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2 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
 

Abb.    Abbildung  

AMP   Adenosinmonophosphat 

ADP   Adenosindiphosphat 

ATP   Adenosintriphosphat 

AR   Adenosinrezeptor 

Bn    Benzyl 

BODIPY  4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen 

Bu    Butyl 

br   breites Singulett 

cAMP   cyclisches Adenosinmonophosphat 

CCPA   N6-Cyclopentyl-2-chloradenosin 

CGS21680 3-[4-[2-[6-Amino-9-[(2R,3R,4S,5S)-5-(ethylcarbamoyl)-3,4-

dihydroxy-oxolan-2-yl]purin-2-yl]amino]ethyl]phenyl]propansäure 

CHO-Zellen chinesische Hamster-Ovarzellen 

CREP   cAMP responsive element binding protein 

d    Dublett  

DAG   Diacylglycerol 

DC    Dünnschichtchromatographie  

dd    Dublett von Dubletts  

DCM    Dichlormethan  

DIPEA   Diisopropylethylamin 

DMAP   4-Dimethylaminopyridin  

DMF    Dimethylformamid  
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DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

dq    Dublett von Quartetts  

EDC   N-(Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid-HCl 

ERK   extracellular-signal regulated kinase 

eq    Äquivalente  

FRAP   Fluorescence recovery after photobleaching 

FRET   Fluorescence resonance energy transport 

FCS   Fluorescence correlation spectroscopy 

g    Gramm  

GDP   Guanosindiphosphat 

GFP   grün fluoreszierendes Protein 

GPCR   G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

G-Protein  Guaninnucleotid-bindendes Protein 

GTP   Guanosintriphosphat 

h    Stunde  
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hA2A   humaner A2A-Adenosinrezeptor 

hA2B   humaner A2B-Adenosinrezeptor 

hA3   humaner A3-Adenosinrezeptor 

HCTU   2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

HEK-Zellen  humane embryonale Nierenzellen 

HOBt   1-Hyroxybenzotriazol 

HRMS   Hochaufgelöste Massenspektrometrie 
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Hz    Hertz  

m    Multiplett  

IP3   Inositol-1,4,5-trisphosphat 

JNK   C-Jun-N-terminale Kinase 

MAPKinase  Mitogen-aktivierte-Protein Kinasen 

Me    Methyl 

MHz    Megahertz  

MS    Massenspektrometrie  

MSX-2 3-(3-Hydroxypropyl)-7-methyl-8-(m-methoxystyryl)-1-
propargylxanthin 

 
m/z    Verhältnis Masse/Ladung  

NECA   5'-N-Ethylcarboxamidoadenosine 

NMR    Nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)  

PKB   Protein Kinase B 

PSB-11 2-Phenyl-8-ethyl-4-methyl-(8R)-4,5,7,8-tetrahydro-1H-imidazo-
[2,1-i]purin-5-on 

 
PSB-603 8-[4-[4-(4-Chlorophenzyl)piperazide-1-sulfonyl)phenyl]]-1-

propylxanthin 
 
PyBOP  Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium 

hexafluorophosphat 
 
R    organischer Rest  

rA1   Ratten-A1-Adenosinrezeptor 

rA2A   Ratten-A2A-Adenosinrezeptor 

rA2B   Ratten-A2B-Adenosinrezeptor 

rA3   Ratten-A3-Adenosinrezeptor 

RNA    Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure)  

RP-HPLC  reverse phase high pressure liquid chromatography 
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RT    Raumtemperatur 

s    Singulett  

Schmp.  Schmelzpunkt 

stöch.    Stöchiometrisch  

t    Triplett  

Tab.    Tabelle  

TEA   Triethylamin 

UV   Ultraviolett 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 

YFP   gelb fluoreszierendes Protein 

Zers.   Zersetzung
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4 EINLEITUNG 
 

Nach Veröffentlichung des menschlichen Genoms im Jahr 20011 wurde intensiv daran 

gearbeitet, ein besseres Verständnis über die komplexe Regulation und das Zusammenspiel 

der Proteine innerhalb der Zelle zu erlangen.2 Die anfängliche Euphorie, aufgrund der nun 

bekannten DNA-Sequenz schnelle Erkenntnisse über die Funktion von Proteinen zu 

gewinnen, wurde durch die Einsicht getrübt, dass Proteine mehr als eine Funktion ausüben 

können. Dies stellt zweifelsfrei eine große Herausforderung dar, die bis zum heutigen Tag 

nicht vollständig bewältigt wurde. Aber gerade die Kenntnis über die Funktionsweise der 

Proteine und ihre Regulation kann die Ursachen für Krankheiten und damit auch mögliche 

Therapieoptionen bei deren Fehlfunktion aufzeigen. Das 1000-Genom-Projekt wurde 2008 

ins Leben gerufen, um die genetischen Ursachen verschiedener Erkrankungen zu 

untersuchen. Ende 2012 konnte das Genom von sogar schon 1092 Individuen, die 14 

Populationen entstammen, sequenziert und veröffentlicht werden.3 Zukünftig soll das 

Genom von 1500 weiteren Individuen aus 14 Populationen sequenziert werden, um dann 

das gesamte Spektrum der humanen genetischen Variationen zu erhalten und anhand der 

erhaltenen Daten Rückschlüsse auf die genetischen Ursachen für bestimmte Erkrankungen 

ziehen zu können. Damit stellt sich auch ein Jahrzehnt nach Beendigung des humanen 

Genomprojekts immer noch die Herausforderung, nichts Geringeres als das Leben im 

Kleinsten zu verstehen.  

 

4.1 Rezeptoren 
 

Die Wirkung eines Arzneimittels wird häufig durch eine spezifische Interaktion des 

Arzneistoffs mit einer Zielstruktur in einem Organismus hervorgerufen. Diese 

Zielstrukturen stellen häufig Enzyme, Transporter, spannungsabhängige Ionenkanäle und 

Rezeptorproteine dar. Rezeptorproteine sind intrazellulär oder membranständig lokalisierte 

Proteine bzw. aus mehreren Proteinen zusammengesetzte Komplexe, die nach Bindung 

eines physiologischen Liganden an eine spezifische Bindungsstelle entweder direkt oder 

indirekt durch eine Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion einen Effekt hervorrufen 

können.4  



4. Einleitung 

 

14 
 

Membranständige Rezeptoren können unterteilt werden in: 

� Rezeptorproteinkinasen (Enzym-assoziierte Rezeptoren) 

� Ligand-gesteuerte Ionenkanäle 

� G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) 

Enzym-assoziierte Rezeptoren sind dadurch gekennzeichnet, dass nach Bindung eines 

Liganden, an der extrazellulären Bindungsstelle ein intrazelluläres Enzym aktiviert wird. 

Zu dieser Gruppe gehören Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität, Rezeptoren mit 

assoziierten Tyrosinkinasen, Rezeptoren mit Guanylatcyclase-Aktivität und Rezeptor-

Serin- /Threonin-Kinasen. 

Ligand-gesteuerte Ionenkanäle bestehen aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzter 

transmembranärer Proteine und können im Gegensatz zu spannungsabhängigen Ionen-

kanälen durch die spezifische Bindung eines Liganden geöffnet oder geschlossen werden. 

Aufgrund der Ionen-selektiven Permeabilität können nur bestimmte Ionen hindurchtreten. 

Man unterscheidet daher Natrium-, Kalium-, Calcium- und Chlorid-Kanäle. Die treibende 

Kraft des Ioneneinstroms bzw. -ausstroms ist der vorherrschende Konzentrationsgradient 

zwischen Extrazellular- und Intrazellularraum. Als Beispiele für ionotrope Rezeptoren 

können P2X-, GABAA-, ionotrope Glutamat-, Glycin-, 5-HT3- und nicotinische 

Acetylcholin-Rezeptoren aufgeführt werden.4 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) stellen die größte Gruppe der membran-

ständigen Rezeptoren dar und weisen außerdem eine außerordentliche Diversität auf. 

GPCR besitzen sieben transmembranäre Domänen und sind intrazellulär an ein Guanin-

Nucleotid-bindendes Protein (G-Protein) gekoppelt. Die Signalkaskade wird durch die 

Bindung eines Liganden an die Bindungsstelle des Rezeptors ausgelöst. Zu den G-Protein-

gekoppelten Proteinen gehören unter anderem Adenosin-, P2Y-, Dopamin, adrenerge-, 

GABAB-, Histamin-, Muscarin-, Opioid-, und Serotonin-Rezeptoren.4, 5 

Da im Rahmen dieser Arbeit Liganden für Rezeptoren entwickelt werden sollten, die der 

Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zuzuordnen sind, wird nachfolgend auf diese 

Klasse weiter eingegangen. 
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4.1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
 

Im Rahmen des humanen Genom-Projekts wurden ca. 20.000 bis 25.000 Gene gefunden, 

die verschiedene Proteine codieren.6 Von diesen Genen wurden bislang 800 bis 1000 

identifiziert, die G-Protein-gekoppelte Rezeptoren exprimieren.7, 8 G-Protein-gekoppelte 

Proteine stellen damit eine der größten Proteinfamilien im Säugetiergenom dar.9 Wie 

bereits in Kapitel 4.1 erwähnt, besitzen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sieben 

transmembranäre Domänen, die aus je 25 bis 35 Aminosäuren bestehen (s. Abb. 1). Der 

Name „G-Protein-gekoppelter Rezeptor“ basiert auf der Interaktion mit einem Guanin-

Nucleotid-bindenden Kopplungsprotein (G-Protein). Außerdem weisen G-Protein-

gekoppelte Proteine je drei extrazelluläre und drei intrazelluläre Schleifen, einen 

extrazellulären N-Terminus und einen intrazellulären C-Terminus auf.5  

 

 

Abb. 1 Schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors der Klasse A.10 

 

Biogene Amine, Purine, Lipide, Peptide oder Proteine, Geruchsstoffe, Calciumionen, 

Protonen und sogar Photonen wurden bereits als Liganden für G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren identifiziert.11 Mit der Verleihung des Nobelpreises im Jahr 2012 an  

R. Lefkowitz und B. Kobilka wurde die Bedeutung dieser Rezeptorklasse für die 

Entwicklung neuer Arzneimittel hervorgehoben. 

Die erste Röntgenkristallstruktur eines GPCR war die des Rinderrhodopsins in der 

inaktiven Konformation zusammen mit 11-cis-Retinal und wurde 2000 von Palczewski  

et al. veröffentlicht.12 Röntgenkristallstrukturen von GPCR liefern entscheidende 

Informationen über die Bindungstasche und die räumliche Konformation des Rezeptors 

und können damit ein wertvolles Mittel bei der Suche nach neuartigen Liganden sein. 
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Mittlerweile wurden 72 weitere Kristallstrukturen13 von 15 GPCRs veröffentlicht. Darunter 

finden sich unter anderem die des adrenergen β1
14- und β2-Rezeptors,15, 16 des Dopamin-

D3-Rezeptors,17 des Histamin-H1-Rezeptors18 und des Muskarin-M2-
19 und M3-

Rezeptors19. Für die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Adenosinrezeptoren sind 

insbesondere die Röntgenkristallstrukturen des humanen A2A-Rezeptors interessant.20 Auf 

diese wird eingehend in Kap. 4.1.2.1.2 eingegangen.  

 

4.1.1.1 KLASSIFIZIERUNG 
 

Obgleich alle GPCR sieben transmembranäre Helices aufweisen und an ein G-Protein 

gekoppelt sind, unterscheiden sie sich in ihrer Gensequenz beträchtlich. Aufgrund der 

daraus resultierenden unterschiedlichen strukturellen und funktionellen Eigenschaften 

teilten Attwood und Findlay21 und Kolakowski22 die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in 

die Klassen A bis F ein (A-F-System). Zur Klasse A der GPCR werden die Rhodopsin- 

verwandten Rezeptoren gerechnet zu denen auch die Adenosinrezeptoren gehören  

(s. Kapitel 4.1.2.1). Klasse B beinhaltet Glycoproteinrezeptoren, die auch als „Secretin-

ähnliche Rezeptoren“ bezeichnet werden, da diese durch große Peptid-Moleküle, wie 

beispielsweise Secretin oder Glucagon, aktiviert werden. Die metabotropen 

Glutamatrezeptoren werden zur Klasse C gerechnet. Die Rezeptoren der Klassen D und E 

kommen nicht in Wirbeltieren vor, sondern fungieren als Pheromon-Rezeptoren in Hefen 

bzw. als cAMP-Rezeptoren in Nematoden. Die Klasse F beinhaltet Rhodopsine von 

Archaebakterien und spielt eine eher untergeordnete Rolle.23  

Während das A-F-System die GPCR aufgrund der funktionellen und strukturellen 

Eigenschaften einteilt, führten Fredriksson et al. 2003 das sog. GRAFS- oder Fredriksson-

System ein, das auf den phylogenetischen Merkmalen beruht.24 Dazu werden die 

Rezeptoren in 5 Gruppen einsortiert. Glutamat-, Rhodopsin-, Adhäsions-, Frizzled/Taste2- 

und Secretin-Rezeptoren. Der Familie von Glutamatrezeptoren gehören 15 Rezeptoren an, 

deren Ligandenerkennungsdomäne am 280 bis 580 Aminosäuren langen N-Terminus liegt. 

Dazu werden acht metabotrope Glutamat- und zwei GABAB-Rezeptoren gerechnet. Die 

Rhodopsin-Familie umfasst insgesamt 701 Rezeptoren, wovon 241 nicht-olfaktorische 

Rezeptoren darstellen. Damit ist diese Familie die mit Abstand größte Klasse. Den meisten 

Rezeptoren dieser Klasse gemein ist das sog. „DRY“- (oder „ERY“-) Motiv, das eine 
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konservierte Aminosäuresequenz zwischen der zweiten intrazellulären Schleife und der 

dritten transmembranären Helix darstellt. Seit Veröffentlichung der 

Röntgenstrukturanalyse des A2A-Adenosinrezeptors ist bekannt, dass die Ligandenbindung 

dieser Familie entgegen früherer Vermutungen unter Beteiligung der extrazellulären 

Schleifen bzw. des N-Terminus erfolgt.20 

Aufgrund phylogenetischer Untersuchungen wird die Klasse der Rhodopsine weiter 

unterteilt in die Unterfamilien α, β, γ und δ. Der Unterfamilie α gehören 89 Rezeptoren an. 

Darunter sind beispielsweise Prostaglandinrezeptoren, Rezeptoren für biogene Amine wie 

Serotonin-, Dopamin-, muscarinische-, Histamin- und adrenerge Rezeptoren, und 

Melatonin-Rezeptoren. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Adenosinrezeptoren 

gehören dieser Unterfamilie an. Die Familie der β-Rezeptoren umfasst 35 Rezeptoren. 

Allen Rezeptoren dieser Gruppe ist gemein, dass sie durch Peptide aktiviert werden. 

Tachykinin, Neurotensin und einige Releasing Hormone wurden als Liganden identifiziert. 

Die Gruppe der γ-Unterfamilie weist 59 Rezeptoren auf. Zu dieser Klasse werden die 

Opioid-, Somatostatin-, Chemokin- und Angiotensinrezeptoren gezählt. Die δ-Unterfamilie 

beinhaltet 58 Rezeptoren und geschätzte 460 olfaktorische Rezeptoren. Die Hauptgruppen 

der δ-Familie sind die MRG- („MAS related gene“), die Gylcoprotein-, die Purin-, die 

olfaktorischen Rezeptoren und eine große Zahl an sogenannten „Orphan“-Rezeptoren. 

Letztere sind Rezeptoren, die eine ähnliche Struktur wie bereits identifizierte Rezeptoren 

aufweisen, deren endogener Ligand allerdings bislang nicht bekannt ist.  

Die Gruppe der Adhäsionsrezeptoren besteht aus 24 Rezeptoren, deren N-Terminus in der 

Länge variieren kann (zwischen 200 und 2800 Aminosäuren lang) und 

Adhäsionssequenzenzen aufweist. Diese Sequenzen sind meist stark glycosyliert oder 

weisen Cystein-reiche Motive auf.25  

Die Familie der Frizzled/Taste2-Rezeptoren beinhalten Geschmacksrezeptoren, die einen 

kurzen N-Terminus besitzen. Die Rezeptoren weisen extrazellulär Cystein-reiche Regionen 

auf, die in vielen Proteinen konserviert sind und als Wnt-Bindungsdomäne angesehen 

werden. Wnt spielt eine Rolle im Wnt-Signalweg. Dieser ist nach dem Liganden Wnt 

(Wingless Int-1) benannt worden und trägt beispielsweise entscheidend zur 

Embryonalentwicklung bei.24  
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Die Familie der Secretin-Rezeptoren weist Ähnlichkeiten zu der Klasse der 

Adhäsionsrezeptoren auf, obgleich phylogenetische Unterschiede bestehen. Der N-

Terminus weist Disulfidbrücken auf, die bei der Ligandenerkennung eine Rolle spielen.24  

. 

4.1.1.2 SIGNALTRANSDUKTION 
 

Bei der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren führt die Ligandenbindung zur 

Aktivierung der Rezeptor-assoziierten G-Proteine. Diese bestehen aus drei funktionellen 

Untereinheiten, die als Gα, Gβ und Gγ bezeichnet werden. Die Gα-Untereinheit weist eine 

Bindestelle für Guanin-Nucleotid-Guanosindiphosphat (GDP) bzw. Guanosintriphosphat 

(GTP)  auf. Die hydrophobe β,γ-Untereinheit verankert das G-Protein in der Membran. Die 

durch Ligandenbindung induzierte Signaltransduktion ist schematisch in Abb. 2 

dargestellt. 

 

GDP = Guanosindiphosphat; GTP = Guanosintriphosphat; α = α-Untereinheit; β = β-Untereinheit;  

γ = γ-Untereinheit; EP = Effektorprotein; P = Phosphat 

Abb. 2 Zyklus der Aktivierung und Inaktivierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors (Details s. Text). 

 

Bindet ein Ligand an den Rezeptor führt dies zu einer Konformationsänderung (1), die auf 

das assoziierte G-Protein übertragen wird. Dies führt zu einem Austausch von GDP gegen 

GTP (2). Im nächsten Schritt erfolgt die Dissoziation der α-Untereinheit vom G-Protein-
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Komplex. Sowohl die noch immer GTP-bindende α-Untereinheit als auch die β,γ-

Untereinheit aktivieren (im Fall eines Gs-Poteins) oder desaktivieren (im Fall eines Gi/o-

Proteins) die jeweiligen Effektorproteine. Diese Effektorproteine, wie beispielsweise die 

Adenylylcyclase oder Phospholipase C bzw. Ionenkanäle, können wiederum zur Bildung 

von sekundären Botenstoffen wie beispielsweise cyclischem Adenosinmonophosphat 

(cAMP), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) oder Diacylglycerol (DAG) führen, die ihrerseits 

eine Folgereaktion auslösen. So können unter anderem Proteinkinasen aktiviert und somit 

Proteine phosphoryliert und Calciumionen freigesetzt werden.26 Anschließend erfolgt die 

Hydrolyse des an die α-Untereinheit gebundenen GTP zu GDP und Phosphat (4). Dieser 

Vorgang wird durch GAP-Proteine (GTPase-aktivierende Proteine), einer Gruppe von 

Enzymen, die der Superfamilie der RGS-Proteine (Regulatoren der G-Protein-

Signalgebung) angehören, deutlich beschleunigt. Nach der GTP-Spaltung kehrt der 

Rezeptor in den ursprünglichen Ruhezustand zurück. 

Anhand der Homologie der bis zum heutigen Zeitpunkt bekannten G-Protein-Subtypen der 

α-Untereinheit können vier Familien unterschieden werden: Gs, Gi/o, Gq/11, G12/13. Die 

meisten dieser α-Untereinheiten wurden Ende der 1980er-Jahre kloniert.27, 28  In Tabelle 1 

sind die verschiedenen G-Protein-Subtypen mit ihren Effektorsystemen aufgeführt. 

 
Tabelle 1 G-Proteine und ihre Effektorsysteme. 
 ↑ = stimulierend; ↓ = hemmend 

Gα-Familie 
Effektorsystem (Effekt) Rezeptoren (Auswahl) 

Gsα 

Adenylylcyclase↑, Tyrosinkinase↑,  

K+-Kanäle↑, Tubulin-GTPase↑ 

A2A-AR,  

A2B-AR,  

β-Rezeptoren,  

D1, D5-Rezeptoren, 

Gi/oα 

Adenylylcyclase↓, ERK/MAPK↑, Ca2+-

Kanäle↓, K+-Kanäle↑, Tubulin-GTPase↑ 

A1AR, A3AR, GABAB-Rezeptor, D2, 

D3, D4-Rezeptoren,  

M2, M4-Rezeptoren,  

Opioid-Rezeptoren,  

α2-Rezeptor 

Gq/11α 

Phospholipase C↑, K+-Kanäle, 

Tyrosinkinasen↑ 

α1-Rezeptor, H1-Rezeptor, M1, M3, 

M5-Rezeptor, A3-AR, P2Y2 
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G12/13α 

Phospholipase C↑, Phospholipase D↑, 

Rho-Proteine↑ 
P2Y2 

Der Klasse der Gsα-Proteine gehören neben den ubiquitär vorkommenden Gs-Proteinen 

auch die Golf-Proteine an, die nach Bindung eines Geruchsstoffes die Adenylylcyclase 

aktivieren und somit zu einer Erhöhung der cAMP-Konzentration in den Cilien führt, 

wodurch wiederum Proteinkinasen aktiviert werden. Diese Proteinkinasen öffnen 

Ionenkanäle und beeinflussen somit das Membranpotential, so dass ein Signal über den 

Riechkolben letztendlich an das ZNS zur Auswertung des olfaktorischen Eindrucks 

übertragen wird.28 Bei Gs-gekoppelten Rezeptoren bindet die durch Austausch von GDP 

gegen GTP aktivierte α-Untereinheit an das Enzym Adenylylcyclase, welches in Folge 

dessen vermehrt ATP in cAMP umwandelt, so dass die intrazelluläre cAMP-Konzentration 

erhöht wird (s. Abb. 3).  

 
Abb. 3 Signaltransduktion bei Gs-gekoppelten Rezeptoren (Details s. Text).26 

 

Die erhöhte cAMP-Konzentration führt zum einen zu einer Aktivierung der Proteinkinase 

A (PKA) und zur Phosphorylierung von Substratproteinen, wie beispielsweise dem 

Transkriptionsfaktor CREB (cAMP Responsive Element Binding Protein) und zum 

anderen zur Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen wie zum Beispiel ERK1 und ERK2. 

Über die Aktivierung der PKA kann es außerdem zur Aktivierung von L-Typ-

Calciumionen-Kanälen kommen.  

Charakteristische Reaktionen nach cAMP-Stimulation sind Lipolyse, Glykolyse, 

Relaxation der glatten Muskulatur und der antiphlogistische (entzündungshemmenden) 

Effekt bei Entzündungsprozessen.26 
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Der Klasse der Gi/oα-Proteine gehören die Gi-(inhibitorisch) und Go-(other) Proteine an. 

Gi/o-gekoppelte Rezeptoren weisen ein assoziiertes G-Protein auf, welches eine 

inhibitorische α-Untereinheit (αi oder αo) enthält, die zur Hemmung der Adenylylcylclase 

und damit zu einer verminderten cAMP-Konzentration führt (s. Abb. 4).26-28 

 
Abb. 4 Signaltransduktion bei Gi/o-gekoppelten Rezeptoren (Details s. Text).26 

 

Außerdem kann es bei Ligandenbindung an Gi/o-gekoppelte Rezeptoren zelltypabhängig 

zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3) und der nachgeschalteten 

Proteinkinase B (PKB) kommen. In einigen Zelltypen konnte auch eine Aktivierung der 

Phospholipase C und damit die Bildung der „second messenger“ IP3 und DAG beobachtet 

werden, was wiederum zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt, 

beobachtet führt.26  

Kennzeichnende Reaktionen von Gi/o-gekoppelten Rezeptoren sind Sekretionshemmung, 

zelluläre Hyperpolarisation und die negativ inotrope Wirkung am Herzen. 

Bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die an ein Gq/11-Protein gekoppelt sind, aktiviert 

die α-Untereinheit die Phospholipase C, die daraufhin Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) 

umwandelt (s. Abb. 5). 
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Abb. 5 Signaltransduktion bei Gq-gekoppelten Rezeptoren (Details s. Text).26 

 

IP3 führt zur Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum, wohingegen 

DAG die Proteinkinase C aktiviert. Typische Prozesse von Gq-gekoppelten Rezeptoren 

sind die Sekretion von Botenstoffen und Signalsubstanzen und die Kontraktion der glatten 

Muskulatur.26 

G12/13-gekoppelte Rezeptoren führen zu einer Aktivierung der GTPase Rho, wodurch 

mittels Veränderungen des Aktin-Cytoskeletts die Zellmorphologie gesteuert werden 

kann.29, 30 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren können außer den oben bereits erwähnten sekundären 

Botenstoffen auch Einfluss auf das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung oder auf die 

Apoptose der Zelle nehmen, indem sowohl die α-Untereinheit von Gs,- Gi/o- und Gq-

Proteinen als auch die β, γ-Untereinheiten bei der Regulation der Mitogen-aktivierten 

Proteinkinasen (MAPKinasen) beteiligt sind (s. Abb. 6).31  
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Abb. 6 Regulation der ERK-MAP-Kinase Aktivität ausgelöst durch GPCR-Aktivierung.31 

 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass GPCR nach Bindung eines Agonisten GPCR-

Kinasen aktivieren können, die zu einer Anlagerung von β-Arrestinen an den Rezeptor 

führen, wodurch eine Aktivierung von nachgeschalteten MAPKinasen wie zum Beispiel 

ERK, p38 oder JNK-3 erfolgt.32-34 Somit besteht nach Aktivierung eines GPCR auch die 

Möglichkeit einer G-Protein-unabhängigen Signaltransduktion.35-37 
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4.1.2 PURINERGE REZEPTOREN 

 
Zur Klasse der purinergen Rezeptoren werden die Familien der P0-, P1- und P2-

Rezeptoren gezählt. Die P2-Rezeptoren bestehen aus den P2X-Rezeptoren 

(ligandgesteuerte Ionenkanäle) und den P2Y-Rezeptoren (G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren). Während P2X-Rezeptoren lediglich durch das Nucleotid ATP aktiviert 

werden können, kann die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren sowohl durch die Nucleotide 

ATP, ADP, UTP und UDP als auch durch Adenindinucleotide und UDP-Glucose 

erfolgen.38, 39 Die P1-Rezeptoren bestehen aus den Subtypen A1, A2A, A2B, A3. Adenosin 

stellt dabei den physiologischen Agonisten an diesen Rezeptoren dar.40 Die Klasse der P0-

Rezeptoren beinhaltet die vor kurzer Zeit entdeckten Adenin-Rezeptoren AdeR1 und 

AdeR2, die durch Adenin aktiviert werden.41-43 Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

Adenosin-Rezeptoren untersucht, die zu der Familie der P1-Rezeptoren gehören  

(s. Abb. 7). 

 
Abb. 7 Klassifizierung der purinergen Rezeptoren. 

 

Drury und Szent-Györgyi entdeckten 1929 erstmals, dass durch die Bindung von Purinen 

an extrazelluläre Strukturen ein intrazelluläres Signal ausgelöst werden kann.44 Die 

Bezeichnung „purinerge Rezeptoren“ wurde von Burnstock 1978 erstmals verwendet.45 

Die Unterteilung in P1-und P2-Rezeptoren erfolgte kurze Zeit darauf im Jahre 1978 

aufgrund der verschiedenen Aktivitäten von ATP, ADP, AMP und Methylxanthinen an P1- 

und P2-Rezeptoren und deren funktionellen Effekten auf die Adenylylcyclase.46 Die 

Unterteilung der P2-Rezeptoren in P2X- und P2Y-Rezeptoren erfolgte 1985 aufgrund der 

verschiedenen Aktivitäten bestimmter Agonisten und Antagonisten und 1994 unter 

Einbeziehung der jeweiligen Singnaltransduktionswege.47, 48 Momentan werden zu dieser 
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Rezeptorfamilie sieben P2X-Rezeptoren (P2X1-7) und acht P2Y-Rezeptoren (P2Y1,2,4,6,11-14) 

gezählt.49-51 

 

4.1.2.1 ADENOSINREZEPTOREN  
 

Die Familie der P1-Rezeptoren – auch Adenosinrezeptoren genannt – wird aufgrund der 

unterschiedlichen pharmakologischen und strukturellen Eigenschaften in die vier Subtypen 

A1, A2A, A2B und A3 unterteilt. Der endogene Ligand Adenosin bindet hierbei mit hoher 

nanomolarer Affinität an A1- und A2A-Rezeptoren, wohingegen A2B- und A3-Rezeptoren 

meist erst durch mikromolare Adenosinkonzentrationen aktiviert werden. A1- und A3-

Rezeptoren sind Gi-gekoppelt, so dass die agonistische Ligandenbindung eine Hemmung 

der Adenylylcyclase zur Folge hat. Dies führt letztendlich zu einer Senkung der 

intrazellulären cAMP-Konzentration. A2A- und A3-Rezeptoren sind Gs-gekoppelte 

Rezeptoren. Eine Aktivierung durch Agonisten bewirkt eine Stimulation der 

Adenylylcyclase und führt zu einer erhöhten cAMP-Konzentration. Es sind neben dem 

Einfluss auf den „second messenger“ cAMP auch andere Signaltransduktionswege für 

Adenosinrezeptoren beschrieben worden. A2B- und A3-Adenosinrezeptoren können nicht 

nur Gi-, sondern auch Gq/11-Protein gekoppelt sein und so zu einer Stimulation der 

Phospholipase C führen, welche die IP3- und DAG-Konzentration erhöht.52-55 In Tabelle 2 

ist eine umfassende Übersicht über die Effektorsysteme und wichtige Agonisten und 

Antagonisten für die verschiedenen Adenosinrezeptorsubtypen zusammengestellt. 
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Tabelle 2 Effektorsyteme und ausgewählte Agonisten und Antagonisten von Adenosinrezeptoren. 

Rezeptor A1 A2A A2B A3 

G-Protein Gi, Go Gs, Golf Gs, Gq/11 Gi 

Effekt 

cAMP↓ 

K+↑ 

Ca2+
intrazellulär↑ 

cAMP↑ 

cAMP↑, 

IP3/DAG↑ 

Ca2+
intrazellulär↑ 

cAMP↓, 

IP3/DAG↑ 

Ca2+
intrazellulär↑ 

Agonist 

CPA56 

CCPA56 

R-PIA56 

CGS-2168056 BAY-60-658357, 58 

AB-MECA56 

Cl-IB-MECA59 

PENECA59 

Antagonist 

DPCPX56 

LUF541760 

PSB-3661 

PSB-6362 

SCH-5826163 

ZM-24138563 

MSX-264 

MRS-175463 

OSIP-33939165 

MRE-2029F2066 

PSB-60167 

PSB-60368 

PSB-1069 

PSB-1169 

MRS-3008F2070 

  

 

4.1.2.1.1 A1-ADENOSINREZEPTOR 

 

Die vier Adenosinrezeptorsubtypen werden in verschiedenen Bereichen des Körpers in 

unterschiedlicher Konzentration exprimiert. So wird der A1-Rezeptor in hoher Dichte in 

bestimmten Bereichen des Gehirns (Cortex, Cerebellum und Hippocampus) sowie in Herz, 

Rückenmark, Auge und in der Nebenniere exprimiert.40, 71, 72 Eine Aktivierung der A1-

Rezeptoren führt u.a. zu einer Hemmung der Neurotransmitter-Freisetzung aufgrund der 

Senkung der Erregbarkeit von Neuronen und einer Hyperpolarisation der neuronalen 

Membranen. Daraus resultiert ein sedativer, antikonvulsiver und anxiolytischer Effekt, 

hervorgerufen durch A1-Agonisten.72-75 Die Strukturen einiger A1-selektiver Agonisten 

sind in Abb. 8 dargestellt. 
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Abb. 8 Beispiele A1-AR-selektiver Agonisten. 

 

A1-Rezeptoren werden im Herzen am Sinuatrial- und Atrioventrikularknoten exprimiert 

und vermitteln negativ chronotrope, dromotrope und inotrope Effekte.76 Aus diesem Grund 

wird Adenosin klinisch bei Tachykardien eingesetzt. Andere Agonisten wie beispielsweise 

Tecadenoson, Selodenoson oder PJ-875 befinden sich derzeit in klinischen Studien für die 

Behandlung atrialer Arrhythmien.77  

Die Aktivierung von A1-Rezeptoren führt auch zu analgetischen Effekten beispielsweise zu 

einer Reduktion von Schmerzen im Rückenbereich durch Effekte auf Neuronen. Der A1-

Agonist GW493838 (s. Abb. 8) wurde daher in Phase II der klinischen Studien auf die 

Indikation peripherer neuropathischer Schmerz bei Patienten mit Post-Zoster-Neuralgie 

oder peripheren Nervenschädigungen in Folge eines Traumas hin untersucht.78 

Adenosin führt außerdem in der Niere – vermittelt über A1-Rezeptoren – zu einer 

Gefäßverengung und damit zu einer Reduktion der glomerulären Filtrationsrate.79-81 A1-

Antagonisten besitzen somit einen diuretischen Effekt und könnten bei der Behandlung 

von Niereninsuffizienz eingesetzt werden.82-84 Einige selektive A1-Rezeptor Antagonisten 

sind in Abb. 9 dargestellt. 
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Abb. 9 Auswahl A1-AR selektiver Antagonisten. 

 

Die zentral anregende, positiv inotrope und diuretische Wirkung des unselektiven 

Antagonisten Coffein ist durch die beschriebenen Effekte erklärbar. 

 

4.1.2.1.2 A2A-ADENOSINREZEPTOR 

 

A2A-Adenosinrezeptoren werden ebenfalls im Gehirn, insbesondere im Striatum, Caudate-

Putamen, Nucleus accumbens und Tuberculum olfactorium exprimiert.40, 71 Außerdem 

finden sich A2A-Rezeptoren auf Endothelzellen, Leukozyten, Thrombozyten und auf 

glatten Muskelzellen.71 Die Aktivierung von A2A-Rezeptoren führt im Endothel bzw. in der 

glatten Muskulatur zu einer Gefäßerweiterung und spielt bei der Blutdruckregulation daher 

eine Rolle.85-87 In A2A-Rezeptor-Knockout-Mäusen wurde außerdem ein Einfluss auf die 

Thrombozytenaggregation und die Schmerzweiterleitung festgestellt.88 Desweiten wurde 

ein Potential für die Behandlung von Psychosen84 und Chorea Huntington85 erkannt. Die 

entzündungshemmenden und immunsuppresiven Eigenschaften von A2A-Agonisten bieten 

großes therapeutisches Potential. Aufgrund ihres Einflusses auf die Blutgefäße und das 

Herz ist die systemische Gabe von A2A-Agonisten stark eingeschränkt. Daher wurden in 

unserem Arbeitskreis phosphorylierte A2A-Agonisten entwickelt, die bevorzugt in 

entzündetem Gewebe, in dem eine erhöhte ecto-5‘-Nucleotidase-Expression beobachtet 

wird, dephosphoryliert werden. Die notwendige Konzentration des aktiven Medikaments 

kann damit lediglich lokal im entzündeten Gewebe erreicht werden.89, 90 Neben den 

phosphorylierten A2A-Agonisten wurde, ebenfalls in unserem Arbeitskreis, ein polarer 

Agonist (75), der peroral nicht absorbiert werden kann für die lokale Therapie, 

beispielsweise von entzündlichen Darmkrankheiten entwickelt.3 In Abb. 10 sind einige 

Strukturen von A2A-Agonisten dargestellt. 
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Abb. 10 Beispiele selektiver A2A-AR Agonisten. 

 

Im Jahr 2011 wurde Regadenoson (US: Lexiscan®
; EU: Rapiscan®) als Diagnostikum bei 

koronaren Herzerkrankungen eingeführt.91 Dabei löst das Medikament pharmakologisch 

herbeigerufenen Stress aus, so dass Radionukliduntersuchungen zur Myokardperfusion 

durchgeführt werden können.92 Die auftretenden Nebenwirkungen ähneln denen von 

Adenosin. Der Vorteil von Regadenoson liegt in der Möglichkeit, die Substanz intravenös 

zu applizieren, wohingegen Adenosin in die Coronaraterie verabreicht werden muss. 

Binodenoson wurde ebenfalls in klinischen Studien als Diagnostikum bei koronaren 

Herzerkrankungen untersucht (CorVue™).93 Die Verbindung weist eine ähnliche 

Wirksamkeit wie Adenosin auf, allerdings unter Auftreten von Fieber und weniger 

schwerwiegenden Nebenwirkungen. Aufgrund von Fehlern im Studiendesign und der 

daraus resultierenden notwendigen weiterführenden Untersuchungen, ist eine Zulassung 

durch die FDA bislang noch nicht erfolgt.94 Apadenoson (Stedivaze™) zeigte in Phase II 

der klinischen Prüfung ein verbessertes Nebenwirkungsprofil verglichen mit Adenosin. 

Nach Beendigung der Phase III wurde die Entwicklung allerdings von Seiten der Firma 

ohne Angabe von Gründen beendet.95 Die Verbindung BVT115959 befindet sich derzeit in 

Phase II der klinischen Studien für die Indikation neuropathischer Schmerz bei 

Diabetespatienten.96  

Eine Coexpression von A2A-Rezeptoren mit Dopamin-D2-Rezeptoren innerhalb des 

Striatums wurde beschrieben. Die Aktivierung von A2A-Rezeptoren führt zu einer 

Affinitätsabnahme von D2-Rezeptoren gegenüber Agonisten.97-100 Daher stellen A2A-
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Antagonisten potenzielle Therapeutika für die Behandlung von Morbus Parkinson dar.101 

In Abb. 11 sind einige selektive A2A-Antagonisten aufgeführt.  

 

 

Abb. 11 Beispiele einiger selektiver A2A-AR Antagonisten. 

 

Der selektive A2A-Antagonist Istradefylline wurde intensiv in Phase III-Studien der 

klinischen Prüfung für die Indikation Morbus Parkinson untersucht.102, 103 Bislang ist die 

Zulassung allerdings nicht erteilt worden. Vipadenant befand sich in Phase II, Preladenant 

in Phase III der klinischen Prüfung ebenfalls für die Indikation Morbus Parkinson. Erste 

Studienergebnisse zeigen, dass Preladenant bei alleiniger Gabe die motorischen 

Fähigkeiten verbessert ohne dabei Dyskinesien auszulösen.104 Bei kombinierter 

Medikation mit Levodopa, zeigte sich in Primatenstudien ebenfalls eine signifikante 

Verbesserung der motorischen Fähigkeiten bei nichtsignifikanter Steigerung von 

Dyskinesien.105 Die Entwicklung von Vipadenant wurde aufgrund von unerwünschten 

Nebenwirkungen gestoppt.2 

Es konnte gezeigt werden, dass neuroendokrine Tumore A2A- und A2B-Rezeptoren 

exprimieren, die das Zellwachstum und die Sekretion von Chromogranin A vermitteln. 

Chromogranin A ist ein Vorläufermolekül für verschiedene funktionelle Peptide wie 

beispielsweise Vasostatin, Pancreastatin, Catestain oder Parastatin. Selektive A2A-

Antagonisten könnten demnach als zusätzliches Target, neben Somostatin  und VEGF 

(Vascular endothelial growth factor) für die Behandlung dieser Art von Tumoren dienen.106 
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Jaakola et al. veröffentlichten 2008 die erste Kristallstruktur des humanen A2A-Rezeptors 

cokristallisiert mit dem hoch affinen und Subtyp-spezifischen Vollantagonisten ZM241385 

(s. Abb. 12).  

 
Abb. 12 A2A-Antagonist ZM241385. 

 

Im Gegensatz zu den Liganden des β-adrenergen Rezeptors und Retinal bindet ZM241385 

nahezu senkrecht zu der Membranoberfläche des Rezeptors (s. Abb. 13). 

 
ZM241385 ist blau markiert; rot markiert sind die vier Lipid Moleküle; Disulfidbindungen wurden gelb markiert, 
wohingegen die Sulfat-Ionen weggelassen wurden; die extrazellulären Schleifen 1-3 sind grün eingefärbt, die 
intrazellulären Schleifen hingegen sind blau markiert worden. 

Abb. 13 Kristallstruktur des humanen A2A-T4L-DC-Rezeptors.20 

 

Der bizyklische Triazolotriazin-Grundkörper geht dabei π−π-stacking-Wechselwirkungen 

mit Phe168, aliphatische hydrophobe Wechselwirkungen mit Ile274 und 

Wasserstoffbrückenbindungen mit Asn253 ein. Die polare Aminosäure Glu169 

wechselwirkt mit der exocyclischen Aminogruppe, die an den Bicyklus gebunden ist. Die 

Phenolgruppe von ZM241385 wechselwirkt mit Leu269 und Met270. Die phenolische 

Hydroxylgruppe geht Wasserstoffbrückenbindungen mit einem gebundenen 

Wassermolekül ein. Der Furan-Ring von ZM241385 reicht tief in die Bindungstasche 
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hinein und wechselwirkt dort mit Asn253. Hydrophobe Wechselwirkungen geht der Furan-

Ring über His250 und Leu249 ein (s. Abb. 14). 

 

 

Abb. 14 Aminosäuren in einem Abstand von 5 Å zu dem an den humanen A2A-Rezeptor gebundenen ZM241385.20 

 

Aus der Kristallstruktur können neben den Wechselwirkungen des Liganden mit der 

Bindungstasche auch Disulfidbrücken innerhalb des Rezeptors identifiziert werden, die 

maßgeblich für die Tertiärstruktur des Proteins verantwortlich sind. So konnten 

Disulfidbrücken zwischen den Cysteinen Cys71 und Cys159 und zwischen Cys74 und  

Cys146, die jeweils die extrazellulären Schleifen 1 und 2 miteinander verbinden,  zwischen 

Cys77 und Cys166, die eine Bindung zwischen der transmembranen Domäne 3 und der 

extrazellulären Schleife 2 vermittelt und zwischen Cys259 und Cys262 beobachten 

werden, wodurch eine Bindung innerhalb der extrazellulären Schleife 3 resultiert.20  

Lediglich drei Jahre später veröffentlichten Xu et al die Kristallstruktur des humanen A2A-

Rezeptors, der zusammen mit einem hochaffinen und selektiven Vollagonisten, UK-

432097 (s. Abb. 15), cokristallisiert wurde. Dieser Ligand wurde als Testverbindung für 

die Therapie von COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) entwickelt. 
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Abb. 15 A2A-Agonist UK-432097. 

 
Der cokristallisierte Vollagonist UK-43097 ist wesentlich größer als der Antagonist 

ZM241385 und besetzt nahezu die gesamte Bindungstasche des A2A-Rezeptors  

(s. Abb. 16).  

 
Abb. 16 Ligand UK-432097 in der Bindungstasche des humanen A2A-Adenosinrezeptors.107 

 

Der bizyklische Grundkörper von UK-43097 ist in nahezu allen typischen 

Adenosinrezeptor-Agonisten (CGS21680, NECA, etc.) oder Antagonisten anzutreffen.108 

Der Ribose-Ring hingegen ist lediglich bei den bislang bekannten Adenosinrezeptor-

Agonisten anzutreffen und fehlt bei Antagonisten. In der erhaltenen Kristallstruktur ragt 

der Ribosering tief in die hauptsächlich hydrophobe Region der Bindungstasche. Viele 

Adenosinrezeptor-Agonisten weisen am Ribosering einen 5’-N-Ethyluronamidrest auf, der 

vielfach zu einer verbesserten Affinität führt. Die Erklärung für dieses Verhalten ist die 

Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen von Thr88 zu dem in diesem Rest 

vorkommenden Stickstoff-Atom.  
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Die Kopplung von großen Resten in Position 2 des Adenins, wie beispielsweise des 2-(3-

(1-(Pyridin-2-yl)piperidin-4-yl)ureido)ethyl-carboxyamido-Substituenten in UK-432097, 

ist bei zahlreichen A2A-Adenosinrezeptor Agonisten anzutreffen. Die Amidfunktionalität 

dieses Restes geht in der Bindungstasche des Rezeptors eine indirekte Wasser-vermittelte 

Wasserstoffbindung mit Thy271 ein. Die Carbonylgruppe hingegen wechselwirkt mit 

Ala63. Die Stickstoffatome der Harnstoffgruppe des Substituenten gehen 

Wasserstoffbrückenbindungen mit Glu169 ein, während der Sauerstoff eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit Tyr271 ausbildet. Der Pyridinyl-piperidin-Rest ist in 

Richtung Helix VII und der extrazellulären Schleife 3 geneigt. Xu et al. vermuten, dass 

dieser Rest zu einer allosterischen Bindung beiträgt und somit einen Einfluss auf 

strukturelle und konformelle Änderungen des Rezeptors nimmt und damit einen Beitrag 

zur Selektivität dieser Verbindung gegenüber den anderen Adenosinrezeptor-Subtypen 

leistet.107 

Kurze Zeit später veröffentlichten Lebon et al. zwei Kristallstrukturen des A2A-Rezeptors, 

der sowohl mit dem endogenen Liganden Adenosin als auch mit dem unselektiven 

Agonisten NECA cokristallisiert wurde (s. Abb. 17).109  

 

NECA ist als raumfüllendes Modell dargestellt (C: grün; N: blau; O. rot); Die Struktur von A2A-GL31 gebunden an 
NECA ist gelb eingefärbt; Die Struktur von A2A-T4L gebunden an ZM241385 ist blau gefärbt 

Abb. 17 Vergleich der Kristallstrukturen des A2A-T4L Rezeptors gebunden an ZM241385 mit dem A2A-GL31 Rezeptor 
gebunden an NECA.109 
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Der Rezeptor befindet sich in diesen Kristallstrukturen, aufgrund der für die 

Thermostabilität notwendigen Punktmutationen, in einem Übergangszustand zwischen 

aktiviertem und inaktivem Rezeptorzustand. Dafür spricht auch die Tatsache, dass der auf 

einem thermostabilisiertem Konstrukt dargestellte Rezeptor lediglich schwach durch den 

Agonisten CGS21680 aktiviert wird. Nichtsdestotrotz kann auf ähnliche Bindungsmodi 

wie bei der von Xu et al. dargestellten Kristallstruktur geschlossen werden. 

Vergleicht man nun die A2A-AR Kristallstruktur, die zum einen mit ZM241385 und zum 

anderen mit UK-432097, NECA und Adenosin komplexiert wurde, so ist ersichtlich, dass 

die Wechselwirkungen des Adenin-Grundgerüstes in der Bindungstasche unverändert und 

damit konserviert sind (s. Abb. 18). 

 

Abb. 18 Vergleich der Rezeptor-Ligand Wechselwirkungen für den A2A-AR gebunden an den inversen Agonisten 
ZM241385(links), und die Agonisten NECA (Mitte) und Adenosin (rechts). 

Die Helices I-IV weisen in beiden Kristallstrukturen lediglich minimale konformelle 

Abweichungen auf. Die Bindung der Agonisten UK-432097, NECA und Adenosin führen 

allerdings zu einer Reihe von konformellen Änderungen in der Bindungstasche bei den 

Helices V-VII. Beispielsweise rücken die intrazellulären Enden der Helices V und VI im 

direkten Vergleich zwischen agonistisch und antagonistisch komplexierter Struktur näher 

zusammen (s. Abb. 19). Dabei induziert die Bindung des Agonisten zum einen eine 

Verschiebung der intrazellulären Helix nach außen und zum anderen eine Rotation um 30°. 
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Abb. 19 Konformations- und strukturelle Änderungen der transmembranären Helices verursacht durch agonistische 

Bindung.107 

 

Außerdem ist erkennbar, dass Helix VII durch die Wechselwirkung von den Aminosäuren 

Ser277 und His278 mit dem Ribosering nach innen gezogen werden. Die Abstoßung der 

Phenylringe mit Leu267, Met270, Tyr271 und den Resten der extrazellulären Schleife 3 

führt dazu, dass der extrazelluläre Teil der Helix VII nach außen verschoben wird. Dies 

bewirkt, dass die Helix VII um den Ribosering schwingt. Die erhaltene Kristallstruktur des 

A2A-Adenosinrezeptors, der mit dem voluminösen Agonisten UK-432097 cokristallisiert 

wurde, lässt Grund zu der Annahme, dass mögliche Agonisten mehr strukturelle 

Variationen aufweisen und insgesamt größer sein können als zuvor angenommen. Einige 

Liganden stabilisieren dabei anscheinend vornehmlich eine Rezeptorkonformation, 

während andere lediglich das dynamische Gleichgewicht der verschiedenen 

Rezeptorkonformationen beeinflussen.107 

Mittlerweile konnten insgesamt 8 Kristallstrukturen mit verschiedenen Liganden 

cokristallisiert werden (s. Tabelle 3). Unter diesen Liganden befanden sich sowohl 

Agonisten als auch Antagonisten, so dass beide Rezeptorzustände (aktiv und inaktiv) 

beschrieben werden können. Neben den Kristallstrukturen mit synthetischen Liganden 

konnten Lebon et al. auch eine Kristallstruktur mit dem endogenen Ligand Adenosin 

erhalten und charakterisieren. Die Verbindung ZM241385 wurde, nachdem sie erstmals 

von Jaakola et al. mit dem humanen A2A-Rezeptor cokristallisiert wurde, von zwei 

weiteren Gruppen erneut kristallisiert. Die Auflösung der drei erhaltenen Kristallstrukturen 

stellt allerding keine Verbesserung zu derjenigen von Jaakola et al. dar.110, 111 
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Tabelle 3 Kristallstrukturen des humanen Adenosin-A2A-Rezeptors. 

Ligand  Auflösung Literatur 

ZM241385 Antagonist 2.60 Å Jaakola et al.20 

UK-432097 Agonist 2.71 Å Xu et al.
107

 

Adenosin Agonist 3.00 Å Lebon et al.
109

 

NECA Agonist 2.60 Å Lebon et al.
109 

XAC Antagonist 3.31 Å Doré et al.
110 

Coffein Antagonist 3.60 Å Doré et al.
110 

1,2,4-Triazin 4e Antagonist 3.27 Å Congreve et al.
112

 

1,2,4-Triazin 4g Antagonist 3.24 Å Congreve et al.
112

 

 

 

4.1.2.1.3 A2B-ADENOSINREZEPTOR 

 

A2B-Adenosinrezeptoren werden vor allem in Blase, Gastrointestinaltrakt, Lunge und 

Mastzellen exprimiert. Im Gehirn ist die Expressionsrate gering.40, 113 A2B-Rezeptoren 

haben neben dem bereits oben diskutierten Effekt auf die „second messenger“ cAMP, IP3 

und DAG einen Einfluss auf Mitogen-aktivierte Proteinkinasen wie JNK, ERK und p38 

MAPK.114 

Durch Stimulation von A2B-Adenosinrezeptoren können die Interleukine IL-4, IL-8 und 

IL-13 aus Mastzellen ausgeschüttet werden. Diese spielen eine entscheidende Rolle bei 

asthmatischen Prozessen.115 Die proinflammatorischen Effekte von A2B-

Adenosinrezeptoren in der Lunge sind vielfach beschrieben worden.114, 116, 117 Desweiteren 

kann die Aktivierung von A2B-Rezeptoren zu einer Freisetzung von 

entzündungsfördernden Cytokinen aus Darmepithelzellen, Lungenfibroblasten, 

Bronchialepithelzellen und der glatten Bronchialmuskulatur führen.118-121 Sowohl in  

in vitro- als auch in in vivo-Studien konnte eine A2B-Rezeptor vermittelte Ausschüttung des 
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proinflammatorischen Cytokins IL-6 im Darmepithel bei der Entstehung von Colitis 

beobachtet werden.122-125 

Die Gabe von A2B-Rezeptor-Antagonisten könnte demnach Möglichkeiten für die Therapie 

von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, Lungenentzündungen, Lungenfibrosen 

und Asthma bieten. In Abb. 20 sind einige Strukturen selektiver A2B-Antagonisten 

dargestellt.  

 

 
Abb. 20 Beispiele einiger selektiver A2B-AR Antagonisten. 

A2B-Rezeptoren scheinen außerdem an der Angiogenese von Tumoren beteiligt zu sein. So 

konnte in A2B-Knock-out Mäusen, die mit Lungencarzinom beimpft wurden, gezeigt 

werden, dass im Vergleich mit Wildtyp-Mäusen ein verringertes Tumorwachstum und eine 

verringerte VEGF-Konzentration (vascular endothelial growth factor) im Tumor auftrat.126 

A2B-Antagonisten könnten damit bei Tumorerkrankungen zum Einsatz kommen, indem die 

Gefäßneubildung in Tumoren gehemmt wird. 

Neben diesen Einsatzgebieten könnten A2B-Antagonisten auch in der Therapie von 

inflammatorischem Schmerz eingesetzt werden. Für die A2B-selektiven Antagonisten  

PSB-50, PSB-53, PSB-55, PSB-1115 konnte eine dosisabhängige Schmerzreduktion im 

„Hot-plate test“127 mit Mäusen gezeigt werden. PSB-1115 zeigte dabei in Kombination mit 

Morphin einen synergistischen Effekt.128 Eine dosisabhängige Reduktion der 

Schmerzwahrnehmung in der zweiten inflammatorischen Phase nach Formalin-Injektion 

bei Mäusen konnte ebenfalls beobachtet werden.61 
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass A2B-Rezeptoren die Freisetzung von IL-6 aus 

Astrozytomzellen vermitteln und in Gegenwart von TNF-α die Ausbildung einer 

Astrogliose verstärken.129, 130 Astrogliosen werden in Zusammenhang mit 

neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alzheimer oder multipler 

Sklerose gebracht. A2B-Antagonisten könnten damit auch bei deren Therapie zur 

Anwendung kommen. 

Adipositas und Insulinresistenz sind verbunden mit einem geringen Grad einer 

systemischen Entzündung. Durch Aktivierung von A2B-Rezeptoren mit dem unselektiven 

Agonisten NECA konnten Figler et al. zeigen, dass in Mäusen, die an Diabetes litten, die 

Produktion von Adenosin und die Expressionsrate von A2B-Rezeptoren gesteigert wurde. 

Beides führt zu einer gesteigerten IL-6- und CRP (C-reaktives Protein)- Produktion, so 

dass die Insulinresistenz verstärkt wurde. Die Gabe des selektiven A2B-Antagonisten  

ATL-801 verminderte dagegen die Insulinresistenz.131 Selektive A2B-Antagonisten könnten 

damit mögliche Therapeutika bei der Behandlung von Insulinresistenz darstellen. 

Der einzige selektive A2B-Agonist stellt derzeit die Verbindung BAY60-6583 (s. Abb. 21) 

dar. Diese befindet sich derzeit in der präklinischen Phase und könnte zur Behandlung von 

Arterioskleose eingesetzt werden. Es besteht allerdings ein enormer Bedarf an neuartigen, 

selektiven und hochpotenten A2B-Rezeptor Agonisten, da einerseits derzeit kein radioaktiv 

markierter A2B-Rezeptor-Agonist für die Charakterisierung neuer agonistischer Substanzen 

verfügbar ist, und solche andererseits für die Entwicklung neuartiger Medikamente für die 

Behandlung von Entzündungen, renalen Ichämien, und der erwähnten Ateriosklerose 

benötigt werden.  

 

Abb. 21 Beispiel eines selektiven A2B-AR Agonisten. 
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4.1.2.1.4 A3-ADENOSINREZEPTOR 

 

Von den vier Adenosinrezeptorsubtypen ist der A3-Rezeptor der zuletzt geklonte und 

charakterisierte. A3-Adenosinrezeptoren werden hauptsächlich in Leber, Lunge, Aorta, 

Immunzellen, Hoden und Gehirn (Cerebellum, Hippocampus) exprimiert.132, 133 Die 

Physiologie der A3AR-Aktivierung ist sehr komplex und wird durch die unterschiedliche 

Rezeptorfunktion und Gewebeverteilung in Nagern und Primaten erschwert.2 In Abb. 22 

sind einige selektive A3-Agonisten dargestellt.  

 
Abb. 22 Beispiele einiger selektiver A3-AR Agonisten. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass A3-Rezeptoren den regulatorischen Signalweg der 

Mitogen-aktivierten Kinasen (MAPKs) modulieren, der aus dem ERKs (extracellular 

signal regulated kinases), JNKs (c-Jun N-terminal kinases) und den p38 Kinasen besteht.134 

Es konnten verschiedene durch A3-Rezeptor-Aktivierung ausgelöste Effekte auf den 

Akt/Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg in unterschiedlichen Zellen beobachtet werden  

(s. Abb. 23).135  
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Abb. 23 Schematische Darstellung des Signalübertragungsweges nach Aktivierung des A3-Rezeptors.133 

 

Die Verbindung CF101 (IB-MECA) wird derzeit in klinischen Studien (Phase II) für die 

Indikation Psoriasis untersucht.136 Für weitere Indikationen wie beispielsweise 

Keratokonjunktivitis sicca (engl.: dry eye syndrome) (Phase III)137, erhöhtem 

Augeninnendruck (Phase II)138, Kniegelenksarthrose (Phase II)139 und rheumatoider 

Arthritis (Phase II)140 werden derzeit Patienten rekrutiert. Auch die Verbindung Cl-IB-

MECA (CF102) befindet sich derzeit in klinischen Studien für die Indikationen chronische 

Hepatitis C Genotype 1 (Phase 2)141 und fortgeschrittenem Leberzellkarzinom (Phase1-

2)142. 

A3-Rezeptoren spielen ebenfalls eine Rolle bei der Rezeptor-vermittelten Apoptose von 

verschiedenen Tumorzellen wie beispielsweise humanen Lungenkrebszellen, humanen 

Leukämiezellen, humane Blasenkrebszellen, humane Prostatakrebszellen, humane 

Schilddrüsenkrebszellen, Leberzellkarzinom oder Mesotheliom.143-149 A3-Rezeptoren 

werden ebenfalls bei Adenosin-vermittelten cardioprotektiven Effekten diskutiert.150-153 In 

Abb. 24 sind einige Strukturen selektiver A3-Antagonisten dargestellt. 
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Abb. 24 Beispiele selektiver A3-AR Antagonisten. 

 

4.2 LIGANDEN 
 

Die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor kann mittels Ionenbindung, 

Wasserstoffbrückenbindung oder hydrophoben Wechselwirkungen, verursacht durch van-

der-Waals-Kräfte, erfolgen. Diese Bindungsarten besitzen unterschiedliche Reichweiten 

und spielen damit in den verschiedenen Phasen der Ligandenbindung eine jeweils 

unterschiedliche Rolle. So ist die Ionenbindung in der ersten Phase der Annäherung 

zwischen Ligand und Rezeptor von entscheidender Bedeutung während bei der 

eigentlichen (reversiblen) Bindung des Liganden hauptsächlich Dipol-Dipol-, Wasserstoff-

brückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle spielen.  

Diese Interaktion eines Liganden mit einem Rezeptor kann durch folgende Gleichung 

beschrieben werden: 

 
Gl. 1 Rezeptor-Ligandgleichgewicht. 

[R] = Konzentration des Rezeptors; [L] = Konzentration des freien Liganden; [R*L] = Konzentration des Rezeptor-

Ligand-Komplexes 

 



4. Einleitung 

 

 

43 
 

Durch Aufstellen des Massenwirkungsgesetzes erhält man die Assoziations- bzw. die 

Dissoziationskonstante KD, die ein Maß für die Affinität des Liganden an den Rezeptor 

darstellt (Gl. 2). 

 
Gl. 2 Massenwirkungsgesetz. 

KD = Dissoziationskonstante; [R] = Konzentration des Rezeptors; [L] = Konzentration des freien Liganden; 
[R*L] = Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes; k1 = Assoziationsgeschwindigkeitskonstante;  

k2 = Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante 

 

Bei der Bindung eines Liganden treten dabei konformelle Veränderungen am Rezeptor 

selber auf. So wurde insbesondere für G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ein sog. „Zwei-

Zustände-Modell“ aufgestellt (s. Abb. 25). 

 

 Abb. 25 Zwei-Zustände-Modell eines Rezeptors (Details s. Text).4 

 

Demnach kann der Rezeptor entweder in einem inaktiven oder aktivierten Zustand 

vorliegen. Zwischen diesen beiden Konformationen herrscht ein dynamisches 
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Gleichgewicht, das bei Fehlen eines Liganden zumeist auf die Seite des inaktivierten 

Zustandes hin verschoben ist (s. Abb. 4, A). Generell lassen sich so Liganden in drei 

unterschiedliche Gruppen unterteilen. Agonistische Substanzen (Agonisten) binden 

bevorzugt an Rezeptoren, die sich im aktivierten Zustand befinden und verschieben das 

Gleichgewicht nahezu vollständig hin zur aktiven Konformation (s. Abb. 4, B). Agonisten 

weisen eine intrinsische Aktivität auf, die ein Maß für die maximale Wirkung ist, die mit 

einer Substanz in dem jeweiligen biologischen System erreichbar ist. Bei Anwesenheit 

eines partiellen Agonisten wird das Gleichgewicht hingegen weniger stark zum 

aktivierten Zustand hin verschoben. Antagonisten blockieren den Rezeptor durch Bindung 

an alle Zustände des Rezeptors. Sie verschieben das Gleichgewicht nicht (s. Abb. 4, C). 

Inverse Agonisten/Antagonisten setzen die Anzahl der ursprünglich aktiven Rezeptoren 

herab, so dass sich mehr Rezeptoren im inaktivierten Zustand befinden als im 

Ruhezustand, sie verschieben also das Gleichgewicht hin zu inaktiven Rezeptoren (s. Abb. 

4, D).4, 26, 154 

Die Klasse der Agonisten kann weiter unterteilt werden in volle und partielle Agonisten. 

Diese Unterteilung erfolgt durch Betrachtung der intrinsischen Aktivität, die das Verhältnis 

zwischen dem hervorgerufenen Effekt und dem maximal möglichen Effekt in einem 

biologischen System angibt. Die intrinsische Aktivität kann somit Werte zwischen null und 

eins annehmen. Beträgt die intrinsische Aktivität eins, so ist der Ligand als Vollagonist zu 

betrachten. Liegt der Wert zwischen 0 und 1 so ist der vorliegende Ligand ein partieller 

Agonist. Partielle Agonisten wirken dualistisch. In Anwesenheit eines vollen Agonisten 

zeigen partielle Agonisten antagonistische Effekte, wohingegen in Abwesenheit eines 

Agonisten agonistische Effekte beobachtet werden.26, 154 

Auch die Gruppe der Antagonisten kann in weitere Untergruppen unterteilt werden. 

Kompetitive Antagonisten konkurrieren mit einem Agonisten um die Bindung an 

demselben Rezeptor, wobei Agonist und kompetitiver Antagonist einander gegenseitig 

durch Kozentrationserhöhung von der Bindungsstelle verdrängen können. Dies zeigt sich 

in der Parallelverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve des Agonisten nach rechts bei 

Anwesenheit des kompetitiven Antagonisten. Nichtkompetitive oder auch allosterische 

Antagonisten können den Effekt eines Agonisten abschwächen. So kann der Antagonist 

an einer von der Bindungsstelle des Agonisten verschiedenen Stelle des Rezeptors binden 

und somit die Konformation des Rezeptors dahingehend verändert, dass die Affinität des 

Agonisten sinkt. Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass nicht die Bindung des 
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Agonisten an den Rezeptor beeinflusst wird, sondern die nachfolgende Signaltransduktion. 

Allen Fällen gemein ist, dass die Konzentrations-Wirkungskurve des Agonisten in 

Anwesenheit des Antagonisten eine geringere Steigung und auch einen erniedrigten 

Maximaleffekt aufweist. Kompetitiv-nichtkompetitive Antagonisten wirken in niedrigen 

Konzentrationen kompetitiv antagonistisch und bei höheren Konzentrationen 

nichtkompetitiv. Das führt dazu, dass die Konzentrations-Wirkungskurve des Antagonisten 

in Anwesenheit niedriger Konzentrationen des Antagonisten nach rechts verschoben ist 

und bei höheren Konzentrationen die Steigung und der Maximaleffekt verringert werden. 

Fungiert eine Verbindung als Agonist und schwächt durch einen entgegengesetzten Effekt 

die Wirkung eines anderen Agonisten, der an einem anderen Rezeptor bindet, ab, so spricht 

man von einem funktionellen Antagonisten. Unter chemischen Antagonisten versteht 

man Substanzen, die chemisch mit einem Wirkstoff reagieren und diesen damit 

inaktivieren. 4, 26, 154 
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4.3 FLUORESZENZ 

 

Wird einem Molekül Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung zugeführt, so 

wird diese Energie im Molekül transformiert. Handelt es sich bei der Strahlung um 

niederenergetische Strahlung, wie z.B. Infrarot- oder Mikrowellenstrahlung, so wird diese 

in Schwingungsenergie, sprich in Wärme, umgewandelt. Trifft allerdings 

höherenergetisches Licht (sichtbares oder ultraviolettes Licht) auf ein Molekül, werden 

Elektronen aus dem elektronischen Grundzustand (S0) in ein unbesetztes Orbital mit 

höherem Energiegehalt (S1) angehoben. Das Molekül befindet sich dann in einem 

elektronisch angeregten Zustand155. Das folgende Jablonski-Diagramm illustriert diese 

Vorgänge (s. Abb. 26). 

 

 

Der Übersichtlichkeit halber wurde auf Rotationsenergieniveaus verzichtet.  
(F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz, IC: internal conversion (strahlungslose Deaktivierung), ISC: intersystem crossing, 

VR: vibrational relaxation, S0-n: Singulettzustände, T1-n: Triplettzustände)).  

Abb. 26 Jablonski-Diagramm für organische Farbstoffmoleküle in Anlehnung an G. Wedler.156 

 

In diesem Diagramm werden die Energie-Niveaus durch horizontale Linien dargestellt. 

Das niedrigste Energieband ist der elektronische Grundzustand S0, die niedrigste Energie 

des ersten angeregten Singulett-Zustands wird als S1 bezeichnet, wohingegen T1 die 

niedrigste Energie des Triplett-Zustandes darstellt.  
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Bei der Anregung wird ein Photon von dem sich im Grundzustand befindlichen Molekül 

absorbiert und in den angeregten Zustand angehoben. Dieser angeregte Zustand ist 

unterteilt in energetisch unterschiedliche Schwingungsniveaus. In welches 

Schwingungsniveau das Elektron angehoben wird, ist abhängig von der Energie des 

absorbierten Photons. Diese angeregten Zustände relaxieren rasch in die Bolzmann-

Verteilung der Schwingungszustände des ersten elektronisch angeregten Singulett-

Zustands S1 (Kasha-Regel)157 mittels strahlungsloser Relaxation (internal conversion, IC). 

Durch Stöße mit seiner Umgebung kann das Molekül Energie durch strahlungslose 

Desaktivierung abgeben und in den Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustandes 

gelangen (Schwingungsrelaxation, VR). Da die Umgebung nicht in der Lage ist den großen 

Energiebetrag, der bei der Rückkehr des Moleküls in den elektronischen Grundzustand 

freigesetzt wird, aufzunehmen, existiert der angeregte Zustand lange genug, um diese 

verbliebene Energie spontan in Form von Strahlung (Fluoreszenz) abzugeben (τ ≈ 10-8 s). 

Der Übergang erfolgt hier unter Erhalt der Spin-Multiplizität. Dies erfolgt insbesondere bei 

stabilen, konjugierten, polyaromatischen Kohlenwasserstoffen oder Heterocyclen. Der 

Übergang erfolgt dabei gemäß dem Franck-Condon-Prinzip, so dass sich die Geometrie 

des Fluoreszenzfarbstoffes im angeregten und Grundzustand unterscheiden lässt 

(unterschiedliche Bindungslängen und -winkel).155, 156 Das resultierende 

Fluoreszenzspektrum weist eine für den elektronischen Grundzustand charakteristische 

Schwingungsstruktur auf. Die Photoemission ist ein unimolekularer Vorgang bezogen auf 

die Konzentration des angeregten Zustandes. Die Geschwindigkeitskonstante der 

Fluoreszenz liegt in der Größenordnung von 107 bis 109 s-1. 

Falls die Spin-Bahn-Kopplung stark genug ist, besteht die Möglichkeit der 

Spinentkopplung der Elektronen, d.h. es besteht die Möglichkeit des Übergangs von dem 

Singulett- in den Triplettzustand durch ein sogenanntes Intersystem crossing (IC). IC 

gewinnt an Bedeutung beim Vorhandensein von schweren Atomen, da die Spin-Bahn-

Kopplung dann groß genug wird. Nach dem Übergang des Moleküls in den Triplettzutand 

tritt auch hier Schwingungsrelaxation ausgelöst durch Stöße des Moleküls mit der 

Umgebung auf, so dass der Schwingungsgrundzustand des Triplettzustandes erreicht wird 

(T1). Da dieser Schwingungsgrundzustand energetisch unterhalb dessen des 

Singulettzustandes liegt, kann das Intersystem crossing nicht umgekehrt werden und das 

Molekül ist dort quasi „gefangen“ (Hund’sche-Regel). Die Umgebung ist nicht in der Lage 

den Energiebeitrag, der bei der Rückkehr in den elektronischen Grundzustand freigesetzt 
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wird, aufzunehmen. Aber auch die Freisetzung der Energie in Form von Strahlung ist nicht 

möglich, da die Rückkehr in den elektronischen Grundzustand unter Spinumkehr erfolgen 

müsste und dies einen verbotenen Übergang darstellt. Da allerdings die Spin-Bahn-

Kopplung, die bereits das Intersystem Crossing ermöglichte, die Auswahlregel für 

strahlende Singulett/Triplett-Übergänge durchbricht, ist dieser Übergang schwach erlaubt. 

Die Deaktivierung ist in Folge dessen sehr langsam und die Emission ist auch lange nach 

Abschalten der anregenden Strahlungsquelle beobachtbar. Die Lebensdauer des T1-

Zustandes kann von Millisekunden bis hin zu mehreren Stunden reichen. Die 

Anregungsenergie wird, im Gegensatz zur Fluoreszenz, also in einer Art Reservoir 

gespeichert. Dieser Vorgang wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Phosphoreszenz tritt 

häufig in Festkörpern auf, da der Energietransfer an die Umgebung langsam von statten 

geht und so das Intersystem crossing und die langsame Schwingungsrelaxation begünstigt 

wird. Die Anwesenheit schwerer Atome erhöht die Effizienz der Phosphoreszenz, da diese 

eine große Spin-Kopplung aufweisen. 

Da bei beiden Vorgängen, wie bereits oben erwähnt, ein Energieverlust durch Stöße des 

Moleküls mit der Umgebung auftritt, kann ein Unterschied zwischen den 

Wellenlängenmaxima der Absorptions- und Emissionsmaxima beobachten werden. Dieser 

Effekt wurde von Stokes erstmals beschrieben und ist als Stokes-Verschiebung bekannt.155, 

156 

Eben diese Zusammenstöße des Fluorophors mit dessen unmittelbaren Umgebung können 

auch zu einem vollständigen Verlust der Fluoreszenz, dem sog. Quenching führen. Dabei 

spielt es keine Rolle, ob es sich bei den Zusammenstößen um Lösungsmittelmoleküle oder 

um andere Fluorophore handelt. In letzterem Fall spricht man auch von „self-quenching“. 

Dieser Prozess ist bei Beseitigung der Ursache – sprich Wechsel des Lösungsmittels bzw. 

stärkere Verdünnung – reversibel. 

Aber nicht nur durch Quenching sondern auch durch die Einwirkung von Licht kann ein 

Verlust der Fluoreszenz beobachtet werden. In diesem Fall spricht man von 

Photobleaching. Insbesondere bei photosensitiven Fluorophoren, wie beispielsweise bei 

Fluorescein, stellt dieser photophysikalische Parameter in praktisch jeder 

fluoreszenzspektroskopischen Anwendung, die eine hohe Sensitivität oder hohe 

Ausleseraten benötigt, einen kritischen Faktor dar, da hierbei der Fluorophor irreversibel 

geschädigt wird.158 Bei der Planung von Experimenten, die die oben genannten 
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Anforderungen stellen, sollte daher bereits bei der Wahl des Fluorophors auf dessen 

Photostabilität geachtet werden, um diese Problematik zu umgehen. 

Eine Alternative zu der Rückkehr in den elektronischen Grundzustand ist die Möglichkeit 

des angeregten Zustandes zur Dissoziation. Im elektronischen Absorptionsspektrum lässt 

sich das Einsetzen der Dissoziation an einem Abbruch der Schwingungsstruktur bei einer 

definierten Energie beobachten (s. Abb. 27).  

 

Abb. 27 Mechanismus der Prädissoziation.155 

 

Ab diesem Punkt findet die Absorption in einem kontinuierlichen Frequenzband statt, da 

die Energie in unquantisierte Translationsbewegungen der Bruchstücke umgewandelt wird. 

Gelegentlich kann aber auch das Abbrechen der Schwingungsstruktur bei einer definierten 

Energie beobachtet werden, wobei diese bei höheren Energien wieder einsetzt. Dieses 

Phänomen wird als Prädissoziation bezeichnet. Die Ursache dieser Beobachtung kann 

durch das Vorhandensein von zwei sich überschneidenden Potentialkurven erklärt werden. 

An diesem Punkt weisen die beiden Kerne die gleiche Anordnung auf, so dass das Molekül 

an diesem Schnittpunkt in einen anderen angeregten Zustand übergehen kann, der 

allerdings im Gegensatz zu dem bereits oben angesprochenem Intersystem Crossing die 

gleiche Multiplizität aufweist. Dieser Vorgang ist als innere Umwandlung bekannt. Der 

Zustand, in den das Molekül übergegangen ist, kann dissoziativ sein, so dass die 

Potentialkurve kein Energieminimum aufweist. Aus diesem Grund sind die Energien der 

Schwingungszustände in der Nähe des Potentialkurvenschnittpunktes nur unscharf 

definiert und das Absorptionsspektrum ist in unmittelbarer Nähe dieser Stelle 

„verschmiert“. Falls das eingestrahlte Photon allerdings so energiereich ist, dass das 
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Molekül in einen Schwingungszustand weit oberhalb des Schnittpunktes angehoben wird, 

so ist die Wahrscheinlichkeit für eine innere Umwandlung aufgrund der geringeren 

Wahrscheinlichkeit, dass die Kerne gleiche Anordnung aufweisen, sehr gering. Daraus 

resultiert, dass die Energie-Schwingungsniveaus wieder scharf definiert sind und die 

Schwingungsstrukturen im Absorptionsspektrum bei höheren Frequenzen wieder sichtbar 

werden.155, 156 

 

4.4 FLUORESZENZMARKIERUNG VON KLEINEN MOLEKÜLEN 
 

Die Vergabe des Chemie-Nobelpreises im Jahr 2008 an Shimomura, Chalfie und Tsien 

macht deutlich, dass die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen, Rezeptoren und Liganden 

ein wichtiges Werkzeug darstellt, um Prozesse innerhalb der Zelle aufzuklären und um 

letztendlich auch ein Verständnis dafür zu erlangen, welche Konsequenzen eine 

Fehlfunktion in diesem Bereich hat. Die drei Preisträger entwickelten ein grün 

fluoreszierendes Protein (GFP), welches aus einer Quallenart Aequorea victoria isoliert 

und in der Folgezeit weiterentwickelt wurde, so dass verschiedenste Proteine und Zellen in 

einer breiten Farbpalette fluoreszenzmarkiert werden können und damit eine Vielzahl von 

simultanen Prozessen beobachtet werden können. Die Fluoreszenzmarkierung mittels 

Proteinen wie GFP oder YFP (gelb fluoreszierendes Protein) wird heutzutage fast als 

Standardtechnik in den Laboren verwendet und führte zum Teil zu faszinierenden 

Erkenntnissen. 

Wenn nun allerdings anstelle von Proteinen Liganden, d.h. „kleine Moleküle“ 

fluoreszenzmarkiert werden sollen, ist die Verwendung von fluoreszierenden Proteinen wie 

z.B. GFP nicht sinnvoll, da Proteine eine wesentlich größere Molekülmasse aufweisen als 

der zu markierende Ligand selber. 

Diese „kleinen Moleküle“ (im englischen Sprachgebrauch wird oft von sogenannten „small 

molecules“ gesprochen) sind kleine Wirkstoffmoleküle (sowohl synthetische als auch 

natürliche), die bei der klassischen Verwendung als Medikamente in der Therapie oder 

Diagnostik von Erkrankungen verwendet werden können. Ein weiteres Anwendungsgebiet 

der „kleinen Moleküle“ ist unter dem Begriff „chemical biology“ oder „chemical genetics“ 

bekannt. Dabei handelt es sich um die Nutzung biologisch aktiver, kleiner Moleküle, die 

bei der Aufklärung von Genfunktionen und molekularer Mechanismen eingesetzt werden. 
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Das Konzept der kleinen Moleküle, die spezifisch an Proteine (Zielproteine) binden 

können, wurde von Paul Ehrlich159 bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelt und 

führte zu der allgemeinen Vorstellung, dass mit Hilfe von kleinen organischen Molekülen 

für jedes Protein das passende kleine Molekül identifiziert werden könnte, das dessen 

Funktion inhibiert.160  

Dabei muss allerdings beachtet werden, dass die Moleküle Wasser- und DMSO-löslich 

sein sollten und außerdem den Lipinski-Regeln („rule of five“) folgen sollten.161, 162 Die 

Lipinski-Regeln besagen, dass ein Wirkstoffmolekül einen Oktanol-Wasser-

Verteilungskoeffizient kleiner fünf, weniger als fünf Wasserstoffbrückendonoren und 

weniger als zehn Wasserstoffbrückenakzeptoren aufweisen sollte. Weicht das Molekül von 

zwei dieser Parameter ab, ist es sehr wahrscheinlich, dass dieses eine geringe 

Absorptionsfähigkeit bzw. eine niedrige Permeabilität aufweist und damit als 

Wirkstoffmolekül ungeeignet ist. 

Die Markierung von kleinen Molekülen ist wie bereits oben erwähnt mit GFP nicht 

durchführbar. Daher wurden kleinere Fluorophore entwickelt, die in etwa der Molmasse - 

am besten aber deutlich darunter - des zu markierenden Liganden entsprechen. Dies ist 

wichtig, da ansonsten das „small molecule“ eine zu große Änderung seiner Eigenschaften 

erfährt und damit die realen Zustände innerhalb der Zelle nicht mehr widergespiegelt 

werden. Fluorophore für „small molecules“ werden heutzutage standardmäßig eingesetzt, 

z.B. um kleine Liganden zu markieren und so die Bindung an einen Rezeptor oder die 

Verteilung des „small molecules“ in der Zelle zu beobachten. Desweiteren besteht die 

Möglichkeit anstelle von Radioligandbindungsstudien einen Fluoreszenz-Assay mit einem 

solchen fluoreszenzmarkierten „small molecule“ zu entwickeln. Die Verwendung von 

fluoreszenzbasierten Assays hat beispielsweise den Vorteil, dass der Umgang mit 

Radioaktivität und damit auch die speziellen Anforderungen an Labor und Mitarbeiter 

sowie das Anfallen von kostenintensivem, radioaktivem Abfall umgangen werden. 
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4.4.1 FLUORESZENZMARKIERTE LIGANDEN 
 

Fluoreszenzmarkierte Liganden sind wichtige Hilfsmittel bei der Charakterisierung und 

Identifizierung biologischer Zielstrukturen (Targets) und heutzutage aus den Laboren nicht 

mehr wegzudenken. Seit Mitte der 1970er werden diese verwendet, wobei die Darstellung 

durch einfache Verknüpfung an einen bekannten affinen Liganden erreicht wurde. 

Hauptsächlich wurden diese fluoreszenzmarkierten Liganden für die Färbung von 

histologischen Schnitten entwickelt und meistens wurde weder dessen Affinität an den 

Rezeptor noch die verwendete Konzentration berücksichtigt.  

Heutzutage hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass fluoreszenzmarkierte Liganden 

signifikante Unterschiede der Bindungseigenschaften im Vergleich mit dem nativen 

Liganden aufweisen können. Eine Bestimmung der Affinität und der Selektivität dieser 

neuen Liganden ist daher zwingend notwendig, um einerseits pharmakologische 

Rückschlüsse ziehen zu können und andererseits diese in störanfälligen, 

fluoreszenzbasierten Assays verwenden zu können. Die Entwicklung neuer 

fluoreszenzmarkierter Liganden ist daher nicht trivial, da zum Teil große Fluorophore in 

die bereits bekanntermaßen affine Ligandenleitstruktur eingebaut werden. Dies führt 

zwangsläufig dazu, dass der Fluorophor sich wesentlich dichter am Pharmacophor 

befindet, als dies beispielsweise bei fluoreszenzmarkierten Peptiden der Fall ist, und somit 

die Ligandenaffinität und dessen Effekt stark beeinflussen kann. Um dieses Problem zu 

umgehen, ist es gängige Praxis, den Liganden und den Fluorophor durch einen Linker oder 

Spacer voneinander zu trennen. Die chemische Beschaffenheit sowie dessen Länge werden 

daraufhin variiert und für die gewünschte biologische Aktivität optimiert.163 Dabei kann 

die Optimierung des Liganden so erfolgreich verlaufen, dass der entwickelte 

fluoreszierende-Ligand eine höhere Affinität als die ihm zugrunde liegenden Leitstruktur 

aufweist. Ein Beispiel für diesen Fall zeigen die Untersuchungen von Tahtaoui et al. an 

dem mit EGFP fusionierten humanen M1 muscarinischen Rezeptor. Zwei der mit dem 

Fluorophor BODIPY markierten Liganden wiesen geringer Ki-Werte am humanen M1-

Rezeptor auf, als die ihnen zugrunde liegende Leitstruktur Pirenzipin.164  

Der gegenteilige Effekt ist bei den Untersuchungen von Middelton et al. am humanen  

A1-Adenosin-Rezeptor aufgetreten. Dort wurde der physiologische Ligand Adenosin165 

und XAC166, 167 mit dem kommerziell erhältlichen BODIPY 630/650 fluoreszenzmarkiert.  
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Abb. 28 Strukturen fluoreszenzmarkierter A1-Agonisten von Middelton et al..167 

 

Beide Strukturen wiesen eine zehnfach niedrigere Affinität an den humanen A1-

Adenosinerezeptor auf, als die jeweils unmarkierten Liganden. 

Die großen Vorteile von fluoreszenzmarkierten Liganden bestehen darin, dass diese ein 

wesentlich geringeres Sicherheits- und Abfallproblem darstellen und nebenbei auch 

kostengünstiger sind als beispielsweise radioaktivmarkierte Liganden. Ein weiterer großer 

Vorteil ist die teilweise höhere Sensitivität von fluoreszenzbasierten Assays im Vergleich 

zu radioaktiv basierten Assays. 

Der ideale Fluorophor für die Markierung von Liganden sollte so klein wie möglich sein, 

um die Eigenschaften des Moleküls so wenig wie möglich zu verändern, da nur so das 

tatsächliche Verhalten an dem zu untersuchenden Target möglichst realistisch 

wiedergegeben werden kann. Außerdem sollte der fluoreszenzmarkierte Ligand spezifisch 

sein, um unspezifische Bindung so gering wie möglich zu halten und damit ein optimales 

Signal-Rausch-Verhältnis zu erlangen. Des Weiteren sollte der fluoreszenzmarkierte 

Ligand zellgängig sein und keinerlei Cytotoxizität aufweisen. Ein breiter 

Anwendungsbereich, sowohl in vitro als auch in vivo als auch auf Zelloberflächen und an 

oder auf Zellmembranbruchstücken wäre wünschenswert.168 
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Natürlich ist es nahezu unmöglich all diese Eigenschaften in einem Molekül zu vereinigen. 

Daher hat jedes fluoreszierende Molekül seine Vor- und Nachteile und keines erfüllt 

zugleich alle genannten Anforderungen. Für die Planung eines aussagekräftigen und damit 

erfolgreichen Experiments ist es daher hilfreich, die Stärken und Schwächen des jeweiligen 

Farbstoffes zu kennen, um den für das Experiment am besten passenden auszuwählen. 

 

  



4. Einleitung 

 

 

55 
 

4.5 FLUORESZENZFARBSTOFFE 

4.5.1 FLUORESCEIN 
 

Fluorescein wurde erstmals von Bayer 1871 durch Reaktion von Phthalsäureanhydrid mit 

Resorcin unter Zugabe der Lewis-Säure Zinnchlorid dargestellt. BASF reichte in den 

folgenden Jahren Patente für die Synthese von Fluorescein-Derivaten ein.169 Fluorescein ist 

stark fluoreszierend und weist ein Absorptionsmaximum von 492 nm und ein 

Emissionsmaximum von 521 nm in Wasser auf. Für Fluorescein liegt die 

Fluoreszenzquantenausbeute bei einem pH-Wert > 8 bei Φ = 0,92.170 Es wurden zahlreiche 

Derivate des Fluoresceins dargestellt, um eine verbesserte Photostabilität und pH-Stabilität 

zu erzielen. Einige dieser Derivate sind in Abb. 29 dargestellt. 
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Abb. 29 Fluorescein und seine Derivate. 

 

Die so dargestellten Derivate, beispielsweise Eosin oder Bengalrosa weisen allesamt 

deutlich geringere Fluoreszenzquantenausbeuten auf als die Leitstruktur Fluorescein.171 

Fluorescein liegt in wässriger Lösung abhängig vom pH-Wert als Kation, Anion oder als 

Neutralteilchen vor. Somit sind die spektroskopischen Eigenschaften von Fluorescein sehr 

stark vom pH-Wert abhängig. Der pKa-Wert von Fluorescein beträgt 6,4. Damit liegt 

Fluorescein bei physiologischen pH-Wert größtenteils in der nicht-fluoreszierenden 
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Spirolactonform vor.170, 172, 173 Der pka-Wert fluorierter Fluorescein-Derivate 

(beispielsweise Oregon Green) ist deutlich niedriger als der von Fluorescein. So bleibt bei 

diesen Derivaten auch bei niedrigen pH-Werten die Fluoreszenzquantenausbeute 

ausreichend hoch für biologische Anwendungen.173 

Die Photostabilität von Fluorescein und seinen Derivaten ist als großer Nachteil dieser 

Farbstoffklasse anzusehen, da bei vielen Anwendungen, wie beispielsweise langer 

Beobachtungszeiträume bei der Fluoreszenzmikroskopie oder Detektion geringer 

Rezeptordichten ein Ausbleichen der Strukturen bereits nach sehr kurzer Zeit beobachtet 

wird.174  
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4.5.2 RHODAMIN-FARBSTOFFE 
 
Rhodamin-Farbstoffe weisen eine strukturelle Ähnlichkeit zu Fluorescein auf und zählen 

ebenso zu den Xanthenfarbstoffen. Ein Patent für die Synthese von Tetramethylrhodamin 

wurde bereits 1888 eingereicht. In den 1970er Jahren wurden erstmals die Vorteile von 

Rhodamin-Farbstoffen gegenüber Fluorescein herausgestellt.175 Ein entscheidender Vorteil 

der Rhodamin-Farbstoffe liegt vor allem in dem höherwelligem Absorptionsmaximum, so 

dass eine Fluoreszenzmarkierung unter Umgehung der Eigenfluoreszenz des Gewebes 

erfolgen kann. Mittlerweile wurden zahlreiche symmetrische aber auch unsymmetrische 

Derivate beschrieben (s. Abb. 30). 

 

 
Abb. 30 Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoffe. 

 
Die meisten Rhodamin-Derivate besitzen sehr hohe Fluoreszenzquantenausbeuten von 

nahezu Φ = 1. Wie bereits oben erwähnt besteht eine strukturelle Ähnlichkeit zu 

Fluorescein, so dass die Tatsache, dass Rhodamin-Derivate im basischen ebenfalls in der 

Spirolactam-Form vorliegen, welche nicht fluoresziert, nicht erstaunt.172 Neuere 

Rhodamin-Derivate konnten durch Substitutionen an Position 2 des Phenylrestes eine 

Erhöhung der Stabilität in einem pH-Wert-Bereich zwischen 4 und 10 erreichen.174 Ein 

entscheidender Nachteil der Rhodamin-Derivate stellt ihre Tendenz zum Photobleachen 

dar, so dass die Fluorophor-Klasse für viele biologische Anwendungen mit langer 

Beobachtungszeit, ebenso wie Fluorescein-Derivate, ungeeignet ist. Ein weiteres Problem 
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einiger Rhodamin-Farbstoffe stellt die potentielle kanzerogene-, mutagene- und Öko-

Toxizität dar. Rhodamin B ist hierbei besonders hervorzuheben. 

 

4.5.3 COUMARIN-FARBSTOFFE 
 

Das Grundgerüst der Coumarin-Farbstoffe leitet sich von Coumarin, einem sekundären 

Pflanzenstoff ab. Dieser wird von vielen verschiedenartigen Pflanzen gebildet wie 

beispielsweise von Schmetterlingsblütlern, gelbem Steinklee (Meliotus officinalis), 

Waldmeister (Gallium odoartum), Datteln (Phoenix dactylifera) oder der Tonkabohne 

(Dipteryx odorata).176 Synthetische Coumarin-Derivate wurden ursprünglich für die 

Verwendung von Farbstofflasern entwickelt.177 Die fluoreszierenden Eigenschaften 

wurden bereits in den 1940er Jahren beschrieben.178, 179 Während Coumarine in unpolaren 

Lösungsmitteln sehr hohe Fluoreszenzquantenausbeuten aufweisen, sinken diese bei 

steigender Polarität des Lösungsmittels. Durch Einführung einer rigiden Seitenkette in 

Position 7 ist dieser Effekt schwächer ausgeprägt.180 Am häufigsten werden  

7-Aminocoumarine oder Derivate des Hydroxycoumarins verwendet (s. Abb. 31). Ein 

bekannter Coumarin-Farbstoff ist Marina Blue™, der von der Firma Molecular Probes 

vertrieben wird.174 

 
Abb. 31 Coumarin-Farbstoffe. 
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Der Absorptionsbereich der Coumarine erstreckt sich vom nicht sichtbaren Bereich im 

nahen UV bis hin in den sichtbaren Bereich im blauen Spektralbereich. Die Emission liegt 

bei dieser Substanzklasse zwischen 420 und 590 nm. Coumarine weisen hohe 

Fluoreszenzquantenausbeuten bei allerdings mittleren Absorptionskoeffizienten auf.181 

Aufgrund der Absorptionsmaxima im nahen UV-Bereich vieler Coumarin-Farbstoffe 

besteht die Gefahr, dass es aufgrund der energiereichen Strahlung zu Schäden in den 

biologischen Strukturen kommt. Außerdem bestehen Schwierigkeiten aufgrund der 

Eigenfluoreszenz des Gewebes, dessen Emissionsmaxima sich mit denen der Coumarine 

überlagert.174 

 

4.5.4. ALEXA-FARBSTOFFE 
 

Alexa-Farbstoffe werden häufig in der Fluoreszenzmikroskopie und Zellbiologie zur 

Fluoreszenzmarkierung von Zellen und Geweben verwendet. 

Die Alexa-Fluoreszenzfarbstoffe wurden nach dem Sohn des Gründers der Firma 

Molecular Probes Alex Haughland benannt. Den Farbstoff Marina Blue, der allerdings zur 

Klasse der Coumarine gezählt wird (s. Kapitel 4.5.3), benannte er nach seiner Tochter 

Marina. (s. Abb. 31)  Die Farbstoffe sind kommerziell erhältlich, allerdings kostenintensiv. 

 

Alexa-Fluorophore werden durch Sulfonierung von Rhodamin-, Coumarin-, Cyanin- oder 

Xanthenderivaten erhalten. Die Sulfonierung führt dazu, dass Alexa-Farbstoffe bei 

physiologischem pH-Wert eine negative Ladung tragen und damit wasserlöslicher als die 

Grundstrukturen sind. Die so sulfonierten Fluorophore zeigen eine verringerte Aggregation 

und damit eine reduzierte Quenchrate.182 Außerdem sind Alexa-Farbstoffe photochemisch 

und über einen breiten pH-Wert-Bereich stabil und weisen eine höhere Leuchtkraft neben 

verminderter Neigung zum Photobleachen im Vergleich zu analogen Rhodamin oder 

Cyanin-Derivaten auf.183 

Das Absorptions- und Emissionsspektrum von Alexa-Fluorophoren reicht über den 

gesamten sichtbaren Bereich des Lichts bis hin zum NIR (naher Infrarotbereich). Die 

Nummern hinter den einzelnen Namen der Fluorophoren geben das jeweilige 

Absorptionsmaximum an (s. Abb. 32). 
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Abb. 32 Alexa-Fluoreszenzfarbstoffe. 

 

4.5.5 QUANTUM DOTS 
 

Quantum Dots (QD) (oft auch als „colloidal semiconductor nanocrystals“ bezeichnet) 

wurden Anfang der 1980er von Alexei Ekimov und Louis E. Brus entdeckt. QD sind 

monodisperse kristalline Cluster und weisen eine Größe zwischen 1-10 nm auf. Der Kern 

besteht hauptsächlich aus Atomen der Hauptgruppen II-VI, III-V oder IV-VI. Große 

Bedeutung haben dabei die Verbindungen CdSe, CdTe, ZnSe, CdS, InP und CdSe/ZnS 

erlangt. Die Hülle der Quantum Dots besteht oftmals aus ZnS auf dessen Oberfläche 

Liganden gebunden werden können (s. Abb. 33). Diese Liganden können beispielsweise 

durch hydrophilere Liganden ausgetauscht werden, so dass die Wasserlöslichkeit, die für 

viele biologische Testsysteme erforderlich ist, erhöht wird. 

 

TOPO = Trioctylphosphinoxid; PEG = Polyethylenglykol 

Abb. 33 Struktur eines multifunktionalen Quantum Dots mit Copolymerschicht bestehend aus TOPO und verschiedenen 
Liganden für die Wechselwirkung mit dem Target.184 

 

Quantum Dots zeigen aufgrund ihrer Größe optische, elektronische und mechanische 

Eigenschaften, die sich stark von den klassischen, eine sehr große Anzahl an Atomen 
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umfassenden Halbleitern unterscheiden. In Halbleitern herrscht zwischen dem Valenz und 

dem Leitungsband eine feste Energielücke (s. Abb. 34).  

 

 

Abb. 34 Schematisches Energiebändermodell eines Isolators, Halbleiters und Leiters. 

 
In Quantum Dots sind die Energieniveaus aufgrund der sehr geringen Größe diskret, so 

dass die Energielücke abhängig ist von der Größe des Quantum Dots. Je kleiner die Größe 

des Quantum Dots ist, desto größer wird die Energielücke zwischen Valenz- und 

Leitungsband. Dies resultiert in einer Emission von Licht mit kürzerer Wellenlänge 

(hypsochromer Effekt).185 

Die Vorteile bei der Verwendung von Quantum Dots zur Markierung von Biomolekülen 

liegen zum einen in der hohen photochemischen Stabilität gegenüber vielen organischen 

Farbstoffen und zum anderen in der Möglichkeit, mehrere Strukturen gleichzeitig 

darstellen zu können. Dies ist aufgrund der freien Wählbarkeit der Absorptionswellenlänge 

und den sehr symmetrischen Emissionsspektren mit geringerer Halbwertsbreite (FWHM 

zwischen 30-90 nm) möglich. Mittlerweile sind Quantum Dots kommerziell erhältlich, was 

zu einem sprunghaften Anstieg der Anzahl der Veröffentlichungen führte, die biologische 

Targets mit Quantum Dots markieren. Ein großer Nachteil der Quantum Dots ist die 

Verwendung von Cadmiumselenid oder Cadmiumtellurid im Kern der Quantum Dots.186 

Cadmium und Selen sind dafür bekannt, in Zellen und Organismen akut und chronisch 

toxisch zu wirken, da beide in Zellen aufgenommen werden, in Calciumkanäle eingelagert 

werden und so akkumulieren.187, 188 Cadmium führt außerdem sowohl zu einer Inhibition 

der DNA-, RNA- und Proteinsynthese als auch zu einem Aufbrechen der DNA-Stränge 

und zu Mutationen innerhalb der Chromosomen.189-191 Allgemein wird angenommen, dass 

die toxischen Ionen durch die Oxidation der Oberfläche des Quantum Dots freigesetzt 
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werden. In Bakterien ist dieser Vorgang bereits beschrieben worden.192 Da die Produktion 

von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. „reactive oxygen intermediates“ (ROI)) schlecht 

kontrollierbar ist aufgrund des Energie-Resonanz-Transfers von den Quantum Dots auf 

Sauerstoff,188, 193, 194 stellt die Toxizität bislang ein enormes Problem bei vielen 

biologischen Anwendungen dar. 

 

4.5.6 BODIPY-FLUOROPHORE 
 

Der Begriff  BODIPY steht für eine ganze Klasse von Fluoreszenzfarbstoffen und ist eine 

Abkürzung des IUPAC-Namens des Grundgerüstes Bordipyrrols oder auch Bor-

Dipyrromethins (s. Abb. 35). 

 
Abb. 35 BODIPY-Grundgerüst. 

 

Treibs und Kreuzer beschrieben 1968, in Kenntnis der von Daltrozzo195 entwickelten 

Methode zur Synthese von BPh2- und BBrPh-Komplexen des Dichinolylmethans, die 

ersten Derivate durch Komplexierung von Dipyrromethenen mit BF2.
196 Die so erhaltenen 

Derivate wiesen allesamt eine intensive gelbgrüne Fluoreszenz auf. Spektroskopische 

Daten, wie beispielsweise Absorptions- und Emissionsspektren und Fluoreszenzquanten-

ausbeuten, wurden allerdings erst 1977 von Vos de Wael et al. untersucht und 

veröffentlicht.197 Um diese neue Fluoreszenzklasse mit den bis zum damaligen Zeitpunkt 

verschiedenen spektroskopischen Eigenschaften in biologischen Testsystemen anwenden 

zu können, entwickelten Wories et al zwei wasserlösliche BODIPY-Derivate.198 Aber erst 

Mitte der 1980er Jahre wurde der Entdeckung dieser Verbindungklasse Beachtung 

geschenkt.199-201 Haughland (Molecular Probes
202) erkannte das enorme Potential dieser 

Farbstoffe,203 meldete ein Patent an204 und vermarktete sie unter dem Namen BODIPYs.174 

1989 wurde dann zum ersten Mal ein Dopamin-Rezeptor-Agonist mit Hilfe eines 

BODIPY-Fluorophors gelabelt und mit Fluorescein- und Rhodamin markierten Derivaten 



4. Einleitung 

 

 

63 
 

verglichen.203 Mittlerweile wurden zahlreiche Derivate des BODIPY-Grundkörpers 

synthetisiert und diese wurden eingehend untersucht und vielfach für diverse 

Anwendungsgebiete eingesetzt.205-208 Auf dem Gebiet der Fluoreszenzfarbstoffe ist diese 

Substanzklasse mittlerweile nicht mehr wegzudenken. Dies liegt vor allem an den 

zahlreichen Vorteilen, die BODIPYs im Gegensatz zu anderen Fluorophoren, wie 

beispielsweise Fluorescein, aufweisen. So kann bei BODIPY-Derivaten, im Gegensatz zu 

vielen anderen Fluorophoren, keinerlei pH-Wert-Abhängigkeit und lediglich eine geringe 

Lösungsmittelabhängigkeit der Fluoreszenzintensität beobachtet werden.209 Sowohl die 

hohen Extinktionskoeffizienten (ε > 80000 cm-1M-1),174, 210 als auch die schmalen und 

scharfen Emissionsbanden machen BODIPY-Derivate wertvoll für analytische Verfahren, 

wie zum Beispiel die HPLC oder Elektrophorese.174 Auch für die Entwicklung von FRET-

basierten Assays sind BODIPY-Derivate geeignet, da die Absorptions- und 

Emissionsmaxima durch einfache Variationen der Substituentenreste des Chromophors auf 

die gewünschte Wellenlänge hin verändert werden können und so eine Überlappung der 

Absorptions- und Emissionsspektren der FRET-Partner vermieden wird.211 Die hohe 

Lipophilie dieser Strukturen, die eine eingeschränkte Anwendung in biologischen 

Testsystemen zu bedingen vermag,212 kann allerdings durch Sulfonierung213 oder 

Pegylierung214 entgegengewirkt werden. Hohe Fluoreszenzquantenausbeuten (Θ > 0,8), die 

zudem lösungsmittelunabhängig sind, und ein geringes Quenchverhalten, das u.a. durch 

Luftoxidation ausgelöst wird, führen dazu, dass BODIPY-Derivate deutlich photostabiler 

als Fluorescein- oder Rhodamin-Derivate sind.174, 215 Vor allem bei langandauernden 

Versuchen spielt diese Fluoreszenzklasse eine wichtige Rolle und ist daher aus der 

modernen Fluoreszenzmikroskopie nicht mehr wegzudenken. Dies spiegelt sich auch in 

der enormen Anzahl von erschienenen Veröffentlichungen und Patenten wider.216-221  

 

4.5.6.1 ALLGEMEINE DARSTELLUNG VON BODIPY-DERIVATEN 
 

Bereits 1957 untersuchten Treibs et al. die Darstellung von Di- und Tripyrrolmethenen und 

Porphyrinen. Dabei stellten sie fest, dass das zunächst gebildete unsymmetrische 

Primärmethen durch den Angriff eines weiteren Pyrrol-Moleküls in ein sogenanntes 

Tripyrromethen-Derivat umgewandelt wird (s. Abb. 36). Dieses spaltet anschließend eine 

Pyrroleinheit ab, so dass ein symmetrisches Dipyrromethen entsteht, das Sekundärmethen 
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genannt wird. Für diesen Vorgang prägten Treibs et al. den Begriff „Pyrrol-Austausch-

Reaktion“.222 

 
Abb. 36 Pyrrol-Austauschreaktion nach Treibs et al..222 

 

 Treibs et al. lieferten als Begründung für das Auftreten dieser Pyrrol-Austauschreaktion 

die unterschiedliche Basizität der auftretenden Methene. Ein Überschuss an Säure sowie 

elektronenziehende Substituenten an den Pyrrol-Derivaten, begünstigen die Bildung des 

Tripyrromethens, wohingegen Substituenten mit einem +I-Effekt die Bildung des 

Dipyrromethens bevorzugen. Bei der Reaktion von Carbonsäurechloriden mit Pyrrolen 

werden lediglich Dipyrromethen-Derivate gebildet, so dass keine Austauschreaktion 

stattfindet.222 

Wie bereits oben erwähnt, beschrieben Treibs und Kreuzer 1968 zum ersten Mal die 

Komplexierung von Bortrifluorid durch Dipyrromethene und Tripyrromethene.196 Dabei 

bildete sich ein Chelatkomplex aus, der die Elektronenpaarlücke des Bor-Atoms mittels 

koordinativer Bindung zu einem Stickstoff-Atom schließt.223 Treibs und Kreuzer setzten 
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2,4-Dimethylpyrrol und Acetanhydrid unter Zusatz von Bortrifluorid-diethyletherat um. 

Sie konnten zwei unterschiedliche Strukturen, deren Lösungen intensive Fluoreszenz 

aufwiesen, isolieren (s. Abb. 37).  

 
Abb. 37 Darstellung des BODIPY-Grundgerüstes nach Treibs und Kreutzer. 

 

Die Ausbeute war dabei allerdings schlecht und betrug für das Derivat 1 7% und für das 

Derivat 2 9%.196 

Haughland beantragte in den Jahren 1988 und 1994 zwei Patente, in denen er alternative 

Syntheserouten für die Darstellung von BODIPY-Grundkörpern vorstellte  

(s. Abb. 38).204, 224  

 
Abb. 38 Darstellung des BODIPY Grundgerüsts nach Haughland.224 
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Die eine Route führt durch die Umsetzung eines Pyrrolderivats mit einer 

Carbonylkomponente, die sowohl einen aliphatischen als auch aromatischen Rest tragen 

kann, zu symmetrischen BODIPY-Grundgerüsten. Für die Darstellung von 

unsymmetrischen BODIPY-Derivaten wird ein Pyrrolderivat, das aliphatische oder 

aromatische Substituenten tragen kann, mit einem entsprechenden Pyrrolaldehyd unter 

Säurezugabe (HX) umgesetzt.210, 224 Wie bereits oben beschrieben kann es hierbei zu einer 

Pyrrol-Austauschreaktion und damit zur Bildung von Nebenprodukten kommen. Bei 

beiden Routen bildet sich das entsprechende Dipyrromethen, welches im Anschluss nach 

Deprotonierung mit Bortrifluorid versetzt wird und so zu dem jeweiligen BODIPY-Derivat 

führt. Die so erhaltenen Fluorophore werden auch als F-BODIPYs bezeichnet. 

Die Komplexierung von Dipyrromethenen mit alternativen Metallkationen, wie 

beispielsweise Cu2+, Zn2+, Mg2+, Pt2+, Ni3+, Co3+ oder Al3+, führt zur Bildung der 

entsprechenden Komplexe, die allerdings instabil sind und schnell zerfallen.196, 210 

Nach Aufbau des BODIPY-Grundgerüstes können zahlreiche Derivatisierungen 

vorgenommen werden, um beispielsweise die Absorptions- und Emissionsmaxima zu 

verschieben oder Substituenten für eine Ligandenkopplung auszutauschen. So konnte 

beispielsweise der Arbeitskreis von Prof. Ziessel die für BODIPY-Derivate typischen 

kleinen Stokes-Verschiebungen vergrößern, in dem sie das chromophore System 

ausweiteten. Dazu substituierten sie die Fluoratome in Position 4 durch aromatische 

Polyzyklen (s. Abb. 39).217 

 
Abb. 39 C- bzw. E-BODIPY Derivate mit vergrößertem Stokes-Shift.217 
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Der Austausch der F-Atome durch Aryl-oder Ethynylaryl-Einheiten führt zu sogenannten 

C-BODIPYs (C = Carbozyklus) bzw. E-BODIPYs (E = Ethynyl).217, 220 

Die Substitution der Fluoratome in F-BODIPYs durch Alkohol oder Phenol führt zu 

sogenannten O-BODIPY Derivaten (s. Abb. 40).217 

 
Abb. 40 Beispiele für O-BODIPY-Derivate.217 
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5  Zielsetzung  
 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Darstellung neuer funktioneller BODIPY-

Fluorophore für die Fluoreszenzmarkierung von Liganden oder Proteinen. Diese werden 

insbesondere bei der Entwicklung neuer, fluoreszenzbasierter Assays und in der 

Fluoreszenzmikroskopie für die Erlangung neuer Informationen über Rezeptoren, in 

diesem Fall speziell der Adenosinrezeptoren, benötigt. 

Eine Reihe funktionalisierter BODIPY-Derivate wurde bereits in unserem Arbeitskreis 

entwickelt. Da die Kopplung mit den bislang zur Verfügung stehenden BODIPY-Derivaten 

an den gewünschten Liganden teilweise nur in schlechten Ausbeuten erfolgte oder die 

erhaltenen Produkte eine schlechte Wasserlöslichkeit aufwiesen, sollten neue funktionelle 

Gruppen wie beispielsweise Thiol, Iodid, terminale Alkene oder Sulfonate in den 

BODIPY-Alkyllinker bzw. in das BODIPY-Grundgerüst eingeführt werden (s. Abb. 41).  

 
Abb. 41 BODIPY-Grundgerüst mit den zu modifizierenden Resten R1 und R2

. 

 

Die dargestellten, verschieden funktionalisierten BODIPY-Derivate sollten anschließend 

auf ihre spektroskopischen Eigenschaften und exemplarisch auf ihre Stabilität hin 

untersucht werden. 

Ein weiterführendes Projekt befasste sich mit der Entwicklung von fluoreszmarkierten 

Adenosinrezeptorliganden. Dazu sollten die Adenosinliganden mit den entwickelten 

BODIPY-Fluorophoren chemisch gekoppelt werden. Die synthetisierten Derivate sollten 

anschließend pharmakologisch in Radioligandbindungsstudien an A1-, A2A-, A2B- und A3-

Adenosinrezeptoren hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität untersucht werden. 

Außerdem sollte in funktionellen Studien die Wirkweise der dargestellten fluoreszierenden 

Liganden untersucht werden. 
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Im Rahmen eines weiteren Projekts sollten neue, hochpotente und selektive  

A2A-Adenosinrezeptoragonisten entwickelt werden. Aus früheren Studien ist bekannt, dass 

die meisten potenten und selektiven Adenosinrezeptor-Agonisten auf der Grundstruktur 

Adenosin basieren, das in Position 2 des Adenins und/oder in Position 5’ der Riboseeinheit 

modifiziert worden sind (s. Abb. 42). 

 

Abb. 42 Leitstruktur für die Entwicklung potenter und selektiver A2A-Adenosinrezeptor Agonisten. 

 

Daher wurde in unserem Arbeitskreis eine Serie von Adenosinderivaten mit 

Modifikationen in Position 2 und/oder Position 5’ des Riboserings von Adenosin 

hergestellt. Außerdem wurden Verbindungen synthetisiert, die zusätzlich zu diesen 

Modifikationen auch eine Derivatisierung der 2’- und 3’-OH-Gruppe des Zuckers durch 

Umsetzung mit Anisaldehyd aufwiesen. Die pharmakologische Charakterisierung der 

Testsubstanzen sollte im Rahmen dieser Arbeit mittels Radioligandbindungsstudien an den 

Adenosinrezeptor-Subtypen durchgeführt und die Affinität und Selektivität der 

Verbindungen bestimmt werden. Exemplarisch sollten darüber hinaus auch funktionelle 

Studien durchgeführt werden, um Informationen über die intrinsische Aktivität und die 

Wirkweise der Verbindungen am Rezeptor zu erlangen. 

 

Ein weiteres Teilprojekt befasste sich mit der Substanzklasse der 2-Phenylpurin-6,8-dione. 

Ziel war die Entwicklung neuer, hochpotenter und selektiver Adenosinrezeptor-

Antagonisten, die dabei helfen sollten, den Aufbau und die Funktion der Adenosin-

Rezeptoren besser zu verstehen. Dazu wurden in unserem Arbeitskreis von Herrn Dr. 

Wolfram Frobenius und Herrn Dr. Alexander Bauer Verbindungen mit Modifikationen in 

N7 und N9 des Phenylringes synthetisiert (s. Abb. 43).  
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Abb. 43 2-Phenylpurin-6,8-dion-Grundgerüst mit den zu modifizierenden Resten R1, R2 und R3. 

 

Zu einem früheren Zeitpunkt wurde diese Serie bereits in Radioligandbindungsstudien an 

A1- und A2A-Adenosinrezeptoren untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollte die 

pharmakologische Charakterisierung durch Untersuchung der Testsubstanzen in 

Radioligandbindungsstudien vervollständigt werden. Dazu sollten die Affinitäten an 

humanen A2B- und humanen A3-Adenosinezeptoren bestimmt werden und so die 

Selektivität der Verbindungen ermittelt werden. 
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6. Darstellung funktionalisierter BODIPY-Derivate 
 

6.1 Bromalkyl-BODIPY-Derivate 
 

Die Synthese des BODIPY-Grundgerüstes kann wie bereits in Kapitel 4.5.2.1 beschrieben 

erfolgen. Da bei unsymmetrisch substituierten BODIPYs immer die Gefahr einer Pyrrol-

Austauschreaktion und damit einer Verringerung der Ausbeute besteht, wurde die Synthese 

symmetrischer Derivate in diesem Arbeitskreis von Dr. Sven J. Freudenthal etabliert. 

Dabei werden in ω-Position bromierte Alkylsäurechloride verwendet. Diese sind in 

unterschiedlicher Kettenlänge kommerziell erhältlich, so dass unterschiedliche 

Linkerlängen der BODIPY-Derivate sehr leicht zu erhalten sind.  

Da die Instabilität unsubstituierter Dipyrromethene aus früheren Veröffentlichungen 

bekannt ist,201 wurde für die Synthese 2,4-Dimethylpyrrol als Edukt gewählt, so dass ein 

mit Methylierungen in den Positionen 1, 3, 5 und 7 BODIPY-Grundkörper erhalten wurde. 

Der Versuch, Derivate ohne dieses Substitutionsmusters herzustellen, war nicht 

erfolgreich.  

Abb. 44 Synthese der Bromalkyl- BODIPY-Derivate. 
 

Bei der hier verwendeten Darstellungsmethode handelt es sich um eine Eintopfreaktion, 

wodurch auf die Isolierung des Dipyrromethens verzichtet werden kann. Bei dieser 

Reaktion greift 2,4-Dimethylpyrrol mit der aktivierten Position 5 nucleophil das  

ω-Bromalkansäurechlorid an (s. Abb. 44). Es resultiert intermediär ein Keton-Derivat, das 

erneut nucleophil von der aktivierten Position 5 eines weiteren 2,4-Dimethylpyrrol-

Moleküls angegriffen wird. Durch die Eliminierung von Wasser entsteht das jeweilige 

Dipyrromethen, das jedoch nicht isoliert wird. Unter Eiskühlung werden durch die Zugabe 

von Triethylamin die Stickstoffatome deprotoniert und nach Zugabe von Bortrifluorid-
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diethyletherat wird die Komplexierung der Difluorboran-Einheit erzielt. Die erhaltenen 

Produkte weisen eine intensive Fluoreszenz auf. Allgemein lässt sich feststellen, dass die 

Reaktionszeit mit zunehmender Kettenlänge des eingesetzten ω-Bromalkansäurechlorids 

ansteigt. Sowohl von Verbindung 7225 als auch von dem Nebenprodukt 9,226 das Dr. Sven 

J. Freudenthal isolierte und charakterisierte, konnte eine Kristallstruktur bestimmt werden.  

Die Ausbeuten der so dargestellten Derivate betrugen nach säulenchromatographischer 

Reinigung zwischen 11% und 40%.227 Dr. Fabian Heisig konnte unter wasserfreien 

Bedingungen und unter Verwendung eines Druckgefäßes durch eine deutliche 

Verlängerung der Reaktionszeit die Ausbeute des Derivats 6 von 19% auf 33% erhöhen. 

Da außerdem bei höheren Temperaturen gearbeitet wurde (120 °C), verwendete er anstelle 

des Lösungsmittels Dichlormethan das wesentlich höher siedende Toluol. Eine 

Übertragung auf die anderen Derivate gelang ihm allerdings nicht.228 

 

 
Abb. 45 Nebenprodukte bei der Darstellung der Bromalkyl-BODIPY-Derivate. 

 

Die Reaktion verschob sich nach langen Reaktionszeiten und in Gegenwart von Wasser hin 

zu dem nachgewiesenen Nebenprodukt 9. Dabei wurde die Vermutung geäußert, dass 

entstehendes Reaktionswasser ausreicht, um Verbindung 9 zu erhalten. Dr. Fabian Heisig 

versuchte diese Nebenreaktion durch Verwendung von wasserfreien Reagenzien zu 

unterdrücken.228 Bei der für diese Arbeit nötigen Wiederholung der Synthesen konnte diese 

Hypothese bestätigt werden. Auch das strikte Arbeiten unter Schutzgasatmosphäre, sowie 

die Zugabe von Molsieb oder dem Trocknungsmittel Natriumsulfat, führte nicht zu einer 

vollständigen Unterdrückung der Esterbildung. Auf die Zugabe von Trocknungsmitteln, 

die zweiwertige Kationen enthalten, beispielsweise Magnesiumsulfat oder Calciumchlorid, 

wurde aufgrund der möglichen Komplexierung von Seiten des entstehenden 

Dipyrromethens verzichtet (s. Kapitel 4.5.2.1). 
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Bei der Darstellung von Verbindung 3 konnte Dr. Fabian Heisig das Nebenprodukt 10 

isolieren, das in einer hohen Ausbeute von 30% gebildet wurde. Er stellte fest, dass die 

Verwendung einer neuen Charge Bortrifluorid-diethyletherat zu einer drastischen 

Reduktion der Bildung des Nebenproduktes führte. Verbindung 3 konnte dadurch in 

40%iger Ausbeute erhalten werden. Das Nebenprodukt 10 konnte mittels 

Säulenchromatographie abgetrennt werden und trat lediglich mit einer Ausbeute von 1,6 % 

auf.228  

Da die Vermutung bestand, dass die Bildung von Produkt 10 einem radikalischen 

Mechanismus zugrunde liegt, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Synthese der 

Verbindung 3 unter Zugabe von Radikalinhibitoren durchgeführt. Dazu wurde der 

Reaktion zum einen Iod und zum anderen 4-tert-Butylcatechol zugesetzt. In beiden Fällen 

konnte das Auftreten von Verbindung 10 komplett unterdrückt werden. Außerdem wurde 

die Zahl der auftretenden weiteren Nebenprodukte, die allerdings nicht isoliert werden 

konnten, drastisch gesenkt. Die Ausbeute von Verbindung 3 konnte dadurch auf 58% bei 

der Zugabe von Iod und auf 53% bei der Zugabe von 4-tert-Butylcatechol gesteigert 

werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass bei langer Lagerung des Bortrifluorid-

diethyletherats, das durch Diethylether stabilisiert wird, Peroxide gebildet werden, die 

wiederrum radikalische Nebenreaktionen bei der Darstellung von 3 begünstigen. 

Es wurden Absorptions- und Emissionsspektren aller dargestellten Fluorophore 

aufgenommen. Exemplarisch sind in Abb. 46 die Absorptions- und Emissionsspektren der 

Verbindungen 3 - 8 gezeigt. Die Substanzen 3 - 8 zeigten ein Absorptionsmaximum von 

497 bzw. 504 nm. 

 
Abb. 46 Absorbtionsspektren der Verbindungen 3 – 8. 
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Die Emission der Verbindungen lag zwischen 504 und 512 nm (s. Abb. 47). Weiterhin 

wurden die Fluoreszenzquantenausbeuten in Ethanol bestimmt. Als Referenz diente der 

Fluorophor Rhodamin 6G. Alle dargestellten fluoreszenzmarkierten Adenosin-Derivate 

zeigten dabei Quantenausbeuten zwischen 0,77 und 0,85.  

 

 

Abb. 47 Emissionsspektren der Verbindungen 3 - 8. 

 

 

6.1.1 Stabilitätsuntersuchungen 
 

Yang et al. berichteten 2011, dass – entgegen der in der Literatur vorherrschenden 

Meinung, BODIPY-Derivate seien chemisch äußerst stabil – unter sauren und basischen 

Bedingungen wie sie bei der Festphasensynthese vorherrschen, Zersetzung beobachtet 

wird.229 Daraufhin stellten Yang et al. Stabilitätsuntersuchungen an folgenden BODIPY-

Derivaten (s. Abb. 48, Derivate 11-14) an, in dem sie diese Verbindungen sauren und 

basischen Bedingungen aussetzten. 
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Abb. 48 BODIPY-Derivate der von Yang et al. durchgeführten Stabilitätsuntersuchung. 

 

Unter Zugabe von Dichloressigsäure unterliegt Verbindung 13 einer nucleophilen 

Substitution und wird innerhalb von 12 Stunden vollständig in das entsprechende Anhydrid 

15 umgewandelt (s. Abb. 49). 

 

 
Abb. 49 Zersetzung eines 4,4-Dimethoxy-BODIPY Derivat nach Yang et al..229 

  

Dabei haben die Autoren einen Einfluss der an dem Bor-Atom gebundenen Substituenten 

nachweisen können. Bei Verwendung der stärkeren Säure Trichloressigsäure konnte der 

Substituenteneffekt allerdings nicht beobachtet werden und es trat bei allen Derivaten 

Zersetzung ein. Unter Zugabe von wässrigem Ammoniak (28%ig) konnte lediglich bei 

dem 4,4-Dimethoxy-Derivat (13) Zersetzung beobachtet werden. Die anderen 

Verbindungen waren unter basischen Bedingungen stabil. 

Um die in der vorliegenden Arbeit dargestellten funktionalisierten BODIPY-Derivate auf 

ihre Stabilität hin zu untersuchen, wurde Verbindung 5 exemplarisch für 

Stabilitätsuntersuchungen ausgewählt. Verbindung 5 (s. Abb. 44) wurde dazu 24 Stunden 

entweder alkalischen, sauren, reduzierenden oder oxidierenden Bedingungen bei 

Raumtemperatur ausgesetzt. Dazu wurde eine Charge der Referenzsubstanz in sechs 

verschiedenen Reagiergefäßen jeweils in DCM gelöst und mit 5% Trifluoressigsäure (S1), 

5% NaOH (S2), 5% Natriummethanolat (S3), 5% H2O2 (S4) oder 5% Pd/C in einer H2-

Atmosphäre (S5) versetzt und 24 Stunden gerührt. Anschließend wurden je 10 µL der 

Proben mit einem Gradienten aus Wasser : Methanol von 90 : 10 nach 0 : 100 unter Zusatz 

von 2 mM Ammoniumacetat über eine RP-HPLC chromatographiert und 
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massenspektroskopisch charakterisiert. Die eluierten Komponenten wurden anhand ihrer 

UV-Absorption bei 254 nm quantifiziert und mit der zuvor entnommenen Referenzprobe 

verglichen.  

Es ist anzumerken, dass eine Verunreinigung bei allen Messungen - also auch in der 

Referenz - mit der Masse 392 auftrat. Diese kann auf ein Phasenbluten einer neuen LC-MS 

Säule zurückgeführt und somit bei der Betrachtung vernachlässigt werden.  

Die Referenz wurde nach 12,37 min eluiert (m/z = 369 ([M+H]+), m/z = 367 ([M-H]-)) und  

zeigte eine Reinheit von 95% (s. Abb. 50). 

 

 
Abb. 50 LC/ESI-MS-Spektren und UV-Absorption (254 nm) der Referenzsubstanz 5. 
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Durch die Stabilitätsuntersuchung von Verbindung 5 konnte gezeigt werden, dass die in 

dieser Arbeit hergestellten BODIPY-Derivate grundsätzlich chemisch stabil sind. Sowohl 

basische, als auch oxidative und reduktive Bedingungen werden sehr gut toleriert. Es trat 

keinerlei Zersetzung auf. Jedoch konnte unter Zugabe von 5%iger Trifluoressigsäure die 

Umwandlung zu vermutlich folgendem Produkt beobachtet werden (s. Abb. 51; Derivat 

16).  
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Abb. 51 Zersetzung von Verbindung 5 unter sauren Bedingungen. 
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Abb. 52 LC/ESI-MS-Spektren und UV-Absorption (254 nm) des Zersetzungsprodukts von 5 (24 h, RT, 5% 

Trifluoressigsäure). 
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Durch die Stabilitätsuntersuchungen konnte die Umwandlung zu einem zu Yang et al. 

vermutlich analogen Anhydrid-Derivat (Verbindung 16) erstmals massenspektroskopisch 

beobachtet werden. Dabei wurde die Ausgangsverbindung 5 nach 12,40 min eluiert (m/z = 

369 ([M+H]+), m/z = 367 ([M-H]-). Das Zersetzungsprodukt 16 wurde nach 12,66 min 

eluiert (m/z = 555 [M-H]-). Das von Yang et al. beschriebene Auftreten weiterer 

Zersetzungsprodukte konnte im Rahmen dieser Stabilitätsuntersuchungen nicht 

nachgewiesen werden. Allerdings versetzten Yang et al. die Derivate mit einem 50fachen 

Überschuss an Trichloressigsäure und wählten damit sehr drastische 

Reaktionsbedingungen.  

Die Ergebnisse der Stabilitätsuntersuchungen zeigen deutlich, dass die in der vorliegenden 

Arbeit dargestellten F-BODIPY-Derivate lediglich unter stark sauren Bedingungen einer 

Umwandlung zu analogen Derivaten zu Verbindung 16 unterliegen.  

 

6.2 Aminoalkyl-BODIPY-Derivate 
 

Da Liganden oftmals Carboxylgruppen aufweisen, an die ein Fluorophor gekoppelt werden 

soll, wurden in diesem Arbeitskreis BODIPY-Derivate mit terminaler Aminofunktion 

hergestellt, so dass diese über eine Amidfunktion verknüpft werden können. Der klassische 

Syntheseweg, um Alkylbromide in die entsprechenden primären Amine umzuwandeln, ist 

die Umsetzung mit Ammoniak. Allerdings ist dabei darauf zu achten, dass ein großer 

Überschuss an Ammoniak zur Verfügung steht, da ansonsten aufgrund der hohen 

Nucleophilie sekundäre und letztendlich tertiäre Amine erhalten werden. Sterisch 

anspruchsvolle Substituenten schränken dabei die Zweit- bzw. Drittalkylierung allerdings 

merklich ein.230  

Dr. Sven J. Freudenthal konnte durch Umsetzung von Verbindung 7 mit wässriger 

Ammoniaklösung Verbindung 20 beschreiben.227 Die Synthese der analogen Derivate ließ 

sich allerdings mit dieser Methode nicht erzielen. Die Gründe dafür waren zum einen die 

schlechte Löslichkeit der BODPY-Derivate sowohl in wässriger Ammoniaklösung als auch 

in zugefügtem Methanol und die nötigen drastischen Reaktionsbedingungen, die zu der 

Bildung von Nebenprodukten – vor allem dem Methoxy-Derivat – und zu Zersetzungs-

reaktionen führten. Daher entwickelte Dr. Fabian Heisig eine neue Methode, in der mit 
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Ammoniak gesättigte organische Lösungsmittel zum Einsatz kamen. Vor allem 

ammoniakalische Methanol- bzw. Isopropanol-Lösungen erwiesen sich im Einsatz unter 

Mikrowellenstrahlung als zielführend (s. Abb. 53).  

 

 
Abb. 53 Synthese der Aminoalkyl- BODIPY-Derivate. 

 

Eine Zweit- bzw. Drittalkylierung trat bei dieser Methode nicht auf. Das sterisch 

anspruchsvolle BODIPY-Grundgerüst könnte, wie bereits oben erwähnt, dafür ursächlich 

sein.228 

 

6.3 Iodalkyl-BODIPY-Derivate 
 

Da in einigen Fällen die Bromidfunktionalisierung für die Kopplung mit einem Ligand 

mittels einer nucleophilen Substitution nicht reaktiv genug ist, wurden im Rahmen dieser 

Arbeit Derivate, die eine Iodid-Funktionalität aufweisen, hergestellt. Diese stellen eine 

bessere Abgangsgruppe bei nucleophilen Substitutionen dar. Außerdem können die so 

funktionalisierten Fluorophore mittels Kreuzkupplungen, wie beispielsweise bei der 

Suzuki- oder Negishi-Kreuzkupplung, in denen mittlerweile auch Alkylhalogenide zum 

Einsatz kommen können,231 an einen Liganden gebunden werden.  

Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit zunächst versucht die Iodidfunktionalität bereits 

beim Aufbau des Grundkörpers durch Einsatz von ω-Iodalkansäurechloriden einzuführen. 

Diese Methode war allerdings nicht zielführend, was vermutlich daran lag, dass der 

nucleophile Angriff des 2,4-Dimethylpyrrols nun an der ω-Position unter Eliminierung von 

Iodid vollzogen wurde und das Dipyrromethen-Intermediat deshalb nicht gebildet werden 

konnte. Daher wurde eine alternative Syntheseroute gewählt, die sich der 
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Finkelsteinreaktion bedient. Dazu wurde das jeweilige Bromalkyl-BODIPY-Derivat in 

Aceton mit einem Überschuss Natriumiodid versetzt (s. Abb. 54). Die Reaktion beruht auf 

der Löslichkeit von Natriumiodid in Aceton im Gegensatz zu Natriumbromid, welches im 

Lösungsmittel Aceton ausfällt und somit die Lage des chemischen Gleichgewichtes auf die 

Seite der Produkte verschiebt.  

 

 
Abb. 54 Synthese der Iodalkyl-BODIPY-Derivate. 

 

Die entsprechenden Iodalkyl-BODIPY-Derivate 22 - 26 konnten in exzellenten Ausbeuten 

von 97 - 99% nach säulenchromatographischer Aufreinigung erhalten werden. 

 

6.4 Thioalkyl-BODIPY-Derivate 
 

Falls die Kopplung des Fluorophors nicht durch eine nucleophile Substitution oder die 

erwähnten Kreuzkupplungen erfolgen kann, wurden im Rahmen dieser Arbeit BODIPY-

Fluorophore, die eine Thiolfunktionalisierung tragen, hergestellt. Thiole sind, aufgrund 

ihrer relativ schwachen Schwefel-Wasserstoffbindung, zu einer Vielzahl von chemischen 

Reaktionen unter vergleichsweise milden Bedingungen und annähernd quantitativen 

Ausbeuten in der Lage. Unter diesen Reaktionen sind auch hoch effiziente Reaktionen wie 

beispielsweise die Thiol-En-Reaktionen, wobei hier vor allem die radikalische Thiol-En-

Addition, sowohl an elektronenreiche als auch an elektronenarme Alkene, und die Thiol-

Michael-Addition an elektronenarme Alkene hervorzuheben.232 Aufgrund ihrer 

Vielfältigkeit und Effizienz bei milden Reaktionsbedingungen werden diese auch als 

Thiol-Klickreaktionen bezeichnet.233 Desweiteren kann die Kopplung eines Fluorophors 
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auch durch die Ausbildung von Disulfidbrücken durch Reaktion mit Cysteinresten des 

Proteins erfolgen.234  

Dr. Sven J. Freudenthal konnte durch Umsetzung von Verbindung 7 mit 

Natriumhydrogensulfid unter Zugabe von Natriumiodid durch Rühren unter Rückfluss 

Verbindung 29 darstellen (s. Abb. 55,Methode A).227 

 

 
Abb. 55 Synthese des Thioalkyl-BODIPY-Derivate 29 nach Methode A. 

 

Da im Rahmen dieser Arbeit die Synthese der analogen Derivate mit verschiedener 

Alkylkettenlänge mittels dieser Methode nicht gelang, wurden die Reaktionsbedingungen 

(Temperatur, Lösungsmittel und Reaktionszeit) vielfältig variiert. Leider war dies nicht 

zielführend. Die von Dr. Sven J. Freudenthal entwickelte Methode sieht die Zugabe von 

Kaliumiodid für die Bildung des Iodalkyl-Derivats und somit die Modifizierung der 

Abgangsgruppe vor, welches dann ohne Isolierung nachfolgend von Hydrogensulfid 

nucleophil angegriffen werden kann. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit 

auch versucht, die Reaktion direkt ausgehend von den Iodalkyl-Derivaten durchzuführen. 

Eine Reduzierung der Nebenprodukte war dabei ein Ziel. Dies war allerdings trotz 

vielfältiger Reaktionsbedingungen ebenfalls nicht erfolgreich. Daher wurde für die 

Synthese der Thioalkyl-BODIPY Derivate die Methode von Shepherd et al. verwendet.235 

Die Gruppe entwickelte eine Synthese für 8-(Thiodecyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-

bora-3a,4a-s-indacen.151 Dazu setzten sie Verbindung 7 mit Kaliumthioacetat in Aceton 

zum analogen Thioester um (s. Abb. 56, Methode B). Da die Reaktion vollständig verläuft, 

konnte die Gruppe um Shepherd ohne Isolierung den entstandenen Thioester durch Zugabe 

von Kaliumcarbonat in Ethanol spalten und somit Produkt 29 nach 

säulenchromatographischer Reinigung in 85%iger Ausbeute über beide Stufen erhalten. 
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Abb. 56 Synthese der Thioalkyl-BODIPY-Derivate nach Methode B.235 

 
Bei dieser Reaktion ist unbedingt auf die Durchführung unter Schutzgasatmosphäre zu 

achten. Außerdem muss das Lösungsmittel entgast werden, da das Vorhandensein von 

Sauerstoff die Bildung der Disulfid-Derivate begünstigt. Shepherd et al. berichten ebenfalls 

über diese Beobachtung.  

Analog zu dieser Synthese konnten die Thioester Derivate 31 - 35 in guten bis hin zu 

exzellenten Ausbeuten (78 - 96%) erhalten werden. Für die Charakterisierung der 

Verbindungen 31 - 35 wurden diese isoliert. Da die Umsetzung zu den Thioestern aller-

dings vollständig vonstatten geht, kann auf eine Isolierung verzichtet werden und die 

Esterspaltung ohne vorherige Aufreinigung erfolgen.  

Die Verbindungen 27 - 30 konnten bei konsequentem Arbeiten unter Schutzgas und bei 

Verwendung von entgasten Lösungsmitteln in mittleren bis guten Ausbeuten (21 - 63%) 

dargestellt werden. Durch die Zugabe von Reduktionsmitteln, wie beispielsweise 

Natriumdithionit, Natriumsulfit oder Natriumthiosulfat, wurde innerhalb dieser Arbeit 

untersucht, ob die Bildung der Disulfid-Derivate unterbunden werden kann. Dies konnte 

allerdings nicht beobachtet werden. In einem Fall gelang die Isolierung und 

Charakterisierung eines Disulfid-Derivats (s. Abb. 57, Verbindung 36). 

 

 
Abb. 57 Nebenprodukt 36. 
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6.5 Carbonsäure-BODIPY-Derivat 
 

Bei der Fluoreszenzmarkierung von Liganden, die an der zu markierenden Position eine 

Aminofunktion tragen, ist die Kopplung über eine Amidbindung das Mittel der Wahl, da 

sie zum einen durch eine Vielzahl an verschiedenen Methoden und zum anderen in guten 

bis sehr guten Ausbeuten erfolgen kann. Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit ein 

BODIPY-Derivat, das eine Carboxylfunktionalität trägt, hergestellt. Li et al. beschrieben 

bereits 2006 eine Methode zur Darstellung von Verbindung 37.221 Dazu wurde 

Glutarsäureanhydrid unter Anwesenheit von Bortrifluorid-diethyletherat, das zu Beginn 

der Reaktion als Lewis-Säure fungiert, mit 2,4-Dimethylpyrrol versetzt (siehe Abb. 58). 

Der Vorteil der Reaktion besteht darin, dass der nucleophile Angriff des Pyrrols eine 

Ringöffnung des Glutarsäueanhydrids bewirkt und dabei ein Carboxylat-Ion entsteht. 

Aufgrund der geringen Reaktivität ist ein weiterer nucleophiler Angriff von 2,4-

Dimethylpyrrol nicht möglich. Die Protonierung des Carboxylats erfolgt während der 

Aufarbeitung.  

 
 ü.N. = über Nacht 

Abb. 58 Synthese des Carboxylalkyl-BODIPY-Derivats 37 nach Li et al.. 

 

Da diese Methode sehr lange Reaktionszeiten benötigt, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

versucht, die Reaktionszeit durch Wechsel zu einem höher siedenden Lösungsmittel zu 

verkürzen. Die Verwendung von Toluol und die Erhöhung der Reaktionstemperatur im 

ersten Teilschritt auf 115 °C führte zu einer Verkürzung der Reaktionszeit auf drei 

Stunden. Die Reaktionszeit des zweiten Teilschrittes wurde dabei auf 90 Minuten verkürzt. 

Das Produkt konnte in 31%iger Ausbeute nach säulenchromatographischer Reinigung 

erhalten werden. Auf diese Weise konnte die Ausbeute im Rahmen dieser Arbeit 

gegenüber der Literaturausbeute (16%)221 verdoppelt werden. 
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6.6 Wasserlösliche BODIPY-Derivate 
 

Bei der Fluoreszenzmarkierung von Liganden kommt es häufig vor, dass der zu 

markierende Ligand stark lipophil ist. Dies kann bei biologischen Testungen, die zumeist 

in wässrigen Systemen mit lediglich einer sehr geringen Zugabe eines organischen 

Lösungsmittels durchgeführt werden, Probleme verursachen. Eine Steigerung der 

Konzentration des organischen Lösungsmittels ist in vielen Fällen aufgrund cytotoxischer 

Effekte höchst problematisch. Auch die Fluoreszenzmarkierung eines sehr hydrophilen 

Liganden kann bei Verwendung von lipophilen Fluorophoren bei der Synthese zu 

Schwierigkeiten führen. Daher entwickelte Dr. Fabian Heisig zwei wasserlösliche 

BODIPY-Derivate (s. Abb. 60 und Abb. 62, Verbindungen 43 und 44).228 Dazu ging er 

von Verbindung 5 aus und sulfonierte diese in Position 2 und 6 durch Zugabe eines 

Überschusses Chlorsulfonsäure in Dichlormethan bei - 20 °C. Diese Methode wurde 

bereits 1985 von Worries et al. für in Position 8 unsubstituierte BODIPY-Derivate 

beschrieben, wobei diese äquivalente Mengen Chlorsulfonsäure verwendeten, um eine 

Monosulfonierung zu erzielen (s. Abb. 59,Verbindung 39).200 

 
Abb. 59: Monosulfonierung nach Worries et al..198 

 

Dr. Fabian Heisig arbeitete dazu das Rohprodukt durch Waschen mit gesättigter, wässriger 

Ammoniumcarbonat-Lösung auf. Nach Lyophilisation und säulenchromatographischer 

Reinigung konnte er die Verbindung 43 in 86%iger Ausbeute erhalten. 

Um Struktur-Wirkungsbeziehungen von den mit dem Fluorophor gekoppelten Liganden 

aufstellen zu können, wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere wasserlösliche Derivate 

mit unterschiedlichen Alkyl-Linker-Längen angefertigt.  
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Abb. 60 Synthese der wasserlöslichen Bromalkyl-BODIPY-Derivate. 

 

Die Produkte 40 - 42 konnten auf diese Weise analog dargestellt werden (s. Abb. 60). 

Außerdem konnte bei der Darstellung von Verbindung 42 das monosulfonierte Derivat 42a 

isoliert und charakterisiert werden (s. Abb. 61). 

 
Abb. 61 Nebenprodukt 42a. 

 

Da, wie bereits in Kapitel 6.2 erwähnt, die Kopplung eines Liganden mit einer 

Carboxylfunktion über die Bildung eines Amids erfolgen kann, stellte Fabian Heisig 

Verbindung 44 mit der in Kapitel 6.2 beschriebenen Synthese unter Mikrowellenstrahlung 

aus Verbindung 43 her (s. Abb. 62). 

 

 
Abb. 62 Synthese des wasserlöslichen Aminoalkyl-BODIPY-Derivat 44. 
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Nach Aufreinigung mittels RP-HPLC stellte er fest, dass Position 1’ CH-acide ist, sodass 

die Verbindung unter alkalischen Bedingungen, wie sie während der Reaktion herrschen, 

in der nicht-fluoreszierenden, deprotonierten Form vorliegt. Dies konnte mittels NMR 

nachgewiesen werden.228 Die Beobachtung wurde bereits von Treibs und Kreuzer 

beschrieben und beruht auf den Elektronen-ziehenden Substituenten am Pyrrolring, die 

aufgrund induktiver und mesomerer Effekte einen Elektronenzug auf Position 1’ 

ausüben.196 Durch Waschen mit gesättigter, wässriger Ammoniumcarbonat-Lösung ist die 

Umwandlung zu dem fluoreszierenden Produkt 44 möglich.  

 

6.7 Terminales Alken-BODIPY-Derivat 
 

Die Kopplung von Fluorophoren unter Anwendung der Klick-Chemie, wie beispielsweise 

der Diels-Alder Reaktion oder der Cu(I)-katalysierten Huisgen-Cycloaddition, ist eine sehr 

elegante Methode für die Fluoreszenzmarkierung von Liganden, da diese unter milden 

Bedingungen mit wenigen Nebenprodukten und in guten bis sehr guten Ausbeuten 

ablaufen. Aus diesem Grund wurde ein BODIPY-Derivat, welches ein terminales Alken 

aufweist, dargestellt.  

Esfandiari et al. veröffentlichten 2011 eine Synthese zur Darstellung von Verbindung 

46.236 Dazu wurde 4-Pentensäurechlorid in Dichlormethan gelöst und die Lösung mit 2,4-

Dimethylpyrrol und Phosphoroxychlorid versetzt. Die Lösung wurde unter Reflux  

16 Stunden gerührt. Anschließend wurde das Lösungsmittel unter Vakuum abdestilliert 

und der Rückstand in Hexan gelöst. Die Lösung wurde fünf Stunden bei - 35 °C gelagert 

und das Lösungsmittel abdekantiert. Der Rückstand wurde anschließend in Toluol gelöst 

und bei 80 °C mit Triethylamin und Bortrifluoriddiethyletherat versetzt. Nach 

einstündigem Rühren erfolgte die Aufreinigung durch Waschen mit gesättigter, wässriger 

Natriumchlorid-Lösung. Das Produkt wurde mittels Säulenchromatographie gereinigt. Da 

diese Methode sehr zeitintensiv und im Rahmen dieser Arbeit lediglich zu einer sehr 

geringen Ausbeute von lediglich 8% (Literatur 27%)236 führte, wurde die Reaktion 

optimiert (s. Abb. 63).  
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Abb. 63 Darstellung des BODIPY-Derivats 46. 

 

Aufgrund der hohen Reaktivität von Säurechlorid-Derivaten erfolgte die Zugabe des 

Pyrrols unter Eiskühlung innerhalb von 30 Minuten. Auf die Zugabe von 

Phosphoroxychlorid wurde vollständig verzichtet. Die Reaktionslösung wurde drei 

Stunden bei Raumtemperatur gerührt, wobei eine längere Reaktionszeit keinerlei 

Verbesserung der Ausbeute zur Folge hatte. Die Zugabe von Triethylamin und 

Bortrifluorid-diethyletherat erfolgte ebenfalls unter Eiskühlung. Nach einstündigem 

Rühren der Lösung wurde säulenchromatographisch aufgereinigt. Die Synthese wurde 

damit deutlich vereinfacht und die Reaktionszeit drastisch verkürzt bei gleichzeitiger 

Steigerung der Ausbeute auf 39%. 

 

6.8 α,βα,βα,βα,β-Dibromierte BODIPY-Derivate 
 

Für die Komplexierung zweiwertiger Kationen werden zweizähnige Liganden benötigt. So 

wird beispielsweise in Cisplatin ein Pt2+-Ion durch zwei Aminogrupen komplexiert  

(s. Abb. 64). 

 
Abb. 64 Cisplatin und Oxaliplatin 

 

 Ein weiteres prominentes Beispiel aus dem Bereich der Zytostatika ist das Oxaliplatin, in 

dem das Pt2+-Ion durch einen 1,2-Diaminocyclohexyl-Liganden (DACH-Ligand) und 
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einem Oxalat-Ion komplexiert wird. Für die Fluoreszenzmarkierung dieser Verbindungen 

benötigt man einen Fluorophor, der eine Diaminofunktionalität in α,β-Position aufweist. 

Dazu sollte im Rahmen dieser Arbeit ein BODIPY-Derivat mit dieser Eigenschaft 

dargestellt werden (s. Abb. 65, Verbindung 47). 

 
Abb. 65 BODIPY-Derivat mit α,β-Diaminofunktionalität. 

 

Da der Aufbau des BODIPY-Grundkörpers das Vorhandensein eines Säurechlorids oder 

einer Carbonylverbindung voraussetzt (s. Kapitel 4.5.2.1), wurde versucht Verbindung 47 

ausgehend von dem entsprechenden α,β-Dibrom-BODIPY-Derivat (50) mittels 

nucleophiler Substitution durch Ammoniak darzustellen. 

Dazu wurde zunächst 4-Pentensäure in Anlehnung an die von Starostin et al. entwickelte 

Methode bromiert (s. Abb. 66).237 

 

Abb. 66 Synthese des 3,4-Dibrompentansäurechlorids.237 

 

Die Reaktion verlief quantitativ, so dass auf eine Aufreinigung verzichtet werden konnte. 

Die Umwandlung der Carbonsäure in das Carbonsäurechlorid konnte durch die Reaktion 

mit überschüssigem Thionylchlorid in Dichlormethan erzielt werden. Das 

Reaktionsgemisch wurde zwei Stunden bei 40 °C gerührt. Diese Reaktion erfolgte in 
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Anlehnung an Hayashi et al..238 Verbindung 49 konnte in 82%iger Ausbeute erhalten 

werden (Methode A).  

Bei dem Versuch die Ausbeute dieser Reaktion zu steigern wurde statt Thionylchlorid 

Phosphorpentachlorid verwendet (s. Tabelle 4). Die Reaktionslösung wurde ebenfalls zwei 

Stunden bei 40 °C gerührt (Methode B). Die Ausbeute lag in diesem Fall allerdings nur bei 

75%. Daher wurde eine dritte Methode zur Darstellung des Säurechlorids untersucht. Dazu 

wurde als Chlorierungsreagenz Oxalylchlorid verwendet und die Reaktionslösung eine 

Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die Lösung fünf Minuten auf  

50 °C erwärmt (Methode C). Verbindung 49 konnte in 93%iger Ausbeute erhalten werden. 

Der Reaktionsverlauf wurde in allen Fällen mittels Dünnschichtchromatographie verfolgt. 

 

Tabelle 4 Reaktionsbedingungen für die Darstellung von Verbindung 49. 

Methode Lösungsmittel Chlorierungsreagenz 
Reaktionszeit 

[h] 

Ausbeute 

[%] 

A CH2Cl2 SOCl2 2 82 

B CH2Cl2 PCl5 2 75 

C CH2Cl2 (COCl)2 1 93 

 

Es zeigte sich, dass durch die Darstellung des Säurechlorids mittels Oxalylchlorid 

(Methode C) Verbindung 49 in sehr guten Ausbeuten erhalten und die Reaktionszeit im 

Vergleich zu den anderen Methoden halbiert werden konnte. 

Das so dargestellte 3,4-Dibrompentansäurechlorid wurde anschließend in Dichlormethan 

gelöst und mit 3,4-Dimethylpyrrol bei 0 °C versetzt (s. Abb. 67).  

Die Reaktionslösung wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur gerührt und anschließend 

unter Eiskühlung mit Triethylamin versetzt. Nach 30 minütigem Rühren bei 

Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von Bortrifluoriddiethyletherat bei 0 °C. Es wurde 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt, bevor das Lösungsmittel unter vermindertem 

Druck entfernt wurde und das Rohprodukt säulenchromatographisch aufgereinigt werden 

konnte. Verbindung 50 konnte in 12%iger Ausbeute erhalten werden. 
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Abb. 67 Synthese des BODIPY-Derivats 50. 

 

Verbindung 50 wurde daraufhin mit einem großen Überschuss 7N methanolischem 

Ammoniak versetzt und bei 80 °C und 10 bar für 1 Stunde unter Mikrowellenstrahlung 

gerührt. Dabei entstand nicht wie erwartet Verbindung 47, sondern das monoaminierte 

Produkt 51 (s. Abb. 68).  

 
Abb. 68 Nebenprodukt 51. 

 

Die Bildung des sekundären Amins scheint sterisch gehindert zu sein. Auch drastischere 

Reaktionsbedingungen wie eine längere Reaktionszeit und erhöhte Temperatur führten 

nicht zur gewünschten Diaminierung, da Zersetzung eintrat.  

Daraufhin wurde ein alternativer Syntheseweg gewählt, um Verbindung 47 darzustellen. 

Verbindung 46 wurde dazu in DCM gelöst und mit MCPBA bei 30 °C vier Stunden 

gerührt. Es konnte das entsprechende Epoxid-Derivat 52 in 62%iger Ausbeute erhalten 

werden (s. Abb. 69). 
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     MCPBA = meta-Chlorperbenzoesäure 

Abb. 69 Synthese des Epoxid-BODIPY-Derivats. 

 

Die Öffnung des Epoxidrings erfolgte durch Zugabe von LiOH in Wasser bei 30°C für 

2 Stunden. Es konnte das entsprechende Diol 53 in 13%iger Ausbeute erhalten werden  

(s. Abb. 70). 

 
Abb. 70 Synthese des Diol-BODIPY-Derivats 53. 

 

In einem nächsten Schritt sollte durch die Umsetzung von Verbindung 53 mit Mesylchlorid 

und Natriumazid Verbindung 54 dargestellt werden (s. Abb. 71), so dass in einem 

folgenden Schritt durch Reduktion die Zielstruktur 47 erhalten werden kann.  

 
Abb. 71 Synthese des Diazid-BODIPY-Derivats 54. 
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Die Synthese des Diazid-BODIPY-Derivats war leider nicht zielführend, da auch hier 

wieder lediglich die primäre Hydroxylgruppe in die Azidfunktion umgewandelt werden 

konnte. Auch die Variation des Lösungsmittels und der Reaktionszeit waren nicht 

zielführend. Somit gelang im Rahmen dieser Arbeit nicht die Generierung eines α, β-

Diamino-BODIPY-Derivats. Die sterische Hinderung des sekundären Substituenten führte 

lediglich stets zu den monosubstiuierten Derivaten.  

 

In weiterführenden Studien sollte die Einführung der Diaminfunktionalität bereits bei der 

BODIPY-Grundkörpergenerierung erfolgen. Dabei ist allerdings zu beachten, dass die 

Schützung der Diaminofunktionalitäten bei Wahl dieser Strategie zwingend notwendig ist, 

um komplexe Nebenreaktionen zu vermeiden, die die ohnehin schwierige Aufreinigung 

der BODIPY-Derivate nicht zusätzlich erschweren und damit die Ausbeute verringern 

würden. Im Rahmen dieser Arbeit war dies leider nicht mehr möglich.  

.
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7 Darstellung und Charakterisierung 
fluoreszenzmarkierter Thioadenosin-Derivate 

7.1 Einleitung 
 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Adenosin-Derivate mit den in Kapitel 6 vorgestellten 

BODIPY-Derivaten fluoreszenzmarkiert werden, um Werkzeuge für die Charakterisierung 

der membranständigen Rezeptoren zu erhalten und neue Einsichten in die Rezeptor-

vermittelte Endozytose zu bekommen. Des Weiteren können fluoreszenzmarkierte 

Adenosin-Derivate für die Bestimmung der Affinitäten neuer Liganden durch die 

Verwendung von fluoreszenz-basierten Assays genutzt werden und damit die zur Zeit 

vorherrschenden radioaktiv-markierten Liganden ersetzen. Die Vorteile, die mit dem 

Verzicht von radioaktiv detektierten Versuchen einhergehen, liegen auf der Hand. Sie 

reichen von der Minimierung des gesundheitlichen Risikos über die Vermeidung 

radioaktiven Abfalls, der kostenintensiv eingelagert werden muss, bis hin zu verminderten 

Dokumentationspflichten gegenüber den Behörden. Fluoreszenz-basierte Assays können 

diese Risiken sowie die Kosten drastisch reduzieren. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es allerdings nur wenige affine und gleichzeitig selektive 

fluoreszenzmarkierte Adenosin-Derivate. So konnte beispielsweise Dr. Fabian Heisig 

selektive A1-Adenosinrezeptor-Agonisten und A2B-Adenosinrezeptor-Antagonisten mit 

Ki-Werten im unteren nanomolaren Bereich darstellen.228 Auch die Arbeitsgruppe von  

S. Hill konnte einen selektiven Adenosinrezeptorliganden entwickeln. Dieser bindet im 

subnanomolaren Bereich an den A3-Rezeptor.239 Die ebenfalls in diesem Arbeitskreis 

entwickelten fluoreszierenden A1-Rezeptorliganden zeigten zwar gute Affinitäten am 

Adenosinrezeptor, weisen allerdings keinerlei Selektivität auf.166   

In unserem Arbeitskreis wurden Derivate des 2-Thioadenosin synthetisiert, die gute 

Affinität und teilweise auch Selektivität zum A2A-Adenosinrezeptor aufweisen  

(s. Kapitel 8). Da bislang kein fluoreszierender A2A-Adenosinrezeptorligand mit 

ausreichender Affinität und Selektivität verfügbar ist, wurde 2-Thioadenosin als 

Grundgerüst für die Fluoreszenzmarkierung gewählt. Fabian Heisig stellte im Rahmen 

seiner Dissertation Verbindung 56 dar.228 Diese Verbindung wurde von Andrea 

Behrenswerth in Radioligandbindungsstudien am rA2A-Adenosinrezeptor getestet und wies 

an diesem Rezeptor eine Affinität im mikromolaren Bereich auf.240 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden von dieser Substanzklasse weitere Analoga 

hergestellt und mittels Radioligandbindungsstudien auf deren Affinität und Selektivität an 

den Adenosinrezeptoren getestet, mit dem Ziel die Affinität zu steigern. 

 

7.2 Synthese fluoreszenzmarkierter Thioadenosin-
Derivate 

 

Für die Darstellung der analogen Verbindungen wurde 2-Thioadenosin in DMF gelöst und 

die Thiol-Funktionalität durch Zugabe von Natriummethanolat deprotoniert. Die Kopplung 

des Fluorophors erfolgte im Folgenden durch eine nucleophile Substitutionsreaktion  

(s. Abb. 72). 

 
Abb. 72 Synthese der fluoreszierenden Thioadenosin-Derivate. 

 

Die Verbindungen 56 bis 60 konnten nach säulenchromatographischer Reinigung in 

mittleren bis guten Ausbeuten isoliert werden (s. Tabelle 5).  
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Tabelle 5 Ausbeuten der Verbindungen 56 - 60. 

Verbindung 
(SG) 

Kettenlänge 
n 

Ausbeute  
[%] 

56 
(239) 

2 79 

57 
(237) 

3 73 

58 
(235) 

4 63 

59 
(236) 

5 54 

60 
(240) 

10 54 

       

 

Es wurden Absorptions- und Emissionsspektren der so dargestellten Verbindungen 

aufgenommen. Die Substanzen zeigten ein Absorptionsmaximum von 497 bzw. 498 nm  

(s. Abb. 73).  

 
Abb. 73 Absorptionsspektren der Verbindungen 56 - 60. 

Die Emission der Verbindungen lag zwischen 504 und 512 nm (s. Abb. 74). Die 

spektroskopischen Eigenschaften bleiben also im Vergleich mit dem ungekoppelten 

Fluorophor unverändert. Weiterhin wurden die Fluoreszenzquantenausbeuten in Ethanol 

bestimmt. Als Referenz diente der Fluorophor Rhodamin 6G. Alle dargestellten 

fluoreszenzmarkierten Adenosin-Derivate zeigten dabei Quantenausbeuten von nahezu 

100% und sind daher hervorragend beispielsweise für den Einsatz in der 

Fluoreszenzmikroskopie geeignet. 
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Abb. 74 Emissionsspektren der Verbindungen 56 - 60. 

 

7.3 Pharmakologische Untersuchung der 
fluoreszenzmarkierten Thioadenosin-Derivate 

 

Die so dargestellten Verbindungen 56 bis 60, sowie Verbindung 55 wurden im Rahmen 

dieser Arbeit mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien auf deren Affinität und 

Selektivität an Adenosinrezeptoren untersucht (s. Tabelle 6). Dazu wurden die Substanzen 

an nativen Rattenhirn und an den humanen Rezeptoren getestet, um sowohl Aussagen über 

die Affinitäten an den unterschiedlichen Subtypen als auch über eventuell vorhandene 

Speziesunterschiede treffen zu können. Dazu wurden für die A1-Bindungsstudien der A1-

selektive Radioligand [³H]CCPA und für die A2A-Bindungsstudien [³H]CGS21680 

verwendet. Für die A2B-Bindungsstudien wurde der A2B-selektive Antagonist [³H]PSB-603 

eingesetzt, da bis zum jetzigen Zeitpunkt kein A2B-selektiver Agonist zur Verfügung steht. 

A3-Bindungsstudien wurden einerseits mit dem unselektiven Liganden [³H]NECA als auch 

mit dem A3-Antagonist [³H]PSB-11 durchgeführt, um den Effekt einer antagonistischen 

Radioligandbindung abschätzen zu können. Die A1- und A2A-Rezeptoren entstammen 

Rattencortex bzw. -striatum Membranpräparationen. Die humanen A1-, A2A-, A2B- und A3-

Rezeptoren sowie die Ratten A3-Rezeptoren wurden in CHO-Zellen exprimiert. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst. 
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Tabelle 6 Affinitäten fluoreszenzmarkierter 2-Thioadenosin-Derivate zu den Adenosin-Rezeptor-Subtypen 

 

 

  Ki ± SEM [µM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3)
 

Verbindung 

(SG) 

Kettenlänge 

n 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human / 

Ratte 

[³H]NECA 

A3 human 

[³H]PSB-11 

56 

(239) 
2 5.23 ± 2.51a 

6.22 ± 0.51 

7.88 ± 0.75 
≥ 10 

48 ± 1 (10 µM) 

> 10 
7 ± 1 (10 µM) 

0.566 ±0.166 
3.62 ± 1.49a 

~ 10 
57 ± 4 (10 µM) 

57 

(237) 
3 1.36 ± 0.13 

0.304 ± 0.015 
2.83 ± 0.85 
1.08 ± 0,07 

> 10 
23 ± 10 (10 µM) 

0.707 ± 0.058 
2.34 ± 0.36a 

0.558 ± 0.071 

58 

(235) 
4 2.23 ± 0.73 

0.344 ± 0.067 
1.37 ± 0.10 

0.879 ± 0.181 
> 10 

18 ± 4 (10 µM) 

0.211 ± 0.023 
3.50 ± 4.03a 0.542 ±0.031 

59 

(236) 
5 3.27 ± 0.97 

0.368 ± 0.091 
7.58 ± 5.11 

0.865 ± 0.133 
> 10 

7 ± 5 (10 µM) 

0.341 ± 0.096 
1.95 ± 0.37a 0.223 ± 0.020 

60 

(240) 
10 1.41 ± 0.67a 

0.709 ± 0.047 
1.44 ± 0.44 
2.63 ± 0.30 

> 10 
- 2 ± 6 (10 µM) 

1.06 ± 0.24 
0.715 ± 0.053a 

~ 10 
56 ± 3 (10 µM) 

 a n = 2 
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Die Untersuchungen am A1-Rezeptor zeigten, dass ein Speziesunterschied zwischen 

Ratten- und humanem Rezeptor auszumachen ist. Es konnten mit Ausnahme von 

Verbindung 56 höhere Affinitäten (nanomolarer Bereich) am Ratten- als am humanen A1-

Rezeptor (mikromolarer Bereich) beobachtet werden (s. Abb. 75 und Abb. 76). Die 

höchste Affinität (1,36 µM human bzw. 304 nM Ratte) ließ sich mit einer Linkerlänge von 

drei Methylen-Einheiten beobachten. Wurde der Linker um eine bzw. zwei Methylen-

Einheiten verlängert, führte dies am Rattenrezeptor zu einer sehr geringen Abnahme der 

Affinität. Am humanen Rezeptor fiel der Affinitätsverlust bei Verlängerung der 

Linkerlänge deutlicher aus. So konnte bei einer Linkerlänge von fünf Methylen-Einheiten 

lediglich ein Ki-Wert von 3,27 µM beobachtet werden. Eine weitere Verlängerung des 

Linkers auf zehn Methylen-Einheiten führte am Rattenrezeptor zu einem leichten 

Affinitätsverlust. Am humanen Rezeptor fiel dieser Verlust geringer aus. Ein kürzerer 

Linker mit zwei Methylen-Einheiten wurde sowohl vom Ratten- als auch vom humanen 

Rezeptor weniger gut toleriert, so dass deutlich niedrigere Affinitäten erzielt wurden 

(5,23 µM human bzw. 6,22 µM Ratte). Eine mittlere Linkerlänge scheint beim A1-

Rezeptor dementsprechend bevorzugt zu werden.  
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Abb. 75 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 an A1-Adenosinrezeptoren (Rattencortex) gegen 1 nM [³H]CCPA. 

Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 57 von 0,304 µM, für 58 von 0,344 µM, für 59 von 0,368 µM und für 60 von 
0,709 µM ermittelt. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 

wurden. 
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Abb. 76 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 gegen 1 nM [³H]CCPA an rekombinanten CHO-Zellmembranen, 
die den humanen A1-Rezeptor exprimieren. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 57 von 1,36 µM, für 58 von 2,23 µM, 
für 59 von 3,27 µM und für 60 von 1,41 µM ermittelt. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die 

jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. 

 

Am A2A-Rezeptor sind ebenfalls Speziesunterschiede auszumachen (s. Abb. 77 und  

Abb. 78). So zeigte Verbindung 56 mit kurzem Linker am Rattenrezeptor eine geringe 

Affinität (48% Inhibition bei 10 µM, Ki-Wert ca. 10 µM) und am humanen Rezeptor eine 

Affinität von 7,88 µM. Mit steigender Linkerlänge stieg die Affinität an. Verbindungen 58 

und 59 wiesen vergleichbar gute Affinitäten am Rattenrezeptor im nanomolaren Bereich 

auf. Am humanen Rezeptor stellte Verbindung 58 die affinste Verbindung dar. Verbindung 

60 mit sehr langem Linker wurde mit einem Ki-Wert von 1,44 µM am humanen und mit 

2,63 µM am Rattenrezeptor eher moderat gebunden.  
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Abb. 77 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 an A2A-Adenosinrzeptoren (Rattenstriatum) gegen 5 nM 

[³H]CGS21680. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 56 von ca. 10 µM, für 57 von 1,08 µM, für 58 von 0,879 µM, für 
59 von 0,865 µM und für 60 von 2,63 µM ermittelt Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die 

jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. 
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Abb. 78 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 an rekombinanten CHO-Zellmembranen, die den humanen A2A-
Rezeptor exprimieren gegen 5 nM [³H]CGS21680. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 56 von 7,88 µM, für 57 von 

2,83 µM, für 58 von 1,37 µM, für 59 von 7,58 µM und für 60 von 1,44 µM ermittelt Die Kurven stammen von drei 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden 

 

Eine Bindung an A2B-Rezeptoren konnte nicht beobachtet werden. Dies steht in 

Übereinstimmung mit Berichten von Volpini et al., nach denen für diese Art von 

Strukturen eine Affinität am A2B-Rezeptor nicht erwartet werden kann.241  

Für den A3-Rezeptor konnte ebenfalls ein Speziesunterschied beobachtet werden. 

Allerdings war hier bemerkenswert, dass entgegen der Beobachtungen am A1- und A2A-

Rezeptor eine höhere Affinität für den humanen als zum Rattenrezeptor erzielt wurde. 

Verbindung 58 wies bei Verwendung des Agonist-Radioliganden [³H]NECA die höchste 

Affinität mit 211 nM auf. Allerdings konnten bei den anderen Verbindungen Affinitäten in 

etwa der gleichen Größenordnung beobachtet werden (s. Abb. 79 und Abb. 80). Wurde 

stattdessen der Antagonisten-Radioligand [³H]PSB-11 für die Kompetitionsexperimente 

verwendet, so konnte mit Ausnahme von Verbindung 59 eine leicht reduzierte Affinität 

beobachtet werden. Die Bindungsstudien am Ratten-A3-Rezeptor zeigten Affinitäten im 

unteren mikromolaren Bereich. Es konnte festgestellt werden, dass mit steigender 

Linkerlänger die Affinität zu diesem Rezeptor zunahm. Verbindung 60, die den längsten 

Linker dieser Serie aufweist, zeigte hier die höchste Affinität mit 715 nM. Entgegen der 

Erwartungen konnten keine deutlichen Unterschiede in der Affinität bei Verwendung eines 

antagonistischen Radioliganden beobachtet werden.  
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Abb. 79 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 an rekombinanten CHO-Zellmembranen, die den Ratten  
A3-Rezeptor exprimieren, gegen 10 nM [³H]NECA. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 56 von 3,62 µM, für 57 von 

2,34 µM, für 58 von 3,50 µM, für 59 von 1,95 µM und für 60 von 0,715 µM ermittelt Die Kurven stammen aus drei 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. 
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Abb. 80 Kompetitionskurven der Verbindungen 56-60 an rekombinanten CHO-Zellmembranen, die den humanen A3-
Rezeptor exprimieren gegen 10 nM [³H]NECA. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 56 von 0,566 µM, für 57 von 

0,707 µM, für 58 von 0,211 µM, für 59 von 0,341 µM und für 60 von 1,06 µM ermittelt Die Kurven stammen von drei 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. 

 

Die Speziesunterschiede der Adenosinrezeptorsubtypen sind durch Gegenüberstellung der 

pKi-Werte der untersuchten fluoreszenzmarkierten Derivate in Abb. 81 und Abb. 82 

(Graph A, B und C) veranschaulicht. 
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Abb. 81 Vergleich der pKi-Werte der getesteten fluoreszenzmarkierten 2-Thioadenosin-Derivate an humanen und Ratten-

A1-Adenosinrezeptoren (A) und an humanen und Ratten A2A-Adenosinrezeptoren (B). 

 

Die Tatsache, dass sich in Grafik A fast alle Datenpunkte oberhalb der Diagonalen 

befinden, zeigt, dass die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten fluoreszenzmarkierten 

Derivate eine höhere Affinität zum Ratten-A1-Rezeptor als zum humanen Rezeptor 

besitzen. Lediglich Verbindung 56 mit dem kürzesten Linker zeigte ähnliche Affinitäten 

für beide Spezies. 

In Grafik B ist festzustellen, dass sich fast alle Datenpunkte unterhalb der Diagonale 

befinden. Die Verbindungen binden somit stärker an den humanen als an den Ratten-A2A-

Rezeptor. Die Ausnahme stellt Verbindung 60 mit dem längsten Linker dar. Die Ki-Werte 

für beide Spezies sind an beiden Rezeptoren, A1 und A2A, annähernd identisch. Diese 

Unterschiede bestätigen frühere Beobachtungen und zeigen, dass die Bestimmung der 

Affinitäten an unterschiedlichen Spezies bei zukünftigen Untersuchungen unverzichtbar 

ist.242, 243 
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Abb. 82 Vergleich der pKi-Werte der getesteten fluoreszenzmarkierten 2-Thioadenosin-Derivate am humanen und 
Ratten-A3-Adenosinrezeptoren.  

 

In Grafik C (s. Abb. 82) ist erkennbar, dass Verbindung 56 (kürzester Linker) und 60 

(längster Linker) in der Nähe der Diagonalen liegen. Verbindung 60 bindet unwesentlich 

stärker an den humanen als an den Rattenrezeptor. Bei Verbindung 56 sind die Affinitäten 

zu beiden Spezies vergleichbar. Die Verbindungen 57-59 dagegen befinden sich oberhalb 

der Diagonale und binden damit stärker an den Rattenrezeptor als an den humanen. Die 

Speziesunterschiede am A3-Rezeptor sind damit weniger stark ausgeprägt als am A1- oder 

A2A-Adenosinrezeptor. 

Da anhand von Bindungsstudien nicht abgelesen werden kann, ob es sich bei den hier 

hergestellten Verbindungen um Agonisten oder Antagonisten handelt, wurden funktionelle 

Studien durchgeführt.  
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Abb. 83 Durch Testverbindungen 56-60 (100 µM) induzierte cAMP-Akkumulation in CHO-Zellen, die den humanen 
A2A-Adenosinrezeptor exprimieren, im Vergleich zum Vollagonisten NECA (10 µM ≜ 100 %). 
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In Abb. 83 sind die für die getesteten 2-Thioadenosin-Derivate 56-60 (finale Konzentration 

100 µM) ermittelten prozentualen cAMP-Level im Vergleich zu denen des unselektiven 

Vollagonisten NECA (finale Konzentration 10 µM) dargestellt. Es stellte sich heraus, dass 

Zellen, die den humanen A2A-Adenosinrezeptor exprimieren und mit im Rahmen dieser 

Arbeit synthetisierten fluoreszierenden 2-Thioadenosin-Derivate behandelt wurden, 

vergleichbare Mengen an cAMP akkumulierten wie die Kontrollzellen, die mit NECA 

inkubiert wurden. Die dargestellten Verbindungen stellen also Agonisten am humanen 

A2A-Rezeptor dar.  
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Abb. 84 Durch die Testverbindungen 56-60 (100 µM) induzierte Reduktion der Forskolin-abhängigen cAMP-

Akkumulation in CHO-Zellen, die den humanen A3-Adenosinrezeptor exprimieren, im Vergleich zum Vollagonisten 
NECA (10 µM ≜ 100 %). Die Daten wurden mittels Student’s t-Test analysiert, Graphpad Prism Version 5. Die 

signifikanten Unterschiede wurden wie folgt angegeben: ***P < 0,0001, **P< 0,001. Die Daten stammen von drei 
unabhängigen Experimenten, die in Triplikaten durchgeführt wurden. 

 

Außerdem wurde die prozentuale Reduktion der Forskolin-abhängigen cAMP-

Akkumulation in CHO-Zellen, die den humanen A3-Adenosinrezeptor exprimieren, 

induziert durch die Verbindungen 56-60 (finale Konzentration 100 µM) im Vergleich zu 

der des unselektiven Vollagonisten NECA (finale Konzentration 10 mM) ermittelt  

(s. Abb. 84). Dabei stellte sich heraus, dass Zellen, die mit den Verbindungen 57-59 

inkubiert wurden, eine vergleichbare Reduktion an cAMP aufwiesen wie die 

Kontrollzellen, die mit NECA behandelt wurden. Diese Verbindungen wirken als 

Agonisten am humanen A3-Adenosinrezeptor. Zellen, die mit den Verbindungen 56 und 60 

inkubiert wurden, zeigen hingegen eine verringerte Reduktion des cAMP-Levels, so dass 

diese beiden Verbindungen partiell agonistisch an diesem Subtyp wirken. 
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7.4 Zusammenfassung und Ausblick 
 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier fluoreszenzmarkierte Adenosinrezeptorliganden in 

guten bis sehr guten Ausbeuten synthetisiert werden. Deren Untersuchung mittels 

Radioligandbindungsstudien ergab, dass die Verbindungen Affinität sowohl am A1- und 

A2A-Rezeptor als auch am A3-Rezeptor aufwiesen. Mit dem A2B-Rezeptor zeigten die 

Testsubstanzen erwartungsgemäß keine Interaktion. 

Die beste Affinität zum A1-Rezeptor wurde mit Verbindung 57, die einen dreitatomigen 

Linker aufweist, erzielt. Am A2A-Rezeptor konnten 58 und 59 als potenteste Verbindungen 

identifiziert werden (s. Abb. 85). Die Ki-Werte dieser Verbindungen lagen im oberen 

nanomolaren Bereich. Alle Verbindungen dieser Serie zeigten an beiden Subtypen eine 

geringere Wirkung am humanen Rezeptor als am Rattenrezeptor. 
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58: Ki (A1) = 2,23 µM (h); 0,344 µM (r)

Ki (A2A) = 1,37 µM (h); 0,879 µM (r)

Ki (A2B) > 10 µM (h)
Ki (A3) = 0,211 µM (h); 3,50 µM (r)

57: Ki (A1) = 1,36 µM (h); 0,304 µM (r)

Ki (A2A) = 2,83 µM (h); 1,08 µM (r)

Ki (A2B) > 10 µM (h)
Ki (A3) = 0,707 µM (h); 2,34 µM (r)

59: Ki (A1) = 3,27 µM (h); 0,368 µM (r)
Ki (A2A) = 7,58 µM (h); 0,865 µM (r)

Ki (A2B) > 10 µM (h)
Ki (A3) = 0,341 µM (h); 1,95 µM (r)

 
Abb. 85 Fluoreszenzmarkierte 2-Thioadenosin-Derivate als neue pharmakologische Tools für die Charakterisierung von 

Adenosinrezeptoren. 

 

Verbindung 58 erwies sich am A3-Rezeptor als die potenteste Substanz der Serie und es 

konnte ein Ki-Wert von 211 nM am humanen Rezeptor bestimmt werden. Bemerkenswert 



7. Darstellung und Charakterisierung fluoreszenzmarkierter-Thioadenosin-Derivate 

 

110 
 

bei den Studien an diesem Rezeptorsubtyp war, dass alle Testsubstanzen affiner an dem 

humanen als an dem Rattenrezeptor waren. Dies könnte an der geringeren Rezeptor-

Homologie zwischen dem humanen und dem Ratten A3-Adenosinrezeptor liegen. Die 

Verbindungen scheinen stärkere Wechselwirkungen mit der humanen Bindungstasche 

einzugehen und zeigen daher erhöhte Affinität für diesen Rezeptor. Bei den Studien konnte 

kein signifikanter Unterschied bei der Verwendung des antagonistischen Radioliganden 

[³H]PSB-11 anstelle des agonistischen Radioliganden [³H]NECA beobachtet werden. Eine 

mögliche Ursache dafür könnte der Bindungsmodus von PSB-11 sein. Möglicherweise 

bindet PSB-11 nicht ausschließlich an die inaktive Konformation, sondern auch an eine 

Zwischenkonformation des Rezeptors, so dass die resultierenden Affinitäten der 

Testverbindungen sich nicht so stark unterscheiden wie erwartet. Da derzeit keine 

Kristallstruktur des humanen A3-Adenosinrezeptor verfügbar ist, kann diese Hypothese 

allerdings nicht überprüft werden.  

Es wurden zusätzlich funktionelle Studien an rekombinierten CHO-Zellen, die den Gs-

gekoppelten humanen A2A- und den Gi-gekoppelten A3-Adenosinrezeptor stabil 

exprimierten, durchgeführt. Dazu wurde entweder die cAMP-Akkumulation in den Zellen 

nach Zugabe der Testsubstanzen oder die Reduktion des Forskolin-abhängigen cAMP-

Levels nach Zugabe der Verbindungen bestimmt. Als Kontrolle diente der Vollagonist 

NECA. Die Zellen, die den humanen A2A-Rezeptor exprimieren und mit den 

fluoreszierenden Testsubstanzen inkubiert wurden, akkumulierten alle vergleichbare 

Mengen cAMP verglichen mit den Zellen, die mit NECA inkubiert wurden. Die 

Testsubstanzen wirken damit agonistisch am humanen A2A-Rezeptor. Die Zellen, die den 

Gi-gekoppelten humanen A3-Adenosinrezeptor exprimieren, und mit den Verbindungen  

57 - 59 inkubiert wurden, zeigten eine vergleichbare Reduktion des cAMP-Levels 

verglichen mit der Kontrollgruppe, die mit dem unselektiven Vollagonisten NECA 

behandelt wurden. Diese Testverbindungen wirken am hA3-Rezeptor als Agonisten. Die 

Inkubation mit den Verbindungen 56 und 60 führte hingegen lediglich zu einer 

verringerten Reduktion des cAMP-Levels verglichen mit der Kontrollgruppe, so dass diese 

beiden Verbindungen partial agonistisch an diesem Subtyp wirken. 

Die hier synthetisierten und in radioaktiven Bindungs- und funktionellen Studien 

pharmakologisch untersuchten Derivate 57 - 59 stellen somit wichtige Werkzeuge für die 

Entwicklung fluoreszenzbasierter Assays oder für Fragestellungen, die mittels 

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden können, dar.  
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In weiterführenden Studien sollte durch Einbringen von Heteroatomen und durch 

Substitutionen am Linker versucht werden, einerseits die Affinität und andererseits die 

Selektivität zugunsten eines Adenosinrezeptor-Subtyps zu steigern, so dass die Derivate 

auch in nativem Gewebe, in dem verschiedene Adenosinrezeptor-Subtypen vorkommen, 

angewendet werden können.  

 



8. Funktionelle Charakterisierung neuer Adenosin-Rezeptorliganden 

 

112 
 

  



8. Funktionelle Charakterisierung neuer Adenosin -Rezeptorliganden 

113 
 

8 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG 
NEUER ADENOSIN-REZEPTORLIGANDEN 

8.1.  EINLEITUNG 

 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden von Dr. Ali El-Tayeb synthetisierte Verbindungen 

untersucht, welche die in Abb. 86 dargestellte Struktur aufweisen. Diese Struktur besteht 

aus dem Adenosingrundgerüst und besitzt Substituenten in Position 2 und 5’. 

N

NN

N

NH2

O

RO

OH OH

R

1

23
4

5
67

8

9

1'2'3'4'

5'

 

Abb. 86 Leitstruktur für die Entwicklung potenter und selektiver A2A-Adenosinrezeptor-Agonisten. 

 

Die meisten potenten und selektiven Adenosinrezeptor-Agonisten weisen Adenosin als 

Grundstruktur auf, das in Position 2 des Adenins und/oder in Position 5’ der Riboseeinheit 

mit einem Substituenten modifiziert wurde. Sowohl die Disubstitution von N6 und 

Position 2, als auch Substitutionen in Position 8 können zu potenten A2A-Agonisten führen. 

Die Einführung eines N-Ethylcarboxamids in Position 5’ des Riboserings (wie 

beispielsweise in NECA) oder die Einführung eines Tetrazolrings sind die häufigsten 

Modifikationen der Riboseeinheit. Auch die Einführung großer cyclischer Substituenten 

(sowohl aromatische als auch Cycloalkyl-Reste) oder langer mit elektronenreichen 

Funktionen (Doppelbindungen, O, NH, S, etc.) versehener Alkylketten, die einen großen 

cyclischen Substituenten mit dem Adenosingerüst in Position 2 verbinden, können zu 

potenten und selektiven A2A-Agonisten führen. Als Beispiel sei hier Binodenoson 

aufgeführt, das derzeit in klinischen Studien untersucht wird.1-3, 87, 89, 90, 244-246 
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Für die Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen von substituierten Adenosin-

Derivaten an Adenosinrezeptoren wurden insgesamt 100 Verbindungen synthetisiert, die 

sich sowohl in der Art des in Position 2 befindlichen Linkers, als auch durch verschiedene 

Ringsysteme unterscheiden und/oder auch Substituenten in Position 5’ tragen. Es wurden 

außerdem sieben Derivate dargestellt, die in Position 2’ und 3’ mittels Anisaldehyd 

geschützt waren. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Synthese von Adenosin-

Derivaten mit hoher Polarität gelegt, da sehr polare Verbindungen in der Regel schlecht 

resorbiert werden und damit lokal antiinflammatorische Wirkung zeigen könnten ohne 

systemische Effekte wie beispielsweise Hypotonie auszulösen. 

Die Affinität der Verbindungen an A1- und A2A-Rezeptoren wurde mittels 

Radioligandbindungsstudien an nativem Rattenhirn (Cortex- bzw. Striatum-

Membranpräparationen) bestimmt. 1  Die A1-Bindungsstudien wurden mit dem A1-

selektiven Agonist-Radioliganden [³H]CCPA und die A2A-Bindungsstudien mit dem A2A-

selektiven Agonist-Radioliganden [³H]CGS21680 an Rattencortex bzw. -striatum 

Membranpräparationen durchgeführt. Die affinsten Verbindungen wurden anschließend an 

den humanen Subtypen unter Verwendung von CHO-Zellmembranpräparationen, die 

rekombinant Adenosin A1- bzw. A2A-Rezeptoren exprimieren, untersucht. Dies ermöglicht 

einerseits, Aussagen über die Affinität an den menschlichen Adenosinrezeptoren treffen zu 

können, und andererseits, Hinweise auf Spezies-abhängige Unterschiede zu erlangen. Um 

eine Aussage über die Selektivität zu erhalten, wurden zusätzlich die Affinitäten am A3-

Rezeptor bestimmt. Die Affinitäten am A2B-Rezeptorsubtyp wurden nur für die potentesten 

Verbindungen bestimmt, da Volpini et al. und weitere Arbeitsgruppen bereits gezeigt 

hatten, dass eine Affinität am A2B-Rezeptor für diese Art von Strukturen nicht zu erwarten 

ist.241 Die A3-Bindungsstudien wurden mit dem agonistischen Radioliganden [³H]NECA 

und die A2B-Bindungsstudien mit dem antagonistischen A2B-selektiven Radioliganden 

[³H]PSB-11 (da derzeit kein agonistischer Radioligand zur Verfügung steht) an humanen 

rekombinanten A3- bzw. A2B-Adenosinrezeptoren, die in CHO-Zellen exprimiert wurden, 

durchgeführt. Exemplarisch wurden für ausgewählte Verbindungen funktionelle Studien in 

Form von cAMP-Akkumulationsexperimenten an CHO-Zellen, die den humanen A2A-

Rezeptor stabil exprimieren, durchgeführt. 

  

                                                 
1 Dies erfolgte unter Mitwirkung von Nicole Florin, Dr. Simone Hildenbrand, Dr. Andrea Behrenswerth und 
Dr. Aliaa Abdelrahman. 
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8.2 KOMPETITIVE RADIOLIGAND-REZEPTOR-
BINDUNGSSTUDIEN AN A1-, A2A- UND A3-ADENOSIN-
REZEPTOREN: ANALYSE DER STRUKTUR-
WIRKUNGSBEZIEHUNGEN 

 

Die Affinitäten der mittels Radioligandbindungsstudien untersuchten Testverbindungen 

sind in Tabelle 7aufgeführt. 

Ausgehend von der Grundstruktur 55 (s. Abb. 87) mit einer Affinität von 80,3 nM am A1-

Adenosinrezeptor und gleichzeitiger Selektivität gegenüber den anderen Subtypen, 

synthetisierte Dr. Ali El-Tayeb eine Serie von Verbindungen mit Modifikationen an 

Position 2 des Adenosingrundgerüsts.  

 

 
Abb. 87 Strukturformel der Leitstruktur 55. 

 

Da aus früheren Studien bekannt war, dass eine Substitution an Position 2 zu potenten A2A-

Rezeptor-Agonisten führen kann, sollten anhand der synthetisierten Verbindungen durch 

Radioligandbindungsstudien Struktur-Wirkungsbeziehungen für die Optimierung eines 

potenten und dabei gleichzeitig selektiven A2A-Rezeptor-Agonisten durchgeführt werden. 

Dazu wurden sowohl verschiedene Linkerarten und -längen, als auch unterschiedliche 

cyclische Strukturelemente eingeführt. 

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Struktur-Wirkungsbeziehungen zeigten, dass 

eine Substitution in Position 2 nicht automatisch zu hoher Affinität am A2A-Rezeptor führt. 

Die Art des Substituenten ist entscheidend für die Potenz und Subtyp-Selektivität. 

Grundsätzlich konnte festgestellt werden, dass erwartungsgemäß Adenosinderivate, die 

über einen Linker mit einer cyclischen Struktur verbunden sind, zu guten Ergebnissen 

führten. Dazu wurden zunächst unterschiedlich lange Alkylketten in Position 2 eingeführt, 
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um so die optimale Linkerlänge zu erhalten. Die Einführung eines kleinen Substituenten 

wie beispielsweise des S-Thiohydroxylamins in Position 2 (Verbindung 65) führte zu einer 

Verringerung der Affinität zum A1-Rezeptor um das Vierfache verglichen mit der 

Leitstruktur 55. Zum A2A-Rezeptor wurde kaum Affinität beobachtet. Das Einbringen 

eines Thioglycolsäuresubstituenten in Position 2 (Verbindung 66) führte ebenfalls zu 

einem Affinitätsabfall am A1-Rezeptor (um das 25-fache verglichen mit der Leitstruktur 

55). Affinität zum A2A-Rezeptor wurde kaum beobachtet (30% Inhibition bei einer finalen 

Konzentration von 10 µM). Die Einführung einer Allyl- (63) oder Alkinylgruppe (64) 

führte wiederum zu einer bevorzugten Wirkung am A1-Rezeptor. Die Verbindungen waren 

dort um das Drei- bis Fünffache aktiver als am A2A-Rezeptor. Die Substitution in Position 

2 mit einem Propylthio-Rest (61) führte zu einer Verringerung der Affinität zum A1-

Rezeptor um das 16-fache. Am A2A-Rezeptor wies die Verbindung einen Ki-Wert von 

1,35 µM auf. Eine weitere Verlängerung der Alkylkette (62) führte sowohl am A1- als auch 

am A2A-Rezeptor zu Affinitäten im mittleren mikromolaren Bereich. Das Einbringen einer 

zyklischen Struktur an das Ende des Linkers in Form von Cyclohexan mit 

unterschiedlichen Alkyllinkerlängen (0 bis 3 Methyleneinheiten) zeigte, dass mit 

steigender Länge des alkylischen Linkers die Affinität zum A2A-Rezeptor zunahm. Das 

Optimum lag bei einer Linkerlänge von drei Atomen (Cycloethylthiol-Rest, 69). 

Verbindung 70, die einen Cyclopropylthiol-Rest trägt, zeigte eine schwächere Bindung an 

den A2A-Rezeptor (Ki = 1,68 µM) als Verbindung 69 (Ki = 372 nM). Verbindung 69 wies 

somit am A2A-Rezeptor die beste Affinität auf. Ein vieratomiger Linker scheint ungünstig 

für eine Bindung an den A2A-Rezeptor zu sein. Die Ergebnisse bestätigten die in der 

Literatur beschriebenen Beobachtungen. Außerdem wurde in der Literatur berichtet, dass 

viele potente und selektive A2A-Adenosinrezeptor-Agonisten Adenosin-Derivate sind, die 

Modifikationen durch die Einführung großer Substituenten in Position 2 des 

Adenosingrundgerüsts und/oder in Position 5’ der Ribose tragen, wie dies beispielsweise in 

den Verbindungen CGS21680 oder NECA der Fall ist. 
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Tabelle 7 Affinitäten verschiedener 2-Thioadenosin-Derivate an humanen und Ratten-Adenosin-Rezeptoren (n=3). 
 

 

  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte  

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte [3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

55 H 80.3 ± 14 
> 1 000 

29 ± 4 (1 µM) 
> 10 000 

21 ± 3 (10 µM) 
> 1 000 

18 ± 6 (1 µM) 

61 

(314)  1270 ± 230a 1350 ± 390a n.d. n.d. 

62 

(307)  256 ± 11c, d 542 ± 120c, d n.d. 2320 ± 134b, c, d 

63 

(312)  532 ± 25c, d 1520 ± 280c, d n.d. 6640 ± 787a 

64 

(313)  
555 ± 73d 2900 ± 500d

 n.d. 6990 ± 738d 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet mit dem Radioligand [³H]PSB-11; c Löslichkeitsprobleme; d getestet durch Andrea Behrenswerth . 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human /  

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human /  

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

65 

(345)  
176 ± 65a, d 
312 ± 55a 2480 ± 271a n.d. 5940 ± 900a, c 

66 

(311)  
1930 ± 612a, e 

> 1 000e 

0 ± 1 (1 µM) 

> 10 000e 

30 ± 9 (10 µM) 

n.d. 
> 10 000c, e 

13 ± 3 (10 µM) 

67 

(303)  
139 ± 5.0e 2480 ± 655e n.d. > 1 000e 

48 ± 8 (10 µM)
 

68 

(306)  
498 ± 95e 709 ± 123e n.d. 1720 ± 167e 

69 

(302)  
400 ± 3.0e 372 ± 57e n.d. 3640 ± 719e 

70 

(326)  

> 10 000a, e 

24 ± 1 (10 µM) 
1680 ± 381a, e n.d. 1580 ± 304a, e 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet von  Dr. Aliaa Abdelrahman; c getestet mit dem Radioligand [³H]PSB-11; d n = 2; e getestet durch Andrea 
Behrenswerth 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human /  

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human /  

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

71 

(305)  
994 ± 112e 793 ± 150e n.d. 10400 ± 924e 

72 

(300)  
927 ± 57e 606 ± 183e n.d. 120 ± 15e 

73 

(301)  
180 ± 14e 18.5 ± 1.9e n.d. 1810 ± 588e 

74 

(327)  

404 ± 197d  
1010 ± 180a 

> 10 000b 

41 ± 7 (10 µM) 

152 ± 10a 

> 10 000a 

3 ± 7 (10 µM) 

> 1 000 
16 ± 6 (1 µM) 

75 

(PSB-0777)3 
 

541 ± 167b 
> 1 000e 

12 ± 6 (1 µM) 

379 ± 57b  
44.4 ± 2.4e 

> 10 000e 

1 ± 3 (10 µM) 
> 1 000 

18 ± 6 (1 µM) 

76 

(332)  
1140 ± 34 1160 ± 28 n.d. 3450 ± 530c 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet von  Aliaa Abdelrahman; c getestet mit dem Radioligand [³H]PSB-11; d getestet durch Danielle McCurdy 
(Erasmusstudentin); e getestet durch Andrea Behrenswerth 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

77 

(331)  
454 ± 79 1100 ± 30 n.d. 1330 ± 530b 

78 

(328)  
144 ± 37c  
227 ± 28a 

878 ± 270 
30.6 ± 10 

> 1 000 
- 5 ± 15 (1 µM) 

> 1 000 
26 ± 4 (1 µM) 

79 

(354)  
30.9 ± 5,6a 183 ± 38a n.d. 148 ± 62 

80 

(355)  
12.6 ± 2.5a 44.4 ± 16a n.d. 218 ± 47 

81 

(330) 
 

22.8 ± 5.5a 43.9 ± 11 n.d. 593 ± 61a 

82 

(356) 
 

162 ± 14a 1400 ± 280a n.d. > 1 000 
30 ± 4 (1 µM)

 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet mit dem Radioligand [³H]PSB-11; c = getestet durch Danielle McCurdy (Erasmusstudentin). 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

83 

(831)  
285 ± 14a, b > 1 000b 

12 ± 11 (1 µM) 
n.d. > 1 000b 

10 ± 7 (1 µM)
 

84 

(811)  

760 ± 380a  
41.1 ± 1.7 

> 1 000 

0 ± 3 (1 µM) 

> 1 000 

34 ± 4 (1 µM) 

n.d. 
> 1 000 

22 ± 1 (1 µM) 

85 

(832)  
310 ± 53a, b 395 ± 26b n.d. 

> 1 000b 

35 ± 8 (1 µM) 

86 

(845)  
149 ± 12 329 ± 104 n.d. > 1 000 

24 ± 6 (1 µM) 

87 

(845b)  
352 ± 58e 269 ± 65 n.d. > 1 000 

17 ± 8 (1 µM) 

88 

(833B)  
107 ± 8.0 1450 ± 260 n.d. > 1 000 

42 ± 5 (1 µM) 

a getestet von Dr. Simone Hildenbrand; b Löslichkeitsprobleme 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

89 

(829)  
123 ± 14b 93.9 ± 34 n.d. > 1 000 

23 ± 11 (1 µM) 

90 

(838) 

 

2910 ± 1480a > 1 000 
24 ± 3 (1 µM) 

> 1 000 
12 ± 3 (1 µM) 

> 1 000 
21 ± 5 (1 µM) 

91 

(827)  
36.2 ± 11.5 22.6 ± 3.1 n.d. 

> 1 000 
48 ± 4 (1 µM) 

92 

(830)  

> 1 000 
8 ± 4 (1 µM) 

> 1 000 
3 ± 5 (1 µM) 

n.d. 
> 1 000 

27 ± 7 (1 µM) 

93 

(826)  

191 ± 51 
71.1 ± 2.9 

93 ± 6.1 
9.50 ± 1.2 

> 1 000a 

13 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

32 ± 50 (1 µM) 

94 

(837)  
319 ± 39b 1330 ± 130 n.d. > 1 000 

26 ± 2 (1 µM) 

95 

(836)  

> 1 000 

12 ± 4 (1 µM) 
> 1 000 

10 ± 3 (1 µM) n.d. > 1 000 

27 ± 2 (1 µM) 

agetestet durch Nicole Florin; e getestet von Dr. Simone Hildenbrand 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

96 

(928)  
14.4 ± 4.9a 65.7 ± 10 n.d. 268 ± 62 

97 

(926)  
44.5 ± 4.5a > 1 000 

43 ± 4 (1 µM) 
> 1 000b 

29 ± 1 (1 µM) 
> 1 000 

25 ± 5 (1 µM) 

98 

(931)  
38.1 ± 6.1c 504 ± 48c 

> 1 000 
8 ± 10 (1 µM) 

> 1 000 
46 ± 1 (1 µM) 

99 

(927)  
13.4 ± 5.6 60.1 ± 10 n.d 153 ± 46a 

100 

(925)  
11.5 ± 4.1a 60.2 ± 7.2 

> 1 000b 

18 ± 5 (1 µM) 57.4 ± 8.3 

101 

(929) 
 

174 ± 23 
39.0 ± 7.1c 977 ± 110c n.d. 275 ± 54

 

102 

(934)  
24.5 ± 4.1c 51.1 ± 5.0c n.d. 58.0 ± 7.6a 

agetestet durch Nicole Florin; b n = 2, c getestet von Dr. Simone Hildenbrand 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

103 

(935)  
24.4 ± 4.8a 130 ± 37a n.d. 473 ± 71 

104 

(938) 
 

46.0 ± 13.2 604 ± 102 
> 1 000 

10 ± 4 (1 µM) 
> 1 000 

26 ± 2 (1 µM) 

105 

(937) 
 

122 ± 17 
21.3 ± 0.41 

713 ± 146 n.d. > 1 000 

48 ± 0.31 (1 µM)
 

106 

(932) 
 

62.4 ± 6.4a 647 ± 67 n.d. > 1 000 

15 ± 4 (1 µM)
 

107 

(930) 

 

40.6 ± 7.3a 721 ± 121a n.d. > 1 000 

9 ± 3 (1 µM)
 

a getestet von Dr. Simone Hildenbrand 
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  Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R 

A1 human/ Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human/ Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

108 

(839) 

 

> 1 000a 

24 ± 5 (1 µM) 
> 1 000 

17 ± 2 (1 µM) 
n.d. 839 ± 81 

agetestet durch Nicole Florin 
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Weiterhin sollte untersucht werden, welche strukturelle Diversität der Substituent am Ende 

des Linkers aufweisen kann. Dazu wurden unterschiedliche zyklische Strukturen, sowohl 

Cycloalkylringe als auch Aromaten, über einen dreiatomigen Linker mit dem 

Adenosingrundgerüst verknüpft und substituiert. Die höchste Affinität wurde mit den 

aromatischen Ringen Phenyl (Verbindung 73) und Furan (Verbindung 78) erzielt (18,5 nM 

bzw. 30,6 nM am A2A-Rezeptor). Verbindung 73 wies dabei 10-fache Selektivität 

gegenüber dem A1- und 98-fache Selektivität gegenüber dem A3-Rezeptor auf. Das 

Derivat, das mit dem Furanring substituiert wurde, zeigte eine Siebenfach höhere Affinität 

verglichen mit dem A1-Rezeptor. Zum humanen A3- und A2B-Rezeptor (hA3- und hA2B-

Rezeptor) wurde kaum Affinität beobachtet. Für die Untersuchung der Speziesunterschiede 

zwischen Mensch und Ratte wurde die Verbindung an den humanen A1- und A2A-Rezeptor 

(hA1- und hA2A-Rezeptoren) untersucht. Es wurde eine höhere Affinität für den 

Rattenrezeptor festgestellt. Da die Ergebnisse insgesamt vielversprechend waren, wurden 

weitere Derivate mit verschieden substituierten Phenylringen synthetisiert.  

Eine Carboxylgruppe in para-Position des Phenylringes (Verbindung 74) führte dabei am 

Ratten A2A-Rezeptor (rA2A-Rezeptor) verglichen mit der Verbindung mit dem 

unsubstiuierten Phenylring (73) zu einer Verringerung der Affinität (152 nM). Dabei war 

ein ausgeprägter Speziesunterschied zwischen Ratten- und humanen Rezeptoren zu 

beobachten (65-fach affiner am Ratten- als am humanen Rezeptor). Die Carboxy-

funktionalität in para-Position des Phenylringes scheint damit extrem ungünstig für die 

Bindung an den humanen A2A-Rezeptor zu sein. Der A1-Rezeptor zeigte genau das 

gegenteilige Verhalten im Vergleich der beiden Spezies. Hierbei wurde Verbindung 74 mit 

einer größeren Affinität an den humanen (404 nM) als an den Rattenrezeptor (1,01 µM) 

gebunden. Es konnte keine Bindung an die beiden verbleibenden Subtypen verzeichnet 

werden. Der Austausch der Carboxyfunktionalität gegen eine Sulfonsäuregruppe (75) 

führte zu einer Steigerung der Affinität am rA2A-Rezeptor mit einem Ki-Wert von 44,4 nM 

(s. Abb. 88). An dem humanen Rezeptor konnte eine Neunfach schwächere Bindung im 

mittleren nanomolaren Bereich beobachtet werden. Die Verbindung zeigte zum hA2B-, 

hA3- und am Ratten-A1-Rezeptor (rA1-Rezeptor) keinerlei Affinität. 
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Abb. 88 Kompetitionskurven der Verbindungen 73, 74 und 75 (PSB-0777) an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) 
gegen 5 nM [³H]CGS21680. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten 

durchgeführt wurden. Für Verbindung 73 wurde ein Ki-Wert von 18,5 nM, für Verbindung 74 ein Ki-Wert von 152 nM 
und für Verbindung 75 ein Ki-Wert von 44,4 nM ermittelt.  

 

Frau Dr. Aliaa Abdelrahman konnte in cAMP-Studien an hA2A-Rezeptoren, exprimiert in 

CHO-Zellen, zeigen, dass 75 als Vollagonist an A2A-Rezeptoren wirkt. Verbindung 75 

(PSB-0777) ist damit ein A2A-selektiver Vollagonist. Die Verbindung wurde in 

weiterführenden ex-vivo Experimenten im Arbeitskreis von Prof. Dr. Karen Nieber an 

entzündeten Ratten-Ileum/Jejunum-Präparationen auf ihre entzündungshemmenden 

Eigenschaften hin untersucht und stellt eine vielversprechende Verbindung für die lokale 

Behandlung entzündlich bedingter Darmkrankheiten dar. Aufgrund des niedrigen pKa-

Wertes liegt diese Verbindung unter physiologischen Bedingungen deprotoniert vor und 

sollte damit nicht vom Körper resorbiert werden, so dass systemische Effekte wie 

beispielsweise Hypotonie vermieden werden könnten.3  

 

Es wurden weitere Derivate synthetisiert, die eine Carbonylfunktionalität im Linker 

aufweisen, um herauszufinden, ob Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der 

Bindungstasche und dem Linker ausgebildet werden und damit bessere Affinitäten erzielt 

werden können. Ein Vergleich von Verbindung 73 mit Verbindung 79 zeigte, dass durch 

die Einführung der Carbonylfunktion ein Affinitätsanstieg am A1-Rezeptor auf einen Ki-

Wert von 30,9 nM (Sechsfache Steigerung der Affinität) beobachtet werden konnte. Am 

A2A-Rezeptor trat der gegenteilige Effekt auf (fast 10-facher Verlust an Affinität). Durch 

die Einführung eines Chlorsubstituenten in para-Position von Verbindung 79 konnte ein 

Ki-Wert am A1-Rezeptor von 12,6 nM erreicht werden (80). Die Verbindung war Vierfach 

aktiver am A1-Rezeptor als am A2A-Rezeptor und wurde dort mit einem Ki-Wert von 
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44,4 nM im unteren nanomolaren Bereich gebunden. Gegenüber dem A3-Rezeptor wurde 

eine 17-fache Selektivität bestimmt. Der Austausch von Chlor- gegen einen 

Fluorsubstituenten führte zu einer leichten Verringerung der Affinität zum A1-Rezeptor, 

wobei die Affinität zum A2A-Rezeptor konstant blieb. Die Selektivität sowohl des A1- als 

auch des A2A-Rezeptors gegen den A3-Rezeptor konnte weiter ausgebaut werden. Als 

ungünstig für die Affinität am A2A-Rezeptor erwies sich die Einführung von 

Methoxygruppen in 2- und 5-Position. Mit einem Ki-Wert von 1,40 µM hat Verbindung 82 

damit stark an Affinität zum A2A-Rezeptor im Vergleich zu analog substituierten Derivaten 

eingebüßt. Allerdings konnte eine verbesserte Selektivität zugunsten des A1-Rezeptors 

erzielt werden (s. Abb. 89). 
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Abb. 89 Kompetitionskurven der Verbindungen 79, 80, 81 und 82 (A) an A1-Adenosinrezeptoren (Rattencortex) gegen  
1 nM [³H]CCPA an Rattencortex und (B) an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) gegen 5 nM [³H]CGS21680 an 

Rattenstriatum. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 
wurden. Zum rA1-Rezeptor konnte ein Ki-Wert für Verbindung 79 von 30,9 nM, für 80 von 12,6 nM, für 81 von 22,8 nM 

und für Verbindung 82 von 162 nM bestimmt werden. Zum rA2A-Rezeptor konnte ein  Ki-Wert für Verbindung 79 von 
183 nM, für 80 von 44,4 nM, für 81 von 43,9 nM und  für Verbindung 82 von 1400 nM bestimmt werden.  

 

In der Bindungstasche des A1-Rezeptors scheinen die Derivate damit eine Stabilisierung 

eventuell über Wasserstoffbrückenbindungen zu erfahren, so dass Verbindungen mit Ki-

Werten im unteren nanomolaren Bereich resultieren. Eine Verbesserung der Affinitäten am 

A2A-Rezeptor konnte nicht festgestellt werden. Die Bindung wurde an diesem Subtyp 

entweder kaum beeinflusst oder führte zu verringerter Affinität. Leider wurden von den 

Verbindungen 80-82 keine analogen Verbindungen ohne Carbonylfunktionalität im Linker 

synthetisiert, so dass die aufgestellt Hypothese nicht eingehender überprüft werden konnte.  

Neben den Derivaten, die aromatische Ringsysteme aufwiesen und hohe Affinitäten 

zeigten, konnten auch mit Verbindung 89, die einen in Position 4 methylsulfonierten 

A B 
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Piperazinring trägt, eine starke Bindung an den A2A-Rezeptor erzielt werden. Es wurde ein 

Ki-Wert von 93,9 nM am A2A-Rezeptor bestimmt. Allerdings bestand keine Selektivität 

gegenüber dem A1-Rezeptor. Der Einbau eines Ethyllinkers zwischen Piperazin und 

Methylsulfonfunktionalität (95) führte zu einem vollständigen Affinitätsverlust an allen 

Adenosinrezeptorsubtypen. Wurde dagegen die Methylsulfongruppe in Position 4 des 

Piperazins in Verbindung 89 gegen einen Phenylring (91) ausgetauscht, führt dies zu einer 

geringfügigen Steigerung der Affinität, so dass ein Ki-Wert im unteren nanomolaren 

Bereich (22,6 nM) am A2A-Rezeptor beobachtet wurde. Durch die Einführung einer 

Carbonylfunktionalität in den Linker von Verbindung 91 konnte ein Ki-Wert von 13,4 nM 

am A1-Rezeptor erzielt werden (Verbindung 99). Dies ging allerdings zu Lasten der 

Selektivität gegenüber dem A3-Rezeptor, die dann lediglich einen Faktor von 11 betrug. 

Gegenüber dem A2A-Rezeptor konnte eine Fünffach höhere Affinität beobachtet werden. 

Die Substitution des Phenylringes in Verbindung 91 in para-Position mit einem 

Chlorsubstituenten (92) führte zu einem vollständigen Verlust der Bindung an allen 

Subtypen. Verbindung 102 mit einer zusätzlichen Carbonyleinheit im Linker zeigte 

hingegen eine Bindung an A1-, A2A- und A3-Rezeptoren im unteren nanomolaren Bereich. 

Selektivität für einen Subtyp war nicht festzustellen.  

Die Verwendung des kleineren Substituenten Fluor anstelle von Chlor in Position 4 in 

Verbindung 92 führte zu einer hochpotenten Verbindung (93), die Achtfach affiner am 

rA2A-Rezeptor mit einem Ki-Wert von 9,50 nM (s. Abb. 90) gebunden wurde als am rA1-

Rezeptor (71,1 nM). Die beiden anderen Subtypen wurden mit dieser Verbindung nicht 

adressiert. Es wurden Untersuchungen zu Speziesunterschieden durchgeführt, in denen 

festgestellt wurde, dass Verbindung 93 10-fach stärker an den Ratten- als an den humanen 

A2A-Rezeptor bindet. Für den Ratten A1-Rezeptor besteht eine Dreifach höhere Affinität 

als für den humanen A1-Rezeptor.  
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Abb. 90 Kompetitionskurven der Verbindungen 91, 93 und 94 an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) gegen 5 nM 

[³H]CGS21680. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 
wurden. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 91 von 22,6 nM, für 93 von 9.50 nM und für 94 von 1330 nM ermittelt. 

 

Die Einführung einer Carbonylfunktionalität in den Linker von Verbindung 93 führte dazu, 

dass sowohl Verbindung 99 als auch Verbindung 100 hohe Affinitäten im unteren 

nanomolaren Bereich am A1-, A2A- und A3-Rezeptor zeigten. Die analoge Verbindung 101, 

in der sich der Fluorsubstituent in meta-Position des Phenylringes befindet, zeigte 

verbesserte A1-Selektivität (39-fach gegen A2A und fünffach gegen A3-Rezeptor, s. Abb. 

91). 
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Abb. 91 Kompetitionskurven der Verbindungen 99, 100, 101, 102 und 103 (A) an A1-Adenosinrezeptoren (Rattencortex) 

gegen 1 nM [³H]CCPA an Rattencortex und (B) an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) gegen 5 nM 
[³H]CGS21680. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 

wurden. Zum rA1-Rezeptor konnte ein Ki-Wert für 99 von 13,4 nM, für 100 von 11,5 nM, für 101 von 39,0 nM, für 102 
von 24,5 nM und für 103 von 24,4 nM bestimmt werden. Zum rA2A-Rezeptor wurde ein Ki-Wert für Verbindung 99 von 

60,1 nM, für 100 von 60,2 nM, für 101 von 977 nM, für 102 von 51,1 nM und für 103 von 130 nM ermittelt. 
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Die Vergrößerung des Pharmakophors durch das Einführen einer Methylen-Einheit 

zwischen Piperazin und Phenylring (104) führte zu einem enormen Affinitätsverlust am 

A2A-Rezeptor um den Faktor 10 verglichen mit Verbindung 99, wobei die Affinität zum 

A1-Rezeptor lediglich um den Faktor 5 sank. Zum A3-Rezeptor konnte keine Affinität 

beobachtet werden. Die Selektivität erhöhte sich damit zugunsten des A1-Rezeptors. 

Eine Betrachtung der Verbindungen 104-107 zeigt, dass alle Verbindungen, die einen um 

eine Methylen-Einheit verlängerten Substituenten tragen, A1-Selektivität aufweisen. Die 

Affinität zum A1-Rezeptor wurde, verglichen mit analogen Verbindungen, die diese 

Methyleninsertion nicht aufweisen, nicht beeinflusst. Der vergrößerte Pharmakophor 

scheint damit ungünstig für die Bindungstasche des A2A-Rezeptors zu sein. Fehlende 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom und der 

Bindungstasche des A2A-Rezeptors könnten für diesen Effekt verantwortlich sein.  

 

Die Dimerisierung von Adenosin über eine Disulfidgruppe (Verbindung 108), führte zu 

einem vollständigen Verlust der Affinität am A1- und A2A-Rezeptor. Am A3-Rezeptor 

konnte eine Affinität von 839 nM beobachtet werden, so dass diese Verbindung als 

selektiver A3-Rezeptorligand mit allerdings mäßiger Affinität bezeichnet werden kann. 

Für diese Unterserie lassen sich die Struktur-Wirkungsbeziehungen folgendermaßen 

zusammenfassen: 

 

 
Abb. 92 Strukturwirkungsbeziehungen der Adenosin-Derivate 55-108. 
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  Tabelle 8 Affinitäten verschiedener Adenosin-Derivate an humanen und Ratten-Adenosin-Rezeptoren. 

 

 
 

    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

109 

(357) 
H NH2 

 

> 1 000a 

- 7 ± 6 (1 µM) 

> 1 000a 

2 ± 13 (1 µM) 

> 1 000 
11 ± 6 (1 µM) 

260 ± 49 

> 1 000 
10 ± 4 (1 µM) 

> 1 000 
38 ± 4 (1 µM) 

110 

(803N) 
H NH2 

 

> 1 000a, d 

- 4 ± 2 (1 µM) 
> 1 000d 

21 ± 2 (1 µM) 
> 10 000d 

1 ± 6 (10 µM) 
> 1 000 

1 ± 1 (1 µM) 

111 

(347) 
H NH2 

 

545 ± 183 
1800 ± 300c 

> 1 000 
- 3 ± 3 (1 µM) 

> 10 000a 

53 ± 12 (10 µM) 

n.d. 
> 10 000a, b 

35 ± 6 (10 µM) 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet mit dem Radioligand [³H]PSB-11; c getestet von Dr. Simone Hildenbrand; d  Löslichkeitsprobleme 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

112 

(808k) 
H NH2 

 

> 1 000 

- 4 ± 5 (1 µM)
 

> 1 000 

8 ± 1 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

13 ± 2 (1 µM) 

113 

(390)1, 2 
H NH2 

 
169 ± 13 

70.8 ± 3.6a 
80.5 ± 34 

25.5 ± 3.5a 
> 1 000 

17 ± 3 (1 µM) 93 ± 5 

114 

(710) 
H NH2 

 
> 1 000 

2 ± 5 (1 µM) 
> 1 000 

36 ± 1 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 
4 ± 1 (1 µM) 

115 

(710C) 
H NH2 

 

181 ± 16e, b 173 ± 35b n.d. 324 ± 55b 

116 

(751) 
H NH2 

 

1760 ± 360 
> 1 000 

27 ± 4 (1 µM) 

> 1 000 
11 ± 4 (1 µM) 

6.78 ± 0.69 

> 1 000 
- 19 ± 10 (1 µM) 

114 ± 29 

agetestet durch Nicole Florin; b Löslichkeitsprobleme 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

117 

 (753) 
H NH2 

 

> 1 000 
20 ± 10 (1 µM) 

189 ± 11 
> 1 000 

- 4 ± 1 (1 µM) 
787 ± 221 

118 

(752) 
H NH2 

 

> 1 000 
29 ± 8 (1 µM) 

> 1 000 
4 ± 4 (1 µM) 

149 ± 24 
n.d. 649 ± 144 

119 

(756) 
H NH2 

 
588 ± 23 247 ± 102 n.d. 337 ± 93 

120 

(769) 
H NH2 

 

343 ± 31e 208 ± 64 n.d. 128 ± 25 

121 

(766) 
H NH2 

 

264 ± 27a 230 ± 47 n.d. 6.01 ± 0.51 

a getestet von Dr. Simone Hildenbrand 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

122 

(768) 
H NH2 

 

> 1 000 
18 ± 1 (1 µM) 

> 1 000 
46 ± 2 (1 µM) 

n.d. > 1 000 
47 ± 8 (1 µM) 

123 

(765) 
H NH2 

 

703 ± 50 640 ± 11 n.d. 225 ± 35 

124 

(767) 
H NH2 

 

76.7 ± 13a, c > 1 000c 

51 ± 4 (1 µM) 
> 1 000c 

3 ± 6 (1 µM) 
7.23 ± 2.0c 

125 

(770) 
H NH2 

 

322 ± 71b 401 ± 37b n.d. 80.9 ± 18.4 

126 

(771) 
H NH2 

 

> 1 000 

1 ± 8 (1 µM) 
> 1 000 

18 ± 4 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

19 ± 6 (1 µM) 

agetestet durch Nicole Florin; b getestet von Dr. Simone Hildenbrand; c Löslichkeitsprobleme 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

127 

(754) 
H NH2 

 

> 1 000 

6 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

11 ± 5 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

9 ± 7 (1 µM) 

128 

(759) 
H NH2 

 

> 1 000 

6 ± 8 (1 µM)
 

> 1 000 

27 ± 5 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

13 ± 2 (1 µM) 

129 

(755) 
H NH2 

 

> 1 000 

3 ± 8 (1 µM)
 

> 1 000 

11 ± 7 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

23 ± 5 (1 µM) 

130 

(761) 
H NH2 

 

> 1 000 

1 ± 11 (1 µM)
 

> 1 000 

16 ± 6 (1 µM) 
n.d. 

> 1 000 

36 ± 7 (1 µM) 

131 

(386)1 
H NH2 

 
108 ± 31a 16.1 ± 1.9a n.d. 72.0 ± 5 

agetestet durch Nicole Florin 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

132 

(387)1 
H NH2 

 

723 ± 280 
65.7 ± 12 

687± 127 
12.0 ± 4.1 

n.d. 112 ± 47 

133 

(388)1 
H NH2 

 
32.1 ± 2.1 53.7 ± 15 n.d. 51.0 ± 18 

134 

(391)1 
H NH2 

 

58.0 ± 9.2a 92.1 ± 22 n.d. 131 ± 25 

135 

(392)1 
H NH2 

 
263 ± 53a 

 
> 1 000b 

45 ± 4 (1 µM) 

24.4 ± 7.2 
, 

n.d. 88.8 ± 8.6 

136 

(840) 
H NH2 

 

252 ± 47a 78.6 ± 17a n.d. 266 ± 53a 

agetestet durch Nicole Florin; b n = 2  
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

137 

(904) 
SO3H NH2 H > 1 000a 

- 11 ± 5 (1 µM) 
> 1 000a 

3 ± 1 (1 µM) 
n.d. > 1 000 

5 ± 7 (1 µM) 

138 

(912) 
SO3H NH2 Cl 

> 1 000a, b 

31 ± 6 (1 µM)
 

> 1 000a 

29 ± 2 (1 µM)
 n.d. n.d. 

139 

(B-23) 
H 

  

> 1 000 

5 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

5 ± 1 (1 µM) 
> 1 000 

9 ± 4 (1 µM) 
n.d. 

140 

(B-8) 
H 

  
≥ 1 000 

36 ± 5 (1 µM) 
> 1 000 

27 ± 5 (1 µM) 
> 1 000 

6 ± 4 (1 µM) 
n.d. 

141 

(B-13) 
H 

  80.9 ± 16 
≥ 1 000 

30 ± 7 (1 µM) 
≥ 1 000 

6 ± 2 (1 µM) n.d. 

142 

(904) 
H 

 

 

≥ 1 000 

27 ± 9 (1 µM) 
≥ 1 000 

25 ± 5 (1 µM) 
≥ 1 000 

16 ± 4 (1 µM) n.d. 

agetestet durch Nicole Florin; b n = 2  
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Wie bereits in Kapitel 4.1.2.1.2 erwähnt, wurde Binodenoson (113) als potenter und 

selektiver A2A-Agonist identifiziert und wird zur Zeit in klinischen Studien als 

Diagnostikum für die Radionukliduntersuchungen zur Myokardperfusion untersucht. Um 

weitergehende Struktur-Wirkungsbeziehungen untersuchen zu können, synthetisierte Dr. 

Ali El-Tayeb Derivate des Binodenosons bei denen sowohl Modifikationen im Bereich des 

Linkers als auch des Ringsystems vorgenommen wurden. Diese Derivate und die 

Leitstruktur Binodenoson wurden in Radioligandbindungsstudien auf deren Affinität und 

Selektivität hin untersucht. Dabei fiel auf, dass Binodenoson (113) in unserem Testsystem 

erstaunlicherweise eine höhere Affinität zum A1-, A2A- und A3-Rezeptor (70,8 nM am A1-, 

25,5 nM am A2A- und 93 nM am A3-Rezeptor) aufwies als in der Literatur beschrieben. 

Binodenoson wird dort als sehr schwach affin am A1-Rezeptor (48 µM) und als relativ 

hochaffin am A3-Rezeptor (930 nM) beschrieben.2, 247 Am A2B-Rezeptor konnte lediglich 

eine sehr geringe Bindung (17% Inhibition bei 1 µM) beobachtet werden (s. Tabelle 8). 

Der Wegfall der Doppelbindung im Linker in Verbindung 114 führte wahrscheinlich durch 

die Zunahme an konformeller Freiheit zu einem vollständigen Affinitätsverlust an allen 

Subtypen. Die Einführung einer Dimethylaminofunktionalität (Verbindung 115), ebenfalls 

unter Aufgabe der Doppelbindung im Linker, führte eventuell aufgrund sterischer 

Hinderung und damit eingeschränkter konformeller Freiheit zu einer Affinität am A1-, A2A- 

und A3-Rezeptor im mittleren nanomolaren Bereich. Die Methylierung des 

Hydrazinyllinkers (Verbindung 116) an N1’’ führte zu einer drastischen Steigerung der 

Affinität am A2A-Rezeptor. Mit 6,78 nM ist 116 die aktivste Verbindung dieser Serie  

(s. Abb. 93).  
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Abb. 93 Kompetitionskurven der Verbindungen 113, 116 und 117 an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) gegen  
5 nM [³H]CGS21680. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 
wurden. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 113 von 25,5 nM, für 116 von 6,78 nM und für 117 von 189 nM ermittelt. 



8. Funktionelle Charakterisierung neuer Adenosin-Rezeptorliganden 

 

140 
 

Die Untersuchung an den anderen Adenosinrezeptorsubtypen ergab, dass Verbindung 116 

am A1- und A2B-Rezeptor keine Affinität aufwies. Im Gegensatz dazu besteht eine 17-fach 

höhere Bindung zum A3-Rezeptor. Die Untersuchung hinsichtlich des Speziesunterschieds 

Mensch/Ratte ergab, dass die Verbindung ausschließlich hochaffin an den rA2A-Rezeptor 

bindet, wohingegen am hA2A-Rezeptor keine Bindung und am hA1-Rezeptor eine 

schwache Bindung beobachtet werden konnte. Verbindung 116 stellt damit einen 

hochaffinen rattenspezifischen A2A-Adenosinrezeptor Agonisten dar.  

Wurde der Cyclohexylring in Verbindung 116 durch einen Phenylring ersetzt (Verbindung 

117) so sank einerseits die Affinität auf 189 nM am A2A-Rezeptor und andererseits konnte 

ein Verlust an Selektivität gegenüber dem A3-Rezeptor beobachtet werden (von 17-fach 

auf 4-fach). Das Einbringen eines Methoxy-Substituenten in Position 4 des Phenylringes 

(118) führte zu keiner wesentlichen Veränderung der Affinität und der Selektivität 

verglichen mit dem unsubstituierten Phenylring. Der direkte Vergleich mit Verbindung 

132 zeigte, dass durch das Einbringen der Methylgruppe an das N1’’-Atom des Linkers die 

Affinität an allen Subtypen zum Teil in beträchtlichem Maße sinkt. Allerdings ist 

gleichzeitig ein enormer Anstieg der Selektivität zugunsten des A2A-Rezeptors zu 

verzeichnen.  

Eine Zweitsubstitution des Phenylringes in Position 3 mit einem Chlorsubstituenten (120) 

hob die Selektivität zugunsten des A2A-Rezeptors vollständig auf. Die Affinität zum A3-

Rezeptor stieg allerdings. Der Vergleich mit Verbindung 133 zeigte auch in diesem Fall, 

dass durch Methylierung des N1’’-Atoms im Linker ein deutlicher Affinitätsabfall an allen 

Adenosinrezeptorsubtypen zu beobachten ist. Ein Einfluss auf die Selektivität konnte in 

diesem Beispiel nicht ausgemacht werden. 

Die Einführung eines Hydroxysubstituenten in Position 3 (122), erwies sich als ungünstig 

für alle Subtypen. 

Der Austausch des Methoxy- gegen einen Chlorsubstituenten in Position 4 (119) führte 

weitestgehend zu einem Verlust der Selektivität, da sowohl Affinität am A1-, A2A- und A3-

Rezeptor im mittleren nanomolaren Bereich beobachtet werden konnte. Ein Vergleich mit 

Verbindung 131, zeigte, dass erwartungsgemäß die Methylierung des N1’’-Atoms im 

Linker zu einem deutlichen Affinitätsabfall führt.  

Die Einführung eines zweiten Chlorsubstituenten in Position 3 des Phenylringes führte, 

wie bei den analogen Verbindungen 134 und 135, die ebenfalls keine Methylierung an N1 

aufweisen, zu Affinitäten am A2A- Rezeptor im niedrig nanomolaren Bereich (53,7 nM für 
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133, 92,1 nM für 134 und 24,4 nM für 135), und am A1-Rezeptor im mittleren 

nanomolaren Bereich (263 nM). Verbindung 135 ist gegenüber dem A1-Rezeptor 11-fach 

und gegenüber dem A3-Rezeptor vierfach A2A-selektiv.  

Exemplarisch wurden für die Verbindungen 131, 132 und 135 funktionelle Studien in 

Form von cAMP-Akkumulationsexperimenten durchgeführt. Als Positivkontrolle wurde 

der Vollagonist NECA unter den gleichen Bedingungen verwendet (s. Abb. 94).  
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Abb. 94 Kompetitionskurven der Verbindungen 131, 132, 135 und NECA in cAMP-Akkumulationsexperimenten in 
stabil mit dem humanen A2A-Rezeptor-transfizierten CHO-Zellen. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen 

Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. EC50 : 0.0179 ± 0.0013 µM (NECA); 
0.493 ± 0.21 µM  (119), 1.36 ± 0.89 µM (120), 1.66 ± 0.59 µM (123). Der maximale Effekt von NECA wurde gleich 
100% gesetzt. Für Verbindung 131 wurde eine intrinsische Aktivität von 48%, für 132 von 83% und für 135 von 67% 

ermittelt. 

 

Die Verbindungen 131, 132 und 135 zeigten in den funktionellen cAMP-

Akkumulationsexperimenten agonistisches Verhalten mit EC50-Werten von 0,493 µM 

(131), 1,36 µM (132) und 1,66 µM (135). Die verringerte Wirksamkeit der Testsubstanzen 

in den cAMP-Experimenten verglichen mit den Radioligand-Bindungsstudien könnte auf 

bestehende Speziesunterschiede zwischen Ratten und humanen A2A-Adenosinrezeptor 

zurückzuführen sein. Eine weitere Erklärung stellt die Tatsache dar, dass die ermittelten 

EC50-Werte aus funktionellen Studien hervorgehen, die im Gegensatz zu Bindungsstudien 

abhängig sind von der Rezeptorexpression. Die in diesem Fall verwendete Zelllinie zeigte 

eine relativ geringe A2A-Rezeptordichte. Verbindung 132 zeigte keine signifikanten 

Unterschiede in der intrinsischen Aktivität verglichen mit dem Vollagonisten NECA. Dies 

ist ein Hinweis darauf, dass Verbindung 132 ein Vollagonist am A2A-Adenosinezeptor ist. 

Die Verbindungen 131 und 135 zeigten hingegen eine verringerte Efficacy, so dass diese 

Verbindungen als Partialagonisten angesehen werden müssen. 
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Die Einführung einer Nitrogruppe als Zweitsubstituent in Position 3 des Phenylringes 

(125) und das Einbringen der Methylfunktionalität an das N1’’-Atom führte zu einer 

bevorzugten Bindung im unteren nanomolaren Bereich an den A3-Rezeptor (vierfach 

gegenüber dem A1- und fünffach gegenüber dem A2A-Rezeptor). Wurde anstelle der 

Nitrogruppe eine Methylgruppe in Position 3 eingeführt (121), so führte dies zu einem 

deutlichen Affinitätsgewinn am A3-Rezeptor (6,01 nM). Die Selektivität gegenüber dem 

A1- und A2A-Rezeptor konnte auf das 44-fache bzw. 38-fache gesteigert werden. Das 

Einbringen einer Hydroxylgruppe als dritten Substituenten des Phenylrings in Position 2 

(124) führte zu einer ähnlich guten Affinität am A3-Rezeptor (7,23 nM). Die Selektivität 

gegenüber dem A2A-Rezeptor konnte weiter ausgebaut werden (138-fach). Gegenüber dem 

A1-Rezeptor besteht eine 11-fache Selektivität. 

Die Einführung einer Carbonylgruppe in den Linker bei gleichzeitiger Methylierung des 

N1’’-Atoms führte bei den Verbindungen 126 - 128 zu einem vollständigem Verlust der 

Affinität an allen Subtypen. Auch das Einbringen einer Amidstruktur (129) und einer 

Thioamidstruktur (130) in den Linker, führt zu einem vollständigen Wirkverlust an allen 

Subtypen. 

Die Verbindungen 138 und 139 tragen in Position 5’ des Riboseringes des Adenosins eine 

Sulfonylgruppe. Der Wirkverlust ist allerdings wahrscheinlich auf die kleinen 

Substituenten in Position 2 zurückzuführen (H bzw. Cl). Das Einbringen einer 

Hydrazingruppe in Position 6 und die Aminierung in Position 2 (139) bzw. die Einführung 

einer Hydrazingruppe in Position 2 des Adenosins führte in beiden Fällen zu einem 

vollständigem Wirkverlust an den Rezeptorsubtypen. Auch hier ist wahrscheinlich der 

Substituent zu klein.  

Bemerkenswert in dieser Serie sind die Verbindungen 141 und 142. Beide Verbindungen 

weisen in Position 2 eine Aminogruppe auf. In Position 6 tragen beide Verbindungen ein 

über ein Hydrazon verknüpftes Phenol. Während aber die Affinität der Verbindung 141 

zum A1-Rezeptor erwartungsgemäß im nanomolaren Bereich (80,9 nM) bei gleichzeitiger 

Selektivität gegenüber den anderen Subtypen liegt, tritt bei Verbindung 142, die in  

Position 2 des Phenols zusätzlich eine Sulfonsäurefunktionalität trägt, ein vollständiger 

Affinitätsverlust an allen Rezeptoren auf.  

Der Einbau einer Sulfonyl-Gruppe in den Linker führte zu einem drastischen 

Affinitätsverlust im Vergleich zu den analogen Derivaten, die über einen unsubstituierten 

Alkyllinker verfügen (109 vs. 69, 110 vs. 73, 112 vs. 81). Allerdings zeigte der direkte 

Vergleich der analogen Verbindungen 111 der A2A-selektiven Verbindung 75, dass der 
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Einbau der Sulfonylgruppe zu einem vollständigen Verlust der Affinität am A2A-Rezeptor 

führte. Die Affinität am A1-Rezeptor blieb davon unberührt, so dass mit Verbindung 111 

eine A1-selektive Verbindung mit mittlerer nanomolarer Affinität identifiziert wurde. 

Die Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser Unterserie können damit wie folgt 

zusammengefasst werden (s. Abb. 95): 

 
Abb. 95 Strukturwirkungsbeziehungen der Adenosin-Derivate 109-142. 
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Tabelle 9 Affinitäten verschiedener Adenosin-Derivate an humanen und Ratten-Adenosin-Rezeptoren. 
 

 

    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

143 

(641)1 
H NH2 

 

> 1 000 

11 ± 8 (1 µM)
 

> 1 000 

42 ± 1 (1 µM)
 

> 10 000 

10 ± 1 (10 µM) 
> 1 000 

3 ± 2 (1 µM) 

144 

(640)1  
H NH2 

 

> 1 000 

2 ± 4 (1 µM)
 

> 1 000 

31 ± 3 (1 µM) 
> 10 000 

7 ± 5 (10 µM) 
> 1 000 

19 ± 6 (1 µM) 

145 

643)1 
H NH2 

 

> 1 000 

25 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

34 ± 3 (1 µM) 
> 10 000 

17 ± 5 (10 µM) 
> 1 000 

15 ± 5 (1 µM) 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

146 

(642)1 
H NH2 

 

> 1 000 

17 ± 4 (1 µM) 
> 1 000 

25 ± 2 (1 µM) 
> 10 000 

6 ± 4 (10 µM) 
> 1 000 

5 ± 2 (1 µM) 

147 

(645)1 
H NH2 

 

> 10 000 

31 ± 2 (10 µM) 
329 ± 109 

> 10 000 

6 ± 7 (10 µM) 
> 10 000 

38 ± 4 (10 µM) 

148 

(644)1 
H NH2 

 

> 1 000 

12 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

25 ± 1 (1 µM) 
> 10 000 

17 ± 1 (10 µM) 
> 1 000 

13 ± 4 (1 µM) 

149 

(647)1 
H NH2 

 

> 1 000 

34 ± 1 (1 µM)
 

> 1 000 

33 ± 1 (1 µM)
 

> 10 000 

12 ± 5 (10 µM) 
> 1 000 

16 ± 2 (1 µM) 

150 

(646)1 
H NH2 

 

> 1 000 

15 ± 4 (1 µM) 
> 1 000 

2 ± 1 (1 µM) 
> 10 000 

5 ± 10 (10 µM) 
> 1 000 

11 ± 3 (1 µM) 
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    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 R3 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

151 

(6491) 
H NH2 

 

> 1 000 

24 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

33 ± 5 (1 µM) 
> 10 000 

14 ± 3 (10 µM) 
> 1 000 

23 ± 11 (1 µM) 

152 

(648)1 
H NH2 

 

> 1 000 

9 ± 3 (1 µM) 
> 1 000 

7 ± 1 (1 µM) 
> 10 000 

9 ± 8 (10 µM) 
> 1 000 

1 ± 3 (1 µM) 
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Es bestand die Annahme, dass durch den Einbau von Substituenten mit unterschiedlichen 

Größen und diversen Stereozentren neue Informationen über die Rezeptor-Ligand-

Interaktionen bei Adenosinrezeptoren erhalten werden könnten. Durch die Einführung 

zahlreicher Hydroxylgruppen wird die Hydrophilie der Verbindungen stark erhöht, sodass 

hoch polare und schlecht absorbierbare und damit lokal wirkende A2A-Rezeptor Agonisten 

resultieren könnten, die beispielsweise in der Behandlung von entzündlichen 

Darmerkrankungen unter Vermeidung einer systemischen Wirkung (hypotensive Effekte) 

eingesetzt werden könnten. In diesem Zusammenhang wurde eine Serie von Verbindungen 

von Dr. Ali El-Tayeb dargestellt, in der eine zweite Zuckereinheit in Position 2 des 

Adenosingerüsts eingebaut wurde, der den Cyclohexylrest von Binodenoson ersetzt, sodass 

Bis-Zuckernucleosid-Derivate entstanden. Als Zuckereinheiten wurden die Aldosen D-

Glucose, D-Galactose, D-Mannose und D-Ribose und die Ketose D-Fructose verwendet. 

Diese Verbindungen wurden ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit mittels 

Radioligandbindungsstudien auf ihre Affinität und Selektivität (s. Tabelle 9) und in 

funktionellen Studien auf ihre Efficacy an Adenosinrezeptoren hin untersucht.  

Die Ki-Werte dieser Serie bestätigen frühere Struktur-Wirkungsbeziehungen für 

agonistische A2A-Adenosinrezeptorliganden. Dabei weisen Adenosin-Derivate, die in 

Position 2 einen Substituenten tragen, die Tendenz auf, bevorzugt Affinität für den A2A-

Rezeptor zu zeigen. Allerdings ist die Höhe der Affinität sehr stark von der Art des 

Substituenten abhängig. Generell sollte der Substituent eine cyclische Struktur aufweisen 

oder durch einen dreiatomigen Linker mit Adenosin verbunden sein. Die hier untersuchten 

Verbindungen wurden über einen Hydrazon-Linker an Adenosin gekoppelt und führten zu 

Verbindungen, die leicht erhöhte Affinitäten für den A2A-Rezeptor im Vergleich mit den 

anderen Subtypen aufweisen. Dabei sind allerdings sowohl die Affinitäten als auch die 

Selektivität bedeutend geringer als die der Leitstruktur Binodenoson (s. Tabelle 8, 

Verbindung 113). Die potenteste Verbindung stellte mit einem Ki-Wert von 329 nM 

Verbindung 147 dar, die in Position 2 einen D-Galactose-Rest trägt (s. Abb. 96).  
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Abb. 96 Kompetitionskurven der Verbindungen 147, 113 (Binodenoson) an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) 

gegen 5 nM [³H]CGS21680. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten 
durchgeführt wurden. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 113 von 169 nM und für 147 von 329 nM ermittelt. 

 

Verbindung 147 bindet zwar 13-fach schwächer an den A2A-Rezeptor als Binodenoson, 

besitzt aber dafür eine höhere Selektivität gegenüber den anderen Adenosinrezeptor-

Subtypen. Vergleicht man die Inhibitionen der Verbindungen 143 - 152 (s. Tabelle 9) so 

stellt man fest, dass die Einführung einer Methylgruppe an N1’’ in den Hydrazon-Linker, 

die die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung zu verhindern scheint, zu 

schwächeren Affinitäten der Bis-Zuckernucleoside führt. Besonders deutlich wird dies bei 

der potentesten Verbindung 147. Das methylierte Derivat 148 weist lediglich eine 

Inhibition von 25% bei einer finalen Konzentration von 1 µM am A2A-Rezeptor auf.  

Die Verbindungen 143-152 wurden am A2B-Rezeptor unter Verwendung des Radio-

liganden [³H]PSB-603 getestet. Alle Verbindungen zeigten sehr schwache bis keinerlei 

Affinität für diesen Subtyp. Die vielversprechendsten Verbindungen 145 und 148 weisen 

eine Inhibition von 17% bei 10 µM am niedrig affinen A2B-Rezeptor auf. Die aus diesem 

Wert abgeschätzten Ki-Werte liegen im mikromolaren Bereich und könnten vergleichbar 

mit denen von Adenosin am A2B-Rezeptor (15 µM) sein.2 Da derzeit kein agonistischer 

A2B-Rezeptor Radioligand verfügbar ist, werden die durch Verwendung des 

antagonistischen Radioliganden [³H]PSB-603 erhaltenen Inhibitionen und die dadurch 

abgeschätzten Ki-Werte möglicherweise unterschätzt, so dass die Verbindungen 145 und 

148 damit vielversprechende Kandidaten als Leitstrukturen für die Entwicklung potenter 

A2B-Agonisten sein könnten.  

Um feststellen zu können, ob die dargestellten Verbindungen als Agonisten oder 

Antagonisten fungieren und wie hoch ihre Efficacy ist, wurden von der potentesten 



8. Funktionelle Charakterisierung neuer Adenosin -Rezeptorliganden 

149 
 

Verbindung 147 funktionelle Studien durch Messung der cAMP-Akkumulation in CHO-

Zellen, in denen der humane A2A-Rezeptor stabil exprimiert wird, durchgeführt. Als 

Positivkontrolle wurde der Vollagonist NECA unter den gleichen Bedingungen untersucht. 

NECA zeigte in den Kompetitionsexperimenten einen EC50-Wert von 0,0179 µM  

(s. Abb. 97). Der Wert stimmt mit den in der Literatur berichteten Werten überein.3 
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Abb. 97 Kompetitionskurven von NECA und Verbindung 147 in cAMP-Akkumulationsexperimenten in stabil mit dem 

humanen A2A-Rezeptor-transfizierten CHO-Zellen. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen Experimenten, die 
jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. EC50 : 0,0179 ± 0,0013 µM (NECA); 1,44 ± 1,04 µM  (147). Der maximale 
Effekt von NECA wurde gleich 100% gesetzt. Für Verbindung 147 wurde eine intrinsische Aktivität von 62% ermittelt. 

 

Die Kompetitionskurve von Verbindung 147 zeigt, dass die Verbindung als Agonist wirkt. 

Es wurde ein EC50-Wert von 1,44 µM bestimmt (s. Abb. 97). Die im Vergleich zu den 

Radioligandbindungsexperimenten auftretende geringere Potenz könnte durch auftretende 

Speziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch erklärbar sein. Außerdem stammen die 

ermittelten EC50-Werte aus funktionellen Studien, die im Gegensatz zu Bindungsstudien 

abhängig sind von der Rezeptorexpression. Die in diesem Fall verwendetete Zelllinie 

zeigte eine relativ geringe A2A-Rezeptordichte. Da die Efficacy von Verbindung 147 im 

Vergleich zum Vollagonisten NECA niedriger ist, muss angenommen werden, dass es sich 

bei dieser Verbindung um einen Partialagonisten am humanen A2A-Adenosinrezeptor 

handelt. 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit pharmakologisch untersuchten Bis-Zuckernucleosid-

Derivate, zeigen dass mit Verbindung 147 eine Leitstruktur für die Entwicklung potenter, 

hoch polarer und gleichzeitig selektiver A2A-Rezeptorliganden gefunden wurde, die 

beispielsweise für die Entwicklung lokal wirksamer antiinflammatorischer Medikamente 
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dienen könnte. Weiterführende Studien sollten insbesondere das Augenmerk auf die 

Verbesserung der Affinität am A2A-Rezeptor unter Beibehalt der Selektivität legen. Dies 

könnte zum Beispiel durch kombinierte Modifikationen an Position 2 und 5’ des Adenosin-

Grundgerüstes gelingen. 
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Tabelle 10 Affinitäten verschiedener Adenosin-Derivate an humanen und Ratten-Adenosin-Rezeptoren. 
 

 

    Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

153 

(872) 
H 

 

> 1 000 

29 ± 1 (1 µM) 
205 ± 24 n.d. > 1 000 

33 ± 5 (1 µM) 

154 

(875) 
H 

 

486 ± 180 1560 ± 310 n.d. > 1 000 

32 ± 8 (1 µM) 

155 

(871) 
H 

 

> 1 000 

11 ± 3 (1 µM) 
> 1 000 

13 ± 0 (1 µM) 
n.d. > 1 000 

1 ± 3 (1 µM) 
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   Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(Ali) 
R1 R2 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]CGS21680 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human 

[³H]NECA 

156 

(874) 
H 

 

> 1 000 

15 ± 10 (1 µM)
 

> 1 000 

14 ± 2 (1 µM) 
n.d. > 1 000 

19 ± 3 (1 µM) 

157 

(343)  
H 

> 1 000a 

10 ± 1 (1 µM)
 

> 1 000 

6 ± 2 (1 µM) 
n.d. > 1 000 

5 ± 2 (1 µM) 

158 

(909) 
SO3H 

 

> 1 000b 

6 ± 7 (1 µM)
 

> 1 000 

7 ± 9 (1 µM) 
n.d. > 1 000 

10 ± 4 (1 µM) 

159 

(910) 
SO3H 

 

> 1 000a 

- 2 ± 6 (1 µM)
 482 ± 28a n.d. 

> 1 000a 

11 ± 5 (1 µM) 

agetestet durch Nicole Florin; b n = 2 
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In einer weiteren Serie sollte untersucht werden, ob die Derivatisierung der 2’- und 3’-OH-

Gruppe der Ribose durch Anisaldehyd eine Bindung an die Adenosinrezeptorsubtypen 

komplett unterbindet oder ob dieses Strukturelement toleriert wird. Die von Dr. Ali  

El-Tayeb synthetisierten Derivate 153-159 wurden daraufhin in Radioligand-

bindungsstudien auf ihre Affinität und Selektivität an Adenosinrezeptoren untersucht  

(s. Tabelle 10). 

Die Ki-Werte der hier untersuchten Serie bestätigen ebenfalls die literaturbekannten 

Struktur-Wirkungsbeziehungen für den A2A-Adenosinrezeptor. In dieser Serie wurden 

sowohl Modifikationen des Linkers als auch des cyclischen Strukturelements 

vorgenommen. Verbindung 153 erwies sich innerhalb dieser Serie als potenteste 

Verbindung und zeigte einen Ki-Wert von 205 nM am A2A-Rezeptor (s. Abb. 98) bei 

gleichzeitiger Selektivität gegenüber den anderen Adenosinrezeptorsubtypen. Die 

Derivatisierung der 2’- und 3’-OH-Gruppe scheint damit nicht grundsätzlich eine Bindung 

an Adenosinrezeptoren zu verhindern. Vergleicht man Verbindung 153 mit Verbindung 73 

(s. Tabelle 7), die keine Schützung der 2’- und 3’-OH-Gruppe aufweist, so stellt man fest, 

dass die Affinität am A2A-Rezeptor zwar um den Faktor 11 sinkt, allerdings erfolgt 

gleichzeitig ein enormer Gewinn an Selektivität. Dieser Effekt kann auch bei Verbindung 

159 beobachtet werden. Ein Vergleich mit der ungeschützten Verbindung 113 

(Binodenoson) zeigt ebenfalls einen Verlust an Affinität am A2A-Rezeptor um den Faktor 

18 (s. Abb. 98). Die Selektivität wird auch hier durch die Schützung der Hydroxylgruppen 

drastisch gesteigert. Inwieweit die Einführung einer Sulfonsäurefunktion in Position 5’ in 

Verbindung 159 Einfluss auf diese Effekte hat, kann mit den hier vorhandenen Daten 

leider nicht diskutiert werden.  
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Abb. 98 Kompetitionskurven der Verbindungen 153 und 159 an A2A-Adenosinrezeptoren (Rattenstriatum) gegen 5 nM 
[³H]CGS21680. Die Kurven stammen von drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikaten durchgeführt 

wurden. Es wurde ein Ki-Wert für Verbindung 153 von 205 nM und für Verbindung 159 von 482 nM ermittelt. 

 

Die Substitution des Ethylthio-Linkers durch einen Thioethyl-2-on-Linker und die 

Einführung eines Fluoridsubstituenten in para-Position des Phenylringes, führte zu einem 

vollständigen Affinitätsverlust an allen Adenosinsubtypen (Verbindung 155). Eine 

Vergrößerung des Pharmakophors durch den Einschub von Piperazin zwischen 

aromatischem Ring und Linker (Verbindung 156) führte zu sehr geringen 

Inhibitionswerten an den untersuchten Subtypen (A1: 15%, A2A: 14% und A3: 19% bei  

1 µM). Durch Austausch des Fluorphenylsubstituenten in Verbindung 155 durch einen 

Methylpiperidinylrest (Verbindung 154) konnten Affinitäten im mittleren nanomolaren 

Bereich am A1-Rezeptor und im unteren mikromolaren Bereich am A2A-Rezeptor ermittelt 

werden. Eine Bindung an den A3-Rezeptor konnte nicht beobachtet werden. Eine 

Verkleinerung des Substituenten in Position 2 durch Einführung einer Hydrazingruppe 

(Verbindung 158) beziehungsweise das Fehlen dieses Substituenten (Verbindung 157) bei 

gleichzeitiger Sulfonierung der 5’-Position führte zu keinerlei Affinität an allen 

Adenosinrezeptorsubtypen. 

Die Modifikation in Position 2’- und 3’- des Riboseringes ist damit grundsätzlich nicht 

hinderlich für die Bindung an A1- bzw. A2A-Rezeptoren. Die Affinität und die Selektivität 

gegenüber den anderen Adenosinrezeptorsubtypen scheint dabei allerdings stark von dem 

Substituenten in Position 2 des Adenosingrundgerüsts abhängig zu sein. Ein 

sechsgliedriger Ring, der über einen dreiatomigen Linker verknüpft wird, scheint dabei 

erwartungsgemäß vorteilhaft zu sein und zu einer bevorzugten Bindung an den A2A-
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Rezeptor zu führen. Die Verbindungen 153 und 159 könnten in weiterführenden 

Untersuchungen Ausgangspunkt für die Entwicklung neuartiger A2A-Rezeptorliganden 

sein. Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Affinitäten im mittleren nanomolaren 

Bereich am A2A-Rezeptor bei gleichzeitiger Selektivität gegenüber den anderen Subtypen 

stimmen für dieses Vorhaben zuversichtlich. Insbesondere Verbindung 159 könnte 

aufgrund der in Position 5’ substituierten Sulfonsäuregruppe, die die Hydrophilie der 

Verbindung heraufsetzt, lokal bei entzündlichen Prozessen beispielsweise des Darms, 

eingesetzt werden. Modifikationen des Cyclohexanringes analog zu denen in Tabelle 8 

könnten zu deutlich potenteren Verbindungen unter Beibehaltung oder Erhöhung der 

Selektivität und Hydrophilie von Verbindung 159 führen. 

Somit können die Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser Unterserie folgendermaßen in 

unten stehender Abbildung veranschaulicht werden: 

Anisylidenschutzgruppe wird toleriert

=> Affinität am A1- und A2A-AR

Heteroatome mit freien
Elektronenpaaren im Linker
werden gut toleriert (S, N)

R2 = cyclisches Strukturelement

=> Affinität A1- und A2A-AR

R1 = SO3H nur

in Kombination

mit großem

Substituenten

in Position 2

möglich

dreiatomiger Linker

N

NN

N

NH2

O

O

O O

X

OCH3

R1

Y
Z

R2

Z = CO

=> Affinität am A1AR

 

Abb. 99 Strukturwirkungsbeziehungen der Adenosin-Derivate 153-159. 
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8.3 Zusammenfassung und Ausblick 
 

Eine Serie von 100 Adenosin-Derivaten, die Substituenten in Position 2 und/oder 5’ des 

Adenosingrundgerüstes aufweisen, wurden pharmakologisch in vitro mittels 

Radioligandbindungsstudien und funktionellen cAMP-Akkumulationsexperimenten 

hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität untersucht.  

Für die Testung an A1- und A2A-Rezeptoren wurden Rattenhirn-Membranpäparationen 

verwendet. Die potentesten Verbindungen wurden zusätzlich an CHO-

Membranpräparationen, die den humanen A1- bzw. den humanen A2A-Rezeptor stabil 

exprimieren, untersucht. Für Aussagen hinsichtlich der Selektivität der Verbindungen 

wurden alle Testsubstanzen am humanen A3-Rezeptor, der ebenfalls rekombinant in CHO-

Zellen exprimiert wurde, getestet. Radioligand-Bindungsstudien an humanen A2B-

Rezeptoren erfolgten nur für die affinsten Verbindungen, da derzeit kein agonistischer A2B-

Rezeptor Radioligand verfügbar ist und die mit dem antagonistischen Radioliganden 

[³H]PSB-603 ermittelten Inhibitionen und dadurch abgeschätzten Ki-Werte möglicherweise 

unterschätzt werden. Die erhaltenen Ergebnisse dieser Studien dienten als Ansatzpunkt für 

Aussagen bezüglich der Selektivität der affinsten Verbindungen.  

Funktionelle Untersuchungen anhand der cAMP-Akkumulation in rekombinanten CHO-

Zellen, die den humanen A2A-Adenosinrezeptor stabil exprimieren, erfolgten exemplarisch 

für ausgewählte Verbindungen. Es zeigte sich, dass Verbindung 132 als Vollagonist und 

die Verbindungen 131, 135 und 141 als Partialagonisten am A2A-Rezeptor wirken. Die in 

den funktionellen Experimenten beobachtete verringerte Wirksamkeit verglichen mit der in 

den Radioligandbindungsstudien bestimmte, kann auf einen Speziesunterschied zwischen 

humanen und Ratten Adenosinrezeptoren zurückzuführen sein. Eine weitere Erklärung 

stellt die Tatsache dar, dass die ermittelten EC50-Werte aus funktionellen Studien 

hervorgehen, die im Gegensatz zu Bindungsstudien abhängig sind von der 

Rezeptorexpression sind. Die in diesem Fall verwendete Zelllinie zeigte eine relativ 

geringe A2A-Rezeptordichte. 

Mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien konnten zahlreiche Verbindungen mit Ki-

Werten im mittleren bis unteren nanomolaren Bereich sowohl am A1- und A2A- als auch 

am A3-Rezeptor identifiziert werden. Die hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität 
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besonders interessanten Verbindungen mit einem Alkylthiolinker sind in Abb. 100 

dargestellt. 

 

Abb. 100 Adenosinderivate mit Substitution in Position 2 als neue A1- bzw. A2A-Adensosinrezeptorliganden. 

 

Die Verbindungen 73, 75 und 93 erwiesen sich als hochaffine und selektive A2A-

Rezeptorliganden. Für Verbindung 75 und 93 wurden Speziesunterschiede zwischen 

± 
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Ratten- und humanen Adenosinrezeptoren beobachtet. Die Testsubstanz 75 wurde in einer 

weiterführenden Studie in ex-vivo Experimenten auf ihre lokale, antiinflammatorische 

Wirkung hin untersucht.3 

Die Verbindungen 84, 101 und 105 erwiesen sich in den durchgeführten 

Radioligandbindungsstudien als A1-selektive Liganden. Für diese drei Verbindungen 

konnten ebenfalls Speziesunterschiede zwischen dem Ratten- und humanen 

Adenosinrezeptor festgestellt werden. Bemerkenswert war, dass durch die Einführung 

einer Carbonylfunktionalität innerhalb des Linkers und eine Verschiebung des 

Fluorsubstituenten in die meta-Position des Phenylringes die Umwandlung eines potenten 

A2A-selektiven Liganden zu einem potenten A1-selektiven Liganden gelang. Beide wiesen 

jeweils Ki-Werte im unteren nanomolaren Bereich auf (Vergleich Verbindung 93 mit 

Verbindung 101). In weiterführenden Studien sollten die Verbindungen 73, 84, 93, 101 

und 105 mittels funktionellen Assays eingehender auf ihre pharmakologischen 

Eigenschaften hin untersucht werden. 

Die hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität besonders interessanten Verbindungen, die 

über einen Hydrazonlinker verfügen sind in Abb. 101 dargestellt. 
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Abb. 101 Adenosinderivate mit Substitution in Position 2 als neue A2A- bzw. A3-Adensosinrezeptorliganden. 

 

Die Verbindungen 116, 132 und 147 stellten sich als hochaffine und selektive A2A-

Rezeptorliganden heraus. Für die Testsubstanzen 116 und 132 wurden Speziesunterschiede 

zwischen Ratten- und humanen Adenosinrezeptoren beobachtet. Besonders interessant war 

Verbindung 116, die hochaffin für den A2A-Rezeptor der Ratte, aber nicht für den humanen 

Rezeptor war. Dies ist insofern bemerkenswert, da diese Verbindung sehr starke 

strukturelle Ähnlichkeit mit Binodenoson aufweist, das derzeit in klinischen Studien 

untersucht wird. Die in Verbindung 116 eingeführte Methylgruppe in N1’’-Position des 

Hydrazonlinkers, scheint damit eventuell aufgrund wegfallender 

Wasserstoffbrückenbindung und/oder sterischer Hinderung kritisch für die Bindung zum 
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humanen A2A-Rezeptor zu sein. Dies muss in weitergehenden Studien genauer untersucht 

werden.  

Mit den Verbindungen 121 und 124 wurden in den durchgeführten 

Radioligandbindungsstudien zwei hochpotente A3-selektive Adenosinrezeptorliganden mit 

Ki-Werten im unteren nanomolaren Bereich identifiziert. In weitergehenden Studien sollten 

diese Substanzen in funktionellen Studien auf ihr agonistisches Verhalten am Rezeptor hin 

untersucht werden. Falls dies der Fall sein sollte, könnte mit Hilfe dieser Leitstrukturen ein 

neuer agonistischer A3-selektiver Radioligand entwickelt werden, der den unspezifischen 

Radioliganden NECA ersetzen könnte. 

Die Struktur-Wirkungsbeziehungen können damit wie folgt zusammengefasst werden: 

 
Abb. 102 Zusammenfassende Struktur-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Derivate 61 - 159. 
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9. Charakterisierung von 1H-Purin-6,8-dionen 
und 8H-Purin-8-onen als neue Adenosin-
Rezeptor-Liganden 

9.1 Einleitung 
 
Eine Serie von 1H-Purin-6,8-dion- und 8H-Purin-8-on-Derivaten wurden in unserem 

Arbeitskreis von Dr. Wolfram Frobenius und Dr. Alexander Bauer synthetisiert.248, 249 Eine 

Reihe von N7/N9-disubstituierter Verbindungen wurde dabei auf ihre Eigenschaften hin 

entwickelt und untersucht als potentielle Adenosinrezeptorliganden zu fungieren. Die 

Grundstruktur ist in Abb. 103 dargestellt.  

 

Abb. 103 Grundgerüst der 1H-Purin-6,8-dion- und der 8H-Purin-8-on-Derivate. 

Es erfolgte die Einführung verschiedener Alkyl- bzw. Phenylsubstituenten in den 

Positionen 2, N7 und N9 der Grundgerüste. Die erhaltenen Testsubstanzen wurden in 

Radioligandbindungsstudien an nativen Rattencortex- und Rattenstriatum-

Membranpräparationen unter Verwendung des A1-selektiven Radioliganden [³H]CCPA 

und des A2A-selektiven Radioliganden [³H]MSX-2 von Dr. Andrea Behrenswerth 

untersucht. Um Aussagen über die Selektivität dieser Verbindungen gegenüber den 

weiteren Subtypen treffen zu können, wurden die Testsubstanzen im Rahmen dieser Arbeit 

in Radioligandbindungsstudien an Membranpräparationen von rekombinanten CHO-

Zellen, die den humanen A2B- bzw. A3-Rezeptor stabil exprimieren, untersucht. Dafür 

wurde einerseits der A2B-selektive Radioligand [³H]PSB-603 und andererseits der A3-

selektive Radioligand [³H]PSB-11 verwendet. Für die potentesten Verbindungen wurden 

die Speziesunterschiede zwischen humanen und Ratten A1-, A2A-, A2B- und A3-Rezeptor 

untersucht. Dafür erfolgten Radioligandbindungsstudien an Membranpräparationen von 

CHO-Zellen, die den humanen A1- oder A2A-Rezeptor bzw. den Ratten A2B- oder A3-

Rezeptor exprimieren. 
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9.2 KOMPETITIVE RADIOLIGAND-REZEPTOR-
BINDUNGSSTUDIEN AN ADENOSIN A2B- UND A3-
REZEPTOREN: ANALYSE DER STRUKTUR-
WIRKUNGSBEZIEHUNGEN  

 

Durch die Untersuchung der Testsubstanzen in Radioligandbindungsstudien konnten 

mehrere hochpotente Substanzen identifiziert werden, die Ki-Werte im unteren 

nanomolaren bis hin zum subnanomolaren Bereich sowohl am A2B- als auch am A3-

Rezeptor aufwiesen. Nachfolgend sind die Ergebnisse der Radioligandbindungsstudien in 

Tabelle 11 zusammengefasst. 

Ein Vergleich der Verbindungen 160 - 167 zeigte, dass Derivate, die in den Positionen 7 

und 9 einen Propylrest tragen, Affinität im nanomolaren Bereich am A1-Rezeptor besitzen 

während die Affinität zum A2A-Rezeptor schwächer ausgeprägt war. Daher wurden weitere 

Verbindungen synthetisiert, die dieses Substitutionsmuster aufwiesen und am Phenylring 

modifiziert waren. Die Einführung eines Chlorsubstituenten in Position 2 (Verbindung 

175) des Phenylringes führte zu einer Bindung mit A1- und A2B-Rezeptor-Affinität im 

mittleren nanomolaren Bereich, wobei keine Selektivität festgestellt werden konnte. Die 

A2A- und der A3-Rezeptoren wurden hingegen nicht angesprochen. Erfolgte die 

Substitution in meta-Position (177), so ist ein Affinitätsgewinn am A1- und insbesondere 

am A3-Rezeptor zu verzeichnen. Die Affinität am A2B-Rezeptor erhöhte sich hingegen nur 

schwach. Befand sich der Chlorsubstituent in para-Position des Phenylringes (Verbindung 

178), so konnte im Vergleich zu Verbindung 177 ein weiterer Anstieg der Affinität am A3-

Rezeptor beobachtet werden. Es resultierte ein Ki-Wert von 7,94 nM und eine schwache 

Verbesserung der Affinität am A2B-Rezeptor wurde verzeichnet, wobei sich die Affinität 

zum A1-Rezeptor nicht änderte. Insgesamt wurde eine siebenfache Selektivität gegenüber 

dem A1- und eine dreifache Selektivität gegenüber dem A2B-Rezeptor beobachtet. Der 

Austausch von Chlor- gegen einen Fluorsubstituenten in Position 4 des Phenylringes 

(Verbindung 179) führte zu einer Verringerung der Bindung sowohl am A3- als auch am 

A2B-Rezeptor. Die Affinität zum A1-Rezeptor wurde dabei nicht beeinflusst. Die 

Substitution in para-Position mit einer Hydroxylgruppe (182) führte zu einer höheren 

Affinität im nanomolaren Bereich an allen Subtypen außer am A2A-Rezeptor, an den die 

Verbindung im mikromolaren Bereich bindet. Selektivität bezüglich eines Subtypen konnte 

nicht beobachtet werden. 
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Tabelle 11 Affinitäten verschiedener 1H-Purin-6,8-dione und 8H-Purin-8-one an humanen und Ratten-Adenosin-Rezeptoren. 
 

      1H-Purin-6,8-dione          8H-Purin-8-one 
 

                                 
 

     Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(WF) 
R1 R2 R3 X 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

 2A human / 

Ratte 

[3H]MSX-2 

A2B human 

[³H]PSB603 

A3 human / 

Ratte 

[³H]PSB-11 

160 

(14) 
CH3 CH3 CH3 H 

> 10 000a,e 

28 ± 1 (10 µM) 
> 10 000e 

35 ± 2 (10 µM) 
> 1 000 

- 4 ± 6 (1 µM) 
> 1 000 

4 ± 1 (1 µM) 

161 

(42) 
C3H7 C3H7 C3H7 H 4300 ± 70e > 10 000e

 

35 ± 2 (10 µM) 
> 1 000 

11 ± 6 (1 µM) 
> 1 000 

2 ± 2 (1 µM) 

162 

(61) 
CH3 CH3 - H 1000 ± 100b, e > 10 000 e 

32 ± 3 (10 µM) 
> 1 000 

20 ± 6 (1 µM) 
> 1 000 

8 ± 1 (1 µM) 

               a n = 2; b Radioligand [³H]CCPA; c n = 2; d Radioligand [³H]MSX-2; e getestet von Andrea Behrenswerth 
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     Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(WF) 
R1 R2 R3 X 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]MSX-2 

A2B human / 

Ratte 

[³H]PSB603 

A3 human / 

Ratte 

[³H]PSB-11 

163 

(63) 
C3H7 C3H7 - H 180 ± 20b, e 4300 ± 70 e 50.0 ± 14 41.8 ± 13 

164 

(88) 
C3H3 C3H3 - H 640 ± 100b, c, e 2600 ± 300 e 180 ± 47 31.4 ± 3.7 

165 

(140) 
CH3 C3H7 C7H7 H 

> 10 000e 

34 ± 3 (10 µM)
 

> 10 000e
  

21 ± 2 (10 µM) 
> 1 000 

13 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

0 ± 3 (1 µM) 

166 

(142) 
CH3 C3H7 - H 370 ± 60b, e 8300 ± 1400c, e 342 ± 115 576 ± 272 

167 

(151) 
C3H7 H - H 

> 10 000e 

50 ± 2 (10 µM) 
> 10 000e 

36 ± 2 (10 µM) 
> 1 000 

6 ± 4 (1 µM) 
> 1 000 

24 ± 3 (1 µM) 

168 

(152) 
C7H7 C3H7 - H 44.7 ± 32 

14.0 ± 1.0e 
776 ± 398 

400 ± 80.0e 
253 ± 6.0 
530 ± 81 

0.936 ± 0.321 
> 10 000 

14 ± 3 (10 µM) 

169 

(158) 
C3H7 H C7H7 H > 10 000e 

12 ± 5 (10 µM) 
> 10 000e 

16 ± 7 (10 µM) 
> 1 000 

1 ± 3 (1 µM) 
> 1 000 

2 ± 4 (1 µM) 

a n = 2; b Radioligand [³H]CCPA; c n = 2; d Radioligand [³H]MSX-2 
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     Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(WF) 
R1 R2 R3 X 

A1 human / 

Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human / 

Ratte 

[3H]MSX-2 

A2B human / 

Ratte 

 [³H]PSB603 

A3 human / 

Ratte 

[³H]PSB-11 

170 

(162) 
C3H7 C7H7 - H 110 ± 7.0e 1300 ± 200e 

> 1 000 

34 ± 9 (1 µM) 
> 1 000 

43± 2 (1 µM) 

171 

(163) 
C3H7 CH3 C7H7 H > 10 000e 

30 ± 5 (10 µM)
 

> 10 000e 

20 ± 2 (10 µM) 
> 1 000 

6 ± 3 (1 µM) 
> 1 000 

- 2 ± 4 (1 µM) 

172 

(164) 
C3H7 CH3 - H 310 ± 40e 4300 ± 1100e > 1 000 

41 ± 2 (1 µM) 
> 1 000 

34 ± 4 (1 µM) 

173 

(167) 
C4H9 C2H5 - H 130 ± 20e 1800 ± 500e 319 ± 30 103 ± 11 

174 

(199a) 
C3H7 C3H7 - 4-SO2N(CH3)2 

566 ± 115 
210 ± 14e 

571 ± 138 
300 ± 70d, e 

49.7 ± 2.7 
156 ± 25 

3.61 ± 0.60 
> 10 000 

9 ± 3 (10 µM) 

175 

(199b) 
C3H7 C3H7  2-Cl 240 ± 20e 4300 ± 1200e 389 ± 43 > 1 000 

32 ± 3 (1 µM) 

176 

(199c) 
C3H7 C3H7 - 4-CH3 

195 ± 75.8 
60.0 ± 2.0e 

3706 ± 877 
870 ± 100e 

389 ± 43 
6.24 ± 0.12 
> 10 000 

7 ± 4 (10 µM) 

177 

(199d) 
C3H7 C3H7 - 3-Cl 54.0 ± 9.0e > 10 000e 

36 ± 6 (10 µM) 
156 ± 41 25.4 ± 1.5 

a n = 2; b Radioligand [³H]CCPA; c n = 2; d Radioligand [³H]MSX-2 
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     Ki ± SEM [nM] bzw. Inhibition in % (Konzentration) (n = 3) 

Verbindung 

(WF) 
R1 R2 R3 X 

A1 human/Ratte 

[3H]CCPA 

A2A human/Ratte 

[3H]MSX-2 

A2B human/Ratte 

 [³H]PSB603 

A3 human/Ratte 

[³H]PSB-11 

178 

(199e) 
C3H7 C3H7 - 4-Cl 53.0 ± 5.0e > 1 000e 

46 ± 4 (1 µM) 
20.8 ± 5,7 7.94 ± 4.1 

179 

(199f) 
C3H7 C3H7 - 4-F 61.0 ± 3.0e 2100 ± 710e 100 ± 6,7 34.3 ± 11 

180 

(199g) 
C3H7 C3H7 - 2-OC2H5 260 ± 17e 4500 ± 1000d, e > 1 000 

12 ± 3 (1 µM) 
> 1 000 

34 ± 1 (1 µM) 

181 

(199h) 
C3H7 C3H7 - 4-OC2H5 56.0 ± 3,0e 

> 1 000e 

49 ± 7 (1 µM) 
49.9 ± 4,0 15.2 ± 5.1 

182 

(200a) 
C3H7 C3H7 - 4-OH 26.0 ± 1,3e 1000 ± 200e 27.8 ± 11 16.2 ± 1.3 

183 

(200b) 
C3H7 C3H7 - 4-SO3Na 2100 ± 230e 11000 ± 2900e > 1 000 

27 ± 6 (1 µM) 
465 ± 45 

a n = 2; b Radioligand [³H]CCPA; c n = 2; d Radioligand [³H]MSX-2 
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Durch das Einbringen eines Ethoxysubstituenten in Position 2 des Rings (180) konnte ein 

A1-selektiver Ligand mit einem Ki-Wert im mittleren nanomolaren Bereich erhalten 

werden. Es besteht eine 17-fache Selektivität gegenüber dem A2A-Rezeptor und  

mindestens eine vierfache Selektivität gegenüber den A2B- und A3-Rezeptoren. Wurde der 

Ethoxysubstituent allerdings in Position 4 eingeführt (181), konnte außer am A2A-

Rezeptor, an den diese Verbindung nach Abschätzung im mikromolaren Bereich bindet, 

eine teilweise beachtliche Steigerung der Affinität an allen Subtypen verzeichnet werden, 

wobei die Ki-Werte im unteren nanomolaren Bereich lagen. Die Selektivität zugunsten des 

A3-Rezeptors war lediglich schwach ausgeprägt. Die Erhöhung der Wasserlöslichkeit 

durch Einführung eines Sulfatrestes in Position 4 des Phenylrings (Verbindung 183), führte 

zu einem A3-selektiven Antagonisten mit einem Ki-Wert von 465 nM. Wurde zur 

Erhöhung der Hydrophilie ein Dimethylsulfonamid-Rest eingebracht (Verbindung 174), so 

konnte eine beachtliche Steigerung der Affinität am A3-Rezeptor erzielt werden (3,51 nM). 

Bemerkenswert war, dass keinerlei Bindung zu dem Ratten A3-Rezeptor beobachtet 

werden konnte. Dies kann möglicherweise auf größere Sequenzunterschiede zwischen dem 

humanen und Rattenrezeptor zurückgeführt werden als dies bei den anderen 

Adenosinrezeptorsubtypen der Fall ist.  Die Verbindung ist um ein 58-faches gegenüber 

dem A1-Rezeptor, um ein 83-faches gegenüber dem A2A-Rezeptor und gegenüber dem 

A2B-Rezeptor um ein 14-faches selektiv. Die Untersuchung der Speziesabhängigkeit 

zwischen Ratten und humanem A1- und A2A-Adenosinrezeptor ergab, dass die Verbindung 

in beiden Fällen bevorzugt an den Rattenrezeptor bindet. Ebenso wie der 

Dimethylsulfonamidsubstituent führt eine Methylgruppe in Position 4 (Verbindung 176) zu 

einem hochpotenten A3-selektiven Liganden. Die Verbindung ist mit einem Ki-Wert von 

6,24 nM ebenso affin am humanen A3-Rezeptor wie Verbindung 174 und zeigt ebenfalls 

keinerlei Affinität für den Ratten A3-Rezeptor. Während die Selektivität gegenüber den 

A2A- und A2B-Rezeptoren deutlich erhöht wurde (140-fach bzw. 62-fach), ging die 

Selektivität im Vergleich mit Verbindung 174 gegenüber dem A1-Rezeptors verloren (von 

58-fach auf 10-fach). Nichtsdestotrotz wurde mit Verbindung 176 ein potenter und 

selektiver A3-Rezeptorligand identifiziert (s. Abb. 104). 
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Abb. 104 Kompetitionskurven der Verbindungen 168, 174 und 176 gegen 1 nM [³H]PSB-11 an rekombinanten CHO-
Zellen, die den humanen A3-Adenosinrezeptor stabil exprimieren. Die Kurven stammen aus drei unabhängigen 
Experimenten, die jeweils in Triplikaten angefertigt wurden. Es konnte ein Ki-Wert für Verbindung 168 von 
0,938 ± 0,32 nM, für 174 von 3,61 ± 0,60 nM und für 176 von 6,24 ± 0,12 nM ermittelt. 

 

Die potenteste Verbindung stellte 168 dar. Diese weist in Position 7 einen Propyl- und in 

Position 9 einen Benzylrest auf. Für diese Verbindung konnte ein Ki-Wert von 0,936 nM 

am humanen A3-Rezeptor bestimmt werden. Die Verbindung bindet damit im 

subnanomolaren Bereich. Auch bei dieser Verbindung konnte keinerlei Affinität zu dem 

Ratten A3-Rezeptor beobachtet werden konnte. Es wurde gegenüber dem A1- eine  

15-fache, gegenüber dem A2A- eine 427-fache und gegenüber dem A2B-Rezeptor eine 270-

fache Selektivität ermittelt. Die Untersuchung der Speziesunterschiede zwischen Mensch 

und Ratte ergab sowohl für den A1- und A2A- als auch für den A2B-Rezeptor eine Präferenz 

für den Ratten-Adenosinrezeptor. Damit wurde mit Verbindung 168 ein hochpotenter A3-

selektiver Antagonist mit ausgezeichneter Selektivität identifiziert. Bemerkenswert ist der 

Vergleich mit Verbindung 170 wo die Substituenten in Position 7 und 9 im Vergleich zu 

Verbindung 168 vertauscht wurden. Dies führte zu einem weitestgehenden Verlust der 

Aktivität von 170 am A3- und A2B-Rezeptor und es besteht eine 12-fache A1- Selektivität 

gegenüber dem A2A-Rezeptor bei einem Ki-Wert im mittleren nanomolaren Bereich.  
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9.3 Zusammenfassung und Ausblick 
 

Eine Serie von 24 Verbindungen wurde pharmakologisch in vitro mittels 

Radioligandbindungsstudien hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität untersucht.  

Die Testung an dem Ratten-A1- und A2A-Rezeptor erfolgte bereits zu einem früheren 

Zeitpunkt. Dazu wurden Rattenhirn-Membranpäparationen verwendet. Die potentesten 

Verbindungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich an CHO-

Membranpräparationen, die den humanen A1- oder A2A-Rezeptor bzw. den Ratten A2B- 

oder A3-Rezeptor stabil exprimieren, untersucht, um Informationen über die 

Speziesunterschiede zwischen Ratten und humanen Adenosinrezeptoren zu erhalten. Für 

Aussagen hinsichtlich der Selektivität wurden alle Testsubstanzen an humanen A2B- und 

A3-Rezeptoren, die ebenfalls in rekombinanten CHO-Zellen exprimiert wurden, getestet.  

Mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien konnten mehrere Verbindungen mit Ki-Werten 

im mittleren bis unteren nanomolaren Bereich sowohl am A1- und A2A- als auch am A2B-

Rezeptor identifiziert werden. Für den A3-Rezeptor wurden mehrere hochpotente 

Substanzen gefunden, die hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität besonders 

interessanten Verbindungen sind in Abb. 105 dargestellt. 

Die Untersuchung der Verbindungen 174 und 176 ergab, dass diese mit Ki-Werten im 

unteren nanomolaren Bereich und gleichzeitiger Selektivität gegenüber den anderen 

Adenosinrezeptorsubtypen hochaffin an den humanen A3-Rezeptor binden. Die 

Untersuchung der Speziesabhängigkeit zwischen Mensch und Ratte der 

Adenosinrezeptorsubtypen ergab, dass bevorzugt eine Bindung mit dem Ratten A1- und 

A2A-Rezeptor eingegangen wird. Am A3-Rezeptor konnte ausschließlich die Bindung des 

Liganden mit dem humanen Rezeptor beobachtet werden. Letzteres kann möglicherweise 

auf eine geringere Sequenzhomologie der Rezeptoren im Vergleich mit den anderen 

Subtypen zurückgeführt werden. Am A2B-Adenosinrezeptor konnte zwar Affinität für den 

Rattenrezeptor beobachtet werden, allerdings binden die Liganden bevorzugt an den 

humanen Rezeptor. Dies trifft auch für die potenteste Verbindung 168 dieser Serie zu. 

Auch diese bindet bevorzugt an die Ratten A1- und A2A- bzw. an die humanen A2B- und 

A3-Rezeptoren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Verbindung 168 in den 

durchgeführten Radioligandbindungsstudien ein hochpotenter und gegenüber den anderen 

Subtypen selektiver Antagonist am humanen A3-Rezeptor identifiziert (Ki = 0,936 nM).  
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Abb. 105 Strukturen der hochpotenten und selektiven A3-Adenosinrezeptorliganden 168, 174 und 176. 

 

Obwohl in den letzten Jahren einige potente und selektive A3-Antagonisten entwickelt 

wurden, befindet sich derzeit keine dieser Substanzen in der klinischen Entwicklung. 

Dabei könnte ein hochpotenter und selektiver A3-Antagonist beispielsweise einen 

therapeutischen Nutzen bei der Behandlung von Schlaganfällen, Glaukom, Entzündungen 

und während der bei Krebs induzierten Chemotherapie bringen. Auch die Entwicklung von 

antiasthmatischen, antiallergischen sowie neuroprotektiven Medikamenten auf Grundlage 

von A3-Adenosinrezeptor-Antagonisten könnten vielversprechend sein.250 Daher sollten in 

weiterführenden Studien die potentesten Verbindungen dieser Serie in funktionellen 

Studien auf ihr antagonistisches Verhalten am Rezeptor überprüft werden. 

Aufgrund der exzellenten Affinität und Selektivität könnte Verbindung 168 dann 

beispielsweise als pharmakologisches Tool bei Untersuchungen an nativen Geweben 

genutzt werden, da eine Diskriminierung des A3-Rezeptors von den anderen Subtypen 

gegeben ist. 
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10. Zusammenfassung und Ausblick 
 

Die Suche nach potenten und gleichzeitig selektiven Verbindungen ist für die Entwicklung 

neuartiger Arzneimittel ebenso Grundvoraussetzung wie die Validierung neuer 

krankheitsbezogener Targetstrukturen. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen für einen 

Großteil der zugelassenen Arzneistoffe die Zielstruktur dar und haben somit eine 

herausragende therapeutische Relevanz. Um detailliertere Informationen über die 

Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor zu erhalten und damit die Suche nach 

neuartigen Arzneimitteln zu erleichtern, werden neben potenten und selektiven Substanzen 

auch potente fluoreszenzmarkierte Liganden benötigt, die beispielsweise in der 

Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden können. Diese fluoeszenzmarkierten Liganden 

sollten neben hoher Affinität insbesondere auch Photostabilität aufweisen, um bei einem 

längeren Beobachtungszeitraum nicht auszubleichen. Die Klasse der BODIPY-Derivate 

erfüllt diesen Anspruch. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher funktionalisierte BODIPY-Derivate entwickelt. 

Neben den bereits zu einem früheren Zeitpunkt in diesem Arbeitskreis entwickelten 

Bromalkyl- und Aminoalkyl-Derivaten, wurden BODIPY-Derivate, die über eine Iod-, 

Carboxyl-, Methoxyester-, terminale Alken-, Thioester- oder Thiol-Funktion verfügen, 

dargestellt (s. Abb. 106). Desweiteren konnten BODIPY-Derivate mit α,β-

Dibromfunktionalisierung, Methoxy- und Dihydroxy-Funktionalität erhalten werden. Alle 

dargestellten Derivate wiesen exzellente spektroskopische Eigenschaften auf. 

 

 

Abb. 106 Die in dieser Arbeit dargestellten funktionalisierten Alkyl-BODIPY-Derivate. 
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Exemplarisch wurden für ein BODIPY-Derivat (Verbindung 3) Stabilitätsuntersuchungen 

durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass die synthetisierten Verbindungen unter 

basischen, reduktiven und oxidativen Bedingungen sehr stabil sind. Lediglich unter sauren 

Bedingungen erfolgte eine teilweise Zersetzung des Fluorophors. Ein entstandenes 

Nebenprodukt konnte anhand von LC-MS Spektren postuliert werden. 

In einem weiteren Projekt sollten mit Hilfe der synthetisierten Fluorophore 

Adenosinrezeptorliganden fluoreszenzmarkiert werden. Es gelang, fünf fluoreszierende 

Adenosinrezeptorliganden in guten Ausbeuten zu erhalten (s. Abb. 107). 

 

 

Abb. 107 Fluoreszenzmarkierte-Adenosin-Derivate mit unterschiedlichen Linkerlängen. 

 

Die so dargestellten fluoreszierenden Liganden wurden daraufhin pharmakologisch in 

Radioligand-Bindungsstudien und in funktionellen Studien hinsichtlich ihrer Affinitäten, 

Aktivitäten und Selektivitäten untersucht. Die fluoreszierenden Adenosinrezeptorliganden 

zeigten Affinität zum A1-, A2A- und A3-Rezeptor im mittleren nanomolaren bis hin zum 

unteren mikromolaren Bereich. Erwartungsgemäß konnte keine Bindung an A2B-

Rezeptoren beobachtet werden. Die affinste Verbindung am A1-Rezeptor war mit einem 

Ki-Wert von 304 nM Verbindung 57 mit einer mittleren Alkylkettenlänge. Kürzere und 

längere Linker führten zu einer geringeren Affinität an diesem Subtyp. Die Untersuchung 

der Speziesabhängigkeit zwischen Ratte und Mensch ergab, dass die Testsubstanzen 

bevorzugt an den Ratten A1-Rezeptor binden. Am A2A-Rezeptor wurde hingegen eine 

höhere Affinität für den humanen Rezeptor beobachtet. Verbindung 59 zeigte an diesem 

Rezeptorsubtyp die größte Affinität mit einem Ki-Wert von 865 nM. Eine Verlängerung 

oder die Verkürzung der Linkerlänge führte wiederum zu einer stark reduzierten Bindung. 

Am A3-Rezeptor konnte Verbindung 58 als affinste Substanz identifiziert werden. Mit 
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einem Ki-Wert von 211 nM war 58 damit auch die affinste Verbindung dieser Serie. Bei 

Verwendung des antagonistischen Radioliganden [³H]PSB-11 anstelle des agonistischen 

Radioliganden [³H]NECA konnte kein signifikanter Unterschied in den Affinitäten der 

Testverbindungen beobachtet werden. Die Untersuchung der Speziesunterschiede 

zwischen Ratte und Mensch ergab, dass die Testverbindungen am A3-Rezeptor eine 

bevorzugte Bindung mit dem humanen Rezeptor eingehen. Es wurden zusätzlich 

funktionelle Studien an rekombinanten CHO-Zellen, die den humanen A2A- bzw. den A3-

Adenosinrezeptor stabil exprimierten, durchgeführt. Dazu wurde im Falle des A2A-

Rezeptors die cAMP-Akkumulation und im Falle des A3-Rezeptors die Forskolin-

abhängige Reduktion des cAMP-Levels in den Zellen nach Zugabe der Testsubstanzen 

bestimmt. Als Kontrolle diente der Vollagonist NECA. Es zeigte sich, dass Zellen, die den 

humanen A2A-Rezeptor exprimierten und mit den fluoreszierenden Testsubstanzen 

inkubiert wurden, vergleichbare Mengen an cAMP akkumulierten verglichen mit der 

Positivkontrolle NECA. Die Testsubstanzen wirkten damit als Vollagonisten am humanen 

A2A-Rezeptor. Zellen, die den humanen A3-Rezeptor exprimierten und mit den 

Testsubstanzen 57-59 inkubiert wurden, zeigten im Vergleich mit dem unselektiven 

Agonisten NECA eine vergleichbare Reduktion des cAMP-Levels. Diese Substanzen 

wirkten als Vollagonisten am humanen A3-Rezeptor. Die Zellen, die mit den 

Verbindungen 56 und 60 inkubiert wurden, zeigten hingegen eine verringerte Reduktion 

des cAMP-Levels, so dass diese beiden Verbindungen partiell agonistisch wirkten. 

Die hier synthetisierten und in radioaktiven Bindungs- und funktionellen Studien 

pharmakologisch untersuchten Derivate stellen somit wichtige Werkzeuge für die 

Entwicklung fluoreszenzbasierter Assays oder für Fragestellungen, die mittels 

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden können, dar. In weiterführenden Studien sollte 

durch Einbringen von Heteroatomen und durch Substitutionen am Linker versucht werden, 

einerseits die Affinität und andererseits die Selektivität zugunsten eines Adenosinrezeptor-

Subtyps zu steigern, sodass die Derivate auch in nativem Gewebe, in dem verschiedene 

Adenosinrezeptor-Subtypen vorkommen, angewendet werden können.  

 

Obwohl in den letzten Jahren eine Vielzahl von Adenosin-Rezeptor-Liganden entwickelt 

wurden, sind derzeit sehr wenige selektive Adenosin-Rezeptor-Liganden auf dem Markt. 

Ein Grund für den langsamen Fortschritt bei der Entwicklung von Arzneistoffen, die 

selektiv Adenosin-Rezeptoren adressieren, sind möglicherweise die ungünstigen 
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pharmakokinetischen Eigenschaften und die geringe Wasserlöslichkeit sowie die damit 

einhergehende schlechte Bioverfügbarkeit vieler sehr lipophiler Verbindungen. 

In einem weiteren Projekt wurde daher in unserem Arbeitskreis von Dr. Ali El-Tayeb eine 

Serie von Adenosin-Derivaten pharmakologisch untersucht, die Modifikationen in Position 

2 und/oder 5’ aufwiesen. Als Leitstruktur diente 2-Thioadenosin, dass in Position 2 mit 

großen, über einen Linker verknüpften Substituenten modifiziert wurde. Dabei wurden 

nicht nur Derivate mit Modifikationen des großen Restes untersucht, sondern auch solche 

mit Variationen im Linker. Eine Unterserie orientierte sich dabei an der zur Zeit sich in 

klinischen Studien befindlichen Verbindung Binodenoson, welche als Diagnostikum bei 

koronaren Herzerkrankungen Einsatz finden soll. Das Hauptpotential von potenten und 

selektiven A2A-Adenosinrezeptor Agonisten liegt begründet in ihren antiinflammatorischen 

und immunsuppresiven Eigenschaften. Weitere mögliche Anwendungsgebiete potenter 

A2A-Agonisten liegen in der Behandlung von Psychosen und von Chorea Huntington. Die 

Anwendung ist allerdings wegen hypotensiver Effekte bedingt durch die Aktivierung von 

A2A-Rezeptoren im Herzen und der Blutgefäße eingeschränkt. Daher wurde in unserem 

Arbeitskreis mit Verbindung 75 (PSB-0777) eine hochpolare, nicht-absorbierbare Substanz 

entwickelt, die lokale, antiinflammatorische Eigenschaften besitzt und beispielsweise bei 

der Behandlung von chronisch entzündlichen Darmkrankheiten wie Morbus Crohn, Colitis 

ulcerosa oder dem Reizdarmsyndrom unter Vermeidung systemischer Effekte Einsatz 

finden könnte. Weiterführende ex-vivo-Studien mit dieser Verbindung zeigten in 

entzündeten Ratten Ileum/Jejunumpräparaten diesbezüglich vielversprechende 

Ergebnisse.3 

Es konnten außerdem mehrere Derivate mit Ki-Werten im ein- bis zweistelligen 

nanomolaren Bereich am A1-, A2A- und A3-Rezeptor identifiziert werden. Die potentesten 

Verbindungen sind in Abb. 108 dargestellt. Dabei fielen insbesondere die Derivate 116 und 

132 auf, die beide eine zyklische Struktur aufweisen, die über einen Hydrazonlinker mit 

dem Adenosingrundgerüst verbunden wurde. Beide Verbindungen sind hochaffin und 

selektiv für den A2A-Rezeptor gegenüber den anderen Subtypen (6,78 nM bzw. 12 nM). 

Besonders bemerkenswert war dabei Verbindung 116, die sich lediglich um eine 

Methylgruppe am N1’’ des Hydrazonlinkers von Binodenoson unterscheidet. Durch die 

Einführung dieser Methylgruppe konnte sowohl ein Affinitätsgewinn (6,78 nM) am A2A-

Rezeptor, als auch ein enormer Selektivitätsgewinn verglichen mit Binodenoson 

verzeichnet werden. Die Untersuchung der Speziesunterschiede zwischen dem humanen 
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und Rattenrezeptoren zeigte, dass Verbindung 116 ausschließlich hochaffin für den Ratten-

A2A-Rezeptor ist. Die Verbindung liefert damit wichtige Hinweise auf die Bindungstasche 

des humanen A2A-Rezeptors, die sich in diesem Bereich anscheinend stark von dem im 

Rattenrezeptor unterscheidet. Die Identifizierung solch kritischer Bereiche innerhalb der 

Bindungstasche gibt wichtige Impulse für die Entwicklung neuer A2A-Rezeptor-Agonisten, 

die dann auch eine hohe Potenz zum humanen Rezeptor zeigen.  

Mit Verbindung 147 wurde erstmals ein mit einem weiteren Zuckermolekül verknüpftes 

Nucleosid-Derivat identifiziert, das als selektiver A2A-Rezeptor Ligand und mit einem  

Ki-Wert im mittleren nanomolaren Bereich bindet. In funktionellen Assays konnte gezeigt 

werden, dass diese Verbindung ein Vollagonist am humanen A2A-Adenosinrezeptor ist.  

 

 
Abb. 108 Potenteste Verbindungen der Serie am A2A-und A3-Adenosinrezeptorligand. 
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Desweiteren wurden mit den Verbindungen 121 und 124 zwei A3-Adenosinrezeptorligand-

Agonisten identifiziert, die hochpotent und selektiv gegenüber A1-, A2A- und A2B-

Adenosinrezeptoren waren (Ki-Werte: 6,01 nM bzw. 7,23 nM). Die Verbindungen könnten 

als Leitstrukturen für die Entwicklung neuer selektiver agonistischer Radioliganden 

dienen, die den unselektiven Radioliganden NECA ersetzen könnten.  

 

In einem weiteren Projekt wurden Derivate, die auf den Grundstrukturen der 1H-Purin-6,8-

dion und 8H-Purin-8-on beruhen, in Radioligandbindungsstudien hinsichtlich ihrer 

Affinität zu A2B- und A3-Adenosinrezeptoren untersucht. Die Verbindungen wurden in 

unserem Arbeitskreis von Dr. Wolfram Frobenius und Dr. Alexander Bauer synthestisiert. 

Die Testung an Ratten-A1- und A2A-Rezeptoren erfolgte bereits zu einem früheren 

Zeitpunkt. Die potentesten Verbindungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich an 

CHO-Membranpräparationen, die den humanen A1- oder A2A-Rezeptor bzw. den Ratten 

A2B- oder A3-Rezeptor stabil exprimieren, untersucht, um Informationen über eventuelle 

Speziesunterschiede zwischen Ratten- humanen Adenosinrezeptoren zu erhalten.  

Es konnten mehrere Verbindungen mit Ki-Werten im mittleren bis unteren nanomolaren 

Bereich sowohl am A1- und A2A- als auch am A2B-Rezeptor identifiziert werden. Für den 

A3-Radioligandrezeptor wurden mehrere hochpotente Substanzen gefunden. Die 

hinsichtlich ihrer Affinität und Selektivität besonders interessanten Verbindungen sind in 

Abb. 109 dargestellt. 

Die Verbindungen 174 und 176 wurden als hochaffine Antagonisten am humanen A3-

Rezeptor identifiziert. Zum Ratten A3-Rezeptor bestand keinerlei Affinität. Es wurden  

Ki-Werte im niedrigen nanomolaren Bereich bei gleichzeitig hoher Selektivität gegenüber 

den anderen Adenosinrezeptorsubtypen bestimmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit 168 

ein hochpotenter und gegenüber den anderen Subtypen selektiver Antagonist am humanen 

A3-Rezeptor identifiziert, der mit einem Ki-Wert von 0,936 nM im subnanomolaren 

Bereich bindet. Aufgrund der exzellenten Affinität und Selektivität könnte Verbindung 168 

als pharmakologisches Tool bei Untersuchungen an nativen Geweben genutzt werden. 
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Abb. 109 Hochpotente und selektive A3-Adenosinrezeptor Antagonisten. 

 

Obwohl in den letzten Jahren einige potente und selektive A3-Antagonisten entwickelt 

wurden, befindet sich derzeit keine dieser Substanzen in der klinischen Entwicklung. 

Dabei könnte ein hochpotenter und selektiver A3-Antagonist für die Behandlung von 

Schlaganfällen, Glaukom, entzündlichen Erkrankungen und bei Krebs vielversprechend 

sein. Mit der Identifizierung von Verbindung 168 als hochaffiner Antagonist am A3-

Rezeptor mit hervorragender Selektivität ist im Rahmen dieser Arbeit ein 

vielversprechender Kandidat gefunden worden, der in weiterführenden Studien hinsichtlich 

der Eignung für klinische Studien untersucht werden muss. 
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11 EXPERIMENTELLER TEIL 
 

11.1 Chemikalien und Geräte bei der Synthese von 
fluoreszierenden Purinrezeptorliganden  

 

Allgemeine Angaben 
Für die Darstellung und Charakterisierung der beschriebenen Verbindungen sowie für die 

Testung der Verbindungen wurden die nachfolgenden aufgeführten Chemikalien und 

Geräte verwendet. 

 

Chemikalien 

Die für die Synthesen und Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten verwendeten 

Chemikalien wurden von den Firmen Arcros Organics (über VWR, Siegburg), Fluka 

(Buchs, Schweiz), Sigma-Aldrich (Steinheim), Merck (Filsum) und Novabiochem 

(Läufelfingen, Schweiz) bezogen und, falls nicht anders angegeben, ohne weitere 

Aufreinigung verwendet. Davon abweichende Hersteller für die Testung sind im Text unter 

10.4 angegeben. 

 

Lösungsmittel 

Dichlormethan wurde für Synthese und Säulenchromatographie über Calciumhydrid 

destilliert. Alle weiteren Lösungsmittel wurden in der vom Hersteller gelieferten Qualität 

verwendet. 

 

Allgemeine Arbeitsmethoden 

Luft- bzw. feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden unter Stickstoff und in 

trockenen Reaktionsgefäßen durchgeführt. Dazu wurde eine Schutzgasanlage verwendet. 

Diese bestand aus einer Hochvakuumpumpe und einem Schutzgasanschluss (Stickstoff). 

Die Glasapparaturen wurden vor Verwendung mehrmals ausgeheizt und mit Stickstoff 
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geflutet. Die absolutierten Lösungsmittel und flüssigen Substanzen wurden über Spritzen 

zugegeben. 

Sofern die unten aufgeführten Verbindungen nach einer bekannten Vorschrift aus der 

Literatur hergestellt wurden, sind sie durch Literaturstelle im Titel gekennzeichnet. 

Wurden die Verbindungen auf einem anderem Weg dargestellt erfolgt die Kennung 

lediglich beim Schmelzpunkt. Die mit einem “*“ gekennzeichneten NMR-Spektren sind in 

der Literatur beschrieben. 

 

Dünnschichtchromatographie 

Die Reaktionskontrollen wurden mit Hilfe Kieselgel-beschichteter Aluminiumplatten 60 

F254 (Merck, Darmstadt) bzw. mittels RP-Kieselgel-beschichteter Aluminiumplatten RP-18 

F254s (Merck, Darmstadt) durchgeführt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht der 

Wellenlängen 254 nm und 366 nm. 

 

Säulenchromatographie 

Die säulenchromatographische Aufreinigung wurde als Flash-Chromatographie mit einem 

System der Firma Büchi (Essen), bestehend aus Pumpe C-601, Pumpensteuergerät C-610 

und Fraktionssammelgerät C-660 auf Kieselgel 60 mit einer Korngröße von 0,040 mm bis 

0,063 mm (Merck, Darmstadt) durchgeführt. 

 

Präparative HPLC 

Die Aufreinigung der Endprodukte wurde mittels HPLC durchgeführt. Dafür wurden 

folgende Geräte verwendet: Pumpe Wellchrome K-1800 (Knauer, GmbH, Berlin), 

Probenschleife mit 7 mL Fassungsvermögen (Knauer GmbH, Berlin), Spektrophotometer 

Wellchrome K-2600 (Knauer, GmbH, Berlin), Fraktionssammelventil (Knauer GmbH, 

Berlin), Eurospher 100-Vorsäule (Abmessungen 30 x 20 mm innerer Durchmesser, gefüllt 

mit RP-Kieselgel C-18, Korngröße 10 µm (Knauer, GmbH, Berlin)) und Eurospher 100-

Trennsäule (Abmessungen 250 x 20 mm innerer Durchmesser, gefüllt mit RP-Kieselgel C-

18, Korngröße 10 µm (Knauer, GmbH, Berlin)). Als mobile Phase wurde ein Gradient aus 

Methanol (HPLC-Grade, Merck, Darmstadt) und deionisiertem Wasser, in einigen Fällen 
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unter Zusatz von je 0,5 %Triethylamin (99% pur., Grüssing GmbH, Filsum) verwendet. 

Die Flussrate betrug 20 mL/min. 

 

Mikrowelle 

Mikrowellenreaktionen wurden in der Mikrowelle Discover der Firma CEM GmbH 

(Kamp-Lintfort) mit der fokussierten™ Mikrowellen-Synthese durchgeführt. 

 

Hydrierapparatur 

Katalytische Hydrierungen wurden mit dem Wasserstoffgenerator Hogen® GC Hydrogen 

Generator der Firma Proton Energy Systems (Wallingford, USA) durchgeführt. 

 

Gefriertrocknung 

Die schonende Isolierung von Produkten aus wässrigen Lösungsmitteln wurde mit der 

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, GmbH, 

Osterode) durchgeführt. 

 

Schmelzpunktbestimmung 

Schmelzpunkte wurden mit Hilfe eines Büchi-B-545 Schmelzpunktmessgerätes 

aufgenommen und sind unkorrigiert. 

 

NMR-Spektroskopie 

NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance 500 Spektrometer (1H: 500 MHz, 13C: 

125 MHz) aufgenommen. Die verwendeten Lösungsmittel DMSO-d6, D2O, CD3OD und 

CDCl3 dienten als interner Standard: 1H: δ [ppm] DMSO-d6: 2.49; D2O: 4.65; CD3OD: 

3.35; CDCl3: 7.24. 13C: δ [ppm] DMSO-d6: 37.7; D2O: TMS wurde als interner Standard 

verwendet; CD3OD: 49.3; CDCl3: 77.0. Die chemischen Verschiebungen (δ) sind in ppm 

und Kopplungskonstanten J werden in Hz angegeben. Die Multiplizitäten der 
1

H-NMR 

Signale werden folgendermaßen abgekürzt: s = Singulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, 
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ddd = Dublett von Doppeldubletts, t = Triplett, q = Quartett, qi = Quintett, m = Multiplett, 

br = breites Singulett. Die Ergebnisse der Distortionless Enhancement by Polarisation 

Transfer (DEPT) - Messungen sind in die Auswertung mit eingeflossen. Wenn nicht anders 

angegeben, wurden die NMR-Spektren bei Raumtemperatur aufgenommen. 

 

HPLC-MS 

Die Reinheit und Identität aller Endprodukte und einiger Vorstufen sowie die 

Stabilitätsuntersuchungen wurden mittels eines an ein API 2000 Massenspektrometer 

(Elektronensprayionisation, Applied Biosystems, Darmstadt) gekoppelten HPLC-Systems 

(Agilent 1100) bestimmt. Es wurden 0,5 mg der zu prüfenden Substanz in einem mL 

Methanol gelöst. Von dieser Lösung wurden 10 µL in das HPLC-System mit einer 

Phenomenex Luna C-18-Säule (Korngröße 3 m, Abmessungen 50 x 2 mm innerer 

Durchmesser) injiziert. Der Analyt wurde mit einem Gradienten aus wässriger 2 mM 

Ammoniumacetat-Lösung und Methanol von 9:1 (v/v) nach 0:10 (v/v) über 15 min bei 

einer Flussrate von 250 µL/min eluiert. Die Detektion erfolgte durch die Messung der UV-

Absorption, wenn nicht anders angegeben ist, bei einer Wellenlänge von 254 nm. 

 

HR-MS  

In Fällen, in denen eine Elementaranalyse nicht möglich war (BODIPY-Fluorophore) 

wurde ein hochaufgelöstes Massenspektrogramm aufgenommen. Dazu wurde ein Kratos 

50 MS (Elektronensprayionisation), welches sich in der Zentralanalytik des chemischen 

Institutes der Universität Bonn befindet, verwendet.  
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11.2 CHEMIKALIEN UND GERÄTE BEI DER TESTUNG VON 

PURINREZEPTORLIGANDEN  
 

11.2.1 GERÄTE UND MATERIALIEN 
 

Analysenwaage     Sartorius CP225D 

Autoklaven  Varioklav® Dampfsterilisator, H + P Systec 

3850 ELV 

Brutschränke      Heraeus, HERAcell® 240 Jouan IG 650 

Glasfaserfilter (24er und 48er Harvester)  Whatman®, GF/B, Schleicher und 

SchüllGF52 (GF/C), Schleicher und Schüll 

Glasfaserfilter (96er Harvester)  Uni-Filter®-96, GF/B und GF/C, Perkin 

Elmer 

Harvester      Brandel M24, Gaithersburg, MD, USA 

Brandel M48, Gaithersburg, MD, USA 

Brandel 96, Gaithersburg, MD, USA 

Heizblock      Thermomixer comfort, Eppendorf 

Homogenisator     RW 16 basic, IKA Labortechnik 

Laminar-Airflow-Werkbank    NUNC® Safe flow 1.2 NUNC® BIOFLOW 

Liquid Scintillation Counter    TRICARB 2900TR, Canberra Packard 

Topcount®NXT, Packard Instrument 

Company 

LSC-Cocktails  UltimaGold®, Canberra Packard Ready 

SafeTM, Beckman Coulter 

Microscint-20, Perkin Elmer 

Maxi vials      Roth 

Mikroskop      Axiovert 25, Zeiss 

Wllovert30, Wetzlar 

Axiovert 100, Zeiss 

Mikrotiterplatten     Microtest Plate 96, Sarstedt 

Assay Block      0,5 ml Costar® Corning Inc. 

Mini vials C      Roth 

Multipette      Eppendorf Multipette® Plus 
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pH-Meter      WTW pH Elektrode SenTix 41 WTW pH 197 

PE-vials      Polyethylen-Vials, 4 ml und 5 ml, Roth 

Pipetten      Eppendorf Research, 2-20 µl 

Eppendorf Research, 20-200 µl 

Mettler Toledo Volumate, 100-1000 µl 

Pipettenspitzen     Sarstedt 

Rührer mit Heizplatte    IKA Labortechnik RCT basic 

Safe-Lock Reaktionsgefäße    Eppendorf 

Schüttelwasserbad     GFL® 1083 

Software      GraphPad Prism®, Version 4.0 

CS Chemdraw Ultra, Ultra Version 11.0 

Origin 7.0 

Trockenschrank    Heraeus T 6120 

Ultraschallbad     Bandelin SONOREX RK 52H 

Bandelin SONOREX RK 110H 

Ultraturrax      IKA Labortechnik T25 basic 

Ultrazentrifuge (+ Zubehör)   Beckman Coulter SW 55 Ti (Rotor) 

Beckman Ultra-ClearTM Centrifuge Tubes  

(13 x 51, 5 ml) 

UV/Vis Spectrophotometer    Beckman® DU 530 

Vortexer      IKA Labortechnik MS1, Minishaker 

Waage      Scaltec SBC 42 

Zentrifugen (+ Zubehör)    Beckman Avanti, J-20I 

Beckman, JA-20 (Rotor) 

Beckman Centrifuge Tubes 

(29 x 104 mm, 50 ml) 

  



11. Experimenteller Teil 

 

187 
 

11.2.2 SUBSTANZEN UND REAGENZIEN  
 

11.2.2.1.  KOMMERZIELL ERHÄLTLICHE CHEMIKALIEN 
 

ADA       Calbiochem, 116880 

2-Propanol p.a.    Merck, 1.00994.0500 

2-Propanol tech.     ZVE Universität Bonn 

BSA, Albumin Fraktion V   Roth, 8076.2 

CADO      Fluka BioChemika, 22997; Sigma, C-5134 

cAMP      Sigma, C-164 

CGS21680      Sigma, C-141; Tocris, 1063 

DMSO      Riedel-de Haën, 70040 

DPCPX      Sigma, C-101 

EDTA       Sigma, E-5134 

Ethanol p.a.     Merck, 1.00983.1000 

Ethanol techn.     ZVE Universität Bonn 

Forskolin     Fluka BioChemika, 33698 

HCl 37%      Applichem, A-0659 

hA2A Membranpräparation   Perkin-Elmer 

KCl       Applichem, 2939,025 

MgCl2       Fluka BioChemika, 63068 

NaCl       KMF Optichem, 123762 

NaOH-      Rotuli Fluka BioChemika, 71689 

NECA       Sigma, E-2387 

Polyethylenimin-Lösung (50 %)   Sigma, P-3143 

Rho20-1724     Sigma, B-8279 

R-PIA       Sigma, P-4532 

Tris       Roth, AE15.3 
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11.2.2.2 NICHT-KOMMERZIELL ERHÄLTLICHE CHEMIKALIEN 

 

AB-Substanzen    Verbindungen hergestellt von Dr. Alexander Bauer, 

Arbeitskreis Frau Prof. Dr. Christa E. Müller, Bonn 

Ali-Substanzen    Verbindungen hergestellt von Dr. Ali El-Tayeb, 

Arbeitskreis Frau Prof. Dr. Christa E. Müller, Bonn 

FH-Substanzen    Verbindungen hergestellt von Dr. Fabian Heisig, 

Arbeitskreis Frau Prof. Dr. Christa E. Müller, Bonn 

WF-Substanzen   Verbindungen hergestellt von Dr. Wolfram Frobenius 

     Arbeitskreis Frau Prof. Dr. Christa E. Müller, Bonn 

 

11.2.3. RADIOLIGANDEN 
 

Radioligand   Spezifische Aktivität   Hersteller 

 

[3H]CCPA   48,6 Ci/mmol (1,80 TBq/mmol) PerkinElmer Life Sciences, 

USA 

[³H]cAMP  42,6 Ci/mmol (1,58 TBq/mmol) PerkinElmer Life Sciences, 

USA 

[3H]CGS21680  45 Ci/mmol (1,67 TBq/mmol) 

47 Ci/mmol (1,74 TBq/mmol) 

40,5 Ci/mmol (1,50 TBq/mmol) PerkinElmer Life Sciences, 

USA 

[3H]PSB-11*   53 Ci/mmol (1,96 TBq/mmol)  Amersham Biosciences, UK 

[3H]PSB-603*  73 Ci/mmol (2,79 TBq/mmol)  GE Healthcare, UK 
3H]NECA  15,9 Ci/mmol (0,63 TBq/mmol)  Tocris, UK 

* Die nicht radioaktiven Vorstufen dieser Radioliganden wurden im Arbeitskreis von Prof. 

Müller (Uni Bonn) synthetisiert. 

Die Tritiierung erfolgte extern durch die Firma Quotient Bioresearch (Cambridgeshire, 
UK). 
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11.2.4. ZELLKULTURBEDARF UND NÄHRMEDIEN 
 

DMEM-F12 Medium 1:1, w Glucose w L-Glutamin  Invitrogen, 31330095 

Falcon Tubes       Sarstedt 

Fötales Kalbsserum (FCS)      Sigma, F-0804 

G418         Merck, 345810 

Gewebekulturflaschen, steril      Sarstedt 

hA1-/hA3-CHO-Zellen  AK Prof. Dr. Karl-Norbert 

Klotz, Pharmazeutisches 

Institut, Würzburg 

hA2A-/hA2B- /rA2B-/rA3- CHO-Zellen    AK Prof. Dr. Christa E. Müller 

Kryovials, steril       Sarstedt 

Penicillin-Streptomycin-Lösung    Sigma, P0906 

(10000 U/ml Penicillin,10 mg/ml Streptomycin)  Invitrogen, 15140130 

Serologische Einmalpipetten, steril     Sarstedt 

Trypsin (2,5 %)       Lonza, 17-160 

 

11.2.5. KULTIVIERTE ZELLLINIEN 
 

Zelllinie  Vektor/Expressions-System           Rezeptordichte 

             [fmol/mg Protein] 

hA1-CHO-Zellen   pcDNA3-Vektor, stabil transfiziert, 

positive Klone selektiert                        1001 ± 41856 bis  

mit Neomycin                                             1069 ± 56956 

hA2A-CHO-Zellen   pcDNA3-Vektor, stabil transfiziert, 

positive Klone selektiert mit Neomycin        247 ± 10456  

hA2B-CHO-Zellen   pLXSN-Vektor, stabil transfiziert         502 ± 57251 

positive Klone selektiert mit G418  

(Gentamycin) 

hA3-CHO-Zellen   pcDNA3-Vektor, stabil transfiziert,          807 ± 61356 

positive Klone selektiert mit Neomycin 



11. Experimenteller Teil 

 

190 
 

11.3 Pufferlösungen 
 

Inkubations- und Waschpuffer (A) (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4) 

Es werden 6,05 g Tris (50 mM) in 1,0 L deionisiertem Wasser gelöst und mit 

konzentrierter Salzsäure (37%ig) wird der pH-Wert auf 7.4 eingestellt. Der Puffer wird auf 

4°C gekühlt. 

 

Waschpuffer für [3H]PSB603-Bindungsstudien (B) 

Es werden 6,05 g Tris (50 mM) in 1,0 L deionisiertem Wasser gelöst. Mittels 

konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7.4 eingestellt. Anschließend wird dem 

Waschpuffer 0,1% BSA hinzugefügt und der Puffer auf 4°C gekühlt. 

 

Inkubationspuffer für Radioligand-Bindungsstudien an CHO-hA3-Membran-

präparationen (C) 

Es werden 3,03 g Tris, 0,21 g Na4EDTA und 0,48 g MgCl2 in 500 mL deionisiertem 

Wasser gelöst und mit Hilfe von konzentrierter Salzsäure auf den pH-Wert 8,25 eingestellt.  

 

PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline), pH 7,2 

58,4 g NaCl (150 mM), 74,5 g KCl (2,5 mM), 178 g Na2HPO4 (7,5 mM) und 136,1 g 

KH2PO4(1,5 mM) werden in 1,0 L deionisiertem Wasser gelöst und mittels konzentrierter 

Salzsäure (37%ig) auf den pH-Wert 7.4 eingestellt. Die Lösung wird anschließend 

autoklaviert. 

 

Trypsin-EDTA-Lösung (steril) 

500 ml PBS-Puffer und 0,6 ml EDTA-Lösung werden 20 min bei 120°C autoklaviert. 

Anschließend werden 10 ml Trypsin (2,5 %), steril und Phenolrot (0,5 %) unter sterilen 

Bedingungen hinzugefügt und die Lösung bei 4°C gelagert. 

 

HBSS-Puffer (steril) 

Es werden 8 g NaCl (13 mM), 4,77 g Hepes (20 mM), 1 g Glucose (5,5 mM), 0,1 g MgSO4 

(0,8 mM), 0,1 g MgCl2 (1 mM), 0,185 g CaCl2 (1,25 mM), 0,35 g (4,2 mM), 0,4 g KCl 

(5,4 mM), 0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) und 0,048 Na2HPO4 (0,34 mM) in 1 L deionisiertem 
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und autoklaviertem Wasser gelöst und mittels Salzsäure (37%ig) auf den pH-Wert 7,3 

eingestellt. 

HBSS/ADA-Puffer 

Es werden 22 mL HBSS-Puffer mit 9,9 µL ADA (1U ≡ 1 µL) versetzt und auf 37°C im 
Wasserbad erwärmt. 

 

HBSS/DMSO-Puffer 

Es werden 9,5 mL HBSS-Puffer mit 500 µL DMSO versetzt und auf 37°C erwärmt. 

 

Lyse-Puffer (steril) 

1,48 g EDTA (4 mM) und 100 µL Triton (0,01%) werden in 1 L deionisiertem und 

autoklaviertem Wasser gelöst und mittels Salzsäure (37%ig) auf den pH-Wert 7,3 

eingestellt. 

11.4 Verwendete Nährmedien 
 

Grundmedium zur Anzucht: 

CHO-hA1-, hA2A -,hA2B-, rA2B-, rA3- und hA3 -Zellen 

DMEM F-12-Medium supplementiert mit 

10 % fötalem Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung (10000 U/ml Penicillin,10 mg/ml 

Streptomycin) 

0,4 % G418 (50 mg/ml) 

 

Medium für Dishes: 

DMEM F-12-Medium supplementiert mit 

10 % fötalem Kälberserum 

1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung (10000 U/ml Penicillin,10 mg/ml 

Streptomycin) 
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11.5 Synthesen 
 

8-Brommethyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen227 (A) (3) 

 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,00 g Bromacetylbromid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst und unter Eiskühlung langsam mit 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) versetzt. Es wird 150 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,80 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,50 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als violetter Feststoff. 

Ausbeute:   680 mg (40 %)   

 

8-Brommethyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (B) (3) 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,00 g Bromacetylbromid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst und unter Eiskühlung langsam mit 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) versetzt. Es wird 150 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung mit 2,80 mL Triethylamin (20 mmol) versetzt und 30 

min gerührt. Danach werden 2,54 g Jod (10 mmol) und 2,50 mL Bortrifluoriddiethyletherat 

(10 mmol) hinzugefügt und eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wird 

dreimal mit einer 1 molaren Natriumthiosulfat-Lösung gewaschen und die organische 

Phase über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 
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Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als violetter Feststoff. 

Ausbeute:   1,41 g (83 %)   

 

8-Brommethyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (C) (3) 

Es werden 1,00 g Bromacetylbromid (5 mmol) in 50 mL trockenem Dichlormethan gelöst 

und unter Eiskühlung langsam mit 0,95 g 2,4-Dimethylpyrrol (10 mmol) versetzt. Es wird 

150 min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wird bei Eiskühlung mit 2,80 mL 

Triethylamin (20 mmol) versetzt und 30 min gerührt. Danach werden 1,7 g 4-tert-

Butylcatechol (10 mmol) und 2,50 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) hinzugefügt 

und eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als violetter Feststoff. 

C14H16BBrF2N2 (340,0558 g·mol-1) 

Ausbeute:   1,12 g (67 %)   

Aussehen:   violetter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  221 °C 

Rf-Wert:   0,71 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,51 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52  
(s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 4,65 (s, 2H, 1’-CH2), 6,06 (s, 2H, 2-CH, 6-
CH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,7 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 15,9 
(+, 2C, CH3-9, CH3-12), 24,5 (-, CH2-1’), 122,3 (+, 2C, CH-2, CH-6), 
131,0 (2C, C-7a, C-8a), 137,2 (C-8), 140,9 (2C, C-1, C-7), 156,5 (2C, 

C-3, C-5). 
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MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 341,3 

   [M+Na]+  = 363,1 

   [M+K]+     = 381,3  

HR-MS (ESI): berechnet für C14H16BBrF2N2Na [M+Na]+: 363,0453 

          gefunden: 363,0451 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 515nm 

Emission:    λmax = 526 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute:  Φ = 0,95 

 

8-(2-Bromethyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen227 (4) 

 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 0,85 g 3-Brompropionylchlorid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst. Unter Eiskühlung werden langsam 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) zugegeben und es wird 150 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,5 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 
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C15H18BBrF2N2 (354,0714 g·mol-1) 

Ausbeute:   200 mg (12 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  159 °C 

Rf-Wert:   0,70 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,42 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,50  
(s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,45 (s, 4H, 1’-CH2, 2’-CH2), 6,07 (s, 2H,  
2-CH, 6-CH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,9 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,5 (+, 
2C, CH3-9, CH3-12), 30,1 (-, CH2-2’), 31,9 (-, CH2-1’), 122,6 (+, 2C, CH-
2, CH-6), 131,8 (2C, C-7a, C-8a), 140,3 (C-8), 140,9 (2C, C-1, C-7), 155,6 
(2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 355.3 

   [M+Na]+  = 377,1 

HR-MS (ESI): berechnet für C15H18BBrF2N2Na [M+Na]+: 377,0609 

            gefunden: 377,0605 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 504nm 

Emission:    λmax = 512 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute:  Φ = 0,85 
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8-(3-Brompropyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen227 (5) 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 0,93 g 3-Brompropionylchlorid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst. Unter Eiskühlung werden langsam 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) zugegeben und es wird 90 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,5 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 

C16H20BBrF2N2 (368,0871 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   553 mg (30 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  155 °C 

Rf-Wert:   0,73 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,15 (m, 2H, 2’-CH2), 2,43 (s, 6H, 
9-CH3, 12-CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,11 (m, 2H, 1’-CH2), 
3,54 (t, 2H, 3’-CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 
MHz): δ = 14,5 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,7 (+, 2C, CH3-9, CH3-
12), 27,2 (-, CH2-2’), 32,9 (-, CH2-1’), 34,0 (-, CH2-3’), 121,9 (+, 2C, 
CH-2, CH-6), 131,0 (2C, C-7a, C-8a), 140,3 (2C, C-1, C-7), 144,2 (C-
8), 154,4 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 369,4 

   [M+Na]+  = 391,1 

   [M-Br]+     = 289,2  

HR-MS (ESI): berechnet für C16H18BBrF2N2Na [M+Na]+: 391,0766 

            gefunden: 391,0764 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 499 nm 

Emission:    λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,95 

 

8-(4-Brombutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 (6) 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,00 g 4-Bromvalerylchlorid, trockenem Toluol in 

einem Druckgefäß vorgelegt. Anschließend werden 0,95 g 2,4-Dimethylpyrrol (10 mmol), 

welches zuvor in 10 mL trockenem Toluol gelöst wurde, zugegeben. Die Reaktionslösung 
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wird 2,5 h bei 90°C und geschlossenem Gefäß gerührt. Nach Abkühlen auf 

Raumtemperatur wird der Lösung 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) zugegeben und weitere 

30 min bei Raumtemperatur gerührt. Danach wird mit 2,5 mL Bortrifluoriddiethyletherat 

(10 mmol) versetzt und 12h bei 80°C und geschlossenem Gefäß gerührt. Anschließend 

wird das Lösungsmittel unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 

C17H22BBrF2N2 (382,1027 g·mol-1) 

Ausbeute:   665 mg (35 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  164 °C 

Rf-Wert:   0,72 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,78 (m, 2H, 3’-CH2), 2,04 (m, 2H, 2’-
CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,95 
(m, 2H, 1’-CH2), 3,43 (t, 2H, 4’-CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,5 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,4 (+, 
2C, CH3-9, CH3-12), 27,5 (-, CH2-2’), 30,2 (-, CH2-3’), 32,7 (-, CH2-1’), 
33,1 (-, CH2-1’), 121,8 (+, 2C, CH-2, CH-6), 131,4 (2C, C-7a, C-8a), 
140,2 (2C, C-1, C-7), 145, (C-8), 154,1 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 341,3 

   [M+Na]+   = 363,1 

   [M-Br]+     = 303,1  

[M-F]+     = 363,1 
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HR-MS (ESI): berechnet für C17H22BBrF2N2Na [M+Na]+: 405,0923 

            gefunden: 405,0922 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 498 nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute:  Φ = 0,94 

 

 

8-(5-Brompentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 (7) 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,06 g 6-Bromhexansäurechlorid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst. Unter Eiskühlung werden langsam 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) zugegeben und es wird 210 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,5 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 

C18H24BBrF2N2 (396,1184 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   650 mg (33 %)   
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Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  131 °C 

Rf-Wert:   0,81 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,61 (m, 4H, 3’-CH2, 4’-CH2 ), 1,91 
(m, 2H, 2’-CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-
CH3), 2,94 (m, 2H, 1’-CH2), 3,41 (t, 2H, 5’-CH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-
CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,4 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 
16,3 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 28,1 (-, CH2-1’), 28,5 (-, CH2-3’), 30,9 (-, 
CH2-4’), 32,2 (-, CH2-2’), 33,5 (-,CH2-5’), 121,6 (+, 2C, CH-2, CH-6), 
131,4 (2C, C-7a, C-8a), 140,2 (2C, C-1, C-7), 145,3 (C-8), 153,9 (2C, C-
3, C-5). 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 397,1 

   [M+Na]+    = 419,1 

   [M-F]+         = 377,1  

[2M+Na]+ = 815,2 

HR-MS (ESI): berechnet für C18H24BBrF2N2Na [M+Na]+: 419,1079 

            gefunden: 419,1071 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497 nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,99 
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10-Bromundecansäurechlorid252 (184) 
 

 
 

Es werden 5,3 g Bromundecansäure (0,02 mol) mit 5,08 g Oxalylchlorid (0,04 mol) 

versetzt. Nach Abklingen der Reaktion wird der Reaktionsansatz 10 min bei 60 °C gerührt. 

Das entstandene Säurechlorid wird ohne weitere Aufreinigung umgesetzt. 

 

C11H20BrClO (282,0386 g·mol-1) 

Ausbeute:   5,53 g (98 %)   

Aussehen:   gelbe Flüssigkeit 

 

 

8-(10-Bromdecanyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(8) 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,42 g 10-Brompundecansäurechlorid (5 mmol) in 50 

mL trockenem Dichlormethan gelöst. Unter Eiskühlung werden langsam 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) zugegeben und es wird 210 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,5 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 
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Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 

C23H34BBrF2N2 (466,1966 g·mol-1) 

Ausbeute:   261 mg (11 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  155 °C 

Rf-Wert:   0,91 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2: 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,31-1,47 (m, 12H, 3’-CH2, 4’-CH2, 5’-CH2, 6’-CH2, 
7’-CH2, 8’-CH2), 1,60 (m, 2H, 9’-CH2), 1,83 (m, 2H, 
2’-CH2), 2,39 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-
CH3, 11-CH3), 2,90 (m, 2H, 1’-CH2), 3,39 (t, 2H, 10’-
CH2), 6,02 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,4 (+, 2C, CH3-
10, CH3-11), 16,4 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 28.1-32.8 (-
, 9C, CH2-1’,  CH2-2’, CH2-3’, CH2-4’, CH2-5’, CH2-

6’, CH2-7’, CH2-8’, CH2 -9’), 33,9 (-, CH2-10’), 121,5 (+, 2C, CH-2, CH-6), 131,4 (2C, C-
7a, C-8a), 140,3 (2C, C-1, C-7), 146,7 (C-8), 153,7 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+      = 467,2 

   [M+Na]+     = 489,2 

   [M-F]+          = 449,2  

[2M+Na]+ = 957,4 

HR-MS (ESI): berechnet für C23H34BBrF2N2Na [M+Na]+ : 489,1863 

           gefunden: 489,1856 
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Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497 nm 

Emission:    λmax = 504 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,77 

 

8-Methyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen227  (10) 

 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 1,00 g Bromacetylbromid (5 mmol) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst und unter Eiskühlung langsam mit 0,95 g 2,4-

Dimethylpyrrol (10 mmol) versetzt. Es wird 150 min bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wird bei Eiskühlung 2,80 mL Triethylamin (20 mmol) hinzugefügt und 30 

min gerührt. Danach wird mit 2,50 mL Bortrifluoriddiethyletherat (10 mmol) versetzt und 

eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter verminderten 

Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als roter Feststoff. 

C14H17BF2N2 (262,1453 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   113 mg (10 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 
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Schmelzpunkt:  221 °C 

Rf-Wert:   0,71 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52 
(s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,56 (s, 3H, 1’-CH3), 6,05 (s, 2H, 2-CH, 6-
CH).13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,7 (+, 2C, CH3-10, CH3-
11), 15,9 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 24,5 (-, CH2-1’), 122,3 (+, 2C, 
CH-2, CH-6), 131,0 (2C, C-7a, C-8a), 137,2 (C-8), 140,9 (2C, C-1, 
C-7), 156,5 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 263,2 

   

HR-MS (ESI): berechnet für C14H17BF2N2Na [M+Na]+: 285,1348 

          gefunden: 285,1346 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 504 nm 

Emission:    λmax = 512 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute:  Φ = 0,93 
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Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der 8-
Aminoalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-

Derivate228 (17-21, 44) 

 

Es werden 0,4 mmol des entsprechenden 8-Bromalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-

bora-3a,4a-s-indacen-Derivates bzw. 222 mg 8-(5-Brompentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-

tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-disulfonat (0,4 mmol) in 8 mL 7N-

ammoniakalischem Methanol suspendiert. Die Reaktionen werden unter Mikrowellen-

Bestrahlung (100 Watt) 20 min bei 100°C und 10 bar gerührt (ausgenommen Verbindung 

15: 100 Watt, 80°C, 10 bar 20 min). Anschließend wird das Lösungsmittel unter 

vermindertem Druck entfernt und das Rochprodukt in Dichlormethan gelöst. Durch 

langsames Zutropfen von Petrolether (Siedepunkt zwischen 40 - 60°C). wird das Produkt 

ausgefällt und mit wenig Wasser und Petrolether. Abschließend wird das Produkt im 

Exsikkator getrocknet. 

 

8-(2-Aminoethyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 (17) 

 

 

 

C15H20BF2N3 (291,1718 g·mol-1) 

Ausbeute:   31,4 mg (27 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether 
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Schmelzpunkt:  190 °C 

Rf-Wert:   0,12 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,39 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,41 (s, 
6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,95 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2’-C 3,00 (t, 2H, 1’-CH2), 
6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,9 (+, 
2C, CH3 -10, CH3-11), 16,5 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 30,1 (-, CH2-2’), 
31,9 (-, CH2-1’), 122,6 (+, 2C, CH-2, CH-6), 131,8 (2C, C-7a, C-8a), 
140,3 (8-C), 140,9 (2C, 1-C, 7-C), 155,6 (2C, 3-C, 5-C). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 292,2 

   [M+Na]+  = 314,2 

   [M-F]+     = 272,2 

    

HR-MS (EI): berechnet für C15H20BFN3 [M-F]+: 272,1732 

         gefunden: 272,1732 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 504nm 

Emission:    λmax = 509 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,68 
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8-(3-Brompropyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(18) 

 

 

C16H22BF2N3 (305,1875 g·mol-1) 

Ausbeute:   87,8 mg (72 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether 

Schmelzpunkt:  195 °C 

Rf-Wert:   0,12 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,64 (m, 2H, 2’-CH2), 2,39 (s, 6H, 
9-CH3, 12-CH3), 2,43 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,74 (t, 2H, 3’-CH2), 
2,97 (m, 2H, 1’-CH2), 6,22 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 
125 MHz): δ = 14,2 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,1 (+, 2C, CH3-9, 
CH3-12), 25,7 (-, CH2-2’), 34,5 (-, CH2-1’), 41,7 (-, CH2-3’), 121,8 (+, 
2C, CH-2, CH-6), 130,9 (2C, C-7a, C-8a), 141,0 (C-8), 147,2 (2C, C-1, 
C-7), 153,1 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 306,2 

   [M+Na]+  = 328,2 

   [M-F]+    v = 286,2  

HR-MS (EI): berechnet für C16H18BBrFN2Na [M-F]+: 286,1888 

                 gefunden: 286,1888 
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Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497nm 

Emission:    λmax = 506nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,87 

 

8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(19) 

 

 

C17H24BF2N3 (319,2031 g·mol-1) 

Ausbeute:   71,5 mg (56 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether  

Schmelzpunkt:  190 °C 

Rf-Wert:   0,11 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 1,63 (m, 2H, 3’-CH2), 1,74 (m, 
2H, 2’-CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,43 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 
2,87 (m, 2H, 4’-CH2), 2,96 (m, 2H, 1’-CH2), 6,25 (s, 2H, 2-CH, 6-CH), 
7,75 (br, 2 H, NH2).

13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 13,9 (+, 2C, 
CH3-10, CH3-11), 15,8 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 27,2 (-, CH2-2’), 28,2 (-, 
CH2-3’), 38,5 (-, CH2-1’), 40,0 (-, CH2-4’), 121,6 (+, 2C, CH-2, CH-6), 
130,6 (2C, C-7a, C-8a), 140,8 (C-8), 146,0 (2C, C-1, C-7), 15,1 (2C, C-3, 
C-5). 
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MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 320,2 

   [M+Na]+   = 342,2  

[M-F]+     = 300,2 

HR-MS (EI): berechnet für C17H24BFN3 [M-F]+: 300,2045 

        gefunden: 300,2047 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,93 

 

8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(20) 

 

-+ 

C18H24BF2N2 (333,2188 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   121 mg (91 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether 
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Schmelzpunkt:  212 °C 

Rf-Wert:   0,13 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,64-1,69 (m, 6H, 2’-CH2, 3’-CH2, 4’-
CH2), 1,95-1,97 (m, 2H, 1’-CH2), 2,38 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 
6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,95 (m, 2H, 5’-CH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-CH), 
8,09 (br, 2H, NH2).

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,4 (+, 2C, CH3-
10, CH3-11), 16,6 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 27,02 (-,CH2-1’), 27,41 (-, 
CH2-3’), 27,91 (-, CH2-4’), 31,17 (-, CH2-2’), 39,6 (-, CH2-5’), 121,8 (+, 
2C, CH-2, CH-6), 131,4 (2C, C-7a, C-8a), 140,1 (2C, C-1, C-7), 145,3 
(C-8), 154,1 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 334,2 

   [M+Na]+    = 356,2 

   [M-F]+         = 314,2  

HR-MS (EI): berechnet für C18H24BBrFN2Na [M-F]+: 314,2202 

      gefunden: 314,2194 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,92 
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8-(10-Aminodecanyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(21) 

 

C23H36BF2N3 (403,2970 g·mol-1) 

Ausbeute:   212 mg (11 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether  

Schmelzpunkt:  155 °C 

Rf-Wert:   0,15 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,38-1,88 (m, 14H, 
2’-CH2, 3’-CH2, 4’-CH2, 5’-CH2, 6’-CH2, 7’-CH2, 8’-
CH2, 9’-CH2), 2,41 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,51 (s, 
6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,92 (t, J = 7,197 Hz, 2H, 1’-
CH2), 3,01 (m, 2H, 10’-CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-
CH), 8,06 (br, 2H, NH2). 

13C-NMR (CDCl3, 125 
MHz): δ = 14,4 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,4 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 26,5-30,4 (-, 9C, 
CH2-1’,  CH2-2’, CH2-3’, CH2-4’, CH2-5’, CH2-6’, CH2-7’, CH2-8’, CH2- 9’), 31,9 (-, 10’-
CH2), 121,6 (+, 2C, CH-2, CH-6), 131,4 (2C, C-7a, C-8a), 140,2 (2C, C-1, C-7), 146,6 (C-
8), 153,7 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+      = 404,3 

   [M+Na]+     = 426,3 

   [M-F]+          = 384,3  

HR-MS (EI): berechnet für C23H34BBrFN2Na [M-F]+: 384,2985 

      gefunden: 384,2990 
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Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497nm 

Emission:    λmax = 504 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,70 

 

8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

disulfonat228 (44) 

 

 

C18H26BF2N3O6S2 (333,2188 g·mol-1) 

Ausbeute:   121 mg (91 %)   

Aussehen:   roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser, Petrolether 

Schmelzpunkt:  212 °C 

Rf-Wert:   0,13 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,40 (m, 2H, 3’-CH2), 1,55 
(m, 2H, 4’-CH2), 2,04 (m, 2H, 1’-CH2), 2,23 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,25 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,67 (m, 2H, 5’-CH2), 6,03 
(s, 2H, 2-CH, 6-CH), 8,09 (br, 2H, NH2).

13C-NMR (CDCl3, 
125 MHz): δ = 14,4 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 16,6 (+, 2C, 
CH3-9, CH3-12), 27,02 (-,CH2-1’), 27,41 (-,CH2-3’), 27,91 (-
,CH2-4’), 31,17 (-,CH2-2’), 39,6 (-,CH2-5’), 121,8 (+2C, CH-2, 
CH-6), 131,4 (2C, C-7a, C-8a), 140,1 (2C, C-1, C-7), 145,3 (C-
8), 154,1 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 493,3 

 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 495nm 

Emission:    λmax = 545 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,62 

 

Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der 8-Iodalkyl-
4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-Derivate  

(22-26) 

 

Es werden 0.4 mmol des entsprechenden 8-Bromalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-

bora-3a,4a-s-indacen-Derivate in 12 mL Aceton gelöst und mit 600 mg (4 mmol) 

Natriumiodid versetzt. Es wird 36 h bei Raumtemperatur gerührt. Der entstandene 

Niederschlag  wird abfiltriert und das Lösungsmittel unter verminderten Druck entfernt. 

Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan : 

Petrolether = 1 : 1 (v/v)). Das Produkt wird als orange-roter Feststoff erhalten. 
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8-(2-Iodethyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (22) 

 

 

C15H18BF2IN2 (402,0576 g·mol-1) 

Ausbeute:   159 mg (98 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  169 °C 

Rf-Wert:   0,75 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,42 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,50 
(s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,45 (m, 4H, 1’-CH2, 2’-CH2), 6,07 (s, 2H, 
2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,9 (+,CH3-10, 
CH3-11), 16,5 (+,CH3-9, CH3-12), 30,1 (-,CH2-2’), 31,9 (-,CH2-1’), 
122,6 (+,CH-2, CH-6), 131,8 (C-7a, C-8a), 140,3 (C-8), 140,9 (C-1, 
C-7), 155,6 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 403,3 

   [M+Na]+  = 425,0 

   [M-F]+      = 383,0 

HR-MS (ESI): berechnet für C15H18BF2IN2Na [M+Na]+: 425,0471 

            gefunden: 425,0472 
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Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 506 nm 

Emission:    λmax = 514 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,98 

 

 

8-(3-Brompropyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (23) 

 

 

C16H20BF2IN2 (416,0732 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   161 mg (97 %)   

Aussehen:   rot-oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  157 °C 

Rf-Wert:   0,78 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,12 (m, 2H, 1’-CH2), 2,45 (s, 6H, 9-
CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,07 (t, 2H, 2’-CH2), 2,97 (t, 
J = 6,62 2H, 3’-CH2), 6,22 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 
MHz): δ = 4,65 (-, C-3’), 14,8 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,8 (+, CH3-9, CH3-
12), 29,4 (-,CH2-2’), 34,5 (-, CH2-1’), 121,8 (+, CH-2, CH-6), 131,5 (C-7a, 
C-8a), 140,3 (C-7, C-1), 143,9 (C-8), 154,4 (C-3, C-5). 
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MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 417,0 

   [M+Na]+  = 439,0 

   [M-F]+      = 396,9  

HR-MS (EI): berechnet für C16H20BF2IN2Na [M+Na]+: 439,0627 

                   gefunden: 439,0628 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 499 nm 

Emission:    λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,95 

 

8-(4-Aminobutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (24) 

 

N
B

N

CH3

CH3

H3C

H3C F F

I

 

C17H22BF2IN2 (319,2031 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   126 mg (98 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser  

Schmelzpunkt:  144 °C 

Rf-Wert:   0,72 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,76 (m, 2H, 2’-CH2), 2,02 (m, 2H, 
3’-CH2), 2,42 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 
2,98 (t, J = 8.5 Hz, 2H, 1’-CH2), 3,22 (t, , J = 6,9 Hz, 2H, 4’-CH2), 6,06 
(s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 5,3  
(-, C-4’), 14,5 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,5 (+, CH3-9, CH3-12), 27,4 (-
,CH2-2’), 35,6 (-, CH2-3’), 33,9 (-, CH2-1’), 121,8 (+, CH-2, CH-6), 
131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, C-1), 145,2 (C-8), 154,1 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 431,0 

   [M+Na]+   = 453,1  

[M-F]+     = 411,1 

HR-MS (EI): berechnet C17H22BF2IN2Na [M-F]+: 453,0784 

           gefunden: 453,0788 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 498 nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,95 
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8-(5-Aminopentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen228 

(25) 

 

 

C18H24BF2IN2 (444,1045 g·mol-1) 

Ausbeute:   110 mg (99 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  144 °C 

Rf-Wert:   0,76 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,63 (m, 4H, 2’-CH2, 3‘-CH2), 1,86 
(quin, J = 6,9 Hz, 2H, 4’-CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 
6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,94 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1’-CH2), 3,19 (t, , J = 6,6 
Hz, 2H, 4’-CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 
MHz): δ = 6,5 (-, C-5’), 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, 
CH3-12), 28,2 (-,CH2-2’), 30,7 (-, CH2-1’), 30,9 (-, CH2-3’), 32,8 (-, 
CH2-4’), 121,7 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, C-1), 
145,9 (C-8), 153,9 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 445,0 

   [M+Na]+    = 467,0 

   [M-F]+         = 425,0  
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HR-MS (EI): berechnet für C18H24BF2IN2Na [M+Na]+: 467,0941 

        gefunden: 467,0944 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 467nm 

Emission:    λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,91 

 

8-(10-Aminodecanyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen 

(26) 

 

 

C23H34BF2IN2 (514,1828 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   107 mg (97 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser  

Schmelzpunkt:  104 °C 

Rf-Wert:   0,74 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 1 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,28-1,40 (m, 10H, 
3’-CH2, 4’-CH2, 5’-CH2, 6’-CH2, 7‘-CH2, 8’-CH2,), 
1,86 (quin, J = 6,9 Hz, 2H, 4’-CH2), 2,40 (s, 6H, 9-
CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,94 (t, 
J = 7,9 Hz, 2H, 1’-CH2), 3,19 (t, , J = 6,6 Hz, 2H, 4’-
CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-
d6, 125 MHz): δ = 7,25 (-, C-10’), 14,4 (+, CH3-10, 

CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 28,5-31,9 (-, CH2-1’, CH2-2’, CH2-3’, CH2-4’, CH2-5’, 
CH2-6’, CH2-7’, CH2-8’), 30,7 (-, CH2-1’), 33,5 (-, CH2-9’), 121,5 (+, CH-2, CH-6), 131,4 
(C-7a, C-8a), 140,3 (C-7, C-1), 146,6 (C-8), 153,7 (C-3, C-5). 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+      = 515,3 

   [M+Na]+     = 537,3 

   [M-F]+          = 495,1  

HR-MS (EI): berechnet für C23H34BF2IN2Na [M+Na]+: 537,1724 

        gefunden: 537,1727 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 497 nm 

Emission:    λmax = 504 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,86 

 

Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der 8-{[S-
(Alkyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-

3a,4a-s-indacen-Derivate235 (31-35) 

 

Es werden 1,00 mmol des entsprechenden 8-Bromalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-

bora-3a,4a-s-indacen-Derivate in 25 mL Aceton gelöst und mit 137 mg (1,20 mmol) 

Kaliumthioacetat versetzt. Es wird 3 h unter Reflux gerührt. Anschließend wird das 

Lösungsmittel unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

Das Produkt wird als oranger Feststoff erhalten. 
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8-{[S-(2-Ethyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-

3a,4a-s-indacen (31) 

 

 

C17H21BF2N2OS (350,1436 g·mol-1) 

Ausbeute:   337 mg (96 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  165 °C 

Rf-Wert:   0,69 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,37 (s, 3H, 4’-COCH3), 2,47 (s, 6H, 
9-CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,08 (m, 2H, 1’-CH2), 
3,25 (m, 2H, 2’-CH2), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 
125 MHz): δ = 14,5 (+, 10-CH3, 11-CH3), 16,4 (+, 9-CH3, 12-CH3), 
28,3 (-, 1’-CH2), 29,7 (-, 2’-CH2), 122,0 (+, 2-CH, 6-CH), 131,4 (7a-C, 
8a-C), 140,7 (8-C), 142,0 (1-C, 7-C), 154,8 (3-C, 5-C), 194,9 (3’-CO). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+Na]+  = 373,1 

   [M-F]+      = 331,1 

HR-MS (ESI): berechnet für C17H21BF2N2OS [M+Na]+: 373,1331 

            gefunden: 373,1332 
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Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 505 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,81 

 

8-{[S-(3-Propyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-
3a,4a-s-indacen (32) 

 

 

C18H23BF2N2OS (364,1592 g·mol-1) 

Ausbeute:   339 mg (93 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  155 °C 

Rf-Wert:   0,69 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,89 (m, 2H, 1’-CH2), 2,35 (s, 3H, 5’-COCH3), 2,45 (s, 
6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,51 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,02 (m, 4H, 2’-CH2, 
3’-CH2), 6,05 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 
14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 27,4 (-,CH2-1’), 29,0 
(-, CH2-2’), 30,6 (+, COCH3-5’), 31,74 (-, CH2-3’), 121,7 (+, CH-2, CH-
6), 131,5 (C-7a, C-8a), 140,3 (C-7, C-1), 144,6 (C-8), 154,2 (C-3, C-5), 
195,4 (CO). 
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MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 365,3 

   [M+Na]+  = 387,1 

   [M-F]+      = 345,2  

HR-MS (EI): berechnet für C16H20BF2IN2Na [M+Na]+: 387,1488 

                   gefunden: 387,1485 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,79 

 

8-{[S-(4-Butyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-
3a,4a-s-indacen (33) 

 

 

 

C19H25BF2N2OS (378,17491 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   337 mg (89 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Petrolether, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser  
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Schmelzpunkt:  159 °C 

Rf-Wert:   0,74 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,66 - 1,78 (m, 4H, 1’-CH2, 3’-CH2), 2,31 (s, 3H, 
6’COCH3), 2,38 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-
CH3), 2,91 (m, 4H, 2’-CH2, 4’-CH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-
NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 
(+, CH3-9, CH3-12), 27,9 (-,CH2-1’), 28,7 (-, CH2-2’), 30,1 (+, 
COCH3-6’), 30,6 (-, CH2-3’), 30,8 (-, CH2-4’), 121,7 (+, CH-2, CH-
6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, C-1), 145,6 (C-8), 154,0 (C-3, C-
5), 195,4 (CO). 

. 

MS (ESI) (m/z): [M+Na]+   = 401,2  

[M-F]+     = 359,2 

[M-F]+     = 417,1,2 

HR-MS (ESI): berechnet C19H25BF2N2OSNa [M+Na]+: 401,1644 

         gefunden: 401,1641 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,91 
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8-{[S-(5-Pentyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-
3a,4a-s-indacen (34) 

 

N
B

N

CH3

CH3

H3C

H3C F F

S

O

CH3

 

C20H27BF2N2OS (392,1905 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   306 mg (78 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  161 °C 

Rf-Wert:   0,76 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,63 (m, 6H, 1’-CH2, 2’-CH2, 3‘-
CH2), 2,33 (s, 3H, 7’COCH3 ), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,51 (s, 
6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,88 - 2,95 (m, 4H, 4’-CH2, 5’-CH2), 6,05 (s, 
2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, 
CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 28,2 (-,CH2-1’), 28,8 (-, 
CH2-2’), 29,3 (+, COCH3), 29,4 (-, CH2-3’), 30,6 (-, CH2-4’), 31,4 (-
, CH2-5’), 121,6 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, 
C-1), 146,0 (C-8), 153,9 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+Na]+    = 415,2 

   [M-F]+         = 373,2  
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HR-MS (EI): berechnet für C20H27BF2N2OSNa [M+Na]+: 415,1801 

           gefunden: 415,1797 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,83 

 

8-{[S-(10-Decyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-
3a,4a-s-indacen (35) 

 

 

C25H37BF2N2OS (462,2688 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   406 mg (89 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  174 °C 

Rf-Wert:   0,76 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,20-1,38 (m, 10H, 1’-CH2, 
2’-CH2, 3‘-CH2, 4’-CH2, 5’-CH2, 6’-CH2, 7’-CH2, 8’-CH2, 9’-
CH2, 10’-CH2), 2,31 (s, 3H, COCH3 ), 2,39 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,87 - 2,91 (m, 4H, 4’-
CH2, 5’-CH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-
d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, 
CH3-12), 28,4 (-,CH2-1’), 28,7 (-, CH2-2’), 29,0 (+, COCH3), 
29,1 (-, CH2-3’), 29,2 (-, CH2-4’), 29,3 (-, CH2-5’), 29,4 (-, 
CH2-6’), 30,5 (-, CH2-7’),  30,6 (-, CH2-8’), 30,8 (-, CH2-9’), 
31,8 (-, CH2-10’), 121,6 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 
140,2 (C-7, C-1), 146,0 (C-8), 153,9 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 463,3 

   [M-H]+         = 461,6 

 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 509 nm 

 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,82 

 

 

Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der 8-Thioalkyl-
4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-Derivate235 

(27-30) 

 

Es werden 1 mmol des entsprechenden 8-{[S-(Alkyl)ester]ethanthioate)}-4,4-difluor-

1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen in 30 mL Ethanol gelöst. Die Reaktionslösung 

wird 20 min mit Stickstoff entgast. Anschließend werden 166 mg Kaliumcarbonat (1,2 

mmol) hinzugefügt und die Reaktionslösung 4h bei 30°C gerührt. Danach wird die 

Reaktionslösung auf gesättigter, wässriger Ammoniumchlorid-Lösung gegeben und mit 

Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird über Magnesiumsulfat getrocknet 

und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird 

säulenchromatographisch gereinigt (Lösungsmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 

(v/v)). Das Produkt wird als oranger Feststoff erhalten. 
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8-Thiopropyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (27) 
 

 

C16H21BF2N2S (322,1487 g·mol-1) 

Ausbeute:   80 mg (21 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  155 °C 

Rf-Wert:   0,69 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,88 - 1,94 (m, 2H, 2’-CH2), 2,42 (s, 
6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,69 (m, 2H, 1’-
CH2), 3,03 – 3,06 (m, 2H, 3’-CH2), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-
NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,7 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,9 (+, 
CH3-9, CH3-12), 25,9 (-,CH2-2’), 27,4 (-, CH2-1’), 35,6 (-, CH2-3’), 
121,9 (+, CH-2, CH-6), 131,6 (C-7a, C-8a), 140,5 (C-7, C-1), 145,3 (C-
8), 154,4 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 323,1 

   [M+Na]+  = 345,1 

HR-MS (EI): berechnet für C16H21BF2N2SNa [M+Na]+: 345,1382 

                   gefunden: 345,1392 
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Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,89 

 

8-Thiobutyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (28) 
 

 

 

C17H23BF2N2S (336,1643 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   145 mg (43 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  159 °C 

Rf-Wert:   0,67 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,73 - 1,84 (m, 4H, 2’-CH2, 3’-CH2), 2,42 (s, 6H, 9-
CH3, 12-CH3), 2,51 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,58 (m, 2H, 1’-CH2) 
2,96 (m, 2H, 4’-CH2), 6,06 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-
d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-
12), 24,3 (-,CH2-2’), 27,9 (-, CH2-3’), 30,5 (-,CH2-1’), 34,4 (-, CH2-4’), 
121,7 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, C-1), 145,7 (C-
8), 154,0 (C-3, C-5). 

. 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+      = 337,2 

[M+Na]+   = 359,2  

HR-MS (ESI): berechnet C17H23BF2N2SNa [M+Na]+: 359,1538 

                 gefunden: 359,1538 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 

 

8-Thiopentyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (29) 
 

 

C18H25BF2N2S (350,1800 g·mol-1) 
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Ausbeute:   221 mg (63 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  161 °C 

Rf-Wert:   0,71 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,56 (br, 1H, SH); 1,61 - 1,71 (m, 
4H, 2’-CH2, 3’-CH2), 1,76 (m, 2H, 4’CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,51 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,69 (t, J = 6,9 Hz, 2H, 1’-CH2), 
2,95 (m, 2H, 5’-CH2),6,05 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 
125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 
28,3 (-,CH2-2’), 28,8 (-, CH2-3’), 28,9 (-, 4’-CH2), 31,5 (-, CH2-1’), 
38,5 (-, CH2-5’), 121,6 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-
7, C-1), 146,1 (C-8), 153,9 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 351,3 

   [M+Na]+    =  373,2 

   [M-F]+         = 331,2  

HR-MS (EI): berechnet für C18H25BF2N2S [M+Na]+: 373,1695 

               gefunden: 373,1688 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,91 
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8-Thiodecyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (30) 
 

 

C23H35BF2N2OS (420,2582 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   349 mg (79 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser 

Schmelzpunkt:  169 °C 

Rf-Wert:   0,21 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,20-1,41 (m, 10H, 1’-CH2, 2’-CH2, 3‘-CH2, 4’-CH2, 
5’-CH2, 6’-CH2, 7’-CH2, 8’-CH2, 9’-CH2, 10’-CH2), 2,31 (s, 3H, 
COCH3 ), 2,39 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 
2,87 - 2,91 (m, 4H, 4’-CH2, 5’-CH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-
NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 
(+, CH3-9, CH3-12), 28,4 (-,CH2-1’), 28,7 (-, CH2-2’), 29,1 (-, CH2-
3’), 29,2 (-, CH2-4’), 29,3 (-, CH2-5’), 29,4 (-, CH2-6’), 30,5 (-, CH2-
7’),  30,6 (-, CH2-8’), 30,8 (-, CH2-9’), 31,8 (-, CH2-10’), 121,6 (+, 
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CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 140,2 (C-7, C-1), 146,0 (C-8), 153,9 (C-3, C-5). 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 463,3 

   [M-H]+         = 461,6 

 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 509 nm 

 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,82 

 

 

4-(4,4-Difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-8-yl)buttersäure221 
(37) 

 

 

 

Unter Schutzgasatmosphere werden 136 mg Glutarsäureanhydrid (1,2 mmol) und 110 mg 

Bortrifluoriddiethyletherat (0,8 mmol) in 20 mL Dichlormethan gelöst. Es wird mit 224 mg 

2,4-Dimethylpyrrol (2,4 mmol) versetzt und 5h unter Rückfluss gerührt. Das 

Reaktionsgemisch wird anschließend auf Raumtemperatur abgekühlt und mit 0,6 g 

Triethylamin (6 mmol) und 560 mg Bortrifluoriddiethyletherat (4 mmol) versetzt. Es wird 

weiterhin unter Schutzgasatmospäre über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Danach wird 

das Reaktionsgemisch zweimal mit je 20 mL Wasser gewaschen und mit Dichlormethan 

extrahiert. Die organische Phase wird mit MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel unter 

vermindertem Duck entfernt. Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt 

(Laufmittel: Cyclohexan : Ethylacetat = 2 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als 

dunkelroter Feststoff. 
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Ausbeute:   84 mg (21 %)   

Aussehen:   dunkelroter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dimethylformamid, Dichlormethan; 

Schmelzpunkt: 161-163 °C 

Rf-Wert:   0,36 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 
 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,93 – 2,02 (m, 2H, 2’-CH, 2,42 (s, 6H, 
9-CH3, 12-CH3), 2,51 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,48 - 2,58 (m, 2H, 1’-
CH), 2,98 - 3,05 (m, 2H, 3’-CH), 6,06 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (-,CH2-2’), 14,5 (+, CH3-10, CH3-11 ), 
16,3 (+, CH3-9, CH3-12), 26,5 (-,CH2-1’), 27,4 (-, CH2-3’), 121,9 (+, CH-
2, CH-6), 131,5 (C-7a, C-8a), 140,4 (C-7, C-1), 144,7 (C-8), 154,3 (C-3, 
C-5), 177,9 (COOH). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 335,1 

   [M-H]+       = 333,1 

   [M-F]+      = 315,4  

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,86 
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Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der  
8-Bromoalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-

indacen-2,6-disulfonat-Derivate228 (40-43) 

 

Es werden 0,42 mmol des entsprechenden 8-Aminoalkyl-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-

bora-3a,4a-s-indacen-Derivats in 4 mL Dichlormethan gelöst und auf - 20°C gekühlt. 

Danach werden langsam 0,1 g Chlorsulfonsäure (0,84 mmol), die zuvor in 2 mL 

Dichlormethan gelöst worden ist, zugetropft und für 30 min bei - 20°C gerührt. 

Anschließend wird dreimal gegen eine gesättigte, wässrige Ammoniumhydrogencarbonat –

Lösung ausgeschüttelt. Die wässrigen Phasen werden vereinigt und mittels Lyophilisation 

wird das Lösungsmittel entfernt. Der Rohprodukt wird in Methanol gelöst und die 

unlöslichen Rückstände abgefiltert. Das Lösungsmittel wird unter vermindertem Druck 

entfernt. Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 

Dichlormethan : Methanol = 9 : 2 (v/v) + 2% NEt3). Das Produkt ergibt sich als orange-

brauner Feststoff. 

 

8-(2-Bromethyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

disulfonat228 (40) 

 

 

C15H18BBrF2N2O6S2 (513,9851 g·mol-1) 

Ausbeute:   65 mg (30 %)   

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; Wasser 
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Schmelzpunkt:  198 °C 

Rf-Wert:  0,24 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 2 (v/v) + 2% 

NEt3). 

 

1H-NMR (D2O, 500 MHz): δ = 2,72 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 
2,78 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,65 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1’-CH2), 
3,78 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 2’-CH2). 

13C-NMR (D2O, 125 MHz): δ 
= 16,4 (2C, 10-CH3, 11-CH3), 16,8 (2C, 9-CH3, 12-CH3), 33,1 
(1C, 2’-CH2), 33,5 (1C, 1’-CH2), 134,0 (2C, 2-CH, 6-CH), 
135,9 (2C, 7a-C, 8a-C), 144,6 (1C, 8-C), 149,7 (2C, 1-C, 

7-C),157,35 (2C, 3-C, 5-C). 

 

MS (ESI) (m/z): [M-H]-    = 513,0 

   [M+Na]+  = 537,0 

HR-MS (ESI): berechnet für C15H17BBrF2N2O6S2 [M-H]-: 512,9781 

            gefunden: 512,9767 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 504nm 

Emission:    λmax = 542 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,65 
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8-(3-Brompropyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

disulfonat228 (41) 

 

 

C16H20BBrF2N2O6S2 (528,0007 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   83 mg (37 %)   

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol, Wasser; 

             

Schmelzpunkt:  213 °C 

Rf-Wert:  0,22 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 2 (v/v) +  

2% NEt3). 

1H-NMR (D2O, 500 MHz): δ = 2,18 (m, 2H, 2’-CH2), 2,71 (s, 
6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,77 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,29 (m, 2H, 
1’-CH2), 3,70 (t, 2H, 3’-CH2). 

13C-NMR (D2O, 125 MHz): δ = 
11,1 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 17,1 (+, 2C, CH3-9, CH3-12), 30,2 
(-,CH2-2’), 35,9 (-,CH2-1’), 36,0 (-,CH2-3’), 133,8 (+, 2C, CH-2, 
CH-6), 135,6 (2C, C-7a, C-8a), 144,4 (2C, C-1, C-7), 153,7 (C-8), 
156,7 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+           = 529,0 

   [M+Na]+             = 551,0 
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   [M-SO3H ]+     = 447,1 

[M-(SO3H)2]
+ = 367,1 

 

HR-MS (ESI): berechnet für C16H19BBrF2N2O6S2 [M-H]+ : 528,9915 

              gefunden: 528,9883 

Spektroskopische Daten: 

 

Absorption:    λmax = 506 nm 

Emission:    λmax = 538 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,68 

 

8-(4-Brombutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

disulfonat (42) 

 

 

C17H22BBrF2N2O6S2 (542,0164 g·mol-1) 

Ausbeute:   71 mg (31 %)   

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol, Wasser; 

Schmelzpunkt:  241 °C 

Rf-Wert:   0,26 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 9/2 (v/v) + 2% NEt3). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,65 - 1,72 (m, 2H, 3’-CH2), 1,97 - 2,03 (m, 2H, 2’-
CH2),2,60 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,67 (s, 6H, 10-CH3, 11-
CH3), 3,07 - 3,10 (m, 2H, 1’-CH2), 3,62 (t, 2H, J = 3,62 Hz, 4’-
CH2). 

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,5 (2C, 10-CH3, 
11-CH3), 16,4 (2C, 9-CH3, 12-CH3), 27,5 (1C, 2’-CH2),  30,2 
(1C, 3’-CH2), 32,7 (1C, 1’-CH2), 3,1 (1-C, 1’-CH2), 121,8 (2C, 
2-CH, 6-CH), 131,4 (2C, 7a-C, 8a-C), 140,2 (2C, 1-C, 7-C), 
145,3 (1C, 8-C), 154,1 (2C, 3-C, 5-C).  

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+          = 543,0 

   [M-SO3H]-       = 461,1 

   [M-S2O6H2]
-  = 381,2  

HR-MS (ESI): berechnet für C17H21BF2BrN2O6S2 [M+Na]+: 542,0097 

                gefunden: 542,0105 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 505 nm 

Emission:    λmax = 540 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,62 

 

8-(4-Brombutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

sulfonat (42a) 

 

 

C17H21BBrF2N2O3S (463,0596 g·mol-1) 
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Ausbeute:   13 mg (6 %)   

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol, Wasser; 

              

Schmelzpunkt:  239 °C 

Rf-Wert:   0,35 (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 9/2 (v/v) + 2% NEt3). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,63 - 1,71 (m, 2H, 3’-CH2), 1,95 - 2,01 (m, 2H, 2’-
CH2), 2,61 (s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,68 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 
3,05 - 3,08 (m, 2H, 1’-CH2), 3,61 (t, 2H, J = 3,62 Hz, 4’-CH2), 
6,04 (s, 1H, 2-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 14,5 (2C, 
10-CH3, 11-CH3), 16,4 (2C, 9-CH3, 12-CH3), 27,5 (1C, 2’-CH2),  
30,2 (1C, 3’-CH2), 32,7 (1C, 1’-CH2), 3,1 (1-C, 1’-CH2), 121,8 (2-
CH), 122,1 (6-CH), 131,4 (2C, 7a-C, 8a-C), 140,2 (2C, 1-C, 7-C), 
145, (1C, 8-C), 154,1 (2C, 3-C, 5-C).  

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+          = 543,0 

   [M-SO3H]-       = 461,1 

   [M-S2O6H2]
-  = 381,2  

 

HR-MS (ESI): berechnet für C17H21BBrF2N2O3S [M-H]- = 461,0515 

              gefunden: 461,0507 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 504 nm 

Emission:    λmax = 541 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,61 
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8-(5-Brompentyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-2,6-

disulfonat228 (43) 

 

 

C18H24BBrF2N2O6S2 (556,0320 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   141 mg (60 %)   

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol, Wasser; 

Schmelzpunkt:  245 °C 

Rf-Wert:   0,22 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 2 (v/v) + 2% 

NEt3). 

1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 1,85 (m, 2H, 2’-CH2), 1,96 
(t, J = 6,62 Hz, 2H, 4’-CH2), 2,27-2,36 (m, 2H, 3’-CH2), 2,68 (s, 
6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,74 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,14 (m, 2H, 
1’-CH2), 3,64 (t, J = 6,62 Hz, 2H, 5’-CH2). 

13C-NMR (DMSO-d6, 
125 MHz): δ = 13,6 (+, 2C, CH3-10, CH3-11), 13,8 (+, 2C, CH3-
9, CH3-12), 26,8 (-, CH2-2’), 29,6 (-, CH2-3’), 32,6 (-, CH2-1’), 
34,6 (-, CH2-2’), 121,4 (+, 2C, CH-2, CH-6), 137,6 (2C, C-7a, C-
8a), 137,7 (2C, C-1, C-7), 147,9 (C-8), 152,6 (2C, C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z): [M-H]+             = 555,0 

[M-SO3H]+         = 475,1 

   [M-S2O6H2]
+    = 395,2 
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HR-MS (ESI): berechnet für C18H23BBrF2N2Na [M-H]+: 555,0240 

          gefunden: 555,0249 

Spektroskopische Daten 

 

Absorption:    λmax = 505 nm 

Emission:    λmax = 545 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,65 

 

 

8-(3-Butenyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (46) 
 

 

Methode A236: 

 

Zu 0,83 g 4-Pentensäurechlorid (7,00 mmol) gelöst in 30 mL DCM werden 1,93 g 2,4-

Dimethylpyrrol (19,5 mmol) und 0,72 mL Phosphoroxychlorid (19,0 mmol) gegeben . Die 

Lösung wird unter Reflux über Nacht gerührt. Anschließend wird das Lösungsmittel unter 

vermindertem Druck abdestilliert und der Rückstand in Hexan gelöst. Die Lösung wird 5 

Stunden bei - 35°C stehen gelassen. Das Solvent wird abdekantiert und der Rückstand in 

Toluol aufgenommen. Nach Zugabe von 2,60 mL Triethylamin (18,7 mmol) wird die 

Lösung 40 Minuten bei 80°C gerührt. Der Reaktionsansatz wird mit gesättigter, wässriger 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen und die organische Phase über Magnesiumsulfat 

getrocknet. Das Lösungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das 

Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan: Petrolether = 

2 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als orange-brauner Feststoff. 

Ausbeute:   0,169 g (8 %)   
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Methode B: 

 

Es werden 0,55 mL 4-Pentensäurechlorid (5 mmol) in 50 mL DCM gelöst und bei 0°C 

innerhalb von 30 Minuten langsam mit 0,95 g 2,4-Dimethylpyrrol (10 mmol), welches 

zuvor in 5 mL DCM gelöst wurde, versetzt. Die Reaktionslösung wird 3 h bei 

Raumtemperatur gerührt und danach bei 0°C mit 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) und 2,5 

mL Bortrifluorid-dietherat (10 mmol) versetzt. Es wird 1 h bei Raumtemperatur gerührt. 

Das Lösungsmittel wird unter verminderten Druck abdestilliert und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: DCM : Petrolether = 2 : 1).  

 

Ausbeute:   0,824 g (39 %)   

C17H21BF2N2 (302,1698 g·mol-1) 

Aussehen:   orange-brauner Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  197 °C 

Rf-Wert:   0,60 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,33 - 2,38 (m, 2H, 2’-CH2), 2,40 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 3,04 (m, 2H, 1‘-CH2), 5,07 - 5,09 
(dq, J = 10,1 Hz, J = 5,1 Hz, 1H, 4‘-CHA), 5,12 - 5,16 (dq, J = 17,0 Hz, 
J = 9,3 Hz, J = 5,1 Hz, 1H, 4‘-CHB), 5,94 (ddt, J = 16,6 Hz, J = 10,3 
Hz, J = 6,3 Hz, 1H, 3’-CH), 6,04 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR 
(CDCl3, 125 MHz): δ = 14,7 (+, CH3-9, CH3-12 ), 16,6 (+, CH3-10, 
CH3-11), 27,4 (-,CH2-2’), 35,5 (-, CH2-1’), 115,9 (-, C-4’), 121,9 (+, 
CH-2, CH-6), 131,6 (C-7a, C-8a), 136,7 (+, CH-3’), 145,6 (C-7, C-1), 
140,6 (C-8), 154,2 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 303,2 

   [M+Na]+  = 325,1 

   [M-F]+       = 283,2 
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HR-MS (EI): berechnet für C17H21BF2N2Na [M+Na]+: 325,1661 

      gefunden: 325,1663 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 499 nm 

     Emission λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,98 

 

4,5-Dibrompentansäure237 (48) 
 

 

 

Die Reaktion wurde in Anlehnung an Starostin et al. durchgeführt. An einigen Stellen 

wurde die Durchführung leicht verändert237. 

Unter Eiskühlung und starkem Rühren werden 1,60 g Brom (10 mmol), die zuvor in 10 mL 

Dichlormethan gelöst worden sind, langsam zu einer Lösung aus 1,00 g (10 mmol) Pent-4-

ensäure getropft, so dass sich die Lösung stets entfärbt. Die Reaktionslösung wird 12h bei 

0°C gerührt. Anschließend wird das Reaktionsgemisch mit 50 mL Natriumthiosulfatlösung 

(1 M) gewaschen und mittels Dichlormethan extrahiert. Danach wird das Lösungsmittel 

unter vermindertem Druck entfernt. Da die Umsetzung quantitativ verläuft, wird das 

Produkt ohne weitere Aufreinigung in der Folgereaktion eingesetzt. Das Produkt wird als 

weißer Feststoff erhalten. 

 

C5H8Br2O2 (259,924 g·mol-1) 

Ausbeute:   2,417 g (93 %)   

Aussehen:   weißer Feststoff 

Löslichkeit:  leicht löslich in Dimethylformamid, Dichlormethan, Methanol 

Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser. 
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Schmelzpunkt:  55-57 °C 

Rf-Wert:   0,17 (Laufmittel: Cyclohexan : Dichlormethan = 1 : 1 (v/v)). 

 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,17 - 2,00 (m, 2H, 3-CH2), 2,38 - 2,48 (m, 2H, 2-CH2), 
3,63 (t, J = 9,7 Hz, 1H, 5-CHA), 3,87 (dd, J = 9,7 Hz, J = 9,7 Hz 1H, 5-
CHB), 4,25 (m, 2H, 4-CH2), 9,68-12,08 (br, 1H, COOH).13C-NMR 
(CDCl3, 125 MHz): δ = 26,2 (-, CH2-2,), 30,7 (-, CH2-3), 33,9 (-
,CH2Br -5), 49,8 (+, CH-4), 172,9 (+, COOH). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 463,0 

   [M+Na]+  = 485,0 

   [M-F]+      = 441,0  

 

 

4,5-Dibrompentansäurechlorid Variante A (49) 
 

 

 

Es werden 2,10 g 4,5-Dibrompentansäure (8 mmol) in 20 mL Dichlormethan gelöst und 

mit 1,43 g frisch destilliertem Thionylchlorid (12 mmol) und einem Tropfen DMF versetzt. 

Das Reaktionsgemisch wird 2h bei 40°C gerührt. Das überschüssige Thionylchlorid wird 

abdestilliert und das Produkt ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. 

 

Ausbeute:   0,867 g (82 %)   
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4,5-Dibrompentansäurechlorid Variante B (49) 
 

 

 

Es werden 982 mg 4,5-Dibrompentansäure (3,8 mmol) in 5 mL Dichlormethan gelöst und 

mit 1,19 g Phosphorpentachlorid (5,7 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 2,5 h 

bei 50°C gerührt. Das Rohprodukt wurde mittels Destillation gereinigt. Das Produkt ergibt 

sich als braune Flüssigkeit. 

 

Ausbeute:   786 mg (75 %)   

 

4,5-Dibrompentansäurechlorid Variante C (49) 
 

 

 

Es werden 0,98 g 4,5-Dibrompentansäure (3,8 mmol) in 5 mL DMF gelöst und mit 0,55 g 

Oxalylchlorid (4,3 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 1h bei Raumtemperatur 

gerührt. Anschließend wird die Reaktionslösung kurz auf 40 °C erwärmt, um das restliche 

Gas auszutreiben. Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Die Lösung 

weist eine dunkel gelbe Farbe auf. 

  

C5H7Br2OCl (275,8552 g·mol-1) 

Ausbeute:   1,076 g (93 %)   

Aussehen:   gelb-braune Flüssigkeit 
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Löslichkeit:   leicht löslich in Dimethylformamid, Dichlormethan, Methanol, 

Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser. 

Rf-Wert:   0,03 (Laufmittel: Cyclohexan : Dichlormethan = 1 : 1 (v/v)). 

 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,06 -2,15 (m, 2H, 3-CH2), 3,19 - 3,26 (m, 2H, 2-CH2), 
3,60 - 3,62 (m, 1H, 5-CHA), 3,87 (dd, J = 10,7 Hz, J = 4,4 Hz, 1H, 5-
CHB), 4,16 - 4,22 (m, 2H, 4-CH2). 

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 
28,3 (-, CH2-2,), 31,4 (-, CH2-3), 35,2 (-,CH2Br -5), 50,5 (+, CH-4), 
176,2 (+, COCl). 

 

4,5-Dibrompentansäurebenzylester (185) 
 

 

Es werden 0,32 g Benzylalkohol (3 mmol) in 10 mL Dichlormethan gelöst und mit 0,47 g 

N,N-Diisopropylethylamin versetzt. Die Lösung wird 10 min bei Raumtemperatur gerührt 

und anschließend mit 0,83g 4,5-Dibrompentansäurechlorid (3 mmol) versetzt. Es wird 5h 

bei Raumtemperatur gerührt. Danach wird die Reaktionslösung dreimal mit gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und einmal mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen. Das Produkt wird mit Dichlormethan extrahiert und das Lösungsmittel wird 

unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt fällt als braunes Öl an. 

C12H14Br2O2 (347,9361 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   0,681 g (65 %)   

Aussehen:   braune Flüssigkeit 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dimethylformamid, Dichlormethan; 

            schlecht löslich in Wasser. 
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Rf-Wert:   0,45 (Laufmittel: Cyclohexan : Dichlormethan = 1 : 1 (v/v)). 

MS (ESI) (m/z):  [M+K]+        = 386,2 

   [M-C2H3Br2]
+       = 187,1 

   [M-C4H7Br2]
+    = 212,3  

 

 

8-(3,4-Dibromobutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen 

(50) 

 

N
B

N

CH3

CH3H3C

H3C F F

Br

Br

 

 

Es werden 1,34 g 4,5-Dibromopentanoylchlorid (5 mmol) in 20 mL Dichlormethan gelöst 

und bei 0°C langsam mit 0,95 g 2,4-Dimethylpyrrol (10 mmol), welches zuvor in 5 mL 

DCM gelöst wurde, versetzt. Die Reaktionslösung wird 90 min bei Raumtemperatur 

gerührt und danach bei 0°C mit 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) versetzt. Es wird 30 min 

bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend werden bei 0°C 2,5 mL Bortrifluorid-dietherat 

(10 mmol) zugefügt und 1 h bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter 

verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt 

(Laufmittel: DCM : Petrolether = 2 : 1). Das Produkt ergibt sich als violetter Feststoff.  

 

C17H21BBr2F2N2 (461,9778 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   243 mg (12 %)   

Aussehen:   violetter Feststoff 
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Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  193 °C 

Rf-Wert:   0,67 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,41 (m, 1H, 2’-CHA), 1,95-2,04 (m, 1H, 2’-CHB), 2,47 
(s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,95 (dt, J = 12,9 
Hz, J = 3,5 Hz, 1H, 1‘-CHA), 3,42 (dt, J = 12,9 Hz, J = 5,4 Hz, 1H, 1‘-
CHB), 3,62 (t,J = 10,4 Hz, 1H, 4-CHA), 3,92 (dd, J = 10,4 Hz, J = 4,1 Hz, 
1H, 4‘-CHB), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 
= 14,5 (+, CH3-9, CH3-12 ), 16,8 (+, CH3-10, CH3-11), 27,0 (-,CH2-2’), 3,8 
(-, CH2-1’), 37,8 (+, C-4’), 52,0 (+, C-3’), 121,9 (+, CH-2, CH-6), 131,4 
(C-7a, C-8a), 138,5 (C-7, C-1), 143,5 (C-8), 154,2 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 462,0 

   [M+Na]+  = 485,0 

   [M-F]+      = 441,0  

 

HR-MS (EI): berechnet für C17H21BBr2F2N2Na [M+Na]+: 485,0008 

            gefunden: 485,0011 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 499 nm 

     Emission λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,92 
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8-(2-Ethyloxiran)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (52) 

 

 

 

Es werden 240 mg 8-(3-Butenyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen 

(46) (0,8 mmol) in 20 mL Dichlormethan gelöst und bei 0°C mit 208 mg MCPBA (1,2 

mmol) versetzt. Die Reaktionslösung wird 10 min bei 0°C gerührt und danach auf RT 

erwärmt. Anschließend wird für weitere 4 h bei Raumtemperatur gerührt. Das 

Lösungsmittel wird unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: DCM : Petrolether = 2 : 1). Das Produkt 

ergibt sich als orange-roter Feststoff.  

 

C17H21BF2N2O (318,1715 g·mol-1) 

Ausbeute:   132 mg (52 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  183 °C 

Rf-Wert:   0,67 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 
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 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,41 (m, 1H, 2’-CHA), 1,95-2,04 (m, 1H, 2’-CHB), 2,47 
(s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,85 (dt, J = 12,9 
Hz, J = 3,5 Hz, 1H, 1‘-CHA), 3.16 (dt, J = 12,9 Hz, J = 5,1 Hz, 1H, 4‘-
CHB), 3,38 (t, J = 10,2 Hz, 1H, 4-CHA), 3,97 (d, J = 10,4 Hz, 1H, 4‘-
CHB), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 
14,5 (+, CH3-9, CH3-12 ), 16,8 (+, CH3-10, CH3-11), 27,0 (-,CH2-2’), 3,8 
(-, CH2-1’), 37,8 (-, C-4’), 52,0 (+, C-3’), 121,9 (+, CH-2, CH-6), 131,4 
(C-7a, C-8a), 138,5 (C-7, C-1), 143,5 (C-8), 154,2 (C-3, C-5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 319,3 

   [M+Na]+  = 341,6 

   [M-F]+      = 300,1  

 

8-(3,4-Dihydroxylbutyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen 

(53) 

 

 

 

Es werden 90 mg 8-(3-Butenyl)-4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen 

(46) (0,3 mmol) in 20 mL Wasser suspendiert mit 72 mg LiOH (3 mmol) versetzt. Die 

Reaktionslösung wird 2 h min bei 30°C gerührt. Das Lösungsmittel wird unter 

verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt 

(Laufmittel: DCM : Methanol = 9 : 1). Das Produkt ergibt sich als orange-roter Feststoff.  

 

C17H23BF2N2O2 (336,1821 g·mol-1) 

Ausbeute:   12 mg (13 %)   
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Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  213°C 

Rf-Wert:   0,67 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 8 : 2 (v/v)). 

 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,41 (m, 1H, 2’-CHA), 1,95-2,04 (m, 1H, 2’-CHB), 2,47 
(s, 6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,95 (dt, J = 12,9 
Hz, J = 3,5 Hz, 1H, 1‘-CHA), 3,39 (m, 2H, 2‘-CH), 3,69 (m, 2H, 4’-CH2), 
4,11 (m, 1H, 3‘-CH), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 
MHz): δ = 14,5 (+, CH3-9, CH3-12 ), 16,8 (+, CH3-10, CH3-11), 27,0 (-
,CH2-2’), 3,8 (-, CH2-1’), 37,8 (-, C-4’), 52,0 (+, C-3’), 121,9 (+, CH-2, 
CH-6), 131,4 (C-7a, C-8a), 138,5 (C-7, C-1), 143,5 (C-8), 154,2 (C-3, C-
5). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 337,8 

   [M+Na]+  = 360,3  
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Methyl-3-Ethyl-8-(4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen)ester 

(54) 

 

 

 

Es werden 0,6 mL 3-Methoxypropionylchlorid (5 mmol) in 20 mL Dichlormethan gelöst 

und bei 0°C langsam mit 0,95 g 2,4-Dimethylpyrrol (10 mmol), welches zuvor in 5 mL 

DCM gelöst wurde, versetzt. Die Reaktionslösung wird 90 min bei Raumtemperatur 

gerührt und danach bei 0°C mit 2,8 mL Triethylamin (20 mmol) versetzt. Es wird 30 min 

bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend werden bei 0°C 2,5 mL Bortrifluorid-dietherat 

(10 mmol) zugefügt und 1 h bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter 

verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt 

(Laufmittel: DCM : Petrolether = 2 : 1). Das Produkt ergibt sich als orange-roter Feststoff.  

 

C17H21BF2N2O2 (334,1664 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   179 mg (11 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  192 °C 

Rf-Wert:   0,59 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 
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 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 3,29 (m, 2H, 1’-CH), 2,43 (s, 6H, 9-
CH3, 12-CH3), 2,52 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,59 (m, 2H, 2‘-CHA), 3,74 
(s, 3H, CH3), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 6-CH). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 
= 14,6 (+, CH3-9, CH3-12 ), 16,5 (+, CH3-10, CH3-11), 23,8 (-,CH2-1’), 
35,3 (-, CH2-2’), 52,2 (+, CH3), 122,1 (+, CH-2, CH-6), 131,4 (C-7a, C-
8a), 140,6 (C-7, C-1), 143,4 (C-8), 154,9 (C-3, C-5), 172,3 (COOCH3). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 335,3 

   [M-H]+      = 334,6 

   [M-F]+      = 316,1  
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10.3. Allgemeine Versuchsvorschrift für die Synthese der 
fluoreszenz-markierten 2-Thioadenosin-Derivate (56-60) 

 

Es werden 148 mg 2-Thioadenosin (0,49 mmol) in 5 mL DMF suspendiert und mit 28 mg 

Natriummethanolat (0,49 mmol) versetzt. Es wird solange gerührt, bis eine klare Lösung 

entstanden ist. Anschließend werden 0,41 mmol des entsprechenden 8-Bromalkyl-4,4-

difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen-Derivats hinzugefügt und die 

Reaktionslösung wird 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Danach wird das Lösungsmittel 

unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch gereinigt 

(LM: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als orange-roter 

Feststoff. 

 

S-[2-(4,4-difluoro-11,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-
yl)ethyl]-2-thioadenosin228 (56) 

 

 

C25H30BF2N7O4S (573,2141 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   186 mg (79 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  184 °C 
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Rf-Wert:   0,29 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,47 (s, 6H, 9’’-CH3, 
12’’-CH3), 2,52 (s, 6H, 10’’-CH3, 11’’-CH3), 3,16 (m, 
1H, 5’-CHA,), 3,28 , (m, 2H, 2’’’-CH2), 3,44 (m, 1H, 5’-
CHB), 3,73 (m, 2H, 1’’’-CH2), 4,12 (br, 1H, 2’-OH), 
4,29 (s, 1H, 4‘-CH), 4,36 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 3‘-CH), 
4,93 (m, 1H, 2’-CH), 5,72 (d, J = 7,2 Hz, 1‘-CH), 5,78 
(br, 2H, NH2), 5,96 (br, 1H, 3‘-OH), 6,07 (s, 2H, 2-CH, 

6-CH), 7,12 (br, 1H, 5‘-OH), 7,69 (s, 1H, 8-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 
14,5 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,6 (+, CH3-9, CH3-12), 28,5 (-, CH2-1’’’), 32,0 (-, CH2-1’’’), 
63,2 (-, CH2-3’ ), 72,4  (+, CH2-2’), 73,3 (+, (CH2-4’), 87,2 (+, CH2-1’), 90,9 (+, CH2-1’), 
118,3 (C-5), 121,9 (+, CH-6’’’, CH-2’’’), 131,5 (C-7a, C-8a), 139,8 (+, CH-8), 140,8 (C-7, 
C-1), 142,9 (C-8), 149,5 (+, NCN), 154,6 (+, C-NH2), 154,9 (C-3’’’, C-5’’’), 164,16 (CS). 

 

MS (ESI) (m/z):  [M+H]+    = 574,1 

   [M+Na]+  = 596,1 

   [M-F]+      = 554,1  

HR-MS (EI): berechnet für C25H30BF2N7O4SH [M+H]+: 574,2218 

                    gefunden: 574,2234 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 508 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 
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S-[2-(4,4-difluoro-11,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-
yl)propyl]-2-thioadenosin (57) 

 

 

C26H32BF2N7O4S (587,2298 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   181 mg (73 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  186 °C 

Rf-Wert:   0,29 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,85 - 2,01 
(m, 2H, 2’’’-CH2), 2,41-2,54 (s, 12H, 9-CH3, 12-
CH3, 10-CH3, 11-CH3), 3,11 (m, 2H, 3’’’-CH2), 
3,19 - 3,22 (m, 2H, 1’’’-CH2), 3,88 (m, 1H, 5’-
CHA), 4,25 (m, 1H, 5’-CHB), 4,28 (d, J = 5,0 Hz, 
1H, 3’-CH), 4,30 (m, 1H, 2’-CHA), 4,93 (br, 1H, 
3’-OH), 5,15 (br, 1H, 2’-OH), 5,38 (br, 2H, 
NH2), 5,69 (m, 1H, 4’-CH), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 

6-CH), 6,16 (br, 1H, 6‘-OH), 6,89 (m, 1H, 1‘-CH), 7,61 (s, 1H, 8-CH). 13C-NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,5 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,5 (+, CH3-9, CH3-12), 27,4 (-
,CH2-2’’’), 30,1 (-, CH2-3’’’), 32,1 (-, CH2-1’’’), 63,5 (-, CH2-5’ ), 72,8 (+, CH2-3’), 73,8 
(+, (CH2-2’), 86,9 (+, CH2-4’), 90,3 (+, CH2-1’), 118,9 (C-5), 122,0 (+, CH-6’’’, CH-2’’’), 
131,0 (C-7a, C-8a), 139,7 (+, CH-8), 141,0 (C-7, C-1), 145,3 (C-8), 146,1 (NCN), 155,0 
(C-NH2), 157,7 (C-3’’’, C-5’’’), 163,7 (CS). 
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MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 588,5 

[M-H]+     = 586,7 

[M-F]+      = 586,5 

 [M+Na]+   = 610,3 

HR-MS (ESI): berechnet C26H32BF2N7O4SH [M+H]+: 588,2386 

       gefunden: 588,2383 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 510 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 

 

S-[2-(4,4-difluoro-11,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-
yl)butyl]-2-thioadenosin (58) 

 

 

C27H34BF2N7O4S (601,2354 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   154 mg (63 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  186-188 °C 
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Rf-Wert:   0,27 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,70 - 1,89 (m, 6H, 
1’’’-CH2, 2’’’-CH2, 3‘’’-CH2), 2,37 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,87 (m, 1H, 5’-
CHA,), 2,93, (m, 2H, 4‘‘‘-CH2), 3,14 (m, 1H, 5‘-CHB), 
3,56 (br, 1H, 2‘-OH), 3,90 (m, 1H, 4‘-CH), 4,25 (s, 
1H, 3‘-CH), 4,87 (br, 1H, 3‘-OH), 5,10 (br, 1H, 6‘-
OH), 5,75 (d, J = 6,9 Hz, 1‘-CH), 5,83 (br, 2H, NH2), 
6,01 (s, 2H, 2-CH, 6-CH), 7,69 (s, 1H, 8-CH). 13C-

NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 
27,9 (-,CH2-2’’’), 29,9 (-, CH2-1’’’), 30,8 (-, CH2-4’’’), 31,0 (-, CH2-4’’’), 63,0 (-, CH2-3’ 

), 72,2 (+, CH2-2’), 73,2 (+, (CH2-4’), 86,9 (+, CH2-1’), 90,4 (+, CH2-1’), 117,9 (C-5), 
121,6 (+, CH-6’’’, CH-2’’’), 131,3 (C-7a, C-8a), 139,6 (+, CH-8), 140,5 (C-7, C-1), 146,4 
(C-8), 149,6 (+, NCN), 153,8 (+, C-NH2), 154,7 (C-3’’’, C-5’’’), 165,2 (CS). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 602,2 

   [M+Na]+    = 624,2 

   [M-F]+         = 582,2  

HR-MS (EI): berechnet für C27H34BF2N7O4SNa [M+Na]+: 624,2351 

            gefunden: 624,2353 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 497 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 
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S-[2-(4,4-difluoro-11,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-
yl)pentyl]-2-thioadenosin (59) 

 

 

C28H36BF2N7O4S (615,2611 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   135 mg (54 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  188 °C 

Rf-Wert:   0,27 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,52 - 1,73 
(m, 6H, 2’’’-CH2, 3’’’-CH2, 4‘’’-CH2), 2,36 (s, 
6H, 9-CH3, 12-CH3), 2,49 (s, 6H, 10-CH3, 11-
CH3), 2,81 - 2,93 (m, 3H, 5’’’-CHA, 1’’’-CH2), 
3,17 (m, 1H, 5’’’-CHB), 3,65-3,73 (m, 3H, 4’-
CH, 2’-OH, 3’-OH), 3,86 (d, J = 11,4 Hz, 1H, 

5’-CHA), 4,20 (s, 1H, 3’-CH), 4,28 (m, 1H, 5’-CHB), 4,91 (m, 1H, 2‘-CH), 5,03 (br, 1H, 
5‘-CH2-OH), 5,72 (d, J = 6,9 Hz, 1‘-CH), 5,77 (br, 2H, NH2), 6,01 (s, 2H, 2-CH, 6-CH), 
7,65 (s, 1H, 8-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3-11 ), 16,4 
(+, CH3-9, CH3-12), 28,3 (-,CH2-3’’’), 29,1 (-, CH2-2’’’), 29,2 (-, CH2-4’’’), 30,6 (-, CH2-
5’’’), 31,4 (-, CH2-1’’’), 63,0 (-, CH2-5’ ), 72,2 (+, CH2-3’), 73,2 (+, (CH2-2’), 86,9 (+, 
CH2-4’), 90,4 (+, CH2-1’), 117,9 (C-5), 121,6 (+, CH-6’’’, CH-2’’’), 131,3 (C-7a, C-8a), 
139,6 (+, CH-8), 140,5 (C-7, C-1), 146,4 (C-8), 149,6 (NCN), 153,8 (C-NH2), 154,7 (C-
3’’’, C-5’’’), 165,2 (CS). 
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MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 616,2 

   [M-H]+        = 614,5 

   [M-F]+         = 596,2 

   [M+Na]+   = 638,2 

HR-MS (EI): berechnet für C28H36BF2N7O4SH [M+H]+: 616,2688 

         gefunden: 616,2665 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 504 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 

 

S-[2-(4,4-difluoro-11,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-
yl)butyl]-2-thioadenosin (60) 

 

 

C33H46BF2N7O4S (685,3393 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   180 mg (54 %)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan, Methanol, Ethanol; 

            schlecht löslich in Wasser,  

Schmelzpunkt:  191°C 
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Rf-Wert:   0,31 (Laufmittel: Dichlormethan : Petrolether = 2 : 1 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,43 - 
1,96 (m, 16H, 2’’’-CH2, 3’’’-CH2, 4‘’’-
CH2, 5‘’’-CH2, 6‘’’-CH2, 7‘’’-CH2, 8‘’’-
CH2, 9‘’’-CH2), 2,39 (s, 6H, 9-CH3, 12-
CH3), 2,50 (s, 6H, 10-CH3, 11-CH3), 2,91 
(m, 4H, 1’’’-CH2, 10’’’-CH2), 3,11 (m, 2H, 
5’-CH2), 3,48 (s, 1H, 4’-CH), 3,91 (m, 1H, 

3’-CH), 4,94 (m, 1H, 2’-CH), 5,03 (br, 1H, 3’-CHB), 5,24 (br, 1H, 6‘-CH), 5,75 - 5,86 (m, 
3H, 1‘-OH, NH2), 6,03 (s, 2H, 2-CH, 6-CH), 7,69 (s, 1H, 8-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 
125 MHz): δ = 14,4 (+, CH3-10, CH3- 11 ), 16,4 (+, CH3-9, CH3-12), 28,5 (-,CH2-8’’’), 
28,9 (-, CH2-7’’’), 29,0 (-, CH2-6’’’), 29,2 (-, CH2-5’’’), 29,4 (-, CH2-4’’’), 29,4 (-, CH2-
1’’’), 29,5 (-, CH2-3’’’), 30,3 (-, CH2-9’’’), 31,4 (-, CH2-2’’’), 31,9 (-, CH2-10’’’), 63,1 (-, 
CH2-5’ ), 72,3 (+, CH2-3’), 73,4 (+, (CH2-2’), 87,1 (+, CH2-4’), 90,5 (+, CH2-1’), 117,8 (C-
5), 121,5 (+, CH-6’’’, CH-2’’’), 131,4 (C-7a, C-8a), 139,5 (+, CH-8), 140,3 (C-7, C-1), 
146,7 (C-8), 149,5 (NCN), 153,7 (C-NH2), 154,7 (C-3’’’, C-5’’’), 165,7 (CS). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 686,3 

   [M+Na]+    = 7083 

   [M-F]+         = 666,3  

HR-MS (EI): berechnet für C33H46BF2N7O4SH [M+H]+: 686,3472 

         gefunden: 686,3477 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 504 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,99 
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2’, 3’, 5’-Tri-O-acetylinosin253 (184) 
 

 

 

Es werden 8,8 g Ethyldimethylamin (0,120 mol) und 14,0 g Benzoylchlorid (0,100 mol) in 

100 mL Acetanhydrid vorgelegt und mit 7,97 g Inosin (0,030 mol) und 0,2 g 

Dimethylaminopyridin (DMAP) versetzt. Die Lösung wird solange bei Raumtemperatur 

gerührt, bis diese farblos geworden ist. Das überschüssige Acetanhydrid wird mittels 

Methanol gequencht. Das Lösungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das 

Rohprodukt wird aus Isopropanol umkristallisiert. Das Produkt fällt als weißer Feststoff 

an. 

 

C31H24N4O8 (394,1125 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   15,1 g (87 %)   

Aussehen:   weißer Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan 

Schmelzpunkt:  239-241 °C 

Rf-Wert:   0,21 (Laufmittel: Chloroform : Ethanol = 95 : 5 (v/v)). 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 2,01 (s, 3H, 4’’-COCH3), 2,03 
(s, 3H, 6’’-COCH3), 2,10 (s, 3H, 2’’-COCH3), 4,24 (d, J = 7,3 
Hz, 2H, 5’-CH2), 4,38 (t, J = 6,9 Hz, 1H, 4’-CH2), 5,53 (d, J = 6,7 
Hz, 1H, 2’-CH), 5,89 (d, J = 6,7 Hz, 1H, 3’-CH), 6,17 (d, J = 6,8 
Hz, 1H, 1’-CH2), 8,08 (s, 1H, 2-CH), 8,29 (s, 1H, 8-CH). 13C-
NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 20,3, 20,5 (+, 2C, COOCH3-
2’’, COOCH3-4’’), 20,7 (+,COOCH3-6’’), 62,6 (-,CH2-5’’), 70,5 
(-, CH2-2’), 73,2 (-, CH2-3’), 80,8 (+, CH-4’), 86,5 (-, CH-1’), 

130,9 (C-5), 142,2 (+, CH-8), 143,9 (NCN-4), 160,0 (+, CH-2), 153,5 (CO-6), 169,4 (CO-
5’’), 169,6 (CO-3’’), 170,2 (CO-1’’). Die Daten entsprechen den Literaturwerten.253 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 395,2 

 

6-Chloro-9-(2’, 3’, 5’-tri-O-acetyl-b-D-ribofuranosyl)-9H-purine253 (185) 
 

 

 

Es werden 6,00 g 2‘, 3’, 5’-Tri-O-acetylinosin (184) (15,2 mmol) bei 140°C getrocknet. 

Anschließend wird das getrocknete Triacetylinosin in eine Lösung aus 20 mL frisch 

destilliertem Phosphoroxychlorid (15,2 mmol) und 2 mL N,N-Dimethylanilin (15,2 mmol) 

gegeben. Das Reaktionsgemisch wird auf 100°C erwärmt. Danach wird das überschüssige 

Phosphoroxychlorid abdestilliert und der Rückstand wird in Eiswasser gegeben. Die 

Suspension wird 1 h unter Eiskühlung gerührt bevor dreimal mittels Dichlormethan 

extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden einmal mit 100 mL 1N HCl, 

wirkung von Nicole Florin, Dr. Simone Hildenbrand, Dr. Andrea Behrenswerth und Dr. 

Aliaa Abdelrae organische Phase wird über Magnesiumsulfat getrocknet und das 

Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt fällt als gelbes Öl an. 

C17H17ClN4O7 (412,0786 g·mol-1) 
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Ausbeute:   2,9 g (46 %)   

Aussehen:   gelbes Öl 

Löslichkeit:   leicht löslich in Dichlormethan 

Rf-Wert:   0,46 (Laufmittel: Chloroform : Ethanol = 95 : 5 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,99 (s, 3H, 4’’-COCH3), 
2,03 (s, 3H, 6’’-COCH3), 2,11 (s, 3H, 2’’-COCH3), 4,25 (d, J = 
7,3 Hz, 2H, 5’-CH2), 4,38 (t, J = 6,9 Hz, 1H, 4’-CH2), 5,65 (d, J 
= 6,7 Hz, 1H, 2’-CH), 6,01 (d, J = 6,7 Hz, 1H, 3’-CH), 6,36 (d, J 
= 6,8 Hz, 1H, 1’-CH2), 8,83 (s, 1H, 2-CH), 8,88 (s, 1H, 8-CH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 20,5, 20,3 (+, 2C, 
COOCH3-2’’, COOCH3-4’’), 20,5 (+,COOCH3-6’’), 62,6 (-
,CH2-5’’), 70,5 (-, CH2-2’), 72,2 (-, CH2-3’), 79,8 (+, CH-4’), 
86,5 (-, CH-1’), 131,7 (C-5), 146,4 (+, CH-8), 149,9 (NCN-4), 

151,5 (+, CH-2), 152,0 (CO-6), 169,4 (CO-5’’), 169,6 (CO-3’’), 170,2 (CO-1’’). Die Daten 
entsprechen den Literaturwerten253. 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+     = 413,2 

 

N-[N6-adenosyl]-6-aminohexansäure228 (186) 
 

 

 

Es werden 1,00 g 6-Chloro-9-(2’, 3’, 5’-tri-O-acetyl-b-D-ribofuranosyl)-9H-purine (185) 

(2,40 mmol) und 1,96 g 6-Aminohexansäure in einem Gemisch aus 5 mL Ethanol und 12,5 

mL Wasser gelöst und mit 12,5 mL Triethylamin (90,2 mmol) versetzt. Das 

Reaktionsgemisch wird 3 Tage bei 80 °C gerührt. Im Anschluss wird das Lösungsmittel 

unter vermindertem druck entfernt und der Rückstand in 5 mL Ethanol gelöst. Durch die 

Zugabe von 2 mL Diethylether wird ein Niederschlag erhalten, der abfiltriert und 
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verworfen wird. Das Filtrat wird unter vermindertem Druck eingeengt und der Rückstand 

aus einem Gemisch aus Ethanol : Diethylether : Petrolether = 1 : 1 : 1 (v/v/v) 

umkristallisiert. 

 

C16H23N5O6 (381,1648 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   0,831 g (91 %)   

Aussehen:   weißer Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Wasser, Methanol, Ethanol; 

   schwer löslich in Dichlormethan 

Schmelzpunkt:  190-193 °C 

Rf-Wert:   0,13 (Laufmittel: Chloroform : Ethanol = 95/5 (v/v)). 

 

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 1,32 (m, 2H, 3’’-CH2), 
1,59 -1,67 (m, 6H, 2’’-CH2, 4’’-CH2, 1’’-CH2), 3,45 (m, 
2H, 5’’-CH2), 3,53 - 4,13 (br, 3H, 2‘-OH, 3‘-OH, 5‘-OH,), 
3,67 (dd, J = 3,5 Hz, 1H, 4’-CH2), 3,95 (d, J = 3,5 Hz, 1H, 
3’-CH), 4,59 (m, 1H, 2’-CH), 5,87 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 1’-
CH), 7,82 (br, 1H, 7-NH), 8,18 (s, 1H, 2-CH), 8,31 (s, 1H, 

8-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 24,5 (-, C-4’’), 26,1 (-, C-3’’), 29,0 (-, C-
2’’), 33,9 (-, C-1’’), 45,8 (-, C-5’’), 61,8 (-,CH2-5’’), 70,8 (+, CH-2’), 73,6 (+, CH2-3’), 
86,0 (+, CH-4’), 88,1 (+, CH-1’), 139,7 (+, CH-8), 152,5 (+, CH-2), 174,6 (COOH-6’). Die 
Daten entsprechen den Literaturwerten228. 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+ =  354,1 

   [M-H]+    = 352,2 
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6-(9-Ribofuranosyl-9H-purin-6-ylamino)-N-(5-(4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-
4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yl)pentylhexansäureamid228 (187) 

 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 84,5 mg Benzotriazol-1-yl-

oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOB) (0,16 mmol), 54,1 mg N-

[N6-adenosyl]-6-aminohexansäure (186) und 21,9 mg 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) 

(0,16 mmol) in 3 mL trockenem DMF vorgelegt. Es werden 37 µL Diisopropylamin 

(DIPEA) zugegeben und eine min gerührt. Danach werden 57,4 mg 8-(5-Aminopentyl)-

4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (15) (0,16 mmol), welches zuvor in 

2 mL trockenem DMF gelöst worden sind, zugegeben. Es wird 4 Tage unter 

Lichtausschluss und unter Argonatmosphäre gerührt. Im Anschluss wird das Lösungsmittel 

unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wird säulenchromatographisch, 

unter Aufziehen des Rohproduktes auf Silicagel, gereinigt (Laufmittel: Dichlormethan : 

Methanol = 9 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als orange-roter Feststoff. 

C34H47BF2ON8O5 (696,3731 g·mol-1) 

Ausbeute:   65,4 mg (59 %)   

Aussehen:   orange-roter Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Methanol, Ethanol; 

   schwer löslich in Dichlormethan und Diethylether 

Schmelzpunkt:  106 °C unter Zersetzung 

Rf-Wert:   0,67 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (DMSO, 500 MHz): δ = 144 - 1,52 
(m, 12H, 2’’-CH2, 3’’-CH2, 2’’’’-CH2, 3’’’’-
CH2, 4’’’’-CH2), 1,72 (m, 2H, 5’’’’-CH2), 
2,09 (t, J = 6,9 Hz, 2H, 5’’-CH2), 2,38 (s, 6H, 
9’’’-CH’’’-CH3), 2,39 (s, 6H, 10’’’-CH’’’-
CH3), 2,90 (m, 2H, 1’’’’-CH2), 3,01 (m, 2H, 
1’’-CH2), 3,53 (d, J = 3,5 Hz), 5’-CH2), 3,55 
(d, J = 3,8 Hz, 3’-CH2), 3,66 (dd, J = 3,8 Hz, 
4’-CH), 3,94 (m, 1H, 5’-CH), 4,13 (br, 1H, 

3’-OH), 4,66 (t, J = 5,6 Hz, 1H, 2’-CH), 5,87 (d, J = 3,5 Hz, 1H, 1’-CH2), 6,21 (s, 2H, 2’’’-
CH, 6’’’-CH) 7,68 (t, J = 6,4, 1H, 6’’-CONHR), 7,91 (br, 1H, 10-NH), 8,19 (s, 1H, 2-CH), 
8,33 (s, 1H, 8-CH). 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,2 (+, CH3-10, CH3- 11 ), 
16,0 (+, CH3-9, CH3-12), 25,3 (-,CH2-4’’), 26,0 (-, CH2-3’’’), 26,2 (-, CH2-3’’’), 27,1 (-, 
CH2-4’’’’), 27,9 (-, CH2-2’’’’), 29,0 (-, CH2-2’’), 31,3 (-, CH2-5’’’’), 35,6 (-, CH2-5’’), 
38,3 (-, CH2-1’’’), 46,0 (-, CH2-1’’), 61,8 (-, CH2-5’ ), 70,8 (+, CH-2’), 73,7 (+, CH-3’), 
86,0 (+, CH-4’), 88,1 (+, CH-1’), 117,4 (C-5), 121,8 (+, CH-2’’’, CH-6’’’), 130,9 (C-7a, 
C-8a), 131,7 (C-5), 139,8 (+, CH-8), 140,9 (C-7, C-1), 146,9 (C-8’’’), 150,1 (NCN), 153,1 
(C-NH2), 154,6 (C-3’’’, C-5’’’), 172,01 (6’’-CONHR). 

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 697,8 

   [M-H]+      = 695,5 

   [M+ Na]+ = 719,5 

 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 
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4-{[9-(Ribofuranosyl)-9H-purin-6-ylamino]methyl}benzoesäure228 (188) 
 

 

Es werden 1,00 g 6-Chloro-9-(2’, 3’, 5’-tri-O-acetyl-b-D-ribofuranosyl)-9H-purine (185) 

(2,40 mmol) und 2,26 g 4-(Aminomethyl)benzoesäure (15,0 mmol) in einem 

Lösungsmittelgemisch, bestehend aus 5 mL Ethanol und 12,5 mL Wasser, gelöst und mit 

12,5 mL Triethylamin (90,2 mmol) versetzt. Es wird drei Tage bei 80°C gerührt. Im 

Anschluss wird das Lösungsmittelgemisch unter vermindertem Druck entfernt und der 

Rückstand in 5 mL Ethanol gelöst. Der durch Zutropfen von 2 mL Diethylether anfallende 

Niederschlag wird abfiltriert und verworfen. Das Filtrat wird eingeengt und das 

Rohprodukt aus einem Lösungsmittelgemisch bestehend aus Diethylether : Ethanol : 

Petrolether = 1 : 1 : 1 (v/v/v) umkristallisiert. Das Produkt fällt als weißer Feststoff an. 

C18H19N5O6 (353,1335 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   493 mg (58 %)   

Aussehen:   weißer Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Wasser, Ethanol, Methanol; 

   unlöslich in Dichlormethan 

Schmelzpunkt:  184-186 °C 

Rf-Wert:   0,23 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 2 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (DMSO, 500 MHz): δ = 3,49 (br, 1H, 3’-OH), 
3,53 (m, 1H, 4’-CH), 3,55 (d, J = 3,5 Hz, 3’-CH), 3,67 (dd, J 
= 3,5 Hz, J = 3,7 Hz, 1 H, 5’-CH), 3,95 (br, 1H, 2’-OH), 4,15 
(br, 1H, 5’-OH), 4,35 (m, 2H, 7’’-CH2), 4,76 (t, J = 5,7 Hz, 
1H, 2’-CH2), 5,89 (d, J = 6,0 Hz, 1’-CH), 7,40 (d, J = 7,3 Hz, 
2H, 3’’-CH, 5’’-C’’-CH, 6’’-CH), 8,18 (s, 1H, 2-CH), 8,37 
(s, 1H, 8-CH), 8,47 (br, 1H, 7-NH).13C-NMR (DMSO-d6, 

125 MHz): δ = 45,7 (-, CH2-7’’), 61,8 (-, CH2-5’), 70,8 (+, CH-2’), 73,6 (+, CH-3’), 86,0 
(+, CH-4’), 88,1 (+, CH-1’), 127,1 (+, 2C, CH-6’’, CH-2’’), 129,4 (+, 2C, CH-3’’, CH-
5’’), 140,1 (+, CH-8), 144,9 (C-1’’), 148,7 (C-4’’), 152,5 (+, CH-2), 154,6 (C-6), 167,3 
(COOH). Die Daten entsprechen den Literaturwerten228 

 

C18H19N5O6
 (401,1335 g·mol-1) 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 354,3 

   [M-H]+      = 353,1 

 

4-{[9-(Ribofuranosyl)-9H-purin-6-ylamino]methyl}benzoesäure228 (189) 
 

 

 

Unter Schutzgasatmosphäre werden 115 mg 4-{[9-(Ribofuranosyl)-9H-purin-6-

ylamino]methyl}benzoesäure (188) (0,16 mmol), 115 mg HCTU (0,28 mmol) und 37,0 mg 

Hobt (0,28 mmol) in 3 mL trockenem DMF gelöst und nach Zugabe von 2 mL DIPEA 

wird die Reaktionslösung 1 min gerührt. Anschließend werden 94 mg 8-(5-Aminopentyl)-

4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-s-indacen (12) (0,28 mmol), welches zuvor in 

2 mL trockenem DMF gelöst worden ist, langsam hinzugefügt. Es wird 24h bei 

Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wird unter vermindertem druck entfernt. Das 

Rohprodukt wird säulenchromatographisch gereinigt, wobei das Rohprodukt auf Silicagel 
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aufgezogen wird (Laufmittel Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v) + 2% NEt3). Das 

Produkt fällt als rot-oranger Feststoff an. 

C36H43BF2N8O5 (716,3418 g·mol-1) 

Ausbeute:   71 mg (62 %)   

Aussehen:   rot-oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in Ethanol, Methanol; 

   unlöslich in Dichlormethan 

Schmelzpunkt:  145 °C unter Zersetzung 

Rf-Wert:  0,69 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 9 : 1 (v/v) + 2% 

NEt3). 

1H-NMR (DMSO, 500 MHz): δ = 1,24 (m, 
2H, 3’’’’-CH2), 1,49 - 1,60 (m, 6H, 2’’’’-
CH2, 4’’’’-CH2, 5’’’’-CH2), 2,36 (s, 12H, 
10’’’-CH3, 11’’’-CH3, 9’’’-CH3, 12’’’-CH3), 
2,91 (m, 2H, 1’’’’-CH2), 3,65 (br, 1H, 2’-
OH), 3,95 (br, 1H, 3’-OH), 4,14 (d, J =4,7 
Hz, 1 H, 5’-CHA), 4,30 (t, J= 5,0 Hz,, 1H, 4’-
CH), 4,60 (d, J = 6,1 Hz, 3’-CH), 4,74 (s, 2H, 

7’’-CH2), 5,14 (br, 5’-OH), 5,31 (m, 1H, 5’ –CHB), 5,39 (d, J = 6,3 Hz, 2’-CH), 5,89 (d, J 
= 6,3 Hz, 1’-CH), 6,20 (s, 2H, 2’’’-CH, 6’’’-CH), 7,39 (d, J = 6,3 Hz, 2H, 2’’-CH, 5’’-
CH), 7,39 (d, J = 6,3 Hz, 2H, 3’’-CH, 5’’-CH), 8,18 (br, 1H, 10-NH), 8,37 (s, 1H, 2-CH), 
8,45 (s, 1H, 8-NH).13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 14,2 (+, 10’’’-CH3, 11’’’-CH3), 
16,8 (+, CH3-9’’’, CH3-12’’’), 27,2 (-, CH2-4’’’’), 27,9 (-, CH2-3’’’’), 28,9 (-, CH3-5’’’’), 
42,9 (-, CH2-1’’’’), 31,3 (-, CH2-2’’’), 53,8 (-, CH2-7’’), 61,8 (-, CH-25’), 70,8 (+,CH-2’), 
73,7 (+,CH-3’), 86,0 (+, CH-4’), 88,1 (+,CH-1’), 121,9 (+, CH-2’’’, CH-6’’’), 126,9 (+, 
CH-3’’, CH-5’’), 127,3 (+, CH-2’’, CH-6’’), 130,8 (C-1’’), 133,3 (2C, C-1’’’, C-7’’’), 
140,12 (C-8), 141,0 (C-4’’), 146,9 (C-3’’’, C-5’’’), 152,4 (+, C-2), 153,2 (C-6), 166,2 
(CONHR).  

 

MS (ESI) (m/z): [M+H]+    = 717,3 

   [M-H]+      = 715,5 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 
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4-(1-Propyl-2,6-dioxo-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)-

decyl]phenoxyessigsäureamid228 (190) 
 

 

 

Es werden 192 mg 1-Propyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsäure (0,56 mmol) in 5 mL 

DMF gelöst und mit 68 µL N-Morpholin (0,44 mmol) versetzt. Nachdem 5 min bei 

Raumtemperatur gerührt worden ist, wird das Reaktionsgemisch auf - 30 °C gekühlt und 

mit 74 µL Chlorameisensäureisobutylester (0,4 mmol) versetzt. Nach 15 min Rühren bei - 

30°C werden 226 mg 8-(10-Aminodecyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indacen (21) hinzugegeben. Es wird 3h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wird das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird 

säulenchromatographisch gereinigt, wobei das Rohprodukt auf Kieselgel aufgezogen wird. 

(Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 40 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als oranger 

Feststoff. 

C36H50BF2N7O4 (729,3985 g·mol-1) 

Ausbeute:   36 mg (9%)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in DMF, DMSO 

Schmelzpunkt:  262 °C unter Zersetzung 

Rf-Wert:   0,59 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 40 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (DMSO, 500 MHz): δ = 
0,91 (t, 3H, 3’-CH3), 1,19 - 1,56 (m, 
18H, 2’-CH2, 2’’-CH2, 3’’-CH2, 4’’-
CH2, 5’’-CH2, 6’’-CH2, 7’’-CH2, 8’’-
CH2, 9’’-CH2), 2,37 (s, 12H, 9’’’-CH3, 
10’’’-CH3, 11’’’-CH3, 12’’’-CH3), 
2,91 (m, 2H, 1’’’-CH2), 3,20 (t, J = 6,9 
Hz, 10’’’-CH2), 3,78 (t, J = 7,1 Hz, 
2H, 1’-CH2), 4,53 (s, 2H, 

OCH2CONHR), 6,19 (s, 2H, 2’’’-CH, 6’’’-CH), 7,05 (m, 2H, 3’’-CH, 5’’-CH), 8,03 (m, 
3H, 2’’-CH, 6’’-CH, CONH), 11,79 (br, 1H, 3-NH), 13,43 (br, 1H, 7-NH).13C-NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz): δ = 13,8 (+, CH3-3’), 14,2 (+, CH3-10’’’, CH3-11’’’), 15,9 (+, 
CH3-9’’’, CH3-12’’’), 19,7 (-,CH2-2’), 21,0 (-, CH2-7’’’’), 26,4 (-,CH2-9’’’’), 27,8 (-,CH2-
8’’’’), 28,7 (-, CH2-6’’’’), 28,9 (-, CH2-5’’’’), 29,0 (-, CH2-4’’’’), 29,1 (-, CH2-3’’’’), 29,7 
(-, CH2-2’’’’), 31,5 (-, CH2-1’’’’), 38,5 (-, CH2-10’’’’), 41,4 (-, CH2-1’), 67,2 (-, OCH2-
CONHR), 107,38 (C-5), 121,8 (+, CH2-2’’’, CH2-6’’’), 130,8 (C-7a’’’, C-8a’’’), 140,9 (C-
1’’’, C-7’’’), 146,3 (C-8’’’), 147,8 (C-4), 150,1 (C-8), 151,1 (C-2), 153,3 (C-5’’’, C-3’’’), 
154,8 (C-6), 167,6 (CH2CONHR), 115,3 (+, 2C, CH-3’’, CH-5’’), 122,2 (+, 2C, CH-2’’, 
CH-6’’), 128,1 (CH-4’’), 159,3 (COCH2). 

MS (ESI) (m/z): [M-H]-    = 728,7 

   [M-HF]- = 708,8 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 

 

 

  

N

N
H

N

H
NH3C

O

O

O

HN

O

N

B

N

CH3H3C

H3C CH3

F

F

1

2
3

4

5
6

7

8

9

1'
2'

3'

1''

2''3''

4''

5'' 6''

1'''
2'''

3'''

4'''

5'''
6'''

7'''

8'''

9''' 10'''

11'''12'''

3a'''

4a'''

1''''

2''''

3''''4''''

5''''

7a'''

8a'''

6''''

7''''8''''

9''''10''''



11. Experimenteller Teil 

 

275 
 

4-(1-Butyl-2,6-dioxo-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)-

propyl]phenoxyessigsäureamid228 (191) 
 

 

 

Es werden 100 mg 1-Butyl-purin-2,6-dion-8-phenoxyessigsäure (0,28 mmol) in 5 mL 

DMF gelöst und mit 35 µL N-Morpholin (0,31 mmol) versetzt. Nachdem 5 min bei 

Raumtemperatur gerührt worden ist, wird das Reaktionsgemisch auf - 30 °C gekühlt und 

mit 38 µL Chlorameisensäureisobutylester (0,28 mmol) versetzt. Nach 15 min Rühren bei - 

30°C werden 86,0 mg 8-(3-Aminopropyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indacen (10) hinzugegeben. Es wird 3h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wird das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird 

säulenchromatographisch gereinigt, wobei das Rohprodukt auf Kieselgel aufgezogen wird. 

(Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 40 : 1 (v/v)). Das Produkt ergibt sich als oranger 

Feststoff. 

C33H38BF2N7O4 (645,3046 g·mol-1) 

 

Ausbeute:   51 mg (28%)   

Aussehen:   oranger Feststoff 

Löslichkeit:   leicht löslich in DMF, DMSO 

Schmelzpunkt:  289 °C unter Zersetzung 

Rf-Wert:   0,63 (Laufmittel: Dichlormethan : Methanol = 40 : 1 (v/v)). 
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1H-NMR (DMSO, 500 MHz): δ = 0,91 (t, 
3H, 4’-CH3), 1,20 (m, 2H, 3’-CH2), 1,25 - 
1,74 (m, 4H, 2’-CH2, 2’’-CH2), 2,40 (s, 
12H, 9’’’-CH3, 10’’’-CH3, 11’’’-CH3, 12’’’-
CH3), 2,94 (m, 2H, 3’’’’-CH2), 3,32 (m, 
1’’’’-CH2), 3,84 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 1’-CH2), 
4,56 (s, 2H, OCH2CONHR), 6,18 (s, 2H, 
2’’’-CH, 6’’’-CH), 7,07 (m, 2H, 3’’-CH, 

5’’-CH), 8,04 (m, 3H, 2’’-CH, 6’’-CH, CONH), 8,32 (br, 1H, CONH), 11,80 (br, 1H, 3-
NH), 13,44 (br, 1H, 7-NH).13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 11,2 (+, CH3-4’), 14,2 
(+, CH3-10’’’, CH3-11’’’), 15,9 (+, CH3-9’’’, CH3-12’’’), 19,7 (-, CH2-3’), 25,6 (-, CH2-
2’’’’), 29,7 (-, CH2-3’’’’), 31,5 (-, CH2-2’), 38,2 (-, CH2-1’’’’), 67,2 (-, OCH2CONHR), 
107,4 (C-5), 121,8 (+, CH2-2’’’, CH2-6’’’), 130,8 (C-7a’’’, C-8a’’’), 140,9 (C-1’’’, C-7’’’), 
146,3 (C-8’’’), 147,8 (C-4), 150,1 (C-8), 151,1 (C-2), 153,3 (C-5’’’, C-3’’’), 154,8 (C-6), 
167,6 (CH2CONHR), 115,3 (+, 2C, CH-3’’, CH-5’’), 122,2 (+, 2C, CH-2’’, CH-6’’), 128,1 
(CH-4’’), 159,3 (COCH2). 

MS (ESI) (m/z): [M-H]-    = 644,3 

   [M-HF]- = 624,7 

Spektroskopische Daten:  Absorption λmax = 498 nm 

     Emission λmax = 506 nm 

Fluoreszenzquantenausbeute: Φ = 0,94 
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11.6 Fluoreszenzquantenausbeute 
 

Theoretische Grundlagen 

Die Fluoreszenzquantenausbeute ist eine wichtige photophysikalische Eigenschaft von 

fluoreszierenden Molekülen, da diese ein direktes Maß für die Helligkeit eines Fluorophors 

darstellt. Die Fluoreszenzquantenausbeute ist definiert als das Verhältnis der Anzahl der 

emittierten Photonen zu der Anzahl der absorbierten Photonen. Die Entvölkerung des 

angeregten Zustands kann, wie bereits in Kap. 4.3 erwähnt, zum einen mittels Fluoreszenz 

zum anderen durch strahlungslose Deaktivierung erfolgen. Dabei gilt für diese Prozesse 

mit den Geschwindigkeitskonstanten kF und knr (nr.: engl. nonradiative) folgende 

Gleichung: 

                                                           	�� =	
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                 (Gleichung 3) 

Die einfachste Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten die der Bestimmung 

relativer Fluoreszenzquantenausbeuten. Dabei wird ein Fluoreszenzstandard mit bekannter 

Quantenausbeute mit dem zu bestimmenden Fluorophor durch Ermittlung der integralen 

Fluoreszenzintensität der Probe und des Standards miteinander verglichen254. Da bei hohen 

Konzentrationen der Fluorophore Filtereffekte und daraus resultierend eine geringe 

Fluoreszenzintensität auftreten, müssen die Lösungen bei einer optischen Dichte ≤ 0,05 

vermessen werden. Die Fluoreszenzquantenausbeute der zu vermessenden Probe Φx ergibt 

sich nach folgender Formel: 
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�                                 (Gleichung 4), 

wobei Φr die Quantenausbeute der Referenz, Ix und Ir die integrierten 

Fluoreszenzintensitäten der Probe und der Referenz, ODr und ODx die optischen Dichten 

der Referenz und der Probe und nx und nr die Brechungsindices der Lösungsmittel sind. 

Da die Fluoreszenzintensität abhängig ist von der der Art und Beschaffenheit der Küvette, 

der Anregungswellenlänge, der Intensität des einfallenden Lichts und der optischen Dichte, 

dürfen diese Parameter bei den Messungen nicht variieren. Wenn nun die gleiche Küvette 

und dasselbe Lösungsmittel verwendet werden, kann Gleichung 2 folgendermaßen 

vereinfacht werden: 
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	                                  (Gleichung 5) 

Die zur Lösung dieser Gleichung benötigten Variablen, können experimentell bestimmt 

und die Fluoreszenzquantenausbeute dementsprechend relativ zu einem Standard bestimmt 

werden. 

Durchführung 

Für die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten wurden Quarzküvetten mit einer 

Schichtdicke von 0,2 bis 1 cm. Alle Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 25°C 

und in dem Lösungsmittel Ethanol, das einen spektroskopischen Reinheitsgrad aufwies. 

Als Referenz wurde der Fluorophor Rhodamin 6G gewählt, der kommerziell erworben 

wurde. Dessen Anregungs- und Emissionsspektren entsprechen den zu untersuchenden 

Proben sehr gut und der Fluoreszenzquantenausbeute von Rhodamin 6G beträgt in Ethanol 

0,94254. 

Die Bestimmung der optischen Dichten erfolgte mit einem Spektralphotometer der Firma 

Perkin Elmer (Modell UV/VIS Spectrometer lambda 25). Es wurde darauf geachtet, dass 

die optische Dichte der Proben zwischen 0,048 bis 0,051. Die so charakterisierten 

Lösungen wurden anschließend mit einem Fluorimeter der Firma Varian (Cary Eclipse 

fluorescence spectrophotometer) vermessen. Die Spaltbreite für die Absorption und 

Emission betrug  

5 nm. Die Bestimmung der Flächen unter den korrigierten Spektren erfolgte mit Hilfe des 

Programmes Origin 7.5.  
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11.7 Zellkultur 
 

11.7.1 Auftauen von Zellen 
 

Ein Backup der entsprechenden Zelllinie wird möglichst schnell aufgetaut und steril in eine 

Zellkulturflasche, die bereits zuvor mit vorgewärmtem Medium befüllt wurde, überführt. 

Die Zellen werden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95%iger Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. Nach einigen Stunden im Brutschrank wird das Medium gewechselt und dann 

alle 2-4 Tage erneuert bzw. die Zellen bei Bedarf gesplittet.  

 

11.7.2 Zellkultur 
Die eukariotischen Zelllinien werden bei 37°C, 5% CO2 und 95%iger Luftfeuchtigkeit im 

Brutschrank inkubiert. Bei ca. 80-90%iger Konfluenz der adhärent wachsenden Zellen 

wird das Medium entfernt und die Zellen mit ca. 10 ml PBS-Puffer gewaschen. 

Anschließend werden die Zellen durch die Zugabe von ca. 5 ml Trypsin/EDTA Lösung für 

eine 175 cm2 oder 75 cm2 große Flasche nach mehrminütiger Inkubation abgelöst, wozu 

unter Umständen zusätzlich ein Klopfen gegen die Zellkulturflasche erforderlich ist. Die 

Reaktion mit Trypsin wird durch die Zugabe von Medium abgestoppt, wobei das Volumen 

an Medium sich nach dem jeweiligen Splittverhältnis richtet. Die durch mehrfaches Auf- 

und Abpipettieren vereinzelte Zellsuspension wird je nach Vorhaben und 

Wachstumsgeschwindigkeit auf Zellkulturflaschen verteilt, in denen bereits auf 37°C 

vorgewärmtes Medium vorgelegt wurde. Anschließend werden die Zellen erneut unter 

oben genannten Bedingungen im Brutschrank inkubiert. 

 

Einfrieren von Zellen 

Zum Erstellen von Backups werden die Zellen wie bereits in oberen Abschnitt beschrieben 

durch Zugabe von Trypsin abgelöst. Die entstandene Zellsuspension wird in Falcon-Tubes 

überführt und bei 1000 g und 4°C für 5 min. zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen 

und das Zellpellet in einer Lösung aus 90% fötalem Kälberserum (FCS) und 10% sterilem 

DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Kryovials zu 1 ml aliquotiert und sofort 

bei -20°C eingefroren. Nach 2 Tagen werden die Backups in den -80°C-Tiefkühlschrank 

und nach einigen Tagen für eine längere Aufbewahrung in den Stickstofftank überführt. 
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Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl wird ein Neubauer-Hämazytometer verwendet. Dazu werden 

die beiden Stege der Zählkammer leicht angefeuchtet und das Deckglas mit leichtem 

Druck an die Oberfläche der Zählkammer angedrückt. Nun werden 10 µL der gut 

suspendierten Zellsuspension zwischen 

Deckglas und Zählkammer gegeben. 

Anschließend erfolgt das Auszählen der 4 

Großquadrate (bestehend aus 16 

Kleinquadraten), wobei lediglich lebende 

Zellen gezählt werden. Es wird über alle 4 

Großquadrate gemittelt und der erhaltene 

Wert mit 104 und dem Verdünnungsfaktor 

multipliziert. Somit erhält man die Anzahl 

der Zellen pro mL Zellsuspension. 

            
       Abb. 110 Neubauer Hämazytometer.255  

      Volumen pro Quadrat = 0,1 mm³ 

 

Bestimmung der Zellzahl: 

 

������ℎ�	[
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11.7.3 Membranpräparation von CHO-Zellen56 
 

Bei 70-80%iger Konfluenz von 200 Gewebekulturschalen wird zunächst das Medium 

entfernt und die Zellen mit je 2 mL PBS-Puffer pro Kulturschale gewaschen. Die 

Kulturschalen werden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Anschließend werden 

die Schalen aufgetaut und unter Eiskühlung mit je 1-2 mL Tris-EDTA-Lösung versetzt und 

die Zellen mit Hilfe eines Gummischabers von den Platten abgelöst. Die Zellsuspension 

wird unter Eiskühlung gesammelt und anschließend mittels Ultraturrax zweimal 15 sec 

aufgeschlossen. Die Suspension wird 10 min bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet 

P1 wird verworfen und der Überstand 60 min bei 37000 g und 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Pellet P2 wird in 0,1 mL 50 mM Tris-Inkubationspuffer 

(pH = 7,4) pro Kulturschale resuspendiert. Nach Homogenisieren mittels Ultraturrax wird 

das Membranprotein aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 

Verwendung bei - 80°C gelagert. 

11.7.4 Membranpräparation von Rattencortex 
 

Die von der Firma Pel, Freez® (Rogers, Arkansas, USA) bezogenen tiefgefrorenen 

Rattenhirne werden bis zu ihrer Präparation bei - 80°C gelagert. Die Hirne werden langsam 

in 100 mL eiskalter Sucrose (0,32 M) auf Eis aufgetaut. Für die Präparation wird eine 

eisgekühlte Glasplatte verwendet. Die Hirne werden mittels einer Pinzette am Kleinhirn 

fixiert und das Cortex mit Hilfe eines Skalpells abgeschabt bis die darunterliegende hellere 

Hirnregion sichtbar wird. Das erhaltene Cortex wird in 100 mL eiskalter Sucrose-Lösung 

(0,32 M) auf Eis gesammelt. Anschließend wird mit Hilfe des Glaspotters unter 

Eiskühlung homogenisiert. Es wird 10 min bei 1000 g und 4°C zentrifugiert, so dass die 

groben Zelltrümmer mit dem P1 Pellet vorsichtig abgetrennt werden können. Der 

Überstand wird  60 min bei 37 000 g  und 4°C zentrifugiert. Der entstehende Überstand 

wird abdekantiert und verworfen. Das Pellet P2 wird in 200 mL eiskaltem deionisiertem 

und autoklaviertem Wasser aufgenommen und mittels Ultraturrax 10 s homogenisiert. 

Danach wird für 60 min bei 37 000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen 

und das Pellet in 200 mL 50 mM Tris-Puffer (pH = 7,4) resuspendiert und zur 

Aufreinigung den gleichen Zentrifugationsbedingungen noch einmal unterworfen. Das 

entstandene Pellet wird letztlich in Tris-Puffer (2 mL pro Hirn) aufgenommen und mittels 
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Ultraturrax homogenisiert. Die Suspension wird aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bis zur Verwendung bei - 80°C gelagert. 

 

11.7.5 Membranpräparation von Rattenstriatum 
 

Nachdem das Cortex wie im oberen Abschnitt beschrieben entfernt wurde, wird die 

vordere rechte und linke Großhirnhälfte vorsichtig aufgeklappt bis das Caudatum putamen 

(Striatum) sichtbar ist. Dieses wird mittels Skalpell herauspräpariert und in 100 mL 

eiskalten 50 mM Trispuffer (pH = 7,4) gegeben. Für die Bestimmung des Nassgewichtes 

wird das Gewebe in ein tariertes Sieb überführt und das Gewebe nach Abtropfen gewogen. 

Das Gewebe wird danach in 160 mL eiskalten 50 mM Trispuffer ( pH = 7,4) überführt und 

mittels Ultraturrax 10 sec homogenisiert. Die Suspension wird 15 min bei 37 000 g und 

4°C zentrifugiert. Der Überstand wird abdekantiert und verworfen. Das Pellet P1 wird mit 

eiskaltem 50 mM Tris-Puffer (pH = 7,4) (1 mL pro 100 mg Nassgewicht) aufgenommen 

und mit Hilfe des Ultraturrax 10 sec homogenisiert.  Das Homogenat wird aliquotiert, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei - 80 °C tiefgefroren. 
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11.8 Proteinbestimmung 

11.8.1 Proteinbestimmung nach Lowry 
 

Theoretische Grundlagen 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der von Lowry beschriebenen Methode256 

ist ein kolorimetrisches Verfahren für die Konzentrationsbestimmung löslicher und 

unlöslicher Proteine. Dazu wird zunächst eine Biuretreaktion unter alkalischen 

Bedingungen durchgeführt. Dabei bildet das Protein nach Zugabe von Cu2+-Ionen in Form 

des Kupfertartrat-Reagenzes zunächst einen blauen, quatratisch-planaren Komplex. In 

einer nachgeschalteten Reaktion wird Cu2+ zu Cu+ reduziert, welches wiederum das Folin-

Ciocalteu Reagenz, das unter anderem Natriumwolframat (Na2WO4) und Natriummolybdat 

(Na2MO4) enthält, zu Molybdänblau reduziert. Es resultiert eine intensive Blaufärbung, die 

für die quantitative Proteinbestimmung genutzt werden kann. Aufgrund der 

nachgeschalteten Farbreaktion ist die Methode nach Lowry genauer als die Biuret-

Methode. Allerdings ist diese Methode auch durch nicht-proteinogenen Substanzen (z. B. 

EDTA, TritonX-100, Tris, Mercaptoethanol etc.) beeinflussbar und damit störanfällig. Bei 

Vorliegen solcher Substanzen müssen die Proteine zuvor mittels Zugabe von 

Trifluoressigsäure gefällt und anschließend in einem wässrigen Lösungsmittel, das keine 

Störfaktoren enthält, wieder gelöst werden. 

 

Durchführung 

Folgende Lösungen werden für die Proteinbestimmung benötigt: 

 

 

Lösung A: 

Na2CO3   10 g  0,01 mol  2% 

NaOH     2 g  0,05 mol  0,4% 

H2O (MilliQ)         ad 500 mL 
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Lösung B: 

 

Cu2SO4*5 H2O 0.25 g  1,28 mmol  0,5% 

Na-Tartrat  0.5 g  2,58 mmol  1% 

H2O (MilliQ)         ad 50 mL 

 

Lösung C: 

Setzt sich aus den Lösungen A und B zusammen im Verhältnis 50 : 1(Lösung A : Lösung 
B). Die Lösung muss für jede Proteinbestimmung frisch angesetzt werden. 

 

Lösung D: 

Folin-Reagenz (F-9252)       18 mL 

H2O (MilliQ)         ad 90 mL 

Die Lösung wird in Braunglasflaschen und unter Lichtausschluss gelagert werden. 

 

Zunächst wird die zur Bestimmung der Proteinkonzentration notwendige Kalibriergerade 

angefertigt. Dazu wird eine Verdünnungsreihe des Standardproteins Rinderserumalbumin 

(BSA) in Konzentrationen zwischen 50 und 500 µg/mL hergestellt. Die Verdünnungen 

werden aus der BSA-Stammlösung (1 mg/mL; gelöst in MilliQ-Wasser) und 50 mM Tris-

Inkubationspuffer (pH = 7,4) nach unten aufgeführtem Schema hergestellt. 

 

cfinal (Protein) [µg/mL] BSAStammlösung [µL] 
Tris-Inkubationspuffer 

[µL] 
50 10 190 

100 20 180 
200 40 160 
300 60 140 
400 80 120 
500 100 100 

 
 
Die Verdünnung muss so gewählt werden, dass die jeweiligen Proteinkonzentrationen und 

damit die Absorption in der gleichen Größenordnung liegen, da die Bestimmung unter 

Zuhilfenahme des Lambert-Beer’schen Gesetz erfolgt. Dieser lineare Zusammenhang 
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besteht allerdings nur bei hinreichend verdünnten Lösungen, so dass die Extinktion der 

Proben den Wert 0,8 nicht überschreiten darf. Über diesen Zusammenhang kann 

letztendlich die Proteinkonzentration bestimmt werden. Der Sollwert für die optische 

Dichte beträgt 0.66 bei λ = 280 nm (Quarzküvette). 

Es werden zwei verschiedene Verdünnungen (1 : 10 und 1 : 20) des zu bestimmenden 

Proteins sowie ein Nullwert hergestellt. Die Bestimmung erfolgt in Duplikaten. 

Die Verdünnungen des zu bestimmenden Proteins, die der Kalibriergeraden sowie der 

Nullwert, werden mit je 1000 µL der Lösung C versetzt und sofort gevortext. Nach 20 

minütiger Inkubation werden je 100 mL Lösung D hinzugegeben und ebenfalls sofort 

gevortext. Nach 30 min Inkubation werden die Proben in Küvetten überführt und im 

Spektralphotometer bei λ = 500 nm gegen den Nullwert vermessen. Die Messung sollte 

innerhalb von 30 min beendet sein. 
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11.8.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 

Die Proteinbestimmung nach der von Bradford beschriebenen Methode257 ist ebenfalls eine 

kolorimetrische Methode, wobei diese deutlich störunempfindlicher ist als die von Lowry. 

Für die Herstellung des Bradford-Reagenzes werden 20 mg Coomassie Blue G 250 in 25 

mL Ethanol (96%ig) gelöst und mit 50 mL ortho-Phosphorsäure (85%ig) hinzugefügt. Es 

wird auf 500 mL mit MilliQ-Wasser aufgefüllt und anschließend mittels Faltenfilter 

filtriert. Die Lösung wird in einer Braunglasflasche bei 4°C gelagert. Vor Verwendung des 

Reagenzes wird die benötigte Lösung steril filtirert. 

Zu Beginn der Proteinbestimmung muss auch bei dieser Methode eine Kalibriergerade 

angefertigt werden. Dazu wird eine BSA-Stammlösung (1 mg/mL; gelöst in MilliQ-

Wasser) angefertigt und bei 280 nm in einer Quarzküvette im Spektralphotometer 

vermessen. Der Sollwert für die optische Dichte beträgt wie bereits oben erwähnt 0.66 bei 

λ = 280 nm (Quarzküvette). Aufgrund des bestehenden linearen Zusammenhanges 

zwischen der OD bei 280 nm und der Proteinkonzentration in Lösung kann mit Hilfe der 

bestimmten OD die tatsächliche Konzentration der Stammlösung bestimmt werden. Diese 

Stammlösung wird im Folgenden im Verhältnis 1 : 10 verdünnt (Lösung 1) und eine 

Verdünnungsreihe nach nachfolgendem Schema in Duplikaten angefertigt. 

cfinal (Protein) [µg/mL] BSALösung 1  [µL] 
Tris-Inkubationspuffer 

[µL] 
0a 0 100 

10a 10 90 

20a 20 80 

40a 40 60 

60a 60 40 

80a 80 20 

100a 100 0 
a Die finale BSA-Konzentration ergibt sich aus der zuvor bestimmten Konzentration der 

BSA-Stammlösung muss dementsprechend einbezogen werden.  

Es werden zwei verschiedene Verdünnungen (1 : 10 und 1 : 20) des zu bestimmenden 

Proteins sowie ein Nullwert hergestellt. Die Bestimmung erfolgt in Duplikaten. 

Die Verdünnungen des zu bestimmenden Proteins, die der Kalibriergeraden sowie der 

Nullwert, werden mit je 1 mL des Bradford-Reagenzes versetzt und gevortext. Die Proben 
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werden in Küvetten überführt und bei 595 nm im Spektralphotometer innerhalb von 2-60 

min vermessen.  

 

11.9 Radioligand-Bindungsstudien an Adenosin-
Rezeptoren 

 

Verdünnungsschemata 

Von den zu testenden Substanzen werden Stammlösungen mit den Konzentrationen  

10 mM, 1 mM und 0,1 mM hergestellt. Es werden 5 bis 7 Konzentrationen, die einen 

Konzentrationsbereich von drei Zehnerpotenzen umfassen, von den zu testenden 

Verbindungen hergestellt und in Bindungsexperimenten am jeweiligen Adenosinrezeptor 

getestet. Die DMSO-Konzentration beträgt dabei 2,5%. Höhere DMSO-Konzentrationen 

sollten aufgrund der Beeinflussung der Bindung vermieden werden. Um immer die gleiche 

DMSO-Konzentration sicherzustellen, wird eine Vorverdünnung (c40) angefertigt, die 

durch den Eintrag in den Assay im Verhältnis 1 . 40 auf die gewünschte Konzentration 

(cfinal) verdünnt wird. 

c40 [µM] cfinal [µM] cStocklösung [mM] VStocklösung [µL] VDMSO [µL] 
4000 100 10 80 120 
1200 30 10 30 220 
400 10 10 10 240 
120 3 1 30 220 
40 1 1 10 240 
12 0,3 0,1 30 220 
4 0,1 0,1 10 240 

 

Für eine Verdünnungsreihe wird die jeweils benötigte höchste Konzentration angefertigt 

und dann entweder 75 µL der vorigen Verdünnung in 150 µL DMSO für die 1x 

Verdünnungen oder 75 µL der vorherigen Verdünnung in 175 µL DMSO für die 3x-

Verdünnungen gegeben. 

Es resultieren Inhibitionskurven, die mit Hilfe des Computerprogammes Prism 4.0 

ausgewertet werden, so dass letztendlich ein Ki-Wert für die Testsubstanz bestimmt 

werden kann.  

 



11. Experimenteller Teil 

 

288 
 

Kompetitionsexperimente 

Die nach oben beschriebenem Schema verdünnten Testsubstanzen, sowie diejenigen für 

die Bestimmung der Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung, werden bei 

humanen Rezeptoren in Triplets oder bei murinen Rezeptoren in Dubletts in PE-vials (24-

bzw. 48-Rack) bzw. in eine 96er-well plate pipettiert. Anschließend werden der 

Inkubationspuffer und der in Tris-Puffer verdünnte Radioligand hinzugegeben. Um 

endogenes, d.h. durch die Membranpräparation erzeugtes Adenosin abzubauen, wird die 

Proteinsuspension mit ADA 10 - 15 min inkubiert. Das Protein wird danach hinzugefügt, 

so dass in jedem vial bzw. well zwischen 30 -50 µg Protein vorliegt. Das 

Kompetitionsexperiment startet durch Zugabe der Proteinsuspension. Der 

Inkubationsansatz wird gevortext und bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die 

Inkubationszeit von dem jeweils benutzten Radioliganden abhängig ist. Anschließend wird 

der am Rezeptor gebundene Radioligand von freiem Radioligand mit Hilfe eines 

Harvesters getrennt. Dabei wird ein GF/B-Filter verwendet, der das Protein mit dem 

gebundenen Radioliganden zurückhält. Zur Verringerung der unspezifischen Bindung wird 

dreimal mit eiskaltem Tris-Puffer gewaschen. Die Filter werden bei Verwendung des 24er- 

und 48er-Harvesters ausgestanzt, in Szintillationsvials überführt und mit je 2,5 mL 

Szintillationscocktail (Ready Safe™, Beckman Coulter) versetzt. Nach Vorinkubation von 

6 - 9 Stunden werden die Proben im LSC-Counter vermessen. Bei Verwendung des 96er-

Harvesters werden beim Abtrennen des freien Radioliganden statt GF/B-Filters, 96er-

Filterplatten verwendet. Auch hier wird zur Verringerung der unspezifischen Bindung 

dreimal mit eiskaltem Tris-Puffer gewaschen. Anschließend werden die Filterplatten von 

unten mit einer Klebefolie versehen. In jedes well werden dann 50 µL 

Scintillationscocktail (Microscint-20, Perkin Elmer) pipettiert und die Platte abschließend 

auch von oben mittels Klebefolie versiegelt. Es wird 10h vorinkubiert und anschließend im 

Topcount®NXT (Packard Instrument Company) gemessen. Es werden jeweils drei 

unabhängige Experimente in Dubletts bzw. Tripletts angefertigt. 

Die Auswertung der Experimente erfolgt mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 

Version 4.0. Dabei werden die erhaltenen Werte für die unspezifische Bindung von der 

Gesamtbindung subtrahiert, so dass die spezifische Bindung resultiert. Es kann aus der 

erhaltenen sigmoidalen Inhibitionskurve der IC50- bzw. der Ki-Wert ermittelt werden258.  
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RADIOLIGAND-REZEPTOR BINDUNGSSTUDIEN MIT [³H]CCPA AN RATTENCORTEX ODER 

CHO-hA1-MEMBRANPRÄPARATIONEN FÜR AGONISTISCHE LIGANDEN 
 

Pipettierschema für den 24er- bzw. 48er-Harvester: 

Wasch-/ Inkubationspuffer (A)     190 µL 
Testsubstanz  
oder DMSO (Gesamtbindung)  
oder CADO (unspezifische Bindung) *      10 µL 
Radioligand [³H]CCPA**       100 µL 
Proteinsuspension: Membranpräparation***    100 µL 
 
Gesamtvolumen       400 µL 

 

Pipettierschema für den 96er-Harvester: 

Wasch-/ Inkubationspuffer (A)       45 µL 
Testsubstanz oder DMSO oder CADO*          5 µL 
Radioligand [³H]CCPA**        50 µL 
Protein : Membranpräparation***     100 µL 
 
Gesamtvolumen       200 µL 

*Endkonzentration 10 nM; rA1 Ki = 6,7 nM259; hA1 Ki = 9,3 nM260 

**Endkonzentration 1 nM; KD (Ratte) = 0,2 nM; KD (human) = 0,61 nM 

*** Rattencortexsuspension bzw. Membranpräparation CHO-hA1 (30 µg/vial) in 50 mM 
Tris-Puffer, pH = 7,4; vorinkubiert mit 2U ADA/mg Protein 

Die Inkubationszeit beträgt 90 Minuten. 
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RADIOLIGAND-REZEPTOR BINDUNGSSTUDIEN MIT [³H]CGS21680 AN RATTENSTRIATUM 

ODER HEK293-hA2A-MEMBRANPRÄPARATIONEN FÜR AGONISTISCHE LIGANDEN 

 

Pipettierschema für den 24er- bzw. 48er-Harvester: 

Wasch-/ Inkubationspuffer (A)     190 µL 
Testsubstanz  
oder DMSO (Gesamtbindung)  
oder NECA (unspezifische Bindung)       10 µL 
Radioligand [³H]CGS21680       100 µL 
Proteinsuspension: Membranpräparation**    100 µL 
 
Gesamtvolumen       400 µL 

*Endkonzentration 50 µM; rA1 Ki = 9,7 nM56; hA1 Ki = 20 nM259 

**Endkonzentration 5 nM; KD (Ratte) = 15,5 nM; KD (human) = 26,76 nM 

** Rattenstriatumsuspension (30 µg/vial) bzw. Membranpräparation von HEK293-hA2A 
(Product number RBHA2AM400UA, Membrane Target Systems™, Perkin Elmer)  in 50 
mM Tris-Puffer, pH = 7,4; vorinkubiert mit 2U ADA/mg Protein 

Die Inkubationszeit beträgt 60 Minuten. 

 

RADIOLIGAND-REZEPTOR BINDUNGSSTUDIEN MIT [³H]PSB-603 AN CHO-rA2B- ODER 

CHO-hA2B MEMBRANPRÄPARATIONEN 

 

Pipettierschema für den 24er- bzw. 48er-Harvester: 

Wasch-/ Inkubationspuffer (A)     775 µL 
Testsubstanz  
oder DMSO (Gesamtbindung)  
oder DPCPX (unspezifische Bindung)*      25 µL 
Radioligand [³H]PSB-603**       100 µL 
Proteinsuspension: Membranpräparation***    100 µL 
 
Gesamtvolumen       1000 µL 

*Endkonzentration 10 µM; hA2B  Ki = 51 nM261 

**Endkonzentration 0,3 nM; KD (human) = 0,41 nM 

*** Membranpräparation CHO-hA2B (30 µg/vial) in 50 mM Tris-Puffer, pH = 7,4; 
vorinkubiert mit 2U ADA/mg Protein 

Nach dem Absaugen wird der Waschpuffer B zum Waschen verwendet. 
Die Inkubationszeit beträgt 75 Minuten. 



11. Experimenteller Teil 

 

291 
 

RADIOLIGAND-REZEPTOR BINDUNGSSTUDIEN MIT [³H]NECA AN CHO-rA3- ODER hA3-
MEMBRANPRÄPARATIONEN FÜR AGONISTISCHE LIGANDEN 

 

Pipettierschema für den 24er- bzw. 48er-Harvester: 

Inkubationspuffer (C)       190 µL 
Testsubstanz  
oder DMSO (Gesamtbindung)  
oder R-PIA (unspezifische Bindung)*      10 µL 
Radioligand [³H]NECA **      100 µL 
Proteinsuspension: Membranpräparation***    100 µL 
 
Gesamtvolumen       400 µL 

* Endkonzentration 100 µM; hA3 Ki = 16 nM56 

**Endkonzentration 10 nM; KD (human) = 6,2 nM; KD (Ratte) = 48 nM 

*** Membranpräparation CHO-hA3 (30 µg/vial) in 50 mM Tris-Puffer, pH = 7,4; 
vorinkubiert mit 2U ADA/mg Protein 

Zum Waschen wird der Waschpuffer A verwendet. 
Die Inkubationszeit beträgt 3 Stunden. 
 

RADIOLIGAND-REZEPTOR BINDUNGSSTUDIEN MIT [³H]PSB-11 AN CHO-hA3-
MEMBRANPRÄPARATIONEN FÜR ANTAGONISTISCHE LIGANDEN 

 

Pipettierschema für den 24er- bzw. 48er-Harvester: 

Wasch-/ Inkubationspuffer (A)     190 µL 
Testsubstanz  
oder DMSO (Gesamtbindung)  
oder R-PIA (unspezifische Bindung)*      10 µL 
Radioligand [³H]NECA **      100 µL 
Proteinsuspension: Membranpräparation***    100 µL 
 
Gesamtvolumen       400 µL 

* Endkonzentration 100 µM; hA3 Ki = 16 nM56 

**Endkonzentration 1 nM; KD (human) = 6,2 nM; KD (Ratte) = 48 nM 

*** Membranpräparation CHO-hA2B (30 µg/vial) in 50 mM Tris-Puffer, pH = 7,4; 
vorinkubiert mit 2U ADA/mg Protein 

Zum Waschen wird der Waschpuffer A verwendet. 
Die Inkubationszeit beträgt 45 Minuten. 
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11.10 Funktionelle Studien an Adenosin-Rezeptoren 

Bestimmung der cAMP-Akkumulation in lebenden Zellen 
hA1, hA2A und hA3 

Das Medium einer zu 75 % konfluenten, großen Zellkulturflasche wird zunächst entfernt 

und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Anschließend werden die Zellen mit 5 mL 

Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst und nach Zugabe von 5 mL Medium in ein Standfalcon 

überführt. Nach Bestimmung der Zellzahl (s. Kapitel 11.6) und entsprechende Verdünnung 

der Zellsuspension auf 200 000 Zellen pro well einer 24 well-plate werden die Zellen über 

Nacht bei 37°C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend wird das 

Medium entfernt und die Zellen mit 500 µL HBSS/ADA-Puffer (37°C) gewaschen. Nach 

Zugabe von 300 µL HBSS/ADA-Puffer werden die Zellen 2 Stunden bei 37°C, 5% CO2 

und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend wird der Phosphordiesterasehemmer 

Ro20-1724 hinzugefügt und 10 min bei der Testung an hA1- und hA3-CHO Zellen und 15 

min bei hA2A-CHO-Zellen bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe der negativ und positiv 

Kontrollen, wird auch die Testsubstanz zugefügt und 5 min bei der Testung an hA1- und 

hA3-CHO Zellen und 15 min bei hA2A-CHO-Zellen bei 37 °C inkubiert. Danach wird bei 

der Testung an hA1- und hA3-CHO Zellen, außer in die HBSS-Kontrolle, Forskolin 

zugegeben und erneut 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Lösung wird mittels Pumpe 

abgesaugt und die Zellen mit je 500 µL 90°C warmen Lysepuffer pro well versetzt. Nach 

Abkühlen der Lösung auf Raumtemperatur werden die Platten auf Eis gestellt und 

bei -20°C gelagert. Anschließend werden die Zellen auf Eis aufgetaut und mittels einer 

Pipette werden die Zellen auf dem Plattenboden abgekratzt und homogenisiert. Im 

Anschluss daran werden der cAMP-Standard, die Zellsuspension bzw. der Lysepuffer für 

die Gesamtbindung bzw. die Hintergrundbindung  in Dubletts in PE-vials pipettiert. 

Anschließend wird der in Tris-Puffer verdünnte Radioligand ([³H]-cAMP) hinzugefügt. 

Durch Zugabe von cAMP-Bindeprotein (75 µg pro vial) in alle vials, außer in diejenigen 

zur Bestimmung der Hintergrundbindung, wird das Kompetitionsexperiment gestartet. Der 

Inkubationsansatz wird gevortext und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Anschließend wird der 

am Rezeptor gebundene Radioligand von freiem Radioligand mit Hilfe eines Harvesters 

getrennt. Dabei wird ein GF/B-Filter verwendet, der das Protein mit dem gebundenen 

Radioliganden zurückhält. Zur Verringerung der unspezifischen Bindung wird dreimal mit 

eiskaltem Tris-Puffer gewaschen. Die Filter werden ausgestanzt, in Szintillationsvials 

überführt und mit je 2,5 mL Szintillationscocktail (Ready Safe™, Beckman Coulter) 
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versetzt. Nach Vorinkubation von 6 - 9 Stunden werden die Proben im LSC-Counter 

vermessen. 

Die Auswertung der Experimente erfolgt mit Hilfe der Programme Excel (Version 2010) 

und GraphPad Prism (Version 4.0). Dabei wird zunächst eine Standardkurve erstellt und 

die erhaltenen cAMP Konzentrationen in der Zelle ermittelt. Die erhaltenen Werte werden 

mit denen der negativ Kontrolle und der positiven Kontrolle ins Verhältnis gesetzt, so dass 

Inhibitionskurven erhalten werden, aus denen der IC50- bzw. der Ki-Wert ermittelt werden 

kann.258 
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