzufuhren.

1.2. Physikalische Grundlagen
Die Boltzmann-Verteilung beschreibt die thermische Energie eines Molekuls bei

Zimmertemperatur. Ein Molekll, das sich in einer Flissigkeit befindet, ist ohne
optische Anregung im untersten Schwingungsniveau (v = 0) des Sp-Grundzustandes.
Wird ein Molekdl mit Licht bestrahlt, kommt es zu einer Energieaufnahme
(Absorption) und diese Energie wird transformiert, d.h. in andere Energieformen
umgewandelt. Wie diese Transformation ablauft, hdngt von dem Energiegehalt der
elektromagnetischen  Strahlung ab, die das Molekil absorbiert hat.
Elektromagnetische Strahlung niedriger Energie, wie z.B. Mikrowellen- oder
Infrarotstrahlung wird in mechanische Energie in Form von Rotationsbewegungen
und Schwingungen der Moleklle umgewandelt. Wird Strahlung mit einem hdheren
Energiegehalt verwendet (UV- und/oder VIS-Strahlung) so werden die Elektronen
aus dem Grundzustand Sy in elektronisch héher stehende, leere Energieniveaus S,
gehoben. Diese energiereicheren Zustande sind unginstig und daher labil. Der
Vorgang ist mdglich, wenn die Energie des entsprechenden Photons so grof3 wie
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oder gréBer als die Energiedifferenz zwischen dem Sy-Grundzustand und dem
nachsten angeregten Zustand Sy ist. Besitzt das Photon viel Energie, kann das
Molekll auch direkt in héhere Energieniveaus Sy, S3 usw. gelangen. Nach weniger
als 0.1 ns verliert ein Molekiil, das sich in einem héheren Energieniveau, z.B. S,,
befindet durch MolekiilstdBe den Uberschuss an Schwingungsenergie und fallt auf
das niedrigste Energieniveau des angeregten Zustandes Sy zurtick. Dieser Vorgang

erfolgt strahlungslos (Abb. 1 Jablonski Termschema).*>%#

L

E I
__ 4
IC
5, = —
Photo ?E
w—- 1C
l% EReaktion T,
Photo-
——-
Reakiion A
P AIA A AR AR A A A T

Iy P

wibromsche _
Felazation VE * Absorption A

». Strahlungslose l strahlende =P Photorcaktionen
Prozesse: IC, ISC Prozesse: F, P

Abb. 1. Jablonski-Termschema’

Es bestehen mehrere Méglichkeiten, von diesem Zustand in den Grundzustand zu
gelangen:®"®

Durch strahlungslose Ubergdnge, wobei die Molekile durch StéBe die
gesamte Energie an ihre Umgebung abgeben.

Das Molekdl kann strahlungslos durch Singulett-Triplett-Umwandlung
(Intersystem crossing, IC) vom Singulett-Zustand (S-Zustand) in den
Triplett-Zustand (T-Zustand) Ubergehen. Dieser Vorgang ist optisch verboten,
da sich dabei der Elektronenspin umkehren muss. Von dort gelangt das
Molekll durch Aussenden von Licht in Form von Phosphoreszenz (P) in den
Grundzustand zurtick. Die Dauer fir diesen Vorgang betragt in der Regel

zwischen 10* und 10 s.
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Das Molekil kann direkt von dem angeregten Zustand in den Grundzustand
zurlckkehren. Dabei wird Licht einer charakteristischen Wellenlange emittiert.
Dieser Vorgang ist optisch erlaubt, da keine Spinumkehr stattfindet. Der
Ubergang erfolgt in der Regel in 10 bis 10° s und wird als Fluoreszenz (F)
bezeichnet. Innerhalb dieser sehr kurzen Zeit finden Vorgange statt, die fir
die Fluoreszenz von wesentlicher Bedeutung sind. Diese Vorgange, die vom
S¢-Zustand aus stattfinden, sind physikalischer Art, wie Rotationsvorgange,
Komplexbildung, Protonenaustausch oder Energielbertragung. Sie
bestimmen die Quantenausbeute und die Lebensdauer der Fluoreszenz.

1.3. Molekdilstruktur und Fluoreszenz
Das fluoreszierende Molekdl muss uber  groBe durchkonjugierte

Doppelbindungssysteme verfiigen und planar sein. Zudem muissen die folgenden
Voraussetzungen in Abhangigkeit von der Art der Molekile flr das Auftreten von
Fluoreszenz gegeben sein. Das langstwellige Absorptionsmaximum ist intensiv, d.h.
die Struktur besitzt einen hohen Extinktionskoeffizienten (emax). Bei niedrigen
Extinktionskoeffizienten und Absorptionsmaxima fuhrt das energiereiche kurzwellige
UV-Licht zu photochemischen Zersetzungen. Der Energiebetrag zwischen
Grundzustand und angeregtem Zustand muss mdglichst klein sein, um
Photodissoziaton (Photobleaching) zu vermeiden. Die Strukturen sollten keine
funktionellen Gruppen tragen, die strahlungslose Ubergdnge begiinstigen. Dies
geschieht vor allem durch Substituenten, die anregbare nicht bindende Elektronen
besitzen.” Eine Fluoreszenz kann auch durch ,predissociation* verhindert werden,
bei der das Molekul zunachst durch Absorption den angeregten Zustand erreicht. Die
Energie wird anschlieBend aber nicht in Form von Fluoreszenz frei, sondern zum
Bruch von Bindungen verwendet. Dies ist eine Erklarung fir die fehlende
Fluoreszenz von aliphatischen Verbindungen, die Nitro- oder Brom-Substituenten
tragen, und im relativ langwelligen Bereich absorbieren.* Die meisten aromatischen
Kohlenwasserstoffe zeigen intensive Fluoreszenz bei Anregung im UV- oder
sichtbaren Bereich. Mit zunehmender Konjugation nimmt die Fluoreszenzintensitat
zu, die Absorptions- und Emissionsmaxima verschieben sich bathochrom.
Aromatische Substituenten, die nach meta dirigieren, verringern die Fluoreszenz,
wohingegen Substituenten die nach ortho oder para dirigieren sie erhdhen.” Die

Fluoreszenzeigenschaften werden stark von ihrer Umgebung beeinflusst. So spielen
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Lésungsmitteleffekte, pH-Werte und die Anwesenheit sonstiger chemischer Spezies

eine wichtige Rolle fiir die Entstehung von Fluoreszenz.

1.4. Begriffe der Fluoreszenz

1.4.1. Fluoreszenzquantenausbeute
Der Quotient aus der Anzahl absorbierter Photonen und der Anzahl emittierter

Photonen ist die Fluoreszenzquantenausbeute ¢. Die theoretische Obergrenze 1
wird nur von wenigen Molekullen erreicht. Je hdher der Wert ¢, desto geeigneter ist

eine Substanz fiir fluoreszenzspektroskopische Bestimmungen.*

1.4.2. Quenchen
Quenchen sind Stérvorgange, die zu einer Fluoreszenzminderung fihren. Ursachen

fir dieses Verhalten kdnnen Wechselwirkungen zwischen Fluorophor und anderen
Substanzen sein, oder die Ausbildung von Aggregaten bei hohen Konzentrationen an
Fluorophoren (Autoquenchen). Beim stoBbedingtem oder dynamischem Quenchen
wird das angeregte Photon durch Energieaustausch mit einem Quencher in den Sp-
Grundzustand dberfihrt. Der Quencher kann ein Lésungsmittelmolekil oder eine
andere Substanz sein.’> Beim statischen Quenchen bildet der Fluorophor mit dem
Quencher im nicht angeregten Zustand einen Komplex, der nach Absorption von
Licht keine Fluoreszenz emittiert, sondern strahlungslos in den Grundzustand
zurlickkehrt.” Ein haufig vorkommender Quencher ist molekularer Sauerstoff.”® Alle
Formen der Fluoreszenzléschung sind dynamisch und kdnnen sich teilweise

uberlagern.

1.4.3. Photobleaching
Unter Photobleaching versteht man die Zerstérung des Fluorophores durch
einwirkendes  Exzitationslicht.  Untersuchungen haben gezeigt, dass die
entstandenen Zersetzungsprodukte durch radikalische Reaktionen entstehen.

Photobleaching ist stark Idsungsmittelabhéngig.®°

1.4.4. Fluorophore
Als Fluorophor wird eine Substanz bezeichnet, die auf Grund ihres strukturellen

Aufbaus in der Lage ist, absorbiertes Licht in Form von Fluoreszenz wieder
abzugeben. Im folgenden Kapitel werden die wichtigsten Fluorophore vorgestellt.
Viele dieser Strukturen sind bei der Firma Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA)

kauflich zu erwerben.
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2. Fluorophore in der medizinischen Chemie
2.1. Der Alexa-Fluorophor

2.1.1. Einfihrung
Fir histologische Untersuchungen ist eine hohe Photostabilitdt erforderlich, um

geringe Mengen an biologischen Strukturen mit hoher Selektivitdt und Sensitivitat
detektieren zu kénnen''. In verschiedenen Verdffentlichungen wurden die bekannten
Probleme, wie geringe Photostabilitat und pH-abhangige Emission des géngigen
Fluorophors Fluorescein (Kapitel 2.6) angesprochen.'"'? Werden Proteine mit dem
haufig angewendetem Fluorophor Tetramethylrhodamin (Kapitel 2.4) markiert, kann
dies zu einem betrachtlichen Verlust an Fluoreszenz fihren. Ursache flr diesen
unerwilnschten Effekt  sind Interaktionen zwischen den einzelnen
Fluorophormolekllen und die Bildung von nicht fluoreszierenden Verbindungen mit
Absorptionsmaxima bei etwa 520 nm."®'* Auf Grund dieser Erkenntnisse bestand ein
groBer Bedarf an neuen Fluorophoren, die sich durch Photostabilitat, geringere pH-
Empfindlichkeit und eine deutlichere Emission nach Konjugation auszeichnen

sollten.™

2.1.2. Entwicklung des Alexa-Fluorophors
1999 beschrieben Haugland et al. zum ersten Mal die Darstellung von Derivaten, die

eine hohere Photostabilitat und geringere pH-Abhangigkeit besitzen. Sie

bezeichneten die neu dargestellten Fluorophore als Alexa-Farbstoffe.'’

Bei der Entwicklung von Cyanin-Farbstoffen fUhrte eine Sulfonierung zu wichtigen

Vorteilen gegenlber den entsprechend nicht sulfonierten Farbstoffen (s. Kapitel 2.3):
Sie verringerte die typische Tendenz von Molekilen, sich zu Aggregaten
zusammenzulagern, wahrscheinlich auf Grund der erhéhten Polaritat der
Molekiile.” Dadurch kann der Verlust an Fluoreszenz reduziert werden, der
durch Autobleaching entsteht.
Sie erhdhte zudem die Intensitat der Emission von vielen Fluorophoren in
wassrigem Milieu, wodurch eine gréssere Sensitivitat gegeben ist.®

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden Aminocoumarin- oder Rhodamin-Derivate

durch den elektrophilen Austausch eines Wasserstoffatoms durch Reaktion mit

Chlorsulfonsaure oder einem Derivat der Chlorsulfonsdure, sulfoniert und man erhielt

die entsprechenden Alexa-Farbstoffe 2 und 4 (Abb. 2).
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Y

2 Alexa 350

Y

3 Rhodamin-Derivat 4 Alexa 488
Abb. 2. Alexa-Farbstoffe

Die Nummer hinter dem Namen eines Alexa-Farbstoffes kennzeichnet das jeweilige
Absorptionsmaximum der Fluorophore.

2.1.3. Eigenschaften von Alexa-Fluorophoren
Alexa-Farbstoffe besitzen folgende Eigenschaften:

Durch die Einfihrung der Sulfonsduregruppen bekommen das neutrale
Coumarinderivat bzw. das zwitterionische Rhodaminderivat eine negative
Ladung, wodurch eine héhere Hydrophilie des Fluorophores erreicht wird."’
Alle Alexa-Fluorophore weisen eine hohe pH-Stabilitadt Uber einen breiten
pH-Bereich (pH 4.0 bis pH 9.0) auf.'™"’
Durch die groBe Auswahl an verschiedenen Edukten in der Alexa-Synthese,
gibt es fiir jede Absorptionswellenldnge ein passendes Alexa-Derivat:'’

Als blauer Fluorophor wurde ein Coumarin Derivat modifiziert

(Alexa 350 (2)).

Als griner Fluorophor wurde ein Rhodamin/Fluorescein-Derivat verwendet

(Alexa 488 (4), / Alexa 430).

Als roter Fluorophor wurde ein entsprechendes Rhodamin-Derivat *

modifiziert (Alexa 532).
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2.3. Cyanin-Farbstoffe
2.3.1. Einfuhrung

Die ersten Hinweise auf Cyanin-Farbstoffe waren 1898 erschienene Publikationen
von John Waddell. Dort wird von Cyanin-Farbstoffen berichtet, die als Indikatoren
verwendet werden.'® 1930 erschienen von Hamer Publikationen, in denen die
Vollsynthese von Cyanin-Farbstoffen beschrieben wurde.'® 1967 publizierte Hammer
die Entwicklung von Cyanin-Farbstoffen und ihren Analoga.®® Das Interesse an
diesen Farbstoffen wurde grdBer, als die ersten Methoden entwickelt wurden, um
fluoreszenzmarkierte Stoffe detektieren zu kénnen. So stellt die fluorescent analog
chemistry“ eine Methode dar, mit deren Hilfe man spezielle Zellkomponenten in
lebenden Zellen verfolgen kann. Bei dieser Technik wird ein Fluorophor kovalent an
eine gereinigte, native Zellkomponente (z.B. an ein Protein) gebunden. Dieses
fluoreszierende Protein wird in vitro charakterisiert und anschlieBend in die Zelle
eingebracht und dort in vivo untersucht. Die meisten Fluorophore, die zu diesem
Zeitpunkt verwendet wurden, sind Strukturen, die unterhalb von 500 nm ihr
Absorptionsmaximum besitzen.®® Die Entwicklung von Fluorophoren, die im
héherwelligen Bereich absorbieren, erschien sinnvoll, um die stérende
Autofluoreszenz des Gewebes umgehen zu kénnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass
mehrere Fluorophore eingesetzt werden kdnnen, die jeweils unterschiedliche
Absorptionsmaxima haben, und damit getrennt detektiert werden kdénnen. So ist es
maoglich, mehrere Effekte gleichzeitig zu verfolgen.

2.3.2. Entwicklung von Cyanin-Farbstoffen

Cyanin-Farbstoffe ~ (5) sind Strukturen, die sich aus zwei quartaren
heteroaromatischen Basen (A und A" zusammensetzen, die Uber eine
Polymethinkette miteinander verknipft sind.

Eine ahnliche Stoffklasse stellen die Merocyanine (6) dar, die aber keine praktische
Bedeutung mehr besitzen, da ihre spekirokopischen Eigenschaften sehr von
Veranderungen der Polaritat der Lésungsmittel abhangen. Sie unterscheiden sich
dahingehend von den Cyanin-Farbstoffen, als sie sich nicht aus zwei quartaren
heteroaromatischen Basen zusammensetzten, sondern nur aus einer (A) und einem
Ketomethylen-Kern (B) (Abb. 3).
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Abb. 3. Generelle Struktur von Cyanin- und Merocyanin-Farbstoffen nach Ernst et al.
(1989)%

Die Darstellung von Cyanin-Farbstoffen erfolgt nach Standardprotokollen.?®?!
Gewdhnlicherweise kondensiert eine quartdre heteroaromatische Base (z.B. ein
quartéares Indol), die eine reaktive Methylgruppe tragt , z.B. 7, mit einem
entsprechenden Dialdehyd-dianilid 8 zu einem Zwischenprodukt 9, welches sich
spontan zu dem entsprechenden Cyanin-Farbstoff 10 umsetzt (Abb. 4). Die spatere
Entwicklung der sulfonierten Cyanine stellte eine deutlichere Verbesserung dar, denn
die unsulfonierten Farbstoffe verloren um den Faktor 3 an Fluoreszenzintensat, wenn
sie in Wasser suspendiert wurden.>?° Dieses Phanomen konnte bei den sulfonierten
Farbstoffen nicht beobachtet werden. Die Einfihrung der Sulfonyl-Gruppe flhrte zu

keiner Veranderung des Absorptionsmaximums.?

@i@ s¥Ne @W%@

Ac,O

o
7 9

Cyanin 5.29.0H

Abb. 4. Synthese des Cyanin-Farbstoffs 5.29.0H"
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2.3.3. Eigenschaften von Cyanin-Farbstoffen

Cyanin-Farbstoffe besitzen folgende Eigenschaften:
Sie zeigen scharfe, intensive Absorptionsbanden (¢ > 100.000).*"
Cyanin-Farbstoffe absorbieren in einem Bereich von 500 nm bis 750 nm, je
nach Struktur der Farbstoffe.
Wird die Polymethin-Kette um eine Vinyl-Einheit verlangert, verschiebt sich
das Absorptionsmaximum bathochrom um 100 nm. "
In wassrigem Medium konnte keine Aggregatbildung beobachtet werden.'®??
Sie verfligen Uber eine niedrige bis mittlere Fluoreszenzquantenausbeute (¢=
0.09Ethanol bzW. @ = 0.52giycer0l), Was durch eine thermo- und photoinduzierte
cis-trans-lsomerisierung erklart werden kann. Diese kann in viskoseren
Lésungsmitteln unterdriickt werden, wodurch eine héhere
Fluoreszenzquantenausbeute erreicht wird.?"#223
Sie besitzen eine permanente positive oder negative Ladung.
Entsprechend  substituierte  Cyanine  (Benzindolenine) kdénnen als
Nahinfrarot-Fluorophore verwendet werden.?*
Sie sind in einem pH-Bereich von 4.0 bis 9.0 stabil, obwohl keine genauen
Daten hierzu veroéffentlicht wurden. In Publikationen wird eine befriedigende
Stabilitat beschrieben, ohne weitere Angaben.?°
In Untersuchungen an Antikdrpern, die mit verschiedenen Fluorophoren
markierten wurden, wird das Cyanine Dye 3.18 als der Fluorophor mit der
héchsten Helligkeit und Intensitat beschrieben. Als Fluorophore wurden fir die
Markierung neben dem Cyanine Dye 3.18 (10), Fluorescein (14), Tetramethyl-
rhodamin (11), Lissaminerhodamine (12) und Texas red (13) verwendet (s.
Abb. 5 und Abb. 7).
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2.4. Rhodamin-Farbstoffe

2.4.1. Einfihrung
1888 veroffentlichte der Schweizer Ceresole im Dienste der BASF ein Patent, in dem

er die Darstellung eines roten Farbstoffes beschrieb. Er gab diesem bis dahin
unbekannten Vertreter den Namen Tetramethylrhodamin und bezeichnete die
Stoffklasse als Rhodamine.? Als ein charakteristisches Merkmal dieser Stoffe nannte
er die intensive rote Farbe. In den folgenden Jahren veréffentlichten er und seine
Mitarbeiter diverse neue Strukturen und meldeten 1894 die gesamte Stoffklasse
dieser Farbstoffe zum Patent an.'® 1897 wurde in einem Patent von Mueller die
Darstellung unsymmetrischer Rhodamin-Derivate beschrieben.?® 1955 publizierten
Wollard und MacNulty einen Review-Artikel, in dem die Rolle des Rhodamin B in der
analytischen Chemie untersucht wurde.?” Schon 1977 beschrieben Ravdin und
Axelrod die Vorzige des Rhodamins gegenlber dem zu diesem Zeitpunkt
gebrauchlichen Fluorophor Fluorescein. So absorbieren Rhodamin-Derivate bei
wesentlich héheren Wellenlangen als Fluorescein-Derivate, wodurch die stdérende
Autofluoreszenz des Gewebes umgangen wird.?® In den letzten Jahren verloren
Rhodamin-Derivate an Bedeutung, da Uberlegene Fluorophore vom BODIPY- und
Alexa-Typ entwickelt wurden, die ebenfalls ein Absorptionsmaximum um 520 nm
besitzen.?

2.4.2. Entwicklung von Rhodamin-Farbstoffen

In dem 1888 verdffentlichten Patent wurde beschrieben, dass die Umsetzung von
Phthalsaure mit einem Uberschuss an meta-Dimethylaminophenol bei 175°C zu
einem roten, kristallinen Farbstoff, dem Tetramethylrhodamin fihrt. Rhodamine
besitzen eine strukturelle Verwandtschaft mit dem Fluorescein. Das GrundgerUst des
Rhodaminfluorophors besteht aus einem planaren Xanthengeriist, das an den
Positionen C3 und C6 jeweils eine Aminogruppe tragt (Abb. 5). An Position 9 tragen
Rhodaminderivate oft einen Benzoesdurerest, der nahezu rechtwinklig zum
Xanthengerist angeordnet ist. Dies konnte durch Rdéntgenkristallstrukturanalysen
nachgewiesen werden.>%?'

Alkylierungen der beiden aromatischen Amine oder des Xanthengerustes flhrten zu
einer breiten strukturellen Variabilitat bei den Rhodamin-Verbindungen. So wurde die
Einflhrung reaktiver Gruppen wie z.B. Sulfonylchlorid, Maleinimid-, oder

30,32,33,34 Die

Haloacetamid am Phenylrest beschrieben. Erweiterung des
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Xanthengrundgertstes fuhrt zu deutlich bathochromen Verschiebungen der
Absorptionsmaxima (z.B. Texas-Red). Durch die unterschiedlichen Substituenten
erhalt man Rhodamin-Derivate, die ihr Absorptionsmaximum im Bereich von 485 bis
700 nm besitzen.

12 Lissamine Rhodamin B Sulfonylchlorid

13 Texas Red Sulfonylchlorid

Abb. 5. Die gebrauchlichsten Rhodamin-Derivate>

2.4.3. Eigenschaften von Rhodamin-Farbstoffen

Rhodamin-Farbstoffe verfigen Ulber folgende Eigenschaften:

Rhodamine besitzen ein breites Strukturspektrum und sind dadurch variabel in
ihren Absorptionsmaxima. Die Einfihrung eines Julolidin-Ringes (rot, Abb.5),
verhindert eine Rotation um den Stickstoff, was zu einem deutlich
bathochromen Effekt flhrt (Texas-Red-Derivate). Solche Derivate werden bei
Messungen eingesetzt, bei denen Licht mit h6herer Wellenlange eingestrahlt
wird.?®

Rhodamin-Derivate besitzen eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute.

Einige Rhodamin-Derivate bilden bei basischen pH-Werten ein nicht
fluoreszierendes Spirolactam aus. Die Struktur konnte 2000 nachgewiesen
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werden.®* Durch Veranderungen an der Struktur, vor allem durch die
Einflhrung reaktiver Gruppen wie z.B. Sulfonylchlorid, Maleinimid-, oder
Haloacetamid an Pos. 2 des Phenylrestes, wird die Stabilitdt der Rhodamin-
Derivate in einem pH-Bereich von 4.0 bis 10.0 deutlich verbessert.?®
Rhodamine besitzen generell eine bessere pH-Stabilitat, als die
entsprechenden Fluorescein-Analoga.

Rhodamin-Derivate zeigen ein stark I6sungsmittelabhéngiges
~Photobleaching” (Siehe Kapitel 1.4.2). Die Zersetzungsprodukte absorbieren
nicht bei hoheren Wellenldangen als dem Absorptionsmaximum des
unzersetzten Rhodamins.®

Rhodamin-Derivate neigen zur Aggregatbildung, was unter anderem eine
Erklarung fur die konzentrationsabhangige Fluoreszenzléschung sein kdnnte,
die bei diesen Derivaten beobachtet wird. Vor allem in Wasser konnte die
Bildung von Aggregaten beobachtet werden (Siehe Kapitel 1.4.2).%

Generell sind Rhodamin-Derivate den Fluorescein-Derivaten in Bezug auf

Photostabilitat und Quenchen aber deutlich iiberlegen.?®
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2.5. Coumarin-Farbstoffe

2.5.1. Einfihrung
Coumarine gehdéren zu der Gruppe der blauen Fluorophore, d.h. sie absorbieren und

emittieren das Licht im nicht sichtbaren Bereich. Die Untersuchung der Coumarine
begann vor Uber 200 Jahren. Der Name dieser Stoffklasse leitet sich von dem
Namen Coumarouna odorata Aube (Dipyteryx odorta/Tonkabohne) ab, einer Pflanze,
aus der der einfachste Vertreter dieser Stoffklasse erstmals isoliert werden konnte:
das Coumarin.® Coumarin ist ein haufig vorkommender sekundarer
Pflanzeninhaltsstoff, der in Pflanzen ubiquitar verbreitet ist. 1936 referierte van
Werder (iber die therapeutische Verwendung von Coumarinen®® und Bose fasste
1958 die wichtigsten biologischen Eigenschaften von natlrlichen Coumarinen
zusammen, wie z.B. antimikrobielle, antivirale und antioxidative Effekte sowie die
Inhibition von Enzymen und die Wirkung als Antikoagulanzien.*® 1940 erschienen
Arbeiten von Rangaswami, der Gber den Einfluss verschiedener Substituenten auf
die Fluoreszenz von Benzopyronen berichtete.” Das Einsatzgebiet dieser
Substanzklasse als Fluorophore ist begrenzt, da sie Absorptionsmaxima besitzen die
im ultravioletten Bereich liegen. Durch das Einstrahlen von energiereichem Licht
kann es bei vielen Biomolekilen zu photoinduzierten Zersetzungsreaktionen
kommen. Zellen, die mit ultraviolettem Licht bestrahlt werden, kdénnen dieses

absorbieren und zeigen eine Autofluoreszenz, die die Messungen stért.*?

2.5.2. Entwicklung von Coumarin-Farbstoffen

Fir vielfarbige Fluoreszenzuntersuchungen, wie z.B. Immunfluoreszenz,
Nucleinsauren- oder Protein-Mikroassays, ist ein Fluorophor, welcher blaues Licht
emittiert, interessant, da es leicht von grinem, gelbem oder rotem Licht
unterschieden werden kann.*? Chemisch gesehen stellen Coumarine Benzo-o-

pyrone dar.
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Abb. 6. Alilgemeine Strukturformel von Coumarin-Derivaten

Die synthetische Darstellung des Coumarins gelang Mitte des 19. Jh. Perkin mit der
nach ihm benannten Perkin-Reaktion.**** Dabei reagiert im Zuge einer
Aldolkondensation ein aromatischer ortho-Hydroxybenzaldehyd mit Acetanhydrid.
Eine weitere Mdglichkeit stellt die Pechmann-Reaktion da, bei der Phenole mit B-
Ketoestern kondensieren. Ein Uberblick {ber mégliche Synthesewege, auch zu
komplizierteren Coumarin-Derivaten, gibt ein 2005 erschienener Review-Artikel.*® Die
Substanz Coumarin (Abb. 6, Rs-Rg = H) zeigt keine Fluoreszenz, erst durch
Substitution kann es zu einer Fluoreszenz kommen. Erforderlich daflir ist die
Generierung eines Push-Pull-Systems: An Position C6 des Grundgeriistes muss ein
Substituent sitzen, der durch einen +M-Effekt Elektronen in das System schiebt
(Elektronendonor) und an Position C2 oder C3 ein Substituent der diese Elektronen
durch —M-Effekte oder —I-Effekte wieder entzieht (Elektronenakzeptor).**’

Folgende Anderungen des Substitutionsmusters besitzen Einflisse auf den
Fluorophor:*/:4849

Elektronenschiebende Substituenten in Pos. 6 und elektronenziehende
Substituenten in  Position 3 des Coumarins beeinflussen das
Emissionsmaximum des Fluorophors.

Elektronenschiebende Substituenten in Pos. 7 und elektronenziehende
Substituenten in Pos. 2 verandern die Fluoreszenzintensitat.

Ein elektronenziehender Substituent in Position 4 flhrt zu einem Rotshift des

Emissionsmaximums.
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2.5.3. Eigenschaften von Coumarin-Farbstoffen

Coumarine besitzen folgende Eigenschaften, die sie fir den Einsatz als Fluorophor
wertvoll machen.
Coumarine sind ungeladene Fluorophore.
VergréBerung des Fluorophors z.B. durch annellierte Phenylringe fihrt zu
einer bathochromen Verschiebung des Absorptions- und Emissions-
maximums.*’
Die Fluoreszenzeigenschaften sind stark vom Substitutionsmuster des
Grundgerustes abhangig. Dadurch steht eine groBe Zahl von blauen
Fluorophoren zur Verfligung, die spezifische Fluoreszenzeigenschaften
besitzen.*’
Haufig verwendete Fluorophore stellten das 7-Hydroxycoumarin und seine
Analoga dar. Diese Fluorophore liegen bei pH 10 nicht vollstandig deprotoniert
vor und zeigen damit keine optimalen Fluoreszenzeigenschaften. Eine
Verbesserung konnte durch die Einfihrung von Fluor-Substituenten an Pos. 6
und 8 erreicht werden. Diese Strukturen besitzen sehr gute Fluoreszenz-
eigenschaften, auch bei neutralem pH-Wert. Die so veréanderten Coumarine
sind deutlich photostabiler als die nicht-fluorierten Derivate.’®*"
Bei der Firma Molecular Probes sind Derivate des Hydroxycoumarins unter
den Namen Marina Blue und Pacific Blue mit einem Emissionsmaximum von
460 nm erhéltlich.*’
Derivate des Coumarins besitzen eine hohe Quantenausbeute, aber nur
mittlere Absorptionskoeffizienten.*®
Durch ihre Absorption im UV-Bereich kann es zu Stérungen der Messungen
durch Autofluoreszenz des Gewebes bzw. zu Schaden an nativem Gewebe
durch das energiereiche Licht kommen.*?
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2.6. Fluorescein-Farbstoffe

2.6.1. Einfihrung
1871 veréffentlichte von Bayer die Vollsynthese eines neuen Farbstoffes, des

Fluoresceins. In der Folgezeit wurden von der Firma BASF einige Patente
eingereicht, in denen Fluorescein-Derivate beschrieben wurden.>® Fluorescein (14)
ist ein stark fluoreszierendes Molekll mit einem Absorptionsmaximum von 492 nm
und einem Emissionsmaximum von 517 nm. Seit der Darstellung des Fluoresceins
sind viele verschiedene Analoga synthetisiert worden, die ein Vvielféltiges
Anwendungsprofil besitzen. So synthetisierten Coons und Kaplan 1950 mit dem
Fluoresceinisocyanat das erste reaktive Fluorescein-Derivat.>® 1958 publizierte Riggs
das stabilere Fluoresceinisothiocyanat.®® In der Zytologie und Immunohistochemie

t.>° Durch die groBen Nachteile

werden Fluorescein-Derivate am haufigsten verwende
dieser Fluorophore (siehe Eigenschaften) wurden andere Fluorophore entwickelt, die

das Fluorescein und seine Analoga immer mehr verdrangen.®

2.6.2. Entwicklung von Fluorescein-Farbstoffen
Von Bayer beschrieb 1871 die Synthese von Fluorescein (14), bei der 2 Aquivalente

Resorcin mit Phthalsgureanhydrid in Gegenwart von Zinkchlorid bei hohen
Temperaturen (170°C) zur Reaktion gebracht werden.”” Diese extremen
Bedingungen sind bei Synthesen im Milligramm-MaBstab nicht anwendbar, da die
Edukte durch Sublimation verloren gehen. Eine Verbesserung der Synthese gelang
durch den Einsatz von Methansulfonsaure, die sowohl als Losungsmittel als auch als
Lewis-Saure fungiert. Bei der Weiterentwicklung wurden Wasserstoffatome durch
Halogenatome wie Chlor, Brom oder lod ausgetauscht. Man versprach sich durch
diese Verdnderungen héhere Photostabilitdt und eine bessere pH-Stabilitat. Leider
wiesen diese Substanzen, wie z.B. 2°,4°,5",7 -Tetrabromfluorescein (Eosin, 15),
2°,4° 5", 7 -Tetraiodfluorescein (Erythrosin, 16) und 2°,4°,5",7 -Tetrabrom-4,5,6,7-
tetrachlorfluorescein (Bengalrosa, 17) eine deutlich geringere Fluoreszenz-
quantenausbeute auf als Fluorescein (Abb. 7).°® Diskutiert wird ein signifikantes
Lintersystem crossing* im Triplet-Zustand nach Absorption von Licht.*® Der Austausch
eines Wasserstoffes durch Fluor fihrt zu keiner Verminderung der Fluoreszenz-
quantenausbeute. Dieser Austausch fihrte z.B. beim 2°,4,4°55,6,6",7,7 -
Octafluorfluorescein zu einer Erniedrigung des pKs-Wertes auf 3.3, so dass die pH-
abhéngige Fluoreszenzléschung erst im Sauren beobachtet werden kann. Generell
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weisen alle fluorierten Fluorescein-Derivate niedrigere pKy-Werte auf und besitzen
eine hdhere Photostabilitdt, hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und eine geringe
Quenchrate. Ein kauflich erhaltliches fluoriertes Fluorescein-Derivat von der Firma
Molecular Probes ist Oregon Green (18).%°

Br Br
HO
° ‘ ° HO 0 o)
Br / Br
COOH
COOH
14 Fluorescein .
15 Eosin
HO o 0 HO 0 0
COOH o COOH
cl cl
16 Erythrosin
o]
17 Bengalrosa
HO 0 o]
F F
COOH
18 Oregon green

Abb. 7. Fluorescein und seine halogenierten Analoga
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2.6.3. Eigenschaften von Fluorescein-Farbstoffen

Fluorescein-Farbstoffe besitzen folgende Eigenschaften:
Fluorescein-Derivate besitzen hohe Fluoreszenzquantenausbeuten (¢ = 0.92)
bei einem pH-Wert > 8.%°
Fluorescein kann in wassrigem Milieu je nach pH-Wert als Kation, neutral, als
Anion, oder als Dianion vorliegen. Die verschieden geladenenen Teilchen
besitzen jeweils unterschiedliche spektroskopische Eigenschaften. Der
pKa-Wert  von Fluorescein betragt 6.4, daher liegt Fluorescein bei
physiologischem pH-Wert zu einem groBen Teil in der nicht fluoreszierenden
Spirolactonform vor (¢ = 0.37 bei pH 5.4).3>°°:%°
Durch die geringe Photostabilitdt kdénnen Fluorescein-Derivate nicht far
Untersuchungen  verwendet werden, bei denen eine niedrige
Detektionsschwelle benétigt wird. So sind Untersuchungen wie z.B.
DNA-Sequenzierungen, Fluoreszenz-, In-situ-Hybridisierung oder die
Detektion geringer Rezeptorendichten mit Hilfe des Fluoresceins nicht
méglich.*®
Sie besitzen ein breites Emissionsspektrum, so dass ihr Einsatz in
Untersuchungen limitiert ist, bei denen mehrere Fluorophore mit
unterschiedlichen Emissionsmaxima eingesetzt werden.
Die chlorierten, bromierten und iodierten Analoga des Fluoresceins besitzen
nur sehr schwache bzw. gar keine Fluoreszenzeigenschaften.®®
Eine Fluorierung fuhrt zu einer deutlich verbesserten Photostabilitat, die
pKa-Werte dieser Derivate sinken deutlich, so dass auch im schwach sauren
Bereich keine Senkung der Fluoreszenzquantenausbeute erfolgt (z.B. Oregon
Green (18) ¢=0.92 (pH 9), pKa: 4.8).%°
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2.7. BODIPY-Fluorophore

2.7.1. Einleitung
Die Darstellung von BODIPY-Strukturen wurde 1968 das erste Mal von Treibs und

Kreuzer beschrieben.®’ Der Name BODIPY leitet sich von dem Grundgerist aller
BODIPY-Derivate ab: Bordipyrrol oder auch Borate-Dipyrromethin (Abb. 8).

Abb. 8. Abbildung des BODIPY-Grundgerustes mit Bezifferung

Die Autoren beschrieben schon damals die intensive gelbgrine Fluoreszenz von
Lésungen dieser Derivate in allen Lésungsmitteln. 1977 analysierten Vos de Wael et
al. weitere Eigenschaften dieser Fluorophore und veréffentlichten spektroskopische
Daten.®® Die fortschreitende Entwicklung neuer fluoreszenzbasierter Testsysteme
stellte héhere Anforderungen an die verwendeten Fluorophore. So entwickelten
Wories et al. 1985 ein wasserlésliches BODIPY-Derivat und beschrieben die
spektroskopischen Eigenschaften dieser Struktur.®> 1988 lies sich Haugland die
Grundstruktur des BODIPY patentieren. Ziel war es, reaktive Fluorophore
darzustellen, die eine hohe Absorption und hohe Fluoreszenzquantenausbeute
besitzen und eine einfache Verknlpfung mit biologischen Molekllen ermdglichen.
Der BODIPY-Grundkérper wurde so substituiert, dass freie funktionelle Gruppen, wie
z.B. Amine, Carbonsaureester, Alkyloromide oder Succinimidylester fir eine
Kopplung mit dem gewlinschten Target zur Verfligung stehen.®* Die erste
VerknUpfung eines BODIPY-Derivates mit einem Liganden gelang Monsma et al.
1989, indem sie Dopamin-Rezeptor-Agonisten sowohl mit Fluorescein und Rhodamin

als auch mit einem BODIPY verkniipften.®®

2.7.2. Darstellung von BODIPY-Derivaten

2.7.2.1. Chemie der Dipyrromethine
1957 beschrieben Treibs et al. die Bildung von Dipyrromethinen und

Tripyrromethinen bei der Umsetzung von Pyrrolaldehyden mit Pyrrolen und pragten
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den Begriff der ,Pyrrol-Austausch-Reaktion”. Sie beobachteten, dass die Umsetzung
unsymmetrischer Pyrrol-Derivate unterschiedliche Dipyrromethine bildete und
benannten die erwarteten unsymmetrische Dipyrromethinen ,Primé&r-Methine* und

die unerwarteten symmetrischen Dipyrromethene ,Sekundar-Methine® (Abb. 9).

R R

CHO + B/

Pyrrol B

+HX
- Pyrrol A

R
Sekundiir-Methin

Sekundiir-Methin
Abb. 9. Bildung von Dipyrromethinen nach Treibs®™
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Als Erklarung fuhrten sie die Bildung eines Tripyrromethinderivates durch den Angriff
eines weiteren Pyrrols an ein primares Diypyrromethin an. Durch anschlieBende
saure Abspaltung eines Pyrrols entstehen zwei verschiedene symmetrische
Dipyrromethine. Vorraussetzung fir diese Austauschreaktion ist, dass sich wahrend
der Reaktion Methine unterschiedlicher Basizitat ausbilden kénnen und durch
Zugabe von S&ure die Bildung des unsymmetrischen Tripyrromethins ermdglicht
wird. Die Autoren beschrieben, dass Substituenten am Pyrrolkern mit einem —I- und
—M-Effekt die Bildung von Tripyrromethinen beginstigt, wahrend bei einfachen
Alkylpyrrolen die Bildung von Dipyrromethinen bevorzugt ist. Bei der Umsetzung von
Pyrrolen mit Carbonsaurechloriden konnte die Bildung von Tripyrromethinen nicht
beobachtet werden, trotzdem kam es zu Austauschreaktionen, was die isolierten
Produkte bestatigten.®®

2.7.2.2. Synthese des BODIPY-Grundkérpers
Mit der Umsetzung von Ethylendiamin mit Trimethylboran beschrieben Goubeau et

al. 1955 die Darstellung eines Bor-Stickstoff-Chelatkomplexes.t” 1958 erfolgten
zahlreiche Publikationen, in denen die Synthese verschiedener Benzo-2,1,3-bor-
diazoline  beschrieben wurde. Bei diesen Chelatkomplexen ist die
Elektronenpaarliicke des Bor-Atoms durch eine koordinative Bindung von einem
Stickstoffatom abgeséttigt.?® 1968 publizierten Treibs et al. die Umsetzung von
Dipyrromethinen und Tripyrromethenen mit Bortrifluorid (Abb.10). Sie setzten 2.4-
Dimethylpyrrol in siedendem Acetanhydrid mit Bortrifluorid-diethyletherat um, wobei
sie stark fluoreszierende Lésungen erhielten. Sie identifizierten die Strukturen 19 und
20, welche als rote Feststoffe in einer Ausbeute von 7% (19) und 9% (20) erhalten
werden konnten. Als allgemeines Darstellungsverfahren beschrieben sie die
Umsetzung von Dipyrromethinen oder Tripyrromethinen in Benzol mit Bortrifluorid-
diethyletherat und tertiaren Basen.®’
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ACQO

Iz
Iz

Abb. 10. Synthese des BODIPY-Grundkorpers (1968)

In den US-Patenten von 1988 und 1994 publizierte Haugland zwei generelle
Methoden fir die Darstellung von BODIPY-Grundkérpern (Abb. 11). Nach der ersten
Methode (blau dargestellt) wird ein entsprechender Pyrrolaldehyd mit einem weiteren
Pyrrol umgesetzt, nach der zweiten Methode (rot dargestellt) wird das entsprechende
Pyrrol mit einem eine Carbonylgruppe tragenden aliphatischen oder aromatischen
Rest umgesetzt (Abb. 10).6%%° Als Saure (HX) wird Bromwasserstoffsaure® oder
Trifluoressigsdure’ auf Grund ihrer hohen Aciditat verwendet. Die Darstellung von
BODIPY-Derivaten nach Methode 1 kann zu einem Gemisch verschiedener
Dipyrromethine fihren (siehe 2.7.2.1. Chemie von Dipyrromethinen) und damit
eventuell nicht zu dem gewlnschten Produkt. Die Synthese unsymmetrischer
Derivate ist auf diesem Wege mdoglich. BODIPY-Derivate, die nach Methode 2

synthetisiert werden, liefern symmetrische Produkte.®'-®
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RZ R3 R5 RG
/N o+ /
R4
R1 H H H R, \
0 HX
Methode 1
Ro Rs
9] HX
/ \ + )J\ /
R X
R, N H 4 2. BF;
H
2 mol 1 mol
Methode 2
HX = HBr, CF3COCOH

Abb.11. Darstellungsverfahren nach Haugland fir BODIPY-Derivate

Durch die Einflhrung eines Sulfonsaurerestes ist es mdglich, den lipophilen BODIPY
in eine hydrophilere Struktur umzuwandeln. Die dafir erforderliche Funktionalisierung
am Pyrrolkern kann erst nach der Bildung des BODIPY-Derivates eingefihrt werden,
da Substituenten mit —I-Effekten und —M-Effekten die Bildung von Dipyrromethinen
behindern.®® Eine Chlorsulfonierung wird bereits in der Publikation von Treibs 1968
beschrieben, allerdings gelang es den Autoren nicht, das Produkt zu isolieren.®’ Dies
gelang 1985 Wories et al. mit der Darstellung eines an Position 2 oder Position 6
monosubstituierten BODIPY-Sulfonates.®

Die Umsetzung von Dipyrromethinen mit anderen Metallkationen wie Zn**, Co®,
Cu?*, Ni**, Pt*, AI**, Mg?* fiihrte zu den entsprechenden Komplexen, die aber sofort
wieder zerfielen und deshalb flr einen Einsatz als Fluorophor nicht geeignet

waren.?"-70
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2.7.3. Eigenschaften von BODIPY-Fluorophoren

BODIPY-Derivate besitzen hervorragende Eigenschaften, die sie fir eine
Anwendung als Fluorophore pradestinieren. Im Folgenden werden die wichtigsten
Eigenschaften vorgestellt.
BODIPY-Derivate nehmen unter den Fluorophoren eine Sonderstellung ein,
da sie relativ unpolar sind und der Chromophor keine Ladung tragt. Eine
Ausnahme stellen die sulfonierten BODIPY-Derivate dar, die negativ geladen
sind.
Die Fluoreszenzintensitat ist pH-Wert-unabhangig und wird wenig beeinflusst
durch Anderungen der Polaritat von Lésungsmitteln.””
Durch Luftoxidation ausgeldéstes Quenchen der Fluorophore beeinflusst die
Fluoreszenzintensitat weniger als 5%."
Sie besitzen eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute ¢ > 0.8, unabhéngig
vom Lésungsmittel.”’
Sie besitzen hohe Extinktionskoeffizienten (€ > 80000 cm™'M™).7% 72
Sie besitzen eine schmale, scharfe Emissionsbande, mit einer hdéheren
Peakintensitat als Fluorescein. Diese Eigenschaft macht BODIPY-Derivate zu
wertvollen Werkzeugen fiir HPLC- und Elektrophorese-Untersuchungen.’®
BODIPY-Fluorophore befinden sich lange im angeregten Zustand (>4 ns),
weshalb sie fiir Fluoreszenz-Polarisations-Assays geeignet sind.”?
Das Emissionsmaximum Uberlagert sich kaum mit den Absorptionsbanden
von roten Fluorophoren, wie z.B. Texas Red oder Tetramethylrhodamin, was
sie besonders geeignet flr Untersuchungen macht, die mit mehreren
Fluorophoren durchgefiihrt werden.”?
BODIPY-Derivate sind deutlich photostabiler als Fluorescein- und Rhodamin-
Derivate.”*"®
Durch VergréBerung des Chromophors, z.B. durch Annellierung von
Phenylresten, wird das Absorptionsmaximum bathochrom verschoben. Chen
et al. beschrieben die Darstellung von BODIPY-Derivaten, die ein
Emmisionsmaximum bei 630 nm besitzen. Ein Nachteil solcher Strukturen
stellt die groBe Lipohilie dar, weshalb sie in einigen Testsystemen nicht

eingesetzt werden kénnen (Abb. 12).7



Fluorophore in der medizinischen Chemie: BODIPY 33

Abb. 12. Struktur eines BODIPY-Derivats mit Emmissionsmaximum bei 619 nm™
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3. Fluoreszenzmarkierte Liganden

3.1. Einflihrung
Ziel bei der Entwicklung neuer fluoreszenzmarkierter Rezeptorliganden ist es, dass

der neu dargestellte Fluoreszenzligand seine Fluoreszenz wahrend der Interaktion
mit dem Rezeptor beibehalt und am Rezeptor gebunden bleibt, wenn ungebundene
Liganden durch Waschen entfernt werden. Dies erfordert stabile Fluorophore und
Fluoreszenzliganden, die eine hohe Affinitat zu dem gewlnschten Target besitzen.
Historisch betrachtet, gab es groBe Schwierigkeiten bei der Entwicklung solcher
Strukturen.
In der frihen Phase der Entwicklung von fluoreszenzmarkierten Liganden
wurden diese flr histologische Anfarbungen verwendet. Sie banden
irreversibel durch eine kovalente Bindung an die entsprechende Zielstruktur.
Ein grosses Problem stellte die geringe Empfindlichkeit der verwendeten
Detektoren dar.
Es existierten keine geeigneten funktionalisierten Fluorophore, die fir die
Darstellungvon und Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten Liganden
geeignet waren.”>"®
Einer der ersten fluoreszenzmarkierten Liganden war das a-Bungarotoxin, das mit
Fluoresceinisothiocyanat und Tetramethylrhodaminisocyanat markiert wurde.
Getestet wurde die Substanz an Acetylcholinrezeptoren in den Muskelfasern von

Xenopus sartorius.”’

3.2. Vorteile von fluoreszenzmarkierten Liganden
Im folgendem werden die Vorteile von fluoreszenzmarkierten Liganden vorgestellt.

Fluoreszenzliganden sind ungeféhrlicher und deutlich preiswerter als die
entsprechenden tritiierten oder iodierten Radioliganden”®

Das raumliche Auflésungsvermdgen von Fluoreszenzmessungen ist groBer
als bei radioaktiven Methoden, wie z.B. der Autoradiographie.”

Die Experimente kbénnen unter realen Gleichgewichtsbedingungen
durchgefiihrt werden.”®

Die fluoreszenzmarkierten Liganden koénnen von nicht fluoreszierenden
Liganden aus der Bindungstasche verdrangt werden. Dadurch ist es méglich
mit Hilfe von bildgebenden Verfahren die Bindung in der Bindungstasche
durch den nicht fluoreszierenden Liganden zu verfolgen.”
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Das Ausbleichen (,Bleaching“) von Fluorophoren, vor allem solcher die nur
eine Fluoreszenz zeigen, wenn sie gebunden sind, kann fir FRAP-Messungen
genutzt werden (Fluorescence Recovery After Photobleaching). Dabei wird ein
Gebiet mit sehr energiereichem Licht bestrahlt, so dass die dort vorhandenen
Fluorophore zerstért werden (Photobleaching). AnschlieBend wird beobachtet,
ob dieses Gebiet von peripheren, nicht zerstdérten Fluorophoren neu besetzt
wird. Durch diese Technik kdénnen dynamische Prozesse in Zellen
zurlickverfolgt werden.”®78.79:80

Das Signal degeneriert nicht. Obwohl Fluorophore dem Photobleaching
unterliegen, kdnnen noch intakte Fluorophore die Stelle des zerstdrten
Fluorophores einnehmen. Dies erlaubt ein Mitteln des Signals verglichen mit
dem radioaktiven Zerfall der Radioliganden.”®

Verschiedene Fluorophore sind erhéltlich. Dies erméglicht die Anwendung
verschiedenfarbiger Fluorophore, um mehrere Prozesse gleichzeitig in
biologischen Strukturen verfolgen zu kénnen.”

Lebende Zellen kdnnen verwendet werden.

Die Ergebnisse werden umgehend erhalten.

3.3. Nachteile von fluoreszenzmarkierten Liganden
Im folgendem werden die Nachteile von fluoreszenzmarkierten Liganden vorgestellt.

Der relativ groBe Fluorophor kann die Affinitdt und/oder Selektivitat der
Liganden beeinflussen. So konnte z.B. bei der Markierung von a-Bungarotoxin
eine Verringerung der Affinitdt des fluoreszenzmarkierten Produktes an
nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren beobachtet werden.”®”’

Der verwendete Fluorophor kann die Léslichkeit der Liganden beeinflussen.
Eine extrem lipophile Verbindung wirde sich an die Membran anlagern und
nur durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kénnen.”®

Die verschiedenen Fluorophore besitzen unterschiedliche
Fluoreszenzquantenausbeuten. Dies kann die Berechnung von Bpmax
erschweren.”®

Fir die Messungen werden sehr empfindliche Detektoren bendtigt.
Photobleaching kann auftreten, vor allem wenn die Lichtquelle zu energiereich
und die Konzentration an Fluorophor sehr gering ist.

Die Autofluoreszenz von Zellen kann die Messungen stéren. Vor allem die
Verwendung von blauen Fluorophoren ist in dieser Hinsicht problematisch.
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Durch zu hohe Konzentrationen an Fluorophoren kann es zum Quenchen der
Fluoreszenz kommen.

Es ist essentiell, dass die pharmakologischen Eigenschaften (Affinitat,
Selektivitat) des fluoreszenzmarkierten Liganden bekannt sind. Diese missen
vor der Verwendung z.B. mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien bestimmt

werden.”®

3.4. Wahl des geeigneten Fluorophors

Bei der Auswahl des Fluorophors miissen folgende Uberlegungen angestellt werden:

1.

Der Fluorophor muss in einer reaktiven Form vorliegen, d.h. er muss eine
funktionelle Gruppe tragen, Uber die eine chemische Verknlipfung mit dem
gewinschten Liganden erfolgen kann.

Das Emissionsmaximum des gewahlten Fluorophors muss sich eindeutig von
der Autofluoreszenz des Gewebes bzw. anderen eventuell vorhandenen

farbigen Molekilen unterscheiden.

. Der Fluorophor muss eine ausreichende Photostabilitdt besitzen, d.h. die

gewahlte Anregungswellenlange darf nicht in einem erhéhten MaBe zu einer

Zersetzung (Photobleaching) des entsprechenden Fluorophors flhren.

. Der Fluorophor sollte eine méglichst hohe Fluoreszenzquantenausbeute (@)

besitzen.

5. Der Fluorophor sollte einen méglichst hohen Extinktionskoeffizienten besitzen.

6. Der Fluorophor sollte eine mdglichst scharfe, langwellige Absorptionsbande

und ein scharfes Emissionsmaximum besitzen, damit stérende Einflisse
vermindert werden.

Eine ausreichende Ldslichkeit, sowohl in wassrigem Milieu fur die
pharmakologischen Charakterisierungen, als auch in den géangigen
organischen Loésungsmitteln, um die Darstellung zu erleichtern, muss
vorhanden sein.

Der Fluorophor darf zu keiner Verminderung der Affinitat oder Selektivitéat des

zu markierenden Liganden fithren.”®"¢"

Flr die vorgesehene Fluoreszenzmarkierung wahlten wir den BODIPY-Fluorophor,

da er die meisten der oben beschriebenen Eigenschaften vereinigt. In Kapitel 4

werden die Ergebnisse der Entwicklung neuer BODIPY-Strukturen vorgestellt.
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4. Darstellung neuer BODIPY-Fluorophore

4.1. Synthese des BODIPY-Grundkoérpers
Fir die Synthese von BODIPY-Grundstrukturen stehen wie beschrieben zwei

Varianten zur Verfliigung (Kapitel 2.7.2). Die Darstellung von unsymmetrischen
Derivaten birgt durch die vorgestellte Pyrrol-Austausch-Reaktion gréBere Risiken.
Fir die von uns praferierten symmetrischen BODIPY-Derivate stellt Methode 2 (siehe
Kapitel 2.7.2, Abb. 10) die interessantere Variante dar, da es sich um eine
Eintopfsynthese handelt. Zudem kénnen Carbonylverbindungen eingesetzt werden,
die bereits eine zu derivatisierende funktionelle Gruppe tragen. Als
Carbonylverbindung  wahlten wir die flir diese Reaktion reaktivste
Carbonylverbindung, eine Halogencarbonsaure, die in w-Stellung mit einem
Bromatom funktionalisiert ist. Durch diese Wahl lassen sich leicht BODIPY-Derivate
mit unterschiedlichen Kettenlangen herstellen (Abb.13).

a: CHzClp, 0°C, 30 min, dann 1t 1h 45 min (21) bis 35 h (26) (t) =3 59
b: CH2C|2, OOC, TEA, 30 min, n=5 25
¢: CH,Cly, 0°C-rt, BF-OE, 1h (t,) n—1026

Abb. 13. Neue BODIPY-Derivate

Die Verwendung des unsubstituierten Pyrrols bei der Darstellung von BODIPY-
Derivaten flhrte nicht zum gewlnschten Produkt. Eine mégliche Erklarung fir diese
Beobachtung liegt in der Stabilitdt der intermediar gebildeten Dipyrromethine. Die
Instabilitat solcher unsubstituierter Dipyrromethine ist literaturbekannt.?? Durch die
Verwendung von 2,4-Dimethylpyrrol konnten von Sven Freudenthal die BODIPY-

' Er entwickelte eine

Strukturen 21 bis 26 auf diese Art dargestellt werden.®
Eintopfsynthese, bei der 1 Aquivalent 2,4-Dimethylpyrrol von einem Aquivalent
w-Brom-n-alkans&urechlorid elektrophil an der aktivierten Position 2 angegriffen wird.
Die Zugabe eines Katalysators ist auf Grund der hohen Reaktivitdt des Pyrrols und

seiner Derivate nicht erforderlich. Vielmehr erfolgt die Zugabe des 2,4-
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Dimethylpyrrols unter Eiskiihlung, um unerwlnschte Nebenreaktionen zu vermeiden.
Das sich intermediar bildende Keton wird erneut von einem Aquivalent 2,4-
Dimethylpyrrol angegriffen und bildet unter Wasseraustritt ein Dipyrromethin. Durch
Zugabe von Triethylamin wird eine Deprotonierung der Stickstoffatome erreicht;
anschlieBend bildet sich durch Zugabe von Bortrifluorid-diethyletherat der
fluoreszierende BODIPY-Komplex. Die Reaktionszeit variiert stark in Abhangigkeit
von der Kettenlange der eingesetzten w-Brom-n-alkansdurechloride. Sven
Freudenthal konnte Verbindung 27 als unerwlinschtes Nebenprodukt isolieren und
vollstdndig charakterisieren (Abb. 14). Diese Substanz wurde nach langeren
Reaktionszeiten in Gegenwart von Wasser erhalten.®' Die Unterdriickung der Bildung
dieses Nebenproduktes ist schwierig, da das bei der Reaktion freigesetzte Wasser
ausreicht, um dessen Entstehung zu forcieren.

Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Resynthese der Fluorophore konnte
diese Vermutung bestétigt werden, da die Verwendung von sehr trockenen
Reagenzien (Dichlormethan, Triethylamin) und die Durchfihrung unter einer
Argonatmosphéare die Bildung nicht verhinderte. Das Nebenprodukt lasst sich jedoch
leicht in der nachfolgenden chromatographischen Reinigung abtrennen. Bei der
Umsetzung in einem DruckgeféB unter absolut wasserfreien Bedingungen konnte
durch Erhéhung der Reaktionszeit to und Erhéhung der Reaktionstemperatur (120 °C)
24 in 33 %iger Ausbeute erhalten werden. Damit wurde die Ausbeute von 19 % auf
33 % fast verdoppelt. Um hdhere Reaktionstemperaturen zu ermdglichen, wurde
anstelle des niedrig siedenden Dichlormethans das hdéher siedende Toluol als
Lésungsmittel verwendet. Eine Ubertragung auf die anderen BODIPY-Derivate
21,22, 23,2526 flhrte zu keiner nennenswerten Erhéhung der Ausbeute. Die
Aufarbeitung sollte sofort erfolgen, da ein Lagern des Produktes in der
Reaktionslésung zur Bildung des Nebenproduktes sowie zu Zersetzungsreaktionen
fihrt. Lésungen, die Uber Nacht gelagert wurden, zeigten deutliche Braunfarbung
und einen drastischen Verlust an Ausbeute. Uberraschenderweise gab es bei der
Darstellung von 21 zunachst einige Probleme; es konnte das unerwartete Produkt 28
in hohen Ausbeuten (30%) isoliert werden. Anderungen der Reaktionsbedingungen
(Temperatur, Reaktionszeit) und Verwendung von frischem Acetylchlorid bzw
Acetylbromid flhrten zu keinem anderen Ergebnis. Erst durch den Einsatz von
frischem Bortrifluorid-diethyletherat konnte 21 in befriedigenden Ausbeuten (40%)
isoliert werden. Verbindung 28 kann durch vorsichtige Saulenchromatographie
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abgetrennt werden und fiel nur noch in sehr geringen Ausbeuten an (1,6%) (Abb.
14).

Br

Abb. 14. Nebenprodukte der BODIPY-Darstellung

4.2. Funktionalisierung zum Amino-Derivat
Um eine breitere Variation fir mdgliche Kupplungsreaktionen mit Liganden zu

ermdglichen, wurden Amino-funktionalisierte BODIPY-Derivate synthetisiert. In der
organischen Chemie werden Alkylhalogenide mit Ammoniak zu primaren Aminen
umgesetzt. Ein groBes Problem dieser Reaktion stellt die hdhere Nukleophilie des
gebildeten primdren Amins im Vergleich zum Ammoniak dar. Bei aquimolaren
Ansatzen reagieren die entstandenen primdren Amine bevorzugt mit den
Alkyhalogeniden zu den entsprechenden sekundaren Aminen, die auf Grund ihrer
hohen Nukelophile weiter mit den Alkylhalogeniden zu den tertiaren Aminen
reagieren kdnnen. Im Zuge dieser Reaktion entstehen in hohen Ausbeuten die
entsprechenden tertiaren Amine.® Die Entstehung der gewiinschten primaren Amine
kann durch einen groBen Uberschuss an Ammoniak erreicht werden, zudem
verhindern sterisch anspruchsvolle Substituenten die Weiterreaktion.?* Die
Darstellung von 32 aus 25 mit wassriger Ammoniaklésung unter Reflux wurde
beschrieben (Methode A).®' Die Ubertragung dieser Reaktion auf die (ibrigen
BODIPY-Derivate erwies sich als schwierig. Moégliche Ursachen liegen in der
schlechten L&slichkeit der BODIPY-Derivate sowohl in wassriger Ammoniaklésung
als auch in dem zugesetzten Methanol. Die drastischen Reaktionsbedingungen (4h,
Reflux) kdénnten Zersetzungsreaktionen und die Bildung von Nebenprodukten
(Methoxy-Derivate) forcieren. Eine mdgliche Alternative bot sich durch mit Ammoniak
gesattigte Lésungen organischer Lésungsmittel an. Versuche ergaben, dass die
Sattigung von Ammoniak in Dichlormethan nicht ausreichte, um eine Umsetzung zu
erreichen. Die Umsetzung in den kommerziell erhaltichen ammoniakalischen

Methanol- bzw. Isopropanol-Lésungen war hingegen erfolgreich. Dabei fUhrte die
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Reaktion der Alkyloromide in 7N-ammoniaklischer Methanollésung unter
Mikrowellen-Bestrahlung zu den besten Ergebnissen und es konnten praktisch keine
Nebenprodukte nachgewiesen werden (Methode B). Die beflrchtete Bildung
sekundarer oder tertiarer Amine wurde nicht beobachtet. Vermutlich spielen neben
dem hohen Uberschuss an Ammoniak auch durch den volumindsen BODIPY-
Grundkdérper sterische Effekte eine entscheidende Rolle (Abb. 15).

NH,

Methode B
7N-NH3 in MeOH N
>
MW: 100°C, 10 bar, 20 min N N
\B/
Ausbeute: 27-91 % /.
F
n=1 29
n=2 30
n=3 31
n=4 32
n=9 33

Abb. 15. Darstellung Amino-funktionalisierter BODIPY-Derivate

Die sdulenchromatographische Aufreinigung mit dem Eluenten
Dichlormethan : Methanol (40:1) erwies sich als sehr zeitaufwendig (Dauer bis zu
120 h). Versuche, die Elutionsgeschwindigkeit durch Flashchromatographie bzw.
Anderung des Eluenten zu erhdhen, fiihrten zu einer hdheren Verunreinigung des
Produktes. Eine deutliche Verbesserung der Auftrennung konnte durch eine einfache
Fallungsreaktion erreicht werden. Das Rohprodukt wird in Dichlormethan angelést,
und durch Zugabe von Petrolether konnte das Amino-funktionalisierte BODIPY-
Derivat in hohen Ausbeuten und mit hoher Reinheit isoliert werden (Abb. 16).

0,075+

A ol B

0,050

0,004

2 0,025
0,002

0,000
0,000

-0,025+

Abb. 16. Kapillarelektrophoretische Reinheitsbestimmung von 13 bei 478 nm (A) und
220 nm (B).
Bedingungen: Fused-silica-Kapillare (40 cm Lange, 30 cm zum Detektor), 40 mM Boratpuffer, 75 uM

I.D., 15 kV, UV-Messungen bei 495 und 220 nm, Temperatur: 25°C.
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In Tabelle 1 werden die Ergebnisse der Synthese von Amino-funktionalisierten

BODIPY-Derivaten zusammengefasst.

Tabelle 1: Darstellung Amino-funktionalisierter BODIPY-Derivate

Verbindungr n Methode® Bedingungen Ausbeute
29 2 B 80°C, 20 min 27 %
30 3 B 100°C, 20 min 72 %
31 4 B 100°C, 20 min 56 %
32 5 A 4 h,70°C 55 %
B 100°C, 20 min 91 %
33 10 B 100°C, 20 min 57 %

aMethode A: wassrige Ammoniaklésung (37%), Methanol, 4h, 80°C, Aufreinigung: Saulen-
chromatographie mit Kieselgel und dem Eluenten Dichlormethan : Methanol (40:1)%
Methode B: 7N-ammoniakalische Methanollésung, MW: 100°C, 10 bar, 20 min, Aufreinigung:
Fallungsreaktion mit Petrolether

4.3. Darstellung wasserléslicher BODIPY-Derivate
Es existieren viele zu markierende Liganden, die nur eine geringe Loslichkeit in

organischen Lésungsmitteln besitzen. Fir die Darstellung von fluoreszenzmarkiertem
Adenosintriphosphat (ATP) beispielsweise ist es notwendig, wasserlésliche BODIPY-
Strukturen zu verwenden, um Kopplungsreaktionen in wassrigem Medium zwischen
ATP und Fluorophor zu ermdéglichen. Da der BODIPY-Grundkérper ungeladen ist,
sind die vorgestellten BODIPY-Derivate in wassrigem Medium praktisch unléslich.
Eine einfache Methode, die Hydrophilie aromatischer Strukturen zu erhdhen, stellt
die Einflhrung einer Sulfonsauregruppe dar. In der organischen Chemie sind solche
Strukturelemente leicht durch die Umsetzung mit Chlorsulfonsdure oder
Sulfurylchlorid  zugénglich.®*> Die Umsetzung eines BODIPY-Derivates mit
Chlorsulfonsdure mit dem Ziel, wasserldsliche Strukturen darzustellen, wurde bereits
1985 von Wories et al. beschrieben.®® Das Alkylbromid 25 wurde bei -20°C in
Dichlormethan gelést und mit einem Uberschuss an Chlorsulfonséure versetzt. Durch
Ausschuitteln mit gesattigter Ammoniumcarbonatlésung konnte Produkt 34 nach
Lyophilisation in hoher Ausbeute (86 %) isoliert werden (Abb. 17). Zur Verbesserung
der Reinheit kann nach unvollstandiger Lyophilisation eine
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saulenchromatographische Trennung mit dem Eluenten Dichlormethan : Methanol

9:2, der mit 2% Triethylamin versetzt wurde, durchgefuhrt werden.

CISO3H, CH,Cly, -20°C

’ HO3S

Abb. 17. Darstellung des wasserléslichen BODIPY-Derivats 34

Um eine breitere Variabilitdt an Kupplungsreaktionen mit wasserléslichen BODIPY-
Derivaten zu ermdglichen, sollten Amino-funktionalisierte wasserlésliche BODIPY-
Derivate dargestellt werden. Die direkte Umsetzung eines Amino-substituierten-
BODIPY-Derivats mit Chlorsulfonsdure wurde in Anbetracht der zu erwartenden
Konkurrenzreaktion des primaren Amines mit Chlorsulfonsaure nicht in Erwagung
gezogen. Die sehr positiven Ergebnisse bei der Darstellung der lipophileren Amino-
BODIPY-Derivaten aus den entsprechenden Alkylboromiden wurden auf die Synthese
von 35 aus 34 Ubertragen. Unter Mikrowellenbestrahlung wurde 34 mit 7N-
ammoniakalischem Methanol umgesetzt und anschlieBend mit Hilfe der Reversed-
Phase-HPLC  aufgereinigt. Ein  angefertigtes = 'H-NMR-Spekirum  zeigte
interessanterweise ein Triplet bei 5.51 ppm, das fir 1 H-Atom integrierte und es
fehlte ein Signal fur die 1’-Methylen-Gruppe (Abb. 18). Ein Massenspektrum ergab
eine Masse von 492 g/mol und damit 1 g/mol weniger als flr das Derivat 35 zu
erwarten ware. Mit Hilfe eines 2D-Spekitrums konnte gezeigt werden, dass das Triplet
mit einem far 2 H-Atome integrierenden Multiplett koppelt. Treibs und Kreuzer
berichteten, dass negative Substituenten am Pyrrol-Kern durch ihre mesomeren und
induktiven Effekte zu einer erhéhten CH-Aciditat der Methen-Brlcke flhren. Durch
den Borkomplex, der einen zusatzlichen elekironenziehenden Effekt austbt, kann
unter basischen Bedingungen ein farbloses Salz mit Ethylen-Struktur isoliert

werden.®'
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Die analytischen Ergebnisse verbunden mit diesen Erkenntnissen flhrten zur
Identifizierung von Struktur 36. Durch entsprechend saure Bedingungen lasst sich
das gewiinschte 35 aus 36 gewinnen (Abb. 19).°

7N-NH; in MeOH
SO5° % ‘055
MW: 100°C, 10bar, 20 min

7N-NHg in MeOH
MW: 100°C, 10bar, 20 min H*

Abb. 19. Darstellung des wasserléslichen BODIPY-Derivats 35
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5. Fluoreszenzmarkierung von Adenosinrezeptor-Liganden

5.1. Einleitung
Die Uberlegung, dass im Kérper spezifische Stellen existieren, die an Zelloberflachen

sitzen, stammt von dem deutschen Forscher Paul Ehrlich aus dem 19 Jh. Er
untersuchte die Interaktion von Stoffen mit solchen biologischen Strukturen.®® Die
spezifischen Stellen, auch Rezeptoren genannt sind Proteine, die in der Lage sind,
Liganden wie z.B. Hormone oder andere chemische Signalstoffe zu binden. Sie
kénnen in zwei groBe Gruppen unterteilt werden, die membranstdndigen und die
nuklearen Rezeptoren. Membranstandige Rezeptoren sitzen an Zelloberflachen und
leiten Informationen aus dem ZellauBeren in das Zellinnere. Bei den meisten
membranstandigen Rezeptoren fihrt die Interaktion zwischen dem Ligand und
seinem Rezeptor zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors, wodurch es zu
Interaktionen mit Effektorproteinen innerhalb der Zelle kommt. Bei den Ligand-
gesteuerten lonenkanadlen bewirkt der Einstrom von lonen das Signal. Bindet ein
Stoff an einen Rezeptor und lést ein Signal aus, wird dieser Stoff als Agonist
bezeichnet. Stoffe, die mit der Bindungstasche interagieren aber kein Signal
auslésen, werden als Antagonisten bezeichnet. Durch diese Interaktion wird die
Bindungstasche fur Agonisten blockiert. Untersuchungen haben ergeben, dass flr
einen endogenen Liganden nicht nur ein spezifischer Rezeptor existiert, sondern

zumeist mehrere .8

5.1.1. Adenosinrezeptoren
1929 beschrieben Drury und Szent-Gydrgyi, dass Adenosin und Adenosin-5-

monophosphat biologische Effekte wie Herzstillstand, arterielle GefaBverengung und
Verringerung des Blutdruckes hervorrufen. Die beiden Stoffe konnten aus dem
Herzmuskel isoliert werden.®>% Damit gab es erste Hinweise auf die Existenz von
Rezeptoren fir Adenosin und seine Analoga. 1934 flihrte Gillespie erste Struktur-
Wirkungsbeziehungsstudien von Adenosin-Derivaten durch. Er zeigte, dass eine
Desaminierung von Adenosin zu einem massiven Wirkungsabfall fiihrt.?” In seiner
Arbeit zeigte er erstmals die kontrdren Wirkungen von Adenosin und
Adenosintriphosphat (ATP) im Herz-Kreislaufsystem von Kaninchen auf.?” In den
folgenden Jahrzehnten erfolgten viele Untersuchungen bzgl. der Wirkung von
Adenosin in verschiedenen Zelltypen.?>®® Ein entscheidender Hinweis auf die
biologische Bedeutung von Adenosin gelang 1963 Berne und Gerlach et al. mit
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Studien, die zeigten, dass Adenosin im Herzen wahrend einer Hypoxie freigesetzt
wird und so eine wichtige Rolle in der reaktiven Hyperamie besitzen muss.?**° Erste
pharmakologische Hinweise auf die Existenz von Adenosinrezeptoren gab es 1970,
indem Sattin und Rall den antagonisierenden Effekt von Methylxanthinen auf die
Adenosin-vermittelte Freisetzung von 3’,5’-Cycloadenosinmonophosphat (cAMP)

beschrieben.®"

Verschiedene Adenosinanaloga wurden 1974 synthetisiert und
Untersuchungen zu deren dosisabhangiger Wirkung stitzte die Hypothese von der
Existenz der Adenosinrezeptoren.?> 1978 formulierte Burnstock die Hypothese zur
Existenz von purinergen Rezeptoren, die er in zwei Klassen unterteilte: P1- und P2-
Rezeptoren fiir Adenosin bzw. ATP.%® Weitere Untersuchungen ergaben, dass zwei
Adenosinrezeptorsubtypen existieren, A{- und Ax-Rezeptoren. Die Unterscheidung
basierte auf der Erkenntnis, dass Adenosin in Experimenten zum einen die
Adenylatcyclase inhibierte (A{) und zum anderen stimulierte (Az).**% Nachfolgende
Untersuchungen ergaben, dass der A,-Rezeptor in zwei weitere Subtypen unterteilt
werden muss: Azx und Az.8%¢ Die Entdeckung des vierten Adenosinrezeptors, des
As-Adenosinrezeptors, gelang erst spat, als ihn Meyerhoff 1990 als Orphan-Rezeptor
klonierte und Zhou ihn 1992 vollstandig charakterisierte.®%” Die Bezeichnung
»<Adenosinrezeptoren® erhielten diese Rezeptoren nach ihrem endogenen Liganden,
dem Adenosin.”” Die Begriffe P1-Rezeptor und Adenosinrezeptor sind Synonyme.?
Im folgenden wird der Begriff Adenosinrezeptor (AR) verwendet.

5.1.2. Struktur der Adenosinrezeptoren
Alle AR sind membranstandige Rezeptoren, die zu der groBen Familie der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren gehéren. Wie andere Vertreter dieser Familie besitzen sie
sieben transmembrandre Domé&nen, die aus hydrophoben Aminosauren aufgebaut
sind (Abb. 20).

<31 Agonist & antagonist
recognition site
rd

Sinding of
5-gubstituted |

Intraceflular

COOH

Abb. 20. Struktureller Aufbau von Adenosinrezeptoren®
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Davon bilden jeweils 21-28 Aminosauren a-Helices.®* Das N-terminale Ende liegt
extrazellular, das C-terminale Ende intrazelluldr. Die Bindungstasche fur Liganden
wird durch die dreidimensionale Anordnung der a-Helices gebildet. Die
transmembrandren Domanen sind durch drei extrazellulare und drei intrazellulare
Loops miteinander verknlpft (Abb. 20).

5.1.3. Adenosinrezeptoren: Verteilung und Signaltransduktionswege
AR werden in vielen verschiedenen Zellen im menschlichen Gewebe exprimiert.

Dadurch bietet sich ein breites Potential dieser Rezeptoren als therapeutische
Targets an. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der verschiedenen

Subtypen im menschlichen Gewebe.

Tabelle 2: Expression der Adenosinrezeptoren im menschlichen Gewebe®>%

Expressions- 99
_ A Aza Az As
dichte
. Striatum, Milz,
Gehirn (Cortex,
o Thymus, .
Kleinhirn, Blinddarm, |Lunge, Leber,
Hoch . Leukozyten,
Hippocampus), ) Darm, Blase | Immunsystem
Blutplattchen,
RlUckenmark, Auge
Bulbus olfactorius
Andere Regionen
des Gehirns,
Skelettmuskulatur, Lunge,
Cerebellum,
. Herz, Leber, Herz, Lunge, Auge, .
Mittel . } } Hippocampus,
Fettzellen, Niere, BlutgefaBe BlutgefaBe, _
L Epiphyse
Speiserdhre, Mastzellen
Speicheldrise,
Dickdarm, Hoden
Fettzellen,
. Schilddrise,
Gehirn,
o Bauchspeichel- Andere Regionen | Gehirn, Milz,
Niedrig . . Niere, Leber, .
drlse, Lunge des Gehirns . Niere, Herz,
Eierstock,
Darm, Hoden
Hypophyse
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Eine Aktivierung der Adenosinrezeptoren fuhrt zu verschiedenen Reaktionen.
Klassischerweise hat dies die Stimulation oder die Inhibierung der Adenylatcyclase
zur Folge. Beim A;AR verlauft ein Signaltransduktionsweg Uber die Aktivierung von
Pertussis-Toxin-sensitiven Gi-Proteinen, die eine inhibitorische a-Untereinheit
enthalten. Die Dissoziation der a-Untereinheit fihrt zu einer Hemmung der
Adenylatcyclase, welche in der Folge weniger ATP in cAMP umwandelt, wodurch die
intrazellulare cAMP-Konzentration abnimmt. Dadurch wird die cAMP-abhangige
Proteinkinase A  beeinflusst, die  verschiedene  Substratproteine, wie
Tranksriptionsfaktoren, phosphoryliert.3*#%% Ein weiterer Signaltransduktionsweg
nach Aktivierung von A1AR besteht in der Stimulation der Phospholipase C, wodurch
die Konzentrationen der Second Messenger Inositoltrisphosphat (IP3) und DAG
erhéht werden. DAG aktiviert die Proteinkinase C und IP5 fUhrt durch Interaktionen
mit spezifischen Rezeptoren am sarkoplasmatischen Retikulum zu einer Freisetzung
von intrazelluldrem Ca®*. Die freigesetzten Ca**-lonen kénnen in vielfaltiger Weise
verschiedene Signalwege stimulieren.?® Ferner wurde beschrieben, dass die
Stimulation von A;AR an Neuronen und Herzmuskelzellen zu einer Aktivierung von
Pertussis-Toxin-sensitiven Kaliumkanalen und ATP-abhangigen Kaliumkanalen fuhrt.
In ahnlicher Weise verlauft der Signaltransduktionsweg der AsAR, wobei bei diesem
Rezeptorsubtyp die Beeinflussung von ATP-abhangigen Kaliumkanalen in Herzzellen
nachgewiesen werden konnte.'®

Die Aktivierung von A>aAR verlauft Gber ein Gs-Protein, das Uber eine aktivierende a-
Untereinheit verflgt. Diese dissoziiert vom G-Protein-Rezeptorkomplex und bindet an
eine regulatorische Bindungsstelle der Adenylatcyclase, wodurch mehr ATP in cAMP
umgewandelt wird. Die erhéhten cAMP-Konzentrationen fihren zu einer Aktivierung
der Proteinkinase A und zu Phosphorylierungen entsprechender Substratproteine
(s.0.). Die Aktivierung von A-sAR flhrt ebenfalls zu einer Stimulation der
Phospholipase C (s.0.). Die wichtigsten Funktionen des A;sAR werden Uber die
Aktivierung der Phospholipase C vermittelt.'”"'% AR stellen interessante
Zielstrukturen bei der Entwicklung neuer Medikamente gegen diverse Krankheiten
dar. Durch die Entwicklung neuer Agonisten bzw. Antagonisten kann das von den
verschiedenen Rezeptorsubtypen ausgehende Signal entsprechend verstarkt bzw.

inhibiert werden.
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5.2. Adenosin-A;-Rezeptoren
Der A4AR ist der am besten untersuchte Subtyp der AR. Molekularbiologisch konnte

er aus diversen Spezies durch Klonierung vollstandig untersucht und charakterisiert
werden. So gelang es 1989 Libert et al. den Rezeptor aus der Schilddriise von
Hunden zu klonieren und ihn 1991 zu charakterisieren.'®'** In den darauf folgenden
Jahren gelang dies auch mit dem A;AR aus Rind,'® Ratte,'”® Maus,'"’
Meerschweinchen'® und Kaninchen'%® und mit dem humanen A;-AR.'"® Der humane
A1-AR besteht aus 326 Aminosduren und besitzt zwischen den verschiedenen

Spezies eine Sequenzhomologie von 90%.

5.2.1. Adenosin-A1-Rezeptor-Agonisten

Generell zeigen Derivate des Adenosins hdhere Affinitaten als die entsprechenden

' Die Alkylierung der N°-

1-Desazaadenosin- und 2’-Desoxyadenosin-Derivate."
Amino-Gruppe mit groBen Substituenten wie z.B. Cycloalkyl- (CPA, 37) und
Phenylalkyl- oder substituierten Phenylresten, z. B ADAC, (38) flihrt zu einer
deutlichen Affinitdtssteigerung am AAR, (Ki CPA 2,3 nM; Ki ADAC 0,85 nM),
(Abb. 20).""% '3 Die Einfihrung einer polaren Hydroxyl-Gruppe in den
Cyclopentylring von CPA wurde vom A;AR gut toleriert (GR79236, 39, K; 3,1
nM).""211% Der Austausch des Phenylringes durch einen Thiophenring fiihrte zu
RG14718 (40), einem potenten AjAR-Agonisten mit einem ICso-Wert von 5,7 nM in

Gehirnzellen der Ratte (Abb. 21).

38 ADAC 37 CPA
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39 GR79236 40 RG14718
Abb. 21. A;-Agonisten mit Modifikation an N°

Substitution des Wasserstoffatoms in Position 2 des Adenosins durch kleine polare
Substituenten wie z.B. Chlor oder lod werden vom A;AR in der Regel toleriert. Das
CPA-Derivat 2-Chlor-N°-cyclopentyladenosin (CCPA) besitzt eine hdhere Affinitat
zum As-Rezeptor als CPA. Diese Beobachtung kann aber nicht generalisiert werden,
da das Substitutionsmuster an N° einen entscheidenden Einfluss auf die Affinitat und
Selektivitat besitzt.""? Modifizierungen am Riboserest des Adenosins fiihren bei der
Substitution der 5’-Hydroxyl-Gruppe durch einen Ethylcarboxamidorest zu der
literaturbekannten  Struktur NECA, welche hohe Affinitdten zu allen
Adenosinrezeptorsubtypen  aufweist. Far  die Entwicklung  von  Ay-
Adenosinrezeptoragonisten kann folgendes Pharmakophor-Modell formuliert werden
(Abb. 22).

Pos. N8: Monosubstitution: grosse
Cycloalkyl- oder Arylalkyl-Reste

R .
HN/ werden toleriert.
7 S 6
N
/ X1
]
Pos. 4' : Adenosin: R = -CH,-OH g N7 4>y 2\ Wlai
NECA :R =-CONHC,Hs 3 tF(’)(I):r.ig';tKIeme Reste werden
— R

3 :
OH 2OH

Abb. 22. Pharmakophor-Modell fiir Adenosin-A;-Rezeptor-Agonisten'"
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5.2.2. Fluoreszenzmarkierte Adenosin-A;-Rezeptor-Agonisten
Neue fluoreszenzmarkierte Liganden stellen wertvolle Werkzeuge flOr

Untersuchungen der Rezeptor-Ligand-Interaktionen bzw. die Distribution von
Liganden und Rezeptoren im Gewebe dar. Fir den sehr gut untersuchten A/AR
wurden bereits 1998 fluoreszenzmarkierte AjAR-Liganden beschrieben. Man erhielt
die Verbindungen 41 - 46 durch Umsetzung von NECA mit einem Dansylfluorophor.
Der Ligand und der Fluorophor sind durch einen Alkylspacer mit variabler
Kettenldnge voneinander getrennt (Abb. 23). Es zeigte sich, dass Verbindung 43 die
hdchste Affinitat (K; 27 nM) und eine hohe Selektivitat gegenliber den A2AR und dem
AsAR besitzt. Interessanterweise zeigten die Derivate 45 und 46, bei denen der
Fluorophor Uber einen langen Alkylspacer mit NECA verkniipft ist, nur sehr geringe
Affinitdten zu allen Rezeptorsubtypen.'™® Ob die Verbindungen Vollagonisten oder

partial Agonisten sind wurde nicht gezeigt.

CHs

BN

CH3

43
Ki A1 =27 nM
K; Ag = 4300 nM
K; Ag = 3600 nM

41 (n=23),42(n=4),43(n=6),44 (n=8),45 (n=10), 46 (n =12)
Abb. 23. Fluoreszenzmarkierte A;AR-Agonisten mit einem Danysl-Fluorophor

Dansyl ist wegen der geringen Fluoreszenzquantenausbeute in wassrigen Systemen
(¢: 0.065) und einem geringen molaren Extinktionskoeffizienten (e: 4.300 M, cm™)
nur bedingt als Fluorophor fiir biologische Untersuchungen geeignet.''®'"” Es stellt
zwar einen sehr kostenginstigen Fluorophor dar (Dansylchlorid: 22,30 € / 1 @),
besitzt aber durch seine ungunstigen Fluoreszenzeigenschaften eine geringe
Empfindlichkeit und kann daher in sensiblen biologischen Systemen, bei denen mit
geringen Konzentrationen an Liganden gearbeitet wird, nur eingeschrankt eingesetzt
werden. Das Absorptionsmaximum von Dansyl-Farbstoffen liegt bei 330 nm, sodass

relativ energiereiches Licht eingestrahlt werden muss. Dies flhrte bereits bei der
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Markierung eines Opioidrezeptors mit Dansyl-Enkephalin zu einer Zerstérung des
Rezeptors.'®

Die erste VerknlUpfung eines Adenosinderivates mit einem BODIPY wurde 2004 in
einem Patent beschrieben.”® 2007 wurden nadhere Daten (ber die
fluoreszenzmarkierten Liganden ver6ffentlicht. Dabei wurde als Fluorophor das
kommerziell erhaltliche BODIPY-Derivat 630/650-X-SE (325,40 € / 5 mg) verwendet.
Als Adenosinderivate wurden sowohl NECA, als auch Adenosin eingesetzt, welche
Uber die Position N° durch Spacer verschiedener Kettenldnge mit dem Fluorophor
verkniipft wurden (Abb. 24).'%°

48
EC5O A1 =3.38 nM
EC5O A2A =338 nM
EC5O AZB = 2570 nM
EC5O A3 =2.69 nM

R = CONHC,H5: 47 (n = 3), 48 (n = 4), 49 (n=5),50 (n = 8)
R=-CHy-OH: 51 (n=5)

Abb. 24. BODIPY-markierte Adenosinrezeptor-Liganden

Funktionelle Assays an rekombinant in CHO-Zellen exprimierten humanen Adenosin-
Ai-Rezeptoren haben ergeben, dass die Verbindungen 47 bis 49 sowie 51 die
Forskolin-stimulierte Bildung von cAMP inhibierten. Alle Substanzen wurden in 10
umolarer Konzentration eingesetzt. Sie erreichten dabei Werte von mehr als 90%
Inhibition und lagen damit im Bereich der Referenzsubstanz NECA. Verbindung 50
zeigte mit einem Wert von 77 % unbefriedigende Ergebnisse. Substanz 48 besitzt
eine ECso-Wert von 3,38 nM und zeigt damit eine hohe Aktivitdt am A{AR, ist aber
unselektiv da sie ebenfalls hohe Affinitaten zum AsAR besitzt (ECsp : 2,56 nM). Die
ECso-Werte der Vergleichssubstanz NECA lagen in dem Testsystem bei 0,36 nM
(A1AR), 17,9 nM (A22AR), 3630 nM (A2sAR) und 4.57 nM (AsAR). In Radioligand-
Bindungsstudien, die an ganzen Zellen durchgefihrt wurden, konnte Kkeine
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vollstindige Verdrangung des Antagonisten [°HJDPCPX an intakten Zellen
nachgewiesen werden. Als mdgliche Erklarung dieser Ergebnisse vermuteten die
Autoren, dass die Verbindungen, im Gegensatz zum Radioliganden, die Biomembran
nicht passieren und daher den Radioliganden von intrazellularen Bindungsstellen
nicht verdrangen kénnen. Warum keine Bindungsstudien an Membranpraparationen
durchgefihrt wurden, um diese Hypothese zu bestatigen ist nicht bekannt. Die
vorgestellten Substanzen zeigten alle keine optimalen Eigenschaften fir eine
Anwendung als potentielle hochaffine, selektive fluoreszenzmarkierte A;AR-
Liganden.

5.2.3. Problemstellung
Die im vorherigen Kapitel diskutierten Ergebnisse zeigten, dass zurzeit keine

selektiven,  hochaffinen ~ AjAR-Agonisten  existieren, die fir  weitere
Charakterisierungen dieses Rezeptorsubtypes verwendet werden kénnen.
Indiskutabel ist auf Grund des exorbitant hohen Preises und der volumindsen,
lipophilen Struktur die Verwendung des kommerziell erhaltlichen BODIPY 630/650-X-
SE. In Kapitel 4 wurde die Herstellung neuer BODIPY-Fluorophore vorgestellt, die als
mogliche VerknlUpfungsstelle ein Alkybromid oder ein primdres Amin bieten. Das
Hauptziel dieses Projekies ist die Darstellung eines Fluoreszenz-markierten
selektiven, hochaffinen Vollagonisten am A;AR.

5.2.4. Darstellung fluoreszenzmarkierter A;-Liganden
Als Grundkérper fur die Darstellung des A;AR-Agonisten wahlten wir Adenosin.

Dabei griffen wir auf Erkenntnisse bei der Entwicklung selektiver, hochpotenter
A1AR-Agonisten zuriick. Es hatte sich gezeigt, dass die potentesten, selektivsten
Agonisten eine N°-Substitution des Adenosins bendtigen und die Derivatisierung zu
einem NECA-Derivat nicht zwingend erforderlich ist. Wie die Ergebnisse von Hill et
al. zeigten, besitzen die fluoreszenzmarkierten NECA-Derivate keine Selektivitat
zwischen dem A;AR und dem AsAR. Die Darstellung von N°-substituierten Adenosin-
Derivaten wird in der Literatur beschrieben.'?""122123124 Fiyr die Fluoreszenz-
Markierung erschien es sinnvoll, ein N®-substituiertes Adenosin-Derivat zu
synthetisieren, das eine funktionelle Gruppe enthalt, Gber die es mit dem BODIPY-
Fluorophor verknlipft werden kann. Bei der Darstellung von NC-alkylierten
Adenosinderivaten wird im Allgemeinen als Ausgangsmaterial 6-Chloradenosin
verwendet. Diese Verbindung ist zwar kommerziell erhéltlich, fir den praparativen
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MaBstab allerdings zu teuer (5 g / 362 €). 6-Chloradenosin kann leicht aus Inosin (52,
25 g / 49.30 €) hergestellt werden. Fir die Darstellung wurde eine modifizierte
Synthese von Buck et al. angewendet.'?? Dabei wurde ein als Triacetat geschiitztes
Inosin mit Phosphoroxychlorid zum 6-Chloradenosin umgesetzt. Diese Darstellung
erfolgt in zwei Stufen. Zunachst wird gut getrocknetes Inosin in Acetonitril mit einer
Base und Acetylchlorid umgesetzt. Als Base wurde abweichend von der vorliegenden
Vorschrift Ethyldimethylamin (EDMA) anstelle des Pyridins eingesetzt. EDMA besitzt
nur einen sehr geringen Siedpunkt (34-36 °C) und kann damit leicht durch
Destillation quantitativ wieder entfernt werden. Das Acetylchlorid reagiert im Zuge
einer Addition-Eliminierung mit den Hydroxyl-Gruppen des Zuckers zu den
entsprechenden Acetylestern. Die Reaktion ist bereits nach wenigen Minuten
beendet, als Indikator kann dabei das Aufklaren der Reaktionslésung dienen.
Uberschiissiges Acetylchlorid wird durch Zugabe von Methanol gebunden. Nach
Umkristallisation aus Isopropanol wurde 2°,3',5’-Triacetylinosin 53 in sehr guten
Ausbeuten (94 %) erhalten (Abb. 25).

1) (0]
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CH3CN, EDMA, CH5;COCI )
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53

52

Abb. 25. Darstellung von 2°,3’,5’-Triacetylinosin

Fir die anschlieBende Chlorierung ist es zwingend erforderlich, unter wasserfreien
Bedingungen zu arbeiten. Am zweckméaBigsten ist dabei der Verzicht auf die
Verwendung eines Lésungsmittels sowie die Trocknung von 53 fir vier Stunden bei
140°C. Das Phosphoroxychlorid sollte frisch destilliert werden. 53 wurde in einem
Uberschuss an Phosphoroxychlorid mit N,N-Dimethylanilin versetzt und bis zum
Auftreten einer klaren, orangefarbenen Lésung unter Rickfluss gekocht. Dieser
Vorgang dauerte nur wenige Minuten. Die heiBe Reaktionsmischung wurde
abgekuhlt und bei 40°C vom Uberschissigen Phosphoroxychlorid befreit. Nach
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erfolgter Hydrolyse mit Eis wurde die wassrige Phase mit Dichlormethan
ausgeschuttelt. Bei der anschlieBenden Aufreinigung wurde mit verdlnnter
Salzsaure, Wasser und Natriumchloridlésung ausgeschittelt, allerdings nicht mit
Natriumhydrogencarbonatlésung, da dies zu einer Rlckreaktion zu 52 fihrte. 54
wurde in guten Ausbeuten (50 %) erhalten (Abb. 26).

N,N-Dimethylanilin AcO

AcO

53 54

Abb. 26. Darstellung von 6-Chlor-2’,3’,5’-triacetyladenosin

Die direkte Umsetzung von 54 mit einem BODIPY-Derivat ist nicht sinnvoll, da in der
Literatur beschrieben wird, dass die einzufiihrenden Amine in hohem Uberschuss
eingesetzt werden miissen, die BODIPY-Amine hierfiir aber zu kostbar sind.'?* Als
mdgliche Syntheserouten wurden drei Strategien entwickelt, um einen
fluoreszenzmarkierten AjAR-Agonisten zu erhalten. Route A sah vor, 54 mit einem
Uberschuss an Aminopropanol zu versetzen, um anschlieBend die Alkoholfunktion
55 zu einer Carbonsédure 56 zu oxidieren, die dann mit einem Amino-BODIPY-Derivat
verknUpft werden kann (Abb. 27).

S T TN N
LA </ P </ J
" 54 R 55 56

AcO

OAc OAc

Abb. 27. Syntheseroute A zur Darstellung BODIPY-markierter Adenosinrezeptor-

Agonisten
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Die Zugabe des Aminopropanols erfolgte bei -20°C, da bei héheren Temperaturen
eine mit Rauchentwicklung verbundene Zersetzung von 54 zu beobachten war.
Durch saulenchromatographische Auftrennung konnte ein Produkt in guten
Ausbeuten isolieren. Die spektroskopische Identifizierung der isolierten Verbindung
ergab allerdings, dass es sich um Struktur 57 handelte (Abb. 28). Aus den Versuchen
kann geschlossen werden, dass selbst unter diesen extrem milden Bedingungen die
Schutzgruppen komplett entfernt worden sind. Verbindung 57 konnte nicht wie
vorgesehen zu einer Carbonsdure oxidiert werden, da durch die Abspaltung der
Schutzgruppen die freien Hydroxyl-Gruppen des Riboserestes auch oxidiert werden

wirden. Aus diesem Grund wurde diese Syntheseroute verworfen.

HN/\/\OH

57

OH OH
Abb. 28. Syntheseroute A: Endprodukt 57

Eine weitere Moglichkeit bestand in der Umsetzung von 54 mit einer w-
Aminocarbonsaure, wodurch gleichzeitig eine funktionelle Gruppe eingeflihrt werden
wirde, die sofort eine Verknlpfung mit einem BODIPY ermdglichen sollte. Die
Umsetzung von y-Aminobuttersdure bei -20°C mit 54 fihrte zu keiner Umsetzung. In
der Literatur wird beschrieben, dass ahnliche Amine durch Zugabe einer Hilfsbase

erfolgreich mit 54 umgesetzt werden konnten.'®

Sukzessive Erhéhung der
Reaktionstemperatur flihrte unter den gegebenen Bedingungen zu einer Zersetzung
der Reaktionspartner. Problematisch sind die unterschiedlichen Léslichkeiten von 54
und der y-Aminobuttersdure. Jacobsen et al. beschrieben die Umsetzung von 54 mit
w-Aminoalkyl- bzw. -Arylcarbonsauren.’®® Die Umsetzung erfolgt in einem Gemisch
aus Ethanol/Triethylamin/Wasser Uber 72 h bei hohen Temperaturen. Unter diesen
Bedingungen konnte 54 mit y-Aminobuttersdure zu 58 umgesetzt werden. Die
Uberschissige y-Aminobuttersdure konnte durch Fallungsreaktion aus Ethanol

entfernt werden. Durch anschlieBende Umkristallisation aus einem Ethanol-
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Diethylether-Petrolether-Gemisch konnte 58 in guten Ausbeuten in hoher Reinheit
dargestellt werden. Auf analoge Art und Weise konnte 54 mit 6-Aminohexansaure zu
59 und mit 4-(Aminomethyl)benzoesdure zu 60 umgesetzt werden. Die
Schutzgruppen wurden analog zu den Beobachtungen bei der Darstellung von 57
durch die Reaktionsbedingungen abgespalten. Mit diesen drei Carbonsaurederivaten
stehen Adenosinderivate zur Verfigung, die mit einem BODIPY-Amin verknUpft
werden kdnnen (Abb. 29).

cl N /\/\COOH
N
\ N / \ N
) H,O/EtOH/TEA < | )
—
7 GABA N “
AcO. |
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54 H,O/EtOH/TEA PPN
6- Aminohexanséaure HN COOH
Vam
H,O/EtOH/TEA | 4-(Aminomethyl)benzoeséure <N | —
| N
: 59
HN/\©\
N
</ :ﬁ\N COOH
P
N
| " R-
R
60

Abb. 29. Syntheseroute B: Darstellung von 58, 59 und 60

Syntheseroute C beinhaltet die Umsetzung von 54 mit Ethylendiamin zu 61
(Abb. 30). Die Reaktionstemperatur musste auf —20°C eingestellt werden, da es bei
héheren Temperaturen analog zu Route 1 zu einer heftigen exothermen Reaktion
kam, die zur Zersetzung der Reaktionspartner fihrte. Das Uberschissige
Ethylendiamin wurde durch Destillation im Hochvakuum entfernt. Als néachster
Reaktionsschritt sollte das freie primare Amin 61 so derivatisiert werden, dass
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anschlieBend eine Umsetzung mit den BODIPY-Aminen mdglich ist. Die direkte
Umsetzung von primaren Aminen mit Anhydriden flhrt nicht zu den entsprechenden
Carbonsauremonoamiden, sondern ergibt die entsprechenden Imide.?? Als
Alternative bot sich die Darstellung eines Monoesters einer Dicarbonsaure an, um die
zweite freie Saurefunktion mit dem primaren Amin 61 zu verknutpfen. Eine geeignete
Substanz schien Bernsteinsduremonobenzylester (62) zu sein, da Benzylester
anschlieBend leicht durch Reduktion zu spalten sind. Die literaturbekannte
Verbindung war durch die Reaktion von Bernsteinsdure mit Benzylalkohol in
Gegenwart von Dimethylaminopyridin zugénglich.'® Die Verknipfung von 61 mit
dem Bernsteinsauremonobenzylester (62) konnte durch Umsetzung mit 2-(7-Aza-1H-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium (HCTU)/1-Hydroxybenzotriazol (HOBT)
in Dimethylformamid durchgefihrt werden. Nach saulenchromatographischer

Aufreinigung konnte 63 erhalten werden (Abb. 28).

Cl /\/NH2
HN

—>
N -20°C
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61
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54 O)J\/\COOH
62

HCTU/HOBT/DIPEA

]

NNN

(0]

R
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Abb. 30. Syntheseroute C: Darstellung von 61 und 62

Die Umsetzung erfolgte mit nur maBigen Ausbeuten (12%), so dass die

Weiterentwicklung der Syntheseroute B praferiert wurde. Zunachst wurde 59 in einer
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Modellreaktion mit Phenylbutylamin umgesetzt, um optimale Versuchsbedingungen
fur die Verknipfung der Carbonsaure 59 mit einem BODIPY-Amin zu entwickeln. Die
besten Ergebnisse lieferte die Reaktion mit den Kupplungsreagenzien HCTU/HOBT
in Gegenwart von Hinig-Base in trockenem Dimethylformamid in einer
Argonatmosphére. Die Aufreinigung war mit Hilfe klassischer Sdulenchromatographie
erfolgreich. Produkt 64 konnte mit 19 %iger Ausbeute dargestellt werden (Abb. 31).
Die  Modellsubstanz ~ zeigte in Radioligand-Bindungsstudien ~ gunstige
pharmakologische Eigenschaften. Sie besitzt eine hohe Affinitdt zum A;AR und hohe
Selektivitaten gegeniber den anderen Adenosinrezeptorsubtypen (s. Kapitel 5.2.5.)

</N X HCTU/HOBT/DIPEA /N
' ) Phenylbutylamin <N
| " |
R 59 R
HN/H}COOH
N HCTU/HOBT, DIPEA
</ | X\ CTU/HOBT/ </
32
P
T N
R 59

Abb. 31. Darstellung der Modellsubstanz 63 und der fluoreszenzmarkierten Adenosin-
A:-Rezeptor-Agonisten 64 und 65
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Die Reaktionsbedingungen lieBen sich auf die Darstellung der BODIPY-gekuppelten
Liganden Ubertragen. Die Umsetzung von 58 mit 32 konnte zwar mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie nachvollzogen werden, es war aber nicht méglich, das
Produkt in reiner Form zu isolieren. Die Auftrennung durch klassische
Saulenchromatographie war durch die sehr dhnlichen Ri-Werte von 32 und dem
Produkt nicht mdglich, so konnten nur Gemische isoliert werden. Die Trennung
mittels Reversed-Phase-Chromatographie ist ebenfalls nicht méglich, da 32 in dem
verwendeten Eluenten Wasser praktisch unléslich ist. Die Aufreinigung von 65 und
66 konnte durch klassische Saulenchromatographie und anschlieBende Fallung aus
Ethanol durch Zugabe von Petrolether und Diethylether erfolgen. Die Substanzen 65
und 66 konnten damit in hoher Reinheit und mit maBigen Ausbeuten (10-15 %)

dargestellt werden.

5.2.5. Pharmakologische Eigenschaften
Die neu entwickelten Verbindungen wurden in Radioligand-Bindungsstudien an

Rattenhirn A;- und Aza- Adenosinrezeptoren mit [H]-Cyclopentyladenosin (CPA)
bzw. [*H]3-(3-Hydroxypropyl)-7-methyl-8-(m-methoxystyryl)-1-propagylxanthin (MSX-
2) als Radioliganden getestet. Zusatzlich wurden alle Verbindungen an humanen
rekombinanten As-Adenosinrezeptoren mit dem Ags-selektiven antagonistischen
Radioliganden [*H]2-Phenyl-8-ethyl-4-methyl-(8R)-4,5,7,8-tetrahydro-1H-imidazo-
[2,1-purin-5-on (PSB-11) untersucht. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der
Radioligandbindungsstudien aller neu synthetisierten Liganden zusammengefasst.
Der Fluorophor wird vom A{AR gut toleriert. Die Verbindungen 65 und 65 zeigen in
Radioligand-Bindungsstudien hohe Affinitdten zum A;AR. Die freien Carbonsauren
weisen deutlich geringere Affinitdten gegeniber dem A{AR als die entsprechenden
Amide auf. Die Einfihrung eines BODIPY-Restes erhdht die Affinitdt der
Verbindungen um den Faktor 35 (vgl. 59 und 65 bzw. 60 und 66). Die dargestellte
Modellsubstanz 64 besitzt eine geringere Affinitdt als die mit einem BODIPY
markierte Substanz 65. Beide fluoreszenzmarkierten Derivate verfligen Uber eine
ausreichende Selektivitat gegentber dem A2aAR und dem A3AR. Substanz 65 besitzt
eine 50fache Selektivitdt gegenlber dem A-aAR und eine 295fache Selektivitat
gegentber dem AzAR. Verbindung 66 ist mit 262facher Selektivitat gegentber dem
A2xAR und 177facher Selektivitat gegentber dem A3AR noch selektiver
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Tabelle 3. Rezeptor-Affinitaten der Edukte und der Fluoreszenz-Liganden

R R

1 2
T

Ki + SEM [nM] (oder Inhibition in % bei
Konzentration 10 uM, n = 3)
Verbindung R R As Az As
Ratte Ratte Mensch
[*H]JCCPA | [PHJMSX-2 | [*H]PSB11
> 10000 > 10000
58 -(CHy)s- -OH 671 + 51 (20 + 14) (35 +7)
> 10000 > 10000
59 -(CHy)s- -OH 517 + 68 (29 + 4) (27 +10)
60 -CH,-CeHs- -OH 1020+ 110 | > 10000 > 10000
(30 + 13) (12 £6)
65 -(CHy)s- -NH-(CHo)s-FI | 14.7£22 | 710+150 | 4320 + 850
66 -CHx-CeHs- | -NH-(CHp)s-FI | 28.3%59 |[7420+1430| 5010+ 120
64 (CHz)s- | -NH-(CH,)4-CeHs | 56.7 + 11,3 | 7540 + 1610 | 3530 * 270
63 ~(CHp)a"NH- | ~(CHy)o-CHa-CeHs | 450 + 24 > 10000 > 10000
(16 +9) (26 + 8)

Der Einsatz von [*°*S]GTPyS-Radioligand-Bindungsstudien ist eine Methode, um die
Funktionalitéat eines Liganden in einem Rezeptorsystem zu untersuchen. Rezeptor-
Liganden konnen aufgrund ihrer intrinsischen Aktivitat in Vollagonisten, Partial-
Agonisten, neutrale Antagonisten und inverse Agonisten unterteilt werden.
Vollagonisten fuhren konzentrationsabhéngig zu einer maximalen Stimulierung der
[*°S]GTPyS-Bindung. Partial-Agonisten vermitteln einen im Gegensatz zum Voll-
agonisten abgeschwachten stimulierenden Effekt. Neutrale Antagonisten zeigen
keinen Effekt auf die [**S]GTPyS-Bindung. Inverse Agonisten inhibieren
konzentrationsabhangig die Radioligand-Bindung und senken diese unter den
Basalwert ab (Abb. 32).126:127
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Abb. 32. Kurvenverlaufe bei einer [*>°S]GTPyS-Bindungsstudie

Die neu synthetisierten Substanzen wurden in [*S]GTPyS-Radioligand-

Bindungsstudien untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4. Ergebnisse der GTPyS-Experimente an humanen A;-Rezeptoren

Substanz [10 | \;. Effekt der spez. Bindung von [*SS]GTPYS relativ zum Basalwert
M (=100 %) + SEM [%]
66 455 + 57
65 469 + 35
64 398 * 21
59 415 + 36
60 262 £ 80
58 354 + 97
63 319162
CPA (Vol-
conich 416 + 30
DPCPX
(inverser 46 x4
Agonist)
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Die Ergebnisse zeigen, dass beide Verbindungen 65 und 66 Vollagonisten am AAR
sind. Damit konnten hochpotente, selektive Vollagonisten am A;AR dargestellt
werden, die den bisher publizierten Fluoreszenzliganden Uberlegen sind. Erste
Zellversuche mit einem Fluoreszenzmikroskop ergaben sehr gute Bilder von der

Distribution der Rezeptoren auf Zellmembranen.
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5.3. Adenosin A;,-Rezeptoren

Der AssAR konnte aus verschiedenen Spezies kloniert werden. So wurde die

8 ® menschlichen

Klonierung aus der Schilddriise von Hunden,'®® aus Rattenhirn,'?
Hippocampuszellen'® und Meerschweinchenzellen'™' beschrieben. Der humane
AonAR besteht aus 410 Aminosauren und hat dadurch mit 45 kDa eine hdhere
Molmasse, als die anderen Subtypen der Adenosinrezeptoren (36-37 kDa).®®> Der
Rezeptor besitzt eine deutlich langere C-terminale Domé&ne, was jedoch keinen
Einfluss auf die Interaktion mit dem Gs-Protein hat.'®® Es besteht eine hohe
Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz zwischen den einzelnen Spezies. So
zeigen die A2pAR aus Rattenhirn und aus dem menschlichen Hippocampus eine

Sequenzilbereinstimmung von 84 %.%°

5.3.1. Strukturen von Adenosin-A;s-Rezeptor-Agonisten
In  Versuchsreihen zeigten Adenosinverbindungen, die einen 2-Aminoalkyl-,

2-Alkoxy-, 2-Alkylthio- oder 2-Alkynyl-Substituenten tragen, hohe Affinitdten und
Selektivitaten zum A2aAR. Generell gilt, dass Adenosinverbindungen, die Uber ein
Heteroatom mit einer lipophilen Gruppe, wie z.B. Phenylethyl oder Cyclohexylethyl
verkniipft sind, Giber hohe Affinitaten und Selektivitaten verfigen.'®® Verbindungen,
die mit gréBeren funktionellen Gruppen substituiert werden, verzeichnen einen
deutlichen Affinitatsabfall am AzsAR. Wurde die Aminogruppe durch eine
Hydrazin-Gruppe ersetzt, fihrte dies nicht zu einer deutlichen Verédnderung der
Selektivitaten und Affinitdten. Binodenoson (67) mit einem Ki-Wert von 270 nM ist
eine Adenosinverbindung, die dem oben beschriebenen Substitutionsmuster
entspricht (Abb.33).

NH,

67

Abb. 33. Binodenoson, ein selektiver A;,AR-Agonist



Fluoreszenzmarkierung von Adenosinrezeptorliganden: Aza-Agonisten 64

Viele der publizierten A;aAR-Agonisten sind neben der Substitution in Position 2
zuséatzlich in Position 4 mit einer Ethylcarboxamido-Gruppe (NECA-Derivate)
substituiert. Die Einfihrung dieser Ethylcarboxamidogruppe erhéht die Affinitat
verglichen mit den entsprechenden Adenosinderivaten. CGS21680 (68, K; 27 nM) ist
ein moderat affiner A,aAR-Agonist mit einer 140fachen Selektivitdt gegentiber dem
A1AR. Diese Verbindung wird als Standardagonist in Radioligandbindungsstudien
verwendet. ATL-146e (69, K; 0,5 nM) besitzt eine héhere Affinitat als CGS21680,
eine 125fache Selektivitdt gegenlber dem A;AR und eine 90fache Selektivitat
gegenlber dem AsAR. Die Substanz besitzt an allen AR Affinitadten im nanomolaren
Bereich (Abb. 34).

NH,
COOH
\ N
)\
N N
H
68 CGS21680
NH,
\ N
OCOCHj

/

N %
69 ATL-146e

Abb. 34. A,,AR-Agonisten mit Substitution in Position 2 und 4’

Eine Substitution in Position N° fiihrt in den meisten Fallen zu potenten A;AR- und
AsAR-Agonisten. Die Substitution sowohl in Position 2 als auch in Position 6 flihrt zu
keinen additiven Effekten.' In der Literatur sind viele A2aAR-Agonisten beschrieben,
es existieren zur Zeit jedoch keine Verbindungen, die gleichzeitig Uber eine hohe
Affinitat fir den A-aAR verfigen und eine sehr hohe Selektivitdt gegentber den
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dbrigen AR-Subtypen besitzen. In Abb. 35 ist ein allgemeines Pharmakophor-Modell
t.112

abgebilde

Keine Substitution

~

NH,

Ro

-CH,OH (Adenosin)
-CONHC,H5 (NECA)
Generell: CONHR3

Ri <«— R, = volumindser Substituent

OH OH

Abb. 35. Pharmakophor-Modell von A;,AR-Agonisten

5.3.2. Problemstellung
Zurzeit existiert kein affiner, selektiver fluoreszenzmarkierter AxpAR-Agonist. Ziel

dieses Teilprojektes war die Verknldpfung eines Adenosinderivates mit einem
BODIPY-Derivat, um einen fluoreszenzmarkierten A-a-Agonisten zu erhalten.

5.3.3. Darstellung fluoreszenzmarkierter Asa-Liganden
Bei der Planung der Syntheseroute flr die Entwicklung des Liganden préaferierten wir

als Ausgangssubstanz Adenosin und nicht das 5’-funktionalisierte NECA-Derivat. Der
Vorteil liegt in der Ubertragung der ersten Schritte aus dem A;AR-Liganden-Projekt.
Fir die Darstellung eines affinen, selektiven AzaAR-Agonisten ist es dem
Pharmakophor-Modell entsprechend notwendig, das Adenosin in Position 2 zu
substituieren. Diese Substitution gelingt mit der Umsetzung eines in Position 2 mit
einem Halogenatom substituierten Adenosin-Derivats mit einem entsprechenden
Amino-funktionalisierten BODIPY-Derivat. Eine Synthese von 2-lodadenosin 70
wurde in unserem Arbeitskreis entwickelt. Der Versuch 2-lodadenosin 70 mit dem
BODIPY-Derivat 29 zu verknlpfen fuhrte jedoch nicht zu Produkt 71. Eine mdgliche
Ursache liegt in der Tatsache, dass die Reaktion des 2-lodadenosins mit einem
Amino-funktionalisierten Derivat einen hohen Uberschuss des Amins erfordert. Aus
Praktikabilitatsgriinden ist dies mit einem BODPY-Derivat nicht méglich. Ein weiterer
Grund liegt in dem Reaktionsmechanismus der durchgefihrten Reaktion. Dabei wird
das lod durch einen nukleophilen aromatischen Angriff des Amins substituiert. Bei
dieser Substitution sinkt die Abgangsgruppenqualitdt von Fluor zu lod. Der lod-
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Substituent stellt demzufolge die schlechteste Abgangsgruppe bei dieser Reaktion
dar. Zu einer Verbesserung sollte die Umsetzung mit dem entsprechendem 2-
Chloradenosin (72) fuhren (Abb. 36).

</ x% </fx

70
NH, .
N X
{ fx
T N/ cl
R

72

Abb. 36. 2-lodadenosin und 2-Chloradenosin als mégliche Ausgangsverbindungen fir

die Fluoreszenzmarkierung
2-Chloradenosin ist kommerziell erhaltlich, der Einsatz fiir den praparativen MaBstab
verbietet sich aber auf Grund des hohen Preises (25 mg / 52.90 €). Zunachst wurde

eine Syntheseroute entwickelt, um 2-Chloradenosin in hoher Reinheit darzustellen.

5.3.3.1. Darstellung von 2-Chloradenosin

Als Ausgangsmaterial wurde das kommerziell erhaltliche Guanosin-Monohydrat (73)
verwendet. Um das reine Guanosin zu erhalten, wird 73 fir einige Stunden bei 120°C
getrocknet. Die getrocknete Substanz wird in trockenem Acetonitril suspendiert.
Durch Zugabe von Acetylchlorid und Ethyldimethylamin werden die Hydroxyl-
Gruppen der Ribose geschitzt. Dabei kann 74 in hohen Ausbeuten (76 %) erhalten
werden. Den nukleophilen Austausch des Sauerstoffatoms durch einen Chlor-
Substituenten in Position 6 zu 75, erfolgt durch Zugabe von Phosphoroxychlorid und
Tetraethylammoniumchlorid. Fir die erfolgreiche Durchfiihrung dieser Reaktion ist es
unbedingt erforderlich, 74 und Tetraethylammoniumchlorid vorher bei 140°C zu
trocknen, und frisch destilliertes Phosphoroxychlorid zu verwenden (Abb. 37).
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Abb. 37. Darstellung von 73 und 74: Einfuhrung der Schutzgruppen und nukleophiler
Austausch eines Sauerstoffatoms durch ein Chloratom

Die besten Ausbeuten (48%) konnten bei dieser Reaktion erreicht werden, indem auf
ein Lésungsmittel verzichtet wurde und die Entfernung des Phosphoroxychlorids
unter milden Bedingungen (40°C, Vakuum) erfolgte. Bei der Darstellung von 2,6-
Dichlor-2",3",5 -triacetylribofuranosylpurin (76) wird durch Zugabe eines Nitrits zu 75
intermediar ein Diazoniumion generiert, das durch Zugabe von Chlorid-lonen zu dem
entsprechenden Produkt 76 reagiert. Diese Reaktion ist unter dem Namen
Sandmeyer-Reaktion bekannt, bei der durch Zugabe von Natriumnitrit und
Kupferchlorid aromatische Amine in die entsprechenden Chloride tberfiihrt werden.®
Die Verwendung der kauflich erwerbbaren Nitritsalze Natrumitrit und Isopentenylnitrit
mit verschiedenen Kupfersalzen fihrte nicht zu einer Umsetzung. Robins et al.
publizierten die Synthese solcher Analoga durch Verwendung von
Benzyltriethylammonium- (BTEA-) Nitrit in hohen Ausbeuten.'® Das Reagenz ist
kommerziell nicht erhéltlich und musste hergestellt werden. Eine einfache Methode
stellt die Verwendung eines Anionenaustauschers dar, bei dem das Chlorid-lon des
kommerziell erhéltlichen BTEA-Chlorids durch ein Nitrit-lon ausgetauscht wird. Wird
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75 unter EiskUhlung und unter wasserfreien Bedingungen mit dem hergestellten
BTEA-Nitrit umgesetzt und werden als Chloridquellen Acetylchlorid und
Dichlormethan eingesetzt, SO entsteht das 2,6-Dichlor-2,3",5"-
triacetylribofuranosylpurin 76 in guten Ausbeuten (68%) (Abb. 38).

Gl

Acetylchlorid, BTEA-NO,

v

NH»

CH,CI
AcO 2v2 AcO
c

75

76

Abb. 38. Darstellung von 2,6-Dichlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin 75

Die Synthese des 2-Chloradenosins erwies sich als schwieriger als erwartet. Die
Umsetzung mit ammoniakalischer Methanol-Losung flhrte nicht zu dem
gewulnschten Produkt, sondern zu einem Produktgemisch. Als Hauptprodukt konnte
das Methoxyderivat 77 isoliert werden (Abb. 39).

cl OCH;
\ N
/
N Gl 7N-NHg in Methanol c
AcO ’ o
76 77

Abb. 39. Umsetzung von 75 mit 7N-NH; in Methanol

Den Durchbruch brachte die Umsetzung mit ammoniakalischer Ethanol-Lésung.
Wurde mit einem groBen Uberschuss gearbeitet, so konnten gleichzeitig die
Schutzgruppen abgespalten werden. Die saulenchromatographische Auftrennung
lieferte Produkt 72. Spektroskopische Untersuchungen zeigten eine Verunreinigung,
die als das bei dieser Reaktion anfallendem Acetamid (78) identifiziert werden
konnte. Dieses entsteht durch den nukleophilen Angriff des Ammoniaks auf die
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Carbonylkohlenstoffatome der Schutzgruppen. Daraus resultieren das ungeschitzte
Adenosin-Derivat und drei Aquivalente Acetamid. Die anschlieBende Umsetzung mit
dem BODIPY-Derivat 21 flhrte nicht zu dem gewunschten Produkt 79, sondern zu
einer Umamidierung und der Isolierung von 80 (Abb. 40).

Cl
NH,
N \ N
(0]
</ :ﬁ\)\ NH; in EtOH /N Y
N N/ ¢l HaN : < | )\
2 N

AcO. N Cl

78 R 72

H . : of
21, TEA, MW: 20 min, 100°C 21, TEA, MW: 20 min, 100°C

Y

Abb. 40. Synthese eines fluoreszenzmarkierten potentiellen Adenosin- A,,-Rezeptor-
Agonisten

Da die Aminokomponente nicht wie (blich in einem hohen Uberschuss eingesetzt
werden konnte, da fiir den benétigten Uberschuss 2 g BODIPY-Derivat notwendig
waren, was aus Praktikabilitdtsgrinden nicht akzeptabel ist, zeigte sich die
Notwendigkeit, 2-Chloradenosin in hoher Reinheit darzustellen. Die mehrmals
durchgefihrte saulenchromatographische Trennung flhrte zu einem hohen
Substanzverlust, so dass diese Mdbglichkeit verworfen wurde. Als optimale
Reinigungsmethode erwies sich zunachst eine sdulenchromatographische Trennung

an Normalphase mit dem Eluenten Dichlormethan : Methanol (9:1) und eine
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anschlieBende HPLC-Trennung, wobei zunachst 20 min isokratisch mit Wasser :
Methanol (90:10) gespdlt wurde, um das Acetamid zu entfernen. AnschlieBend wurde
ein Gradient gefahren (innerhalb von 30 min von Wasser : Methanol (9:1) zu 100%
Methanol), wodurch 72 in hoher Reinheit und mit maBiger Ausbeute (12 %) erhalten
werden konnte. Aus diesem Grund wurde auf die Umsetzung von 72 mit einem
BODIPY-Derivat verzichtet und auf das verfugbare Thioadenosin zurtickgegriffen, um
das Adenosin-Derivat Gber einen Thioether mit dem BODIPY-Derivat zu verkntpfen.

5.3.3.2. Fluoreszenzmarkierung von 2-Thioadenosin

In unserem Arbeitskreis wurde die Synthese von 2-Thioadenosin beschrieben und
durchgefiihrt.'® Ein interessanter Ansatz war die Reaktion von 2-Thioadenosin mit
dem BODIPY-Alkylbromid 22, die zu einer VerknUpfung als Thioether flihren sollte.
Die Umsetzung erfolgte zunachst in einem Ethanol/Wasser-Gemisch unter Zugabe
von Natriumhydroxid. Es konnte das gewinschte Produkt isoliert werden, allerdings
in nur geringer Ausbeute (1,4 %). Eine Verbesserung ergab die Reaktion von 81 mit
22 in Dimethylformamid durch Zugabe von Natriummethanolat bei Raumtemperatur.
Die saulenchromatographische Aufreinigung ergab Produkt 82 in guten Ausbeuten
(48 %) (Abb. 41).

- fx - fx

81 82

Abb. 41. Darstellung eines potententiellen fluoreszenzmarkierten Adenosin- Ajs-
Rezeptor-Agonisten

5.3.4. Pharmakologische Eigenschaften
Das Produkt 82 zeigte in Radioligand-Bindungsstudien keine Affinitdt zu den

Adenosinrezeptoren. Die Einfihrung des volumindsen BODIPY-Restes in Position 2
des Adenosins fuhrte zu einem Verlust der Bindungsféhigkeit. Da die Verknlpfung
von 2-Chloradenosin 72 mit dem BODIPY-Derivat 22 nur zu einer analogen
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Verbindung mit NH- statt S-Verknipfung geflihrt hatte und diese Veranderung keinen
Einfluss auf die Aktivitdt haben dirfte, wurde von einer weiteren Bearbeitung
abgesehen. Dieses Ergebnis zeigt die Schwierigkeiten bei der Darstellung und der
pharmakologischen Anwendung von fluoreszenzmarkierten Liganden. Die
Einfihrung eines BODIPY-Restes in einen Liganden kann zu einer Verbindung
fOhren, die nicht mehr in Bindungstaschen von Rezeptoren oder aktive Zentren von

Enzymen passt, da ein volumindser Rest eingefihrt wurde.
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5.4. Adenosin-Aog-Rezeptoren

Adenosin-Azs-Rezeptoren wurden aus menschlichen Hippocampus-Zellen,'® Zellen

7 und aus Knochenmarkszellen der Maus'® kloniert. Der

aus dem Rattenhirn™
Rezeptor besteht aus 328 Aminoséauren (Mensch) und 332 Aminoséauren (Ratte). Der
A2sAR besitzt eine hohe Ubereinstimmung in der Aminosduresequenz zwischen den
einzelnen Spezies. So zeigen die AxAR aus Rattenhirn und aus dem menschlichen

Hippocampus eine Sequenziibereinstimmung von 86 %.%°

5.4.1. Adenosin-A,g-Rezeptor-Antagonisten
Alkylxanthine sind klassische Antagonisten an Adenosin-Rezeptoren. Die naturlich

vorkommenden Xanthinderivate Theophyllin (83) und Coffein (84) besitzen
antagonistische Wirkung an AxsAR."*® Der Austausch der Methylgruppen in Position
1 und Position 3 durch einen n-Propylsubstituenten fihrt zu einer 15fachen
Affinitatssteigerung.’*® Die Prasenz von nur einer n-Propylgruppe erhdht die Affinitat
am AzAR gegeniber dem Theophyllin um den Faktor 2."*" Die Einflihrung eines
Substituenten in Position 8 fuhrt zu einer deutlichen Affinitatssteigerung der
Substanzen. 1,3-Dialkyl-8-phenylxanthine besitzen einen Ki-Wert im nanomolaren
Bereich, aber nur geringe Selektivitat gegeniiber dem A;AR.'* Die Einfiihrung eines
polaren Substituenten in die para-Position des 8-Phenylringes verringert geringfligig
die Affinitat, erhdht aber deutlich die Selektivitat der Substanzen. Die Verbindungen
PSB-53 (85), PSB-1115 (86), und XCC (87) besitzen eine hohe Selektivitat: (PSB-53:
20fach, PSB-1115: 41fach und XCC: 4fach) fir AsAR gegentiber A;AR (Abb.
42).139,143

NN N
LS

R21
83 Theophyllin: Ry, R, = CH3; Rg=H 85 PSB-53
84 Coffein: Ry, Ry, Rz = CH3

OO

86 PSB -1115 87 XCC

Abb. 42. A,gz-Rezeptorantagonisten
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Im Jahre 2004 publizierten Hill et al. die Synthese des fluoreszenzmarkierten A;AR-
Antagonisten XAC-BY630 (88) aus den kommerziell erhaltlichen A{AR-Antagonisten
XAC und dem von Molecular Probes erworbenen BODIPY 630/650-X-
succinimidylester. Der fluoreszenzmarkierte Ligand zeigte sowohl in funktionellen
Assays als auch in Radioligandbindungsstudien eine 10fach geringere Affinitat als
das unmarkierte XAC."** Sven Freudenthal veréffentliche 2002 in seiner Dissertation
die Synthese, die spektroskopischen und pharmakologischen Eigenschaften des
fluoreszenzmarkierten AzsAR-Antagonisten 89 (Abb. 43).%’

O,

NH

o)

XAC-BY630'"°
A Kp = 152 nM
Agp kA
Ass kA
) As kA
/\/\N H
L0
N \_.{
N
HN
89144
A K =45 nM
A2A Ki =102 nM
AZB Ki =20,5 nM

Az K =485nM

Abb. 43. BODIPY-markierte Adenosinrezeptor-Antagonisten

Der synthetisierte AogAR-Antagonist 89 besitzt mit einem Ki-Wert von 20,5 nM eine
hohe Affinitat fir den AssAR.'*

5.4.2. Problemstellung
Sven Freudenthal entwickelte die Synthese eines fluoreszenzmarkierten AgsAR-

Antagonisten. Durch die unterschiedlichen Kettenlangen der Amino-BODIPY-
Fluorophore (Kapitel 4.2.) sollen fluoreszenzmarkierte Liganden synthetisiert werden,
um die optimale Kettenlange in Bezug auf Affinitat und Selektivitat zu bestimmen. Als
Liganden wurden die in unserem Arbeitskreis entwickelten selektiven AsAR-
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3145 Zusatzlich sollte XCC  (87)

fluoreszenzmarkiert werden (Abb. 44). Zunachst wurden in Modellreaktionen die

Antagonisten 90 und 91 verwendet.

Liganden 90 und 91 mit Aminoalkylphenolen umgesetzt, um Substanzen zu erhalten
die ahnliche sterische Anspriiche besitzen wie die entsprechenden BODIPY-

markierten Strukturen.

\/\N)iH
LI~
. 90
/\/\N)iﬂ
POV, )
4 91
T XA~

87

Abb. 44. A,zsAR-Antagonisten, die mit BODIPY-Derivaten fluoreszenzmarkiert werden

sollen

5.4.3. Darstellung fluoreszenzmarkierter Asg-Liganden

Die Darstellung der Modellsubstanzen 92-95 gelang durch die Umsetzung von 90 mit
Aminoalkylphenolen unterschiedlicher Kettenlange in Dimethylformamid unter Zusatz
von Chlorameisensaureisobutylester und N-Methylmorpholin. Dabei wurde zun&chst
intermediar ein gemischtes Anhydrid gebildet, das in Reaktion mit dem zugesetzten
Amin tritt (Abb. 45).
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Abb. 45. Darstellung von Modellsubstanzen

Die gewilnschten Modellverbindungen waren leicht in guten Ausbeuten erhaltlich.
Der Vorteil dieser Reaktion gegenlber dem urspringlich verwendeten
Kopplungsreagenz EDC®' liegt in hdheren Ausbeuten und kilrzeren Reaktionszeiten
(3 h gegenlber 24 h). In Tabelle 5 werden die Ergebnisse aus den Radioligand-
Bindungsstudien dieser Verbindungen zusammengefasst.
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Tabelle 5. Ergebnisse der Radioligand-Bindungsstudien der Modellsubstanzen

Ki + SEM [nM] (oder Inhibition in % bei 10 uM, n=3)
Verbindung| n Aq Axn As
Ratte Ratte Mensch
[°*H]CPA [PHIMSX-2 [*H]PSB-11
> 10000
92 1 27,2+41 (46 + 4) 266 * 61
> 10000 > 10000
93 2 7,85 + 2,46 (33 + 1) (46 + 2)
> 10000
94 3 35,3+5,7 (38 + 3) 2990 * 440
95 4 29,6 £4,0 498 + 132 1410 = 230

Die Substanzen zeigen wie erwartet nur moderate Affinitaten am AsAR und keine
Affinitdt zum AxaAR. Die Werte am A;AR liegen im niedrig nanomolaren Bereich. Die
Daten fur den AzsAR fehlen noch, da zur Zeit ein neues Testsystem aufgebaut wird.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass dhnliche Strukturen hohe Ki-Werte am A,sAR
besitzen.®' Die Darstellung der fluorezenzmarkierten Liganden 96 bis 101 konnte mit
Hilfe der oben beschriebenen Methode mit zufrieden stellenden Ausbeuten
durchgefihrt werden (Abb. 46). Die Substanzen konnten mit Hilfe klassischer
Saulenchromatographie mit dem Eluenten Dichlormethan : Methanol (40:1) in hoher
Reinheit erhalten werden. Eine Erh6hung der Polaritat des Eluenten flhrte zu stark
verunreinigten Fraktionen, da unter diesen Bedingungen die BODIPY-Amine
ebenfalls eluiert werden, so dass nur Stoffgemische erhalten wurden.
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Abb. 46. Darstellung von fluoreszenzmarkierten A,gAR-Antagonisten

Die Darstellung von 102 war mit Hilfe dieser Methode nicht mdglich, es konnte keine
Umsetzung beobachtet werden. Auch die Reaktion von 90 mit Chlorameisensaure-
isobutylester (CAIBE) und N-Methylmorpholin (NMM) mit dem BODIPY-Fluorophor
29 (n = 2) fohrte nicht zu dem gewlnschten Produkt. Betrachtet man den
Reaktionsmechanismus dieser Umsetzung, kdnnten zwei mdgliche Produkte
entstehen. Das intermediar gebildete Anhydrid 103 besitzt zwei Carbonylkohlenstoff-
atome, die beide von dem eingesetzten Amin angegriffen werden kénnen. Der Angriff
am Carbonylkohlenstoffatom A liefert das gewinschte Produkt und flhrte bei den
oben beschriebenen Verbindungen zur Bildung der Hauptprodukte. Bei der
Verwendung des BODIPY-Derivats 29 kann die kurze Alkylkette (n=2) zu einer
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sterischen Behinderung dieses Angriff flhren, wodurch der Angriff an
Carbonylkohlenstoffatom B préaferiert sein kdnnte. Dieser Angriff wirde zu Produkt
104 fiihren. Die angefertigten 'H und '*C Spektren konnten die Bildung von 104
bestatigen (Abb. 47).

104

Abb. 47. Konkurrenzreaktion bei der Darstellung von 106

Da unter den oben beschriebenen Reaktionsbedingungen die Darstellung der
Derivate 102, 105 und 106 (Abb. 48) nicht mdglich war, wurde eine Alternative
Darstellungsmethode verwendet. Die Umsetzung einer Carbonsaure mit den
Kupplungsreagentien HOBT und HCTU unter Zusatz eines tert. Amins (z.B. HUnig-
Base) mit einem primaren Amin ist in der Literatur beschrieben. Die Reaktion wird
unter wasserfreien Bedingungen in trockenem Dimethylformamid durchgefihrt. Dabei
wird zunachst durch Zugabe der Base die Carbonséure deprotoniert, nach wenigen
Minuten wird durch Zugabe von HCTU und HOBT die Aktivierung der Carbons&ure
vollzogen. Nachdem die gewlinschte Aminkomponente zugegeben wurde, konnten
nach 16-stiindigem Ruhren und saulenchromatographischer Auftrennung mit dem
Eluenten Dichlormethan : Methanol (40:1) die Derivate 102, 105 und 106 isoliert
werden. Mit Hilfe dieser Methode wurde ebenfalls Ligand 87 mit den BODIPY-
Aminen 30 und 32 fluoreszenzmarkiert zu den Produkten 107 und 108 (Abb. 48). Es
zeigte sich, dass diese Kupplungsreagentien zu héheren Ausbeuten fahrten als die

beschriebene Methode mit Chlorameisensaureisobutylester und N-Methylmorpholin.
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102 R, =Butyl, Ro=H n=10

Abb. 48. Darstellung der fluoreszenzmarkierten A,z AR-Antagonisten 102,105-108

Somit wurden drei verschiedene AzgAR-Antagonisten mit BODIPY-Derivaten
unterschiedlicher Kettenlange gekoppelt. In Tabelle 6 werden die Ausbeuten der neu

dargestellten fluoreszenzmarkierten Liganden zusammengefassen dargestellt.
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Tabelle 6. Ausbeuten der fluorszenzmarkierten Adenosin-Ayg-Liganden

Verbindung Methode Ausbeute
96 A 22 %
97 A 17 %
98 B 30 %
99 A 1%
100 A 30 %
101 A 14 %

A 0%
102

B 11 %

A 0%
105

B 40 %
106 B 11 %
107 B 46 %
109 B 26 %

* Anstelle von Produkt 105 wurde 104 isoliert.

5.4.4. Pharmakologische Eigenschaften
Die neu entwickelten Verbindungen wurden in Radioligand-Bindungsstudien an

Rattenhirn As- und Aza-Adenosinrezeptoren mit [*H]Cyclopentyladenosin (CPA) bzw.
[®H]3-(3-Hydroxypropyl)-7-methyl-8-(m-methoxystyryl)-1-propargylxanthin ~ (MSX-2)
als Radioliganden getestet. Zusatzlich wurden alle Verbindungen an humanen
rekombinanten As-Adenosinrezeptoren mit dem Ags-selektiven antagonistischen
Radioliganden [*H]2-Phenyl-8-ethyl-4-methyl-(8R)-4,5,7,8-tetrahydro-1H-imidazo-
[2,1-purin-5-on (PSB-11) untersucht. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse dieser
Untersuchungen aufgelistet. Die neu dargestellten Substanzen besitzen geringe bis
moderate Affinitdten am Aoa-Rezeptor. Dabei scheint Verbindung 108 die hdchste
Affinitat an diesem Rezeptorsubtyp zu besitzen. Der GroBteil der Verbindungen zeigt
bei einer Konzentration von 10 uM keinerlei Bindungsaffinitat zu diesem Rezeptor.
Die Verbindungen besitzen, bis auf Substanz 97, nur sehr geringe bis keinerlei
Bindungsaffinitdt zum Asz-Rezeptor. Die Affinitdten zum Ai-Rezeptor sind moderat bis
gut, vor allem die Verbindungen 108 und 98 besitzen mit Ki-Werten von 88.1 nM bzw.
77.9 nM recht hohe Affinitaten zum A-Rezeptor.
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Tabelle 7. Radioligand-Bindungsstudien von fluoreszenzmarkierten Adenosin-Agg-
Rezeptor-Antagonisten

Rin H
gexe sy
o%T / (

Rz

Ki + SEM [nM] (oder Inhibition in % bei 10 uM,

n=3)
Substanz| R R Az As
1 2 " As Azn Mensch | Mensch
3F{a‘[‘[e , Ratte PHIPSB- | PHIPSB-
PHIcPA | eHIMsX-2 | THIES "
>10000 | 167 | > 10000
105 [Propyl [ H o[ 2 | azzess | TP [ | TN
96 |Propyi| H | 3 | 16813 |2150+390 1(2f=125;'6 988 + 169
97 |pPropy| H | 4 | 178123 | 1570+ 280 2?}1:21)0 785 + 126
98 |Propyl| H | 5 |779+128] 47768 G(g * 254 4550+ 860

> 10000 9.3+£1.9 | 210000

99 | Propyl | H | 10} 227221 | "agy 5y | "n-2) | (404

> 10000 >10000
106 Butyl H 2 275 + 51 (18 + 1) >100 (42 + 2)

> 10000 41+0.7 | 210000

100 Butyl H 31382286 | mis6) | m=2) | (25:9)

> 10000 > 10000
101 Butyl H 4 431 +118 (14 + 5) >100 (17 + 1)
> 10000 > 10000
102 Butyl H 10 | 1340 + 287 (28 + 5) >100 (24 + 2)
> 10000 > 10000
107 Propyl | Propyl] 3 428 + 30 (13 + 4) n.d. (17 + 10)
108 Propyl | Propyl] 5 88.1 £8,5 337 +8 > 1 7?59?01

> 10000 372 £

90 Propyl H - ]145.1 £3™ (4 +3)"% = 1145 nd'*
1887 + 10.8 1192 +
91 Butyl H - 81 +43' 908145 g.3145 147145

87 Propyl | Propyl| - 58 +3'" nd 34 + 13" nd
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Diese Verbindungen besitzen im Vergleich zu dem von Hill et al. publizierten XAC
BY630 eine hdhere Affinitdt zu diesem Rezeptorsubtyp. Auf Grund der fehlenden
Daten von XACBY630 bezlglich der Aza-, Ass- und Az-Rezeptoren lassen sich keine
Selektivitaten vergleichen. In ersten Untersuchungen an humanen AzsAR zeigten die
Substanzen hohe Affinitaten. Die Verbindungen 98 und 100 waren mit Ki-Werten von
6.6 bzw 4.1 nM sehr affin. Verbindung 100 besitzt eine 95fache Selektivitat
gegenuber dem A;AR und hohe Selektivititen gegenlber dem AzAR und AxsAR.
Verbindung 98 ist mit 11facher Selektivitdit gegeniber dem A;AR und 72facher
Selektivitat gegenidber dem A-sAR nicht so selektiv, interessant ist die
Affinitatsteigerung durch die Einfihrung des BODIPY-Restes: So konnte die Affinitat
zum AosAR von 372 nM (90) auf 6.6 nM (98) erhdht werden. Die Steigerung der
Affinitdten konnte bei allen gelabelten Derivaten von 90 beobachtet werden. Die
Kettenlange scheint keinen Einfluss auf die Affinitat zum A2gAR auszutben, da keine
Anderung der K-Werte zu beobachten ist. Die pharmakologischen Ergebnisse
zeigen, dass hochpotente fluoreszenzmarkierte AsgAR-Antagonisten dargestellt
werden konnten, die den bisher publizierten Verbindungen beziglich Affinitat und
Selektivitat Gberlegen sind.
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6. Synthese eines BODIPY-markierten Fluoreszenzliganden
fur P-Glykoprotein
6.1. Einleitung
Ein grosses Hindernis bei der Behandlung von Tumorpatienten mit Hilfe der
Chemotherapie stellt die Multiple Drug Resistance (MDR) gegeniber Zytostatika dar.
Es sind diverse Wirkstoff-resistente Tumorarten bekannt, die eine Kreuz-Resistenz
zwischen strukturell verschiedenen Zytostatika entwickelt haben. Untersuchungen
haben gezeigt, dass MDR-Zellen einen energieabhangigen Ausstrom von Wirkstoffen
besitzen und es dadurch zu verminderten Wirkstoffanreicherungen in der Zelle
kommt. In Krebszellen wurde eine Uberexpression eines 170 kDa groBen
Plasmamembranproteins, des P-Glykoproteins (PgP) beobachtet. Dieses Protein
fungiert als ATP-abhangiger Transporter von hydrophoben Substanzen aus dem
Zellinneren hinaus. P-Glykoproteine wurden auch in gesunden menschlichen Zellen
gefunden; so konnte das Protein in vielen Epithelzellen und in verschiedenen
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen werden. Obwohl die
physiologische Bedeutung des P-Glykoproteins bisher noch nicht vollstéandig geklart

ist, wird vermutet, dass es die Zellen vor toxischen Stoffen schitzen soll.'#®

6.1.1. Aufbau des P-Glykoproteins

Durch eine Sequenzanalyse von PgP konnte es der Superfamilie der ABC-(ATP-
binding cassette) Proteine zugeordnet werden. Ein typischer Vertreter dieser
Superfamilie besteht aus vier Untereinheiten, jede mit sechs transmembranéaren
Segmenten (TM) und zwei Nucleotid-bindenden Domanen (NBDs), welche ATP
binden und hydrolysieren. Die Sequenzanalyse zeigte, dass der einzelne
Polypeptidrest sich in zwei Halften, bestehend aus sechs a-Helix-TM-Segmenten und
einer NBD anordnet (Abb. 49). PgP-Gene konnten aus Hamster, Maus und
menschlichen Zellen kloniert und sequenziert werden.

Das Pgp ist ein atypischer Membrantransporter, da es unspezifisch gegenuber
hydrophoben Verbindungen ist. Hunderte verschiedener Strukturen, wie z.B.
Anthracycline (Daunorubicin), Vinca-Alkaloide (Vinblastin), Steroide (Dexamethason),
Hoechst-33342 oder Rhodamine-123 konnten bereits als Substrate identifiziert
werden (Abb. 50).
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Abb. 49. Struktur und topologisches Modell des PgP'*

Die Substrate interagieren sowohl mit dem Protein selber, als auch mit der
Lipidschicht der Biomembran. Dadurch ist die Verteilung des Wirkstoffes in der
Lipidschicht von besonderer Bedeutung.'*®

COOCH;

Rhodamin 123

Hoechst 33342
Abb. 50. Struktur der PgP-Substrate Hoechst 33342 und Rhodamin 123
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6.1.2. Transport von Wirkstoffen durch P-Glykoprotein

Das PgP besitzt nur eine geringe Affinitdt gegentber ATP jedoch eine hohe ATPase-
Aktivitdt. Wahrscheinlich flhrt eine Aktivierung der Bindungsstelle zu einer
Konformationsédnderung des Proteins, welche an die katalytische Stelle der NBD
weitergeleitet wird. Diese Anderung aktiviert vermutlich die ATPase, die durch
Hydrolyse von ATP die fir den Transport bendtigte Energie liefert. Der Transporter
interagiert direkt mit hydrophoben Substanzen und koénnte als eine Art
Wirkstoff-Flippase fungieren, die die Wirkstoffe von der inneren Seite der Membran
zu der auBeren Seite der Membran transportiert (Flip-Flop-Modell).
~,Chemosensitizers®, wie z.B. Verapamil und Reserpin sind Stoffe, die Pgp blockieren
und keine MDR ausbilden.’*” Eine Hypothese ist, dass sie als alternative Substrate
dienen, und es durch eine hohe spontane Flip-Flop-Rate zu einem nutzlosen

Kreislauf des Transporters kommt.'*®

6.1.3. Bindungsstellen am P-Glykoprotein

Obwohl die Literatur widersprichliche Daten hierzu enthalt, hat sich
herauskristallisiert, dass mehrere verschiedene Bindungsstellen am Pgp existieren
missen.? Shapiro et al. beschrieben 1997 die Existenz von zwei verschiedenen
Bindungsstellen: Eine, die so genannte H-Bindungsstelle, steuert den Ausstrom von
Hoechst-Derivaten, die andere, R-Bindungsstelle genannt, den von Rhodamin-
Derivaten. Die Autoren zeigten, dass Substanzen die eine hohe Selektivitat fir die H-
Bindungsstelle besitzen, den Ausstrom von Hoechst 33258 unterbinden und
gleichzeitig den Ausstrom von Rhodamin erhéhen. Die analoge Beobachtung konnte
auch im umgekehrten Fall gemacht werden. Substanzen die keine Selektivitat zu
diesen Bindungsstellen besitzen, hemmen sowohl den Ausstrom von Rhodamin als
auch den von Hoechst.'® 2000 beschriecben Martins et al. mit Hilfe von
Radioligandbindungsstudien vier weitere Bindungsstellen. Wahrscheinlich existieren
aber noch weitere unentdeckte Bindungsstellen am Pgp."® Alle Bindungsstellen
stehen durch einen allosterischen Informationsfluss miteinander in Verbindung. Es
wird vermutet, dass jede Bindungsstelle ein aktiven und einen nicht aktiven Status fur
seine Liganden besitzt und diese sich in einem Gleichgewicht befinden. Die
allosterischen Wechselwirkungen zwischen den Bindungsstellen scheinen dieses

Gleichgewicht zu beeinflussen.'®® ™
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6.1.4. Hoechst-Derivate mit hoher Affinitat zu P-Glykoprotein

Hoechst 33258 stellt chemisch betrachtet ein 2,6-Bis-benzimidazol-Derivat dar. Die
erste beschriebene Vollsynthese wurde 1974 von Loewe und Urbanietz
vorgestellt.”®? Durch sein grosses chromophores System stellt Hoechst 33258 zudem
einen Fluorophor dar, welcher ein Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzt und mit
UV-Licht angeregt werden kann (Abb. 51). Ziel bei der Entwicklung dieses Derivates
war es damals, neue chemotherapeutisch nutzbare Wirkstoffe darzustellen. Die
Struktur zeigte eine stark toxische Wirkung auf die Filarien der Baumwollratte.
Filarien sind Fadenwirmer (Filarioidea) deren Koérperlange je nach Art zwischen 2
und 50 cm schwankt.'®® Die Autoren beschrieben, dass sich diese Substanz sehr fest
an die DNA bindet und vermuteten in dieser Tatsache den Wirkungsmechanismus.'*?

HsC
\N/\\ )
P ~

OR

N

R = H Hoechst 33258
R = CH; Hoechst 33342

Abb. 51. Strukturen von Hoechst 33258 und 33342

Die Interaktion von Hoechst 33258 mit der DNA wurde ausfihrlich untersucht und
beschrieben.’* Hoechst 33258 stellt in der Tat ein Beispiel fiir einen kationischen
DNA-Binder dar."*'*® Die Substanz wird sehr schnell in die Zellen aufgenommen
und bindet dort sehr eng an den A-T-reichen Sequenzen der DNA. Dadurch inhibiert
Hoechst 33258 die Transkription spezifischer Gene.'®® Abb. 52 zeigt die Bindung der
Hoechst-Substanz an die kleine Furche der DNA, durch Bildung des Komplexes
zwischen Hoechst 33258 und dem Dodecamer d(CGCGATATCGCG),."*
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Abb. 52. Komplex zwischen Hoechst 33258 und d(CGCGATATCGCG),"**

Die starke Bindung von Hoechst 33258 an die DNA wird durch die rdumliche Struktur
der Substanz beglinstigt und scheint durch Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Adenin-N°- bzw. Thymidin-O*-Atomen der
DNA-Bindungssequenz und den beiden NH-Gruppen der Bisbenzimidazole des
Hoechst-Molekils, sowie durch hydrophobe Wechselwirkungen und elektrostatische
Anziehungskréfte stabilisiert zu werden.”® Die Anwendung als Zytostatikum kommt
auf Grund der hohen Toxizitat nicht in Frage, zudem zeigte die Substanz in In-Vivo-
Studien nur eine moderate Aktivitdit gegeniiber L1210-Leukamiezellen.'™ 1997
beschrieben Shapiro et al. die Bindungsstelle von Hoechst 33342 am P-Glykoprotein
und bezeichneten sie als H-Bindungsstelle.'*® Diese Bindungsstelle ist insofern
einzigartig, als sie Transport und regulatorische Funktionen kombiniert.'*® Die H-
Bindungsstelle besitzt allosterische Kommunikation mit den anderen Bindungsstellen.
Die Hoechst-Substanz besitzt viele verschiedene funktionelle Gruppen, die alle in die
Interaktion mit dem Protein involviert sein kénnen. Wichtige Strukturelemente sind
finf hydrophobe Zentren (Hy, Hi', H,, Hx' und Hs), vier Wasserstoff-
briickenakzeptoren (A1, Az, As und A4) und drei Wasserstoffbriickendonatoren (D4, D2
und D3)." Der genaue Pharmakophor der Hoechst-Substanz wurde 2004 von
Pajeva et al. untersucht, und mit Hilfe von Modelling-Versuchen wurden die
funktionellen Gruppen den entsprechenden Aminosduren des P-Gylkoproteins
zugeordnet (Abb. 53).14®
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Hoechst 33342

Abb. 53. Pharmakophor-Modell von Hoechst 33342 nach Pajeva et al.'*
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6.2. Verknipfung von Hoechst 33258 mit einem BODIPY-Derivat

6.2.1. Problemstellung
Hoechst 33258 (109) und seine Derivate sind, wie oben beschrieben, Fluorophore,

die energiereiches UV-Licht absorbieren (Absorptionsmaximum: 345 nm) und blaues
Fluoreszenzlicht emittieren (Emissionsmaximum: 478 nm)."® Fir Untersuchungen
der Bindung von Hoechst-Derivaten an die Bindungstasche kdnnen
fluoreszenzspektroskopische Methoden angewendet werden. Da die Hoechst-
Substanz durch ihr niedriges Absorptionsmaximum UV-Licht absorbiert, kann es zu
Stérungen der Messungen durch die Autofluoreszenz des Gewebes kommen. Um
dieses Problem zu umgehen, muss die Hoechst-Struktur so modifiziert werden, dass
sich ihr Emissionsmaximum bathochrom auf Wellenldngenzahlen gréBer als 500 nm
verschiebt. Eine daflrr erforderliche Erweiterung des chromophoren Systems kommt
nicht in Frage, da fanf hydrophobe Zentren fir die Wechselwirkung mit dem
Transporter erforderlich sind. Eine VergréBerung wurde, neben zusétzlichen
hydrophoben Zentren, eine deutliche Erhéhung der Lipophilie bedeuten. Was diese
Anderungen fiir die Affinitat bedeuten wiirden, I&sst sich nicht abschatzen. Eine
einfache Alternative ist die Verknipfung von Hoechst 33258 mit einem BODIPY-
Derivat, wodurch die neu dargestellte Substanz die spektroskopischen Eigenschaften

beider Fluorophore besitzen wirde.

6.2.2. Direkte Verknupfung von Hoechst 33258 mit BODIPY

Die direkte VerknUpfung von Hoechst 33258 mit einem BODIPY-Derivat kénnte
durch die Bildung eines Ethers erreicht werden. Ether lassen sich durch Reaktion von
Alkoholen mit Basen und Alkylhalogeniden darstellen. Im ersten Schritt wird aus
dem entsprechenden Alkohol mit Hilfe einer starken Base das Alkoholat hergestellt.
Dieses greift im zweiten Schritt im Zuge einer nukleophilen Substitution das partiell
positiv geladene Kohlenstoffatom des Alkylhalogenides an. Die direkte Umsetzung
des Alkohols mit Alkyhalogeniden in Gegenwart von Caesiumcarbonat in Acetonitril
oder Kaliumhydroxid in Dimethylsulfoxid wurde beschrieben.??

Ubertragen auf die darzustellende Substanz, wére dies die Darstellung des
Phenolates 110 mit Hilfe von elementarem Natrium, Caesiumcarbonat oder
Kaliumcarbonat und die anschlieBende Verknipfung mit einem BODIPY-Alkylbromid
zu 111 (Abb. 54).
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Abb. 54. Syntheseschema der direkten Verknlipfung von Hoechst 33258 mit einem

BODIPY-Derivat

Die direkte Umsetzung wurde in Anlehnung an die Literatur mit Caesiumcarbonat,®

Kaliumcarbonat'®’, Natrium sowie Natriumhydrid in verschiedenen L&sungsmitteln
(Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid) durchgefihrt. Es konnte keine Umsetzung
beobachtet werden. Anderungen der Reaktionsparameter (Raumtemperatur bis
Siedehitze, Mikrowellen-Bestrahlung) flhrten ebenfalls zu keinem zufrieden-
stellenden Resultat. Als ein groBes Problem dieser Reaktionen stellte sich die
unterschiedliche Léslichkeit der beiden Edukte heraus. Wahrend 109 eine hydrophile
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Substanz darstellt, die sehr gut in Alkoholen oder Wasser ldslich und in
Dichlormethan oder Chloroform praktisch unléslich ist, handelt es sich bei 25 um eine
lipophile Verbindung, die sich sehr gut in Dichlormethan 16st, aber in Wasser
praktisch unléslich ist. Auch die Verwendung von Dimethylsulfoxid als Lésungsmittel
fihrte zu keiner Verbesserung der Umsetzung. Drastische Bedingungen verboten
sich, da 25 in basischem Milieu eine beginnende Zersetzung zeigt und nach einer
Umsetzung mit 109 und Kaliumhydroxid in Wasser bei 100°C nicht mehr
nachgewiesen  werden konnte. Alkohole kommen auf Grund von
Konkurrenzreaktionen als Losungsmittel nicht in Frage.

6.2.3. Verknupfung uber einen Spacer

Su et al. verbffentlichten 2002 die Reaktion von Hoechst 33258 mit
4-Brombuttersaureethylester zu 112 und spalteten anschlieBend im Alkalischen die
Esterfunktion zu 113. Die daraus resultierende Carbonsaure konnte mit Hilfe von
Triphenylphosphin und 2,2-Dithiopyridin in DMF mit einer eine Aminogruppe
tragenden Struktur verkniipft werden.’® Da Amino-funktionalisierte BODIPY-
Strukturen zur Verflgung stehen, wurde diese Vorschrift aufgegriffen (Abb. 55). Als
ein wesentlicher Vorteil ist die Tatsache anzusehen, dass die Darstellung eines
Ethers harte Bedingungen erfordert und die empfindliche BODIPY-Struktur erst in
den nachsten Schritten durch eine Verknlpfung mit der freien Carbonsaure 113
unter milden Reaktionsbedingungen eingefihrt werden koénnte (Abb. 55). Die
beschriebene Reaktion flhrte jedoch unter den angegebenen Bedingungen zu keiner
Umsetzung. Zwar konnten durch eine RP-Dldnnschichtchromatographie zwei
Substanzflecke nachgewiesen werden und dies durch analytische HPLC bestatigt
werden, setzte man allerdings die Fluoreszenzintensitat der beiden Substanzflecken
in Relation zueinander, so wies der neu entstandene Substanzfleck nur eine geringe
Fluoreszenz auf, was auf eine sehr geringe Umsetzung hindeutete. Auf eine
Isolierung mit Hilfe der HPLC wurde auf Grund der geringen Ausbeute verzichtet.
Eine verbesserte Umsetzung war auch durch Anderungen der Reaktionsparameter
analog zu den oben beschriebenen Versuchen nicht von Erfolg gekrdnt. Die
Schwierigkeit bei der Veretherung von Phenolen liegt in der Basizitdt des
Phenolates. Phenol besitzt mit einem pKs-Wert von ungefédhr 10 schwach saure
Eigenschaften, wohingegen aliphatische Alkohole neutral reagieren (pks-Werte um
15).82 Demzufolge sind die korrespondierenden Basen der aliphatischen Alkohole
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starkere Basen und damit auch starkere Nukleophile, als das Phenolat-Anion. Ether

sind aus aliphatischen Alkoholen daher leichter zuganglich, als aus Phenolen.
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Abb. 55. Syntheseschema zur Derivatisierung von Hoechst 33258

Die direkte Verknipfung eines BODIPY-Derivates, sowie die Einflihrung eines

Spacers an der phenolischen OH-Gruppe von 109 war nicht mdoglich.

6.2.4. De-Novo-Synthese eines Hoechst-Derivates

2004 publizierten Reddy et al. die Darstellung des Hoechst Derivates 113. Sie
verwiesen in den ersten Stufen der Synthese auf die von Ebrahimi et al. 1995

modifizierte Synthese von Loewe et al.'**"°%1%°
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Im ersten Schritt wird die Tatsache ausgenutzt, dass Chlor an desaktivierten
Aromaten leicht nukleophil substituierbar ist.”* 2-Chlor-5-nitroanilin (114) ist auf
Grund der —M und —I- Effekte der Nitro- und Chlorsubstituenten ein desaktivierter
Aromat und besitzt mit dem Chlor eine gute Abgangsgruppe. In der Tat flhrte die
Umsetzung mit N-Methylpiperazin (115) bei hohen Temperaturen zu dem
gewunschten 5-(4-Methyl-1-piperazinyl)-2-nitroanilin (116) in guten Ausbeuten (Abb.
56).

/ \ HiC_
HyC——N NH N/\
cl NH, \_/ K/

N NH
115 2

'
K>COs, DMF, reflux, 3h

NO,
114 116
Abb. 56. Darstellung von 5-(4-Methyl-1-piperazinyl)-2-nitroanilin 116

NO,

Die Nitro-Gruppe in 116 kann zu einer Amino-Gruppe reduziert werden. Eine
elegante Methode in der organischen Synthese stellt die Reduktion mit Wasserstoff
und Palladium auf Aktivkohle als Katalysator dar.®? 116 konnte bei Normaldruck und
Raumtemperatur glatt zu 117 umgewandelt werden (Abb. 57). 117 st

oxidationsempfindlich und sollte sofort zu 120 umgesetzt werden.

\O ) HCw_ @

N NH,
—>
H,/Pd(C), EtOH, 12h, rt

NO,

116 NH,
117

Abb. 57. Reduktion der Nitrogruppe von 117

Die Bildung des Benzimidates ist auf vielféltige Weise mdglich. Eine einfache
Methode stellt die Reaktion des Diamin-Derivates 117 mit einem entsprechend
substituierten Iminoether 119 dar.

Iminoether sind in der organischen Chemie durch die Reaktion eines Nitrils mit
Chlorwasserstoff in wasserfreiem Medium unter Zusatz von Alkoholen praparativ
zuganglich. Die Reaktion ist unter dem Namen Pinner-Reaktion bekannt
(Abb. 58a)."®° Dabei erfolgt zunachst die Aktivierung des Nitrils fir den nukleophilen
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Angriff durch Protonierung mit Hilfe einer starken Saure, am zweckmaBigsten mit
Chlorwasserstoff. Diese Reaktion muss unter wasserfreien Bedingungen ablaufen,
um Konkurrenzreaktionen, wie z.B. die saure Hydrolyse des Nitrils, zu
verhindern.'®®'®" Die Umsetzung von 3-Nitro-4-aminobenzonitril (118) in trockenem
Diethylether fuhrte unter Zugabe von aquimolaren Mengen sehr trockenen Ethanols
und anschlieBender Begasung mit Chlorwasserstoff laut Vorschrift zu Ethyl-3-nitro-4-
aminobenzimidat (119)."° Die Reaktionsdurchfilhrung erwies sich als schwierig, da
die Begasung mit Chlorwasserstoff trotz Eiskihlung zu einem rapiden
Temperaturanstieg (50°C) flihrte, der eine Verdampfung des Ldsungsmittels zur
Folge hatte. Eine entscheidende Vereinfachung der Reaktion konnte durch die
Verwendung von kommerziell erhaltlichem Chlorwasserstoff-haltigem Dioxan (4M)
anstelle des Diethylethers und gasférmigem Chlorwasserstoff erreicht werden. Diese
Modifikation fhrte zu sehr guten Ausbeuten von 119 (Abb. 58Db).

=3
a. Pinner-Reaktion

o
HCl
R——=——=N + R—OH E—
R

NH*  CI°
b. Darstellung von Ethyl-3-nitro-4-amino-benzimidat-Hydrochlorid O/\

O.N CN NH G

>
© 7 Son anmain Dioxan, 4°C, 56h
HoN
HoN
118 119

Abb. 58. Darstellung des Iminoethers 119

Das partiell positiv geladene Carbonylkohlenstoffatom des Iminoethers kann von
nukleophilen Reagentien wie z.B. Aminoderivaten angegriffen werden. Bei der
Umsetzung mit Diaminen kann nach Abspaltung von Ethanol durch Eliminierung von
Ammoniumacetat der Ringschluss erfolgen. 119 konnte durch Reaktion von 117 mit
119 in essigsaurem Milieu bei hohen Temperaturen erhalten werden. Durch
anschlieBende Fallungsreaktionen mit Ammoniak war 120 in hohen Ausbeuten
zuganglich (Abb. 59).
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Abb. 59. Ringschluss zum Benzimidat 120

Im folgenden Schritt wird analog zu 117 die Nitrogruppe 120 zur Aminogruppe 121
reduziert. Dies gelang erneut mit Hilfe von Hy/Pd(C) in Ethanol. Die Reaktionszeit ist
hier deutlich kirzer und das Produkt ist stabiler und kann gelagert werden, ohne

Zersetzungserscheinungen zu zeigen (Abb. 60).
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Abb. 60. Reduktion der Nitrogruppe zu 121
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Die Umsetzung von Diaminen zu Benzimidaten kann wie oben beschrieben auf
verschiedene Art und Weise erfolgen. Eine Methode wurde bei der Darstellung von
120 beschrieben. Da die Stabilitdt und die Verfugbarkeit von Iminoethern
eingeschrankt ist, konnte dieses Verfahren fir die Darstellung des Hoechst-Derivates
nicht genutzt werden. Fir die Verknlipfung mit einem BODIPY-Derivat ist es am
glnstigsten, das Hoechst-Derivat mit einer Carbonsaure zu funktionalisieren. Der
Rest der mit 121 zu einem Hoechst-Derivat reagieren soll, muss entsprechend
substituiert sein. Eine andere Methode flr die Darstellung von Benzimidaten ist die
Umsetzung von Diaminen mit entsprechend substituierten Aldehyden. Dieses
Verfahren wurde von Reddy et al. angewendet. Dafiir musste zunachst der dafir
notwendige Aldehyd 126 hergestellt werden. Im ersten Schritt wurde das kommerziell
erhéltliche 4-Brombuttersaurechlorid (122) unter Eiskiihlung mit Benzylalkohol (123)
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung erhielt man 124 in guten
Ausbeuten (Abb. 61).

¢ O\/@
Br/\/\ﬂ/ HO Br/\/\ﬂ/
+ —>
o) TEA, CH,Cl,, 0°C, 4h o
122 123 124

Abb. 61. Veresterung von Brombuttersaurechlorid

Verbindung 124 wurde mit Hilfe von Caesiumcarbonat in Dimethylacetamid unter
hohen Temperaturen mit 4-Hydroxybenzaldehyd (125) umgesetzt. Der nach erfolgter
Aufreinigung mit Hilfe klassischer Saulenchromatographie erhaltene Ether 126 wurde
fir die nachfolgende Ringschlussreaktion mit 121 eingesetzt (Abb. 62).
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Abb. 62. Darstellung des Aldehyds 126

Die Ringschlussreaktion von 121 mit 126 erfolgt in einer zweistufigen Reaktion.
Zunéchst kondensiert ein Amin mit dem Aldehyd unter Ausbildung eines Imins. Das
Imin kann mit dem zweiten Amin eine oxidative Ringschlussreaktion eingehen. In der
Literatur sind diverse Wege beschrieben, diese Oxidation durchzufiihren.!>9:82162.163

In der von Reddy et al. publizierten Synthese erfolgt die Ringschlussreaktion in
Nitrobenzen, das sowohl als Lésungsmittel als auch als Oxidationsmittel fungiert. 127
konnte durch Erhitzen von 121 und 126 in Nitrobenzen mit anschlieBender Fallung
mit n-Hexan und saulenchromatographischer Aufarbeitung in befriedigenden
Ausbeuten (30%) dargestellt werden. Die Synthese erwies sich als schwierig, da als
Fallungsprodukt zunachst eine schwarze, teerige Masse anfiel, die auf Kieselgel
aufgezogen werden musste, da sie sich nicht in dem angegebenen Laufmittel |6ste.
Das Rohprodukt war stark verunreinigt, so dass eine langsame
saulenchromatographische Auftrennung notwendig war. Durch die hohe Polaritat der
Verbindung dauerte die Trennung trotz Flashchromatographie bis zu 14 h. Da
Hoechst-Verbindungen photosensibel sind und leicht zu Zersetzungsreaktionen

neigen, ist es maéglich, dass die lange Verweildauer auf der Chromatographiesaule
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zu Zersetzungsreaktionen fuhrte, die die im Vergleich zu dem publizierten Wert
(87 %) geringere Ausbeute erklaren wirde.

Als eine Alternative bot sich die in unserem Arbeitskreis etablierte
Cyclisierungsreaktion von Diaminouracilen mit den entsprechenden Aldehyden an.
(s. Kapitel 5.2.4.)."* Die Umsetzung von 121 mit 126 in Ethanol in der Siedehitze,
fOhrte zu einer bei 355 nm hellblau fluoreszierenden Lésung. Die Fluoreszenz kann
als Indikator flr eine erfolgreiche Verknipfung angesehen werden, da erst diese
Verlangerung des  chromophoren Systems  zur  Fluoreszenz  flhrt.
Uberraschenderweise entsprach das ausgeféllte Produkt nicht dem zu erwartenden
Imin, sondern dem bereits cyclisierten Produkt 127. In der Tat wird in Publikationen
die Umsetzung von Diaminen mit Aldehyden in Alkohlen direkt zu cyclisierten
Benzimidatsystemen beschrieben. Vermutlich reichen die relativ drastischen
Bedingungen (7h, Reflux) aus, um mit Hilfe von Luftsauerstoff die notwendigen

oxidativen Bedingungen zu schaffen (Abb. 63).'%%'%

HsC
Sy
K/ NH,

Methode A O\/\)J\O
PhNO,, 24 h, 130°C

Methode B H

EtOH, 7h, reflux 126

Y

OV\)LO
L~

Abb. 63. Hoechst-Derivat 127

Die alkalische Spaltung des Benzylesters 127 konnte in Methanol durch Zugabe von
Natriumhydroxid erreicht werden (Abb. 64). Die hydrogenolytische Spaltung fihrte zu
einem Produktgemisch und wurde daher nicht weiter verfolgt.
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Abb. 64. Spaltung des Benzylesters 127

Zur Darstellung eines grin fluoreszierenden Hoechst-Derivates wurde 113 mit
BODIPY 31 umgesetzt. Als Kopplungsreagenz wurde der bereits vorher erfolgreiche
verwendete Chlorameisensaureisobutylester (CAIBE) verwendet. Die Aufreinigung ist
diffizil, da sich die Ri-Werte des Eduktes 31 und des Produktes 113 in den gangigen
Lésungsmittelgemischen nicht genigend unterscheiden. Far eine
Normalphasentrennung ist die Zugabe von Triethylamin entscheidend, da dadurch
der Ri-Wert von 128 stark erhéht wird. Eine Auftrennung mit Hilfe der HPLC brachte
keine befriedigende Trennung. Mit Hilfe des L&sungsmittelgemisches
Dichlormethan : Methanol (9:1) unter Zusatz von 1% Triethylamin zu dem Eluenten
konnte Produkt 128 in reiner Form durch Kieselgel-Chromatographie erhalten
werden. Die Umsetzung mit 7% Ausbeute war nicht zufriedenstellend, so dass mit
anderen Kupplungsreagentien und einem anderen BODIPY-Derivat 32 eine erneute
Umsetzung mit der Carbonsdure versucht wurde. Bei der Darstellung der
fluoreszierenden AR-Antagonisten (Kapitel 5.2.4.) zeigte sich, dass die Kopplung mit
Hilfe von HCTU/HOBT die héchsten Ausbeuten lieferte. Diese Beobachtung konnte
bei der Kopplung von 113 mit 32 bestatigt werden, wobei 129 in 12%iger Ausbeute
erhalten werden konnte und vollstadndig charakterisiert wurde (Abb. 65).
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113

A: NMM, CAIBE, -20°C 10min, dann 12 h rt
B: HCTU, HOBT, DIPEA, rt, 36h

(Jz/

138, n=4
129,n=5

Abb. 65. Verknupfung der Hoechst-Carbonsaure 113 mit BODIPY-Aminen 31 und 32

6.2.5. Pharmakologische Eigenschaften

Kerstin Breitbach zeigte in ihrer Dissertation, dass das neu dargestellte Hoechst-
BODIPY-Derivat 128 als Substrat fiir das P-Glykoprotein verwendet werden konnte.
In Experimenten zeigte sich, dass die Fluoreszenz innerhalb der Zelle bei MDR-
Zellen im Vergleich mit nicht MDR-Zellen deutlich geringer ist. Dies lasst darauf
schlieBen, dass der aktive Transport der Verbindung durch das PgP-Enzym aus der
Zelle hinaus stérker als der passive Einstrom des Hoechst-BODIPY-Derivates in die
Zelle hinein ist. In weiteren Untersuchungen soll verifiziert werden, wie stark der
Ausstrom ist. Verbindung 129 konnte ebenfalls als Substrat verwendet werden,
zeigte in den Untersuchungen aber deutlich schwachere Eigenschaften. Es wurde
zudem bewiesen, dass das BODIPY-Fluorophor kein Substrat fir das Enzym

darstellt.'®
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7. Zusammenfassung
Die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Strukturen bei der Untersuchung von

biologischen Zielmolekilen stellt eine wertvolle Alternative zu Radioligand-
bindungsstudien dar. Um diese Methoden anwenden zu kénnen, bedarf es neben
der ndtigen technischen Ausrlstung der entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Verbindungen. In der vorliegenden Arbeit wurden BODIPY-Fluorophore verwendet,
da diese vielen anderen Fluorophoren hinsichtlich pH- und Photostabilitat deutlich
Uberlegen sind. BODIPY-Derivate sind kommerziell von der Firma Molecular Probes
erhaltlich. lhr praparativer Einsatz verbietet sich aber auf Grund des hohen Preises.
Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten BODIPY-Derivate sind deutlich kleiner als
die kommerziell erhéltlichen BODIPY-Derivate (s.Verbindung 48) und durch die gute
Abgangsgruppe leicht derivatisierbar. Die mittels Eintopfsynthese erhaltlichen 8-(w-
Bromalkyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen- (BODIPY-)
Derivate 21-26 konnten erfolgreich dargestellt werden. Die Ausbeute von 24 konnte
durch die Durchfiihrung der Reaktion in einem Druckgefa3 bei hohen Temperaturen
deutlich erhéht werden. Diese Bedingungen lieBen sich jedoch nicht auf die
Verbindungen 21-23 und 25-26 Ubertragen. Die Darstellung der praparativ wichtigen
8-(w-Aminoalkyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 29-33
konnte erheblich verbessert werden. Die Umsetzung der BODIPY-Derivate 22-26 mit
7N-ammoniakalischer Methanol-Lésung fihrte unter Mikrowellenbestrahlung in
hohen Ausbeuten (91-57 %) bzw. befriedigenden Ausbeuten (27 %) zu den
Derivaten 29-33 (Abb. 66). Die rot markierten Verbindungen sind neu und wurden im

Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben.

21

n=1 X=Br¥-H2l .5 X_NH,Y=H29 n=5 X=Br, Y=SOH,34
N XCBrY_H 23 N=8 X=NH;Y=H30 n-5 X=NH,Y=SO:H,35
n=4 X=Br,Y=H 24 n=4 X=NHY=H 31
n=5 X=Br,Y=H 25 n=5 X=NH;Y=H 32
n=10,X=Br,Y=H 26 n=1O,X=NH2’Y=H 33

Abb. 66. Dargestellte BODIPY-Derivate
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Die Reaktionszeit konnte erheblich verkirzt (20 min) und die Aufarbeitung deutlich
vereinfacht werden. Durch kapilliarelektrophoretische Reinheitsuntersuchungen
konnte die hohe Reinheit der neu dargestellten Amino-BODIPY-Derivate
nachgewiesen werden. In einigen Fallen ist es mdglich, dass die Einflihrung der
BODIPY-Fluorophore, durch ihre hohe Lipophilie zu einer geringen L&slichkeit der
Liganden in den gangigen Pufferldsungen der Testsysteme fihrt. Daher wurden die
BODIPY-Derivate 34 und 35 entwickelt, die durch die Sulfonsauregruppen
wasserldslich sind (Abb. 66). Verbindung 35 lag auf Grund der CH-Aciditat der
exocyclischen Methylengruppe zunéchst in einer nicht fluoreszierenden Form vor.
Analog zu den publizierten Ergebnissen, lieB sich die fluoreszierende Form durch
Erniedrigung des pH-Wertes zurlickgewinnen.

Die neu dargestellten BODIPY-Derivate wurden fir die Markierung von
Adenosinrezeptorliganden verwendet. Bei der Entwicklung eines fluoreszenz-
markierten As-Agonisten musste das Adenosin zunachst so modifiziert werden, dass
neben der Bindungsfahigkeit zum Ai-Rezeptor auch eine passende
Verknupfungsstelle fir die Kupplung mit einem BODIPY-Fluorophor vorhanden war.
Fir diesen Zweck wurden die Adenosinderivate 59 und 60 dargestellt, indem
6-Chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranosylpurin mit 6-Aminohexansaure bzw.
4-(Aminomethyl)benzoesaure verknUpft wurden. Beide Verbindungen konnten in
sehr guten (59, 92%) bzw. guten (60, 50%) Ausbeuten und in hoher Reinheit
dargestellt werden. Die Umsetzung der Carbonsaurefunktion mit den Aminogruppen
des BODIPY-Derivates 33 flhrte zu den fluoreszenzmarkierten A{-Agonisten 65 und
66 (Abb. 67). Beide Verbindungen zeigen in Radioligandbindungsstudien hohe
Affinitaten zum Ai-Rezeptor und ausreichende Selektivititen gegenlber den Aga-,
Aos- und Asz-AR. In GTPyS-Experimenten konnte gezeigt werden, dass beide
Verbindungen Vollagonisten sind.

Bei der Entwicklung eines fluoreszenzmarkierten Aza-AR-Agonisten wurde zuné&chst
eine Methode entwickelt, um Chloradenosin in hoher Reinheit darzustellen. Auf die
zunachst vorgesehene Verknlpfung von Chloradenosin mit einem BODIPY-Derivat
wurde verzichtet, da alternativ Verbindung 82 durch Umsetzung von Thioadenosin
mit 22 in Dimethylformamid unter Zusatz von Natriumethanolat dargestellt werden
konnte. Die Verbindung besitzt keine Affinitat zu den Adenosinrezeptoren und daher
ist zu vermuten, dass der BODIPY-Fluorophor zu voluminds flr die Bindungstasche
ist (Abb. 67). 82 zeigt die Schwierigkeiten bei der Entwicklung fluoreszenzmarkierter
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Liganden, da durch die Einflihrung eines Fluorophors die Bindungseigenschaften der

Liganden beeinflusst werden kdnnen.

HCTU/HOBT/DIPEA

60

Y .
|y

Y
I -

22

65
A1Ki :14.7nM
R AQAKi 1710 nM
A3Ki 14320 nM

66
A1Ki :28.3nM
AZAKi 17420 nM
AzK; :5010 nM

Abb. 67. Fluoreszenzmarkierte Adenosinrezeptor-Agonisten

Die Entwicklung

fluoreszenzmarkierter

Asg-Antagonisten gelang durch die

Umsetzung der Asg-Antagonisten 87, 90 und 91 mit verschiedenen BODIPY-
Fluorophoren. Die Verbindungen zeigen z.T. gute Affinitdten zum A;i-Rezeptor
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(94, 96, 106) und besitzen keine oder nur geringe Affinitdten zum Aza-AR und zum
As-AR. Erste Versuche an humanen A,sAR zeigen hohe Affinitdten der neu
dargestellten Verbindungen. So besitzt Verbindung 100 mit einem Ki-Wert von 4.1
nM eine hohe Affinitdt zum A;gAR und ausreichende Selektivitdten zum Ay (95fach)
und hohe Selektivitdten zum A2aAR und A3AR (>250fach) (Abb.68).

A T D
|

0]

87 R, = Propyl, R, = Propyl

R
° 90 Ry =Propyl, Ry = H
91 R1 = Butyl, R2 =H
0
R N
\N N
)\ ‘ / ) .
o N N —<
| HN
Rz

96 R;=Propyl,Ro=H n=3,AK:168nM, AypK;: 2150 nM, AxgK;:10.6 nM, AzK;:988 nM

98 R;=Propyl,Ro=H n=5,AK:77.9nM, AxpK;: 477 nM, AgKi: 6.6 nM,  AgK;: 4550 nM
100 Ry =Butyl, Ro=H n=3, AK;:382nM, AypK;:>10000 nM, AxgK;: 4.1 nM, AgK;:>10000 nM
106 Ry =Butyl, Ro=H n=2, A/K;:275nM, ApK;:>10000 nM, AggK; : > 100 nM, AzK; : >10000 nM

Abb. 68. Fluoreszenzmarkierte A;gz-Adenosinrezeptorantagonisten

In  spekiroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Fluoreszenzeigenschaften aller fluoreszenzmarkierten AR-Liganden denen der
reinen BODIPY-Derivate entsprechen. Die hohe Reinheit der neu dargestellten
fluoreszenzmarkierten Liganden konnte mit Hilfe der Kapillarelektrophorese mit

Messungen bei 260 nm und 495 nm bewiesen werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde des Weiteren die Verknipfung des P-Glykoprotein-
Liganden Hoechst 33258 mit einem BODIPY-Derivat durchgefiihrt. Die direkte
Verknupfung der beiden Substanzen war nicht méglich, so dass eine De-Novo-
Synthese der Hoechst-Verbindung erforderlich war, um eine Verknlpfungsstelle in
die Struktur einzubauen (113). Die von Ebrahimi et al. und Reddy et al. publizierte
De-novo-Synthese der Verbindung konnte deutlich vereinfacht werden.”®'° Die
Kupplung der Hoechst-Verbindung 113 mit den BODIPY-Derivaten 31 und 32 flhrte
zu den Verbindungen 128 und 129. Verbindung 128 zeigte in ersten Untersuchungen
das gleiche pharmakologische Profil wie Hoechst 33258 wéahrend Verbindung 129

schwacher aktiv war (Abb. 69).%*

O

a: NMM, CAIBE, -20°C 10min, dann 12 h rt
b: HCTU, HOBT, DIPEA, rt, 36h

128, n
129, n

4
5

Abb. 69. Verkniipfung eines Hoechst-Derivates mit den BODIPY-Fluorophoren 31 und
32
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8. Ausblick

Mit Hilfe der neu synthetisierten fluoreszenzmarkierten Liganden sollte es in Zukunft
moglich sein, Rezeptorfunktionen in lebenden Zellen zu untersuchen. Die neu
dargestellten wasserléslichen BODIPY-Derivate sollten mit den Aog-Antagonisten 90,
91, 92 verknlUpft werden, da die beschriebenen Verbindungen eine schlechte
Léslichkeit in dem verwendeten Puffersystem aufwiesen. Erste Versuche mit dem
Amino-Derivat 35 waren nicht viel versprechend, so dass eine Kupplung mit dem
Brom-Derivat 34 erfolgversprechender sein sollte. Bei der Darstellung des
fluoreszenzmarkierten Aoa-Agonisten ware es interessant, als Grundgerlst ein
NECA-Derivat zu wéahlen und dieses an Position 2 Uber den Thioether mit dem
BODIPY zu verknlpfen. Dieses Produkt kdnnte am Aza-Rezeptor affin sein.

Das neu beschriebene Derivat 82 kdnnte phosphoryliert werden und auf Affinitaten
an P2Y-Rezeptoren getestet werden.

Erste Versuche bei der Fluoreszenzmarkierung des selektiven Axa-Antagonisten
MSX-2 scheiterten an der Umsetzung der Alkoholfunktion mit einem BODIPY-
Derivat. Die Alkylierung des N3 von MSX-2 ist auf Grund der geringen Reaktivitat
dieser Position schwierig. Es konnte allerdings Verbindung 130 dargestellt werden,

welche mit 3-lodpropansaure an Position 3 zu 131 alkyliert werden kdnnte (Abb. 70).

L
HOH c|)

MSX-2

0 i /
130 (|) H C|)

COOH -«— BODIPY
131

Abb. 70. Méglicher Syntheseweg fiir die Darstellung eines fluoreszenzmarkierten Aos-
Antagonisten
Die freie Carbonsaure kénnte mit BODIPY-Derivaten aus der Aminoserie (29-33)

gekoppelt werden.
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9. Experimenteller Teil

9.1. Allgemeiner Teil
Fir die Darstellung und Charakterisierung der Verbindungen wurden die im

folgenden aufgefiihrten Materialien und Gerate verwendet.

Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organics (Uber VWR,
Siegburg), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Novabiochem (Laufelfingen,

Schweiz) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

Losungsmittel

Dichlormethan zur S&ulenchromatographie und zur Synthese wurde Uber
Calciumhydrid destilliert. Triethylamin wurde Uber Calciumhydrid getrocknet,
destilliert und tber Molekularsieb 2 A gelagert. Der absolut trockene Ethanol wurde
durch Trocknung Uber Natrium und Phthalsdurediethylester und anschlieBender
Destillation erhalten. Die Lagerung erfolgte tiber Molekularsiebe 2 A. Alle anderen
Lésungsmittel wurden in der vom Hersteller gelieferten Qualitat verwendet. Trockene
Lésungsmittel, z.B. DMF, Pyridin, THF und Acetonitril von der Firma Fluka (Buchs,

Schweiz), wurden in Gebinden mit Septum eingesetzt.

Dunnschichtchromatographie

Zur Reaktionskontrolle wurden Kieselgel-beschichtete Aluminiumplatten 60 Fas4
(Merck, Darmstadt), sowie mit RP-Kieselgel-beschichtete Aluminiumplatten RP-18
Fos4s (Merck Darmstadt) verwendet.

Saulenchromatographie
Saulenchromatographie wurde als Flash-Chromatographie mit einem System der
Firma Blichi (Essen), bestehend aus Pumpe C-601, Pumpensteuergerat C-610 und
Fraktionssammler C-660 auf Kieselgel 60, KorngroBe 0,040 — 0,063 mm (Merck,
Darmstadt), durchgefihrt.
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Praparative Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Aufreinigung der Endprodukte wurde mit einer HPLC, die folgende
Systemkomponenten enthielt, durchgeflihrt: Pumpe Wellchrome K-1800 (Knauer
GmbH, Berlin), Probenauftragsschleife mit 7 Milliliter Fassungsvermdgen (Knauer
GmbH, Berlin), Spectrophotometer WellChrome K-2600 (Knauer GmbH, Berlin),
Fraktionssammelventil (Knauer GmbH, Berlin) und Eurospher 100-Saule,
Abmessungen 250 x 20 mm (innerer Durchmesser), geflllt mit RP-Kieselgel C-18,
KorngréBe 10 um (Knauer GmbH, Berlin). Als mobile Phase wurde ein Gradient aus
Methanol (HPLC-Grade, Merck, Darmstadt) und deionisiertem Wasser, in einigen
Fallen unter Zusatz von je 0,1 % Triethylamin (> 99 % pur., Merck, Darmstadt)

verwendet, die FluBrate betrug 20 ml/min.

Gefriertrocknung

Die schonende Isolierung von Produkten aus wéaBrigen Lésungsmitteln wurde mit der
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen,
GmbH, Osterode) vorgenommen.

Hydrierapparat

Katalytische Hydrierungen wurden mit dem Wasserstoffgenerator Hogen® GC
Hydrogen Generator der Firma Proton Energy Systems (Wallingford, CT, USA)
durchgefuhrt. Dieser war Uber ein Reduzierventil mit einem Reaktionsgefal3, dem
.Micro Vial, 5 ml“ der Firma Kimble & Kontes (Owens, IL, USA) verbunden.

NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden mit einem Bruker 500 Spektrometer (*H: 500 MHz, '3C: 125
MHz, 3'P: 202 MHz) aufgenommen. Die Kopplungskonstanten werden in Hertz [Hz]
und die chemischen Verschiebungen in parts per million [ppm] angegeben. Die
verwendeten Lésungsmittel DMSO-dg, DO und CDCI; dienten jeweils als interner
Standard: 'H: 5 [ppm] DMSO-ds: 2,49; MeOD: 3,35; D,O: 4,65; CDCls: 7,24. '°C: &
[ppm] DMSO-de: 37,7; MeOD: 49,3; D,O: TMS wurde als interner Standard
verwendet; CDCls: 77,0. Signalaufspaltungen werden mit folgenden Abklrzungen
wiedergegeben: s = Singulett, d = Duplett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, br
= breit, p = pseudo.
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HPLC-MS

Reinheit und Identitat der Endprodukte wurden mit einer
Hochdruckflissigkeitschromatographie gekoppelt mit einer Massenspektrometrie
bestimmt. Ein Milligramm der zu prifenden Substanz wurde in einem Milliliter eines
Gemischs aus 75 % 2 mM-Natriumacetat-Puffer und 25 % Acetonitril gelést. Davon
wurden 10 pl in eine HPLC-Anlage (Agilent 1100) mit Phenomenex Luna C-18-Saule,
KorngréBe 3 um injiziert und nach Gradientenelution (kontinuierlicher Gradient von
Acetonitril 25 % nach 100 % tber 15 min) mit einem APl 2000 Massenspektrometer
(Applied Biosystems, Darmstadt) gemessen. Der Analyt wurde per ESI (Electron

Spray lonisation) ionisiert.

Reinheitsbestimmung per HPLC

In Fallen, in denen eine Elementaranalyse nicht méglich war (BODIPY-Fluorophore),
wurde eine Reinheitsbestimmung per HPLC mit folgendem System vorgenommen: 1
mg Substanz wurde in einer Mischung aus 1 ml waBriger 2 mM Ammoniumacetat-
Lésung und MeOH (9:1) gelést. Von dieser Lésung wurden 10 ul in ein HPLC-
System (Agilent 1100) mit Phenomenex Luna 3u C18 Séule injiziert. Der Analyt
wurde mit einem Gradienten aus waBriger 2 mM Ammoniumacetat-L6sung und
Methanol von 9:1 nach 0:10 Gber 15 min bei einer FluBrate von 250 ul/min eluiert.
Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption, wenn nicht anders
angegeben, bei einer Wellenlange von 254 nm.

Reinheitsbestimmung per Kapillarelektrophorese

Die Reinheitsuntersuchungen der BODIPY-Derivate wurden auBerdem in einem
P/ACE MDQ-System (Beckman Coulter Instruments, Fullerton, CA, USA) mit einem
DAD Detektor durchgefiihrt. Dabei wurden 1 mmol der BODIPY-Derivate in einem
Wasser : DMSO Gemisch (1:1) geldst. Folgende Bedingungen wurden fir die
Untersuchungen gewahlt: 40 mM Boratpuffer, pH 9.1, Fused-silica Kapillare von 40
cm Lange (30 cm zum Detektor), 75 uM I.D., 15 kV, UV-Messungen bei 495 nm und
260 nm, normale Polaritat. Die Auswertung erfolgte an einem PC mit Hilfe der
Software 32 KARAT, die von Beckman Coulter erhalten wurde. Die Temperatur
wurde wahrend der Untersuchung in der Kapillare konstant auf 25 °C gehalten.
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Schmelzpunktsbestimmung
Schmelzpunkte wurden mit einem Bdichi B 545 SchmelzpunktmeBgerat bestimmt und

sind unkorrigiert wiedergegeben.

Spektroskopische Untersuchungen

Die fluoreszierenden Verbindungen wurde an einem Luminescence spectrometer LS
55 der Firma Perkin-Elmer vermessen. Die Auswertung erfolgte an einem PC mit
Hilfe der Software FI-Winlab, die von der Firma Perkin-elmer erhalten wurde. Um
Quencheffekte zu vermeiden, wurde eine Spatelspitze der Substanzen in 2 ml DMSO
gelést. Von dieser Lésung wurden 20 pl entnommen und auf 100 ml mit DMSO oder
Methanol verdinnt.
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Allgemeine Versuchsvorschrift fiir die Darstellung der 8- Bromalkyl-

4.4-difluor-1.3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-indacen-Derivate (21-
23 und 25-26)

Das entsprechende w-Bromalkylchlorid (5 mmol) wird in 50 ml trockenem

Dichlormethan gel6ést und auf 0°C gekuhlt. Innerhalb von 30 min werden 0.95 g (10
mmol) 2.4-Dimethylpyrrol, gelést in 20 ml trockenem Dichlormethan, hinzu gegeben.
Nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwarmt wurde, wird fOr
weitere 2.5 h (21), 105 min (22), 1.5 h (23) oder 3.5 h (25, 26) gerihrt. Die Mischung
wird auf 0°C gekuhlt und 2,8 ml (20 mmol) Triethylamin werden hinzu gegeben. Nach
30 min wird mit 2.5 ml (10 mmol) Bortrifluorid-diethyletherat versetzt und die
Mischung bei Raumtemperatur eine weitere Stunde gerthrt. Das Lésungsmittel wird
unter vermindertem Druck abgezogen und das Rohprodukt auf Kieselgel
aufgetragen. Die stark fluoreszierenden Fraktionen werden mit den Eluenten
Dichlormethan: Petrolether (1:1) (21-23) bzw. Dichlormethan: Petrolether (2:1) (25,
26) eluiert.

8-Brommethyl-4.4-difluor-1.3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-indacen
(21)®

Struktur

Substanzeigenschaften

Violetter Feststoff, gut I16slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht I6slich in

Wasser.

Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
Bromacetylbromid 1.0g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Borttrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)
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Ausbeute: 680 mg (40%)

Analytische Daten
Schmp.: 221 °C
Berechnete Masse: 341.002 g/mol fiir C14H16BBrF2N»

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.51 (s, 6H, 9-CH3 and 12-CHs), 2.52 (s, 6H, 10-CH,
and 11-CHs), 4.65 (s, 2H, 1°-CHs), 6.06 (s, 2H, 6-CH and 2-CH).

8C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 14.65 (10-CH3 and 11-CHs), 15.86 (9-CH; and
12-CHs), 24.49 (1°-CHj), 122.28 (2-CH and 6-CH), 130.99 (7a-C and 8a-C), 137.24
(8-C), 140.85 (1-C und 7-C), 156.45 (3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption Amax: 498 nm
Fluoreszenzemission: Amax: 509 nm

8-(2-Bromethyl)-4.4-difluor-1.3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
indacen (22)®'

Struktur

Substanzeigenschaften

Roter Feststoff, gut I6slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht 16slich in
Wasser, Methanol und Ethanol.
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Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
3-Brompropionylbromid 0.859g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Borttrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)

Ausbeute: 200 mg (12%)

Analytische Daten
Schmp.: 159 °C
Berechnete Masse: 355.029 g/mol fir C1sH1gBBrF2N2

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.42 (s, 6H, 9-CH3 and 12-CHs), 2.50 (s, 6H, 10-CHs
and 11-CHa), 3.45 (m, 4H, 1°-CH2- and 2H, 2-CH,), 6.07 (s, 2H, 2-CH and 6-CH).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.9 (s, 2C, 10-CHz und 11-CHs), 16.5 (s, 2C, 9-CHs
und 12-CHg), 30.1 (s, 1C, 2’-CHy), 31.9 (s, 1C, 1"-CHy), 122.6 (s, 2C, 2-CH und 6-
CH), 131.8 (s, 2C, 7a-C und 8a-C), 140.3 (s, 1C, 8-C), 140.9 (s, 2C, 1-C und 7-C),
155.6 (s, 2C, 3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm
Fluoreszenzemission Amax: 516 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit0.5 ps
Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)
Retentionszeit :6.23 min

Reinheit 1100 %
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Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit :6.23 min

Reinheit 1100 %

8-(3-Brompropyl)-4.4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-
)81

indacen (23

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut I6slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht 16slich
in Wasser, Methanol und Ethanol.

Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
4-Brombutyrylchlorid 0.93g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Borttrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)

Ausbeute: 553 mg (30%)

Analytische Daten
Schmp.: 155 °C
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Berechnete Masse: 369.055 g/mol fiir C1gH20BBrF2N»

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): § = 2.15 (m, 2H, 2"-CH,), 2.43 (s, 6H, 9-CHs und 12-
CHs), 2.50 (s, 6H, 10-CHs und 11-CHa), 3.11 (m, 2H, 1°-CH,), 3.54 (t, 2H, 3'-CHy),
6.04 (s, 2H, 2-CH und 6-CH).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz): § = 14.5 (s, 2C, 10-CHs und 11-CHs), 16.7 (s, 2C,
9-CH3 und 12-CHg), 27.2 (s, 1C, 2'-CHy), 32.9 (s, 1C, 1-CH,), 34.0 (s, 1C, 3"-CHy),
121.9 (s, 2C, 2-CH und 6-CH), 131.0 (s, 2C, 7a-C und 8a-C), 140.3 (s, 2C, 1-C und
7-C), 144.2 (s, 1C, 8-C), 154.4 (s, 2C, 3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm
Fluoreszenzemission Amax: 516 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 30 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 24.96 min
Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit :6.01 min

Reinheit 100 %
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8-(5-Brompentyl)-4.4-difluor-1,3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
indacen (25)%'

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut I16slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht I6slich
in Wasser, Methanol und Ethanol.

Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
6-Bromhexansaurechlorid 1.0g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Borttrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)

Ausbeute: 650 mg (33%)

Analytische Daten
Schmp.: 135 °C
Berechnete Masse: 396.13 g/mol fir C17H22BBrF2N»

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): § = 1.6 (m, 4H, 3"-CH,- and 4" -CHj,-), 1.91 (m, 2H, 2'-
CHy-), 2.40 (s, 6H, 9-CHs and 12-CHa), 2.49 (s, 6H, 10-CHz and 11-CHa), 2.94 (m,
2H, 1°-CHy-), 3.41 (t, 2H, 5’-CH,-), 6.03 (s, 2H, 2-CH and 6-CH).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.4 (s, 2C, 10-CH3 und 11-CHs), 16.3 (s, 2C, 9-CHs
und 12-CHs), 28.1 (s, 1C, 1"-CH,-), 28.5 (s, 1C, 3"-CHj-), 30.9 (s, 1C, 4’-CHy-), 32.2
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(s, 1C, 2-CHy-), 33.5 (s, 1C, 5-CH,-), 121.6 (s, 2C, 2-CH und 6-CH), 131,4 (s, 2C,
7a-C und 8a-C), 140.2 (s, 2C, 1-C und 7-C), 145.3 (s, 1C, 8-C), 153.9 (s, 2C, 3-C
und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm
Fluoreszenzemission Amax: 516 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 40 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 26.0 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 8.42 min

Reinheit 1100 %
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8-(10-Bromdecanyl)-4.4-difluor-1.3.5.7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-
)81

diaza-s-indacen (26

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut 16slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht I6slich
in Wasser, Methanol und Ethanol.

Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
10-Bromundecansaurechlorid 1.42 g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Borttrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)
Versuchsvorschrift

5.3 g (0.02 mol) Bromundecansaure wird mit 3.4 ml (0.04 mol) Oxalylchlorid versetzt.
Nachdem die Reaktion abgeklungen ist, wird der Ansatz kurz erhitzt. Das
entstandene Saurechlorid wird ohne weitere Aufarbeitung verwendet und nach der
oben beschriebenen Standardprozedur verarbeitet.

Ausbeute: 261 mg (11%)

Analytische Daten
Schmp.: 155 °C
Berechnete Masse: 466.19 g/mol fiir Co3H34BBrF2N»

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.31 — 1.47 (m, 12H, 3"-CH,- bis , 8"-CH,-) 1.60 (m,
2H, 9°-CH,-), 1.83 (m, 2H, 2'-CH,-), 2.39 (s, 6H, 9-CHs und 12-CHs), 2.49 (s, 6H, 10-
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CHs und 11-CHa), 2.90 (m, 2H, 1°-CHy-), 3.39 (t, 2H, 10"-CH,-), 6.02 (s, 2H, 2-CH
und 6-CH).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.42 (s, 2C, 10-CHs und 11-CHs), 16.36 (s, 2C, 9-
CHs und 12-CHg), 28.1-32.76 (9s, 9C, 1°-CHy- bis 9°-CHy-), 33.9 (s, 1C, 10"-CHy),
121.54 (s, 2C, 2-CH und 6-CH), 131.43 (s, 2C, 7a-C und 8a-C), 140.26 (s, 2C, 1-C
und 7-C), 146.65 (s, 1C, 8-C), 153.71 (s, 2C, 3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm
Fluoreszenzemission Amax: 516 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit0.5 ps
Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 7.70 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit 0.5 ps

Stromstérke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 7.95 min

Reinheit 1100 %
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8-(4-Brombutyl)-4.4-difluoro-1.3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
)81

indacen (24

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut I16slich in Dichlormethan und Petrolether, schlecht I6slich
in Wasser, Methanol und Ethanol.

Ansatz

2,4-Dimethylpyrrol 0.95 g (10 mmol)
5-Bromvalerylchlorid 1.00g (5 mmol)
Triethylamin 2.8 ml (20 mmol)
Bortrifluorid-diethyletherat 2.5 ml (10 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphére werden 0.95 g (10 mmol) 2.4-Dimethypyrrol in 10 ml
trockenem Toluen in einem DruckgefaBB gel6ést. 1 g (5 mmol) 4-Bromvalerylchlorid,
gelbst in 5 ml trockenem Toluen, werden langsam unter Argon in das Druckgefai3
gegeben. Die Mischung wird fir 2.5 h in dem geschlossenem GefaB bei 90°C erhitzt.
AnschlieBend wird die Mischung auf Raumtemperatur abgekihlt und mit 2.8 ml (20
mmol) Triethylamin versetzt. Nachdem die Mischung 30 min bei Raumtemperatur
gerthrt wurde gibt man 2.5 ml (10 mmol) Bortrifluorid-diethyletherat hinzu und erhitzt
12 h lang bei 80°C. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck abgezogen
und das Rohprodukt auf Kieselgel aufgetragen. Die stark fluoreszierenden
Fraktionen werden mit Dichlormethan : Petrolether (2:1) eluiert.
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Ausbeute: 650 mg (33%)

Analytische Daten

Schmp.: 164 °C

Berechnete Masse: 383.10 g/mol fiir C17H20BBrF2N»

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.78 (m, 2H, 3'-CHj), 2.04 (m, 2H, 2"-CH,), 2.40 (s,
6H 9-CHs und 12-CHs), 2.49 (s, 6H, 10-CHs und 11-CHg), 2.95 (m, 2H, 1"-CH,), 3.43
(t, 2H, 4"-CHy), 6.04 (s, 2H, 2-CH und 6-CH).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.5 (s, 2C, 10-CH3 und 11-CHs), 16.4 (s, 2C, 9-CHs
und 12-CHs), 27.5 (s, 1C, 2"-CHy), 30.2 (s, 1C, 3"-CHy), 32.7 (s, 1C, 1’-CHy), 33.1 (s,
1C, 4’-CHy), 121.8 (s, 2C, 2-CH und 6-CH), 131.4 (s, 2C, 7a-C und 8a-C), 140.2 (s,
2C, 1-C und 7-C), 145.3 (s, 1C, 8-C), 154.1 (s, 2C, 3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm
Fluoreszenzemission Amax: 516 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit :8.15 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit0.5 ps
Stromstarke :15kV
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Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 7.76 min

Reinheit : 100 %

Allgemeine Versuchsvorschrift fiir die Darstellunqg der 8-

Aminoalkyl-4.4-difluor-1,3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-
Derivate (29-33)
0.4 mmol des entsprechenden 8-Bromalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-

3a,4a-s-indacen-Derivates werden in 12 ml 7N-ammoniakalischem Methanol
suspendiert. Die Reaktionen werden unter Mikrowellen-Bestrahlung mit folgenden
Bedingungen durchgefihrt: 100°C, 10 bar, 20 min (ausgenommen 29 80°C, 10 bar,
20 min). Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck abgezogen und das
Rohprodukt in Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von Petrolether fallt das Produkt

aus, wird abfiltriert, mit etwas Wasser und Petrolether gewaschen und getrocknet.

8-(2-Aminoethyl)-4.4-difluor-1.3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
indacen (29)

Struktur

Substanzeigenschaften

Roter Feststoff, gut I6slich in Methanol und Ethanol, unléslich in Petrolether und

Wasser.

Ausbeute: 31,4 mg (27 %)
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Analytische Daten

Schmp.: 190°C
Berechnete Masse: 291.14 g/mol
MS (ESI): 292 [M+H]", 272 [M-F] fiir C1sH20BF2N3

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.39 (s, 6H, 9-CH3z und 12-CHs), 2.41 (s, 6H, 10-CH,
und 11-CHs), 3.00 (t, 2H, 1°-CH.-), 6.25 (s, 2H, 2-CH and 6-CH).

8C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 14.2 (10-CHs und 11-CHs), 16.5 (9-CHs und
12-CHs), 26.3 (2"-CHy), 40.0 (1'-CHy), 122.2 (2-CH und 6-CH), 131.1 (7a-C und

8a-C), 140.3 (8-C), 141.5 (1-C und 7-C), 152.6 (3-C), 154.2 (5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 497 nm
Fluoreszenzemission Amax: 499 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 8.59 min

Reinheit 1100 %

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke 15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
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Detektor : LIF (495 nm)
Retentionszeit : 8.06 min
Reinheit 1100 %

8-(3-Aminopropyl)-4.4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
indacen (30)

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut I6slich in Methanol und Ethanol, unléslich in Petrolether
und Wasser.

Ausbeute: 87,8 mg (72 %)

Analytische Daten

Schmp.: 195°C
Berechnete Masse: 305.17 g/mol fiir C1gH20BF2N3
MS (ESI): 306.4 [m + H]*, 286 [m — F]

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 1.64 (m, 2H, 2'CHy), 2.39 (s, 6H 9-CH; und 12-
CHs), 2.43 (s, 6H, 10-CHs und 11-CHa), 2.74 (1, 2H, 3"-CH), 2.97 (m, 2H, 1'CHy),
6.22 (s, 2H, 6-CH und 2-CH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 14.18 (10-CH5 und 11-CHs), 16.12 (9-CH3 und
12-CHs), 25.68 (2°-CH,), 34.53 (1°-CHy), 41.65 (3"-CH,), 121.75 (2-CH und 6-CH),
130.86 (7a-C und 8a-C), 140.98 (8-C), 147.15 (1-C und 7-C), 153.12 (3-C und 5-C).
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Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 498 nm
Fluoreszenzemission Amax: 500 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 8.46 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 8.50 min

Reinheit 100 %
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8-(3-Aminopropyl)-4.4-difluor-1.3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-

indacen (31)

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, gut l16slich in Methanol und Ethanol, unléslich in Petrolether
und Wasser.

Ausbeute: 71,5 mg (56 %)
Analytische Daten

Schmp.: 190°C
Berechnete Masse: 319.2 fir C17H24BF2N3
MS (ESI): 320.0 [M+ HJ*

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 1.60 (m, 2H, 3'CH,), 1.79 (m, 2H 2"-CH,), 2.32 (s,
6H 9-CH3 und 12-CHg) 2.39 (s, 6H, 10-CH3 und 11-CHj), 2.86 (t, 2H, 4'-CH,), 2.91
(m, 2H, 1°CHy), 5.97 (s, 2H, 6-CH und 2-CH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 14.13 (10-CH3 und 11-CHs), 16.18 (9-CH3 und
12-CHs), 27.30 (2°-CHy), 28.53 (3'-CH,), 34.84 (1"-CHy), 39.25 (4'-CHy), 122.73 (2-
CH und 6-CH), 131.21 (7a- C und 8a-C), 140.30 (8-C), 144.78 (1-C und 7-C), 154.05
(3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption Amax:497 nm
Fluoreszenzemission Amax:500 nm
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Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer
Injektion
Stromstarke
Messzeit
Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Boratpuffer, pH 9.1

:5smit 0.5 ps

15 kV

: 14 min

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: UV (260 nm)

:8.12 min

: 100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer
Injektion
Stromstarke
Messzeit
Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Boratpuffer, pH 9.1

:5smit 0.5 ps

;15 kV

: 14 min

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: LIF (495 nm)

: 8.33 min

:100 %

Darstellung von 8-(5-Aminopentyl)-4.4-difluor-1.,3.5,7-tetramethyl-4-

Struktur

bora-3a,4a-s-indacen (32)®
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Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Methanol und Ethanol, unléslich in Petrolether und
Wasser.

Ausbeute: 121,3 mg (91 %)

Analytische Daten

Schmp.: 212 °C
Berechnete Masse: 333.2 flir C1gHo6BF2N3
MS (ESI): 334 [M+H]"

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.56-1.09 (m, 6H, 2'-CH,- bis 4"-CH,-), 2.35 (s, 6H,
9-CHs und 12-CHs), 2.47 (s, 6H, 10-CH3 und 11-CHj), 2.90 (t, 2H, 5"-CH,-), 3.01 (m,
2H, 1”-CH,-), 6,00 (s. 2H, 2-CH und 6-CH).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 14.43 (1-CHs und 11-CHg), 16.59 (9-CHs; und
12-CHs), 27.03 (3"-CHy), 27.91 (1"-CHy-), 31.17 (4"-CHy-), 39.96 (5"-CH,-), 121.77
(2-CH und 6-CH), 131.34 (7a-C und 8a-C), 140.16 (1-C und 7-C), 145.40 (8-C),
154.09 (3-C und 5C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 495 nm
Fluoreszenzemission Amax: 500 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit :8.17 min

Reinheit 2100 %
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Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit 0.5 ps

Stromstéarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 8.57 min

Reinheit 1100 %

8-(10-Aminodecyl)-4.4-difluoro-1.3.5.7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-s-
indacen (33)

Struktur

NH,

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Methanol und Ethanol, unléslich in Petrolether und
Wasser.
Ausbeute: 92 mg (57 %)

Analytische Daten

Schmp.: 128°C
Berechnete Masse: 403.35 flr CosHzsBFoN3
MS (ESI): 404.4 [M+H]*

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 1.41 (m, 14H, 2-CH,- bis 9'-CH,-), 2.38 (s, 12H,
9-CHa, 10-CHa, 11-CHa, 12-CHa), 2.75 (t, 2H, 10-CHy-), 2.92 (m, 2H, 1"-CHy-), 6.22
(s, 2H, 2-CH- und 6-CH-), 7.64 (s, 2H, -NHb,).
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BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 14.2 (s, 2C, 10-CH3 und 11-CHj), 15.9 (9-CHj
und 12-CHs), 25.9 bis 31.2 (1-CH- bis 9'-CHy-), 39.2 (10’-CH,-), 121.8 (2-CH und 6-
CH), 130.8 (7a-C und 8a-C), 140.8 (1-C und 7-C), 147.0 (8-C), 153.1 (3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 497 nm
Fluoreszenemission Amax: 499 nm
Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1
Injektion :5smit 0.5 ps
Stromstérke ;15 kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)
Retentionszeit : 8.38 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : LIF (495 nm)

Retentionszeit : 8.84 min

Reinheit 1100 %

8-(5-Brompentyl)-4.4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-

s-indacene-2,6-disulfonat (34)

Struktur
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Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut l6slich in Wasser und Methanol

Ansatz

25 0.166 g (0.42 mmol)
Chlorsulfonsaure 0.097 g ( 0.84 mmol)
Versuchsvorschrift

166 mg (0.42 mmol 8-(5-Brompentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen (25) werden in 4 ml Dichlormethan gel6ést. Die Losung wird auf
-20°C gekidhlt und langsam mit 0.07 g (0.84 mmol) Chlorsulfonsaure, die in 2 ml
Dichlormethan geldst wurde, versetzt. Die Mischung wird eine weitere halbe Stunde
bei -20°C geruhrt und anschlieBend dreimal mit gesattigter
Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung ausgeschuttelt. Die wassrigen Phasen werden
vereinigt und durch Lyophilisation vom Lésungsmittel befreit. Das Rohprodukt wird
durch eine Saulenchromatographie mit Kieselgel 60 und dem Eluenten
Dichlormethan : Methanol (9:2 mit 2% Triethylamin) aufgetrennt.

Ausbeute: 202 mg (86 %)

Analytische Daten

Schmp.: 245°C

Berechnete Masse: 556.03 flr C1gH24BBrF2N2OgS»
MS (ESI): 557.2 [M + H]*
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'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 1.6 (m, 4H, 3-CH,- and 4’-CH,-), 1.88 (m, 2H,
2°-CH,-), 2.59 (s, 6H, 9-CH3 and 12-CHs), 2.65 (s, 6H, 10-CHs and 11-CHa), 3.57 (t,
2H, 5°-CH,-).

8C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 13.9 (10-CH3 und 11-CHs), 14.1 (9-CHs und

12-CHg), 27.7 (1-CHy-), 28.0 (3"-CHy), 30.4 (4'-CH,), 31.8 (2"-CH,), 35.0 (5"-CHy),
129.8 (2-CH und 6-CH), 137,7.2 (1-C und 7-C), 148.6 (8-C), 152.6 (3-C und 5-C).

Spektroskopische Daten

UV-Absorption Amax: 505 nm

Fluoreszenzemission Amax: 540 nm

Reinheit

LC-MS

Saule Luna RP-Cys, 3 um, Firma Phenomenex®

Puffer 2 mmol Ammoniumacetat

Eluent Gradient von Wasser: Methanol 9:1 auf 100% Methanol

innerhalb von 20 min

Detektion UV (254 nm)
Injektion 1 mg /1 ml
Retentionzeit 9.86 min
Reinheit 97 %

8-(5-Aminopentyl)-4.4-difluor-1.3.5.7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-diaza-
s-indacen-2,6-disulfonat (35)

Struktur
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Substanzeigenschaften

Roter Feststoff, gut I6slich in Wasser und Methanol; stark hygroskopisch.

Ansatz

34 0.3 g (0.54 mmol)
7N-ammoniakalischer Methanol-Lésung 24 ml
Versuchsvorschrift

300 mg (0.54 mmol) 8-(5-Bromopentyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacen-2,6-disulfonat (34) wird in 24 ml 7N-ammoniakalischer
Methanol-Lésung geldst. Die Reaktion wird unter Mikrowellenbestrahlung (100°C, 10
bar, 20 min) durchgefthrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt mit Hilfe der HPLC aufgetrennt (Eluent: steigender Gradient von
Methanol in Wasser, beginnend von 10:90 bis zu 50:50 innerhalb einer halben
Stunde).

Ausbeute: 90 mg (34 %).

Analytische Daten

Schmp.: > 300°C

Berechnete Masse: 492.23 flir C1gH25BF2N306S>
MS (ESI): 493.3 [m + H]*
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'H-NMR (D.O, 500 MHz): & =1.51 (m, 2H, 3"-CHj-), 1.65 (m, 2H, 4"-CH,-), 1,98 and
2,00 (2s, 6H, 9-CHs and 12-CHj), 2.19 (m, 2H, 2'-CH,-), 2.32 and 2.36 (s, 6H, 10-
CHs and 11-CHa), 2.87 (t, 2H, 5"-CH,-); 5,83 (t, 1H 1"-CH-).

BC-NMR (DMSO, 125 MHz): § = 12.7, 13.0, 14.35, 14.43 (9-CHs, 12-CHgz and 10-
CHs, 11-CHs), 28.87 (3"-CH,-), 30.94 (4’-CHy-), 35.01 (2°-CHy-), 41.92 (5"-CHy-),
116.97, 117.50, 118.76, 122.433, 123.38, 126.04, 126.95, 130.08, 131.92, 132.25,
133,84.

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 495 nm
Fluoreszenzemission (DMSQO)  Amax: 545 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Boratpuffer, pH 9.1

Injektion :5smit0.5 ps

Stromstarke :15kV

Messzeit : 14 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :1.95 min

Reinheit 1100 %

2°.3".5 -Triacetylinosin (53)'%

Struktur
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Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver

Ansatz

Inosin 7.97 g (29.7mmol)
Dimethylaminopyridin (DMAP) 029
Ethyldimethylamin (EDMA) 8.8 g (120 mmol)
Acetanhydrid 10.2 g (100 mmol)
Versuchsvorschrift

7.97 g (29.7 mmol) Inosin und 0.2 g Dimethylaminopyridin werden zu einer Mischung
aus 8.8 g (120 mmol) Ethyldimethlyamin und 10.2 g (100 mmol) Acetanhydrid in 100
ml Acetanhydrid gegeben. Der Ansatz wird bei Raumtemperatur gerthrt bis eine
klare LOsung entstanden ist. Durch Zugabe von etwas Methanol wird das
Uberschissige Acetanhydrid abgefangen. Die flichtigen Reagenzien werden unter
vermindertem Druck abgezogen. Der Riickstand wird aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 10,99 g (94 %)
Analytische Daten

Schmp.: 239-241°C
Berechnete Masse: 394.11 flr C1gH1gN4Og
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'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.01 (s, 3H, OCOCHg), 2.03 (s, 3H, OCOCHs3), 2.10
(s, 3H, OCOCHa), 4.25 (d, 2H, 5-CH,-), 4.38 (t, 1H, 4’-CH-), 5.53 (d, 1H. 2"-CH2-),
5.89 (d, 1H, 3"-CHy-), 6.17 (d, 1H,1"-CH,-), 8.08 (s, 1H, 2-C), 8.29 (s, 1H, 8-C).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz): & = 20.3, 20.5 (2s, 2C, CH3-CO) 20.7 (s, 1C, CH3C-5'-
C), 62.6 (s, 1C, 5°-C), 70.5 (s, 1C, 2’-C), 73.2 (s, 1C, 3°-C), 80.8 (s, 1C, 4’-C), 86.5
(s, 1C, 1”-C), 130.90 (s, 1C, 5-C), 142.2 (s, 1C, 8-C), 143.9 (s, 1C, 4-C), 160.0(s, 1C,
2-C), 153.45 (s, 1C, 6-C), 169.35; 169.6; 170.17; (3s, 3C, OCOCHB3).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.*

6-Chlor-2°,3".5 -triacetylribofuranosylpurin (54)'??

Struktur

AcO.

Substanzeigenschaften

Hellgelbes O, 18slich in Dichlormethan.

Ansatz

2°,3",5 -Triacetylinosin (53) 6g (0.0152mol)
Phosphoroxychlorid 20 ml (0.0152mol)
N,N-Dimethylanilin 2ml (0.0152 mol)
Versuchsvorschrift

6 g (15.2 mmol) Triacetylinosin werden bei 140 °C im Ofen getrocknet. Die Substanz
wird langsam in eine Mischung aus 2 ml (15.2 mmol) Dimethylanilin und 20 ml

(15.2 mmol) frisch destilliertem Phosphoroxychlorid gegeben. Die Lésung wird auf
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100°C erhitzt. Die Reaktion ist beendet, wenn eine klare orangefarbene L&sung
entstanden ist. Das Phosphoroxychlorid wird bei 40°C abdestilliert und der
Rackstand wird unter Eiskiihlung mit Eis hydrolysiert. Die Suspension wird 1h unter
Eiskihlung gerthrt. Die wassrige Losung wird dreimal mit Dichlormethan
ausgeschdattelt. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit 100 ml 1N-
Salzs&ure, dreimal mit 100 ml Wasser und einmal mit 100 ml gesattigter Natrium-
chloridlésung ausgeschittelt und Ober Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Dichlormethan wird unter vermindertem Druck abgezogen und man erhalt die
Substanz als hellgelbes Ol.

Ausbeute: 3.1 g (50%)

Analytische Daten
Berechnete Masse: 412.78 fir C1gH17CIN4O7

'H-NMR (CDCls., 500 MHz): & = 1.99 (s, 3H, OCOCHs3), 2.03 (s, 3H, OCOCHs3), 2.11
(s, 3H, OCOCHs), 4.25 (d, 2H, 5-CH,-), 4.38 (t, 1H, 4’-CH-), 5.65 (d, 1H. 2'-CHy-),
6.01 (d, 1H, 3"-CHs-), 6.36 (d, 1H,1"-CH.-), 8.83 (s, 1H, 2-C), 8.88 (s, 1H, 8-C).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): 8 = 20.5, 20.3 (2s, 2C, CH3-CO), 20.5 (s, 1C, CHsC-5"-
C), 62.6 (s, 1C, 5°-C), 70.5 (s, 1C, 2"-C), 72.2 (s, 1C, 3"-C), 79.8 (s, 1C, 4"-C), 86.5
(s, 1C, 1"-C), 131.70 (s, 1C, 5-C), 146.4 (s, 1C, 8-C), 149.9 (s, 1C, 4-C), 151.45 (s,
1C, 6-C), 152.0(s, 1C, 2-C), 169.35, 169.6, 170.17 (4s, 4C, OCOCH3).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.*
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2°.3°.,5°-Tribenzoylinosin (131)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver

Ansatz

Inosin 7.97 g (29.7mmol)
Dimethylaminopyridin (DMAP) 0.2¢g
Ethyldimethylamin (EDMA) 8.8 g (120 mmol)
Benzoylchlorid 14 g (100 mmol)
Versuchsvorschrift

7.97 g (29.7 mmol) Inosin und 0.2 g Dimethylaminopyridin werden zu einer Mischung
aus 8.8 g (120 mmol) Ethyldimethlyamin und 14 g (100 mmol) Benzoylchlorid in
100 ml Acetanhydrid gegeben. Der Ansatz wird bei Raumtemperatur gerlhrt bis eine
klare LOsung entstanden ist. Durch Zugabe von etwas Methanol wird das
Uberschissige Acetanhydrid abgefangen. Die flichtigen Reagenzien werden unter
vermindertem Druck abgezogen. Der Rickstand wird in 100 ml Dichlormethan geldst
und dreimal mit 100 ml geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung ausgeschittelt.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck abgezogen.

Ausbeute: 15,2 g ( 88 %)
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Analytische Daten
Berechnete Masse: 580.4 fiir C31H24N4Og

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 4.80, 4.68 (2dd, 2H, 5"-CHy-, °J = 4.73 Hz), 4.90
(m, 1H, 4"-CHa-, °J = 4.73 Hz), 6.26 (t, 1H, 2"-CHy-, 3J = 4.41 Hz), 6.49 (m, 1H, 3'-
CH,-, °J = 4.71 Hz,), 6.71 (d, 1H,1-CHy-, °J = 4.41 Hz),7.42-7.98 (m, 15H, CHaromat),
8.05 (s, 1H, 2-C), 8.64 (s, 1H, 8-C).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 5 = 63. 2 (s, 1C, 5°-C), 70.78 (s, 1C, 2"-C), 73.4 (s,
1C, 3’-C), 79.9 (s, 1C, 4’-C), 87.5 (s, 1C, 1"-C), 128.42-134.01 (16s,16C, 5-C und
Caromat), 146.23 (s, 1C, 8-C), 146.82 (s, 1C, 4-C), 159.80 (s, 1C, 6-C), 151.37 (s, 1C,
2-C), 164.60, 164.76, 165.51 (4s, 4C, OCOCH3).

6-Chlor-2°,3°,5 -benzovylribofuranosyvlpurin (132)

Struktur

Substanzeigenschaften

Hellgelbes O, 16slich in Dichlormethan

Ansatz

2°,3",5"-Tribenzoylinosin 5.16 g (8.8 mmol)
Phosphoroxychlorid 15 ml
N,N-Dimethylanilin 1.49g (8.8 mmol)

Versuchsvorschrift
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5.16 g (8.8 mmol) 2°,3",5°-Tribenzoylinosin (131) wird bei 140 °C im Ofen getrocknet.
Die Substanz wird langsam in eine Lésung von 1.4 g (8.8 mmol) Dimethylanilin und
15 ml (15.2 mmol) frisch destilliertem Phosphoroxychlorid gegeben. Die Lésung wird
auf 100°C erhitzt. Die Reaktion ist beendet, wenn eine klare orangefarbene Ldsung
entstanden ist. Das Phosphoroxychlorid wird bei 40°C abdestilliert und der
Rackstand wird unter Eiskiihlung mit Eis hydrolysiert. Die Suspension wird 1 h unter
Eiskihlung gerthrt. Die wassrige Loésung wird dreimal mit Dichlormethan
ausgeschattelt. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit 1N-
Salzsaure, dreimal mit Wasser und einmal mit Kochsalzlésung ausgeschuttelt und
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wird unter vermindertem Druck
abgezogen und man erhalt die Substanz als gelbes Ol.

Analytische Daten
Berechnete Masse: 598.98 fur C31H24N4Osg

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 5 = 4.80, 4.68 (2dd, 2H, 5-CHy-, °J= 4.73 Hz), 4.90
(m, 1H, 4"-CHy-, 3J = 4.73 Hz), 6.26 (t, 1H, 2"-CH»-, °J = 4.41 Hz), 6.49 (m, 1H,
3'-CHp-, 3J = 4.71 Hz,), 6.71 (d, 1H,1-CHp-, °J = 4.41 Hz), 7.42-7.98 (m, 15H,
CHaromat), 8.64 (s, 1H, 8-C), 8.93 (s, 1H, 2-C).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 5 = 63. 2 (s, 1C, 5°-C), 70.78 (s, 1C, 2"-C), 73.4 (s,
1C, 3’-C), 79.9 (s, 1C, 4’-C), 87.5 (s, 1C, 1’-C), 128.42-134.01 (16s,16C, 5-C und
Caromat), 146.23 (s, 1C, 8-C), 146.82 (s, 1C, 4-C), 159.80 (s, 1C, 6-C), 151.37 (s, 1C,
2-C), 164.60, 164.76, 165.51 (4s, 4C, OCOCH3).



Experimenteller Teil 141

3-(N°-adenosyl)-aminopropan-1-ol (57)'"2

Struktur

HO

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver, l6slich in Methanol und Ethanol.

Ansatz

6-Chlor-2,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) 0.5 g (1.2 mmol)
3-Aminopropanol 4 ml (52.5 mmol)
Versuchsvorschrift

0.5 g (1.2 mmol) 6-Chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) werden in 3 ml
Dichlormethan geldst. Die Lésung wird auf -20°C geklhlt und tropfenweise langsam
mit 4 ml (52.5 mmol) 3-Aminopropanol versetzt. Die Mischung wird far weitere 20 min
bei -20°C gerthrt und anschlieBend eine weitere Stunde bei Raumtemperatur. Das
Dichlormethan wird unter vermindertem Druck abgezogen. Das Uberschissige 3-
Aminopropanol wird bei 90°C im Hochvakuum (1.2 mbar) entfernt. Der Rickstand
wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mittels klassischer Saulenchromatographie mit
Dichlormethan: Ethanol (8:2) eluiert.

Analytische Daten
Schmp.: 140°C
Berechnete Masse: 325.32 als C13H19N5Os5

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.73 (m, 2H, 2"-CH,-), 3.47 (t, 2H, 1"-CH»-), 3.55
(m, 2H, 3"-CH,-), 3.66 (3"-CH-) 4.47 (dd, 1H, 2°-CH-), 5.12 (t, 1H, 4’-CH-), 5.36 (dd,
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2H, 5°-CHy-), 5.87 (d, 1H, 1"-CH-), 7.76 (bs, 1H, °NH), 8.19 (s, 1H, 2-CH-), 8.31 (s,
1H, 8-CH-).

13G-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 32.42 (s, 1C, 2”-CHy-), 37.41 (s, 1C, 1”-CHy-),
58.8 (s, 1C, 3"-CHy-), 61.8 (s, 1C, 5"-CH), 70.78 (s, 1C, 2'-C), 73.61 (s, 1C, 3°-C),
86.03 (s, 1C, 4'-C), 88.06 (s, 1C, 1°-C), 119.88 (s, 1C, 5-C), 139.77 (s, 1C, 8-C),
148.34 (s, 1C, 4-C), 152.47 (s, 1C, 2-C), 154.83 (s, 1C, 6-C).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.'”?

N-[9-(B-D-Ribofuranosyl)-9H-purin-6-yl]-y-aminobuttersaure (58)
Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver, 16slich in Wasser und Methanol, unléslich in Dichlormethan.

Ansatz

6-Chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) 0.2 g (0.48 mmol)
y-Aminobuttersaure 0.31 g (83 mmol)
Versuchsvorschrift

0.2 g (0.48 mmol) 6-Chlor-2",3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) und 0.31 ¢
(3 mmol) y-Aminobuttersaure werden in einem Gemisch aus 1 ml Ethanol, 2.5 ml
Wasser und 2.5 ml Triethylamin far drei Tage bei 80°C erhitzt. Das
Lésungsmittelgemisch wird vollstédndig entfernt. Das Rohprodukt wird in 5 ml Ethanol
gelést und mit 2 ml Diethylether versetzt. Der resultierende Niederschlag wird
abfiltriert und verworfen. Das L&6sungsmittelgemisch wird entfernt und der
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resultierende Rickstand aus einem Gemisch aus Ethanol: Diethylether: Petrolether
(1:1:1) umkristallisiert.
Ausbeute: 0.05 g (30 %)

Analytische Daten

Schmp. : 215-218°C
Berechnete Masse: 353.34 flir C14H1gN50¢
MS (ESI): 354.1 [M+H]* und 352.0 [M-H]*

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.83 (m, 2H, 2""-CH,-), 2.27 (t, 2H, 3""-CHy-), 3.49
(m, 2H, 5"-CHy-), 3,55, 3.95, 4.14 (3m, 3H, -OH), 3.43 (m, 1H, 4"-CH-, 3J = 3.47 Hz) ,
3.67 (d, 1H, 3’-CH-, °J = 3.47 Hz und °J = 3.74 Hz ), 4.59 (m, 1H, 2’-CH- °J = 5.67
Hz), 5.87 (d, 1H, 1"-CH-, °J = 5.99 Hz), 7.88 (bs, 1H, °NH), 8.19 (s, 1H, 2-CH-), 8.33
(s, 1H, 8-CH-).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 24.72 (s, 1C, 2"-CHy), 31.42 (s, 1C, 3"'-CHy"),
57.8 (s, 1C, 17-CH,-), 61.81 (s, 1C, 5"-CHy-), 70.79 (s, 1C, 2’-C), 73.62 (s, 1C, 3-C),
86.03 (s, 1C, 4’-C), 88.10 (s, 1C, 1-C), 119.89 (s, 1C, 5-C), 139.81 (s, 1C, 8-C),
152.45 (s, 1C, 2-C), 154.85 (s, 1C, 6-C), 174.43 (s, 1C, 4""-COOH).

N-[N®-adenosyl]-6-aminohexansiure (59)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver, I6slich in Wasser und Methanol, unléslich in Dichlormethan.
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Ansatz

6-Chlor-2,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) 1 g (2.4 mmol)
6-Aminohexansaure 1.96 g (15 mmol)
Versuchsvorschrift

1 g (24 mmol) 6-Chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin  (54) und 1.96 ¢
(15 mmol) 6-Aminohexansaure werden in einem Gemisch aus 5 ml Ethanol, 12.5 ml
Wasser und 12.5 ml Triethylamin fir drei Tage bei 80°C erhitzt. Das
Lésungsmittelgemisch wird vollstédndig entfernt. Das Rohprodukt wird in 5 ml Ethanol
gelést und mit 2 ml Diethylether versetzt. Der resultierende Niederschlag wird
abfiltriert und verworfen. Das Lésungsmittelgemisch wird entfernt und der Rickstand
aus einem Gemisch aus Ethanol: Diethylether: Petrolether (1:1:1) umkristallisiert.

Ausbeute: 0.805 g (92 %)
Analytische Daten

Schmp.: 190-193°C
Berechnete Masse: 353.34 flir C1gH23N506

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.32 (m, 2H, 3""-CH,-), 1.59-1.67 (m, 6H, 2""-CH,-
, 4”-CHy- und 5-CHy-), 2.19 (t, 2H, 1”-CHy-), 3.45 (m, 2H, 5"-CH,-), 3,53, 3.55,
4.13 (3m, 3H, -OH), 3.67 (dd, 1H, 4"-CH-, °J = 3.47 Hz) , 3.95 (d, 1H, 3'-CH-, °J =
3.47 Hz und °J = 3.74 Hz ), 4.59 (m, 1H, 2°-CH- %J = 5.67 Hz), 5.87 (d, 1H, 1'-CH-,
5J=5.99 Hz), 7.82 (bs, 1H, ®NH), 8.18 (s, 1H, 2-CH-), 8.31 (s, 1H, 8-CH-).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 24.49 (s, 1C, 4""-CHy-), 26.10 (s, 1C, 3""-CHy-),
29.01 (s, 1C, 2""-CHy-), 33.93 (s,1C, 5"-CHy-) 45.82 (s, 1C, 1"-CHy-), 61.81 (s, 1C,
5°-C), 70.78 (s, 1C, 2’-C), 73.60 (s, 1C, 3"-C), 86.03 (s, 1C, 4’-C), 88.10 (s, 1C, 1"-
C), 139.71 (s, 1C, 8-C), 152.47 (s, 1C, 2-C), 174.64 (s, 1C, 6""-COOH).
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4-{19-(Ribofuranoysl)-9H-purin-6-ylamino]lmethyllbenzoesaure (60)

N Xy o
ooy

Struktur

HO

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver, 16slich in Wasser und Methanol, unléslich in Dichlormethan.

Ansatz

6-Chlor-2,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (54) 1 g (2.4 mmol)
4-(Aminomethyl)benzoesaure 2.26 g (15 mmol)
Versuchsvorschrift

1 g (2.4 mmol) 6-Chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin  (54) und 2.26 ¢
(15 mmol) 4-(Aminomethyl)benzoesaure werden in einem Gemisch aus 5 ml Ethanol,
12.5 ml Wasser und 12.5 ml Triethylamin flr drei Tage bei 80°C erhitzt. Das
Lésungsmittelgemisch wird vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wird in 5 ml Ethanol
gelést und mit 2 ml Diethylether versetzt. Der resultierende Niederschlag wird
abfiltriert und verworfen. Das Lésungsmittelgemisch wird entfernt und der Rickstand
aus einem Gemisch aus Ethanol: Diethylether: Petrolether (1:1:1) umkristallisiert.

Ausbeute: 0.48 g (50 %)
Analytische Daten

Schmp.: 184-186°C
Berechnete Masse: 353.34 flir C1gH1gN5O¢
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'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 3,49, 3.95, 4.15 (3m, 3H, -OH), 3.53 (m, 1H, 4"-
CH-, °J = 3.47 Hz) , 3.55 (d, 1H, 3"-CH-, °J = 3.47 Hz und °J = 3.74 Hz ), 3.67 (dd,
2H, 5-CHy-), 4.76 (t, 1H, 2"-CH- 3J = 5.67 Hz), 5.89 (d, 1H, 1°-CH-, 3J = 5.99 Hz),
7.40 (d, 2H, 3" "-Caromat und 5""-Caromar), 7.85 (d, 2H, 2""-Caromar und 6" ~Caromar), 8.18
(s, 1H, 2-CH-), 8.37 (s, 1H, 8-CH-), 8.47 (bs, 1H, °NH).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 45.71 (s, 1C, N-CH-Ar), 61.76 (s, 1C, 5°-C),
70.75 (s, 1C, 2’-C), 73.63 (s, 1C, 3'-C), 86.00 (s, 1C, 4’-C), 88.07 (s, 1C, 1"-C),
127.06 und 129.42 (2s, 4H, Caroma), 140.12 (s, 1C, 8-C), 144.93 (s, 1C, 17-
Caromat)148.68 (s, 1C, 4”"-Caromat), 152.45 (s, 1C, 2-C), 154.60 (s,1C, 6-C), 167.25 (s,
1C, Ar-COOH).

N®-(2-Aminoethyl)adenosin (61)'?*

Struktur

Substanzeigenschaften

Gelbes Ol, unldslich in Dichlormethan, leicht Idslich in Wasser und Methanol.

Ansatz

6-Dichlor-2°,3",5 -triacetylribofuranosylpurin (54) 0.81 g(1.97 mmol)
Ethylendiamin 5ml (75 mmol)
Versuchsvorschrift

0.81 g (1.97 mmol) 6-Dichlor-27,3",5 -triacetylribofuranosylpurin (54) werden in 4 mi
Dichlormethan gelést und auf -20 °C gekulhlt. Unter heftigem Rihren werden 5 ml
(75 mmol) Ethylendiamin vorsichtig zugegeben. Die Losung wird 1 h bei RT gerthrt.

Das Uberschiissige Ethylendiamin (Sdp. 116°C) wird unter Hochvakuum abgezogen
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und das Rohprodukt durch einen Dowex OH Anionenaustauscher mit dem Eluenten

Methanol gereinigt.
Ausbeute : 410 mg (67%)
Analytische Daten

Berechnete Masse: 310.14
MS (ESI): 311.3 [M+H]* fur C12H1gNgO4

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.83 (t, 2H, 1’-CHy-), 2.25 (t, 3H, 2"-CHy-), 3.49
(bs, 2H, CH»-NHy), 3.54 und 3.52 (2d, 2H, 5"-CH,-, 3J = 3.46 Hz), 3,49, 3.65, 3.67
(3d, 3H, -OH), 3.95 (m, 1H, 4"-CH-, %J = 3.16 Hz und ®J = 3.46 Hz) , 4.13 (d, 1H,
3'-CH-, °J = 5.04 Hz und %J = 3.15 Hz), 4.59 (m, 1H, 2"-CH-, 3J = 6.31 Hz und °J =
5.04 Hz), 5.87 (d, 1H, 1°-CH-, °J = 6.3 Hz), 7.88 (m, 1H, -NH-CH>-), 8.18 (s, 1H, 2-
CH-), 8.33 (s, 1H, 8-CH-).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 32.42 (s, 1C, 2""-CHy-), 56.16 (s, 1C, 1”"-CHy-),
57.84 (s, 1C, 3"-CHy-), 61.81 (s, 1C, 5"-CH), 70.79 (s, 1C, 2°-C), 73.62 (s, 1C, 3°-C),
86.03 (s, 1C, 4"-C), 88.10 (s, 1C, 1"-C), 139.81 (s, 1C, 8-C), 152.45 (s, 1C, 2-C),
154.84 (s, 1C, 6-C).

*Diese Verbindung wird von Golisade et al. beschrieben, allerdings ohne Angaben tber Ausbeute und

analytischen Daten.

Bernsteinsiauremonobenzylester (62)'®°

Struktur

HO

Substanzeigenschaften

Farbloses O, I8slich in Ethylacetat und Methanol, unléslich in Dichlormethan.
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Ansatz

Bernsteinsaureanhydrid 1 g (10 mmol)
Benzylalkohol 0.86 g (8.3 mmol)
Dimethylaminopyridin (DMAP) 1.02 g (8.3 mmol)
Versuchsvorschrift

Eine Mischung aus 1 g (10 mmol) Bernsteinsaureanhydrid, 1.02 g (8.3 mmol) DMAP
und 0.86 g (8.3 mmol) Benzylalkohol in 30 ml Dichlormethan, wird 18 h bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend werden 30 ml einer 5%igen Natrium-
carbonatlésung hinzu gegeben und die beiden Phasen getrennt. Die wassrige Phase
wird mit 1N-HCI angesauert und dreimal mit 30 ml Ethylacetat ausgeschuttelt. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit 30 ml gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, tber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und vom Lésungsmittel befreit.

Ausbeute: 0.963 g (56 %);
Literatur-Ausbeute: 94 %'

Analytische Daten
Berechnete Masse: 208.07 fir C11H1204

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 8= 2.56 (m, 2H, 3-CHy-), 5.08 (s, 2H, O-CH,-Ar),
7.31-7.36 (M, 5H, CHaromar), 12.2 (s, 1H, COOH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 8= 28.82 und 28.90 (2s, 2C, 3-CH,- und 2-CHy-),
65.6 (s, 1C, Ar-CH»-0), 127.9 — 136.3 (4s, 5C, Caromat), 172.1 und 173.5 (2s, 2C,
COOH und COOR,).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.'®



Experimenteller Teil 149

4-[2-(9-Ribofuranosyl-9H-purin-6-ylamino)ethylamino]-4-oxo-

buttersaurebenzylester (63)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBes Pulver, I6slich in Methanol.

Ansatz

2-(N°-Adenosyl-)ethylamin (61) 0.35g (1.12 mmol)
Bernsteinsduremonobenzylester (62) 232 g (1.12 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.464 g (1.12 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.166 g (1.12 mmol)
Diisopropylethylamin (DIPEA) 0.2 ml (1.232 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Arogonatmosphéare werden 0.232 g (1.12 mmol) 62 und 0.2 ml (1.232 mmol)
Diisopropylethylamin (DIPEA) in 5 ml trockenem Dimethylformamid suspendiert.
Nach Zugabe von 0.464 g (1.12 mmol) HCTU und 0.166 g (1.12 mmol) HOBT wird
ein Minute gerahrt und anschlieBend mit 0.35 g (1.12 mmol) 61 versetzt. Die Lésung
wird 36 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem
Druck abgezogen und das Rohprodukt auf Kieselgel aufgetragen. Eluiert wird mit
Dichlormethan: Methanol (9:1).

Ausbeute: 0.085 g (15 %)



Experimenteller Teil 150

Analytische Daten
Schmp.: 197-200°C
Berechnete Masse: 500.2 flir CozHagNeO7

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 2.36 (t, 2H, 3""-CHy-), 2.55 (t, 2H, 2"""-CHy-),
3.28 (m, 6H, 17-CHy- und 2""-CH,- und 3"-CH und 4'-CH), 3.53, 3.67, 4.14 (3 m, 3H,
-OH), 3.55 (d, 1H, 5"-CHy-, °J = 3.47 Hz), 3.95 (m, 1H, 5"-CH.-, °J = 3.47 Hz), 4.59 t,
1H, 2°-CH), 5.06 (s, 2H, O-CHy-Ar), 5.88 (d, 1H, 1"-CH), 7.29-7.36 (m, 5H, CHaromai),
7.82 (s, 1H, °NH-), 7.98 (t, 1H, CONH-), 8.20 (s, 1H, 2-C), 8.33 (s, 1H, 8-C).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § = 29.17 (s, 1C, 3""-CH,-), 30.02 (s, 1C, 2""-CHy-),
38.50 (s, 1C, 2""-CHy-), 61.70 (s, 1C, 5°-C), 70.76 (s, 1C, 2°-C), 73.65 (s, 1C, 3"-C),
86.01 (s, 1C, 4’-C), 88.08 (s, 1C, 1’-C), 119.99 (5-C), 123.48 bis 139.37 (6s, 6C,
Caromat), 141.53 (s, 1C, 8-C), 149.89 (s, 1C, 4-C), 152.40 (s, 1C, 2-C), 154.82 (s, 1C,
6-C), 170.91 und 172.26 (2s, 2C, RCONHR und RCOOR).

6-(9-Ribofuranosyl-9H-purin-6-ylamino)-N-(4-

phenylbutyl)hexansaureamid (64)

Struktur

Substanzeigenschaften

Weisser Feststoff, 16slich in Ethanol und Methanol, unléslich in Dichlormethan und
Petrolether.
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Ansatz

N-[Né-adenosyl]-6-aminohexansaure (59) 0.102 g (0.28 mmol)

Phenylbutylamin 44 ul - (0.28 mmol)
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-

hexafluorophosphat (PyBOP) 0.145 g (0.28 mmol)

1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)

Diisopropylethylamin (DIPEA) 51 pl  (0.308 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphéare werden 0.102 g (0.28 mmol) 59 und 51 pl (0.308 mmol)
DIPEA in 5 ml trockenem Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 0.145 g
(0.28 mmol) PyBOP und 0.037 g (0.28 mmol) HOBT wird ein Minute gerthrt und
anschlieBend mit 44 pl (0.28 mmol) Phenylbutylamin versetzt. Die Lésung wird 36 h
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldésungsmittel wird vollstdndig entfernt und das
Rohprodukt auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (9:1)
eluiert. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und vom
Lésungsmittel befreit. Der Rlckstand wird in Ethanol geldst, und nach Zugabe von
Petrolether fallt das Produkt in reiner Form aus.

Ausbeute: 0.027 g (19 %)

Analytische Daten

Schmp.: 145 °C
Berechnete Masse: 512.77 flir CogHzgNgOs
MS (ESI): 513.2 [M+H]" und 511.0 [M-H]

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.58-1.35 (m, 10H), 2.03 (t, 2H, 5""-CH,-), 2.56 (t,
2H, 4"""-CH,-), 3.08 (m, 2H, 17"-CH,-), 3.13 (m, 2H, 1°"-CHy-), 3.95, 4.67 (2m, 2H,
-OH), 4.14 (m, 1H, 3"-CH, °J = 5.05Hz und 3J = 4.41 hz), 4.60 (m, 1H, 2’-CH, °J =
5.99 Hz und %J = 5.30 Hz), 5.12 (d, 1H, 4’-CH, 3J = 4.41 Hz), 5.38 (d, 2H, 5"-CH, 3J =
6.31 Hz), 5.87 (d, 1H, 1"-CH, °J = 5.99 Hz), 7.12-7.17 (d, 2H, CHaroma), 7.23-7.26 (d,
2H, CHaromat), 7.67 (t, TH, CONHR), 7.80 (bs, 1H, ®NH), 8.18 (s, 1H, 2-C), 8.31 (s,
1H, 8-C).
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3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 18.23 (s, 4'-CHy-), 25.29 (s, 1C, 3""-CHy-),
26.21 (s, 1C, 3""-CHy-), 28.49 (s, 1C, 2'-CHy-), 28.95 (s, 1C, 2"""-CHy-), 35.55 (s,
1C, 4""-CHy-), 38.25 (s, 1C, 5"-CHy-), 41.95 (s, 1C, 1""-CHy-), 53.75 (s, 1C, N°-R),
61.82 (s, 1C, 5’-C), 70.79 (s, 1C, 2'-C), 73.59 (s, 1C, 3’-C), 86.03 (s, 1C, 4"-C),
88.10 (s, 1C, 1°-C), 139.71, 128.38, 128.32, 125.73 (4s, Caroma), 142.27 (s, 1C, 8-C),
152.46 (s, 1C, 2-C), 154.82 (s, 1C, 6-C), 171.95 (s, 1C, CONR).

Reinheit

LC-MS

Saule Luna RP-C+g, 3 um, Firma Phenomenex®

Puffer 2 mmol Ammoniumacetat

Eluent Gradient von Wasser: Methanol 9:1 auf 100% Methanol
innerhalb von 20 min

Detektion UV (254 nm)

Injektion 1 mg/1 ml

Retentionzeit 20.71 min

Reinheit 97 %

6-(9-Ribofuranosyl-9H-purin-6-ylamino)-N-(5-(4.4-difluoro-1,3.5.7-
tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)pentyl-

hexansaureamid (65)

Struktur

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, |6slich in Ethanol und Methanol, unléslich in Dichlormethan
und Petrolether
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Ansatz

N-[Né-adenosyl]-6-aminohexansaure (59) 0.102 g (0.28 mmol)
8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl

-4-bora-3a,4a-s-indacen (32) 0.094 g (0.28 mmol)
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-

hexafluorophosphat (PyBOP) 0.145 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)
Diisopropylethylamin (DIPEA) 51 pl  (0.308 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphare werden 0.102 g (0.28 mmol) 59, 0.145 g (0.28 mmol)
PyBOP und 0.037 g (0.28 mmol) HOBT in 5 ml trockenem Dimethylformamid
suspendiert. Nach Zugabe von 51 pul DIPEA wird ein Minute gerGhrt und
anschlieBend mit 0.094 g (0.28 mmol) 32, welches in 2 ml Dimethylformamid geldst
wurde, versetzt. Die Loésung wird 36 h bei Raumtemperatur gerUhrt. Das
Lésungsmittel wird vollstandig entfernt und das Rohprodukt auf Kieselgel 60
aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (9:1) eluiert. Die das Produkt
enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und vom L&sungsmittel befreit. Der
Rackstand wird in Ethanol gelést, und nach Zugabe von Petrolether fallt das Produkt
in reiner Form aus.

Ausbeute: 0.02 g (10 %)

Analytische Daten

Schmp.: 106 °C zers.
Berechnete Masse: 696.37 fur CssH47BF>NgOs
MS (ESI): 697.3 [M+H]" und 695.5 3[M-H]*

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.44-1.52 (m, 12H, 2""-CHy- bis 4""-CH- und
2""-CHy- bis 4""-CHy-), 1.72 (m, 2H, 5""-CHy-), 2.09 (t, 2H, 5 '-CHy-), 2.38 (s, 6H,
9”""-CH;z and 12""-CHg), 2.39 (s, 6H, 10" "CHs and 11~""-CHs), 2.90 (m, 2H,
17"-CHy-), 3.01 (m, 2H, 1”-CHy), 3.53 (d, 1H, 5"-CH, °J = 3.47 Hz), 3.55 (d, 1H,
3'-CH, %J = 3.78 Hz), 3.66 (dd, 1H, 4"-CH, °J = 3.78Hz), 3.94 (m, 1H, 5-CH, 3J =
3.78 Hz und °J = 3.47 Hz), 4.13 (m, 1H, -OH), 4.66 (t, 1H, 2"-CH, 3J = 5.6 Hz), 5.87
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(d, 1H, 1-CH, 3J = 3.47 Hz), 6.21 (s, 2H, 2"""-CH und 6 ""-CH), 7.68 (t, 1H, CONHR),
7.91 (bs, 1H, ®NH-),8.19 (s, 1H, 2-CH), 8.33 (s, 1H, 8-CH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 14.18 (s, 2C, 10”"""-CHsz und 11°"""-CHs), 15.99
(s, 2C, 9”""-CHs und 12"""-CHs), 25.29 (s, 1C, 4”-CHy,-), 26.05 (s, 1C, 3"-CHy-),
26.21 (s, 1C, 3""-CHy-), 27.12 (s, 1C, 4""-CHy-), 27.90 (s, 1C, 2°""-CH,-), 28.96 (s,
1C, 27-CHy-), 31.25 (s, 1C, 5 "-CHy-), 35.57 (s, 1C, 5 -CH,-), 38.25 (s, 1C,
17"-CH,-), 45.97 (s, 1C, 1”-CHy-), 61.79 (s, 1C, 5-CHz-), 70.77 (s, 1C, 2"-C), 73.65
(s, 1C, 3°-C), 86.03 (s, 1C, 4’-C), 88.09 (s, 1C, 1°-C), 121.79 (s, 2C, 2"""-CH und
6"""-CH), 130.85 (s, 2C, 3""'-C und 7°"""-C), 139.82 (s, 1C, 8-C), 140.91 (s, 1C,
8 ""-C), 146.91 (s, 1C, 2-C), 153.14 (s, 1C, 6-C), 172.01 (s, 1C, RCONHR).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (MeOH) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (MeOH) Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.41 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID

Detektor : UV (495 nm)
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Retentionszeit :11.41 min
Reinheit 1100 %

4-{[9-(Ribofuranoysl)-9H-purin-6-ylamino]lmethyl}-N-[5-(4.4-difluoro-

1.3.5,7-tetra-methyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-8-yl)pentyl]-

benzoesaureamid (66)

Struktur

H |3 »| H
OH OH

Substanzeigenschaften

Orange-roter Feststoff, l6slich in Ethanol, Methanol, unléslich in Dichlormethan,
Petrolether

Ansatz

4-[1-(N®-adenosyl)-1-amino-methyl]benzoesaure (60) 0.112 g (0.28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl

uronium (HCTU) 0.115 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)
Diisopropylethylamin (DIPEA) 51yl (0.308 mmol)
8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl

-4-bora-3a,4a-s-indacen (32) 0.094 g (0.28
mmol)

Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphare werden 0.115 g (0.28 mmol) 60, 0.115 g (0.28 mmol) HCTU
und 0.037 g (0.28 mmol) HOBT in 3 ml trockenem Dimethylformamid suspendiert.
Nach Zugabe von 51 pl DIPEA wird ein Minute gerthrt und anschlieBend mit 0.094 g
(0.28 mmol) 32, welches in 2 ml Dimethylformamid gel6st wurde, versetzt. Die
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Lésung wird 36 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wird vollstandig
entfernt und das Rohprodukt in etwas mobiler Phase suspendiert und auf Kieselgel
aufgezogen. Das Rohprodukti-Kieselgel Gemisch wird auf eine gepackte Saule
aufgetragen und mit einem Gemisch aus Dichlormethan : Methanol (9:1), das 2%
Triethylamin enthalt langsam und vorsichtig eluiert.

Ausbeute: 0.035 g (18 %)

Analytische Daten

Schmp.: 145°Czers.
Berechnete Masse: 716.58 fir CzgH43BF2NgOs
MS (ESI): 717.3 [M+H]" und 715.5 [M-H]*

'"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 1.24 (m, 2H, 3""-CH,-), 1.49-1.60 (m, 6H,
2""-CHy-, 4”"-CHa- und 5""-CH,-), 2.36 (s, 12H, 10""""CHs, 11”"""-CHa, 9”"""-CHz und
12°""-CHs), 2.9 (m, 2H, 1"""-CH,), 4.14 (d, 1H, 5"-CH, °J = 4.73 Hz und %J = 5.05 Hz),
4.30 (t, 1H, 4’-CH, 3J = 5.04Hz), 4.60 (d, 1H, 3"-CH, °J = 6.1 Hz und 3J= 5.3 Hz),
4.74 (s, 2H, N-CH-Ar), 3.65, 3.95, 5.14 (3m, 3H, -OH), 5.31 (m, 1H, 5"-CH, °J =
4.72), 5.39 (d, 1H, 2"-CH, 3J = 6.3 Hz), 5.89 (d, 1H, 1"-CH, 3J = 6.3 Hz), 6.20 (s, 2H,
2”°-CH und 6°""-CH), 7.39 (d, 2H, CHaromat), 7.74 (d, 2H, CHaromat), 8.18 (bs, 1H,
®NH-), 8.32 (t, 1H, CONHR), 8.18 (bs, 1H, ®NH-),8.37 (s, 1H, 2-CH), 8.45 (s, 1H, 8-
CH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § =14.19 (s, 2C, 10""""-CH3 und 11°"""-CH3), 16.81
(s, 2C, 9""-CHz und 12""""-CH3)27.2 (s, 1C, 4""-CH,-), 27.92 (s, 1C, 3"""-CH,-), 28.9
(s, 1C, 57"-C42.9 (s, 1C, 1""-CHy-), 31.27 (s, 1C, 2""-CH,-), 53.78 (s, 1C, N-CH,-
Ar), 61.78 (s, 1C, 5-CHy-), 70.75 (s, 1C, 2’-C), 73.65 (s, 1C, 3"-C), 86.03 (s, 1C,
4’-C), 88.09 (s, 1C, 1°-C), 121.86 (s, 2C, 2-CH und 6"""-CH),126.9 und 127.25 (2s,
4C, 2" Caromat, 3" Caromat, 5 "Caromats 6" Caroman), 130.8 (s, 1C,1”"-Caromar), 133.3 (s,
2C, 17-C und 7°"’-C), 140.12 (s, 1C, 8-C), 140.95 (s, 1C, 4'-C), 146.93 (s, 2C,
37”-C und 5°-C), 152.44 (s,1C, 6-C), 153.15 (s, 1C, 6-C), 166.19 (s, 1C,
ArCONR).
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Spektroskopische Daten
UV-Absorption (MeOH) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (MeOH) Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.07 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :11.07 min

Reinheit 100 %
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2.3’ 5 -Triacetylquanosin (74)'°

Struktur
0
N
</ f‘;’t
N N/ NH,
H H
H H
0 o)
O:< >:O
Substanzfarbe

WeiBes Pulver, gut I8slich in Dichlormethan unldslich in Wasser.

Ansatz

Guanosin 8.40 g (29,7mmol)
4-Dimethylaminopyridin 029
Ethyldimehylamin (EDMA) 8.8 g (120 mmol)
Acetanhydrid 10.2 g (100 mmol)
Versuchsvorschrift

8,92 g (29.7 mmol) Guanosin-Monohydrat werden flr einige Stunden bei 130°C im
Ofen getrocknet. Die getrocknete Substanz wird zusammen mit 0,2 ¢
Dimethylaminopyridin in einer Mischung aus 8,8 g (120 mmol) EDMA und 10,2 g
(100 mmol) Acetanhydrid und 100 ml Acetonitril suspendiert. Es wird 45 min bei
Raumtemperatur gerthrt, bis eine klare Lésung entstanden ist. Zum Abfangen des
Uberschissigen Acetanhydrids wird etwas Methanol zugesetzt, wobei die Lésung
sich leicht erwarmt. Die Uberschissigen Reagentien werden im Vakuum entfernt und

der Rickstand aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 9,2 g (76 %)
Literaturausbeute: 83 %'
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Analytische Daten
Schmp.: 223°C
Berechnete Masse: 409.36 fur C1gH19N50s

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 4.37 und 4.30 (2m, 2H, 5"-CH,-, °J = 4.1 Hz),
4.23 (d, 1H, 3’-CH-, 3J = 5.99 Hz), 5.48 (m, 1H, 4"-CH-, 3J = 4.1 Hz und 3J = 5.99
Hz), 5.76 (m, 1H, 2°-CH-, 3J = 5.99 Hz), 5.96 (d, 1H, 1"-CH-, °J = 5.99 Hz), 6.49 (s,
2H, -NHy), 7.90 (s, 1H, 8-CH-), 10. 68 (s, 1H, NH).

3C-NMR (DMSO- ds, 125 MHz): & = 20.3, 20.5 (2s, 2C, CH3-CO) 20.7 (s, 1C, CHsC-
5°-C), 62.2 (s, 1C, 5°-C), 70.4 (s, 1C, 2°-C), 72.2 (s, 1C, 3-C), 79.7 (s, 1C, 4’-C),
84.6 (s, 1C, 1°-C), 117.0 (s, 1C, 5-C), 135.72 (s, 1C, 8-C), 151.2 (s, 1C, 4-C), 154.7
(s, 1C, 2-C), 156.8 (s, 1C, 6-C), 169.4; 169.5; 170.2; (3s, 3C, OCOCHS3).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.'®®

2-Amino-6-chlor-2°.3°,5 -triacetylribofuranoslypurin (75)'®’

Struktur

AcO

Substanzeigenschaften

WeiB-beigefarbener Schaum, I8slich in Dichlormethan und Ethylacetat, unléslich in

Wasser und Methanol.
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Ansatz

2°,3",5"-Triacetylguanosin (75) 5.5 g (13.4mmol)
Tetraethylammoniumchlorid 1.88 g (11.8 mmol)
N,N Dimethylanilin 1.41 g (11.8 mmol)
Phosphoroxychlorid 10.86 g (70.8 mmol)
Versuchsvorschrift

55 g (13.4 mmol) Triacetylguanosin (75) und 188 g (11.8 mmol)
Tetraethylammoniumchlorid werden bei 140 °C im Ofen getrocknet. Die Substanzen
werden vereinigt und langsam wird eine Mischung aus 1.41 g (11.8 mmol)
Dimethylanilin in 10.96 g (70.8 mmol) frisch destilliertem Phosphoroxychlorid
zugegeben. Die Lésung wird auf 100°C erhitzt. Die Reaktion ist beendet wenn eine
klare orange-farbene Lésung entstanden ist. Das Phosphoroxychlorid wird bei 40°C
abdestilliert und der Ruckstand wird unter Eiskihlung mit Eis hydrolysiert. Die
Suspension wird 20 min unter Eiskihlung gerthrt. Die wassrige Lésung wird dreimal
mit 100 ml Dichlormethan ausgeschittelt. Die vereinigten organischen Phasen
werden dreimal mit 100 ml 1N-Salzsaure, zweimal mit 100 ml Wasser und einmal mit
100 ml Kochsalzlésung ausgeschuttelt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Dichlormethan wird unter vermindertem Druck abgezogen und die Substanz wird als

weiB-beigefarbener Schaum erhalten.

Ausbeute: 2,72 g (48 %)
Literaturausbeute: 87%'®’

Analytische Daten
Schmp.: 149°C
Berechnete Masse: 301.68 fur C15H1sCINsO7

"H-NMR (CDCls., 500 MHz): & = 2.06 (s, 3H, OCOCHs), 2.12 (s, 3H, OCOCHs3), 2.14
(s, 3H, OCOCHa), 4.40 (d, 2H, 5-CH,-), 4.46 (t, 1H, 4’-CH-), 5.53 (d, 1H. 2"-CH2-),
5.77 (d, 1H, 3"-CH2,), 6.20 (d, 1H,1"-CH2), 8.28 (s, 1H, 8-C).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 20.5 und 20.3 (2s, 2C, CH3-CO), 20.7 (s, 1C, CHsC-
5°-C), 62.6 (s, 1C, 5°-C), 70.5 (s, 1C, 2°-C), 73.2 (s, 1C, 3"-C), 80. 8 (s, 1C, 4°-C),
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86.5 (s, 1C, 1°-C), 130.90 (s, 1C, 5-C), 142.2 (s, 1C, 8-C), 143.9 (s, 1C, 4-C), 153.45
(s, 1C, 6-C), 160.0(s, 1C, 2-C), 169.35 (4s, 4C, OCOCH3), 169.6, 170.17.
Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.'®’

Benzyltriethylammoniumnitrit'**

Struktur

N*— NO,

Substanzeigenschaften
Klares Ol

Versuchsvorschrift

Eine Chromatographiesaule wird mit 20 g DOWEX 1X8 gepackt. Die Saule wird mit
100 ml 1N-Natriumnitrit Lésung gespult. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis
aus dem Eluat kein Chlorid mehr nachweisbar ist, Es wird zweimal mit einer
wassrigen 1 M-Benzyltriethylammoniumchlorid-Lésung eluiert. Das Wasser wird aus
den vereinigten Fraktionen mittels Gefriertrocknung entfernt. Der Gehalt wird

cerimetrisch bestimmt:

Vorschrift fiir die Gehaltsbestimmung

0.2 g (0.839 mmol) Substanz, genau gewogen, werden in 100.0 ml Wasser geldst
(L6sung 1). Diese Lésung wird in eine Barette gefallt. 2.0 ml 0.1 M Cer(IV)-Sulfat
MaBlésung werden mit 20 ml ca. 1 M Schwefelsdure versetzt. Die Lésung wird mit
Lésung 1 titriert bis sich die gelbe Farbe abgeschwacht hat. Nun werden einige
Tropfen Ferroin-Lésung zugegeben und bis zum Umschlag von Blassblau nach Rosa
titriert.

Berechnung: 0.2 mmol Cer(lV) 0.1 mmol Nitrit

Theoretischer Verbrauch: 0.1 mmol: 0.839 mmol =0.119 11,9 ml

Gehalt: (11.9 ml : tatsachlicher Verbrauch) * (200 mg: tatsédchliche Einwaage)
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Berechnung
Einwaage : 0.200 g

Verbrauch: 14.5 ml
Gehalt: (11.9 : 14.5) * (200:200) = 82 %

2.6-Dichlor-2°,3".5 -triacetylribofuranoslypurin (76)"**

Struktur

Substanzeigenschaften

Gelber Schaum, gut I6slich in Dichlormethan.

Ansatz

2-Amino-6-chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (75) 0.6 g (2.34mmol)

Acetylchlorid 0.92 g (11.76mmol)
BTEA-N:itrit 0.8 g (3.51mmol)
Versuchsvorschrift

0.6 g (2.34 mmol) 2-Amino-6-chlor-2°,3",5 -triacetylribofuranoslypurin (76) und 0.92 g
(11.76 mmol) Acetylchlorid werden unter Argonatmosphare in 20 ml wasserfreiem
Dichlormethan geldst. Unter Eiskihlung werden 0.8 g BTEA-Nitrit, das in 10 ml
wasserfreiem Dichlormethan gelést wurde, innerhalb einer Stunde zugetropft.
AnschlieBend wird unter Eiskihlung gertihrt, bis die DC eine vollstandige Umsetzung
zeigt. Die Lésung wird dreimal mit je 100 ml Wasser ausgeschuttelt. Die organische

Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und vom Lésungsmittel befreit.
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Ausbeute: 0.715 g ( 68%)
Literaturausbeute: 84 % (Methode C)

Analytische Daten
Schmp.: 158°C
Berechnete Masse: 321.11 fur C1gH15CIoN4O-

'H-NMR (CDCls., 500 MHz): & = 2.07(s, 3H, OCOCHs), 2.12 (s, 3H, OCOCHs3), 2.15
(s, 3H, OCOCHs3), 4.40 (d, 2H, 5"-CHy-), 4.46 (t, 1H, 4-CH-), 5.53 (d, 1H. 2"-CH2-),
5.77 (d, 1H, 3"-CH2,), 6.20 (d, 1H,1"-CH2), 8.28 (s, 1H, 8-C).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz) & = 20.5 und 20.3 (2s, 2C, CH3-CO), 20.7 (s, 1C, CHsC-
5°-C), 62. 6 (s, 1C, 5°-C), 70.5 (s, 1C, 2"-C), 73.2 (s, 1C, 3°-C), 80.8 (s, 1C, 4°-C),
86.5 (s, 1C, 1°-C), 131.35 (s, 1C, 5-C), 143.2 (s, 1C, 8-C), 152.0 (s, 1C, 4-C), 152.45
(s, 1C, 6-C), 153.0(s, 1C, 2-C), 169.35; (4s, 4C, OCOCH3), 169.6, 170.17.

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.*

2-Chloradenosin (72)'®®

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, [6slich in Alkholen und Wasser.

Ansatz
2,6-Dichlor-27,3",5 -triacetylribofuranosylpurin (76) 0.5 g (1.12 mmol)
Ammoniakalische Ethanollésung 25 ml



Experimenteller Teil 164

Versuchsvorschrift

Die ammoniakalische Ethanollésung wird hergestellt, indem in 100 ml absolut
trockener Ethanol, unter Eiskiihlung, Ammoniakgas eingeleitet wird. Die L6sung wird
ohne weitere Aufarbeitung verwendet.

0.5 g (1.12 mmol) 2,6-Dichlor-2°,3",5 -triacetylribofuranosylpurin (76) werden in 25 ml
ammoniakalischer Ethanolldsung gelést und drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck abgezogen und das Rohprodukt
auf eine Kieselgelsaule aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (9:1) eluiert.
Die gesammelten Fraktionen werden vom Ld&sungsmittel befreit und durch eine
Reversed-Phase-Chromatographie (HPLC) mit einem steigenden Gradienten
Methanol in Wasser (10:90 zu 90:10 Uber 70 min) vom Acetamid befreit. Das
Lésungsmittel wird durch Lyophilisation entfernt.

Ausbeute: 40 mg (12%)

Analytische Daten

Schmp.: 162°C
Berechnete Masse: 301.68 fur C1oH12CINsO4
MS (ESI): 302.1 [M+H]*

'"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 8= 3.54 und 3,56 (2m, 2H, 5°-CH,-), 3,93, 4.12, 4.51
(3m, 3H, -OH), 5.01 (t, 1H, 4-CH-, °J = 5.67 Hz) , 5.16 (d, 1H, 3"-CH-, °J = 5.04 Hz),
5.42 (d, 1H, 2"-CH-, °J = 5.99 Hz), 5.79 (d, 1H, 1"-CH-, °J = 5.99 Hz), 7.80 (s, 2H,
-NH,), 8.36 (s, 1H, 8-CH-).

13G.NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 8= 61.53 (s, 1C, 5°-C), 70.53 (s, 1C, 2'-C), 73.57 (s,
1C, 3'-C), 85.86 (s, 1C, 4'-C), 87.53 (s, 1C, 1°-C), 118.33 (5-C), 140.17 (s, 1C, 8-C),
150.49 (s, 1C, 4-C), 153.14 (s, 1C, 2-C), 156.95 (s,1C, 6-C).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.'®®
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S-[2-(4.4-difluoro-1,3.5,7-tetra-methyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-
8-vl)ethyl]-2-thioadenosin (82)

Struktur

Substanzeigenschaften

Roter Feststoff, I6slich in Methanol und Wasser, unléslich in Dichlormethan.

Ansatz

2-Thioadenosin 0.124 g (0.41 mmol)
8-(2-Bromethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-

4-bora-3a,4a-s-indacen (22) 0.120 g (0.34 mmol)
Natriummethanolat 0.015 g (0.27 mmol)
Versuchsvorschrift

0.129 g (0.43 mmol) 2-Thioadenosin werden in 15 ml Dimethylformamid suspendiert.
Nach Zugabe von 0.015 g (0.27 mmol) Natriummethanolat wird gerihrt, bis eine
klare Losung entstanden ist. Unter standigem Rihren werden 0.120 g (0.33 mmol)
22 hinzu gegeben und die Lésung 18 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Lésungsmittel wird unter Vakuum abgezogen und das Rohprodukt auf Kieselgel 60
aufgetragen und mit dem Eluenten Dichlormethan: Methanol (9:1) eluiert.

Ausbeute: 0.093 g (47 %)
Analytische Daten

Schmp.: 183-185 °C
Berechnete Masse: 573.3 flr CosH30BFoN;O4S
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MS (ESI): 573.8 [M+H]*

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 2.41 (s, 6H, 9" "-CHz und 12""-CHg), 2.46 (s, 6H,
10""-CHzund 11°"-CHj), 3.28 bis 3.37 (m, 4H, 1"-CH,- und 2""-CH»-), 3.62 und 3.53
(2m, 2H, 5°CHy-), 3,92, 4.09, 4.51 (3m, 3H, -OH), 5.02 (t, 1H, 4"-CH-, %J = 5.36 Hz),
5.13 (d, 1H, 3"-CH-, °J = 5.04 Hz), 5.38 (d, 1H, 2"-CH-, %J = 6.3 Hz), 5.82 (d, 1H,
1"-CH-, %J = 6.3 Hz), 6.25 (s, 2H, 2""-CH und 6 "-CH), 7.39 (s, 2H, -NH,), 8.25 (s,
1H, 8-CH-).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § = 14.26 (s, 2C, 10""-CH3z und 11°"-CHs), 16.02 (s,
2C, 9""-CHs und 12""-CHa), 28.14 (s, 1C, 17-CHy), 31.28 (s, 1C, 2"-CH)), 61.68 (s,
1C, 5°-C), 70.65 (s, 1C, 2°-C), 73.84 (s, 1C, 3'-C), 85.89 (s, 1C, 4°-C), 86.57 (s, 1C,
1°-C), 117.10 (5-C), 122.13 (s, 2C, 2"""-CH und 6"""-CH), 131.02 (s, 2C, 7a-C"""" und
8a-C"""), 138.7 (s, 2C, 1”"-C und 7"""-C), 141.48 (s, 1C, 8-C), 143.59 (s, 1C, 8"""-C),
150.39 (s, 1C, 4-C), 154.4 (s, 2C, 3°"'-C und 5°""-C), 155.75 (s,1C, 6-C), 162.74 (s,
1C, 2-C).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (MeOH) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (MeOH) Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.71 min

Reinheit 1100 %
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Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit psi

Stromstéarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :11.71 min

Reinheit 1100 %

1-Propyl-purin-2.6-dion-8-(phenoxyessigsaure-4-phenylbenzylamid)

(92)
Struktur
37 ’
\/\N
o\_{O
HN U
Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, gut I6slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz
1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 0.060 g (0.17 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 23 pl - (0.17 mmol)
N-Methylmorpholin 21yl (0.187 mmol)
Benzylamin 19 ul (0.17 mmol)
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Versuchsvorschrift

0.060 g (0.17 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5
ml Dimethylformamid suspendiert und mit 23 pl (0.187 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gertuhrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 23 pl (0.17 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 19 pul (0.17 mmol) Benzylamin hinzu gegeben und es
wird weitere 3 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das L&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase
geldst. Die Suspension wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan:
Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.018 g (25 %)
Analytische Daten

Schmp.: >300°C
Berechnete Masse: 433.17 flir CosHo3N5O4

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.86 (t, 3H, 3°-CHg), 1.59 (m, 2H, 2°-CH,-), 3.81
(m, 2H, 1°-CHy-), 4.35 (d, 2H 17"-CH,-), 4.63 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 7.03 und 8.02
(2d, 4H, Cphenoxy-H), 7.17 bis 7.28 (m, 5H, Cphenyi-H), 8.62 (t,1H,-CH,-CONHR), 11.80
(s, 1H, 3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

BC-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § = 67.15 (s, 1C, OCH,-CONHR), 107.38 (s, 1C, 5-
C), 147.91 (s, 1C, 4-C), 151.13 (s, 1C, 2-C), 154.85 (s, 1C, 6-C), 167.56 (s, 1C, R-
CONHR), 115.32, 122.2, 127.34, 159.4 (4s, Cphenoxy), 125.82, 128.05-128.34, 139.37
(4s, 6C, Cphenyl)-
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1-Propyl-purin-2.6-dion-8-(phenoxyessigsaure-4-phenylethylamid)
(93)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, gut I6slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz
1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 0.096 g (0.28 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 37 ul (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34yl (0.308 mmol)
Phenylethylamin 35 ul (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

0.096 g (0.28 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5
ml Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.308 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 37 pl (0.28 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 35 pul (0.28 mmol) Phenylethylamin hinzu gegeben und
es wird weitere 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Ldsungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase
geldst. Die Suspension wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan:
Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.069 g (55 %)

Analytische Daten
Schmp.: > 300°C
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Berechnete Masse: 447,19 g/mol fliir Co4H25N504

"H-NMR(DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.86 (t, 3H, 3"-CHs), 1.57 (sex, 2H, 2'-CHy-), 2.76
(t, 2H, 2"-CHy-), 3.35 (dt, 2H 1"-CHy-), 3.81 (t, 2H 1"-CHy-), 4.53 (s, 2H, -OCH,-
CONHR), 7.03 und 8.02 (2d, 4H, Cphenoxy-H), 7.17 bis 7.28 (m, 5H, Cpheny-H), 8.14
(t,1H,-CH»-CONHR), 11.80 (s, 1H, 3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 22.50 (s, 1C , 3-CHj3 ), 29.93 (s, 1C, 2'-CHy-),
32.61 (s, 2C, 2""-CH,-), 38.23 (s, 1C, 17"-CH,-), 39.20 (s, 1C, 1"-CH,-), 67.54 (s, 1C,
OCH,-CONHR), 115.27 (s, 1C, 5-C), 141.77 (s, 1C, 2-C), 151.12 (s, 1C, 6-C), 159.36
(s, 1C, 4-C), 167.08 (s, 1C, R-CONHR), 131.27, 131.2 (25, Cppenoy), 125.82, 128.3,
128.95, 142.2 (4s, 6C, Cpneny)-

Darstellung von 1-Propyl-purin-2.6-dion-8-(phenoxyessigsaure-4-

phenylpropylamid) (94)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, gut I6slich in Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid

Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 0.096 g (0.28 mmol)
Chlorameisenséaureisobutylester 37 ul (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul (0.308 mmol)
Phenylpropylamin 40 pl  (0.28 mmol)
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Versuchsvorschrift

0.096 g (0.28 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5
ml Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.308 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 37 pl (0.28 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 40 pl (0.28 mmol) Phenylpropylamin hinzu gegeben
und es wird weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase
geldst. Die Suspension wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan:
Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.113 g (88 %)

Analytische Daten
Schmp.: > 300°C
Berechente Masse: 461,20 flir CosHo7N5O4

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 1.75 (m, 2H, 2"-CH,-), 2.-53 (t, 2H, 3"-CH,-), 3.15
(dt, 2H 17"-CHp-), 3.81 (t, 2H 1°-CH,-) 4.55 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 7.06 und 8.02
(2d, 4H, Cehenoxy-H), 7.14 bis 7.25 (m, 5H, Cpreny-H), 8.09 (t, 1H, -CH>-CONHR),
11.80 (s, 1H, 3-NH), 13.43 (s, 1H, 7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 22.50 (s, 1C , 3’-CH3 ), 28.48 und 29.93 (s, 2C,
2”"-CH,- und 3"-CHy-), 30.95 (s, 1C, 2'-CH,-), 38.23 (s, 1C, 1"-CH,-), 67.55 (s, 1C,
OCH,-CONHR), 107.37 (s, 1C, 5-C), 147.91 (s, 1C, 4-C), 151.13 (s, 1C, 2-C), 154.85
(s, 1C, 6-C), 167.08 (s, 1C, R-CONHR), 115.27, 122.2, 128.03, 159.4 (4S, Cenonox),
125.82, 128.3-128.95, 142.2 (4s, 6C, Ceneny)-
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Darstellung von 1-Propyl-purin-2.6-dion-8-(phenoxyessigsaure-4-
phenylbutylamid) (95)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, gut I6slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid,

Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 0.096 g (0.28 mmol)

Chlorameisensdureisobutylester 37yl (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul  (0.308 mmol)
Phenylbutylamin 44 ul (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

0.096 g (0.28 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5
ml Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.308 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 37 pl (0.28 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 44 ul (0.28 mmol) Phenylbutylamin hinzu gegeben und
es wird weitere 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Ldsungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase
geldst. Die Suspension wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan:
Methanol 40:1 eluiert.

Ausbeute: 0.090 g (68 %)
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Analytische Daten
Schmp.: > 300°C
Berechnete Masse: 475,22 fur CogHogN5O4

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 2.54 (t, 2H, 4 'CHy), 3.17 (dt, 2H 17-CH>), 3.81 (1,
2H 1°-CHj) 4.53 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 7.06 und 8.01 (2d, 4H: Caromar-H-Phenoxy),
7.12 bis 7.24 (m, 5H, Caoma-H-Phenyl), 8.07 (t,1H, -CH,-CONHR), 11.80 (s, 1H,
3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 18.71 (s, 1C, 3"-CHjs ), 28.49 und 29.93 (s, 2C,
2”°-CHz und 37-CHy), 34.9 (s, 1C, 2°-CH,), 38.23 (s, 1C, 4"-CHy), 41.48 (s, 1C,
1°-CHy), 67.55 (s, 1C, OCH>-CONHR), 107.37 (s, 1C, 5-C), 147.91 (s, 1C, 4-C),
150.21 (s, 1C, 8-C), 151.13 (s, 1C, 2-C), 154.85 (s, 1C, 6-C), 167.08 (s, 1C, R-
CONHR), 115.25, 122.2, 128.4, 159.4 (4s, Cawoma-Phenoxy), 125.72, 128.3, 131.85,
142.2 (4s, 6C, Caroma-Phenyl).

4-(1-Propyl-2.6-dioxo-2.3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[2-(4.4.-
difluoro-1,3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

ethyl]phenoxyessigsaureamid (105)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut I16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.
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Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-7-phenoxyessigsaure (90) 0.096 mg (0.28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.115 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul  (0.308 mmol)
8-(2-Aminoethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-

4-bora-3a,4a-s-indacen (29) 0.078 g (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphédre werden 0.096 g (0.28 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-
phenoxyessigsaure (90), 0.115 g (0.28 mmol) HCTU und 0.37 g (0,28 mmol) HOBT
in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 34 ul (0.308 mmol)
N-Methylmorpholin wird eine Minute gerUhrt. AnschlieBen werden 0.078 g (0,28
mmol) 8-(2-Aminoethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacen (29), das in 2 ml Dimethylformamid gel6st wurde, hinzu gegeben. Es wird
Uber 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem
Druck vollstandig entfernt. Die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase geldst, auf

Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.065 g ( 40%)

Analytische Daten

Schmp.: 285 °Cgzers
Masse (berechnet): 618,48 g flir C31H34BF2N;O4
MS (ESI): 616.7 [m-H'], 596.3 [m-HF], 576.3 [m-2HF]

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 0.89 (t, 3H, 3"-CHs), 1.58 ( m, 2H, 2"-CH,-, °J =
7,44 Hz), 2.39 (s, 6H, C"""9-CHz und C"""12-CHjs), 3.19 (dt, 2H, 2"'CHy-, °J = 5,46
und 7,25 Hz), 3.33 (m, 2H, 1”'-CHy-, 3J = 5,46 Hz), 3.83 (m, 2H, 1"-CHy-, °J = 7,41
Hz), 4.59 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.23 (s, 2H, 2"""-CH- und 6 *-CH-), 7.08 (d, 2H,
ArCH-Phenoxy), 8.04 (dd, 2H, ArCH-Phenoxy), 8.64, (s, 1H, Amid-NH), 11.8 (s, 1H,
3-NH), 13.43 (s, 1H, 7-NH).



Experimenteller Teil 175

BC-NMR (DMSO-dg-125 MHz): & = 11.3 (s, 1C, 3"-CHs), 14.22 (s, 2C, 10""-CH3 und
11""-CHa), 16.16 (s, 2C, 9"""-CHs und 12""-CHs), 28.58 (s, 1C, 1"-CHy-), 39.20 (s,
1C, 2”-CHy-), 41.48 (s, 1C, 1’-CH,-), 67.21 (s, 1C, -O-CHy-), 107.37 (s, 1C, 5-C),
121.98 (s, 1C, 2""-CH und 6"""-CH), 131.85 (s, 2C, 7a’'C und 8a""'C), 140.81 (s,
2C, 1”"Cund 7°°C), 146.98 (s, 1C, 8"'C), 147.88 (s, 1C, 4-C), 150.19 (s, 1C, 8-C),
151.67 (s, 1C, 2-C), 153.10 (s, 2C, 5"°C und 3""'C), 154.77 (s, 1C, 6-C), 167.78 (s,
1C, R-CONHR), 115.33, 122.27, 128.09, 159.35 (4s, 6C, ArC-phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenzemission (DMSQO)  Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.02 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :11.02 min

Reinheit 100 %
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4-(1-Propyl-2,6-dioxo0-2.3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-vl)-N-[3-(4.4,-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

propvllphenoxyessigsaureamid (96)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid

Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 69 mg (0.20 mmol)

Chlorameisensdureisobutylester 26 ul - (0.20 mmol)
N-Methylmorpholin 24 ul - (0.22 mmol)
8-(3-Aminopropyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (30) 60 mg (0.2 mmol)
Versuchsvorschrift

69 mg (0.2 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5 ml
Dimethylformamid suspendiert und mit 26 pl (0.22 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekUhlt und mit 26 pl (0.2 mmol) Chlorameisensaureisobutylester versetzt.
Nach 15 min werden 60 mg (0.20 mmol) 8-(3-Aminobutyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (30) hinzu gegeben und weitere 3 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Das L6sungsmittel wird unter vermindertem Druck
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abdestilliert und die Substanz wird in etwas mobiler Phase gel6st. Die Suspension

wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.029 g (22 %)

Analytische Daten

Schmp.: 270°Czers
Berechnete Masse: 631.28 flir CsoH3sBFoN7O4
MS (ESI): 630.3 [m - H], 620 [m — F]

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 1.54-1.59(m, 4H, 2'CH,und 2" 'CH,), 2.40 (s,12H,
10-CHs und 9-CHg 12-CHs und 11-CHa), 2.94 (m, 2H, 3"'CH,), 3.32 (dt, 2H, 1 "CHb),
3.80 (t, 2H, 1°CHy), 4.56 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 7.07 und 8.05 (2d, 4H, ArCH-
Phenoxy), 8.32 (t, 1H, Amid-NH), 11.80 (s, 1H, 3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

BC-NMR (DMSO-dgs, 125 MHz): § = 11.3 (s, 1C, 3"-CHs), 13.9 (t, 2C, 10""-CHsz und
117"CHs), 15.95 (s, 2C, 9""CHsz und 12°""-CHjs), 22.5 (s, 1C, 2"-CHy-), 28.5 (s, 1C,
3"-CHy-), 29.9 (s, 1C, 2"-CHy-), 38.2 (s, 1C, 1”"-CHy-), 41.5 (s, 1C, 1'-CHy-), 67.5 (s,
1C, -OCH,-CONHR), 107.37 (s, 1C, 5-C), 121.85 (s, 2C, 2"""-CH,- und 6""-CH,-),
130.8 und 129.25 (2s, 2C, 7a”"’-C und 8a""-C), 140.9 (s, 2C, 17-C und 7"-C),
146.8 (s, 1C, 8""-C), 147.9 (s, 1C, 4-C), 150.2 (s, 1C, 8-C), 151.1 (s, 1C, 2-C), 153.3
(s, 2C, 3""-C und 5 "’-C), 154.83 (s, 1C, 6-C), 167.65 (s, 1C, R-CONHR), 115.3,
122.2,128.0, 128.7, 159.3 (5s, 6C, ArC-Phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenzemission (DMSQO)  Amax: 598 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2
Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit 125 min
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Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: UV (260 nm)

: 15.49 min

:100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer
Injektion
Stromstarke
Messzeit
Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

: 5 s mit 5 psi

: 25 kV

: 25 min

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: UV (495 nm)

:15.49 min

: 100 %

4-(1-Propyl-2,6-diox0-2.3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-vl)-N-[4-(4.4 -

difluoro-1.,3.,5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

Struktur

butyllphenoxyessigsaureamid (97)

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut I16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.
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Ansatz
1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 62 mg (0.18mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 24 uyl - (0.18mmol)
N-Methylmorpholin 22 ul - (0.198mmol)
8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-

tetramethyl -4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (31) 60 mg (0.18mmol)
Versuchsvorschrift

62 mg (0.18 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5 ml
Dimethylformamid suspendiert und mit 22 pl (0.198 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 24 pl (0.18 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 60 mg (0.18 mmol) 8-(3-Aminobutyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (31) hinzu gegeben und weitere 3h
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase geldst. Die Suspension
wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.02 g (17 %)

Analytische Daten

Schmp.: 260 °Czers
Berechnete Masse: 645.5 flir CasH3sBFoN7O4
MS (ESI): 644.7 [m - H]

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 5 = 0.88 (t, 3H, 3"-CHs), 1.56-1.62 (m, 6H, 2"-CHo-,
3"-CHyp-, 2"-CHy-),), 2.37 (s, 12H, 9""-CHa, 10""-CHa, 11""-CH3 und 12" "CHs), 2.91
(m, 2H, 17-CHy-), 3.19 (m, 2H, 4"-CH,-), 3.81 (m, 2H, 1"-CHy-), 4.53 (s, 2H, -OCHo-
CONHR), 6.18 (s, 2H, 2”-CH und 6"-CH), 7.04 und 8.01 (2d, 4H, ArCH-Phenoxy),
8.11 (t, 1H, Amid-NH), 11.81 (s,1H, 3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 11.3 (s, 1C, 3’-CHg), 14.1 (t, 2C, 10”"-CH3 und
117 CHs), 15.9 (s, 2C, 9" °CHs und 12°"-CHg), 27.0(s, 1C, 3""-CH,-), 27.8 (s, 1C,
2-CHy-), 29.9 (s, 1C, 4 "-CHy-), 31.2 (s, 1C, 2’-CHy-), 38.2 (s, 1C, 1"'-CHy-), 41.4 (s,
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1C, 1-CHy), 67.5 (s, 1C, -OCHx-CONHR), 107.36 (s, 1C, 5-C), 121.7 (s,
2C,2"""-CH,- und 6"""-CH,-), 130.8 (s, 2C, 7a”"-C und 8a"""-C), 140.8 (s, 2C, 1""-C
und 7"-C), 146.8 (s, 1C, 8""-C), 147.9 (s, 1C, 4-C), 150.2 (s, 1C, 8-C), 151.1 (s, 1C,
2-C), 153.1 (s, 2C, 3"-C und 5""-C), 154.82 (s, 1C, 6-C), 167.32 (s, 1C, R-CONHR),
115.2, 122.2, 128.0, 128.7, 159.3 (s, 6C, ArC-Phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenzemission (DMSO)  Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :13.51 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :13.51 min

Reinheit 1100 %
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4-(1-Propyl-2,6-dioxo0-2.3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[5-(4.4,-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

pentyllphenoxyessigsaureamid (98)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 96.4 mg (0.28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 115.8 mg (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 37.8 mg (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul (0.308 mmol)

8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (32) 93.6 mg (0.28 mmol)

Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphéare werden die 96.4 mg (0.28 mmol) 1-Propy-purin-2,6-dion-8-
phenoxyessigsaure (90), 115.8 mg (0.28 mmol) HCTU und 37.8 mg (0.28 mmol)
HOBT in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 34 ul (0.308 mmol)
N-Methylmorpholin wird eine weitere Minute gerthrt. AnschlieBend werden 93.6 mg
(0.28 mmol) 8-(5-Aminpenthyl)-4,4-dufluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indacen (32), das in 2 ml Dimethylformamid gelést wurde, hinzu gegeben. Die
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Lésung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck vollstédndig entfernt. Der Rickstand wird in 20 ml mobiler Phase
gelbst, auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 55 mg (30%)

Analytische Daten

Schmp.: 265 °Czers
Berechnete Masse: 659.53 flr C34H4QBF2N704
MS (ESI): 658.3 [m- H]

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 0.88 (1, 3H, 3"-CHs), 1.42 (sex, 2H, 2'CHy-), 1.45-
1.58 (m, 6H, 27-CHp-, 3"-CHp-, 4-CHp-), 2.37 (s, 12H, 9""-CHs, 10"""-CHa,
11""-CHs und 12""CHa), 2.91 (m, 2H, 57-CHy-), 3.17 (dt, 2H, 17-CH.-), 3.80 (t, 2H,
1"-CHy-), 4.54 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.19 (s, 2H, 2-CH und 6°"-CH), 7.06 und
8.03 (2d, 4H, ArCH-Phenoxy), 8.07 (t, 1H, Amid-NH), 11.79 (s,1H, 3-NH), 13.43 (s,
1H, 7-NH).

BC-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § = 11.3 (s, 1C, 3"-CHs), 14.1 (t, 2C, 10""-CHsz und
117"CHs), 15.9 (s, 2C, 9" 'CH3 und 12"""-CHs), 23.4 (s, 1C, 3""-CHy-), 27.6 (s, 1C,
2"-CHy-), 28.4 (s, 1C, 4""-CHy-), 29.9.1 (s, 1C, 5-CHy-), 31.2 (s, 1C, 2"-CHy-), 38.2
(s, 1C, 17-CHy-), 41.4 (s, 1C, 1°-CHy-), 67.8 (s, 1C, -OCH,-CONHR), 107.36 (s, 1C,
5-C), 121.7 (s, 2C, 2""-CH,- und 6"""-CH,-), 130.8 (s, 2C, 7a’""-C und 8a’""-C), 140.8
(s, 2C, 1”"-C und 7"""-C), 146.8 (s, 1C, 8 '-C), 147.9 (s, 1C, 4-C), 150.22 (s, 1C,
8-C), 151.13 (s, 1C, 2-C), 153.18 (s, 2C, 3""-C und 5°""-C), 154.84 (s, 1C, 6-C),
167.39 (s, 1C, R-CONHR), 115.2, 122.2, 128.0, 128.7, 159.4 (5s, 6C, ArC-Phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO): Amax: 497 nm

Fluoreszenzemission (DMSO)  Amax: 598 nm

Reinheit
Kapillarelektrophorese
Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2
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Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit : 13.63 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :13.63 min

Reinheit 1100 %

4-(1-Propyl-2,6-dioxo-2.3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-yi)-N-[10-(4.4.-
difluoro-1,3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

decyllphenoxyessigsaureamid (99)

Struktur

0
3 U H
\/\N p N
2 1 s] 7 o o
5
0] N
H
HN

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.
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Ansatz

1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) 0.096 g (0.28 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 37 ul (0.18mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul  (0.198mmol)
8-(10-Aminodecyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-

tetramethyl -4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (33) 113 mg (0.18mmol)
Versuchsvorschrift

0.096 g (0.28 mmol) 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (90) werden in 5
ml Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.22 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekUhlt und mit 37 pl (0.2 mmol) Chlorameisensaureisobutylester versetzt.
Nach 15 min werden 0.113 g (0.20 mmol) 8-(10-Aminodecyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (33) hinzu gegeben und weitere 3 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Lo6sungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase geldst. Die Suspension
wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.023 g (11 %)

Analytische Daten

Schmp.: 262 °Czers
Berechnete Masse: 729.3 flir CagHs50BFoN7O4
MS (ESI): 728.7 [m - H], 708.8 [m —HF]

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 0.91 (t, 3H, 3-CHs), 1.19-1.56 (m, 18H, 2"-CH,-,
2"7°-CHy- bis 97-CHy-), 2.37 (s, 12H, 10""-CHz und 97'-CHz 12°"°-CHz und
117"-CHgs), 2.91 (m, 2H, 10""-CH-), 3.20 (1, 2H, 1""-CH-), 3.78 (t, 2H, 1°-CH>-), 4.53
(s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.19 (s, 2H, 2°°CH und 6""'CH), 7.05 (dd, 2H, ArCH-
Phenoxy), 8.03 (m, 3H, ArCH-Phenoxy, Amid-NH), 11.79 (s, 1H, 3-NH), 13.43 (s, 1H,
7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 5 = 13.8 (s, 1C, 4"-CHa), 14.2 (s, 2C, 10" "CHs und
117"CHg), 15.9 (s, 2C, 9" "CHs und 12""CHj), 19.7 (s, 1C, 3"-CH-), 21.0 (s, 1C,
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2'-CHx>-), 26.4 (s, 1C, 2°-CHy-), 27.8 (s, 1C, 3"-CH>-), 28.7 (s, 1C, 4""-CHx-), 28.9 (s,
1C, 5”-CH>-), 29.0 (s, 1C, 6"-CH>-), 29.1 (s, 1C, 7"-CHy-), 29.7 (s, 1C, 8 "-CHy-),
31.5 (s, 1C, 107"-CHy-), 38.5 (s, 1C, 17"-CHy-), 41.4 (s, 1C, 1"-CHy-) 67.2 (s, 1C,
-O-CH-), 107.38 (s, 1C, 5-C), 121.8 (s, 2C, 2"""-CH- und 6"""-CH), 130.8 (s, 2C,
7a”’C und 8a"'C), 140.92 (s, 2C, 17"-C und 77°C), 146.3 (s, 1C, 8"°C), 147.8 (s,
1C, 4-C), 150.1 (s, 1C, 8-C), 151.1 (s, 1C, 2-C), 153.3 (s, 2C, 5°C und 37°C), 154.8
(s, 1C, 6-C), 167.6 (s, 1C, R-CONHR-), 115.3, 122.2, 128.1, 159.3 (4s, 6C,
ArC-Phenoxy-).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm

Fluoreszenemission (DMSO) Amax: 598 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :10.10 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :10.10 min

Reinheit 1100 %
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4-(1-Butyl-2.6-dioxo0-2.3.6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[2-(4.4.-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

ethyllphenoxyessigsaureamid (106)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz

1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) 0.082 mg (0.22 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.095 g (0.23 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.031 g (0.23 mmol)
N-Methylmorpholin 28 yl (0.253 mmol)
8-(2-Aminoethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-

4-bora-3a,4a-s-indacen (29) 0.064 g (0.23
mmol)

Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphdre werden 0.082 g (0.22 mmol) 1-Butyl-purin-2,6-dion-7-
phenoxyessigsaure (91), 0.095 g (0.23 mmol) HCTU und 0.31 g (0.23 mmol) HOBT
in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 28 pl (0.253 mmol)
N-Methylmorpholin wird eine Minute gerthrt. AnschlieBen werden 0.064 g (0,23
mmol) 8-(2-Aminoethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacen (29), das in 2 ml Dimethylformamid gelést wurde, hinzu gegeben. Es wird
Uber16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem
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Druck vollstandig entfernt. Die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase geldst, auf

Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.016 g (11 %)

Analytische Daten

Schmp.: 288 °Czers
Berechnete Masse: 631.2 flr C32H368F2N704
MS (ESI): 630.5 [m-H], 610.1 [m-HFT, 590.3 [m-2HF]

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & = 0.89 (t, 3H, 4’-CHj), 1.30 (m, 2H, 3’-CHy-, 3J =
7,46 Hz), 1.52 ( m, 2H, 2"-CHy-, 3J =7,42 Hz), 2.39 (s, 6H, C"""9-CH3 und C"""12-
CHs), 3.21 (dt, 2H, 2 "CH,-, 3J = 5,46 und 7,25 Hz), 3.33 (m, 2H, 1""-CH;-, 3J = 5,46
Hz), 3.84 (t, 2H, 1"-CHa-, %J = 7,41 Hz), 4.59 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.23 (s, 2H,
2""-CH- und 6" "-CH-), 7.08 (d, 2H, ArCH-Phenoxy), 8.04 (dd, 2H, ArCH-Phenoxy ),
8.64, 1H, Amid-NH), 11.8 (s, 1H, 3-NH), 13.43 (s, 1H, 7-NH).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 5 = 13.86 (s, 1C, 4-CHg), 14.22 (s, 2C, 10""-CHs
und 117"-CHs), 16.16 (s, 2C, 9""-CH3 und 12"""-CHj), 19.76 (s, 1C, 3’-CH,-), 28.58
(s, 1C, 2"-CHy-), 29.91 (s, 1C, 2""-CH-), 38.37 (s, 1C, 1”"-CHy-), 40.29 (s, 1C,
1"-CHy-), 67.21 (s, 1C, -O-CHy-), 107.37 (s, 1C, 5-C), 121.99 (s, 1C, 2""-CH und
6 "-CH), 131.16 (s, 2C, 7a”'C und 8a""'C), 141.60 (s, 2C, 1""C und 7°"'C), 142.41
(s, 1C, 8"°C), 147.88 (s, 1C, 4-C), 150.18 (s, 1C, 8-C), 151.10 (s, 1C, 2-C), 153.65
(s, 2C, 5”°C und 3"°C), 154.80 (s, 1C, 6-C), 167.78 (s, 1C, R-CONHR), 115.33,
122.27, 128.09, 159.35 (4s, 6C, ArC-phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (DMSO) Amax: 498 nm

Reinheit
Kapillarelektrophorese
Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi
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Stromstéarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.15 min

Reinheit :100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :11.15 min

Reinheit 1100 %

4-(1-Butyl-2.6-dioxo0-2.3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[3-(4.4.-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

propvllphenoxyessigsaureamid (100)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut I16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.
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Ansatz

1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) 0.101 g (0.28 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 38 ul (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul (0.308 mmol)
8-(3-Aminopropyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (30) 0.086 g (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

0.101 g (0.28 mmol) 1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) wird in 5 ml
Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.308 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gertuhrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekidhlt und mit 38 pl (0.28 mmol) Chlorameisensaureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 0.086 g (0.28 mmol) 8-(3-Aminopropyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (30) hinzu gegeben und weitere 3 h
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und die Substanz wird in 20 ml mobiler Phase geldst. Die Suspension
wird auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.054 g (30 %)

Analytische Daten

Schmp.: 289 °Czers
Berechnete Masse: 645.28 flir CasH3sBFoN7O4
MS (ESI): 644.3 [m - H]', 624.7 [m —HF]

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.91 (t, 3H, 4-CHs), 1.20 (m, 2H, 3'-CHy-), 1.25-
1.74 (m, 4H, 2'-CH,-, 2”-CHy-), 2.40 (s,12H, 10""-CH3 und 9"""-CHs, 12"-CH5 und
117"-CHs), 2,94 (m, 2H, 3"-CH.-), 3.32 (dt, 2H, 1°-CHy-), 3.84 (t, 2H, 1'-CHy-), 4.56
(s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.18 (s, 2H, 2""CH und 6 CH)7,07 und 8.04 (2d, 4H,
ArCH-Phenoxy), 8.32 (t, 1H, Amid-NH), 11.80 (s, 1H, 3-NH), 13.44 (s, 1H, 7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 11.2 (s, 1C, 4’-CHs), 14.2 (s, 2C, 10" "CH3 und
1177CHa), 15.9 (s, 2C, 9""CHs und 12""CHg), 19.7 (s, 1C, 3"-CH.-), 25.6 (s, 1C,
2"-CHy-), 29.7(s, 1C, 3"-CHy-), 31.5 (s, 1C, 2-CH»-), 38.2 (s, 1C, 17-CHy-), 67.2 (s,
1C, -O-CHy-), 107.38 (s, 1C, 5-C), 121.8 (s, 2C, 2"""-CH- und 6"""-CH), 130.8 (s, 2C,
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7a”’C und 8a"""C), 140.92 (s, 2C, 17"-C und 7°°C), 146.3 (s, 1C, 8""'C), 147.8 (s,
1C, 4-C), 150.1 (s, 1C, 8-C), 151.1 (s, 1C, 2-C), 153.3 (s, 2C, 57°C und 3""°C), 154.8
(s, 1C, 6-C), 167.6 (s, 1C, R-CONHR-), 115.3, 122.2, 128.1, 159.3 (4s, 6C,ArC-
Phenoxy-).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (DMSO)  Apax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :12.07 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :12.07 min

Reinheit 100 %
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4-(1-Butyl-2.6-diox0-2,3.6.7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[4-(4.4.-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

butyllphenoxvyessigsaureamid (101)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz
1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) 0.101 g (0.28 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 38 (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul (0.308 mmol)
8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (31) 0.09g (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

0.101 g (0.28 mmol) 1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) wird in 5 ml
Dimethylformamid suspendiert und mit 34 pl (0.308 mmol) N-Methylmorpholin
versetzt. Es wird 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird der Ansatz
auf —22°C gekdhlt und mit 38 pl (0.28 mmol) Chlorameisenséureisobutylester
versetzt. Nach 15 min werden 0.09 g (0.28 mmol) 8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (31) hinzu gegeben und weitere 3 h
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und die Substanz in 20 ml mobiler Phase gel6st. Die Suspension wird auf
Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol (40:1) eluiert.
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Ausbeute: 0.025 g (14 %)

Analytische Daten

Schmp.: 285 °Czers
Berechnete Masse: 659.32 fir CzsH4BF2N7O4
MS (ESI): 658.8 [m - H]', 638.5 [m — HF]

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.91 (t, 3H, 4-CHa), 1.20 (m, 2H, 3°-CH,-), 1.25-
1.74 (m, 6H, 2"-CHp-, 2"-CHyp-, 3"-CHy-), 2.37 (s,12H, 10""-CHs und 9""-CH,
12°-CHs und 117"-CHs), 2.91 (m, 2H, 4”"-CH>-), 3.20 (t, 2H, 1"-CH.-), 3.84 (t, 2H,
17-CHy-), 4.53 (s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.18 (s, 2H, 2"CH und 6" 'CH), 7.05 und
8.00 (2d, 4H, ArCH-Phenoxy), 8.12 (t, 1H, Amid-NH), 11.80 (s, 1H, 3-NH), 13.42 (s,
1H, 7-NH).

BC-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 13.8 (s, 1C, 4"-CH3), 14.2 (s, 2C, 10"""CHs und
117"CHs), 15.9 (s, 2C, 9" "CH3 und 12°"CHg), 19.7 (s, 1C, 3"-CH,-), 27.6 (s, 1C,
2-CHy-), 29.0 (s, 1C, 3"'-CHy-), 29.7 (s, 1C, 4""-CHy-), 29.9 (s, 1C, 2"-CHy-), 38.2 (s,
1C, 17-CHy-), 67.2 (s, 1C, -O-CH,-), 107.38 (s, 1C, 5-C), 121.8 (s, 2C, 2""-CH- und
6"""-CH), 130.8 (s, 2C, 7a’'C und 8a"""C), 140.92 (s, 2C, 1”"-C und 7°"'C), 146.3 (s,
1C, 8°°C), 147.8 (s, 1C, 4-C), 150.1 (s, 1C, 8-C), 151.1 (s, 1C, 2-C), 153.3 (s, 2C,
57°C und 3"°C), 154.8 (s, 1C, 6-C), 167.6 (s, 1C, R-CONHR-), 115.3, 122.2, 128.1,
159.3 (4s, 6C,ArC-Phenoxy-).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (DMSO) Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID

Detektor : UV (260 nm)
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Retentionszeit :12.07 min
Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :12.07 min

Reinheit 1100 %

4-(1-Butyl-2.6-dioxo0-2.3.6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[10-(4.4.-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

decyvllphenoxyessigsaureamid (102)

Struktur

H

N

7

mo 4
f 1
HN

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut I16slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz

1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (91) 0.101 g (0.28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.115 g (0.28 mmol)
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1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)
N-Methylmorpholin 34 ul  (0.308 mmol)
8-(10-Aminodecyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl

-4-bora-3a,4a-s-indacen (33) 0.113 g (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphéare werden 0.101 g (0.28 mmol) 1-Butyl-purin-2,6-dion-8-
phenoxyessigsaure (91), 0.115 g (0.28 mmol) HCTU und 0.37 g (0.28 mmol) HOBT
in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 34 ul (0.308 mmol)
N-Methylmorpholin wird eine Minute gerUhrt. AnschlieBen werden 0.078 g (0,28
mmol) 8-(10-Aminodecyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacen (33), das in 2 ml Dimethylformamid gel6st wurde, hinzu gegeben. Es wird
Uber16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck vollstandig entfernt. Die Substanz wird in etwas mobiler Phase gel6st, auf
Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan: Methanol 40:1 eluiert.

Ausbeute: 0.023 g (11 %)

Analytische Daten

Schmp.: 275%Czers
Masse (berechnet): 743,41 g/mol flir C4oHs5:BF2N7O4
MS (ESI): 742.8 [m-H]', 722.7 [m-HF]

'"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.88 (t, 3H, 4°-CHg), 1.19-1.39 (m, 20H, 2°-CHy-,
3-CHz-, 27°-CHy- bis 97°-CH»-), 2.38 (s, 12H, 97"-CHs, 10""-CHs, 117"-CHjs,
12""-CHg), 2.87 (m, 2H, 10"-CH-), 3.10 (1, 2H, 1""-CH,-), 3.83 (t, 2H, 1°-CH>-), 4.53
(s, 2H, -OCH2-CONHR), 6.19 (s, 2H, 2"""-CH- und 6 -CH-), 7.05 (d, 2H, ArCH-
Phenoxy), 8.03 (m, 3H, ArCH-Phenoxy, Amid-NH), 11.8 (s, 1H, 3-NH), 13.43 (s, 1H,
7-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 13.83 (s, 1C, 4"-CHs), 14.17 (s, 2C, 10""-CH,
und 117"-CHa), 15.92 (s, 2C, 9""-CHs und 12""-CHs), 19.76 (s, 1C, 3"-CH,-), 26.17
(s, 1C, 27-CHy-), 27.88 (s, 1C, 3"-CH,-), 28.72 (s, 1C, 5" -CH,-), 28.88 (s, 1C,
17-CHy-), 29.04 (s, 1C, 6"-CHy-), 29.14 (s, 1C, 7”-CHy-), 29.74 (s, 1C, 8" "-CHy-),
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29.90 (s, 1C, 9”-CHy-), 31.41 (s, 1C, 2°-CH,-), 38.38 (s, 1C, 10”-CH>-), 39.90 (s, 1C,
1"°-CHy-), 40.04 (s, 1C, 1°-CH,-), 67.20 (s, 1C, -O-CH,-), 107.35 (s, 1C, 5-C), 121.76
(s, 1C, 2""-CH und 6 "-CH), 130.85 (s, 2C, 7a”'C und 8a"""C), 140.81 (s, 2C, 1""°C
und 7°°C), 146.98 (s, 1C, 8"'C), 147.88 (s, 1C, 4-C), 150.19 (s, 1C, 8-C), 151.67 (s,
1C, 2-C), 153.10 (s, 2C, 5°°C und 3"°C), 154.77 (s, 1C, 6-C), 167.21 (s, 1C, R-
CONHR), 115.25, 122.18, 128.02, 159.37 (4s, 6C, ArC-phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (DMSO) Amax: 598 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :12.10 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit :12.10 min

Reinheit 1100 %
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4-(6-Amino-2.4.-dioxo-1.3-dipropyl-1.2,3.4-tetrahydropyrimidin-

5-ylimino)phenoxyessigsaure

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiBer Feststoff, unldslich in Ethanol, I6slich in Dimethylformamid.

Ansatz

5,6-Diamino-1,3-dipropyluracil 0.90g (3.99 mmol)
4-Formylphenoxyessigsaure 0.718 g (3.99 mmol)
Synthesevorschrift

0.9 g (3.99 mol) 5,6-Diamino-1,3-dipropyluracil werden in 20 ml Ethanol gelést. Nach
Zugabe von 0.718 g (3.99 mmol) 4-Formylphenoxyessigsaure wird 24 h bei 80°C
unter Ruckfluss erhitzt.

Die ausgefallene Substanz wird abfiltriert, dem Filtrat wird etwas Wasser hinzu
gegeben und Gber Nacht im Kihlschrank stehen gelassen.

Nach erneuter Filtration werden die vereinigten Produkte im Exsikkator getrocknet.
Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung direkt weiter zur 4-(2,6-Dioxo-1,3-
dipropyl-2,3,6,7,8,9-hexahydro-1H-purin-8-yl)phenoxyessigsaure, umgesetzt.

Ausbeute: 1,14 g (73%)
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1,3-Dipropyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (87)'°°

Struktur

O\_{O
OH

Substanzeigenschaften
WeiBer Feststoff

Ansatz

4-[(6-Amino-2,4,-dioxo-1,3-dipropyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-ylimino]phenoxyessigsaure 1,149 (0,0029mmol)
Thionylchlorid 100 ml

Synthesvorschrift
Bei 0°C werden unter Eiskiihlung 1,14 g (0,0029 mmol) 4-[(6-Amino-2,4-dioxo-1,3-
dipropyl-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidin-5-ylimino]phenoxyessigsdure  mit 100 ml

Thionylchlorid versetzt und 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Uberschissige
Thionylchlorid wird abdestilliert. Das entstandene Saurechlorid wird durch Zugabe

von Eis zur entsprechenden Carbonsaure hydrolysiert.

Ausbeute: 0.975 g (86,5%)

Analytische Daten

Schmp.: 295°C

Berechnete Masse: 386,16 g/mol flr C19H22N4Os5

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 0.87 (m, 6H, 3"-CH3 und 3"""-CHs), 1.56 (m, 2H,
2°-CH2-), 1.72 (m, 2H, 2""-CH.-), 3.85 (t, 2H, 1"-CH.-), 4.00 (t, 2H, 1""-CH>-), 4.75 (s,
2H, Ar-CH,-COOH), 7.02 und 8.05 (2d, 4H, ArCH-Phenoxy).
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3C-NMR (DMSO-ds, 1252 MHz): & = 11.15 (s, 1C, 3""-CH3), 11.3 (s, 1C, 3'-CHj3),
20.98 (s, 2C, 2"-CH,- und 2"-CHy-), 42.21(s, 1C, 1’-CHy-), 44.51 (s, 1C, 1"-CHy-),
64.67 (s,1C, -CHo-CONHR), 107.49 (s, 1C, 5-C), 148.49 (s, 1C, 8-C), 150.11 (s, 1C,
2-C), 154.09 (s, 1C, 6-C), 169.98 (s, 1C, R-COOH), 115.04, 121.89, 128.22, 159.38
(4s, 6C, Caromat-Phenoxy).

4-(1,3-Dipropyl-2,6-dioxo-2,3.6,7-tetrahydro-1H-purin-8-vi)-N-[3-(4.4.-
difluoro-1,3.5,7-tetramethyl-4-bora-3a.4a-diaza-s-indacen-8-vyl)-

propvllphenoxyessigsaureamid (107)

Struktur

Substanzeigenschaften

Oranger Feststoff, gut 16slich in Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid

Ansatz
1,3-Dipropyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (87) 0.109 g (0,28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.116 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.038 g (0.28mmol)
N-Methylmorpholin 34yl (0.308 mmol)

8-(3-Aminopropyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (30) 0.086 g (0.28 mmol)
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Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphare werden 0.109 g (0,28 mmol) 1,3-Dipropyl-purin-2,6-dion-8-
phenoxyessigsaure (87), 0.116 g (0.28 mmol) HCTU und 0.038 g (0.28 mmol) HOBT
in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 34 pl (0.308 mmol) N-
Methylmorpholin wird eine weitere Minute gerthrt. AnschlieBend werden 0.086 g
(0.28 mmol) 8-(3-Aminopropyl)-4,4-dufluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indacen (30), das in 2 ml Dimethylformamid gelést wurde, hinzu gegeben. Die
Lésung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck vollstandig entfernt. Der Rickstand wird in 20 ml mobiler Phase

geldst, auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.087 g (46 %)

Analytische Daten

Schmp.: 269 °Czers
Berechnete Masse: 673.56 g/mol flr C3sH42BF2N7O4
MS (ESI): 672.3 [m- H]

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.86 (m, 6H, 3-CHsz und 3"-CHs), 1.58 (m, 2H,
2-CHy-), 1.61-1.75 (m, 4H, 2"-CHp-, und 2°"-CHy), 2.41 (s, 12H, 9" "-CHs,
10”"-CHa, 1177-CHs und 127"'CHs), 2.95 (m, 2H, 3""-CH2-), 3.33 (m, 2H,
17"-CHy-), 3.80 (t, 2H, 1"-CHy-), 4.08 (t, 2H, 1"-CHy-), 4,54 (s, 2H, -OCH,-CONHR),
6.21 (s, 2H, 2"-CH und 6"""-CH), 7.10 und 8.06 (2d, 4H, CawomaH), 8.32 (t, 1H,
Amid-NH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § = 11.15 (s, 1C, 3"-CH3), 11.28 (s, 1C, 3'-CHjy),
14.18 (t, 2C, 10""""-CHz und 11"""CHs), 15.95 (s, 2C, 9""""CHsz und 12""""-CHs), 20.97
(s, 2C, 2'-CHa- und 2""-CHy-), 25.6 (s, 1C, 2"""-CH>-), 30.9 (s, 1C, 3""-CH>-), 35.89
(s, 1C,1""-CHo-), 42,21 (s, 1C, 1-CHy), 44,5 (s, 1C, 17-CHy), 67,25
(s,1C,-OCH,-CONHR), 107.46 (s, 1C, 5-C), 121.7 (s, 2C, 2”"-CH und 6 """-CH),
130.8 (s, 2C, 7a””""-C und 8a"""’-C), 140.8 (s, 2C, 1”"""-C und 7"""’-C), 146.8 (s, 1C,
8’-C), 148.5 (s, 1C, 4-C), 150.2 (s, 1C, 8-C), 150.8 (s, 1C, 2-C), 153.1 (s, 2C,
3”"-C und 57""-C), 154.7 (s, 1C, 6-C), 167.28 (s, 1C, R-CONHR), 115.3, 122.0,
128.2, 130.8, 159.3 (55, 6C,Caromat)-
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Spektroskopische Daten
UV-Absorption (MeOH) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (MeOH) Amax: 498 nm

Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstérke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (260 nm)

Retentionszeit :11.55 min

Reinheit 1100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer : Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

Injektion :5 s mit 5 psi

Stromstarke : 25 kV

Messzeit : 25 min

Kapillare : Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
Detektor : UV (495 nm)

Retentionszeit : 11.55 min

Reinheit 100 %
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4-(1,3-Dipropyl-2.6-dioxo-2.3.6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-N-[5-(4.4.-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)-

pentyllphenoxyessigsaureamid (108)

Struktur

37 17
\/\ 6
2/ Nl p
2
)\ 3
o} N
1
2
3

Substanzeigenschaften

Orangefarbener Feststoff, gut I6slich in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.

Ansatz
1,3-Dipropyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsaure (87) 0.109 g (0,28 mmol)
2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-

uronium (HCTU) 0.116 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.038 g (0.28mmol)
N-Methylmorpholin 34yl (0.308 mmol)

8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-
1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (32) 0.094 g (0.28 mmol)

Versuchsvorschrift

Unter Argonatmosphare werden 0.109 g (0,28 mmol) 1,3-Dipropyl-purin-2,6-dion-8-
phenoxyessigsaure (8), 0.116 g (0.28 mmol) HCTU und 0.038 g (0.28 mmol) HOBT
in 5 ml Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 34 pul (0.308 mmol) N-
Methylmorpholin wird eine weitere Minute gerthrt. AnschlieBend wird 0.094 g (0.28
mmol) 8-(5-Aminpenthyl)-4,4-dufluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
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indacen (32), das in 2 ml Dimethylformamid gel6st wurde, hinzu gegeben. Die
Lésung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck vollstédndig entfernt. Der Rickstand wird in etwas mobiler Phase
geldst, auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Dichlormethan Methanol (40:1) eluiert.

Ausbeute: 0.051 g (26 %)

Analytische Daten

Schmp.: 253 °Czers
Berechnete Masse: 701.36 g/mol flr C37H46BF2N704
MS (ESI): 700.5 [m- HY]

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 0.86 (m, 6H, 3"-CHs und 3"-CHa), 1.42 (sex, 2H,
2°-CHy-), 1.45-1.58 (m, 6H, 2"-CHp-, 3""-CHy-, 4 -CHy-), 1.72 (m, 2H, 2"""-CHy-),
237 (s, 12H, 9"-CHs, 10”""-CHs, 117"-CHs und 127"'CHs), 2.87 (m, 2H,
5"-CHp-), 3.14 (m, 2H, 17"-CHy-), 3.80 (t, 2H, 1"-CHy-), 3.98 (t, 2H, 1”"-CHy-), 4.54
(s, 2H, -OCH,-CONHR), 6.18 (s, 2H, 2""-CH und 6""""-CH), 7.06 und 8.03 (2d, 4H,
ArCH-Phenoxy), 8.07 (t, 1H, Amid-NH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 11.12 (s, 1C, 3"-CHa), 11.28 (s, 1C, 3'-CHa),
14.1 (t, 2C, 10”""-CHg und11”""CHa), 15.9 (s, 2C, 9" "CHs und 12" "-CHj), 20.97 (s,
2C, 2'-CH,- und 2°-CHy-), 27.0 (s, 1C, 3""-CHy-), 27.9 (s, 1C, 4"-CHy-), 28.9 (s,
1C, 2""-CHy- ), 31.2 (s, 1C, 5""-CHy-), 42.1 (s, 1C, 1""-CHy-), 44.4 (s, 1C, 1”-CHy-),
45.9 (s, 1C, 1"-CH.-), 67.25 (s,1C,-OCH,-CONHR), 107.46 (s, 1C, 5-C), 121.7 (s, 2C,
2”""-CH und 6"""-CH), 13.,8 (s, 2C, 7a”""-C und 8a"""’-C), 140.8 (s, 2C, 1”""-C und
77"-C), 146.8 (s, 1C, 8""-C), 148.5 (s, 1C, 4-C), 150.2 (s, 1C, 8-C), 150.8 (s, 1C,
2-C), 153.1 (s, 2C, 3”-C und 5°-C), 154.7 (s, 1C, 6-C), 167.28 (s, 1C,
R-CONHR), 115.3, 122.0, 128.2, 130.8, 159.3 (5s, 6C, ArC-Phenoxy).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (MeOH) Amax: 497 nm
Fluoreszenemission (MeOH) Amax: 498 nm
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Reinheit

Kapillarelektrophorese

Puffer
Injektion
Stromstarke
Messzeit
Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

: 5 s mit 5 psi

: 25 kV

: 25 min

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: UV (260 nm)

:9.78 min

:100 %

Kapillarelektrophorese

Puffer
Injektion
Stromstarke
Messzeit
Kapillare
Detektor
Retentionszeit
Reinheit

: Tris-HCI, 100 mM SDS, pH 9.2

: 5 s mit 5 psi

: 25 kV

: 25 min

: Fused-silica Kapillare, 40 cm (30 cm), 75 um ID
: UV (495 nm)

:9.78 min

:100 %
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(Z2)-8-(3-Methoxystyryl)-1-(prop-2-ynyl)-1H-purine-2,6(3H.7H)-dion
(130)

Struktur

\\

VERR\

N

Substanzeigenschaften

Gelber Feststoff, 16slich in heiBem Dimethylsulfoxid schlecht I6slich in Wasser und
Methanol und Ethanol.

Ansatz

N-(4-Amino-2,6-dioxo-1-(prop-2-ynyl)-1,2,3,6-tetrahydro-
pyrimidin-5-yl)-3-(3-methoxyphenyl)acrylamide 19 (2,9 mmol)
Phosphorpentoxid 1.5 g (10.5 mmol)
Versuchsvorschrift

1 g (2,9 mmol) N-(4-Amino-2,6-dioxo-1-(prop-2-ynyl)-1,2,3,6-tetrahydropyrimidin-5-
yl)-3-(3-methoxyphenyl)acrylamid werden in 15 ml wasserfreiem Dimethylformamid
suspendiert und mit 1.5 g (10.5 mmol) Phosphorpentoxid versetzt. Die Suspension
wird kurz aufgekocht, auf Raumtemperatur abgeklhlt und erneut erhitzt. Nach dem
Erkalten der Lésung wird mit Wasser versetzt und das ausgefallene Produkt
abfiltriert. Das Rohprodukt wird mehrmals mit Wasser gewaschen und bei 70°C
mehrere Stunden getrocknet.

Ausbeute: 700 mg (75%)
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Analytische Daten
Schmp.: °C
Berechnete Masse: 322.31 g/mol fir C17H14N4O3

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 3.04 (t, 1H, 3°-CH-), 3.78 (s, 3H, O-CHy), 4.56 (d,
2H, 1"-CHy-), 6.92 (dd, 1H, 4" "-CaromH), 7.00 (d, 1H, °J = 16 hz, R-CH=CH-Ph), 7.17
(m, 2H, 2"-CaromH Und 5" "-CaromH), 7.34 (M, 1H, 6" "-CaomH), 7.57 (d, 1H, 3J = 16 hz,
R-CH=CH-Ph), 12.00 und 13.5 (2bs, 2H, 3-NH und 9-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 29.59 (s, 1C, 1°-C), 55.37 (s, 1C, -CHs), 72.74 (s,
1C, 2°-C), 80.06 (s, 1C, 3’-C), 106.95 (s, 1C, 5-C), 112.39 (s, 1C, CH=CH-Ph),
115.17 (s, 1C, 2" -Caromat), 116.20 (s, 1C, 4" -Caromat), 119.82 (s, 1C, 6" -Caromat),
130.22 (s, 1C, 5""-Caromat), 135.50 (s, 1C, 1”"-Caromat), 136.98 (s, 1C, CH=CH-Ph),
148.28 (s, 1C, 8-C), 150.21 (s, 1C, 2-C), 150.57 (s, 1C, 6-C), 153.83 (s, 1C, 4-C),
159.8 (s, 1C, 3"-C).

5-(4-Methyl-1-piperazinyl)-2-nitroanilin (116)'°

T

N NH,

Struktur

NO,

Substanzeigenschaften

Hellgelbes Pulver, 16slich in heiBem Ethanol und Dimethylformamid, unléslich in

Wasser.

Ansatz

5-Chloro-2-nitroanilin 2.59 g (15 mmol)
Methylpiperazin 1.57 g (15 mmol)

Kaliumcarbonat 2.1g (15 mmol)
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Versuchsvorschrift

2.59 g (15 mmol) 5-Chloro-2-nitroanilin, 1.57 g (15 mmol) Methylpiperazin und 2.1 g
(15 mmol) Kaliumcarbonat werden in 5 ml Dimethylformamid gelést und 3 h unter
Ruckfluss gekocht. Das Reaktionsgemisch wird auf Raumtemperatur abgekuhlt und
in 15 ml Eiswasser gegossen. Der sich bildende Niederschlag wird in 50 ml 2N-
Essigsaure geldst, nach Zugabe von Aktivkohle wird kurz aufgekocht. Die Aktivkohle
wird abfiltriert und das Produkt durch Zugabe von verdlinnte, wéssrige Ammoniak
Lésung ausgefallt. Das Produkt wird abfiltriert und aus Ethanol umkristallisiert, bis es
eine hellgelbe Farbe angenommen hat.

Ausbeute: 2.18 g (61.5 %),
Literaturausbeute: 59 %

Analytik
Schmp.: 156-157°C °C

Berechnete Masse: 236.27 g/mol fiir C11H1sN4O2

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.68 (s, 3H, N-CHg), 2.49 (t, 4H, 3-CH,- und
5°-CHy-), 3.34 (t, 4H, 2"-CHo- und 6°-CHy-), 5.93 (s, 1H, 6-Caromar-H), 6.12 (bs, 2H,
Ar-NH5), 6.26 (dd, 1H, 4-Cpromar-H), 7.99 (dd, 1H, 3-Caromar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 46.03 (s, 1C, N-CH3), 46.79 (s, 2C, 3"-CH,- und
5'-CHy-), 54.53 (s, 2C, 2"-CHy- und 6°-CHy-), 98.32 (s, 1C, 4-Caromar-H), 105.67 (s,
1C, 2-Caromar-H), 124.76 (s, 1C, 3-Caromar-H), 128.21 (s, 1C, 5-Caromar-H), 147.04 (s,
1C, 1-Caromat-H), 155.46 (s, 1C, 6-Caromat-H).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.™®
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4-(4-Methyl-1-piperazinyl)-1,2-diaminobenzen (117)'*°

T

N NH,

Struktur

NH,

Substanzeigenschaften

Gelb-braunes Pulver, 16slich in Ethanol, Methanol, instabil zersetzt sich beim Lagern

Ansatz

5-(4-Methyl-1-piperazinyl)-2-nitroanilin (116) 0.6 g (2.5 mmol)
5 %-Palladium auf Aktivkohle 0.36¢
Versuchsvorschrift

0.6 g (2.5 mmol) 5-(4-Methyl-1-piperazinyl)-2-nitroanilin (116) werden in 12 ml
Ethanol suspendiert. Nach Zugabe des Katalysators wird die Lésung unter einer
Wasserstoffatmosphare bei Raumtemperatur und Normaldruck 12 h lang geruhrt.
Der Katalysator wird abfiltriert und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Die
Substanz ist sauber und bedarf keiner weiteren Aufarbeitung. Die néachste
Umsetzung sollte zeitnah erfolgen, da sich die gelb-braune Substanz beim Lagern
zersetzt.

Ausbeute: 0.45 g (86%)
Literaturausbeute: 94%

Analytik
Schmp.: 92 °C

Berechnete Masse: 206.28 g/mol flir C11H1gN4

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 2.34 (s, 3H, N-CHa), 2.58 (t, 4H, -3'CH,- und
5°-CHy-), 3.07 (t, 4H, 2-CHo- und 6°-CHy-), 6.30 (s, 1H, 6-Caromar-H), 6.31 (dd, 1H,
4'CAromat'H), 660 (dd, 1H, 3'CAromat'H).
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3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 45.97 (s, 1C, N-CHs), 50.44 (s, 2C, 3"-CH,- und
5'-CHy-), 55.22 (s, 2C, 2"-CHa- und 6°-CHy-), 106.14 (s, 1C, 4-Caromar-H), 108.61 (s,
1C, 2-Caromar-H), 118.22 (s, 1C, 3-Caromar-H), 127.67 (s, 1C, 5-Caromar-H), 136.34 (s,
1C, 1-Caromat-H), 146.24 (s, 1C, 6-Caromat-H).

Die Daten entsprechen den Litertaturwerten.™®

Ethyl-3-nitro-4-aminobenzimidat-Hydrochlorid (119)'*°

Struktur
o/\
O,N
NH,*
Cl-
H,N

Substanzeigenschaften

Oranges Pulver, unléslich in Ether, I6slich in Ethanol.

Ansatz

3-Nitro-4-aminobenzonitril 0.48 g (3 mmol)
absoluter Ethanol 0.2 g (4.3 mmol)
Versuchsvorschrift

0.48 g (4 mmol) 3-Nitro-4-aminobenzonitrii werden mit 0.2 g absoluten Ethanol
(Wassergehalt: 5 ppm) versetzt. Nach Zugabe von 14 ml 4M-HCI in Dioxan wird der
Ansatz fir 5 Tage bei 4°C stehen gelassen. Das Produkt wird abfiltriert und
mehrmals mit Diethylether gewaschen.

Ausbeute: 0.533 g (85 %)

Analytik
Schmp.: 230 °C

Berechnete Masse: 245.66 flir CgH12CIN3O3



Experimenteller Teil 209

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 1.45 (t, 3H, -CHs, °J = 6.93 Hz), 4.58 (g, 2H, -
CHy- %J = 6.93 Hz), 7.15 (d, 1H, 4- Caromar-H), 8.07 (dd, 1H, 5- Caromar-H), 8.32 (bs,
2H, Ar-NH5), 8.80 (s, 1H, 3-Caromar-H), 11.05 (s, 1H, NH), 11.78 (s, 1H, NH).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 13.65 (s, 1C, -CHj3), 69.34 (s, 1C, -CH»-), 168.96
(s, 1C, Ar-C=NH,"), 111.41 (s, 1C, 5-Caromar) 119.82 (s, 1C, 6-Caromar), 129.3 (s, 1C,
4'CAromat), 13004 (S, 1C, 3'CAromat), 1340 (S, 1C, 2'CAroma’[), 15004 (S, 1C, 1'CAromat).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein'>®

2-(3-Nitro-4-aminophenyl)-6-(4-methyl-1-piperazinyl)benzimidazol
(1 20)159

\NO

/ NH,

N

Struktur

z
ZT

Substanzeigenschaften

Braun-roter Feststoff, I6slich in heiBem Wasser, Essigsdure und Methanol.

Ansatz

4-(4-Methyl-1-piperazinyl)-1,2-diaminobenzen (117) 0.33 g (1.6 mmol)
Ethyl-3-nitro-4-aminobenzimidat-Hydrochlorid (119) 0.483 g (2.3mmol)
Versuchsvorschrift

Eine Mischung von 0.33 g (1.6 mmol) 4-(4-Methyl-1-piperazinyl)-1,2-diaminobenzen
und 0.483 g (2.3 mmol) Ethyl-3-nitro-4-aminobenzimidathydrochlorid wird in 4 ml
Eisessig geldést und 2h bei 100°C unter Ruckfluss erhitzt. Die Uberschissige
Essigsaure wird unter Vakuum vollstandig entfernt und der Rest in 5 ml heiBem
Wasser geldst, eventuell unlésliche Bestandteile werden abfiltriert. Der nach Zugabe
von Ammoniak gebildete Niederschlag wird in einer Mischung aus 2 ml
2N-Essigsaure und 0.5 ml Methanol gel6st; nicht I6sliche Bestandteile werden
abfiltriert und verworfen. Nach Zugabe von wassriger Ammoniaklosung féllt das

Produkt aus, wird abfiltriert und bedarf keiner weiteren Aufarbeitung.
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Ausbeute: 0.474 g (90%)

Literaturausbeute: 89%

Analytik
Schmp.: 181°C

Berechnete Masse: 352.39 fur C1gH2oNeO>

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 2.22 (s, 3H, N-CHj), 3.08 (t, 4H, -2"CHy- und
6"-CHz-), 6.58 (d, 1H, Ar-H), 6.93-6.86 (m, 1H, 4-Ca-H und 7-Caroma-H, °J = 9.15 Hz
und 8.51 Hz), 7.13 (d, 1H, 5- Caromar-H, 3J = 9.15 Hz), 7.43 (d, 1H, 3"~ Caromar-H, °J =
8.83 Hz), 7.71 (s, 2H, Ar-NHy), 8.13 (d, 1H, 6"~ Caromar-H, °J = 8.83 Hz), 8.75 (s, 1H,
2"~ Caromat-H), 12.58 (s, 1H, 1-NH).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 45.9 (s, 1C, N-CHj), 49.87 und 50.35 (2s, 2C,
2"-CH»- und 6°-CH.-), 54.98 und 55.05 (2s, 2C, 3'-CH,- und 5°-CHy-), 105.1 (s, 1C,
7-Caromat), 113.4 (s, 1C, 4-Cparoma), 118.1 (s, 1C, 5-Caromat), 118.6 (s, 1C, 5”"-Caromat),
119.9 (s, 1C,1""-Caromat), 123.15 (s, 1C, 2"-Caromat), 129.39 (s, 1C, 3a-Caromat), 133.4
(s, 1C, 6""-Caromat), 135.95 (s, 1C, 4 "-Caromat), 138.0 (s, 1C, 7a-Caromat), 144.78 (s,
1C, 4”"-Charomat), 146.9 (s, 1C, 6-Caromat), 150.2 (s,1C, 2-C).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.’>®

2-(3.4-Diaminophenyl)-6-(4-methyl-1-piperazinyl)benzimidazol
(1 21 )159

\O -

N

Struktur

z
ZT

Substanzeigenschaften

Schwach braun-roter Feststoff, 16slich in Ethanol, Methanol
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Ansatz

2-(3-Nitro-4-aminophenyl)-6-(4-methyl-

1-piperazinyl)benzimidazol (120) ’ 0.6 g (1.7 mmol)
5% Palladium auf Aktivkohle 0.365 ¢
Versuchsvorschrift

0.6 g (1.7 mmol) 2-(3-Nitro-4-aminophenyl)-6-(4-methyl-1-piperazinyl)benzimidazol
(120) werden in 30 ml Ethanol suspendiert. Nach Zugabe des Katalysators wird unter
einer Wasserstoffatmosphéare unter Normaldruck und bei Raumtemperatur unter
starkem RiUhren 4 h hydriert. Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat im
Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 540 mg (98.5%)

Literaturausbeute: 94 %

Analytik
Schmp.: 258°C

Berechnete Masse: 322.40 fur C1gH2oNg

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & = 2.23 (s, 3H, N-CHs), 2.48 (t, 4H, -CHo- und
-CHy-), 4.60 (bs, 2H, Ar-NH,), 4.85 (bs, 2H, Ar-NH,), 6.58 (d, 1H, Ar-H), 6.82 (dd, 1H,
Ar-H), 6.84 (d, 1H, Ar-H), 7.13 (d, 1H, Ar-H), 7.32 (s, 1H, Ar-H), 12.01 (s, 1H, NH).

BC-NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & = 45.88 (s, 1C, N-CHs), 50.29 (s, 2C, 2"-C und
6°-C), 55.04 (s, 2C, 3"-C und 5°-C), 112.6 (s, 1C, Ar-C), 113.1 (s, 1C, Ar-C), 116.2 (s,
1C, Ar-C), 119.4 (s, 1C, Ar-C), 134. 7 (s, 1C, 4”"-C), 137.16 (s, 1C, 3"-C), 147.3 (s,
1C, 2-C).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein."®
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Benzyl-4-brombutyrat (124)'"°

MBF
)

Struktur

Substanzeigenschaften

Farbloses Ol, mischbar mit Dichlormethan, nicht mischbar mit Wasser.

Ansatz

4-Brombuttersaurechlorid 3.32 g (17.8 mmol)
Benzylalkohol 299 (26.9 mmol)
Triethylamin 3.6 g (85.9 mmol)
Versuchsvorschrift

3.32 g (17.8 mmol) 4-Brombuttersaurechlorid wird in 10 ml trockenem Dichlormethan
gelést. Die Lésung wird unter stdndigem Rihren und unter Eiskihlung tropfenweise
zu einer Mischung aus 2.9 g (26.9 mmol) Benzylakohol, 3.6 g Triethylamin (35.9
mmol) und 30 ml trockenem Dichlormethan gegeben. Es wird 4 h unter Eiskihlung
geruhrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch in 200 ml Wasser gegeben. Die
Organische Phase wird abgetrennt und dreimal mit 30 ml gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter
Vakuum abgezogen und der Rest auf Kieselgel 60 aufgetragen und mit Ethylacetat:
Petrolether (1:1) eluiert.

Ausbeute: 2.56 g (56 %)
Literaturausbeute.: 91 %'"°

Analytik
Berechnete Masse: 257.12 fiir C11H13BrO»

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.17 (m, 2H, 3-CHy-), 2.54 (t, 2H, 2-CHj-), 3.44 (1,
2H, 4-CHy-), 5.11 (s, 2H, Ar-CH,-O-R), 7.27-7.37 (m, 5H, Ar-H).
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3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 27.63 (s, 1C, 2-CH»-), 32.4 (s, 1C, 3-CH»-), 32.6 (s,
1C, 4-CHy-), 66.3 (s, 1C, Ar-CH»-O-R), 128.12-128.57 (5s, 5C, 2'-Cawomat biS
6"-Caromar), 135.8 (s, 1C, 1-Caromar), 172.3 (s, 1C, R-COOR).
Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein'”

Benzyl-4-(4-Formylphenoxy)butanoat (126)'*®

Struktur

0]

OMO

Substanzeigenschaften

Schwach gelb Ol, 16slich in Dichlormethan, unléslich in Wasser.

Ansatz

4-Hydroxabenzaldehyd 1.3 g (10.6 mmol)
Benzyl-4-brombutyrat (124) 3g (11.67 mmol)
Caesiumcarbonat 4.17 g (12.84 mmol)
Versuchsvorschrift

1.3 g (10.6 mmol) 4-Hydroxybezaldehyd und 3 g (11.67 mmol) Benzyl-4-brombutyrat
(124) werden in 21 ml trockenem Dimethylacetamid gel6st. Nach Zugabe von 4.17 g
(12.84 mmol) Caesiumcarbonat wird 15 h bei 100°C erhitzt. Das Reaktionsgemisch
wird auf Raumtemperatur abgekihlt und die unldslichen Bestandteile werden
abfiltriert. Das Losungsmittel wird unter Vakuum vollstandig entfernt. Der Rest wird in
100 ml trockenem Dichlormethan gel6st, eventuell unlésliche Bestandteile werden
abfiltriert. Die L6sung wird dreimal mit jeweils 40 ml Wasser und je zweimal mit 40 ml
2N- Natriumhydroxidlésung und einmal mit 40 ml geséttigter Natriumchloridlésung
ausgeschdttelt. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, mit
Aktivkohle versetzt und anschlieBend filtriert. Das Lésungsmittel wird unter Vakuum

abgezogen und der Rlckstand im Exsikkator getrocknet.
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Ausbeute: 1.88 g (66 %)

Literaturausbeute:98 %

Analytik
Berechnete Masse: 270.32 fiir C1gH1804

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.14 (m, 2H, 3-CHy-), 2.57 (t, 2H, 2-CHj-), 4.07 (1,
2H, 4-CH,-), 5.12 (s, 2H, Ar-CH,-OR), 6.94 (dd, 2H, 3" -Caromar-H und 5" "-Caromar-H),
7.28-7.35 (m, 5H, 2"-CaomarH bis 6 -Caromar-H), 7.80 (dd, 2H, 2" "-Caromar-H und
6"-Caromai-H), 9.85 (s, 1H, CHO).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 24,4 (s, 1C, 3-CHy-), 30.6 (s, 1C, 2-CH,-), 66.4 (s,
1C, 4-CHy-), 67.0 (s, 1C, Ar-CH,-O-R), 126-129.98 (10s, 10C, Ar-C), 163.81 (s, 1C,
17 -Caromar), 172.77 (s, 1C, ROCOOR), 190.7 (s, 1C, Ar-CHO).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein'*®

Benzyl-4-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2.5 -bis(3H-
benzo[d]imidazol)2-yl)phenoxy)butanoat (127)

Struktur

Substanzeigenschaften

WeiB-gelbes Pulver, leicht I6slich in Methanol, unléslich in Dichlormethan und
Wasser.
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Methode A

Ansatz

Benzyl-4-(4-formylphenoxy)butanoat (126) 0.501 g (1.67 mmol)
2-(3,4-Diaminophenyl)-6-(4-methyl-

1-piperazinyl)benzimidazol (121) 0.540 g (1.67 mmol)

Versuchsvorschrift

Eine Mischung aus 0.501 g (1.67 mmol) Benzyl-4-(4-formylphenoxy)butanoat (126)
und 0.540 g (1.67 mmol) 2-(3,4-Diaminophenyl)-6-(4-methyl-1-
piperazinyl)benzimidazol (121) wird in 17 ml Nitrobenzol bei 130°C fur 24 h unter
Ruckfluss erhitzt. Die L6sung wird auf Raumtemperatur abgekuihlt, durch Zugabe von
Hexan wird das Rohprodukt ausgefallt. Nach Filtration wird die Substanz in etwas
mobiler Phase suspendiert und auf Kieselgel aufgezogen. Eluiert wird das Produkt
mit Hilfe einer Flashchromatographie mit dem Eluenten Ethylacetat: Methanol (9:1),
das 0.1 % Triethylamin enthalt.

Ausbeute: 0.3 g (30 %)
Literaturausbeute: 87%

Methode B

Ansatz

Benzyl-4-(4-formylphenoxy)butanoat (126) 0.183 g (0.61 mmol)
2-(3,4-Diaminophenyl)-6-(4-methyl-

1-piperazinyl)benzimidazol (121) 0.2 g (0.61 mmol)

Versuchsvorschrift

Eine Mischung aus 0.183 g (0.61 mmol) Benzyl-4-(4-formylphenoxy)butanoat (126)
und 0.2 g (0.61 mmol) 2-(3,4-Diaminophenyl)-6-(4-methyl-1-piperazinyl)benzimidazol
(121) wird in 10 ml Ethanol bei 80°C fir 7 h unter Rickfluss erhitzt. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck abgezogen und das Rohprodukt in
Dichlormethan gelést. Durch tropfenweise Zugabe von Petrolether wird das Produkt

gefallt, abfiltiert und getrocknet.

Ausbeute: 0.17 g (47%)
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Analytik

Schmp.: 180 °Czersetz.
Berechnete Masse: 600.28 flir C3sH3sNeO3
MS (ESI): 601.5 [M+H]*

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 2.04 (m, 2H, 3""-CH.-), 2.53-2.57 (m, 6H,
3'-CH- und 5-CH,- und 2”"-CHj-), 3.13 (t, 4H, 2-CH- und 6"-CH,-), 4.09 (t, 2H,
4”"-CHg), 5.11 (s, 2H, Ar-CHz-O), 6.91 (d, 1H, 5-Caoma-H), 7.10 (d, 2H,
3""-CaomarH und 5 "-Cawomar-H), 7.30 bis 7.36 (m, 5H, 2”"-CaromarH bis
6"""-Caromar-H), 7.59, 7.97, 8.43 (d, 3H, CaromarH), 8.13 (d, 2H, 2" "-Caromar-H und
6""-Caromat-H), 12.53 (s, 1H, NH), 12.90 (s, 1H, NH).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 5 = 24.34 (s, 1C, 2" "-CHy-), 30.3 (s, 1C, 3"""'-CHy-),
45.74 (s, 1C, N-CHs3), 49. 96 (s, 2C, 2°-CH2- und 5-CH.-), 54.92 (s, 2C, 3’-CH, und
5'-CHj-), 65.65 (s, 1C, 17"""-CHj-), 66.88 (s, 1C, O-CHz-Ar), 111.50 (s, 1C, 7-Caroma),
115.0 (s, 2C, 3""-Caromat Und 5" "-Caromat), 128.09 bis 128.55 (5s, 7C, 2"""-Caromat Und
6"""-CHz- und 27"""-Caromat bis 6°""-Caromat), 117.75 (s, 1C, Caromat), 120.47 (s, 1C,
Caromat), 121.20 (s, 1C, Caromat), 122.57 (s, 1C, Caromat), 124.70 (s, 1C, Caromat), 124.42
(s, 1C, Caromat), 128.09 bis 128.55 (5s, 7C, 2"""-Caromat Und 6" "-CHz- und 2"""""-Caromat
bis 6 *"*-Caromat), 135.45 (S, 1C, Caomat)s 136.45 (s, 1C, Cawmat), 144.28 (s, 1C,
17""-Cpromat), 145.15 (s, 1C, 6-Caromar), 152.75 (s, 1C, 2-Caroma), 153.02 (s, 1C,
4" -Caromat), 160.16 (S, 1C, 4”"-Caromar), 172.54 (s, 1C, RCOOR).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iberein'®

4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2.5'-bis(3H-benzod]limidazol)-2'-
158

yl)phenoxy)butansaure (113)

Struktur
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Substanzeigenschaften

WeiB-gelbes Pulver, leicht I6slich in Alkoholen und Alkohol-Wasser Gemischen,
unléslich in Dichlormethan.

Ansatz
Benzyl-4-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5"- 0.279 g (0.465 mmol)
bis(3H-benzo[d]imidazol)2-yl)phenoxy)butanoat (127)

Versuchsvorschrift
0279 g (0.465 mmol) Benzyl-4-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5"-bis(3H-
benzo[d]imidazol)2-yl)phenoxy)butanoat (127) werden in 10 ml verdinnter

Natronlauge suspendiert und nach Zugabe von 5 Plattchen festem Natriumhydroxid
12 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die wassrige Phase wird dreimal mit
Dichlormethan ausgeschuttelt und anschlieBend durch Gefriertrocknung vom
Lésungsmittel befreit. Das Rohprodukt wird mit 10 ml Methanol versetzt, eventuell
unlésliche Bestandteile werden abfiltriert. Das Methanol wird unter vermindertem
Druck abgezogen und man erhélt das reine Produkt.

Ausbeute: 0.085 g (36 %)

Analytik

Schmp.: 2267ersetz.
Berechnete Masse: 510.4 flir C2gH3oNeO3
MS (ESI): 509.4 [M-HJ

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & =1.91 (m, 2H, 3""""-CH,-), 2.07 (t, 2H, 2""""-CHy-),
2.23 (s, 3H, N-CHg), 3.11 (t, 4H, 2°-CH,- und 6"-CHy-), 4.05 (t, 2H, 4""""-CH,-), 6.88
(dd, 1H, 5-Caomar-H), 6.99 (s, 1H, 7-Caoma-H), (d, 2H, 3" -Caromar-H und
5"-Cparomar-H, °J = 8.82 Hz), 7.40 (d, 1H 7""- Caromar-H, °J = 8.52 Hz), 7.56 (dd, 1H,
6 "-Caromar-H, 3J = 8.52 Hz), 7.86 (s, 1H, 4-Caroma-H), 8.17 (d, 2H, 2"""- Caromar-H und
6"""-Caromar-H, °J = 8.82 hz), 8.23 (d, 1H 2" Caromar-H).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & = 26.33 (s, 1C, 2""""-CH,-), 34.30 (s, 1C,
3”""-CHy-), 45.92 (s, 1C, N-CHg), 50.24 (s, 2C, 2"-CH,- und 6’-CHy-), 55.06 (s, 2C,
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5-CHo- und 3°-CHy-), 68.22 (s, 1C, 17"-CHy-), 112.92, 113.35, 114.54, 115.36 (s,
2C, 3"~ CaomarH und 5°"-Caoma-H,) 116.53, 119.35, 122.83, 128.27 (s, 2C,
2""-Cpromat UNd 6" "-Caromat), 139.34, 141.97, 142.46, 147.51, 152.68, 159.83 (s, 1C,
4”"-Caromat), 176.04 (s, 1C, RCOOR).

4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2,5'-bi(3H-benzo[d]imidazol)-2'-
vl)phenoxy)-N-[4-(4.4-difluoro-1.3.5.7-tetra-methyl-4-bora-3a.4a-
diaza-s-indacen-8-yl)butyl] butansaureamid (128)

Struktur

Substanzeigenschaften

roter Feststoff

Ansatz
4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-
2,5'-bi(3H-benzo[d]imidazol)-2'-yl)phenoxy)butansaure (113) 0.096 g (0.156 mmol)

Chlorameisenséaureisobutylester 21yl (0.156 mmol)
N-Methylmorpholin 19 ul  (0.171 mmol)
8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl

-4-bora-3a,4a-s-indacen (31) 0.053 g (0.156 mmol)
Versuchsvorschrift

0.096 g (0.156 mmol) 4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2,5'-bi(8H-benzo[d]imidazol)-
2'-yl)phenoxy)butansaure (113) werden in 5 ml trockenem Dimethylformamid
suspendiert und mit 19 pl (0.171 mmol) N-Methylformamid versetzt. Nach 5
mindtigem RuUhren bei Raumtemperatur, wird der Ansatz auf -22°C gekidhlt und mit
21 pl (0.156 mmol) Chlorameisensaureisobutylester versetzt. Der Ansatz wird 15
Minuten gerthrt, wobei die Temperatur bei -22°C gehalten wird. AnschlieBend wird
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0.053 g (0.156 mmol) 8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-
s-indacen (31) hinzu gegeben und 12 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Lésungsmittel wird vollstandig entfernt und das Rohprodukt in 20 ml mobiler Phase
suspendiert und auf Kieselgel aufgezogen. Nachdem die Lésungsmittel abgezogen
wurden, wird das Rohproduki—Kieselgel Gemisch auf eine mit Kieselgel gepackte
Saule aufgetragen und mit einem Gemisch aus Dichlormethan: Methanol (9:1), das
2% Triethylamin enthalt langsam und vorsichtig eluiert.

Ausbeute: 0.008 g (7%)

Analytik

Berechnete Masse 811.80 fiir C4sHs2BF2NgO>

MS (ESI) 812.8.4 [M-H]

Reinheit

LC-MS

Saule Luna RP-C+g, 3 um, Firma Phenomenex®

Puffer 2 mmol Ammoniumacetat

Eluent Gradient von Wasser: Methanol 9:1 auf 100% Methanol
innerhalb von 20 min

Detektion UV (254 nm)

Injektion 1 mg/1 ml

Retentionzeit 22.36 min

Reinheit 93 %
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4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2,5'-bis(3H-benzo[d]imidazol)-2'-
vl)phenoxy)-N-[5-(4.4-difluoro-1,3.5.7-tetra-methyl-4-bora-3a.4a-
diaza-s-indacen-8-yl)pentyllbutansaureamid (129)

Struktur

Substanzeigenschaften

roter Feststoff

Ansatz

4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-
2,5'-bis(8H-benzo[d]imidazol)-2'-yl)phenoxy)butansaure (113) 0.173 g (0.28 mmol)
(2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl

uronium (HCTU) 0.115 g (0.28 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) 0.037 g (0.28 mmol)
Diisopropylethylamin (DIPEA) 51yl (0.308 mmol)
8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl

-4-bora-3a,4a-s-indacen (32) 0.094 g (0.28 mmol)
Versuchsvorschrift

Unter Arogonatmosphéare werden 0.173 g (0.28 mmol) 4-(4-(5-(4-Methylpiperazin-1-
yl)-2,5'-bi(3H-benzo[d]imidazol)-2'-yl)phenoxy)butanséure (113), 0.115 g (0.28 mmol)
HCTU und 0.037 g (0.28 mmol) HOBT in 5 ml trockenem Dimethylformamid
suspendiert. Nach Zugabe von 51 pl DIPEA wird ein Minute gerthrt und
anschlieBend mit 0.094 g (0.28 mmol) 8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (32), welches in 2 ml Dimethylformamid geldst
wurde, versetzt. Die Losung wird 36 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Lésungsmittel wird vollstandig entfernt und das Rohprodukt in 10 ml mobiler Phase
suspendiert und auf Kieselgel aufgezogen. Nachdem die Lésungsmittel abgezogen
wurden, wird das Rohproduki—Kieselgel Gemisch auf eine mit Kieselgel gepackte
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Saule aufgetragen und mit einem Gemisch aus Dichlormethan; Methanol (9:1), das

2% Triethylamin enthélt langsam und vorsichtig eluiert.

Ausbeute: 0.028 g (12 %)

Analytik
Berechnete Masse 825.80 fir C47H54BF2NgO»
MS (ESI) 824.5 [M-HJ

"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz): § = 1.47-1.55 (m, 8H, 2°""-CH,- bis 5”""-CH,-), 1.98
(m, 2H, 27""-CHy), 2.25 (t, 2H, 3""-CHy), 2.27 (s, 3H, N-CHg), 2.36 (s, 6H,
9"""""-CHg and 12”""""-CH), 2.38 (s, 6H, 10”""""-CHz and 11""""-CHg) 4,07 (t, 2H,
4"""-CHy-), 6.15 (s, 2H, 6~ "CH und 2"""""CH), 6.93 (d, 1H, 5-CaomarH), 7.11 (m,
3H, 3"-Caromar-H'und 5" "~Caromar-H Und 7-Cavomar-H), 7.23 (d, 1H 7"~ CaomarH, °J =
8.52 Hz), 7.32 (dd, 1H, 6"~ CawomarH, °J = 8.52 Hz), 7.49 (s, 1H, 2"-CaomarH), 7.56
(d, 1H, 4-CaomarH), 7.83 (t, 1H, CONH-R), 8.15 (d, 2H, 2"~ Cpwoma-H und
6"""-Caromat-H.,).

Spektroskopische Daten
UV-Absorption (DMSO) Amax: 470 nm
Fluoreszenzemission (DMSO)  Amax: 518 nm

Reinheit

LC-MS

Saule Luna RP-Cys, 3 um, Firma Phenomenex®

Puffer 2 mmol Ammoniumacetat

Eluent Gradient von Wasser: Methanol 9:1 auf 100% Methanol
innerhalb von 20 min

Detektion UV (254 nm)

Injektion 1 mg/1 ml

Retentionzeit 22.36 min

Reinheit 86%
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