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PHOSPHORORGANISCHE VERBINDUNGEN 117,

EINE NEUE METHODE ZUM NACHWEIS DER

FUNKTIONELLEN GRUPPEN: OH, NH, UND SH
DURCH AUSLOSUNG VON FLUORESZENZ

LEOPOLD HORNER,*¥ MANFRED VOGT und MICHAEL ROCKER

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Mainz, Johann-Joachim-Becher-
Weg 18-20, D6500 Mainz

(Received November 20, 1986)

Covalently with a fluorescence support linked nitroarylester groups quench the fluorescence. The
substitution of the fragment with the quenching group by an other functional group initiates
fluorescence. If this substitution reaction is chemoselective, a reagent for the selective detection of a
special functional group is available.

The non fluorescent compounds 1a and 1b are OH-(resp. FC) selective; the compounds § and 7
are NH-selective and the compounds 8 and 9 are SH-selective. Dansyl-nitroimidazolide 7a
discriminates between neutral and basic a-amino acids.

Covalent mit einem Fluoreszenztriger verkniipfte Nitroarylestergruppen loschen die Fluoreszenz.
Verdringt man das Molekiilfragment mit der l6schenden Nitrogruppe durch eine andere Gruppe,
dann tritt Fluoreszenz auf. Verlduft diese Umsetzung chemoselektiv, d.h. gruppenspezifisch, dann hat
man Reagentien zum selektiven Nachweis unterschiedlicher funktioneller Gruppen. Die nicht
fluoreszierenden Verbindungen 1a und 1b sind OH-(bzw. F\™’) selektiv; die Verbindungen § und 7
sind NH-selektiv und die Verbindungen 8 und 9 sind SH-selektiv. Das Dansyl-nitroimidazolid 7a
diskriminiert zwischen neutralen und basischen a-Aminoséduren.

Als Ergebnis einer systematischen Suche nach chemoselektiven Reagentien,'?
haben wir die Beobachtung gemacht, daB der nicht fluoreszierende 1-(5-
Dimethylaminonaphthalin)-phenylphosphinsidure-4-nitrophenylester 1a und das
entsprechende 5-Methoxynaphthalinderivat 1b «-Chymotrypsin inhibiert, wobei
gleichzeitig Fluoreszenz auftritt. Heute wissen wir aufgrund eines gréBeren
Erfahrungsmaterials, daB covalent mit dem in 5-Stellung donorsubstituierten
Naphthalinringgeriist seitenkettenverkniipfte Nitrogruppen die Fluoreszenz
loschen.® Werden die Molekiilfragmente mit den Nitrogruppen nukleophil als
austretende Gruppe nach (1) verdringt, dann tritt Fluoreszenz auf.

Die Geschwindigkeit der Umsetzung (1) héngt auch von der Art der Base ab.*

R-P(0)OC,H,NO,® R-P(O)OCH,R’
OO +R-CH,oH -Base OO + HOCGH,NO, @ (1)
Y Y
Y=NMe,; RzPh 1a 2a (2B 3
=OMe ; =-Me 1b -

*) Dem ehemaligen Mitarbeiter, dem Kollegen und Freund, dem erfolgreichen Industriechemiker in
Praxis und Organisation, Herrn Professor Dr. Hellmut Hoffmann zum 60. Geburtstag gewidmet.
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Triethylamin ist gut; 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) ist aber deutlich
besser.

Verbindungen vom Typ 1a (bzw. 1b) als OH(bzw. F~) selektive Reagentien

Die von uns beschriebene durch die ~P(O)—OCH,NO,-Gruppe gesteuerte
Chemoselektivititsbeziehung® gilt auch fiir die Verbindungen 1a und 1b. 1a und
1b sind OH-selektiv, d.h. in Verbindungen oder Verbindungsgemischen, die OH-
NH- oder SH-Gruppen enthalten, reagiert nur die alkoholische Funktion nach (1)
im Sinne einer nukleophilen Verdringung der p-Nitrophenyloxy-Gruppe zum
fluoreszierenden Ester 2. (2a fluoresziert griin; 2b fluoresziert blau). Zu beachten
ist, daB die Verbindungen 1a (bzw. 1b) auch relativ schnell nach (2) mit schwach
solvatisierten Fluoridionen reagieren, wie sie etwa im Tetrabutylammonium-
fluorid vorhanden sind. Es entstehen p-Nitrophenol 3 und das entsprechende
Phosphylfluorid 4, das sich wieder durch seine Fluoreszenz verrit. (4a griin; 4b
blau). Fluoridionen in stark wasserhaltigen organischen Solventien reagieren aber
nur langsam mit anschlieBender Hydrolyse zur Phosphinséure.

R-P(O)F

12 (b + p Base + HOC,H,NO, @ 2)
Y
4a (4b) 3

Der 1-(5-Dimethylamino-naphthalin) -sulfonsdiure-4-nitrophenylester 5§ als NH -
selektives Reagenz

Der bereits beschriebene ‘“Dansyl-4-nitro-phenylester” 5° hat die willkommene
aber vor uns noch nicht ausgewertete Eigenschaft, nicht zu fluoreszieren, aber
nach selektiver Umsetzung mit NH-Verbindungen zu 6 eine griine Fluoreszenz
auszustrahlen. Verbindungen mit OH- bzw. SH-Gruppen reagieren dagegen nicht
mit § in den zum Nachweis von OH-Gruppen iiblichen Zeiten. Die Verbindung
Sa (bzw. seine 5-Methoxyverbindung 5b) ist daher im Sinne der Beziehung (3)
NH-selektiv.

S$O,-OC,H,NO; @ SO,-NRR’
+ RRINH —Base + HOCH,NO, @ (3
NMe, NMe,
5 6 3

Das gleiche gilt auch fiir das nicht fluoreszierende 1-(5-Dimethylamino-
naphthalin)-sulfonsdure-nitroimidazolid (“Dansyl-nitroimidazolid”’) 7a, das dem
entsprechenden p-Nitrophenylester Sa an Reaktivitit iiberlegen ist. (Die Stellung
der Nitrogruppe in 7a ist nicht bewiesen).
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NO,
SO,-N N
% NO,
g Base /:i:\
* RRNH —— 8B +HN__N 4
OO NS
NMe
Ta

Die Verbindung 5 reagiert nach unseren bisherigen Erfahrungen nur mit
priméren und sekundéren aliphatischen Aminen (z.B.n-Butylamin und Piperidin,
auch Imidazol), nicht dagegen mit Anilin und dem sterisch anspruchsvollen
Di-i-propylamin.

Das Dansylnitroimidazolid 7a setzt sich in Losung (Chloroform) spontan mit
n-Butylamin und Piperidin um. Mit Imidazol und Di-i-propylamin zeigt sich die
Fluoreszenz erst nach 30 min.

In Diinnschichtchromatogrammen kann zwischen basischen und neutralen
Aminosduren unterschieden werden. Erstere reagieren mit 7a sofort, letztere
langsamer erst in Gegenwart von Triethylamin.

SH-selektive Reagenzien auf Dansylbasis

Zum selektiven Fluoreszenznachweis der SH-Funktion haben sich die Verbin-
dungen 8 und 9 bewihrt.

so,-x@s-s— X = NH
=0

NMe,

o |

Die o-stindige Nitrogruppe in 8 und 9 loscht die Fluoreszenz. Wird der
endstindige Rest in 8 bzw. 9 durch ein anderes Thiol nach (5) verdringt, dann
tritt Fluoreszenz auf.

8 (9 + RSH _NEt, | *HS@ 5)

Uberpriifte Beispiele fiir SH sind: n-BuSH, Cysteamin, Cysteinmethylester und
Glutathion (red.).

Fiir den praktischen Einsatz kommt nur die Verbindung 8 infrage. 9 reagiert
wohl mit SH-Verbindungen nach (5) zum Sulfonsdureester 10 (X=0), der aber
in Gegenwart von NH-Verbindungen, z.B. n-Butylamin, schlieBlich zum Sul-
fonamid abreagiert.
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Diese Folgereaktion ist im Diinnschichtchromatogramm leicht zu erkennen. Es
bildet sich das 1-(5-Dimethylamino-naphthalin)-sulfonsdure-n-butylamid, das als
zweiter fluoreszierender Fleck in Erscheinung tritt.

Einige Beispiele der chemoselektiven Detektion von OH-, NH und SH-Gruppen

Verwendet werden ca. 0,1 m Losungen von L-Serin und L-Alanin jeweils in
Wasser und von L-Cysteinmethylester-hydrochlorid in Methanol. Zur Detektion
dienen Losungen von ca. 300 mg der Reagentien: 1a, 5a, 7a, 8 und 9 in jeweils
100 ml Dioxan bzw. Tetrahydrofuran. Die oben genannten Aminosiuren werden
getrennt auf eine Kieselgelplatte (auch Filterpapier ist geeignet) aufgetragen und
die Flecke getrocknet. Bespriiht man die Platte mit der das Reagenz 8
enthaltenden Losung und hilt die Platte kurz in eine Atmosphire von Triethyla-
min, so gibt sich Cystein sofort durch Fluoreszenz zu erkennen.

Bespriiht man nach dem Trocknen die Platte mit der THF-Losung von 1a,
dann reagiert nur Serin, und die Fluoreszenz des entsprechenden Esters
erscheint.

Nach erneutem Trocknen bespriiht man die Platte mit der Losung des Reagenz
5a und stellt sie in eine Atmosphire von Triethylamin. Nach ca. 1 h erscheint die
durch Alanin verursachte Fluoreszenz. Auch in diesem Test ist das Nitro-
imidazolid 7a dem 4-Nitrophenylester 5a gegeniiber iiberlegen.

Uber den EinfluB der Basen auf die Geschwindigkeit der nukleophilen
Verdringung der p-Nitrophenyloxy-Gruppe aus 1a durch alkoholische Gruppen
orientiert Tabelle I. 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) ist die wirksamste
Base, die wir bisher gefunden haben.

TABELLE 1

EinfluB der Base auf den Fluoreszenznachweis von OH-
Gruppen mit dem Phosphinsédure-p-nitrophenylester 1a

Testalkohol Base Fluoreszenz  nach min
n-Butanol Et;N-Dampf — —
“ “ Imidazol griin 5
Serin ¢ griin S
Triethanolamin — griin 3
Serin DMAP griin 3
Ser-Phe “ griin 1
Phenol — — —
Phenol NEt;-Dampf griin 2

Nachweis von OH- bzw. SH-Gruppen in komplexeren Verbindungen
CH,:CH—CH,—O—C(O)—NH—CH—C(O)—-NH—(I;H—COZBu
CH,OH CH,C.H,

hat auf einer Kieselgelplatte mit dem Laufmittel: Petrolether/Essigester 1:1
einen Rp-Wert von 0,35. Auf der Platte verriit sich die Position des Serinderivates
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nach dem Besprilhen mit einer Losung von 1la und DMAP sofort durch
Fluoreszenz.

2.) Glutathion (in seiner reduzierten Form) zeigt in dem Laufmittel: Pyridin/
Essigester/Butanol/Wasser 2:1:4:2 einen nur geringen Rz-Wert. Nach dem
Bespriihen der Platte mit einer Losung von 8 tritt sofort Fluoreszenz auf.

Uber den EinfluB von geléstem Nitrophenol auf die Fluoreszenz

Da bei den Umsetzungen (1), (2) und (3) immer p-Nitrophenol 3 (bzw.
Nitroimidazol) freigesetzt wird, haben wir gepriift, ob die Fluoreszenz des
Sulfonamids 6 durch zugesetztes p-Nitrophenol veridndert wird. Bereits bei einem
Verhiltnis von 1:0,5 fiir die Verbindungen 6 und 3 wird eine leichte Schwichung
der Fluoreszenz beobachtet. Die Loschung ist aber bei einem Verhiltnis 1:5
total. Arbeitet man jedoch im Konzentrationsbereich von 10™* bis 107> Mol/1,
dann tritt der Loscheffekt nicht mehr auf.

Die Grenze der nach der beschriebenen Methode durch Augenschein nach-
weisbaren Mengen an Alkoholen, Aminen und Thiolen liegt bei 1077 bis
107® Mol. Diese Nachweisgrenze kann durch Kombination mit einem Fluores-
zenzspektrometer sicher noch erniedrigt werden.

DANK

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Bereitstellung von Personal- und
Sachmittel.

EXPERIMENTELLER TEIL

Literaturbekannte Verbindungen:
1-(5-Dimethylaminoaphthalin)-phenylphosphinsiure-4'-nitrophenylester ~ 1a;”  1-(5-Methoxynaph-
thalin)-methylghosphinsﬁure-4’-nitrophenylester 1b;” 1-(5-Dimethylaminonaphthalin)-phenylphosphin-
sdurefluorid 4;” 1-(5-Dimethylaminonaphthalin)sulfonsiure-4'-nitrophenylester 5.°

1-(5-Dimethylaminonaphthalin)sulfonsiure-4'-nitroimidazolid) Ta. Die Losung von 5,4 g (20 mmol)
Dansylchlorid, 1,25 g Nitro-imidazol und 2 g Triethylamin in 150 ml Tetrahydrofuran/Ether/Aceton
1:1;1 wird 6 h unter RiickfluB geriihrt. Nach 12 h weiterem Riihren bei Raumtemperatur wird von
ausgefallenem Triethylaminhydrochlorid abgesaugt und eingeengt. Orangefarbene Kiristalle, Schmp.
46-47°C, Ausb.: 5,4 g, 78% d.Th..

Dansylamid des 4-Amino-2'-nitrodiphenyl-1-1, 1'-disulfids 8.

4-Amino-2’'-nitro-diphenyldisulfid - HCI Zur Losung von 6 g (48 mmol) 4-Aminothiophenol in 200 ml
Ether tropft man langsam die Losung von 9,1g (48 mmol) o-Nitrophenylsulfenylchlorid in 150 ml
Ether. Der entstandene Niederschlag (13 g) wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Das
Rohprodukt wird in 300 ml siedendem Ethanol gel6st und der sich abscheidende Niederschlag
nochmals aus 100 m! Ethanol umkristallisiert. Ausbeute 12 g (79%) Schmp. 193~195°Cu.Z.

Die Titelverbindung 8 erhilt man, wenn man 3,2g (10 mmol) 4-Amino-2'-nitro-diphenyl-1,1'-
disulfid - HCl und 2,7 g (10 mmol) Dansylchlorid in 40 ml trockenem Pyridin 24 h unter Riihren auf
100°C erhitzt.

Ausbeute an Rohprodukt: 4,25 g (83%) Schmp. 142-144°C. Nach Umkristallisieren aus Methanol/
Aceton/Wasser, Schmp. 153°C. Ausbeute 1,2 g (23%).

C,H;N:0,S; (511,6)  Ber. C56.34 H4.14 N8.21
MW 511.65 Gef. C55.63 H4.45 N7.83
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IR(KBr) 3210 (—NH—); 3075, 1560 (Aromat); 1300, 1140 (—SO,); 785 (Aromat); 1480, 1505
(Nitro); 730, 830 subst. Arom.
UV (i-Propanol) C=2x 105 m; 5 X 107°4, = 560 nm; K, = 8260; A, = 247 nm K, = 36 300.

Umsetzung von 8. a) mit n-Butylmercaptan/Triethylamin; Fluoreszenznachweis: 4,4 =365,
Ag 526 nm (griin) Ry = 0,87 (Laufmittel: Benzol/Cyclohenan/Essigsdure 50:45:5.
b) mit Cysteaminhydrochlorid/Triethylamin. Fluoreszenznachweis:

A, =380nm; Ag =525 nm (griin)
Im DC sind 2 fluoreszierende Flecken zu erkennen: R, =0; Rp, = 0,24 (nach 24 h).

Dansylester des 4-Hydroxy-2'-nitro-diphenyl-1,1'-disulfids 9. Zur Losung von 2g (7,4 mmol)
Dansylchlorid und 7,5 g Triethylamin in 150 ml Ether tropft man die Losung von 2,1g (7,4 mmol)
4-Hydroxy-2'-nitro-diphenyl-1,1'-disulfid in 50 ml Ether zu. Man arbeitet wie bei® angegeben auf.
Ausbeute: 1,5 g (40%) Schmp. 115°C (aus Methanol/Aceton).

C,HyoN,045,(512,6)  Ber. C56.23 H3.93 N 5.46
Gef. C56.25 H4.24 N4.94

IR(KBr): 3080 (Aromat), 1570 (Aromat), 1310, 1155 (—SO,—); 790 (Aromat); 1490, 1515 (Nitro);
1180, 1340, 1370
UV (i-Propanol) C =3.10"° Mol/14, = 347 nm; k, = 66704, = 246 nm; K, = 29270

Dansyl-nitroimidazolid- 7a als Nachweisreagenz fiir basische und neutrale a-Aminoséuren und andere
Modellverbindungen. Uber die Analyse von Aminosduren nach Uberfiihrung in Dansylderivate in
der HPLC, der Diinnschichtchromatographic und der Fluoreszenzspektroskopie ist wiederholt
berichtet worden.>'* In der vorliegenden Untersuchung haben wir gepriift: a) ob das Dansyl-
nitroimidazolid 7a als Spriihreagenz zum Nachweis von Verbindungen mit NH-Funktionen in der
Diinnschichtchromatographie geeignet ist und b) ob auf diese Weise zwischen basischen und neutralen
Aminoséduren unterschieden werden kann.
Zwei Wege wurden beschritten:

A) die diinnschichtgetrennten Verbindungen mit NH-Funktionen werden mit Losungen von 7a
bespriiht und durch Fluoreszenz lokalisiert.

B) Das Gemisch der NH-Verbindungen wird auf eine Diinnschichtplatte aufgetragen, an der
Startstelle mit Ldsungen von 7a betupft, wobei die Reaktion (4) ablduft und dann die Reak-
tionsprodukte 6 mit einem geeigneten Laufmittel getrennt.

Analyse nach A). a) Testflecken nachstehender Verbindungen werden einzeln auf eine DC-Platte
(Macherey-Nagel, Polygram Sil G/UV) unter Variation der Probenmengen und der Konzentration
aufgetragen und mit Losungen van 7a bespriiht: n-Butylamin, Piperidin, Diethylamin, Lysin, Arginin,
Glycin, Alanin, Phenylalanin, Imidazol und Anilin. Auf den getrockneten Platten sind im UV-Licht
(365 nm) die priméren und sekundiren aliphatischen Amine aber auch die basischen Aminoséduren an
ihrer sofort auftretenden Fluoreszenz zu erkennen. Bringt man die sorgfiltig getrocknete
Diinnschichtplatte mit den Testflecken in eine Atmosphire von trockenem Triethylamin, dann
verraten sich auch die neutralen Aminosiuren, Imidazol und Anilin durch Fluoreszenz. Das
Dansylnitroimidazolid 7a hat allerdings den Nachteil, da es auf der Diinnschichtplatte in der
Triethylaminatmosphire bei Gegenwart von Wasserspuren hydrolysiert und damit eine Fluoreszenz
des gesamten Untergrundes verursacht.

b) Man trigt die oben genannten Aminosduren nebeneinander auf der Startlinie auf und 1dBt sie mit
dem tiblichen Losungsmittlelgemisch: Eisessig: Pyridin: n-Butanol: Wasser (1:1:1:1 v:v) laufen. Man
bespriiht die bei 130°C im Trockenschrank getrocknete Platte mit der Losung von Dansylnitro-
imidazolid 7a und betrachtet sie im UV-Licht. Die Flecken sind schlechter als im Falle Aa) zu
erkennen. Offenbar st6rt Pyridin, das fest am Silicagel des Plattenmaterials fixiert ist.

Analyse nach B. WiBrige Losungen von Gly, Ala, Lys, Arg und His werden jeweils isoliert auf die
Startlinie einer DC-Platte aufgetragen und trocken gefént. Auf die einzelnen Aminosiureflecke 1Bt
man lokal eine Losung von Dansyl-nitroimidazolid in Aceton einwirken. Die so behandelte
Diinnschichtplatte bringt man in eine Trennkammer mit Ethanol als Laufmittel.

Ergebnis: Lysin, Arginin und Histidin sind an einer schwachen Fluoreszenz mit R,-Werten von
0,05-0,25 zu erkennen. Nicht umgesetzte Aminosiduren bleiben an der Startlinie sitzen (Jodkammer).



07:15 30 January 2011

Downl oaded At:

CHEMOSELECTIVITY AS A BASIS FOR ANALYSIS 97

Nicht umgesetztes Dansyl-nitroimidazolid erscheint als gelber, nicht fluoreszierender Fleck bei
R, =0,8.

In einer weiteren Versuchsreihe werden auf der Startlinie einer Diinnschichtplatte die folgenden
Aminosduren nebeneinander aufgetragen: Lys, Arg, His, His+ Et;N, Ala und Ala+ Et;N. Die
Platten werden getrocknet, mit einer Losung von Dansyl-nitroimidazolid betupft und mit Ethanol als
Laufmittel behandelt. Die basischen Aminosduren Lys und Arg aber auch die neutralen Aminosiuren
His und Ala in Kombination mit Triethylamin werden in fluoreszierende Derivate mit unterschied-
lichen R,-Werten tibergefiihrt.

Einige experimentelle Angaben zur Detektion von Aminosduren: Verwendet wurden Lésungen von
jeweils 10 mg Aminosadure in 10 ml Wasser. Davon werden jeweils ca. 2 ul mit einer Kapillare auf die
DC-Platte aufgetragen. Dansyl-nitroimidazolid 7a; als Spriihreagenz: 50 mg in 50ml Aceton; als
Tiipfelreagenz: 50 mg in 10 ml Aceton. Laufzeiten: a) mit dem Vierkomponentengemisch ca. 1h; b)
in Ethanol, ca. 15min. R,-Werte (Werte in Klammern) der fluoreszierenden Dansyl-amino-
sdurederivate in Ethanol; Lys (0,08); Arg (0,16) His (0,1) Die R,-Werte sind identisch mit
Referenzverbindungen, die durch Umsetzung der jeweiligen Aminosaure mit Dansylchlorid ent-
stehen. Aus Arginin und 7a entsteht eine 1:1 Verbindung. Die Verkniipfungsstelle des Dansylrestes
mit dem Arginin ist noch unbekannt.
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