Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal durch die Diversi-
tiat der Immunantwort — gegen das gleiche Antigen werden
viele verschiedene Antikorper gebildet — Antikérper verfiig-
bar werden, die eine bestimmte Reaktion mit unterschiedli-
chen Mechanismen katalysieren, wodurch ein besserer Ein-
blick in die Natur der biologischen Katalyse gewonnen
werden kann. Rontgenkristallographie sowie Klonierungs-
und Sequenzierungsexperimente werden helfen, die Wir-
kungsweise dieses katalytischen Antikdrpers weiter aufzu-
klaren.
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Rein thermisch erzeugbare Farbstoffe:
Farbgebung durch sukzessive Claisen-Umlagerung
und intramolekulare Siure-Base-Reaktion

Von Masahiko Inotiye*, Kikuo Tsuchiya und Teijiro Kitao

Fluoran-Farbstoffe werden als druck- und temperatur-
empfindliche Farbstoffe z.B. fiir kohlefreies Durchschlagpa-
pier und Fax-Papier eingesetzt!!l, Dabei tritt die Firbung
durch Reaktion eines Farbstoffs mit Sduren, normalerweise
Phenolverbindungen, beim Erwidrmen ein (Schema 1). Die
farblose Form ist folglich nur dann besténdig, wenn jeglicher
Kontakt mit Sduren vor der Wiarmebehandlung vermieden
wird. Dies bringt jedoch sehr hiufig technische Probleme mit
sich und macht die Anwendung organischer Medien wie
Polymerfilmen unmdglich. Hier berichten wir {iber eine
Klasse rein thermisch erzeugbarer Farbstoffe, die durch
blofles Erhitzen, ohne Zusatzkomponenten, farben. Unsere
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Erhitzen
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CH,
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Schema 1.

Strategie nutzt die Tatsache, dall man aus neutralen Allyl-
arylethern durch Erhitzen iiber eine Claisen-Umlagerung!?!
acide Phenolverbindungen erhilt. Die Phenolgruppen be-
wirken iiber eine intramolekulare Sdure-Base-Reaktion die
Offnung des Lactonrings, wobei die Verbindung farbig wird
(Schema 2).

HP
3 ftarblos
180 °C Claisen-
Umlagerung
NEt,

~—————

4 farbig
Schema 2.

Die neuartigen Farbstoffe 3, 13 und 14, die Allyloxy- so-
wie Aminogruppen enthalten, wurden in mehreren Stufen
aus kommerziell erhiltlichen Edukten dargestellt (Sche-
ma 3).

3, 13 und 14 absorbieren in verschiedenen Losungsmitteln
oberhalb 400 nm nicht (farblose Form), was auf das Vorlie-
gen der Lactonform schlieBen 146t. Beim Erhitzen der Lo-
sungen auf ca. 180 °C treten jedoch Absorptionen oberhalb
400 nm auf (Abb. 1a). Die neuen Absorptionen resultieren
von den Produkten der Claisen-Umlagerung, die wie folgt
identifiziert wurden: Die "H-NMR-Spektren einer Losung
von 3 in [Dg¢]Dimethylsulfoxid ([D¢]DMSO) wurden bei ca.
180°C als Funktion der Zeit aufgenommen. Hierbei traten
im Bereich von § = 3.0—35.8 neue Resonanzen auf, die auf-
grund ihrer Hochfeldverschiebung - im Vergleich zu den
Signalen einer o-Allylgruppe — einer c-Allylgruppe zugeord-
net wurden (Abb. 1¢). Im aromatischen Bereich wurde das
Signal fiir H? kleiner, ein Beweis dafiir, da die Claisen-Um-
lagerung an der in Schema 2 gezeigten Position stattfand.
Dariiber hinaus konnte sdulenchromatographisch ein rotes
Produkt 4 isoliert werden, dessen IR-Spektrum die fiir phe-
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Schema 3.

nolische OH-Gruppen charakteristische intensive Bande fiir
die Streckschwingung bei 3300-3700 cm™! aufweist.

nach Erhitzen

vor Erhitzen

13 R'=OCH,CH=CH,, R*=H
14 R'=H, R*=OCH,CH=CH,
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Abb. 1. Die UV/VIS-Spektren von 3 vor und nach Erhitzen a) in DMSO und
b) im PMMA-Film. Die von 13 und 14 in DMSO aufgenommenen Spektren
dhneln dem Spektrum von 3. 3: 4., = 530 nm (¢ = 3400), 500 (¢ = 2900); 13:
Ao = 565 nm (¢ = 6500); 14: 4., = 563 nm (¢ = 9700). ¢) 'H-NMR-Spektren
von 3(270 MHz; [D4]DMSO) im Bereich & = 3.0-5.8 vor dem Erhitzen (oben)
und nach vierstindigem Erhitzen (Mitte) sowie vom isolierten Produkt 4 (un-
ten).
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Dagegen anderen sich die Absorptionsspektren von 3 und
auch von konventionellen sdureempfindlichen Farbstoffen
wie 1 (ein sogenanntes Einkomponenten-Schwarz) in
DMSO nicht, selbst wenn ein hoher UberschuB der Phenol-
verbindung (intermolekulare Sdure-Base-Reaktion) einge-
setzt wird, da das stark polare Solvens als kompetitiver Pro-
tonenacceptor wirkt. Hier wird eine starke Sdure, z.B.
Trifluoressigsdure (CF;COOH), bendtigt, um eine Féirbung
Zu erzielen.

Unsere Methode erméglicht es, synthetische Harze als sol-
vatisierendes Medium fiir die Farbstoffe zu verwenden. So
lassen sich Filme aus Polymethylmethacrylat (PMMA;
50 Gew.- %) und 3 (50 Gew.- %) aus Toluol/THF(1:1)-L6-
sungen auf Glastrdger aufbringen. Werden diese farblosen
Filme erhitzt, dndern sich die Absorptionsspektren in der
gleichen Weise wie die in Losung aufgenommenen Spektren
(Abb. 1b). Der gefarbte Film (rot) ist sehr stabil; auch an
Luft verdndert sich das Absorptionsspektrum innerhalb von
sieben Monaten nicht.

Diese neuartigen, rein thermisch erzeugbaren Farbstoffe
konnten neue Anwendungsmdglichkeiten bei der Informa-
tionsspeicherung und bei Temperaturfiithlern erdffnen. Von
grofler Bedeutung fiir die Praxis wird daher das Design von
Molekiilen sein, die sich bereits bei niedrigeren Temperatu-
ren verfirben, und/oder von Molekiilen, deren farbige Form
Licht einer anderen Wellenlénge absorbiert (Farbvariation).

Experimentelles

3: Eine Lésung von 20 mmol § und 400 mmol KOH in 30 mL Wasser wird S h
unter RiickfluB erhitzt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch auf 0°C ge-
kithlt, mit konzentrierter Salzsdure angesduert und mit Ether extrahiert. Abde-
stillieren des Ethers und Umkristallisieren des Rohproduktes aus ca. 50 mL
CH,Cl, liefert 6 in 86 % Ausbeute. Eine Suspension von 10 mmol 6, 20 mmol
Allylbromid und 20 mmol K,CO; in 100 mL Aceton wird 6 h unter RiickfluB
gehalten. Nach Entfernen des Solvens wird das Reaktionsgemsich in Wasser
gelost. Durch extraktive Aufarbeitung mit Ether und anschlieBende Sdulen-
chromatographie (Silicagel; Hexan:Ethylacetat, 10:1) erhdlt man 7 (51%).
Eine Losung von 10 mmol 7 und 75 mmol KOH in 100 mL 95proz. Ethanol
wird 2 h unter Rickfluf} gehalten. Nach Entfernen des Solvens wird das Reak-
tionsgemsich in Wasser gelost und mit 6 N HCI angesduert. Die extraktive
Aufarbeitung mit Ether liefert 8 (100%). Eine Suspension von 0.5 mmol 8,
0.5 mmol N,N-Diethyl-m-aminopheno} und 2.5 mmol K,S,0, wird in 2.5 mL
Xylol 6 h unter RiickfluB gehalten. Nach Entfernen des Solvens wird das Reak-
tionsgemisch mit wiiBriger NaOH-Losung auf pH 11 eingestellt. Extraktive
Aufarbeitung mit Ether und anschlieBende Siulenchromatographie (Silicagel;
Hexan:Ethylacetat, 4:1) ergibt 3 (49%); Fp=108-110°C; IR (KBr):
v = 2970, 1760, 1630, 1610, 1550, 1515, 1500, 1425, 1245, 1210, 1100 cm ™ *;
'H-NMR (270 MHz, CDCl,): 6 =1.17 (t,J =7.3 Hz, 6 H), 3.36 (q, / = 7.3 Hz,
4H), 4.56 (ddd, J =1.2, 1.8, 5.5 Hz, 2H), 5.31 (ddd, J =1.2, 3.0, 10.4 Hz, 1 H),
5.42 (ddd, J =1.8, 3.0, 17.1 Hz, 1 H), 6.04 (ddd, J = 5.5, 10.4, 17.1 Hz, 1H),
6.35(dd, /=24, 8.5Hz, 1H), 6.45 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 6.59 (dd, /=24, 8.6Hz, 1H), 6.66 (d, J=8.6Hz, 1H), 6.76 (d,
J=24Hz,1H),7.19(d,J = 6.1 Hz, 1 H), 7.59 (ddd, J =1.2, 6.1, 7.3 Hz, 1 H),
7.65 (dt, J =1.2, 7.3 Hz, 1H), 8.01 (dd, /=1.2, 7.3 Hz, 1H). 4: Fp =138-
141 °C; IR (KBr): v = 3400, 2970, 1755, 1640, 1590, 1520, 1450, 1430, 1400,
1350, 1280, 1215, 1125¢cm™!; 'H-NMR (270 MHz, CDCL,): & =1.19 (¢,
J =6.7Hz, 6H), 3.39 (q, J/ = 6.7 Hz, 4H), 3.66 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 5.10 (dd,
J=1.8,10.4 Hz, 1H), 5.19(ddd, J =1.2,1.8, 17.1 Hz, 1H), 5.96-6.10 (m, 1 H,
6.40 (dd, J =12, 9.2 Hz, 1H), 6.48 (d, J =1.2 Hz, 1 H), 6.52 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 6.58 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (d, J=9.2Hz, 1H), 7.18 (dd, J =1.2,
6.1 Hz, 1H), 7.55-7.66 (m, 2H), 8.04 (dd, J =1.2, 6.1 Hz, 1 H).

13/14: Bei 50 °C wird eine Losung von 100 mmol 9 in 150 mL Aceton zu einer
Suspension von 120 mmol Allylbromid und 120 mmol K,CO; in 150 mL Ace-
ton getropft. Das Reaktionsgemisch wird 4 h erhitzt. Durch Filtration erhalt
man Dimethyl-4-allyloxyphthalat 10 in quantitativer Ausbeute. Eine Losung
von 17.7 mmol 10 und 40 mmo! KOH in 50 mL Ethanol wird 2 h unter Riick-
fluB gehalten. AnschlieBend wird das Solvens entfernt, der Riickstand in Was-
ser gelost, die waBrige Losung mit Ether extrahiert und mit 1 N HCL angesiuert
(pH < 4). Extraktive Aufarbeitung mit Ether liefert 11 (99%). 4-Allyloxypht-
halsdureanhydrid 12 erhilt man in 67 % Ausbeute durch Dehydratisierung von
11 in Toluol in einer Dean-Stark-Apparatur. Eine Mischung von 1.0 mmol 12
und 6.0 mmol N,N-Diethyl-m-aminophenol wird 24 h auf ca. 140°C erhitzt.
Nach Abkihlen des Reaktionsgemisches und anschlieBender Saulenchromato-
graphie (Silicagel; Ethylacetat) erhdlt man 13 (10%) und 14 (14%). 13:
Fp = 83-87°C; IR (KBr): v = 2960, 1750, 1610, 1540, 1515, 1425, 1330, 1260,
1215, 1115, 1100 cm ™ !; 'H-NMR (270 MHz, CDCl,): § =1.17(t, J =7.3 Hz,
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12H),3.36(q./ =7.3 Hz, 8H),4.47(dd, / =1.2,5.5 Hz, 2H), 5.25(dd, J =1.2,
10.4 Hz, 1H), 5.35 (dd, / =1.2, 17.1 Hz, 1H), 5.89-6.02 (m, 1H), 6.34 (dd,
J=124,8.6Hz, 2H), 6.43 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 6.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.62
(d, /=2.4Hz, 1H), 7.09 (dd, s = 2.4, 8.6 Hz, 1H), 7.88 (d, / = 8.6 Hz, 1 H).
14: Fp =197-199°C; IR (KBr): v = 2960, 1750, 1610, 1540, 1515, 1485, 1425,
1350, 1330, 1305, 1270, 1230, 1200, 1120, 1070, 1010cm™}; *H-NMR
(270 MHz, CDCl,): 6 =1.17(t,  =7.3 Hz, 12H), 3.35 (q,J =7.3 Hz, 8H), 4.65
(ddd, S =1.2, 1.8, 5.5Hz, 1H), 5.35 (td, / =1.2, 10.4 Hz, 1 H), 5.48 (ddd,
J=1.2.18, 159 Hz, 1H), 6.09 (ddd, J = 5.5, 10.4, 15.9 Hz, 1H), 6.33 (dd,
J=24,86Hz 2H), 643 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 6.61 (d, / = 8.6 Hz, 2H), 7.0%
(d, J =8.6 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 2.4, 8.6 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 2.4 Hz, 1 H).
Auch alle anderen Verbindungen zeigten die aufgrund ihrer Struktur zu erwar-
tenden Spektren ('H- und **C-NMR, IR) und ergaben korrekte Elementarana-
lysen.
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Molekulare Mechanismen der Reduktion von NO
zu NH,OH an Molybdiin-Schwefel-Zentren **

Von Dieter Sellmann* und Bernd Seubert

Die enzymatische Umwandlung von NO; in NH; wird
durch verschiedene Metall-Oxidoreduktasen katalysiert!'],
von denen einige Nitrat-'*1 ynd Nitrit-Reduktasen'® niher
charakterisiert werden konnten. Sicher nachgewiesen sind in
diesen Enzymen Molybdidn und Eisen in schwefeldominier-
ten Koordinationssphéren, in Nitrit-Reduktasen zusitzlich
Eisen-Isobacteriochlorin- und Eisen-Ham-Gruppen™.

Fiir die 8e™-Reduktion von NOJ zu NH, werden zwar
2e” -Schritte {iber NO; , NO und NH,OH postuliert, wobei
diese Zwischenstufen als Liganden der Enzym-Metallzen-
tren fungieren sollen, iiber den molekularen Ablauf der ein-
zelnen Schritte ist bislang aber so gut wie nichts bekannt.

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, da8 sich NO-Li-
ganden in Komplexen ML (M =TFe, Ru, Os; L=
Aminligand) elektrochemisch bis zu NH, reduzieren las-
sen!®), wofiir eine Folge von 1¢~-Ubertragungsschritten dis-
kutiert wird. Als Zwischenstufe der NO-Reduktion wurde
auch NH,OH nachgewiesen, Zwischenstufen mit komple-
xiertem NH,OH liefen sich dabei jedoch nicht isolieren. Aus
thermodynamischen Griinden kann aulerdem als sicher gel-
ten, daf3 bei der Umwandlung von NOj in NH, die 3e~-
3H*-Reduktion von NO zu NH,OH ein Schliisselschritt ist,
weil bei diesem Schritt die Bildung des energetisch begiinstig-
ten N,-Molekiils vermieden werden mu8.

Um niheren Einblick in den enzymatischen Mechanismus
zu gewinnen, bendtigt man daher als Modellverbindungen
Nitrosyl-Komplexe, die eine schrittweise Reduktion des NO-
Liganden und die vollstidndige Charakterisierung aller Zwi-
schenstufen erméglichen. Es ist uns jetzt gelungen, mit dem
[Mo(NO)('S,")]-Komplexfragment ('S,’?~ = 2,2'-(Ethylen-
dithio)dibenzolthiolat) eine stufenweise und im Prinzip kata-
lytische Reduktion von NO zu NH,OH zu erzielen.
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Wie kiirzlich berichtet, 1dBt sich [Mo(NO),('S,")] in einer
2e”-2H*-Reduktion in [Mo(#2-NH,O)NO)('S,)] 1 um-
wandeln, wobei ein NO-Ligand ohne Beteiligung von Elek-
tronen des Metalls zu einem #*-Hydroxylaminyl-Liganden
hydriert wird!®. Diesen n*-NH,O-Liganden konnten wir
nunmehr nach Gleichung (a) auch unter Bildung des Mo™-
Komplexes [Mo(CH(NO)('S,")] 2 freisetzen. Als Nebenpro-
dukte entstehen [N,H,]Cl und NH,CL

@,s NH; (o)
S
S l NO
NHZOHHCI  + [S/\Mof + [NZH5ICI « NH4CI
| Tt

@,s

2

1 unterscheidet sich somit charakteristisch von den sdure-
stabilen NH _O-Komplexen (x =1, 2), die sich durch Proto-
nierung von NO-Komplexen bilden!”).

Da 1 ein Mo"-Zentrum!®), 2 hingegen ein Mo"-Zentrum
enthilt™®!, ist die NH,OH-Bildung gemiil Gleichung (b) und
(c) eine H*-gekoppelte 1e~-Reduktion des NH,O-Ligan-
den, wobei in diesem Fall das Elektron vom Mo-Zentrum
stammt. (Bei der Ermittlung der Oxidationsstufen der Mo-
Zentren werden NO als neutraler 3e™-Donor und der 'S, -
Ligand als Dianion betrachtet. Die Zuordnung der Oxida-
tionsstufen von Mo in 1, 2 und [Mo(NO),('S,")] 3 wird durch
die “*Mo-NMR-Verschiebungen gestiitzti® 51)

NH,O + H' -*°, NH,0H (b)

—e”

MOII

- Mo (c)

Fir den Reaktionsmechanismus 148t sich als Primér-
schritt die Protonierung von 1 unter Bildung von
[Mo(NH,OH) (NO) ('S,)]* diskutieren. Die anschlieBende
te”-Ubertragung und Abspaltung des NH,OH-Liganden
liefern das Komplexfragment [Mo (NO) ('S,)]*, das sich
durch Cl™-Anlagerung unter Bildung von 2 stabilisiert. Auf
die primire Protonierung weist auch die Beobachtung hin,
daB 1 mit den starken Sduren HBr und HI ebenso rasch, mit
der schwicheren Sdure HF jedoch nur sehr langsam und mit
der schwachen Sdure HCN tiberhaupt nicht mehr reagiert.

Die Bildung der Nebenprodukte NH,Cl und [N,H,]CI
diirfte auf Folgereaktionen des freigesetzten NH,OH gemil
Gleichung (d) bzw. (e) zuriickzufithren sein!.

Ci
3NH,0H 1290 Ny, 4 N, 9L Ny (d)
NH,OH + NH, 229, nop, MY g ()

Die Identifizierung dieser Produkte erfolgte *N-NMR-
spektroskopisch sowie durch spezifische Farbreaktionen!??,
Das nach Gleichung (a) erhaltene Reaktionsgemisch wurde
zu diesem Zweck zur Trockne eingeengt und mit D,O extra-
hiert. Das '*N-NMR-Spektrum des D,O-Extraktes (Abb. 1)
zeigt, daB3 [NH,OH]CI das Hauptprodukt ist und [N,H,]C1
sowie NH,Cl nur in geringen Mengen gebildet werden.

Die Reaktion nach Gleichung (a) ist somit der SchiuB-
schritt bei der Reduktion eines NO-Liganden in 3 zu freiem
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