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Zusammenfassung:

,Das Nicht-Wahrnehmen von etwas beweist nicht dessen Nicht-Existenz.”

Dalai Lama

Im Gegensatz zum obigen Zitat beweist das Wahrnehmen von etwas dessen Existenz. Dieses Prinzip
ist ein von Wissenschaftlern haufig angewendetes Prinzip und weist auf die Wichtigkeit von
bildgebenden Verfahren fir Medizin und life science hin. Bildgebende Verfahren, wie z.B.
Fluorescence Imaging oder Magnetic Resonance Imaging, ermoglichen es Objekte oder
Wechselwirkungen zwischen Objekten zu visualisieren, die im Interesse des Betrachters liegen.
Allerdings kann eine bildgebende Technik nicht alle Daten eines Objektes vollsténdig liefern.

Aufgrund dessen besteht die Moglichkeit zwei oder mehrere bildgebenden Techniken synergistisch
zu kombinieren, um die Limitierung der einzelnen Methoden zu Uberschreiten. Im Fokus dieser
Arbeit steht die Entwicklung von Molekilen, die gleichzeitig sowohl fiir das Fluorescence Imaging als
auch fur das Magnetic Resonanz Imaging geeignet sind. Als Fluoreszenzfarbstoffsystem dient hierbei
die Farbstoffklasse der Boron-dipyrromethene (BODIPYs). Verschiedenste mono- bzw. difluorierte
und trifluormethylierte BODIPY-Farbstoff wurden synthetisiert, um mit den erhaltenen Molekilen
das erst seit einigen Jahrzehnten bekannte *F-Magnetic Resonance Imaging durchzufiihren.
Zusatzlich wurde die Fragmentierung dieser BODIPYs mittels Massenspektroskopie untersucht. Die
synthetisierten dualen Reporter zeigten gute Fluoreszenzeigenschaften, jedoch nur geringe “°F-
Magnet-Resonanzaktivitat. Aufgrund dessen wurden BODIPY-Farbstoffe mit 18 bzw. 27 magnetisch
dquivalenten °F-Atomen hergestellt. Diese hochfluorierten BODIPYs erwiesen sich als

vielversprechende Kandidaten fiir das duale Fluorescence/ Magnetic Resonanz Imaging.
Abstract:

“The non-perception of something does not prove its non-existence.”

Dalai Lama

Contrary to the quotation, the perception of something means its existence. This principle is often
used by scientists and shows the importance of imaging modalities in medicine and life science.
Imaging modalities, e.g. Fluorescence Imaging or Magnetic Resonance Imaging, allow visualizing
objects of interest or interactions between different objects. However, a single imaging technique
cannot provide all data of an object of interest.

Hence, there exists the possibility to combine two or more imaging techniques to overcome the
limitations of each single method. The focus of this work is the development of molecules which are
suited for Fluorescence Imaging as well as Magnetic Resonance Imaging. The used chromophore
scaffold for this project is the Boron-dipyrromethene (BODIPY). Several different mono- and

difluororinated and trifluororinated BODIPY-dyes were synthesized to perform °F-Magnetic



Resonance Imaging, which is known for only a few decades. Additionally, the fragmentation of these
BODIPYs was analyzed with mass spectroscopy. The synthesized dual reporters showed good
fluorescence properties, but lacked **F-magnetic resonance activity. As a result, BODIPY-dyes with 18
respectively 27 magnetic equivalent °F-atoms were synthesized. These high fluorinated BODIPYs

turned out to be promising candidates for dual fluorescence/ magnetic resonance imaging.









1. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Kombination der zwei bildgebenden Verfahren Fluorescence
Imaging und Magnetic Resonance Imaging. Die Kombination ermdglicht es die hervorragenden
Spezifizitat und Intensitat im sichtbaren Bereich des Fluorescence Imaging mit der guten raumlichen
Auflosung der Magnetic Resonance Imaging zu verbinden.

Um das Ziel zu erreichen sollen BODIPY-Farbstoffe, die wegen ihren ausgezeichnete
Fluoreszenzeigenschaften bereits fiir viele Anwendungen im life science Bereich benutzt werden, mit
der erst seit einigen Jahren bekannten °F- Magnetic Resonance Imaging, welches in vivo keinen
Untergrund besitzt, kombiniert werden. Hierzu soll zunachst die Grundstruktur des BODIPYs mit
Fluoratomen derivatisiert werden. Da Fluorsubstituenten einen elektronenziehenden Charakter
besitzen, wird zusatzlich zur *>F-MRI Méglichkeit eine Veranderung in den Fluoreszenzeigenschaften
erwartet. Diese Veranderung soll ebenfalls mit verschiedenen Spektroskopie-Methoden untersucht
werden.

Nach Evaluation der Anzahl der Fluoratom, die fiir die ’F-Magnetic Resonance Imaging bendtigt
werden, sollen BODIPY-Geriiste modifiziert werden, sodass sie fir Fluorescence Imaging und
Magnetic Resonance Imaging geeignet sind. Da der Anwendungsbereich der hergestellten
Verbindungen im life science Bereich liegt, sollen mit den BODIPY-Farbstoffe, zur Vorbereitung fiir in
vivo Versuche, in vitro und ex vivo Experimente beziglich der Fluoreszenz, **F-Magnetaktivitat und

Toxizitat durchgefiihrt werden.



2. Einleitung
In der synergistischen Kombination von zwei oder mehreren bildgebenden Methoden besteht seit
einigen Jahren ein groRes Interesse. Im Zeitraum von 2005 bis 2016 haben sich die

Veroffentlichungen zum Thema ,,Multimodale Bildgebung” in etwa verflinffacht. (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Anzahl der Veroffentlichungen von Multimodaler Bildgebung 2005 bis Anfang 2016 nach Scifinder.

Es gibt zwei Hauptgriinde bildgebende Verfahren zu vereinen. Zunachst sollen die Schwachen
komplementarer Methoden verringert und zugleich die Starken erh6hen werden. Der zweite Grund
stellt die Etablierung eines neuen bildgebenden Verfahrens dar. Wird eine neue Methode mit einer
bereits gut erforschten Methode kombiniert und liefern beide die gleichen Ergebnisse, so kann davon
ausgegangen werden, dass die erhaltenen Informationen beider Techniken als valide gelten.
Aufgrund der beiden genannten Punkte, interessieren sich nicht nur verschiedenste Fachrichtungen
flr multimodale Verfahren, sondern missen auch kooperieren, um die erfolgreiche Kombination von
unterschiedlichsten Techniken zu realisieren.

Je nach Anwendungsgebiet werden verschiedene bildgebende Methoden synergistisch miteinander
kombiniert, wie etwa Fluorescence Imaging (FLI), Magnetic Resonance Imaging (MRI), Positronen-
Emissionstomographie (PET), Computertomographie (CT), Ultraschall (US) und Single photo emission
computed tomotgraphy (SPECT). Hierfiir werden Verbindungen hergestellt, die Signale fir zwei oder
mehrere Techniken erzeugen. Werden dabei Verbindungen verwendet, die -einzigartige
massenspektroskopische Fragmente besitzen, so kénnen diese Verbindungen zusatzlich mittels

Massenspektroskopie lokalisiert werden.



3. Wissensstand

In den folgenden Abschnitten werden zunachst auf BODIPY Farbstoffe und die Einfiihrung von
Fluoratomen eingegangen. Im Anschluss folgen Kapitel Gber Fluorescence Imaging und Magnetic

Resonance Imaging sowie Beispiele zur synergistischen Kombination von verschiedenen

bildgebenden Verfahren.

3.1 BODIPY Farbstoffe

Seit der Entdeckung dieser Fluoreszenzfarbstoffe 1968 von Treibs und Kreuzer* werden die BODIPYs
(Abbildung 2) in vielen interdisziplindren Naturwissenschaften verwendet.” Es gibt grundsatzlich drei

verschiedene Wege BODIPYs zu synthetisieren.

Abbildung 2. BODIPY Grundstruktur.®

Symmetrische BODIPYs, d.h. BODIPYS mit dem gleichem Substitutionsmuster in beiden
Pyrromethenringen, kénnen durch eine Kondensation eines Pyrrolderivates mit einem alkyl- oder
aromatischen-Carbonsaurechlorid oder eines Aldehydes zu einer Pyrromethenvorstufe reagieren.

Durch Deprotonierung und Komplexierung mit BF;-Etherat, wird der BODIPY Fluoreszenzfarbstoff

erhalten (Abbildung 3).%°
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Abbildung 3. Synthese von symmetrischen BODIPYs mit Pyrrolderivaten und Carbonsaurechloriden.

Eine neuere Methode symmetrische BODIPYs zu synthetisieren ist die Kondensation von zwei
Pyrrolcarbaldehyden durch Zugabe von POCI; (Abbildung 4). In dieser Eintopfreaktion wird das
zundchst das Dipyrromethen geformt. Durch anschlieBende Deprotonierung und Komplexierung mit

BF;-Etherat wird der Fluorophor erhalten.”
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Abbildung 4. Synthese von symmetrischen BODIPYs mit Pyrrolderivaten und POClI;.

Unsymmetrische BODIPYs werden {ber eine dhnliche Weise hergestellt. Uber eine Kondensation
eines Pyrrolcarbaldehydes mit einem zweiten Pyrrolderivat, wird zunachst das Dipyrromethen
erhalten und mit anschlieBRender Deprotonierung und Komplexierung mit BF;-Etherat wird der

BODIPYs Chromophor erhalten (Abbildung 5).Zb
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Abbildung 5. Synthese unsymmetrischer BODIPYS mit 2 verschiedenen Pyrrolderivaten.

Unter Anwendung dieser drei Methoden koénnen je nach Anwendungsbereich verschieden
substituierte BODIPY Geriste synthetisiert werden. Fir viele Anwendungen jedoch werden weiter
Modifikationen dieser BODIPY Geriste bendtigt. Gliicklicherweise sind BODIPY-Farbstoffe chemisch
sehr stabil und lassen sich gut mit verschiedensten Methoden weiter modifizieren. Die a-, B-und vy-
Positionen (Abbildung 2) besitzen unterschiedliche Reaktivitaiten gegeniber Elektrophilen und
Nukleohpilen.* Aufgrund dessen ist es {blich Positionen, die nicht modifiziert werden sollen, mittels
Alkylsubstituenten zu blockieren. Somit kann sichergestellt werden, dass nur die gewlinschte Position
modifiziert wird. Als initiale Substituenten stechen die Halogene besonders hervor, da diese zunachst
leicht einzufiihren sind und anschliefend ideale Bausteine flir moderne Synthesemethoden wie z.B.
Kreuzkupplungen® oder Click-Reaktionen® (Abbildung 6) darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden z.B. BODIPY-Farbstoffe mono- bzw. dibromiert/iodiert. Diese
halogenierten BODIPYs wurden daraufhin fur Fluorierungs- und Trifluoromethylierungsreaktionen

verwendet (siehe Kapitel 3.2).”
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Abbildung 6. Ubersicht der verschiedenen Kreuzkupplungsreaktionen und Click-Reaktionen bei BODIPYs.

3.1.1 Halogenierung der a-Position

Eine direkte Halogenierung der a-Position ist iber das unkomplexierte Dipyrromethen moglich. Wird
dieses mit NCS oder NBS umgesetzt, bildet sich das dihalogenierte symmetrische Dipyrromethen, aus
welchem sich durch anschliefende Oxidation, Deprotonierung und Komplexierung das dihalogenierte
BODIPY herstellen lasst.™

In oa-Position monohalogenierte, unsymmetrische BODIPYs koénnen {iber halogenierte Pyrrole
hergestellt werden. Diese chlorierten oder bromierten Pyrrole werden dann acetyliert und mit einem
weiteren Pyrroldervivat kondensiert. Nach Komplexierung, bildet sich das gewliinschte
monohalogenierte BODIPY (Abbildung 7a).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation, konnte ein a-monofluorierter BODIPYs auf ahnliche Weise
hergestellt werden (siehe Abbildung 7b). Dabei reagiert a-monofluoriertes Pyrrol mit 2,4-
Dimethylpyrrolcarbaldehyd unter Zugabe von TFA. Nach Komplexierung bildet sich der gewlinschte
a-monofluorierten BODIPY.” Aufgrund der sehr geringen Ausbeute von unter 1% iiber drei

Reaktionsschritte hinweg, wurde das a-monofluorierte BODIPY (ber eine alternative Route



hergestellt. Hierfliir wurde das unsymmetrische Dimethyl-BODIPY-Derivat mit Selectfluor direkt

fluoriert. Der a-monofluorierter BODIPY wurde mit einer Ausbeute von 29% erhalten (Abbildung 7c).
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Abbildung 7. a) Synthese von a-bromiertem BODIPY; b)c) Synthese von a-fluoriertem BODIPY.
3.1.2 Halogenierung der B-Position

Halogensubstituenten in der [-Position koénnen einfach mit Hilfe wvon verschiedensten
Halogenierungsreagenzien direkt am BODIPY-Geriist eingefiihrt werden.® Dabei sind in o-Position
haufig Alkylsubstituenten zu finden, um eine Dihalogenierung auszuschliefen. Zusatzlich ldsst sich die
Monohalogenierung fir ein unsymmtrisches BODIPY bzw. die Dihalogenierung fiir ein symmtrsiches

BODIPY (iber die Anzahl der Aquivalente des Halogenierungsreagenz steuern (Abbildung 8).
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Abbildung 8. a) Synthese eines f-monoiodierten BODIPYs; b) Synthese eines p-diiodierten BODIPYs.



3.1.3 Halogenierung der y-Position
Es sind nur wenige y-halogenierte BODIPY-Farbstoffe bekannt, da dessen Synthesen sich als deutlich
aufwendiger erweisen als die von o- oder B-halogenierte BODIPY-Farbstoffen.* ° Die bekannteste
Syntheseroute verlduft Gber ein BODIPY, dessen a- und B-Positionen durch Methylsubstituenten
blockiert sind. Dieses BODIPY-Gerist wird mittels lodmonochlorid zum y-iodierten BODIPY umgesetzt
(Abbildung 9a).* Eine weitere Synthesemdglichkeit fiir y-halogenierte BODIPYs, ist der Einsatz von
halogenierten Pyrrolderivaten wie z.B. 2-Brompyrrolcarbaldehyd. Durch anschlieRende Kondensation

und Komplexierung, werden y-halogenierte BODIPYs erhalten (Abbildung 9b)."

a
) |
/ 2N
—N_ /N /
B
Fa
b : .
) iPr_ 1P iPr_ 1P
H sj—iPr si—iPr H
N O TIPSCI N O  NBS N O NaBF, N O
()~ ()« —— [ W
H H H H
Br Br

N O
|
WH 1. POCl,

Br 2 NEt3, BF3OEt2

Abbildung 9. a) Synthese eines y-monoiodierten BODIPYs; b) Synthese eines y-monobromierten BODIPYs.

3.14 Meso-Position

In meso-Position substituierte BODIPYs werden iiber die Reaktion zwischen 2 Aquivalenten eines
Pyrrolderivaten mit einem Carbonsdurechlorid oder einem Carbonsdureanhydrid synthetisiert.
Handelt es sich bei dem Carbonsdurechlorid um ein halogeniertes Carbonsaurechlorid, wie z.B. 4-
Chlorbutansaurechlorid, befindet sich in meso-Position ein Halogensubstituent (Abbildung 10a).
Dieser ermdglicht weitere Reaktionen wie z.B. nukleophile Substitution oder Kreuzkupplungen.™

Die gleiche Reaktion kann mit unter Verwendung eines Carbonsdureanhydrid durchgefiihrt werden,
wodurch ein Carbonsidure-BODIPY erhalten wird (Abbildung 10b). Der Carbonsduresubstituent
eroffnet die Moglichkeit, das BODIPY durch Veresterungen oder durch Peptidknipfungen weiter zu

modifizieren.”? Diese Syntheseroute wird im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um ein Tetramethyl-



BODIPY mit polyfluorierten Alkoholen zu verknilipfen. Die erhaltenen enthalten eine hohe Anzahl an

magnetisch dquivalenten Fluoratomen fiir das **F-MRI."
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Abbildung 10. a) Synthese eines meso-chloriertem BODIPYs; b) Synthese eines meso-Carbonsdure BODIPYs.

3.15 Optische Eigenschaften und Anwendungen von BODIPYs:

Die elektronischen Uberginge der BODIPY-Farbstoffe kénnen iiber weite Bereiche des sichtbaren
Spektrums variiert werden (500nm bis NIR). Zudem besitzen sie scharfe Absorptionsbanden
(Halbwertsbreiten um 25-35 nm), hohe molare Absorptionskoeffizieten (ca. 40000-110000 M™*-cm™),
hohe Fluoreszenzquantenausbeuten (normalerweise zwischen 60-90%), relativ lange Verweilzeiten
im angeregten Zustand (um 1-10 ns), exzellente chemische und photochemische Stabilitat in Losung
und im festen Zustand.” > ** AuRerdem besitzen die meisten BODIPYs eine gute Loslichkeit in den
gebrauchlichen Lésemitteln, von denen ihre elektronischen Spektren kaum beeinflusst werden.**

Aufgrund dieser hervorragenden optischen Eigenschaften werden BODIPY-Farbstoffe haufig im life
science Bereich verwendet z.B: als labeling Farbstoff®®, Fluoreszenzschalter®®, Chemosensoren'’ und

Laserfarbstoffe®.



3.2 Einflihrung von Fluoratomen

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl an Reaktionen entwickelt, um Fluoratome effizient in
Molekile einzufiihren. Dieses Interesse an Fluorierungsreaktionen basiert auf dem starken Einfluss
des Fluoratoms auf physikalische und/oder biologische Eigenschaften des Zielmolekils.”* Wegen
diesem Effekt besitzen heutzutage 20-25% der pharmazeutischen Produkte mindestens ein
Fluoratom.”

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit fokussieren sich die folgenden Abschnitte auf nukleophile und

elektrophile Monofluorierungen respektive Trifluoromethylierungen von aromatischen Systemen.

3.21 Nukleophile Monofluorierungen

Die Herausforderung bei der nukleophilen Fluorierung stammt aus der hohen Elektronegativitat des
Fluroatoms, wodurch bei der Bildung von C-F-Bindungen hohe kinetische Barrieren vorherrschen.
Aus thermodynamischer Sicht hingegen ist die C-F-Bindung erwiinscht, da es die starkste bekannte
Kohlenstoff-Heteroatom-Einfachbindung darstellt. Die Neigung von Fluorid mit Wasserstoff starke
Bindungen einzugehen, kann sich bei der Reaktionsfiihrung in Gegenwart von Wasserstoff-Donoren
als problematisch darstellen. Mit dem Ausschluss von potentiellen Wasserstoff-Donoren kénnen sich
Fluoride zu guten Nukleophilen verwandeln.

Die Verwendung von Alkali-Fluorid-Salzen fiir die nukleophile Fluorierung liegt nahe, da diese
kostengiinstiger sind im Vergleich mit anderen Fluorierungsreagenzien (Abbildung 11a).”* Jedoch
wegen den hohen Gitterenergien solcher Salze sind sie nur schwach nukleophil. AuRerdem sind sie
schlecht 16slich in organischen Losungsmitteln. Dieses Problem kann umgangen werden, indem

226 hder ionischen

Kronenether wie [18]-Krone-6** oder polare nichtprotische Losungsmittel wie DMF
Flussigkeiten” verwendet werden. Neben Alkali-Fluoriden werden auch haufig Organofluoride wie
Trimethylammoniumfluorid (TMAF) oder Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) fir die nukleophile
Fluorierung verwendet, da diese aufgrund ihres organischen Anteils eine verbesserte Loslichkeit

besitzen (Abbildung 11b).**

a) NO,

F
cl cl wasserfreies KF, DMF cl cl
4,5 h, 147°C
Cl Cl Cl Cl

37%

F

b)
Br Me3NF, DMSO
B —
24 h, 137°C F

Abbildung 11. a) Nukleophile aromatische Substitution mit KF; b) Monofluorinierung von Naphthylbromid mit Me,NF.
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Seit einigen Jahren gibt es Bestrebungen Methoden zu entwickeln, bei denen die nukleophile
Monofluorierungen tiiber bergangsmetallkatalysierte Reaktionen verlduft.”® Die fiir diese
Fluorierungsart am haufigsten verwendeten Ubergangsmetalle sind Palladium (Abbildung 12a)* und
Kupfer (Abbildung 12b)”’. Nachteile der (bergangsmetallkatalysierte Reaktionen sind, dass sie
spezielle Katalysatoren oder Reagenzien benétigen, die zuerst synthetisiert werden mussen, und ihre
hohere Reaktionstemperatur von (iber 100°C. Vorteile sind, dass sie sehr spezifisch sind und hohe

Ausbeuten liefern.

a
) 6 mol% tBuBrettPhos,

OTf 2 mol%[(cinnamyl)PdCl,] F
R . R
©/ 2 Aq. getrocknetes CsF, ©/
PhMe oder Cyclohexan,
12 h, 80-130°C

') F
© R
98® P
N
F (0] F 7

73% 70%
MeaN Me F
€2
F
\©/ \
N
MeOC Me Boc
84% 83% 74%

b)
3 Aq. (tBuCN),CuOTf, 2 Aq. AgF

| F
R R
DMF, 22 h, 140°C

Me
F F F
O o0
tBu Me N\
Me

78% 96% 40%

Cr 0
FsC PhO

40% 68%

Abbildung 12. a) Pd-katalysierte Kreuzkupplung von Aryltriflaten mit CsF; b) Cu-vermittelte Fluorierung von Aryliodiden
mit AgF.
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3.2.2 Elektrophile Monofluorierungen
Die Entwicklung von kristallinen, benchtop stabilen, elektrophilen Fluorierungsreagenzien wie N-
fluorobis(phenyl)sulfonimiden (z.B. NFSI),*® N-fluoropyridinium Salzen® und 1-chloromethyl-4-fluoro-
1,4-diazoniabicyclo[2,2,2]octan bis(tetrafluoroborate) (Selectfluor)®*® waren entscheidend fiir den
Erfolg von selektiven elektrophilen Fluorierungsmethoden, die gegeniber anderen funktionellen

Gruppen tolerant sind (Abbildung 13).

00, 0 /\ —cl
\ 7/ \\ 7/ +
AN -N
\I\Il/s | ) //N"’\7
F N* o F (BF4)2
F OTf
NFSI N-fluoropyridium Salze Selectfluor

Abbildung 13. Bench-top stabile elektrophile Fluorierungsreagenzien.

Unter den genannten Beispielen stellt dabei Selectfluor das Fluorierungsreagenz mit der héchsten
Fluorierungskraft dar.>* Aufgrund dessen erméglicht Selectfluor die direkte Monofluorierung von
verschiedenen Aromaten (Abbildung 14).>* Allerdings besitzt es auch das hochste
Reduktionspotential der erwdhnten Fluorierungsreagenzien, weshalb vermutet wird, dass der
Reaktionsmechanismus nicht tGber SyAr verlauft. Andere Reaktionsmechanismen wie single-electron

3% 33 Die Fluorierung von

transfer oder eine zwei Elektronenoxidation wurden vorgeschlagen.
Aromaten mit Hilfe von Selectfluor wurde bei der vorliegenden Dissertation verwendet, um BODIPY-

Farbstoffe zu fluorieren.’

OCH, OH

© AT o
e O
F (BFy),

(o:p 1:1) (2-:4-F 2:1)

(o:p 62:38)

Abbildung 14. Auswabhl elektrohpiler Fluorierungen mittel Selectfluor™ (a) CgHsOH in CH3;0H (b) 1-OHC,4H; in CH30H (c)
CsHsNHCOCH; in CH5CN, Rf (d) CgHsOCH; in CH5CN.*
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Im Vergleich zu anderen Halogenierungen, ist die Fluorierung von Aromaten (ber elektrophile
aromatische Substitution (C-H = C-F) schwieriger, da die hohe Elektronegativitdt des Fluoratoms
unglinstig ist fir die Bildung des Halocyclodienylkation, welches die Umsatzrate kontrolliert. Um
dieses Problem zu umgehen wurden andere neue Fluorierungsmethoden entwickelt. Ein Beispiel
stellt die Verwendung von aromatischen Grignard Reagenzien dar, die mit N-fluoropyridinium Salzen
(Abbildung 15a) oder NFSI (Abbildung 15b) umgesetzt werden. Zusatzlich besteht die Maoglichkeit
aromatische Verbindungen, wie z.B. Pyrrol, mit NFSI in einer lewissdurekatalysierten Reaktion unter

Verwendung von ZrCl, direkt zu fluorieren.>

a) N
I BF4®

MgX LiCl F F
. O Bl
Heptan oder MeOC4Fg
1.5h,0°C 30-83%

b)

MgX LiCl 1.2 Ag. NFSI F
Het©/ > Het©/
CH,Cly/Perfluurodecalin (4:1),

2h,23°C 34-94%

c) .
1.0 Ag. NFSI

§ 50 mol% ZrCl, ¥
[ > ()
CH,Cly,
12 h, RT 53%

Abbildung 15. a) b) Synthese von Arylfluoriden iiber Arylgrignard-Reagenzien; c) Lewis-katalysierte Fluorierung von
Pyrrol.

Wie bei der nukleophilen Monofluorierung ist es auch moglich elektrophile Monofluorierungen liber
metallkatalytische Reaktionen durchzufiihren. Eine besonders interessante Variante stellt dabei eine
von Ritter et al. veréffentlichte Methode dar (Abbildung 16).* Diese Methode verwendet kaufliche
Reagenzien, sowie einen leicht herzustellenden Katalysator. Weitere Vorteile sind die Toleranz
gegeniber funktionellen Gruppen und die hohe Ausbeute. Aufgrund dessen wurde diese Methode

im Rahmen dieser Dissertation verwendet, um monofluorierte BODIPYs zu synthetisieren.7
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2 mol% Katalysator
4 mol% Terpy

CN BPin 1,1 Aq. Selectfluor CN F
o} 1.0 Ag. NaF o)

MeCN, 40°C, 15 h

95%

_|2(+)

Katalysator = |
_N—pg—N__~
|

MeCN

Abbildung 16. Palldium(lll)-katalysierte Fluorierung von Arylboronsaureester.

3.2.3 Nukleophile Trifluoromethylierungen

Trifluoromethylierten Verbindungen wurde traditionell durch nukleophile Substitution mit Fluorid an
Trihalogenverbindungen oder durch den Zerfall von Trifluorocarbonsdauren unter harschen
Reaktionsbedingungen synthetisiert.”® Aufgrund der harschen Reaktionsbedingungen wurden neue
Methoden fir die nukleophile  Trifluoromethylierung  entwickelt, die stabilisierte
Trifluoromethylaninionen fiir die nukleophile Substitution oder fir Kreuzkupplungen benutzen.

Trifluoromethylorganosilane, die erstmalig von Ruppert et al. Berichtet wurden,*” sind hierfiir
die am meisten verwendeten nukleophilen Trifluoromethylierungsreagenzen fir Kreuzkupplungen
oder Additionsreaktionen. Trimethyl(trifluoromethyl)silan (TMSCF;, Rupperts Reagenz) und
Triethyl(trifluoromethyl)silan (TESCF;) kénnen mit Fluorid unter Bildung des Trifluoromethylanion
desilyliert werden.®® Das Trifluoromethylanion kann mit Hilfe von Kupferkomplexen stabilisiert
werden. Der entstandene Komplex ist stabil und gleichzeitig reaktiv genug, um nukleophile
Trifluoromethylierungen einzugehen. Beispiele fiir solche Komplexe, die aromatische Systeme
trifluoromethylieren kénnen, sind Kupfer-Carbene (Abbildung 17a),® Phenanthrolin-Kupfer-
Komplexe (Abbildung 17b)* und Triphenylphosphine-Kupferkomplexe (Abbildung 17¢)*".
Eine andere Methode stellt die in situ Erzeugung von ,CuCF;“ unter Verwendung von Rupperts
Reagenz, AgF und Kupferpulver (Abbildung 17d) dar.”> Das gebildete ,CuCF;“ trifluoromethyliert
direkt halogenierte Aromate mit guten Ausbeuten. Diese Methode wurde im Rahmen der
vorliegenden Dissertation verwendet, um halogenierte BODIPY-Farbstoffe nukleophil zu

trifluoromethylieren.’
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[\ Ar-X
N\V(N Ar-CF
Me cu Me PhH/DMI (7,5:1,5),
Me = Me 28 h, 50°C 36-93%
CF3
b) l [(phen)Cu(CF)3] CF,4
€ Lo
DMF, 18 h, 80°C
60-85%
N OHC
| AN
— AcO CF;
CF3 MeO
89% 68%
c) | [(PPh3)Cu(CF)s] CF3
) - =)
1,1 Aq. tBu-bipy,
1,1 Aq. PhMe, 2-22 h, 80°C 55-90%
R=NO,,Me,OMe,CI,CF3,etc.
d) I 1,3 Aq.Rupperts Reagenz CFs

1,1 Ag. AgF, 1,6 Aq. Cu-Pulver

DMF, 20°C, 6 h
84%

Abbildung 17. Cu-vermittelte Trifluoromethylierung von Arylhaliden mit a) Carben-Komplex, b) Phen-Komplex c)
Triphenylphosphin-Komplex und d) in situ erzeugtes ,,CuCF5“.

3.24 Elektrophile Trifluoromethylierungen
Eine weite Anzahl an Substraten konnen unter Verwendung von funktionsgruppen-toleranten
Reagenzien und Reaktionsbedingungen elektrophil trifluormethyliert werden. Fir diese Reaktionen
haufig verwendete Substanzen sind S-trifluoromethyldiarylsulfonium-Salze und Togni-Reagenzien

(Abbildung 18).*

F-:C F-:C
O ot
® ® Me
s o S o

| |
CF; OTf CF; OTf

S-trifluoromethyldiarylsulfonium-Salze Togni Reagenz | Togni Reagenz Il

Abbildung 18. Eine Auswahl an haufig verwendeten elektrophilen Trifluoromethylierungsreagenzien.
Die Reagenzien dienen oft in modernen metallorganokalytischen Reaktionen als Trifluoromethyl-
Quelle. Ein Beispiel hierfir stellt die kupfer-katalysierte Trifluoromethylierung von Arylboronsauren
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mit Togni-Reagenz | dar (Abbildung 19a).* Da der Reaktionsmechanismus bei den Anwendungen der
Reagenzien nicht genau bekannt ist,® kénnen die Trifluoromethyl-Donoren nur in seltenen Féllen
direkt mit dem Reaktionspartner reagieren. Ein Beispiel fiir eine direkte Trifluoromethylierung stellt
die Reaktion zwischen einem BODIPY-Farbstoff und dem Togni-Reagenz | dar(Abbildung 19b).

Eine andere und kostengiinstigere —CF;-Quelle stellt Fluoroform dar, welches in Verbindung mit
Kupferkomplexen ein , CuCF;“ bildet. Das gebildete ,,CuCF;“ reagiert in einer metallkatalyiserten
Reaktion mit Arylboronsauren zum trifluoromethyliertem Produkt (Abbildung 19c).”” Eine weitere
Trifluormethylquelle stellt das Trimethyl-(trifluoromethyl)silan (Rupperts Reagenz) dar. Dieses bildet
wie Fluoroform mit verschiedenen Kupferverbindungen die aktive , CuCF;“-Verbindungen, die mit

Arylboronsiuren zum gewiinschten Produkt reagieren (Abbildung 19d).*®

a) 5 mol% Cul,
10 mol% Phenanthrolin

B(OH), 1.2 Aq. Togni Reagenz | CF3
2 Ag. K,COg, Diglyme,

14 h, 35°C
50-95%
b
) SMe SMe
1. Ag. Togni Reagenz |
J N g. 109 g J P
AN /2 Aq.iPrSH, CH,Cl, =N N /
F2 F3C F2
37%
c)
B(OH), 2 Aq. CuCF3, 1atm O2 CFsy
£ T
DMF oder PhMe/DMF (4:1),
0,4-7 h, 25°C
61-99%
d) )
1 Aq. Cu(OTf)-PhH,
B(OH), 1 Ag. Phenanthrolin CF,
Oy e Y
8 Aq. KF, 0,5 Ag K3POy,,
1,6 Aq Ag,CO3, Rupperts .
Reagenz, DMF, 4 h, 45°C 70-90%

Abbildung 19. a) Cu-katalysierte elektrophile Trifluoromethylierung von Arylboronsduren mit Togni Reagenz |; b)
Trifluoromethylierung eines BODIPY-Farbstoffes mit Togni Reagenz I; c) d) Cu-vermittelte Trifluoromethylierung von
Arylboronsauren mit ,,CuCF;“ generiert aus CHF; oder Rupperts Reagenz.
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3.3 Fluorescence Imaging
Fluorescence Imaging beschreibt die Bildgebung von bestimmten Systemen mit Hilfe von
Fluoreszenz. Dabei wird prinzipiell zwischen drei verschiedenen Systemen unterschieden (Abbildung
20). Bei dem in vitro Fluorescence Imaging werden Zellkulturen untersucht, die fluoreszierenden
Zellen beinhalten. Bei der ex vivo Fluorescence Imaging werden Objekte des Interesse eines
Lebewesen per Fluoreszenzfarbstoff markiert und anschlieRende werden die Gewebe oder
Gewebeschichten mit Hilfe der Fluoreszenz untersucht. Das dritte Prinzip stellt das in vivo
Fluorescence Imaging dar. Hier werden wie bei dem ex vivo Fluorescence Imaging das Objekt des
Interesse eines Lebewesens per Fluoreszenzfarbstoff markiert, allerdings wird die Fluoreszenz am

lebenden Objekt untersucht.

Zellkulturen Individuelle Zellen

in vitro
' »

Tierische Modelle Gewebe Schichten

ex vivo

—>

in vivo

Ganz Korperbildgebung

Abbildung 20. lllustration von verschiedene Anwendungmaoglichkeiten fiir Fluorescence lmaging.49

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht das in vivo Fluoresence Imaging. Wie zuvor erwahnt wird der
Kontrast (iber das Einbringen eines Fluorophors im Lebewesen erzeugt. Dies wird entweder durch die
exogene Einfihrung von Fluoreszenzfarbstoffen oder fluorogene Precursor oder durch genetisch
erzeugte Fluoreszenzproteine erreicht. Diese Fluorophore visieren dabei das zu untersuchende
Objekt an. Es ist zu beachten, dass der Kontrast von exogen eingefiihrten Fluoreszenzfarbstoffen
niedriger ist als im Vergleich zu dem des in vitro Versuches. Die Ursache fiir den Kontrastverlust sind
ungebundene Fluorophore bzw. nicht spezifisch gebundene Fluorophore, die die Bildgebung stéren.
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Sind Fluoreszenzfarbstoffe erfolgreich innerhalb des Lebewesen eingefiihrt, ist das Prinzip hinter der
in vivo Fluorescence Imaging ahnlich zu denen von Fluoreszenz-Mikroskopie-Techniken, wie z.B.
konfokaler Mikroskopie oder Multiphotonen Mikroskopie. Allerdings muss bei der in vivo Methode in
Betracht gezogen werden, dass Gewebe im inneren eines Lebewesen untersucht werden. Detektierte
Photonen werden folglich vor dem Auftreffen auf dem Detektor mehrere Male gestreut. Aufgrund
dessen ist der Ursprung der Photonen bei tief liegenden Geweben schwierig zu bestimmen. Neben
der Streuung der Photonen, kdnnen diese auch durch kleinere Molekiile (Zucker, Aminosaure,
Fettsdure, usw.), Makromolekdile (Proteine, RNA; DNA, Phospholipide, usw.) oder groRRere Strukturen
wie Organellen oder Zellmembranen absorbiert werden. Aufgrund der Streuung und der
Reabsorption kann das in vivo Fluorescence Imaging nur fiir oberflachliches Gewebe oder Gewebe in
der Tiefe von wenigen Millimetern verwendet werden.

Tiefere liegende Gewebe kdnnen durch Verwendung von Nahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoffen (NIR)
visualisiert werden, da die Reabsorption von NIR-Farbstoffen emittierten Photonen lediglich durch
Deoxyhemoglobin, Oxyhemoglobin, Wasser und Lipiden erfolgt. Hinzu dominiert bei Photonen des
NIR Spektrums die elastische Streuung gegeniiber der Absorption, welches den Hauptmechanismus
fir die Lichtausbreitung fiir NIR-Photonen darstellt. Dieses Phianomen ist so signifikant, dass im
Mittel Photonen, nachdem sie weniger als 1 mm Gewebe durchgangen sind, eine gleiche
Wahrscheinlichkeit haben sich in alle Richtungen zu bewegen. Aufgrund dessen kann die
Lichtverbreitung bei NIR-Farbstoffen mit einem einfachen isotropischen diffusen Prozess mit
akzeptabler Prazision modelliert werden.>®

Wegen den Vorgdngen der Streuung und Reabsorption ist die rdaumliche Auflosung des in vivo
Fluorescence Imagings auf der Gewebeoberfliche vergleichbar mit Fluoreszenz-Mikroskopie-
Methoden. Allerdings nimmt die rdaumliche Auflésung bei subkutaner Bildgebung auf wenige
Millimeter ab mit drastischer Verschlechterung bei weiter tiefer liegenden Geweben. Die raumliche
Auflésung kann verbessert werden, wenn statt der Ublichen Epi-lllumination (Abbildung 21a)
komplexeren Aufnahmetechniken wie Transillumination (Abbildung 21 d) oder Rasterscanning
(Abbildung 21b,c,e,f)* verwendet werden. Zusitzlich kann durch Verwendung von
Berechnungsmodellen® die raumliche Auflésung weiter verbessert werden. Nachteil dieser

Verbesserungen stellt die deutlich verlangerte Aufnahmezeit dar.
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(a) (b) (c)
:;f:::tﬁm ; souece (laser tiooe, LED) soutce {laser diode. LED) '::7
cco o \ Aﬁ)
' \ 4 ~ \V/’\ nzen's)
fttee(2) p-
= pabanoceeter Qahu et \ ) | =
ae) "“"'“" fitos) cortrten \
> b \\
= — ] | B
Trans-illumination
(d) (e) (f
T
cCo ceo ot
AFD
e — e
ften(s) en's) 1 fihens)
G=m ==y

e
source (Raser
Piter(s) dicce. LED) source (laser

@ode. LED)

broad.beam
source Gatancamiar
controfled

Parametes
comdroliod
e mrars

Abbildung 21. Schematische Darstellung von verschiedenen Methoden , die fiir in vivo Fluorscence Imaging verwendet
werden kénnen.*

Die Sensitivitdt des in vivo Fluorescence Imagings hangt hauptsadchlich von der Spezifizitat des
Fluorophors zum betrachteten Objektes ab, wobei nicht spezifisch gebundener oder ungebundener
Fluoreszenzfarbstoff die Bildgebung verfalscht. AuBerdem wird die Bildgebung stets durch
Autofluoreszenz des zu betrachteten Lebewesens verfilscht. Diese Unscharfe kann jedoch durch
moderne Aufnahmetechniken und die Verwendung von NIR-Farbstoffen minimiert werden.

Aufgrund der genannten Limitierungen wird das in vivo Fluorescence Imaging hauptsachlich bei
Kleintieren angewendet. Verwendet wird sie fiir z.B. neurologische,® kardiovaskulire,
respiratorische,® gastrointestinale,” immunologische,® muskuloskettale® und reproduktive®
Forschungen. Eine besondere Anwendung der in vivo Fluorescence Imaging wurde 2011
verdffentlich.>® Dabei wurde erfolgreich Eierstockkrebs mit Fluorescein Isothiocyanat markiert und in
einer anschlieBenden Operation mit Hilfe der Fluoreszenz vollstandig entfernt (Abbildung 22).
Dadurch wurde gezeigt, dass das in vivo Fluorescence Imaging ein zukinftiges Werkzeug sein kann,

um das Skalpell bei Operationen zu leiten.
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Abbildung 22. Operationshild eines Eierstockes, mit Fluoreszenzbild (rechtsoben) zur Unterstiitzung wahrend der
Operation.59
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3.4 Magnetic Resonance Imaging

Das Magnetic Resonance Imaging (MRI) ist ein bildgebendes Verfahren, dass auf der Anregung von
Atomkernen mittels Radiowellen beruht. Je nach Problemstellung ist das MRI in der diagnostischen
Medizin ein haufig angewendetes bildgebendes Verfahren. Die Technik ist nichtinvasiv, ohne
Strahlenbelastung fir Mensch und Tier und besitzt exzellente Detail —sowie Kontrastauflosung flr
Weichgewebe. Aufgrund dieser Eigenschaften wird die MRI fiir eine Vielzahl an radiologischen
Forschungen verwendet.

Die MRI adressiert den Eigendrehimpuls von Atomkernen oder auch Kernspin genannt. Atomkerne
mit ungeraden Anzahlen an Neutronen und Protonen haben aufgrund ihrer Rotation ein
magnetisches Moment. Dieser Magnetismus wird in der Regel durch die Unordnung der Kerne im
Raum aufgehoben. D.h. die verschiedenen Energieniveaus des Kerns unterscheiden sich nur gering.
Erfahren die Atomkerne jedoch ein duBeres Feld By, so spalten sich die Kernniveaus auf. Diese sog.

Zeeman-Aufspaltung ist fiir einen Spin von % beispielsweise in Abbildung 23 dargestellt.

. —QT m=-lf2
Energie = AE

. PV

ohne mit
Magnetfeld
Abbildung 23. Zeeman-Aufspaltung von Energieniveaus des Kerns in Gegenwart eines Magnetfeldes.

Die Differenz der Energieniveaus betragt:

_Yh, (D
4E = —-Bg

mit = y = gyromagnetisches Verhaltnis in MHz/T, B, = Starke des Magnetfelds in T.

Die Energiedifferenz AE hangt direkt mit der Frequenz wyder Absorption oder Emission der Strahlung

Zusammen:

AE =h-w, (2)

mit wg = Lamorfrequenz in MHz.

Aus (1) und (2) ergibt sich fir den Zusammenhang zwischen der Radiofrequenz und dem &uBeren

Magnetfeld folgende Beziehung:
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Wy =
Dabei ist wy die Larmorfrequenz in MHz, y das gyromagnetisches Verhaltnis in MHz/T und By gleich
der Starke des Magnetfelds in Tesla.

Die Bewegung der Kerne im angelegten duReren Magnetfeld kann dabei verglichen werden mit
einem Kreisel, der durch eine Kraft ausgerichtet wird. Das dauRere Magnetfeld wirkt auf die Achse der
rotierenden Kerne ein. Folglich werden die Kerne ausgelenkt und prazessieren um die Achse des
Magnetfeldes in z-Richtung (Abbildung 24). Die Prazessionsfrequenz der Kerne wird Larmorfrequenz

bezeichnet.

Magnetfeld B,

'
. m=+1/2

S m=1/2

Abbildung 24. Prazessionsbewegung magnetischer Kerne mit Spin % beim Anlegen eines Magnetfeldes B,.

Eine Aufspaltung der Energieniveaus infolge der Ausrichtung der magnetisches Momente der Kerne
erfolgt entweder in Richtung des angelegten Magnetfeldes oder entgegengesetzt zum angelegten
Magnetfeldes. Wird die Summe aller magnetischen Kernmomente in Richtung der z-Achse
betrachtet, so ist nach der Boltzmann-Beziehung die Besetzung im Grundzustand (m=+1/2) gréRer als
im angeregten Zustand (m=-1/2). Aufgrund dessen bildet sich parallel zum angelegten Magnetgeld
eine makroskopische Magnetisierung M, (Abbildung 25).

Bo

Ntz

Abbildung 25. Doppelprazessionskegel fiir Kerne mit Kernspin % und die daraus resultierende makroskopische
Magnetisierung M,.

Diese Langsmagnetisierung kann mit Hilfe der Resonanzbedingung durch einen Hochfrequenzimpuls
(Radiofrequenz), der exakt der Larmorfrequenz entspricht, senkrecht zur Langsrichtung um 90°

gedreht werden. Nach der Anregung befindet sich die makroskopische Magnetisierung M, in der XY-

21



Ebene. Diese transversalte Magnetisierung kehrt aufgrund der Spin-Gitter- Wechselwirkungen und
der Spin-Spin-Wechselwirkung in ihren urspriinglichen Zustand zuriick (Abbildung 26).

Nach dem Abschalten des Hochfrequenzimpulses, geben die Spins bei der Spin-Gitter-
wechselwirkung Energie an ihre Umgebung ab und relaxieren in die Ausgangslage zuriick. Die
Zeitkonstante T, (Langsrelaxationszeit) beschreibt hierbei, wann 63% der Liangsmagnetisierung
wieder hergestellt ist. Diese T, spielt im MRI eine entscheidende Rolle, da nach dieser Zeit eine

erneute Anregung erfolgen kann.

-

:

BB DB D

Abbildung 26. Riickkehr der transversalen Magnetisierung in die parallele Ausrichtung zum angelegten Magnetfeld.60

Die Langsrelaxationszeit T, kann mit verschiedenen Pulssequenzen bestimmt werden. Eine haufig
verwendete Pulssequenz um T, zu erfassen, ist die Inversion Recovery Sequenz (Abbildung 27a). Nach
Anlegen eines duReren Magnetfeldes wird bei dieser Sequenz zunachst ein 180°-Impuls eingestrahilt,
wodurch die makroskopische Magnetisierung M, sich um 180° dreht. Im Anschluss relaxiert die
invertierte Magnetisierung M, nach der sog. Inversionszeit T in ihre Ausgangslange zurick. Nach
vollstandiger Riickkehr in ihre urspriingliche Lage wird mit einem 90°-Impuls die Magnetisierung M,
in die XY-Ebene verlagert. Ausgehend von dieser Position relaxiert die makroskopische
Magnetisierung M, in ihre Ausgangslage zurlick. Es wurde ein sog. Echo erzeugt. Ein Echo ist
vereinfach dargestellt eine wiederholte Signalerzeugung wahrend einer Pulssequenz.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Inversion Recovery Sequenz angewendet, um

die Langsrelaxationszeiten T, der synthetisierten BODIPY-Farbstoffe zu bestimmen (Abbildung 27b)."

180" 90° b o .

‘._Tﬂ 1l

Relaxation

Magnatsienng M

b P Db B D |

Abbildung 27. a) Schematische Darstellung der Inversion Recovery Sequenz; b) Beispielkurve einer 19F-T1-Bestimmung
eines fluorierten BODIPYs.
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Wie zuvor erwahnt kehrt die transversale Magnetisierung in der XY-Ebene aufgrund einer weiteren
Wechselwirkung, der Spin-Spin-Wechselwirkung, in ihre urspriingliche Lage zurlck. Nach dem
Abschalten des Hochfrequenzimpulses prazedieren die Spins in Phase in der XY-Ebene. Durch
Wechselwirkung der Spins untereinander, dephasieren die Spins, wodurch sich die Spins gegenseitig
aufheben und die makroskopische Magnetisierung in der XY-Ebene, die sog. Quermagnetisierung,
verschwindet (Abbildung 28). Die Querrelaxationszeit T, stellt dabei die Zeit dar, bei der 63% der
Quermagnetisierung nach der Anregung abgenommen hat. Diese Wechselwirkung wird als Spin-Spin-

Wechselwirkung bezeichnet.

A 1} A

e=laslesles

Abbildung 28. Dephasierung der Spins in der XY-Ebene.”

Fir die Bestimmung der Querrelaxationszeit T, wird in der Regel die Carr-Purcell-Meiboom-Gill
Sequenz (CPMG-Sequenz) verwendet. Bei dieser Sequenz handelt es sich um eine Multi-Echo
Pulssequenz (Abbildung 29a). Nach dem anfédnglichen 90°-Impuls und der Dephasierung der Spins
werden die Spins mittels einem 180°-Impuls wieder in Phase gebracht. Es wird folglich ein Echo
erzeugt, bei dem die Spins wiederholt dephasieren. Nach vollstandiger Dephasierung kann durch
einen weiteren 180°-Impuls ein weiteres Echo erzeugt werden. Auf diese Weise lassen sich mehrere
Echos erzeugen, wodurch wahrend einer Sequenz eine Vielzahl an Daten erfasst werden kénnen. Die
Anzahl der Echos ist jedoch auf die Langsrelaxationszeit T, begrenzt, da nach dieser Zeit nicht mehr
genligend Magnetisierung in der XY-Richtung mehr besteht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Querrelaxationszeiten T, der hergestellten fluorierten BODIPYs

mit Hilfe der CPMG-Sequenz bestimmt (Abbildung 29b)."
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Abbildung 29. a) Schematische Darstellung der CPMG Sequenz; b) Beispielkurve einer 19F-TZ-Bestimmung eines
fluorierten BODIPYs.

Ein weiterer Effekt auf den Phasenzerfall stammt von der Inhomogenitit des angelegten
Magnetfeldes, welches durch den Tomographen und das zu untersuchende Objekt verursacht wird.
Diese Zeit wird als T,; bezeichnet. Zusammen mit der Querrelaxationszeit T, stellen die beiden Zeiten

den Free Induction Decay (FID) dar.

1 1 1

T T (4)
Die Langsrelaxationszeit T, und die Querrelaxationszeit T, spielen folglich gemeinsam eine
entscheidende Rolle bei der Bildgebung. Dabei ist T, stets kleiner als T4, da die Spins immer schneller
dephasieren als in ihre Ausgangsposition zurickzukehren. Wird beim Imaging die Gewichtung der
beiden Zeitkonstanten T, und T, klein gehalten, sodass das vollstdandige Signal des zu untersuchten
Objektes detektiert werden kann, so wird von einem protonengewichteten Bild gesprochen

(Abbildung 30 links).

Abbildung 30. Protonen-gewichtetes Bild (links), T1-gewichtetes Bild (Mitte) in T2-gewichtetes Bild (rechts) des Kopfes.61
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Mit Hilfe der Einstrahlung von verschiedenen Impulsen ist es modglich den Kontrast fiir das
anzuschauende Objekt zu verandern, z.B. fiir unterschiedliche Organe oder Geweben. Dabei wird ein
Wechselspiel zwischen Anregung des RF-Impulses und gemessener Langs-bzw. Querrelaxation
genutzt. Hierbei wird die Relaxationsdauer mittels Impulsabfolgen gesteuert.

Mit dem MRI ist es moglich Schichten eines Objektes durch die oben genannte Anregung
darzustellen. Die Zeit zwischen zwei Anregungen der gleichen Schicht, die sog. Time of Repetition TR
spielt bei der Kontrastgebung eine entscheidende Rolle. In der Schicht des untersuchten Objektes
befinden sich in Regel Gewebe mit Atomkernen, die aufgrund verschiedener Umgebung
unterschiedliche Langsrelaxationszeit T, besitzen. Wird eine lange TR gewahlt, so haben die Kerne
genigend Zeit in die Richtung des Magnetfeldes zurlickzukehren. Es wird folglich kein Kontrast
zwischen den Geweben erzeugt (Abbildung 31 TR B:2000ms). Wird stattdessen eine kurze TR
gewadhlt, so kehren die Spins der Kerne mit kurzer T; schneller in die Richtung des angelegten
Magnetfeldes zurlick und die Spins der Kerne mit langer T, langsamer in die Richtung des angelegten

Magnetfeldes zurlick (Abbildung 31 TR A:2000ms).
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Abbildung 31. Einfluss der Repetitionszeit TR auf die Relaxation.®

Dadurch wird zwischen diesen Geweben ein Kontrast erzeugt und ein sog. T,;-gewichtetes Bild wird
erzeugt. Im Bild sind Geweben mit kurzen T;-Zeitkonstanten hell und die mit langer T,-Zeitkonstante
dunkel (Abbildung 30 Mitte). Um die Auflésung des Bildes zu steigern, werden mehrere
aufeinanderfolgende Anregungen durchgefiihrt. Dabei sinkt die Intensitdt bei Verwendung kurzer TR
ab, da die meisten Spins in der XY- Ebene verbleiben, prazedieren und folglich nicht mehr angeregt
werden kdénnen. Es werden lediglich Spins detektiert, die schneller in die Z-Richtung zuriickkehren als
die verwendete TR. Dieses Phdanomen wird als Sattigung bezeichnet und kann verringert werden,
indem die makroskopische Magnetisierung M, nicht um 90° sondern um einen kleineren Winkel
gekippt wird. Dadurch befinden sich weniger Spins in der XY-Ebene. Zwar wird ein kleineres
Gesamtsignal detektiert, aber ein Bruchteil der Spins verbleibt daflir in Z-Richtung, womit eine
erneute Anregung erfolgen kann. Letztendlich kann durch die Variation von TR und des Winkels die
T,-Gewichtung verandert werden und der Kontrast zwischen verschiedenen Geweben verstarkt

werden.
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Eine weitere Zeit, die sich variieren lasst, ist die sog. Time of Echo TE. Diese Zeit gibt an nach welcher
Zeit ein Echo erzeugt wird. Wie bereits zuvor erwahnt dephasieren die Spins in der XY-Ebene. Hat ein
Gewebe 1 Atomkerne mit einer langen T,-Zeitkonstante, dann dephasieren diese Spins langsamer. Im
Gegensatz dazu dephasieren Atomkerne eines Gewebe 2 mit kurzer T, schneller. Wird nun ein Echo
erzeugt, so wird die Zeit zwischen initialer Anregung und Echo-Anregung als Time of Echo TE
bezeichnet. Bei der Verwendung einer kurzen TE sind die Spins der Atomkerne in verschiedenen
Geweben kaum dephasiert. Es besteht folglich kein Signal unterschied zwischen Gewebe 1 und 2
(Abbildung 32 TE A:20 ms). Wird stattdessen eine passende TE benutzt, sodass die Spins der Kerne
verschiedenen Gewebe genligend Zeit haben entsprechend ihrer T,-Zeitkonstanten zu dephasieren,
besteht ein sichtbarer Signalunterschied zwischen den Geweben 1 und 2 (Abbildung 32 TE A:80 ms).
Dadurch wird Kontrast zwischen unterschiedlichen Geweben erzeugt, Gewebe mit kurzer T, sind im
Bild durch eine dunkle Darstellung sichtbar und Gewebe mit einer langen Zeitkonstante T, erscheinen

im Bild hell (Abbildung 30 Rechts).
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Abbildung 32: Einfluss der Echozeit TE auf die Relaxation.®

Bei der klinischen Anwendung der MRI werden Wasserprotonen zur Bildgebung verwendet. Dabei
besitzen die Protonen in unterschiedliche Gewebe unterschiedliche Relaxationszeiten, die in
Gegenwart eines Kontrastmittels lokal beschleunigt werden kénnen. Diese Kontrastmittel bestehen
in der Regel aus paramagnetischen Metallkomplexen, wobei Gd** das am haufigsten verwendete
Metall darstellt (Abbildung 33). Die Ublichen Konzentrationen fiir diese Kontrastmittel liegen im
millimolaren Bereich. Jedoch wurde eine mégliche Verbindung zwischen Gd**-Kontrastmittel und der
nephrogenen systemischen Fibrose, eine krankhafte Vermehrung des Bindegewebes, gefunden.®
Aufgrund dessen wird an Komplexen mit alternativen lonen geforscht , wie z.B: Fe**-lonen® und
Mn®*-lonen®, um diesen toxischen Effekt zu umgehen. Ein weiter Ausweg hierfir wire die
Verwendung von anderen Atomkernen fir die Bilderzeugung. Ein besonders geeigneter Atomkern fiir
das MRI ist das "’F-Atom. Es hat ein natiirliches Vorkommen von 100%. Des Weiteren hat der '°F-
Kern ein hohes gyromagnetischen Verhiltnis und einen Spin von %. Im Vergleich zum ‘H-Atom hat
das F-Atom eine Empfindlichkeit von 0.834. Zusatzlich ist in biologischen Systemen kein
Hintergrund fur °F-MRI zu erwarten. Aufgrund dieser Vorteile, wurden die ersten *F-MRI

Kontrastmittel hergestellt, die entweder aus Perfluorkohlenstoffemulsionen® oder aus kleinen
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Molekiilen® bestehen. Beide Systeme basieren auf einer hohen Anzahl an magnetisch dquivalenter
YF_Atome. Dabei ist die GroRe dieser Molekile von Bedeutung. Wahrend bei der *H-Bildgebung die
Umgebung des Wassers eine entscheidende Rolle fir die Relaxationszeiten spielt, so spielt bei der
“F-Bildgebung die GroRe der Verbindungen neben ihrer Umgebung eine wichtige Rolle. Je groRer
diese Verbindungen sind, desto ldangere Retentionszeiten haben sie, da sie langsamer rotieren.

Dadurch steigt die Messzeit fir die Bildgebung erheblich an.
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Abbildung 33. Zwei in der klinischen Medizin verwendete MRT-Kontrastmittel.
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3.5 Kombinierte bildgebende Verfahren
Bildgebende Verfahren wie z.B. Fluorescence Imaging (FLI) und Magnetic Resonance Imaging (MRI),
stellen wichtige Techniken im life science Bereich dar, um Objekte des Interesses zu visualisieren.
Allerdings kann ein bildgebendes Verfahren nicht alle Informationen des zu betrachteten Objektes
liefern. Hierbei hilft die synergistische Kombination zweier bildgebenden Verfahren, die es erlaubt
die Vorteiler beider Techniken zu kombinieren und zur gleichen Zeit die Nachteile, wie z.B.
Sensitivitat, Spezifizitdt oder raumliche Auflosung, zu verringern. AuBerdem kénnen die Daten die
mit einer Technik erhalten werden gleichzeitig mit einer zweiten Methode auf Validitat Gberprift

werden.

3.5.1 FLI und MRI von Nanopartikeln
Die Kombination von FLI und MRI stellt die haufigste bimodale Methode dar.®” MRI besitzt eine hohe
rdumliche und zeitliche Auflésung im Vergleich zu anderen nicht invasiven bildgebenden Verfahren
und kann tiefliegendes Gewebe visualisieren. Allerdings fehlt dem MRI an Sensitivitat und
Spezifizitat. FLI hingegen wird in der molekularen Bildgebung aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und
Spezifitdat flir ein gelabbeltes Zielobjekt angewendet. Kleine Molekile fir bimodales oder
multimodales Imaging zu verwenden, ist hdufig problematisch, da diese nur wenig Anbindungsstellen
bzw. modifizierbare Stellen besitzen und es zu moglichen Interferenzen mit ihrer
Zielanbindungsstelle kommen kann. Aufgrund dessen werden im Bereich des multimodalen Imagings
vorwiegend Nanopartikel (NP) verwendet. Nanopartikel besitzen generell eine groRe Oberflache mit
groBer Anzahl an Funktionalitdten, die fur das Einfihren von verschiedenen Imaging Techniken
modifiziert werden kénnen.®® Es gibt generell drei Moglichkeiten FLI und MRI in einem NP zu

vereinen (Abbildung 34).
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. Nanopartikel
@ = magnetische Eigenschaft
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Abbildung 34. Drei Moglichkeiten MRI und FLI in einem zu kombinieren. a) NP mit magnetischen und optischen
Molekiilen auf der Oberfldche; b) magnetische NP mit optischen Molekiilen auf der Oberfldche; c) fluoreszierende NP mit

magnetischen Molekiilen auf der Oberflache.

Haufig werden hierbei NP verwendet, die die magnetische sowie die optische Komponente auf der
Oberflache tragen (Abbildung 34a). Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von NP, die von
vornherein magnetische Eigenschaften besitzen und auf deren Oberflache Fluoreszenz-Molekile
verankert sind (Abbildung 34b). Hierbei ist zu beachten, dass die magnetischen NP die
Fluoreszenzeigenschaften der Molekiile nicht beeinflussen. Dieses Model kann ebenfalls umgekehrt
werden, so kdnnen fluoreszierende NP mit Molekiilen auf der Oberflache verbunden, die lonen mit
magnetischen Eigenschaften komplexieren (Abbildung 34c). Die komplexierten Metallionen wie z.B.
Gd*" erméglichen somit das *H-MRI Gber die beschleunigte Relaxation von Protonen.

Ein Beispiel flUr ersteres (Abbildung 34a) sind SiO, Nanopartikel, auf deren Oberflache
Komplexbildner verankert sind (Abbildung 35a). Diese komplexieren anschliefend Lanthanoide wie
Gd** fur die MRI und Eu**/Tb* fir die Photolumineszenz.”® Die mit Lanthanoiden beladenen
Nanopartikel wurden anschlieBen zu RAW 264.7 (Makrophage Mauszellen) Zellen geben, die die
Nanopartikel aufnahmen. T;-gewichtete Magnetresonanzbilder (Abbildung 35b Ill) zeigten einen
deutlichen Kontrast zu den Blindproben (I und Il). Die Lumineszenz durch Anregung bei 393 nm
konnte ebenfalls abgebildet werden (Abbildung 35c), wobei eine Anregung bei 393 nm fir FLI in

biologischen Systemen ungeeignet ist aufgrund der Autofluoreszenz von Proteinen.
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Abbildung 35. a) Schema des oberflichenmodifizierten SiO, Nanopartike; b)T,;-gewichtetes MRI von Zellpellets: I-keine
Aufnahme von NP (Kontrollmessung), Il- Aufnahme y-Fe,03 NP (T,) und llI- Aufnahme von SiO,@APS/DTPA:EuGd NP; c)
Foto von Zellpellets angeregt bei 393 nm: I- keine Aufnahme von NP (Kontrollmessung) und Il- Aufnahme von

Si0,@APS/DTPA:EuGd NP. *°

Eines der ersten Beispiele flir Nanopartikel, die im Kern den optischen Part besitzen und den
magnetischen Part auf der Oberfliche (Abbildung 34c) sind Hybrid-SiO,-Nanopartikel.”” Diese
besitzen einen lumineszierenden [Ru(bdy);]Cl, Kern und sind beschichtet mit einer paramagnetischen
Monolage von silylierten Gd*" Komplexen (Abbildung 36 1)). Die Wirksamkeit der Nanopartikel als
bimodales Kontrastmittel wurde in vitro an einer immobilisierten monozyten Zelllinie gemessen. Die
Aufnahme der Nanopartikel in die Zellen wurde mit Hilfe von konfokaler Fluoreszenzmikroskopie und
T, sowie T, gewichteten Magnetresonanzbildern gezeigt (Abbildung 36 Il a-d). Nachteil dieser

Nanopartikel konnte die erhéhte Toxizitdt des Rutheniums sein.
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Abbildung 36. 1) Synthese von Hybridsilica-NP; 11) Mikroskopische Bilder von gelabelten monozytischen Zellen: a) Hellfeld
b) Laser scanning confocal fluorescence c),d) MR Bilder von nicht gelabelten (links) und gelabelten (rechts)

. 7
monozytischen Zellen. 0

Ein weiteres Beispiel flr solche bimodalen Kontrastmittel (Abbildung 34c) stellen SiO, Nanopartikel
dar, die Fluorescein Isothiocyanat im Kern und eine Hille aus Gadoliniumcarbonat besitzen
(Abbildung 37a).”* Nach der Herstellung der Nanopartikel, wurden ihre Zytotoxizitit gegeniiber
menschliche Zelllinien und Tumorzelllinien getestet. Es zeigte sich, dass die Nanopartikel eine geringe
Toxizitat gegeniber den Zellen haben. Zuletzt wurden in vitro T,-gewichtete Magnetresonanzbilder
aufgenommen (Abbildung 37b). Dabei konnten Konzentrationen von bis zu 0,01 mM Gd** dargestellt
werden. Mit Hilfe von konfokaler Lasermikroskopie konnten ebenfalls Fluoreszenzbilder von Hela-
Zellen aufgenommen werden, die die Nanopartikel erfolgreich aufgenommen haben (Abbildung 37c).
Ein groBer Nachteil von NP stellt ihre Lipophilie dar, wodurch sie sich haufig in Fettgewebe einlagern.
In Kombination mit giftigen Metallen, kdnnten die NP einen ungewollten toxischen Effekt auf

gesundes Gewebe haben.
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Abbildung 37. a) Schematisches Synthesevorgehen der NP; b) In vitro T,-gewichtete MRI verschiedener Gd**-

Konzentrationen und NP-groBen; c) Laser confocal microscopy Bilder von Hela Zellen die mit NP kultiviert wurden.”

Eine haufig verwendete Umsetzung eines fluoreszierenden Kerns und einer magnetische aktiven
Hille sind Quantum Dots (QD), auf deren Oberfliche ein Komplexbildner fir Gd**-lonen sitzt
(Abbildung 38 1).”* Ublicherweise werden CdSe/CdS oder CdSeTe/CdS QD, die ein Glutathion coating
erhalten. An dieses Coating wird im Anschluss der Komplexbildner DOTA angekniipft, welcher im
letzten Schritt mit Gd**-lonen das gewiinschte duale Kontrastmittel bildet. Der Vorteil der QD im
Vergleich zu Fluoreszenzfarbstoffen ist ihre Nahinfrarot-Fluoreszenz (NIR). Mittels NIR ist es moglich
Objekte, wie z.B. Tumore, mit einem geringen Hintergrund visualisiert werden kénnen, die ca. 0,5mm
bis 0,5 cm tief sitzen. Die QD wurden in eine Rohre gefiillt und in den Unterleib einer Maus
implantiert. Das Implantat wurde mittels Fluorescence Imaging und MRI detektiert (Abbildung 38 II).
Nachteile der QD sind ihre akute Toxizitat bei der potentiellen Freisetzung von Cadmium, Selen oder

Tellur.
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Abbildung 38. I) Schematische Synthese von Gd**-DOTA funktionalisierten CdSeTe/CdS QD mit Glutathion (GSH) coating;
11) a) NIR-Fluoreszenzbild und b) T;-gewichtetes MR Bild in axialer Richtung einer Maus mit Implantat.72b

Die meisten NP fir das kombinierte MRI und FLI, sind diejenigen die von vornherein magnetische
Eigenschaften besitzen und Chromophore auf ihrer Oberflaiche besitzen (Abbildung 34b). Haufig
werden hierbei Eisenoxid Fe;0, NP verwendet. lhre Oberflache wird dann mit Fluorophore wie z.B.
Cyanine 5.5 (Cy5.5) modifiziert (Abbildung 39a).”® Die Leistungsfahigkeit fir das duale Imaging dieser
NP wurde erfolgreich durch in vivo Versuchen in einer Maus gezeigt (Abbildung 39b und c). Allerdings
leiden die Fluoreszenz-Bausteine, die direkt an NP gebunden sind, oft an Fluoreszenz Quenching.
Dessen Ursprung einen Energietransfer zwischen Fluoreszenzmolekiil und magnetisches NP hat.
Aufgrund des Quenchings wurden Eisenoxid Fe;0, NP herstellt, auf deren Oberflache QD verankert
sind (Abbildung 39d). Die NIR Fluoreszenz der QD ermdoglicht es, wie bereits zuvor erwéhnt,

tieferliegende Organe wie z.B. die Blase mittels Fluoreszenz zu visualisieren (Abbildung 39f).”*
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Abbildung 39. a) Schematischer Aufbau von Eisenoxid NP gelabelt mit Cy5.5; b) T,-MR Signale und c) Fluoreszenzsignale
einer Maus injiziert mit Fe;0,/Cy5.5 NP; d) Schematischer Aufbau von Eisenoxid NP gelabelt mit QD; e) MR Visualisierung
und f) Fluoreszenz der Blase einer Maus mit Eisenoxid NP/QD.

Ein Spezialfall flir NP, welche fir das FLI und MRI geeignet sind, stellen die mesoporous Fluorine
Accumulated silica nanoparticles for MRI Enhancement (mFLAME) dar, die mit Cyanine 5 (Cy5)
gelabelt sind (Abbildung 40a). Die mFLAME bestehen aus einem perfluorierten 15-Kronen-5-ether
(PFCE) Kern und einer mesopordsen Silica-Hiille, an die Cy5 covalent gebunden ist.”” Die gelabelten
MFLAME haben einen grofRen Vorteil gegeniiber anderen bimodalen NP. Zundchst basiert die MR
Detektion iiber ">F-Atomen statt iiber Gd*" gestiitzte 'H Detektion. Bei den Gd>* NP besteht haufig
das Problem ihre genaue Verteilung im Lebewesen zu bestimmen, da ein hoher Hintergrund
aufgrund von Wasser und Fetten besteht. Dieses Problem besteht bei der >F-MRI nicht, da sich in
Lebewesen kein detektierbares °F in Lésung befindet. In Kombination mit der °F-MRI steht die
mesoporose Silica-Hille, die es den mFLAME erlaubt als Drug Delivery System zu wirken. Es wurde
gezeigt, dass mFLAME mit Doxorubicin (DOX), ein bekanntes Chemotherapeutica und Anti-
Krebsmittel,”® beladen werden kann. Da sich an der Oberfliche der vieler Tumore
Folsdurerezeptoren befinden,”” wurde auf die Oberfliche der beladenen NP Folsiure angebunden,
um den Wirkstoff an ihren Zielort zu transportieren. Mittels konfokaler Lasermikroskopie konnte
nachgewiesen werden, dass mFLAME von einer bestimmten Zelllinie der Krebszellen Hela,
aufgenommen werden und einen zytotoxischen Effekt auf diese haben (Abbildung 40d). Nachteil des
PFCE ist seine lipophile Eigenschaft, weshalb es sich in Fettgewebe einlagert und die Ausscheidung

verhindert wird.
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Abbildung 40. a) Schematischer Aufbau und Komponenten von mFLAME; b) rechts: Anregungs- und Fluoreszenzspektrum
von mFLAME; c) r MRI von mFLAME in phosphatgepufferten Kochsalzlosung (500 uL), links: Auftragung von
normalisierter °F MRI Signalintensitat gegen PFCE Konzentration; d) Fluoreszenzbilder von KB Zellen behandelt mit DOX
beladenden m-FLAME-FA (Skala 10 um).75
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3.5.2 FLI und MRI von kleinen Molekiilen
Kleine Molekdile fur duales FLI und MRI sind seltener vertreten, da diese haufig iber eine komplexere
und vielstufige Synthese als NP hergestellt werden. Hinzu kénnen bei kleinen Molekilen nur eine
geringe Anzahl an Positionen modifiziert werden. Dadurch besitzen sie in der Regel nur einen
Fluoreszenzbaustein und einen magnetisch aktiven Baustein. Der Mangel an aktiven Bausteinen hat
einen potentiellen negativen Einfluss auf die Sensitivitat fir die jeweilige Bildgebung. Aufgrund
dessen wird bei kleinen Molekilen eine héhere Konzentration bendtigt, um eine Bildgebung zu
gewahrleisten. Trotz allem haben kleine Molekiile auch bestimmte Vorteile gegenliber NP. Sie sind
meistens chemisch stabil, leichter in der Handhabung und sind weniger lipophil als NP, wodurch sie
von Lebewesen schneller ausgeschieden werden.®®
Eines der ersten Beispiele fiir kleine bimodale Molekiile fir die FLI und MRI stellen die beiden DOTA-
Gd**-Komplexe dar, die tiber einen Linker mit Biotin oder Fluorescein Isothiocyanat (FITC) verbunden
sind (Abbildung 41a).” Eine Weiterentwicklung fiir das Prinzip der DOTA-Farbstoffkombination ist die
Verbindung vom DOTA-Komplexbildner iiber einen Linker mit einem BODIPY (Abbildung 41b).” Der
BODIPY bietet viele Vorteile gegentiiber Biotin und FITC, z.B: eine breiteres optisches Fenster, h6here

Quantenausbeuten verbunden mit hoherer Photostabilitat.
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Abbildung 41. a) Strukturen von DOTA-Gd3+-KompIexen mit Biotin (Gd-9, links) und mit FITC (GD-12, rechts);78 b) Struktur
einer DOTA-BODIPY Verbindung.79

Eine der neusten Ideen ist die Verwendung eines [closo-B1,(OH)1,]*-Closomers. Das Closomer bietet
dhnlich wie NP zwdlf Stellen, die unterschiedlich modifiziert werden kénnen.?® So kénnen theoretisch
nicht nur zwei sondern eine Vielzahl an bildgebende Verfahren miteinander kombiniert werden. In
diesem Fall wurden ein Sulforhodamine-B-Derivat und elf **F-MRI-Reporter mit insgesamt 66 NMR
dquivalenten F-Atomen an das [closo-Bi,(OH):,]*-Closomer verkniipft (Abbildung 42a). Dieses
Closomer wurde mit vier verschiedenen Krebszelllinien co-inkubiert. Mittels NMR-Spektroskopie
wurde gezeigt, dass im Closomer alle 66 *°F-Kerne magnetisch dquivalent sind (Abbildung 42b).
AulRerdem wurde mit Fluoreszenzmikroskopie die Aufnahme des Closomers in die T47D Zellen

gezeigt, wobei das Closomer keinerlei Zytotoxizitat fir alle vier Zelllinien aufweist (Abbildung 42c).
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Abbildung 42. a) Struktur des bimodalen Closmers; b) ®E.NMR Signalintensitdt von Zelllyaten nach 1h Incubation von
Closomer (rot) und TFA Referenz (blau); c) Fluoreszenzbild von mit Closomer gelabelten T47D Zellen.®®

3.5.3 FLlund PET

Die Fusion von optischen und radionuklearen Methoden hat Potential fiir eine Vielzahl an
Anwendungen in der biomedizinischen Bildgebung.®® Mit der technischen Entwicklung von
optisch/PET Detektoren und den ersten erfolgreichen Ergebnissen, wurde das Interesse an neuen
Verbindungen geweckt, die fir die duale FLI/PET geeignet sind.®? PET ist eine leistungsstarke
molekulare Imaging Methode, um die menschliche Physiologie mittels Detektion von positronen-
emittierenden Radiopharmazeutica zu visualisieren und zu studieren. Somit kdnnen Informationen
liber Metabolismus, Rezeptor/Enzym Funktion und biochemischen Mechanismen in lebenden
Gewebe gewonnen werde, wobei die PET chemische Veranderungen detektiert bevor sich auf
makroskopischer Ebene anatomische Signale einer Krankheit zeigen.®

Die verwendeten Radioisotope fiir die PET werden in kurzlebige und langlebige Radioisotope
eingeteilt. Kurzlebige wie ™C- und "®F-Kerne sind von groRem Interesse aufgrund ihrer niedrigen
Molmasse und ihrer natirlichen Abwesenheit. AuBerdem besteht die Moglichkeit Molekile oder
Arzneimittel direkt zu labeln ohne ihre biologische Aktivitdt zu stéren. Die Herausforderung mit den
kurzlebigen Radioisotopen besteht in den wenigen Minuten, in denen die gelabelten Proben
synthetisiert, aufgereinigt, analysiert und verarbeitet werden missen. Einige biologische Molekiile
besitzen lange Halbwertslebenszeiten und bendtigen deshalb Radioisotope mit gleichlangen

Halbwertszeiten, um sie untersuchen zu kdnnen. GroRe Isotope wie 8y %4Cu, *®Ga und " sind fur
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solche lidngere Experimente besser geeignet als *'C oder **F. Hinzu lassen sich die groRen Isotope
leichter komplexieren, wodurch sie einfacher in Molekile eingefiihrt werden kdnnen.

Ein Beispiel fur duales FLI/PET Imaging wurde bei der Untersuchung des Somatostatin-Rezeptors
verwendet.®* Hierfiir wiirde das Zielpeptid mit dem NIR Fluoreszenzfarbstoff Cypate und mit dem
Komplexbildner DOTA gelabelt, welcher ®*Cu komplexierte (Abbildung 43a). Leider hat sich das duale
Kontrastmittel nicht an den hervorgesagten Rezeptor gebunden, aber die biologischen Verteilungen
des Peptides, die mittels FLI und PET beobachtet wurden, passten hervorragend zusammen

(Abbildung 43b).
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Abbildung 43. a) Strukturen der beiden dualen Imaging Komponenten; b) Fluoreszenzintensitdten einer Maus die mit
Tumorzellen und dem dualen Imaging Peptid behandelt wurde.®

PET Imaging wird ebenfalls verwendet, um die Neigung von PET-gelabelten Medikamenten sich an
die Lipidmembran zu binden zu untersuchen. Diese Lipidanbindungsuntersuchung kann genutzt
werden, um die Bindungsfahigkeit des Molekils an ein Zielenzym/Zielrezeptor zu verbessern. Hinzu
kann die Interaktion des Molekils mit dem Zielenzym/Zielrezeptor untersucht werden. Hierzu
kénnen z.B. kationisch amphiphile Arzneimittel mit 'C gelabelt werden in Verbindung mit dem

Einbau eines kleinen organischen Fluorophor, wie z.B. derivatisiertes Spiperone (Abbildung 44).%
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Abbildung 44. Kationisch amphiphile Arzneimittel und dopaminahnlicher Ligand Spiperone.

Quantum Dots haben bei der bimodalen FLI/MRI Bildgebung bereits eine wichtige Rolle gespielt.
Auch fiir die FLI/PET Bildgebung wurden NIR CdTe/ZnS QD verwendet, deren Oberfliche mit DOTA
modifiziert wurde (Abbildung 45a). Der Komplexbildner komplexiert dabei ®Cu und erméglich
dadurch die PET-Bildgebung. Zusétzlich wurden die QD mit einem Vascular endithelial growth factor

(VEGF) Protein verkniipft.® In vitro Versuche an porcine aortic endthelial (PAE) Zellen zeigte, dass die
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QD erfolgreich an den VEGF-Rezeptor andocken, woraufhin in vivo Versuche bei einer Maus
durchgefiihrt wurden. Dabei wurden der Maus QD-DOTA-Komplexe ohne und mit VEGF-Protein
injiziert, um ein Vorher-Nachher-Effekt zu beobachten. Die Tumore konnten erfolgreich mittels FLI
und PET lokalisiert werden (Abbildung 45b und c). Die Tumore und verschiedene Organe wurden
chirurgisch entfernt, um die Aufnahme der QD genauer zu betrachten. Die Untersuchung zeigte, dass
die QD nicht nur im Tumor zu finden sind, sondern auch in Leber, in Milz, in Muskelgewebe und in

Knochen. Wodurch eine ungewollte Toxizitat durch die QD entstehen kann.
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Abbildung 45. a) Struktur des DOTA-QD-VEGF-Verbindung; b) In Vivo NIRF Imaging einer U87MG turmortragenden Maus
nach 10, 30,60 und 90 min injiziert mit 200 pmol von QD; c) Coronale PET Bilder einer U87MG turmortragenden Maus
nach 1, 4, 16 und 24 h injiziert mit 300 uCi von QD. Pfeile weisen auf Tumor.®®
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Eine elegante Losung fir die Kombination von FLI und PET wurde bei den BODIPYs durch die
Einfihrung eines ®F-Atom realisiert (Abbildung 46a).2” Um das reine BODIPY zu erhalten, wurde das
Reaktionsgemisch mittels praperativer HPLC aufgereinigt, wobei auch gezeigt werden konnte, dass
sich das "®F-Atom selbst nach 2h noch am BODIPY befindet. /n vivo Versuche in einer Maus zeigten,
dass das BODIPY metabolisch stabil ist und nach einer Stunde wieder vollstandig ausgeschieden
wurde (Abbildung 46b). Nachdem die PET-Aktivitit nachgewiesen wurde, wurde ein ‘*F-BODIPY
synthetisiert, welches in der meso-Position mit Trastuzumab verbunden war. Trastuzumab ist ein
monoclonaler Antikorper, das an den HER2/neu Rezeptor bindet, und wird routinemaRig fur die
Behandlung von HER2-postiven Brustkrebs verwendet (Abbildung 46c). Mit dieser Verbindung lasst

sich potentiell die Wirkung des Antikorpers untersuchen.
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Abbildung 46. a) Synthese des '®r_beladenen BODIPYs; b) In vivo Bilder einer Maus und der Verteilung des BODIPYs liber
die Zeit; c) Schematischer Aufbau des mit BODIPY gelabelten Trastuzumabs.”’

3.5.4 FLlund SPECT

Die Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) verwendet &hnlich wie die PET
Radionuklide. Diese Radionuklide geben Gammastrahlen ab und kénnen mit den gleichen oder
ahnlichen Komplexbildner wie bei der MRI oder PET in die gewilinschten Verbindungen eingefiihrt
werden. Die am haufigsten benutzen Kerne fiir die SPECT sind ®’Ga, *'In, *°I und *™TC. *™TC stellt
dabei das am meisten genutzte Radionuklid fir die SPECT dar. Es kann mit einen Generator erzeugt
werden, ist somit leicht zugdnglich und hat eine Halbwertszeit von 6 Stunden. Diese Zeit ist
ausreichend lang fir die pharmazeutische Herstellung und in vivo Ansammlung im Zielgewebe, aber
gleichzeitig auch kurz genu und bewahrt den Patienten vor unnétig langer Strahlungsexposition. ¢’
Ein Hauptproblem bei Technetium ist sein Ubergangsmetallcharakter, wodurch es variable
Oxidationsstufen von -1 bis +7 besitzt. Diese erschweren das Radiolabeln, da je nach Oxidationsstufe
verschiedene Komplexierungsgeometrien vorherrschen.®®

Die erfolgreiche Kombination von FLI und SPECT wurde z.B. {iber die Verbindung von Technetium und
Rhenium realisiert. Dabei wurde ein bis(pyridyl)Aminderviat von Lysin synthetisiert, welches Re(l)
oder Te(l) komplexieren kann (Abbildung 47a). Die erhaltenden Komplexe wurden mittels
spezifischen Rezeptoren durch Biokonjugation an ein Peptid gebunden, welches verwendet wird um
weile Blutzellen zu visualisieren (Abbildung 47b).* Diese fluoreszierenden und radioaktiven
Peptiden ermdglichen die direkte Korrelation zwischen in vitro und in vivo Bildgebung zu studieren.
Derivate dieser Peptide wurden dazu verwendet um neurale Stammzellen und
Progenitorzelltransplantationen zu Uberwachen (Abbildung 47c).*® Nachteil hierbei stellt die

Giftigkeit des Rheniums oder Tellurs dar.
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Abbildung 47. a) Struktur des Lysin-Komplexes; b) Fluoreszenzbild von menschlichen weien Zellen inkubiert mit 50 nM
Peptid; c) Epifluoreszenzbilder einer einzelnen Zellsuspension inkubiert mit Peptid.w'90

Eine ahnliche Strategie wurde bei dem folgenden Beispiel verwendet. Es wurde fir die duale
FLI/SPECT Bildgebung ein trifunktionaler Metallkomplex synthetisiert, bestehen aus fac-[M(CO);]*

Metallcarbonylkomplex (1. Funktion, M="""

Tc, Re), gekoppelt an einem acridinbasierten Farbstoff (2.
Funktion, L*-acr) und einem an spezifische Zellrezeptoren bindenden Peptid Bombesin (3. Funktion,
L*-pept) (Abbildung 48a).”* Der Acridinfarbstoff L' besitzt eine monodentate Isocyano-Gruppe und
das Bombesin hat einen bidentaten Liganden L?, beide erméglichen die Komplexierung des
Metallcarbonylkomplexes fac-[M(CO);]*. Fir radiopharmazeutische Untersuchungen wurden die
™Tc Analoga hergestellt und die Verteilung der Radioaktivitat mittels Fluoreszenzmikroskopie
bestatigt. Des Weiteren wurde durch FLI an PC3 Zellen, die den Bombesin-Rezeptor tragen, eine
schnelle und hohe Aufnahme des trifunktionalen Metallkomplexes mittels rezeptorvermittelte

Endozytose in das Zytoplasma aber nicht in den Zellkern gezeigt (Abbildung 48b).
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Abbildung 48. a) Struktur des trifunktionalen Metallkomplexes; b) PC3 Zellen die mit 100 uM L6sung des trifunktionalen
Metallkomplexes inkubiert wurden (MaRstab = 20 |,lm).91

3.5.5 MRI und PET/SPECT
Ein weiteres wichtiges bimodales Imaging-System ist die Kombination von den bereits zuvor
erwahnten radioisotopenbasierenden Techniken PET/SPECT mit dem MRI. Die beiden Methoden PET
und SPECT bieten eine hohe Sensitivitat, aber haben in der Regel eine niedrige raumliche Auflésung.

Demzufolge kann das bimodale System aus MRI und PET/SPECT hoch aufgeloste tomographische
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Bilder liefern zusammen mit einer hohen Sensitivitat, die zu genauer Bestimmung der quantitativen
biologischen Information fiihrt, wie z.B. in vivo Verteilung und Pharmakokinetiken, besonders in
tiefen Gewebsschichten.”

Ahnlich wie bei der MRI/FLI Kombination, werden bei der dualen MRI/PET/SPECT Methode
magnetische Nanopartikel verwendet. Diese bieten den Vorteil, dass sie von vornherein fiir MRI
geeignet sind, sodass die PET/SPECT Komponente im zweiten Schritt auf der Oberflache verankert
wird. Ein Beispiel hierflir stellen Mn-dotierte Eisenoxid Nanopartikel dar, deren Oberflache mit
Serum Albumin belegt sind (Abbildung 49a). Die Tyrosine des Serum Albumin sind exzellente

Komplexbildner far *4.9%

Die erhaltenen bimodalen MRI-PET Nanopartikel liefern hohe sensitive
Signale fir MRI und PET Bilder. Die libereinandergelegten in vivo MRT-PET Bilder zeigen eindeutig
unterschiedliche Typen von Wachterlymphknoten mit einem Durchmesser von nur wenigen

Millimetern (Abbildung 49b).
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Abbildung 49. a) Schematischer Aufbau des radioisotop-gelabeltes Mn-dotiertes Ferrite NP; b) Nachweis der
Wachterlymphknoten mit PET und MRI Bildern.”®

Ein weiteres bimodales MRI/PET Kontrastmittel verwendet Eisenoxid-Nanopartikel, die auf der
Oberfliche den makrozyklischen Komplexbildner DOTA tragen, der ®*Cu komplexiert. Hinzu befindet
sich auf der Oberflache ein Arginin-Glycerin-Aspartamsaure-Peptid, das spezifisch fiir den Integrin
a,Bs-Rezeptor von Tumoren ist. Die Tumoren konnten mittels MRI und PET genau lokalisiert werden
(Abbildung 50a).%*

Das Eisenoxid NP stellt ein robustes System dar, weshalb weitere Oberflachen-Labeling Strategien
entwickelt wurden. Ein Beispiel ist die Verwendung von Dithiocarbamat und Bisphosphonat, die
effektive Komplexbildner fur ®Cu sind und gleichzeitig an die Oberfliche (Abbildung 50b).>*® Der
finale Komplex zeigte hohe Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen und wurde fir die
Bildgebung von kardiovaskuldren Organen wie z.B. Herz oder Aorta verwendet (Abbildung 50c).

99m:.

Hierzu wurde “"Tc an das Bisphosphonat gebunden, wodurch eine bimodale MRI/SPECT Probe

2.
erhalten wurde.*®
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Abbildung 50. a) Schematischer Aufbau des Eisenoxid NP fiir die MRI/PET Bildgebung; b) Weiterentwicklung des
Eisenoxid NP fiir die MRI/SPECT Bildgebung; c) Bildgebung von kardiovaskuldren Organen wie z.B. Herz und Aorta. > %*

Ein Beispiel fur die duale MRI/PET Bildgebung ohne Komplexbildner stellt das Labeln von Arsen dar,
welches vier Positronen-emittierende Radioisotope hat (7°As, ns, s, 74As).9ze Arsen kann effektiv
und stabil in Magnetit eingefihrt werden, da es leere Tetraederllicken des Magnetits besetzten kann
(Abbildung 51a). Die Fahigkeiten dieses dualen MRI/PET Nanopartikels wurde erfolgreich durch in
vivo Bildern der Leber, der Nieren und Lymphknoten gezeigt (Abbildung 51b und c).
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Abbildung 51. a) Schematischer Aufbau des chelatfreien bimodalen MRI/PET Kontrastmittel; b) MRI und PET der Leber; c)
MRI und PET der Lymphknoten.”®
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Monofluorination and Trifluoromethylation of BODIPY
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1. Introduction

Fluorine is known as the most electronegative element in the
periodic table of elements and the C-F bond is one of the
strongest single bonds. As "F is the onfy natural isotope of flu-
ofine, it is convenient for nuclear magnetic resonance (NMR)
characterization,”' For example, fiuorinated amino acids have
been incorporated into fluorescent proteins such as enhanced
green fluorescent protein (EGFP), enhanced yellow fluorescent
protein {EYFP), and cyan fluorescent protein (CFP).*' NMR anal-
ysis allows the study of the thermodynamics of conformational
changes. Additionally, the easy intreduction of a fluorine atom,
that s, the isotope '"*F, in a molecule also enables the use of
positron emission tomography (PET).” Furthermore, organo-
flucrine substituents such as trifluocromethyl (CF,) also affect in-
termolecular interactions'™ and are therefore used to adjust
molecular physical properties, for example In liquid crystals.™
They also find applications in magnetic resonance imaging
(MR1),™ As fluorine and trifluoromethyl substituents can also
enhance pharmacokinetic properties,” these groups are often
used to replace hydrogen atoms in bioactive target molecules.
Besides their widespread applications in life science and medi-
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cal chemistry, such substitutions can increase the intrinsic pho-
tostability of fluorophores such as triarylmethane, xanthone,
and rhodamine dyes.”!

This latter point provoked our interest, as the presence of
stabilizers™ may interfere with our long-term goal of single-
molecule chemistry” Boron dipyrromethene (1; BODIPY,
Figure 1) dyes are good fluorophores as a starting point for im-
provement.’® They have narow excitation and emission
bands, high quantum yields, and are more phaotostable than
fluorescein dyes."" Consequently, BODIPY dyes are enormously
popular and have versatile uses as fluorescent switches, laser
dyes, biomolecule markers, and chemosensors.'™ ™' Despite
plenty of applications and many ways to modify the BODIPY
core, at the moment hardly any attempts have been made to
intrinsically improve the photophysical properties of BODIPY
dyes with fluorine and trifluoromethylated substituents. Yet de-
scribed derivatives are often trifluoromethylated at the 8-posi-
tion {meso position) of the BODIPY core (Figure 1)."¥ A general
method to synthesize these dyes is the reaction between tri-
fluoroacetaldehyde methyl hemiacetal and  pyrrole™  In
a recent publication, radical trifluoromethylation at the 2-posi-
tion (u position, Figure 1) of a symmetrical BODIPY dye is de-
scribed,”* However, the spectroscopic effects of F and CF, sub-
stituents on the fluorophores are still unknown, especially their
influence on the photostability,

As we are especially interested in following chemical reac-
tions by ultrasensitive fluorescence methods," " high photo-
stability is mandatory for continuous observation. For further
improvements, we therefore explored the modification of the
BODIPY cores 2, 3, and 4 (Figure 1) at positions 3 and 2 (¢ and
) by using Selecfluor and the Ruppert-Prakash reagent. After
monofluorination and trifluoromethylation, we examined the
spectroscopic properties of the newly synthesized dyes 5-10
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Figure 1, Basic BOODIPY framework (1] and synthesized dertvatives 2-10.

and compared their photostability with the parent compounds
by using flucrescence correfation spectroscopy (FCS) and total
internal reflection fluorescence microscopy (TIRF),

2. Results and Discussion
2.1 Synthesis

In the past 20 years electrophilic fluerination and nudeophilic
trifluormethylation have been thoroughly explored."” The in-
troduction of a fluorine atom or a trifluoromethyl substituent
Into a BODIPY dye at specific locations can be achieved
through several methods. Reagents used to form a C—F bond
are commercially available, Noteworthy nucleophilic reagents
are diethylaminosulfur trifluoride (DAST),"” 2,2-difiucro-1,3-di-
methylimidazolidine (DFI),"™ and bis{2-methoxyethyllamino-
sulfur trifluoride (Deoxoflucr].'” Special equipment for han-
dling these compounds is required, thus limiting their wide-
spread application. Electrophilic reagents consist of R,N-F or
RN —F units, for example the so-called Olah’s reagent™
Since the discovery of Olah's reagent, a number of appropriate
reagents were developed, for example N-fluorobenzene sulfon-
Imide 11 (NFSI) and 1-chloremethyl-4-fluorodiazoniabicy-
lol2,2 2]octane  bisitetrafluorobaorate} 12 (Selectfluor |;
Figure 2)*
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Figure 2. Slectrophllic fluonnation agents 11-13 and the Ruppert-Frakesh
reagent (14).

Trifluoromethyl substituents are usually introduced by nucle-
ophilic substitution with trimethylitriflucromethyl) silane 14
(Ruppert-Prakash reagent)'™*' or triflucroacetamides.”"* For
the electrophilic trifluoromethylation, there Is a variety of re-
agents, with Togni's reagent being the most prominent one.
This hypervalent-iodinecontaining compound has already
been used to synthesize a triflecoromethylated BODIPY dye in
moderate yields.'**!

On the basis of the available knowledge, we envisaged the
syntheses of various fluorinated and trifluormethylated BODIPY
dyes. Although fluorinated and trifluoromethylated pyrroles
might be conceived as BODIPY building blocks, our attempts
in this direction resulted in yields of under 3% We therefore
focused on derivatizing already formed dyes, as this protocol
can also be applied to other BODIPY dyes with differing substi-
tution patterns (Schemes 1-3)."" There are two convenient
possibilities to derivatize BODIPY dyes. The first and most
straightforward way relies on direct electrophilic flucrination,
Alternatively, halogenation, subsequent conversion into a bor-
onic acid pinacol ester,” and finally, Pd-catalyzed insertion of
fluorine by using electrophilic fluorination reagents™* should
also yield monofluorinated BODIPY dyes. The Introduction of
CF, moieties also involves halogenated BODIPY frames as sub-
strates for nuckeophilic substitution.™

The outcome of the fluorination of the BODIPY dyes 2-4
with Selectfluor | is summarized in Table 1 {Scheme 1). The use
of the standard conditions for monofluocrination of aromatic

|
'I

Tempersture [ C) Yield (%

25 2

£ 25

25 3

&0 10

5 4

&0 12

compounds,”” resulted In disappointingly low yields (7-15%).
Subsequently, the conditions of the reaction were carefully im-
proved (Table 1 and Table 51 in the Supporting Information),
We found that the best conditions differed from compound to
compound. The highest yield for the monoflucrinated di-
methyl BODIPY (7) was accomplished with Selectfluor | (12) in
acetonitnle (MeCN) at 90 C for 6 h. In contrast, the best reac-
tion conditions for the synthesis of monofluorinated com-
pounds 5 and 6 are Selectfluor | (12) in MeOH at 60 C for 4 h.
In all cases, the yield of the intended product was below 30%.
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Scheme 1. Direct fluorination of BODIPY dyes.

Upon using higher temperatures for converting compounds 2
and 3, we observed a purple-colored reaction mixture, espe-
clally when using Selectfluor Il (13) and NFSI (11), from which
an orange fluorescent compound could be isolated {4, =553,
A,mn=574 nm). A comparison with published mass spectromet-
ric data™ unambiguously revealed the formation of trimeric
BODIPY,*” presumably as a result of a single-electron transfer
(SET)L"7™ Interestingly, the higher yield of 7 compared with
that of 5 and 6, the reaction conditions, and the regioselectivi-
ty are in full agreement with the recently described introduc-
tion of chlorine at the a position.” There, a cationic radical is
postulated as an intermediate, which is formed through SET as
well, whereas regular electrophiiic halogenation of the BODIPY
scaffold favors the 3 carbon atom.™" The formation of 5 and 6,
therefore, can only be achieved when the « position is
blocked, but then in distinctly lower ylelds than with other
halogens,

Owing to the low yields, we considered synthesizing fluori-
nated dyes through an indirect route (Scheme 2). The bromi-
nated BODIPY dyes 17, 20, and 21 were synthesized according
to existing procedures, ™™ These halogenated compounds
were transformed into the pinacol esters 22, 23, and 24,
through reaction with bisipinacolato)diboron, KO, and
[PdidppfICl,] [dppf =1,1"bisidiphenylphosphinoiferrocene) in
THF at 90 C (yields~16-33%). We then followed a recently

R’Mt’:? Mt;rgéz
A A

2
24 ©

un,,wn,:m, Yialos ~16-35%
R Wi R

AL P L R R

AR My | Fige 16

TR MRy LRy |
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Scheme 2. Pé-catatyzed fluorination of BODIPY dyes,
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published method™ to substitute the pinacol ester in a Pd-
catalyzed reaction with Selectfluor | (12), as the fluorine source,
in MeCN at 40°C, Unfortunately, the ylelds of 5-7 were below
those of the direct electrophilic fluorination (1-2% over three
steps). However, encugh material could be collected from the
syntheses for a thorough characterization including X-ray crys-
tallography (Figure 3), The analysis revealed the expected
structures with BF; moieties perpendicular to the dipyrro-
methene core.

Trifluormethylated BODIPY dyes were synthesized starting
from the halogenated core (Table 2}. According to a method

New Substitusnt

Position Yield [%)
24 o F a 0
23 Ch F fl 6
22 g0 F 4 3
18 oM CF, fl a3
19 oM x CF, x|\ a1
15 g™ CF, fi a5

{a) Selectfiuor, PditerpylMeCN, terpy, KHF, NaF, MeON, 406°C, 15h
(bl AgF, MeSICF,, Cu, THE RL 12 h,

from Maller et al”“ the reaction involves in situ generated
"CuCF,", which then performs the nucleophilic substitution.
The monociodo BODIPY dyes 15 and 18, and diiodo BODIPY
dyes 16 and 19 were obtained by using N-iodosuccinimide
(NIS; 1equiv or 2equivl in CH,Cl, at room temperature,™
These halogenated compounds 15, 16, 18, and 19 were subse-
quently converted into trifluoromethylated compounds by
using AgF, Cu, and the Ruppert-Prakash reagent in DMF at
25 C {Scheme 3). The yields of this reaction were high for the

b

Selectfivor |, KHF,,
NaF, Pd(lupyﬂeCN

7

—sa CFs
NBS, NIS " Re N CF%N " s
2

15-20
Yields:>90% 157t Me R 1R M
NoN 16 7, Me R= 1R, |
P_ 17 Ryn Me R 81 Rye H
2 LTS
4 19 R H R I Ryx )

20 R« H Ry B R

Yields:~45-90%

Mc&

Schame 3. Insertion of trifluorcomethy! groups using the Ruppert-Frakash reagant.
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f) c13 C12

c15 v cuo

Figure 3. Colection of the crystallographic structures of compounds 5 (a), 6 (b1, 7 (c). 8 (d), 9 (&) and 10 (N " For further details, see the Supporting

Information.

lodinated tetramethyl BODIPY dyes 18 and 19. One or two tri-
fluoromethyl groups can be easily introduced with high yields
(= 80-909). However, in case of the iodinated pentamethyl
dyes, only compound 15 reacts under the mentioned condi-
tions, The dilodinated pentamethyl derivative 16 reacted nel-
ther under these conditions nor at higher temperatures (80-
100 C). The same observation was made for the monobromi-
nated tetramethyl, pentamethyl, and dimethyl derivatives 17,
20, and 21; they turmned out to be unreactive for these substi-
tution reactions and the starting material could be recovered.

2.2 Spectroscopic Properties

The fluorescence properties of the synthesized BODIPY dyes
5-10 do not deviate largely from those of other compounds of
this dye class,® "' They have narrow excitation and emission
bands around 500 nm (Figure 4}, high quantum yields (&),
and small Stokes shifts (Table 3), The Introduction of CF,
groups at the 5 position (BODIPY 8, 9, and 10) feads to blue-
shifted electronic spectra compared with those of the parent
compounds 2 and 3. The largest shift of 17 nm was found for

Tabla 3. Spoctroscopic Propertios of different BODIFY dyes:

Oye b lem™ g ' oM ISCae  r.,

abs  em  [nsI* M 'em | IMHz{ Imin)™
4 491 504 75 113000 093 25 1.5 {0.6)
7 487 510 62 115000 096 1.1 38 (08)
3 s01 sa7 6.2 77000 10 10 10(0:3)
6 512 521 65 38000 190 1.2 5L
9 487 498 5.1 12000 10 28 1.3 (0.4)
10 A54 492 49 116000 10 " 30(1.2)
2 452 505 6.2 BEOOO 479 060 06 (03)
5 s01 514 6.7 53000 0.82 .89 1.2 {0.7)
8 480 500 44 107000 083 22 1.0 (0.5)

1al In MeCN. Standard error is + /- 0.1 ns |b] Referenced to Fluorescon in
Q.1m KOH and Rhodamin 110 in basic EtOM. Standard error is 5-10%
) In H,0. Standard error s =30%." " [d] Corrected with relative ab-
sorption cross-saction at 1488 nm, Standard arrors are given In pasen:
theses,

the BODIPY 10, which has two trifluoromethyl substituents, On
the one hand, the influence of the electron-withdrawing CF;
groups is opposite to that of electron-donating substituents,
such as In pyrromethene 580 and 597, and therefore not un-
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expected at first glance. On the other hand, even electron-
withdrawing groups such as bromide, chloride, or even fluo-
ride (see below) in the [} position lead to bathochromic
shifts.”"” By contrast, a comparable hypsochromic effect is
found in fi-formyl-substituted BODIPY dyes,*! The similarity of
the unusual blueshift hints to some mesomeric effect of the
CF, groups, such as negative hyperconjugation.”' In addition,
a reduced fluorescence lifetime is a common feature upon
their insertion, whereas the @, values remain high, similar to
the parent compounds. The concomitant reduction of the radi-
ative lifetime results from the larger extinction coefficient, ac-
cording to the Strickler-Berg relation, and may support the
Idea of extended conjugation including the CF; groups™ In
contrast, all monofluorinated dyes maintain high fluorescence
lifetimes between 6.2 and 6,5 ns, corresponding 1o @, >80%.
[i-fluorinated BODIPY dyes 5 and 6 exhibit 10 nm red-shifted
electronic spectra compared with those of the parent dyes 2
(=492, i, =505nm) and 3 (4,,=501, 4., =507 nm),
whereas, similar to other halogenated BODIPYs,”™" but to
a lesser extent, fluorination at the « position in dye 7 leads to
slightly shifted spectra of about 5 nm in comparison with that
of BODIPY 4 (i, =491, A, =504 nm). Also, the spectral width
of the monofluarinated compounds, and subsequently, the ex-
tinction coefficient do not follow a general trend, Fluorination
Is known to distinctly alter the electronic properties of conju-
gated systems, for example with perfluorinated pentacene ™™
this might operate here as well, in a weakened manner. Al-
though the influence of the respective substitution on the
electronic spectra with respect to the starting material is minor
compared with other substituents, the electronic spectra of 3
can overall be tuned by over almost 30 nm by insertion of F or
CF, groups (Figure 4),

For a more detailed characterization of the photophysical
properties of the compounds, we performed FCS. This spectro-
scopic method allows the analysis of intersystem crossing (ISC)
and the photostability of fluorescent dyes through observing
thelr diffusional behavior"™ Autocorrelation curves were re-
corded at various excitation intensities (Figure 5a,b) and were
subsequently fitted by using Equation (1)

5

1 1 K -
s0=zs (7o) (1425 owt-tha ko) 1))
n

The autocorrelation function, glr), is defined by the average
particle number, <N>, the diffusion time of the observed
molecule, 7, the ISC rate constant, k,,, and the triplet decay
rate constant, k., which s the reciprocal of the triplet lifetime,
The k,, value reflects the diffusion-controlled quenching of the
triplet state by oxygen and is therefore similar for all measured
compounds,”® whereas the k., value is directly related to the
guantum yields for ISC. With the exception of the dimethyl
BODIPY 4, which exhibits a high ISC rate constant comparable
to that of fluorescein,'" monofluorination and trifluoromethy-
lation only weakly enhances ISC, that s, maximally threefold
higher rate constants are found with no clear correlation to
the structure,

flucrescence /au

Suceescence / 8L

Figure 4.2) Exotation and b) ernission spectra of tetramethyl BODPY 3
(black: and its desivatives 6 (red), 9 (biluel and 10 [purple).

Information about the photostability can be drawn from the
intensity-dependent  diffusion time [r,()]"” Photobleaching
manifests itself in a shorting of r, as fluorophores fade before
leaving the observation volume (Figure 5¢).""" A Stern-Volmes-
like plot allows for the assessment of the intensity-dependent
rate constant k, for all bleaching processes, as long as satura-
tion due to an exhaustive triplet population can be neglected
(see the Supporting Information for saturation curves)

[Eq. u":m.m
0
%:uk,-rﬂ(m-l (2)

Only compounds 2 and 3 and their monofluorinated derni-
vates 5 and 6 showed a change in diffusion time [r,(/)] with in-
creasing laser intensity. All other BODIPY dyes did not exhibit
perceivable photobleaching. The resulting photobleaching rate
(k) (Figure 5d) for the monofluorinated dye 6 s
97910 * cm’ (kW ps) ' in comparison with its parent dye 3
with a ky of 66910 * cm’ (kW ps) . The photobleaching rates
for the compounds 2 and 5 are 5.02:10 “cm’ (kW ps) ' and
23610 " cm? (KW ps) ', respectively. A comparison of the &,
values of these four BODIPY dyes provides evidence that mon-
ofluorination of the fluorophor core results In slightly increased
photostability, that is, a smaller k,, value, by up to a factor of
seven, The experimental finding of a stable diffusion time for
all other compounds might already be interpreted as pro-
nounced photostability. However, photophysical saturation,
that Is, limited number of photocycles, due to population of
a long-lived triplet state during the transit time through obser-
vation of the volume, has 1o be discussed before this explana-
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tion becomes valid""' The steady-state population of the trip-
let state (T) is directly related to the determined k., value at
a certain excitation rate, Considering the similarity of the mea-
sured k,, values, that is, around 1 MHz for all monofluorinated
derivatives 5-7, FCS hence supports a higher phatostability
than that of their parent substrates, at least for compounds 5
and 6, and an even higher photostability for the monofluori-
nated dye 7 can be anticipated. However, no conclusive inter-
pretation for the trifluormethylated BODIPY dyes 8-10, as well
as for dye 4, can be made, as their 7,(/) do not change distinct-
ly upon Increasing laser intensities. Owing to the strong elec-
tronic saturation, resulting from a pronounced I15C, no Stern-
Volmer-like plot can be obtained for the BODIPY dyes 4 and
8-10.

Subsequently, we used TIRF microscopy with a home-built
setup to directly observe the photobleaching of the fiuorinat-
ed BODIPY dyes and rhodamine 110, for comparison. TIRF mi-
croscopy is a convenient method to monitor the photobleach-
Ing of single fluorophores, regarding the time of their fluores-
cence at selected irradiation intensity*" Single molecules im-
moblilized In polymethylmethacrylate (PMMA) were irradiated
and imaged for 30 min at a laser intensity of 30Wem *
(Figure 6). At least three independently prepared samples were
used to compensate for preparation inhomogeneities. In the
recorded movies, we selected those molecules which were visi-
ble at the beginning of the experiment (Figure 6a) and ana-
lyzed the dwell time until their disappearance (Figure 6b). An
empirical biexponential fit was applied to the normalized histo-
gram of the residual molecules after the start of the experi-
ment, obtained from 537 to 1187 trajectories (Figure 6d), and
provided the average survival time (z,,.} of the observed single
molecules (Figure 6e, Table 3), The non-monoexpanential

decay is attributed to the varying microenvironment of PMMA
around the fluorophores and may be better described by
multiexponential or stretched-exponential decay, which, how-
ever, does not provide additional mechanistic insights.'*'*=*/

Monofluorinated derivatives 5-7 have considerably larger
T,., values than their parent compounds 2-4, respectively, thus
confirming the results of our FCS experiments, It should be
mentioned that the more intense excitation conditions in FCS
than in TIRF (by at least a factor of 30) likely opens additional
destruction pathways through higher excited states. A simitar
situation is met for the CF, substituents. 1, values of 8 and 9
are larger than those of their parent compounds 2 and 3,
pointing to a stabilizing effect. In particular, the diftrifluore-
methylated) compound 10 is distinctly more photostable than
its parent tetramethyl BODIPY dye 3, by at least a factor of two
or three, especially if one takes the stronger excitability at 4=
488 nm into account {Figure 6f). In summary, we conclude
that CF, and F substituents increase the photostability of fluo-
rescent dyes to a similar extent. Compounds 7 and 10 are
therefore the most photostable fluorescent dyes studied here,
due to the absence of destabilizing methyl groups, such as in
compound 2, and despite being excited close to their absorp-
tion maxima. Roughly three million photocycles are estimated
from TIRF imaging before photobleaching occurs (Figure 6 f).
Almost 25% of the molecules of compound 7 could be
imaged for more than 5min under continual irradiation
(Figure 6¢).

3. Conclusions

We successfully incorporated fluorine at several positions in
the BODIPY scaffold. Monofluorination s preferentially
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Figure 6, a} A 39x 36 um’ section of the TIRF image of BOOIPY dye 7 at ¢ =0 min (whole area; 77 x77 um’} and after 5 min, b) Representative 1ime traces

from three different pregarations. The red curve Is cbiained by averaging over five images ¢) Bleaching histograms examples for BODIPY dye 7 recorded from
theee independent preparations. d) Sunaval time distribution of BOOIPY 7 from several mdependent mavies, narmalized to the observed molecules at the be
ginning. &) Average survival times 1 for compounds 2-7 formed of 537-1187 molecules. Rhoedamine 110 {R110) is used for comparison. ) Average photocy-

cles before photobleaching on the basis of 1, obtained by taking different the extinction coefficent at J,,, = 488 nm into account

achieved by using Selectfluor | at elevated temperatures, but
the yields were generally not satisfying. We provided evidence
that Selecfluor acts through SET under the described reaction
conditions, Trifluormethyl groups were introduced to the [} po-
sition of the BODIPY core by using the nucleophilic Ruppert-
Prakash reagent, thus complementing Togni's reagent, which
results in substitutions at the a position.""

Furthermore, we examined the spectroscopic properties of
these dyes and discovered that the absorption, excitation, and
emission spectra only slightly differ from the parent BODIPY
dyes. The measured fluorescence guantum ylelds (<b,) indicat-
ed that fiuoro- and trifluoromethyl-substituted BODIPY dyes
maintain high 4 values., The Introduction of CF, moieties,
however, distinctly decreased the fluorescence lifetimes. Both
FCS and TIRF Imaging experiments clearly revealed improved
photostabilities upon monofluorination and the two-fold inser-
tion of triflucromethyl groups. For applications of the synthe-
sized dyes in single-molecule chemistry and in life sciences, op-
tions for further modifications induding those exploited for im-
mobllization are available for these BODIPYS, due to unsubsti-
tuted or only methylated « and [} positions,"™**** We summa-
rize that modification of the BODIPY core with Selectfluor | and
the Ruppert-Prakash reagent was successful and gave higher
yields than syntheses based on fluorinated pyrroles. The estab-
lished trifluoromethylation and monofluorination schemes
could be applied to aromatic fluorophores, for example, pyr-
enes and rylenes, for which we would expect higher yields
than for the BODIPY scaffold.
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Experimental Section
General

Reagents and solvents were used as purchased from Sigma-Al-
drich, Merck, Acros Organics, and Carbolution Chemicals, The sol-
vents used were dried using common laboratory methods. All air-
sensitive reactions were carried out under an argon atmosphere.
Analytical thin layer chromatography (TLC) was performed on silica
gel 60 on PET-Foils {Fluka Analytiks). Column chromatography was
performed on a silica gel 60 (63-260 pm).

NMR Spectroscopy

H, "F, and ""C NMR spectra were recorded with a Bruker Avance 2
spectrometer (400, 376, or 100 MHZ) at ambient temperature with
reference to tetramethylsilane (TMS) or solvent standard with the
chemicals shifts recorded as & values in ppm units. Multiplicities
are denoted as follows: s =singlet, d =doublet, t=triplet, and m =
multiplet.

UV/Vis and Fluorescence Spectroscopy

Absarption spectra were recorded using a commercial Jasco spec-
trophotometer (Jasco, V-650), and fluorescence emission and exci-
tation spectra with a commercial Jasco spectrofluorometer (Jasco,
FP-6500) at the micromolar concentrations, if not stated otherwise.
Resolution was set 1o 1 nm.

Time-Correlated Single-Photon Counting {TCSPC)

TCSPC measurements were performed with a hame-built setup, Ex-
citation was done with a pulsed laser diode [PicoQuant, LDH-PC-
470, A~ 470 nm; pulse width « 60-120 ps), which was controlled
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by a diode laser driver unit (PDL 808 MC SEPIA, Pico-Quant). A
single-photon avalanche detector (POM 100ct SPAD, Micro Photon
Devices} in combination with a photon-counting device {PicoHarp
300, PicoQuant) was used for detection. The overall instrumental
response function was approximatety 300 ps (full width at half
maximum). Recorded data were analyzed using the SymPhoTime
(Pico-Quant) and FluoroFit (PicoQuant) software.

Fluorescence Correlation Spectroscopy

FCS measurements were performed using a custom-built setup, as
described before""** A continuous-wave laser (Picarro, Soliton, 2 =
488 nm) with a beam diameter of 0,7 mm was used as the excita-
tion source. The laser was coupled to an inverted microscope (Axi-
overt 200, Zeiss} and reflected by a dichroic mirror (495 DRLP resp.
555 DRLP Omega) Into a water-immersion objective lens (PlanApo
63x, NA 1.2 WI, Zeiss). The beam was focused onto a diffraction-
limited spot above the cover slide (thickness 0.17 = 0.01 mm, Assis:
tent). A drop of aqueous nanomolar dye solution placed on top of
the cover slip served as the sample, Emitted fluorescence was cob
lected by the same objective lens, passed through the dichroic
mirror, and focused by the tube lens onto & 50 pm pinhaole, After
filtering through a band pass filter (HQ 525/50 Analysentechnik),
the light was split into two beams by a 50:50 beam splitter, Pho-
tons were detected by two avatanche photediodes (SPCM-14-AQR,
PerkinElmer Optoelectronics). The output of these modules was
cross-correlated by a hardware correlator (FLEX 02-010/C, Correla-
tor.com). Laser power was varied from 10 pW to 3 mW, correspond-
Ing to an Intensity of 0.84-252 kWem ™,

Total Internal Refliection Microscopy
Immobilisation of Fluorophores

I1mL of a sonicated 20mgml ' PMMA solution in CHC), was
added to 1 mL of a miccomolar concentrated dye solution in
CHC),. The resulting mixture was allowed 1o rest in the dark at am-
bient temperature overnight before it was diluted to nanomolar
and sub-nanomolar concentrations of the dye. The final immobil-
2ation was perf d by evap 1 of the resulting nanomalar
dye-PMMA solutions on glass coverslips (Menzel, Germany), and
thereby producing a thin film of fixed dye molecules,

TIRF Imaging

The measurements were performed using a custom-built prism-
based TIRF microscope.™ A continuous-wave laser at A,_ = 488 nm
(Picarro, Soliton) with a beam diameter of 0.7 mm was used as the
excitation source, The laser was focused Into a quarz prism (Supra-
sill n,=1.46 at A =488 nm; Melles Griot) by a plan-convex lens {f=
Som) on top of an inverted microscope (Axlovert 200, Zewss), The
probe was placed under the prism between two cover slides
(thickness ©.17+0.01 mm, Menzel) with water in between. The
laser beam was totally reflected by the PMMA-water interface. The
fluorescence was collected by an oll-immersion objective lens (a-
Plan-FLUAR 100, NA 1.45 O, Zeiss). The light was filtered by a di-
chroic mirror (495 DRLP, Omega) and a band pass filter (HQ 525/
50, AHF Analysentechnik) and then detected by an EM-CCD
camera (C9100-23B, Hamamatsu), The excitation power was
=30 Wem “. Image sequences (whole area: 77 x 77 pm’) were ana-
lyzed by using Image) Software {image) 149d, Wayne Rasband,
National Institute of Health, USAL Five (for Rhodamine110) or
seven to nine movies (for compounds 2-10) of at least three inde-

Imcles

pendent preparations with altogether 537 10 1187 molecules were
recorded. Only those single molecules that were observed in the
first frames were considered for analysis. This was done to exclude
misinterpretations owing to blinking phenomena.

Syntheses

General Procedure A: Me,5iCF, (1.2 equiv) was xdded to a well
stirred mixture of AgF (1.0 equiv) in 10 mL of DMF at room temper-
ature. The mixture was stirred for 20 min and copper powder
(1.5 equiv) was added, After stirring for 4 b, the formation of CuCF,
was complete. The corresponding halogen-contaiming BODIPY dye
(0.9 equiv) was added and the reaction mixture was stirred under
at room temperature for 16 h, The mixture was filtered from the
solid precipitate and evaporated under vacuum. The obtained
crude product was purified by silica gel chromatography.

General Procedure B: Under an argon atmosphere, the BODIPY dye
(1.0 equiv), bis(pinacolato)diboron (2.0 equiv] and potassium ace-
tate (1.5 equiv) were dissolved in THF and the resulting solution
was degassed, A catalytic amount of [1,1-bis(diphenylphosphino)
ferrocene] palladiumill) dichloride was added and the mixture was
heated at 90°C for 21 h. After cooling, the organic phase was
washed with water and brine, dried over Na,S0,, and concentrat-
ed. The resulting residue was purified by flash chromatography to
obtain the product.

2,4,4-Trifluore-1,3,5,7 B-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene
(5): BODIPY 2 (50.0 mg, 0.19 mmol) was dissolved in dry methanol
({40mL) and heated to 60 C Selectfluor (1000 mg, 0.28 mmol,
1.5 équiv) was then added In portions and stirred for 4 h. After
cooling to room perature, dichl thane (30 mL) was added
to the reaction mixture. The obtained suspension was filtered and
the solvent was removed under reduced pressure, The crude prod-
uct was purified by column chromatography (silica gel, n-hexane/
dichloromethane 1:1) to give red needles (6.0 mg, 0.02 mmol,
yield: 12%]); 'H NMR (CDCL,): 8=5.99 (s, 1H), 249 {5, 3H, CH.), 245
(s, 3H, CH,). 241 (s, 3H, CH,), 2.34 {5, 3H, CH,), 2.25 ppm (s, 3H,
CH,): "CNMR (CDCI,) d=155.5, 1422, 1420, 138.8, 1385, 1325,
129.7, 121.4, 1001 {C-F), 173, 16.3, 145, 11.4, 10.2 ppm; "F NMR
(CDCL,) d=—147.1 (q, Jy;=32.7 Hz, 2F, BF,), —1634 (s, 1 F) ppm;
HRMS (ESI: m/z caled (%) for C,H,,BFN,: 281.14368 (M+H);
found: 281.14338.

2,4, 4-Trfluoro-1,3,5,7-tetramethyi-4-bora-3 a 4 a-diaza-s-indacene
(6): Sefectfluor (0.20 g, 0.56 mmol, 1.4 equiv) was slowly added to
a solution of BODIPY dye 3 (0.10 g, 0.40 mmof] in absolute metha-
nol (80 mL) at 60°C. After stirring for 4 h, the reaction mixture was
dissolved wath CH,CI, (30 mL), whereby a white solid precipitated.
Then the suspension was filtered and the filtrate was concentrated
under reduced pressure. Afterwards, the crude product was puri-
fied by column chromatography (silica gel, petroleum ether/di-
chloromethane 1.5:1) to give a red solid. (10.0 mg, 0.04 mmol,
yield: 10%); "H NMR (CDCl;k: 4 =691 (5, 1H), 598 {s, 1H), 246 (s,
3H, CH,), 241 (s, 3H, CH,) 2,17 {5, 3H, CH,), 210 ppm (s, 3H, CH,);
YCNMR (CDCI) & 1629, 158,7, 142.2, 142.2, 1340, 1208, 1208,
119.2, 10,0, 147, 11.3, 105, 7.1 ppm; '"F NMR (CDCI,) & ~ ~147.0
(q, Jue =327 Hz, 2 F BF,), ~1624 ppm (s, 1 F); HRMS (ESI: m/z
caled (%) for €, H,BF N,: 267.12803 (M+H), found: 267.12739.

4,45 Trifluoro-1,3-dimethyl-4-bora-3a 4a-diaza-s-indacene  (7r  Se-
lectfluor (80.0 mg, 0.22 mmol, 1.0 equiv) was added to a solution
of BODIPY 4 (50.0 mg, 0.22 mmal) in HPLC grade MeCN (25 mL) at
90°'C. After stiring for 2 h, additionsl Sedectfluce (40.0 mg,
0.11 mmol, 0.5 equiv) was added, After stirring for an additional
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6h and cooling to room temperature, the sofvent was removed
under reduced pressure and the crude product was purified by
column chromatography (silica gel, petroleum ether/dichlorome-
thane 1:1) to give a red solid, (15.0g, 0.06 mmol, yield 29%);
'H NMR (CDCL): 6=7.01 {d. A, =25Hz 1H), 681 {t, Y, =43 Hz,
Yy =43 Hz, 1H), 607 (s, 1H), 582 (t, *S;=43 Hz, =43 Hz
1H), 250 (s, 3H, CH,), 218 ppm (s, 3H, CH.}; "CNMR {€DCI) &=
1614, 1605, 1448, 1353, 127.7, 1253, 1248, 1208, 99.1, 150,
N3ppm; "FNMR (CDCl) 4=-1062 (L “J,=41Hz, 1 F),
—1473 ppm (dq 'Sy =300 Hz, ), = 4.1 Hz, 2 F, BF,); HRMS (ESI):
m/z caled (%) for C,H, BFN,: 239.09673 (M+-H); found: 239,09563.

44-Difluoro-1,3.5,7 8-pentamethyl-2-trifluoromethyl-4-bora-3a 4a-
diaza-s-indacene (8): BODIPY dye 8 was synthesized according to
General Procedure A and purified by column chromatography
(silica gel, petroleum ether/dichloromethane 2:1) to give a red
solid. (3828 mg, 0.12 mmol, yield 45%); 'H NMR (CDOL): =612
(s, 1H}, 2.57 (s, 3H, CH,}, 2.55 (s, 3H, CH,), 249 (5, 3H, CH)), 242 (5,
3H, CH,), 238 ppm {5, 3H, CH,); “C NMR (CDCl,) & =159,0, 1485,
1448, 1432, 1368, 134.2, 1304, 123.7, 1229, 1100, 178, 17.2, 1458,
144, 13.1 ppm; ""F NMR {CDCl,) &~ ~543 (5, 3 F), 14499 ppm (q,
Jys =327 Hz, 2 F, BF,); HRMS (ESI): m/z caled (%) for C M, BF.N;:
331.14049 (M+H); found: 331.14036,

44-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-2-trifluoromethyl-4-bora-3a 4a-
diaza-s-indacene (9): BODIPY dye 9 was synthesized according to
General Procedure A and purified by column chromatography
(sifica gel, petroleum ether/dichloromethane 1:1) to give a red
solid. (64.33 mg, 024 mmol, yield 93%); 'H NMR (CDCL): &« 7.09
(s, TH), 6,31 (s, TH), 2,55 (s, 3H, CH)), 2.51 (s, 3H, CH,), 2.27 (s, 3H,
CH,), 2.23 ppm {8, 3H, CH,); "'C NMR (CDCI,) & ~ 162.9, 1448, 1357,
130.7, 1307, 1214, 121.2, 1100, 57.1, 151, 13.1 114, 102 ppm;
F NMR (COCL) 4 =557 (s, 3 F) ~1452 ppm (q, "fy, =327 Hz, 2 F,
BF,}; HRMS {ESI): m/z caled (%) for C, M, BF.N,: 317.12484 (M+H);
found: 31712363,

4 4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-2,2-diitrifluoromethyl)-4-bora-
3aAa-diaza-sindacene (10 BODIPY dye 10 was synthesized ac-
cording to General Procedure A using 2.4 equiv of the trifluorome-
thylation reagents and purified by column chromatography {silica
gel, petroleum ether/dichloromethane 2:1) to give a red solid
(6224 mg, 0.20 mmod, yield 81%); 'HNMR (CDCL): & = 7.28 {3, 1H),
2.59 (5, 3H, CHy), 232 ppm s, 3H, CH,); ""C NMR (CDCI,) d= 1565,
1445, 1326, 124.7, 123.7, 1220, 136, 10,4 ppm; "*F NMR (CDCL,)
d=-1439 (q, Yy, =327 Hz, 2 F, BF,), —56.3 ppm (s, 6 F}; HRMS
(ESI: m/z caled (%) for C,H, BFN,: 38511222 (M+H); found:
385.11110.

24-Diflucra-1,3,5,7 8-pentamethyl-2-[4 4.5 5-tetramethyl-1,3,2-diox-
aborolanyl]-4-bora-3a 4a-diaza-s-indacene (22); BODIPY dye 22 was
synthesized according to General Procedure B and purified by
column chromatography (silica gel, petroleum ether/dichlorome-
thane 1:2) to give a red solid. (37.56 mg, 0.10 mmol, yield 33%);
'H NMR (COCL): =5.96 (s, 1H), 263 (s, 3H, CH,), 2.50 (5, 3H, CH,),
247 (s, 3H, CH,), 243 (s, 3H, CH,), 229 (s, 3H, CH,), 1.24 ppm (s,
12H, CH,): “"CNMR & (CDCI) =1539, 1498, 141.9, 1415, 1330,
1325, 121.7, 828, 29.7, 248 174, 168, 16.7, 1456, 144 ppm;
“F NMR & (CDCI,) = —145.7 ppm (q, 'JB.F),,=32.7 Hz); HRMS (ESIk:
m/z caled (%) for CyH,BF,N,O,: 38923832 (M+H): found:
389.23950.

4.4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-2-(4,4,5 S-tetramethyl-1,3,2-dioxa-

borolanyl|-4-bora-3a4a-diaza-s-Indacene (23). BODIPY dye 23 was
synthesized according to General Procedure B and purfied by
column chromatography (silica gel, petroleum ether/dichlorome-
thane 1:2) to give a red solid. {28.60 mg, 0.08 mmal, yield 25%);

"H NMR (CDCL): 8 =7.02 (s, TH), 5.99 (s, 1H), 263 (s, 3H, CH,), 2.46
(s, 3H, CH,), 2.33 (5, 3H, CH,), 217 (s, 3H, CHJ, 1.23 ppm (5, 12H,
CH,); "CNMR & (CDCL)=164.1, 157.1, 150.4, 1415, 134.0, 1338,
120.1, 119.4, 82.8, 29.6, 249, 148, 14.6, 11.8, 11.2 ppm; ""F NMR &
(CDQO) = —145.9 ppm (q, 'JIB.F),.=32.7 Hz); HRMS (ESI): m/z calcd
(%) for C,4H,,B,F,N,0,: 375.22266 (M+H); found: 375.22189.

4,4-Diffucre-1,3-dimethyl-2-[4 4.5 5-tetramethyl-1,3,2-dloxaborolan-
yl}-4-bora-3a 4a-diaza-s-iIndacene (24): BODIPY dye 24 was synthe-
sized according to General Procedure B and purified by column
chromatography (siica gel, petroleum ether/dichloromethane 1:2)
to give a red solid (18.52mg. 0.05 mmol, yield 16%); 'H NMR
(CDCLY: 6=7.26 (d, *J,y =43 Hz 1H), 7.08 (s, 1H), 694 (d, "4, =
43 Hz, TH), 607 (s, TH), 248 {s, 3H, CH,), 221 ppm (5, 3H, CH,);
"YF NMR & {CDCI,) = — 1404 ppm {a 'J(BF),.=32.7 Ha),
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Ex mental P far h nds 2-4 and 15-21

General procedure for monoiodination: The Bodipy dye was dissolved in 15 mL dichloromethane
and cocled to 0°0. Then N-iodosuccinimide (1.1 eq.) in & mL dimethylformamide was slowly addad
and sfired at room temperature over night, Afterwards the solvent was removed under reduced

pressure and the crude product was purified by column chromatography.

General procedure for diiodination: lodic acid (2.0 eq.) dissolved in & minimum amount of water
was adéed dropwise over 20 min 10 a soluticn of Bodipy dye (1.0 eg.) and wodine (2.5 aq.) in athanol.
This mixtura was stirred for 14 h at room tempearature. Afterwards, tha mixlure was evaporaled under

vacuum and the crude praduct was purified by silica gel chromatography,

General procedure of the palladium-catalyzed monofluorination: Selectlluor (1.1 eq.), KHF,2.0
eq.}, MaF (1.0 eq.), Pd{terpylMeCM (0.020 eq.) and terpy (0.040 eq.) in a 4 mL glass vial was added fo
a boronic acid pinacol ester in MeCMN. The vial was sealed with a teflon-lined cap and the reaction
mixiure was heated at 40 “C under vigorous stirring. After 15 hours, the reaction mixture was cacled o
room temperature, and then fransferred to a separatory funnel, rinsing the reaction vial with additional
MeCM. H,O was added and the product was extracted from the agueous mixture with CH,Cl, (3x). The
combined organic phases were dried over Na,S0,, fillered, and concentrated under vacuurm. Thea

crude product was purified by flash chromatography.

4.4-Difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a 4a-dlaza-s-indacene 2: 2 4-Dimethylpyrole (2.52 g,
26,0 mmaol) and acetylchlornde {475 g, 60.5 mmal, 23 eq) were dissolved in 500 mL
dichloromethane. After refluxing overnight, boron irifluoride diethyl etherate (16.10 g, 55.5 mmal, 2.1
eq., 50 %) and triethylamine [7.62 g, 75.0 mmal, 2.9 ag.) were added subsequenily al room
femperature. The reaction mixture was stirred for 12 h, Afterwards, the solvent was removed under
reduced pressure and the dark residue was purified by column chromatography (silica gel, petroleum
atherdichlormethane 1:1) yielding a red salid. (4.30 g. 16.4 mmal, yield 53 %): "H-NMR (CDCL): & =
5.9 (s, 1 H), 2.50 {s, 3 H), 2.45 (s, & H), 2.34 (5, 6 H) ppm; “C-NMR (CDCly): & = 153.6, 141.4, 141.0,
1321, 121.2, 17.3, 16.4, 14.4 ppm: "F-NMR (CDCh): & = 146.6 (g, "Jar = 32.7 Hz) ppm; HRMS (ESI):

eale. for [CyqH pBF M) (M+H) 263.15311, measured 263.15187.

4,4-Difluorg-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 3: 2 4 dimethylpyrrole (2,52 g, 26.0
mimol) and 3,5-dimelhylpyrole-2-carboxaldayhda (3.52g. 286 mmol, 1.1 eg.) wera dissolved in

GHzCl, Then a catalytic amount of TFA was added and the reaction mixture was stirred for 12 h at
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raom temperatura. Alter stiring, MEt; (7.62 g, 75.0 mmol, 2.9 eq.) was added and stirred for additional
15 min. Then BF+OEL; (16.10 g, 55.5 mmol. 2.1 eq., 50 %) was added and the reaction mixture was
stirred far 12 h at room temparature. Alterwards, NaHCO; was added and the layers were separalad.
The arganic phase was washed with NaHCO:; (2x), HaO (2x) and brine. After drying with NaS0., the
solvent was removed under reduced pressure and the crede product was purified by column
chromatography (silica gel, pefraleumn ether: dichlormethane 1:1) yielding a red solid. (4.23 g, 17.2
mimal, yield §8%); "H-NMR [CDCl): & = 6.97 (5, 1 H), 5.98 (s, 1 H), 2.46 (s, & H), 2.18 {5, & H} ppm;
BO-NMA (COCL): & = 156.7, 141.2, 133.4, 120.0, 119.0, 14.6, 11.2 ppm; ""F-NMR (CDCL): & = 146.5
{0, 'dap = 327 Hz) ppm: HAMS (ESl): cale. for [C,HBF:Na| (M+H) 24813746, measured

24913813,

4.4-Dilluoro-1,3-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-Indacene 4: 2 4 dmethylpyrole (2.52 g, 25.0 mmaol)
and pyrrole-2-carboxaldeyhde (2.50g, 28.6 mmol, 1,1 eq) were dissclved in CHClz. Then a catalytic
amount of TFA was added and the reaction mixture was stired for 12 h at room temperature. After
slirring MEL (7.62 g, 75.0 mmal, 2.3 eq.) was added and stirred for additional 15 min. Then BF«0EL;
{16.10 g, 55.5 mmal, 2.1 eq., 50 %) was added and the reaction mixture was stirred for 12 h at rcom
femperature. Afterwards, MaHCO, was added and the layers were separated. The arganic phase was
washed with NaHCO; (2x), HoO (2x) and brine. Afier drying with NaS0,, tha solvant was removed
under reduced pressure and the crude product was purified by column chromatography (silica gel,
petroleurn ether: dichlormethane 1:9). A red solid was obtained. (264 g, 12.0 mmoal, yield 46%); 'H-
HNMBA (CDCl): & = 7.56. (s, 1 H), 7.11 {5, 1 H), .85 id, *deyy = 3.0 Hz, 1 H), .35 (bs, 1 H), 6.08 (s, 1
H). 2.51(s, 3 H), 219 (5. 3 H) ppm; "C-NMR [CDCla): & = 163.1, 1458, 130.2, 1265, 124.7, 121.2,
116.3, 15,1, 11.3 ppm; "F-NMR (CDClL): & = 146.2 (0, 'Jur = 31.3 Hz) ppm; HAMS {ESI): calc. for

[C1iH,BF2M:] (M+H) 221.10816, measured 221,10557,

2,4,4-Trifluore-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a da-diaza-s-indacene 5. BODIPY dye 5 was
synthesized according to the general procedure aof the palladium-catalyzed monoflugrination and
purified by column chrematography (silica gel, n-hexane:dichloromethane 1:1) giving red needles (8.0
mig, 0.03 mmal, yield: 16 %) 'H-NMB (CDCly): & = 5.99 (5, 1 H), 2.49 (5, 3 H, CHy), 245 (s, 3 H, GHa),
2.41 (s, 3 H, CHy), 2.34 (s, 3 H, CHy), 2.25 (s, 3 H, CHs) ppm; “C-NMR (COCly) & = 155.5, 142.2,
142.0, 1368, 138.5, 132.5, 129.7, 121.4, 100.1 {C-F), 17.3, 16.3, 145, 114, 10.2 ppm; “F-NMR
{COC) & = 14714 (g, "Jae = 327 Hz, 2 F, BF.). -163.4 {5, 1 F) ppm; HAMS (ESI): cale. for

[CraHi7BF3MN;] (M+H) 281.14368, measured 281.14338,
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2,4,4-Trifluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-2a, da-diaza-s-indacene  6: BODIPY dye & was
synthesized according to the general procedure of the palladiom-catalyzed monoflucrination and
purified by column chromatography (silica gel, | petroleurn ether: dichlarmethans 1.5:1) giving a red
salid. (9.0 mg, 0.04 mmal, yield: 10 %) "H-NMR (CDCl:): 5 = 6.91 {5, 1 H), 5.98 (s, 1 H), 2.46 {5, 3 H,
CHa). 241 (s, 3 H, CHy), 217 (5. 3 H, CHy), 210 (s, 3 H. CHy) ppm: PC-NMR (CDCly) & = 162.9,
158.7, 142.2, 142.2, 134.0, 120.8, 120.8, 1182, 110.0, 14.7, 11.3, 10.5, 7.1 pom; "F-NMR (CDCL) &
= -147.0 (g, "Jos = 327 Hz, 2 F, BF2), -162.4 (g, 1 F} ppm; HRMS (ESI): calc. for [CyaH, sBF:M-] (M+H)

26712803, measured 26712739,

4,4,5-Trifluoro-1.3-dimethyl-4-bora-3a da-diaza-s-indacene 7: BODIFY dye 7 was synthesized
according to the general procedure of the palladium-catalyzed menofluorination and purified by
calumn chramatography (silica gal, | patroleum ether: dichlormathane 1:1) giving a red solid. (100 g,
0.04 mmol, yield 19%); "H-NMR (COCkL): "H-MMR (CDCL): & = 7.01 (d, "4 = 2.5 Hz, 1 H), 6.81 i,
s = 4.3 Hz, "p=4.3 Hz, 1 H), 6.07 (5. 1 H), 5.82 1, "dhp = 4.3 Hz, "y = 4.3 Hz, 1 H), 2.50 (s, 3
H, CHy), 218 {5, 3 H, CHy) ppm; "C-NMRA [COCL) & = 161.4, 1605, 144.8, 135.3, 127.7. 126.3,
124.8, 120.8, 99.1, 15.0, 1.3 ppm; ""F-NMR [COCl) & = -106.2 {1, “Jey = 4.1 Hz, 1 F}, -147.3 {dg,
"Upr = 30.0 Hz, "Jer= 4.1 Hz, 2 F, BF;} ppm; HAMS (ESI): cale. for [Cy,H,.BF3N,] (M+H) 23909673,

measurad 23908563,

4,4-Difluorg-2-iodo-1,3,5,7.8-pentamethyl-4-bora-3a, da-diaza-s-indacene 15: BODIPY dye 15 was
synthesizad according 1o the general procedurs for monoiodination and purified by celumn
chromatography (silica gel, petralaum ether: dichlarmethane 1:1) giving an orange-red solid. {141.54
mg, 0.36 mmal, yield 963%); 'H-NMR (CDCL): & = 6.02 (s, 1 H), 252 (3, 3 H), 246 (s, 3 H), 2.44 (5, 3
H), 2.33 (g, 3 H), 2.31 {5, 3 H) ppm; “C-NMR (CDCl,) & = 155.9, 152.6 143.1, 141.3, 140.8, 1325,
131.6, 122.4, 84.2, 19.3 17.5, 17.0, 15.7, 14.6 ppm; ""F-NMR (CDCL) & = -146.0 (g, "hs = 32.7 Hz)

ppm. HRMS (ESI): calc. for [CuaH BN, (MeH) 38904976, measured 38904811,

4,4-Difluoro-2,2-diiodo-1,3,5,7,8-pentamethyl-d-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 16: BODIPY dye 23
was synthesized according 1o the general procedure for diiodination and purfied by column
chromatography {silca gel, petroleumn ether: dichlbormethane 2:1) giving an orange-red solid. {154.89
mg, 0.30 mmol, yield 79%); 'H-NMR (CDCL): & = 2,58 |5, 3 H), 2.54 {5, & H}, 2.39 (5, 6 H) ppm; Y-
NMA (COCI) 6 = 155.1, 142.%, 141.1, 1321, 110.0, 85.8, 19.8, 17.9, 16.0 ppm; "F-NMR (CDClL) & = -
145.9 {g, 'dhr = 31.3 Hz) pp; HBMS (ESD: cale. for [CyHyBFalMs] (M+H) 51494641, measured

51434923,
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2-Bromo-4,4-difluore-1,2,5,7.8-pentamethyl-4-bora-3a da-diaza-s-indacene 17: MNES (748 mg,
0.42 mmol, 1.1 eq) was slowly added over the timespan of 15 min to a solution of 10 {010 g, 0.38
mimal) in CHCL; al room lemperature. After stirfing for 6 h, the solven! was removed under reducad
pressure. The crude product was purified by column chromategraphy (siica gel, petroleum ether:
dichlormaethane 1:1) giving an orange-red solid. (0.12 g, 0.96 mmal, yield 963%); "H-NMR (CDCL): & =
6.04 (5. 1 H), 253 (5, 3 H). 251 (5. 3 H), 2.45 (3, 3 H), 2.37 (s, 3 H), 2.34 (5, 3 H) ppm: "C-NMR &
{CDCl) = 1556, 152.7, 143.1, 1431, 141.2, 1408, 122.4, 122.4, 194, 17.5, 17.1, 15.8, 14,6 ppm;
"F-NMR & (CDCL) = -146.4 (0. 'WB.Fl4. = 32.7 Hz) ppm; HRMS (ESI): cale. for [CoHBBFN.]
(M+H} 341 06362, measured 341.06258.

4,4-Difluoro-2-iodo-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 18: BODIPY dye 20 was
synthesizad according o the general procedure for monoiodination and purified by column
chromatography (silica gel, petroleum ether: dichlormethana 1:1) giving an orange-red solid, (137,18
mg, 0.37 mmal, yield 9136); "H-NMR (CDCL): & = 6.96 (s, 1 H). 6.03 (s, 1 H), 250 (s, 3 H), 2.47 (5. 3
Hi. 217 (5, 3 H), 213 (s, 3 H) ppm; “C-NME (CDCL) & = 155.3, 155.3, 142.2, 134.2_ 134.2, 1201,
1201, 15.4, 14.8, 13.6, 11.3 ppm; "F-NMR (CDCl) & = -146.3 {g, "Jar = 32.7 Hz) ppm; HAMS (ESI):
cale. for [CogH sBFIM] (M+H) 3750341 1. measured 37503380,

4.4-Difluoro-2,2-diodo-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 19: BODIPY dya 21 was
synthesized according to the general procedure for diicdination and purified by column
chromatography (silica gel, petraleum ether: dichlormethana 1:1) giving an orange-red solid. (169,96
myg, 0.34 mmel, yigld B4%); "H-MNMR (SDGL): & = 7.02 (s, 1 H), 2.52 (s, § H), 2.13 (s, 6H) ppm; “C-
HNMRA (COCI) & = 167.7, 144.3 1328, 120.2, 82.0, 15.7, 13.8 ppm; ""F-MMR (CDCL) & = -146.0 (g,

"y = 32.7 Hz) pp; HBMS (ES1): cale. for [G)3H,BF.1M;] (M+H) 500.23076, measured 500.93116.

2-Bromo-4 4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 20: NES (78.3 mg, 0.44
mmal, 1.1 eq) was slowly added over a period of 15 min to a solution af 9 (010 g, 0.40 mmal) in
CH:Clz at room temperatura. After stirring for 6 h the solvent was removed under reduced pressure.
The crude product was pusified by column chromatography (siica gel, petroleumn  ether:
dichlormethane 1:1) giving an orange-red solid. (0.12 g. 0.37 mmal, yield 923); 'H-NMA (CDCL): & =
6.93 (s, 1 H), 5.99 (s, 1 H}, 2.46 (s, 6 H), 2.13 {5, 3 H), 2.09 {5, 3 H} ppm; ""C-NMR & (CDCL) = 159.2,
1521, 143.2, 137.4, 134.1, 1203, 119.9, 108.2, 14.8, 13.2, 11.3, 10.9 ppm; ""F-NMR & {CDCl) = -
146.3 (g, 'Upr = 32.7 Hz) ppm; HAMS (ESI): cale. for [CyHyBEF.N,] (M+H) 327.04797, measured

32704760,
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5-Bromo-4 4-difluoro-1,3-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 21: 5-bromopyrrolecarb-
aldehyde {0.87 g. 5.0 mmol) was dissolved in dry dichiocromethane (250 mL). Then 2.4-dimethylpyrrole
(0.50 g 5.2. mmol. 1.0 eq.) and phosphorous oxychloride (0.77 g, 5.0 mmol) were added at 0°C. Alter
stirring for 12 h, the addition of triethylamine {4.5 mL, 30.0 mmol, 6 eq.) brightened the dark red
solution. Boron tnfluonde diethyl etherate (4.0 mL. 48%) was added after stirring for additional 5 min,
The reaction mixture was heated to reflux over 5 h. Subsequent to cooling to room temperature,
saturated sodium hydrogen carbonate solution quenched the reaction. The phases were separated,
the organic layer was washed with H,O {3x) and dried over NaSO,. Quick filtration with sllica gel and
dichloromethane-petrol ether (1:1) delivered the crude product. Additional column chromatography
chromaiography (silica gel, petrol ether.dichloromethane) defivered a red crystaliine solid (1.27 g, 4.2
mmol, yield 85%); 'H-NMR (CDCl): & = 6.98 (s, 1H), 6.75 (d. Jiy = 3.9 Hz, 1 H), 6.33 (d, J» = 3.9
Hz, 1 H). 6.12 (s, 1 H), 252 (s, 3 H), 2,18 (s, 3 H) ppm; "C-NMR (CDCh) & =163.8, 145.8, 133.4,
126.8, 125.1, 123.3, 123.0, 121.9, 119.7, 15.3, 11.4 ppm; ""F-NMR (CDCls) 5 = -146.6 (q, "Jas = 32.7
Hz) ppm: HRMS (ESI): calc. for [CyH,BBrF;N;] (M+H) 239.09674, measured 239.09563.

X-Ray Structure Determination:
The data were collected on a BrukerAXS X8Apex CCD diffractometer operating with graphite-
monochromatized Mo Ka radiation. Frames of 0.5° oscillation were exposed; deriving data in the 8

range of 2 to 28° with a completeness of ~98%. Structure solution and full least-squares refinement

with anisotropic thermal parameters of all non-hydrogen atoms were performed using SHELX'".

Crystallographic data has been deposited with the Cambridge Crystallographic Data Center, CCDC,
12 Union Road, Cambridge CB21EZ, UK. Copies of the data can be obtained free of charge on
quoting the depository number CCDC 1048472-1048476 (www.code.cam ac uk/data requesticif).

[1] G.M. Sheldrick, Acta Cryst, 2008, A64, 112-122.
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Table $1. Electrophilic moncfluorination of different BODIPY dyes.

raagant
Bodipy Badipy-F
solvert, lemperature,
Th
Educt  Produgt Soksan] Raagan Tumpanaturg [Z] Wikl [4]
1 T B=OH Seductfluor B ]
4 T ot} Solocifiuor 25 1]
4 T CHNOHD Saluciflnr b 21
4 7 G N0 D Selectfluor 1030 21
1 7 ACH Sedeciiuor il 1] i
4 T ACM Eadoctfiuar I 5 12
4 T ACN Salnciflugr I gle 20
1 7 CHACly P51 25 15
a -] ACH Selnctfivor = o
3 ] ACN Salncifiuar 1] n
i & CHNOHD Selnctfuar 5 1
| ] CH N0 Selpdfiuor L] §
3 -] ACN Seloctfiuar I o ]
3 -} ACH Sedaciflyor i 5 ]
a .3 ACH Seductiuor il 0 ]
L] -] CHeCl NFS| 25 ]
2 5 ACH Salacfiuar 5 o
2 5 ACN Salnctfluai Y 0
2 5 G N0 Seluctfluor 25 ]
2 -] CHNOHD Solpcifiuor 1co o
2 5 ACH Sadacifluar il ] 1]
2 5 AN Sedctfluor I %5 o
2 ] ACH Selectiuor i il il
2 5 CH:Cl MNFE| 5 o
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Figure $2: “C-NMR spectrum of 2.
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Figure $4: “F-NMR spectrum of 2 (zoomed).
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Figure §7: °

Figure 58: °

*C-NMR spectrum of 3.

*F-NMR spectrum of 3,
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Figure 523: “F-NMR spectrum of 6.
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Figure 524: ""F-NMR spectrum of 6 (zoomed).
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Figure $26: 'H-NMR spectrum of 7.
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Figure $35: ""F-NMR spectrum of 8 (zoomed).
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Figure 582: “'C-NMR spectrum of 22.
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Figure S90: mass spectrum of 23.
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Figure S95: a)b) Fluroescence autocorrelation function at different laser intensities for BODIPY dye 6
and 7,
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Figure $96: Saturation curves for compound 2 {red), 7 (blue)} and 9 (green).
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Table S2. Crystal data and structure refinement for §,

ldentfication code
Empirical formula
Formula weight
Temperuture
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculuted)
Absorption coefficient

FiOo0)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 27.217
Absorption correction

Max, and min, transmission
Refinement method

Dat / restraints | parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [I>2sigmaf[)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

sh3102
Cl4HI6 BF3N2
280.10

132() K

071073 A
Onthorhombic

Pama
a=114168(8) A
b=6.9991{5) A
c=16.0653(13) A
1283.73(17) A7

4

1.449 Mg/m'

0,116 mm'!

S84

0,39 x 0,10 x 0.08 mm*

21910 27.217.

= 90
=907,

1= 9%€°,

Ae=he=14, HY<=k<=9, 20<=l<=20

10746

1546 [R{int) = 0.0420]

100.0 %

Multscan

0.9914 and 09567

Full-matrix least-squares on F
1546 /0 /147

1054

R1=0.0502. wR2 =0.1370
R1=0.0692. wR2 = 0.1491

1.252 and -0.359 ¢. A7
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Table 83, Atomic coordinates 2 107} and equivalent fsotrople displacement parameters (A% 105

for sh3 102, Uieghis defied as one third of the irace of the orthogonalized UY tensor,

X ¥ z Uieq)
Fili 2851} BATZ) 631201} 351y
FiZ) 443441} 2500 326801 420}
NI} 1039 2} 2500 605101} 2001}
Mi2) 26252) 2500 SO0} 1901}
B 23TR(Y) 2500 S94T2) 2N
Cily 36542} 2500 65 2) il §
i) 3543(3) 25061 EL Y] 2601
Cid) 2373} 2500 36032) 230
Cid) 178502} 2500 437402} 2001}
Cid) SRR(I) 2500 45T IR
Ci) 22442} 250K} 54022) 001y
i LT 25060 5T63(2) iy b
Cig) T3N3} 2500 66132) 26000
Cih 455{3} 25000 67742} 241y
il 451143 2500 51452) 201)
Cill) 193243} 2500 27292} IR
Crl) -3 3} 2500 RN 2) 2600
Cil3) -20KH0 3} 2500 5362(2) 270}
Crl4) 1035(3} 2500 TO012) 320}
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Table S4.  Bond lengths [A] and angles [7] for sh3102,

Fil)-B
F(2)-C(2)
NG9
N1 Ci6)
N(1»-B
N2)-C(1)
N{2)-Ci4)
N(2»-B
BFCHN
ConCr2)
Ceh-Colo)
Ci2)-Ci3)
Ci3)-Ci4)
Ci3)-Cill
Ci3)-C(5)
C(5)-Cie)
Ci5)-Ci12)
Ci6)-C(7)
C(M-C(8)
CT-Ci13)
C(8)-Ci(9)
C(91Co14)

CID-N{-Clo)
Ci9-N(1)-B
C(6)-N(1-B
CUDNE2RC4)
Ci1-N2)»-B
Ci(4)-N2)y-B
FIh#1-B-F(l)
FO#1-B-N(2)
Fi1)-B-N(2)

1.385(2)
1.33%3)
1.341¢4)
1.397(4)
1.537(4)

1.342(4)

1.382(4)
1.488¢4)
1.372(4)
1411¢4)
1.4944)
1.403(4)
1.3994)
1.492¢4)
1.428(4)
1.383(4)
1.489(4)
| 40 4)

1.484(4)

108.4(2)
126.1(2)
125.6(2)
108.9(2)
124.9(2)
126.2(2)
109.102)
10.06017)

1H0.06(17)
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Fil#1-B-Mi(1)
Fily-B-Nil}
Ni2-B-Nil)
N{2HCOHCL T
RE2ZPCO-O00
2001 500 10
Fi2y-Ci2y-Ci3)
Fr2p-Ci2p-Cily
CO3-C2p-Cily
Ci2)-Ci3p-Cidy
Cr-Cr3-Cil g
CidCranCiln
N2l -5
N{2-Cl4 -0 3
CE-Ci-C( 30
Cib)-Ci53-Cid
Cie)-Cr5-Cil2)
CidpCri-Cil2)
N =y a =0 5)
N -Cia-Ci Ty
Ci5-Ci6)-CiTy
Ci8-CT-Cib)
CIR-CIT-C0 3
Cib )70 3)
CiTy-C8)-Ci%y
RO -CiE
RO=CU - 14)

Cra-Ci-Crl4

THLARIT)
THLARCIT)
106820
107.002)
124.5(3)
128.5(3)
125.33)
123.303)
111.463)
15020
124,003
131.403)
120.202)
104.162)
13172
1200323
118590 3)
1198030
120092
10792y
131.2(3)
105.903)
123.603)
T30L503)
1086033
109,302
123.7(3)

127.0M3)

Symimerry transformations used o generate equivalent atoms:

#] w-y+1/22
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Tahle 5. Anisotropic displacement parameters {AZx 107) for sh3102. The anisotropic

displacement fctor exponent takes the form: 2 W a4

+2hkasb U]

i y p u= B iz
Fil) 3L 4701 ] 15011 1} L2(1)
Fi2 A0 6301} KON i 1y 0
Nily 23(1) 2101} 1801 0 201} ]
N2} 1N 1} K1} 1801} 1] AL 1]
B 2042} 22} 1701 1] 401} ]
Cily 241} 231} 2301} i 201} i
Cid) 25(2) N I) 2401} 0 31 i
Ci3) 2642} 221} 2L \] -1l ]
Cid) 2441 18(1} 1701} i Fi 0
Ci3) 241y 1501} 21 i} 501D i
Cit) 20410} 18(1) 2001 1] 301 1]
Cim 2241} 171 2700 [\] -2l 1]
Cig) 25(2) 2801 2601 1] 1) 1]
Cie) 22} 2411 2N 1] o LAY ]
Ci iy 2142} 3N 28(2) 1] -3l ]
Cilly 28(2) Kl 1801} 1} <201 0
Ci12) 2342) 332} 2141} iy -5(1) i
Cild 242) RIS 3N 1] BIRN 1]
Cild 28(2) 4702) 192) [\] LAY ]
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Tahle 56. Crystal dota and structure refinement for 6.

Idenuification code
Emgirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal svstemn
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density iealeulaed)
Absorption coefficient

Fiiinm)

Crysital size

Theta range for data collestion
Index ranges

Reflections collecied
Independem reflections
Completeness 1o thela = 28,257
Absorption correction
Refinement method

Dt f restrainils | paramelers
Groodness-of-1it on F2

Final R indices [[=2sigmail}]
R inclices (all data)

Largest daff, pesik aned hole

shD
CI3HI4B Fi N2
266,047

WK

071073 A

Trachne:

Pl

a=T.ATT6) A
b=88600T) A

o HLEO1T) A
663.7(13) A*

2

1,331 Mgim’

00,1068 mim!

176

0.2 x 0012 % 003 mam?

276w 28,257

=949 157,
fi= 78410150,

T = 8900

M=he=, -] le=k<=11, -14<=l<=14

w031

2083 [Riin) =10,1957]

W6

Mone

Full-matrix least-squares on F?
JEI0/ 176

0651

Rl =00587, w2 =01119
R1=02707, wR2=0LIKIA

0,200 and 0,195 e A7
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Table 7. Atomic coordinates ( x 10%) and equivalent isotropic displacement parameters (Alx 10%)
for sh3099. U{eq) is defined as one third of the race of the orthogonalized U9 tensor.

X ¥ z Uieq)
Fils RAOR(S) HA20(3) 11R64) RE(1)
Fi2i 561145} 65323 13124} BTi1)
Fi3) H3I5HA} HE6M4) -3735(5) 106(2)
Bil) T2279) T463T) 1014 &) G2y
MNil}y TOTHT) HEHO ) 185106 672y
NiZ) TI0MT) H296(5) 4136} T2y
Cil GHIS0) B39 T) 315T08) THZ)
Ci) GTHT{R) Q943 T) 356TIR) B2y
i) TO2R{R) 110676} 2417} B6(2)
Cid) T20HE) 1031246} 13T4E) GM2)
Ci5) TAHNE) 108247} H3E) GR2)
Cis) TEIE) Q926{6) BI9T) )
Cim TIREY 1024600} 22177 62i2)
Cid) BG40} HAOR(T) -2515(8) T2y
Cid) TTINR} TEAT{T) 14618} T22)
Crlm GSFTLI0 GERRIG) J9OR(T) BO(2)
Cilll TN, 12R05(6) 23517 SWNZh
il 2D 118 G -3GBS T BHZ)
Cil3) 76 10} 91 2A) -1347(T) 12}
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Table S8. Bond lengths [A] and angles [*] for sh3099.

Fih-Bil)
F(2)-B(1)
F(3)-C(%)
BOL-N(1)
BO1IN(2)
N(H-C(1)
N(H-Cidy
NE2)-C(9)
N(2)-Ci6)
Ci1-Ci2)
CH-Crim
CC3)
Ci3)-Cid)
C(3)-Cr11)
Cid)-Cr5)
C(5)-C(6)
Ci6)-C(7)
C(N-Ci8)
CiNCOy
Ci8)-Ci9
Cih-Cr13)

Fi2)-BO1-F(1)
FI2)-Br1)-N(1)
FOL-BO1)-N(1)
F(2)-BO1)-Ne2)
F1-Bi1)-N(2)
NUEB(1)-N(2)
COLE-N(H-C)
Ci-NORBI
Cl4)-N(1)-B(1)
C(9)-N(2)-Ct6)
C(9)-N2y-B(1)
C(6)-N{2)-B(1)
N{D-C(1-C(2)
N{H-C(H-C i
CEO-COn-Colm
C3H-Ci-Cily

1. 42006)
1.384(K)
1.351(8)
1.527(9)
1.563(9)
1.36%(8)
1.433(7)
1.343(8)
1.435(7)
1.432(9)
1.535(8)
1.43009)
1.393(9)
1.531(R)
1.39(0:9)
1.372(9)
1 A19%K)
1.368(8)
1.506(8)
1.375(9)
1.535(8)

108.2(5)
111.9(6)
109.9(6)
110.4(6)
108.5(5)
107.9(3)
106.7(5)
128.5(5)
124.9(6)
106.6(6)
127.4(5)
125.9(6)
111.0(6)
121.4(6)
127.607)
10537
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Cid)-C033-Ci20
Cid-Ci3p-Col 1y
CrapCraeCil )
Ci5-C4)-Ci3y
CUR-CI4-N 1}
Ci3p-Crdy-Nil)
Cib)-C53-Cids
C(5)-Ci6)-C(T)
Ci5)-Cii)-N{ 2}
CiT-Cily-N{ 2y
CU8)-C(Th-Cida
Cr-Cim-Cil2)
City)-Cr73-Ci12)
Frap-Ciap-Ciy
F3)-Ci8 -0
CiT-Ciay-Cidy
N2 pO{9 0L 8)
NZRCUC01 3
CH-C-Cil 3

Swvmmetry transformations used 1o generate equivalent atoms:

10605 )
126.407)
1250673
133,006
TTH.306)
108706
126.5(6)
133.9¢6)
116.507)
10605 )
10408
130L80T)
126 86
122607
123.706)
113.60T)
107706
124,970
127470
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Table 9. Anisotropic displacement parameters {AZx 10°) for sh30949, The anisotropic

displacement factor exponcnt takes the form: -2x% b a®H0 &

+Xhkath=12)

pyn pa (BEL p 3 nz
Fila T} 6102} 12213) -B(2) -28(2) 2H(2)
Fi2h TN 5642 12403} <112 A2 B2
Fid) 107(3) LL1(3) TiTES -I9(3) -36(3) 26(3)
Bil) IN4) 55041 B -4 174} 3}
Nil} 5643} A1 1025} - 103} -16(3) 52y
N2} A5(5) 543 15} -26(3) -1%(3) 22}
Cily S84} T2(4} BG) -6 -1304) W3}
Cil) B4} 6341 LTS SEY] -15(4) a4y
Cid N3} 6di4) 990 =150d) =2} ELET)
Cid) 334y Al Yk =124y -16(4) Rk}
Ci5) 554} 553 L6y -25(4) -84} 12{%)
Ci) a644) 263} RS -1 34) 1603} 63}
City 4504} 5203} Y2ih) BE Y ~1544) B3y
Cid) T35} SN 5} 655 204} -18i4) N4
Cig) AN} 641 L0 (4 21(4) ETE)
Cili 24 5) 624} 1516 12(4) =255) 1i4)
Cill 8645} 55(4) 13107} -29(4) -19(5) 1%i3)
il 6204} T4} 10216} e 144} 143
il Z1{5) 56031 152(7) -30(d) -A41(5) 14i3)
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Table S10. Hydrogen coordinates ¢ x 10%) and isotropic displacement parameters (A% 100 7

for sh3009.
X y FJ Uieq)

HiZ} 6653 10117 440 9K
His} 1562 114881 -221 B3
Hil0A) 7173 G146 3503 133
Hi 1R} 268 Hid2 4304 133
H{T0C) 7202 6473 4714 132
Hil1A) THHD 13298 1495 135
Hil1B} 7873 13032 2933 135
Hi11) 5854 1 2583 135
Hil2A) 2531 116%1 3944 125
Hil2B} 19 12378 2869 125
Hi12C) 033 12345 -2973 125
Hi134) HAd4 5465 <1131 137
Hil3B} 7424 5731 -2308) 137
Hil3C) Gl & 5455 R 137
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Tahle 511. Crystal data and structure refinement for 7.

Identification code
Emgarical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal svstemn
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density iealeulaed)
Absorption coefficient

FiiWeng

Crysital size

Theta range for data codlestion
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness 1o theta = 3,727
Absorption correction

Max, and min. transmission
Refnement method

Deata f restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final B indices [I=2sigmal )]
R indices {all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

sh320
CI2HIORB FiN2
250,03

1222 K
071073 A
Orthorhombic
PnaZ,

a

b

0TS INE) A*

4

1,540 Mgim'

0128 mm!

512

062 £ 0.24 £ 005 mm?

224w 30,727

-Me=he=1Y, -1 2e=ka=1 6, So=lo=8

1o1nl

IS (R =00388]

ELE R

Semi-empirical from equivalents
0.9936 and (L9230

Full-mistrix lenst-sgquares on B
IOAE 11157

4.140

R1=0L1937, wR2 =04371

B1 = L2206, wh = (L4480
Li)

3.320 and -0.750 e A

14137706 A =907
1185505 A fi= 007,
o= B43ITIE A e,
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Table 512, Atomic coordinates ( x 10% and equivalent isotropic displacement parameters {AZx 10%)
for sh3210. Ufeq) is defined as one third of the race of the orthogonalized U tensor.

X v FJ Uieq)
Bil) 3492(35) TA556) SRAT(13) 2402)
FilAd A00604 ) T635) 119130 T2
Fi2A) 02044} Ha605) TO20( 14} B1i2)
Fi3y JI0M5) Gl 5 ) GRINNT) 61 2)
Mil} 20234} 252704) J18T(8) 171y
il z6l4) SHFTEd 5} 2476(9) 181}
Ci2) 2484 ) 94TINS) 13331 2000y
Cidy 16754} 9158(5) 2292{12) 2441}
Cid) 19594} B566(5) 41299 1601}
Ci5) 13675} HOR(G) 5594120 282y
Cih) 176247} T4 G} T226{13) 422)
CiT 1268(5) GERTT) HFA1T) LK
Ci#) 1949 1(5) G55} SRl 15D ali3)
Cih 285816} GR2T) G460 150 45(2)
N{2} 27146} 742343} TAGR] 10} 42(2)
Cil 429440} 1T 2070015) ANz
Cilli 6H36) L3947 161440178 51(3)
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Table $13. Bond lengths [A] and angles [7) for sh3210.

BO1-F2A)
BO1)-FO1A)
B(L-N(1)
BO1-N(2)
FF(3)-Cioy
N(H-C(1)
N(1)-Ci4)
Cr1-Ci2)
Cn-Crio)
Ci2)-C(3)
Ci3)-Ci4)
CinCorn
Ci4)-Cisy
Ci5)-Ci6)
Ci6)-N(2)
Ci6)-C(7)
Ci7)-C(8)
C(8)-C19
Cl9)-N(2)

FI2A)-Bi-F(1A)
FI2ARBOLENLD)
FOIABOLN(T
FI2A)-BI1)-N(2)
FilA)-B(L-N(2)
N{1-B(1)-N(2)
COLN-C
Ci-N(1-B(1)
Cld)-N(1-B(1)
N(D-CONC2)
NOO-C(N-C0)
C(2)-Ci1)-Cr10
C3)-Ci2-Cily
Ci2Ci3)-Crd)
Ci2)-Ce33-C11)
C4)-C(3)-Co1 1)
N -CEMCS)
NORCE-C)

135101
1.366¢10)
1.49%9)
1.642(12)
1.272(11)
1.365(8)
1.365(9)
1.396(K)
14900 10)
1.358(K8)
1.432(9)
1. 495014
1.402t9)
1.361(12)
1353701
1.533(12)
1.257(12)
1.354(13)
1.364¢1)

112.116)
114.516)
131N
104.7(6)
106.1(6)
105.5(5)
108.1(4)
127.045)
124.8(5)
108.1(5)
122.0(6)
129.8(6)
109.4(6)
105.7(5)
127.7(7)
126.6(T)
124.2(6)
108.605)
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Ci5-Ci4-Ci3y
Cil)-Crap-Cidd
N2 pCib 5}
M2 T)
Ci5p-Ci6)-C(Ty
COR-CIT3-Citg
CiT - 85-Cis
F3p-C9p-C(8)y
Fi3)-Ci9-Mi2)
CiB1-Crs-Ni2)
C0)-MEZHLY)
Com-RNiZ-BI 1)
Ci9)-Ni2p-B(1}

127.006)
1927
12157
T0E R
128,704
FEAR)
11494010
135,701
117.808)
1085 409
1K HT)
124.706)
12937

Symmetry transformations used (o generate equivalent atoms:
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Table $14. Anisotropic displacement parameters {AZx 10°) for sh3210. The anisotropic

displacement factor exponcnt takes the form: -2x% b a®30 &

+Xhkat b= 1)

pyn pa (BEL p (L) nz
Bil) 204 3) 213} RIUEY -3(3) ~12(3) 13
FilA) 5103y B34 BN S 20(4) 1803 id
FiZA) 65(4) G0N 5} H9(5) 13(4) -25(4) -35(3)
Fii TH(4) S8(3) B4 -19(3) =300 3) 213)
Nil} 163} 2N 2y 15(2) 2 -2 -2
Cily 243y 2H 112) -3 FLp] -l
Cid) 334} 1503} 1162} {2} 2} (L]
[WEY 1643} 24i3) 34 -6i3) 13} ]
Cid) 23 14¢2) 1202 -1{2) Iy Sl
Ci5) 183} 36(4) 32 -9 3) %3 -9i3)
Cifs) B} 25(3) 3t -3i3) 224) -174)
CiTy 194} 41(5) 110§ 110 -43(6) 14(5) NTEN
Cis) HIYE) 46(5) 5706) S5 40T 155)
Cit) 3W5) £3(50 3306 1704 -2 54
N2} 6} 19¢3} 12(2) -2i2) -0 3) -2i3)
Cilm EIEEY! 45051 475 =24id) 14} =104y
Cill) 38(5) 45(5) BH6]) -27(5) 1245y 14i4)

127



Tahle 515, Crystal data and structure refinement for 8.

Identification code
Emgarical formula
Formula weight
Temperature
Wavelengih
Crystal svstemn
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density iealeulaed)
Absorption coefficient

FiiWen)

Crystal size

Theta range for data collestion
Index ranges

Reflections collecied
Independemt reflections
Completeness 1o thela = 25,242
Absorption correction

Max, and min. transmission
Refinement method

Deata / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final B indices [I=2sigmail)]
R indlices {all data)

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

shisdl

Cl15HIG B FS N2

R

ITH K

071073 A

Trchme

P-1

a=T4393HT A = 11070604,
b= 8825208 A fi= 92, 22704)".
o= 1203380100 A = S0.847(4)"
TIZG 12} AP

2

I 4% Mgfm’

0133 mm!

344

0877 x 0,398 x 0.1 14 mm’

1816 348,312°,

-1 3esha=12, -1 5a=ka=15, -2z=)==20)
1) |

RIO7 (R = 00282

T4, ED 5

Semi-empirical from equivalents

0.7475 and 0.7186

Full-mistrix least-sgquares on B

BI1O7 5O F 272

.02

Rl =00484, wR2 =1L 1389

Rl = U739, wR2 = L1576

nfa

0.483 and -0.383 £ A
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Table 516, Atomic coordinates ( x 0% and equivalent isotropic displacement parameters (AZx 10%)
for sh3341. Uleq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U9 tensor.

X ¥ z Uieq)
Bil) 2648(1) 1854(1) A06T(1) 001}
Nil} 259141} 262901} 310601} 2000}
MiZ) 270W 1} 3255(1} SIR401) 14901}
Fily A1THI) 108601 40121 30y
Fi2y 11} TIN ) 39031 3000
Cily 26231} 151801} 192401} 231y
Ci2) 250 1) 2940 1) 1353(1) 2501
Cid) 2397(1) 248401} 22131} M1y
Cid) 24351 426201} REIRIA D] 191
Ci5) 23370} S3TELY 48401 ) 190}
Cih) 251241) ARAG(1) 5456010 1901y
ity 25441} 1510 GT20(1) e
Ci8) 2746013 462201} TI4800) 231)
Cih 28241} 30831) G341 ey B
i) 2742} 331 [ETETN] 3401y
Cill) 25512) 25931) 631} IS
Cil2) 23142} GOTIT 195441} ayn
Cil3 TS9HE( 1} TUOTHT) 4606101 2601
Cildy 24271} TR0 1) T403 1) 2901
Cil5) 293502} 15130} B505(1) 00y
Fi3) 23822} 10151} -5 1) 6T
Fid) AORN 1) 32TH(2) =206 1y Ty
Fis) 124042} 31641} SARD(1) 6401}
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Table S17.  Bond lengths [A] and angles [7] for sh3541.

Beli-Fi2)
BOL-F(
B(1-N(1)
B(1-N(2)
NDC(1)
N(-C(4)
N(2)-C(9)
N(2)-Ci6)
Cn-C(2)
Ci1-Crlt
Ci2)-C(3)
CCon
C(3)-Cid)
C(3)-Cr12)
Cid)-Ci5)
C(5)-C(6)
Ci5)-C(13)
C6)-CM
C1Ci8)
Ci7-Cr14)
Ci8)-Ci%
Ci8)-Hi13)
CioCr15)
CrlO1-Hi
Cr0-H(2)
Crio-H{3y
COn-F3)
Cilh-Fi4)
Cill)-Fi5)
COI2)Hid)
Cl12)-H{5)
Cr12)-Hi6y
CrI3-H(T)y
CO13)-Hi8)
Cr13)-H(9y
Cil4)-H{10)
Cr4)HT)
Crl4-HO2)

1.3876¢1 1)
1.3881(10)
1.5394(11)
1541411
1.3507¢11)
1.3928¢1)
1.3393¢11)
14058 10)
1.3988(12)
1.4903¢12)
1.4036¢12)
1.4743(13)
1A07112)
1.4943(13)
L4191¢11)
1.3845(11)
1.4935¢11)
1 4387(11)
1.3763(13)
1.4901¢12)
1 4098¢12)
0.995(16)
1.4822(12)
0.92(3)
0.9(0¢3)
0.96¢2)
1.3231013)
1.3351¢15)
1.3364¢15)
0.94¢2)
IRURIRL]
1LO2%IR)
0990 16)
0.984(17)
0.95(K16)
0.954(16)
0.943(15)
0.986(18)
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Ci151-H(14)
C(15)-H(15)
Cr15)-Hi16)

F(2)-Be1)-Fi 1)y
Fi2)-Be1)-N¢1)
FOI-BON(T)
F(2)-B(1)-N(2)
Fi1)-Br1)-N(2)
NU-BO-N2)
COD-NOD-CE)
Ci1-N(1)-B(1)
CA)-N(1»-B(1)
Ci9)-N2)-C(6)
C(9)-N23-B(1)
C(6)-N{2}-B{1)
NU-CON-Ce2)
NOD-CON-COy
Ci2)-Co-Co1y
Ci1)-Ci12)-C3)
ConCCilh
Ci3)-Ci2)-Colny
Ci2)-C(3)-C(4)
Ci2)-Ci3)-Cr12)
CaC3)-C0)
N(N-C(4-C(3)
NU-C4)-Ci5)
C(3)-C(4)-C(5)
C6)-Ci5)-Ci4)
Ci6)-C(5)-Ci13)
Ci4)-C(5)-Ce13)
Ci5)-C6)-N2)
C(5)-Ci6)-Ci7y
N(2)-C(6)-C(7)
Ci8)-C(7)-Ci6)
Ci81C7-Ci14)
Ci6)-Ci7y)-Cil4)
Ci7)-Ci8)-C(™
CIM-C(3)-H(13)
C(9)-Ci8)-H(13)

0.97(2)
0.92(2)
0.90K2)

108.93(7)
110.32(T)
110.33(T)
1103517
T10.0407)
106.91i6)
108.33(7)
125.25(T)
125.38(T)
108.78(7)
125447
125.61(7)
1078067y
121.95(8)
130.24(8)
108.97(8)
126,17(8)
124.82(8)
105.66(7)
124.95(8)
129.37(8)
108.23(7)
120.65(7)
131127
120.44(7)
120.6607)
1I8.87(T)
120,517
132.29(7)
107.20¢7)
106.22(T)
123.54(8)
130.23(8)
108.74(8)
126.8(9)

124.3(9

131



R{2-C9-CiEY
N{2p-C{ O 15)
COR 900 15)
CO-Cr1m-Hiny
O 1-C0 100-HI 2y
H{ = 10 p-Hi 2
O3 1E0-H 3
HI1-C0-HE2)
Hi2 - 10p-Hi 3)
Fia-Col1-Fid)
Fiap-Ci11-Fisy
Fi4p-Ci11-Fiay
Fiap-Cr -2y
Frd i1 -Ci2)
FS-C01-C02)
Ci3-C0120-Hidy
CO3-C0 1 20-Hi Sy
H{d i 2p-Hi5)
Ci3)-C0120-HiG)
Hi41-C{12}-Hi6)
H{S =01 2p-Hik)
Ci5-C01 3-HIT)
Cr5)-C013)-His)y
HiT+CU 3 -HOE)
CiS 301 33-Hi9y
HI7T-CU 3 -HiY)
Hi8-C{ 13)-Hi9
CoV-Cr 1 43-Hi
CO-Ci14)-Hin
Hi{lm-Ci14-H{l 1)
CoT-Crld3-Hi 2y
H{T-C 18- Hi1 2y
H{ T -Ci143-Hi1 2}
CO-Cr153-Hil4)
Cod-Crl5-HiS)
{43015 -Hi15)
Cr-Cr15)-Hil 6
Hi 14p-Ci 15)-Hi 16}
H{1TSp-C015)-Hi 16)

T
123.0308)
127.2808)
11200160
111017
11542}

10 B4
10842
1M 2}
10700
105,020 1)
ToLb 1)
113,969
113.080%)
1T3040 1)
1074014
139011
1123017
T13.20 10
10990 1)
10020140
TT1.50%)
T2
THAC )
114,30 10
1066130
100401 5)
IR LEGTR
111.50%)
107.2013)
1075010
108,20 14
1100501 3)
I
T2
106340 16)
1072014
AT
1108 18)
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Table S1%. Anisotropic displacement parameters {AZx 10°) for sh3541. The anisotropic

displacement factor exponcnt takes the form: -2x% b a®H0 &

+Xhkath= 1]

yn pa (BEL p (B Lz
Bil) 2241} 1601y 23(1) 61} k1] LTI
Nil} 24400 16(1) 210 51} ) ()
NiZ) 2141} 16(1) 2110 &1} 31} a1y
Fily EEL ] 2911 3l 1Ly FLAN] I&(1)
Fi2i RE N N1} 320 61} 41} A1)
Cil) 2N 19(1) 2201 S(1) i Sy
Ci2) N1 2401 2061} Ty 21 Al
Cid) 231} 211} 2501 10l A1) Iy
Cid) 2041 61} 2201 LN 20 an
Ci5) 1740} 15013 2401} (1) 01} 31
i) 191} 16(1} 22(1) 31} L Al
CiT 2241 181} 220 Hi) iy iy
Cig) N1} 2401} 2101} (1) 1) 41
Civ) 2341 2101 2310 W1y 3l A1)
Ci i) 401} 2001} 28(1) 11y 1) H1)
Cilll 451} KE ) 2301 w1 21} aly
12 40 26011 330 1713 1 i
Cil3) ] 171 3 Tily 1} L
Cild) 34(1) 201} 271 11} Sy aly
Cil5) KET N 2501 A 1501} a0 iy
Fi3) 13201} kLAY 2401 20} 51} 12(1)
Fid) TN} a7l 36010 23(1) 1701} -15(1)
Fis) 85(1) TRy RET N 20 Bil) RN
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Table 519, Hydrogen coordinates ¢ x 10%) and isotropic displacement parameters (A% 100 7

for shisd 1.

X y F Uieq)
HiT} 2700440 4300300 TSR 20 RETET
HiZ} J6GH40) B NUEN] S 300 105}
Hi3y 17404 30% =5200 300 B30 200 THIG)
Hid) 2640 01y SR 30 1170200 Ty
Hi5) IRRLE R G432 2O 7Y SRS
Hifiy F16M 20h TOLN 20 25370060 5215)
HiTy QT4 20) TGS 18} A1 14 38
Hisp O30 20 T4 200 A591(15) 4704y
Hi%y 15T 200N TN 20 5410015 4704y
Hilty 1250420 TIGHLIT) T255(14) A4y
Hil1} J2804 200 B2 18) TIRG13) EX TN
H{l1Zy 26400201 TESH 20 B525T016) 535)
Hil3y 2N 20 h ARIW T H1TE( 14 ALid)
Hil4) 18304 30 T 200 GLETIT) 58(5)
Hi15) FRO0 M0y S 20 GOSHL1T) B5)
Hil6) 2200 30) 1740031 TIROL20) TH6)
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Tahle 520, Crystal data and structure refinement for 8.

Identification code
Emgarical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal svstemn
Spuce group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density iealeulaed)
Absorption coefficient

Fiinnm)

Crysital size

Theta range for data collestion
Index ranges

Reflections collecied
Independent reflections
Completeness 1o thela = 25,242
Ab=orption correction
Refinement method

Dt f restrainils | paramelers
Groodness-of-1it on F2

Final R indices [[»2sigmail}]
R inclices (all das)

Extnetion coelTicient

Largest diff. peak and hole

shisds
Cl4 HI4 B FS N2

36,08

1622) K

071073 A

Meomix:linie

P2,/m

a=BETI6E) A = 907

b= T.065306) A fi= 10897947

e = 1185560120 A =,
GET.IH 11 AP

2

1,528 Mgim’

0,138 mm!

324

0.972 x (L13% x 0.032 mm’

1816 o 28,865,

-l le=ha=11. Ao=ka=l, -[fo=lz=15
TG

1942 [Riint) = 0003464 ]

1M, ED 5

Semi-empirical from equivalents
Full-matrix least-squares on F?
19427017 156

1.0k ]

Bl = 00603, wh2 = 001452
R1=00086%, wR2 =10 1633

na

0718 and 0674 .4
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Table 521. Atomic coordinates ( x 10% and equivalent isotropic displacement parameters (AZx 10%)
for sh3345. Uleq) is defined as one third of the race of the orthogonalized U9 tensor.

X ¥ z Uieq)
Nil) G273} 2500 SARD(2) 001}
MNi2) 5265} 2500 3332y 1901}
Bil) TO3T{4} 2500 421143} 211y
Fily TR} 39N 2) 04001 ) E10N )]
Cil R166{3) 250K HEI0(3) 231}
Ci2) 7542441 2500 TAROLF)Y 251}
Ci3) SHTN4) 25060 TOZE( ) e )
Cid) 547403) 25060 57642} 191}
Cis) 93} 2500 487105} 2000}
Ci) FETIE) 2500 366W2) 191y
LA 2495(3) 25060 2630 3) 230y
Cig) 31023} 2500 16TR(3) 231y
Ci9 43044} 2500) 2126(3) 2
Cilim QEHEN 4 ) 25061 GETH ) ELN ]
Cilly AGHT{4} 2500 THIT 3} 281y
Cil Taid) 2500 26123} £
Cil3) 213644} 25000 384E) ayn
Fi2A) SGNT) 2501 17605} 362y
FiiAl 2475(5) 995(6) S18T(3) A1)
Fi2ksy S9aNITr 130040 20 THIZ) 413
FiiBy 2HGIE) 17399} -316d6) 46(2)
Fi2Cy S3H 14 18500 200 2181 1202y
Fiac) 19059 L EA{h) 4402}
Cild) GO 4 ) 2500 146 3} 3000
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Table $§22. Bond lengths [A] and angles [7] for sh3545.

NGl
N(-Ci4)
N(1)»-B(1)
N(2)-C{9)
N(2)Cih)
N(2)-B{(1)
B(l)-Fil)
BOL-Fl#t
Cin-Ci2)
Ci-Colty
Ci2)-Ci3)
C(23-H()
Ci3)-Cid)
Ci3)-Cill)
Cid)-Crs)
Ci5)-Ci6)
Ci5)-H(2)
C6)-C1 7y
C(1)-C(8)
C-Cil2y
Ci8)-Cih
C8)-C13)
CinCr14)
Cr10)-H(10A)
Cr10)-H{10B}
CrO-HO0C)
CON-Hesy
Cil1-H(6)
Cil2)-H(T)
CO2)Hs)
Cr13)-F2B)
Cl13)-F2B#1
COI3-F2A)
Ci13)-F3B)
Ci13)-FI3B)#1
C13)-Fi3A)
CO3F3AW
CiI3-Fi3C)

1.34(x4)
1.401(3)
1.548(4)
1.352(4)
1.396¢3}
1.54%4)
1.39(x2)
1.390¢2)
1.41(¢4)
1.491¢4)
1.373t4)
0.95(4)
1.424¢4)
| 488¢4)
1.374¢4)
1.395(4)
0.95(3)
1.40304)
1.403¢4)
1.495¢4)
1.397(4)
1. 489(4)
1.496¢4)
09800
0.9800
0.9800
0.97(6)
0.96(3)
0.99(4)
1.0163)
1.293¢13)
1.293(13)
1.308(7)
1327
1.327(7)
1.343(4)
1.343¢4)
1.388(7)
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Ci13)-F3CH#1
Ci13)-F2CH#1
Col3FRC)

FI2B)»-F(2B ]
F(3B)-F(3B#]
FI2C)-F2C#1
FRCMF(IC)

Cil4)-H(15A)
Cil4)-HU14B)
Cil4)-H14C)
Cil4-HO12D)
Ci14)-H(14E)
Crld)-H{14F)

COD-NO-Ci4y
CO-N{1-B{1)
Cid)-N(1-B(1)
Cr9)-N(2)-Cl6)
Ci9)-N{2}-B(1)
C(6)-N(2)-B(1)
FO-BO-Fo#1
FO1-BO1)-N(1)
FID#I-BO-N{1}
FO-Bi1)-Ni2)
FODNT-BONG2)
N{1)-B{1)-N2)
ND-C(1-Cq2)
NORCO-C )
C2-Ci-Cilm
Ci3)-Cr2)-C(1)
C(3)-C(2)-Hcly
Cin-Cr2)pH
CI2)-Ci3)-Cidy
Ci2)-Ci3)-Crll
Cid)-Ci3)-Cil 1)
Ci51-Cid)-N( 1}
Ci5)-C(4)-C(3)
NH)-C{4)-C(3)
C(4)-C(5)-Ci6)
Ci)-Ci5)-H(2)

1.388(7)
1.412(12)
1.412012)
1.69(3)
1.076¢13)
0.92(3)
1.57(K15)
0.9800
0.9800
0.9500
09800
0.9800
0.9800

107.602)
127.3(2)
125.62)
108 4(2)
126.9(2)
124.7(2)
109.002)
108.96017)
10996017
HO3KT)
TIG30007)
107.2(2)
109.4(2)
122.9(3)
12773
108.603)
12742)
124(2)
105.9(3)
128.1(3)
126.1(3)
120.5(2)
131.(3)
108.5(2)
121.92)
12(042)
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Ci6)-C(5)-H(2)
C(5)-C(6)-N(2}
Ci5)Ci6)C(y
N(2)-C{6}-C(7)
Ci8)-C(7)-C(6)
C8)-C17)-Ce12)
Cie)-C(N-Cl12)
C(N-Cr8)-C(T
C9)-C(8)-C13)
CN-Ci3)-Cirld
N(2)-Ci9)-C(8)
N{2)}-C(9-C(14)
C(8)-C(N-Cr1d)
CODCO01HI0A)
CI1-Cr10-H10B)
HO0A)-Cr10)-H{10B)
COH-C0)-HOI0C)
HETOA-COIO)-H0C)
HOI0B -COH-HO10C)
Ci3)-Ci11)-Hi5)
Ci3)-Cil1)-Hioy
H{5)-C(11-Hi6)
C(T)-Ci12)-Hi7)
C(T)-Cr12)-H(8)
H(73Ce12)-Hi8)
FI2B)-C(13)-FH2B 1
FI2B)-C(13)-F(3B)
F2B#1-C(13)-F(3B)
FRB)MCO3FABM]
FI2B)#1-Cl13)-F(3B |
F(3B)-C(13)-F(3B 21
FI2A)-CO13)1-F3A)
FI2A)-Cl13)-Fi3A
FI3A)-COI3)-FOAAR]
F3C)»-CL13)-FACH1
FCH-C(I3)-F2CN 1
FI3CH#1-Cr13)-F(2C)#1
F3C)-C(13)-F2C)
FRC#H1-C13)-F20)
F2CM1-CO13)-F2C)

118¢2)
120.662)
130.5(2)
108.9(2)
105.6(2)
128.603)
125.8(3)
108.7(3)
124.3(3)
127.063)
108.5(2)
122.4(3)
129.1(3)
109.5
109.5
109.5
1085
109.5
1005
112(3)
115(2)
10643}
11142}
110.8(15)
109¢(2)
81.9013)
93.8(T)
126,7(7)
126.7(7)
93.8(T)
47.8(6)
106.9(3)
106.9(3)
104.7(4)
137.516)
103.8(8)
68.2(7)
68.2(T)
103.8(8)
38.2(13)
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F(2B)-C(13)-C(8)
FI2BW#1-C13)-C(8)
F2A)C13)-Ci8)
FI3B)-CO3)-C8)
FI3B#1-C(13)-C(8)
FI3A)-Co13)-Ci8)
FOAWLCOL3CR)
F3C-C(13)-C(8)
FI3C#1-C(13)-C(8)
FROw1-C13)-Ci8)
FO-COI-C8)
Ci13)-Fi2B)-F(2B)#]
FI3B#I-F(3B)-C(13)
FRCW-FRC)C(13)
FR2CH1-F2C)-F(3C)
C(13)-F2C)y-F3C)
C13)-F3C)-F 20
CN-Cr14)-Hi12A)
Ci9)-Ci14)-H(14B)
HU14A)-C(14)-H( 14B)
C9Cr14)-H(14C)
HO14A-Cr14)-H(14C)
HO4B-CO4)-HO140)
Ci-Co1d)-H 141
HOEA)-CO14)-H14D)
H{14B)}-C{14)-H(14D)
HOMC)-CO4)-HO14D)
C(9)-Ci14)-H(14E)
H{14A)-Crl4)-H14E)
H{14B-CO4-HOT4E)
HUACHC( L4 )-H( ME)
HOAD)-Cr14)-H{14E)
CN-Cr14)-HO4F)
H14A)-Cl14)-H(14F)
HOEB RO -HOE)
HO4C U4 -HO4E)
H(14D)-Cr14)-H(14F)
H{I4E)-C(14)-H{ 14F)

115.06)
115.006)
113.5(4)
114.7(4)
114.7(4)
112.12)
112.02)
110.9(3)
110.9(3)
110.065)
110.4X5)
49K
66.1(3)
0597
122.66)
55.2(5)
56.6(5)
109.5
109.5
1095
109.5
1085
109.5
1095
1411
56.3
56.3
108.5
56.3
1411
56.3
109.5
109.5
56.3
56.3
1411
109.5
1095

Symmetry transformations used (o generate equivalent atoms: #1 x.-y4+1/2,z

140



Table 823, Anisotropic displocement parameters {AZx 10°) for sh3545. The anisotropic

displacement factor exponent takes the form: =257 h* a=2 0 +

+Xhkath=12)

L|I'I |_|3! U.‘i.l Ull Ul.l U"I:
Wil 1741} 2001} 221 0 81} 0
Ni2) 191} 201) 21 0 10§ 1) i
B(l) 1K1} 23(2) 22(2) i 1) 0
Fil) 261} 3510 331 (L) 1201 by
Cil 241} K1) il i sil) i}
i) 641} 2501 221 0 1) il
C(3) 281} 1801} 2101 0 %) il
Cid) 2141} 18(1) 21(1) 0 it il
Ci5) 191} 2001) 231 0 i1 0
i) 113 1813 2201) 0 W] il
(T N1} 2K 1) 2501 il sl il
Ci%) 2441} 231} 221 i Bl il
iy 21 201 2201 0 ity it
Cilm 2142} 352 36020 i Sl 1]
Cill 3442) 32420 24(2) 0 151 il
Cil2) 191} 3Ny 3K 2 i 61} i
Ci13) 32 3620 3N 0 1 il
Ci14) 35(2) 35(2) 252) i 18i1) il
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Table 524. Hydropen coordinates ¢ x 10%) and isotropic displacement parameters (A% 107

for shisd 3.

X y F Uieq)
HETTAG LLLH) 21492 T34 47
HilB} 102001 3755 6359 47
HiloC ) 10071 1553 6023 47
HildA) 54 2500 hilld 45
H{1£B ) i) 3633 1677 43
Hil4C) G2 1367 1677 45
Hil4D3 115 2500 2034 45
H{T2E) 5843 1367 bl 43
Hi14F) 5845 3633 Chirl 43
Hily 82004 500 2500 H2M 400 ALi00y
Hiz) J0 g 2500 S 300y 2T
HiS) S240nl) 25000 560500 BHI1T)
Hiti U540k 1450050 TS0 30 S0
HiT}) GRO40) 2500 J4200 400 AT
Hi&) 16 M1y 13500400 21700300 AR(8)
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Tahle 525, Crystal data and structure refinement for 10,

Identification code
Emgarical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal svstemn
Spuce group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density iealeulaed)
Absorption coefficient

FiiWn)

Crystal size

Theta range for data collestion
Index ranges

Reflections collecied
Independemt reflections
Completeness Lo thela = 25,242
Ab=orption correction

Max, and min. transmission
Refnement method

Deata / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final B indices [I=2sigmail)]
R indices {all data)

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

shisds

CISHI3B F3 N2

RSN

162(2) K

071073 A

Meomilinie

P2y

a= 11 5984(8) A =907

b= 1614260111 A fi= 1005160 31"

o= RATIE) A e,
15554519 A7

4

640 Mgfm’

00,164 mm!

TTh

0,340 x 0,109 x (0L058 mm’

1. 786 b 26,3657,

-1 3esha=14, -1 We=ka=20, -Ta=lz=]0
10665

3T [Reint) = 0,0435]

0T %

Multiscan

0.7454 and L6919

Full-mistrix least-sgquares on B
TS 13T 345

105

1 =00546, wR2 =1L 1255
K1 =861, whI = L1463
nfa

0.483 and 0,439 e A
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Table 526. Atomic coordinates ( x 0% and equivalent isotropic displacement parameters (AZx 10%)
for sh3343. Uleg) is defined as one third of the race of the orthogonalized U tensor.

X ¥ z Uieq)
Nil) 79912} IT06(1) R3I2T2) 1)
MNi2) BN 2} 3130 D12 2301)
Bil) GELLTRYS 393142} SR T} 231y
Fily T2501) 42571} 1O 2 ) Exl )
Fi2y B2 1} 44951} ROKR(2) EL
Fiin 10782} 49210 631203} il D)
Fid) TOEE3(2) 381D 54532) LT
Fis) 117152} IRTH2) T2} E6(1)
Fietg FU2R4} 1083(3) 10TRR(R) A0}
FTA) 2984 1703{5) 64 42001
Fi#A) 3261(5) 2302(3) TR R ) 421
Fink) 373146} 9T 2} QIR 10 431y
FiTE) 28544) 2108(5) BB 1Y) 4200
Fi#By I6HYT) 202R(5) 115046} 4101y
FitC} 3TN T} 131245} AROSR) 4201y
FiTCh 29635) 2399(3) 10057012) 4201y
FisCy JOAR(T) 138146} 113054 Ex
Cily RN Z) 4235(2) THTU I 241
i) 967242} ATT0N2) TR F) 26(1)
Cid) U3IRI2) 293402} TAE) 2501}
Cid) B32N2I) 2922} HOMM(3) 231}
Ci5) THAZ) 221N 2) B3033) 240
Cik) (H24 2} 23242 ARR1(3) 2401
Cim SHOMI) 17212} H155) 2601}
Ci#) AR95(2) 21TNZ) G652(3) 270
Ci) S168(2) 3025(2) Q6363 2601
il BT0N 3} 5146(2) B4y I5(1)
Ciln 1074503} A049TT) GHUIF) 33N
Cil2) TH5(3) 2208 2) G544} EETN N
i3 0643} A1142) ORI 4 ) 1)
Cild) 319602) 182142) 100K 3 N
Cil5) 4474 3} 3744 1234 3N
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Table $27. Bond lengths [A] and angles [7) for sh3543.

NURC())
N(-Ci4)
N(1)-B(1)
N(2)-C(9)
N(2)-Ci6)
N(2)-B(1)
Bil)-F(2)
Bili-Fil
F(3-C11)
Fi4)-Ci11)
Fi(5)-C(11)
F6A)Cl14)
FI7TA)Ci14)
FI8A)-Ci14)
FI6B)-C(14)
FOTB)-C14)
FISB)-C(14)
FI6C)-C(14)
FOICHC(14)
FISCH-C(14)
C(1)-C(2)
Ci1-Co10)
CC3)
Ci2)-Cil1)
Ci3)-C4)
Ci3)-Co12y
Ci4)-Ci5)
Ci5)-C(6)
Ci5)-H{7)
Ci6)-C(7)
CIT-Ci8)
C(T)-Cr13)
Ci%)-C9)
Ci81Ci14)
Ci9-C(15)
Cr10)-H 1)
CO0)-H2)
Cl10)-H(3)

1.346¢3)
1.393(3)
1.55%4)
1.341(3)
140403}
1.554¢4)
1.38(¢3)
1.385¢3)
1.333(3)
1.331(3)
1.33(62)
1.358¢3)
1.351(3)
1.363¢3)
1.362(4)
1.346¢4)
1.353(4)
1.358¢4)
1.366¢4)
1.293(8)
1. 416(4)
1.488(4)
1.392(4)
1.479%4)
14144
1.488(4)
1.387(4)
1.376¢4)
(1.93¢3)

1.417(4)
1.39(4)
| 487¢4)
14174
14734
1 482(4)
0.92(4)

0.97(4)

0.93(4)
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Cr121-Hi4)
C(12)-H(5)
Ci121-Hiby
Cr131-H(8)
Ci13)-H(9)
Crl3)-Hi1my
COI51HO
Cr15)-H(12)
Ci15)-H{13)

COND-N(D-C(4)
Ci1-N(1)-B(1)
C(4)-N(1)»-B(1)
C9-N(2pC(6)
C(9)-N2}-B(1)
C(6)-N{2}-B{1)
Fi2)-Bi1)-Fil)
F(23-B(1)-N(2)
FU-BO1)-N(2}y
FI2)-BO1)-N(1)
FO1-BO1-N(1)
N{2}-B{1)-N( 1)
NUD-C(1-C(2)
NO-CLH-Cony
Cr2)-Cn-Co10)
Ci3)-Ci2)-Cil)y
Ci3)-C2)-Cill)
Cin-C2-Cih
C-Ci3H-Cr4)
Ci2)-C(3)-C(12)
Ci4)-Ci3)-C12)
C(5)-C(a)-N(1)
C(5)-Ci4)-Ci3)
N{1)-C(4)-C(3)
Ci6)-.C(5)-Cid)
Ci63-Ci53-H(T)
C(4)-Ci5)-H(7)
Ci5)-C(6)-N(2)
Ci5)-C6)-C(7)
N2}-C(6)-C(7)

0.92(4)
0.92(4)
0.99(5)
0.99¢4)
0.97¢4)
0.92¢4)
0.93¢4)
0.97(4)
0.96¢4)

108.6(2)
126.602)
124.7(2)
108.1(2)
127.3(2)
124.5(2)
HO2(
110.5(2)
1040.602)
110.2(2)
109.7(2)
106.8(2)
108.3(2)
121.9(3)
129.8(3)
108.7(2)
124.5(3)
126.7(3)
105.5(2)
128.6(3)
125.9(3)
120.7(2)
130.4(3)
109.0(2)
122.063)
120.7(18)
117.3018)
120.7(2)
130.3(3)
109.062)
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Ci8)-C(7)-Ci63
C(8)-C(7)-C(13)
Ci6)-C(71)-Cr13)
C(N-Cr8)-C(h
CM-Ci8)-Co14)
C(9)-C8)-Co14)
N(2)-C(9pCy8)
N{2}-C{9-CXI5)
CH)-CNH-Ci15)
CO-CO10)-HI1)
CiD-CO0)-H2)
H1-C(10)-H(2)
CH-CL0-H{3)
HID-COI0)-HY)
H(2}-CO103-H(3)
FI5)-Cr11)-Fr4)
Fi5)-Cil1)-Fi3)
Fa)-Cor -3y
FI5»-Ci11-Ci2)
Fid)-Co11)-Ci2)
F3-Corn-Ci2y
Cr3)-Cr123-Hi4)
C(3)-C12)-H{5)
H{4)-C{12)-H(5)
C(3)-C12)-Hiby
H{4)-C{12)-H(6)
H(5)-C(12)-H(o)
CN-Cr13)-H8)
C(7)-Ci13)-H{Y)
HI(8)-C(13)-H(Y)
Ci7)-Cr13)-Hi 1y
H{8-CO3p-HO0)
HM-C{13)-H(10)
FITB)-C(14)-F(8B)
FITA)-C(14)-Fi6A)
FISCH-C(14)-F(RC)
FITB)-C(14)-F6B)
FI8B)-C(14)-F(6B)
FITA)RCOI4)-FI8A)
FI6A)-Ci14)-FisA)

105.3(2)
130.03)
124.5(3)
108.9(2)
125.8(2)
125.3(2)
108.7(2)
122.3(3)
129.%3)
115¢2)
112(2)
100 3)
1093y
11143)
10043}
105.6(3)
105.402)
105.8(2)
112.4(2)
112.7(2)
114.2(2)
11642}
11242}
109¢3)
114¢3)
105¢3}
100¢3)
113.7019)
11142)
107¢3)
11142)
109¢3)
105¢3)
106.605)
106.5(3)
105.9(5)
106.5(4)
105.604)
105.2(3)
103.7(3)
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FORC-C{ 14-FTC)
FituC-Cy 1 p-F(TC)
FORC O 14)-Ci8)
FITBp-CO1 45O
FiTA-Crl4-CoE)
FraBp-Ci143-Ci8)
Fie O 1 4)-Cil)
Flo - 143-C0(%)
FioBy-Ci 143-Ci8)
Fraas-Cil4)-CiR)
PO 148D
COm-Crl5)-Hil
Crd-Crl5-Hi 2y
H{D -1 0-Hi1 2y
Cr-Cr15)-HiN3)
Hil1-Ci153-Hi 1 3)
Hil2p-C155-Hi{ 13}

10K 505)
105.105)
113.2id)
1T1.603)
112.5(3)
1114030
1141033
111004
114.603)
114.403)
114.303)
10842}
11142}
10243
11142}
11743)
10 3

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
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Table 528, Anisotropic displocement parameters {AZx 10°) for sh3543. The anisotropic

displacement factor expoacnt takes the form: -2x% b a®300 &

+Xhkath=1'2)

U” |_|3! U.‘i.l ULI UI.I U’12
Nil} 241) 171} 0 oy al} LA
N2} 230 201 248013 -1 20 o1}
Bil) 252} 2K 24 oy S0} W
Fily KLY 28011 280 1) ST 81} -Bi1)
Fi2y L) 2801y 31 1K1 Bl 1y
Fid) 4501} 2101 08 2) 51} 3 1141}
Fid) 6641} B5(2) SiK 1} -16(1 351 -25(1)
Fis) 2341y 1002} 731 240 1) 1) 1)
FiA) KLY 482 KN &1} S} 131}
FiTA) EETT) 482 4K 1) 51} 3il) 1241}
FidA) 31} 42} 4K 1) H1y B} 1241}
Fi6By 36l 45(2) 40K 1) 1) afly -13(1)
FiTE) IS 4902 40k 1) 1) ey 1241}
FisBy 351} 492} 31 501y S0} -1241)
FitiC) EETIR) ANy A1) H1y aly -13(1}
FiTCH 3500 492y 40 1) Sy Al A0
Fi8C) 3l 42 31 501} S0l -13(1)
Cil) 2442} 242 2401 HDY A1 -2l
i) 24 2H2) 24(1) T A1) 241}
Cid) 20 2902 22015 T} 11 3
Cid) 2241 2N 24010 -1(1) 1} A
Ci5) 282} 1821 231) -2 -2(1) AL}
i) 2642} 19(1) 2301 21 1} 20l
Cim 2N2) 272 20K 1) ol 20l il
Cig) 2642} 32 2301 1y 1} (1)
Cid) 2142} 3623 2401 L1} 11y -2l
Cili 352} 2402y 4702 2) 1320 42
Cill 28 3N 3502) 21y 60l o1y
Cil) 32} 362 352 -1 ki) 10i2)
Cil3) 462} 232 32 01} NIy i)
Cild) LT3} 3N A -S(1) M) BN
Cils) 25(2) 3N 32) L1} 101 2}
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Table 529, Hydropen coordinates ¢ x 10%) and isotropic displacement parameters (A% 100 7
for shizd 3.

X y z Uieq)
Hil} B0 3 5300200k BR 10400 6112}
HiZ) HE30430) S430020) TITOSM) G611
Hi3} Q450040 RELCVE A5 500 Bi(14)
Hid} T0R2600 301} 22400 200 S S0 T2
Hi5} TO7P00 30 20900200 T 611D
Hifi) 6240 1630430 G50 311 43 15)
HiT} TN 200 1702419} SR 30 38y
Hig} BRI HT G020 BATO(40) S0
Hi9} kR SO0 U SR
Hi I SR S50020) A630{ 411 GT12)
Hil1p SR 4200 30 1022040} TH13)
{12y FEL T 3200200 SORDE S G612}
Hil3}) 40204 30k F600(20% 108300400 GRI12)
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Small BODIPY Probes for Combined Dual '’F MRI and

Fluorescence Imaging

Anh Minh Huynh,” Andreas Miiller,”™ Sonja M. Kessler,* Sarah Henrikus,"
Caroline Hoffmann,”' Alexandra K. Kiemer, Arno Biicker,” and Gregor Jung*"!

e R AR o T e o = g
ties "'F magnetic resanance imaging (MRI} and fluorescence
lmﬂmmh&hmﬁhwmm
cal applications. Hereln we report the first design, synthesss,
Mdmmmmmmumm
ing BODIPY dyes for dual "F MRI-fluorescence detection,
MWMhmMde
hdsmeu»yo:mluﬂymmmlmdwhwh'
ylelds, leaving Its fluorescence properties unaffected, The syn-
thesized compounds were analyzed with various technigues to
demonstrate their potential wtility in dual imaging. As expect-

Introduction

Today, imaging techniques are indispensable tools in any kind
of life science. Each method has its unique strengths and
weaknesses with varying spatial and temporal resofution limits,
so that a single imaging modality can be used with great ad-
vantage for one application, but is peorly suited for other ap-
plications, For this reason, no imaging technique can provide
all information of the object of interest; therefore, dual imag-
ing is highly desired. Dual imaging Is defined by the synergistic
combination of two orthogonal Imaging modalities which
allows combination of the inherent advantages of each imag-
ing technique. Well-known examples include various combina-
tions between positron emission tomography (PET), single
photoemission computed tomography (SPECT), fluorescence
Imaging (FU), ultrasound imaging, and magnetic resonance
Imaging (MRI)""" One of the most used combinations s dual
MRI and FLL' MRI has high spatial and temporal resolution rel-
ative to other noninvasive imaging modalities as well as deep
tissue penetration, but lacks sensitivity and specificity. In con-
trast, FLI is often used for molecular imaging, for exampie, in

[a] A M Huynh, S Henrus, C Hoffoann, G, Jung
Department of Cheméstry. Sophysical Chemistry
Soaviond University, Compas, 66123 Saarhricken (Germavny)
E-mail; g ungSmx umi-saariand de
fhl A Mulle A, Bocker
Clvvc of ragnastic and Mtenventional Radiology,
Soarkond University Medical Center, 86424 Mombuarg (Germany)
] & M Nessler A, K Kiermer
Department of Phavmacy Pharmaceuncal fology
Saaviond Unverikty, 66)23 Saarbricken (Germany)
§ Supporting information far this artice can be found under hitp
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ed, the chemically and magnetically equivalent trifluoromathyl
groups of the agents exhibited a single NMR signal. The deter-
mined longitudinal relaxation times T, and the transverse relax-

ation times T, both in the lower second range, enabled the

mmdmmmmmmwm
"F Mit-fluorescence agent was alsa successfully imaged in
am-pon-mmwmnouTMMmalmwh
Toxicological assays with human cells (primary HUVEC and
mwnwmmmmmmm
ing.

histology, due to its high sensitivity and specificity for target
detection. The disadvantage of FLI is that quantification is chal-
lenging. Moreaver, detrimental Bght scattering and absorption
restrict Its application to low tissue depth.

MAI, as one of the most important noninvasive methods, is
usually based on the H,0 proton relaxation times, which may
vary among different tissues and which can be locally acceber-
ated In the presence of contrast agents. These are often para-
magnetic metal lon complexes with the most prominent mezal
being gadolinium (Gd’ . in 2006, however, a possible link be-
tween Gd-containing contrast agents and & medical condition
called nephrogenic systemic fibrosis (NSF) was found” There-
fore, it is highly desirable to establish more abundant ions as
alternatives, such as won (Fe’")™ or manganese (Mn*")™
which might overcome these toxic effects. Another way may
be to switch the nucleus from 'H to ''F MRL The F nucleus is
also well suited for MRI, given its natural abundance of 100%,
high gyromagnetic ratio, spin of '/, and high receptivity of
0834 relative to 'H. Additionally, there Is no "F MRI back-
ground In blological systems. Hence, in the last few years nu-
merous papers about F MRI have been published.

Currently, most of the "'F MRAI agents or tracers are perfluor-
ocarbon emulsions (PFCJ, which contain a high number of co-
valently bound 'F atoms and are easily modified for further
applications.” Unfortunately, PFCs have shown several disad-
vantages such as heterogeneity, instability, multiple '°F signals,
difficult synthesls, and also accumulation or even retention
within organs for a couple of months.™” These drawbacks are
largely overcome in a second group of "F MRI tracers based
on small molecules™ The asyet-described molecules are
chemically stable, easy to synthesize, and have shown short

© 2016 Wiey-YCH Verag Gmbid s Co. XGaA, Wenheim
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residence times in mice.™' Furthermore, as a result of the low
quantity of 'F nuclei relative to ublquitous protons, these trac-
ers possess chemically and magnetically equivalent fluorine
aMoms 1o maximize the generated magnetic resonance signal.
Despite the mentioned advantages, the limitations of small-
molecule tracers are their difficult modification after completed
synthesis and low sensitivity. Furthermore, a refatively high
probe concentration relative to PFCs is still required.

A convenient way to promote F MRI s the combination
with FLI for subsequent co-localization and validation of ac-
quired images. Fluorescent dyes are easy to tether covalently
to the MAI contrast agent. Recently, FLI was shown to serve as
a powerful toal in surgery to guide the scalpel.™ An Intriguing
example i the visualization and complete removal of ovarian
cancer with the help of fluorecein-labeled folate'" Neverthe-
less, at the moment, dual "'F MRI and fluorescence agents con-
sist of nanoemulsions, nanoparticles, or amphiphiles combined
with a fluorophore """ For the combination of MRI and FLI,
a brief and compact fluorescent dye as good starting point for
derivatization is mandatory, Among the vast number of fluaro-
phores, the family of boron dipyrromethene dyes, also known
a5 BODIPY dyes, possess these properties. They show namow
emission bands, high guantum yiekds and high photostabili-
ty!' are chemically stable; and can be easily modified. Accord-
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ingly. BODIPY dyes are widely used as fluorescent switches,
laser dyes, blomolecule markers, and chemosensors.'™

On account of the recent trends, herein we describe the syn-
theses of five dual imaging probes 1-5 for "'F MRI and fluores-
cence imaging (Figure 1), The fluorescent part consists of the
weell-known tetramethyl-BODIPY scaffokd (TMBDP] which has
consistently shown very good fluorescence properties in past
apphications.'* BODIPY dyes have already been established as
dual modality agents for "F PET and FLL''™ Here, the "F MRI
part derives from ¢ cially available trifl hyt alcohol,
perfluoro-tert-butyl alcohol. pentafluorophenol, and two fur-
ther synthesized alcohols, which contain 18 or 27 "F nuclel.
Subsequently, we characterized the molecules by fluorescence
spectroscopy, ''F NMR spectroscopy, and relaxometry. We suc-
cessfully mapped different concentrations down to the lower-
milimolar range of the synthesized compounds within a 947
small-animal magnetic resonance tomograph (MAT). Finally, 3
|4,5-dimethyithiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolum bromide
(MTT] assays with human umbilical vein endothelial cells
{HUVEC) and human liver carcinoma cells (HepG2) revealed
their low toxicity, making our compounds candidates for fur-
ther in vivo experiments,

'!C\i’cr, ')Ci,’cr -
CF
>‘\o’%\o»c oxcr:

%2%%3

Figure 1,

) Seructures of the synthesmed dual Imaging tracers. bj Crysza¥ograph

ChemidedChem 2016, 11, 1-5 www.chemmedchem.org
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Results and Discussion

The synthesis of the dual imaging contrast agents follows
a simple and straightforward strategy (Table 1), In a standard
Steglich reaction, the carboxylated BODIPY 6, which was syn-
thesized according to a published method,"" reacts with five
different alcohols to form the corresponding esters. The alco-
hols 7-9 for the compounds 1-3 are commercially available,

However, the perfluorinated skohol 10 for compound 5,
which was used in other molecules for “F MRI, and which
therefore has great potential for similar applications, ™" was
synthesized as described (Scheme 1)"" The standard Steglich
condensation between alcohol 10 and BODIPY 6 tumed out to
be too unreactive, likely due to the low nucieophilicity of the
alcohol, The yields were increased from 20% to 95% with 4 re-
action varation using Sc{OTH), in addition to the reagents 4-
(dimethylaminoipyridine (DMAP) and NN -diisopropylcarbodii-
mide" Interestingly, during the synthesis of alcohol 10, a re-
markable side product was collected. After isolation, NMR anal-
ysis showed that the side product to be the benzyl- and
acetyl-protected pentaerythritol 11, which can appear during
the cleavage of the orthoacetate protection group
(Figure 2)/™ With this compound, we were able to synthesize
the acetyl-protected alcohol 12 by following the already
known synthesis pattern, The structure of the finally obtained
compound 4 was confirmed by X-ray crystallography (Fig-
ure 1b).

After the successful synthesis, we first validated the fluores-
cence properties of the compounds 1-5. As we did not
change the chromophore system, all synthesized fluorescent
dyes maintained the electronic spectra of the parent com-
pound TMBDP (4.~ 501 nm, 4.~ 513 nm; Figure 2a)"" We
therefore assume that the synthesized BODIPY dyes have the
same good optical properties as the parent BODIPY dye, ven-
fied for 4 and 5 by fluorescence microscopy with appropriate
filter combinations (Figure 2b and Supporting Information Fig-
ure S47). Afterward, we measured 'F NMR spectra to verify
their magnetic activity, As expected, the spectra of the four
compounds 1, 2, 4, and 5 showed a strong singlet from the
chemically and magnetically equivalent CF, groups and a weak

ol 4
,

&o’\f;o‘m 820
a) * b
BN N &
) 0 HO CFy
/&-o /L‘-“o
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Table 1. Synthests of dusl imaging tracers 1-3.

¢
o
2 F ;C/\Oﬂ 2 ]
F
F F
i i 3 82
F oM
F
CFy

F,C\f_,c;,
o~ Fﬁﬁ; . 4 29
FiC Ohc
oH

CF,
FiC 3 2k 5 81
F }cj\o/\co F:

H

{4} DMAP, DCC, CH,C, 0°C for 1 b, then AT 24 h: (] DMAR, ScaTh),
DIPC, CHCl, ~8'C for 1 b, then AT, 2d

quartet signal from the BF, group (Figures 53, 510, 521, and
$28). In contrast, the '""f NMR spectrum of compound 3
showed multiple weak signals from the different fluorine
atoms next to carbon and the BF, unit (Figure S17). The
BODIPY 3 mainly was synthesized to study the influence of var-
ious fluorine nuclei on MR

CF.
tr
07 CFy
MO CF)
CFy
OCI(CF3ly F;
OCICF;b
F 70
CFyh 10

2}

. -t +

OC(CFyly

Scheme 1. Synthesis of akohol 10 and 12 after reaction conditions froen Jlang and Yi'"' Reagents and conditians: al HC (0.01 wl. MeOH, AT, 38%;
by (CF,),COH, DEAD, PhP, 4 A M5, THF, 43 €. - 64-76%; ¢f AKCI,, anisole, O4.C), 0'C. - 64-85%

ChemMedChem 2016, 11, 1-5 www.chemmedchem.org

These are not the final page numbers! 22

© 2016 Whey-YCH Verdag Gmbid & Co, XKGaA, Wenheim

153



@‘-ChemPuhSoc
4 Europe
3)10- i

(=

@
T
"

(=]

o
T
A

Fluorescence infensity / a.u.
o
o

02F -
Oom rl " A
300 350 400 450 500 550 600 650 700
./ nm
b)

Figure 2.

A Excitation (Black) and emission (red) spectra of compoeend 5 ICH.CL,
100 nw). bl Fluceesconce micragraph of HepG2 <ol after incubation with
compound 4 {50 pw, green) for 1 h and subsequent fixation. Counterstain
ing of nucler was achiewved with DAM {bluel. Scale bar SO pm

Tabde 2. Esticnated relixation times for compounds 1-5.

Compound T, Is* T, [sr"
1 a8 18
2 i9 17
3 23 S
a 22 15
5 FA | 13

2] Performad in CHCL, at 30 'C, determingd with & bendviop refaxdenotor
8, 1.41 1), concentrations were In the range of 20-25 ma. |b] Could
not be fitted due to muitiple fluonne sgnals,

Because of the clear '"F NMR signals, we then determined
the longitudinal relaxation times T, and the transverse relaxa-
tion times T; with 3 1.41 T "F NMR benchtop device, The relax-
ation times of the synthesized compounds 1-5 were found to
be in the area of several seconds (Table 2) with a definite corre-
lation to the size of the fluorinated alcohol The larger the side
group, the shorter the 7, value in particulag, which is in agree-
ment with the influence of the rotational diffusion on the re-
laxation tmes. Hence, the ratio of T, 1o T, dropped from 2.7 to
1.5 for the most fluorinated compounds 4 and 5. Only T, of 3
indicates rapid dephasing and concomitant loss of an FID
signal. The decay times were higher by a factor of 10-30 in
comparison with a similar "F MR reporter™' in micelles, 3-8

ChemédedChem 2016, 11, 1-5 www.chemmedchem.org
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times higher than a nanoemulsion of a small "*f MR reporter™
and 2-3 times higher than PFC nanoparticles™ Nevertheless,
the shortest 7, values were found for the bulky compounds 4
and § with 2.2 seconds, which are still short enough for prom-
ising MRI data collection,

With knowledge about the relaxation times, the next step
was to detect compounds 1-5 at varlous concentrations In vi-
tro inside the 9471 small-animal MRT. BODIPYs 1 and 2 re-
quired concentrations of -60 to 100 mwm for clear detection,
which is only siightly diminished relative to the BF, moiety of
commercial pyrromethene 546 (Figures 57, 514, and 546}, Com-
pound 3 was spectroscopically silent, even at concentrations
higher than 100 mm. We explain this finding by the low
number of magnetically equivalent fluorine atoms and the
rapid dephasing. In contrast, BOOIPYs 4 and 5, which have 18
and 27 fluorine atoms, respectively, enabled detection of con-
centrations at 20 and 10 mwm (Figure 3a,b), These concentra.
tions are In agreement with published detection limits In this
field, which have the same or even higher number of fluorine
atoms per molecule.™ With the image of the different concen-
trations of compounds 4 and 5, it is possible to verify the line-
arity between signal-to-noise ratio (SNR} and concentration
{Figure 3¢}, which was shown in previous publications™*
Considering the voxel size of 1x1x5 mm’ and the minimal de-
tected concentration of 10 mm, the caiculated minimal fluorine
atom number required for our setup is 8x 10”7 fluorine atoms
per voxel, which is also valid for the fluorine atoms of the 8F,
unit under altered resonance conditions (see Figure 546). A key
step for further in vive applications is visualization of the syn-
thesized agents under a biological environment. As an initial
step in this direction, we injected 100 pl of a 100 mm solution
of compound 5 into the muscle of & mouse post-mortem (Fig-
ure 3d.e). We used black-light excitation for FLI, simiarly to the
successful approach in surgery™™ The red shift of the ob-
served fluorescence presumably arises from reabsorption or
aggregation.”"

For future medical or biological experiments, it is also crucial
to test the cytotoxcity of the synthesized molecules. HUVEC
solated from human vessels served as a model with utmost
relevance for the human In vivo situation™ Human HepG2 s
a model cell line frequently used for toxicity studies™” Both
cell types were used in a metabolic MTT assay, in which con-
version of the added MTT thiarolium into blue formazan
serves as readout for cell viability, The four BODIPYs 1, 2, 4,
and 5, including the precursor molecule 6, were investigated,
In the case of the uptake of the synthesized agents and the
cleavage of the ester functionality, It is important 10 know if
the decomposition product 6 is toxic. Still, the free carboxyl
group most likely inhibits cellular uptake, which is why we
used the ethanol ester 13 as a reference compound. The re-
sulting 1C,, values in HepG2 for BODIPY 6 and 13 show that
these compounds are probably toxic for these cells (Table 3).
Most interestingly, in case of the HepG2 cells, the synthesized
BODIPYS 1, 2, 4, and 5§ were found to be less toxic than the
control compounds 6 and 13 despite their cellular uptake [Fig-
ure 2b). We hypothesize that the greater steric hindrance of
the alcohols in 1 and 2 relative to 13 might decrease the ten-
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Table 3. 10, values for dusl mmagiog sgents 1. 2.4 5.6 and 13

L of 4 100 mw solution in CH,C1,). #) Overiy of 'H (grayscale) snd

BOCPY L [TTV) o

HUVEC reepl
L) 175 155
2 na. a4
R nd nd
5 nd nd
L] nd &0
13 nd 57

a) See the Supporting Information for concentration-viabiity curves

nd :no signficans toxcty was detected < 100 g

dency for thelr cheavage. The steric effect may also be inferred
from comparison with compounds 4 and 5, which possess
even more sterically demanding akcohols. However, decreased
bicavailability due to storage in lipid-rich cellular domains
must also be considered: Preliminary logP values of > 2.5 and

3 for 4 and 5, respectively, indicate pronounced hydropho-
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ompound S In OH.Cl, 2t various concentrations rangng from 10 o 100 ms, measured with al FLASH and b) RARE sequences ¢l Sonal-io-nobse
365 nm) excited fluorescence photograph of @ mouse post-mortem, injected with com

F MR {codor] images of the same mouse a panel d

bicity, which may withdraw our molecules from metabolism as
well. Hence, the BODIPYs 4 and 5 show nearly no toxicity
against HepG2 cells. A closer look at the IC,, values in HUVEC
shows that the carboxylic acid 6 is nontoxic against these cells.
This fact indicates that compound 6 is probably not absorbed
by HUVEC, whereas HepG2 cells could uptake BODIPY 6 via
anion transporters,” which would explain the toxicity of com-
pound 6 therein. Also, compounds 1 and 2 exhibit lower toxic-
ity In HUVEC than In the HepG2 cell line (Figures 35/6 and 512/
13). Moreover, the esteérs 4 and 5 did not show toxicity at any
of the concentrations tested (Figures $523/524 and S30/31), pre-
sumably for the same reasons as in HepG2 cells, Taken togeth
er, comparison of the MTT assays in HUVEC and HepG2 cells re-
vealed lower toxicity for all compounds In the prmary cells. In
summary, the dual imaging agents 4 and 5 are promising can-
didates for in vivo tests given the tolerance by kving cells
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Conclusions

To demonstrate the principle that BODIPY dyes and *F MAI are
combinable, five dual FLI/''F MRI reporters were synthesized in
this study, The fiuorescence properties of the fluorescent dyes
1-5 are typical for the BODIPY class with high intensity at low
concentrations and narrow emisslion bands. After verifying the
“F MR activity of all synthesized compounds, the concentra-
tion measurements proved that one or two CF, groups are in-
sufficient to produce a strong "'F magnetic resonance signal,
The detection limit of 8x 10" spins is best realized by a large
number of chemically and magnetically identical fluonne
atoms In the form of CF, groups, and may be undercut by an-
other order of de™ € ds 4 and 5, with six and
nine CF, groups, respectively, are decorated enough 1o pro-
duce bright MR signals at low-millimolar concentrations, Im-
provement of the signal may be obtained by optimizing the
Image acquisition, which will be described in a forthcoming
publication. It should be admitted that practical administration
in vive without local accumulation may hardly produce signals
intense enough for F MRI due to dilution, We consequently
studied the cytotoxicity at lower concentrations, which will be
met in whole-body applications. It turned out that the cytotox-
Icity of the synthesized BODIPYs 1, 2, 4, and 5 depends on the
volume of the synthesized esters, which presumably hinders
ester hydrolysis, Generally, the cytotoxicity was found to be
lower in primary HUVEC, which are closer to the in vivo situa-
tion than a cell line. We conclude that the system consisting of
BOOIPY in conjunction with highly fluorinated alcohols is suita-
ble for dual FL! and "F MRI by demonstrating that BOD®Y 5
can be seen in a mouse post-mortem, both by MRI and FLL Es-
pecially the short relaxation time T, and the low toxicity of 4
and § makes these compounds valuable starting points for
in vivo experiments with water-soluble derivatives, For future
blomedical application, we propose 4 as promising candidate,
as the remaining protected alcohol function might be exploit-
ed for binding the synthesized dual imaging agents covalently
to a target of interest, thus decreasing ubiquitous background
fluorescence from unbound dye™ In addition, the hydrolytic
stability and other pharmacologically relevant parameters must
be studied In greater detall before similar compounds can be
transferred to live-animal models. Finally, even further expan-
sion 1o triple ¢ - by combination with "*F PET be-
comes feasible,"*

Experimental Section

General: Reagents and solvents were used as purchased from
Sigma-Aldrich, Merck, Acros Organics, and Carbolution Chemicals.

CHEML( CHEM
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the chemical shifts recorded as & values in ppm. Multiplicities are
denaoted as follows: s~ singlet, d - doublet, t~ triplet, sxt - sextu-
plet, m « multiplet,

UV/Vis and fluorescence spectroscopy: Absorption specira were
recorded using a commercial spectrophotometer {Jasco, V6501,
and ﬂumﬂcm:n emission and excitation spectra were obtained
with a | spectrofiuon {Jasco, FP-6500) at microma-
lar concentrations, l not stated otherwise.

Fls mic : For fluorescence microscopy 250000
cells per well were snded on glass coverslips in a 24-well format,
Cells were incubated with the respective dye at a concentration of
50 pw for 1 h. After washing twice with PBS, cefis were fixed for
15 min with 4% P8S-buffered formalin and counterstained with
DAPI (2 pgmL " in PBS) for 10 mén. Coverslips were mounted using
Fluorsave™ mounting medium (Merck Millipore), Images were ob-
tained and analyzed with an Ao Obsarver Z1 epiflucrescence mi-
croscope  (Zeiss; DAPY imaging: 4 ~335-383nm, A ~420-
470 nm; FITC imaging: 4, = 455-495 nm, 4,,, = 505-555 nm).

MTT assays: MTT [3-(4,5-cdimethyltheazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoll-
um bromide] assays were parformed as proviously described. ™ Pri-
mary human umbilical vein cells {HUVEC) were isolated from um-
biical cords by digestion with 0.01% collsgenase A solution
(Roche) and grown in ECGM with supplement mix Promocell] con-
taining penicillin (100 UmL '), streptomycin (100 pgmL '), kanamy-
on (50 pgmL '), and 10% FCS (Sigma). Umbilical cords were ob-
tained with the consent of patients (permission by the local athics
committee). For experiments, cells were used at passage3 or
477 HUVEC or HepG2 celis were seeded at a density of 20000 or
10000 cells per well, respectively. Cells were Incubated with the
tested compounds for 24 h prior to MTT assay. Compounds were
dissolved in OMSO and used at the following concentrations: 1, 10,
20, 40, 50, and 100 pw, DMSO served as sofvent control, The IC,,
values were extrapolsted from the resufting concentration-viability
Curves,

Relaxometry: The relaxation times were measured with a benchtop
device by fruker (Minispec mqéd, 60 MHz, 141 T). The longaudinal
relaxation times 7, were recorded with the inversion recovery se-
quence, and the transverse relaxation times T, with the Car-Pur-
cell-Metboom-Gill (CPMG) sequence.

" and "H MRI: In vitro and ex vivo magnetic resanance imaging
(MRI} was pedormed with &4 94T MRl anemal scanner (Biospec
Avance I194/20: Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Germanyl with
a maximum field strength of 675 mTm ', bnear inductive rise time
of 130 s, and maximum slew rate of 4673 mTm ‘s’ [BGA12S gra-
dient system; Sruker Biospin GmbH, Ettlingen, Germanyl, run with
ParaVision 5.1 (Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Germany). Meas-
urements were conducted with & linear MRI transceiver tunable
both for "'F and 'H, designed for imaging of rat whole body, with
an Inner diameter of 72 mm, For both In vitro and ex vivo Imaging,
'H MRI with fast low angle shot (FLASH) sequences was used for

of samples in the et and for 1%~ and 2™-order

The solvents used were dried using common kb y method!
All air-sensitive reactions were carried out under an argon atmaos-
phere. Analytical thin-layer chromatagraphy {TLC) was performed
on Sica Gel 60 on PET-Fods by Fluka Analytiks. Column chroma-
tography was performed on a silica gel 60 (63-260 pm),

NMR spectroscopy: ‘M, F. and "CNMA spectra were recorded
with a Bruker Avence 2 spectrometer (400, 376 or 100 MHZ) at am-
bient temp e with ref & 10 TMS or solvent standard with

ChemidedChem 2016, 11, 1-5 www.chemmedchem.org

shimming, based on previously mocded field maps (ParaVision 5.1,
mactoe MAPSHIM In the ex vivo expedments, additional 'H MR
images were recorded with a rapid acquisition relaxation enhanced
(RARE} sequence. for demonstration of animal morphology and
image fusion with "'F MRI data. F basic frequency, reference pulse
gain, and receiver gain were set manually employing MR spectros-
copy pulse programs and TopSpin 2.0PV software (Bruker Biospin
GmbH, Etthngen, Gemnanyl. "'F MRl was perdormed with FLASH

© 2016 Whey-YCH Verlag Gmbid & Co, XGaA, Wenheim
KK These are not the final page numbers!
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Table 4. Sequence type and settings wsed foe ' and °F AVL<

Sequerce Use FOV [(mm)™ MTX (vanels™ TR [msf* TE tms}™ NA' ST [men|™ Duration

'H RARE ox vivo 48x32 480x320 16473 a 8 1 12minits
P nwtro 6% 32 GAx 312
“F FLASH oo 18x32 48x32 000 17 32 5 17 min 44
- n vitro 64 x 12 eAx) :

T RARE P 48%32 48x32 2400 1269 128 5 Smin7s

if] Number of acousitions. (g] Shce thickness.

{2l 8,947 in CHLI, at room temperature; concentation as wcdicated in Figure 3. 1b] Fiedd of view. lc) Matrix s2e. [d] Repetiton time. [¢) Echo tme.

and RARE sequences optimized for high signal-to-noise ratio and
scan times reasonable for in vwo imaging. Sequence details are
summarzed in Table 4, For characterization by MAI, compound §
was dissolved in CH,Cl, at 10, 20, 50, and 100 mm. For each con-
centration, & volume of 500 pl in & standard plastic reaction vial
was placed in the magnet and submitted to MRI as described. De-
tectability in animals was tested n three mice saaificed before-
hand by CO, inhalation, by Intramuscular Injection of 100 pk of the
100 mwm dilution that had been tested before in the in vitro exami-
nation, and subsequent MRL

Syntheses

General procedure A: BODIPY carboxylic acid and DMA?
(1.0 equiv) were dissolved in CH,C); and cooled to 0°C. After stir-
ring foe 10 min, DCC (1.0 equiv) was added and stiered for an addi-
tional 1 h Then the alcohol {1.0 equiv) was added and the reaction
mixture was allowed to warm 10 room temperature, After stirming
far 24 h, the obtalned suspension was filtered over a small silica
gel layere (3 cm). The layer was washed with CH.Cl, and the filtrate
wias evaporated under reduced pressure. The received crude prod-
uct was purified by flash chromatography with silica,

General procedure B: Akohol, BOD®Y 6 {(30equiv, DMAP
(3.3 equiv), and SciOTH), (06 equiv) were dissolved in CH.CI, and
stirred for 30 min at ~8°C After adding DIPC (32 equiv), the reac-
tion mixture was stired 30 min &t -8 C and an additional 2 d at
room temperature. The obtained suspension was fétered over
a small siica gel layer (3 cm). After washing the layer with CHCI,
the filtrate was washed with HCl (0.1 m, 2x), diluted Na.CO; solu-
tion (2x) and distilled water. The organic phase was then dried
over Na, SO, and the solvent was removed under reduced pres-
sure. The obtained crude product was purified by Si0, flash chro-
matography.

BODIPY 1 was synthesized according to general procedure A, The
crude product was purfied by column chromatagraphy (silica ged,
petroleum ether [PEVCH,CI, 2:1, B=0.10) 1o give a red solid
[0.11 g, 027 mmol, yleld 91%). 'HNMR {CDCI): 4=599 (s, 2H),
442 g, 2K, "L, =828 Hz), 2.94 (m, 2H), 253 (t, 2H, ", =728 Hz),
244 (s, 6H), 2.34 (s, 6HI, 1.92 ppm {m, 2HI; "C NMR (CDCLL & =
1709, 1543, 14284, 1403, 1314, 1219, 606, 335, 272, 264, 163,
144 ppm; "F NMA (CDCL): &= ~7027 (s, 3F, CFl, ~146.72 ppm
[, 2F, BF,); HAMS {ES8: caled for €,H,BFN,O, [M+H) 417.1773,
found 417.1768,

BODIPY 2 was synthesized according to general procedure A, The
crude product was purified by column chromatography (sifica gel
PE/CH,CI, 2:1, B =0.22) to give a red solid {0.11 g, 0.27 mmel, yield
91%). 'H NMR (COCLY: 4=6.00 (s, 2H), 5.71 (s, 1H, "A,, =6.02 Hz),

ChemidedChem 2016, 11, 1-5 www.chemmedchem.org
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296 (m, 2H), 263 (1, 2H, 4., =7.28 H2), 245 (5, 6H), 234 (s, 6H),
1.94 ppm (m, 2H} VC NMR (COCL) 3~169.5, 154.5, 1439, 140.3,
1314, 1220, 60.6, 331, 211, 262, 163, 145 ppm; "'F NMR (CDCI,);
A ~7325 (s, 6F, CFy), -146.58 ppen (m, 2F, BF.); HRMS (ESIX: caled
for CyyHyBFN,0, [M+ H] 484.1647, found 485.1642,

BODIPY 3 was synthesized according to general procedure A The
cude product was purified by column chromatography (silica gel,
PE/CHCI, 2:1, R~ 0.19) to give a red solid (0.13 g, 0.25 mmal, yield
82%) 'HNMR (CDCLYx A=599 (s 2H), 3.01 (m, 2H}, 2.78 (¢, 2H,
hn=703 Hz), 244 (s, 6H), 235 (s, 6H), 200ppm (m, 2H);
UCNMR (COC),) 4= 1876, 1686, 1545, 1440, 1403, 13456 1314,
1282 1219, 128, 33,1, 27.1, 263, 163, 14,5 ppm; ''F NMR (CDCL):
A= 14558 (m, 2F, BF}, ~152,71 (m, 2F), ~157.57 (t 1F, Yy =
21.80), 16203 ppm {m, 2F); HRMS (ESI: caled for C,,M.BF,N,0,
M+ H] 501.1584, found 501.1580.

BODIPY 4 was synthesized according 1o general procedure 8 The
cude product was purified by column chramatography (silica gel,
PE/EIOAC 7:3, R, ~ 0.55) to give a red solid (0.13 g, 0,14 mmal, yield
99%). 'HNMR (CDCL): 4« 6.07 (5. 2H], 4.12 (s, 2H), 4.09 {s, 6H),
3.02 (m, 2H), 253 (s, 6H), 251 (. 2H, 'L, = 7.28 Hz), 243 (s, 6H),
2,07 (s, 3H), 1.95 ppm (m, 2H); “CNMA (COCLE 0=1713, 169.7,
1540, 144.2, 1400, 1311, 1215, 121.2, 1183, 65.7, 604, 60.2, 43.7,
332, 26,0, 200, 159, 14.1 ppm; "F NMR (COCL) = -70.27 {5, 18F,
CF)), ~146.72 ppm (g, 2F. BF,}; MRMS [ESI): cakd for Co4,8F,,N,0,
IM—H] 929.1878, found 929.1873.

BODIPY 5 was synthesized according to general procedure B The
crude product was purified by column chromatography (silica gel,
PEEWOAC 8:2, R~031 [PEEE, 9:1)) to give a red solid {0.25g,
0.23 mmol, yield 82%). 'HNMR (CDCLY: &« 607 (s, 2H), 4.10 (s,
2Hl, 406 (s, 6H), 3.00 (m, 2H}, 2.53 (5, 6H), 250 (1, 2H, 'S, =
7.28 Hz), 242 (s, 6H), 1.96 ppm (m, 2H}; “C NMR (COChk d=1713,
1544, 1445, 1403, 1219, 1215 1186 649, 598, 453, 333, 272,
263, 161, 145 ppm; "FNMR (CDCLY A= -7037 (s, 27F. CF),
~146.55 ppm (q. 2F, BF;); MAMS {ESN: caled for C M 8F, N0,
{4 -H] 1105.1550, found 1105.1544.

Alcohol 11 was synthesized according to published reaction condi-
tions {yleld 57%1"" 'H NMR {CDCL): &+ 7.30-7.19 (m, 5HI, 444 (5,
2H], 413 (s, 2H), 262-3.53 {m, 4H), 3.41 {5, 2H), 1.99 ppm (s, 3M);
“CNMR (COCL): &= 1718, 137.7, 1285, 1279, 1276, 737, 711,
63.7, 632, 449, 208 ppm; HAMS {ESI): caled for CH,,0, IM—H]
2671232, found 267.1227.

Alkohol 12 was synthesized according to published reaction condi-
tions (yield 36% over two stepsh™ THNMR (CDCL): & 4,15 (5,
2H), 4.09 (s, 4H], 359 (s, 2H), 2.10 {s, 3H); "'C NMR (CDCL): d =
171.1, 1216, 1187, 66.5, 61.1, 59.7, 458, 204 ppm; "F NMAR {CDCI,):
A =-7038 ppm (s)

7 © 2016 Wiey-YOH Verag Gmbid & Co. XGaA, Wenheim
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BODIPY 13 was synthesized according to general procedure A The
crude product was purified by column chromategraphy (silica gel,
PE/EtOAc 8:2, R, =071 (PE/EE, 8:2]) to give a red solid (0.10g,
0.28 mmol, yield 95%). "H NMR (COCI,): 4=598 (s, 2H), 4.09 (q,
2H), 2.92 (m, 2H), 244 (s, 6H), 24) (L 2H, 'S, =7.28 H2), 235 {5,
6H), 187 (m, 2H), 121 ppm (1, 3HI: "CNMR {CDCL): d=1726,
1542, 1451, 1404, 1315, 1217, 80.7, 344, 297, 27.5, 288, 164
142 ppm; ""F NMR (CDCL): 4~ - 146,58 ppm {q. BF,); HAMS (ESI):
caled for C, M, 8F NO, M+ H] 3632055, found 363.2052
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Caontent:

{1} crystallography

(2) compound 1 (Figure 51 - 57)

{3}  compound 2 (Figura SB— 514}
(4) compound 3 (Figure 515 - 518)
(5) compound 4 (Figure 319 — 525)
(&) compeund 5 (Figure 526 - 531)
{7 compeund 6 (Figure 532 — 533)
(8) campeund 11 (Figure 534 - 538)
(9) compeund 12 (Figure 537 — 539)
{10)  compound 13 (Figure S40 - 545)
{11} ""F-MRI of Pyrromethens S46compound 13 (Figure S46)

{12)  flugrescence microscopy of compounds 4 and 5 (Figure 347)
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X- D

The data were collected on a BrukerAXS X8Apex CCD diffractometer operating with graphite-
monochromatized Mo Ka radiation. Frames of 0.5° oscillation were exposed; deriving data in the 8
range of 2 to 28° with a completeness of ~98%. Structure solution and full least-sguares refinement

with anisotropic thermal parameters of all non-hydrogen aloms were performed using SHELX!",

Crystallographic data has been deposited with the Cambridge Crystallographic Data Center, CCDC,
12 Union Road, Cambridge CB21EZ, UK. Copies of the data can be obtained free of charge on
quoting the depository number CCDC 1441235 (www.ccde cam.ac.ul/data request/cif),

[11  G.M.Sheldrick, Acta Cryst. 2008, A64, 112-122.

161



Compound 1:

v

oM

;m

o

(3]

w

" e
b
s

mm

]
o

s " s L1 o0 " . “ 4 1 " £ 2 AL AL ns a

Figure S1, "H-NMR spectrum of compound 1.
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Figure 52, “C-NMR spectrum of compound 1
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Figure 55, Results of the HUWVEC MTT assay of compound 1.
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Figure 56. Results of the HepG2 MTT assay of compound 1.
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Figure 57. ""F-MAI of compound 1 in CH,Cl, at different concentrations
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Figure 512, Results of the HUVEC MTT assay for compound 2.
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Figure 513, Results of the HepG2 MTT assay for compound 2.
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Figure 514, ""F-MRI of compound 2 in CH,Cl, at different concentrations
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Figure 516. “'C-NMR spectrum of compound 3.
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Figure 524, Results of the HepG2 MTT assay of compound 4.

100

174



Figure 525. ' F-MRI of compound 4 in CH,Cl, at different concentrations {left: FLASH with To/T; = 5000.0/1.9 ms; right: RARE
with To/7; = 5000.0/89.9 ms)
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Figure 531, Results of the HepG2 MTT assay of compound 5.
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Figure 532, Results of the HUVEC MTT assay of compaund 6.
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Fragmentation patterns of boron-dipyrromethene (BODIPY) dyes
by electrospray ionization high-resolution tandem mass spectrometry

Yulin Qi", Timon Geib', Anh-Minh Huynh?, Gregor Jung® and Dietrich A. Volmer'*

'Institute of Bioanalytical Chemistry, Saarland University, 66123 Saarbriicken, Germany
“Biophysical Chemistry, Saarland University, 66123 Saarbriicken, Germany

RATIONALE: 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene derivatives (BODIPYs) are fluorescent organic dyes that are
widely used as non-radioactive labels in biological analyses. The fragmentation behaviour of ten structurally related
BODIPYs was studied using tandem mass spectrometry (MS/MS), to support the structural elucidation process during
synthesis,

METHODS: The BODIPYs were investigated by electrospray ionization (ESI-MS/MS, utilizing collision-induced
dissociation (CID) data from triple quadrupole MS and high-resolution, accurate mass CID data from Fourier transform
ion cyclotron resonance (FTICR) experiments.

RESULTS: Unusual radical molecular cations ([M]*") were formed directly during the ESI process. These radical species
dissociated into a large range of product ions during the subsequent CID experiments, Superimposed dissociations
originating from parallel [M]"® and [M+H|" decompositions significantly complicated the interpretation of the
MS/MS spectra,

CONCLUSIONS: Detailed dissociation mechanisms were proposed in this study for BODIPY dyes. The elemental
formulae of CID product ions were unambiguously assigned using FTICR-MS and unique fragment ions were
discovered for the rapid identification of methyl, ethyl, butyl, tfert-butyl, and pheny! substituents of individual dyes in
BODIPY synthesis mixtures by low-resolution MS. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

Modern optical imaging techniques enable the visualization of
biological systems down to cellular’? or even single
molecular™  level. For these high-resolution  imaging
experiments, the availability of suitable molecular probes for
labelling the subject of interest is a limiting factor, because
living tissue is only transparent at wavelengths =800 nm and
only few chemical probes emit at this long wavelength range.
To view subjects on a microscopic scale, advanced fluorescent
dyes are therefore required for labelling.™ Among the different
chemical compound classes useful for fluorescent applications,
4 A-difluoro4-bora-3q,4e-diaza-s-indacenes  (also known as
difluoroboron dipyrromethenes, BODIPYs)'™ 7 have exhibited
significant potential, including ars’rlicminns as chromogenic
probes ! drug delivery agents,” cation sensors,"" laser
dyes,"" and fluorescent switches ™!

The basic structure of BODIPYs consists of two pyrrole
moieties linked vir a sp™hybridized carbon atom. Twisting
of the pyrrole moieties is inhibited by a doubly fluorinated
boron atom, which is coordinated by the nitrogen atoms of
the heterocycle (Table 1). Due to the rigidity of the formed
tricyclic structure, BODIPY compounds exhibit similar
fluorescence properties to fluorescein derivatives, but are
superior in terms of photo-stability.!*! Moreover, BODIPY

Lo ]

* Correspondence to: D. A. Volmer, Institute of Bioanalytical
Chemistry, Saartand University, 66123 Saarbriicken, Germany.
E-mail: Dietrich. Volmer@mx.uni-saarland.de

dyes are neutral and largely insensitive to pH; they are
therefore often preferred for many labelling purposes.

Today, several synthesis routes have been developed for
producing the core compound and its derivatives, which are
mostly based on condensation of two pyrroles with a
functionalized carbon atom, and subsequent complexation
by boron trifluoride.'"!! Therefore, symmetric or asymmetric
dyes can be generated depending on the employed
nitrogen-bearing heterocycle. The structure of the compounds
can be further expanded by substitution reactions at the core
molecule.™! Here, exocyclic double bonds can be formed,
which turn the BODIPYs formally into analogues of stilbene
compounds. Most interestingly, these exocyclic, unsaturated
bonds can serve as targets for oxidizing species. For example,
the action of reactive oxygen species (ROS) was deciphered
by back-conversion of a red-fluorescent, commercial hipid
probe into yellow and green fluorescent products"™ The
ratiometric character of such probes makes them ideal
analytical tools for microscopic applications utilizing the high
sensitivity of fluorescence detection.

In recent years, heterogeneous catalyst epoxidations have
risen strongly in popularity!"™ A specific feature of these
reactions, in particular in the homogeneous phase, is the
presence of a co-agent in large excess, The concentrations of
the substrate molecules in the micromolar range are required
for detection by fluorescence spectroscopy!”* Low-
abundance products are formed during synthesis, however,
which are not always easily detected. For example, in a
previous study one of us observed that an orange BODIPY

Rapid Commnin. Mass Spectrom. 2015, 29, 885-890

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

190

c88



@ Mb
I¥ass Spectroenetry

Y. L. Qietal

6. Bodipy 567

7. Bodipy 597

8. Bodipy 380

9. para-Methoxy-
styryl

10, Styryl

bl 1. Clienaal, srochwes axd foomlee o the
Compound Structure Formula
1. GG6 CysHy BFaN,
8
SR
oSNNI
FF 3
2 GG2 \ / Cy3H,5BF:N;
g‘.;f’\r’
=NENY
3. GG3 CrHy BF:N;
=N.2_N 4
i
4. Mipy 650 C'N ; C",i'l]“BF:NJ
~ /
ZN.2.N-Z
2
& Bﬂdlp)‘ 546 C|,|H|7BF1N2

CsHzsBF;N;

/ CaaHy3BFN,

.|l \(kr// C:zHuBF:N)
" 4 ==
'9"_<1,=‘N.':',N- 18
A A A

C|0H]7BF3N1(7

CisH1sBEN,

dye was not converted into a diol by OsO,"""! Unfortunately,
the limited stability of the fluorescent product as well as side
products prevented its isolation in large enough quantities to
enable nuclear magnetic resonance (NMR) characterization.
Similar challenges occurred when the action of ROS was
studied by the above mentioned ratiometric probes; the high
cost of the commercial labelling molecules did not allow the
generation of sufficient amounts of product for reliable
structural elucidation. As a result, researchers switched to
mass spectrometry (MS) for characterization purposes.'' !

High-resolution mass spectrometry (HRMS) is a powerful
method for determining elemental compaositions from measured
accurate masses. In addition, structural information  can
be deduced from tandem mass spectrometry (MS/MS)
experiments. Among the various MS/MS techniques, collision-
induced dissociation (CID) s most commonly applied today; it
is readily applicable to small, singly charged compounds.=!
For example, CID has been widely applied to study porphyrin-
type compounds and their metal complexes™ > In those
studies, unusual radical molecular cations ([M]**) were reported
along with the protonated molecules ([M+H]") formed by
electrospray ionization (ESD*** Odd-electron fragmentation
reactions originating from the radical molecular ions made
the structural elucidation process very complicated for these
molecules using the implemented low-resolution ion trap
mass spectrometer,

In the present work, several BODIPY dyes were
investigated, exhibiting chemical structures that are somewhat
similar to porphyrins, Until today, only very few studies have
focused on the MS5/MS behaviour of BODIPY dyes. Most of
these investigations have applied CID to the analysis of
commercial BODIPYs as well as structural characterization of
labelled ROS products™*!! However, due to the insufficient
mass resolving power of the ion trap mass spectrometer used
in those studies, only product ions from side-chain losses were
identified; superimposed fragmentation reactions from parallel
[M]'* and [M+H]" species were never reported. Here, both
triple quadrupole and Fourier transform ion cyclotron
resonance (FTICR) mass spectrometry were applied to study
the CID fragmentation pattems of ten BODIPY dyes (Table 1).
The different dyes consisted of a common core structure, but
different alkyl and aryl substituents. The product ions of the
precursors  were unambiguously  determined and  typical
fragmentation pathways of different substituent groups were
propased and classified.

EXPERIMENTAL

BODIPY dyes

The fluorescent dyes pyrromethene 650 (4), pyrromethene
567 (6), pyrromethene 597 (7) and pyrromethene 580 (8), also
referred in the following as BODIPY 650 etc., were purchased
from Radiant Dyes (Wermelskirchen, Germany) and used
without further purification. BODIPY dyes 1, 9 and 10 were
synthesized according to existing procedures” ! The
methylated compounds 2, 3 and 5 were produced as
described previously,'**! Methanol and formic acid were
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
Organic-free water was generated by a Direct-Q8 purification
system (Millipore, Bedford, MA, USA).

wilevonlinelibrary.com/journal /rem

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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Characterization of BODIPY dves

High-resolution FTICR mass spectrometry

Samples were analyzed by ESI-FTICRMS on a Bruker
(Bremen, Germany) solariX 7 Tesla instrument equipped with
an Infinity Cell™ Sixteen individual transients were
collected and co-added for each spectrum to enhance the
signal-to-noise (S/N).™! In quadrupole MS/MS mode,
precursor ions were isolated first in the quadrupaole with a
6u wide isolation window (to include all isotopic peaks and
radical precursors), externally accumulated in the hexapole
for 0.1-05s, and 5-50eV collision encrgy was applied for
CID. The acquired spectra were processed using Bruker Data
Analysis 40 software. Peak assignment was based on
matching both theoretical mass and isotopic patterns,

Low-resolution triple quadrupole mass spectrometry

Samples were analyzed by ESI on an API 5500 QTRAP
quadrupole-linear ion trap (QqLIT) mass spectrometer (AB
Sciex, Concord, ON, Canada). MS/MS analyses were carried
out using the Turbo-V ESI source at +5.5kV potential, with
the heat injectors turned off, Nitrogen was used as the curtain
gas at 18 psi pressure, nebulizer gas (GS1) at 30 psi pressure
and auxiliary gas (GS2) at 10 psi pressure; the declustering
potential (DP) was set to 80V, and the entrance potential
(EO) to 10V. Samples were infused using the built-in syringe
pump of the QqLIT at a flow rate of 5L -min”', The highest
isotopic peak was isolated for all BODIPYs. CID was
performed at collision energes between 5 and 120eV, Peak
assignment was based on the results obtained from the FTICR
accurate mass measurements.

RESULTS AND DISCUSSION

Radical molecular ions versus protonated molecules

The nvestigated BODIPY dyes were ionized using regular
ESI conditions at a nebulizing gas temperature of 200°C,
giving intact molecule-related ions for all investigated
compounds, However, a closer look at the mass spectra
revealed that the isotope patterns of the precursor ion species
did not match the theoretical simulations, Enlargement of the
high-resolution data from FTICR of the protonated molecule
region demonstrated that in fact a combination of [M+H]'
protonated molecules and [M]** radical molecular ions (Fig. 1)
were produced. Generation of radical cations was not initially
expected for the investigated compounds; [M]'* ions are
usually formed by electron ionization (EI), but have also been
observed in high-energy CID,*! jon-electron  dissociation
techniques,™ or desorption/ionization techniques such as
fast atom bombardment (FAB)!* We speculate that the
electron-loss oxidation process seen here occurred during the
ESI process, although it has been shown for large polynuclear
aromatic systems that [M]"* ions were also formed by
unimolecular decomposition of [M+H]" jons.™ Although
molecular ions are not commonly observed in ESI experiments,
they have been reported before, for example, for porphyrin
compounds and their metal complexes, ™! Van Berkel ef al.
revealed in a detailed investigation that clectrochemical
oxidation at the metal/solution interface of the ESI needle
was responsible for the radical molecular ion species of
porphyrins ™ Importantly, the basic structure of the BODIPY
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Figure 1. FTICR product ion spectrum of BODIPY 10
precursor ions: [M+H]" and [M]'" (top) and simulations of
their isotope patterns (middle + bottom). Note: the spectrum
was recorded in narrowband mede to achieve an average
mass-resolving power >750,000,

compounds investigated here comprised one half of a
porphyrin backbone, with the pyrrole nitrogen atoms saturated
by a difluoroboron group (Table 1). As a result of the partial
positive charge of the pyrmole nitogens (Table 1), the nitrogen
atom will probably exhibit reduced proton affinity in the
BODIPY dye compared with regular pyrroles. Generation of
molecular ions vin electran transfer was therefore expected to
become more favourable during ESI, explaining the parallel
formation of radical molecular cations.

In recent vears, ion-electron dissociation techniques have
been increasingly applied to study the structure of small
molecules, as activation of radical fons usually leads to
extensive  cleavages and  provides more  structural
information™ 1 However, due to the extremely low
fragmentation efficiency compared with CID, ion-electron
dissociation techniques are not commonly applied in routine
structural elucidation experiments. In our experiments, the
radical species of BODIPYs were formed directly by ESI;
however, subsequent CID experiments of these species were
expected to give extensive fragmentation at high intensities
from both electronic and vibrational double excitation
mechanisms,

CID of protonated molecules (IM+H]")

Initially, low-energy CID was performed in the collision cell
of a low-resolution quadrupole instrument. As shown in
Fig. 1, the most abundant natural isotopes of BODIPYs
are *C, 'H, "F, "N, and the heavier ''B isotope for boron
(ratio ""B/"'B, ~1/4). Activation of isotopic species in the
m/= range of 307-311 would have therefore led to serious
problems with isobaric signal interferences. For example,
the ion at m/z 308 (Fig. 1) comprises the C;5H;,BF;N; ion
of the protonated molecule and the CysHys''BFaN; ion of
the radical cation. The same issues are seen for the ions at
m/z 309 and 310, As a result, low-resolution quadrupole
MS was not able to resolve the isotopic peaks arising from
[M+H]" and [M]'". Moreover, the serial losses of He from
the active radical 1on would have further been complicated
by the "'B/"'B isotope contributions described above. To
circumvent these problems, the "'C species (M+2) of the
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protonated molecule were chosen for isolation for all BODIPYs.
For example, the ions at myz 309 in Fig, 1 only consisted of the
major signal of C,sH,,""BF;Na (IM+H]" ion) plus a very small
contribution from C;5"C,H,5""BF,N, ([M]™"),

The partial positive charge was expected to reduce the
basicity of nitrogen atoms; therefore, proton attachment was
postulated to occur at the periphery of the aromatic ring
system (Scheme 1). The CID spectra of all the protonated
BODIPYs exhibited the most abundant product ion as a result
of the neutral loss of HF ([M+H-HF]', Fig. 2), except for
BODIPY 597. The neutral loss of 20 Da can be conveniently
used to specifically identify BODIPY-related ions from
complex matrices, Elimination of vianal H atoms and
heteroatoms were the next favourable processes. Losses of
*(CH; from [M+H]" were also observed for most BODIPYs
with low abundances (except for BODIPY GG6, which does
not possess methyl groups) as elimination of the 15 Da radical
is generally not a favoured process according to the even-
clectron rule, On the other hand, a series of losses of ¢CH,
from [M+H-HF]" was seen at higher CID energies. Further
increasing the CID energy shifted the product ions to lower
m/=z regions as the core structure of BODIPYs started to break

\

\"‘ -
L]

g
'

Al
/_il"‘r.’“:t&?/

o

\

oM.

I K

Scheme 1. Proposed protonation reaction and subsequent
loss of the C;Hs" radical for BODIPY 567.
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Figure 2. CID spectra of protonated BODIPY 546 and styryl
obtained on the triple quadrupole instrument.

up; a series of secondary H losses was detected for all
product ions along with subsequent fragmentation reactions
induced by radical rearrangements (Fig. 3, bottom),
Unfortunately, due to the low resolving power of the
quadrupole instrument, it was not possible to  fully
characterize all the product ions observed in the triple
quadrupole CID spectra.

In addition to the general losses of HF and *CH;, BODIPY
567, 580, and 597 exhibited several other major product ions
originating from their larger alkyl substituents. For example,
BODIPY 567 gave intense signals at m/z 290 and 275 from
losses of *C,Hy, followed by *CH. (Fig. 3). Interestingly,
these two product jons resulted from ejecting odd-electron
species, which is again not preferred according to the even-
electron rule. Exceptions to this rule have been observed
previously in low-energy CID experiments, however, for
molecules  containing  aromatic  rings  or  conjugated
structures.™ ' Here, the conjugated BODIPY was probably
the reason for the initial loss of *CyHs, and this loss of 29
Da can be used to quickly screen for ethylsubstituted
BODIPYs from complex matrices (Scheme 1). Similar types
of alkyl losses occurred in BODIPY 580 and 597, and these
will be discussed in the following section.

CID of molecular ions (IM]™")

Radical molecular 1ons are more prone to decomposition than
the corresponding protonated species of the same molecule.
The concurrent formation of both [M]™* and [M+H]
precursor ions with their individual dissociation patterns
resulted in very complex CID spectra of BODIPYs in our
experiments, which made distinguishing the two separate
pathways very complicated. CID of the radical precursor
species was therefore studied by FTICRMS, where the [M]**
and the [M+H]" species were isolated together for subsequent
ion activation,

BODIPY 567 Gyl
CID 35 eV e,
; -;cu,
! M+H
)
Ll ] ‘

CID 100 eV

100 200 300 m/z

Figure 3. CID spectra of BODIPY 567 [M+H]" ion obtained
on the triple quadrupole instrument.
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Because of the reactive nature of the radicals, extensive
product jon distributions were observed; detailed assignments
from accurate mass measurements of the peaks are summarized
in Supplementary Table S1 (see Supporting Information). Most
of these product ions originated from spedies already seen in
the low-resolution quadrupole experiments described above.
In particular, a series of parallel H* losses occurred from several
nth generation precursor speces, thus complicating MS/MS
spectral interpretations significantly. A noteworthy observation
was of ions corresponding to extensive losses of alkyl fragments
from BODIPY 597, in particular the Joss of methyl to vield m/z
359, The same dissociation was not seen in the CID spectrum
of the isomeric BODIPY 580, which contaned t-butyl rather
than n-butyl groups (Fig. 4). Even more surprising was the
almost complete absence of the ‘universal’ characteristic loss
of HF from BODIPY 597, By comparison with the low-
resolution CID data of the protonated molecule, it was found
that ni/z 359 actually onginated from the radical precursor ion,
which should therefore be designated [M-CHa]" rather than
[M+H-CH,J', corresponding to radical loss of methyl from
the n-butyl chain. The quaternary carbon of the f-butyl group
of BODIPY 580 stabilized the methyl group, which made the
same cleavage unfavourable. This phenomenon was also
confirmed by comparing the precursor ions of BODIPY 580
and 597 (Fig, 4). After isolating the precursor ion species, the
[M+H]" ions dominated for BODIPY 580, which was then
followed by the universal HF Joss. On the other hand, the
BODIPY 597 precursor ions were very reactive: [M+H]'
degraded prior to CID ion activation, and intense [M-H]'
and [M]*" signals were observed. For this reason, radical-
induced fragmentations were probably more favourable than
the conventional loss of HE The above fragmentation
behaviours show interesting features of the BODIPY isomers.
The [M-CH;|" ions were also formed by other methyl- or
ethyl-substituted BODIPYs, but the signals were barely above
noise Jevels, Therefore, the intense signal of this product ion
(Fig. 4) can be readily used to confirm the existence of butyl
substituents,

Isolation BODIPY 580 M+H
CIDO eV CiD 25 eV 47
MW,
PR ) [T U [ l
e e -/t l
Isolation BODIPY 597
CiDO eV CID 25 eV
| won,
Hl=ali=1t=_l=—_]1
: 74 me -/ l
A A a lA AL b b LA
150 250 350 m/fz

Figure 4, CID spectra of BODIPY 580 and 597 obtained from
FTICR experiments showing very different product ion
distributions for the two isomers; detailed peak assignments
are summarized in £ ‘mprlemenmrv Table 51 (see Supporting
Information). Inset: isolation of the precursor ions prior to
ion activation by CID.

BODIPY GG6, pari-methoxystyryl, and styryl possess a
phenyl group, which was different from the other alkyl-
substituted BODIPYs, but they lack the methyl group next
to the pyrrole nitrogen atoms. Their major fragmentation
pathways still involved the primary loss of HF and methyl
groups. The first observation is noteworthy as it was
hypothesized in the seminal work by Treibs and Kreuzer'*'!
that methyl groups are involved in the release of HF, which
was, obviously, not the case here. Direct losses of benzene
were not observed for the three compounds and phenyl-
related  product ions (eg, CHHFE, CHHFCH, sce
Supplementary Table 51, Supporting Information) exhibited
only low abundances. Elimination of a second HF molecule
was seen for the three BODIPYs (Fig. 2); however, with
relatively high intensities, probably because the fluorine
atom of the BODIPY core readily accepted an acidic
hydrogen from the phenyl ring. Although no major specific
product ions were observed for phenyl-substituted BODIPYs,
[M+H-2HF]" ions can be readily used instead as indicator for
this type of substitution.

CONCLUSIONS

Mass spectrometry has proven to be a powerful tool for
analyzing small amounts of synthetically prepared BODIPY
dyes. The fragmentation patterns of BODIPYs with different
substituents of the core structure were investigated using both
triple quadrupole and FTICR tandem mass spectrometry.
Detailed FTICR data revealed that the BODIPYs form radical
cations in addition to protonated molecules during ESI and
generate odd-electron product ions in CID. Unfortunately, serial
losses of H® from the active radicals and '"'B/"'B isotope
contributions make spectral interpretations very complicated
for low-resolution MS, We circumvented some of these problems
by isolating the *C M+2 isotope peak of the [M+H]* ion and thus
excluding interferences from breakdown of the [M]"" ion during
MS/MS on the low-resolution instrument. By means of FTICR,
product ions were assigned unique elemental formulae and very
useful product jons were found to quickly distinguish methyl,
ethyl, n-butyl, t-butyl and phenyl substitutions for compounds
in BODIPY mixtures. General fragmentation mechanisms were
proposed in this study, which should be helpful for rapid
identification of BODIPY derivatives from synthesis mixtures,
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Table S1. m/z values and proposed formulae for CID product ions for BODIPY's

BODIPY 650

Formula Theoretical m/z | Experimental m/z ppm
C9H7 115.05423 115.05417 -0.50
C7H5"'BFN2 147.05256 147.05249 -0.50
C12H8 152.06205 152.06211 0.38
C9H6"'BFN 158.05735 158.05741 0.39
C9H7'BFN2 173.06825 173.06832 0.41
C10H8"'BFN2 186.07609 186.07608 -0.06
C10H9"'BFN2 187.08392 187.08380 -0.63
C12H9"'BN2 192.08555 192.08549 -0.31
C14H12N 194.09643 194.09639 -0.19
C11H6"'BFN2 196.06046 196.06042 -0.20
C11H7™BFN2 197.06829 197.06827 -0.08
C10H7™BF2N2 204.06667 204.06659 -0.39
C15H10N 204.08078 204.08069 -0.42
C12H7"BFN2 209.06830 209.06825 -0.25
C12H8™BFN2 210.07613 210.07623 0.49
C12H9'BFN2 211.08395 211.08389 -0.29
C14H9™'BFN 221.08091 221.08088 -0.15
C14H10"'BFN 222.08874 222.08869 -0.22
C17H12N 230.09643 230.09639 -0.16
C17H13N 231.10425 231.10429 0.17
C17H14N 232.11208 232.11231 1.01
C17H11"'BN 240.09821 240.09821 0.00
C18H11N 241.08860 241.08886 1.07
C18H12N 242.09643 242.09666 0.97
C16H9"'BEN 245.08095 245.08092 -0.11
C16H10"BFN 246.08877 246.08873 -0.17
C16H11"BFN 247.09660 247.09657 -0.11
C17H10"BN2 253.09346 253.09343 -0.12
C17H11"BN2 254.10129 254.10128 -0.02
C16H10"BFN2 260.09185 260.09187 0.09
C17H12"'BFN 260.10444 260.10445 0.04
C18H12"'BN2 267.10913 267.10911 -0.07
C18H13"'BN2 268.11695 268.11691 -0.16
C18H14"BN2 269.12478 269.12475 -0.10
C17H11"BFN2 273.09969 273.09968 -0.03
C17H12"'BFN2 274.10751 274.10749 -0.09
C18H12"'BFN2 286.10753 286.10751 -0.07

197



C18H13"'BFN2 287.11536 287.11534 -0.06
C18H14"'BFN2 288.12318 288.12317 -0.04
C18H15"'BFN2 289.13101 289.13083 -0.61
C17H12"'BF2N2 293.10592 293.10597 0.18
C18H14"'BF2N2 307.12159 307.12161 0.08
C18H15"'BF2N2 308.12941 308.12942 0.03
C18H16"'BF2N2 309.13724 309.13723 -0.02
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BODIPY 567

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C11H8"'BFN 184.07304 184.07303 -0.03
C14H12N 194.09643 194.09667 1.26
C12H10"'BFN 198.08870 198.08869 -0.07
C11H10"'BFN2 200.09176 200.09175 -0.05
C13H13"'BFN2 227.11527 227.11527 0.00
C13H14"'BFN2 228.12310 228.12310 0.02
C12H10"'BF2N2 | 231.09018 231.09021 0.13
C12H11"'BF2N2 | 232.09801 232.09803 0.10
C14H14"'BFN2 240.12311 240.12311 -0.01
C14H15"'BFN2 241.13094 241.13094 0.01
C14H16"'BFN2 242.13876 242.13878 0.07
C14H17"'BFN2 243.14659 243.14660 0.05
C13H12"'BF2N2 | 245.10585 245.10588 0.13
C15H14"'BFN2 252.12313 252.12310 -0.12
C15H15"'BFN2 253.13096 253.13091 -0.18
C15H16"'BFN2 254.13878 254.13872 -0.24
C15H17"'BFN2 255.14661 255.14651 -0.37
C14H14"BF2N2 | 259.12152 259.12147 -0.18
C14H15"'BF2N2 | 260.12934 260.12928 -0.23
C14H16"'BF2N2 | 261.13717 261.13712 -0.18
C14H17"'BF2N2 | 262.14499 262.14449 -1.91
C14H18"'BF2N2 | 263.15282 263.15283 0.05
C16H19"'BFN2 269.16227 269.16223 -0.16
C16H20"'BFN2 270.17010 270.17012 0.09
C16H21"'BFN2 271.17792 271.17790 -0.08
C15H16"'BF2N2 | 273.13718 273.13707 -0.41
C15H17"'BF2N2 | 274.14501 274.14499 -0.07
C15H18"'BF2N2 | 275.15283 275.15272 -0.41
C17H20"'BFN2 282.17012 282.17015 0.12
C17H21"'BFN2 283.17794 283.17781 -0.46
C17H22"'BFN2 284.18577 284.18565 -0.40
C16H18"'BF2N2 | 287.15285 287.15275 -0.35
C16H20"'BF2N2 | 289.16850 289.16843 -0.25
C16H21"'BF2N2 | 290.17633 290.17637 0.15
C16H22"'BF2N2 | 291.18415 291.18425 0.34
C18H25"'BFN2 299.20926 299.20912 -0.46
C17H22"'BF2N2 | 303.18417 303.18417 0.01
C17H23"'BF2N2 | 304.19200 304.19204 0.13
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C18H24""BF2N2 317.19984 317.19995 0.36
C18H25""BF2N2 318.20766 318.20776 0.31
C18H26"'BF2N2 | 319.21549 319.21545 -0.11
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GG2

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C10H10N 144.08078 144.08078 0.03
C7H5"'BFN2 147.05256 147.05246 -0.70
C10H7"'BFN 171.06519 171.06519 0.00
C10H8"'BFN 172.07302 172.07294 -0.45
C11H8"'BFN 184.07304 184.07294 -0.52
C10H8"'BFN2 186.07609 186.07603 -0.33
C11H7"'BFN2 197.06829 197.06826 -0.13
C11H8"'BFN2 198.07611 198.07609 -0.10
C11H9"'BFN2 199.08394 199.08395 0.08
C12H9"'BFN2 211.08395 211.08395 0.00
C12H10"'BFN2 212.09178 212.09177 -0.03
C12H11"'BFN2 213.09960 213.09958 -0.11
C12H12"'BFN2 214.10743 214.10742 -0.04
C13H13"'BFN2 227.11527 227.11526 -0.04
C13H14"'BFN2 228.12310 228.12306 -0.15
C13H15"'BFN2 229.13092 229.13093 0.04
C12H12"'BF2N2 | 233.10583 233.10586 0.12
C12H13"'BF2N2 | 234.11366 234.11365 -0.04
C13H16''BF2N2 | 249.13715 249.13720 0.21
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GG3

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C8H7 103.05423 103.05422 -0.07
C9H7 115.05423 115.05424 0.11
C8H7N 117.05730 117.05731 0.08
C8H8N 118.06513 118.06515 0.20
C7H5"'BF 119.04641 119.04634 -0.62
C9H8N 130.06513 130.06514 0.11
C7H6"'BFN 134.05731 134.05721 -0.77
C6H6'BFN2 136.06037 136.06028 -0.66
C10H6N 140.04948 140.04951 0.24
C10H7N 141.05730 141.05732 0.13
C10H8N 142.06513 142.06517 0.31
C10H9N 143.07295 143.07299 0.27
C10H10N 144.08078 144.08083 0.37
C9H6"'BEN 158.05735 158.05727 -0.50
C9H7"'BEN 159.06517 159.06511 -0.40
C8H6'BF2N 165.05574 165.05570 -0.21
C10H7"BEN 171.06519 171.06515 -0.25
C10H8™BEN 172.07302 172.07298 -0.22
C9H7"'BEN2 173.06825 173.06823 -0.11
C10H10"'BFN 174.08867 174.08860 -0.38
COH7"'BF2N 178.06358 178.06359 0.07
C10H5"'BFN2 183.05262 183.05262 0.00
C10H6"'BFN2 184.06044 184.06045 0.04
C10H7"'BFN2 185.06827 185.06825 -0.09
C10H8"'BFN2 186.07609 186.07609 0.00
C11H12"'BF2N2 197.06829 197.06828 -0.03
C11H8"'BFN2 198.07611 198.07610 -0.05
C11H9"'BFN2 199.08394 199.08392 -0.08
C11H10"BFN2 200.09176 200.09176 0.00
C11H11"BFN2 201.09959 201.09960 0.07
C10H7"'BF2N2 204.06667 204.06672 0.25
C10H8"'BF2N2 205.07450 205.07455 0.27
C11H10""BF2N2 219.09016 219.09028 0.53
C11H11""BF2N2 220.09799 220.09791 -0.35
C11H12"'BF2N2 221.10581 221.10589 0.35
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BODIPY 597

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C8H10N 120.08078 120.08077 -0.05
C11H14N 160.11208 160.11213 0.34
C12H18N 176.14338 176.14340 0.14
C12H12N2 184.09950 184.09960 0.54
C13H14N2 198.11515 198.11521 0.30
C13H15N2 199.12298 199.12305 0.38
C14H13N2 209.10733 209.10746 0.65
C12H9"'BFN2 211.08395 211.08389 -0.29
C14H15N2 211.12298 211.12305 0.36
C12H11"'BFN2 213.09960 213.09953 -0.34
C14H17N2 213.13863 213.13875 0.59
C14H19N2 215.15428 215.15439 0.53
C13H13""BFN2 227.11527 227.11527 0.00
C13H14"'BFN2 228.12310 228.12302 -0.33
C17H20N 238.15903 238.15913 0.44
C14H15""BFN2 241.13094 241.13088 -0.24
C14H17"'BFN2 243.14659 243.14648 -0.44
C17H19N2 251.15428 251.15448 0.82
C15H15""BFN2 253.13096 253.13091 -0.18
C15H17"'BFN2 255.14661 255.14656 -0.18
C15H18"'BFN2 256.15443 256.15437 -0.23
C14H16"'BF2N2 261.13717 261.13714 -0.10
C14H18"BF2N2 263.15282 263.15279 -0.10
C16H19"'BFN2 269.16227 269.16217 -0.38
C18H25N2 269.20123 269.20142 0.72
C15H16'BF2N2 273.13718 273.13720 0.06
C15H18"'BF2N2 275.15283 275.15285 0.06
C17H17"'BFN2 279.14664 279.14663 -0.04
C17H21"BFN2 283.17794 283.17787 -0.25
C17H22"BFN2 284.18577 284.18571 -0.19
C18H25"'BFN 285.20618 285.20629 0.38
C16H20"'BF2N2 289.16850 289.16847 -0.11
C18H21""BFN2 295.17796 295.17795 -0.02
C18H25""BFN2 299.20926 299.20910 -0.52
C17H22""BF2N2 303.18417 303.18422 0.17
C19H22"'BFN2 308.18580 308.18593 0.41
C19H23""BFN2 309.19362 309.19360 -0.08
C21H31N2 311.24818 311.24839 0.69
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C18H21"'BF2N2 | 314.17636 314.17642 0.19
C18H22"'BF2N2 | 315.18419 315.18422 0.11
C18H24"'BF2N2 | 317.19984 317.19991 0.24
C18H26"'BF2N2 | 319.21549 319.21551 0.08
C20H25""BFN2 323.20929 323.20936 0.21
C22H33N2 325.26383 325.26413 0.94
C19H24"'BF2N2 | 329.19985 329.19992 0.21
C19H26"'BF2N2 | 331.21550 331.21557 0.21
C21H29"'BFN2 339.24061 339.24063 0.06
C20H26"'BF2N2 | 343.21552 343.21557 0.15
C20H27"'BF2N2 | 344.22334 344.22343 0.25
C22H33"'BFN2 355.27193 355.27202 0.27
C21H30"'BF2N2 | 359.24684 359.24688 0.12
C22H32"'BF2N2 | 373.26250 373.26259 0.23
C22H33"'BF2N2 | 374.27033 374.27044 0.30
C22H34"BF2N2 | 375.27815 375.27813 -0.05

204



GG6

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C11H7 139.05423 139.05413 -0.70
C11H8N 154.06513 154.06526 0.87
C13H9 165.06988 165.06976 -0.71
C14H8 176.06205 176.06221 0.90
C14H8N 190.06513 190.06531 0.97
C13H7"'BF 193.06217 193.06212 -0.26
C14H7"'BN 200.06686 200.06669 -0.84
C15H9N 203.07295 203.07279 -0.79
C15H10N 204.08078 204.08067 -0.52
C13H6"'BFN 206.05742 206.05723 -0.92
C12H8™BFN2 210.07613 210.07631 0.87
C14H9™BEN 221.08091 221.08075 -0.74
C13H9™"BFEN2 223.08397 223.08378 -0.85
C15H10"'BN2 229.09343 229.09351 0.36
C14H8™BEN2 234.07616 234.07623 0.29
C15H9™"BEN2 247.08401 247.08421 0.83
C15H10""BFN2 248.09183 248.09176 -0.28
C15H11""BFN2 249.09966 249.09946 -0.78
C15H12""BF2N2 269.10588 269.10575 -0.49
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BODIPY 546

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C7H6"'BFN 134.05731 134.05720 -0.84
C8H8"'BFN 148.07298 148.07281 -1.15
C10H7"'BFN 171.06519 171.06531 0.69
C11H8"BFN 184.07304 184.07290 -0.74
C10H8"'BFN2 186.07609 186.07598 -0.60
C11H7"'BFN2 197.06829 197.06811 -0.88
C11H8"'BFN2 198.07611 198.07623 0.61
C11H10"'BFN2 200.09176 200.09191 0.75
C12H8"'BFN2 210.07613 210.07595 -0.84
C12H9"'BFN2 211.08395 211.08379 -0.77
C12H10"'BFN2 212.09178 212.09188 0.49
C12H11"'BFN2 213.09960 213.09981 0.97
C11H8"'BF2N2 217.07451 217.07446 -0.24
C11H9"'BF2N2 218.08234 218.08250 0.74
C13H11"'BFN2 225.09962 225.09951 -0.49
C13H12"'BFN2 226.10745 226.10743 -0.05
C13H13"'BFN2 227.11527 227.11514 -0.57
C13H14"'BFN2 228.12310 228.12319 0.42
C12H10"'BF2N2 | 231.09018 231.09026 0.34
C14H14"'BFN2 240.12311 240.12321 0.40
C14H15'BFN2 241.13094 241.13081 -0.53
C14H16"'BFN2 242.13876 242.13863 -0.55
C14H17'BFN2 243.14659 243.14662 0.13
C13H15"'BF2N2 | 248.12933 248.12912 -0.83
C14H17"'BF2N2 | 262.14499 262.14494 -0.19
C14H18"'BF2N2 | 263.15282 263.15280 -0.05
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BODIPY 580

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C12H18N 176.14338 176.14316 -1.23
C12H10"'BFN 198.08870 198.08867 -0.17
C13H17N2 201.13863 201.13876 0.67
C12H11"'BFN2 213.09960 213.09951 -0.44
C14H20N2 216.16210 216.16231 0.97
C13H14"'BFN2 228.12310 228.12332 0.99
C14H15"'BFN2 241.13094 241.13082 -0.49
C14H17"'BFN2 243.14659 243.14647 -0.49
C15H17"'BFN2 255.14661 255.14651 -0.37
C15H18"'BFN2 256.15443 256.15457 0.55
C17H26N2 258.20905 258.20921 0.62
C14H16"'BF2N2 | 261.13717 261.13701 -0.60
C14H18"'BF2N2 | 263.15282 263.15277 -0.17
C16H19"'BFN2 269.16227 269.16213 -0.53
C16H20"'BFN2 270.17010 270.17009 -0.03
C15H16"'BF2N2 | 273.13718 273.13701 -0.63
C15H18"'BF2N2 | 275.15283 275.15272 -0.41
C17H21"'BFN2 283.17794 283.17787 -0.25
C16H18"'BF2N2 | 287.15285 287.15269 -0.56
C16H19"'BF2N2 | 288.16068 288.16054 -0.47
C18H23"'BFN2 297.19361 297.19349 -0.39
C18H25"'BFN2 299.20926 299.20916 -0.32
C19H25"'BFN2 311.20927 311.20911 -0.53
C19H27"'BFN2 313.22492 313.22488 -0.14
C18H24"'BF2N2 | 317.19984 317.19971 -0.39
C18H25"'BF2N2 | 318.20766 318.20756 -0.31
C18H26"'BF2N2 | 319.21549 319.21559 0.33
C20H27"'BFN2 325.22494 325.22481 -0.40
C19H24"'BF2N2 | 329.19986 329.19971 -0.45
C19H26"'BF2N2 | 331.21550 331.21545 -0.16
C22H33"'BFN2 355.27193 355.27179 -0.38
C21H31"'BF2N2 | 360.25466 360.25449 -0.47
C22H32"'BF2N2 | 373.26250 373.26237 -0.36
C22H33"'BF2N2 | 374.27033 374.27019 -0.37
C22H34"'BF2N2 | 375.27815 375.27823 0.21
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Para methoxy styryl

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C10H8"'BF2N 191.07142 191.07151 0.47
C10H8"BF2N2 205.07450 205.07452 0.12
C15H14NO 224.10699 224.10720 0.94
C17H13"BN2 256.11694 256.11680 -0.53
C16H10"BFN2 260.09185 260.09177 -0.30
C16H11"BFN2 261.09967 261.09971 0.15
C17H11"BFN2 273.09969 273.09959 -0.36
C17H12"BFN2 274.10751 274.10746 -0.20
C17H13"BFN2 275.11534 275.11542 0.29
C18H12"'BN20 283.10404 283.10412 0.27
C17H9™BFN20 287.07895 287.07888 -0.26
C17H10"'BFN20 288.08678 288.08670 -0.27
C17H11"'BFN20 289.09460 289.09455 -0.19
C17H12"'BF2N2 293.10592 293.10582 -0.33
C17H13"'BF2NO 296.10558 296.10562 0.12
C19H16"'BN20 299.13536 299.13541 0.17
C18H12"'BFN20 302.10245 302.10240 -0.15
C18H13"'BFN20 303.11027 303.11019 -0.27
C18H14"'BFN20 304.11810 304.11821 0.37
C19H17"'BFN20 319.14159 319.14149 -0.31
C18H14"'BF2N20 323.11650 323.11639 -0.34
C19H17"'BF2N20 338.13999 338.13989 -0.30
C19H18"'BF2N20 339.14782 339.14780 -0.05
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Styryl

Formula Theoretical Expermental Mass error
m/z m/z (ppm)
C9H7 115.05423 115.05417 -0.50
C7H5"'BFN2 147.05256 147.05249 -0.50
C12H8 152.06205 152.06211 0.38
C9H6"'BFN 158.05735 158.05741 0.39
C9H7"'BFN2 173.06825 173.06832 0.41
C10H8"'BFN2 186.07609 186.07608 -0.06
C10H9"'BFN2 187.08392 187.08380 -0.63
C12H9"'BN2 192.08555 192.08549 -0.31
C14H12N 194.09643 194.09639 -0.19
C11H6 'BFN2 196.06046 196.06042 -0.20
C11H7"'BFN2 197.06829 197.06827 -0.08
C10H7"'BF2N2 204.06667 204.06659 -0.39
C15H10N 204.08078 204.08069 -0.42
C12H7"'BFN2 209.06830 209.06825 -0.25
C12H8"'BFN2 210.07613 210.07623 0.49
C12H9'BFN2 211.08395 211.08389 -0.29
C14H9"'BFN 221.08091 221.08088 -0.15
C14H10"'BFN 222.08874 222.08869 -0.22
C17H12N 230.09643 230.09639 -0.16
C17H13N 231.10425 231.10429 0.17
C17H14N 232.11208 232.11231 1.01
C17H11"'BN 240.09821 240.09821 0.00
C18H11IN 241.08860 241.08886 1.07
C18H12N 242.09643 242.09666 0.97
C16H9"'BFN 245.08095 245.08092 -0.11
C16H10"'BFN 246.08877 246.08873 -0.17
C16H11"'BFN 247.09660 247.09657 -0.11
C17H10"'BN2 253.09346 253.09343 -0.12
C17H11"'BN2 254.10129 254.10128 -0.02
C16H10"'BFN2 260.09185 260.09187 0.09
C17H12"'BFN 260.10444 260.10445 0.04
C18H12"'BN2 267.10913 267.10911 -0.07
C18H13"'BN2 268.11695 268.11691 -0.16
C18H14'BN2 269.12478 269.12475 -0.10
C17H11"'BFN2 273.09969 273.09968 -0.03
C17H12"'BFN2 274.10751 274.10749 -0.09
C18H12"'BFN2 286.10753 286.10751 -0.07
C18H13"'BFN2 287.11536 287.11534 -0.06
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C18H14"'BFN2 288.12318 288.12317 -0.04
C18H15"'BFN2 289.13101 289.13083 -0.61
C17H12"BF2N2 | 293.10592 293.10597 0.18
C18H14"'BF2N2 | 307.12159 307.12161 0.08
C18H15"'BF2N2 | 308.12941 308.12942 0.03
C18H16"'BF2N2 | 309.13724 309.13723 -0.02
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5. Fazit

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit — die Kombination von Fluorescence Imaging und **F-Magnetic
Resonance Imaging — wurde erfolgreich umgesetzt. Hierflir wurden zunachst BODIPY-Farbstoffe
direkt am Chromophor monofluoriert und trifluoromethyliert. Unter Verwendung von verschiedenen
Synthesemethoden wurden monofluorierte und trifluormethylierte BODIPYs in moderaten
Ausbeuten erhalten. Im Vergleich zu den Fluorophoren, aus denen die Verbindungen synthetisiert
wurden, zeigten die erhaltenen Molekile leicht verschobene Fluoreszenzspektren, ahnliche
Quantenausbeuten und Extinktionskoeffizienten sowie erhdhte Photostabilitdten. Allerdings konnte
mit diesen Verbindungen keine ’F-MRI Bild erzeugt werden.

Aufgrund dessen wurden BODIPY-Farbstoffe herstellte, die eine hohere Anzahl an magnetisch
dquivalenten Fluoratome besitzen (Abbildung 52). Da das chromophore System dieser Verbindungen
nicht gedandert wurde, blieben die sehr guten Fluoreszenzeigenschaften des Tetramethyl-BODIPYs
erhalten. Mit Hilfe der 18 bzw. 27 Fluoratomen, konnten erfolgreich ex vitro *F-MRI Bilder
aufgenommen werden. Dabei wurden Konzentrationen im millimolaren Bereich verwendet. Diese
Konzentrationen sind Gblich fiir das MRI, jedoch um einen Faktor 1000 zu hoch fiir FLI. Neben
Toxizitatsstudien der synthetisierten BODIPYs an HepG2- und HUVEC-Zellen, konnten auch

Fluoreszenzbilder erzeugt werden.

CF, CF,
FSC\i/CF F3C\1/CF
3 3

CF; O FaC

CF; O

FsC FsC CF,

F3C>I\O/QE\OAC F3C>I\O/QCO)<CF3
O

Abbildung 52. Strukturen der beiden synthetisierten FLI/MRI Proben.
Zusatzlich zur FLI und "F-MRI wurde die Moglichkeit untersucht BODIPYs mittels
Massenspektroskopie zu identifizieren, um eventuell eine dritte Spektroskopiemethode zu besitzen,
BODIPYs in Gewebeschnitten oder Korperflissigkeiten zu lokalisieren. Ungliicklicherweise wiesen die
untersuchten BODIPY-Farbstoffe keine besonderen BODIPY-spezifischen Fragmente oder

Fragmentmuster auf.

212



Zusammengefasst wurde der Grundstein fir ein bimodales FLI/**F-MRI BODIPY-System gelegt, an
dem weitere synthetische Modifikationen durchgefiihrt werden miissen, bevor Versuche in

biologischen Systemen durchgefiihrt werden kdnnen.
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6. Ausblick

Eine hohere Anzahl an magnetisch &dquivalenten Fluoratomen und somit eine niedrigere
Konzentration fiir die °F-MRI wére aufgrund der FLI und Toxizitat wiinschenswert. Hierzu konnte die
Symmetrie des BODIPY hilfreich sein. Es ist moglich eine Estergruppierung an den beiden B-
Positionen zu synthetisieren lber eine CO Insertion und anschlieBendem Abfangen durch den
perfluoriertem Alkohol. Als Vorstufe dient dabei ein dihalogeniertes BODIPY, welches in
guantitativen Ausbeuten herstellt werden kann (Abbildung 53). Dadurch sollten 54 magnetisch
dquivalenten F-Atome erhalten werden kdénnen, die ausreichend waren fir YE.MRI im UM Bereich.
Ebenfalls kdnnten Verbesserungen bei der °F-MRI-Technik und Sequenzen eine Bildgebung mit uM
Konzentrationen ermdglichen. Ein weiterer Vorteil der genannten Synthese ware, dass in meso-
Position ein Zielmolekiil angekniipft werden kann. Durch Anbindung an ein target werden die
Spezifizitat der bimodalen FLI/*F-MRI Probe herstellt und gleichzeitig das Problem der schlechten
Loslichkeit des BODIPYs bei physiologischen Bedingungen geldst, da die angeknipfte Verbindung
haufig die Loslichkeit malgeblich vorgibt. Nach Umsetzung dieser beiden Punkte, koénnten
Tierversuche der nachste Schritt sein, um die in vivo Tauglichkeit je nach gewahltem target zu

Gberprifen.

3
Pl
(0]
F3C /J<
F;C——0
Fs;C

Abbildung 53. Synthese eines neuen FLI/MRI BODIPYs.

Aus Sicht der Fluoreszenz, besitzen BODIPY-Farbstoffe bereits hervorragende
Fluoreszenzeigenschaften. Trotzdem ist es flr biologische und medizinische Anwendungen stets
gewlinscht NIR-Fluoreszenz zu nutzen aufgrund der Detektion in tieferen Gewebsschichten. Dies
kann erreicht werden durch Verwendung einer anderen Fluoreszenzfarbstoffklasse oder NIR-
BODIPYs. Jedoch ist mit Kombination der MRI das Problem der Detektion in tieferliegendem Gewebe
gelost. Sollten die dualen Reporter zur Filhrung des Skalpells dienen, bleibt eine griine Fluoreszenz
weiterhin erwiinscht, da der Kontrast zwischen roten Organen und griiner Fluoreszenz wahrend einer

Operation hoher ist.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

BODIPY Boron-dipyrromethene

cT Computertomopgrahie

Cy5 Cyanine 5

Cy5.5 Cyanine 5.5
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

DOTA

FID Free Induction Decay

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FLI Fluroescence Imaging

Hela Zellen Menschliche Epithelzelleneines Zervixkarzinoms

HER2/neu Zellen Brustkrebszellen

HFL1 Zellen menschliche Lungenzellen

HPLC high performance liquid chromatography

KB Zellen Menschliche Epithelzelleneines Zervixkarzinoms

MCF-7 Brustkrebs-Zelllinie

MELAME mesoporous Fluorine Accumulated silica nanoparticles for
MRI Enhancement

MRI Magnetic Resonance Imaging

NBS N-Bromosuccinimid

NCS N-Chlorosuccinimid

NIH-3T3 Fibroblastens in Zell Kulturen

NIR Nahinfrarot

NP Nanopartikel

PAE porcine aortic endthelial

PET Positronen-Emissionstomographie

Qb Quantum Dots

RF Radiofrequenz

SPECT Single photo emission computed tomotgraphy

T47D Zellen Brustkrebs-Zelllinie

TE Time of Echo

TR Time of Repetition

us Ultraschall

VEGF Vascular endithelial growth factor
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