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PHOSPHORORGANISCHE VERBINDUNGEN 115!
WEGE ZUM ANALYTISCHEN NACHWEIS
VON VERBINDUNGEN MIT DER
P(O)F- UND P(O)SR-GRUPPE

LEOPOLD HORNER* und WERNER HALLENBACH?

Instirut fur Organische Chemie der Universitit Mainz,
Johann-Joachim-Becherweg 18-20, D-6500 Mainz

( Received March 30, 1984)

Acridine-9-hydroxamicacid 5 is suitable for the analytical detection of the model phosphorylfluorides 7
by fluorescence. The model compounds are rearranged according to Lossen and degradated to the
fluorescent 9-aminoacridine 6 using defined reaction conditions. Thiophospho-S-esters (with diethyl-
thiophosphinicacid-S-butylester 8 as a model compound) are cleaved to the corresponding phosphoryl-
fluorides (a) and mercaptanes (b) by fluorolysis. (a) is identified qualitatively with acridine-9-hydrox-
amicacid 5, (b) by the Ellman-reaction.

Zum Fluoreszenznachweis der Modellphosphorylfluoride 7 ist Acridin-9-hydroxamsaure 5 geeignet. Die
Modellverbindungen 7 werden unter Einhaltung definierter Bedingungen nach Lossen umgelagert und
zum fluoreszierenden 9-Aminoacridin 6 abgebaut. Thiophospho-S-ester (Modell: Diethylthiophosphin-
saure-S-butylester 8) werden durch Fluorolyse in die entsprechenden Phosphorylfluoride (a) und
Mercaptane (b) uberfuhrt. (a) wird mit Acridin-9-hydroxamsaure 5 und (b) nach Ellman qualitativ
nachgewiesen.

Die P(O)F-Gruppe ist OH-selektiv.> Phosphorylfluoride konnen chemoselektiv mit
der Seringruppe in den aktiven Zentren von Esterasen, z.B. dem «-Chymotrypsin
und der Acetylcholinesterase, covalent verknupft werden.*> Drei Probleme stellen
sich in diesem Zusammenhang:

(a) Wie kann man inhibierte Esterasen wieder reaktivieren?

(b) Wie kann man Verbindungen mit der Phosphorylfluoridgruppe spezifisch und
in geringsten Konzentrationen analytisch erkennen und gegebenenfalls quantitativ
bestimmen?

(c) Wie konnen Phosphorylfluoride schnell, einfach und quantitativ abgebaut
werden?

Zum Thema (a) liegt eine umfangreiche Literatur vor,® die meist auf den grundlie-
genden Untersuchungen von Nachmansohn und Mitarbeitern aufbaut.” Uber den
Stand der Thematik (b) orientiert in einer Monographie P. Franz.® Zum Thema (c)
haben wir vor einiger Zeit unter Ausnutzung der OH-Selektivitat der P(O)F-Gruppe
und Verwendung der Phasen-Transfer-Katalyse neue Moglichkeiten erschlossen.’
Die vorliegende Publikation befaBt sich mit dem Spurennachweis von Phos-
phorylfluoriden mit Hilfe der Fluoreszenz, die im allgemeinen eine hohe Nach-

*Einem der Pioniere und Bruckenbauer der theoretischen Chemie, Herrn Professor Hermann
Hartmann, Frankfurt/M., in Freundschaft zum 70. Geburtstag gewidmet.

301



09: 48 30 January 2011

Downl oaded At:

302 L. HORNER UND W. HALLENBACH

R—CH=NO" + R'R?P(0)F —= [RCH=N—0—-P(0)R'R?)
(a)
—= RC=EN + R'R®P(OOH + F-

R-C-NHO™ + R'RPPOIF  —= [R-C=N-0-PIOIR'R?]

0 0-’1(‘)
(b)
H,0 1p2
——= R—NH; + CO, + R'R%P(0)OH + F~
SCHEMA 1
HC=NOH =N
NMez NMe2
1 2
HC=NQH C=N
¢
NZ N7
3 4
0=C—NHOH NHa
NZ N
5 6
Ph—i):(O)F EtzF’(O)SBU(n)
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Ta: - R=8Buln) 8
Th: =Et

SCHEMA 2
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weisempfindlichkeit garantiert. Die Selektivitat fur den gezielten Nachweis der
P(O)F-Gruppe, der biochemisch z.B. durch Verwendung geeigneter Esterasen gege-
ben ist, griindet sich im vorliegenden Fall auf die relativ hohe Hydrolysebestandigkeit
und die Chemoselektivitat der P(O)F-Gruppe fiir die OH-Funktion.?

Anforderungen an die Reagentien zum gezielten Nachweis der P(O}F-Gruppe

Die zum Nachweis eingesetzten Reagentien fluoreszieren meist nicht, sollen aber
durch Reaktion mit den Phosphorylfluoriden in fluoreszierende Reaktionsprodukte
iiberfithrt werden. Folgende Reaktionstypen bieten sich an:

Ungeeignet ist das Oxim des 5-Dimethylamino-1-naphthaldehyds 1, welches
vergleichbar stark fluoresziert wie das 5-Dimethylaminonaphthalin-1-carbonitril 2,
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ABBILDUNG 1 Zeitlicher Verlauf der Zunahme der Fluoreszenz bei der Umsetzung von Acridin-9-
hydroxamsaure 5 (2 - 10”* M) mit Phenylphosphonsaurebutylesterfluorid 7a (1.5 - 103 M) in 80%igem
wiassrigem Acetonitril unter Zusatz von Triethylamin bzw. Chinuclidin.
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das aus 1 nach (a) entstcht. Auch das Acridin-9-carbaldehydoxim 3 und dessen
Nitril 4 scheiden aus, da beide nicht fluoreszieren. Als relativ gut geeignet erweist
sich die Acridin-9-hydroxamsaure 5, die als Salz in waBriger Losung keine Fluo-
reszenz zeigt, nach Reaktion (b) aber zum als Salz stark fluoreszierenden 9-
Aminoacridin 6 abgebaut wird.

Kinetik der Umsetzung von Acridin-9-hydroxamsaure 5 mit
Phenylphosphonsaurebutylesterfluorid 7a zu 9-Amino-acridin 6 nach (b)

Neben der Chemoselektivitat ist die Kinetik der Umsetzung von 5 zu 6 nach (b) fur
die praktische Anwendung von entscheidender Bedeutung. Hieriiber orientiert Ab-
bildung 1.

Aus Abbildung 1 geht hervor: Mit steigender Aminkonzentration steigt wohl die
Reaktionsgeschwindigkeit an, nicht jedoch die Fluoreszenzausbeute. Chinuclidin ist
in Ubereinstimmung mit fritheren Ergebnissent’ dem Triethylamin an Wirksamkeit
tiberlegen. Das Zwischenprodukt wird offenbar mit Chinuclidin schneller aufgebaut
als mit Triethylamin. Konkurrierende Reaktionspartner fur die Phosphorylgruppe
sind einerseits das Anion der Hydroxamsaure 5, welches rasch nach Lossen zum
Amin 6 abgebaut wird, andererseits aber auch Wasser, das zur Hydrolyse des
Phosphorylfluorids fithrt. Es mu3 weiterhin berucksichtigt werden, daB die Salze von
6 stark, die zu Grunde liegende Base aber nur schwach fluoreszieren. Hinzu kommt,
daBl die Fluoreszenz von 6 durch uberschussiges Amin geloscht wird. Diese
Abhangigkeit demonstriert Abbildung 2:

In anorganischen Pufferlosungen muf3 streng auf den pH geachtet werden. Ab pH
8.5 verschiebt sich das Gleichgewicht des stark fluoreszierenden 9-Aminoacridin-
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ABBILDUNG 2 Abhangigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridin 6 (¢ =2-10"* M) von der
Konzentration an Triethylamin in 80%igem wassrigem Acetonitril.
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ABBILDUNG 3 Abhangigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridin 6 (¢ = 1.9 - 10™* M) vom pH in
0.1 M Carbonatpuffern. Anregung 400 nm, Emission 460 nm, Spalte 2 nm.
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ABBILDUNG 4 Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridin 6 in 0.1 M NaHCO;.
Anregung 400 nm, Emission 456 nm, Spalte 2 nm.
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hydrochlorids (pK, = 9.45) mit steigendem pH-Wert zugunsten der nur schwach
fluoreszierenden Base (Abbildung 3).

Ein weiterer Nachteil fur den analytischen Nachweis ist die geringe
Wasserloslichkeit der Hydroxamsiure 5 sowie die Eigenloschung der Acridine, die
mit steigender Konzentration ab 1 - 107% M beobachtet wird (Abbildung 4).

Als Kompromi3 zwischen diesen sich widersprechenden Forderungen wurde eine
Konzentration von 1.8 - 107* M an Acridin-9-hydroxamsaure 5 in 0.1 M NaHCO:-
Puffer gewdhlt und der zeitliche Verlauf des Auftretens der Fluoreszenz bei der
Umsetzung mit Phenylphosphonsaureethylesterfluorid 7b und DFP verfolgt (Abbil-
dung 5).

Abbildung 5 zeigt, daB unter den gewahlten Versuchsbedingungen bereits in-
nerhalb einer Minute 1.8 - 10> M (3.4 ppm) an 7b nachgewiesen werden konnen.
DFP reagiert im Vergleich hierzu relativ langsam.

26
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ABBILDUNG 5 Umsetzung von Acridin-9-hydroxamsaure 5 (¢ = 1.8 - 10°* M) mit Phenylphos-
phonsaureethylesterfluorid 7b bzw. Diisopropylfluorphosphat in 0.1 M NaHCO; bei 20°C. Anregung 400
nm, Emission 456 nm, Spalte 2 nm.
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Spaltung von Diethylthiophosphinsiure-S-butylester 8 und Nachweis des intermediir
entstehenden Diethylphosphinsaurefluorids mit Acridin-9-hydroxamsaure 5

Die Fluorolyse von Thiophosphinsaure-S-estern ist bekannt.'’'? Es solite deshalb
gepruft werden, ob Thiophosphinsaure-S-alkylester uiber die intermediar gebildeten
Phosphinsaurefluoride fluorometrisch nachgewiesen werden konnen.

8 + F~— Et,P(O)F +’SBu(n)

Da jedoch das aus Acridin-9-hydroxamsaure 5 durch Lossen-Umlagerung gebildete
Isocyanat nur in Wasser zu 9-Aminoacridin 6 zerfillt, mufl Wasser als Reaktions-
partner zur Verfugung stehen. Die Fluorolyse von 8 mit Kaliumfluorid unter
Mitwirkung von 18-Krone-6 gelingt leicht in Dioxan, erkenntlich an dem Geruch
von Butylmercaptan. Setzt man dem gleichen Versuch Wasser zu, so bilden sich zwei
Phasen, und Butylmercaptan wird nur verzogert gebildet, wie Abbildung 6 zeigt.

Aus den Steigungen der Geraden errechnen sich fur die Reaktionen pseudoerster
Ordnung folgende Geschwindigkeitskonstanten: Ohne Zusatz von Wasser: £ = 0.285
min~'; mit Wasser kK = 0.011 min ..

Durch Nachweis mit Ellman’s Reagenz kann gezeigt werden, dal die Fluorolyse
auch ohne die Mitwirkung von 18-Krone-6 dann ablauft, wenn der Thioester 8
homogen in Wasser gelost ist (Abbildung 7). Der Beschleunigungsfaktor im Vergleich
zur Eigenhydrolyse, d.h. ohne Zusatz von NaF, ist bei Konzentrationen von NaF >
0.5 M groBer als 100.

Das bei der Fluorolyse intermediar gebildete Diethylphosphinsaurefluorid kann
mit Acridin-9-hydroxamsaure 5 fluorometrisch nachgewiesen werden (Abbildung 8).

Nach dem Zusammengeben der Komponenten steigt nach einer Induktions-
periode von einigen Minuten die Fluoreszenz an. Dieser Test, der das Ergebnis einer
Dreistufenreaktion ist, spricht nur relativ langsam an. Demgegenuber hat das in der

Em‘E
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ABBILDUNG 6 Umsetzung von Diethylthiophosphinsaure-S-butylester 8 mit Kaliumfluorid (a) ohne,
(b) mit Wasser. (a) 500 mg KF, 42 mg 18-Krone-6 in 3 ml Dioxan, 1.8 -107° M an Diethyl-
thiophosphinsaure-S-butylester 8. (b) 500 mg KF, 0.6 ml Wasser (3.86 mol H,0/mol KF), 2.4 ml
Dioxan, 50 mg 18-Krone-6, 1.8 - 107 M Diethylthiophosphinsaure-S-butylester.
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ABBILDUNG 7 Umsetzung von Diethylthiophosphinsaure-S-butylester 8 (¢ = 1.8 - 107 M) mit NaF
in 0.1 M NaHCO;, Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit von der Konzentration an Natriumfluorid
bei 20°C. Gemessen durch Nachweis des gebildeten Butylmercaptans mit Ellman’s Reagenz.
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ABBILDUNG 8 Umsetzung von Diethylthiophosphinsaure-S-butylester 8 (c = 1.8 - 107* M), NaF
(¢ =0.95 M) und Acridin-9-hydroxamsaure 5 (¢ = 1.8-10"* M) bei 20°C in 0.1 M NaHCO;.
Anregung 400 nm, Emission 456 nm, Spalte 2 nm.
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ersten Stufe der Reaktion gebildete Butylmercaptan den Vorteil, daB es nach Eliman
schneller, wenn auch nicht so empfindlich nachgewiesen werden kann.

Synthese bzw. Literaturhinweise fur die Herstellung der Verbindungen 1 bis 8

Das Oxim 1 erhalt man uiber das Diethylacetal des 5-Dimethylamino-1-naphthalde-
hyds 9 auf folgendem Wege (Schema 3):

MgBr HC(OEt),
OO HC(OEt),OPh OO
NMe), N(Mel,
9
a) H'H,0
1
b) H,NOH
SCHEMA 3

213314415 6,16 7a,b,'” und 8'® wurden nach Literaturangaben hergestellt. Acridin-
9-hydroxamsaure 5 ist iiber das Acridin-9-carbonylchlorid durch Umsetzung mit
Hydroxylamin zuganglich.

Der Fraunhofer Gesellschaft danken wir fur die Forderung unserer Un-
tersuchungen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Es wurden folgende Gerate verwendet: Infrarotspektren: Beckman Acculab 4, UV-Spektren: Beckman
DB-GT, Fluoreszenzmessungen: Hitachi-Perking-Elmer MPF-2A, 'H-NMR-Spektren: JEOL 60 MHz
Kernresonanzspektrometer mit TMS (6 = 0 ppm) als innerem Standard.

5-Dimethylamino-1-naphthaldehyd-diethylacetal 9. Zu einer aus 20 g (80 mmol) 1-Brom-5-dimethyl-
aminonaphthalin®® und 2 g (82 mmol) Magnesiumspanen bereiteten Losung von 5-Dimethylamino-1-
naphthyl-magnesiumbromid in Ether/THF (2/1 (v/v)), tropft man 16 g (82 mmol) Diethylphenyl-ortho-
formiat,?® gelost in 20 m! Ether. Man erhitzt noch 30 min nach und laBt tber Nacht stehen. Man
behandelt mit 200 ml ges. NH 4C]-Lé')sun% und destilliert den Ruckstand im Kugelrohr. Ausbeute: 18.5 g
(85% d.Th.), Sdp. g o1: 150°C (Kugelrohr) ‘H-NMR (CDCl;): 6.9-8.5(m, 6 H,H,,..), 6.1 (s, 1 H, C—H),
3.6 (q,J =7 Hz, 4 H, —CH,—), 2.8 (s, 6H, N—CH,), 1.2 (t, J = 7 Hz, 6 H, —CHj;). IR (Film)
(em™ 1): 2970, 1580, 1130, 1050, 790. C,;H,;NO, (273.4): Ber.: C, 74.69; H, 8.48; N, 5.15. Gel.: C,
74.49; H, 8.39; N, 5.00.

5-Dimethylamino-1-naphthaldehyd. 13 g (48 mmol) Diethylacetal 9 werden in 100 mi 0.7 M HCI gelost
und nach 1 h mit NaHCO; neutralisiert. Der Aldehyd, ein gelber Niederschlag vom Schmelzpunkt
44-52°C, wird ohne weitere Reinigung in der nachsten Stufe verwendet. Ausbeute: 9.2 g (97% d.Th.),
Schmp.: 52-53°C (EtOH/H,0). 'H-NMR (CDCl;): 10.6 (s, 1 H, C—H), 7.2-8.4 (m, 6 H, H,, ), 2.9
(s, 6 H, N—CH,). IR (KBr) (cm '): 1670, 1570, 1310, 1215, 1170, 1130, 990, 800. C,5H3NO (199.3):
Ber.: C, 78.36; H, 6.58; N, 7.03. Gef.: C, 78.55; H, 6.68; N, 7.04.

5-Dimethylamino-1-naphthaldehyd-oxim 1. Zu einer Lésung von 4 g (57 mmol) Hydroxylaminhydro-
chlorid und 2.5 g (62.5 mmol) NaOH in 60 ml Ethanol/Wasser (1/1 (v/v)) gibt man 4 g (20 mmol)
5-Dimethylamino-1-naphthaldehyd und erhitzt 30 min unter Ruckflul. Nach dem Abkuhlen fallt man das
Oxim durch Zugabe von Wasser. Ausbeute: 3.45 g (80% d.Th.), Schmp.: 139-140°C (EtOH/H,0).
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TH-NMR (DMSO-d): 9.3 (s, 1 H, C—H), 7.2-8.8 (m, 6 H, H,,,), 2.8 (s, 6 H, N—CH,). IR (KBr)
(cm™1): 3250 (breit), 1580, 1400, 1300, 1220, 1125, 955, 780, 730. C,3H;4N,O (214.3): Ber.: C, 72.87; H,
6.59; N, 13.07. Gef.: C, 73.17; H, 7.18; N, 13.06.

Acridin-9-hydroxamsaure 5. Zu einer Losung von 7 g (0.1 mol) Hydroxylaminhydrochlorid und 17.5 g
(0.21 mol) NaHCO; in 30 ml Wasser tropft man die Losung von 54 g (22 mmol) Acridin-9-
carbonsaurechlorid?~2 in 50 ml Chloroform unter starkem Rithren zu. Der entstandene Niederschlag
wird abgesaugt, in verdinnter NaOH gelost, abfiltriert und mit verdinnter HCI gefallt. Ausbeute: 4.2 g
(80% d.Th.), Schmp.: verpufft zwischen 160-170°C. IR (KBr) (cm™!): 3400 N—H, 3500-2500 —OH,
1640, 1060, 750. Ein 'H-NMR-Spektrum konnte wegen der geringen Loslichkeit in allen ublichen
Losungsmitteln nicht angefertigt werden. Die Verbindung verpufft beim Erwarmen und liefert deshalb
keine stimmende Elementaranalyse.

Umsetzung von Phenylphosphonsaurebutylesterfluorid 7a mit Acridin-9-hydroxamsaure 5 in Gegenwart von
Aminen (vergl. Abbildung 1). Von einer Stammldosung von 1 mg Acridin-9-hydroxamsaure 5 in 25 mi
80%igem walrigem Acetonitril (¢ = 1.8 - 10”* M) entnimmt man jeweils 3 ml, fugt den angegebenen
Konzentrationen entsprechende Mengen an Triethylamin bzw. Chinuclidin zu und verfolgt nach Zusatz
von 1 mg Phenylphosphonsaurebutylesterfluorid 7a (1.5 - 1073 M) die Zunahme der Fluoreszenz im
Spektrometer. Anregung 400 nm, Emission 454 nm, Spalte 6 nm.

Abhéngigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridin 6 von der Konzentration an Triethylamin ( Abbildung 2).
Zu einer 2 - 107* M Loésung von 6 - HCl in 80%igem waBrigem Acetonitril gibt man die den ange-
gebenen Konzentrationen entsprechenden Mengen an Triethylamin zu und mit die resultierende
Fluoreszenzintensitat. Anregung 400 nm, Emission 456 nm, Spalte 2 nm.

Abhdngigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridin 6 vom pH in 0.1 M Carbonatpuffern (Abbildung 3).
Von einer Losung mit 44 mg 6 - HC! in 100 ml Wasser (c = 1.9 - 107* M) entnimmt man jeweils 1 ml
und fullt mit 0.1 M Carbonatpuffer des jeweils angegebenen pH-Wertes auf 100 ml auf und miBt die
Fluoreszenz. Anregung 400 nm, Emission 456 nm, Spalte 2 nm.

Konzentrationsabhingigkeit der Fluoreszenz von 9-Aminoacridinhydrochiorid 6 - HCI ( Abbildung 4). Von
der Stammldsung von 0.88 mg 6 - HCl in 25 ml 0.1 M NaHCO;-Puffer werden durch Verdiinnung die in
Abbildung 4 angegebenen Konzentrationen hergestellt und vermessen. Anregung 400 nm, Emission 456
nm, Spalte 3 nm.

Spaltung von Diethylthiophosphinsiure-S-butylester 8 mit Kaliumfluorid und 18-Krone-6 (Abbildung 6).
Aus einer gut geruhrten Mischung von 500 mg KF und 42 mg 18-Krone-6 und 1 mg 8 in 3 ml Dioxan
(¢ =18-107" M) werden in Zeitabstanden von einer Minute Proben von jeweils 100 pl entnommen
und das entstandene Butylmercaptan durch Zugabe zu einer Losung von 0.1 M NaHCO,;/0.25 mM
2,2’-Dinitro-5,5-dithiodibenzoesaure (Ellman’s Reagenz) und anschlieBender Photometrie bei 405 nm
bestimmt. Der gleiche Ansatz wird in einem zweiphasigen Gemisch von 0.6 ml Wasser und 2.4 ml Dioxan
wiederholt. Ohne Zusatz von 18-Krone-6 findet keine Reaktion statt.

Spaltung von Diethylthiophosphinsaure-S-butylester 8 mit Natriumfluorid in 0.1 M NaHCO; ( Abbildung 7).
Zu 3 ml einer Losung der jeweils angegebenen Konzentration an NaF in 0.1 M NaHCO;/0.31 mM
2,2’-Dinitro-5,5’-dithiodibenzoesaure gibt man 1 mg 8 (¢ = 1.8 mM) und verfolgt die Zunahme der
Extinktion bei 405 nm.

Umsetzung von Diethylthiophosphinsaure-S-butvlester 8 mit Natriumfluorid und Acridin-9-hydroxamsaure 5
(Abbildung 8). Zu 3 ml 0.95 M NaF/1.8-10"* M 5/0.1 M NaHCO;-Losung gibt man 1 mg 8
(¢ = 1.8 mM) und verfolgt die Zunahme der Fluoreszenz. Anregung 400 nm, Emission 456 nm, Spalte 2
nm.
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