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(54) LUMINESZENZINDIKATOR

(57) Die Erfindung betrifft eine Verbindung der aligemeinen
Formel |
in welcher eine der Gruppen R, Rz, R3, Ry, Rs, Rg und R,
fir einen ionophoren Rest steht und die ubrigen Gruppen
jeweils voneinander unabhangig Wasserstoff, eine lipophile
oder hydrophile Gruppe oder eine reaktive Gruppe zur
Kopplung an ein Polymer oder ein Biomolekdi sind, oder R,
Zusammen mit R, ein aromatisches Ringsystem bildet und
Rs zusammen mit Rg ein aromatisches Ringsystem bildet.

Die erfindungsgemane Verbindung kann als Lumines-

zenzindikator fir Kationen verwendet werden.

(1)
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Die vorliegende Erfindung betrifft Lumineszenzindikatoren zur Bestimmung von Kationen, insbesondere
Ajkaliionen und H*-lonen (pH-Wert), flissiger, insbesondere wisseriger Medien. Bei dieser Bestimmung
wird die zu bestimmende Substanz (=Analyt) mit einem Lumineszenzindikator (= Luminophor-lonophor),
der einen luminophoren Rest und einen ionophoren Rest aufweist, in Kontakt gebracht wird, welcher
jonophore Rest mit dem in der Probe enthaltenen Analyt reagiert, wobei der luminophore Rest seine
Lumineszenzeigenschaften dndert, wonach die Lumineszenz gemessen und mit dem MeBergebnis auf die
Konzentration oder die Aktivitit des Analyten geschlossen wird, d.h. das Kation bestimmt wird.

Ein derartiges Bestimmungsverfahren beruht auf dem sogenannten "PET-Effekt". Darunter wird ein
mittels Photonen induzierter Elektronen-Transfer {photoinduced electron transfer = PET) vom ionophoren
Rest bzw. lonophor auf den luminophoren Rest bzw. Luminophor verstanden, der zu einer Verringerung der
{relativen) Lumineszenzintensitat und der Lumineszenzabklingzeit des Luminophors fihrt. Die Absorptions-
und die Emissionswellenlingen werden jedoch dabei im wesentlichen nicht beeinfluBt (J.R. Lakowicz in
"Topics in Fluorescence Spectroscopy”, Band 4: Probe Design and Chemical Sensing; Plenum Press, New
York & London (1994)).

Durch die Bindung von Zonen an den lonophor wird der PET-Effekt teilweise oder vollsténdig blockiert,
sodaB es zu einem Anstieg der Lumineszenz des luminophoren Restes kommt. Somit kann durch Messung
der Anderung der Lumineszenzeigenschaften, d.h. der Lumineszenzintensitit und/oder der Lumineszenzab-
klingzeit, auf die Konzentration oder die Aktivitit des zu bestimmenden lons geschliossen werden.

Aus der US-A - 5516911 sind Fluoreszenzindikatoren flr die intrazelluldre Kalziumbestimmung
bekannt, welche fluoreszierende Substituenten tragen, die als optische Indikatoren wirken kdnnen.

Auch aus der US-A - 5,439,828 ist ein Bestimmungsverfahren bekannt, wobei als Luminophor-lonophor
Diaza-Kryptanden verwendet werden, die mit fluoreszierenden Cumarinen als Fluorophor funktionalisiert
sind und je nach Struktur fUr Lithium-, Natrium- oder Kaliumionen spezifisch sind. Es wird angegeben, daB
diese Luminophor-lonophore in pH-neutralen Probemedien verwendet werden kdnnen und in solchen
Systemen auch bevorzugt eingesetzt werden.

Untersuchungen (Frank Kastenholz, inaugural-Dissertation, Universitat zu Kdin, 1993, Abb. 32, Seite 54)
haben jedoch gezeigt, da das Fluoreszenzsignal im physiologischen pH-Bereich signifikant vom pH-Wert
der Probe abhingt und mit fallendem pH-Wert bereits ab einem pH von 7,4 stark ansteigt. Dies
beeintrichtigt die Genauigkeit einer Bestimmung, die in biologischen Proben durchgeflhrt wird. Ferner
haben die verwendeten Verbindungen den Nachteil, daB die verwendeten Cumarine Absorptionswellenldn-
gen von etwa 336 nm aufweisen und daher nicht von kommerziellen LEDs angeregt werden kénnen.

Diese Nachteile gelten auch fiir die in der US-A - 5,162,525 genannten Luminophor-lonophore.

Aus Tetrahedron Letters, Band 31, Nr. 36, Seiten 5193-5196 (1 990) sind Diaza-Kryptanden bekannt, bei
denen beide Stickstoffatome an jeweils einen aromatischen Ring gebunden sind, d.h. Aryl-Stickstoffe bzw.
Stickstoffe vom Anilintypus sind. Untersuchungen der Anmelderin haben gezeigt, daB sich diese Diaza-
Kryptanden nicht zur Bestimmung von Kaliumionen eignen, wenn sie im physiologischen Konzentrationsbe-
reich und physiologischen pH-Werten des Biutes (7,0-7,6) vorliegen.

Die US-A - 4774339, US-A - 5,187,288, US-A - 5,274,113 und die US-A - 5,248,782 beschreiben
fluoreszierende Farbstoffe mit Dipyrromethenbordifluorid als Grundksrper und seine Derivate mit reaktiven
Substituenten zwecks kovalenter Anbindung an Biomolekule.

Aus der US-A - 5,433,896 sind fiuoreszierende Farbstoffe bekannt, die als Grundk&rper 1-[isoindolyl]-
methylen-isoindiol aufweisen.

Farbstoffkonjugate des Dipyrromethenbordifluorids, wobei zumindest einer der reaktiven Substituenten
ein Farbstoffmolekiil kovalent an einen spezifischen Bindungspartner, z.B. ein Nukleotid oder ein Protein,
bindet, sind aus der US-A - 5,451,663 beschrieben.

Die vorliegende Erfindung stellt sich die Aufgabe, Luminophor-lonophore zur Verfligung zu stellen, die
bei physiologischen pH-Werten keine signifikante AbhZngigkeit der Lumineszenzeigenschaften vom pH-
Wert der Probe zeigen und daher zur Bestimmung bei biologischen Proben geeignet sind.

Das erfindungsgemaBe verfahren soll ferner insbesondere bei vorliegen physiologischer Alkaliionenkon-
zentrationen gut durchfiihrbar sein, d.h. eine groBe Abhdngigkeit des Lumineszenzsignals von der Konzen-
tration des zu bestimmenden Alkaliions aufweisen.

Diese Aufgabe wird dadurch geldst, daB als indikator eine Verbindung der allgemeinen Formel |
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(I)

eingesetzt wird, in welcher eine der Gruppen R;, Ry, Rs, Rs, Rs, Rs und R; fiir einen ionophoren Rest steht
und die Ubrigen Gruppen jeweils voneinander unabhéngig Wasserstoff, eine lipophile oder hydrophile
Gruppe oder eine reaktive Gruppe zur Kopplung an ein Polymer oder ein Biomolekiil sind, oder R;
zusammen mit Rs ein aromatisches Ringsystem bildet und Rs zusammen mit Re ein aromatisches
Ringsystem bildet.

Als lipophile Gruppen eignen sich z.B. substituierte und unsubstituierte Alkylgruppen und Alkoxygrup-
pen mit bis zu 20 C-Atomen.

Als hydrophile Gruppe eignen sich Alkylgruppen mit 1-17 C-Atomen und mindestens einer Hydroxyl-
gruppe und/oder funktionelle Gruppen, die beim pH der MeBIsung in dissoziiertem Zustand vorliegen, wie
2.B. Carbonsduren, Sulfonsiuren und Phosphorséuren.

Reaktive Gruppen z.B. zur Kopplung an aminofunktionalisierte Polymere, z.B. Aminocellulose und
aminofunktionelle Polyacrylamide, sind z.B. aus der US-A - 4,774,339, Tabelle 4, bekannt.

R, steht bevorzugt fiir den ionophoren Rest, und Rs und Rs stehen bevorzugt voneinander unabhingig
flr Wasserstoff oder Methyl. Die Reste R: und R. stehen vorzugsweise fiir eine fipophile Gruppe,
insbesondere jeweils fiir tert. Butyl.

Fir die erfindungsgemisBe Verbindung der allgemeinen Formel | sind folgende Substitutionsmuster
besonders bevorzugt:

Muster 1:

Ry: ionophorer Rest;

Ri, Rs: lipophile Gruppe, vorzugsweise t-Butyl;

R3, Re: voneinander unabhingig -CHs oder H:

Rz oder Rs: Séurerest, vorzugsweise Propions3urerest zwecks immobilisierung;
Muster 2:

Ry: ionophorer Rest;

R1, Ra: lipophile Gruppe, vorzugsweise t-Butyi;

Rs: voneinander unabhingig -CHz oder H;

Rs Séurerest, vorzugsweise Propionsiurerest zwecks Immobilisierung;
Muster 3:

Ry: ionophorer Rest;

Ri: lipophile Gruppe, vorzugsweise t-Butyl;

Rs, R, Rs:  voneinander unabhéngig -CH; oder H;

Rs: Séurerest, vorzugsweise Propionsiurerest zwecks Immobilisierung.

Bei der erfindungsgemien Verbindung der allgemeinen Formel | ist der ionophore Rest bevorzugt ein
Diaza-Kryptand der allgemeinen Formel i
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worin o und p unabhZngig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeuten,
oder ein Monoaza-Kronenether der aligemeinen Formel llI

2

L\/ (I11)
N CH
%

worin r und s unabhingig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeuten,
oder einer der folgenden Reste (Rs = Alkyl mit 1-20 C-Atomen)

€S

} J
,J:] / F%j) ,

Der waagrechte Strich, der in den allgemeinen Formeln Il und il am Benzolring angebracht ist, soll die
kovalente chemische Bindung symbolisieren, Uber welche der ionophore Rest direkt an die Verbindung der
allgemeinen Formel | gebunden ist. Diese Bindung kann in ortho-, in den beiden meta- oder in para-Position
zum Stickstoff vorhanden sein.

Es hat sich gezeigt, daB sich diese neuen Luminophor-lonophore sehr gut zur Bestimmung von
Kationen, insbesondere Alkaliionen bei physiologischen pH-Werten und bei physiologischen Konzentratio-
nen, und H*-lonen (pH-Wert) eignen.

Es hat sich des weiteren gezeigt, daB sich die erfindungsgemiBen Diaza-Kryptanden der aligemeinen
Formel Il insbesondere gut eignen, Lithiumionen im Konzentrationsbereich zwischen 0,30 und 2,1 mmol/l
und Kaliumionen im Konzentrationsbereich zwischen 1,5 und 8,0 mmol/l zu bestimmen. Die erfindungsge-
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maBen Monoaza-Kronenether eignen sich insbesondere gut zur Bestimmung von Natriumionen im Konzen-
trationsbereich zwischen 110 und 180 mmolA.

Als ionophorer Rest eignen sich alle Reste, mit welchen sich in Kombination mit dem Grundgeriist der
allgemeinen Formel | ein PET-Effekt erzielen J38t. Aus der Literatur ist eine Vielzahl ionophorer Reste
bekannt, die in Kombination mit dem lonophor den PET-Effekt ergeben oder sich prinzipiell eignen. Durch
Ankoppelung dieser ionophoren Reste an das obige Grundgerlst der allgemeinen Formel | werden neue
Verbindungen erhalten, an denen der Fachmann prifen kann, ob sich ein PET-Effekt erzielen I8t

Wie dem Fachmann bekannt ist, ist fiir das Zustandekommen eines PET-Effektes insbesondere eine
elektronische Entkoppelung des Elektronendonors des ionophoren Restes vom elektronischen System des
luminophoren Restes (Grundkdrper der aligemeinen Formel I) wesentlich. Diese elektronische Entkoppelung
von ionophorem und luminophorem Rest kann bekanntermaBen dadurch erreicht werden, daB beide Reste
entweder durch eine Spacer-Gruppe, also z.B. eine (CHz)m-Kette mit m>0, oder - wenn m=0 - durch einen
virtuellen Spacer (z.B. durch Verdrehung der Ebene des luminophoren Restes zur Ebene des Benzolringes)
getrennt vorliegen. Die Funktion des Spacers besteht somit darin, einer Konjugation des Elektronensystems
des ionophoren Restes mit dem Elektronensystem des luminophoren Restes entgegenzuwirken.

Die elektronische Entkoppelung ist z.B. daran erkenntlich, daB sich die Absorptions- und Emissions-
spektren des luminophoren Restes hinsichtlich ihrer Wellenldnge nicht wesentlich dndern.

Zur Bestimmung von Lithiumionen wird bevorzugt ein Diaza-Kryptand der aligemeinen Formel 1
eingesetzt, in weicher o und p die Zahlen 0 bzw. 0 bedeuten. Zur Bestimmung von Natriumionen wird
bevorzugt ein Diaza-Kryptand der aligemeinen Formel Il eingesetzt, in welcher o und p die Zahlen 0 bzw. 1
bedeuten, oder die Zahien 1 bzw. 0 bedeuten.

Zur Bestimmung von Kaliumionen wird bevorzugt ein Diaza-Kryptand der allgemeinen Formel |l
eingesetzt, in welcher o und p die Zahlen 1 bzw. 1 bedeuten.

Zur Bestimmung von Natriumionen wird bevorzugt ein Monoaza-Kronenether der aligemeinen Formel lil
eingesetzt, in welcher r und s die Zahlen 1 bzw. 0 bedeuten.

Zur Bestimmung von Kaliumionen wird ferner bevorzugt ein Monoaza-Kronenether der allgemeinen
Formel lll eingesetzt, in welcher r und s die Zahlen 2 bzw. 1 bedeuten.

Nachfolgend wird die Erfindung beispielhaft noch n3her beschrieben, wobei Synthese und Eigenschaf-
ten einiger bevorzugt verwendeter Indikatoren erldutert werden. Andere erfindungsgemiBe Indikatoren
kdnnen vom Fachmann auf analoge Weise hergestellt werden.

1. Synthese von Vorstufen fur die erfindungsgem&Ben Verbindungen
1.1. Synthese des ionophoren Restes fiir die erfindungsgem#Ben Diaza-Kryptanden (Figur A)
Allgemeines Verfahren (Figur A)

Der Syntheseweg fiir den ionophoren Teil der erfindungsgemdBen Diaza-Kryptanden ist in der Figur A
allgemein dargestelit.

2-Nitrophenol A1 wurde mit 2-Chlorethanol in n-Butanol und Natriumhydroxid zu 2'-(2'-Hydroxyethoxy)-
nitrobenzol A2 umgesetzt. Durch Reduktion dieser Verbindung mit Sn/SnCl,/HC! wurde das 2-(2-Hydroxyet-
hoxy)anilin A3 erhalten, das weiter mit 2-Chlorethanol bzw. mit 2-(2-Chiorethoxy)ethanol in Dimethylforma-
mid in Gegenwart von Triethylamin die N-alkylierten Anilinderivate A4 mit p=0 bzw. p=1 ergaben. Durch
Erwdrmen von 4-Toluolsulfonamid A5 mit 2-Chlorethanol in Dimethylformamid und Kaliumkarbonat wurde
das N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-4-toluolsulfonamid A6 erhalten, das weiter mit 4-ToluolsulfonsEure-chlorid das
entsprechende Ditosylat A7 ergab.

Das Ditosylat A7 wurde dann mit den N-alkylierten Anilinderivaten A4 mit p=0 bzw. p=1 in t-
Butanol/Tetrahydrofuran und Kalium-t-butoxid als Base zu den entsprechenden Diaza-Kronenether-Toluol-
sulfonamiden A8 mit p=0 bzw. p=1 umgesetzt. Die reinen Produkte wurden durch Saulenchromatographie
auf Kieselgel erhalten. Die Abspaltung der Tosyl-Gruppe erfolgte mit Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydro-
furan unter RiickfluB, wobei die Diaza-Kronenether A9 mit p=0 bzw. p=1 erhalten wurden. 3-Oxapentan-
dicarbons&ure-dichlorid A10 mit 0=0 und 3,6-Dioxaoctandicarbons3ure-dichlorid A10 mit o =1 wurden aus
den entsprechenden Dicarbonsiuren mit Oxalsdure-dichlorid in Benzol erhalten. Die Herstellung der
Kryptand-bis-amide At11 mit 0=0, p=0 bzw. 0=0 und p=1 erfolgte unter hoher Verdinnung aus den
Diaza-Kronenethern A9 mit p=0 bzw. p=1 durch Umsetzung mit 3-Oxapentandicarbonsiure-dichiorid A10
mit 0=0 in Tetrahydrofuran. Die Kryptand-bis-amide A11 mito=1,p=0bzw. 0=1, p=1 wurden analog aus
den Diaza-Kronenethern A9 mit p=0 bzw. p=1 mit 3,6-Diazaoctan-dicarbonssure-dichlorid A10 mit o=1
erhalten. Die Reduktion der Amid-Gruppen mit Boran-Tetrahydrofuran-Komplex in Tetrahydrofuran ergab
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die Diaza-Kryptanden A12 mit0=0, p=0 bzw. 0=0,p=1undo=1, p=0bzw. 0=1,p=1.

Die Einfiihrung der Aldehydfunktion erfolgte durch direkte Formylierung mit Phosphoroxytrichlorid in
Dimethylformamid, wobei die entsprechenden Diaza-Kryptand-Aldehyde A13 mit 0=0, p=0 bzw. 0=0,
p=1und o=1, p=0bzw. 0=1, p=1 erhalten wurden.

Auf analoge Weise kdnnen Verbindungen A13 erhalten werden, bei welchen o und p voneinander
unabhingig auch die ganze Zahl 2 bedeuten.

Beschreibung einzelner Reaktionschritte der Figur A
2-(2-Hydroxyethoxy)nitrobenzol A2:

10 g (71,88 mmol) 2-Nitrophenol At und 3,59 g (89,86 mmol) Natriumhydroxid wurden in 55 ml n-
Butano! und 5 ml Wasser bei 70°C geldst, 6,26 ml (7,52 g, 93,44 mmol) 2-Chlorethanol wurden langsam
zugetropft und anschlieBend bei 100°C drei Tage lang kréftig gerlihrt. Nach Abkiihlen wurde das
Reaktionsgemisch filtriert, der Niederschlag mit Chloroform gewaschen und das Filtrat eingeengt. Der
Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen und drei Mal mit wésseriger 10%-iger Natriumhydroxid-
L8sung gewaschen. Dann wurde die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
konzentriert. Es wurden 10,8 g hellgelbe Kristalle erhalten; Ausbeute 82%.

H-NMR (CDCl3), & (ppm): 3,97 (m, 3H), 4,22 (t, 2H), 6,98-7,13 (m, 2H), 7,52 (m, 1H), 7,83 (m, 1H).

2-(2-Hydroxyethoxy)anilin A3:

8.9 g (48,59 mmol) 2-(2-Hydroxyethoxy)nitrobenzol A2, 16,44 g (72,88 mmol) SnCl,.2H20 und 17,3 g
(145,77 mmol) Zinn wurden in 30,84 ml wésseriger HCI (30%) und 25 ml Wasser bei 90°C 8 Stunden
geriihrt. Die L&sung wurde nach Abkiihlen mit wdsseriger 5n Natriumhydroxid-L&sung behandelt und bei
90°C 3 Stunden geriihrt. Die wisserige Lésung wurde anschlieBend dekantiert, wobei nach Abkuhlen das
Rohprodukt auskristallisierte und abgesaugt wurde. Dieses wurde dann in Methanol aufgenommen, erwarmt
und die Suspension filtriert. Das Filtrat wurde dann im Vakuum eingeengt. Es wurden 6 g hellbraune
Kristalle erhalten; Ausbeute 80%.

'"H-NMR (CDCl5), 5 (ppm): 3,62 (m, 3H), 3,97 {t, 2H), 6,52-6,75 (m, 4H).

N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl]-2-(2-hydroxyethoxy)anilin A4 (p=1):

6 g (39,17 mmol) 2-(2-Hydroxysethoxy)anilin A3, 5 ml (5,85 g, 47 mmol) 2-(2-Chlorethoxy)ethanol und
8,19 ml (5,95 g, 58,75 mmol) Triethylamin wurden in 20 m| Dimethylformamid geldst und 4 Tage bei 90°C
geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Losung filtriert, der Niederschlag mit Dichlormethan gewaschen und das
Filtrat im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde in Chiloroform aufgenommen und 2 mal mit wenig
Wasser gewaschen. Die Chloroform-L&sung wurde dann Uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das
z3hfliissige Rohprodukt wurde durch Sdulenchromatographie auf Kieselgel 60 mit Toluol/Aceton 1:2 als
Laufmittel gereinigt. Es wurden 5 g braunes, z&hflussiges Ol erhalten; Ausbeute 53%.

1H-NMR (CDCls), 5 (ppm): 3,26 (m, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,67 (m, 4H), 3,83 (m, 2H), 4,00 (m, 2H), 4,56 (br.
s, 2H), 6,55-6,95 (m, 4H).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-4-toluolsulfonamid A6:

6,84 g (40 mmol) 4-Toluolsulfonamid A5, 7 ml (8,37 g, 104 mmol) 2-Chlorethanol und 27,64 g (200
mmol) Kaliumkarbonat wurden in 100 ml Dimethylformamid suspendiert und 3 Tage bei 110°C gerlhrt.
Nach Abkiihlen wurde das Reaktionsgemisch filtriert und der Niederschlag mit Chloroform gewaschen. Das
Filtrat wurde eingeengt, der dlige Riickstand in Chloroform aufgenommen und schlieBlich mit einer 10%-
igen Natriumhydroxid-L&sung gewaschen. Nach Konzentrieren der organischen L&sung wurden 8,4 g reines
Produkt als heligelbe Kristalle erhalten; Ausbeute: 81%.

1H-NMR (CDCl3), 5 (ppm): 2,39 (s, 3H), 3,21 (t, 4H), 3,82 (t, 4H), 4,50 (br s, 2H), 7,29 (d, 2H), 7,65 (d,
2H).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-4-toluolsulfonamid-bis-toluolsulfonat A7:

454 g (17,5 mmol) N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-4-toluolsulfonamid A6 wurden in 20 ml Aceton geldst und
auf -5°C abgekiihit. Danach wurden 8 g (42 mmol) 4-Toluolsulfons&urechlorid dazugegeben und 10 min
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gerlhrt. Eine wésserige 25%-ige Natriumhydroxid-L&sung wurde bei -2°C langsam zugetropft, dann wurde
weiter 8 h bei 0°C gerlihrt und das Reaktionsgemisch iber Nacht in den Kiihischrank gestellt. Das
Gemisch wurde Uber Eiswasser geschiittet, wobei das Produkt als z&hflussiges Ol ausfiel. Die wésserige
Phase wurde vorsichtig dekantiert, das Produkt in Chloroform aufgenommen und mit Wasser gewaschen.
Nach Einengen des L&sungsmittels wurden 9,2 g reines Produkt als hellgelbes, zahflussiges 01, das in der
Kalte langsam kristallisierte, erhalten; Ausbeute: 92%.

'H-NMR (CDCls), 5 (ppm): 2,41 (s, 3H), 2,46 (s, 3H), 3,36 (t, 4H), 4,10 (t, 4H), 4,50 (br s, 2H), 7,29 (d,
2H), 7,34 (d, 4H), 7,62 (d, 2H), 7,76 (d, 4H).

Diaza-Kronenether-Toluolsulfonamid A8 (p=1):

5 g (20,72 mmol) Anilinderivat A4 (p=1) und 6,05 g (53,88 mmol) Kalium-t-butoxid wurden in 280 mi t-
Butanol unter Stickstoff geldst und 2h bei 60 C gerihrt. Dann wurden 11,76 g (20,72 mmol) Toluolsulfonat
A7 in 140 ml trockenem Tetrahydrofuran wahrend 2h bei 40°C zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieBend 48h bei 60°C geriihrt. Nach Abkuhlen wurde die LOsung filtriert, der Niederschlag mit
Dichlormethan gewaschen und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Chloroform gel&st
und 2 mal mit Wasser gewaschen. Die organische L&sung wurde schlieBlich konzentriert, wobei sich ein
dunkler, Sliger Riickstand bildete. Aus diesem wurde das Produkt durch Sdulenchromatographie auf
Kieselgel und Toluol/Aceton 10:9 als Laufmittel erhalten: 1 g gelbes, 2éhflissiges O1; Ausbeute: 10%.

'H-NMR (CDCls), & (ppm): 2,40 (s, 3H), 3,20-4,50 (m, 20H), 6,55-6,96 (m, 4H), 7,27 (d, 2H), 7,67 (d, 2H).

Diaza-Kronenether A9 (p = 1):

0,41 g (10,8 mmol) Lithiumaluminiumhydrid wurden in 10 mI trockenem Tetrahydrofuran unter Stickstoff
suspendiert, und 0,5 g (1,08 mmol) Diaza-Kronenether-Toluolsulfonamid A8 (p=1) in 10 ml Tetrahydrofuran
wurden langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Tage unter RiickfluB geriihrt. Nach Abkihlen
wurde Uberschiissiges Lithiumaluminiumhydrid mit Tetrahydrofuran/Wasser 2:1 (vv) zersetzt, filtriert und
der Niederschlag mit Dichlormethan gewaschen. Der Riickstand wurde in Dichiormethan aufgenommen,
filtriert und das L&sungsmittel im Vakuum entfernt. Es wurden 0,25 g hellbraunes OI erhalten; Ausbeute:
75%.

Kryptand-bis-amid A11 (0=1, p=1)

Diese Reaktion wurde nach der Methode von R. Crossley, Z. Goolamali, P.G. Sammes, J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 2, 1994, 1615-1622 durchgefiihrt. Das Dicarbonssure-dichlorid A10 (0=0) wurde nach der
Methode von B. Dietrich, J.M. Lehn, J.P. Sauvage, J. Blanzat, Tetrahedron 1 973, 29, 1629-1645 erhalten.

0,13 g (1,67 mmol) Pyridin wurden in 240 mi trockenem Tetrahydrofuran gelSst und auf 0°C abgekihlt.
0.25 g (0,805 mmol) Diaza-Kronenether A9 (p=1) in 40 ml trockenem Tetrahydrofuran und 0,17 g (0,605
mmol) 3,6-Dioxaoctandicarbonsiure-dichlorid A10 (0o=1) in 40 ml trockenem Tetrahydrofuran wurden dann
gleichzeitig wihrend 4 Stunden 2ugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde dann weitere 40 Stunden bei 0°C
gerUhrt. Das Gemisch wurde filtriert und das Tetrahydrofuran entfernt. Der 6lige, braune Riickstand wurde
in Chloroform gelSst, mit verdinnter HC! und dann mit Wasser gewaschen. Die Chloroform-L&sung wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und konzentriert. Es wurde ein dliger, hellbrauner Riickstand erhalten;
Ausbeute: 0,12 g (33%).

Diaza-Kryptand A12 (0=1, p=1)

In einem Dreihalskolben, versehen mit Stickstoffzufuhr, Septum und RiickfluBkiihler mit Kalziumchlorid-
R&hrchen, wurden 0,12 g (0,27 mmol) Kryptand-bis-amid A11 (0=1, p=1) vorgelegt. 2,5 ml trockenes
Tetrahydrofuran wurden durch das Septum mit Hilfe einer Spritze dazugegeben, und die Suspension wurde
in einem Eisbad gekUhlt. 2,2 m| (2,2 mmol) einer 1 m Boran-THF-KompIex-Lt':'sung wurden dann vorsichtig
ebenfalls durch das Septum 2ugegeben. Nach 10 min wurde das Fisbad entfernt, das Reaktionsgemisch
bei 30 min bei Raumtemperatur und anschliefend 2 Stunden unter RickfluB gerihrt. Nach Abklihlen wurde
das Gemisch vorsichtig mit 1 ml Wasser und 10 ml wisseriger 6 n HCI versetzt und 1 Stunde bei
Raumtemperatur gerlihrt. Das LSsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die erhaltene weiBe Suspen-
sion mit wésseriger Lithiumhydroxid-L3sung auf pH 10 gebracht. Die wisserige Phase wurde mit Chloro-
form extrahiert. Nach Konzentrieren der L&sung im Vakuum wurde ein hellgelbes O! erhalten; Ausbeute: 0,1
g (88%).
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Diaza-Kryptand-Aldehyd A13 (o=1, p=1):

0,5 g (1,18 mmol) Diaza-Kryptand A12 (0=1, p=1) wurden in 1,5 ml Dimethylformamid geldst und auf
-10°C gekihlt. 0,22 ml (0,36 g, 2,35 mmol) Phosphoroxytrichlorid wurden vorsichtig zugetropft, so daB die
Temperatur 0°C nicht Uberschritt. Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bei -5°C, dann Uber Nacht bei
Raumtemperatur und schlielich 1 Stunde bei 60°C gerlihrt. Nach Abkiihlen wurde das Gemisch mit
Wasser versetzt, mit einer wisserigen, konzentrierten Lithiumhydroxid-L8sung auf pH 9 gebracht und 30
min gerGhrt. Die L&sung wurde 3 mal mit je 30 ml Chloroform extrahiert und die organische Phase im
Vakuum konzentriert. Es wurden 0,32 g gelbes Ol erhalten; Ausbeute: 60%.

1.2. Synthese des ionophoren Restes fir die erfindungsgem&Ben Monoaza-Kronenether (Figur B)

Der Syntheseweg flir den ionophoren Teil der erfindungsgeméaBen Monoaza-Kronenether ist in der Figur
B allgemein dargestelit.

Aligemeines Verfahren (Figur B)

Die Synthese von Monoaza-kronen-(Lariat)-ethern mit Seitenarmen wurde liber zwei Hauptschritte
vorgenommen: einer Alkylierung und einer Cyclisierung. 2-Nitrophenol B1 konnte in Dimethylformamid in
Gegenwart von K2COs mit Chiorethyl-alkoxyethern mit verschiedener Kettenidnge (s=0, 1, 2) alkyliert
werden. Die erhaltenen Nitroverbindungen B2 wurden zu Aminen B3 hydriert, gefolgt von einer Alkylierung
der Aminogruppe in Chlorethanol mit K.COs als Base zu den 2-[N,N-Bis(2-hydroxyethylaminophenyi-
alkoxyethyl-ethern B4 (s =0, 1, 2). Diese Bis-Hydroxy-Verbindungen B4 wurden mit Ethylglycol-dichlorethyl-
ethern (r=0,1,2) in Dioxan mit Alkalihydroxid zu den Lariat-ethern B5 (r=0, 1, 2; s=0, 1, 2) cyclisiert. Diese
Ether B5 (Phenylaza-kronenether) wurden formyliert, um die Zwischenprodukte B6 (r=0,1,2;s=0, 1, 2) 2u
erhalten.

Beschreibung einzelner Reaktionschritte der Figur B
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-methoxyanilin B4 (s =0):

452 g (4 mol) o-Anisidin wurden in 1932 g (24 mol) 2-Chlorethanol geldst und 15 min auf 80 ° C erhitzt.
Dann wurden 608 g (4,4 mol) K2CO; langsam zugegeben, um die Temperatur unter 110°C zu halten
(exotherme Reaktion). Das Gemisch wurde 22 Stunden auf 95° C erhitzt und abgekuhlt. Etwa 800 ml nicht
umgesetztes Chlorethanol wurden abgedampft, und der Riickstand wurde mit 1 | Wasser verdinnt und 2
mal mit 1 | Chloroform extrahiert. Der Extrakt wurde 5 mal mit 1,5 | Wasser gewaschen und Uber K2COs
getrocknet. Das L8sungsmittel wurde abgedampft, wobei 404 g (Ausbeute: 48%) hellbraunes Ol erhaiten
wurden. Das Diinnschichtchromatogramm zeigte eine Reinheit von etwa 95%.

TH-NMR (CDCls), 5 (ppm): 3,18 (t, 4H), 3,50 (t, 4H), 3,60 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 6,80 (m, 2H), 7,10 (m,
1H), 7,19 (m, 1H).

2-Methoxphenylaza-15-krone-5 B5 (s =0, r=1):

Dieser Schritt wurde in Anlehnung an J.P.Dix und F. Vigtle, Chem. Ber. 113, 457-470 (1980)
vorgenommen.

403 g (1,91 mol) B4 (s=0) wurden in 2210 ml Dioxan gel®st und 20 min auf 80 C erhitzt. Dann wurden
168 g (4,20 mol) gemahlenes NaOH langsam innerhalb von 3 Stunden zugegeben. Die Temperatur wurde
auf 95°C angehoben, als 300 ml (1,83 mol) Bis(2-chlorethoxyethan) in einer Portion zugegeben wurden,
dann wurde das Reaktionsgemisch 30 Stunden auf 95°C erhitzt. Nach Filtration des heiBen Gemisches
wurde das Losungsmittel abgedamptft. Der Riickstand wurde mit einer LGsung von 234 g (1,91 mol) NaClO.
in 640 ml Methanol behandelt. Das Gemisch wurde 30 min bei 60°C gerlihrt und auf etwa 300 ml
konzentriert. 860 m! Ethylacetat wurden zugegeben, und es wurde anschlieBend 20 min bei Raumtempera-
tur gerlihrt. Dann wurde das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen.

Das erhaltene Pr3zipitat wurde filtriert, 2 mal mit 200 ml Ethylacetat gewaschen und 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet, wobei 199 g Azakrone-Natriumperchlorat-Komplex als weies, weiches Pulver
erhalten wurden. Dieses Pulver wurde in einem Gemisch aus 600 ml Dichlormethan und 600 ml Wasser
geldst, und die wisserige Phase wurde neuerlich mit 400 ml Dichlormethan extrahiert. Die organischen
Schichten wurden vereinigt, 8 mal mit 600 ml entionisiertem Wasser gewaschen und Uber NazSO0s
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getrocknet. Das Dichlormethan wurde abgedampft, wobei 100,4 g hellgelbes O (Ausbeute: 16%) erhalten
wurden.
'H-NMR (CDCl3), 5 (ppm): 3,49 (t, 4H), 3,68 (t, 16H), 3,82 (s, 3H), 6,88 (m, 3H), 7,12 (m, 1H).

4-Formyl-2-methoxyphenylaza-15-krone-5 B6 (s =0, r= 1):

100 g (308 mmi) B5 (s=0, r=1) wurden in 145 m! (1850 mmol) Dimethylformamid in einem 500 ml
Dreihalskolben gelSst und auf -5° C abgekiihit. 57,4 mi (616 mmol) POCI; wurden in einem Zugabetrichter
tropfenweise zugegeben. Die Innentemperatur des Kolbens wurde 5°C nicht Uberschreiten gelassen. Dann
wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, auf 500 g Eis gegossen und mit gesittigter wisseriger
K2COs-L8sung auf pH 7 gebracht. Die L8sung wurde 2 mal mit 500 ml Chloroform extrahiert. Die
Chioroform-Phase wurde 2 mal mit 500 ml Wasser gewaschen, lber 100 g MgSO. 1 Stunde getrocknet.
Das Losungsmittel wurde abgedampft, wobei 85 g heligelbes O erhalten wurden, welches beim Stehenlas-
sen Uber Nacht bei Raumtemperatur kristallisierte. Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan (1:4) ergab 56 g
hellorange Kristalle (Ausbeute: 51%).

'H-NMR (CDCls), 8 (ppm): 3,68 (i, 16H), 3,78 (t, 4H), 3,82 (s, 3H), 7,05 (m, 1H), 7,28 (m, 2H), 9,78 (s,
1H).

1.3. Ausgangsprodukte zur Herstellung der erfindungsgeméBen pH-Indikatoren (Figur C)

Die Ausgangsprodukte zur Hersteliung der erfindungsgemaéBen pH-Indikatoren sind in der Figur C
dargestellt. Es handelt sich dabei um die Verbindungen C; bis Cs, wobei der Rest Rg fiir -(CHz),CH3, wobei
n eine ganze Zahl von 0 bis 20 sein kann, steht.

Die Verbindungen C, und C; sind kommerziell erhiltlich. Die Herstellung der Verbindungen ¢3, Cs und
Cs ist bekannt (MC Angelastro, LE Baugh, TM Chen, J.Med. Chem. 37, 4538-4553, 1994 bzw. H Wang, DD
Weller, Tetrahedron Lett. 32, 7385-7388, 1991 bzw. Foye, Fedor, J. Pharm. Assoc. 48, 412, 1959).

2. Synthese von erfindungsgemiBen Verbindungen
2.1. Aligemeine Synthese (Schema D)
2.1.1. Syntheseweg 1 (symmetrisch substituierte Derivate D8)

Ein Aldehyd D1, in welchem Y fiir den ionophoren Rest der allgemeinen Formel (Il), der allgemeinen
Formel (lll) oder einen der Reste

HaC s OH

steht, d.h. die Verbindung A13, B6, bzw. C1 oder C2, und das Pyrrolderivat D4 wurden in einem
organischen L&sungsmittel geldst und mit einer Saure versetzt, wobei die Verbindung D6 als Zwischenpro-
dukt entstand. Durch Zugabe von p-Chloranil in einem geeigneten L&sungsmittel wurde durch Oxidation von
D6 die Verbindung D7 erhalten. Im Falle der p-Hydroxybenzaldehydderivate kann direkt aus der Reaktions-
I6sung das Dipyrromethen D7 erhalten und auch isoliert werden.

Alternativ kann das Dipyrromethen D7 auch durch Umsetzung von D1 mit der Jod-Verbindung D12
hergestellt werden.

Die Umsetzung von D7 zum symmetrisch substituierten 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazenderivat
D8 erfolgte durch abwechselnde Zugabe von Ethyldiisopropylamin und BF3.Et,Ozu der Reaktionsi&sung.

Die Reaktionsidsung von D8 wurde mit Wasser gewaschen, iber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum konzentriert. Nach mehrmaliger S&ulenchromatographie an Kieselgel wurde die erfindungsgemZBe
Verbindung D8 erhalten, welche aus einem geeigneten LSsungsmittel (z.B. Chloroform/Hexan) umkristalli-
siert werden konnte.



w4l

o il

i

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 405461 B

2.1.2. Syntheseweg 2 (symmetrisch substituierte Derivate D8)

Der obige Aldehyd D1, in welchem Y fir den ionophoren Rest der allgemeinen Formel (If) oder der
aligemeinen Formel (lll) steht, wurde zur Carbonsiure D2 oxidiert und anschlieBend in das entsprechende
Ssurechlorid D3 umgewandelt. GleichermaBen konnte die Verbindung C5 als Verbindung D2 eingesetzt und
in das Saurechlorid D3 umgewandelt werden.

Das oben erhaltene Siurechlorid D3 bzw. die Sdurechloride C3 und C4 wurden dann mit dem
Pyrrolderivat D4 zum Keton DS umgesetzt, und durch weitere Reaktion mit D4 wurde D7 erhalten. Die
Umwandlung von D7 in D8 erfolgte wie bereits beschrieben.

Die Reaktionsldsung von D8 wurde mit Wasser gewaschen, Uiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum konzentriert. Nach mehrmaliger Sdulenchromatographie an Kieselge! wurde die erfindungsgemése
Verbindung D8 erhalten, weiche aus einem geeigneten Lésungsmitte! (z.B. Chioroform/Hexan) umkristalli-
siert werden konnte.

2.1.3. Syntheseweg 3 (unsymmetrisch substituierte Derivate D11)

Das Keton D5, das wie oben beschrieben erhalten wurde, konnte mit einem von D4 verschiedenen
Pyrrolderivat D9 zu D10 umgesetzt werden. Durch Zugabe von Ethyldiisopropylamin und BF3.Et2O zu der
Reaktions!dsung wurde aus D10 das unsymmetrisch substituierte 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-
derivat D11 erhalten.

Die Reaktionslsung von D11 wurde mit Wasser gewaschen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum konzentriert. Nach mehrmaliger Saulenchromatographie an Kieselgel wurde die erfindungsgemaBe
Verbindung D11 erhalten, welche aus einem geeigneten L8sungsmittel (z.B. Chioroform/Hexan) umkristalli-
siert werden konnte.

2.1.4. Synthese spezifischer Verbindungen
1,3.5,7-Hexamethyl-8-(4-dimethylamino-phenyl)-4,4-diﬂuoro-4-bora-3a,4a—diaza-s-indazen D8:

4 mmol (380 mg) Dimethylpyrrol D4 (Rs,Rz = -CHs) und 2 mmol (298 mg) p-Dimethylaminobenzaldeh-
yd C1 wurden in 300 ml Methylenchlorid abs. unter Stickstoff geldst und mit 40 wl Trifluoressigsdure
versetzt. Nach dreistiindigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde eine L8sung von 2 mmol (492 mg) p-
Chloranil in 200 m| Methylenchlorid zugegeben und weitere 30 min gerihrt. Dann wurden 3 ml Ethyldiiso-
propylamin und 3 ml BFs.Et: zugesetzt und 15 min geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Wasser
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das L&sungsmittel wurde abgedampft. Nach mehrmali-
ger chromatographischer Reinigung an Kieselge! mit Chloroform wurde ein roter Feststoff D8 erhalten, der
aus Chloroform/Hexan umkristallisiert wurde (Ausbeute: 270 mg; 37%). Fp: 233-236°C.

Elementaranalyse (in %) berechnet/gefunden: C: 68,66/68,40; H: 6,53/6,33; N: 11,44/11,32.

H-NMR (250 MHz, CDCls, TMS, & in ppm): 1,49 (s, 6H, CHa), 2,55 (s, 6H, CHs), 3,02 (s, 6H, N(CHs)2),
5,96 (s, 2H, Pyrrol), 6,77 (2H, AA'BB', Phenyl), 7,06 (2H, AA'BB', Phenyl).

MS (EI-MS, 70 eV): 367 (100%), M*» 352 (24%), (-+ CHa), 347 (34%), (-HF).

Dieser Lumineszenzindikator eignet sich als pH-Indikator im sauren Bereich.

1,3,5,7-Tetramethy|-2,6-bis(ethoxycarbonyl)-8-(4-hydroxyphenyI)-dipyrromethen D7:

500 mg (1,71 mmol) 2 4-Dimethyl-3-ethoxycarbonyl-6-jodpyrrol und 104 mg (0,89 mmol) 4-Hydroxyben-
zaldehyd wurden in 15 ml Ethanol geldst, mit 100 ! HCI konz. versetzt und 30 min unter RickfluB erhitzt,
wobei sich bereits nach wenigen Minuten eine intensiv rote Losung bildete. Bei 40 ° C wurden 150 mi konz.
NH; und 50 ml H.O zugegeben. Danach wurde 10 min bei Raumtemperatur gerlhrt, mit 2,0 | CH,Clh
ausgezogen, Uber Na2SOs getrocknet und vom L&sungsmittel befreit. AnschlieBend wurde zuerst an SiOz
mit Methanol chromatographiert, aus Methanol/H.0 umkristallisiert und an SiO2 mit Ethanol:CH.Cl = 2:1
chromatographiert. Nach anschlieBender Chromatographie an SiO; mit Ethylacetat konnte das Produkt
durch Trocknen im Olpumpenvakuum erhalten werden (Ausbeute: 120 mg metallisch glénzende, dunkelgru-
ne Feinkristalle (0,28 mmol, 32,3% der Theorie; Zersetzung ab 176 °C).

IR (KBr, u [cm™']: 3254, 2980, 2930, 2859, 1704, 1676, 1602, 1563, 1496, 1440, 1371, 1325, 1258,
1163, 1092, 544.

10



15

20

25

30

35

45

50

56

AT 405 461 B

1 ,3,5,7-Tetramethyl-2.6-bis(ethoxycarbonylethyI)-8-(4-hydroxyphenyl)-4,4-diﬂuor-4-bora-3a.4a-diaza-s-
indazen D8:

310 mg (0,71 mmol) Phenoldipyrromethen wurden in 500 mi CHzCi> gel&st und mit 0,5 ml Portionen
von N,N-Diisopropyl-N-ethylamin und BF3.Et;O versetzt, bis am DC kein weiterer Umsatz mehr zu
beobachten war. AnschlieBend wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, vom L&sungsmittel befreit, anschlie-
Bend an SiO; mit Ethylacetat chromatographiert und aus Chloroform/Et,0 umkristallisiert. Nach erneuter
Chromatographie an SiO; mit EE und Trocknen im Olpumpenvakuum konnte das Produkt rein erhalten
werden (Ausbeute: 110 mg orange Feinkristalle, 0,23 mmol, 23,1% der Theorie; Fp: 248-250°C, unter
Zersetzung).

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS, 5 in ppm): 7,01 (d, 2H, Phenyl-H), 6,99 (d, 2H, Phenyl-H), 5,68 (bs,
TH, OH), 4,29 (q, 4H, OCH,CH;), 2,83 (s. 6H, CH; +CH3), 1,72 (s, 6H, CHs +CHa), 1,34 (t, 6H, OCH,CHy).

Dieser Lumineszenzindikator eignet sich als pH-Indikator im alkalischen Bereich.

8-[4'-C-(Aza-1 5-krone—S)—S'-methoxyphenyI]-3.5-methoxycarbonylethyl-4-diﬂuorbor-3a,5a—s-indazen:

0,32 g (2 mmol) 2-Pyrrol-methyipropionat und 0,35 g (1 mmol) 4-Formyl-2-methoxyphenylaza-15-krone-
S (B6, s=0, r=0) wurden in 100 m! wasserfreiem CHzCl> gelSst und 5 min unter Stickstoff gerlihrt. 40 ul
Trifluoressigsdure wurden 2ugegeben und die L&sung wurde noch 1,5 Stunden weitergerlihrt. Dann wurden
0,94 g (2 mmol) Tetrachlorbenzoquinon in 20 mi wasserfreiem Tetrahydrofuran in einer Portion zugegeben.
Die erhaltene dunkelrote Lésung wurde 15 min gerlbhrt. 5 mal 1 ml Diisopropylethylamin und 5 mal 1 ml
Bortrifluoriddiethyletherat wurden abwechselnd zugegeben. Das Gemisch wurde 30 min gerlhrt und 2 mal
mit 100 ml 2 N HCI gewaschen, iiber K, SO, getrocknet, und mittels Silikagel 100 mit 9:1 CHCla/Ethylacetat
gereinigt, wobei 0,21 g oranges Pulver erhalten wurden.

8-Diaza-Kryptand-3,S-bis-(methoxycarbonylethyl)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-dia2a-s-indazen D8 mit o=1,
P=1,R; =R; = ~CH,CH,-COOCH3, R, = Rs =Rs =Rs = H, Y = Diaza-Kryptand A12 mit o =1 und p=1;

0,31 g (2 mmol) 2-(2-Pyrroly|)-propionséure-methylester D4 und 045 g (1 mmol) Diaza-Kryptand-
Aldehyd A13 mit o=1 und p=1 wurden unter Stickstoff in 100 ml trockenem Dichlormethan geldst, 10 min
gerlihrt und mit 40 ul Trifluoressigsdure versetzt. Nach 1,5 stindigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde
eine L8sung von 0,49 g (2 mmol) Tetrachlor-p-benzochinon in 20 mi Tetrahydrofuran zugesetzt. Dabei
entstand eine dunkelrote L&sung, die weitere 15 min gerlhrt wurde. Dann wurden abwechselnd 5 mal 1 ml
Diisopropylethylamin und 5 mal 1 mi Bortrifluorid-Diethyletherat zugesetzt und 30 min geriihrt. Die L8sung
wurde mit Wasser gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Der Riickstand
wurde mittels S&ulenchromatographie auf Kieselgel und Chloroform/Ethylacetat 9:1 als Laufmittel gereinigt,
wobei 0,16 g orangefarbenes Pulver erhalten wurden (Ausbeute: 20%).

Allgemeine Beschreibung der Hydrolyse der Diester D8 zu Dicarbonsiuren:

Die erhaltenen Diester D8 (Y= Aza-Krone B5 mit s=0 und r= 1, oder Y = Diaza-Kryptand A12 mito=1
und p=1) wurden in Tetrahydrofuran gelCst und auf das doppelte Volumen mit Wasser verdinnt. Das
Gemisch wurde mit konzentrierter Hs PO. sauer gestellt und 4 Tage bei 70 °C geriihrt. Dies L8sung wurde
im Vakuum konzentriert, der Riickstand in Chioroform aufgenommen, tber Natriumsulfat getrocknet und
das L&sungsmittel entfernt. Der Riickstand wurde anschlieBend mittels S&ulenchromatographie auf Kiesel-
gel und Chioroform/Methanol als Laufmittel gereinigt. Als Nebenprodukt wurde auch die Monocarbonsiure
erhalten.

Dieser Lumineszenzindikator eignet sich zur Bestimmung physiologischer Natriumionen-Konzentratio-
nen.

Herstellung der Mono-Ester: R; = -CH2-CH,-COO-CHj3, R, = -CHz-CH.-COOH, und der Di-Siuren: R, = R4
= -CH;-CH2-COOH:

Das orange Pulver aus den beiden vorangegangenen Synthese-Beispielen wurde in 4 mi Tetrahydrofu-
ran geldst, und es wurde mit 6 mi Wasser verdinnt. Dann wurden 0,3 mi 85% HzPO, zugegeben und 4
Tage auf 70° C erhitzt. Das Tetrahydrofuran wurde abgedampft und der Riickstand wurde 2 mal mit 50 ml °
Chloroform extrahiert und Uber K280, getrocknet. Das L&sungsmittel wurde abgedampft, wobei 0,17 g &I
erhalten wurden. Dieses OI wurde mittels einer Sdule gereinigt, die mit Silikage! 100 gepackt war
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(Eluierungsmittel: Chloroform/Methanol; 3:1), wobei 0,04 g Mono-Ester und 0,02 g Di-Sdure erhalten
wurden.

Der Monoester wurde verwendet, um die Eigenschaften in Lsung zu messen, wihrend die Di-Sdure
gemi3B nachstehendem Verfahren auf Aminocellulose immobilisiert und in einem Sensor vermessen wurde,
wie unten beschrieben wird.

Herstellung einer pH-sensitiven Schicht zur Verwendung in einem Sensor:

0,1 g trockenes, hydrophiles Polymer D5 (Tyndale Plains-Hunter LTD, Ringoes, NJ 08551) und 1,92 g
Lumineszenzindikator wurden in 1,8 g Ethanol und 0,23 g Wasser geldst. Das Gemisch wurde bei
Raumtemperatur {iber Nacht stark geriihrt. 100 1l dieser L8sung wurden auf einen staubfreien Polyestertra-
ger von 125 mm mit einer Breite von 25 mm (Goodfellow; Cambridge; Prod. Nr. LS 146585) aufgetragen.
Nach Abdampfung des Ethanols wurde eine 10 um dicke, pH-sensitive Schicht Uiber dem Polyestertrdger
erhalten. Aus diesem Triger wurde ein Scheibe fiir einen Sensor geschnitten.

Um das Polymer zu konditionieren, wurde die erhaltene Sensorscheibe 2 Stunden in einer 100 mmol/l
NaCl-L&sung gelagert.

Herstellung einer Na*, K*-sensitiven Schicht zur Verwendung in einem Sensor:

0,03 mequ. des Di-S&ure-Indikators, 0,06 g (0,3 mmol) N,N-Dicyclohexyl-1,3-carbodiimid, 0,04 g (0.3
mmol) N-Hydroxysuccinimid und 0,5 g aktivierte Celiulose (hergestellt gem&B SU-A - 1,028,677, CA
99:177723h) wurden in 2 ml Dimethylformamid 20 Stunden suspendiert. AnschlieBend wurde die Cellulose
abfiltriert, 5 mal mit 5 ml Dimethylformamid, 5 ml Wasser, 2 mal mit 5 ml 0,2 n HCI, 5 ml Wasser, 2 mal mit
5 mi 0,2 n NaOH, 10 mal mit 5 m! Wasser, 2 mal mit 5 mi Aceton und 2 mal mit 5 ml Ether gewaschen,
und 16 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurde die Cellulose gesiebt (25 um).

Sensorscheiben wurden wie folgt hergestelit:

0,25 g gesiebte (25 um) Aminocellulosefasern mit immobilisiertem Indikator wurden in 475 g 10%
Hydroge! D4 (Tyndale Plains-Hunter LTD. Ringoes, NJ 08551) in 90% Ethanol-Wasser 16 Stunden
suspendiert. Die erhaltene homogene Dispersion wurde auf eine Polyesterfolie ((Goodfellow; Cambridge;
Prod. Nr. LS 146585) bis zu einer Trockendichte von 10 um aufgetragen. Diese Folie wurde mit 3%
Aktivkohle in 10% D4-Hydroge! bis zu einer Trockendichte von 5 um Uberschichtet, worauf eine kleine
Scheibe mit einem Durchmesser von 2,5 cm herausgeschnitten wurde. Diese Scheibe wurde zur Aktivie-
rung mindestens 16 Stunden im Puffer gelassen.

Eine Methode zum Schneiden und Messen von Sensorscheiben wurde von M.J.P. Leiner und P.
Hartmann in Sensors and Actuators B, 11 (1993), 281-289 ("Theory and practice in optical pH sensing™)
beschrieben.

3. Lumineszenzeigenschaften einiger erfindungsgeméBer Verbindungen

Die Figuren E bis J zeigen die Lumineszenzeigenschaften einiger erfindungsgemaBer Indikatoren in
Abhdngigkeit vom pH-Wert bzw. der jeweiligen Konzentration an Alkaliionen. Die Ordinaten der dargestell-
ten Diagramme geben jeweils die relativen Lumineszenzintensitdten an.

3.1. Figur E: 4,4—Diﬂuor‘4-bora-3a,'4a-diaza—s-indazen-Derivat (aligemeine Formel |, mit R; = 4-Dimethylami-
no-pheny! als pH-sensitiver, ionophorer Rest; Ri, Rs, R: und Rs = Methyl; Rz und Rs = H)

Mit der in Fig. E gezeigten Verbindung wurde eine Sensorscheibe mit einer pH-sensitiven Schicht
hergestellt, und in einer von M.J.P. Leiner und P. Hartmann in Sensors and Actuators B 11, 281-289, 1993
beschriebenen Anordnung wurde die pH-abhéngige Lumineszenzintensitdt gemessen.

Die MeBanordnung ist in der Figur K schematisch dargestelit, wobei ein Abschnitt der Sensorscheibe
mit S bezeichnet ist. Die im hydrophilen ionenpermeablen Polymer (Hydrogel) gel&ste Verbindung ist mit |
bezeichnet. Diese Schicht M wird von einem fiir die Anregungs- und MeBstrahlung durchidssigen Trager T,
der eine transparente Folie ist, getragen.

Die Verbindung | kann erfindungsgem3B auch an die ionenpermeable Matrix direkt kovalent gebunden
sein oder in der Matrix physikalisch gel&st vorliegen.
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Zur Messung wurde die Sensorscheibe in eine lichtundurchldssige, thermostatisierte DurchfluBzelle
eingebracht und mit Proben P, die 0,1 mol/l NaCl enthielten und verschiedene pH-Werte aufwiesen, in
Kontakt gebracht. Die pH-Werte der Proben wurden mit einer Standard-Glaselektrode bestimmt.

Die optische MeBeinrichtung bestand aus einer blauen LED als Lichtquelle A, einer Photodiode M als
Detektor, optischen Filtern A und F zur Auswah! der Wellenldngen, einer faseroptischen Anordnung zur
Leitung des Anregungslichtes in die Polymerschicht M und zur Leitung des Emissionslichtes zum Photode-
tektor M, sowie einer Einrichtung zur elektronischen Signalverarbeitung (nicht dargestelit). Anregungsseitig
wurde ein Interferenzfilter (Peak-Transmission bei 480 nm) und emissionsseitig ein 520 nm cut-off
Kantenfilter verwendet.

Die in der Fig. E dargestelite Kurve stellt somit eine pH-Titrationskurve dar.

3.2. Figur F: 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-Derivat (allgemeine Formel I, mit R, = -(CH;)-
Morpholino als pH-sensitiver, ionophorer Rest; R1, Rs, R. und Rs = Methyl;, R; und Rs = H)

Es wurde das in Figur E dargestelite Beispiel wiederholt, auBer daB das oben genannte Morpholino-
Derivat eingesetzt und bei anderen pH-Werten gemessen wurde.

3.3. Figur G: 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-Derivat (aligemeine Formel I, mit R; = 4-Hydroxyphe-
nyl als pH-sensitiver, ionophorer Rest; R, , Rs, Rs und Rg = Methyl; R, und Rs = -COO0-CHz-CH;-CHs)

Es wurde das in Figur E dargestelite Beispiel wiederholt, auBer daB das oben genannte Hydroxyphenyl-
Derivat eingesetzt und bei anderen pH-Werten gemessen wurde.

3.4. Figur H: 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-Derivat (allgemeine Formel I, mit R; = Aza-Krone als
Na*-sensitiver, ionophorer Rest; Ry, R, Rsund Rs = H; Ry und R, = -CH2-CH,-COO0-)

Das oben genannte Derivat wurde als Na*-Indikator in einem Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aminome-
than/HCI; pH:7,4) in einer Konzentration Von 2x10°5 mol/ geldst. Aliquoten dieser L&sung wurden
unterschiedliche Mengen an NaCl zugesetzt, um Natriumionen-Konzentrationen von 0, 23, 48, 102, 168, 214
und 1345 mmol/l Na zu erhalten.

Die Anregungs/Emissionsspektren wurden jeweils mittels eines handelsiiblichen Spektrofluorometers
bestimmt.

3.5. Figur 1 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-Derivat (allgemeine Formel |, mit R; = Aza-Krone als
Na*-sensitiver, ionophorer Rest; R, R:,Rsund R; = H; R, und Ry = -CHz-CHz-COO-NH-Polymer)

Mit der oben genannten Verbindung wurde gemaB obigem Verfahren eine Sensorscheibe mit einer
Na*-sensitiven Schicht hergestellt, wobei der Na*-Indikator auf Aminocellulose kovalent immobilisiert wurde.

Die Figur I zeigt die relative Lumineszenzintensitit (Ordinate) in AbhZngigkeit von der Natriumionenkon-
zentration (fogarithmische Skala).

Das MeBmedium war 30 mmol/l Tris/HCI-Puffer, CO,-frei; pH: 7,4; 37°C.

3.6. Figur J: 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indazen-Derivat (aligemeine Formel I, mit R; = Kryptand als
K*-sensitiver, ionophorer Rest; R,, Rs, Rs und Re = H;Ry und Ry = -CH;-CHz-COO-NH-Polymer)

Die Figur J wurde analog Figur F erhalten, wobei jedoch anstelle des Na*-Indikators der angegebene
K*-Indikator eingesetzt wurde und die Lumineszenzintensitédt in Abh3ngigkeit von verschiedenen Kaliumio-
nen-Konzentrationen; Abszisse logarithmische Skala) in Gegenwart von 0,145 mol/l NaCl gemessen wurde.

Patentanspriiche

1. Verbindung der aligemeinen Formel |

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 405 461 B

()

in welcher eine der Gruppen Ri:, Rz, Rs, R, Rs, Re und R; flir einen ionophoren Rest steht und die
tibrigen Gruppen jeweils voneinander unabhéngig Wasserstoff, eine lipophile oder hydrophile Gruppe
oder eine reaktive Gruppe zur Kopplung an ein Polymer oder ein Biomolekil sind, oder Rz zusammen
mit Rs ein aromatisches Ringsystem bildet und Rs zusammen mit Rs ein aromatisches Ringsystem
bildet.

Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 R; flir den ionophoren Rest steht und
R; und Re voneinander unabhiingig flir Wasserstoff oder Methyl stehen.

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Reste Ry und R
fiir eine lipophile Gruppe, insbesondere jeweils firr tert. Butyl, stehen.

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der ionophore Rest ein
Diaza-Kryptand der aligemeinen Formel |l

o

W) o
o

worin 0 und p unabhingig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeuten,
oder ein Monoaza-Kronenether der allgemeinen Formel Il

~
G D
K/N\)molrc"'s (III)

S

worin r und s unabhingig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeuten,
oder einer der folgenden Reste
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H3C . _CHy

CH w7

0 )
Y O

mit Rg = Alkyl mit 1-20 C-Atomen,
ist.

Diaza-Kryptand nach Anspruch 4 zur Bestimmung von Lithiumionen, dadurch gekennzeichnet, daB o
und p die Zahlen 0 bzw. 0 bedeuten.

Diaza-Kryptand nach Anspruch 4 zur Bestimmung von Natriumionen, dadurch gekennzeichnet, daB o
und p die Zahlen 0 bzw. 1 bedeuten, oder die Zahlen 1 bzw. 0 bedeuten.

Diaza-Kryptand nach Anspruch 4 zur Bestimmung von Kaliumionen, dadurch gekennzeichnet, daB o
und p die Zahlen 1 bzw. 1 bedeuten.

Monoaza-Kronenether nach Anspruch 4 zur Bestimmung von Natriumionen, dadurch gekennzeichnet,
daB r und s die Zahlen 1 bzw. 0 bedeuten.

Monoaza-Kronenether nach Anspruch 4 zur Bestimmung von Kaliumionen, dadurch gekennzeichnet,
daB r und s die Zahlen 2 bzw. 1 bedeuten.

Hiezu 8 Blatt Zeichnungen
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