
D OI: 1 0. 1 0 0 2/ c bi c. 2 0 0 7 0 0 5 6 5

S c al a bl e a n d  C o n ci s e S y nt h e si s of  Di c hl or ofl u or e s c ei n  D eri v ati v e s

Di s pl a yi n g Ti s s u e P er m e ati o n i n Li v e Z e br afi s h E m br y o s

K a z u n ori K oi d e, * [ a] F e n gli n g S o n g, [ a] Eri c  D. d e  Gr o h, [ b] A m a n d a L.  G ar n er, [ a] V al eri e  D.  Mit c h ell, [ a]

L a n c e  A.  D a vi d s o n, [ c] a n d  N eil  A.  H u kri e d e * [ b]

Fl u or e s c e nt i m a gi n g i s b e c o mi n g a n i n cr e a si n gl y i m p ort a nt

t e c h n ol o g y f or e x a mi ni n g t h e r e al-ti m e l o c ali z ati o n s of bi ol o gi-

c all y r el e v a nt  m ol e c ul e s  wit hi n  m o d el or g a ni s m s s u c h a s t h e

z e br afi s h. S u c h i m a gi n g oft e n r e q uir e s t h e u s e of 2 ’, 7’- di c hl or o-

fl u or e s c ei n ( D C F, S c h e m e 1), 2’, 7’- difl u or ofl u or e s c ei n ( Or e g o n

Gr e e n), or o n e of t h eir d eri v ati v e s, si n c e e a c h off ers p H i n s e n si-

ti vit y, c o m p a ct si z e, a n d hi g h q u a nt u m yi el d. [ 1, 2] H o w e v er, t h e

n e g ati v el y c h ar g e d c ar b o x yl gr o u p s i n t h e s e c o m p o u n d s c a n

n o n s p e cifi c all y i nt er a ct  wit h p o siti v el y c h ar g e d bi o m ol e c ul e s.

F urt h er m or e, t h e c ar b o x yl gr o u p  mi g ht b e r e s p o n si bl e  w h e n

i n h er e ntl y c ell- p er m e a bl e  m ol e c ul e s b e c o m e i m p er m e a bl e f ol-

l o wi n g c o nj u g ati o n t o fl u or e s c ei n.

Li n d q vi st a n d c o- w or k er s s h o w e d t h at t h e c ar b o x yl gr o u p of

t h e s e c o m p o u n d s  w a s n ot e s s e nti al f or fl u or e s c e n c e e mi s-

si o n. [ 3] T hi s o b s er v ati o n  w a s r e c e ntl y c orr o b or at e d b y t h e

N a g a n o gr o u p at t h e  U ni v er sit y of T o k y o,  w h o r e pl a c e d fl u o-

r e s c ei n’ s c ar b o x yl gr o u p  wit h a  m et h yl gr o u p t o f or m a c o m-

p o u n d, T o k y o  Gr e e n, t h at e x hi bit e d n o l o s s of q u a nt u m yi el d. [ 4]

A si mil ar  m et h yl s u b stit uti o n  w a s c arri e d o ut b y t h e P et er s o n

gr o u p at T h e P e n n s yl v a ni a St at e  U ni v er sit y, t hi s ti m e  wit h

Or e g o n  Gr e e n, [ 5] t o pr o d u c e P e n n s yl v a ni a  Gr e e n.[ 6] I n li v e

h u m a n c ell s, P e n n s yl v a ni a  Gr e e n  w a s  m or e fl u or e s c e nt t h a n

T o k y o  Gr e e n d u e t o it s r o b u st p H i n s e n siti vit y. [ 6] W hil e P e n n s yl-

v a ni a  Gr e e n i s a n e x c ell e nt fl u or e s c e nt pr o b e, t h e s y nt h e si s of

it s c o nj u g ati o n- a m e n a bl e d eri v ati v e s i s a l e n gt h y pr o c e s s, r e-

q uiri n g t e n li n e ar st e p s. [ 6] I n t hi s r e p ort,  w e d e s cri b e t h e s c al a-

bl e a n d c o n ci s e s y nt h e si s of t w o ti s s u e- p er m e a bl e  D C F d eri v a-

ti v e s, Pitt s b ur g h  Gr e e n a n d Pitt s b ur g h Y ell o w gr e e n. Pitt s b ur g h

Y ell o w gr e e n p o s s e s s e s b ot h t h e f a v or a bl e fl u or e s c e nt a n d s ol-

u bilit y pr o p erti e s of P e n n s yl v a ni a  Gr e e n a n d a “ h a n dl e” t h at

c a n b e c o nj u g at e d t o t ar g et bi o m ol e c ul e s.

W e e n vi si o n e d t h at t h e r e pl a c e m e nt of t h e c ar b o x yl gr o u p

of  D C F  wit h a h y dr o x y m et h yl gr o u p, r at h er t h a n a  m et h yl

gr o u p,  w o ul d pr o v e t o b e s u p eri or i n t h o s e i n st a n c e s i n  w hi c h

n o n s p e cifi c h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n s a n d l o w  w at er s ol u bilit y

ar e d etri m e nt al. [ 7] M or e o v er, s u c h c o m p o u n d s c o ul d b e s y n-

t h eti c all y  m or e a c c e s si bl e t h a n T o k y o  Gr e e n or P e n n s yl v a ni a

Gr e e n, a n d c o nj u g ati o n r e a d y vi a t h eir pri m ar y h y dr o x y

gr o u p s.

Pr e vi o u sl y  w e r e p ort e d t h e s y nt h e si s of n o nfl u or e s c e nt c o m-

p o u n d s 1 a n d 2 , a n d fl u or e s c e nt c o m p o u n d 3 i n a diff er e nt

c o nt e xt, b ut  w e n o w  wi s h t o e m p h a si z e t h at t h e s e tr a n sf or m a-

ti o n s ar e effi ci e nt a n d pr o d u c e cr y st alli n e s oli d s, t h u s f a cilit at-

i n g l ar g e- s c al e s y nt h e si s ( S c h e m e 2).[ 8] Alt h o u g h t h e pri m ar y

h y dr o x y gr o u p of 3 c o ul d b e u s e d i n c o nj u g ati o n c h e mi str y,

w e  wi s h e d t o i ntr o d u c e a f u n cti o n al gr o u p  wit h di sti n ct r e a c-

ti vit y c o m p ar e d t o t h e p h e n oli c h y dr o x y gr o u p. T o w ar d t hi s

o bj e cti v e, t h e all yl et h er 2 w a s s u bj e ct e d t o a Cl ai s e n r e ar-

r a n g e m e nt t o pr o vi d e t h e d e sir e d c o m p o u n d 4 a s a s oli d i n

8 0  % yi el d. C o m p o u n d 4 i s e n d o w e d  wit h a t er mi n al ol efi n,

w hi c h c a n r e a ct b y ol efi n cr o s s  m et at h e si s. F or e x a m pl e, t hi s

c o m p o u n d  w a s cr o s s- c o u pl e d  wit h b ut- 3- e n- 1- ol i n t h e pr e s-

e n c e of t h e nitr at e d r ut h e ni u m c at al y st, [ 9] t o g e n er at e al k e n e 5

i n 5 2  % yi el d. B e c a u s e ol efi n cr o s s- m et at h e si s i s c o m p ati bl e

wit h  m a n y f u n cti o n al gr o u p s, [ 1 0] v ari o u s s u b stit u e nt s c o ul d b e

i ntr o d u c e d i nt o 4 . C o m p o u n d 4 c o ul d al s o b e c o n v ert e d t o

t h e c orr e s p o n di n g al d e h y d e u p o n tr e at m e nt  wit h  O s O 4 a n d

N aI O 4 ( u n p u bli s h e d r e s ult s). T h e s e e x a m pl e s d e m o n str at e t h at

c o m p o u n d 4 i s c o nj u g ati o n-r e a d y.

I n p H 1 0 b or at e b uff er, t h e q u a nt u m yi el d s of 3 a n d 4 w er e

f o u n d t o b e 0. 8 9 a n d 0. 8 2, r e s p e cti v el y. T h e s e r e s ult s d e m o n-

str at e t h at t h e s e c o m p o u n d s h a v e fl u or e s c e nt c h ar a ct eri sti c s

t h at ar e c o m p ar a bl e  wit h t h o s e of ot h er fl u or e s c ei n d eri v a-

ti v e s. T h e e mi s si o n  m a xi m a of 3 a n d 4 w er e d et er mi n e d t o b e

5 2 3 a n d 5 3 5 n m, r e s p e cti v el y. B a s e d o n t h e s e e mi s si o n s p e ctr a,

w e c all e d 3 a n d 4 Pitt s b ur g h  Gr e e n a n d Pitt s b ur g h Y ell o w-

gr e e n, r e s p e cti v el y, t o f oll o w t h e c o n v e nti o n i n t h e fl u or e s c ei n

fi el d.

F or bi ol o gi c al a p pli c ati o n s, p H s e n siti vit y u n d er p h y si ol o gi c al

c o n diti o n s i s a  m aj or c o n c er n. T h u s,  w e  m e a s ur e d t h e fl u or e s-

c e nt i nt e n sit y of 3 at 5 2 3 n m fr o m p H 1 t o 1 2.  A s Fi g ur e 1  A

S c h e m e 1. Fl u or e s c ei n d eri v ati v e s.
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s h o w s, t h e fl u or e s c e nt si g n al of c o m p o u n d 3 i s c o n st a nt

ACHTUNGTRENNUNGb et w e e n p H 5. 5 a n d 9. 5, t h u s i n di c ati n g t h e r o b u st n e s s of t hi s

r e a g e nt. T h e pK a v al u e of t h e p h e n oli c h y dr o x y gr o u p  w a s d e-

t er mi n e d t o b e 4. 2 7,  w hi c h i s n e arl y i d e nti c al t o t h at of  D C F

( 4. 2 9) i n o ur e x p eri m e nt s. T h e  w e a k er fl u or e s c e n c e a b o v e

p H 1 0 c o ul d b e e x pl ai n e d b y i n-

v o ki n g a n o nfl u or e s c e nt c y cli c

et h er. T h e  U V a b s or pti o n s p e c-

tr u m of c o m p o u n d 3 i s c o n si s-

t e nt  wit h a c y cli c str u ct ur e ( Fi g-

ur e 1 B); u n d er b a si c c o n diti o n s,

t h e p e a k at 5 0 6 n m di mi ni s h e s

a n d a n e w p e a k e m er g e s at

3 0 2 n m.  U n d er a ci di c s ol uti o n s,

c o m p o u n d 3 s h o w s a p e a k at

4 5 7 n m, a n d t h at at 5 0 6 n m i s

si g nifi c a ntl y  w e a k er; t hi s i n di-

c at e s t h at c o m p o u n d 3 i s i n t h e

pr ot o n at e d f or m, b ut n ot a

c y cli c et h er f or m ( Fi g ur e 1 C).

T h e u ni q u e a d v a nt a g e s of

t h e z e br afi s h  m a k e it a n e x c el-

l e nt  m o d el or g a ni s m f or hi g h-

t hr o u g h p ut bi o m ol e c ul e s cr e e n-

i n g. T h e s e i n cl u d e hi g h f e c u n-

ACHTUNGTRENNUNGdit y, s m all e m br y o si z e, tr a n s-

p ar e nt d e v el o p m e nt e x ut er o,

a n d d e m o n str at e d p er m e a bilit y

t o c ert ai n s m all  m ol e c ul e s.[ 1 1]

T h er ef or e,  w e att e m pt e d t h e

vit al st ai ni n g of z e br afi s h e m-

br y o s  wit h 3 a n d 4 t o a s s e s s

t h e p er m e ati o n a n d l o c ali z ati o n

of e a c h i n vi v o.  N o pr e vi o u s

ACHTUNGTRENNUNGr e p ort s d e s cri b e t h e s u c c e s sf ul

u s e of u n c o nj u g at e d fl u or e s c ei n

d eri v ati v e s f or t hi s p ur p o s e.

ACHTUNGTRENNUNGA c c or di n gl y, e m br y o s e x p o s e d

t o  D C F e x hi bit e d a fl u or e s c e nt

si g n al i n di sti n g ui s h a bl e fr o m

t h e f ai nt a ut ofl u or e s c e n c e of

c o ntr ol s ( Fi g ur e 2  A a n d B), t h u s

s u g g e sti n g t h at it di d n ot

ACHTUNGTRENNUNGp e n etr at e t h e e m br y o s t o a n y

o b s er v a bl e e xt e nt. R e m ar k a bl y,

h o w e v er, b ot h 3 a n d 4 eff e c-

ti v el y st ai n e d e m br y o s a s e vi-

d e n c e d b y i n cr e a s e d fl u or e s-

c e n c e at s h ort er e x p o s ur e ti m e s

( Fi g ur e 2 C a n d  D).

W e n e xt e x a mi n e d  w h et h er

t hi s st ai ni n g i n di c at e d tr u e

ti s s u e p e n etr ati o n or  m er el y a

s u p erfi ci al c o ati n g eff e ct. T o a c-

c o m pli s h t hi s,  w e utili z e d c o nf o-

c al  mi cr o s c o p y t o e x a mi n e c o m-

p o u n d di stri b uti o n  wit hi n t h e

e m br y o.  W e c h o s e t o u s e t h e c o m m er ci all y a v ail a bl e B O DI P Y

T R  m et h yl e st er a s a c o ntr ol st ai n si n c e it h a s b e e n s u c c e s sf ull y

u s e d f or t hi s p ur p o s e. [ 1 2]

Pr eli mi n ar y e x p eri m e nt s c o nfir m e d t h at i n c u b ati n g z e br afi s h

e m br y o s  wit h 3 or 4 f or 1 h yi el d e d r el ati v el y c o n si st e nt vit al

S c h e m e 2. S y nt h e si s of c o m p o u n d s 4 a n d 5 .

Fi g ur e 1. A) Fl u or e s c e nt i nt e n sit y of 3 at v ari o u s p H v al u e s . S ol uti o n s  w er e e x cit e d at 4 9 7 n m a n d e mi s si o n s r e-

c or d e d at 5 2 3 n m. B)  U V s p e ctr a of 3. C) Str u ct ur e s of 3 .
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st ai ni n g ( Fi g ur e 3  A a n d B), c o m p ar a bl e t o t h e B O DI P Y c o ntr ol

( Fi g ur e 3 C). C o nf o c al pr oj e cti o n s of t h e h e a d ( Fi g ur e 3  D – F)

a n d t ail ( Fi g ur e 3  G, I, K) s p a n ni n g 8 0 m m r e v e al e d t h at 3 , 4 ,

a n d B O DI P Y T R  m et h yl e st er p er m e at e li v e ti s s u e t o si mil ar e x-

t e nt s. Sli c e s of t h e d or s al  mi dli n e ( Fi g ur e 3  H, J, L) i n di c at e t h at

t h e v a c u ol e s of t h e n ot o c h or d, a n e arl y e m br y o ni c str u ct ur e,

r e m ai n u n st ai n e d  w hil e t h e s urr o u n di n g ti s s u e i s effi ci e ntl y l a-

b el e d. T h e s e d at a s u p p ort t h e ti s s u e- s p e cifi c p er m e ati o n a n d

l o c ali z ati o n of 3 a n d 4 i n vi v o. It i s al s o n ot e w ort h y t h at 3 a n d

4 ar e  m or e  w at er s ol u bl e t h a n B O DI P Y T R  m et h yl e st er at t h e

t e st e d c o n c e ntr ati o n s ( d at a n ot s h o w n).

W e al s o o b s er v e d t h at y ol k s a c s a n d y ol k e xt e n si o n s al w a y s

a p p e ar e d bri g ht er t h a n t h e e m br y o s t h e m s el v e s ( Fi g ur e 3  A – C).

T hi s i s li k el y t h e r e s ult of c o m p o u n d a c c u m ul ati o n  wit hi n t h e

li pi di c y ol k pl at el et s t h at c o m pri s e al m o st t h e e ntir e v ol u m e of

t h e y ol k.[ 1 3] E m br y o vi a bilit y  w a s n ot si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d b y

e x p o s ur e t o a n y of t h e st ai ni n g s ol uti o n s  w h e n c o m p ar e d t o

c o ntr ol s ol uti o n ( n = 6 0 p er c o m p o u n d, p = 0. 8 1).  H o w e v er,  w e

di d d et e ct sli g ht d e v el o p m e nt al a b n or m aliti e s i n t h e e m br y o s

e x p o s e d t o 2 5 m m Pitt s b ur g h Y ell o w gr e e n, i n cl u di n g n arr o wi n g

of t h e y ol k e xt e n si o n a n d v e ntr al c urli n g of t h e t ail ( Fi g ur e 3 B).

T o xi cit y st u di e s  w er e p erf or m e d t o d et er mi n e t h e eff e ct s of

l o n g er-t er m e x p o s ur e t o t h e Pitt s b ur g h c o m p o u n d s o n z e br a-

fi s h d e v el o p m e nt. E m br y o s  w er e e x p o s e d t o 3 or 4 st a n d ar d s

o n a l o g arit h mi c s c al e ( 2 5, 8, 2. 5, 0. 8, 0. 2 5 m m ) fr o m 3. 5 h p o st-

f ertili z ati o n ( h pf) t o 4 8 h pf. C o m p o u n d 3 e x hi bit e d a si g nifi c a nt

eff e ct o n e m br y o vi a bilit y at 2 5 m m (p < 0. 0 0 1), b ut n ot at 8 m m

( Ta bl e S 1 i n t h e S u p p orti n g I nf or m ati o n). C o m p o u n d 4 w a s

sli g htl y  m or e t o xi c, aff e cti n g vi a bilit y at 2 5 a n d 8 m m (p <

0. 0 0 1), b ut n ot at 2. 5 m m . T h e s e d at a ar e c o n si st e nt  wit h t h e

o b s er v ati o n s fr o m t h e st ai ni n g e x p eri m e nt s. T h e pr o mi si n g

vit al st ai ni n g r e s ult s  wit h t h e s e n e w d y e s s u g g e st t h at t h e s e

c o m p o u n d s a n d t h eir d eri v ati v e s c o ul d b e u s ef ul t o ol s i n bi o-

i m a gi n g.

T h e  M a n ni c h r e a cti o ns of  D C F h a v e b e e n us e d t o s y nt h e si z e

bi ol o gi c all y i m p ort a nt fl u or e s c e nt s e ns ors.  H o w e v er,  w e fi n d t h at

t h e s e c o m p o u n d s ar e oft e n p o orl y s ol u bl e i n c o m m o nl y us e d or-

g a ni c s ol v e nts, s u c h as C H 2 Cl 2 , f or f urt h er s y nt h eti c  m a ni p ul a-

ti o ns.  W e s p e c ul at e d t h at t h e di s pl a c e m e nt of a c ar b o x y gr o u p

wit h a h y dr o x y m et h yl gr o u p  mi g ht i m pr o v e s ol u bilit y.  Of p arti c u-

l ar i nt er est  w er e pr e vi o usl y k n o w n c o m p o u n d s 6 a n d 8 , b ot h of

w hi c h  w er e virt u all y i ns ol u bl e i n C H 2 Cl 2 . T o pr e p ar e a n al o g u es of

t h e s e c o m p o u n d s, t h e  M a n ni c h r e a cti o ns of c o m p o u n d 3 a n d

t h e c orr e s p o n di n g a mi n e  w er e e m pl o y e d t o g e n er at e c o m-

p o u n d s 7 a n d 9 i n 6 4 a n d 4 5  % yi el d, r e s p e cti v el y ( S c h e m e 3).

T h es e c o m p o u n d s  w er e f o u n d t o b e s uffi ci e ntl y  w at er s ol u bl e

f or bi ol o gi c al e x p eri m e nts ( at l e ast u p t o 1 0 m m ), a n d y et v er y

s ol u bl e i n C H 2 Cl 2 . Si n c e t h e c ar b o x y gr o u p d o es n ot p arti ci p at e

i n s e nsi n g i n t h e s e s e ns ors, i n pri n ci pl e s u c h a r e pl a c e m e nt

w o ul d n ot aff e ct t h eir a bilit y t o s e ns e t h eir a n a ACHTUNGTRENNUNGl yt e s.

I n c o n cl u si o n,  w e h a v e d e v el o p e d n e w fl u or e s c ei n d eri v a-

ti v e s. T h e s y nt h e si s of 3 a n d 4 o nl y r e q uir e s t hr e e st e p s f or

e a c h a n d i s s c al a bl e, t h u s i n di c ati n g  m a n uf a ct uri n g p ot e nti al.

F urt h er m or e, c o m p o u n d s 3 a n d 4 e x hi bit e d d e sir a bl e st ai ni n g

a n d p er m e ati o n i n z e br afi s h e m br y o s. Si n c e t h e s e n e w fl u or e s-

c ei n d eri v ati v e s ar e s ol u bl e i n b ot h  w at er a n d or g a ni c s ol v e nt s,

t h e y s h o ul d f a cilit at e c h e mi c al s y nt h e s e s a n d bi ol o gi c al st u di e s

Fi g ur e 2. R e pr e s e nt ati v e fl u or e s c e nt i m a g e s of 2 4 h pf z e br afi s h e m br y o s e x-

p o s e d f or 1 h t o  A) a c o ntr ol s ol uti o n ( 2  %  D M S O i n b uff er e d e m br y o  m e-

ACHTUNGTRENNUNGdi u m) or 2 5 m m st ai ni n g s ol uti o n s of B)  D C F, C) 3 , or D) 4 .  All i m a g e s  w er e

c a pt ur e d at 3 5  m a g nifi c ati o n  wit h t h e gi v e n e x p o s ur e ti m e s a n d all ot h er

c o n diti o n s i d e nti c al.

Fi g ur e 3. P s e u d o c ol or e d i m a g e s of 2 4 h pf z e br afi s h e m br y o s st ai n e d f or 1 h

wit h 2 5 m m 3 ( A,  D,  G,  H), 4 ( B, E, I, J), or B O DI P Y T R  m et h yl e st er ( C, F, K, L).

A) – C) E x a m pl e s of e m br y o st ai ni n g. R e pr e s e nt ati v e i n st a n c e s of t h e sli g ht

d e v el o p m e nt al d ef e ct s c a u s e d b y e x p o s ur e t o 4 c a n b e s e e n i n p a n el ( B).

D) – F) 8 0 m m c o nf o c al Z pr oj e cti o n s of t h e h e a d r e gi o n.  G), I), K) 8 0 m m Z

ACHTUNGTRENNUNGpr oj e cti o n s of t h e d or s al  mi dli n e ( a nt eri or t o t h e l eft).  H), J), L) 1 m m sli c e s

fr o m t h e d or s al  mi dli n e  wit h n ot o c h or d v a c u ol e s i n di c at e d b y arr o w s. S c al e

b ar s = 1 0 0 m m.

2 1 6 w w w. c h e m bi o c h e m. or g 2 0 0 8  Wil e y- V C H V erl a g  G m b H  & C o. K G a A,  W ei n h ei m C h e m Bi o C h e m 2 0 0 8 , 9, 2 1 4 – 2 1 8
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of r el at e d c o m p o u n d s.  W e al s o i m pr o v e d t h e p h y si c al pr o p er-

ti e s of pr e vi o u sl y k n o w n fl u or e s c ei n- b a s e d s e n s or s.  W e ar e

ACHTUNGTRENNUNGc urr e ntl y s y nt h e si zi n g 4 - b a s e d pr o b e s a s p art of o ur eff ort s

t o w ar d s e n s or d e v el o p m e nt.[ 2, 1 4]

E x p eri m e nt al S e cti o n

Pr e p ar ati o n of 4: A s ol uti o n of c o m p o u n d 2 ( 1. 4 3 g, 3. 3 5  m m ol) i n
P h 2 O ( 5  m L)  w a s stirr e d at 1 5 0 8C f or 1 2 h.  Aft er b ei n g c o ol e d t o
2 4 8C, t h e r e a cti o n  mi xt ur e  w a s tr a n sf err e d dir e ctl y t o a sili c a g el
c ol u m n. T h e c ol u m n c hr o m at o gr a p h y  w a s p erf or m e d  wit h 1 0  %
i s o pr o p yl al c o h ol i n h e x a n e s t o aff or d c o m p o u n d 4 a s a r e d-
or a n g e s oli d ( 1. 1 5 g, 8 0  %).  M. p. 1 8 6 – 1 8 8 8C; R f = 0. 5 9 ( 5 0  % Et O A c
i n h e x a n e s); 1 H  N M R ( 3 0 0  M H z, C D Cl 3 , 2 9 3 K): d = 7. 4 2 – 7. 3 5 ( m,

2  H), 7. 3 0 – 7. 2 8 ( m, 1  H), 6. 8 9 – 6. 8 7 ( m, 3  H), 6. 7 7 ( s, 1  H), 6. 0 1 ( d dt,
J = 1 7. 4, 9. 9, 6. 3  H z, 1  H), 5. 2 9 ( br s, 2  H), 5. 1 4 ( d d, J = 1 7. 4, 1. 7  H z,
1  H), 5. 0 5 ( d d, J = 9. 9, 1. 5  H z, 1  H), 3. 6 3 ( br d, J = 6. 3  H z, 2  H);
1 3 C  N M R ( 7 5  M H z,  C D 3 O D, 2 9 3 K): d = 1 5 5. 3, 1 5 2. 5, 1 5 1. 2, 1 4 9. 2,
1 4 5. 3, 1 4 0. 1, 1 3 8. 7, 1 3 0. 4, 1 2 9. 8 ( 2 C), 1 2 7. 6, 1 2 4. 6, 1 2 2. 2, 1 1 8. 6,
1 1 8. 1, 1 1 7. 5, 1 1 7. 3, 1 1 7. 1, 1 1 5. 6, 1 0 4. 4, 8 5. 0, 7 3. 0, 2 9. 0; I R (i n
C H 2 Cl 2 ): 3 3 0 5 ( br,  O- H), 3 0 7 4, 2 9 2 3, 2 8 5 5, 1 6 3 5, 1 5 9 8, 1 4 8 2, 1 4 4 6,
1 3 5 6, 1 2 7 8, 1 2 1 3, 7 3 7 c m 1 ;  H R M S ( EI+ ) c al c d f or C2 3 H 1 6 Cl 2 O 4 :
4 2 6. 0 4 2 6 [ M ]+ , f o u n d: 4 2 6. 0 4 1 9.

Pr e p ar ati o n of 5: A s ol uti o n of c o m p o u n d 4 ( 3 4  m g, 0. 0 7 5  m m ol)
i n 1, 2- di c hl or o et h e n e ( D C E; 0. 8  m L)  w a s a d d e d t o a s ol uti o n of t h e
r ut h e ni u m c at al y st ( 7. 5  m g, 0. 0 1 1  m m ol) i n  D C E ( 0. 5  m L) u n d er a
nitr o g e n at m o s p h er e at 2 4 8C. T h e r e s ulti n g  mi xt ur e  w a s stirr e d
f or 5  mi n at t h e s a m e t e m p er at ur e, a n d b ut- 3- e n- 1- ol ( 2 0 m L,
0. 2 2 5  m m ol)  w a s a d d e d dr o p wi s e at 2 4 8C. T h e r e s ulti n g  mi xt ur e
w a s h e at e d at 4 5 8C f or 3 h. S u b s e q u e ntl y, t h e r e a cti o n  mi xt ur e

w a s c o ol e d t o 2 4 8C, a n d t h e s ol v e nt  w a s r e m o v e d i n v a c u o. T h e
r e si d u e  w a s p urifi e d b y fl a s h c ol u m n c hr o m at o gr a p h y ( 5 ! 5 0  %
Et O A c i n h e x a n e s c o nt ai ni n g 1  %  H O A c) t o aff or d c o m p o u n d 5 a s a
r e d s oli d ( 1 5  m g, 4 2  %; 5 2  % b a s e d o n 9  m g of r e c o v er e d 4 ). F or
c h ar a ct eri z ati o n, tr a ns-5 ( m aj or pr o d u ct) a n d cis -5 ( mi n or pr o d u ct)
w er e s e p ar at e d b y  H P L C ( 2 0 ! 1 0 0  % C H 3 C N i n  H 2 O;  C 1 8 c ol u m n).
T h e  m aj or pr o d u ct  w a s f ull y c h ar a ct eri z e d.  D at a f or tr a ns-5 : R f =
0. 1 5 ( 6 0  % Et O A c i n h e x a n e s c o nt ai ni n g 1  %  H O A c); 1 H  N M R
( 3 0 0  M H z,  C D Cl3 , 2 9 3 K): d = 7. 4 0 – 7. 3 5 ( m, 2  H), 7. 3 1 – 7. 2 6 ( m, 1  H),
6. 8 9 ( s, 1  H), 6. 8 8 ( br d, J = 7. 5  H z, 1  H), 6. 8 6 ( s, 1  H), 6. 7 6 ( s, 1  H),
5. 7 9 – 5. 6 8 ( m, 1  H), 5. 6 2 – 5. 5 1 ( m, 1  H), 5. 2 8 ( br s, 2  H), 3. 6 5 – 3. 5 9 ( m,
2  H), 2. 2 7 ( a p pt q, J = 1 2. 3, 6. 0  H z, 2  H), 2. 1 1 ( s, 1  H,  O H); 1 3 C  N M R
( 7 5  M H z,  C D Cl3 , 2 9 3 K): d = 1 5 1. 9, 1 5 0. 3, 1 4 9. 7, 1 4 7. 9, 1 4 3. 8, 1 3 8. 7,
1 3 0. 2, 1 2 8. 7, 1 2 8. 6, 1 2 8. 4, 1 2 7. 5, 1 2 5. 8, 1 2 3. 7, 1 2 1. 0, 1 1 8. 3, 1 1 8. 0,
1 1 5. 4, 1 1 5. 3, 1 1 5. 2, 1 0 3. 8, 8 3. 4, 7 2. 3, 6 1. 9, 3 5. 9, 2 7. 2; I R ( C H 2 Cl 2 ):
3 3 0 0 ( br,  O- H), 3 0 7 0, 2 9 2 6, 2 8 5 4, 1 6 3 2, 1 5 8 2, 1 4 8 2, 1 4 4 3, 1 3 5 4,
1 2 8 3, 1 2 1 2, 1 0 1 4, 7 3 6 c m 1 ; L R M S ( E SI+ ) C2 5 H 2 0 Cl 2 O 5 : 4 9 3 ( 1 8  %)

[M ++ H] + , 4 9 3 ( 3 5  %) [M ++ N a] + , 4 9 3 ( 3 5  %) [M ++ K] + ; ( EI+ )
4 6 9 ( 3 0  %) [ M H] + , 4 7 0 ( 2 2  %) [M ]+ , 4 7 1 ( 2 5  %) [M ++ H] + .

U V- vi si bl e s p e ctr o s c o p y :  A b s or pti o n s p e ctr a  w er e a c-

q uir e d o n a C ar y 5 0  U V/ Vi s s p e ctr o m et er, u n d er t h e
c o ntr ol of  Wi n d o w s- b a s e d P C s r u n ni n g t h e  m a n uf a ct ur-
er’ s s u p pli e d s oft w ar e.

Fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y :  All fl u or e s c e n c e  m e a s ur e-
m e nt s  w er e a c q uir e d i n a 1 c m  1 c m q u art z c ell b y
u si n g a S p e x Fl u or ol o g fl u or o m et er  wit h 0. 7 n m b a n d-
wi dt h slit s, l e x = 4 9 0 n m, c oll e cti n g l e m = 4 9 6 – 6 2 0 n m.
All s p e ctr a  w er e c orr e ct e d f or e mi s si o n i nt e n sit y b y
u si n g t h e  m a n uf a ct ur er’s s u p pli e d p h ot o m ulti pli er
c ur v e s.

R el ati v e q u a nt u m yi el d s : T o d et er mi n e q u a nt u m yi el d s r el ati v e t o
fl u or e s c ei n, st o c k s ol uti o n s of 3 a n d 4 w er e pr e p ar e d i n  D M S O
( 1  mm ) a n d dil ut e d i n b or at e b uff er ( p H 1 0) t o  O D4 9 0 = 0. 1 2. T h e

s a m pl e s  w er e e x cit e d at l = 4 9 0 n m, a n d t h e i nt e gr at e d e mi s si o n
s p e ctr a  w er e c o m p ar e d. T h e q u a nt u m yi el d s of all c o m p o u n d s
w er e r ef er e n c e d t o fl u or e s c ei n i n 0. 1 n N a O H ( F = 0. 9 5).

Vit al st ai ni n g of z e br afi s h e m br y o s : E m br y o s  w er e st ai n e d a s pr e-
vi o u sl y d e s cri b e d, [ 1 5] b ut  wit h s o m e  m o difi c ati o n s. St o c k s ol uti o n s
( 1 0  mm ) of Pitt s b ur g h  Gr e e n (3 ), Pitt s b ur g h Y ell o w gr e e n (4 ), a n d
D C F  w er e e a c h pr e p ar e d i n  D M S O. B O DI P Y T R  m et h yl e st er (I n vi-
tr o g e n)  w a s s u p pli e d a s a 5  mm st o c k s ol uti o n i n  D M S O.  All st o c k
s ol uti o n s  w er e pr ot e ct e d fr o m li g ht a n d st or e d i n ali q u ot s at

2 0 8C. St o c k s ol uti o n s  w er e dil ut e d i n  H E P E S- b uff er e d e m br y o
m e di u m ( 5  m m H E P E S, p H 7. 2, 5  m m N a Cl, 0. 3 3  m m C a Cl 2 , 0. 3 3  mm
M g S O 4 , 0. 1 7  mm K Cl) t o yi el d 2 5 m m st ai ni n g s ol uti o n s  wit h n or-
m ali z e d  D M S O c o nt e nt s of 2  % ( v /v ).

At 2 4 h p o st-f ertili z ati o n ( h pf), e m br y o s  w er e  m a n u all y d e c h ori o-
n at e d  wit h fi n e f or c e p s a n d a d d e d i n gr o u p s of 2 0 t o a g ar o s e-
c o at e d  w ell s of a 1 2- w ell pl at e c o nt ai ni n g  H E P E S- b uff er e d e m br y o
m e di u m. E x c e s s  m e di u m  w a s c ar ef ull y r e m o v e d fr o m e a c h  w ell,
a v oi di n g e x p o s ur e of t h e e m br y o s t o air, a n d r e pl a c e d  wit h st ai n-
i n g s ol uti o n or c o ntr ol s ol uti o n ( 1  m L; 2  %  D M S O i n  H E P E S- b uf-
f er e d E 3). T h e pl at e s  w er e t h e n c o v er e d i n f oil a n d i n c u b at e d at
r o o m t e m p er at ur e  wit h g e ntl e s h a ki n g f or 1 h.  Aft er b ei n g st ai n e d,
t h e e m br y o s  w er e tr a n sf err e d t o a g ar o s e- c o at e d 6 0  m m di s h e s
a n d  w a s h e d i n  H E P E S- b uff er e d e m br y o  m e di u m ( 3  1 0  mi n e a c h)
wit h g e ntl e s h a ki n g.

I m a gi n g of z e br afi s h e m br y o s: E m br y o s u s e d f or i m a gi n g  w er e
a n e st h eti z e d i n  H E P E S- b uff er e d e m br y o  m e di u m c o nt ai ni n g Tri-
c ai n e ( et h yl 3- a mi n o b e n z o at e  m et h a n e s ulf o n at e s alt; 0. 6 4  m m ;
Si g m a – Al dri c h).  Di git al p h ot o gr a p h s  w er e t a k e n b y u si n g a st er e o-

mi cr o s c o p e ( L ei c a  Mi cr o s y st e m s,  W et zl ar,  G er m a n y) a n d C C D
c a m er a ( QI m a gi n g, B ur n a b y, C a n a d a). F or fl u or e s c e nt i m a gi n g,
filt er s et s ( C hr o m a T e c h n ol o g y, R o c ki n g h a m, V T)  w er e u s e d t o vi s u-
ali z e Pitt s b ur g h  Gr e e n, Pitt s b ur g h Y ell o w gr e e n,  D C F ( all at l e x =
4 8 0/ 4 0, l e m = 5 3 5/ 5 0) or B O DI P Y T R  m et h yl e st er ( l e x = 5 7 5/ 5 0,
l e m = 6 4 0/ 5 0).

C o nf o c al o pti c al s e cti o n s  w er e c oll e ct e d at 1  m m i nt er v al s  wit h a
2 0  o bj e cti v e b y u si n g a l a s er s c a n ni n g c o nf o c al h e a d ( L ei c a
ACHTUNGTRENNUNGMi cr o s y st e m s)  m o u nt e d o n a n i n v ert e d  mi cr o s c o p e ( L ei c a  Mi cr o-
s y st e m s). E x cit ati o n  w a s pr o vi d e d b y a n ar g o n l a s er at 4 8 8 n m
( Pitt s b ur g h  Gr e e n, Pitt s b ur g h Y ell o w gr e e n, a n d  D C F) a n d a  H e N e
l a s er at 5 4 3 or 5 9 4 n m ( B O DI P Y T R  m et h yl e st er). I m a g e st a c k s
w er e r e n d er e d a n d a n al y z e d  wit h i m a g e a n al y si s s oft w ar e (I m a g eJ,
v er si o n 1. 3 7 v;  W a y n e R as b a n d,  NI H/ NI M H, htt p://r s b.i nf o. ni h. g o v/ij/).

S c h e m e 3. Di c hl or ofl u or e s c ei n d eri v ati v e s.

C h e m Bi o C h e m 2 0 0 8 , 9, 2 1 4 – 2 1 8 2 0 0 8  Wil e y- V C H V erl a g  G m b H  & C o. K G a A,  W ei n h ei m w w w. c h e m bi o c h e m. or g 2 1 7
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A c k n o wl e d g e m e nt s

T his  w or k  w as s u p p ort e d b y t h e  U ni v ersit y of Pitts b ur g h a n d t h e

N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n ( C H E- 0 6 1 6 5 7 7). E. D. D. a n d  N. A. H.

ar e s u p p ort e d b y R 0 1 H D 0 5 3 2 8 7 fr o m  NI D D K. A. L. G. a n d V. D. M

ar e r e ci pi e nts of t h e  N o v artis  Gr a d u at e F ell o ws hi p a n d T h e  Or-

g a ni c  Di visi o n  U n d er gr a d u at e R es e ar c h F ell o ws hi p, r es p e cti v el y.

W e  wis h t o t h a n k A n ast asi y a K astr a m a f or pr eli mi n ar y e x p eri-

m e nts. T h e r ut h e ni u m c at al yst  w as a gift fr o m B o e hri n g er I n g el-

h ei m.

K e y w or d s: fl u or e s c ei n · fl u or e s c e n c e · p er m e a bilit y ·

s y nt h e si s · z e br afi s h
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2 0 0 0 , 1 2 2 , 5 6 4 4; b) S. K e n m o k u, Y.  Ur a n o, K. K a n d a,  H. K oji m a, K. Ki k u-

c hi, T.  N a g a n o, Tetr a h e dr o n 2 0 0 4 , 6 0 , 1 1 0 6 7.

[ 2] B.  A. S p ar a n o, K. K oi d e, J. A m. C h e m. S o c. 2 0 0 5 , 1 2 7 , 1 4 9 5 4.

[ 3]  M.  M.  M arti n, L. Li n d q vi st, J. L u mi n. 1 9 7 5 , 1 0 , 3 8 1.

[ 4] Y.  Ur a n o,  M. K a mi y a, K. K a n d a, T.  U e n o, K.  Hir o s e, T.  N a g a n o, J. A m.

C h e m. S o c. 2 0 0 5 , 1 2 7 , 4 8 8 8.

[ 5]  W. C. S u n, K. R.  G e e,  D.  H. Kl a u b ert, R. P.  H a u gl a n d, J.  Or g. C h e m. 1 9 9 7 ,

6 2 , 6 4 6 9.

[ 6] a) L. F.  M ottr a m, S. B o o n y ar att a n a k ali n, R. E. K o v el, B. R. P et er s o n, Or g.

L ett. 2 0 0 6 , 8 , 5 8 1; b)  D uri n g t h e pr e p ar ati o n of t hi s  m a n u s cri pt, t h e

s a m e gr o u p r e p ort e d a n i m pr o v e d v er si o n, i n  w hi c h t h e f o ur- st e p s y n-

t h e si s g a v e 2 8  % o v er all yi el d; s e e, L. F.  M ottr a m, E.  M a d d o x,  M.

S c h w a b, F. B e a ufil s, B. R. P et er s o n, Or g. L ett. 2 0 0 7 , 9 , 3 7 4 1.

[ 7]  M.  D o wl ut,  D.  G.  H all,  O.  Hi n d s g a ul, J.  Or g. C h e m. 2 0 0 5 , 7 0 , 9 8 0 9.

[ 8] a) B.  A. S p ar a n o, S. P. S h a hi, K. K oi d e, Or g. L ett. 2 0 0 4 , 6 , 1 9 4 7; b) F. S o n g,

A. L.  G ar n er, K. K oi d e, J. A m. C h e m. S o c. 2 0 0 7 , 1 2 9 , 1 2 3 5 4.

[ 9] K.  Gr el a, S.  H ar ut y u n y a n,  A.  Mi c hr o w s k a, A n g e w. C h e m. 2 0 0 2 , 1 1 4 , 4 2 1 0;

A n g e w. C h e m. I nt. E d. 2 0 0 2 , 4 1 , 4 0 3 8.

[ 1 0] a) K. C.  Ni c ol a o u, P.  G. B ul g er,  D. S arl a h, A n g e w. C h e m. 2 0 0 5 , 1 1 7 , 4 5 6 4; .

C h e m. I nt. E d. 2 0 0 5 , 4 4 , 4 4 9 0; E x a m pl e s fr o m o ur l a b or at or y: b) B. J.

Al b ert,  A. Si v ar a m a kri s h n a n, T.  N a k a, K. K oi d e, J. A m. C h e m. S o c. 2 0 0 6 ,

1 2 8 , 2 7 9 2; c) B. J.  Al b ert,  A. Si v ar a m a kri s h n a n, T.  N a k a,  N. L. C z ai c ki, K.

K oi d e, J. A m. C h e m. S o c. 2 0 0 7 , 1 2 9 , 2 6 4 8.

[ 1 1] R. T. P et er s o n, B.  A. Li n k, J. E.  D o wli n g, S. L. S c hr ei b er, Pr o c.  N atl. A c a d.

S ci.  U S A 2 0 0 0 , 9 7 , 1 2 9 6 5.

[ 1 2]  M. S. C o o p er,  D. P. S z et o,  G. S o m m er s- H eri v el, J. T o p e z e w s ki, L. S ol ni c a-

Kr e z el,  H. C. K a n g, I. J o h n s o n,  D. Ki m el m a n, D ev.  D y n. 2 0 0 5 , 2 3 2 , 3 5 9.

[ 1 3]  M. S. C o o p er, L.  A.  D’ A mi c o, C.  A.  H e nr y, M et h o ds C ell Bi ol. 1 9 9 9 , 5 9 , 1 7 9.

[ 1 4] B.  A. S p ar a n o, K. K oi d e, J. A m. C h e m. S o c. 2 0 0 7 , 1 2 9 , 4 7 8 5.

[ 1 5]  M. S. C o o p er,  D. P. S z et o,  G. S o m m er s- H eri v el, J. T o p e z e w s ki, L. S ol ni c a-

Kr e z el,  H. C. K a n g, I. J o h n s o n,  D. Ki m el m a n, D ev.  D y n. 2 0 0 5 , 2 3 2 , 3 5 9.

R e c ei v e d: S e pt e m b er 2 0, 2 0 0 7

P u bli s h e d o nli n e o n  D e c e m b er 2 7, 2 0 0 7

2 1 8 w w w. c h e m bi o c h e m. or g 2 0 0 8  Wil e y- V C H V erl a g  G m b H  & C o. K G a A,  W ei n h ei m C h e m Bi o C h e m 2 0 0 8 , 9, 2 1 4 – 2 1 8

http://dx.doi.org/10.1021/ja000868p
http://dx.doi.org/10.1021/ja000868p
http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2004.06.108
http://dx.doi.org/10.1021/ja0530319
http://dx.doi.org/10.1016/0022-2313(75)90003-4
http://dx.doi.org/10.1021/ja043919h
http://dx.doi.org/10.1021/ja043919h
http://dx.doi.org/10.1021/jo9706178
http://dx.doi.org/10.1021/jo9706178
http://dx.doi.org/10.1021/ol052655g
http://dx.doi.org/10.1021/ol052655g
http://dx.doi.org/10.1021/ol7015093
http://dx.doi.org/10.1021/jo051503w
http://dx.doi.org/10.1021/ol049537y
http://dx.doi.org/10.1021/ja073910q
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20021104)114:21%3C4210::AID-ANGE4210%3E3.0.CO;2-J
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20021104)41:21%3C4038::AID-ANIE4038%3E3.0.CO;2-0
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200500369
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200500369
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200500369
http://dx.doi.org/10.1021/ja058216u
http://dx.doi.org/10.1021/ja058216u
http://dx.doi.org/10.1021/ja067870m
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.97.24.12965
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.97.24.12965
http://dx.doi.org/10.1002/dvdy.20252
http://dx.doi.org/10.1021/ja070111z
http://dx.doi.org/10.1002/dvdy.20252
www.chembiochem.org

