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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Curcumin

1.1.1 Vorkommen und Gewinnung

Curcumin und naturlich vorkommende Curcuminoide sind die wohl auffalligsten,
arzneilich wie auch industriell bedeutendsten und daher auch namengebenden
Inhaltsstoffe der Gelbwurzel, Curcuma domestica Val. (Curcuma longa L.) bzw. der
Javanischen Gelbwurzel, Curcuma xanthorrhiza Roxb. Beide Pflanzen gehoren
systematisch zu den Ingwergewachsen (Fam. Zingiberaceae).

Sowohl C. domestica wie auch C. xanthorrhiza gelten in ihrer Heimat als Kultur-
pflanze und werden in industriellem Malstab gezuchtet. Wahrend C. domestica
uberwiegend in Indien angebaut wird, wird C. xanthorrhiza bei ahnlicher Kultivierung
in Indonesien angebaut, mit Schwerpunkt Java. Bei uns ist, von Curcuma-Hybriden
abgesehen, die mittlerweile im Gartenfachhandel zu erwerben sind, nur die
pflanzliche Droge bekannt. Sie besteht aus dem getrockneten, zerkleinerten Rhizom,
welches nach dem Welken der Blatter geerntet und zumeist an Ort und Stelle
gebriht oder kurz abgekocht wird. Die gepulverte Droge, die in ihrer Heimat Turmeric
genannt wird, findet traditionell nicht nur als Heilmittel, sondern vor allem auch fur die
Zubereitung von Speisen und bei religidsen Zeremonien Verwendung.

Neben den Curcuminoiden enthalten beide Curcuma-Arten ein Uberwiegend aus
Sesquiterpenen bestehendes &atherisches Ol, wobei sich Gehalt und Zusammen-
setzung deutlich unterscheiden. Wahrend C. xanthorrhiza 3-12 % &therisches Ol ent-
halt, sind es bei C. domestica 2-7 % (Wichtl, 2002). Der hohere Gehalt an
atherischem Ol steht moglicherweise in Zusammenhang mit der zeitweise erhdhten
arzneilichen Bedeutung von C. xanthorriza. Das in der letzteren Pflanze im
Gegensatz zu C. domestica vorkommende Xanthorrizol ist aulerdem ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal fur die Analytik beider Pflanzen.

Der Begriff Curcumin steht in der Literatur sowohl fur die Reinsubstanz 6 als auch fur
das in der Pflanze vorkommende Gemisch aus Curcumin 6, Desmethoxycurcumin
und Bisdesmethoxycurcumin 4 (Abb 1.1). Im folgenden ist mit dem Begriff Curcumin
immer die Reinsubstanz 6 gemeint. Bezlglich des Gehalts an Curcuminoiden
unterscheiden sich wiederum beide Arten. C. domestica enthalt mit 3-5 % deutlich

mehr von diesen typischen Farbstoffen als C. xanthorrhiza mi 0,8-2 % (Wichtl, 2002).



2 Einleitung

Hieraus laldt sich ableiten, da® C. domestica Uberwiegend zur Zubereitung von
Gewdurzmischungen (Currypulver) und zur industriellen Farbstoffgewinnung dient.

Neben den bereits erwahnten Curcuminoiden konnten zahlreiche weitere, ahnlich
aufgebaute Verbindungen aus Curcuma-Arten oder anderen Zingiberaceen isoliert

werden, von denen einige in Abb 1.1 abgebildet sind.
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Abb. 1.1: Hauptcurcumine aus Curcuma domestica und C. xanthorrhiza sowie

weitere Inhaltsstoffe aus Curcuma-Arten und Zingiberaceen (" Hansel, 1997; 2 Kiuchi
et al., 1993)

1.1.2 Pharmakodynamik und Pharmakokinetik

Die Urspriinge der Anwendung von Curcuma, insbesondere von C. xanthorrhiza, als
Heilmittel liegen tausende von Jahren zurtuck (Wichtl, 1991). Im Rahmen der sog.
Signaturenlehre, bei der Heilpflanzen nach Form, Farbe, Geruch und Geschmack

bestimmten Organen zugeordnet und aus Ubereinstimmungen gezielte Heilkrafte
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abgeleitet werden, wurde Curcuma, wohl aufgrund der gelben Farbe der Droge,
bereits mit Galleleiden in Beziehung gesetzt (Hansel, 1997).

Zur Resorption und Biotransformation von Curcumin 6 liegen mehrere
Veroffentlichungen vor. Nach peroraler Verabreichung an Ratten wird ein Groliteil
unverandert mit dem Faces ausgeschieden (40-75 %), ein geringer Teil (0-6 %)
erscheint im Urin. Im Blut ist Curcumin nicht nachzuweisen. Nach intraperitonealer
Gabe finden sich 73 % der verabreichten Dosis im Faces, 11 % findet man in der
Galle. Eine Erklarung fuar die unvollstandige Wiederfindung der verabreichten
Curcuminmenge konnte darin liegen, dal® Curcumin nach Absorption im Darm bereits

in der Darmwand biotransformiert wird (Ammon und Wahl, 1991).

" / \
o o 0} OH
H,CO l _— OCH, H,CO OCH,
® L, O ®
HO OH ? HO OH
Tetrahydrocurcumin Hexahydrocurcumin

]

Glucuronid (52 %) H CO:©/\/H\ Glucuronid (44 %)
8 OH
HO

Dihydroferulasaure

|

Glucuronid (4 %)

Abb. 1.2: Biotransformation des Curcumins 6 nach i.v.-Applikation (Hansel, 1997)

Eine Untersuchung der biliar ausgeschiedenen Metabolite in Ratten nach
intravenoser Gabe zeigt, dal® 95 % der Metabolite glucuronidiert sind. Eine genauere
Identifizierung ergibt, dal3 es sich bei 52 % um Konjugate von Tetra- und bei 44 %
um  Konjugate von  Hexahydrocurcumin  handelt.  Aullerdem  konnte
Dihydroferulasaure als Metabolit identifiziert werden (Holder et al., 1978). Die qualita-
tive Analyse der nach intraperitonealer Gabe in Mausen auftretenden Metabolite

ergibt Curcumin-, Dihydrocurcumin- und Tetrahydrocurcuminglucuronide sowie nicht-
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konjugiertes Tetrahydrocurcumin als Hauptbestandteile (Pan et al., 1999; Lin et al.,
2000).

Arzneilich sind sowohl die beiden Arzneipflanzen als auch Einzelkomponenten, hier
in der Hauptsache das &therische Ol und die Curcuminoide, in umfassender Weise
beschrieben worden (Ammon und Wahl, 1991; Maiwald und Schwantes, 1991). Hier
soll insbesondere auf gezielte Erkenntnisse zur Pharmakodynamik und Pharmakoki-
netik von Curcumin 6 und Curcuminoiden eingegangen werden. Es sei bereits
angemerkt, dal} in der Literatur haufig nach wie vor der Begriff Curcumin im Sinne
des naturlichen Substanzgemisches aus Curcumin 6, Desmethoxycurcumin und
Bisdesmethoxycurcumin 4 verwendet wird oder aber von kauflich erworbenem
Curcumin die Rede ist. Auch bei letzterem handelt es sich nicht zwangslaufig um die
Reinsubstanz 6, wie vorangegangene Untersuchungen bereits belegen konnten
(Konig, 1993; Mamero, 1997).

Curcuma wird seit langem eine cholagoge Wirkung zugeschrieben. Dabei sind
sowohl choleretische (die Gallensekretion steigernde) als auch cholekinetische (die
Gallenblasenentleerung fordernde) Eigenschaften gut belegt. Zudem werden nach
wie vor dem in C. domestica enthaltenen Bisdesmethoxycurcumin 4 Cholerese-
hemmende Eigenschaften zugeschrieben. Dies ist jedoch auf eine einzige Quelle
zurtckzufuhren, in der an jeweils drei Versuchstieren die galletreibende Wirkung von
Curcumin 6, Bisdesmethoxycurcumin 4 wund einer Mischung (1:1) beider
Verbindungen untersucht wurde (Jentzsch et al., 1959). Neuere Studien, in denen
die Experimente verifiziert werden sollten, kommen zu einem anderen Ergebnis,
wonach alle drei natirlich vorkommenden Hauptcurcumine in etwa derselben Weise
choleretisch wirksam sind (Siegers et al.,, 1997; Deters et al., 1999). Im
Zusammenhang mit der cholagogen Wirkung wurde auch der Einflud von Curcumin
6 auf Cyclosporin-induzierte Veranderungen der Gallentatigkeit untersucht. Es
konnte gezeigt werden, daf® 30 min nach Cyclosporin-Gabe intravends verabreichtes
Curcumin 6 den durch Cyclosporin verursachten reduzierten Gallenfluy und die
reduzierte Ausscheidung von Bilirubin und Cholesterol wieder erhohen kann, und
dal} praventiv verabreichtes Curcumin 6 die hemmende Wirkung von Cyclosporin auf
den Gallenflu und die Bilirubinausscheidung unterdriicken kann. Der Effekt von
Cyclosporin auf die Cholesterol-Ausscheidung wird dabei nicht unterdrickt (Deters et
al., 2000).
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Die antiinflammatorische Wirkung von Curcumin ist vielfach untersucht worden. Eine
detaillierte Untersuchung einer indischen Arbeitsgruppe konnte zeigen, dal
Curcumin 6 nach peroraler Gabe bei dem Carrageenin-induzierten Odem-Test als
Modell fur einen akuten Entzindungsprozeld in Mausen und Ratten einen
antiinflammatorischen Effekt besitzt (Srimal und Dhawan, 1973). Mit demselben
Modell wurde auch die Wirkung von lokal injiziertem Curcumin untersucht. Auch
hierbei zeigt Curcumin 6 einen antiinflammatorischen Effekt (Mukhopadhyay et al.,
1982). Beide Arbeitsgruppen untersuchten auch den antiinflammatorischen Effekt
von Curcumin 6 in Modellen fiur ein chronisches Entzundungsgeschehen (,granuloma
pouch®- und ,cotton pellet“-Modell). Demnach erweist sich die Substanz als etwa
halb so wirksam wie Phenylbutazon (Srimal und Dhawan, 1973). Als
Wirkmechanismus wird ein Zusammenwirken mit endogenen kortikoidalen Steroiden
postuliert, da gezeigt werden konnte, dal® Curcumin 6 in adrenalektomisierten Ratten
einen geringeren Effekt besitzt. Neuere Untersuchungen bringen die
antiinflammatorische Wirkung von Curcumin 6 in Zusammenhang mit dem
Arachidonsaurestoffwechsel. Sowohl eine Hemmung der COX-2-Transkription in mit
Gallensauren und Phorbolestern behandelten humanen gastrointenstinalen
Epithelzellen (Zhang et al., 1999) als auch eine Hemmung der enzymkatalysierten
Oxidation von Mizell-gebundenen Lipiden durch LOX-1 (Began et al., 1998) ist
beschrieben. Als weiterer antiinflammatorischer Effekt wurde die blockierende
Wirkung von Curcumin 6 auf die Cytokin-vermittelte NF-xB Aktivierung und die
Expression von proinflammatorischen Genen untersucht (Jobin et al., 1999).

Zahlreiche aktuelle Studien befassen sich mit den antikanzerogenen Eigenschaften
von Curcumin 6. In menschlichen leukamischen Zellen (HL-60 Zellen) induziert die
Substanz eine Apoptose, vermutlich im Zusammenhang mit reaktiven Sauerstoff-
spezies und der Beeinflussung von antiapoptotischen Proteinen (Kuo et al., 1996).
Uber eine Hemmung der Cyclooxygenase-2 (COX-2), die in Krebszellen haufig
verstarkt exprimiert wird, kann Curcumin 6 als chemopraventives Agens bei
Dickdarmkrebs fungieren (Goel et al., 2001). Ein groRer Vorteil von Curcumin 6 fur
diese Indikation konnte in seiner niedrigen Resorptionsrate und dem damit
verbundenen erhohten Auftreten von nicht metabolisiertem Curcumin im Dickdarm
liegen (lreson et al., 2001). Curcumin-Analoga (z.B. 5-Hydroxy-1,7-bis(3,4-
dimethoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on) (Abb. 1.3) zeigen erstaunlich grolke
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antagonistische Effekte am Androgenrezeptor von Prostatakrebs-Zellinien und sind

somit potentielle Agentien gegen Prostatakrebs (Ohtsu et al., 2002).

H

AN

o)
H,CO l N | N ! OCH,
H,CO OCH,
Abb. 1.3: Strukturformel des Curcumin-Analogon 5-Hydroxy-1,7-bis(3,4-dimethoxy-
phenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (s. Text)

Ein weiteres sehr aktuelles Forschungsgebiet ist die Untersuchung von Curcumin 6
im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer. Dabei konnte gezeigt werden, dal}
Curcumin 6 oxidative Schaden in Alzheimer-transgenen Mausen reduziert und Zellen
vor B-Amyloid-Ablagerungen schutzen kann (Lim et al., 2001; Park und Kim, 2002).
Sowohl fur die Effekte im Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit als auch fur
die antiinflammatorischen und antikanzerogenen Eigenschaften von Curcumin 6
scheinen bei der Mehrzahl der Untersuchungen die antioxidativen Eigenschaften
dieser Verbindung verantwortlich zu sein. Auf eine detaillierte Erorterung der
antioxidativen Prozesse soll im Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen werden, es
sollen aber die aktuellen Erkenntnisse kurz zusammengefal3t werden.

Durch eine Untersuchung zur Hemmung der Lipidperoxidation von mehrfach
ungesittigten Fettsduren durch Ascorbinsdure/Fe?* konnte gezeigt werden, daR
Curcumin 6 in einer Konzentration von 25 uM die Lipidperoxidation zu 50 % hemmt
und damit ahnlich potent ist wie bekannte chemische Antioxidantien, z.B. -
Butylhydroxytoluol (BHT) und t-Butylhydroxyanisol (BHA). Als mdglicher
Mechanismus dieser Hemmung wird eine Chelatisierung von Fe?* durch die Diketo-
Gruppe und einer damit verbundenen Hemmung einer Hydroxylradikal-Bildung,
analog der antioxidativen Wirkung der Kaffeesaure, vermutet (Pulla Reddy und
Lokesh, 1992). Rajakumar und Rao, die ebenfalls die Hemmung der durch
Ascorbinsaure/Fe?* vermittelten Lipidperoxidation untersuchten, widersprechen
dieser Theorie und machen die Phenolstruktur des Curcumins fur den antioxidativen
Effekt verantwortlich. Die phenolische Hydroxylgruppe reagiert dabei mit freien
Radikalen unter Bildung eines Phenoxyradikals, was durch den elektronenliefernden

Methoxysubstituenten im Ring und die Moglichkeit der Konjugation mit den
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Doppelbindungen der Alkylkette noch verstarkt wird (Rajakumar und Rao, 1994).
Uber eine Reaktion mit dem Methylradikal konnte gezeigt werden, da Curcumin 6
aus der Diketo-Form heraus als bemerkenswert starker H-Atom-Lieferant reagieren
und somit antioxidativ wirken kann, wobei die zentrale Methylengruppe des Molekdls
als reaktiver Bereich fungiert (Jovanovicz et al., 1999). Uber einen Vergleich der
Hemmung der Lipidperoxidation und der Radikalfangereigenschaften von Curcumin
6 und einer Reihe von am Ringsystem substituierten Derivaten konnten Struktur-
Aktivitats-Beziehungen flr die antioxidativen Effekte dieser Verbindungen aufgestellt
werden. Dabei erwiesen sich die phenolischen Analoga als wesentlich aktiver als die
nicht-phenolischen, von denen einige keine Aktivitdt zeigten. Die hochste
antioxidative Aktivitat wurde durch die Einfuhrung einer zweiten Methoxygruppe in
ortho-Position beider Ringe des Curcumins erreicht, die Uber der von Standard-
Antioxidantien wie a-Tocopherol lag (Venkatesan und Rao, 2000). Diese und weitere
Erkenntnisse legen den Verdacht nahe, daf in den antioxidativen Eigenschaften von
Curcumin 6 eine Reihe von pharmakologischen Effekten begrundet sind.
Toxikologische Untersuchungen an Ratten konnten bei peroraler Gabe von bis zu
5g/kg Curcumin keine akute Toxizitat der Substanz nachweisen (Wahlstrom und
Blennow, 1978). Die Gabe der 1,25- bis 125-fachen Dosis der normalerweise von
Menschen konsumierten Menge Curcumin 6 an Ratten zeigte keine Effekte bezuglich
Wachstum, Erythrozyten- und Leukozytenzahl oder der Spiegel von
Blutbestandteilen wie Hamoglobin, Albumin, Globulin, Serumaminotransferase oder
alkalischer Phosphatase (Sambaiah et al., 1982). Dagegen zeigen sich ausgepragte
phototoxische Effekte von Curcumin gegen verschiedene Bakterienarten, aber auch
gegenuber Saugetierzellen (Dahl et al., 1994).

Trotz der Vielzahl der Studien tUber Curcumin steht eine Zunahme der Bedeutung
dieser Substanz als Phytotherapeutikum weiter aus. In der Roten Liste 2002 sind 5
Mono- und 14 Kombinationspraparate, zumeist mit Schollkraut, Pfefferminzblattern
oder Artischocke fur die Indikationsgebiete Choloagoga und Gallenwegstherapeutika
aufgefuhrt. Im DAC 2001 ist eine Monographie fir Curcumawurzelstock, im Europai-

schen Arzneibuch 2002 eine Monographie fur Javanische Gelbwurz aufgefluhrt.

1.1.3 Photochemische und photophysikalische Eigenschaften
Ebenso wie die Verwendung von Curcuma als Arzneidroge hat auch die Verwendung

als Farbstoff eine sehr lange Tradition. So wurde bereits von Marco Polo die
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Curcuma-Droge als wichtiger Ersatz fur den wesentlich teureren Safran erkannt
(Hansel, 1991). Wahrend Curcuminoide in der Textilfaroung aufgrund ihrer
Lichtempfindlichkeit weitestgehend von synthetischen Farbstoffen verdrangt wurden,
werden sie zur Farbung von Lebensmitteln nach wie vor eingesetzt. In der fur die
Bundesrepublik Deutschland geltenden Zusatzstoff-Zulassungsverordnung vom
29.01.1998 sowie in der fur die Europaische Gemeinschaft geltenden Richtlinie
94/36/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 30.06.1994 Uber
Farbstoffe, die in Lebensmitteln verwendet werden durfen, ist ,Kurkumin“ unter der
EWG-Nummer E 100 als Lebensmittel-Farbstoff zugelassen. Dabei wird auf
Angaben bezlglich Verunreinigungen oder Nebenbestandteilen verzichtet. Offen
bleibt auch, ob es sich bei E 100 um Curcumin im Sinne der Reinsubstanz 6 oder um
das bei der Extraktion aus der Droge erhaltene Gemisch von Curcumin 6,
Desmethoxycurcumin und Bisdesmethoxycurcumin 4 handelt.

Die auffallige Abhangigkeit der spektralen und photochemischen Eigenschaften von
der unmittelbaren Umgebung (Lésungsmittel, Makromolekile u.a.) von Curcumin 6
ist vielfach untersucht worden. Werden z.B. Zellen aus dem Blut von Huhnern mit
einer walrigen, nicht fluoreszierenden Curcumin-Losung behandelt, so ist eine
anschlieBende grunliche Fluoreszenz des in den Zellkernen enthaltenen Chromatins
wahrnehmbar, wobei eine Bindung von Curcumin 6 an die DNA des Chromatins
angenommen wird (Stockert et al., 1989). Curcumin in Gegenwart von
Phosphatidylcholin(PC)-Mizellen zeigt ein charakteristisches Fluoreszenzmaximum
bei 490 nm (Began et al., 1998). Weitergehende Untersuchungen mit PC-Mizellen
konnten zeigen, dall Absorption und Fluoreszenzintensitat einer konstanten
Curcuminmenge mit steigender PC-Konzentration bis zu einem Sattigungswert
zunehmen. Aufgrund der relativ starken Blauverschiebung des Emissionsmaximums
in Gegenwart von PC-Mizellen wird eine Bindung in den hydrophoben Bereichen der
Mizellen angenommen (Began et al, 1999). In einer Untersuchung zur
Wechselwirkung von Curcumin 6 mit humanem Serumalbumin konnte gezeigt
werden, dal} die Fluoreszenz des Proteins von Curcumin 6 konzentrationsabhangig
geldscht wird (Pulla Reddy et al., 1999). Wird Curcumin 6 mit steigenden Mengen
von B-Cyclodextrin (B-CD) versetzt, so steigt die Absorption von Curcumin 6
konzentrationsabhangig an, wobei das Absorptionsmaximum von 426 nm ohne 3-CD

nach 431 nm mit B-CD leicht rotverschoben wird. Als Grund fir die Verschiebung
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wird eine partielle Abschirmung der anregbaren Elektronen bzw. des gesamten
Chromophors im Curcumin-B-CD-Komplex angenommen (Tang et al., 2002).

Die Abhangigkeit der Emissionsspektren des Curcumins 6 von Lésungsmitteleigen-
schaften wie Dielektrizitatskonstante e und Fahigkeit zur Ausbildung von H-
Bruckenbindungen ist erstmals von Diaz und Peinado beschrieben, aber nicht weiter
erortert worden. Die Autoren stellen fest, da® das Emissionsmaximum beim Wechsel
von relativ unpolaren Losungsmitteln wie Dioxan (e = 2,21 bei 25 °C) zu polaren
L6sungsmitteln wie n-Butanol (e = 17,1 bei 25 °C) rotverschoben wird, konnen aber
weder eine allgemeine Korrelation zwischen Ldsungsmittelpolaritat und
Emissionsmaximum noch zwischen Lésungsmittelpolaritat und Fluoreszenzintensitat
erkennen (Diaz und Peinado, 1992). Die Bedeutung der intramolekularen
Wasserstoffbrickenbindung in der Keto-Enol-Form des Curcumins 6 fur das
spektrale Verhalten der Verbindung konnte durch einen Vergleich mit sog. halben
Curcumin (4-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-buten-2-on; hC) (Abb. 1.4) unter-
strichen werden. Die Fluoreszenzquantenausbeuten und die Verschiebung der
Emissionsspektren in Anhangigkeit von der Losungsmittelpolaritat fir hC sind um ein

bis zwei Grolkenordnungen kleiner als bei Curcumin 6 (Chignell et al., 1994).

O

H.CO
3 X CH

HO
4-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-buten-2-on

Abb. 1.4: , Halbes Curcumin® (hC)

Es konnte auch gezeigt werden, dal® das photochemische Verhalten in bezug auf die
Bildung von Singulett-Sauerstoff und anderen reaktiven Sauerstoffspezies von den
polaren und protischen Eigenschaften des Ldsungsmittels bzw. der unmittelbaren
Umgebung (z.B. Zellmembranen) abhangt (Dahl et al., 1994). Genauere
Informationen Uber das intra- und intermolekulare Wasserstoffbindungsvermogen
von naturlich vorkommenden und einigen synthetischen Derivaten lieferten
Tennesen et al. durch Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften in
einer Vielzahl von organischen Ldésungsmitteln. Demnach nimmt die Keto-Enol-

Struktur nicht oder nur schwach an der Bildung von intermolekularen
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Wasserstoffbindungen teil, allerdings begunstigt eine starke intramolekulare
Wasserstoffbindung in der Keto-Enol-Struktur die Fluoreszenz. Die Untersuchungen
ergaben aullerdem, dall die phenolischen Gruppen im Curcumin 6 Akzeptor-
Eigenschaften der Waserstoffbindungen zeigen, die des Bisdesmethoxycurcumins 4
hingegen als Donor fur Wasserstoffbindungen auftreten (Tennesen et al., 1995). Die
Solvatochromiedaten fur Curcumin 6 wurden auch verwendet, um die Differenz der
Dipolmomente zwischen Grund- und erstem angeregten Zustand Ay zu berechnen
(Khopde et al., 2000). Fur Curcumin wurde eine Differenz Ay von 6,1 Debye
gefunden, was auf eine starke intramolekulare Ladungsubertragung im angeregten
Zustand hindeutet. Mit Hilfe von zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessungen gelang es
der gleichen Arbeitsgruppe, Fluoreszenzlebensdauern sowohl fur die Keto-Enol-
Form (50-350 ps) als auch fur die Diketo-Form (500-1180 ps) zu bestimmen.

1.2 Fluoreszenzsonden

1.2.1 Allgemeines

Die Fluoreszenztechnik ist seit langem als empfindliche und vielfaltig einsetzbare
Untersuchungsmethode fur das Verstandnis von biologisch-chemischen Vorgangen
bekannt, da innerhalb der Lebensdauer des angeregten Zustandes eine Vielzahl von
chemischen und physikalischen Wechselwirkungen stattfinden kénnen, ehe es zur
Emission von Fluoreszenzlicht kommt. Diese sind z.B. Molekulrotationen, Lésungs-
mittelumorientierung, Komplexbildung, Protonen-Transfer oder Transfer der Energie
des angeregten Zustandes auf einen anderen Chromophor.

Zahlreiche Verfahren wurden entwickelt, die die Eigenfluoreszenz von Proteinen
analytisch ausnutzen, welche durch die fluoreszierenden aromatischen Aminosauren
zustande kommt, so z.B. die Verfolgung der bathochromen Verschiebung der
Tryptophan-Fluoreszenz als Folge der Assoziation eines Proteins mit Membranen
oder die Bestimmung der Rotationskorrelationszeiten von Proteinen durch Messung
der zeitabhangigen Fluoreszenz-Depolarisation der Tryptophan-Reste (Galla, 1988).
Als Nachteil dieser Untersuchungsmethoden merkt Stryer an, dal die Natur nicht
immer den richtigen Chromophor an der richtigen Stelle eines Proteins vorgesehen
hat (Stryer, 1968). Daher war die Entwicklung neuer Methoden erforderlich, die auf
einer nachtraglichen kovalenten Bindung von Reagenzien an Makromolekile und

somit einer gezielten Fluoreszenzmarkierung beruhen (Kanaoka, 1977). Daruber
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hinaus spielten auch Fluorophore, die sich durch eine nicht-kovalente Bindung an
Makromolekulle auszeichnen, eine immer grolRere Rolle. Fur diese Moleklle wurde
der Begriff der Fluoreszenzsonden  gepragt. Definitionsgemall  sind
Fluoreszenzsonden Verbindungen, die als Ergebnis einer nicht-kovalenten
Wechselwirkung mit einem Protein oder einem anderen Makromolekul einer
Veranderung in einer oder mehreren Fluoreszenzeigenschaften unterliegen
(Edelmann und McClure, 1968).

Einige spektroskopische Charakteristika solcher Sonden, wie z.B. die Fluoreszenz-
quantenausbeute oder Form, Intensitat und Lage des Emissionsmaximums, sind
stark abhangig von den Lésungsmittelbedingungen oder der lokalen Umgebung von
Makromolekllen, an die die Sonden binden. Auf solche umgebungssensitiven
Fluoreszenzsonden (Polaritatssonden) soll im folgenden eingegangen werden. Da es
sich bei diesen Verbindungen in der Regel um Donor-Akzeptor-Farbstoffe handelt,
die sich dadurch auszeichnen, dal} als Folge der Lichtanregung des chromophoren
Systems ein Elektronenibergang vom Donor zum Akzeptor stattfindet, sollen
zunachst Solvatochromieeffekte als spezielle Eigenschaft dieser Verbindungen naher
erlautert werden. AnschlieBend werden einige konkrete Anwendungsbeispiele

anhand bekannter Fluoreszenzsonden vorgestellt.

1.2.2 Solvatochromie

Werden Absorptionsspektren von Farbstoffen in Losungsmitteln unterschiedlicher
Polaritat aufgenommen, so kann in Abhangigkeit von der Losungsmittelpolaritat eine
Veranderung der Lage, Intensitat und/oder Gestalt der Absorptionsbande beobachtet
werden. Bei diesem als Solvatochromie bezeichneten Effekt unterscheidet man
zwischen positiver und negativer Solvatochromie.

Bei der positiven Solvatochromie wird die Absorptionsbande mit steigender
Losungsmittelpolaritat bathochrom, d.h. zu grofieren Wellenlangen, bei der negativen
Solvatochromie hypsochrom, d.h. zu kleineren Wellenlangen verschoben. Die
Erh6hung der Losungsmittelpolaritat wirkt sich auf = — =#n*- und auf n —» =n*-
Ubergéange verschieden aus (Abb. 1.5). Uber die Polarisierbarkeit des

Losungsmittels wird der Zustand mit dem grofdten Dipolmoment stabilisiert. Das
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Abb. 1.5: Unterschiedlicher EinfluB der Losungsmittelpolaritiat auf 1 — =n*- und auf
n - n*-Uberginge und auf die energetische Lage der Molekiilorbitale

bedeutet, dal® der n*-Zustand im polaren Medium energetisch starker abgesenkt wird
als der n-Zustand und der n — n*-Ubergang durch einen geringeren Energie-
unterschied gekennzeichnet ist (bathochrome Verschiebung).

Die Losungsmittelmoleklle besitzen aber auch ein permanentes Dipolmoment, so
dald die Elektronen aus den nichtbindenden Orbitalen des geldsten Molekils eine
starke Wechselwirkung mit einem polaren Losungsmittelmolekul eingehen. In diesem
Fall ist die energetische Absenkung des n-Zustandes starker als die des =*-
Zustandes, so dal} der Energieunterschied zwischen n und =n* im polaren Medium
grolder wird (hypsochrome Verschiebung).

Bei der Fluoreszenzemission ist haufig zu beobachten, dal} der Zustand, von dem
ein Photon emittiert wird, von dem Franck-Condon-Zustand S energetisch abweicht.
Dies ist neben dem Effekt der Schwingungsrelaxation im wesentlichen auf die sog.
Losungsmittelrelaxation zurickzufuhren (Abb. 1.6).

Nach dem Franck-Condon-Prinzip erfolgt die Absorption eines Photons wesentlich
schneller (~ 10" s) als die Bewegung eines Kerns (~107"° s). Durch die
Umorientierung von Elektronen aufgrund der Lichtabsorption kommt es zu einer
spontanen Anderung des Dipolmomentes. Die meisten umgebungssensitiven
Fluoreszenzsonden unterliegen einer intramolekularen Ladungstbertragung, so dal}
in diesem Fall das Dipolmoment des angeregten Zustandes pe grofer ist als das
Dipolmoment des Grundzustandes p4. Als Folge der Anderung des Dipolmomentes

durch die Anregung kommt es neben der sog. Schwingungsrelaxation zu einer
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Reorganisation der Solvathulle (,Losungsmittelrelaxation®) (~10'1° s) und zu einem
Zustand geringerer Energie (S1°).
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Abb. 1.6: Darstellung des Effektes der Losungsmittelrelaxation auf Avsgies- So ist der
Grundzustand, S, ist der angeregte Franck-Condon-Zustand, S;‘ ist der angeregte
Zustand nach Umorientierung des Losungsmittels, S, der Grundzustand in der
umorientierten Solvathiille. F ist die Fluoreszenz ohne Lésungsmittelrelaxation, F* die
Fluoreszenz nach Losungsmittelrelaxation.

Geht nun das Molekul unter Emission eines Photons in den Grundzustand Sy’ Uber
(~10® s), so entspricht die Orientierung der Solvathiille noch der zuvor induzierten.
SchlieBlich gelangt das Molekll durch Schwingungsrelaxation und erneuter
Umorientierung der Losungsmittelmolekule in den urspringlichen Grundzustand Sp.
Die geschilderten Solvatationseffekte nehmen mit gro3er werdender Polaritat des
Lésungsmittels zu, so dal® die Differenz zwischen Absorptions- und
Emissionsmaximum wachst. Dieses Phanomen wurde erstmals 1852 von G.G.
Stokes beobachtet und beschrieben und wird daher als Stokes-Shift bezeichnet
(nach Lakowicz, 1983).

1.2.3 Umgebungssensitive Fluoreszenzsonden

~,Newton (...) nahm an, dal3 alle lumineszierenden Moleklile zwei Pole besitzen wie
die eines Magneten (...). Somit besitzen geméal3 diesem berliihmten Menschen alle
lumineszierenden Molekiile eine Polaritdt, und es ist diese Hypothese, die die
Bedeutung von Polarisationserscheinungen bei optischen Phdnomenen beschreibt.”
(Monge, Cassini, Bertholon et al., 1822, Encyclopédie Méthodique. Physique).

Diese schon sehr frih erkannte Eigenschaft von fluoreszierenden Molekulen trifft

insbesondere fur sog. umgebungssensitive Fluoreszenzsonden oder auch
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Polaritatssonden zu. Solche Verbindungen enthalten zwei funktionelle Gruppen, von
denen eine als Elektronen-Donator und die andere als Elektronen-Akzeptor fungiert.
Beide Gruppen sind Uber ein aromatisches System miteinander verbunden und
erzeugen einen maximalen Effekt, wenn sie so weit wie moglich voneinander entfernt
sind (Weber und Farris, 1979).

Eine der bekanntesten und am besten untersuchten Polaritatssonden ist 1,8-ANS (1-
Anilino-8-naphthalinsulfonat (Abb. 1.7) (Weber und Laurence, 1954). Es ist in
walrigen Losungen nicht fluoreszierend und fluoresziert stark in Losungsmitteln
geringer Polaritat. 1,8-ANS und sein Isomer 2,6-TNS (N-(p-Tolyl)-2-aminonaphthalin-
6-sulfonat) (Abb. 1.6) sind umfassend eingesetzt worden, um Proteine, biologische
Membranen und mizellare Systeme zu untersuchen. So konnte gezeigt werden, dal}
1,8-ANS stochiometrisch an einen spezifischen, apolaren Bereich im Apomyoglobin
bindet (Stryer, 1965). Verschiedene N-Arylaminonaphthalinsulfonate wurden
eingesetzt, um die Polaritat von Proteinbindungsbereichen quantitativ abschatzen zu
kbnnen (Turner und Brand, 1968; Macgregor und Weber, 1986).
Temperaturabhangige und zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen mit 1,8-ANS
wurden eingesetzt, um Informationen Uber die Reorientierung von Ldsungs-
mittelmolekilen und deren Einflu® auf die Absorptions- und Emissionsspektren von
Fluorophoren zu erhalten (Chakrabarti und Ware, 1971). Wechselwirkungen mit
Phospholipdvesikeln und die Zusammensetzung von Membranen wurden mit Hilfe
von 1,8-ANS untersucht (DeThoma et al., 1975; Slavik, 1982).

: "NH SO,
(I L
S{e

3

CH,

1,8-ANS 2,6-TNS

Abb. 1.7: 1,8-Anilinonaphthalinsulfonat (1,8-ANS) und N-(p-Tolyl)-2-aminonaphthalin-
6-sulfonat (2,6-TNS)

Eine herausragende Umgebungssensitivitat weist PRODAN (6-Propionyl-2-dimethyl-

aminonaphthalin) auf, welches von Weber und Farris entwickelt wurde und ein
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Paradebeispiel fur einen Donor-Akzeptor-Farbstoff darstellt (Abb. 1.8) (Weber und
Farris, 1979). Der Anstieg des Stokes-Shifts ist extrem grof3: von 4300 cm™ in
Cyclohexan bis 8640 cm” in Wasser. Dementsprechend umfangreich ist das
Einsatzgebiet dieser Verbindung fur die Untersuchung der Polaritat chemischer und
biologischer Systeme. PRODAN bildet einen Einschlullkomplex mit B-Cyclodextrin,
wobei sich das spektrale Verhalten von PRODAN kozentrationsabhangig, aber auch
druckabhangig verandert (Crane et al., 2002). In einer Suspension von
Phospholipidvesikeln bindet PRODAN an die hydrophoben Bereiche der
Doppelschicht und zeigt empfindliche Veranderungen des Fluoreszenzverhaltens bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Alkoholen (Rottenberg, 1992) oder Cholesterol
(Bondar und Rowe, 1999) in der Phospholipiddoppelschicht. Mit Hilfe von PRODAN
gelang es, die Oberflachenhydrophobizitat von Proteinen zu bestimmen (Alizadeh-
Pasdar und Li-Chan, 2000 und 2001), und es konnte die Polaritat der Warfarin-
Bindungsstelle in humanem Serumalbumin charakterisiert werden (Moreno et al.,
1999).

Der Grund fur die extreme Empfindlichkeit der Emissionsspektren gegenuber der
Umgebungspolaritat wird bisweilen kontrovers diskutiert. In dem Originalartikel von
Weber und Farris wurde die Differenz zwischen dem Dipolmoment im Grundzustand
und dem im angeregten Zustand (Au) uUber die Lippert-Beziehung (vgl. Kapitel 4, Gl.
4.1) ermittelt, mit ~ 20 D angegeben und als der Hauptgrund fur die
Umgebungssensitivitat angefuhrt. Neuberechnungen von Ay mehrerer voneinander
unabhangiger Arbeitsgruppen fuhrten zu einem wesentlich geringeren Wert von 5 - 7
D (Catalan et al.,, 1991; Samanta und Fessenden, 2000). Dieser eher moderate
Anstieg des Dipolmomentes im Zuge der Anregung kann nicht alleiniger Grund fur
die extreme Umgebungssensitivitat von PRODAN sein, so dall z.B. spezifischen
Losungsmitteleffekten wie Wasserstoffbrickenbindungen eine groRere Bedeutung

zugeschrieben werden muf3 (Valeur, 2002).
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0 R= -C,H, PRODAN

R R = ‘(CH2)10‘CH3 LAURDAN
H,C-.
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Abb 1.8: 6-Propionyl-2-dimethylaminonaphthalin (PRODAN) und die chemischen
Varianten 6-Lauroyl-2-dimethylaminonaphthalin (LAURDAN) und 4-(2-Dimethylamino-
6-naphthoyl)-cyclohexancarbonsaure (DANCA)

Neben PRODAN sind auch einige chemische Varianten dieser Verbindung als
Polaritatssonden eingesetzt worden. DANCA (4-(2-Dimethylamino-6-naphthoyl)-
cyclohexancarbonsaure) (Abb. 1.8) besitzt eine relativ hohe Affinitat zu
Apomyoglobin. Mit dieser Verbindung konnte die Polaritat der Hdm-Bindungstasche
des Apomyoglobins bestimmt werden (Macgregor und Weber, 1986). LAURDAN (6-
Lauroyl-2-dimethylaminonaphthalin) (Abb. 1.8) besitzt eine im Vergleich zu PRODAN
um neun Methylengruppen verlangerte Seitenkette und wurde daher insbesondere
fur Untersuchungen von Phospholipidvesikeln eingesetzt. Dabei konnte gezeigt
werden, dal} die spektralen Eigenschaften nicht von der Polaritat oder Ladung der
Kopfgruppen von Phospholipid-Bilayern, sondern von dem Phasenzustand dieser
Doppelschichten abhangen. Mit steigender Temperatur wird die Membran fluider und
es konnen geringfugig mehr Wassermolekile in den hydrophoben Bereich der
Membran eindringen. Dieser geringfigige Anstieg der Wasserkonzentration sorgt
jedoch fur eine deutliche Rotverschiebung des Emissionsmaximums von LAURDAN,
so dal das Phasenubergangsverhalten im Sinne einer veranderten Membranfluiditat
mit Hilfe dieser Fluoreszenzsonde verfolgt werden kann (Zeng und Chong, 1995;
Parasassi und Gratton, 1995; Krasnowska et al., 1998).

Es bleibt anzumerken, dal} die Polaritat eines Losungsmittels oder eines bestimmten
Bereiches eines Makromolekils nicht anhand eines einzelnen Parameters
abzuschatzen ist. Alle Arten von allgemeinen wie speziellen Losungsmitteleffekten
auf das geléste Molekil miissen in die Uberlegungen mit einflieBen. Es muR auch

und vor allem sichergestellt sein, dal® die Ldésungsmittelrelaxation vollstandig
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stattgefunden hat, ehe der angeregte Fluorophor durch Emission eines Photons in
den Grundzustand Ubergeht.

1.3 Fluoreszenzpolarisation

Bei Anregung mit linear polarisiertem Licht ist auch das von einem Fluorophor
emittierte Licht polarisiert. Diese Polarisation ist ein Ergebnis der Photoselektion von
Fluorophoren bezuglich ihrer Orientierung im Vergleich zur Polarisationsebene des
Anregungslichtes. Durch eine Vielzahl von Ereignissen kommt es zu einer mehr oder
minder starken Depolarisierung des emittierten Lichtes. Die Rotationsdiffusion eines
Fluorophors ist ein Hauptgrund dieser Depolarisation. Die Polarisations- oder auch
Anisotropiemessungen geben Aufschluld Uber die durchschnittliche Winkelverschie-
bung zwischen den elektronischen Feldstarkevektoren von Anregungs- und
Emissionsubergangsdipolmoment, die wahrend der Absorption und der nachfolgen-
den Emission eines Photons auftritt. Diese Winkelverschiebung hangt ab von der Ge-
schwindigkeit und dem Ausmald der Rotationsdiffusion wahrend der Lebensdauer
des angeregten Zustandes. Daraus folgt, dal} diese drehenden Bewegungen z.B.
von der Viskositat des Losungsmittels und der Grdélde und Gestalt des sich drehen-
den Objektes abhangen (Lakowicz, 1983).

Die Grundlagen der Fluoreszenzpolarisation wurden bereits 1926 von Perrin
erarbeitet und von Weber 1952 sowohl theoretisch als auch praktisch entscheidend
weiterentwickelt. Die Begriffe Polarisation und Anisotropie werden in der Literatur
gleichermalRen verwendet und umschreiben dasselbe Phanomen. Die physikalisch
sinnvollere Grol3e stellt allerdings die Anisotropie dar, da sie die Beitrage aller Polari-
sationsrichtungen der emittierten Strahlung berlcksichtigt (Schmidt, 2000).

Die Anisotropie r kann Uber die Perrin-Gleichung ausgedruckt werden:

oo Gl 1.1
1+ (7 /75)

Dabei stellt ry die intrinsische Anisotropie in Abwesenheit von Molekulrotation dar, t¢

steht fur die Fluoreszenzlebensdauer und tr beschreibt die Rotationskorrelationszeit.
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Aufgrund der Abhangigkeit der Anisotropie r von der Rotationskorrelationszeit ergibt
sich eine Vielzahl von Anwendungsmdglichkeiten der Fluoreszenzpolarisations-
messungen.

Die Fluoreszenzanisotropie wird mit einem herkdmmlichen Fluoreszenzspektrometer
gemessen, in dessen Anregungs- und Emissionsstrahlengange Polarisationsfilter
eingebracht werden konnen (Abb. 1.9). Dabei wird die MeRlésung mit mono-
chromatischer, vertikal polarisierter Strahlung einer definierten Wellenlange bestrahit.
Die von dem Fluoreszenzmarker emittierte Strahlung wird in vertikaler und in

horizontaler Polarisationsrichtung detektiert.

Polarisator z

Lichtquelle —— T
l X

Ivh

Polarisator I VY,

Detektor

Abb. 1.9: Darstellung der MeRBanordnung fiir Fluoreszenzanisotropiemessungen

Der Anisotropiewert r wird nach Einsetzen der Intensitaten lyy und lyy in Gl. 1.2 unter

Einbeziehung des Geratefaktors G (s. Gl. 1.3) ermittelt:

r= My~ -G Gl 1.2
2-1,, +1, -G

Der sogenannte G-Wert stellt das Empfindlichkeitsverhaltnis des Detektorsystems flr

vertikal und horizontal polarisierte Strahlung dar. Jedes System verfugt Uber einen

spezifischen, konstanten Wert, der vor Beginn der Messung bestimmt werden muf3:
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G:IH—V Gl. 1.3

Fir das Verstandnis der komplexen Theorie der Fluoreszenzpolarisationsmessungen
sei an dieser Stelle auf die umfangreiche Literatur verwiesen (Lakowicz, 1983;

Schmidt, 2000).
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2 Problemstellung

Ausgehend von den Erkenntnissen Uber die spektralen und photochemischen
Eigenschaften des naturlich vorkommenden Curcumins 6, insbesondere der
Empfindlichkeit der Emissionsspektren gegenlber seiner Umgebung, sollten im
Substitutionsmuster des Phenylrings variierende Curcuminoide dargestellt und
fluorimetrisch charakterisiert werden.

Aufgrund der bekannten Instabilitdt von Curcumin 6 gegenlber neutralen und
alkalischen walrigen Losungen sollte auch die Stabilitat der dargestellten
Curcuminoide in neutraler walriger Losung mit und ohne stabilisierende Zusatze wie
Proteinen oder Phospholipiden untersucht werden.

Uber einen Vergleich mit der bekannten Fluoreszenzsonde 1,6-Diphenylhexatrien
(DPH) (Abb 2.1), welches strukturelle Ahnlichkeiten zum Curcumin 6 aufweist, sollte
mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisationstechnik untersucht werden, inwieweit sich
Curcuminoide flr Polarisationsmessungen im Hinblick auf die Bestimmung von

Mikroviskositaten und Membranfluiditaten eignen.
O N YN ‘

Abb. 2.1: Strukturformel der Fluoreszenzsonde 1,6-Diphenylhexatrien (DPH)

Die bekannte Empfindlichkeit der Emissionsspektren von Curcumin 6 gegenuber
seiner Umgebung sollte Ausgangspunkt sein fur Untersuchungen der Umgebungs-
sensitivitdt der dargestellten Curcuminoide. Dazu sollten Solvatochromieeffekte in
Lésungsmitteln stark unterschiedlicher Polaritat und Fahigkeit zur Bildung von
Wasserstoffbrickenbindungen untersucht und auf Basis der gewonnenen
Ergebnisse allgemeine sowie spezifische LOosungsmitteleffekte auf das spektrale
Verhalten von Curcuminoiden diskutiert werden. Ein Vergleich mit bekannten
Polaritatssonden wie PRODAN (Abb. 1.7) und 1,8-ANS (Abb. 1.6) sollte fur die
Interpretation und Beurteilung der Ergebnisse herangezogen werden.

Mit dem Ziel, eine neue umgebungssensitive Fluoreszenzsonde aus der

Verbindungsklasse der Naturstoffe zu entwickeln, sollten die spektralen Veran-
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derungen von Curcuminoiden aufgrund der Wechselwirkung mit Makromolekulen
und Membranmodellen untersucht werden.

Die Bestimmung der bislang nicht beschriebenen Lipophiliewerte der Curcuminoide
sollte die Diskussion im Hinblick auf die Einlagerung dieser Verbindungen in
hydrophobe Bereiche von Membranen sowie auf spezifische Wechselwirkungen mit

der unmittelbaren Umgebung, wie z.B. hydrophobe Interaktionen, erleichtern.
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3 Synthesen

3.1

Darstellungsmoglichkeiten

Die Darstellung von Curcumin 6 gelang erstmals Lampe 1918 in einer funfstufigen

Reaktionsfolge ausgehend von Carbomethoxyferuloylchlorid T (3-(3-Methoxy-4-

methoxycarbonyloxyphenyl)-2-propensaurechlorid) (Abb 3.1).

Abb. 3.1:

(0]
(0] (0]
MeO
N~ L
+ OC.H I ——
o 28 HCl
)\ | 11
(0] OMe
(0] (0]
MeO N
—_— —_—
0 0~ ~OC,H - C,H;OH - CO,
O)\OMe
(0] (0]
MeO N
+ I _—
I
(0] OMe
Kochen mit

verd. Essigsaure

- CH,COOH
6
o] e} Ester- Decarb-
spaltung oxylierung

v

Formelschema zur Darstellung von Curcumin 6 (nach Lampe, 1918)
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Nach der Kondensation mit Acetessigester II sowie anschlielender Verseifung und
Decarboxylierung wird erneut mit Carbomethoxyferuloylchlorid I umgesetzt. Das
Kondensationsprodukt III, ein triacyliertes Methan, wird durch Kochen mit verdinnter
Essigsaure zu Dicarbomethoxydiferuloylmethan IV gespalten. Nach abschlieRender
Esterspaltung und Decarboxylierung erhalt man nach Ansauern Curcumin 6 (Lampe,
1918).

Pavolini beschreibt 1950 als Syntheseweg eine Bisaldolkondensation von 2 mol
Vanillin (4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) mit 1 mol Acetylaceton unter Zusatz von
Bortrioxid in der Schmelze (Pavolini, 1950). Dieses Verfahren wurde 1964 von Pabon
weiterentwickelt, indem die Umsetzung zur Vermeidung einer Vielzahl von
Nebenprodukten in Losung bei 40 °C unter Basenkatalyse durchgefuhrt wurde
(Pabon,1964).

Mit einem an die Methode von Pabon angelehnten Verfahren konnte Bauer 1996
eine breite Palette an symmetrischen, in p-Position substituierten Curcuminoiden
darstellen (Bauer, 1996).

3.2 Syntheseweg

Die Darstellung der Curcuminoide in der vorliegenden Arbeit erfolgte in Anlehnung
an das von Pabon entwickelte und von Bauer verbesserte Verfahren, wodurch die
Darstellung von symmetrischen Curcuminoiden in einem Reaktionsschritt und in
guten Ausbeuten mdglich war.

Bortrioxid wird zunachst mit Acetylaceton zu einem Bisacetylacetonato-Bor-Komplex
umgesetzt, um eine Knoevenagel-Reaktion an der acideren 3-Position des Acetyl-
acetons zu vermeiden. Durch die Zugabe von Uberschissigem Tributylborat kann
eine Dissoziation des Komplexes wesentlich verringert werden. In dem gebildeten
Komplex sind nur noch die der enolisierten, komplexierenden pB-Diketon-Struktur
benachbarten Methylgruppen ausreichend CH-acide und in der Lage, mit einer Car-
bonylkomponente in Form eines aromatischen Aldehyds in einer Tetraaldolkonden-
sation zu einem Biscurcuminoidato-Bor-Komplex zu reagieren. Aufgrund der Alkali-
instabilitdt einiger Curcuminoide wird der Komplex im walrig-sauren Medium zur

gewulnschten Zielverbindung hydrolysiert (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Allgemeiner Syntheseweg der Curcuminoide (hach Pabon, 1964)
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 UV/VIS-Spektroskopie
Photodiodenarray-Spektrometer HP 8452A, Hewlett-Packard
Computersystem HP 9000 (Series 300), Hewlett-Packard
Umwalz-Thermostat F20-C, Julabo

4.1.2 Fluoreszenz-Spektroskopie
LS-50 B Luminescence Spektrometer Perkin Elmer
Epson EL 3s Plus Computer mit Fluorescence Data Manager
Umwalz-Thermostat F20-C, Julabo

4.1.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
WATERS 1525 Binary HPLC Pump
Peltier-Kolonnenthermostat fir HPLC und GPC jetstream
Saule: Kromasil 100 RP-18 5 ym (60 x 4,6 mm), VDS-Optilab Chromatogra-
phie Technik GmbH
WATERS 486 Tunable Absorbance Detector
WATERS 2475 Multi A Fluorescence Detector
WATERS BREEZE Auswertesystem

4.1.4 Sonstige Gerate
pH-Meter Metrohm 605

Ultraschallbad Sonorex RK 514, Bandelin

4.1.5 Chemikalien

Aceton Merck 1.00020.2500
Acetonitril, HPLC Gradient Grade Roth 8825.1
Butanol Merck 1988.1000
Butylbenzol Merck 8.20239.0100

Chloroform Merck 1.02447.0500
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Decylbenzol
DMSO
Dodecylbenzol
DPPC

Ethanol
Ethylbenzol
Heptylbenzol
n-Hexan
Hexylbenzol
Methanol
p-Methylbenzaldehyd
Na,HPO;4 - 2 H,0
NaH,PO4 - H,O
Nonylbenzol
Octylbenzol
Oktanol
Pentylbenzol
Propylbenzol
RSA
Tetrahydrofuran (THF)
Toluol

Undecylbenzol

Aldrich 03224 DS
Merck 1.02931.0500
Fluka 44180

SIGMA P-0763
Merck 1.00980.0500
Merck 8.01372.0100
Lancaster 8237
Merck 4367

Fluka 52299

Merck 1.06018.2500
Merck 8.06179.0005
Merck 6580.1000
Fluka 71504
ACROS 151000250
Aldrich 17510KU-030
Merck 1.00991.1000
Merck 820965
Merck 8.07521.0005
SIGMA A-6003
Fluka 87368

Merck 1.08331.1000
Lancaster 2086
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4.2 Stabilitatsuntersuchungen

Die Instabilitat von Curcumin 6 in wallrigen Medien mit pH > 7 ist bekannt und wird in
der Literatur verschiedenartig diskutiert. Tennesen und Karlsen sowie Price schlagen
einen einfachen Hydrolysemechanismus fur die Zersetzung des Curcumins vor und
finden unterschiedliche Reaktionsordnungen sowie unterschiedliche pH-Profile fur
die Zerfallsreaktion (Tgnnesen und Karlsen, 1985a,b; Price 1992). Konig stellt in
ihrer Arbeit den einfachen Hydrolysemechanismus in Frage und fuhrt die Instabilitat
auf ein zersetzendes Agens zurtick (Konig, 1993). Mamero greift diese Idee in ihrer
Arbeit auf, identifiziert Eisenionen als auslésendes Agens der Curcuminzersetzung
und postuliert einen radikalischen Verlauf der Zerfallsreaktion. Die Wahrschein-
lichkeit einer radikalischen Zerfallsreaktion wird dadurch unterstrichen, daf® durch
Strukturvariationen am aromatischen System und der damit verbundenen unter-
schiedlichen Radikalfangereigenschaften der Curcuminoide die Stabilitat deutlich
verbessert werden kann (Mamero, 1997).

Die Stabilitatsmessungen in der vorliegenden Arbeit wurden durchgefuhrt, um die
Stabilitat der synthetisierten Verbindungen zu charakterisieren und den Einflu® von
Zusatzen wie Phospholipiden oder Rinderserumalbumin auf die Stabilitat der
Verbindungen zu untersuchen. Dadurch sollten Probleme, die durch ungenligende
Stabilitat der Curcuminoide in den verwendeten waldrigen Medien hatten auftreten

konnen, von vornherein vermieden werden.

4.2.1 Stabilitat von Curcuminoiden in Phosphatpuffer pH 7,4

Die Prufung auf Stabilitat der einzelnen Verbindungen wurde mit Hilfe UV/VIS-spek-
troskopischer Kinetikmessungen mit einem Dioden-Array-Photometer Uber einen
Zeitraum von 60 min bei 20 °C durchgefuhrt. Der Absorptionswert der Mel3l6sung

wurde alle 90 s gemessen.

Tabelle 4.1: Zusammensetzung Sérensen-Phosphat-Puffer (SPP) pH 7,4

Puffersalz g/l mmol/|

NazHPO4 -2 H20 9,635 54,2
NaH,PO, - H,O 1,673 12,1




28 Material und Methoden

Die Puffersalze werden in Aqua bidest. geldst und mit 0,1 N HCI oder NaOH auf pH
7,4 eingestellt.

Zur Herstellung der Probenstammldsungen wurden die Verbindungen in DMSO zur
Spektroskopie geldst und Uber Verdinnungsschritte auf eine Konzentration von 0,75
mmol/l eingestellt. Von dieser Stammlésung wurden 50 pl zu 2450 uyl SPP pH 7,4
pipettiert. Die MelRRkonzentration betrug 15 umol/l. Der DMSO-Anteil in der Mel-
kUvette betrug 2 %.

Der Blindwert wurde mit SPP pH 7,4 mit 2 % DMSO bestimmt. Die Messung wurde
unmittelbar nach Zugabe der Probenldsung gestartet, da der Zersetzungsprozef® z.T.
sehr schnell einsetzte. Die Angaben zu den MefRwellenlangen bei den einzelnen

Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgeflhrt.

4.2.2 Stabilitat von Curcuminoiden in Phospholipid-Liposomensuspensionen
Die Prufung auf Stabilitat der einzelnen Verbindungen wurde mit Hilfe UV/VIS-spek-
troskopischer Kinetikmessungen mit einem Dioden-Array-Photometer Uber einen
Zeitraum von 60 min bei 20 °C durchgefuhrt. Der Absorptionswert der Mel3losung
wurde alle 90 s gemessen.

Die Liposomen wurden nach der sog. Filmmethode hergestellt (Rubas und Schreier,
1991; Junginger et al., 1991): 2,0 ml einer 1 mmol Dipalmitoylphosphatidyl-
cholin(DPPC)-Stammldsung in Chloroform wurden in einen Rundkolben gegeben.
Das Losungsmittel wurde mit Stickstoff abgedampft. Der an der Kolbenwand
haftende Phospholipidfilm wurde in 10,0 ml SPP pH 7,4 aufgenommen und 30 min
im Ultraschallbad suspendiert. Die DPPC-Konzentration dieser Suspension betrug
200 pumol/l.

Zur Herstellung der Probenstammldsungen wurden die Verbindungen in DMSO zur
Spektroskopie geldst und Uber Verdinnungsschritte auf eine Konzentration von 0,75
mmol/l eingestellt. Von dieser Stammldsung wurden 50 ul zu 2450 ul Liposomen-
suspension pipettiert. Die MelRkonzentration betrug 15 pmol/l. Der DMSO-Anteil in
der Mel3kivette betrug 2 %.

Fir die Messung des Blindwertes wurde die Liposomensuspension mit 2 % DMSO
versetzt. Die Messungen wurden ohne Vorinkubation unmittelbar nach Probenzu-
gabe gestartet. Die Angaben zu den MelRwellenlangen bei den einzelnen

Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.
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4.2.3 Stabilitat von Curcuminoiden in SPP pH 7,4 mit Rinderserumalbumin

Die Prufung auf Stabilitat der einzelnen Verbindungen wurde mit Hilfe UV/VIS-spek-
troskopischer Kinetikmessungen mit einem Dioden-Array-Photometer Uber einen
Zeitraum von 60 min bei 20 °C durchgefuhrt. Der Absorptionswert der Mel3l6sung
wurde alle 90 s gemessen.

Zur Herstellung der Rinderserumalbumin(RSA)-Stammldsung wurden 67 mg RSA in
1,0 ml SPP pH 7,4 gelost und mit SPP pH 7,4 auf eine Konzentration von 0,75
mmol/l eingestellt. Zur Herstellung der Probenstammidsungen wurden die Verbin-
dungen in DMSO zur Spektroskopie geldst und tber Verdlinnungsschritte auf eine
Konzentration von 0,75 mmol/l eingestellt.

Zu 2400 pl SPP pH 7,4 wurden 50 uyl RSA-Stammldésung und 50 ul Probenstamm-
|I6sung pipettiert. Die RSA-Konzentration betrug 15 umol/l, die MeRkonzentration der
Substanz betrug ebenfalls 15 ymol/l. Der DMSO-Anteil in der Mel3kuvette betrug 2
%.

Fir die Messung des Blindwertes wurden zu 2400 pl SPP pH 7,4 50 pyl RSA-
Stammldésung und 50 yl DMSO pipettiert. Die Messungen wurden ohne Vorinkuba-
tion unmittelbar nach Probenzugabe gestartet. Die Angaben zu den MeRwellen-
langen bei den einzelnen Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.

4.3 Solvatochromie der untersuchten Verbindungen :

Absorptionsspektren

Unter dem Begriff Solvatochromie wird die Verschiebung von Absorptionsspektren
eines gelosten Moleklls in Abhangigkeit von der Polaritdt des Ldsungsmittels
verstanden (vgl. 1.2.2).

Zur Beschreibung der Polaritdt von Losungsmitteln gibt es keine universelle
physikalische Grole. Die zwei wichtigsten GroRen sind dabei das Dipolmoment p
und die Dielektrizitatskonstante ¢, (DK). Als Parameter fur die Losungsmittelpolaritat
diente in der vorliegenden Arbeit die Dielektrizitatskonstante ¢;. Sie ist eine stoffspe-
zifische Konstante, die angibt, um wieviel sich die Kapazitat eines Kondensators
gegenuber dem Vakuum erhoht, wenn zwischen seine Platten ein Nichtleiter
(Dielektrikum) eingebracht wird.

Daruber hinaus mufdten theoretisch jedoch auch alle molekularen Wechselwirkungen

zwischen Lésungsmittel und geldster Verbindung bericksichtigt werden (u.a. Was-
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serstoffbrickenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Dipol-induzierter Dipol-
Wechselwirkungen). Die DK ist also nur eine ungefahre Grdlde, da sie in unmittel-
barer Umgebung des geldsten Moleklls kleiner ist als im isotropen Lésungsmittel.
Der Grund dafur liegt darin, daf} die Dipole der Losungsmittelmolekule in der Solvat-
hille weniger frei in ihrer Orientierung sind als zwischen zwei Kondensatorplatten
(Beinhoff, 2002).

4.3.1 Aufnahme der Absorptionsspektren

Die Absorptionsspektren der Verbindungen 1-12 wurden mit Hilfe UV/VIS-spektro-
skopischer Messungen mit einem Dioden-Array-Photometer aufgenommen. Alle
Messungen wurden bei 20 °C durchgefuhrt.

Als Lésungsmittel wurden Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan
gewahlt. Die Dielektrizitatskonstanten als Parameter fur die Losungsmittelpolaritaten
sind im Ergebnisteil aufgefihrt.

Fir die Herstellung der Probenstammldsungen wurden die Verbindungen in THF ge-
|6st und Uber Verdlinnungsschritte auf eine Konzentration von 0,5 mmol/l eingestellt.
THF ist im Gegensatz zu DMSO mit allen Losungsmitteln, in denen Absorptions-
spektren der Verbindungen aufgenommen werden sollten, mischbar. Zu 2450 ul des
jeweiligen Ldsungsmittels wurden 50 pl der Probenstammidsung gegeben. Die
Mel3konzentration betrug 10 ymol/l, der THF-Anteil in der Mel3kUvette betrug 2 %.
Fiar die Messung des Blindwertes wurde das jeweilige Losungsmittel mit 50 pl THF
versetzt. Die Angaben zu den MeRwellenlangen bei den einzelnen Verbindungen

sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.

4.4 Solvatochromie der untersuchten Verbindungen :

Emissionsspektren

4.41 Aufnahme der Emissionsspektren

Die Aufnahme der Emissionsspektren erfolgte mit Hilfe fluoreszenzspektroskopischer
Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma Perkin-Elmer. Alle
Fluoreszenzmessungen wurden bei 20 °C durchgefuhrt. Die Spektren wurden nicht
korrigiert.

Die Fluoreszenzspektren der Verbindungen wurden in den gleichen Lésungsmitteln

wie bei der Aufnahme der Absorptionsspektren (4.3.1) gemessen. Es wurde
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zunachst ein Emissionsspektrum der einzelnen Verbindungen in den verschiedenen
Losungsmitteln aufgenommen. Als Wellenlange des Anregungsmonochromators
wurde das Maximum des jeweiligen Absorptionsspektrums der einzelnen Verbin-
dungen in den verschiedenen Ldsungsmitteln gewahlt. Anschlielend wurde ein
Anregungsspektrum aufgenommen. Die Wellenlange des Emissionsmonochroma-
tors ergab sich aus dem Maximum des zuvor aufgenommenen Emissionsspektrums.
Fir die Herstellung der Probenstammlésungen wurden die Verbindungen in THF
geldst und anschlieliend weiter verdinnt. Die MelRkonzentrationen muf3ten in Abhan-
gigkeit sowohl von der Verbindung als auch vom jeweiligen Losungsmittel unter-
schiedlich gewahlt werden, da es zu sehr gro3en Unterschieden hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitaten kam. Die Angaben zu den MeRwellenlangen bei den

einzelnen Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.

4.5 Berechnung der Differenz der Dipolmomente im Grund- und

ersten angeregten Zustand

Anhand der Lésungsmittelabhangigkeit des Stokes-Shifts Avsike kann die Differenz
der Dipolmomente im Grund- und ersten angeregten Zustand Ap berechnet werden.
Die von Lippert aufgestellte Beziehung Gl. 4.1 wurde nach dem Onsager-Modell in

ihrer einfachsten Form ermittelt (Lippert, 1957; Onsager, 1936):

2-Af
h-c-a

Av = Ap® +k Gl. 4.1

3

In Gl. 4.1 ist Av die Differenz zwischen Absorptions- und Emissionsmaximum, h die
Planck-Konstante, ¢ die Lichtgeschwindigkeit und a der Onsager-Radius. Die
Konstante k berucksichtigt die Empfindlichkeit des geldsten Molekils gegenuber der
Lésungsmittelpolaritat. Der Ldsungsmittelparameter Af berlcksichtigt sowohl die
Dielektrizitatskonstante ¢, als auch den Brechungsindex n des Ldsungsmittels und

kann bei Kenntnis der beiden GroRen berechnet werden nach:

— 2_
Af = B 1 n°-1

= -— Gl. 4.2
2¢, +1 2n° +1




32 Material und Methoden

Diese Uberlegungen basieren auf dem Onsager-Modell, nach welchem sich das
Molekdl in einem isotropen und homogenen Dielektrikum befindet. Der Hohlraum
wird dabei zunachst als eine Kugel mit dem Radius a betrachtet, in deren Mittelpunkt
ein punktformiges Dipolmoment angenommen wird. Diese Naherung ist sicherlich im
allgemeinen nur schlecht erfullt. Als Modell sollte vielmehr ein Ellipsoid mit
getrennten Ladungen betrachtet werden, das die tatsachliche Form und
Ladungsverteilung besser widerspiegelt. Von Liptay wurde ein solches Modell
diskutiert, worauf an dieser Stelle jedoch nur verwiesen sei (Liptay, 1965). Die Praxis
zeigt, das mitunter Berechnungen der Lange, Hohe und Breite des Chromophors
mittels AM1-Rechnungen die Realitat recht gut wiedergeben (Goérlitz, 1997). Dabei
wird wir angenommen, dal} das Volumen des =n-Systems und die zugehoérige
Solvathille das gesuchte Wechselwirkungsvolumen darstellen (Lippert, 1956). Die
Kugelradien, die sich aus den berechneten Volumina ergeben, kdnnen dann fur die
Berechnung von Ap verwendet werden.

Die praktische Bestimmung von Ap erfolgt mit Hilfe der Lippert-Auftragung. Dazu
werden die Differenzen von Absorptions- und Emissionsmaximum gegen den
Losungsmittelparameter Af fur unterschiedlich polare Losungsmittel aufgetragen. Die
Steigung b der Geraden entspricht dem Ausdruck (Av/Af — k). Einsetzen von b in Gl.
4.1 und umstellen der Gleichung ergibt (vgl. Lakowicz, 1983):

Ap? =%-h c-a’ Gl. 4.3
Somit IaRt sich Ay berechnen nach:

b 3
Ap = E-h-c a Gl. 44

Nicht immer ergibt die Auftragung von Av gegen Af einen linearen Zusammenhang.
Spezifische Losungsmitteleffekte wie etwa die Ausbildung von Wasserstoffbrucken-
bindungen zwischen Sonde und Ldsungsmittelmolekil bewirken haufig eine
nichtlineare Lippert-Auftragung. Die Ermittlung der Geradensteigung b sollte dann

anhand der Solvatochromiedaten fur Losungsmittel erfolgen, bei denen solche
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spezifischen Effekte wesentlich geringer sind oder ausgeschlossen werden konnen
(Lakowicz, 1983).

4.6 Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute

Wird ein Molekll durch die Absorption elektromagnetischer Strahlung in den ange-
regten Zustand Uberfuhrt, so kann die anschliefende Desaktivierung in Abhangigkeit
der Ubergangsraten strahlend oder strahlungslos erfolgen. Der Anteil der
Fluoreszenz an den verschiedenen Desaktivierungsprozessen des angeregten Zu-
standes wird durch die Fluoreszenzquantenausbeute QF ausgedrtckt (Galla, 1988)
Obwohl es in der Literatur zahlreiche hervorragende Biicher und Ubersichtsartikel
uber die praktischen Aspekte von Fluoreszenzmessungen gibt, findet man
vergleichsweise wenig Literatur, die sich explizit mit der Vorgehensweise bei der Be-
stimmung der Fluoreszenzquantenausbeute beschaftigt. Dartber hinaus findet man
fur identische Experimente von Autor zu Autor unterschiedliche Angaben zur Fluo-
reszenzquantenausbeute bestimmter Substanzen. Fery-Forgues und Lavabre wei-
sen darauf hin, dal} die in der Literatur zitierten Fluoreszenzquantenausbeuten mit
einem relativen Fehler von mindestens 10 % behaftet sind (Fery-Forgues und
Lavabre, 1999).

Fir die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute einer Substanz in Losung ist
die Bestimmung der relativen Quantenausbeute die Methode der Wahl (Parker und
Rees, 1960). Dabei wird die Quantenausbeute einer zu untersuchenden Verbindung
(x) mit der einer Standardverbindung (s) Uber folgende Gleichung in Beziehung

gesetzt:

A, -F, -n?
QF(X)Z(MJQF‘S) Gl. 45
X S S

Dabei ist Qrf die Fluoreszenzquantenausbeute, A die Absorption bei der Anre-
gungswellenlange, F die Flache unter der korrigierten Emissionskurve und n der
Brechungsindex der verwendeten Losungsmittel.

Ein Emissionsspektrum erhalt man gewohnlich durch Bestrahlung einer
Probenldésung bei konstanter Anregungswellenlange und Registrierung der

Emissionsintensitat in Abhangigkeit von der Emissionswellenlange. Aus diesem
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,Scheinbaren® wird ein ,wahres” Emissionsspektrum, wenn der Empfindlichkeitsfaktor
der Kombination aus Monochromator und Photomultiplier bertcksichtigt und das
Spektrum entsprechend korrigiert wird (Parker und Rees, 1960).

In den Empfindlichkeitsfaktor S(A) gehen die wellenldangenabhangigen Empfindlich-
keitsschwankungen des Photomultipliers (d.h. des Detektors) P(1) sowie die Veran-
derungen der Bandbreite B(1) und Transmission des Monochromators L(L) mit der

Emissionswellenlange ein (Lakowicz, 1983):

S() =P(X) B() L) Gl. 46

Der Empfindlichkeitsfaktor ist proportional zur Intensitat des Detektorsignals, wenn
die Intensitat der Strahlungsquelle ebenfalls konstant ist. Da die Form eines
Emissionsspektrums unabhangig von der Anregungswellenlange ist, kann bei
Verwendung der gleichen Anregungswellenlange fur Probe und Standard eine
konstante Strahlungsintensitat erzeugt werden. Teilt man nun wellenlangenabhangig
die Fluoreszenzintensitaten durch das Detektorsignal, so erhalt man das korrigierte
Emissionsspektrum.

Zur Bestimmung des Detektorsignals bringt man eine Streuplatte und einen
Strahlenabschwacher (Attenuator 3,5 %) in den Probenraum des Fluorimeters und
fahrt den Anregungs- und Emissionsmonochromator synchron Gber den Bereich von
250 bis 400 nm. AnschlieRend wird ein Emissionsspektrum von Chininsulfat in 0,1 M
Perchlorsaure und ein Emissionsspektrum von 0,1 M Perchlorsaure jeweils uber den
Bereich von 400 bis 630 nm aufgenommen. Die Geratesoftware ermittelt ein
Emissionskorrektur-Spektrum, mit dessen Hilfe alle nachfolgend aufgenommenen

Emissionsspektren korrigiert werden kénnen (Perkin Elmer LS 50B User's Manual).

4.6.1 Durchfiihrung der Messungen

Als Standardsubstanz diente Chininsulfat mit einer bekannten Fluoreszenzquanten-
ausbeute von 0,54 in 0,5 M HySO4. Zur Herstellung einer Stammldésung wurde
Chininsulfat in 0,5 M H,SO4 geldst und Uber Verdinnungsschritte auf eine Konzen-
tration von 1,0 mmol/l gebracht. Zur Herstellung der Probenstammlésungen wurden
die Verbindungen in THF gelost und Uber Verdunnungsschritte auf eine Konzentra-

tion von 1,0 mmol/l gebracht.
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Die Absorption von Chininsulfat in 0,5 M H,SO4 mit einer MeRkonzentration von 50
MM wurde bei den Wellenlangen 300 und 360 nm bestimmt. Die Absorptionen der
Verbindungen wurde bei denselben Wellenlangen in den Ldsungsmitteln Ethanol,
Oktanol und n-Hexan bestimmt. Die MelRkonzentrationen bei den einzelnen Verbin-
dungen waren aufrgrund stark unterschiedlicher Intensitaten variabel. Fir die
Aufnahme der Emissionsspektren wurden die Mellosungen der Absorptions-
messungen 1:10 verdinnt und bei 300 oder 360 nm vermessen. Mit Hilfe der
Geratesoftware wurden die Spektren korrigiert und die Flache unter der korrigierten
Emissionskurve bestimmt. Uber GIl. 4.5 wurden die Quantenausbeuten der
Verbindungen in den verschiedenen Losungsmitteln berechnet.

4.7 Fluoreszenzverhalten in Liposomenlésung

Ein Fluoreszenzmarker sollte sich dadurch auszeichnen, daf die Verbindung an der
zu markierenden Phase (z.B. Biomembran) kovalent oder nichtkovalent bindet und
dal} sich das Fluoreszenzsignal in der zu markierenden Phase deutlich von dem
Fluoreszenzsignal in der umgebenden Phase (z.B. Puffermedium) sowohl hinsicht-
lich der Fluoreszenzintensitat als auch hinsichtlich der Lage des Emissionsmaxi-
mums unterscheidet. Unter diesen Umstanden sollten nur die gebundenen Marker-
molekile zum detektierten Fluoreszenzsignal beitragen (Azzi, 1975).

Liposomen dienen seit langem als Modelle zum Studium von biologischen
Membranen. Je nach Anzahl der Lamellen (Bilayer) und Durchmesser der Vesikeln
werden Liposomen als kleine unilamellare (small unilamellar vesicles = SUV; 20-100
nm Durchmesser), grofRe unilamellare (large unilamellar vesicles = LUV; > 100 nm)
und multilamellare (multilamellar vesicles = MLV; 100 nm bis mehrere ym) Liposo-

men bezeichnet (Rubas und Schreier, 1991).

4.7.1 Aufnahme der Fluoreszenzspektren in Liposomensuspension

Die Aufnahme der Anregungs- und Emissionsspektren erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-
spektroskopischer Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma
Perkin-Elmer. Alle Fluoreszenzmessungen wurden bei 20 °C durchgefuhrt. Die

Spektren wurden nicht korrigiert.
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Die Liposomensuspension wurde wie unter Punkt 4.2.2. beschrieben hergestellt. Als
Phospholipid diente ebenfalls DPPC, die Konzentration dieser Liposomensuspension
betrug 200 umol/l.

Zur Herstellung der Probenstammldsungen wurden die Verbindungen in DMSO zur
Spektroskopie gelost und Uber Verdlinnungsschritte auf eine Konzentration von 0,1
mmol/l eingestellt.

Es wurden die Anregungs- und Emissionsspektren der Verbindungen in SPP pH 7,4
mit steigenden Liposomenkonzentrationen aufgenommen. Die Liposomenkonzen-
tration wird ausgedrickt durch die Konzentration an DPPC in mol/l und ist fur die
einzelnen Ldsungen in der Tabelle 4.2. angegeben. Die MefRkonzentration der
jeweiligen Verbindung betrug bei jeder Messung 2 umol/l, der DMSO-Anteil in der
MeRkulvette betrug 2 %. Die MeRldésungen wurden wie in Tabelle 4.2. angegeben
pipettiert. Die Angaben zu den MelRwellenlangen bei den einzelnen Verbindungen

sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.

Tabelle 4.2: Pipettierschema fiir die Aufnahme der Fluoreszenzspektren in einer
Liposomensuspension

Losung Probenstammlosung Probenkon- Liposomensus- DPPC- SPP
(100 umol/t) zentration  pension (200 uymol/l) konzentration pH 7,4
1]} (umolll) 1]} (mmolll) 1]}
1 50 2 62,5 5 2388
2 50 2 122,5 10 2328
3 50 2 306 25 2144
4 50 2 613 50 1838
S} 50 2 1225 100 1226
6 50 2 2450 200 0

4.8 Fluoreszenzverhalten in Rinderserumalbuminlosung

Durch die Aufnahme von Anregungs- und Emissionsspektren der Verbindungen in
RSA-L6sungen unterschiedlichen Gehalts sollte das Fluoreszenzverhalten hinsicht-
lich einer Veranderung der Fluoreszenzintensitat und/oder der Lage des Emissions-

maximums untersucht werden. Ahnlich wie bei der Untersuchung des Fluoreszenz-
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verhaltens der Verbindungen in einer Liposomensuspension sollte auch hier der
Unterschied den Fluoreszenzintensitaten und der Lage der Emissionsmaxima

zwischen freier und an RSA gebundener Probe bestimmt werden.

4.8.1 Aufnahme der Fluoreszenzspektren in Rinderserumalbuminlosung

Die Aufnahme der Anregungs- und Emissionsspektren erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-
spektroskopischer Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma
Perkin-Elmer. Alle Fluoreszenzmessungen wurden bei 20 °C durchgefuhrt. Die
Spektren wurden nicht korrigiert.

Zur Herstellung einer etwa 1 mMol Rinderserumalbumin(RSA)-Stammlésung wurden
67 mg RSA in 1,0 ml SPP pH 7,4 gelost. Zur Herstellung der Probenstammldsungen
wurden die Verbindungen in DMSO zur Spektroskopie geldst und Uber Verdlinnungs-
schritte auf eine Konzentration von 0,1 mmol/l eingestellt.

Anschlieliend wurden Anregungs- und Emissionsspektren der Verbindungen in SPP
pH 7,4 mit steigenden RSA-Konzentrationen aufgenommen (s. Tabelle 4.3.). Die
Mel3konzentration der jeweiligen Verbindung betrug bei jeder Messung 5 umol/l, der
DMSO-Anteil in der MeRkulvette betrug 5 %. Die MeRl6ésungen wurden wie in Tabelle
4.3 angegeben pipettiert. Die Angaben zu den MeRwellenlangen bei den einzelnen

Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefihrt.

Tabelle 4.3: Pipettierschema fiir die Aufnahme der Fluoreszenzspektren in RSA-
Losung

Lésung Probenstammidsung Proben- RSA-L6sung RSA- SPP
(100 umol/t) konzentration (1 mmol/l) konzentration pH 7,4
1]} (mmolll) 1]} (mmolll) 1]}

1 125 5 0 0 2375
2 125 5 12,5 5 2362
3 125 5 25 10 2350
4 125 5 62,5 25 2312
5 125 5 125 50 2250
6 125 5 250 100 2125
7 125 5 500 200 1875
8 125 5 750 300 1625
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4.9 Fluoreszenzpolarisation

Die theoretischen Grundlagen der Fluoreszenzpolarisationstechnik und der
prinzipielle Gerateaufbau sind in der Einleitung unter Punkt 1.3 beschrieben worden.
Da sich alle Phanomene, die die Beweglichkeit eines Fluorophors beeinflussen, auch
auf den Polarisationsgrad des von ihm emittierten Lichtes auswirken, ergibt sich eine
Vielzahl von Anwendungsmaoglichkeiten.

Eine umfassend beschriebene Anwendungsmethode der Fluoreszenzpolarisations-
technik ist die Untersuchung der Mikroviskositat und der Zusammensetzung von
Zellmembranen oder Membranmodellen. Das Prinzip dieser Anwendungsmethode
bestent in der Abhangigkeit der Rotationsbeweglichkeit eines Fluorophors in
Membranen von der in diesen Membranen vorherrschenden Mikroviskositat. Diese
wird z.B. von der Art der Membranzusammensetzung (Phospholipidmuster, Anteil
von Cholesterol) oder von der Temperatur beeinfludt. Das Ausmall der
Rotationsbeweglichkeit wird durch den Wert der apparenten Anisotropie
ausgedrickt, anhand der Uber die Perrin-Gleichung (Gl. 1.1 bzw. 4.7) auf die
vorliegende Mikroviskositat rickgeschlossen werden kann.

Die Anfange dieser Anwendungsmethode gehen auf Arbeiten von Shinitzky, Badley
und Cogan zuruck, die zahlreiche Verbindungen auf ihre Eignung als Sonde fur die
Membranfluiditat hin untersuchten (Shinitzky et al., 1971 und 1974a; Badley et al.,
1973; Cogan et al., 1973). 1974 wurde erstmals 1,6-Diphenylhexatrien (DPH) (Abb.
4.1) als Membransonde eingesetzt, welches heute eine der am haufigsten
eingesetzten Fluoreszenzsonden fur die Untersuchung von Zellmembranen ist
(Shinitzky und Barenholz, 1974b). Das Einsatzgebiet dieser und anderer
Fluoreszenzsonden liegt vor allem in klinischen Untersuchungen von
Krankheitsbildern, bei denen die Lipidzusammensetzung von Zellmembranen
verandert ist (Shinitzky und Barenholz, 1978; Okano et al., 1979; Nairn und Rolland,

1980).
O P AN O

Abb. 4.1: Strukturformel der Fluoreszenzsonde 1,6-Diphenylhexatrien (DPH)
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Dabei wird die Membran mit einem geeigneten Fluorophor markiert und die
Anisotropie r bestimmt. Uber eine alternative Form der Perrin-Gleichung ist die
allgemeine Beziehung zwischen der Fluoreszenzanisotropie r und den hydro-

dynamischen Gegebenheiten seiner Umgebung darstellbar:
r -1
(_0_ j - Gl. 4.7

In der Gl. 4.7 ist r die Mikroviskositat in Poise, C eine stoffspezifische Konstante, die
von der Form und dem Molekulvolumen des Fluorophoren abhangig ist, und T die
absolute Temperatur in K. Da die Konstante C und die Fluoreszenzlebensdauer z=
nur schwer zuganglich sind, wird in der Praxis der Faktor C - T - 7= experimentell
ermittelt, indem in einem System bekannter Viskositat (z.B. dunnflissiges Paraffin)
und bei Kenntnis von ry der Term [(ro / r) —=1)]" fir verschiedene Temperaturen
bestimmt und gegen die Viskositat bei der jeweiligen Temperatur aufgetragen wird.
Die Steigung der ermittelten Geraden stellt den Faktor C - T - 7= dar (Shinitzky und
Barenholz, 1978).

4.9.1 Bestimmung der Anisotropie in Liposomensuspensionen

Die Bestimmung der Anisotropie der Verbindungen erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-
spektroskopischer Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma
Perkin-Elmer mit Polarisationsfilter. Die Temperatur in der MefRkuvette wurde mit
Hilfe eines beheizbaren Kuvettenhalters und eines Umwalzbades der Firma Julabo
reguliert. Die Kontrolle der Temperatur erfolgte tber ein Digitalthermometer, dessen
Meffuhler in eine Referenzkuvette im Probenraum eintauchte.

Es wurden die Anisotropiewerte der Verbindungen in einer Liposomensuspension
Uber einen Temperaturbereich von 15 bis 50 °C bestimmt. Als Vergleich wurden die
Anisotropiewerte des bekannten Fluoreszenzmarkers Diphenylhexatrien (DPH) (Abb.
4.1) Uber den gleichen Temperaturbereich bestimmt.

Die Liposomensuspension wurde wie unter Punkt 4.2.2. beschrieben hergestellt. Als
Phospholipid diente ebenfalls DPPC, die Konzentration dieser Liposomensuspension
betrug 200 umol/l. Zur Herstellung der Probenstammlésungen wurden die Verbin-
dungen in DMSO zur Spektroskopie geldst und tber Verdlinnungsschritte auf eine
Konzentration von 0,1 mmol/l eingestellt. DPH wurde in THF gel6ést und Uber Ver-
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dinnungsschritte auf eine Konzentration von 0,1 mmol/l eingestellt. Zu 2,45 ml der
Liposomensuspension wurden 50 pl der Probenstammlésung bzw. 50 pl der DPH-
Stammldsung pipettiert. Die MelRRkonzentration der Verbindungen betrug jeweils 2
pumol/l, die Mel3konzentration von DPH betrug ebenfalls 2 ymol/l. Der DMSO- bzw.
der THF-Anteil in der MeRklvette betrug jeweils 2 %. Die Angaben zu den Mel3-

wellenlangen bei den einzelnen Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefthrt.

4.9.2 Bestimmung der Anisotropie in Ethanol und Aceton

Die Bestimmung der Anisotropie der Verbindungen erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-
spektroskopischer Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma
Perkin-Elmer mit Polarisationsfilter. Alle Messungen wurden bei 20 °C durchgeflhrt.
Es wurden die Anisotropiewerte der Verbindungen in Ethanol und Aceton bei 20 °C
bestimmt.

Zur Herstellung der Probenstammldsungen wurden die Verbindungen in THF geldst.
Uber Verdiinnungsschritte mit Aceton bzw. Ethanol wurden zwei Probenstammlé-
sungen mit einer Konzentration von jeweils 0,1 mmol/l hergestellt. Durch die Ver-
wendung von Aceton bzw. Ethanol wurde der THF-Anteil in der Mel3kuvette vernach-
lassigbar klein.

Zu 2,475 ml Aceton bzw. Ethanol wurden 25 pl der entsprechenden Probenstammlo-
sungen pipettiert, die MeRkonzentration der Verbindungen betrug somit 1 pmol/l. Die
Angaben zu den MeRwellenlangen bei den einzelnen Verbindungen sind im Ergeb-

nisteil aufgefihrt.

410 Bestimmung von Bindungskonstanten einzelner Verbindun-

gen mit Rinderserumalbumin

Um Proteine gezielt mit Fluorophoren zu markieren, ist eine kovalente oder nicht-
kovalente Bindung zwischen Fluorophor und Protein erforderlich. Fir Curcumin 6
sind zwei Bindungskonstanten mit Humanserumalbumin (HSA) fir zwei
verschiedene Bindungsbereiche des Proteins bekannt. Mit Hilfe von fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen, bei denen die Fluoreszenzloschung des in dem
Protein enthaltenen Tryptophans durch Curcumin 6 verfolgt wurde, konnte eine

Bindungskonstante Kg von 2,0 - 10° M" bestimmt werden. Durch Circular-
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dichroismus-Messungen konnte die gleiche Arbeitsgruppe eine zweite Kg fur
Curcumin 6 mit 2,1 - 10* M bestimmen (Pulla Reddy et al., 1999).

Die Bindungskonstanten fur ausgewahlte synthetische Derivate des Curcumins
sollten mit einer fluoreszenzspektroskopischen Methode bestimmt werden. Als
MeRprinzip wurde die sog. Methode der kontinuierlichen Veranderung (,continuos
variation®) eingesetzt, die urspringlich von P. Job 1928 als Auswertungsverfahren fur
die Bestimmung der Stdchiometrie eines Komplexes entwickelt wurde. Fir 1:1-
Komplexe kann die Bindungskonstante Kg ebenfalls berechnet werden (Bruneau et
al., 1992; Williams et al. 2002):

B =M Gl. 4.8
[L]-[M]
Die Gesamtkonzentration von Ligand [L] und Makromolekul [M] bzw. zweier
komplexbildender Komponenten wird konstant gehalten, wobei der Konzentrations-
anteil des Liganden (X) von 0 bis 1 (0 % bis 100 %) variiert wird. Dieser Konzentra-
tionsanteil wird gegen einen Parameter der Komplexbildung (z.B. Fluoreszenz-
intensitat) aufgetragen (Jobs-Plot oder ,Continuos-Variations-Plot“, Abb. 4.2). Die an
die ermittelten Datenpunkte angepallte Kurve hat ein Maximum bei dem
stdchiometrischen Konzentrationsanteil (Xy).
Da die Fluoreszenzintensitat direkt proportional zur Konzentration des gebildeten

Komplexes LM ist, kann Gl. 4.8 ausgedruckt werden durch:

Llwml
Ky = 0 Gl. 4.9

)~ v | - e

0

In Gl. 4.9 ist [LM]o die Konzentration von LM flr die vollstandige Komplexierung und
lp ist die dazu korrespondierende Fluoreszenzintensitat, die sich aus dem Schnitt-
punkt der beiden an die Kurve angelegten Tangenten und anschlieRender Ubertra-
gung auf die y-Achse ergibt (Abb. 4.2).
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Fluoreszenzintensitat

X
<

Xo o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Molfraktion

Abb. 4.2: Continuos-Variations-Plot: Auftragung der Molfraktion X zweier Komplex-
bildner L und M gegen die Fluoreszenzintensitit des Komplexes LM (Erklarung siehe
Text)

Fir X < Xu ist L das limitierende Reagenz und [LM]y ist gleich der totalen

Konzentration von L ([L]r). Daher wird GlI. 4.9 zu:

-1,

= G-l 1] oD

In Gl. 4.10 sind [M]r die totale Konzentration des Makromolekils M und [L]r die totale
Konzentration des Liganden L im Maximum der ermittelten Kurve. | ist die Fluores-
zenzintensitat fur das Maximum der ermittelten Kurve und |y die theoretische Fluores-
zenzintensitat des Komplexes LM, die sich aus dem Schnittpunkt der beiden an die
Kurve angelegten Tangenten und anschlieBender Ubertragung auf die y-Achse ergibt
(Abb. 4.2). Die Bestimmung von | und Iy sollte rechnerisch anhand der mathe-
matischen Funktionen fur die Tangenten bzw. fur die Kurve erfolgen.

4.10.1 Durchfiihrung des Continuos-Variations-Plot
Die Aufnahme der Anregungs- und Emissionsspektren erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-

spektroskopischer Messungen mit einem Lumineszenzspektrometer der Firma
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Perkin-Elmer. Alle Fluoreszenzmessungen wurden bei 20 °C durchgefuhrt. Die
Spektren wurden nicht korrigiert.

Zur Herstellung der RSA-Stammlésung wurden zunachst 67 mg RSA in 1,0 ml SPP
pH 7,4 geldst. Durch Verdinnung mit SPP pH 7,4 wurde die Lésung auf eine Kon-
zentration von 0,25 mmol/l eingestellt. Die untersuchten Verbindungen wurden
zunachst in DMSO geldst und anschlielend durch Verdinnungsschritte mit Ethanol
auf eine Konzentration von 0,25 mmol/l eingestellt. Die Mel3lésungen wurden wie in
Tabelle 4.4 pipettiert. Dabei war die Gesamtkonzentration von Curcuminoid und RSA
immer 10 pumol/l. Der Konzentrationsanteil von Curcuminoid und RSA wurde wie
unter 4.10 beschrieben variiert. Um die LOsungsmittelzusammensetzung der
MeRlésungen identisch zu halten, wurden in Abhangigkeit von der Menge der pipet-
tierten ethanolischen Probenstammlésung unterschiedliche Mengen Ethanol in die
Klvette pipettiert, sodal} die Ethanol-Konzentration in der MeRkuvette fur jede
Lésung 4 % betrug (s. Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Pipettierschema fir die Bestimmung der Bindungskonstanten tiber den
Continuos-Variations-Plot

Lésung Probenstammiésung Probe RSA-L6sung RSA  Ethanol SPP
(250 pmol/l) (250 pmol/1) pH 7,4
1]} [mmoll/l] ul [mmoll/l] ul 1]}

1 10 1 90 9 90 2310
2 20 2 80 8 80 2320
3 30 3 70 7 70 2330
4 40 4 60 6 60 2340
5 50 5 50 5 50 2350
6 60 6 40 4 40 2360
7 70 7 30 3 30 2370
8 80 8 20 2 20 2380
9 90 9 10 1 10 2390

Die Emissionsspektiren der Losungen 1-9 wurden immer bei derselben, fur den
Komplex zwischen Curcuminoid und RSA spezifischen Anregungswellenlange aufge-

nommen. Die Auswertung und Bestimmung der Bindungskonstanten erfolgte wie
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unter 4.10 beschrieben. Die Angaben zu den Melwellenlangen bei den einzelnen

Verbindungen sind im Ergebnisteil aufgefihrt.

4.11 Lipophiliebestimmung

Azzi beschreibt das Prinzip von Fluoreszenzsonden dadurch, daf kleine fluoreszier-
ende organische Molekule mit umgebungssensitiven Fluoreszenzeigenschaften in
Membranen hinein diffundieren (oder kovalent an diese binden). Die Diffusion in die
Membran hangt dabei von dem Verteilungskoeffizienten der Sonde ab und wird
umso starker, je groRer der Verteilungskoeffizient der Sonde in der Membran im
Vergleich zum umgebenden Medium ist (Azzi, 1975).

Die Lipophilie einer Verbindung wird haufig mit deren biologischer Aktivitat korreliert,
ist aber in erster Linie ein wichtiger Parameter fur die Verteilung dieser Verbindung in
ihrer Umgebung (Krass et al., 1997). Daher ist fir die Entwicklung eines umge-
bungssensitiven Fluoreszenzmarkers die Kenntnis der Lipophilie der Verbindung von
besonderer Bedeutung.

Unter einer Vielzahl von experimentellen Verfahren zur Bestimmung der Lipophilie
hat sich die Bestimmung des Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (log P-Wert)
als Standardbezugssystem durchgesetzt. Die Nachteile dieser Methode sind jedoch
der relativ grol3e Arbeits- und Zeitaufwand, die potentiellen Gefahren beim Umgang
mit toxischen Substanzen und Losungsmitteln sowie nicht zuletzt die Schwierigkeiten
bei der Bestimmung der log P-Werte von Substanzen, die sich nur sehr schlecht in
einer der beiden Phasen Iosen.

Die Bestimmung der log P-Werte der Verbindungen sollte daher mit einer alter-
nativen Methode erfolgen, die auf dem Prinzip der Umkehrphasen-Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie (RP-HPLC) beruht. Dabei stellt das RP-Material in der
Saule die lipophile und das Fliel3mittel die hydrophile Phase dar.

FiUr die Ermittlung der unbekannten log P-Werte der Verbindungen werden zunachst
Standardverbindungen mit bekannten log P-Werten mit dem ausgewahlten System
untersucht und die aus den Retentionszeiten berechneten k'-Werte mit den
bekannten log P-Werten korreliert. Mit Hilfe der sich aus dieser Korrelationsanalyse
ergebenden Geradengleichung und dem experimentell bestimmten k-Wert der

Verbindungen ist es mdglich, den log P-Wert zu berechnen.
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4.11.1 Durchfuhrung der Lipophiliebestimmung mittels RP-HPLC

Es wurde eine Gradienten-Methode gewahlt, wie sie z.B. von Krass et al. fur die Be-
stimmung der Lipophilie beschrieben ist (Krass et al.,, 1997). Die Chromatographie
wurde mit dem unter 4.1.3. beschriebenen HPLC-System durchgefuhrt. Als Eluent A
wurde Acetonitril (HPLC Gradient Grade der Firma Roth), als Eluent B SPP pH 7,4
bzw. 5,0 verwendet. Es wurde ein linearer Gradient mit einer FlieBmittelzusammen-
setzung von 30:70 bis 95:5 (jeweils Eluent A:Eluent B) Uber einen Zeitraum von 95
min und einer FluBrate von 1,0 ml/min gefahren. Als Standards mit steigenden log P-
Werten wurden p-Methylbenzaldehyd und n-Alkylbenzole mit C; - C42 (Toluol — Do-
decylbenzol) verwendet. Es wurde jeweils eine Mischung aller Standards und der zu
untersuchenden Verbindung eingespritzt. Die Detektion der Standards erfolgte mit
Hilfe der UV-Detektion bei 210 nm, die Detektion der Verbindungen erfolgte mit Hilfe
der Fluoreszenzdetektion bei individuell verschiedenen Anregungs- und Emissions-
wellenlangen.

Die Auswertung der Chromatogramme und die Berechnung der k‘-Werte erfolgte mit
der Herstellersoftware WATERS BREEZE Auswertesystem. Die Ermittlung der log P-

Werte der Verbindungen erfolgte wie unter 4.11 beschrieben.
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5 Ergebnisse

5.1  Stabilitatsuntersuchungen

Die Stabilitat der Verbindungen 1 — 12 wurde in drei Ansatzen bestimmt:
1. in Sérensen-Phosphatpuffer pH 7,4

2. in SPP pH 7,4 mit 15 pmol/l Rinderserumalbumin

3. in einer DPPC-Liposomensuspension 200 pmol/

Die Messungen erfolgten mit einem Photodioden-Array Spektrometer Uber einen
Zeitraum von 60 min. Alle 90 s wurde ein Absorptionsspektrum der jeweiligen
Verbindung aufgenommen. Die MelRkonzentration der Verbindungen 1 — 12 betrug
bei allen Messungen 15 pmol/l.

Um die Stabilitaten der Verbindungen untereinander und in den verschiedenen
Medien optimal vergleichen zu koénnen, wurde der Absorptionswert bei der
Wellenlange des Absorptionsmaximums der jeweils ersten Messung ermittelt und als
100 %-Wert betrachtet. Die Absorptionswerte der folgenden Messungen wurden bei
der gleichen Wellenlange ermittelt und in Prozent in bezug auf den Anfangswert
umgerechnet. In den Abbildungen ist die Veranderung der Absorption in bezug auf
den Anfangswert in % Uber den Untersuchungszeitraum von 60 min dargestellt.
Beispielhaft fur alle Verbindungen sind im folgenden die ermittelten Stabilitatsdaten
fur die Verbindungen 1, 4, 6 und 10 graphisch dargestellt (Abb. 5.1 — 5.4). Die
Ergebnisse fur alle Verbindungen sind in der Tabelle 5.1 zusammengefal3t. Darin
sind die MeRwellenlangen der einzelnen Verbindungen in den verschiedenen Medien
sowie die Absorptionswerte in bezug auf den Anfangswert in % nach 60 min

angegeben.
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5.1.1 1,7-Diphenyl-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (1)
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< 1 38,3
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] ——SPP mitRSA 392 nm
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Abb. 5.1: Verdnderung der Absorption in % der Verbindung 1 (15 yM) in SPP pH 7,4,
SPP pH 7,4 mit 15 yM RSA und in Liposomensuspension (200 pM) liber 60 min

5.1.2 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (4)
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Abb. 5.2: Veranderung der Absorption in % der Verbindung 4 (15 uM) in SPP pH 7,4,
SPP pH 7,4 mit 15 yM RSA und in Liposomensuspension (200 pM) tiber 60 min
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5.1.3 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)

Curcumin
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Abb. 5.3: Veranderung der Absorption in % der Verbindung 6 (15 uM) in SPP pH 7,4,
SPP pH 7,4 mit 15 yM RSA und in Liposomensuspension (200 pM) tiber 60 min

5.1.4 1,7-Bis(4-diethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (10)
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Abb. 5.4: Verdanderung der Absorption in % der Verbindung 10 (15 uyM) in SPP pH 7,4,
SPP pH 7,4 mit 15 yM RSA und in Liposomensuspension (200 pM) liber 60 min



Ergebnisse 49

Tabelle 5.1: Stabilitdtsdaten der Verbindungen 1 - 12 (15 yM) in SPP pH 7,4, SPP pH
7,4 mit 15 yM RSA und in Liposomensuspension (200 uM) (Aabs: MeBwellenldnge in
dem jeweiligen Medium; Absg, min (%): Absorption nach 60 min in % der Anfangs-
absorption)

Verbindung SPPpH 7,4 SPP pH 7,4 mit RSA Liposomensuspension

Mabs AbSgo min (%) Aabs AbSgo min (%) Mabs AbSgo min (%)
1 382 38 392 95 380 77
2 370 81 366 97 368 105
3 386 79 382 87 386 94
4 420 63" 428 99 416 98
5 422 57 410 108 414 114
6 428 11 442 77 422 77
7 414 69" 422 98 420 98
8 380 97 412 112 416 73
9 396 93 388 96 412 114
10 486 84 486 99 486 103
11 506 79 506 87 504 94
12 330 85 330 98 326 109

" Substanz fallt aus

5.2 Solvatochromie der untersuchten Verbindungen:

Absorptionsspektren

Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgte in den Ldsungsmitteln Methanol,
Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan mit Hilfe UV/VIS-spektroskopischer
Messungen mit einem Photodioden-Array Spektrometer. Die MelRkonzentration der
Verbindungen 1 - 12 betrug bei allen Messungen 10 umol/I.

Dargestellt sind die Absorptionsspektren der Verbindungen in den verschiedenen
Losungsmitteln. In den Tabellen sind die Absorptionsmaxima (kmax), die Breite der
Absorptionsbanden bei 50 % des Absorptionsmaximums (Av4;2) und die Extinktions-
koeffizienten () fUr die unterschiedlichen Lésungsmittel angegeben. AuRerdem ist in
den Tabellen die Dielektrizitatskonstante ¢, als Parameter der Losungsmittelpolaritat

angegeben.
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5.2.1 1,7-Diphenyl-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (1)
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0.5 Butanol
— Oktanol
— Toluol
0,4 —n-Hexan
c
2
E=}
2
s 0317
I
k-]
<
0,2
0,1 1
0 T T T "
270 320 370 420 470

nm

Abb. 5.5: Absorptionsspektren der Verbindung 1 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,
Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.2: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 1 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-
koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'em™]

Methanol 32,6 392 4660 49600
Ethanol 24,3 392 4740 50400
Butanol 17,8 392 4710 48700
Oktanol 10,3 394 4850 49800
Toluol 2,38 394 4710 45000
n-Hexan 1,89 386 5030 46700

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.2 5-Hydroxy-1,7-bis(p-tolyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (2)
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Abb. 5.6: Absorptionsspektren der Verbindung 2 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.3: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 2 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A,.: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitatskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 398 4490 52600
Ethanol 24,3 398 4410 52200
Butanol 17,8 400 4450 52500
Oktanol 10,3 400 4450 51900
Toluol 2,38 400 4390 48200
n-Hexan 1,89 392 4710 50500

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.3 1,7-Bis(4-tert-butylphenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (3)
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Abb. 5.7: Absorptionsspektren der Verbindung 3 (10 uymol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.4: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 3 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 400 4600 57000
Ethanol 24,3 400 4520 57400
Butanol 17,8 400 4500 56100
Oktanol 10,3 402 4550 54800
Toluol 2,38 402 4580 52500
n-Hexan 1,89 394 4900 51800

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.4 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (4)
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Abb. 5.8: Absorptionsspektren der Verbindung 4 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.5: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 4 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'em™]

Methanol 32,6 416 4350 56700
Ethanol 24,3 418 4310 58800
Butanol 17,8 420 4410 56000
Oktanol 10,3 420 4300 59900
Toluol 2,38 414 4120 58300
n-Hexan 1,89 406 4190 65000

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.5 5-Hydroxy-1,7-bis(4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (5)
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Abb. 5.9: Absorptionsspektren der Verbindung 5 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,
Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.6: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 5 in verschiedenen Lo6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 410 4480 59000
Ethanol 24,3 410 4410 59100
Butanol 17,8 412 4390 56900
Oktanol 10,3 412 4370 60700
Toluol 2,38 416 4110 56200
n-Hexan 1,89 402 4500 69000

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.6 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)
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Abb. 5.10: Absorptionsspektren der Verbindung 6 (10 umol/l) in Methanol, Ethanol,
Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.7: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 6 in verschiedenen Lo6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; s: Absorptions-
koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 424 4280 58500
Ethanol 24,3 426 4330 58800
Butanol 17,8 430 4310 55500
Oktanol 10,3 430 4360 59000
Toluol 2,38 420 3970 58800
n-Hexan 1,89 408 3960 64500

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.7 5-Hydroxy-1,7-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (7)
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Abb. 5.11: Absorptionsspektren der Verbindung 7 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.8: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 7 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 418 4220 60800
Ethanol 24,3 420 4250 60700
Butanol 17,8 422 4280 58600
Oktanol 10,3 420 4300 57900
Toluol 2,38 414 4030 58200
n-Hexan 1,89 404 4100 63000

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.8 1,7-Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (8)
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Abb 5.12: Absorptionsspektren der Verbindung 8 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.9: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 8 in verschiedenen L6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A,.: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitatskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'em™]

Methanol 32,6 416 4300 58800
Ethanol 24,3 416 4300 58300
Butanol 17,8 416 4400 54900
Oktanol 10,3 416 4350 58100
Toluol 2,38 416 4040 56200
n-Hexan 1,89 406 4190 65400

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.9 1,7-Bis(4-dimethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (9)
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Abb. 5.13: Absorptionsspektren der Verbindung 9 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.10: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 9 in verschiedenen Lo6-
sungsmitteln (g.: relative Dielektrizititskonstante; A .: Absorptionsmaximum; Avyj;:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 486 4280 74600
Ethanol 24,3 486 4120 76800
Butanol 17,8 486 4030 74700
Oktanol 10,3 482 4060 79600
Toluol 2,38 464 3630 77300
n-Hexan 1,89 440 3610 87600

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.10 1,7-Bis(4-diethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (10)
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Abb. 5.14: Absorptionsspektren der Verbindung 10 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.11: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 10 in verschiedenen
Losungsmitteln (g,: relative Dielektrizitatskonstante; A,..: Absorptionsmaximum; Avy,:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitatskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 498 4072 81000
Ethanol 24,3 494 3901 82400
Butanol 17,8 486 3866 81900
Oktanol 10,3 490 3776 83700
Toluol 2,38 472 3495 82800
n-Hexan 1,89 448 3420 94200

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.11 5-Hydroxy-1,7-bis(9-julolidinyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (11)
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Abb. 5.15: Absorptionsspektren der Verbindung 11 (10 pmol/l) in Methanol, Ethanol,

Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.12: UV/VIS-spektroskopische Daten der Verbindung 11 in verschiedenen
Losungsmitteln (g,: relative Dielektrizitatskonstante; A,..: Absorptionsmaximum; Avy,:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitdtskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 518 4480 64100
Ethanol 24,3 516 4060 71400
Butanol 17,8 514 4040 69200
Oktanol 10,3 508 4040 70300
Toluol 2,38 486 3560 71100
n-Hexan 1,89 460 3510 71100

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.2.12 5-Hydroxy-1,7-di-2-naphthyl-1,4,6-heptatrien-3-on (12)
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Abb. 5.16: Absorptionsspektren der Verbindung 12 (10 umol/l) in Methanol, Ethanol,
Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.13:

UV/IVIS-spektroskopische Daten der Verbindung 12 in verschiedenen

Losungsmitteln (g,: relative Dielektrizitatskonstante; A,..: Absorptionsmaximum; Avy,:
Breite der Absorptionsbande bei 50 % des Absorptionsmaximums; t: Absorptions-

koeffizient)

Losungsmittel  Dielektrizitatskonstante Amax AV g
g [nm] [cm™] [mol'ecm™]

Methanol 32,6 408 4450 65700
Ethanol 24,3 410 4430 67300
Butanol 17,8 410 4330 66100
Oktanol 10,3 410 4380 67800
Toluol 2,38 412 4190 65000
n-Hexan 1,89 402 4500 68200

Y aus: Handbook of Chemistry and Physics, 58" Edition 1977-78
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5.3 Solvatochromie der untersuchten Verbindungen:

Emissionsspektren

Die Emissionsspektren wurden in den Loésungsmitteln Methanol, Ethanol, Butanol,
Oktanol, Toluol und n-Hexan aufgenommen. Da die Fluoreszenzintensitaten sowohl
der einzelnen Verbindungen in einem LOsungsmittel als auch einer Verbindung in
verschiedenen Ldsungsmitteln sehr unterschiedlich waren, konnten zumeist keine
einheitlichen MelRkonzentrationen bzw. Spaltbreiten von Anregungs- und Emissions-
monochromatoren fur die verschiedenen Verbindungen gewahlt werden. Um die
Solvatochromieeffekte der untersuchten Verbindungen anhand der Emissions-
spektren dennoch gut vergleichen zu koénnen, erfolgte die Darstellung der
Emissionsspektren einer Verbindung in verschiedenen Ldsungsmitteln mit
normalisierten Fluoreszenzintensitaten.

Far Verbindung 1 konnten keine reproduzierbaren Anregungs- und Emissions-
spektren aufgenommen werden, da die Fluoreszenzintensitaten in allen verwendeten
Ldsungsmitteln sehr gering waren.

In den Tabellen 5.14 — 5.24 sind einige spekroskopische Daten der Verbindungen
zusammengefallt. Aufgefihrt sind die Absorptions- und Emissionsmaxima (Aaps Und
Aem), die Halbwertsbreiten der Emissionsmaxima (Av4,) und die Stokes-Verschiebung
(Avstokes) in den verwendeten Losungsmitteln.

Der Einfluld von Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritat auf die Emissionsspektren
der Verbindungen 2 — 12 wird in Kapitel 6 ausflhrlich diskutiert.
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5.3.1 5-Hydroxy-1,7-bis(p-tolyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (2)

1,2

0,8

0,6 1

0,4

Normalisierte Fluoreszenzintensitét

0,2 1

Methanol
— Ethanol
—Butanol
—Oktanol
~— Toluol

—n-Hexan

400

450

500

Emissionswellenldnge [nm]

550

600

Abb. 5.17: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 2 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.14: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av;;) und Stokes-Shift (Avsiokes) der
Verbindung 2 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avip AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 400 463 2960 3400
Ethanol 398 461 2950 3430
Butanol 400 459 2950 3210
Oktanol 400 449 2910 2730
Toluol 400 463 2990 3400
n-Hexan 392 451 3030 3340
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5.3.2 1,7-Bis(4-tert-butylphenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (3)
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Abb. 5.18: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 3 in
Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.15: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aa,s und Ag,), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsies) der
Verbindung 3 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes
nm nm cm™ cm™
Methanol 400 465 2910 3500
Ethanol 400 460 2910 3260
Butanol 400 459 2910 3210
Oktanol 402 449 2940 2600
Toluol 402 464 2960 3320

n-Hexan 394 453 3260 3310
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5.3.3 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (4)

Bisdesmethoxycurcumin
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Abb. 5.19: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 4 in
Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.16: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av;;) und Stokes-Shift (Avsiokes) der
Verbindung 4 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avip AVstokes
nm nm cm™ cm™
Methanol 416 518 2440 4730
Ethanol 418 514 2470 4470
Butanol 420 510 2490 4200
Oktanol 420 501 2740 3850
Toluol 414 453 2540 2080

n-Hexan 405 440 2500 1960




66 Ergebnisse

5.3.4 5-Hydroxy-1,7-bis(4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (5)
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Abb. 5.20: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 5 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.17: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aa,s und Ag,), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av;;) und Stokes-Shift (Avsiokes) der
Verbindung 5 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 410 505 2620 4590
Ethanol 410 500 2690 4390
Butanol 412 494 2800 4030
Oktanol 412 486 2920 3700
Toluol 416 453 2430 1960
n-Hexan 402 438 2520 2050
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5.3.5 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)

Curcumin
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Abb. 5.21: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 6 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.18: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aa,s und Ag,), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsikes) der
Verbindung 6 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 424 529 3050 4680
Ethanol 426 525 2940 4430
Butanol 430 524 2760 4170
Oktanol 430 519 2700 3990
Toluol 419 461 2380 2170
n-Hexan 407 444 2610 2050
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5.3.6 5-Hydroxy-1,7-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (7)
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Abb. 5.22: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 7 in
Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.19: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Ag,), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsies) der
Verbindung 7 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes
nm nm cm™ cm™
Methanol 418 508 2620 4240
Ethanol 420 506 2690 4050
Butanol 422 505 2800 3900
Oktanol 420 499 2920 3770
Toluol 413 456 2430 2280

n-Hexan 404 437 2520 1870
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5.3.7 1,7-Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (8)
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Abb. 5.23: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 8 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.20: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av;;) und Stokes-Shift (Avsiokes) der
Verbindung 8 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avip AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 416 522 2920 4880
Ethanol 417 517 2800 4640
Butanol 416 511 2830 4470
Oktanol 419 498 2940 3790
Toluol 416 459 2380 2250
n-Hexan 406 441 2400 1960




70 Ergebnisse

5.3.8 1,7-Bis(4-dimethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (9)
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Abb. 5.24: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 9 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.21: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsies) der
Verbindung 9 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes
nm nm cm™ cm™
Methanol 486 607 2640 4100
Ethanol 486 608 2200 4130
Butanol 486 598 2230 3850
Oktanol 482 582 2660 3570
Toluol 464 519 1290 2280
n-Hexan 441 480 1980 1840
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5.3.9 1,7-Bis(4-diethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (10)
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Abb. 5.25: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 10 in
Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.22: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av;;) und Stokes-Shift (Avsiokes) der
Verbindung 10 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avip AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 498 617 " 3870
Ethanol 494 609 2060 3820
Butanol 486 601 2010 3940
Oktanol 490 586 R 3340
Toluol 472 523 1230 2070
n-Hexan 448 487 906 1790

R Avqj; ist aus den aufgenommenen Emissionsspektren nicht bestimmbar (s. Abb. 5.25)
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5.3.10 5-Hydroxy-1,7-bis(9-julolidinyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (11)
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Abb. 5.26: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 11 in
Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.23: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aaps Und Agy), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsies) der
Verbindung 11 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes
nm nm cm™ cm™
Ethanol 516 626 R 3410
Butanol 514 621 R 3350
Oktanol 509 608 2380 3200
Toluol 486 546 1670 2260
n-Hexan 461 502 1050 1770

Y Avyp, ist aus den aufgenommenen Emissionsspektren nicht bestimmbar (s. Abb. 5.26)
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5.3.11 5-Hydroxy-1,7-di-2-naphthyl-1,4,6-heptatrien-3-on (12)
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Abb. 5.27: Normalisierte Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 12 in

Methanol, Ethanol, Butanol, Oktanol, Toluol und n-Hexan

Tabelle 5.24: Absorptions- und Emissionsmaximum (Aa,s Und Ag,), Breite der Emis-
sionsbande bei 50 % des Emissionsmaximums (Av,;) und Stokes-Shift (Avsikes) der

Verbindung 12 in verschiedenen Lésungsmitteln

Lésungsmittel AAbs AEm Avqjp AVstokes

nm nm cm™ cm™

Methanol 408 488 2980 4020
Ethanol 410 483 2960 3690
Butanol 410 484 2920 3730
Oktanol 410 463 2890 2790
Toluol 412 451 2570 2100
n-Hexan 402 466 2560 3420
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5.4 Berechnung der Differenz der Dipolmomente im Grund- und

ersten angeregten Zustand

Die Berechnung des Onsager-Radius flr die Verbindungen erfolgte in Anlehnung an
die von Liptay vorgeschlagene Methode fur Fluorophore, deren tatsachliche Molekul-
form von der dem Onsager-Modell zugrunde liegenden Kugelform abweicht und
deren Dipolmoment nicht punktférmig in der Mitte einer Kugel liegt (Liptay, 1965).
Das Wechselwirkungsvolumen, welches sich aus dem Volumen des n-Systems und
der zugehdrigen Solvathulle zusammensetzt (Lippert, 1956), wurde unter der
Annahme berechnet, dal} es sich bei der tatsachlichen Form der Verbindungen um
ein Rotationsellipsoid handelt, und dal® das Dipolmoment parallel zur langen Achse
angeordnet ist.

17,3 A

Abb. 5.28: Geometrieoptimierte Darstellung der Verbindung 4

Die Lange und die Hohe des Molekuls wurden mit Hilfe von AM1-Rechnungen
ermittelt (Abb. 5.28). Zusatzlich zu den errechneten MalRen wurde eine Solvathulle
von 0,7 A in jede Dimension veranschlagt (Rohde, 2002). Da davon auszugehen ist,
dald das n-System der unterschiedlichen Verbindungen in etwa gleich grof ist, wurde
der Onsager-Radius beispielhaft fur alle Verbindungen anhand der Verbindung 4
berechnet. Es wurde =zunachst das Volumen eines Ellipsoids berechnet
(Ve = 4/3nabc), wobei a die halbe Strecke der Gesamtlange des Molekuls und b und
c jeweils die halbe Strecke der Gesamthdhe des Molekuls sind. Anschlieend wurde
der Radius einer Kugel mit dem Kugelvolumen Vg = Vg ermittelt und als Onsager-
Radius in die Gl. 4.4 eingesetzt.
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Das Ergebnis der Lippert-Auftragung zur Ermittlung der Geradensteigung b ist in
Abb. 5.29 am Beispiel der Verbindungen 4 und 9 dargestellt.
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Abb. 5.29: Lippert-Auftragung fiir die Verb. 4 (H) und 9 (/). Losungsmittel (Af):
Methanol (0,309), Ethanol (0,289), Butanol (0,263), Oktanol (0,226), Toluol (0,014) und
n-Hexan (0,001), Af = (€ - 1)/(2e + 1) - (n®- 1)/(2n%+ 1)

Die Lippert-Auftragung ergab fur die Verbindungen 2, 3 und 12 keinen linearen
Zusammenhang zwischen Avsiokes Und Af. Daher wurde Ap fur diese Verbindungen
nicht bestimmt.

In Tabelle 5.25 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Differenz der Dipolmomente

von Grund- und erstem angeregten Zustand fur die Verbindungen 4 — 11 aufgeflhrt.
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Tabelle 5.25: Ergebnisse der Bestimmung der Differenz von Dipolmomenten im
Grund- und ersten angeregten Zustand (Ap) fiir die Verbindungen 4 - 11

Verbindung  Onsagerradius  Geradensteigung  Bestimmtheitsmaf} Au
(A b r [D]

4 4,33 8733 0,9980 8,4

5 4,33 8305 0,9927 8,2

6 4,33 8334 0,9982 8,2

7 4,33 7175 0,9864 7,6

8 4,33 9016 0,9874 8,5

9 4,33 7014 0,9843 7,5

10 4,33 6842 0,9770 7,4

11 4,33 5153 0,9557 6,4

5.5 Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute

Die Bestimmung der relativen Fluoreszenzquantenausbeute erfolgte Uber den
Vergleich mit Chininsulfat in 0,5 M H,SO, (Parker und Rees, 1960). Es wurde
zunachst ein Absorptionsspektrum der Standardsubstanz in 0,5 M H,SO4 und der
Verbindungen 1 — 12 in Ethanol, Oktanol und n-Hexan aufgenommen und der
Absorptionswert bei 360 nm bestimmt. AnschlieRend wurde ein Emissionsspektrum
der Standardsubstanz in 0,5 M H,SO4 und der Verbindungen in Ethanol, Oktanol und
n-Hexan mit der Anregungswellenlange von 360 nm aufgenommen, wobei die
Probenlosungen der Absorptionsmessungen 1:10 verdunnt wurden. Die
Emissionsspektren wurden wie unter 4.6 beschrieben korrigiert und die Flachen
unter den korrigierten Spektren wurden mit Hilfe der Gerate-Software ermittelt.

Die Berechnung der relativen Fluoreszenzquantenausbeute erfolgte Uber die Gl. 4.5.
Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Fluoreszenzquantenausbeute sind in
Abb. 5.30 dargestellt.
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5.5.1 Bestimmung der relativen Fluoreszenzquantenausbeute in Ethanol,

Oktanol und n-Hexan
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Abb. 5.30: Relative Fluoreszenzquantenausbeuten der Verbindungen 1 - 12 in Ethanol
(hellgrau), Oktanol (dunkelgrau) und n-Hexan (schwarz)

5.6 Fluoreszenzverhalten in Liposomensuspension

Zur Bestimmung des Fluoreszenzverhaltens der Verbindungen 2 - 12 in einer DPPC-
Liposomensuspension wurden die Verbindungen in einer Konzentration von 2 uyM in
SPP pH 7,4 und in SPP pH 7,4 mit steigenden Konzentrationen von DPPC (10, 25,
50, 100 und 200 puM) fluorimetrisch untersucht.

Die Verbindungen 2, 3, 6, 7 und 9 — 12 zeigten ohne DPPC-Zusatz keine
Fluoreszenz. In den Abbildungen 5.31 und 5.32 ist beispielhaft flir die Messungen
das Fluoreszenzverhalten der Verbindungen 4 bzw. 11 bei steigenden DPPC-
Konzentrationen dargestellt. Da die Verbindungen in SPP pH 7,4 keine Fluoreszenz
zeigten, ist als Vergleich fur das Fluoreszenzverhalten in einer polaren Umgebung
des Emissionsspektrum der beiden Verbindungen in Ethanol abgebildet. Die
Verbindungen 2 und 12 zeigen bei 50 yM bzw. 200 yM DPPC eine deutliche
strukturierung, weshalb in der Tabelle 5.26 bei diesen Konzentrationen zwei Maxima

angegeben sind. Fur die Verbindung 12 sind die Emissionsspektren bei
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verschiedenen DPPC-Konzentrationen in Abb. 5.33 dargestellt. Das Fluoreszenz-
verhalten dieser Verbindungen wird in Kapitel 6 diskutiert.
In Tabelle 5.26 sind die Ergebnisse der Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens in

einer Liposomensuspension zusammengefal3t.

5.6.1 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (4)

Bisdesmethoxycurcumin
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Abb. 5.31: Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 4 in SPP pH 7,4 (a) und in
Liposomensuspension [(b) 10 pM, (c) 25 uM, (d) 50 uM, (e) 100 uM, (f) 200 uM DPPC]
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5.6.2 5-Hydroxy-1,7-bis(9-julolidinyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (11)
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Abb. 5.32: Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 11 in Ethanol (a) und in
Liposomensuspension [(b) 10 pM, (c) 25 uM, (d) 50 uM, (e) 100 uM , (f) 200 uM DPPC]

5.6.3 5-Hydroxy-1,7-di-2-naphthyl-1,4,6-heptatrien-3-on (12)
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Abb. 5.33: Fluoreszenzemissionsspektren der Verbindung 12 in Liposomen-

suspension [(b) 10 pM, (c) 25 uM, (d) 50 uM, (e) 100 uM , (f) 200 uM DPPC]
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Tabelle 5.26: Zusammenfassung der Fluoreszenzmessungen der Verbindungen 4 — 11
in Liposomensuspension (Ag,: Emissionsmaximum der Verbindung; RFI: Relative
Fluoreszenzintensitat)

Verb. OuMDPPC 10 puM DPPC 25 uyM DPPC 50 uyM DPPC 100 uM DPPC 200 uM DPPC

Aem (RFI) Aem (RFI) Aem (RFI) Aem (RFI) Aem (RFI) Aem (RFI)
2 - 500 (92) 499 (91) 471 (104 468 (141) 466 (219)
3 - 496 (76) 490 (66) 491 (85) 486 (76) 485 (95)
4  528(87) 504 (172) 502(350) 501 (449) 499 (570) 496 (729)
5  523(214) 494 (357) 492 (485) 491(565) 489 (570) 485 (607)
6 - 494 (357 492 (485) 491 (565) 489 (570) 485 (607)
7 - 498 (18)  501(67) 501 (134) 502 (134) 501 (494)
8  527(21) 500 (102) 497 (284) 495 (513) 494 (941) 488 (848)
9 - 556 (61) 556 (129) 556 (230) 553 (293) 552 (490)
10 - 555(59) 550 (97) 550 (196) 548 (249) 546 (477)
11 - 584 (17) 584 (35)  585(72) 584 (115) 584 (214)
12 - 520 (29) 514 (31) 487 (43) 484 (80) 457 (135)

482 (131)

5.7 Fluoreszenzverhalten in Rinderserumalbuminldosung

Zur Bestimmung des Fluoreszenzverhaltens der Verbindungen 4 - 11 in einer RSA-
Lésung wurden die Verbindungen in einer Konzentration von 5 uM in SPP pH 7,4
und in SPP pH 7,4 mit steigenden Konzentrationen von RSA (5, 10, 25, 50, 100 und
300 pM) fluorimetrisch untersucht.

Die Verbindungen 6, 7, 9, 10 und 11 zeigten in SPP pH 7,4 ohne RSA-Zusatz keine
Fluoreszenz. In den Abbildungen 5.34 und 5.35 ist beispielhaft flur die Messungen
das Fluoreszenzverhalten der Verbindungen 6 bzw. 9 bei steigenden RSA-
Konzentrationen dargestellt. Da die Verbindungen in SPP pH 7,4 keine Fluoreszenz
zeigten, ist als Vergleich fur das Fluoreszenzverhalten in einer polaren Umgebung
des Emissionsspektrum der beiden Verbindungen in Methanol abgebildet.

In Tabelle 5.27 sind die Ergebnisse der Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens in

RSA-LOsung zusammengefalt.
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5.7.1 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)
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Abb. 5.34: Emissionsspektren der Verbindung 6 in Methanol (a) und in SPP pH 7,4 mit
Rinderserumalbumin [(b) 5 pM, (c) 10 pM, (d) 25 pM, (e) 50 pM, (f) 100 pM, (g) 300 M
RSA]

5.7.2 1,7-Bis(4-dimethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (9)

800

700 1

600 1

500 1

400 7

300 1

Fluoreszenzintensitat

200 1

100 1

500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Wellenldnge [nm]

Abb. 5.35: Emissionsspektren der Verbindung 9 in Methanol (a) und in SPP pH 7,4
mit Rinderserumalbumin [(b) 5 pM, (c) 10 pM, (d) 25 pM, (e) 50 pM, (f) 100 pM, (g) 300
UM RSA]
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Tabelle 5.27: Zusammenfassung der Fluoreszenzmessungen der Verbindungen 4 —
11 in SPP pH 7,4 mit Rinderserumalbumin (Ag,: Emissionsmaximum der Verbindung;
RFI: Relative Fluoreszenzintensitat)

Verb. OUMRSA 5pMRSA 10pMRSA 25puMRSA 50 yMRSA 100 yMRSA 300 uM RSA
Aem (RFD)  Agm (RFD)  Aem (RF)  Agm (RF1)  Aem (RFD) Aem (RFI) Aem (RFI)

4 528 (87) 497 (348) 496 (441) 495 (496) 495 (527) 495 (534) 494 (544)
5 523 (214) 510 (471) 492 (291) 489 (233) 490 (223) 489 (232) 488 (259)
6 - 507 (118) 508 (181) 507 (251) 507 (288) 506 (312) 506 (327)
7 - 504 (233) 504 (359) 505 (463) 504 (498) 504 (521) 503 (529)
8 527 (21) 499 (220) 495 (215) 494 (220) 493 (224) 493 (229) 492 (254)
9 - 581 (94) 581 (206) 581 (380) 581 (588) 581 (724) 581 (740)
10 - 605(36) 602 (48) 599 (96) 597 (137) 596 (196) 596 (289)
11 - 550 (23) 552 (36) 554 (61) 556 (84) 561 (120) 566 (164)

5.8 Fluoreszenzpolarisation

5.8.1 Bestimmung der Anisotropie in Liposomensuspension

Die Bestimmung der Anisotropie in einer DPPC-Liposomensuspension erfolgte mit
Hilfe fluoreszenzspektroskopischer Messungen mit einem herkdmmlichen Fluori-
meter, in dessen Anregungs- und Emissionsstrahlengange Polarisationsfilter
eingebracht werden kénnen.

Uber einen Vergleich mit den Anisotropiewerten der bekannten Membransonde 1,6-
DPH sollte untersucht werden, in wieweit zum einen der temperaturabhangige
Ubergang der Phospholipid-Doppelmembran von der Gel- in die Flissig-kristalline
Phase mit Hilfe der Curcuminoide zu verfolgen und anhand der erhaltenen Daten
eine Phasenubergangstemperatur fur die Liposomen zu bestimmen ist. Zum anderen
sollte untersucht werden, ob aus den erhaltenen Daten Rickschlisse auf die in der
Lipidmembran vorherrschende Mikroviskositat zu ziehen sind.

Dazu wurden die Verbindungen 6 und 9 eingehender untersucht. Parallel dazu
wurden die Anisotropiewerte von 1,6-DPH ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.36
dargestellt.
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Abb. 5.36: Anisotropiewerte der Verbindungen 6 (H), 9 (/) sowie DPH (%)
aufgetragen gegen die Temperatur (10 — 55 °C).

Aus den Anisotropiewerten von 1,6-DPH ist der sprunghafte Ubergang der
Liposomen von der Gel- in die Flussig-kristalline Phase gut zu erkennen. Aus einer
Kurvenanpassung an die sich ergebende sigmoidale Kurve nach Gl. 5.1 kann die
Phasenubergangstemperatur ermittelt werden.

A — Gl. 5.1

Dabei ist r die jeweilige Anisotropie, rp der Anfangswert der Anisotropie, T die
jeweilige Temperatur und T,, die Phasenubergangstemperatur. Es ergibt sich eine
mit 1,6-DPH bestimmte Phasentbergangstemperatur von 31,4 °C.

Die Anisotropiewerte der Verbindung 9 zeigen keine derart empfindliche Anderung
wie bei 1,6-DPH, jedoch ist auch hier der sprunghafte Phasenlbergang gut zu
erkennen. Eine Kurvenanpassung ergibt hier eine Phasenlbergangstemperatur von
35,4 °C. Aus den Anisotropiewerten der Verbindung 6 ist ein Phasenlbergang nicht
erkennbar. Die Werte zeigen uber den gesamten Temperaturbereich einen

kontinuierlichen Anstieg. T, ist hier nicht bestimmbar.
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Aus den Anisotropiewerten von 1,6-DPH laf3t sich die Mikroviskositat Gber die Perrin-
Gleichung (Gl. 4.7) ermitteln. Fir DPPC-Liposomen ist eine Mikroviskositat von etwa
1,0 Pa - s in der rigideren Gelphase und etwa 0,03 Pa - s in der fluideren flissig-
kristallinen Phase beschrieben (Elschner, 1998).

Aus den Anisotropiewerten sowohl der Verbindung 6 als auch der Verbindung 9 ist
eine derartig ausgepragte Veranderung der Mikroviskositat als Zeichen einer
.Fluidisierung” der Lipidmembran nicht ermittelbar.

Die dargestellten Vergleichsmessungen werden in Kapitel 6 diskutiert.

5.8.2 Bestimmung der Anisotropie in Ethanol und Aceton

Die Bestimmung der Anisotropie in Ethanol und Aceton erfolgte mit Hilfe fluoreszenz-
spektroskopischer Messungen mit einem Fluorimeter, in dessen Anregungs- und
Emissionsstrahlengange Polarisationsfilter eingebracht werden konnen.

Fir die Verbindung 1 konnte aufgrund der sehr geringen Fluoreszenzintensitaten in
den Ldsungsmitteln kein Anisotropiewert ermittelt werden. Die Ergebnisse fur die
ubrigen Verbindungen und als Vergleich fir DPH sind in Tabelle 5.28 aufgefuhrt und
werden in Kapitel 6 diskutiert. Fur die Verbindungen 6 und 9 sind zusatzlich die

Emissionsspektren in Aceton und Ethanol dargestellt (Abb. 5.37).
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Abb. 5.37: Emissionsspektren der Verbindung 6 in Aceton (a) und Ethanol (b) sowie
der Verbindung 9 in Aceton (c) und Ethanol (d).
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Tabelle 5.28: Anisotropiewerte der Verbindungen 1 — 12 sowie von DPH in Ethanol
und Aceton (n.b.: nicht bestimmbar)

Verbindung Ethanol Aceton

Aex (NM)  Agn (M) Anisotropie (r)  Agx (nm)  Agm (nm)  Anisotropie (r)

1 - - n.b. - - n.b.
2 397 472 0,258 390 470 0,264
3 404 460 0,279 399 462 0,280
4 418 511 0,147 409 476 0,106
5 411 498 0,121 400 478 0,095
6 437 525 0,229 423 497 0,059
7 415 493 0,316 415 494 0,062
8 418 511 0,147 409 476 0,106
9 465 575 0,106 474 572 0,028
10 475 600 0,108 476 571 0,027
11 511 625 0,242 514 603 0,060
12 407 483 0,164 407 455 0,173
DPH 366 428 0,002 366 428 0,002

5.9 Bestimmung von Bindungskonstanten einzelner Verbindun-

gen mit Rinderserumalbumin

Die Bestimmung der Bindungskonstanten sollte mit Hilfe der Methode der kontinuier-
lichen Veranderung nach Jobs erfolgen (Continuos-Variations-Plot; Jobs-Plot). Da
sich die Bestimmung der Bindungskonstanten nach dieser Methode fur einige der
Verbindungen als ungeeignet erwies (siehe Diskussion der Ergebnisse), sind im
folgenden nur die Ergebnisse fir die Verbindungen 6 und 7 dargestellt (Abb. 5.38
und 5.39). Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wie unter 4.9.1 beschrieben. Vor der
Aufnahme der Emissionsspektren wurden die Proben jeweils 15 min vorinkubiert, um
auszuschlieRen, daf sich wahrend der Messungen das Ausmal} der Proteinbindung
der Verbindungen verandert. Jede Probenkonzentration wurde drei mal vermessen,
die Standardabweichungen der Messungen sind in Form von Fehlerbalken in den

Abbildungen angegeben.
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5.9.1 5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)

Curcumin
90,00
80,00 1
y=159,07x + 19,765 .. y=-12538x + 120,56
70,00
et i 5
™ 60,00
0
<
QO
T 50,00 A
N
<
Qo
5 40,00
£ i y=-266,29x" + 206,87 + 20,44
2 3000
20,00 1 .
10,00 1
0,00 ‘ ; ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,1 02 03 04 05 06 07 08 009

Molfraktion Verbindung 6

Abb. 5.38: Continuos-Variations-Plot fiir die Verbindung 6 mit Rinderserumalbumin.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen der gemessenen Intensitaten an.

Durch Gleichsetzen der Geradengleichungen der beiden Tangenten erhalt man den
Konzentrationsanteil Xy der Verbindung 6 fur die maximale Komplexbildung (ergibt
umgerechnet in mol/l den Wert Ly). Setzt man diesen Wert als x-Wert in eine der
Geradengleichung bzw. in die ermittelte Kurvenfunktion ein, so erhalt man ly bzw. I.
Zieht man von 1 den Konzentrationsanteil der Verbindung 6 ab, erhalt man den
Konzentrationsanteil des Proteins fur die maximale Komplexbildung (ergibt
umgerechnet in mol/l den Wert Myt). Durch Einsetzen der Werte in Gl. 4.9. erhalt man
den Wert fiir die Bindungskonstante Kg in M™:

lo =76,13

| =60,31

Lt=3,54-10°M

M =6,46 - 10° M
Einsetzen in Gl. 4.9. ergibt die Bindungskonstante Kg der Verbindung 6 mit RSA:

Kg=1,0-10°M"
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5.9.2 5-Hydroxy-1,7-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (7)

160,00
140,00 1

10000 Y7 27847x+ 16,07 .y =-29571x + 286,82
:' I \\

100,00 1
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Molfraktion Verbindung 7

Abb. 5.39: Continuos-Variations-Plot fiir die Verbindung 7 mit Rinderserumalbumin.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen der gemessenen Intensitiaten an.

Die Auswertung erfolgte wie unter 5.9.2 fur die Verbindung 6 beschrieben. Zieht man
von 1 den Konzentrationsanteil der Verbindung 7 ab, erhalt man den Konzentrations-
anteil des Proteins fir die maximale Komplexbildung (ergibt umgerechnet in mol/l
den Wert My). Durch Einsetzen der Werte in Gl. 4.9. erhdlt man den Wert fUr die
Bindungskonstante Kg in M™:

lo =147,38

| =108,81

Lr=4,72-10°M

Mr=5,28-10°M
Einsetzen in Gl. 4.9. ergibt die Bindungskonstante Kg der Verbindung 7 mit RSA:

Kg=1,6-10°M"
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5.10 Lipophiliebestimmung

5.10.1 Lipophiliebestimmung mittels RP-HPLC
Die Ermittlung der log P-Werte erfolgte wie unter 4.10 beschrieben. In Abb. 5.40 ist

das Ergebnis einer Korrelationsanalyse flr die Standardmischung dargestellt.
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Abb. 5.40: Ergebnis einer Korrelationsanalyse: Dargestellt ist die Korrelation der be-
kannten log P-Werte der Standards mit den ermittelten k‘-Werten (Eluent A: Acetonitril,
Eluent B: Sérensen-Phosphatpuffer pH 7,4)

Da es sich bei den ermittelten log P-Werten der Verbindungen um empirische Daten
handelt, sollten die gewonnenen Ergebnisse einer statistischen Beurteilung
unterworfen werden. Folgende Parameter wurden dabei gepruft:

1. Standardabweichung der Geradensteigung

2. Standardabweichung des Achsenabschnittes

3. Vertrauensbereich der Geradensteigung

4. Vertrauensbereich des Achsenabschnittes

zur Beurteilung der ermittelten Regressionsgeraden, sowie

5. Standardabweichung der log P-Werte der Verbindungen

6. Vertrauensbereich der log P-Werte der Verbindungen

zur Beurteilung der mit der Methode ermittelten log P-Werte.

Far jede Verbindung wurden jeweils zwei Parallelbestimmungen durchgefihrt (n = 2),
bei jeder Messung wurden alle dreizehn Standards eingespritzt (Anzahl der Refer-
enzwerte m = 13). Die Ermittlung der Regressionsgeraden erfolgte nach einem

linearen Regressionsmodell. Die Vertrauensintervalle sind jeweils mit einer Wahr-
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scheinlichkeit von P = 95 % angegeben. Die Ergebnisse der statistischen Beurtei-

lung sind in Tabelle 5.29 dargestellt.

Tabelle 5.29:

Ergebnisse der Regressionsanalyse fiir die log P-Bestimmung der
Verbindungen 1 - 12 (Eluent A: Acetonitril; Eluent B: SPP pH 7,4)

Verbindung Geradengleichung r? log P
1 k‘= (20,26 + 0,37)log P — (33,39 + 2,03) 0,999 (n = 2) 4,91 + 0,09
2 k‘=(19,08 + 0,32)log P— (31,43 +1,80) 0,999 (n=2) 5,82 + 0,09
3 k‘= (20,28 + 0,36)log P—(33,39+1,98) 0,999 (n = 2) 7,59 £ 0,10
4 k‘= (20,40 + 0,34)log P— (33,74 +1,94) 0,999 (n = 2) 2,66 + 0,10
5 k‘=(19,08 + 0,33)log P— (31,49 +1,87) 0,999 (n = 2) 4,79 + 0,09
6 k‘= (20,27 + 0,33)log P - (33,69 + 1,88) 0,999 (n = 2) 2,78 £ 0,10
7 k‘= (20,30 + 0,33)/log P — (33,58 + 1,87) 0,999 (n = 2) 2,85+0,10
8 k‘=(19,14 £ 0,31)log P— (31,62 +1,79) 0,999 (n = 2) 4,53 + 0,09
9 k‘=(19,91 £ 0,33)log P—-(32,81+1,90) 0,999 (n=2) 5,36 + 0,09
10 k‘=(19,73 £ 0,32)log P— (32,46 + 1,83) 0,999 (n = 2) 6,62 + 0,09
11 k‘= (20,36 + 0,34)log P — (33,69 + 1,95) 0,999 (n = 2) 7,15+0,10
12 K*= (20,28 + 0,33)log P — (33,63 + 1,87) 0,999 (n = 2) 6,65 + 0,09

Um auszuschliel3en, dal® die ermittelten log P-Werte durch Dissoziation der phenol-

ischen oder enolischen Hydroxylfunktion beeinflul3t werden, wurden alle Verbindun-

gen mit Sérensen-Phosphatpuffer pH 5,0 als Eluent B vermessen. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 5.30 unter Angabe der Vertrauensbereiche flur die Geradensteigung,

des Achsenabschnitts und der ermittelten log P-Werte sowie des Bestimmtheits-

maldes der Regressionsgeraden dargestellt.
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Tabelle 5.30: Ergebnisse der Regressionsanalyse fiir die log P-Bestimmung der

Verbindungen 1 - 12 (Eluent A: Acetonitril; Eluent B: SPP pH 5,0)

Verbindung Geradengleichung r? log P
1 k'= (20,37 + 0,39)log P— (33,34 +2,19) 0,999 (n = 2) 4,93 + 0,10
2 k'= (20,34 + 0,38)log P— (33,28 + 2,17) 0,999 (n = 2) 5,83 10,10
3 k'= (20,37 £ 0,37)log P — (33,43 + 2,09) 0,999 (n = 2) 7,59 £ 0,11
4 k'= (20,34 + 0,37)log P — (33,21 +2,08) 0,999 (n = 2) 2,69+ 0,11
5 k'=(20,39 + 0,41)log P — (33,35 +2,33) 0,999 (n = 2) 4,79+ 0,11
6 k'=(20,30 + 0,39)log P— (33,17 +2,22) 0,999 (n = 2) 2,81+0,12
7 k'=(20,32 + 0,37)log P— (33,30 + 2,09) 0,999 (n = 2) 2,85+ 0,11
8 k'=(20,33 + 0,38)log P— (33,23 + 2,14) 0,999 (n = 2) 4,53 + 0,10
9 k'= (20,28 + 0,36)log P — (33,13 + 2,06) 0,999 (n = 2) 5,36 £ 0,10
10 k'= (20,26 + 0,37)log P - (33,20 £ 2,12) 0,999 (n = 2) 6,59+ 0,10
11 k'= (20,37 + 0,38)log P — (33,37 + 2,16) 0,999 (n = 2) 7,14 + 0,11
12 k'= (20,38 + 0,36)log P — (33,48 + 2,05) 0,999 (n = 2) 6,65 + 0,10

Die Ergebnisse zeigen, dal® keine signifikanten Unterschiede in den log P-Werten in

Abhangigkeit vom pH-Wert des verwendeten Puffers gefunden wurden.
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6 Diskussion

6.1 Stabilitatsuntersuchungen der Curcuminoide

Die Problematik der Stabilitdt von Curcumin 6 in waldrigen alkalischen Losungen
wurde in der Vergangenheit ausfuhrlich untersucht und diskutiert. Dabei wurden
sowohl ein einfacher Hydrolysemechanismus als auch ein radikalisch induzierter
Mechanismus als Grund fur die Instabilitdt postuliert (Ténnesen, 1985a,b; Kdnig,
1993; Mamero, 1997). Untersuchungen zum Abbaumechanismus waren jedoch nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Es wurde die Stabilitat der Verbindungen 1 —
12 bei einem physiologischen pH-Wert verfolgt und der stabilisierende Effekt von
RSA und DPPC-Liposomen untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dal} alle Verbindungen mit Ausnahme der Verbindungen 8
und 9 einem mehr oder weniger starken Abbau in SPP pH 7,4 unterliegen. Die
Verbindungen 4 und 7 konnten zunachst in der eingesetzten Melikonzentration in
Ldsung gebracht werden, fallen jedoch innerhalb des Untersuchungszeitraumes aus.
Die Verbindungen 1, 2, 4, 5 und 7 wurden bereits von Mamero auf ihre Stabilitat in
waldriger alkalischer Losung hin untersucht. Dabei konnten sie in Losung gehalten
werden und erwiesen sich in dem Experiment als stabil (Mamero, 1997). Allerdings
wurde dort der walrigen Pufferlosung eine grolRere Menge Methanol (50 %)
zugesetzt, um ein Ausfallen der Verbindungen zu verhindern. Da ein hoQherer
Methanolanteil die Zersetzung verlangsamt, wurde zur Kompensation ein
Phosphatpuffer pH 8,0 verwendet.

Die gezeigten Ergebnisse ergeben sich also aus anderen Bedingungen als bei
vorherigen Arbeiten. Der von Mamero vorgeschlagene radikalische Zersetzungs-
prozel® der Curcuminoide, wonach das Ausmal} der Zersetzung mit den Radikal-
fangereigenschaften der Verbindungen korreliert, kann durch die vorliegenden
Ergebnisse zum Teil nicht bestatigt werden. Nach Mamero besitzen die
Verbindungen 1 und 2 praktisch keine Radikalfangereigenschaften. Dennoch
zersetzen sie sich unter den physiologischen Bedingungen (Verbindung 1 auf 38 %,
Verbindung 2 auf 81 % der Anfangsabsorption).

Eine andere Erklarung der Abnahme der Absorption im Wellenlangenbereich der
langwelligen Absorptionsbande konnte in dem tautomeren Gleichgewicht zwischen

der Diketo- und der Enolform, in denen die Curcuminoide vorliegen konnen, liegen.
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Solche tautomeren Gleichgewichte sind auch fur andere p-Diketone bekannt und
sind unter anderem abhangig von der Polaritat des Solvens bzw. der unmittelbaren
Umgebung des Molekuls. Fur Benzoylaceton (1-Phenyl-1,3-butadion) ist solch eine

l6sungsmittelabhangige Tautomerie beschrieben (Abb. 6.1).

H.
0] O O |O
K
CH, £ . X CH,
~
Amax = 250 nm Amax = 312 nm

max max

Abb. 6.1: Tautomeriegleichgewicht von 1-Phenyl-1,3-butadion und Absorptions-
maxima der beiden tautomeren Formen

Die Verbindung liegt in unpolaren Losungsmitteln wie z.B. Cyclohexan uberwiegend
in der Enolform unter Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbindung vor. In
Ldsungsmitteln, die wesentlich polarer sind oder als Wasserstoffbindungs-Donor
fungieren, nimmt der Anteil der Enolform zugunsten der Diketoform ab. In Wasser
liegt ein Gemisch der beiden Formen mit einem Anteil der Enolform von 37 % vor
(Iglesias, 1996). Dieser Effekt kann analytisch ausgenutzt werden, da die Diketoform
und die Enolform unterschiedliche Absorptionsmaxima besitzen (Abb. 6.1).

Die Abnahme der Absorptionswerte einiger Verbindungen im Bereich der lang-
welligen Absorptionsbande in walkrigem Medium konnte also mit einer Verschiebung
des Tautomeriegleichgewichtes zugunsten der Diketoform und einer damit
verbundenen Zunahme der Absorption im kurzwelligen Bereich zusammenhangen.
Untersuchungen zur Keto-Enol-Tautomerie von Curcumin 6 konnten zeigen, dal} mit
zunehmender Losungsmittelpolaritat der Enolisierungsgrad der Verbindung linear
abnimmt (Bauer, 1996).

Bei allen Verbindungen ist eine Zunahme der Stabilitat aufgrund der Anwesenheit
sowohl von Rinderserumalbumin als auch von DPPC-Liposomen im Vergleich zum
reinen Phosphatpuffer festzustellen. Die Zunahme der Absorption bei den
Verbindungen 5, 8, 9 und 12 in Anwesenheit von RSA oder DPPC-Liposomen ist auf
einen grofler werdenden Extinktionskoeffizienten der Verbindungen in apolarer
Umgebung zurlckzufuhren. Dies ist anhand der Bestimmung der Extinktions-
koeffizienten in eher polaren Ldsungsmitteln wie Methanol bzw. in unpolaren

Ldsungsmitteln wie n-Hexan in Kapitel 5.2 erkennbar. Eine Zunahme der Absorption
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in Anwesenheit von RSA oder DPPC-Liposomen trotz kleiner werdendem
Extinktionskoeffizienten in unpolarer Umgebung, wie es bei der Verbindung 2 der Fall
ist, lieBe sich mit einem veranderten Tautomeriegleichgewicht der Verbindung in
unpolarer Umgebung erklaren (s.o.). Der groRere Anteil an Enolform in Anwesenheit
von RSA oder DPPC-Liposomen im Vergleich zum reinen Phosphatpuffer wirde eine
Absorptionszunahme im Bereich der langwelligen Absorptionsbande bedingen.

Es kann davon ausgegangen werden, dal} die Curcuminoide mit einem hydrophoben
Bereich des RSA bzw. dem hydrophoben Bereich der Phospholipidmembran
wechselwirken und dadurch einem geringeren Abbau unterliegen (Pulla Reddy et al.,
1999; Began et al, 1999). Diese Annahme wird zum einen durch das
Fluoreszenzverhalten der Verbindungen 1 — 12 in RSA-L6sung (Kapitel 5.7) und in
Liposmonsuspension (Kapitel 5.6) bestatigt. Die Lage des Emissionsmaximums wird
durch die Zugabe von RSA bzw. DPPC zu kirzeren Wellenlangen verschoben,
woraus uber einen Vergleich mit den Solvatochromiedaten der Emissionsspektren
(Kapitel 5.3) auf eine eher unpolare Umgebung der Verbindungen 1 — 12 zu
schlieen ist. Zum anderen sprechen die ermittelten log P-Werte (Kapitel 5.10) fur
eine zum Teil sehr hohe Lipophilie der Verbindungen, so dal} eine Verteilung der
Verbindungen zwischen hydrophiler Phase (Phosphatpuffer) und lipophiler Phase
(hydrophobe Bereiche von RSA bzw. der Liposomen) zugunsten der lipophilen

Phase ausfallen sollte.

6.2 Solvatochromieeffekte der untersuchten Verbindungen

In den Abschnitten 5.2 und 5.3 ist gezeigt worden, dafl® insbesondere die
Verbindungen 4 — 11 eine ausgepragte positive Solvatochromie ihrer Emissions-
spektren zeigen, und dal® zusatzlich die Verbindungen 9 — 11 eine auffallende
Solvatochromie ihrer Absorptionsspektren zeigen. Bei den genannten Verbindungen
handelt es sich um Strukturen, die in 3- und/oder 4-Position des Phenylringes
Substituenten tragen, die uber einen Mesomerieeffekt als Elektronendonator wirken
kénnen. Auf die Solvatochromie dieser Verbindungen soll im folgenden ausflhrlicher
eingegangen werden, wobei die Ergebnisse fur die Verbindungen 1, 2, 3 und 12 in
die Diskussion einbezogen werden sollen.

Definitionsgemal® konnen die Verbindungen 4 — 11 zu den Polymethinfarbstoffen

gezahlt werden. Dabei handelt es sich nach der Definition von Koénig (1926) um
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ionoid aufgebaute Verbindungen, die zwischen zwei Heteroatomen eine ungerade
Anzahl von Methingruppen (-CH= ) enthalten. In Abb. 6.2 sind die allgemeine Form
eines Polymethins und die denkbaren Polymethin-Teilstrukturen der Curcuminoide

am Beispiel der Verbindung 9 dargestellt.

a D/N{A D: Elektronendonator

z.B. N(CH,),

A: Elektronenakzeptor
z.B.C=0

Abb. 6.2: Allgemeine Form eines Polymethins (a) und die denkbaren Polymethin-
Teilstrukturen (b und c) der Curcuminoide am Beispiel der Verbindung 9

Da die Verbindung 9 zwei verschiedene Heteroatome besitzt, kann diese Struktur als
Merocyanin-artig bezeichnet werden. Solche Strukturen besitzen eine Elektronen-
Donatorgruppe (D) und eine Elektronen-Akzeptorgruppe (A). Beide sind Uber ein
konjugiertes System verbunden und sind durch eine ausgepragte Solvatochromie
gekennzeichnet (Liptay, 1965). Die Verknupfung einer elektronenliefernden und einer
elektronenziehenden Gruppe Uber ein aromatisches System resultiert in einem
niedrigsten angeregten Zustand, in dem eine ausgepragte Ladungsubertragung von
D zu A stattfindet. Dabei sind Amino- oder Alkylaminogruppen die besten
Elektronenlieferanten, S=O und C=0O die besten Elektronenakzeptoren (Weber und
Farris, 1979). Die Ladungsubertragung zwischen D und A ist aul’erdem haufig mit
einer wesentlichen Veranderung des Dipolmoments (ug: Dipolmoment des
Grundzustandes; pe: Dipolmoment des ersten angeregten Zustandes) gekoppelt
(Liptay, 1965). Fur wenig polare Verbindungen gilt in der Regel

Me > Mg, fUr stark polare Verbindungen kann pe < pyg werden.
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Der Einflull der Veranderung des Dipolmoments auf die Solvatochromie einer
Verbindung ist unter 1.2.2 erortert worden. Anhand der positiven Solvatochromie der
Emissionsspektren der Verbindungen 4 — 11, also der Verschiebung des Emissions-
maximums zu langeren Wellenlangen beim Wechsel vom unpolaren zum polaren
Losungsmittel, ist zu erkennen, dal} der angeregte Zustand der Curcuminoide ein
groReres Dipolmoment aufweisen muf} als der Grundzustand. Dies steht im Einklang
mit frGheren Untersuchungen der Losungsmittelabhangigkeit insbesondere der
Emissionsspektren von Curcumin 6, wonach die Differenz von pg und pe 6,1 D
betragt (Khopde et al., 2000). Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit weichen
jedoch insofern von der Arbeit von Khopde et al. ab, als in der vorliegenden Arbeit
zum einen eine geringere Anzahl von Lésungsmitteln und zum anderen qualitativ
unterschiedliche Lésungsmittel verwendet wurden. In der zitierten Arbeit wurden
neben eher unpolaren Losungsmitteln wie Benzol und Dioxan sowie den eher
polaren Alkoholen auch Acetonitril, DMF und DMSO verwendet. Aus der Korrelation
der Stokes-Verschiebung Avsiokes Mit dem Polaritatsparameter Af ergibt sich in der
vorliegenden Arbeit fur die Verbindung 6 ein Korrelationskoeffizient r = 0,999 und ein
Ap von 8,2 D (Tabelle 5.25). Khopde et al. finden einen Korrelationskoeffizienten r =
0,684 und schlielen daraus auf wesentliche spezifische Losungsmitteleffekte wie
Wasserstoffbrickenbindungen als Grund fir die Solvatochromie der Emissions-
spektren.

Ein Beispiel fur den genau umgekehrten Fall einer Abnahme des Dipolmoments als
Folge der Lichtabsorption und einer daraus resultierenden negativen Solvatochromie
ist in umfangreicher Weise fur Pyridinium-N-phenolat-betaine beschrieben (Dimroth
et al., 1963; Reichardt und Muller, 1976) (Abb. 6.3).
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Abb. 6.3: Struktur eines Pyridinium-N-phenolat-betains als Beispiel fiir ein Molekiil
mit ausgepragter negativer Solvatochromie (es gilt: pe < Hg)

Dal® die solvatochromen Eigenschaften der Curcuminoide auf einer
Ladungsubertragung im angeregten Zustand von einer elektronenliefernden auf eine
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elektronenziehende Gruppe beruhen, wird dadurch bestatigt, dall zum einen die
Solvatochromie der Emissionsspektren wesentlich starker ausgepragt ist als die der
Absorptionsspektren, und dal® zum anderen die Verbindungen 1, 2, 3 und 12 keine
Solvatochromie ihrer Emissionsspektren zeigen. Diesen Verbindungen ist
gemeinsam, dal sie keine auxochromen Ringsubstituenten mit der Moglichkeit zur
Ladungsubertragung besitzen.

Die Annahme, daR fur die Verbindungen 4 — 11 pe > pg gilt, wird durch die
Bestimmung der Differenz zwischen den Dipolmomenten im Grund- und ersten
angeregten Zustand Ay Uber die Lippert-Gleichung eindeutig bestatigt (Punkt 5.4).
Far Curcumin 6 ist Ay mit 6,1 D beschrieben (Khopde et al., 2000). Die Bestimmung
des kritischen Parameters a (Onsager-Radius) wird von den Autoren jedoch nicht
angegeben. Daraus und aus der Tatsache, dal® die Bestimmung in anderen
Lésungsmitteln vorgenommen wurde, kénnte sich der Unterschied des in der

vorliegenden Arbeit ermittelten Ay der Verbindung 6 von 8,2 D erklaren.

In der Einleitung wurde die Verbindung PRODAN als Beispiel fur eine
umgebungssensitive Fluoreszenzsonde vorgestellt. Auch bei dieser Verbindung
handelt es sich definitionsgemald um einen Poymethinfarbstoff, genauer um ein
Merocyanin (Abb. 6.4). Elektronendonator bzw. —akzeptorgruppen sind hier die
Dimethylamino- bzw. die Propionylgruppe.

In Tabelle 6.1 sind die Emissionsmaxima fur PRODAN und fur die Verbindung 9
aufgefliihrt. Dieses Curcuminoid zeigt die grofite Strukturahnlichkeit zum PRODAN.
Die Solvatochromieeffekte dieser Verbindung sollen beispielhaft flr die untersuchten
Verbindungen im Vergleich mit PRODAN diskutiert werden.

Sowohl die Verbindung 9 als auch PRODAN zeigen eine ausgepragte positive
Solvatochromie in ihren Emissionsspektren in Losungsmitteln unterschiedlicher
Polaritat. Rechnet man die Verschiebung des Emissionsmaximums beim Wechsel
von Ethanol nach n-Hexan bzw. Cyclohexan fur die beiden Verbindungen in
Wellenzahlen um, ergibt sich fiir PRODAN ein Av von 4780 cm™ und fir die
Verbindung 9 ein Av von 4390 cm™. Das bedeutet, daR PRODAN im Vergleich zu
Verbindung 9 geringfigig empfindlicher auf eine Veranderung der
Lésungsmittelpolaritat reagiert. Die Differenz zwischen den Dipolmomenten im
Grund- und im ersten angeregten Zustand Ap wird in der Literatur mit 5 — 7 D

angegeben (Catalan et al., 1991; Samanta und Fessenden, 2000). Auch hier zeigt
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der Vergleich mit Au der Verbindung 9 (7,5 D (Tabelle 5.25)), dal® dieser Parameter

fur beide Verbindungen ahnlich grof3 ist.

Tabelle 6.1: Absorptions- und Emissionsmaxima von PRODAN und der Verbindung 9
in verschiedenen Losungsmitteln

Losungsmittel DK PRODAN Verbindung 9
& AAbs AEm Mabs AEm
n-Hexan (Cyclohexan)? 2,02 (1,89) 342 401 440 480
Toluol (Benzol) ? 2,28 (2,38) 355 421 464 519
Aceton 20,7 350 452 474 570
Ethanol 24,3 360 496 486 608

" (Weber und Farris, 1979)
2 (da fir PRODAN keine Literaturwerte der Emissionsmaxima in n-Hexan und Toluol beschrieben
sind, sind die Emissionsmaxima der Verbindung in Cyclohexan bzw. Bezol angegeben)

Auffallend bei dem in Tabelle 6.1 aufgefuhrten Vergleich der Emissionsmaxima ist
aullerdem, dall sowohl die Absorptions- als auch die Emissionsmaxima der
Verbindung 9 in Losungsmitteln gleicher Polaritat im Vergleich zu PRODAN um 80 —
110 nm bathochrom verschoben sind.

Die in etwa gleiche Empfindlichkeit der Emissionsspektren hinsichtlich der
Lésungsmittelpolaritat, die Kongruenz von Ap sowie der Unterschied der Lage der
Absorptions- und Emissionsmaxima in gleichen Losungsmitteln fur die beiden
Verbindungen kdénnen anhand eines Vergleichs der chromophoren Systeme von
PRODAN und Verbindung 9 erklart werden (Abb. 6.4).

In beiden Verbindungen fungiert die Dimethylaminogruppe als Elektronendonator
und eine Ketogruppe als Elektronenakzeptor. Die in Abb. 6.4 schematisch
dargestellte, durch Anregungslicht induzierte intramolekulare Ladungsubertragung ist
fur PRODAN beschrieben und kann in ahnlicher Weise fur die Verbindung 9
angenommen werden (Crane et al., 2002). Daraus ist eine deutliche Veranderung
des Dipolmoments im angeregten Zustand abzuleiten. Als Folge des veranderten
Dipolmoments des Fluorophors kommt es zu einer Umorientierung der
Ldsungsmittelmolekile (sog. Losungsmittelrelexation, vgl. 1.2.2) und somit zu einem
relaxierten Zustand des Fluorophors mit einem minimalen Energiegehalt. Mit

zunehmender Losungsmittelpolaritat sinkt der Energiegehalt des relaxierten
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Zustandes, und die bathochrome Verschiebung der Emissionsspektren wird grofer
(Valeur, 2002).
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Abb. 6.4: Chromophores System von PRODAN und (denkbares) chromophores
System der Verbindung 9 sowie Darstellung der lichtinduzierten intramolekularen
Ladungsiibertragung von der Elektronendonator- zur Elektronenakzeptorgruppe

Die langerwelligen Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindung 9 im
Vergleich zu PRODAN lassen sich anhand der chromophoren Systeme der beiden
Verbindungen erklaren. Polymethinfarbstoffe zeichnen sich hinsichtlich ihres
Absorptionsverhaltens vor allem dadurch aus, daf® durch die EinflUhrung zusatzlicher
Vinylengruppen die Absorptionsmaxima um sehr viel groRere Betrage — etwa 100 nm
pro Doppelbindung — nach langeren Wellen verschoben werden als bei der
entsprechenden VergroRerung irgendeines anderen Konjugationssystems (Staab,
1964). Durch die Konjugation Uber eine weitere Doppelbindung wird das
Energieniveau des hdchsten besetzten n-Orbitals (HOMO) angehoben und das des
niedrigsten unbesetzten n*-Orbitals (LUMO) erniedrigt, so dal3 die Energiedifferenz
zwischen dem hochsten bindenden und dem niedrigsten antibindenden =-Orbital
geringer wird. In der Folge reicht eine immer langerwellige Strahlung fur die
Anregung eines Elektrons im Sinne eines m — n*-Uberganges aus. In Abb. 6.4
erkennt man, dal} das denkbare chromophore System der Verbindung 9 im Vergleich
zu PRODAN um eine Doppelbindung erweitert ist. Die Verschiebung der
Absorptions- und Emissionsmaxima der Verbindung 9 im Vergleich zu PRODAN
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deckt sich gut mit der fur Polymethinfarbstoffe typischen Verschiebung um ca. 100
nm durch Einflhrung einer zusatzlichen Doppelbindung.

Die Ergebnisse der Verbindungen 1, 2, 3 und 12 unterstitzen die Theorie des
chromophoren Systems der Curcuminoide als polymethin- bzw. merocyaninartig, da
sowohl die Absorptions- als auch die Emissionsspektren dieser Verbindungen, denen
eine elektronenliefernde Gruppe im Phenylring fehlt, so gut wie keine
Solvatochromieeffekte zeigen. Das Absorptions- und Fluoreszenzverhalten wird
durch die Polaritat der unmittelbaren Umgebung wesentlich geringer beeinflult, als
es fur die ubrigen Verbindungen der Fall ist.

Um die Umgebungssensitivitat der untersuchten Verbindungen zu quantifizieren,
kénnen die Ergebnisse der Lippert-Auftragung (Tabelle 5.25) herangezogen werden.
Dabei wurde die Stokes-Verschiebung Avsikes gegen Af als Parameter fur die
Lésungsmittelpolaritat aufgetragen. Die Steigung der Geraden kann, ebenso wie der
Parameter Ap, als Mal fir die Solvenzempfindlichkeit angesehen werden (Rohde,
2002). Anhand dieser Parameter kann die Verbindung 8 als die Verbindung mit der
grolten Umgebungssensitivitat in bezug auf die Polaritat angesehen werden.

Bei der Betrachtung der Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindungen 1 —
12 fallt neben der Lage der Absorptions- bzw. Emissionsmaxima die Abhangigkeit
der Form der Spektren vom jeweiligen Lésungsmittel auf. Im Gegensatz zu den
Spektren in den Alkoholen weisen die Spektren in Toluol und n-Hexan eine gewisse
Feinstruktur auf. Bei den Emissionsspektren der Verbindungen 4 — 11 nimmt
zusatzlich die Halbwertsbreite Avq, in Toluol und n-Hexan im Vergleich zu den
Alkoholen ab.

Beide Effekte lassen sich anhand von spezifischen Lésungsmitteleffekten, in erster
Linie anhand von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Fluorophor und Solvensmolekdul, erklaren. Dabei sind insbesondere die Bereiche des
Chromophors betroffen, die Uber freie Elektronenpaare verfugen, d.h. die
Elektronendonator- bzw. Akzeptorgruppen, woraus sich eine starkere Beeinflussung
auf die Spektren der Verbindungen 4 — 11 ableiten |aRt. Durch die elektronischen
Wechselwirkungen des Fluorophors in den protischen Lésungsmitteln Methanol,
Ethanol, Butanol und Oktanol kommt es zu einer Beeinflussung der
Schwingungsniveaus des angeregten Zustandes im Sinne einer Verminderung der
Energiedifferenzen zwischen diesen Schwingungsniveaus und somit zu einem

Verwischen der Schwingungsteilbanden der Spektren. In den aprotischen
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Losungsmitteln findet diese Beeinflussung nicht statt, so dald die Feinstruktur der
Schwingungsteilbanden erhalten bleibt.

Uber einen Vergleich der spektroskopischen Eigenschaften der Verbindung 9 mit
PRODAN koénnen einige spektroskopische Phanomene der Curcuminoide erklart
werden. Das chromophore System der untersuchten Curcuminoide mul} allerdings
insgesamt komplexer sein, als in Abb. 6.2 und 6.4 schematisch dargestellt. Dies
erklart sich aus Untersuchungen von Teilstrukturen des Curcumins 6 wie sog. halbes
Curcumin oder Feruloylaceton (Abb. 6.5), deren Absorptionsmaxima kirzerwellig
sind als die des Curcumin 6 (Roth und Miller, 1964).
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Amax (Isopropanol) = 340 nm Amax (ISOpropanol) = 345 nm Amax (ISOpropanol) = 425 nm

Abb. 6.5: Teilstrukturen des Curcumins 6 und Vergleich der Absorptionsmaxima der
Teilstrukturen mit Curcumin 6 in Isopropanol (Roth und Miller, 1964)

Die genaue Klarung des chromophoren Systems der Curcuminoide bleibt weiteren

Untersuchungen vorbehalten.

6.3 Fluoreszenzquantenausbeuten der Verbindungen

Wie stark der EinfluR eines elektronenliefernden Substituenten auf die
Fluoreszenzeigenschaften der Curcuminoide ist, zeigt sich neben den bereits
erwahnten Solvatochromieeffekten auch an den Quantenausbeuten der
Verbindungen. Die Verbindungen 1 — 3 kénnen mit Quantenausbeuten < 1 % als
nicht fluoreszent in den verwendeten Losungsmitteln bezeichnet werden. Die etwas
hoheren Werte der Verbindung 12 in Ethanol und Oktanol sind auf den Naphtalinrest
als aromatisches System zurtickzuflihren.

Wie erwartet zeigen die Verbindungen 9 — 11 aufgrund ihrer Aminoalkylsubstituenten
als stark auxochrome Gruppen die groften Quantenausbeuten. Auffallend ist hier
wie auch bei den Verbindungen 4 — 8 die Abhangigkeit der Fluoreszenz-

guantenausbeuten von dem jeweiligen Losungsmittel. Es sei an dieser Stelle auf die
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im folgenden Abschnitt erwahnten Zusammenhange zwischen Fluoreszenz-
quantenausbeute und Lebensdauer des angeregten Zustandes und die Abhangigkeit
der Fluoreszenzlebensdauer des Curcumins 6 vom Ld&sungsmittel hingewiesen
(Khopde et al., 2000).

6.4 Fluoreszenzverhalten in Liposomensuspension und in

Rinderserumalbuminlosung

Die Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens der Verbindungen 2 — 12 in Gegenwart
von DPPC-Liposomen (Konzentration der Verbindungen: 2 uM) und der
Verbindungen 4 — 11 in RSA-Lésung (Konzentration der Verbindungen: 5 uM) sollte
zeigen, inwieweit sich die Solvatochromieeffekte der Verbindungen in Losungsmitteln
unterschiedlicher Polaritat auf die Markierung einer Modellmembran (DPPC-
Liposomen) bzw. eines Makromolekiils (RSA) Ubertragen lassen. Als MelRRparameter
sollten in beiden Fallen die Fluoreszenzintensitdt und die Lage des
Emissionsmaximums bestimmt werden. Es soll zunachst auf die Ergebnisse in der
Liposomensuspension und anschliel3end auf die Ergebnisse in Gegenwart von RSA

eingegangen werden.

6.4.1 Fluoreszenzverhalten in Liposomensuspension

Die Ergebnisse fur die Verbindungen 2, 3 und 12 weichen von denen der Ubrigen
Verbindungen dadurch ab, daf® durch allmahliche Erhdhung der DPPC-Konzentration
zwar die Fluoreszenzintensitat ansteigt, aber das Emissionsmaximum bis zur
héchsten DPPC-Konzentration langerwellig ist als in Methanol. Aufgrund der sehr
hohen log P-Werte dieser Verbindungen (vgl. Kapitel 5.10) wirde man erwarten, dafl}
sie mit einem eher hydrophoben Bereich der Phospholipide wechselwirken und ein
kirzerwelliges Fluoreszenzsignal zeigen. Bei genauerer Betrachtung der
Emissionsspektren der Verbindung 12 (Abb. 5.33) fallt auf, dal® das urspriingliche
Maximum bei der geringsten DPPC-Konzentration auch noch bei hdheren
Konzentrationen als Schulter zu erkennen ist. Der Grund flr die unerwartet grol3e
Anderung der Lage des Emissionsmaximums und die leicht strukturierte Form des
Spektrums ist hier wahrscheinlich die uUberproportionale Zunahme von
Elektronenlibergangen bei kleineren Wellenlangen. Die Elektroneniubergange bei

grolkeren Wellenlangen sind als Schulter nach wie vor erkennbar. Die Verschiebung



102 Diskussion

des Emissionsmaximums beruht bei den Verbindungen 2, 3 und 12 also auf der
l6sungsmittelabhangigen Anderung der relativen Intensitdten verschiedener
Elektronenlibergange und nicht auf der I6sungsmittelabhangigen Verschiebung eines
einzelnen Elektronenlbergangs.

Bei den ubrigen Verbindungen wird bereits durch die Zugabe von 10 uM DPPC die
Lage des Emissionsmaximums in einen Bereich verschoben, der eine eher unpolare
Umgebung anzeigt. Die Verschiebung des Maximums durch DPPC-Zugabe kann an
der Verbindung 4 gut verfolgt werden (Abb. 5.31). Im Vergleich zum Maximum im
SPP pH 7,4 bewirkt die Zugabe von 200 yM DPPC eine hypsochrome Verschiebung
des Fluoreszenzsignals um 30 nm. Noch starker macht sich die Verschiebung des
Maximums bei der Verbindung 11 bemerkbar (Abb. 5.32). Hier findet bereits durch
die Zugabe von 10 yM DPPC eine hypsochrome Verschiebung um etwa 40 nm statt.
Hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat ist bei allen Verbindungen eine deutliche
Zunahme durch DPPC-Zugabe festzustellen, was auf eine Zunahme des

Absorptionskoeffizienten im Vergleich zum reinen Puffer zurickzuflhren ist.

6.4.2 Fluoreszenzverhalten in RSA-Losung

Hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat zeigen mit Ausnahme der Verbindung 5 eine
kontinuierliche Zunahme mit steigender RSA-Konzentration, wobei bei den héchsten
RSA-Konzentrationen ein Sattigungseffekt eintritt (qut zu erkennen in den Abb. 5.34
und 5.35). Bei Verbindung 5 ist die Intensitat des Fluoreszenzsignals bei 5 yM RSA
maximal, um bei weiterer RSA-Zugabe wieder abzufallen und sich auf einen relativ
konstanten Wert einzupendeln. Eventuell ist das Fluoreszenzsignal bereits bei
Zugabe von 10 yM RSA nicht mehr in einem linearen Bereich, so dall es im
folgenden durch Konzentrationseffekte zur Fluorezenzloschung kommt.

Die Lage der Emissionsmaxima wird bei allen Verbindungen durch Zugabe von RSA
hypsochrom verschoben, was auf eine Wechselwirkung mit einem eher hydrophoben
Bereich des Proteins hindeutet. Diese Vermutung findet durch Untersuchungen zur
Wechselwirkung von Curcumin 6 mit Humanserumalbumin (HSA) Bestatigung,
wonach diese Verbindung mit zwei verschiedenen jeweils hydrophoben Bereichen
des Proteins interagiert (Pulla Reddy et al., 1999).

Bei der Verbindung 11 fallt auf, dald bei Zugabe der geringsten RSA-Konzentration
von 5 pyM das Emissionsmaximum am starksten hypsochrom verschoben wird, um

bei hoheren RSA-Konzentrationen wieder zu etwas hoheren Wellenlangen
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verschoben zu werden. Hierflr konnte allerdings keine plausible Erklarung gefunden
werden.

Der bei hohen RSA-Konzentrationen zu beobachtende Sattigungseffekt der
Verbindungen deutet auf ein Gleichgewicht im Bindungsverhalten zwischen den
Curcuminoiden und dem RSA hin, was durch die Bestimmung der
Bindungskonstanten Kg fir die Verbindungen 6 und 7 (vgl. Kapitel 5.9 und 6.5)

bestatigt werden kann.

6.5 Bestimmung der Bindungskonstanten einzelner Curcuminoide

mit Rinderserumalbumin

Flr Curcumin 6 sind zwei Bindungskonstanten mit HSA flr zwei verschiedene
Bindungsbereiche des Proteins bekannt. Mit Hilfe von fluoreszenzspektroskopischen
Messungen, bei denen die Fluoreszenzléschung des in dem Protein enthaltenen
Tryptophans durch Curcumin 6 verfolgt wurde, konnte eine Bindungskonstante Kg
von 2,0 - 10° M bestimmt werden. Durch Circulardichroismus-Messungen konnte
die gleiche Arbeitsgruppe eine zweite Kg fiir Curcumin 6 mit 2,1 - 10* M" bestimmen
(Pulla Reddy et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bindungskonstante Kg flr Curcuminoide Uber
das Fluoreszenzsignal des RSA-gebundenen Curcuminoids nach der Jobs-Methode
(vgl. 4.10) bestimmt werden. Aus drei Grinden konnten nur fir die Verbindungen 6
und 7 die Bindungskonstanten bestimmt werden. Zum einen zeigen die
Verbindungen 1, 2, 3 und 12 in Gegenwart von RSA keine ausreichende
Fluoreszenz. Zum anderen zeigen die Verbindungen 4, 5 und 8 auch ohne RSA eine
gewisse Fluoreszenz im Puffer. Fur die Bestimmung von Kg nach der Jobs-Methode
muf} jedoch die zu messende Grole (hier die Fluoreszenzintensitat) allein durch die
Komplexbildung zwischen Ligand und Makromolekll zustande kommen (vgl. 4.10).
Schliel3lich war die Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten der Verbindungen 9 —
11 in Gegenwart von RSA ab einem bestimmten Konzentrationsverhaltnis sehr
grol3en, nicht nachvollziehbaren Schwankungen unterworfen, so dall keine
reproduzierbaren Ergebnisse erhalten werden konnten.

Die Messungen fur die Verbindungen 6 und 7 ergeben Bindungskonstanten von
1,0 - 10° M™ fiir Verbindung 6 und 1,6 - 10° M fiir Verbindung 7. Eine vergleichende
Diskussion ist aufgrund fehlender Daten in der Literatur schwierig. Die flr
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Verbindung 6 bestimmte Kg von 1,0 - 10° M liegt etwa um den Faktor 5 tber der fiir
Curcumin 6 bekannten Kg 2,0 - 10° M™ fiir den einen Bindungsbereich im HSA. Die
Besetzung einer zweiten Bindungsstelle im RSA wie sie fur die Bindung mit HSA bei
grolen Curcumin-Konzentrationen beschrieben ist (Pulla Reddy et al., 1999), wurde
fur die Verbindungen nicht Uberprift. Der Unterschied zwischen der bekannten Kg
mit HSA und der hier bestimmten Kg mit RSA ist sicherlich zum Teil auf die
unterschiedlichen Proteine zurtckzufuhren. Die Bestimmung der Kg fur die strukturell
sehr ahnliche Verbindung 7 mit 1,6 - 10° M™" 1aRt jedoch vermuten, daR die gewahlte
Methode der Bestimmung der Bindungskonstanten Uber das Fluoreszenzsignal des

RSA-gebundenen Curcuminoids prinzipiell geeignet ist.

6.6 Fluoreszenzpolarisation

Mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisationstechnik sollte Uber einen Vergleich mit der
bekannten Fluoreszenzsonde 1,6-DPH untersucht werden, inwieweit sich
Curcuminoide fur Polarisationsmessungen im Hinblick auf die Bestimmung von
Mikroviskositaten und Membranfluiditaten eignen. Die unter 5.8.1 dargestellten
Ergebnisse zeigen, dal die Anisotropiewerte der Verbindung 9 eine Verfolgung des
Phasenubergangs von der Gel- in die fllissigkristalline Phase zwar ermdglichen, dal}
aus diesen Werten jedoch nicht auf die tatsachliche Mikroviskositat zu schliel3en ist.
Um die konstant hohen Anisotropiewerte der Verbindung 6 und die auch nach dem
Phasenubergang noch vergleichsweise hohen Anisotropiewerte der Verbindung 9 zu
begrinden, wurden verschiedene Losungsansatze verfolgt.

Es wurde zunachst postuliert, dall die untersuchten Verbindungen
membranverandernde Eigenschaften besitzen und Uber eine Einlagerung in den
hydrophoben Bereich der Phospholipidmembran einen rigidisierenden Effekt auf die
Membran auslben. Diese Hypothese wurde durch zwei Punkte unterstitzt. Zum
einen wurde Uber membranverandernde Effekte von Curcumin 6 im Zusammenhang
mit den Apoptoseeigenschaften dieser Verbindung berichtet (Jaruga et al., 1998a,b).
Zum anderen konnten Untersuchungen im eigenen Arbeitskreis zeigen, dal}
Curcumin 6 und synthetische Derivate spannungsabhangige Kalium- und
Natriumkanale in immunkompetenten Zellen zum Teil dosisabhangig aber unselektiv

blockieren. In diesem Zusammenhang werden die Verbindungen 4 - 9 eingehend auf
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ihre membranverandernden Eigenschaften hin untersucht und die Ergebnisse an
anderer Stelle publiziert (Wernekenschnieder, Dissertation in Verbereitung).

Die zweite Hypothese zur Erklarung der hohen Anisotropiewerte in Liposomen steht
in Zusammenhang mit der Fluoreszenzlebensdauer 1 der Verbindungen.
Ausgehend von der Perrin-Gleichung (Gl. 6.1) lalt sich die beobachtbare
Fluoreszenzanisotropie fur verschiedene Werte von Fluoreszenzlebensdauer tr und

Rotationskorrelationszeit tr diskutieren.

r:H(rZ—O/m Gl. 6.1
Ist tr grol® gegenuber 1 der angeregten Molekule, so erfolgt keine Bewegung des
Molekuls innerhalb von tr. FUr die gemessene Anisotropie r gilt r = ro. Ist 1r
wesentlich kleiner als tr, so werden die angeregten Fluorophore innerhalb von t¢
einer statistischen Verteilung unterliegen und flr die gemessene Anisotropie r gilt
r = 0. Nur wenn die Lebensdauer des angeregten Zustandes tr und die
Rotationskorrelationszeit tr etwa in einer GroRenordnung liegen, wird sich die
Orientierung der Molekule innerhalb von 1t andern, unter Beibehaltung einer
anisotropen Verteilung der Molekule. In diesem Fall nimmt r Werte zwischen 0 und ry
an. Aus dieser Betrachtung wird sofort deutlich, dal® eine Messung der
Fluoreszenzanisotropie zur Untersuchung molekularer Beweglichkeit nur sinnvoll ist,
wenn tr und tr in einer GrolRenordnung liegen. D.h. mit einem bestimmten
Fluorophor kann man nur einen begrenzten Zeitbereich der Rotationsbewegungen
von Molekulen bzw. der Rotation des Fluorophors selbst erfassen.

Die bekannte Fluoreszenzsonde 1,6-DPH hat eine Fluoreszenzlebensdauer von 10,5
ns in dickflissigem Paraffin und eignet sich daher flr die Untersuchungen von
membrandynamischen Prozessen (Shinitzky und Barenholz, 1974). Die
Fluoreszenzlebensdauer von Curcumin 6 in dem unpolaren LOsungsmittel
Cyclohexan liegt bei etwa 50 ps (Khopde et al., 2000). Geht man davon aus, dal}
Curcumin 6 in einer Liposomensuspension membrangebunden, also in der
Rotationsbeweglichkeit eingeschrankt vorliegt, kdnnten die hohen Anisotropiewerte
der Verbindungen 6 und 9 in DPPC-Liposomen daher auf die sehr kurze

Fluoreszenzlebensdauer t der Verbindungen bei vergleichsweise groler
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Rotationskorrelationszeit tr zurickzufihren sein. Dementsprechend liegen die
gemessenen Anisotropiewerte r im Bereich der intrinsischen Anisotropie ro der
Verbindungen.

Khopde et al. berichten Uber verschieden hohe Fluoreszenzlebensdauern von
Curcumin 6 in Abhangigkeit vom verwendeten Losungsmittel. Es lag daher nahe, die
Anisotropie der Verbindungen 6 und 9 in verschiedenen Ldsungsmitteln zu
bestimmen. In Abb. 5.37 ist gezeigt worden, dal} die Fluoreszenzintensitaten der
Verbindungen 6 und 9 in Ethanol und Aceton sehr verschieden sind. Aus dieser
Tatsache und den in Tabelle 5.28 aufgeflhrten Anisotropiewerten der Verbindungen
6 und 9 ist ein Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzintensitat und der
Anisotropie r erkennbar. Dieser Zusammenhang soll anhand der Glg. 6.2 — 6.6 (nach
Schmidt, 2000) kurz dargestellt werden.

Die Fluoreszenzintensitat I kann vereinfacht ausgedrickt werden durch das Produkt

aus Fluoreszenzquantenausbeute Qr und dem Ausmal3 der Absorption Ia.
l- =Qg-1, Gl. 6.2

Die Fluoreszenzquantenausbeute Qf ist der Quotient aus dem Anteil der strahlenden
Desaktivierungsprozesse und der Gesamtheit aller Desaktivierungsprozesse,
ausgedriickt durch die Ubergangsraten ke (Fluoreszenz), kic (internal conversion),
kisc (intersystem crossing) und ket (electron transfer), wobei die Gesamtheit aller
Desaktivierungsprozesse auch durch den reziproken Wert der

Fluoreszenzlebensdauer tr dargestellt werden kann.

_ Ke
kF +kIC +kISC +kET

Q- =k, 1, Gl. 6.3

Setzt man Gl. 6.3 in GI. 6.2 ein, erhalt man:

I =k 7,1, Gl. 6.4
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bzw.

Gl. 6.5

Durch Einsetzen der Gl. 6.5 in Gl. 6.1 ergibt sich ein direkter Zusammenhang

zwischen der Fluoreszenzintensitat Ir und der Anisotropie r:

r= o Gl. 6.6

I
1+, F_izp)

F TA

Die Vergleichsmessungen der Anisotropiewerte von 1,6-DPH (Tabelle 5.28) zeigen,
dal sich fur Aceton und Ethanol gleichgrolRe r-Werte ergeben muften. Die Differenz
der r-Werte in Aceton und Ethanol der Verbindungen 6 und 9 und einiger anderer
Verbindungen laldt sich folgendermalien erklaren: Die Fluoreszenzlebensdauern der
Verbindungen 6 und 9 seien unterschiedlich in Aceton und Ethanol, wobei aufgrund
der wesentlich groReren Fluoreszenzintensitaten der Verbindungen 6 und 9 in
Aceton in diesem Losungsmittel die groRere Fluoreszenzlebensdauer 1t
anzunehmen sei. Bei etwa gleicher Rotationskorrelationszeit tr der Verbindungen 6
und 9 in Aceton und Ethanol ergabe sich ein unterschiedliches Verhaltnis von t¢ zu
tr fUr die beiden Lésungsmittel und Uber die Gl. 6.1 eine deutliche Differenz in den
gemessenen Anisotropiewerten (Verbindung 6: 0,229 in Ethanol und 0,059 in
Aceton; Verbindung 9: 0,106 in Ethanol und 0,028 in Aceton).

Zusammenfassend lassen sich also die hohen Anisotropiewerte der Verbindungen 6
und 9 im Vergleich zu 1,6-DPH mit einer kleinen Fluoreszenzlebensdauer tr im
Vergleich zur Rotationskorrelationszeit tr erklaren.

Die Tatsache, dal} anhand der Anisotropiewerte der Verbindung 9 im Gegensatz zur
Verbindung 6 der temperaturabhangige Phasenubergang der DPPC-Liposomen
verfolgt werden kann, a3t sich wie folgt erklaren: In dem unpolaren Losungsmittel n-
Hexan hat die Verbindung 9 eine wesentlich héhere Fluoreszenzquantenausbeute
(Qr = 17 %) als die Verbindung 6 (Qr = 1 %) (vgl. 5.5.1). Beachtet man den in GI. 6.3
dargestellten Zusammenhang zwischen Qf und Fluoreszenzlebensdauer tr, so kann

eine im Vergleich zu Verbindung 6 grol3ere Fluoreszenzlebensdauer von Verbindung
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9 angenommen werden. Dadurch ergibt sich ein gunstigeres zeitliches Verhaltnis von
TF ZU tr UNd somit ein gemessener Wert r, der von der intrinsischen Anisotropie rg

abweicht.

6.7 Lipophiliebestimmung

Die erhaltenen log P-Werte (Tabelle 5.29 bzw. 5.30) zeigen, dal® es sich bei den
Curcuminoiden um zum Teil sehr lipophile Verbindungen handelt. Die Untersuchung
in zwei Puffersystemen unterschiedlichen pH-Wertes konnte zeigen, dal} die
Lipophiliebestimmung bei physiologischem pH-Wert nicht durch Dissoziationseffekte
beeinflufdt wird.

Ein Vergleich aller log P-Werte im Sinne einer Struktur-Eigenschafts-Beziehung ist
aufgrund der sehr unterschiedlichen Ringsubstituenten schwierig. Vergleicht man
jedoch die Verbindungen mit strukturell ahnlichen Substituenten, erhalt man eine zu
erwartende Reihenfolge.

Unter den Verbindungen mit Alkylsubstituenten bzw. ohne Substituent nimmt die
Lipophilie mit gréRer werdendem Alkylrest zu (1 < 2 < 3).

Die Verbindung 4 mit der OH-Gruppe in 4-Position ist wie erwartet die am wenigsten
lipophile. Die Lipophilie nimmt durch Einflhrung einer Methoxygruppe in 3-Position
geringfigig zu (6 und 7). Verbindung 8 ist mit zwei an den Phenylring gebundenen
O-Atomen etwas hydrophiler als Verbindung 5 mit einer Methoxygruppe in 4-
Position.

In der Gruppe der Amino-alkylierten Verbindungen nimmt die Lipophilie mit groRer
werdendem Alkylrest zu (9 <10 < 11).
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei bislang nicht beschriebene
Curcuminoide (Verbindung 3, 10 und 12) synthetisiert. Dazu wurden weitere bereits
bekannte Curcuminoide dargestellt. Alle Verbindungen wurden auf ihre Stabilitat in
waldrigen, neutralen LoOsungen untersucht und im Rahmen der gegebenen

Moglichkeiten photometrisch und insbesondere fluorimetrisch charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dal} die bekannte Instabilitdt zahlreicher Curcuminoide
durch den Zusatz von Phospholipid-Liposomen oder aquimolarer Mengen RSA
deutlich verbessert werden kann. Fur die potentielle Markierung von Proteinen oder
Biomembranen durch Curcuminoide auch in walrigen Lésungen tritt die Instabilitat

der Verbindungen daher in den Hintergrund.

Aufgrund der hohen Lipophilie der Curcuminoide, die durch die Bestimmung der log
P-Werte quantifiziert werden konnte, kann in Anwesenheit von Makromolekulen wie
z.B. Proteinen oder von Zellmembranen eine hohe Verteilung in den hydrophoben

Bereichen dieser Matrices angenommen werden.

Mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisationstechnik konnte gezeigt werden, dal} die
untersuchten Curcuminoide insbesondere fur die Untersuchung membran-
dynamischer Prozesse wie etwa Bestimmungen von Membranfluiditaten eher nicht
geeignet sind. Mit Hilfe der Verbindung 9, die in unpolaren Lésungsmitteln eine
vergleichsweise grolde Fluoreszenzquantenausbeute besitzt, konnte jedoch der
temperaturabhangige Phasenlbergang einer Phospholipidmembran Uber eine
signifikante Anderung der Anisotropie verfolgt werden. Als mdgliche Anwendung
leitet sich hieraus die Markierung hydrophober Matrizes wie etwa Proteinen oder
Lipidvesikeln ab, deren Beweglichkeit z.B. durch Assoziationsreaktionen starken
Veranderungen unterworfen ist.

Es konnte aulerdem gezeigt werden, dal3 die gemessene Anisotropie starken
Schwankungen in Abhangigkeit des verwendeten Losungsmittels unterliegt. Dies
wurde in Zusammenhang mit den ebenfalls vom Losungsmittel abhangigen und
insgesamt eher kurzen Fluoreszenzlebensdauern der Curcuminoide gebracht. Dieser

Sachverhalt wurde am Beispiel des Curcumins 6 diskutiert, fur das



110 Zusammenfassung

Fluoreszenzlebensdauern in unterschiedlichen Losungsmitteln bekannt sind (Khopde
et al., 2000).

Die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute Qf ergibt zwei wichtige
Erkenntnisse. Zum einen zeigt sich, dald die untersuchten Curcuminoide insgesamt
eher schwach fluoreszieren, wobei die Verbindung 10 mit einer Fluoreszenz-
quantenausbeute von 25 % in Oktanol den hdchsten Wert besitzt. Zum anderen ist
eine starke Abhangigkeit der Qr vom Losungsmittel festzustellen. Hier konnte ein
analytischer Vorteil solcher Verbindungen wie etwa der Verbindung 11 liegen, die in
polarer Umgebung (z.B. Puffer) keine Fluoreszenz zeigt, in unpolarer Umgebung wie

in n-Hexan jedoch eine Quantenausbeute von 22 % besitzt.

Als besondere spektroskopische Eigenschaft der untersuchten Curcuminoide konnte
eine aulergewohnlich hohe positive Solvatochromie fur diejenigen Strukturen
ermittelt werden, die in beiden Phenylringen auxochrome Substituenten tragen.
Solche Gruppen, durch die die Verbindungen zu Donor-Akzeptor-Farbstoffen
werden, sind fur die Solvatochromie der untersuchten Curcuminoide essentiell. Dies
konnte Uber den Vergleich mit den Verbindungen 1 — 3 und 12 gezeigt werden,
denen solche Ringsubstituenten fehlen.

Fir die hohe Solvatochromie kann die Anderung des Dipolmomentes zwischen
Grund- und erstem angeregten Zustand verantwortlich gemacht werden. Anhand der
Solvatochromiedaten der Verbindungen konnte die Differenz Ap zwischen den
beiden Zustdnden berechnet werden. Das AusmaR der Anderung des
Dipolmomentes deutet auf eine Anregungslicht-induzierte Ladungsubertragung von

der Elektronendonor- auf die Elektronenakzeptorgruppe hin.

Uber einen Vergleich mit der bekannten und vielfach eingesetzten Polaritdtssonde
PRODAN wurde das chromophore System der Curcuminoide diskutiert. Die
Verbindungen 4 — 8 lassen sich in die Gruppe der gekreuzten Polymethin- und die
Verbindungen 9 - 11 in die Gruppe der gekreuzten Merocyanin-Farbstoffe
einordnen. Die spektroskopischen Eigenschaften wurden anhand von Teilstrukturen
des mesomeren Systems der Curcuminoide modellhaft erklart. Das tatsachliche
chromophore System der untersuchten Verbindungen muf} jedoch als wesentlich

komplexer angesehen werden, da es sich formal aus jeweils zwei Elektronendonor-
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bzw. Elektronenakzeptorgruppen zusammensetzt. Die Bezeichnung ,doppeltes
Polymethin bzw. Merocyanin“ umschreibt bildlich den genannten Sachverhalt.

Die hohe Solvatochromie der Verbindungen erlaubt eine Anwendung als
Fluoreszenzsonden z.B. zur Ermittlung von Umgebungspolaritaten in Proteinen oder
Biomembranen. Die Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens in Gegenwart von
Liposomen oder RSA zeigt, da® sich die Lage der Emissionsmaxima einiger
Verbindungen bereits bei niedrigen Konzentrationen deutlich andern. Hierin liegen
potentielle analytische Anwendungen der in dieser Arbeit untersuchten

Curcuminoide.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Allgemeine Hinweise

Die im folgenden beschriebenen Verbindungen wurden mit den ublichen Methoden
charakterisiert. Bislang nicht beschriebene Verbindungen sind mit einem Stern (*)

gekennzeichnet.

Elementaranalysen: Institut fur anorganische Chemie der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel (CHN-Autoanalyzer der Firma Hewlett-Packard).

Fluoreszenz-Spektroskopie: Perkin-Elmer LS 50 B Luminescence Spektrometer

Infrarot-Spektroskopie: Perkin-Elmer 16 PC FTIR
Zur Charakterisierung wurden folgende Abkurzungen verwendet:

v = Valenzschwingungen

NMR-Spektroskopie: TH-NMR: Bruker ARX 300 (Mef¥frequenz 300,13 MHz)
Es wurden folgende Abkurzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd =

doppeltes Dublett, t = Triplett, q = Quartett, g = Quintett, m = Multiplett, J
Kopplungskonstante in Hz
Als innerer Standard wurde Tetramethylsilan (TMS) verwendet. Alle Angaben der

chemischen Verschiebung s erfolgen in ppm.

Schmelzpunkte : Schmelpunktapparatur Buchi 510 und Mikroheiztisch Thermovar

(Reichert). Die Schmelzpunkte wurden nicht korrigiert. (Z.): Unter Zersetzung

UV/VIS-Spektroskopie: HP 8452A Dioden-Array-Spektrophotometer der Firma
Hewlett-Packard
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8.2 Allgemeine Synthesevorschriften

Methode A: 1000 mg getrocknetes Bortrioxid werden bei 60 °C 30 Minuten in 15 ml
Ethylacetat unter Rihren suspendiert. Nach Zugabe von 0,02 mol Acetylaceton wird
60 Minuten bei 60 °C geruhrt. Zu der entstandenen milchig-triben Suspension wird
eine erwarmte Losung von 0,04 mol aromatischem Aldehyd in 18,4 g Tributylborat
und 20 ml Ethylacetat hinzugefugt. Nach weiteren 30 Minuten bei 40 °C wird
innerhalb von 30 Minuten eine Mischung von 2,0 g n-Butylamin in 15 ml Ethylacetat
unter Ruhren zugetropft. Der Ansatz wird 18 Stunden bei 40 °C gerthrt.

Nach Zugabe von 4 ml konz. Salzsaure und 46 ml Wasser wird 60 Minuten bei 60 °C
hydrolysiert. Der nach Erkalten des Ansatzes auftretende Niederschlag wird
abgenutscht, mit reichlich Wasser neutral gewaschen und getrocknet.

Die organische Phase wird einmal mit Natriumhydrogencarbonat-L6sung und dreimal
mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und anschlie®end bis zur

Trockene einrotiert. Die vereinigten Rohprodukte werden umkristallisiert.

Methode B: wie Methode A; es wird jedoch eine Mischung von 0,2 g n-Butylamin in

15 ml Ethylacetat verwendet.

Methode C: wie Methode A; der nach der Hydrolyse auftretende Niederschlag wird
abgenutscht, mit reichlich Wasser neutral gewaschen, getrocknet und aus einem

geeigneten Losungsmittel umkristallisiert.
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8.3 Verbindungen

1,7-Diphenyl-5-hydroxy1,4,6-heptatrien-3-on (1)

Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: Benzaldehyd (4,24 g)

Umkristallisieren aus Ethanol ergibt gelbe Nadeln

Ausbeute: 0,4 g (7 % d. Th.)

Smp.:140°C (140 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™)): 3052 (v), 1624 (vc=0), 1576, 1501, 754

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & = 5,86 (s, 1H, H-4), 6,64 (d, °J = 15,9 Hz, 2H, H-2,6),
7,40 (m, 6H, H-3",4°,5"), 7,57 (m, 4H, H-2",6"), 7,67 (d, ®J = 16,1 Hz, 2H, H-17),
15,90 (s, 1H, enol-H)

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 101,8 (C-4), 124,0 (C-2,6), 128,1 (C-2,6"), 128,9
(C-3,5%), 130,1 (C-4"), 135,0 (C-1"), 140,6 (C-1,7), 183,3 (C-3,5)

UV (Ethanol): Amax = 392 nm, Ige = 4,68

C19H1602 (276,34)

5-Hydroxy-1,7-bis(p-tolyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (2)
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Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: 4-Methylbenzaldehyd (4,81 g)

Umkristallisieren aus Aceton ergibt gelbe Nadeln

Ausbeute: 2,6 g (43 % d. Th.)

Smp.: 206°C (203 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™]): 2912 (v), 1622 (v¢-0), 1604, 1570, 1516, 1440

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & = 2,38 (s, 6H, 4'-CH3), 5,82 (s, 1H, H-4), 6,59 (d, %J =
15,8 Hz, 2H, H-2,6), 7,20 (d, °J = 8,0 Hz, 4H, H-3",5"), 7,46 (d, *J = 8,0 Hz, 4H, H-
2°.6%), 7,64 (d, °J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7), 15,98 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 400 nm, Ige = 4,71

Fluoreszenz: Agmission = 461 nm (Ethanol)

C21H2002 (304,39)

1,7-Bis(4-tert-butylphenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (3)*

Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: 4-tert-Butylbenzaldehyd (6,49 g)

Umkristallisieren aus Aceton ergibt gelbe Nadeln

Ausbeute: 0,43 g (5,5 %)

Smp.: 175-179 °C

IR (KBr [cm™"]): 2962 (v), 1628 (vc-o0), 1514 (br), 1412, 1363, 1267, 827

'H NMR (300 MHz, CDCls): & = 1,34 (s, 18H, 4'-C(CHs)3), 5,91 (s, 1H, H-4), 6,67 (d,
%) = 16,0 Hz, 2H, H-2,6), 7,50 (d, °J = 8,6 Hz, 4H, H-3",5"), 7,59 (d, ®J = 8,6 Hz, 4H,
H-2°,6"), 7,73 (d, °J = 16,0 Hz, 2H, H-1,7), 15,94 (s, 1H, enol-H)
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3C NMR (75 MHz, CDCl3): & = 31,18 (-CH3), 34,91 (-C(CHs)3), 101,56 (C-4), 123,35
(C-2,6), 125,92 (C-3'5%), 127,98 (C-2'6%), 132,32 (C-1°), 140,44 (C-1,7), 153,69
(C-4%), 183,42 (C-3,5)
UV (Ethanol): Amax = 400 nm, Ige = 4,76
Fluoreszenz: Agmission = 460 nm (Ethanol)
C27H320, (388,55) ber. C 83,46 H 8,30

gef. C 83,58 H 8,41

5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (4)

Bisdesmethoxycurcumin

Darstellung nach Methode B

Aromatischer Aldehyd: p-Hydroxybenzaldehyd

Umkristallisieren aus Ethanol ergibt orange Nadeln

Ausbeute: 3,4 g (55 % d. Th.)

Smp.: 224 — 226°C (224 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™]): 3422 (v), 1622 (vc=0), 1600, 1580, 1514 1252

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 6,04 (s, 1H, H-4), 6,69 (d, J = 15,9 Hz, 2H, H-
2,6), 6,82 (d, °J = 8,7 Hz, 4H, H-3",5"), 7,55 (d, °J = 16,0 Hz, 2H, H-1,7), 7,56 (d, 3J =
8,7 Hz, 4H, H-2",67), 16,34 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 418 nm, Ige = 4,77

Fluoreszenz: Agmission = 514 nm (Ethanol)

Ci19H1604 (308,34)
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5-Hydroxy-1,7-bis(4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (5)

Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: 4-Methoxybenzaldehyd (5,45 g)

Umkristallisieren aus Ethanol ergibt orange Nadeln

Ausbeute: 3,0 g (44 % d. Th.)

Smp.: 164°C (163 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™]): 2833 (v), 1626 (vc=0), 1602, 1574, 1512, 1422, 1250, 1140

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & = 3,85 (s, 6H, 4'-OCHj), 5,78 (s, 1H, H-4), 6,50 (d, °J =
15,8 Hz, 2H, H-2,6), 6,92 (d, °J = 8,7 Hz, 4H, H-3",5"), 7,51 (d, ®J = 8,7 Hz, 4H, H-
2°.6%), 7,62 (d, °J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7), 16,01 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax =410 nm, Ige = 4,77

Fluoreszenz: Aemission = 500 nm (Ethanol)

C21H2004 (336,39)

5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (6)

Curcumin

Darstellung nach Methode B
Aromatischer Aldehyd: 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (6,09 g)

Umkristallisieren aus Ethanol ergibt orange Nadeln
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Ausbeute: 3,4 g (46 % d. Th.)

Smp.: 183°C (184 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™"]): 3417 (v), 2844 (v), 1628 (vc=0), 1603, 1560, 1510, 1233

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3,84 (s, 6H, 3-OCHs), 6,06 (s, 1H, H-4), 6,75 (d,
%) = 15,8 Hz, 2H, H-2,6), 6,82 (d, 3J = 8,1 Hz, 2H, H-5°), 7,15 (dd, %J = 8,1 Hz, *J =
1,7 Hz, 2H, H-6"), 7,32 (d, *J = 1,7 Hz, 2H, H-2"), 7,54 (d, J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7),
9,63 (s, 2H, 4°-OH), 16,38 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 426 nm, Ige = 4,77

Fluoreszenz: Agmission = 525 nm (Ethanol)

C21H2006 (368,39)

5-Hydroxy-1,7-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (7)

Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: 3-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd (6,1 g)

Umkristallisieren aus Ethanol ergibt orange Kristalle

Ausbeute: 3,6 g (49 % d. Th.)

Smp.: 190°C (192-193 °C, Kdnig 1993)

IR (KBr [cm™"]): 3404 (v), 3208 (br), 1622 (vc=0), 1639, 1589, 1461, 1126

'H NMR (300 MHz, Aceton-ds): & = 3,90 (s, 6H, 4'-OCHj3), 6,02 (s, 1H, H-4), 6,68 (d,
%) = 15,8 Hz, 2H, H-2,6), 7,01 (d, 3J = 8,3 Hz, 2H, H-5°), 7,15 (dd, %J = 8,3 Hz, *J =
2,1 Hz, 2H, H-6"), 7,21 (d, *J = 2,0 Hz, 2H, H-2"), 7,57 (d, °J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7),
7,78 (s, 2H, 3"-OH), 16,36 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 420 nm, Ige = 4,78

Fluoreszenz: Agmission = 506 nm (Ethanol)

C21H2006 (368,39)
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1,7-Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (8)

Darstellung nach Methode A

Aromatischer Aldehyd: 1,3-Benzodioxol-5-carbaldehyd (6,0 g)

Umkristallisieren aus Aceton ergibt orange Kristalle

Ausbeute: 2,4 g (33 % d. Th.)

Smp.: 202°C (198-199 °C, Pabon 1964)

IR (KBr [cm™]): 2904 (v), 1629 (vc=0), 1611, 1499, 1360, 1171, 1037, 811

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 6,04 (s, 1H, H-4), 6,09 (s, 4H, -OCH,0-), 6,81 (d,
%) = 15,8 Hz, 2H, H-2,6), 6,98 (d, °J = 8,0 Hz, 2H, H-57), 7,21 (dd, %J = 8,1 Hz, *J =
1,5 Hz, 2H, H-6"), 7,41 (d, *J = 1,5 Hz, 2H, H-2), 7,55 (d, ®J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7),
16,21 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 416 nm, Ige = 4,77

Fluoreszenz: Agmission = 517 nm (Ethanol)

C21H160s (364,36)

1,7-Bis(4-dimethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (9)

Darstellung nach Methode C
Aromatischer Aldehyd: 4-Dimethylaminobenzaldehyd (5,97 g)
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Umkristallisieren aus DMF ergibt violette Kristalle

Ausbeute: 2,4 g (33 % d. Th.)

Smp.: 209°C (206-207 °C, Pabon 1964)

IR (KBr [cm™]): 3024 (v), 2912 (v), 1621 (vc=0), 1516, 1142, 977, 819

'H NMR (300 MHz, CDCls): & = 2,95 (s, 12H, -N(CHs),), 5,73 (s, 1H, H-4), 6,42 (d, °J
= 15,8 Hz, 2H, H-2,6), 6,68 (d, J = 8,6 Hz, 4H, H-3'5"), 7,45 (d, 3J = 8,6 Hz, 4H,
H-2',6), 7,59 (d, °J = 15,8 Hz, 2H, H-1,7), 16,31 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 486 nm, Ige = 4,89

Fluoreszenz: Agmission = 608 nm (Ethanol)

Ca3H26N20, (362,47)

1,7-Bis(4-diethylaminophenyl)-5-hydroxy-1,4,6-heptatrien-3-on (10)*

Darstellung nach Methode C

Aromatischer Aldehyd: 4-Diethylaminobenzaldehyd (7,09 g)

Umkristallisieren aus DMF ergibt violette Kristalle

Ausbeute: 2,0 g (24 % d. Th.)

Smp.: 186 — 188 °C

IR (KBr [cm™"]): 2970 (v), 2893 (v), 1549 (vc-0), 1432, 1401, 1353, 1265, 964, 816

'H NMR (300 MHz, CDCls): & = 1,19 (t, ®J = 7,1 Hz, 12H, -CHs), 3,40 (q, °J = 7,1 Hz,
8H, -CH,-), 5,72 (s, 1H, H-4), 6,39 (d, ®J = 15,66 Hz, 2H, H-2',6), 6,64 (d, ®J = 9,0
Hz, 4H, H-3',5), 7,43 (d °J = 9,0 Hz, 4H, H-2',6"), 7,58 (d, 3J = 15,68 Hz, 2H, H-1,7),
16,36 (s, 1H, enol-H)

3C NMR (75 MHz, CDCls): & = 12,64 (-CHs), 44,50 (-CH-), 100,73 (C-4), 111,38
(C-3',5%, 118,63 (C-2,6), 122,31 (C-1°), 130,13 (C-2,6°), 140,56 (C-1,7), 149,19
(C-4) 183,33 (C-3,5)
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UV (Ethanol): Amax = 494 nm, Ige = 4,92

Fluoreszenz: Agmission = 609 nm (Ethanol)

C27H34N20, (418,58) ber. C 77,48 H 8,19 N 6,69
gef. C 77,29 H 8,33 N6,43

5-Hydroxy-1,7-bis(9-julolidinyl)-1,4,6-heptatrien-3-on (11)

Darstellung nach Methode A

Edukte: 0,01 mol Acetylaceton (1,0 g), 0,02 mol 9-Formyljulolidin (4,03 g)
Umkristallisieren aus DMF ergibt violette Nadeln

Ausbeute: 1,1 g (24 % d.Th.)

Smp.: 179°C (179 °C, Bauer 1996)

IR (KBr [cm™"]): 2920 (v), 2838 (v), 1588 (vc=0), 1566, 1518, 1286

'H NMR (300 MHz, CDCls): & = 1,96 (quint, ®J = 5,7 Hz und 6,2 Hz, 8H, H-2',6"), 2,74
(t, °J = 6,2 Hz, 8H, H-3'5'), 3,22 (t, *J = 5,7 Hz, 8H, H-1",7*), 6,65 (s, 1H, H-4), 6,33
(d, ®J = 15,6 Hz, 2H, H-2,6), 7,00 (s, 4H, H-8',10°), 7,48 (d, ®J = 15,6 Hz, 2H, H-1,7),
16,40 (s, 1H, enol-H)

UV (Ethanol): Amax = 516 nm, Ige = 4,85

Fluoreszenz: Agmission = 626 nm (Ethanol)

C31H34N20, (466,63)



122 Experimenteller Teil

5-Hydroxy-1,7-di-2-naphthyl-1,4,6-heptatrien-3-on (12)*

Darstellung nach Methode C
Aromatischer Aldehyd: 2-Naphtaldehyd (6,24 g)
Umkristallisieren aus Toluol ergibt gelbe Plattchen
Ausbeute: 3,7 g (49 % d. Th.)
Smp.: 245 — 247 °C
IR (KBr [cm™"]): 3050 (v), 1634 (vc=0), 1362, 1141, 970, 823
'H NMR (300 MHz, CDCls): & = 5,94 (s, 1H, H-4), 6,77 (d, 3J = 15,8 Hz, 2H, H-2,6),
7,51 — 7,54 (m, 4H, H-4'5), 7,73 (d, 2H, *J = 8,5 Hz, 2H, H-8'), 7,83 — 7,89 (m, 8H,
H-1,7,3',6°,7%), 7,98 (s, 2H, H-2%), 15,97 (s, 1H, enol-H)
3C NMR (75 MHz, CDCl3): 8 = 101,99 (C-4), 123,63 (C-2,6), 124,35 (C-8'), 126,75
(C-4%), 127,23 (C-5), 127,81 (C-2), 128,61 und 128,72 (C-3‘ und C-6°), 129,99 (C-7%),
132,58 (C-6'a), 133,46 (C-2‘a), 134,21 (C-1°), 140,73 (C-1,7), 183,31 (C-3,5)
UV (Ethanol): Amax =410 nm, Ige = 4,83
Fluoreszenz: Agmission = 483 nm (Ethanol)
C27H200, (376,46) ber. C 86,15 H 5,36
gef. C 85,98 H 5,41
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