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Kapitel I Einleitung und Ziel der Arbeit

Kapitel 1

Einleitung und Ziel der Arbeit

Die chemische Sensorik bezieht sich auf die kontinuierliche Uberwachung der Anwesenheit
chemischer Spezies. In den letzten Jahren hat die Bedeutung der Entwicklung neuer
chemischer Sensoren enorm zugenommen. Sensorsysteme werden in Bereichen wie der
Chemie, Biologie, klinischen Biologie, Medizin und Umwelt benétigt.!! Um die
Untersuchung der Zellchemie und das Verstindnis der Funktionsmechanismen der Zellen zu
gewihrleisten, wiren Sensoren fiir Biomolekiile wie Neurotransmitter, Glutamat und
Acetylcholin, Glycin, Aspartat und Dopamin, Stickstoffmonooxid (NO) und
Adenosintriphosphat (ATP) niitzlich.”) Der zunehmenden Aufmerksamkeit, die der
menschlichen Gesundheit und der Diagnose und Behandlung von Krankheiten gewidmet
wird, stellen die Aminosdureanalyse sowie die Bindung an Desoxyribonukleinsdure (DNS)
zwel wichtige Aspekte dar. Die Aminosdure Lysin (Lys) ist eng mit dem Krebs-Henseleit-
Zyklus und der Polyaminsynthese verbunden, und eine geeignete Menge an Lysin in der
Nahrung ist fiir die metabolischen Funktionen und die Gewichtszunahme von Tieren
essentiell.’) Tryptophan (Trp) spielt hingegen eine entscheidende Rolle in biologischen
Prozessen wie der Proteinbiosynthese, dem Tierwachstum und der Pflanzenentwicklung.!
Die Bindung an DNS mit nachfolgenden Modifikationen des genetischen Materials dient der
Behandlung von Krebs, genetischen Stérungen und Viruserkrankungen.l’! Des Weiteren
spielen Metallionen wie Natrium, Kalium und Calcium eine wichtige Rolle an vielen
biologischen Prozessen wie der Ubertragung von Nervenimpulsen, der Muskelkontraktion
und der Regulation der Zellaktivitit.'! In der Medizin ist die Uberwachung von Metallionen
in Blut und Urin fiir die Diagnose essentiell.[®! Daher ist die Entwicklung neuer Sensoren fiir
Metallionen von groBler Bedeutung. Auch im Bereich der Umweltwissenschaften spielen
Metallionen eine wichtige Rolle, da Quecksilber, Blei, Cadmium und Barium toxisch fiir
lebende Organismen sind. Spezielle Sensorsysteme hingegen konnten dies friihzeitig
erkennen und Abhilfe schaffen.l”) Der Nachweis von Landminen und Kampfstoffen ist gerade
in der heutigen Zeit sehr wichtig, daher werden Sensoren fiir Sprengstoffe und gefahrliche

Chemikalien intensiv untersucht.®] Dariiberhinaus spielt die chemische Sensorik in der
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Lebensmittelindustrie eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle der Lebensmittelqualitdt und
-sicherheit.”!

All diese Beispiele zeigen wie lang die Liste der interessanten nachzuweisenden Analyten ist
und obwohl es schon zahlreiche Systeme fiir den Nachweis einiger Analyten gibt, besteht
immer noch ein groBer Bedarf zur Entwicklung neuer fluoreszierender und kolorimetrischer
Chemosensoren. Griinde liegen in ihrer leichten Verwendbarkeit in Losung sowie der hohen
Empfindlichkeit und Selektivitit zur visuellen Unterscheidung.'”!

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese und Charakterisierung neuer optischer bzw.
fluoreszierender und kolorimetrischer Chemosensoren. Hierzu wurden als Substanzklassen
die des Naphthalinbisimids (NBI, abgeleitet von Naphthalin-1,8:4,5-bis(dicarboximid); oft
auch abgekiirzt als NDI von Naphthalin-1,4,5,8-tetracarbonsidurediimid) und Perylenbisimids
(PBI, abgeleitet von Perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid); oft auch abgekiirzt als PDI von
Perylen-3,4:9,10-tetracarbonsdurediimid) gewdhlt. NBIs besitzen ein planares, farbloses,
nicht-fluoreszierendes 7z-System, welches nach Kernsubstitution mit Elektronendonor-
Gruppen jedoch iiber einen weiten Spektralbereich durchstimmbare optische Eigenschaften
sowie hohe Fluoreszenzquantenausbeuten aufweisen kann.'! Um die Wahl geeigneter
fluoreszierender NBI-Sensoren begriinden zu konnen, sollten zuerst durch systematische
Anbringung von verschiedenen elektronenziechenden (EWG, engl.: electron withdrawing
group) und elektronschiebenden (EDG, engl.. electron donating group) Amino-Substituenten
am Kern die optischen Eigenschaften untersucht werden (Abbildung 1). Wasserloslichkeits
fordernde Gruppen in der Imid-Position sollen zudem einen Einsatz in Wasser bzw. polaren
Losungsmitteln ermdglichen. Die Sensoreigenschaften sollen dann im Anschluss hinsichtlich
der Amin-Detektion und der Wechselwirkung mit Desoxyribonukleinsdure (DNS, wird auch
als DNA abgekiirzt) bzw. Ribonukleinsédure (RNS, oder RNA) untersucht werden.

PBIs sind herausragende Fluorophore mit sehr hohen Quantenausbeuten (von bis zu 1) und
besitzen ein deutlich groBeres 7-System als z.B. NBIs, was zur Bildung von intermolekularen
m-m-Wechselwirkungen fiihren kann.'2 Um diese Eigenschaften als fluoreszierende
Chemosensoren nutzen zu konnen, sollten die PBI-Derivate in der Imid-Position mit
solubilisierenden kationischen Seitenketten fiir die Ldslichkeit in polaren Lésungsmitteln
funktionalisiert werden, wobei Kronenether-Substituenten an die 1,7-Buchtpositionen als
Rezeptoren angebracht werden sollen. Im Anschluss sollen ebenfalls die Sensoreigenschaften
hinsichtlich Metallionen- und Aminosiuren- bzw. Peptid-Detektion sowie deren Auswirkung

auf die Aggregatstruktur untersucht werden.
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Optische Eigenschaften
in Losung
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Abbildung 1. Uberblick iiber wichtige Aspekte optischer Chemosensoren im Hinblick auf die erzielten Ergebnisse dieser

Arbeit.

Kapitel II gibt einen Einblick in das Gebiet der optischen Chemosensoren. Es erfolgt eine
Definition des Begriffes sowie die Vorstellung verschiedener Bindungsmechanismen.
AnschlieBend wird ein Uberblick iiber Literaturbeispiele, die die nachfolgende Arbeit
betreffen, gegeben. Hier werden deren Haupteigenschaften und Anwendungen diskutiert.

Kapitel III beschiftigt sich mit den eigenen experimentellen Ergebnissen und deren
Interpretationen, zudem gliedert es sich in zwei Hauptteile auf. Der 1. Haupteil beschreibt die
Synthese und optischen Eigenschaften wasserloslicher kerndisubstituierter NBI-Derivate.
Diese NBIs sind am Kern jeweils mit einem Chloratom und unterschiedlichen Amino-
Substituenten mit steigendem elektronenziehendem Charakter funktionalisiert. Die
Untersuchung der Sensoreigenschaften kernsubstituierter NBIs erfolgt zum einen gegeniiber
gasformigen Aminen und biogenen Diaminen und zum anderen gegeniiber DNS und RNS.
Im Fall der DNS-Sensorik wechselwirken monochlor-monoamino-kernfunktionalisierte

NBIs, in der Amin-Sensorik findet hingegen die Vorstufe, kerndichloriertes NBI

3
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Anwendung. Im 2. Hauptteil werden die Synthese und optischen Eigenschaften
kernfunktionalisierter PBIs untersucht. Die Buchtpositionen dieser PBIs weisen Kronenether-
Einheiten unterschiedlicher GroBe auf. Des Weiteren werden die Metallionen-vermittelte
Selbstassemblierung Kronenether-funktionalisierter PBI-Farbstoffe sowie die
Sensoreigenschaften von PBI-Farbstoffen gegeniiber Aminosiduren und kurzen Peptidketten
beschrieben.

Kapitel IV und V geben eine Zusammenfassung der Arbeit in Englisch und Deutsch.

Kapitel VI umfasst den experimentellen Teil, in dem die verwendeten Materialien und
Methoden dokumentiert sind. Dariiber hinaus werden die Synthese und Charakterisierung der

neu synthetisierten Substanzen beschrieben.
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Kapitel 11

Kenntnisstand

1. Optische Chemosensoren

Das Gebiet der optischen Chemosensoren ist ein stetig wachsender Forschungsbereich,
welche vor allem in der Chemie, Biologie, klinischen Biologie, Umweltwissenschaft und im
Lebensmittelsektor Anwendung finden.['! Diese Sensoren haben niedrige Kosten, hohe

Empfindlichkeiten sowie einfache Handhabung zum Vorteil.['¥!

1.1. Definition
Ein optischer Chemosensor (auch Wirt genannt) besteht im Allgemeinen aus einem Molekiil,
welches ein Chromophor oder Fluorophor und eine Bindungsstelle aufweist, welche
miteinander kommunizieren (Abbildung 2). Eine Gastbindung bewirkt eine Verdnderung der
optischen Eigenschaften des Sensors, in der Absorption oder Fluoreszenz.['’! Als Giste
konnen kationische, anionische und neutrale Molekiile dienen, welche organischer,

anorganischer oder biologischer Natur sein kdnnen.

Gast

Komplex

Wirt

Abbildung 2. Schematische Darstellung einer Gast-Wirt Bindung zum Komplex mit Anderung der optischen Eigenschaften
(hier: Anderung der Farbe und Zunahme der Fluoreszenz). (Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.l'5]

Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

Im Design von selektiven chemischen Sensoren spielen zwei fundamentale Konzepte eine

entscheidende Rolle: Komplementaritidt und Priorganisation. Komplementaritit bedeutet in
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diesem Sinne, dass paarweise Wechselwirkungen zwischen dem gebundenen Analyten und
dem Rezeptor gebildet werden. Der Begriff umfasst das in 1894 von Emil Fischer eingefiihrte
,Schloss und Schliisselprinzip*.!'! Zudem erklirte Cram das Prinzip der Komplementaritit
wie folgt: ,,um Komplexe zu bilden, miissen die Wirtmolekiile Bindungsstellen besitzen, die
gleichzeitig die Bindungsstellen des Gastes kontaktieren bzw. erreichen und anziehen kénnen
ohne interne Spannungen oder starke AbstoBungen zu erzeugen“.!”l Auf diese Weise ist die
Komplementaritit zwischen Wirt und Gast der wichtigste Faktor fiir die gegenseitige
Erkennung von Molekiilen. Das Konzept der Prdorganisation ist fiir jeden Rezeptor
verschieden, im Allgemeinen umfasst es ein Gleichgewicht zwischen Starrheit und
Flexibilitdt im Wirtmolekiil. Cram beschrieb diesen Begriff folgendermaflen: ,,Je mehr Wirt-
und Gastmolekiile vor der Komplexierung fiir die Bindung und weniger fiir die Solvatation
organisiert sind, desto stabiler sind ihre Komplexe*.['”]

Optische chemische Sensoren konnen ihr Gastmolekiil in einer nicht-kovalenten oder
kovalenten Wechselwirkung bzw. chemischen Reaktion binden. Wenn nicht-kovalente
Wechselwirkungen involviert sind, fdllt dies in den Bereich der supramolekularen
Chemie.['>!8] Verantwortlich fiir die Wirt-Gast-Bindung kénnen elektrostatische Krifte,
Wasserstoffbriicken-Bindungen, van der Waals-Krifte, 7z-7Wechselwirkungen oder
Metallkoordinationen sein.!'8! Das Feld der supramolekularen Chemie ist fiir die chemische
Sensorik von grofler Bedeutung. Die Bildung kovalenter Bindungen zwischen Wirt und Gast
ist, wie oben bereits erwdhnt, ebenfalls in vielen Sensoren vertreten. Der Begriff
»Supramolekulare Chemie* kann in diesem Zusammenhang ausschlieBlich bei reversiblen,
kovalenten Bindungen angewendet werden, wenn die Austauschdynamik so ist, dass ein
Signal als Reaktion auf einen Gast erzeugt wird.'”) Wenn dies nicht der Fall ist, spricht man
von einer irreversiblen, chemischen Reaktion bzw. einem Chemodosimeter, welcher auch
Auswirkungen auf den Chromophor bzw. Fluorophor haben kann.['!

Bei der Kommunikation zwischen Gast und Wirt ist es sinnvoll, eine Unterscheidung
zwischen intrinsischen und extrinsischen Fluorophoren oder Chromophoren zu treffen. In
intrinsischen optischen Sensoren ist der Chromophor strukturell direkt an die Bindungsstelle
integriert.'”! Bei extrinsischen Sensoren hingegen sind die Rezeptoreinheit und der

Chromophor kovalent iiber einen Abstandshalter verbunden.!!!
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1.2. Bindungsmechanismus
Neben der intrinsischen und extrinsischen Unterscheidung sollte beim Design des Sensors
vor allem der Bindungsmechanismus und die dazugehdrigen Anderungen der optischen
Eigenschaften (Absorption und Fluoreszenz) in Betracht gezogen werden. Die UV/Vis-
Spektroskopie ist eine der iltesten und schnellsten Methoden, um Anderungen nach einer
Gastbindung zu beobachten. Sie arbeitet im ultravioletten (UV) und sichtbaren
Spektralbereich (200-800 nm; Vis, engl.: visible) und macht sich die elektronischen
Ubergiinge im Molekiil zu Nutze. Absorptionseffekte resultieren im Allgemeinen aus
Anderungen der Molekiilstruktur, wie Protonentransfer, Ladungstransfer und Isomerisierung.
Die Fluoreszenz hingegen ist viel empfindlicher und damit die sensitivere Technik, die sogar
die Detektion von einzelnen Molekiilen zulisst.!!! Sie reagiert auf subtile Anderungen in der
Geometrie und der elektronischen Struktur des Grundzustandes sowie des angeregten
Zustandes, die bei einer Gast-Komplexierung auftreten. Mittels der Fluoreszenz lassen sich
zudem photophysikalische Prozesse und Anderungen der chemischen Struktur beobachten,

wobei in der Absorption nur die letzteren Prozesse detektierbar sind.!!”]

1.2.1. Aggregation

Als Folge der Aggregation von Farbstoffen beobachtet man héufig eine Fluoreszenzldschung
(engl.: aggregation-caused quenching, (ACQ)), in selteneren Fillen aber auch eine Zunahme
der Emission (engl.: aggregation-induced emission, (AIE)). Eine Hauptursache fiir den
Loschungsprozess ist die Bildung von 7-7-Aggregaten, in denen die Anregungsenergie rasch
strahlungslos relaxieren kann. Hier fordert das zunehmende Ausmal} des planaren, 7~
konjugierten Systems sowie Wasser als Losungsmittel die Aggregation.”®! Das Gegenteil zu
ACQ bildet der AIE-Prozess. Bei AlE-aktiven Molekiilen wird die Fluoreszenz nur im
aggregierten Zustand angeschaltet. Die Aggregation von AIE-Molekiilen kann durch
Gastmolekiile mittels elektrostatischer Wechselwirkung, Koordinationswechselwirkung,
hydrophobe Wechselwirkung, sterische Hinderung, einer bestimmten Mercaptoreaktion oder
dem Einfluss von Polaritit und Viskositdt eingestellt werden. Die Einschrankung einer
intramolekularen fiir die Fluoreszenzldschung relevanten Rotation im Aggregat ist einer der
héufigsten Griinde fiir AIE.?!]

Bei der 7-7-Aggregation von Farbstoffen werden folgende zwei Extremfalle unterschieden:
H-Aggregate (Sandwich-Anordnung) mit hypsochrom verschobenem Absorptionsmaximum
und  J-Aggregate  (Kopf-Schwanz-Anordnung) mit  bathochrom  verschobenem

Absorptionsmaximum. Die Deutung dieses Phénomens ist mit der molekularen
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Exzitonenkopplungstheorie (Kopplung der Ubergangsdipolmomente) wie in Abbildung 3
exemplarisch fiir H- und J-Dimere gezeigt moglich. Demnach wird der angeregte Zustand
des Dimeraggregats durch die Wechselwirkung von Ubergangsdipolen in zwei Zustinde
aufgespalten.l*”] Bei den H-Dimeraggregaten ist der Ubergang in den energetisch niedrigeren
Exzitonenzustand verboten und in den hoheren erlaubt, da die Dipole hier in Phase
oszillieren. Nach der Anregung in den hochsten Exzitonenzustand findet eine schnelle interne
Umwandlung in den niedrigeren Zustand statt, der ein nicht-fluoreszierender Dunkelzustand
ist. Daher zeigen H-Aggregate gewdhnlich niedrige Fluoreszenzquantenausbeuten und eine
groBe Stokes-Verschiebung.?’!

Im Fall der J-Dimeraggregate zeigt der hohere Exzitonenzustand eine gegenphasige
Kopplung der Ubergangsdipolmomente, was zu einer repulsiven Coulomb-Wechselwirkung
fiihrt, wohingegen der niedrigere Zustand eine gleichphasige Kopplung zeigt. Somit ist der
Ubergang in den niedrigeren Exzitonenzustand erlaubt, wihrend der Ubergang in den
hoheren Zustand verboten ist. Im Gegensatz zu den H-Aggregaten zeigen J-Aggregate

intensive Fluoreszenzbanden mit einer kleinen Stokes-Verschiebung.*!

@ @ H-Dimeraggregat % J-Dimeraggregat
— 1] ]
g 1

Sy L So

Monomer Dimer Monomer Dimer

Abbildung 3. Vereinfachtes Diagramm zweier miteinander koppelnden Ubergangsdipolmomente als H- und J-Dimer.

(Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.[?*], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)
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1.2.2. Elektronentransfer

Einer der fiir Sensorikanwendungen wichtigsten Prozesse bei der Wirt-Gast-Komplexierung
stellt der photoinduzierte Elektronentransfer (PET) dar. Im Allgemeinen blockiert bzw. 16scht
dieser Vorgang die Fluoreszenz des Wirtmolekiils oder genauer gesagt des Chomophors.
Zum einen kann die Fluoreszenz des Wirtmolekiils im unkomplexierten Zustand geldscht
sein und dann beim Binden eines Gastmolekiils durch Blockieren des PET-Prozesses
aktiviert werden. Zum anderen kann die Fluoreszenz des Wirtes zu Beginn eingeschaltet sein
und durch Bindung eines geeigneten Gastmolekiils und dem damit einhergehendem PET
geldscht werden.*’! Der Mechanismus dieser zwei Varianten eines PET-Prozesses kann mit
Hilfe der Grenzorbitaltheorie erklirt werden.!**) Wird der Wirt bzw. Chromophor durch eine
geeignete Lichtwellenldnge angeregt, so findet iiblicherweise eine Anregung eines Elektrons
vom hdchsten besetzten Molekiilorbital (HOMO) in das niedrigste unbesetzte Molekiilorbital
(LUMO) statt. Der umgekehrte Prozess wird dann durch die Freisetzung von Energie in Form
eines Photons begleitet. Ist jedoch eine freie Bindungsstelle an den Wirt gekniipft, welche ein
hoherliegendes HOMO-Energieniveau  aufweist, so tritt ein  intermolekularer
Elektronentransfer (PET) von der Bindungsstelle zum angeregten Chromophor auf. Dadurch
wird die Floureszenz unterbunden und ein strahlungsloser Prozess fiir das angeregte Elektron
in das nun verfiigbare HOMO der Bindungsstelle eingeleitet (Abbildung 4a). Bindet jetzt ein
Gast an diese Bindungsstelle, so wird deren HOMO-Energie abgesenkt. Dadurch wird der
PET-Prozess blockiert und die Fluoreszenz wird zuriickgewonnen. In einer anderen Variante
des PET-Prozesses hat die Bindungsstelle keinen Einfluss auf die Fluoreszenz, jedoch der
Gast mit seinem hochliegenden HOMO. Als Folge der rdumlichen Nédhe des Gastes zum Wirt
tritt nun ein intermolekularer Elektronentransfer (PET) vom Gast zum Wirtmolekiil auf,
weshalb das angeregte Elektron (im LUMO) strahlungslos relaxiert und somit eine
Fluoreszenzloschung erfolgt (Abbildung 4b).

Die Fluoreszenzintensitdt eines PET-basierten Sensors korreliert mit dem HOMO-
Energieniveau des Quenchers (freie Bindungsstelle oder gebundenes Gastmolekiil) und 1ésst

sich mit der Weller-Gleichung (1) deuten:
AGpgr = Eox — Ereq — AEgg — C (1)

hier ist Eox = Oxidationspotential des Quenchers, Ered = Reduktionspotential des Wirtes, AEoo

= Energie des ersten angeregten Singulett-Zustandes und C = Ldsungsmittel abhingige

Coulomb-Wechselwirkungsenergie.!*’]
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a
) hv hv
eine Fluoreszenz Fluoreszenz

LUMO —— PET LUMO —
(Ered) 2 (Erea)
E E e
HOMO ]
kein PET
(Eox)
HOMO ————— HOMO ————
—H— HOMO
(Eox)
angeregtes Wirtmolekul freie Bindungsstelle angeregtes Wirtmoleklll  gebundene Bindungsstelle
b
) hv hv
Fluoreszenz keine Fluoreszenz
LUMO — LUMO —— PET
(Ered) (Ered) o
E e E
; HOMO
kein PET
(Eox)
HOMO HOMO HOMO ———
(Eox)
angeregtes Wirtmolekdil angeregtes Wirtmolekil — gebundenes Gastmolekl

Abbildung 4. Vereinfachtes MO-Diagramm des PET-Mechanismus in einer Wirt-Gast-Komplexierung. (Reproduziert und
Abdruck mit Genehmigung von Lit.[?], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

Wie diese Gleichung andeutet, begiinstigt die Erhohung des HOMO-Niveaus des Quenchers
(Eox) einen PET-Prozess und reduziert somit die Fluoreszenz. Die Auswirkung bzw.
Effizienz des PET-Effektes ist neben der Lage des HOMO-Niveaus auch vom Abstand
zwischen Quencher und Wirtmolekiil abhéngig. In anderen Worten, die PET-Effizienz nimmt

ab, sobald der Quencher-Wirt-Abstand zunimmt.[>%!

1.2.3. Ladungstransfer
Der Prozess des Ladungstransfers wird im Englischen mit ,,Charge Transfer iibersetzt,
woher sich die gidngige Abkiirzung ,,CT* herleitet. Bei einem CT-Prozess spricht man im
Allgemeinen von einem elektronischen Ubergang, bei dem Elektronendichte von einem
Elektronendonor auf einen Elektronenakzeptor in einem Molekiil oder zwischen mehreren
iibertragen werden. Zudem duBlern sich CT-Wechselwirkungen meist in einer neuen Bande
im UV/Vis-Spektrum. CT-Prozesse chemischer Sensoren umfassen den intermolekularen
(CT) und den intramolekularen Ladungstransfer (ICT) sowie den verdrillten intramolekularen
Ladungstransfer (TICT) und den Metall-Ligand-Ladungstransfer (MLCT).2!1  Alle

Mechanismen konnen mittels der Grenzorbitaltheorie erklirt werden. Die CT-

10
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Wechselwirkung entsteht als Ergebnis eines elektronischen Ubergangs vom HOMO eines
elektronenreichen 7-Systems (Donor), hier gebundenes Gastmolekiil, zum LUMO-Niveau
eines elektronenarmen 7~Systems (Akzeptor), Wirtmolekiil (Abbildung 5). Hierbei kommt es
zu einer stabilisierenden Orbitalwechselwirkung. Die entstehende CT-Bande im UV/Vis-
Spektrum ist auf eine elektronische Anregung vom HOMO ins LUMO des Komplexes
zuriickzufiihren und erfdhrt demnach eine Rotverschiebung aufgrund der niedrigeren

Energie.!?*!

LUMO

LUMO ————

E hv \":.‘
X HOMO
HOMO —H—

Wirtmolekiil Wirt-Gast-Komplex  gebundenes Gastmolekill

Abbildung 5. Vereinfachtes MO-Diagramm einer intermolekularen Ladungstransfer-Bande im Grundzustand.

Molekiile, die einen ICT zeigen, weisen ein z-konjugiertes Donor-Akzeptor-System auf.
Anders als beim PET befinden sich Donor und Akzeptor im gleichen elektronischen System
und nicht in separaten.”” Die Entstehung der CT-Bande bei hdheren Wellenlingen im
UV/Vis-Spektrum ist, wie beim intermolekularen CT-Prozess, auf eine elektronische
Anregung vom HOMO ins LUMO des Komplexes zuriickzufiihren (Abbildung 5 und
Abbildung 6 (ungebundene Form)). Im angeregten Zustand werden Donor-Gruppen
iblicherweise stirker elektronenschiebend und Akzeptoren starker elektronenziehend, was zu
einem grofleren molekularen Dipol im angeregten Zustand fiihrt. Aufgrund dessen zeigt sich
ein niedrigerer Energie-CT-Zustand und eine bathochrome Verschiebung der Emission
(Abbildung 6). Durch das Binden eines Gastmolekiils an die Donor- oder Akzeptorregion des
Molekiils werden die photophysikalischen Eigenschaften verdndert. Zum Beispiel reduziert
die Bindung eines Kations an die Donor-Gruppe den elektronenschiebenden Charakter dieser
Gruppe (Destabilisierung des angeregten Zustandes) und fiihrt zu einer Blauverschiebung der
Absorptions- und Emissionsspektren. Dadurch wird der langwellige CT-Zustand nicht
zugéanglich und die ,normale” Fluoreszenz (engl.: local excited, LE) wiederhergestellt
(Abbildung 6).2%-30

11
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LUMO — r———— LUMO
E
AEct B
HOMO ———
e HOMO
ungebundene Form gebundene Form

Abbildung 6. Vereinfachtes MO-Diagramm eines ICT-Mechanismus im angeregten Zustand. (Reproduziert und Abruck mit
Genehmigung von Lit.[3%3%] Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

Beim TICT-Prozess handelt es sich im Grunde um einen ICT-Prozess, bei dem es jedoch im
angeregten Zustand zu einer Verdrillung der Akzeptor- und Donor-Einheiten kommt. Diese
verdrillte Geometrie verursacht eine Entkopplung von Donor und Akzeptor und fiihrt zu einer
kompletten Trennung der Ladungen, was mit einer Loschung der Fluoreszenz einhergeht.!l
Bei MLCT findet ein Ladungstransfer von einem Ubergangsmetallkation zu 7-Akzeptor-
Liganden statt. Ublicherweise wird dies in Ubergangsmetallkomplexen, zum Beispiel von
Ruthenium, Rhenium und Iridium, beobachtet. Aufgrund der Coulomb-Wechselwirkungen
eines Liganden auf das Ubergangsmetallzentrum werden dessen fiinf d-Orbitale in zwei
Gruppen von Atomorbitalen aufgespalten (t2g und eg) (Abbildung 7).

Die leeren (antibindenden) 7 -Orbitale der Liganden werden aufgrund ihrer geeigneten
Symmetrie zueinander durch die gefiillten d-Orbitale (dxz, dxy und dy;) beeinflusst und

dadurch in der Energie angehoben.*?!

-+

unkoordiniertes Metall

S,

Oktaederkomplex

Abbildung 7. Vereinfachtes MO-Diagramm eines Oktaederkomplexes in einer ds-Konfiguration mit Kennzeichnung des
MLCT-Ubergangs. (Reproduziert und Abruck mit Genehmigung von Lit.32", Copyright (2018) Pearson Education, Inc.,
New York, New York.)
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Durch die Wechselwirkung mit Licht werden Elektronen vom gefiillten Orbital (t2¢) in ein
freies Orbital (7'L) promoviert, was aufgrund der geringen Ubergangsenergie zu einer
rotverschobenen Absorptionsbande fiihrt. Neben MLCT gibt es noch den Liganden-Metall-
Ladungstransfer (LMCT), der hier jedoch nicht weiter erlautert wird.

1.2.4. Energietransfer

Der  Begriff Energietransfer (ET) umfasst zwei  Prozesse, den  Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) und den Dexter-Elektronentransfer bzw. elektronischer
Energietransfer (EET). Diese Prozesse werden gemil dem Abstand zwischen den
wechselwirkenden Donor- und Akzeptor-Einheiten klassifiziert. Beim EET gilt ein Abstand
von 10 A zwischen Donor und Akzeptor als effizient, beim FRET darf der Abstand hingegen
bis zu 100 A betragen. Der FRET erfordert zudem einen gewissen Grad an spektraler
Uberlappung zwischen dem Emissionsspektrum des Donors und dem Absorptionsspektrum
des Akzeptors und hingt von der relativen Orientierung der Donor- und der Akzeptor-
{ibergangsdipolmomente ab.[?!!

Beim FRET-Mechanismus wird die Energie eines Donormolekiils, welches sich im
elektronisch angeregten Zustand befindet, auf einen Akzeptor iibertragen (Abbildung 8). Die
Energie wird dabei strahlungslos iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkung unter Erhaltung des
Spins (Singulett-Singulett-Transfer) ausgetauscht. Aufgrund der auf das Akzeptormolekiil
iibertragenen Energie liegt dieses im angeregten Zustand vor und diese Energie kann wieder

in Form von Strahlung abgegeben werden.*?!

LUMO LUMO ——
LUMO ——— LUMO
HOMO —’— HOMO HOMO —H— —F—— HOMO
Donor im Akzeptor Donor Akzeptor im
angeregten Zustand angeregten Zustand

Abbildung 8. Vereinfachtes MO-Diagramm eines FRET-Mechanismus. (Reproduziert und Abruck mit Genehmigung von
Lit.33%], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

Der EET-Mechanismus basiert ebenfalls auf einem strahlungslosen Energieaustausch
aufgrund des Austausches von Elektronen zwischen zwei Molekiilen (Abbildung 9). Der

Energietransfer findet lediglich unter Erhaltung des Gesamtspins von Donor und Akzeptor

13
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statt (Singulett-Singulett- oder Triplett-Triplett-Transfer) und ist deswegen im Allgemeinen

mit dem Loschen der Fluoreszenz verbunden.!???

LUMO /\ LUMO —
—_ LUMO —— LUMO
E E
HOMO _’_\J_H_ HOMO HOMO —H— ———— HOMO
Donor im Akzeptor Donor Akzeptor im
angeregten Zustand angeregten Zustand

Abbildung 9. Vereinfachtes MO-Diagramm eines EET-Mechanismus. (Reproduziert und Abruck mit Genehmigung von
Lit.33%], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

1.2.5. Excimer/Exciplex-Bildung

Die Begriffe Excimer und Exciplex sind Abkiirzungen und stehen fiir die Bezeichnungen
»excited dimer (angeregtes Dimer) und ,excited complex® (angeregter Komplex).
Excimere/Exciplexe werden im angeregten Zustand durch ein fluoreszierendes Molekiil
(Fluorophor) mit einem anderen Fluorophor im Grundzustand {ber schwache
Wechselwirkungen gebildet. Im Allgemeinen erfordert die Excimer/Exciplex-Bildung 7~
delokalisierte, planare Systeme wie Pyren. Ein Excimer-Molekiil besteht aus zwei oder
mehreren identischen Molekiilen oder Atomen, ein Exciplex hingegen aus verschiedenen
Komponenten. 2134

Mechanistisch gesehen kommen sich bei der Bildung eines Excimers bzw. Exciplexes die
beiden Molekiileinheiten innerhalb des Van-der-Waals-Radius nahe, was zu einer effektiven,
schwachen Wechselwirkung zwischen den beiden Molekiilen (z.B. 7-7-Wechselwirkung)
fiihrt. Aufgrund der hoheren Polarisierbarkeit angeregter Molekiile bewirkt die elektronische
Anregung eines Molekiils eine verstirkte Wechselwirkung mit dem anderen Molekiil, was

zur Bildung eines Excimers bzw. Exciplexs auch in verdiinnten Losungen fiihren kann

(Abbildung 10).30¢35]
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LUMO ————( oM LUMO—F‘H  luwo

hv

7 /"" lv“v‘.‘ {,4"’ "\‘.\‘
HOMO*H—.\\ HOMO HOMO) + ;;—H— HOMO
‘\"‘: / / ;’/"

Monomer A A-B-Komplex Monomer B Monomer A* im [A-B-Komplex]* Mecnomer B
im Grundzustand im Grundzustand angeregten Zustand  im angeregten Zustand

Abbildung 10. MO-Diagramm einer Excimer/Exciplex-Bildung.

Typischerweise liefert ein Excimer/Exciplex im Vergleich zum Monomer eine
rotverschobene und breite Emissionsbande. Zusétzlich werden in den meisten Fillen beide
Emissionsbanden  gleichzeitig  beobachtet, die = des  Monomers und  des

Excimers/Exciplexs.[%!

1.2.6. Konformationsbeschrinkungen

Sensor-Mechanismen basierend auf Konformationsbeschrinkungen umfassen die
Aggregations-induzierte Emission (AIE), CN-Isomerisierungen und intramolekulare
Protonentransferprozesse im angeregten Zustand (engl.: excited-state intramolecular proton
transfer, ESIPT).

Die Photoisomerisierung bildet den Oberbegriff der CN-Isomerisierung, wobei die Drehung
um eine C=C-, N=N- oder C=N-Doppelbindung in einem strahlungslosen Ubergang, wie
»internal conversion® (IC, zum Grundzustand So) oder ,,intersystem crossing (ISC, zum 1.
angeregten Triplett-Zustand T1) endet. Bei der CN-Isomerisierung kommt es zur Rotation der
Substituenten um die CN-Doppelbindung und einer damit verbundenen Fluoreszenzléschung

(Abbildung 11).
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Isomerisierung
nicht fluoreszierend

H
‘ AN N/N ‘ AN hv ‘ X N
= U ~N HI\‘I X5

E-Isomer Z-lsomer ‘ Pz

H
‘ X \N,N ‘ X
/N\" X
Isomerisierung verhindert
stark fluoreszierend

Abbildung 11. Dynamische Eigenschaften der untersuchten Verbindung: CN-Isomerisierung und Koordination mit einem

metallischen Zentrum.%

Im Gegensatz dazu nimmt die Fluoreszenz bei der Bindung eines Gastmolekiils aufgrund der
Unterdriickung der CN-Isomerisierung im angeregten Zustand dramatisch zu.*!!

Beim ESIPT handelt es sich im klassischen Sinne um einen Tautomerisierungs-Prozess, in
dem {iiberwiegend eine phenolische OH-Gruppe als Protonendonor (D) und ein
heterocyclisches Stickstoffatom einer Pyridin- oder einer Carbonylgruppe als Akzeptor (A)

377 Abbildung 12 zeigt den auch als ,Forsterzyklus bekannten grundlegenden

dienen.
photophysikalischen Prozess von ESIPT-Molekiilen. In der Enol-Form im Grundzustand
besitzen die Molekiile eine intramolekulare Wasserstoffbriicke. Nach Anregung mit Licht
befindet sich die Enol-Form im angeregten Zustand und zusitzlich lassen sich signifikante
Anderungen in der Aciditit und Basizitit der Donor- und Akzeptor-Gruppe beobachten. Der
letzte Aspekt bildet auch die Triebkraft des ESIPT-Prozesses. Im angeregten Zustand kommt
es dann zu einem schnellen Protonentransfer (ESIPT) und die gebildete Keto-Form im
angeregten Zustand wird zusétzlich durch die intramolekulare Wasserstoftbriicke stabilisiert.

Dieser ESIPT-Prozess ist deutlich schneller als der Fluoreszenzprozess der Enol-Form.*®!

s ESIPT
— T S
c Hm
= 2 5 i3
] iE i
2] i i
LS
- S
So / 0
—A A
\ _H Ho
D’ D=
Enol-Form Keto-Form

Abbildung 12. Vereinfachtes MO-Diagramm eines ESIPT-Mechanismus. (Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung
von Lit.3%] Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)
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Die Emission der Keto-Form zeigt eine starke fluoreszierende, rotverschobene Bande. Neben
dem Strahlungsabfall gibt es jedoch auch einige strahlungslose Mechanismen, die vermutet,
aber nicht konkret bewiesen sind, z. B. ISC zum Triplett-angeregten Zustand des Keto-
Tautomers, der Einfluss des Losungsmittels und die Bildung eines TICT.[”!

Neben dem intramolekularen Protonentransfer im angeregten Zustand (ESIPT) wird in der
Literatur auch der intermolekulare Protonentransfer im angeregten Zustand (ESPT)
beschrieben. Hier ldsst sich ein nahezu idetischer Mechanismus beobachten, einziger
Unterschied bildet der Protonentransfer, welcher vom Molekiill zum Losungsmittel und

umgekehrt stattfindet.!’]
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2. Literaturbeispiele optischer Chemosensoren

2.1. Wasserlosliche Amino-kernsubstituierte NBIs

Kernsubstituierte NBIs stellen eine interessante Substanzklasse dar, da die optischen
Eigenschaften wie Absorptions- und Emissionswellenldnge durch die Art und insbesondere
durch die Anzahl der Elektronendonorgruppen am Kern abgestimmt werden konnen.
Insbesondere Amino-substituierte NBIs besitzen hervorragende Absorptions- und
Emissionseigenschaften mit hohen Fluoreszenzquantenausbeuten sogar in sehr polaren
Losungsmitteln wie Wasser. Verantwortlich dafiir ist die intramolekulare Wechselwirkung
vom Elektronenpaar des Amino-Substituents zum elektronenarmen Carbonyl-Sauerstoff
(Donor-Akzeptor-Wechselwirkung, ICT). Daraus resultiert eine starre und planare
Konformation, welche die Fluoreszenz begiinstigt.[*!]

Die Wahl des Imid-Substituenten ist fiir die Ldslichkeitseigenschaften der NBIs
entscheidend. Kurze Alkylketten mit kationischen Gruppen unterdriicken die
Aggregationstendenz, Oligoglykolketten, wie die der NBIs 1-3 jedoch nicht (Abbildung 13).
Diese NBIs wurden hinsichtlich ihrer optischen Eigenschaften in Chloroform, Methanol und

Wasser untersucht.[1°]

R = /\/O\/\ok

N R'= "o ~OH
0. N (0]
H
OO Ng R = OO
2:
RN R'= S~ ~OH
H
[e] N (@]
R' R = /\/O\/\O/\/O\
3:
R"= /\/O\/\o/\/o\
NBIS ﬂ«abs iem <pF Tf
[nm] [nm] [ns]

1 610/604/622  640/641/657  0.59/0.37/0.03 9.6/8.0/4.4
2 610/604/621  640/641/658  0.56/0.37/0.03 9.6/8.2/4.3
3 610/605/623  640/642/655  0.56/0.33/0.04  10.4/8.4/4.4

Abbildung 13. Oben: Chemische Strukturen der NBIs 1-3. Unten: Photophysikalische Eigenschaften der NBIs 1-3 in
Chloroform, Methanol und Wasser (¢ = 1.0 x 107> M).[4!t]

Hier zeigten die Verbindungen charakteristische optische Eigenschaften fiir kernsubstituierte

NBIs mit starker Absorption und Emission im roten Bereich des Spektrums (600 — 660 nm).
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Die Quantenausbeuten erfuhren eine Abnahme mit steigender Polaritdt des Losungsmittels
aufgrund der Ausbildung von nicht-fluoreszierenden Aggregaten in Wasser. Zudem haben
die Verbindungen Potenzial fiir biophysikalische Anwendungen, da eine Verkapselung in
Bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat (AOT)-Umkehrmizellen und Liposomen nachgewiesen
werden konnte.[4!?]

Wie zuvor erwihnt kdnnen kurze Alkylketten mit kationischen Gruppen die Aggregation in
Wasser verhindern. Solche Substituenten sowie verzweigte Alkylketten finden in den
nachfolgenden Literaturbeispielen Anwendung. Die Gruppe um Mauro Freccero hat in den
letzten Jahren einige Arbeiten iiber amino-substituierte wasserlosliche NBIs und deren
Anwendung als optische Sensoren verdffentlicht.

Im Jahr 2013 erschien eine Arbeit iiber wasserlosliche NBIs und deren Anwendung als
Singulett-Sauerstoff-Photosensibilisatoren.*”)  Die Synthesen und photophysikalischen
Eigenschaften der NBIs 4-15 in Wasser bzw. Pufferlosung (pH 2) wurden hier beschrieben
(Abbildung 14).

b
l\‘l ®r\‘1/ NBIs ;Labs Eimax Pp Tf[a] (DA[] TT[C]
(> (> [nm] [M ' cm '] [ns] [us]
O N (o) O. N (o]
oL H ol 6 522 11000 0.19 5.60
\(\ﬁ'f_l\ ﬁ]\
OO OO 10 522 11000 021 5.50 0.34
OE o 0” N"o 4 509 7100 0.29 7.36
<~ ~e4)
N N 8 511 7100 029 735 0.18
TR oXERE XTEY M R T 13 616 7400 0.7 440
| ol 15 613 10700 0.17 4.00 030 32
(> (>
ON"_0 ‘ o ﬂ o 12 598 13000 026 7.00 0.04
H H ®
NN~ NN 14 598 13000 027 7.10 0.07 7.4
i L e I
v NN 7 531 6400 0.11 3.50 039 26
(e} N o] o N e}
v ~ed), 11 530 7600 0.12 333 046 22
\ “
n=2 12 n=2 14 5 518 7200 0.11 3.40 048 30
3: 13 3. 15

9 517 7300 0.11 3.00 0.63 23

Abbildung 14. Links: Chemische Strukturen der wasserldslichen NBIs 4-15. Rechts: Photophysikalischen Eigenschaften der
NBIs 4-15 in Wasser bzw. Phosphatpuffer bei pH 2.0 ([a] Anregungswellenlinge bei 373 nm. [b] Bestimmt durch
Phosphoreszenz von 'Oz bei 1270nm in D20. [c] Triplet-Lebensdauer in einer Argon-gesittigten Losung.

Anregungswellenlidnge bei 532 nm).[4?]

Es konnte festgestellt werden, dass die Ethyl-Derivate (4, 8, 12 und 14) aufgrund eines
kiirzeren, starreren Alkyl-Spacers eine bessere Fluoreszenzleistung aufweisen, als die Propyl-

Derivate (6, 10, 13 und 15). Zusitzlich wurde im Detail die Anderung der Fluoreszenz in
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Abhingigkeit vom pH von den vierfach-substituierten NBIs 12 und 13 untersucht, da hier die
Quantenausbeute von pH 2 zu pH 7 deutlich abfiel. Grund hierfiir ist der intramolekulare
Elektronentransfer von der freien Amino-Gruppe auf das NBI bei pH 7. AuBerdem wurden
zeitaufgeloste ~ Spektroskopiemessungen  durchgefiihrt, um  eine  vollstindige
Charakterisierung der NBIs als Singulett-Sauerstoff-Photosensibilisator zu liefern. Besonders
NBI 15 zeigte gute Eigenschaften als Singulett-Sauerstoff-Photosensibilisator und als Sensor
fiir G-Quraduplexe (G4)- und doppelstringige (ds)-DNS.[**]

In einer weiteren Verdffentlichung wurde gezeigt, dass solche Amino-substituierten NBIs
auch als effektive pH-Fluoreszenzsensoren agieren konnen. Die NBIs 16-20 wiesen unter
basischen und neutralen Bedingungen aufgrund eines Elektronentransfers vom tertidren
Amin auf das optisch angeregte NBI keine Fluoreszenz auf (Abbildung 15). Unter leicht
sauren bzw. stark sauren Bedingungen (pH 2.5 — 6-0) erfuhren die NBIs hingegen eine

Anschaltung der Emission, da eine Protonierung des Amins den PET-Prozess verhindert.!*%

a) RoN = \N/\ b) keineT
OH 16 LUNC OH m
g /8
a7 N Oy N Oy N
OsN._O =0 R + HO —0-._
R HO 'S # +H e “H
N 4 N, N Q N—g
~ ~ _N — . - H” @
R ) e LI R
HO_~ L_o 07 O N
N / (e] eT o
H N~
07 "N"o 19 f‘\l HO 16-20 HO  16H-20H
p

OH 20 \r\O
Abbildung 15. (a) Chemische Strukturen der NBIs 16-20. (b) Fluoreszenzabhéngigkeit vom pH-Wert bzw. von der
Protonierung des tertidren Amins. (Abdruck mit Genehmigung von Lit.[*4], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.)

Zusétzlich zu der Anwendung als pH-Sensoren konnte gezeigt werden, dass die NBIs 4, 6, 12
und 13 als selektive Sensoren fiir Kupfer(Il)-Ionen fungieren konnen (Schema 1). Mit der
Zugabe von Cu(ClO4): erfuhren die Absorptionsmaxima von NBI 4 und 12 bei pH 7.4 eine
bathochrome Verschiebung. Zusétzlich wechselte die Farbe der Losung von orange zu violett
bzw. von violett zu tiirkis. Diese Verdnderungen sind zuriickzufiihren auf die Bildung eines
Komplexes zwischen NBI und Kupfer(Il), in dem die N-H-Gruppe des NBIs deprotoniert
und eine konjugierte Resonanzform gebildet wurde. Dieser Komplex ist nur mit dem
kiirzeren Ethylspacer (NBI 4 und 12) mdglich, da die alternierende Sequenz aus fiinf- und
sechsgliedrigen Chelatringen im Wesentlichen dazu beitrdgt, dem Kupferkomplex weitere
Stabilitdt zu verleihen. In der Tat, zeigten die analogen Verbindungen 6 und 13, mit
Propylkette, die die Bildung von nur sechsgliedrigen Chelatringe beinhalten wiirden, keine

Deprotonierung der Aminogruppe sowie Bildung von stabilen Cu(II)-Komplexen.[**!
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N N
(> (>
0 _N._0O ‘ o N ot
H
O N\(\%;]N\ cu?t /N\(\*N
H ‘ E ‘
0“0 o)
\,‘Wn \’T >n
n=2. 4 Ja n=2: [4Cu]*
3: 6 Nein
\ \ |
N N N
(™ (™ (>
0xN_0O ‘ N o\cU. O MO~
Cryte @ /N“N OO/N”N
n
S Ehy +H h ’H
I H
o” N0 o) cu\o
\Nﬂ)n \N)(J)n ~ )(J
| |
n=2 12 Ja n=2: [12Cu]* n=2: [2Cug?*
3: 13 Nein

Schema 1. Chemische Strukturen der NBIs 4, 6, 12 und 13 und ihre Verwendung als Cu?*-Sensoren. (Reproduziert und
Abdruck mit Genehmigung von Lit.[*], Copyright (2018) Elsevier.)

Neben Kupfer-lonen kénnen Amino-substituierte NBIs auch Quecksilber-lonen (Hg?")
Ein die Verbindung 21
(Abbildung 16a).[*! Ohne Ionenzugabe ist aufgrund der kernsubstituierten Dipyridin-Seite

detektieren. geeigneter chemischer Sensor  stellt dar
nahezu keine Fluoreszenz zu beobachten, da dieses tertidre Amin einen TICT-Zustand
ausbildet. Die Hg?'-Zugabe hingegen unterdriickt den TICT-Prozess und die Fluoreszenz
wird angeschaltet (Abbildung 16b). Diese Studien wurden in THF durchgefiihrt, wobei eine

Aceton:Wasser-Mischung (1:1 Vol%) dhnliche Ergebnisse lieferte.

a) b)

7\ Keine Emission Rote Emission

oo A0 ‘*rf 2. &
© IcT <

21
Abbildung 16. (a) Chemische Struktur des NBIs 21. (b) Schematische Darstellung des Sensor-Mechanismus. (Abdruck mit

RPAS

Genehmigung von Lit.[46], Copyright (2018) American Chemical Society.)

Zusidtzlich beschrieben die Autoren die Anwendbarkeit des NBIs 21 als Sensor, um

intrazellulire Hg*"-Ionen in lebenden Hela-Zellen sichtbar zu machen.
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2.2. Optische Sensoren zur Erfassung von Amindampf

Optische Sensoren zur Erfassung von Amindampf bzw. gasformigen Aminen zeigen einen
wachsenden Bedarf, insbesondere im Lebensmittelsektor, um die Fleischverwesung zu
detektieren bzw. die Fleischfrische zu kontrollieren.*”) Es gibt viele Strategien zum
Nachweis von Aminen, wie mittels Chromatographie, Spektrometrie, Elektrophorese,
Massenbilanz, Elektrochemie, Chemilumineszenz und Kolorimetrie. In diesem Abschnitt
werden jedoch vorrangig die zwei letzten Nachweisstrategien behandelt. Hier ist die
grundlegende Herausforderung die Detektion eines gasformigen Analyten (Amin) durch ein
festes aktives Material in einer empfindlichen und schnellen Weise, denn viele der in der
Literatur beschriebenen Sensoren kénnen Amine nur in Lésung detektieren.[*®!

Die in Chloroform hergestellten thermisch stabilen Doppelschicht-Nanospiralen aus
asymmetrischen PBI-Molekiilen 22-24 ermoglichen eine Detektion von aliphatischen und
aromatischen Aminen (Abbildung 17).1*) Die Nanospirale aus dem PBI 22 zeigte eine sehr

hohe Fluoreszenzquantenausbeute von 25%.

O
z
o
O
z
o
O
z
o

22 23 24
Abbildung 17. Chemische Strukturen der Verbindungen 22-24.[4

Die Abscheidung auf einem Substrat zeigte ebenfalls fluoreszierende Doppelschicht-
Nanospiralen mit einem pordosem Innenraum, welche die Fahigkeit besitzen, gasférmige
Amine mit einhergehender Fluoreszenzldschung nachzuweisen. Es zeigte sich zusétzlich eine
hohere Sensitivitit gegeniiber aromatischen Aminen (Anilin) als gegeniiber aliphatischen

(Oktylamin, Triethylamin und Dibutylamin), da die Bindungsstirke neben der
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Elektronendonor-Akzeptor-Interaktion durch die Ausbildung von 7-7-Wechselwirkungen
erhoht wird.

Eine weitere Moglichkeit zur Detektion von gasformigen Aminen bilden die Polymere 25-27
(Abbildung 18).°% Die untersuchten Polymerfilme zeigten eine Fluoreszenzldschung nach
der Zugabe von Aminen, wobei die Sensitivitit gegeniiber den jeweiligen Aminen vom
Polymer abhing. Polymer 26 erwies sich als am empfindlichsten gegeniiber einfachen
Alkylaminen, wéahrend 25 am stirksten auf Pyridin reagierte und 27 besser zum Nachweis
von Anilin geeignet ist. Daraus wurde ersichtlich, dass die Gegenionen der Polymere eine

entscheidende Rolle bei der Amin-Detektion spielen.

X@
—=N® —
\
\_/ AW,
X@ n
X=Cl 25

B(CeFs)s 26

BFy4 27

Abbildung 18. Chemische Strukturen der Polymere 25-27.15%

Neben den unzdhligen Beispielen der Fluoreszenzldschung als Nachweis von Aminen gibt es
auch einige Verbindungen wie den Chemosensor 28, bei dem die Fluoreszenz mit der Zufuhr
von Amindimpfen angeschaltet wird (Abbildung 19a).°"" Grund ist die Spaltung der O-
Acetyl-Bindung nach der Reaktion mit den Aminddmpfen. Die daraus resultierende
intramolekulare Wasserstoffbindung schriankt die Beweglichkeit des Molekiils ein und die

Fluoreszenz wird zuriickgewonnen.

a) b)
NH;-Gas (ppm)
360
— 33
— 141
— 50
37
9 0 = — 22
z —
L ) s s
/NH gasformiges Amin /NH 5 aﬁ:;r:r
N N -E
5 5]
o H-0 E
=
o
o)\
28 29 1 oo e oy
- ;{:/"_k‘\\\“:n

T T T T
350 400 450 500 550 600 650
Wellenldnge (nm)

Abbildung 19. (a) Chemische Strukturen der Verbindungen 28 und 29 und Konzept der Amin-Detektion. (b)
Fluoreszenzemissionsspektren von mit 28 beladenem Filterpapier nach Exposition von Ammoniakdampf (0, 10, 22, 37, 50,
144, 331, 360 ppm) fiir 5 min. Anregungswellenldnge: 333 nm. Einschub: Fotografien von 28 behandelt mit
Ammoniakdampf aufgenommen unter UV-Licht (365 nm). (Abdruck mit Genehmigung von Lit.°'), Copyright (2018)

American Chemical Society.)
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Die Aufbringung der Verbindung 28 auf ein Filterpapier ermoglichte die Bereitstellung eines
tragbaren Sensors, der die Amine Ammoniak, Hydrazin und Alkylamine (Benzylamin,
EtNH2, EttNH, NMes, EtsN) mittels einer Fluoreszenzzunahme detektieren kann
(Abbildung 19b). Die biogenen Amine Putrescin, Cadaverin und Histamin fithrten hingegen
zu keiner Fluoreszenz-Anschaltung aufgrund ihrer zu geringen Fliichtigkeit bzw. der zu
geringen Sensitivitdt des Sensormolekiils.

Die optische Detektion verschiedener biogener Amine ist jedoch durch die folgenden
heterobimetallischen Ru(II)-Ln(III) Donor-Akzeptor-Komplexe (30a-¢) moglich.[**? Hier
fiihrte die Bindung eines Amins zur Spaltung des heterobimetallischen Komplexes mit

einhergehender Anderung der optischen Eigenschaften (Schema 2).

Ln = Pr(lll), Nd(IlT), Sm(lll)

1.
H,O OH, ] P
N H0 ,,\L/...\\OH N
Z Il — I~ il A = i
| c =N LS | | ~-N
N, TC7H0 OH, “C. 7 N~ Amin N, T .7
/'R"Lj\ RUQ . Aamn o, /'R‘u"\ +  [Ln(l)-Amin-Addukt]®*
>N Cx 29 N7 SN Cx
L Sw NG L § Sh 32a<
30a-c 31
H
Amine = HN" S~ NH2 SN NHz - NHg
=y H,N H,N

H,N

Schema 2. Chemische Strukturen der Verbindungen 30a-c, 31 und 32a-c¢ und Darstellung der Amin-Detektion.[482]

Je nach Metall und dem zu detektierenden Amin erfuhr die Fluoreszenz einen Anstieg oder
eine Abnahme der Intensitit. Neben der Detektion von gasformigen Aminen in einer
Ethanol-Losung konnten diese auch durch ein festes Material registriert werden. Fiir das feste
Material wurden Polymerfilme mit den heterobimetallischen Komplexe immobilisiert, wobei
das Polymer mit der hochsten Porositdt die stirkste Fluoreszenzverstirkung nach dem

Kontakt mit dem Amin zeigte.

2.3. Wechselwirkung von Farbstoffsystemen mit ds-DNS via Interkalation

Die Insertion bzw. Einfiigung von planaren, aromatischen, polycyclischen Molekiilen
zwischen Basenpaaren einer ds-DNS wird als Interkalation bezeichnet. Der Prozess der
Interkalation bewirkt, dass sich die Nukleobasen oben und unten vertikal trennen, eine
Anpassung die durch das teilweise Verldngern und Abwickeln der Helix ermdglicht wird.
Dies fiihrt zu einer leichten Erhdhung der intrinsischen Viskositit der Helix, was eine

Versteifung der DNS verursacht.l®?) Diese Anderungen in der Konformation der DNS fiihren
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zu spektralen Anderungen in den Circulardichroismus (CD)-Spektren. Neben den
Konformationsédnderungen der DNS lésst sich aus den CD-Spektren auch die Orientierung
der interkalierten Molekiile zwischen den Basenpaaren bestimmen. Molekiile kdnnen mit
ihrer langen Achse parallel oder senkrecht (perpendikular) zur Bindungstasche zwischen den
Basenpaaren eingebaut werden, was zu unterschiedlichen CD-Signalen wie auch
Absorptionsspektren fiihrt.

Die interkalierenden Verbindungen lassen sich in zwei Klassen einteilen: Monointerkalatoren
und Bis- bzw. Polyinterkalatoren. Monointerkalatoren sind Molekiille mit einer
interkalierenden Einheit und Bis- bzw. Polyinterkalatoren mit zwei oder mehreren
interkalierenden Einheiten. In Abbildung 20 sind ein paar Monointerkalatoren zu sehen, z.B.
Proflavin, Ethidiumbromid, N-(2-Dimethylaminoethyl)acridin-4-carboxamid (DACA),

Daunomycin, Doxorubicin, Nogalamycin und Actinomycin D.5?!

@ Q
\ \
N” NH N
’ HoN O Q NHz o

Ethidiumbromid DACA

HyN

Proflavin

O OH o)
7 “CH,R
OH
: R=H
o_ O

Daunomycin

~ OH O R=0OH Doxorubicin O OH O OH HN._O O
HaN 0 0 N : N NH,
-0 ogalamycin N Actinomycin D
NH, o
OH AN 0 0

Abbildung 20. Chemische Strukturbeispiele von Monointerkalatoren.3]

Proflavin ist ein sehr simpler Monointerkalator ohne sperrigen Substituenten, d. h. das
aromatische System interkaliert zwischen zwei Basenpaare, ohne dass irgendein signifikanter
Teil des gebundenen Molekiils in der groBen oder kleinen Furche vorhanden ist.53
Ethidiumbromid®>*®, DACA*),  Daunomycin/Doxorubicin®¢, Nogalamycin'®¢! und
Actinomycin D3 besitzen alle einen oder mehrere sperrige Seitenarme, welche in die kleine
Furche ragen, wenn sie in die DNS interkalieren. Dies fiihrte zu einer Erhdhung der
Bindungskonstanten mit logKk =~6.0—-7.0 M~!. Man spricht hier auch von einer
eingefddelten Interkalation.

Auch NBIs kénnen aufgrund ihrer planaren Struktur in ds-DNS sowie G4-DNSH354
interkalieren, wobei letzteres nicht weiter diskutiert wird. Die NBIs 33a-g und 34 binden

nach dem Bindungsmodus ,.eingefidelte Interkalation®, da sie sperrige Substituenten in
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Imidposition besitzen (Abbildung 21).°%) Im Falle der NBIs 33a-g lagen die Substituenten
zur optimalen Wechselwirkung des NBI Chromophors mit den Basenpaaren in der kleinen
und grofBen Furche. Die Bindungskonstanten lagen im Bereich von logK = 4.4 — 5.6, wobei
die NBIs 33a-d deutlich stirker banden als die NBIs 33e-g. Diese NBIs besitzen am a-
Kohlenstoff anstatt eines Wasserstoffes eine Methyl- bzw. Amid-Gruppe, diese Gruppen
fihrten zu einer sterischen Hinderung und damit zu einer Verringerung der
Bindungsstirke.[*>3 Bei NBI 34 konnte eine enorme Erhéhung der Bindungsstirke durch die
Komplexierung von Zn**-lonen beobachtet werden, da diese verstirkt mit dem
Phosphatriickgrad wechselwirken kdnnen. Die Bindungskonstante lag bei logK = 6.0 fiir die
Wechselwirkung von NBI 34 mit ct-DNS.55®!
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Abbildung 21. Chemische Strukturen von NBI-Interkalatoren 33a-g und 34.05%

Die Monointerkalation beinhaltet im Durchschnitt die Erkennung von 2 — 4 Basenpaaren (bp,
engl.: base pair) pro Interkalator. Um jedoch ldngere DNS-Sequenzen erkennen zu koénnen,
werden zwei oder mehr der einzelnen Monointerkalations-Einheiten miteinander verbunden,
wodurch Bisinterkalatoren bzw. Polyinterkalatoren erzeugt werden.

Ein Beispiel fiir einen Bisinterkalator stellt das cyclische NBI 35 dar (Abbildung 22).15¢!
Dieses NBI zeigte eine leichte Erhohung der Bindungsstirke (logKk = 6.4 bei einer
Bindungsstelle n (DNS/NBI) von 2.8 — 3.2) bei der Wechselwirkung von ds-Polynukleotiden
und NBI, im Vergleich zu der Bindungsaffinitit bei Verwendung eines Monointerkalator-

NBIs.
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Abbildung 22. Chemische Struktur des Bisinterkalators 35.05]

Ein weiteres Literaturbeispiel beinhaltet diese Polyinterkalatoren, die NBI-
Tetrainterkalatoren 36a-d und einen NBI-Hexainterkalator.®”] Hier konnte bei der Bindung
mit DNS beobachtet werden, dass die Linker zwischen den NBI-Einheiten abwechselnd in
die kleine und groBe Furche ragen. Zudem wiesen die NBI-Tetrainterkalatoren die
Erkennung von 14 bp pro Interkalator auf und der NBI-Hexainterkalator 22 bp, ein Rekord
fiir nicht-Nukleinsiure-basierte DNS-Erkennung durch synthetische Molekiile.
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14bp-Bindungsstelle: 5'-GATAAGTACTTATC-3'
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GioRe 22bp-Bindungsstelle: 5'-GGTAGATAAGTACTTATCTACC-3'
Kleine @ - NBI Interkalator ~ = Grofie Furche-Bindungspeptidlinker

~— = Kleine Furche-Bindungspeptidlinker

Abbildung 23. (Oben) Chemische Struktur der Poly-Interkalatoren 36a-d. (Unten) Schematische Darstellung der Bindung

eines Interkalators mit DNS. (Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.’7], Copyright (2018) American
Chemical Society.)

27



Kapitel 11 Kenntnisstand

2.4. Kronenether-funktionalisierte 7-delokalisierte aromatische Systeme
In der molekularen Erkennung, Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung bzw. den Chemosensoren
spielen das Design und die Synthese funktionalisierter Makrozyklen, wie Kronen- und Aza-
Kronenether®®!, Cryptanden!®” und Calixarene!®! eine groBe Rolle. Sie sind in der Lage,
Metallionen und Ammonium-Molekiille zu komplexieren bzw. zu erkennen. Die
Funktionalisierung 7-delokalisierter, aromatischer Systeme mit Makrozyklen ermdglicht
zudem eine Komplexierung unter Anderung der optischen Eigenschaften. In den
nachfolgenden Kapiteln werden vorrangig die optischen Chemosensoren mit

Kronenetherfunktionalititen behandelt.

2.4.1. Erfassung von Metallionen
Kronenether sind cyclische chemische Verbindungen, die aus einem Ring bestehen, der
mehrere Ethergruppen enthélt. Die Anzahl der Ethergruppen kann variieren und damit auch
die GroBe bzw. der Durchmesser der Kavitit. Diese Kronenether sind in der Lage,
Metallionen zu komplexieren und jeder Ring besitzt fiir seinen Durchmesser ein
komplementidres  Alkalimetallion mit ensprechendem  Ionenradius:  18-Krone-6
Kaliumkationen, 15-Krone-5 Natriumkationen und 12-Krone-4 Lithiumkationen
(Abbildung 24, Tabelle 1).! In diesem Fall liegt das Metallion optimal in der Kronenether-

Kavitit mit einer 1:1-Stdochiometrie.

0] (0]
S T v L )
Q /7 0] Qo
(0] [0)
o o0 J
(4 / l_oJ &o 0
_/
12-Krone-4 15-Krone-5 18-Krone-6 21-Krone-7

Abbildung 24. Chemische Struktur verschiedener Kronenether.[6!]

Tabelle 1. Ionendurchmesser der Kationen und Kavitdtsdurchmesser der Kronenether.

Kation Ionendug:hmesser Kronenether Kav1tatsd1grchmesser
[A] [A]
Li* 1.36 12-Krone-4 1.20-1.50
Na® 1.94 15-Krone-5 1.70 —2.20
K" 2.66 18-Krone-6 2.60-3.20
Cs* 3.34 21-Krone-7 3.40 -4.30

28



Kapitel 11 Kenntnisstand

Die Komplexstruktur und —stochiometrie kann jedoch variieren je nach Ringgrofle des
Kronenethers und Durchmesser des Kations. Bindet ein Kation mit einem grof3eren
Tonendurchmesser als der Durchmesser des Kronenethers (K™ an 15-Krone-5), liegt das
Kation auflerhalb der Ringkavitit und 2:1-Komplexstochiometrien werden bevorzugt
gebildet.[612:62]

Abbildung 25 zeigt einfache Kronenether-basierte Sensoren, in denen die
Kronenethereinheiten mit Fluoreszenzfarbstoffen verkniipft sind.[! Verbindung 37,
bestehend aus einem Bordipyrromethen (BODIPY)-Derivat, verkniipft mit Benzo-18-Krone-
6, zeigte eine bemerkenswerte Zunahme der Fluoreszenzintensitit bei Zugabe von K™ und
Na" in Methanol. Die Kavitit von Benzo-18-Krone-6 ist im Vergleich zu 18-Krone-6
minimal kleiner und die Bindung zum Metallion stdrker. Dies ist der Grund, warum beide
Metallionen bevorzugt binden. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitdt wurde anhand eines
ET-Mechanismus erkldart. Bei Bindung eines Metallkations erhdhen sich die
Oxidationspotentiale der Sauerstoffelektronendonoren und ein ET-Prozess zum BODIPY-
Akzeptor wurde unterdriickt, was zu einer Verstirkung der Fluoreszenz fiihrte.[%%!

Basierend auf der Tatsache, dass Metallionen-Bindungsselektivitidten variiert werden konnen,
entwarf D'Souzas Gruppe BODIPY-Derivate, die mit 15-Krone-5 (38a), 18-Krone-6 (38b)
und 21-Krone-7 (38¢) verbunden sind (Abbildung 25). Nach Zugabe von Metallionen nahm
auch hier die Fluoreszenz der BODIPY-Einheit ionenselektiv zu. Verbindung 38a zeigte eine

empfindlichere Fluoreszenzantwort fiir Na*, 38b fiir K* und 38c¢ fiir Rb", Cs" und Ba**.[®]
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Abbildung 25. Chemische Strukturen der Verbindungen 37-39.[64-6¢]

Die Detektion von Metallionen mittels der Verbindungen 39a,b gehort zu den Fluoreszenz-
“turn off*“-Prozessen (Abbildung 25). Verbindung 39a zeigte eine vollstindige Loschung der
Fluoreszenz mit der lonen-Zugabe und ist somit ein vielversprechender Kandidat als
Chemosensor fiir Fe**, Cu?" und Pd**. Bei 39b war hingegen eine Abnahme der Selektivitit

aufgrund der Kronenethergrof3e zu beobachten, da eine vollstindige bzw. nahezu vollstindige
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Fluoreszenzldschung fiir mehrere Kationen erreicht wurde (Co**, Cu**, Fe**, Hg*", Pd*",
Cd*", Cr*" und Fe?").[%6]

Die Gruppen um Russell Schmehl und Dirk Guldi untersuchten die Verbindungen 40a-c und
41 hinsichtlich geeigneter fluoreszierender Chemosensoren zur Detektion von Na®, K™ und
Cs" und Pb*".[¢7] Bei den Verbindungen 40a-¢ handelt es sich um Distyrylbenzol-Derivate,
welche an beiden Benzoleinheiten mit 12-Krone-4 (40a), 15-Krone-5 (40b) und 18-Krone-6
(40c) erweitert sind (Abbildung 26a). Verbindung 41 besitzt hingegen nur eine
Kronenethereinheit, 15-Krone-5. Ohne Gastzugabe erfuhren die Molekiile eine
Fluoreszenzl6schung aufgrund einer cis/trans-Isomerisierung. Nach Gastzugabe bildeten 40a
und Na“, 40b und K" sowie 40¢ mit Cs™ einen 2:2-Sandwichkomplex, bei denen eine enorme
Fluoreszenzerhohung in Chloroform und Acetonitril (9:1) beobachtet wurde
(Abbildung 26b). Grund ist die eingeschrinkte cis/trans-Isomerisierung im Komplex. Im Fall
des 40a/Na'-Komplexes war zusitzlich eine Excimer-Emission zu beobachten, da sich die
Distyrylbenzol-Chromophore in diesem Komplex rdumlich ndher sind. Neben Kalium
komplexierte bzw. detektierte 40b auch Pb?", wobei die Komplexstruktur vom Gegenion
abhiangt. Mit CF3COO~ als Gegenion wurden ausgedehnte Strukturen mit einer 1:2-
Stochiometrie (40b:Pb*") beobachtet. ClOs~ und BFs~ fiihrten hingegen wie in den
Alkalimetall-Komplexen zu einer 2:2-Sandwichstruktur. Verbindung 41 zeigte als einziges
Molekiil keine Anderung bzw. Erhéhung der Fluoreszenz, da sie durch die Komplexierung

nicht ausreichend eingeschrankt wird und ist somit kein geeigneter Chemosensor.

NC CN NC CN
oﬁoo/\o (Oﬂo

Q% 0 40a n=1 o) %) o o 4“1
b =2
O\% c =3 %/O n \\/0\)

+M, 40
O—Q b — und/oder

40 M = Na*, K*, Cs*, Pb2* E i z E i j

Abbildung 26. (a) Chemische Strukturen der Verbindungen 40a-c¢ und 41. (b) Schematische Darstellung der Metallionen-

Kronenether-Komplexierung. (Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.[®”), Copyright (2018) American
Chemical Society.)
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Ein dhnliches Beispiel zu Verbindung 40 stellt das Kronenether-funktionalisierte NBI 42 dar
(Abbildung 272a).18 In den Imid-Positionen befinden sich 15-Krone-5-Einheiten, die zur
Detektion von Metallionen dienen. Ohne Metallzugabe liel3 sich nahezu keine Fluoreszenz in
Acetonitril beobachten. Die Zugabe von Ba’? fiihrte zu einer Rotverschiebung der
Absorptions- und Fluoreszenzspektren sowie zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitét. In
beiden Fillen wurde eine 1:1-Stochiometrie bestimmt, was eine [2+2]-Sandwichstruktur
nahelegte. Die starke Emissionsbande von NBI 42 in Gegenwart von Barium konnte einer
excimeren Spezies zugeschrieben werden, die aus der Wechselwirkung der beiden
Naphthalinbisimid-Einheiten stammte. Der Selbstassemblierungsprozess wurde auch nicht
durch andere Alkali- oder Erdalkalikationen (Li', Na*, K*, Rb*, Cs*, Mg?*, Ca**, Sr*") bei
niedriger Konzentration der Verbindung 42 (~ 107° M) beeinflusst. Fiir K" hitte man jedoch
dhnliche Ergebnisse wie fiir Ba’>" aufgrund der dhnlichen Ionenradien erwartet. Der Grund
liegt in der im Vergleich zu Ba** geringeren Stabilitéit der durch K* gebildeten [2+2]-Spezies.
Aufgrund dessen wird der Kalium-[2+2]-Komplex in Losung gebildet, liegt jedoch in einem

niedrigen Konzentrationsniveau (10~° M) von 42 in einer nicht nachweisbaren Menge vor.

a) b)

("h"?fzzkﬁ")

?\/o\) 42 K/o\)o

Abbildung 27. (a) Chemische Struktur des Kronenether-funktionalisierten NBIs 42. (b) Schematische Darstellung des
Komplexierungsprozesses mit Ba?*. (Abdruck mit Genehmigung von Lit.[%® Copyright (2018) American Chemical
Society.)

Das Kronenether-funktionalisierte Perylenbisimid (PBI)-Analogon 43 wurde von Heinz
Langhals verdffentlicht.[®”) Diese Verbindung besitzt in den Imid-Positionen 18-Krone-6-

Einheiten (Abbildung 28).

O
go oo{oo}oo o>
&o oJ 43 &o\_/oj

Abbildung 28. Chemische Struktur des Kronenether-funktionalisierten PBIs 43.1%]
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Hier wurde jedoch nicht die Sensitivitit gegeniiber Metallionen untersucht, sondern
ausschlieBlich die spontane Aggregation in Wasser zu Partikeln. Beispiele fiir Kronenether-
funktionalisierte PBIs in Imidposition, welche zur Detektion von Metallionen dienen, werden
in der Literatur jedoch beschrieben.l’”) Kronenether-funktionalisierte PBIs in Buchtposition
sind hingegen kaum bzw. fast gar nicht aufgezeigt. Der relevanteste Artikel in dieser Hinsicht
wurde von Miillen und Mitarbeitern verdffentlicht und beschreibt ein Dibenzocoronen-
bisimid, welches 21-Krone-7-Funktionalitéiten trégt.’!! Dieses kann formal als ein Kern-

verldngertes PBI angesehen werden (Abbildung 29).

Abbildung 29. Chemische Struktur des Kern-verlidngerten PBI-Derivat 44.17!]

Es wurde gezeigt, dass dieses Molekiil Pb?>"- oder K*-Ionen unter Bildung entsprechender
1:2-Komplexe (Ligand/Metallion) in Losung bindet. Die Komplexierung fiihrte anschlieBend
zur Dissoziation der #-Stapel. Ein solcher Deaggregationsprozess verstirkte die
Fluoreszenzintensitdt des Chromophors signifikant.

In Bezug auf kernfunktionalisierte Farbstoffsysteme sind die zwei Aza-Kronenether-

funktionalisierten NBIs 45 und 46 von Interesse (Abbildung 30a).[7?!

a)
o CNSHWO //\Oﬂo o (N:Sng(o//\oﬂJ
DGR (“ T N f
0” NS0 /70 N"o

o
CgH17 O\J CgH17

45 46

Ca?*

EDTA

Abbildung 30. (a) Chemische Strukturen der kernfunktionalisierten NBIs 45 und 46. (b) Schematische Darstellung der Ca?'-
Komplexierung von NBI 46. (Abdruck mit Genehmigung von Lit.[”], Copyright (2018) Elsevier.)

32



Kapitel 11 Kenntnisstand

Die Chemosensoren 45 und 46 zeigten eine ausgezeichnete Selektivitit gegeniiber Ca’*, was
zu einer Erhohung der Fluoreszenz fiihrte. Letzteres wurde der Hinderung des PET-Prozesses
zugeschrieben, der durch die Metallionen-Komplexierung am Stickstoff nicht mdglich ist

(Abbildung 30b).

2.4.2. Erfassung von Aminosduren/Peptiden
Kronenether, insbesondere 18-Krone-6, sind in der Lage, neben Metallionen auch priméire
Ammonium-lonen von Aminosduren, Peptiden oder biogenen Aminen zu komplexieren
(Abbildung 31). Grundlage hierfiir bildet die Ubereinstimmung zwischen dem Durchmesser
des 18-Krone-6-Ringes und dem Ionenradius der Ammonium-Gruppe. Die Interaktion
zwischen Kronenether und Ammonium-Einheit wird stabilisiert durch Wasserstoft-

Briickenbindungen.!”*!

N

@Jf\izj

o b

Abbildung 31. Bindung eines Ammoniumkations an 18-Krone-6.733]

Parameter, die fiir die Bindung von Ammoniumkationen signifikant sind, umfassen (1) die
Anzahl der verfiigbaren Wasserstoffatome fiir Wasserstoffbriicken, (2) die sterische
Hinderung der Wirt-Gast-Anndherung durch die organische Gasteinheit und (3) elektronische
Effekte.

Abbildung 32 zeigt die 18-Krone-6-Derivate 47-50, welche eine Reihe an Aminosduren, wie
z.B. L-Alanin, L-Leucin, L-Valin, L-Serin, L-Phenylalanin, L-Tryptophan und L-Phenylglycin,
erfolgreich detektieren konnen.”*! Im Fall der Verbindung 49 konnte eine zusitzliche
Stabilisierung der Komplexstruktur aufgrund der Seitenketten des Wirts beobachtet werden.
Hierbei handelt es sich jedoch nicht um optische Chemosensoren, die Detektion erfolgte
mittels Extraktion (48), Kalorimetrie (47, 48, 50), NMR-Spektroskopie (50) oder IR-
Spektroskopie (49).
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Abbildung 32. Chemische Strukturen der Verbindungen 47-50.741

Ein optischer Chemosensor zur Aminosdure-Detektion wurde von Fedorova et al.
verOffentlicht. Dieser Chemosensor 51 besteht aus einem 2-Styrylbenzothiazol-Derivat,
welches mit 18-Krone-6 funktionalisiert ist (Schema 3).[°! Die Untersuchung erfolgte mit
Aminosduren unterschiedlicher Spacerldnge (n = 2, 10), die die Moglichkeit haben, an zwei

Bindungsstellen (gekennzeichnet durch die Pfeile) unterschiedlicher Natur zu binden.

0
—\ ® \F/ O~ 51a
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Schema 3. Darstellung der Kronenether-Ammonium-Komplexierung zusammen mit der Kennzeichnung der
Bindungsstellen in Verbindung 51. (Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.[®], Copyright (2018) Royal
Society of Chemistry.)

Die Zugabe der Aminosiuren in eine Acetonitril-Lésung von 51 fiihrte zu Anderungen in den
Absorptionsspektren, woraus die Ausbildung von Komplexen mit unterschiedlicher Stabilitét
bzw. Bindungskonstanten (logKn—> = 4.11, logKn-10 = 4.18; in Acetonitril bei 25 °C)
bestimmt werden konnte. Die Aminosduren mit ldngeren Spacern besallen eine griofere
Bindungsaffinitit als die Molekiile mit kiirzeren Spacern. Der Grund lag darin, dass die
Aminosdure mit der langeren Alkylkette die Moglichkeit besitzt, neben der Ammonium-
Bindung an den Kronenether mit der Sduregruppe eine Wasserstoffbriicke zum Heterozyklus
des Wirts auszubilden (51B). Diese zweite Bindungsstelle fiihrte zu einer Stabilisierung des
Komplexes. Bei der Aminosdure mit dem kiirzeren Spacer konnte hingegen nur die

Ammonium-Bindung an den Kronenether beobachtet werden (51A).
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Neben der Verbindung 51 untersuchte die Gruppe von Fedorova auch das Styrylpyridin-
Derivat 52 mit Aminosiuren unterschiedlicher Spacerlingen (n =2, 5, 10) (Abbildung 33).[7¢!
Hier zeigten sich ebenfalls durch die Zugabe von Aminosduren unterschiedliche
Bindungsstabilititen aufgrund der Lénge des Spacers und der Mdoglichkeit der Bindung an
die zweite Bindungsstelle, dem Stickstoffatom des Heteroaromaten (logKn-2> = 4.00, logKn=s
=4.12, logKn=10 = 4.27; in Acetonitril bei 25 °C).

Abbildung 33. Chemische Struktur der Verbindung 52 mit Kennzeichnung der zwei Bindungsstellen.[7]

Ein weiterer optischer Chemosensor mit einer Kronenether-Einheit ist der makrozyklische
Zink(II)-Rezeptor 53 (Abbildung 34).77! Der Kronenether komplexiert die Ammonium-
Gruppe der Aminosdure. Zusétzlich enthilt diese Verbindung eine fluoreszierende Zn(Il)-
Terpyridin-Untereinheit, die an die Carboxylat-Gruppe der Aminosiuren koordiniert und als
Chromophor fiir die Fluoreszenzmessung fungiert. Mit der Zugabe der Aminosauren lie3 sich
eine Anderung der Absorption und eine Fluoreszenzldschung beobachten. Die
Komplexstruktur wies eine 1:1-Stochiometrie auf und die ermittelten Bindungskonstanten
(K) variierten mit der Natur der Seitenketten der Aminosduren. Die Aminosduren mit einer
chelatbildenden Gruppe in der Seitenkette, wie L-Aspartat (logK = 4.65; in Wasser/DMF
(1:3) bei 25 °C) und L-Cystein (logK = 4.39; in Wasser/DMF (1:3) bei 25 °C), zeigten die
hochste Affinitit gegeniiber Verbindung 53.

53

Abbildung 34. Chemische Struktur der Verbindung 53 mit Kennzeichnung der zwei Bindungsstellen fiir den Aminosaure-

Gast.l”7]

Zweifach Kronenether-funktionalisierte Verbindungen sind in der Lage, bis zu zwei Géste zu
binden, weshalb man hier oft allosterische Effekte beobachtet. Verbindung 54 gehort zu

diesen Vertretern. Hier sind zwei 18-Krone-6 iiber eine konjugierte aromatische Bis-
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Azomethin-Einheit verkniipft (Abbildung 35). Zusétzlich zur Ammonium-Bindung an die
Kronenether-Gruppe besteht die Moglichkeit, aufgrund der aromatischen und konjugierten
Systeme im Molekiil, der Bildung von 7~ 7-Wechselwirkungen oder Van-der-Waals-Kontakte

mit den aromatischen bzw. aliphatischen Gruppen der zu verwendeten Ammonium-Giste.

Abbildung 35. Chemische Struktur der Verbindung 54 und Strukturen der Ammonium-Giste A-H.[78]

Die Géste A-H zeigten eine hohe Affinitdt zu Verbindung54 in einer
Dichlormethan:Methanol (92:8)-Losung unter Ausbildung von Komplexen mit einer 1:2-
Stochiometrie (54:Gast). Wie erwartet, konnten bei der Komplexierung allosterische Effekte
beobachtet werden, die Bindung des zweiten Ammonium-Gastes (K2) war in allen
untersuchten Féllen kleiner als die des ersten (Ki1). Man spricht hier von einer negativen
Kooperativitit. Eine besonders hohe Affinitit wurde fiir L-Alanin A beobachtet, flir die
aromatischen Aminosduren B und C wurde hingegen nahezu keine Detektion erkannt, da
eine zusidtzliche 7-7~Wechselwirkung aufgrund des ungeeigneten Abstandes nicht moglich
war.

In den beschriebenen Beispielen wurde gezeigt, dass die Ammonium-Komplexierung
Kronenether-funktionalisierter Verbindungen eine Anderung der optischen Eigenschaften des
Chemosensors zur Folge hat, jedoch ist diese Anderung fiir die meisten Systeme
ausschlieBlich in den Absorptionsspektren zu beobachten. Bei Chemosensoren zur
Ammonium-Detektion, die fast ausschlieSlich hinsichtlich der Fluoreszenz untersucht
werden, handelt es sich meistens um Verbindungen, welche mit Aza-Kronenethern, wie die
Verbindungen 55 und 56, funktionalisiert sind. Hier kann der Stickstoff einen PET-Prozess
auslosen bzw. verhindern (Abbildung 36). Somit beobachtete man bei einer Ammonium-
Komplexierung an den Aza-Kronenethern eine Hinderung des PET-Effekts zusammen mit

einer Fluoreszenzerhdhung.!””!
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999
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Abbildung 36. Chemische Strukturen der Aza-Kronenether-Verbindungen 55 und 56.07%]

Kronenether-funktionalisierte PBIs fiir die Detektion von Aminosduren oder Peptiden sind in

der Literatur nicht beschrieben. AusschlieBlich der Einsatz anderer Erkennungstrategien bzw.

Rezeptoren zeigt die Verwendung von PBI-Molekiilen als optische Chemosensoren fiir

Aminosiuren und Peptide.

I'In diesen Fillen fand eine Fluoreszenzerhéhung mit steigender

Konzentration der zugegebenen Aminosduren oder Peptide statt.
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Kapitel 111

Ergebnisse und Diskussion

1. Kernfunktionalisierte wasserlosliche Naphthalinbisimide

1.1. Donor-Akzeptor-funktionalisierte wasserlosliche Naphthalinbisimide
Im folgenden Teilkapitel wird die Synthese sowie die optischen Eigenschaften von Kern-
disubstituierten Naphthalinbisimid (NBI)-Derivaten beschrieben. Diese NBIs sind am Kern
jeweils mit einem Chloratom und unterschiedlichen Amin-Substituenten mit steigendem
elektronenziehendem Charakter der Aminreste funktionalisiert. In Imidstellung hingegen
befinden sich Wasserloslichkeits-fordernde Gruppen, zum einen Dicarbonséurereste, die
durch Imidisierung mit L-Glutaminsdure eingefiihrt wurden, zum anderen 2-
Dimethylaminoethyl-Gruppen. = Wobei  Dicarbonsdure-tragende = NBIs  eine  pH-
Unabhingigkeit zeigen, wihrend 2-Dimethylaminoethyl-substituierte Derivate je nach pH-
Wert protoniert bzw. geladen oder ungeladen vorkommen. Die Untersuchung der optischen
Eigenschaften aller NBI-Derivate wird in wissriger Pufferlosung bei pH 2.1 und 7.0

durchgefiihrt und zeigt einen interessanten Trend der Fluoreszenzquantenausbeute.

1.1.1. Synthese
Die Synthese der NBIs 60a-h und 61a-h, die jeweils in der Imidposition Dicarbonsdure- bzw.
2-Dimethylaminoethyl-Gruppen tragen, verlduft jeweils iiber zwei Stufen (Schema 4). Im
ersten Syntheseschritt wurden die entsprechenden 2,6-dichlorierten NBIs 58 und 59
ausgehend von dem literaturbekannten dichlorierten Naphthalinbisanhydrid (NBA) 57
dargestellt, welches in einer vierstufigen Synthese aus dem kommerziell erhdltlichem Pyren
zuginglich ist.*'? Die Imidisierung von 57 zu NBI 58 und 59 wurde in siedender Essigsiure
durchgefiihrt, um eine Substitution der Chloratome am Kern durch Amine zu verhindern. Bei
NBI 58 wurde zusitzlich durch die Zugabe von Natriumacetat die Reaktivitdt der
Imidisierungsreaktion erhoht.®!! Nach Reinigung konnten die Verbindungen 58 und 59
jeweils in einer Ausbeute von 55% und 96% erhalten werden. Im Anschluss wurde mit

verschiedenen Aminen in einer nukleophilen Substitutionsreaktion ein Chloratom am Kern
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ausgetauscht. Die NBIs 60a-g und 6la-g konnten unter sehr milden Bedingungen in
Dichlormethan bei Raumtemperatur erfolgreich dargestellt werden. Aufgrund der geringen
Nukleophilie des Trifluorethylamins wurden fiir die Darstellung der entsprechenden
NBIs 60h und 61h harschere Reaktionsbedingungen bendétigt. Daher wurden die Reaktionen
in DMF bei 135°C durchgefiihrt. Alle NBI-Derivate konnten nach mehrmaliger
sdulenchromatographischer Aufreinigung in Ausbeuten von 19 —65% erhalten werden
(Schema 4). Die teilweise geringen Ausbeuten sind der Instabilitit einzelner
Zielverbindungen gegeniiber erhohten Temperaturen und basischen Bedingungen und der

daraus resultierenden mehrmaligen Chromatographie geschuldet.
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Schema 4. Darstellung der dihalogenierten Vorprodukte NBI 58 und 59 sowie der am Kern monochlor-monoamino-

kernfunktionalisierten NBIs 60a-h und 61a-h.

1.1.2. Optische Eigenschaften in Losung
Die optischen Eigenschaften der NBIs 60a-h und 61a-h wurden in Phosphatpuffer-Lésung
mit pH 2.1 und 7.0 untersucht, die Vorstufen NBI 58 und 59 hingegen in Methanol bzw.
Chloroform. Die Wahl der beiden pH-Werte erfolgte auf der Grundlage potentiometrischer
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Titrationen. Bei pH 2.1 liegen die NBIs 60 und 61 in einer neutralen bzw. vollstindig
protonierten Form vor, bei pH 7.0 hingegen sind die Verbindungen teilweise deprotoniert
(Abbildung Al, im Anhang). Die Verbindungen 58 und 59 weisen nahezu identische
Absorptionsspektren auf, mit einem Maximum bei 358 nm fiir NBI S8 und 359 nm fiir
NBI 59 (Abbildung 37). Beide Vorstufen besitzen zudem keine Fluoreszenz. Die Einfiihrung
eines Alkylamin-Substituenten am Kern fithrt zu groBen Verdnderungen der optischen
Eigenschaften. Das Absorptionsspektrum des hier beispielhaft diskutierten NBI 60a mit
einem Ethylamin-Substituenten am Kern in Phosphatpuffer bei pH 2.1 zeigt eine neue
bathochrom verschobene Absorptionsbande bei 544 nm (& = 10000 M~! cm™!) sowie eine
verglichen mit dem dihalogenierten NBI 58 leicht hypsochrom verschobene Bande zwischen
300 nm und 400 nm mit ausgeprégter vibronischer Feinstruktur. Zusétzlich weist NBI 60a
eine intensive Fluoreszenzbande bei 603 nm auf, bei der sich das Spektrum spiegelbildlich
zum Absorptionsspektrum der langwelligen Bande verhélt. Die Fluoreszenzquantenausbeute
dieses Farbstoffes in Phosphatpuffer betrigt 9%. Fiir NBI 61a lassen sich nahezu identische
optische Eigenschaften mit Absorptions- bzw. Emissionsmaxima bei Aabs = 542 nm, Aem =
603 nm und einer Quantenausbeute von @ = 9% beobachten. Betrachtet man die optischen
Eigenschaften vom 2-Dimethylaminoethylamin-Substituenten NBI 60c und 61c, so zeigen
sich Absorptionsmaxima bei 520 nm und 518 nm sowie Fluoreszenzmaxima bei 577 nm und
576 nm. Im Vergleich zu dem Ethylamin-Substituenten Analoga 60a und 61a sind die
Maxima somit um 24 — 27 nm hypsochrom verschoben. In der vibronischen Feinstruktur
sowie im Absorptionsspektrum zwischen 300 nm und 400 nm zeigen sich keine wesentlichen
Unterschiede. Die Fluoreszenzquantenausbeuten erfahren jedoch eine deutliche Erhohung
von 9% (60a/61a) auf 29% (60c) bzw. 28% (61c).

Die ausgeprégte vibronische Feinstruktur der Kern-Aminosubstituierten NBIs ist ein Indiz fiir
einen sehr starren Chromophor. Der Einfluss der Imid-Substituenten auf die optischen
Eigenschaften ist, wie zu erwarten, gering, da sowohl HOMO als auch LUMO an diesen
Positionen einen Knoten besitzen und deren elektronischer Einfluss dadurch vernachlidssigbar

ist.[!152

Die Substituenten am Kern haben hingegen einen grofen Effekt. Die
Absorptionsbande der am Kern-Aminosubstituierten NBIs 60 und 61 bei 518 — 544 nm
resultiert aus einer intramolekularen Wechselwirkung zwischen dem freien Elektronenpaar
des Stickstoffes zu dem elektronenarmen Imid-Carbonyl-Sauerstoff (Donor-Akzeptor-
41a]

Wechselwirkung).!
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Abbildung 37. UV/Vis-Absorptions- (durchgehende und gepunktete Linie) und Fluoreszenzspektren (gestrichelte Linie)
(Aex = 470 nm) von NBI 58 (¢ = 8.0 x 10 M in MeOH, 23 °C), 59 (¢ = 8.2 x 107 M in CHCI;3, 23 °C), 60a (c = 4.7 x
107> M in Phosphatpuffer pH 2.1, 23 °C), 61a (c = 6.2 x 10~ M in Phosphatpuffer pH 2.1, 23 °C), 60c¢ (c = 5.2 x 103 M in
Phosphatpuffer pH 2.1, 23 °C) und 61¢ (¢ = 4.9 x 1073 M in Phosphatpuffer pH 2.1, 23 °C). Die Fluoreszenzspektren wurden

normiert.

Vergleicht man die Absorptions- und Fluoreszenzdaten aller NBI-Derivate 60a-h und 61a-h
bei pH 2.1 ldsst sich eine RegelmiBigkeit beobachten (Tabelle 2). Zum einen erfdhrt das
Absorptionsspektrum bei 300 — 400 nm, wie bereits oben erwihnt, mit wechselnden Imid-
Substituenten keine Anderung (Abbildung 38a und Abbildung 38c). Zum anderen weist das
Absorptionsmaximum mit steigendem elektronenziehendem Charakter der Reste am Amino-
Substituenten am Kern eine hypsochrome Verschiebung von 35 nm vom NBI 60a und 61a
mit der elektronenschiebenden Ethylgruppe zum NBI60h und 61h mit der
elektronenziehenden Trifluorethylgruppe. Die Fluoreszenzmaxima zeigen ebenfalls eine
hypsochrome Verschiebung, welche bis zu 43 nm betrdgt (Abbildung 38b und
Abbildung 38d). Die Maxima von Absorption- und Emissionbande liegen zwischen 509 und
544 nm bzw. 560 und 603 nm. Einhergehend mit der hypsochromen Verschiebung ist ein
Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute, welche mit einem Wert von 39% fiir das
Trifluorethylderivat einen bemerkenswert hohen Wert erreicht. Da das LUMO-Niveau von
NBIs verhdltnismdBig geringfiigig durch die Kern-Substituenten beeinflusst wird, resultieren
diese Effekte vom HOMO, welches mit zunehmenden elektronenziehendem Charakter stetig
herabgesetzt wird. Daraus resultiert eine zunehmend gréfere Bandliicke und demnach eine

hypsochrome Verschiebung.®*!
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Abbildung 38. (a) UV/Vis-Absorptions- (¢ ~ 5.0 x 107 M, 23 °C) und (b) Fluoreszenzspektren (Aex = 470 nm, 23 °C) von
NBI 60a-h in Phosphatpuffer pH 2.1; (¢) UV/Vis-Absorptions- (¢ ~ 5.0 x 10~ M, 23 °C) und (d) Fluoreszenzspektren (Aex =
470 nm, 23 °C) von NBI 61a-h in Phosphatpuffer pH 2.1. Absorptions- und Fluoreszenzspektren wurden normiert.

Neben der Untersuchung der optischen Eigenschaften im sauren Milieu bei pH 2.1 wurden
die NBI-Derivate 60a-h und 61a-h auch bei pH 7.0 untersucht, wo die Amino- sowie
Sduregruppen im protonierten bzw. deprotonierten Zustand vorliegen konnen (Tabelle 2). Die
Absorptions- und Fluoreszenzspektren der NBIs 60a-h im neutralen Milieu (pH 7.0) zeigen
den gleichen spektralen Verlauf wie bei pH 2.1, die Maxima erfahren jedoch eine leichte
hypsochrome Verschiebung von 2 — 3 nm. Vergleicht man die Fluoreszenzquantenausbeuten
miteinander, zeigen sich nahezu keine Verdanderungen bei pH 2.1 und 7.0. Dies kann durch
potentiometrische Messungen begriindet werden, welche am Beispiel von NBI 60c¢
durchgefiihrt wurden (Abbildung A1). Bei pH 2.1 ist das Molekiil vollstédndig protoniert und
keine Fluoreszenzloschungs-Prozesse sind beteiligt, bei pH 7.0 sind lediglich die
Sduregruppen in Imidposition deprotoniert, da die Aminogruppe des Kern-Substituenten
einen hoheren pKs-Wert aufweist. Die deprotonierten Sduregruppen haben keinen Einfluss
auf die Fluoreszenz, so dass die Fluoreszenzquantenausbeuten bei pH 7.0 und 2.1 nahezu

unverandert bleiben.
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Tabelle 2. Optische Eigenschaften von NBI 60a-h (¢ ~ 5.0 x 10~ M) und 61a-h (¢ ~ 5.0 x 1073 M) in Phosphatpuffer pH 2.1

und 7.0 bei 23 °C. NBIs sind nach abnehmenden elektronenziehenden Charakter des Aminorestes (R) sortiert.

& [b]
NBI R= pH[a] //i’abs ; “jallx 0 ﬂem @F
[bom]  [10°M cm ] [nm] [Yo]
F 2.1 509; 507 10.6; 10.3 560; 560  39; 39
60h;61h . _LF

7.0 507; 506 10.4;9.90 560; 560  38; 29
2.1 520; 518 10.1; 10.0 577,576  29; 28
7.0 518; 519 10.3; 9.60 576;576  31;17
2.1 534; 530 10.5; 9.60 589;588 17;19
7.0 531; 530 10.5;9.10 588;587 19;16
2.1 537; 534 10.7; 10.4 594;594  13;13
7.0 534; 533 10.5;10.0 594;594 13;14
2.1 540; 537 10.8;10.7 595;595 13;15
7.0 537; 537 9.10; 8.50 595;594 15; 14
2.1 543; 540 10.6; 10.1 596; 596 12; 14
7.0 540; 539 10.4; 9.60 597,595 14; 14
60b; 61b . _~_~_- 2.1 544; 543 10.0; 9.60 603; 603  10; 10
60a; 61a N 2.1 544; 542 10.0; 9.90 603; 603 9;9

60c; 61c TN

60d; 61d .\

60g; 61g SN

60e; 61e N

60f; 61f - _A_

[a] In Phosphatpuffer. [b] Anregungswellenldnge: Aex =470 nm.

Diese Tatsache ist besonders im Hinblick auf einen Einsatz dieser Farbstoffe in biologischem
Milieu interessant, da die optischen Eigenschaften im pH neutralen Bereich keine
Verdnderungen erfahren. Betrachtet man die optischen Eigenschaften der NBI 61a-h bei
pH 7.0 zeigen die Absorptions- und Fluoreszenzspektren ebenfalls den gleichen spektralen
Verlauf wie 60a-h, mit einer leichten hypsochromen Verschiebung von 1-—3 nm. Die
Fluoreszenzquantenausbeuten hingegen erfahren eine Fluoreszenzloschung. Bei pH 2.1 sind
beispielsweise die Aminogruppen des NBI 61c, wie fiir NBI 60¢, vollstindig protoniert. Bei
pH 7.0 hingegen ist der erste Aquivalenzpunkt bereits erreicht und NBI 61¢ befindet sich im
Gleichgewicht zwischen protonierter und teilweise deprotonierter Form. Dies hat einen
photoinduzierten Elektronentransfer (PET) vom freien Elektronenpaar der Aminogruppe zur
Folge, was in diesem Beispiel fiir NBI 61c¢ zu einem Fluoreszenzabfall von 28% (bei pH 2.1)
auf 17% (bei pH 7.0) fiihrt.[?]

Die optischen Eigenschaften der NBI-Derivate wurden neben Wasser auch in Acetonitril und
Methanol untersucht. Hierfiir wurden die neutralen NBI-Derivate 60a, 60g und 60h
verwendet (Tabelle 3). Beide Losungsmittel sind sehr polar, jedoch ist Acetonitril aprotisch

und Methanol protisch. Abbildung 39 zeigt die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der
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einzelnen NBIs in den jeweiligen Losungsmitteln. In beiden Losungsmitteln ist der spektrale
Verlauf bzw. die vibronische Feinstruktur der Absorption sowie der Emission identisch im
Vergleich zu den NBI-Derivaten in Wasser. Wie zuvor bleibt das Absorptionsspektrum in
dem Bereich zwischen 300 und 400 nm unverdndert. Zusitzlich zeigt sich auch hier mit
steigendem elektronenziehendem Charakter der Reste am Amino-Substituenten am Kern eine
hypsochrome Verschiebung des Absorptions- sowie Fluoreszenzmaximums von 33 nm bzw.
38 nm in Acetonitril und 31 nm bzw. 36 nm in Methanol vom NBI 60a mit dem gréBten
elektronenschiebenden zum NBI 60h mit dem gréfiten elektronenziehenden Charakter. Der
Einfluss des Losungsmittels auf die Fluoreszenzquantenausbeute ist bemerkenswert gering
fiir diese Farbstoftklasse. Somit zeigte sich der gleiche Trend der optischen Eigenschaften
wie in wéssriger Losung. Vergleicht man die Maxima der NBIs in den unterschiedlichen
Losungsmitteln untereinander, ldsst sich eine positive Solvatochromie beobachten, da die
Absorption und Fluoreszenz eine bathochrome Verschiebung mit steigender

Losungsmittelpolaritit erfahren.[!!]
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Abbildung 39. UV/Vis-Absorptions- (¢ ~ 5.0 x 107 M, 23 °C) (durchgehende Linie) und Fluoreszenzspektren (gestrichelte
Linie) (Aex = 470 nm, 23 °C) von NBI 60a, 60g und 60h (a) in Acetonitril und (b) in Methanol.

Tabelle 3. Optische Eigenschaften von NBI 60a, 60g und 60h (¢ ~ 5.0 x 1073 M) in Acetonitril und Methanol bei 23 °C.

gmax ﬂ’em[a] @F

NBI Loésungsmittel Aats s
[nm] [10M cm ] [nm] [%]

60h Acetonitril 497 11.0 540 40
60g Acetonitril 526 10.4 574 42
60a Acetonitril 530 10.0 578 39
60h Methanol 495 11.2 540 45
60g Methanol 523 10.8 574 31
60a Methanol 526 10.9 576 25

[a] Anregungswellenlédnge: Aex =470 nm.
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Die beobachteten optischen Eigenschaften der NBIs stehen zudem im Einklang mit
durchgefiihrten theoretischen Berechnungen (Gaussian 09).* Fiir diese Untersuchungen
beschriankten wir uns auf eine vereinfachte Struktur mit Methylresten in den Imidpositionen
und einem Chlor sowie einem Methylamin-Substituenten am Kern (Abbildung 40a). Diese
Vereinfachung wird durch die Annahme gestiitzt, dass die Substituenten in den
Imidpositionen eine vernachldssigbare Wirkung auf den Chromophor haben, da sowohl das
HOMO als auch das LUMO an diesen Positionen einen Knoten besitzt.®*] Geometrie-
Optimierungen (DFT, B3LYP/6-31 + G**) zeigen einen planaren und starren NBI-
Chromophor im Grundzustand (Abbildung 40b). Die vorhergesagten HOMOs und LUMOs
zeigen jeweils eine bemerkenswerte Delokalisierung iiber das z-Gerlist und die beiden Kern-
Substituenten, was auf einen wichtigen Beitrag des Chloratoms und des Amino-Substituenten
am Kern zu den optischen Merkmalen hindeutet. Wie bereits erwihnt, wird auch deutlich,
dass das HOMO durch den Amino-Substituenten stirker beeinflusst wird als das LUMO.!!!
Dariiber hinaus verfiigt das Molekiil tiber ein sehr hohes Grundzustands-Dipolmoment (¢ =
7.04 D), was ein Indiz fiir den intramolekularen Charge-Transfer (CT)-Charakter des
langwelligen Ubergangs ist. Auch die vorhergesagten UV/Vis-Spektren aus DFT-

Rechnungen stimmen sehr gut mit den experimentellen {iberein (Abbildung 40c).
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Abbildung 40. (a) Strukturformel von Chlor-Amino-NBI. Geometrie-Optimierung von Chlor-Amino-NBI (B3LYP/6-
31+G**) berechnet in Wasser (PCM): (b) HOMO- und LUMO-Orbitale (isovalue surface 0.03 a.u.); (c) das Grundzustands
Dipolmoment ist gekennzeichnet durch den schwarzen Pfeil. Das Ubergangsdipolmoment wurde mittels TD-DFT
(B3LYP/6-31+G**) fiir den niedrigsten Ubergang im sichtbaren Bereich des Spektrums (gekennzeichnet durch den roten
Pfeil) berechnet.
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Das Ubergangsdipolmoment, dass dem HOMO-LUMO-Ubergang im sichtbaren Bereich bei
~525 nm (roter Pfeil) zugeordnet ist, ist in der minimierten Struktur zu sehen. Bei den
Fluoreszenzquantenausbeuten der NBI-Derivate 60a-h und 6la-h lieBen sich interessante
Abhéngigkeiten beobachten (Tabelle 2). Wie bereits zuvor erwidhnt wurde, zeigte sich bei
unterschiedlichen Imid-Substituenten, jedoch gleichen Kern-Resten, keine Anderung der
Quantenausbeute. Bei unterschiedlichen Amino-Substituenten stieg hingegen mit
zunehmendem elektronenziehenden Charakter des Aminorestes auch der Wert der
Quantenausbeute. Den maximalen Wert von 39% besitzen die NBI-Derivate 60h und 61h mit
dem stérksten elektronenziehenden Trifluorethyl-Substituenten in dieser Reihe. Die NBI 60¢
und 61c besitzen am Kern bei pH 2.1 jeweils einen Dimethylammoniumethyl-Rest und
weisen die zweithdchste Fluoreszenzquantenausbeute mit 28% bzw. 29% auf. Verldngert sich
der Spacer zwischen Kern und Dimethylammoniumethyl-Funktionalitit ist ein Abfall der
Quantenausbeute zu beobachten, von 28 —29% (60¢/61¢) auf 17 — 19% (60d/61d), iiber 13 —
15% (60e/61e) bis hin zu 12 — 14% (60£/61f). Grund hierfiir ist, dass durch die Verldngerung
des Spacers die Ammonium-Gruppe immer weiter vom Kern entfernt wird und dadurch der
elektronenziechende Charakter stetig abnimmt. NBI60g und 61g liegen mit einer
Quantenausbeute von 13% und aufgrund der Stirke des induktiven Effekts der
Methoxyethyl-Gruppe am Amino-Substituenten zwischen den zuvor genannten NBI-
Derivaten. Schlusslicht bilden die NBIs 60a, b und 61a, b mit 9 — 10% und einem Alkylrest
am Kern-Amino-Substituent. Diese Abhéngigkeit zwischen Fluoreszenzquantenausbeute und
elektronenziehendem bzw. -schiebendem Charakter konnte mit dem Hammett-Ometa-
Parameter korreliert werden. Dieser Parameter beschreibt die Stirke des induktiven Effekts
eines Substituenten ausgehend von Wasserstoff.®>) In Abbildung 41 sind die Quanten-

ausbeuten gegen die Hammett-Konstante ometa aufgetragen.
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Abbildung 41. Hammett-Konstante ometa aufgetragen gegen die Fluoreszenzquantenausbeute @rin Phosphatpuffer

(pH 2.1). Ometa-Werte wurden aus Literatur entnommen. 86

46



Kapitel 111 Ergebnisse und Diskussion

In der Auftragung zeigt sich eine lineare Abhdngigkeit, das heifit mit steigendem
elektronenziehendem Charakter der Kern-Amino-Substituenten erfahrt die Quantenausbeute
einen Anstieg. Die Losungsmittel-abhéngigen Fluoreszenzquantenausbeuten von NBI 60a,
60g und 60h wurden in Acetonitrii und Methanol bestimmt (Tabelle 3). Die
Quantenausbeuten in Acetonitril sind nahezu identisch fiir die unterschiedlichen Kern-
Aminosubstituierten NBIs mit 39 — 42%. In Methanol hingegen zeigt sich, wie auch zuvor,
mit steigendem elektronenziehendem Charakter der Kern-Amino-Substituenten ein Anstieg
der Quantenausbeute. NBI 60h weist aufgrund des stirksten elektronenziehenden
Substituenten einen maximalen Wert von 45% auf. NBI 60g reiht sich dahinter mit einer
Quantenausbeute von 31% ein. Damit ergibt sich die Schlussfolgerung, dass
Fluoreszenzquantenausbeuten um die 40% fiir diese Amino-Chlor-substituierten NBIs
charakteristisch sind, welche aber in protischen Losungsmitteln in Abhdngigkeit vom
induktiven Effekt des Substituenten am Amin reduziert werden. Schlusslicht bildet NBI 60a
mit 25% und einem Alkylrest am Amino-Substituent am Kern. Diese Beobachtungen wurden
zudem durch die Auftragung der Quantenausbeuten gegen die Hammett-Konstante gestiitzt.
In Acetonitril zeigt sich keine Abhéngigkeit, in Methanol hingegen ist eine deutliche lineare

Abhéngigkeit zu beobachten (Abbildung 42).
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Abbildung 42. Hammett-Konstante ometa aufgetragen gegen die Fluoreszenzquantenausbeute @ in (a) Acetonitril und

(b) Methanol. Gieta-Werte wurden aus Literatur entnommen. 6]

Um letztendlich eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen Losungsmitteleinfliisse zu finden,
muss man die zwei mesomeren Grenzstrukturen der monochlor-monoamino-substituierten
NBIs in Betracht ziehen (Abbildung 43). Wie bereits erwédhnt, bilden Amino-
Kernsubstituierte NBI einen intramolekularen Charge-Transfer (ICT) vom freien

Elektronenpaar des Stickstoffes zum elektronenarmen Carbonyl-Sauerstoff aus.[*'? Daraus
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resultiert neben der ungeladenen Form eine zwitterionische mesomere Grenzstruktur. Diese
zwitterionische Form ist im angeregten Zustand die vorherrschende Spezies.!'') Dadurch
erhoht sich die Aciditdt der Donor-Gruppe (Aminogruppe) und die Basizitdt der Akzeptor-
Gruppe (Carbonylgruppe).”®! Dies bildet die Triebkraft fiir eine intermolekulare
Wasserstoftbriicken-Bindung mit protisch polaren Losungsmitteln wie Wasser und Methanol.
Verstarkt wird die intermolekulare Wechselwirkung durch elektronenschiebende Amino-
Substituenten (EDG), welche die Elektronendichte an der Carbonylgruppe erhohen.®”! Als
Folge dieser starken intermolekularen Wasserstoffbriicken-Bindung wird die intramolekulare
Wechselwirkung geschwécht und der Prozess der inneren Umwandlung (IC) vom Si- zum

So-Zustand erleichtert, welcher einen strahlungslosen Relaxationsprozess bzw. eine Loschung
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Abbildung 43. Intra- und intermolekulare Wechselwirkungen der NBI-Derivate in Wasser/Methanol und in Acetonitril.

Elektronenziehende Amino-Substituenten (EWG) hingegen, verringern die Elektronendichte
an der Akzeptorgruppe (Carbonyl-Sauerstoff) sowie die Elektronendichte am Stickstoff bzw.
erhéhen die Aciditit des Stickstoff-Protons.®’! Dies fiihrt zur Abschwichung der
intermolekularen Wasserstoffbriicken-Bindung und zur Verstirkung der intramolekularen
Wechselwirkung bzw. des ICT-Zustandes. Somit ist der ICT der ma3gebende Prozess der die
Fluoreszenz bestimmt, in dem die Relaxation unter Freisetzung von Energie in Form eines
Photons verliuft.[*14]

In aprotischen Acetonitril ist keine intermolekulare Wasserstoftbriicken-Bindung im
angeregten Zustand moglich, da dieses Losungsmittel nicht als Protonendonor fungieren

kann. Demnach ist auch hier der ICT der Prozess der die Fluoreszenz bestimmt und da in

diesem Fall die Amino-Substituenten auch keinen Einfluss auf die Fluoreszenz-
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quantenausbeute haben, werden flir alle untersuchten NBIs nahezu identische

Quantenausbeuten beobachtet.

1.2. Kerndihalogeniertes Naphthalinbisimid als chemischer Aminsensor
Im folgenden Teilkapitel werden die Sensoreigenschaften von NBI 58 gegeniiber primdrer,
sekundérer und tertidirer Amine mittels UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Zusétzlich zu einfachen Amin-Verbindungen werden auch biogene Amine
untersucht sowie die Verwendbarkeit des NBIs als optischer Chemosensor zur

Frischekontrolle fiir Fleisch gepriift.

1.2.1. Optische Eigenschaften in Diinnschichtfilmen

Sensitive und kostengiinstige Gassensoren stellen einen wachsenden Bedarf dar,
insbesondere fiir die Umwelt, Industrie und den Nahrungsmittelsektor.l*’! Das farblose
NBI 58 ist aufgrund der Chlor-Atome am Kern ein potentieller Kandidat, um zum Beispiel
Amin-Verbindungen via kovalenter Bindungsbildung zu detektieren (Abbildung 44 links).
Dabei entstehende monochlor-monoamino-substituierte NBIs sind dann durch ihre intensive
rote Farbe sowie hohe Fluoreszenzquantenausbeuten leicht detektierbar.

Um zu untersuchen, ob diese Eigenschaften auch in der Festphase gegeben sind und NBI 58
ein geeigneter Gassensor ist, wurde NBI 58 (10 mg/ml in THF) mittels ,,spin coating* (30
sek, Umdrehung = 2000) auf Quartzglasplatten aufgebracht. Die Quartzglasplatte wurde dann
in einem verschlossenen Gefdl mit dem entsprechenden Amin fiir 3 bis 360 Sekunden

bedampft (Abbildung 44 rechts).
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Abbildung 44. Links: Strukturformel von NBI 58. Rechts: Versuchsaufbau.

49



Kapitel 111 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 45a zeigt die Absorptionsspektren des Diinnschichtfilms von NBI 58 nach der
Bedampfung mit 2-Dimethylaminoethylamin in Abhéngigkeit von der Zeit. Bereits nach 5
Sekunden ist die Entstehung einer neuen Bande bei 527 nm zu beobachten. Umso lidnger die
Filme bedampft werden, desto intensiver wird diese Bande. Zusétzlich erfahrt das Spektrum
zwischen 300 — 400 nm eine Intensititsabnahme sowie eine eindeutige Anderung in der
Bandenform. Die Verdnderung nach der Bedampfung mit 2-Dimethylaminoethylamin 1sst
sich auch deutlich mit dem bloBen Auge erkennen. Die Farbe der Quartzglasplatte bzw. des
Farbstoffes wechselt von gelb nach rot. Des Weiteren wurde die Fluoreszenzquantenausbeute
im Diinnschichtfilm gemessen, da kernfunktionalisierte NBIs einen enormen Anstieg dieser
in Losung zeigen. Im festen Zustand konnte jedoch keine Fluoreszenzquantenausbeute
ermittelt werden, aufgrund dessen wurde die entsprechende Diinnschicht in Phosphatpuffer
(pH 2.1) gelost und eine Quantenausbeute von 27% bestimmt. Vergleicht man nun die
optischen Eigenschaften in Losung mit der Reinsubstanz 60c¢ aus Kapitel III — 1.1., so zeigt
sich, dass diese nahezu identisch sind, mit einer Quantenausbeute von 29% bzw. 27% sowie
eines Absorptionsmaximums von 520 nm bzw. 520 nm (Abbildung 45b). Zusétzlich zu den
optischen Untersuchungen wurden auch NMR-spektroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt. Abbildung A2 zeigt das 'H-NMR Spektrum von NBI 58 sowie NBI 58 nach
dem Bedampfen mit 2-Dimethylaminoethylamin. Im aromatischen Bereich weist das
unbehandelte NBI 58 ein Singulett fiir beide aromatischen Protonen auf, welche nach dem
Bedampfen mit Amin zu zwei Singuletts aufspalten, aufgrund der verloren gegangenen
Symmetrie. Zudem konnten auch die restlichen Signale dem aminofunktionalisierten

NBI 60c¢ zugeordnet werden.
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Abbildung 45. (a) UV/Vis-Absorptions-spektroskopische Untersuchung des Diinnschichtfilms von NBI 58 in Abhéngigkeit
der Bedampfungszeit mit 2-Dimethylaminoethylamin bei 23 °C; (b) Absorptionsspektren von NBIS8 + 2-
Dimethylaminoethylamin (durchgehende Linie) und NBI 60c (gestrichelte Linie) in Phosphatpuffer-Losung (pH 2.1) bei
23 °C.
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Daraus lésst sich schlussfolgern, dass es durch das Bedampfen von Amin zu einer kovalenten
Bindungsbildung am Kern des NBI kommt. Die nicht vorhandene Fluoreszenz im Festkorper
konnte zum einen Packungseffekten, zum anderen bedingt durch die basische Atmosphire
und damit verbundenen PET-Ldschungsprozessen geschuldet sein. Im sauren Milieu ldsst
sich dieser Prozess umgehen.

Nach der erfolgreichen Detektion des primidren Amins 2-Dimethylaminoethylamin wurden
weitere primdre Amine sowie sekundire und tertidre Amine untersucht. Abbildung 46 zeigt
die Absorptionsspektren nach der Bedampfung mit Methylamin bzw. Ethylamin. Hier lassen
sich dhnliche Beobachtungen wie zuvor machen, die Entstehung einer neuen Bande in den
Absorptionsspektren bei 542 nm bzw. 536 nm sowie eine Verdnderung der Bandenform bei
300 — 400 nm. Fiir die Quantenausbeuten in Losung konnten Werte von 13% fiir Methylamin

und 12% fiir Ethylamin ermittelt werden.
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Abbildung 46. UV/Vis-Absorptions-spektroskopische Untersuchungen der Diinnschichtfilme von NBI 58 in Abhangigkeit
der Bedampfungszeit mit (a) Methylamin und (b) Ethylamin bei 23 °C.

Wie bereits erwidhnt wurden neben den primdren Aminen ebenfalls sekundire und tertidre
Amine untersucht. Als sekunddres Amin wurde Diisopropylamin verwendet, jedoch zeigte
sich erst nach 5 Minuten Bedampfungszeit mit diesem Amin ein leichter Farbumschlag (von
gelb zu orange) sowie eine neue schwache Bande bei ca. 520 nm (Abbildung 47a). Die
Untersuchung von NBI 58 mit einem tertidren Amin, hier Diisopropylethylamin, zeigt auch
nach 6 Minuten keine spektralen Verdnderungen im UV/Vis-Spektrum (Abbildung 47b).
Demnach lésst sich schlussfolgern, dass NBI 58 sehr gute Sensoreigenschaften sowie eine

hohe Selektivitit fiir primére Amine besitzt.
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Abbildung 47. UV/Vis-Absorptions-spektroskopische Untersuchungen der Diinnschichtfilme von NBI 58 in Abhéngigkeit
der Bedampfungszeit mit (a) Diisopropylamin und (b) Diisopropylethylamin bei 23 °C.

Die Amin-Sensorik findet vor allem im Nahrungsmittelsektor ihre Anwendbarkeit, da
wihrend der Fleisch- und Fischverwesung biogene Amine wie Putrescin, Cadaverin oder
Histamin entstehen (Schema 5).”) Bei den genannten biogenen Aminen handelt es sich um
primédre Amine bzw. primére Diamine. Da NBI 58 eine hohe Selektivitit gegeniiber priméren
Aminen zeigt, wire die Untersuchung dieser biogenen Amine wie Putrescin und Cadaverin
von grofler Interesse. Bei erfolgreicher Detektion konnte NBI 58 ein potenzieller Kandidat

sein, um die Verwesung von Fleisch oder Fisch zu priifen.
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Schema 5. Enzymatische Decarboxylierung von Aminosduren wihrend der Verwesung von Fleisch zu biogenen Aminen.

Die Untersuchung der Sensoreigenschaften von NBI 58 Diinnschichtfilmen mit den priméren
Diaminen Putrescin und Cadaverin zeigten positive Resultate. Die charakteristischen
Merkmale, wie Farbumschlag von gelb nach rot, Entstehung von neuer Bande bei 537 nm
bzw. 538 nm sowie eine eindeutige Anderung der Bandenform zwischen 300 — 400 nm

konnen in den jeweiligen Absorptionsspektren beobachtet werden (Abbildung 48).
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Abbildung 48. UV/Vis-Absorptions-spektroskopische Untersuchungen der Diinnschichtfilme von NBI 58 in Abhéngigkeit

der Bedampfungszeit mit (a) Putrescin und (b) Cadaverin bei 23 °C.

Da die Detektion der biogenen Aminen erfolgreich war, wurde der Prozess der
Fleischverwesung ~ UV/Vis-spektroskopisch ~ mittels =~ Schweinefleisch ~ untersucht
(Abbildung 49). Hierflir wurden jeweils 4.0 g Schweinefleisch in einem geschlossenen Getal3
in Anwesenheit eines Diinnschichtfilms von NBI 58 einmal bei Raumtemperatur (23° C) und
einmal im Kiihlschrank (4 °C) bis zu 5 Tage gelagert und zeitabhingig UV/Vis-Spektren des

Films gemessen.
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Abbildung 49. UV/Vis-Absorptions-spektroskopische Untersuchung des Diinnschichtfilms von NBI 58 in Abhéngigkeit der
Bedampfungszeit durch verwesendes Schweinefleisch bei Raumtemperatur (23 °C). Einfiigung: Auftragung der Absorption

bei 500 nm gegen die Zeit (Tage).

Die spektroskopische Untersuchung des Verwesungsprozesses bei 4 °C im Kiihlschrank
zeigte auch nach 5 Tagen keine Reaktion zwischen entstandenen biogenen Aminen und dem
NBI 58. Hingegen bei der Untersuchung des Schweinefleisches bei einer Lagerung von 23 °C
zeigt das Absorptionsspektrum des Farbstoffes eine Anderung, wobei erst nach 5 Tagen eine

deutliche Verinderung zu beobachten ist. Dabei ist eine Anderung der Banden im Bereich
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von 300 — 400 nm sowie die Entstehung einer neuen schwachen Bande bei ca. 500 nm zu
beobachten. Zudem konnte auch erst nach 5 Tagen ein leichter Farbumschlag von gelb nach
orange-rot beobachtet werden. In der Literatur wird jedoch beschrieben, dass bereits nach 2
Tagen bei Raumtemperatur die Fleischverwesung eintritt und daher detektierbar sein
sollte.l®] Offensichtlich ist die Konzentration der detektierbaren Amine in der Gasphase bei
dem durchgefiihrten Experiment zu gering. Zusammenfassend kann man sagen, dass sich 2,6-
Dichlor-NBI 58 sehr gut zur Detektion von primdren Aminen und Diaminen eignet,
einschlieBlich biogener Vertreter. Die Empfindlichkeit scheint jedoch nicht ausreichend, um

eine Fleischverwesung friihzeitig zu detektieren.

1.3. Kationische Naphthalinbisimide fiir die Wechselwirkung mit Nukleinsiuren
Im folgenden Kapitel werden die Synthese, die optischen Eigenschaften sowie die
Wechselwirkung von kationischen NBI-Farbstoffen mit ds-DNS/RNS beschrieben. NBI-
Nukleinsdure-Wechselwirkungen werden mittels thermischer Denaturierung,
Fluoreszenztitration, CD-Spektroskopie und ITC-Experimenten untersucht. Alle NBI-
Derivate besitzen in Imidstellung den gleichen kationischen Rest, damit eine
Wasserloslichkeit gewihrleistet ist. Am Kern hingegen weisen sie jeweils ein Chloratom und
unterschiedliche Amino-Substituenten mit terminaler Aminoséure- oder Ammonium-Gruppe

auf, um die Bindung mit DNS und RNS zu férdern.

1.3.1. Molekiildesign und Synthese
Das  Molekiildesign des  Farbstoffes spielt eine entscheidende Rolle in
Wechselwirkungsstudien mit DNS und RNS. Planare z-Systeme wie die der NBIs sind in der
Lage mit DNS bzw. RNS in Wechselwirkung zu treten. Die kationischen Substituenten in
Imidstellung sollen vorrangig die Wasserloslichkeit gewihrleisten und die elektrostatische
Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Phosphatriickgrat der DNS/RNS bewirken.[*"]
Zusétzlich sollten die kationischen Substituenten die Selbstaggregation der NBIs hindern und
zur Stabilitdt der Molekiile beitragen. Denn insbesondere die kernsubstituierten NBI-Derivate
neigen im neutralen bzw. basischen wéssrigen Milieu zu Hydrolyse in Imidposition. Daher
war es wihrend der Synthese und Aufarbeitung wichtig, unter sauren bis neutralen

Bedingungen zu arbeiten, um die Stabilitdt der Molekiile zu gewihrleisten. Die Hydrolyse ist

neben dem pH-Wert auch von der Lage kationischer Ammonium-Gruppen abhéngig. Je
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weiter die geladene Gruppe von der Imidstellung entfernt ist, desto stabiler ist diese.’!
Allerdings wird auch die Hinderung der Selbstaggregation verringert. Daher wurde an der
Imidstellung einheitlich ein 3-Trimethylammoniumpropyl-Substituent eingefiihrt. In
Buchtposition wurden die Aminosduren (§)-2,3-Diaminopropionsdure (L-Dap) und (S)-2,6-
Diaminohexansédure (L-Lys) sowie 2-Trimethylammoniumethylamin eingefiigt. Die beiden
Aminosdure- und Ammoniumethylamino-Substituenten fungieren bei erfolgreicher
Interaktion des Farbstoffes mit DNS/RNS als Vergleichs-Verbindungen, um den sterischen
Effekt sowie der drei positiv geladenen Gruppen gegeniiber zwei beurteilen zu kdnnen.
Zusitzlich konnen die beiden Aminosdure-Substituenten bei zufriedenstellender DNS/RNS-
Bindung zur Oligopeptid-Herstellung dienen, welche interessant fiir die Antikrebs-Therapie
sein koénnen.?!

Basierend auf dem oben diskutierten Designkonzept wurden die NBIs 65a,b und 66 jeweils
iiber drei Syntheseschritte hergestellt (Schema 6). Im ersten Syntheseschritt wurde das 2,6-
dichlorierte NBI 62 ausgehend von dem literaturbekannten NBA 57 synthetisiert.*!?] Die
Imidisierungsreaktion zum literaturbekannten NBI 62 wurde, wie in Kapitel Il — 1.1.1. und
in der Literatur®™ beschrieben, in siedender Essigsdure durchgefiihrt, um die
Konkurrenzreaktion, die Substitution am Kern, zu verhindern. Nach Aufreinigung des
Rohproduktes konnte dieses NBI in einer sehr guten Ausbeute von 89% (Lit.: 81%4)
erhalten werden. Im Anschluss wurde fiir die Darstellung der NBI-Derivate 65a und 65b die
Imidreste der Verbindung 62 mit lodmethan in siedendem Toluol methyliert. Die geladene
Verbindung 63 konnte in sehr guten Ausbeuten von 89% erhalten werden. Im dritten
Syntheseschritt wurde der Kern in einer nukleophilen aromatischen Substitution mit den Boc-
geschiitzten Aminosduren L-Dap und L-Lys funktionalisiert. Die Reaktion erfolgte in
trockenem DMSO bei 60-65°C fir 1.5-2Stunden. Nach zweimaliger
sdulenchromatographischer Aufreinigung im sauren Milieu (mit TFA) wurde die Boc-Gruppe
abgespalten und die gewiinschten NBI-Derivate 65a und 65b mit jeweils zwei kationischen
Substituenten in Imidstellung in einer Ausbeute von 39% bzw. 44% erhalten. Fiir die
Darstellung von NBI66 wurde die Verbindung62 erst am Kern mit 2-
Dimethylaminoethylamin in einer nukleophilen Substitution funktionalisiert und
anschliefend methyliert. Hierfiir wurden im ersten Schritt folgende Bedingungen verwendet:
CH3CN, Nz, 70 °C, 4 h. NBI 64 konnte nach sidulenchromatographischer Aufreinigung in
einer Ausbeute von 60% isoliert werden. Im letzten Syntheseschritt wurde das Molekiil mit
Iodmethan in Acetonitril bei Raumtemperatur fiir drei Tage dreifach methyliert. Nach

vollstdndiger Methylierung und sdulenchromatographischer Aufreinigung konnte NBI 66 mit
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drei kationischen Substituenten in Imid- und Buchtposition in 44% Ausbeute erhalten

werden.
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Schema 7. Synthese der wasserloslichen, kationischen NBIs 65a,b und 66.

1.3.2. Optische Eigenschaften kationischer Naphthalinbisimide und deren Wechsel-
wirkung mit ds-DNS/RNS

Die optischen Eigenschaften der NBIs 65a,b und 66 wurden in Cacodylatpuffer bei pH 5.0

untersucht, da in dieser Pufferlosung die Stabilitit der NBI-Verbindungen iiber einen

langeren Zeitraum gesehen grofer ist. Die Verbindungen 65a,b und 66 besitzen

Extinktionskoeffizienten von nahezu 10000 M~ ¢cm™

und Absorptionsmaxima von 518 —
540 nm (Abbildung 50). Zudem weisen sie starke Fluoreszenzbanden bei 573 — 602 nm mit
Fluoreszenzquantenausbeuten von 10—-32% auf. Die Absorptionsmaxima mit den
zugehorigen Extinktionskoeffizienten sowie die Fluoreszenzmaxima und Quantenausbeuten

sind in Abbildung 50 rechts zusammengefasst.
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Abbildung 50. (Links) UV/Vis-Absorptions- (durchgehende Linie) und Fluoreszenzspektren (gestrichelte Linie) von
NBI 65a,b und 66 (c = 4.5 x 10 M in Cacodylatpuffer pH 5.0, Aex = 470 nm) bei 23 °C. (Rechts) Zusammenfassung der
optischen Eigenschaften von NBI 65a,b und 66 in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 23 °C.

Die Interaktionen der NBI-Derivate 65a,b und 66 mit den Polynukleotiden Kalbs-Thymus
(ct)-DNS, poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 und polyA-polyU wurden mittels UV/Vis-,
Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie sowie Titrationskalometrie (ITC) untersucht. Begonnen
wurde mit der thermischen Denaturierungsmethode. Bei dieser Methode wird der
Unterschied der Schmelztemperatur (A7m) des freien Polynukleotids und des Komplexes mit
einem Molekiil, in diesem Fall NBI, mittels temperaturabhdngiger UV/Vis-Spektroskopie
bestimmt. Dies liefert wertvolle Informationen {iber nicht kovalente Wechselwirkungen
zwischen der DNS/RNS und dem Molekiil.”*! Die Messung wurde in einem Cacodylatpuffer
bei pH 5.0 durchgefiihrt und fiir den Komplex ein Verhéltnis » (NBI zu Polynukleotid) von
0.3 verwendet. Untersucht wurden die Polynukleotide polyA-polyU und poly(dA-dT),
wihrend Studien mit poly(dG-dC)z, aufgrund der hohen Schmelztemperatur von > 100 °C
nicht moglich waren. Abbildung 51 zeigt exemplarisch die thermische Denaturierung von
poly(dA-dT)2 und Komplexen mit NBI 65a,b und 66. Hier wird deutlich, dass alle NBI-
Derivate eine Erhohung der Schmelztemperatur sowie eine einphasige Kurve zeigen. Dies
spricht fiir eine nicht-kovalente Wechselwirkung zwischen NBI-Farbstoff und
Polynukleotid.”*) NBI 66 besitzt im Vergleich mit NBIs 65a,b den hdchsten ATm-Wert mit
+30 °C, was vermuten ldsst, dass drei positive Ladungen, im Vergleich zu zwei, zu einer
starkeren Interaktion fiihren. Neben dem Ladungseffekt scheint auch der strukturelle Aspekt
eine Rolle zu spielen, da NBI 65b, mit einem Lys-Substituenten, einen héheren ATm-Wert

aufweist als NBI 65a (Dap-Substituent).
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Abbildung 51. (a) Schmelzkurve von poly(dA-dT): bei der Zugabe von NBI 65a,b und 66 ( = 0.3 ([NBI]/[Polynukleotid]))
(Cacodylatpuffer pH 5.0, Ionenstirke (/) = 0.05 M). (b) Erste Ableitungsfunktion der Absorption von der Temperatur.

Der gleiche Trend in der Anderung der Schmelztemperatur (ATm) lieB sich auch fiir polyA-
polyU beobachten (Abbildung A3, Tabelle 4). Zusétzlich wurde deutlich, dass die ATm-Werte
fiir poly(dA-dT)2 mit allen NBI-Derivaten grofler sind im Vergleich zu polyA-polyU. Dies
kann, muss aber nicht, eine stirkere Bindung bzw. Interaktion zwischen den Farbstoffen und

dem Polynukleotid poly(dA-dT): bedeuten.

Tabelle 4. ATn-Werte (°C) der untersuchten Polynukleotide bei der Zugabe von 65a,b und 66 im Verhéltnis von » =0.3
(Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).

. 65a 65b 66
(al,. =
Polynukleotid BATm/ °C_ MATm/°C _ PIATm/ °C
polyA-polyU 0.3 +17.5 +25.1 +30.3
poly(dA-dT), 0.3 +21.6 +28.2 +35.4

[a] » = [NBI]/[Polynukleotid]. [b] Fehler in A7m : +0.5 °C.

Im Anschluss an die Schmelzpunktbestimmung wurden die Bindungskonstanten der
Komplexe aus NBI-Derivaten und Polynukleotiden mittels Fluoreszenztitrations-
Experimenten bestimmt. Aus diesen Daten konnte mit Hilfe der nicht-linearen Anpassung der
Scatchard-Gleichung die Bindungskonstante logKs sowie die Bindungsstellen bzw. das
Verhiltnis 7 (c[gebundenes NBI]/c[Polynukleotid]) ermittelt werden.””! Abbildung 52 —
Abbildung 54 zeigen exemplarisch die Fluoreszenztitrations-Spektren von poly(dG-dC)2 mit
den NBIs65a,b und 66 (in Abbildung 55 sind alle Fluoreszenztitrations-Spektren
zusammengefasst). Hier zeigt sich bei allen Farbstoffen durch die Zugabe von poly(dG-dC)2
eine komplette Fluoreszenzldschung, was fiir eine Bindung bzw. Wechselwirkung von NBI-

Derivaten mit den Polynukleotiden spricht.”®! Es konnten Bindungskonstanten von logKs =
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6.9 bis 7.2 und Bindungsstellen von 0.14 bis 0.26 ermittelt werden. Um die
Bindungskonstanten untereinander besser vergleichen zu koénnen, wurde das
Bindungsverhéltnis (n) auf 0.20 festgesetzt. Hier zeigt sich die stirkste Bindung zwischen
65a und poly(dG-dC): (logKs = 7.18) und die schwichste zu NBI 66 und poly(dG-dC):
(logKs = 6.37). Ein paar der ermittelten Bindungskonstanten liegen etwas hoher als die in der
Literatur fiir analoge NBI-Derivate ohne Kern-Substituenten beschriebenen Werte (logKs =
5.6 — 6.4 in Pufferlosung bei 25°C).[5>-¢]
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Abbildung 52. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65a (¢ = 1.00 x 10° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
poly(dG-dC)2 (¢ =1.25x10°%—125x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 65a bei Amax = 580 nm zu c¢(poly(dG-dC)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung 53. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65b (¢ = 1.00 x 107° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
poly(dG-dC)2 (¢ =125x10°—1.74x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 65b bei Amax = 601 nm zu ¢(poly(dG-dC)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung 54. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 66 (c = 1.00 x 10°° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
poly(dG-dC)2 (¢ =6.32x107—1.88x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 66 bei Amax = 575 nm zu ¢ (poly(dG-dC)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, 7= 0.05 M).

Die Zugabe von ct-DNS zu den jeweiligen NBI-Derivaten zeigt ebenfalls eine vollstindige
Fluoreszenzloschung und somit eine Interaktion der Farbstoff-Molekiile mit dem
Polynukleotid (Abbildung A4 — Abbildung A6). Zusitzlich lassen sich dhnliche Werte, wie
mit poly(dG-dC): fiir die Bindungskonstanten (logKs = 7.0 —7.2) und Bindungsstellen (n =
0.15 - 0.21) ermitteln. Durch das Fixieren der Bindungsstochiometrie auf 0.20 wird deutlich,
dass die Bindungsstirke der ct-DNS zu den Farbstoffen 65a und 65b (logKs = 6.7) nahezu
identisch ist und zu dem NBI-Derivat 66 (logKs = 7.1) am stirksten. Betrachtet man die
Titrations-Experimente der NBI-Derivate mit den Polynukleotiden poly(dA-dT)2 und polyA-
polyU, zeigt sich in allen Féllen eine Fluoreszenzldschung, jedoch ist diese im Falle der NBI-
Derivate 65a und 65b nicht vollstindig (Abbildung A7 — Abbildung A9). Die Bindungs-
konstanten fiir poly(dA-dT)2 und die jeweiligen NBI-Derivate zeigen bei n = 0.20 den
hochsten Wert fiir NBI 66 (logKs = 6.6), gefolgt von 65b (logKs = 6.1) und den niedrigsten
Wert fiir 65a (logKs=5.9). Die Wechselwirkung zwischen polyA-polyU und den NBIs ist im
Fall von » = 0.20 &dhnlich, wie bei poly(dA-dT).. Die schwichste Bindung kann erneut
zwischen dem Polynukleotid polyA-polyU und 65a beobachtet werden (logKs = 6.0),
wihrend die Bindung zu 65b und 66 nahezu identisch (logKs = 6.2 — 6.4) ist. Zusétzlich wird
deutlich, dass die Bindungsstdrken der NBI-Derivate 65a und 65b mit den Polynukleotiden
poly(dA-dT)2 und polyA-polyU sowie des NBIs 66 mit polyA-polyU niedriger sind als die
iibrigen Bindungskonstanten. Diese Tatsache spiegelt sich auch in der unvollstindigen

Fluoreszenzloschung wider.
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Abbildung 55. Anderungen der Fluoreszenzintensititen (Spektren sind normiert) von (a) 65a (¢ = 1.00 x 10~° M), (b) 65b (c

=1.00 x 10 M) und (c) 66 (¢ = 1.00 x 107° M) bei der Zugabe von Polynukleotiden bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, I =
0.05 M) (fex = 470 nm).

Vergleicht man alle Wechselwirkungen untereinander, so ist die stirkste Bindung zwischen
65a und poly(dG-dC): sowie NBI66 und ct-DNS zu beobachten. Die schwichsten
Bindungen mit den Farbstoffen 65a,b und 66 wurden fiir das Polynukleotid polyA-polyU
beobachtet. Bei NBI 65b zeigt sich zudem keine eindeutige Priferenz gegeniiber einem
bestimmten Polynukleotid, wobei poly(dG-dC): und ct-DNS aufgrund der geringfiigig
groBeren Bindungsstirke bevorzugt gebunden werden. Im Falle von NBI 65a wird poly(dG-
dC)2 am starksten gebunden, zusitzlich ldsst sich auch eine Priferenz gegeniiber ct-DNS
beobachten. Dies bedeutet, dass 65a sowie 65b an GC-haltige Polynukleotide bevorzugt
binden. NBI 66 zeigt hingegen die stirkste Bindung gegeniiber ct-DNS sowie eine weitere
starke Bindung gegeniiber poly(dA-dT)2. Demnach bindet 66 bevorzugter an AT-haltige
Polynukleotide. Alle Bindungskonstanten der jeweiligen NBIs sind in Tabelle 5

zusammengefasst.
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Tabelle 5. Bindungskonstanten (logKs und logKs*)!? und Stdéchiometrie # ([gebundenes NBI]/[Polynukleotid]) berechnet
aus den Fluoreszenztitrationen von 65a,b und 66 (¢ = 1.00 x 10~° M) mit ct-DNS, polyA-polyU, poly(dA-dT)2 und poly(dG-
dC)2 bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).

ct-DNS polyA-polyU poly(dA-dT), poly(dG-dC),
NBI  pr™ »n  logks IL™ n logKs U™ n logks IL™ n  logKs
logKs!"! logKs!"! logKs!"! logKs!"!
65a 0.00 0.17 7.05 0.21 0.20 6.04 0.04 0.07 6.85 0.00 0.26 7.13
6.78 6.04 5.94 7.18
65b 0.00 0.15 7.15 0.25 0.16 6.68 031 0.10 6.86 0.00 0.23 7.21
6.71 6.41 6.10 6.56
66 0.00 0.21 7.02 0.00 0.14 8.44 0.00 0.22 6.53 0.00 0.14 6.93
7.08 6.19 6.64 6.37

[a] Titrationsdaten wurden mittels der Scatchardgleichung prozessiert. [b] Fluoreszenz des NBI/Polynukleotid-Komplexes

(/) und Anfangsfluoreszenz (/o) des NBIs berechnet nach der Scatchardgleichung. [*] logKs bei n = 0.2.

Neben den Schmelzpunktbestimmungen und den Fluoreszenztitrations-Experimenten wurden
CD-spektroskopische  Studien  durchgefithrt, um mehr Informationen {iiber den
Bindungsmodus von DNS/RNS und NBI zu erhalten. Die CD-Spektroskopie ist eine hoch
sensitive Methode, um Konformationsdnderungen in der Sekundirstruktur der
Polynukleotide zu beobachten oder eine chirale Induktion fiir Absorptionsbanden achiraler
Molekiile zu detektieren (induzierte CD-Spektren).””] Die hier untersuchten NBIs 65a,b
enthalten chirale Substituenten am Kern. Aber die Chiralitdt der Seitenketten wird nicht auf
den NBI-Kern iibertragen, daher zeigen diese NBI-Derivate keine CD-Signale. Erst durch die
Bindung an Polynukleotide werden CD-Signale erzeugt. Abbildung 56 zeigt exemplarisch
die CD-Titrations-Spektren von poly(dG-dC): bei der Zugabe der jeweiligen NBI-Derivate.
Hier zeigt sich im Bereich des Absorptionsmaximums (517 — 540 nm) fiir 65a ein positives
und fiir 65b sowie achirales NBI 66 ein negatives CD-Signal. Solche einfachen Signale bzw.
die Abwesenheit eines doppelten Signals (positiver und negativer Ausrichtung) lassen darauf
schlieBen, dass einzelne Molekiile zwischen die Basenpaare der ds-DNS/RNS
interkalieren.”®! Die Tatsache, dass die CD-Signale relativ schwach in ihrer Intensitit sind,
spricht ebenfalls fiir Interkalation als dominante Bindungsart. In der Tat wurde in der
Literatur beschrieben, dass in iiberwiegenden Fillen NBIs als Interkalatoren
fungieren.53®36%1 Der positive bzw. negative CD-Ausschlag bestimmt die Ausrichtung des
Farbstoff-Interkalators in der ds-DNS/RNS.5% Ein positiver CD-Ausschlag l4sst annehmen,
dass die lange Achse des NBI-Farbstoffes perpendikular zur Langsachse der Basenpaare liegt
(Y-gerichtet), wihrend ein negativer CD-Ausschlag eine parallele Anordnung des NBI-
Farbstoffes zu den Basenpaaren (X-gerichtet) vermuten ldsst (Abbildung 56d). Zudem zeigen

sich in allen drei CD-Titrationsstudien starke Anderungen im CD-Spektrum zwischen
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220 nm und 320 nm, welche zum Polynukleotid selbst gezdhlt werden. Diese Signale
erfahren ebenfalls aufgrund der durch Bindung von NBI-Derivaten bedingten

Konformationsinderung des Polynukleotids eine Anderung.
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Abbildung 56. CD-Titration von (a) 65a, (b) 65b und (c) 66 mit poly(dG-dC)2 (¢ = 2.00 x 10~ M) bei steigenden molaren

Verhéiltnissen von r = [NBI]/[Polynukleotid] bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, / = 0.05 M); (d) Schematische Darstellung
der Ausrichtung der interkalierenden Addukte (Farbstoff) zwischen den Basenpaaren. xyZ (x'y'Z) und XYZ sind die Achsen
der Basenpaare bzw. des Adduktes, A1 (A'1) und A2 (A'2) die Riboseeinheiten und M der Mittelpunkt.’®19 (Reproduziert
und Abdruck mit Genehmigung von Lit.['%, Copyright (2018) Elsevier.)

Fiir ct-DNS lieB sich ein dhnlicher Trend im CD-Spektrum der NBI-Derivate beobachten
(Abbildung A13). Alle drei Farbstoffe weisen ein negatives CD-Signale zwischen 517 nm
und 540 nm auf, was auch hier fiir eine parallele Interkalation einzelner NBI-Molekiile in ds-
DNS spricht. Bei der Zugabe von NBI-Derivaten zu polyA-polyU (ds-RNS) zeigt sich
ausschlieflich eine Zunahme der CD-Signale im Bereich der RNS (4= 220 —300 nm)
(Abbildung A14). Ahnliches lisst sich fiir NBI 65a und 65b mit poly(dA-dT):2 beobachten
(Abbildung A15). Eine Signaldnderung in diesem Bereich weist wie bereits oben erwéhnt auf
eine Konformationsdnderung des Polynukleotids und einer damit verbundenen
Wechselwirkung zwischen NBI-Molekiil und Polynukleotid hin. Zusitzlich bedeutet die

Abwesenheit eines CD-Signals im Bereich des Absorptionsmaximums der Farbstoffe, dass
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die interkalierenden Molekiile verschiedene rdumliche Orientierungen aufweisen oder
zwischen einer parallelen bzw. perpendikularen Anordnung stehen.’] NBI 66 mit poly(dA-
dT)2 zeigt hingegen ein negatives CD-Signal im Bereich des Absorptionsmaximums, was
erneut Interkalation mit paralleler Anordnung als Bindungsmodus nahelegt.

Abbildung 57 verdeutlicht anhand des berechneten Ubergangsdipolmoments (roter Pfeil) die
perpendikulare und parallele Anordnung des NBI-Derivates zu den Basenpaaren. Einzig
allein fir NBI 65a und poly(dG-dC): ldsst sich eine perpendikulare Anordnung zu den
Basenpaaren beobachten (Abbildung 57b).

/@ }r. Basenpaar
BI
/

N

Basenpaar

Abbildung 57. Schematische Darstellung der Interkalation eines NBI-Farbstoffes (orange) (a) parallel und (b) perpendikular

zu den Basenpaaren.

Zum Schluss wurden ITC-Titrationsstudien durchgefiihrt, um einen Einblick in die
thermodynamischen Daten zu erhalten. Die NBI-Derivate wurden zu den jeweiligen
Polynukleotiden in pl-Mengen titriert. Zur Bestimmung der thermodynamischen Parameter
wurden die Titrationsdaten mit Hilfe des ,,One Set of Sites“-Bindungsmodels gefittet.['°!] In
Tabelle 6 sind die thermodynamischen Daten zusammengefasst. Abbildung 58 zeigt
exemplarisch die ITC-Titrationen von poly(dG-dC)2 mit den jeweiligen Farbstoffen 65a.b
und 66. In allen drei Fillen ist ein exothermer Titrationsverlauf zu sehen. Dies konnte
ebenfalls in den {ibrigen Titrations-Experimenten der Polynukleotide ct-DNS, poly(dA-dT)2
und polyA-polyU beobachtet werden (Abbildung A16 — Abbildung A18). Die Anpassung der
Titrationsdaten an das Bindungsmodell lieferten &hnliche Bindungskonstanten sowie
Bindungsstellen wie sie bereits bei den fluorometrischen Titrations-Experimenten ermittelt
werden konnte. Fiir die Enthalpie konnte in allen Titrationsféllen negative Werte zwischen
—2.18 und —4.97 kcal/mol sowie fiir die Entropie in allen Féllen ein positiver Beitrag von
13.4 — 23.3 cal/mol/K bestimmt werden. Die Interkalation als Bindungsmodus ist Enthalpie-

getrieben. Daher sprechen die negativen Enthalpiewerte fiir eine Interkalation der NBIs.
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Jedoch deutet der relativ grofle Entropiebeitrag auf die Verdrangung von Wassermolekiilen
aus der kleinen Furche hin.>'? Das bedeutet, dass die NBIs 65a,b und 66 in die
Polynukleotide interkalieren, die Seitenarme jedoch in die kleine Furche ragen und somit die

Bindung weiter stabilisieren.
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Abbildung 58. Kalorimetrische Titration von NBI (a) 65a, (b) 65b und (c¢) 66 in eine poly(dG-dC)-Losung in
Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 298 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer NBI-Losung. Unten: Grafische
Auftragung der freigegebenen Wirme/Mol pro Injektion gegen das molare Verhéltnis von NBI zu Polynukleotid.

Tabelle 6. Bindungskonstanten (logKs), Stochiometrie n ([gebundenes NBI]/[Polynukleotid]), Enthalpie (AH) und Entropie
(AS) berechnet aus den ITC-Titrationen von 65a,b und 66 mit ct-DNS, polyA-polyU, poly(dA-dT). und poly(dG-dC): bei
298 K (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).

NEI ct-DNS polyA-polyU poly(dA-dT), poly(dG-dC),
n logKs AH AS n logKs AH AS n logKs AH AS n logKs AH AS
[M~'] [kcal/mol] [cal/mol/K] [M~'] [kcal/mol] [cal/mol/K] [M~'] [kcal/mol] [cal/mol/K] [M~'] [kcal/mol] [cal/mol/K]
65a 0.13 6.17 -4.22 14.1 0.06 5.90 -2.33 19.2 0.17 6.32 -3.85 16.0 | 0.28 6.67 -4.33 16.0
65b 0.09 6.52 -4.26 15.5 0.07 6.57 -4.97 134 | 0.17 6.78 -3.46 194 | 0.27 6.73 -4.72 15.0
66 0.09 6.35 -4.41 142 | 0.07 6.70 -2.18 23.3 0.15 6.42 -2.78 20.0 | 0.21 6.49 -423 15.5

Dies erklart auch die Tatsache, dass die NBIs65a und 65b bevorzugt in GC-reiche
Polynukleotide interkalieren, wie poly(dG-dC): und der Chromophor 66 cher AT-reiche
Polynukleotide priferiert, wie poly(dA-dT)z. Ublicherweise interkalieren Molekiile, aufgrund
der strukturellen Anordnung in der kleinen Furche, vorrangig in GC-reiche ds-DNS. AT-
reiche Sequenzen bevorzugen hingegen eher die Bindung in die kleine Furche.!' Der Wert

fiir den Entropiebeitrag fiir die AT-reichen Polynukleotide, poly(dA-dT)2 und polyA-polyU,
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mit den jeweiligen NBI-Farbstoffen ist jedoch deutlich héher als fiir die restlichen, was neben

der Interkalation des Farbstoffes die bevorzugte Bindung in die kleine Furche widerspiegelt.
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2. Kronenether-funktionalisierte Perylenbisimide*

2.1. Synthese und optische Eigenschaften kernfunktionalisierter Perylenbisimide
Im folgenden Teilkapitel wird die Synthese kernfunktionalisierter Perylenbisimide (PBI)
sowie deren optischen FEigenschaften in Ldsung beschrieben. Diese Perylenfarbstoffe
besitzen in der Imidposition Loslichkeits-vermittelnde kationische Seitenketten, um
spektroskopische Studien in polaren Losungsmitteln ermdglichen zu konnen. Die
Buchtpositionen weisen Kronenetherreste unterschiedlicher Groe auf, welche einen Einfluss

auf die optischen Eigenschaften haben.

2.1.1. Synthese
Die Darstellung der zweifach Kronenether-funktionalisierten PBIs 71a und 71b verlduft tiber
drei Syntheseschritte ausgehend vom literaturbekannten, regioisomerenreinen 1,7-
Dibromperylenbisanhydrid (PBA) 67 (Schema 8).[' Die Imidisierung von PBA 67 mit 2-
Dimethylaminoethylamin in einer Mischung aus DMF und Dioxan lieferte PBI 68 in einer
guten Ausbeute von 84%.!'% Neben dem Losungsmittel spielt die Reaktionstemperatur und —
zeit eine entscheidende Rolle, da es bei dieser Reaktion vermehrt zu Dehalogenierung bzw.
Substitution am Kern kommen kann. Im nichsten Schritt wurde PBI 68 in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion mit racemischen 2-Hydroxymethyl-15-Krone-5 (69a) bzw. 2-
Hydroxymethyl-18-Krone-6 (69b) in trockenem THF umgesetzt, um die entsprechenden
Kronenether-funktionalisierten PBIs 70a und 70b zu erhalten. Die Ausbeuten liegen bei 39%
bzw. 55%, was im Angesicht der Tatsache, dass hier eine aufwendige Aufreinigung bzw.
mehrmalige S#dulenchromatographie stattfand, relativ gut ist. Zum Schluss wurden die
Vorstufen in einer vollstindigen Methylierung mit Iodmethan in Toluol zu den
entsprechenden Zielmolekiilen 71a und 71b umgesetzt. Hierbei konnten sehr gute Ausbeuten

erzielt werden (98% und 80%).

*Teile dieses Abschnittes sind publiziert: [105a] A. Weilenstein, F. Wiirthner, Chem. Commun. 2015, 51, 3415-
3418. Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.['%%%, Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.
Die Synthese von PBI 68 ist beschrieben in [105b] A. WeiBlenstein, Masterarbeit, Julius-Maximilians-
Universitdt (Wiirzburg), 2013.
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Schema 8. Synthese der in Buchtposition zweifach Kronenether-funktionalisierten PBIs 71a und 71b.[19%]

Die Synthese der einfach Kronenether-funktionalisierten PBIs 77a und 77b erfolgt {iber fiinf
Syntheseschritte ausgehend von einem regioisomeren Gemisch (40:60) aus einfach und
zweifach bromierten PBA 72 (Schema 9).['% Im ersten Syntheseschritt wurde dieses
Gemisch mit Cyclohexylamin und Essigsdure in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) imidisiert.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung konnte das einfach bromierte Produkt PBI 73
in einer Ausbeute von 43% erhalten werden. Im Anschluss wurde PBI73 in einer
Verseifungsreaktion mit Kaliumhydroxid zu dem Anhydrid 74 umgesetzt. Die Ausbeute war
nach Umféllung aus Schwefelsdure mit 99% beinahe quantitativ. Im dritten Syntheseschritt
wurde in einer erneuten Imidisierungsreaktion in einem Gemisch aus DMF und Dioxan bei
75 °C der gewlinschte Rest 2-Dimethylaminoethylamin eingefiihrt. Hier wurden &hnlich
milde Reaktionsbedingungen verwendet wie fiir das zweifach bromierte Produkt, um
Dehalogenierung bzw. Substitution am Kern zu vermeiden. Das gewiinschte PBI 75 wurde in
52%-iger Ausbeute erhalten. Im néchsten Schritt wurden in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion PBI 75 mit racemischen 2-Hydroxymethyl-15-Krone-5 (69a) bzw. 2-
Hydroxymethyl-18-Krone-6 (69b) in trockenem THF umgesetzt, um die entsprechenden
Kronenether-funktionalisierten =~ PBIs 76aund 76b zu erhalten. Nach mehrmaliger
sdulenchromatographischer Aufreinigung wurden diese in Ausbeuten von 39% und 25%

erhalten. Um die Zielverbindungen 77a und 77b zu erhalten, wurden die Vorstufen 76a bzw.
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76b im letzten Syntheseschritt mit lodmethan in siedendem Toluol vollstdndig methyliert.

Die Ausbeuten lagen bei 83% und 70%.

Y
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e Sy
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Schema 9. Synthese der in Buchtposition einfach Kronenether-funktionalisierten PBIs 77a und 77b.

2.1.2. Optische Eigenschaften in Losung
Die optischen Eigenschaften der Kronenether-funktionalisierten PBIs 71a,b und 77a.b
wurden in Acetonitril und Wasser untersucht. Die Absoprtionsspektren dieser PBI-Derivate
in Acetonitril (¢ = 10~> M) zeigen eine fiir monomere PBI-Chromophore typische vibronische
Feinstruktur des elektronischen Ubergangs vom So- zum Si-Zustand (Abbildung 59
exemplarisch fiir PBI 71a und 77a). In Wasser hingegen zeigen die Spektren eine fiir PBI H-
Aggregate typische Bandenform.!'”) Dabei geht die fiir Monomere charakteristische
vibronische Feinstruktur verloren und das Absorptionsmaximum erfihrt eine hypsochrome
Verschiebung.!-1%! Die Fluoreszenzspektren verhalten sich spiegelbildlich zu den
dazugehorigen Absorptionsspektren mit einer Stokes-Verschiebung von ~32 nm fiir die am
Kern zweifach-funktionalisierten PBIs und ~36 nm fiir die einfach funktionalisierten

Verbindungen.
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Abbildung 59. UV/Vis-Absorptions- (durchgehende Linie) und Fluoreszenzspektren (gestrichelte Linie) von (a) PBI 71a (¢
=1.0x 10 M, 23 °C, Aex = 505 nm) und (b) 77a (c = 1.05 x 10 M, 23 °C, Aex = 480 nm) in Acetonitril und Wasser. Die

Fluoreszenzspektren wurden normiert.

In Tabelle 7 sind die optischen FEigenschaften aller synthetisierten Kronenether-
funktionalisierten PBIs sowie zum Vergleich das in der Bachelorarbeit von Christina
Helmstetter hergestellte Bis-21-Krone-7-PBI'%! gegeniiber gestellt. Hier zeigt sich, dass die
zweifach Kern-funktionalisierten PBIs 71a und 71b und Bis-21-Krone-7-PBI, mit einem
Absorptions- und Fluoreszenzmaximum von 566 nm und 598 bzw. 597 nm, nahezu
identische optische Eigenschaften aufweisen. Eine deutliche Anderung zeigt sich lediglich in
der Fluoreszenzquantenausbeute, welche mit steigender Kronenether-RinggréB3e von 73% auf
bis zu 88% zunimmt. Dieses Phdnomen wurde bereits fiir &hnliche Systeme beobachtet und

in der Literatur beschrieben.[!?]

Tabelle 7. Optische Eigenschaften der PBIs 71a (¢ = 1.00 x 1073 M) und 71b (¢ = 1.01 x 1073 M), Bis-21-Krone-7-PBI (c =
1.01 x 107> M) und 77a (¢ = 1.05 x 107> M) und 77b (c = 1.00 x 10~ M) in Acetonitril bei 23 °C.

j’abs gmax ﬂ’em[a] Q)F
Verbindung s 1
[nm] [100M cm ] [nm] [%]
PBI 71a 566 47.0 598 73
PBI 71b 566 47.8 597 81
Bis-21-Krone-7-PBI1 1! 566 49.5 597 88
PBI 77a 548 43.1 584 49
PBI 77b 548 43.6 583 51
[a] Anregungswellenldnge: Aex = 505 nm fiir 71a, 71b, Bis-21-Krone-7-PBI; A.x = 480 nm fiir 77a,
77b.
A
[b] Struktur dieser Verbindung;: C(L 9 O‘O B
OO ¢ R
07 °N" 0 K/O\—JO)

o

\
z

©
i
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Die optischen Eigenschaften der am Kern einfach-substituierten PBIs 77a und 77b zeigen mit
einem Absorptionsmaximum von 548 nm und einem Fluoreszenzmaximum von 584 bzw.
583 nm im gegenseitigen Vergleich ebenfalls kaum Verdnderungen, Bei der
Gegentiberstellung von einfach und zweifach funktionalisierten PBIs ist in den Absorptions-
und Fluoreszenzspektren aufgrund des zweiten elektronenschiebenden Restes in der Bucht-
Position eine Verschiebung des Maximas zu héheren Wellenldngen zu beobachten. Zudem ist
der spektrale Verlauf bzw. die vibronische Feinstruktur der einfach funktionalisierten
PBIs77a und 77b weniger stark ausgeprigt, was mit einer Abnahme der
Fluoreszenzquantenausbeute auf 49% einhergeht. Wahrscheinlich sind die stirker
ausgeprigten strukturellen Relaxationsprozesse dieses flexibleren Molekiils im angeregten

Zustand dafiir verantwortlich.[!1%2]

2.2. Komplexierung von Metallionen
Im folgenden Teilkapitel wird die Metallionen-vermittelte Selbstassemblierung von
Kronenether-funktionalisierten PBI-Farbstoffen beschrieben. Insbesondere wird die
Auswirkung auf die Aggregatstruktur bei Zugabe verschiedener Metallionen sowie der
Einfluss von einfach und zweifach funktionalisierten PBI-Molekiile untersucht. Die
Komplexbildungen bzw. Anordnungen der Aggregate werden mittels UV/Vis-, Fluoreszenz-

und NMR-Spektroskopie wie auch computerunterstiitztes Modellieren untersucht.

2.2.1. Bis-15-Krone-5-PBI und Bis-18-Krone-6-PBI*
In diesem Abschnitt wurden die Selbstassemblierungseigenschaften von PBI 71a und 71b in
Anwesenheit verschiedener Alkali- bzw. Erdalkalimetallionen mit Hilfe der UV/Vis- und
Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Das UV/Vis-Spektrum von PBI 71a in Acetonitril (¢ =
1.06 x 107> M) zeigt in Abwesenheit von Metallionen ein Absorptionsmaximum bei 566 nm
mit einem Extinktionskoeffizienten von & = 47000 M~' cm™' (Abbildung 60a, schwarze
Linie). Dieses PBI-Derivat zeigt ein Fluoreszenzmaximum bei 598 nm (Aex = 505 nm) und
eine Fluoreszenzquantenausbeute von @ = 0.73 in Acetonitril (Abbildung 60b, schwarze
Linie). Mit der Zugabe von Ba(ClOa4)2 (in Acetonitril, 0 — 7 Aquiv.) nimmt das Absorptions-
maximum von PBI 71a bei 566 nm stetig ab, einhergehend mit einer Blauverschiebung von

36 nm sowie einer Bandenverbreiterung. Diese spektralen Eigenschaften sind charakteristisch

* Dieser Abschnitt ist bereits publiziert: [105a] A.WeiBenstein, F. Wiirthner, Chem. Commun. 2015, 51, 3415-
3418. Reproduziert und Abdruck mit Genehmigung von Lit.['%2], Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.
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fiir die Bildung von PBI-Stapeln mit H-artiger exzitonischer Kopplung.l'"”-1%] Die grafische
Auftragung des Extinktionskoeffizienten (&) bei 566 nm gegen das molare Verhiltnis von
Ba®/PBI 71a zeigt deutlich, dass die Extinktion von PBI 71a mit der Zugabe von bis zu
einem Aquivalent Ba?" stark abnimmt, wiihrend die weitere Zugabe dieses Metallions (bis zu
7 Aquiv.) keine signifikanten Auswirkungen hat (Abbildung 60a, Einfiigung). Dies deutet auf
eine 1:1-Stdchiometrie von PBI 71a und Ba?" in den gebildeten H-artigen Aggregaten hin.
Ahnliche Ergebnisse werden in den Fluoreszenztitrations-Experimenten von PBI 71a mit
Ba?" in Acetonitril beobachtet. Mit der Zugabe von bis zu einem Aquivalent Ba?>" nimmt die
Intensitdt der Fluoreszenzbande (597 nm) stark ab (Abbildung 60b), was erneut die

Ausbildung von H-Aggregaten mit einer 1:1-Stochiometrie von Farbstoff und Metallion

nahelegt.
a) 50 b) "
'c 40+ —_ . n=
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Abbildung 60. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (dex = 505 nm) von PBI 71a in Acetonitril (¢ =
1.06 x 105 M) mit der Zugabe von Ba(ClO4)2 in Acetonitril (0 —7.48 x 1075 M, 0 — 7 Aquiv.) bei 23 °C. Pfeile deuten die
Anderung der Absorption bzw. Fluoreszenz mit zunchmender Menge (Aquivalenten) von Ba(ClOs), an. Einfiigung:
Grafische Auftragung der (a) Absorption bei 566 nm und (b) Fluoreszenzintensitét bei 597 nm gegen das molare Verhéltnis
von Ba(ClO4)2/PBI 71a (abgekiirzt mit 7).

Des Weiteren wurde das Selbstassemblierungsverhalten von PBI 71a hinsichtlich der
Selektivitit  gegeniiber verschiedener Metallionen untersucht. Hierfir — wurden
Fluoreszenztitrations-Experimente von PBI 71a in Acetonitril bei einer Konzentration von
10 M mit verschiedenen Kationen (Na®, K*, Rb", Mg*" und Ca®") durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu Ba®" bewirken diese Metallionen nur eine geringe oder keine Verinderung in
den Fluoreszenzspektren von PBI 71a (Abbildung 61). Diese Ergebnisse unterstreichen die
hohe Selektivitit gegeniiber Ba**-Ionen, welche als Templat fiir die Selbstassemblierung von
PBI 71a dienen. Die schwichere Komplexierung von Na'-, K*-, Rb*-, Mg?*- und Ca**-Ionen

durch die Kronenether-Rezeptoren von PBI 71a kann in Bezug auf ihre Atomradien erklart
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werden.[%!® Trotz dhnlicher Atomradien von K'- und Ba®*-Ionen und der Tatsache, dass die
Ausbildung sandwich-artiger Komplexe mit 15-Krone-5-Derivaten fiir beide bekannt ist,!!!]
dienen K'-Tonen jedoch nicht als Templat fiir die Selbstassemblierung von PBI 71a, da
praktisch keine Anderung in den Fluoreszenzspektren mit diesem Kation im angegebenen
Konzentrationsbereich beobachtet werden. Dies konnte auf eine geringere Stabilitdt von

PBI 71a/K*-Komplexen zuriickzufiihren sein, welche durch die monokationische Natur von

Kaliumionen verursacht wird.

40
e X * * #
35' Q¥ b 1 » *
530{ °
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Abbildung 61. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensititen (bei 597 nm) von PBI 71a in Acetonitril (¢ = 1.01 x
1075 M) bei Zugabe von n Aquivalenten an Ba**-, K*-, Na*-, Rb*-, Mg?*- und Ca**-Ionen.

Um zu untersuchen, ob die GroBe des Kronenether-Rezeptors einen Einfluss auf die
Metallionen-vermittelte Selbstassemblierung hat, wurde das 18-Krone-6-funktionalisierte
PBI 71b mittels UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie in Acetonitril in der Gegenwart
verschiedener Metallionen untersucht. PBI71b (¢ =1.10x 10 M) zeigte in der
Abwesenheit von Metallionen ein Absorptionsmaximum bei 566 nm und ein Fluoreszenz-
maximum bei 595 nm (Aex = 520 nm) mit einer Quantenausbeute von @ =0.82. Die Zugabe
von bis zu sieben Aquivalenten verschiedener Metallionen (Na*, K*, Cs™ und Ba**) zu einer
Acetonitril-Lésung von PBI71b (¢ = 1.01 x 10° M) fiihrt zu keinen signifikanten
Anderungen in den Absorptions- und Emissionsspektren dieses PBI-Derivates
(Abbildung A19 — Abbildung A22). Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass diese Metallionen
keine Templat-Wirkung auf die Selbstorganisation des 18-Krone-6-funktionalisierten
PBIs 71b ausiiben und daher die Grofe der Rezeptoren bei der Metallionen-vermittelten
Selbstorganisation von PBIs eine entscheidende Rolle spielt.

Um genauere Informationen iiber den Bindungsprozess von Ba®*-lonen durch PBI 71a zu
erhalten, wurde die Absorptionsinderung gegen die Konzentration der Ba?'-Ionen

aufgetragen. Diese grafische Auftragung zeigt eine sigmoidale Form (Abbildung 62a), die im
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Allgemeinen als ein Kriterium flir einen kooperativen Selbstassemblierungsprozess

angesehen werden kann.!!!?!

a) 0 b)
— °
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Abbildung 62. (a) Grafische Auftragung der Extinktion & (bei 566 nm) von PBI 71a gegen die Konzentration von Ba?* und
Anpassung (rote Linie) der Datenpunkte mittels der Hill-Gleichung. (b) Schematische Darstellung eines [2+2]-

Dimerkomplexes (rot: PBI; grau: Kronenether; griin: Ba”").

AnschlieBend wurden die Daten an die Hill-Gleichung (3) angepasst.!''*) Die Hill-Gleichung
leitet sich von einem Bindungsprozess (2) ab, in dem n Molekiile des Gastes (G), im

vorliegenden Fall Ba**, an einen Rezeptor (R), hier PBI 71a, binden:
R+nG &= RG, (2).

Im Gleichgewicht ist das Verhdltnis der gebundenen Rezeptoren zu den Gesamtrezeptoren

(y) wie folgt definiert:

R
Y= @k e

3).

Hier ist n der Hill-Koeffizient und K1 die Bindungskonstante fiir den ersten Bindungsprozess.
Die nachfolgende Anpassung ergibt einen Hill-Koeffizienten von n = 2.8 und eine Bindungs-
konstante von K1 = 1.51 x 10° M~! in Acetonitril. Der Hill-Koeffizient spiegelt das Ausmaf
der Kooperativitit wider, wobei ein Wert grofer als 1 auf einen positiv kooperativen Prozess
hindeutet.''31"* Dies impliziert, dass fiir das zweifach Kronenether-funktionalisierte
PBI 71a das zweite Ba?*-Bindungsereignis durch die erste Komplexierung unterstiitzt wird
und somit fiir das zweite Bindungsereignis eine deutlich groBere Bindungskonstante erwartet
wird. Dies erklart auch die Tatsache, dass die Bindungskonstante K1 den Literaturwerten fiir
eine Ba?"/15-Krone-5 Komplexierung dhnelt (5.0 x 10*— 1.0 x 10° M~!, in Acetonitril bei
25 °C)[151 denn erst der zweite Bindungsprozess erfihrt durch die PBI-Stapelung bzw. 7-7-

Wechselwirkung eine deutliche Erhohung. Neben dem Ausmal3 der Kooperativitit wird der
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Hill-Koeffizient auch als ,,Wechselwirkungskoeffizient™ beschrieben, wobei im Idealfall der
Maximalwert gleich der Anzahl der Bindungsstellen ist, im Realfall und nur wenn extrem
positive Kooperativitit vorhanden ist der Hill-Koeffizient jedoch einen Minimumwert an
Bindungsstellen beschreibt.!'?l Ein Wert von n > 2 schlieft die Bildung eines [1+1]-
Komplexes aus. Daher schldgt der beobachtete Hill-Koeffizient von n = 2.8 die Bildung eines
[2+2]-Dimerkomplexes vor, in dem jedes Ba*-Ion zu zwei PBI 71a Molekiilen koordiniert
(Abbildung 62b).

Um die Ausbildung von oligomeren Spezies auszuschlieBen, wurden zusitzliche
Titrationsexperimente bei hdheren Konzentrationen von PBI 71a durchgefiihrt (c = 10~* M).
Hier wurden #hnliche Ergebnisse, wie sie fiir niedrigere Konzentrationen von 1.06 x 10~ M
erhalten wurden, fiir die Titrationsprofile wie auch fiir die Bindungseigenschaften gefunden
(Abbildung 63). Somit kann die Bildung von gréBeren oligomeren Spezies faktisch

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 63. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex = 505 nm) von PBI 71a in Acetonitril (¢ =
1.01 x 10* M) mit der Zugabe von Ba(ClO4)2 in Acetonitril (0 —6.28 x 10# M, 0 — 6.2 Aquiv.) bei 23 °C; Pfeile deuten die
Anderung der Absorption bzw. Fluoreszenz mit zunehmender Menge (Aquivalenten) von Ba(ClO4)2 an. (c) Grafische
Auftragung der Absorption bei 567 nm gegen das molare Verhiltnis von Ba(Cl04)2/PBI 71a (n). (d) Grafische Auftragung
der Extinktion &(bei 567 nm) von PBI 71a gegen die Konzentration von Ba?" und Anpassung (rote Linie) der Datenpunkte

mittels der Hill-Gleichung.
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Weiterhin ~ wird  dieses  Ergebnis durch DOSY-NMR-Experimente  unterstiitzt

(Abbildung 64a). Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung (4) wurde bei einer PBI-
Konzentration von ¢ = 1.04 x 10~* M und der Zugabe von 2.0 Aquivalenten Ba(ClOs4): aus

dem Diffusionskoeffizienten D ein hydrodynamischer Radius R von 1.2 nm bestimmt:[!¢]

_ kpT
- 6mNR

4.

Hierbei entspricht ks der Boltzmann-Konstante, 7" der Temperatur und # der Viskositét des
Losungsmittels. Der Durchmesser bzw. der grofite Abstand zwischen zwei Atomen eines
Energie-optimierten PBI 71a/Ba**-Dimerkomplexes betrigt 2.4 nm bzw. der Radius 1.2 nm
(Abbildung 64b). Damit sind die beiden ermittelten Werte fast identisch, bestdtigen die
Ausbildung eines [2+2]-Dimerkomplexes und schlieBen gleichzeitig grofere oligomere

Spezies aus.

LI T N b)
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e
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Abbildung 64. (a) DOSY-Spektrum (600 MHz) von PBI71a (¢=1.04x10*M) in CD3CN nach Zugabe von 2.0
Aquivalenten Ba?"-lonen bei 298 K. (b) Energie-minimierte Struktur (MacroModel, Amber) des PBI 71a/Ba®'-

Dimerkomplexes mit dem berechneten Durchmesser.

Die Absorptions- und Fluoreszenztitrations Studien zeigten deutlich, dass Ba”* selektiv die
Selbstassemblierung von 15-Krone-5-funktionalisiertem PBI71a zu sandwich-artigen
Dimerkomplexen induziert. Zur Einschéitzung der thermodynamischen Bindungsparameter
wurden auBerdem isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)-Experimente durchgefiihrt.!'”! In
diesen Experimenten wird die Freisetzung von Wirme bei der Injektion von Ba**-Losung zu
einer Losung von PBI 71a in Acetonitril als Funktion der Zeit erfasst. Die entsprechende
Bindungsisotherme, die aus der Auftragung der Bildungswirme pro Mol des injizierten Ba**
gegen das Molverhiltnis von Ba?>" zum Rezeptor PBI71a erhalten wurde, liefert

Informationen iiber die Anderung der Enthalpie (AH) bei der Bindung sowie die

Stéchiometrie (N) von Ba®>" und PBI71a im gebildeten Komplex. Die ITC-Experimente
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zeigen eindeutig einen exothermen Selbstassemblierungsprozess mit einer Gesamtenthalpie
(AH) im Bereich von —113 bis —129 kJ/mol und einer 1:1-Stochiometrie des gebildeten
Komplexes (Abbildung 65). Die ermittelte Stochiometrie spiegelt somit das Ergebnis aus
Absorption- und Fluoreszenztitrations-Experimenten wider. Kontrollexperimente haben
gezeigt, dass der Enthalpiebeitrag eines [2+1]-15-Krone-5/Ba?’-Komplexes —20 kJ/mol
betrdgt (Abbildung 65c). Somit beobachten wir eine enorme Erhdhung der Enthalpie fiir die

Bildung von [2+2]-PBI 71a/Ba?*-Komplexe aufgrund der PBI Stapelung.
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Abbildung 65. Kalorimetrische Titration von Ba(ClO4)2-Losung (¢ = 1.01 x 107 und 1.00 x 1072 M, in Acetonitril) in eine
(2) 1.06 x 1073 M und (b) 1.00 x 10~* M Lésung von PBI 71a in Acetonitril bei 293 K. (¢) Kontrollexperiment mit 15-Krone-
5: Titration von Ba(ClO4)-Losung (¢ = 1.00 x 102 M) in eine 15-Krone-5-Lésung (¢ = 1.0 x 107 M) in Acetonitril bei
293 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer Ba(ClOa4)2-Losung. Unten: Grafische Auftragung der

freigegebenen Wirme/Mol pro Injektion Ba”* gegen das molare Verhiltnis von Ba?* zu PBI 71a oder 15-Krone-5.

Um auch einige strukturelle Informationen {iber die [2+2]-Dimerspezies von PBI 71a und
Ba?>" zu gewinnen wurden 'H-NMR-Titrationsexperimente durchgefiihrt. Das 'H-NMR-
Spektrum von PBI 71a in CD3CN (c = 1.0 x 10~* M) ohne Ba*" zeigt scharfe Signale sowohl
fiir die aliphatischen als auch fiir die aromatischen Protonen (Abbildung 66 und
Abbildung A23). Wie zu erwarten, werden in Abwesenheit von Ba**-Ionen fiir die sechs
Perylenkernprotonen (P1/P1°, P2/P2" und P3/P3") des symmetrischen Molekiils drei Signale,
jeweils ein Dublett fiir P2/P2°- und P3/P3'- und ein Singulett fiir P1/P1'-Protonen, im
aromatischen Bereich (9.8 — 8.4 ppm) beobachtet. Durch die Zugabe von bis zu
einem Aquivalent Ba?"-Ionen kommt es zu einer Verbreiterung der Signale (Abbildung 66).

Zusétzlich ist bei diesem 1:1 Verhiltnis sowohl die Anwesenheit von unkomplexiertem

PBI 71a als auch von neu gebildetem [2+2]-Komplex erkennbar, da die Dynamik des
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(18] Durch die Zugabe von bis zu

Bindungsprozesses langsamer ist als die NMR-Zeitskala.
2.0 Aquivalente Ba**-Ionen wird jedes dieser aromatischen Signale in jeweils mehrere gut
aufgeloste Signale mit signifikanter Hochfeldverschiebung aufgespalten (Abbildung 66). Fiir
die P2/P2'-Protonen beobachtet man sieben scharfe Dubletts, wobei die deutlich hohere
Intensitit eines der Signale auf Uberlappung von zwei Signalen hindeutet. Das heift, das
Dublett der P2/P2"-Protonen in monomere PBI 71a spaltet insgesamt in acht Signale auf.
Diese Anderungen in den NMR-Spektren lassen sich anhand der Bildung von PBI 71a/Ba**-
Dimerkomplexen erkldren. Einerseits erfahren die Perylenprotonen in solchen Dimeren eine
aromatische Abschirmung, was zu einer Verschiebung ins Hochfeld fijhrt.[!!8!19]
Andererseits sollte die gegenseitige Umwandlung der Atrop-Enantiomere (P und M) der
kernsubstituierten PBIs in diesem Dimer eingeschrinkt sein, was zu einer Signalaufspaltung
der Perylenprotonen aufgrund der Bildung von P,P- (oder M,M) und P,M (oder M,P)-

Diastereomeren fithren wiirde.['?°

| Fiir jedes dieser Diastereomere werden dann aufgrund der
partiellen Abschirmung der PBI-Protonen zwei Sétze von Signalen beobachtet, da jeweils die

zwei P1/P1°-, P2/P2’- und P3/P3"-Protonen nicht mehr chemisch dquivalent sind.

P1/P1' + P3/P3'

P2/P2" ‘ ‘
(oY ——2.0 aquiv.

1.0 aquiv.

/_2 0.5 aquiv.
™y
0 o P1/P1"
——0 aquiv. .
QOJ p2Ip2’ P3/P3
71a
10.0 95 9.0 85 8.0 75

& (ppm)
Abbildung 66. (a) Chemische Struktur von PBI 71a mit Kennzeichnung der Perylenkernprotonen. (b) Aromatischer Bereich
der "H-NMR-Spektren (600 MHz) von PBI 71a (¢ = 1.0 x 10~* M) in CD3CN mit der Zugabe von 0 —2.0 Aquivalenten

Ba?"-Ionen bei 298 K. Das Signal bei 9.60 ppm ist auf Verunreinigungen aus dem Losungsmittel zuriickzufiihren.

Dariiber hinaus kann jedes dieser Diastereomere zwei unterschiedliche Konformationen (syn-
und anti-Konformer) in Bezug auf die relative Orientierung der Kronenether-Einheiten in

zwei PBI-Molekiilen, aufweisen (Abbildung 67).['?! Diese moglichen Stereoisomere des
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dimeren PBI 71a/Ba*"-Komplexes koexistieren in der NMR-Zeitskala und fiihren somit
letztlich zur Aufspaltung jedes der drei aromatischen Protonensignale des monomeren
PBIs 71a in jeweils acht hochfeldverschobene Signale.

Neben der Ausbildung von P- und M-Diastereomeren sollte auch ein weiterer
Erklarungsansatz beriicksichtigt werden, in welchem die Chiralititszentren der Kronenether-
Rezeptoren, die als racemisches Gemisch (RR, SS, RS/SR) im Wirt-Molekiil PBI 71a
vorliegen, eine Rolle spielen. Diese Chiralitdit im racemischen PBI-Molekiil ist ohne
Gastzugabe nicht von Bedeutung, da die beiden chiralen Zentren zu weit voneinander
entfernt sind und somit nur ein Satz von Signalen beobachtet werden kann.['??! Die Zugabe
eines Gastes wie Ba?" fiihrt jedoch zur Ausbildung diskreter Dimerkomplexe, in denen die
beiden Kronenether-Einheiten fixiert werden und somit vier Konfigurationen fiir ein
Dimerkomplex moglich macht, ndmlich (RR RR), (RR SS), (RS RS) und (RR RS). Aufgrund
dessen wiirde man fiir jedes der vier Diastereomere einen Signalsatz beobachten. Da auch fiir
jedes dieser Diastereomere zwei weitere Konformationen (anti und syn) mdéglich sind, kann

es zu einer weiteren Aufspaltung der Protonensignale kommen (Abbildung 67).

Abbildung 67. Vorgeschlagene chemische Strukturen von anti- und syn-Konformer (links) und energie-minimierte
Strukturen (MacroModel, Amber) der beiden Konformere (rechts) des PBI 71a/Ba?*-Dimerkomplexes. Zur Vereinfachung

wurden die Kronenether-Einheiten und Ba?*-Ionen weggelassen.
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Folglich bestitigen die Ergebnisse der NMR-Studien eindeutig die Bildung eines [2+2]-
Dimerkomplexes bestehend aus je zwei PBI71a und Ba?"-lonen. Eine eindeutige
Unterscheidung, ob die beobachtete Signalaufspaltung auf dem Chiralititszentrum der
Kronenether-Einheiten oder Atropisomerie des PBI-Kerns beruht, kann jedoch anhand der
NMR-Spektren nicht gemacht werden, da eine genaue Strukturaufkldrung der Komplex-
Spezies bzw. eine eindeutige Zuordnung der einzelnen Signale zu den jeweiligen Spezies
aufgrund der schwachen Signalintensititen zwei-dimensionaler COSY- und ROESY-
Messungen nicht moglich ist (Abbildung A24). Lediglich die Anzahl der gebildeten

Stereoisomeren konnte mit Hilfe des ROESY-Spektrums bestitigt werden.

2.2.2. Mono-15-Krone-5-PBI
In Abschnitt 2.2.1. konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Ba?* zum Bis-
15-Krone-5-PBI 71a bei zwei unterschiedlichen Konzentrationen (¢ = 10~ und 10~* M) die
Bildung diskreter [2+2]-Dimerkomplexe induzierbar ist. Um zu untersuchen, ob
unterschiedliche =~ PBI-Systeme einen Einfluss auf die Komplexstruktur bzw.
Selbstassemblierung haben, wurden in diesem Kapitel die Selbstassemblierungseigenschaften
des einfach Kronenether-funktionalisierten 15-Krone-5-PBI 77a in Anwesenheit von Ba*'-
Ionen mit Hilfe der UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Anders wie bei Bis-
15-Krone-5-PBI 71a zeigten die UV/Vis- und Fluoreszenz-Spektren von PBI 77a bei ¢ =
1.06 x 10> M in Acetonitril am Endpunkt der Titration keine vollstindige Verschiebung des
Gleichgewichtes auf Seiten des Dimerkomplexes in einer 2:1-Stochiometrie
(Abbildung A25). Die Untersuchungen bei einer hoheren PBI-Konzentration mit ¢ =
1.08 x 10~ M waren hingegen erfolgreich. Das UV/Vis-Spektrum von PBI 77a in Acetonitril
(c=1.08x 10* M) zeigt in Abwesenheit von Metallionen ein Absorptionsmaximum bei
548 nm mit einem Extinktionskoeffizienten von & = 43000 M~' cm™' (Abbildung 68a,
schwarze Linie). Dieses einfach Kronenether-funktionalisierte PBI zeigt zudem ein
Fluoreszenzmaximum bei 585 nm (Aex = 480 nm) und eine Fluoreszenzquantenausbeute von
@r = 0.49 in Acetonitril (Abbildung 68b, schwarze Linie). Mit der Zugabe von Ba(ClO4)2 (in
Acetonitril, 0 — 1.30 Aquiv.) nimmt das Absorptionsmaximum von PBI 77a, wie auch schon
bei PBI 71a, bei 548 nm stetig ab, einhergehend mit einer Blauverschiebung von 32 nm
sowie einer Signalverbreiterung. Diese spektralen Eigenschaften sind charakteristisch fiir die
Bildung von PBI-Stapeln mit H-artiger exzitonischer Kopplung.['"-1%! Ahnliche Ergebnisse

wurden in Fluoreszenztitrations-Experimenten von PBI77a mit Ba?* in Acetonitril
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beobachtet. Mit der Zugabe von Ba?' nimmt die Intensitit der Fluoreszenzbande (Amax =
585 nm) deutlich ab (Abbildung 68b), was erneut die Ausbildung von H-Aggregaten von
PBI-Rezeptor und Metallion nahelegt. Die grafische Darstellung des Extinktionskoeffizienten
(¢) bei 548 nm gegen das molare Verhiltnis von Ba®>/PBI 77a zeigt deutlich, dass die
Extinktion von PBI 77a mit der Zugabe von bis zu einem halben Aquivalent Ba®" stark
abnimmt, wihrend die weitere Zugabe dieses Metallions (bis zu 1.30 Aquiv.) keine
signifikanten Auswirkungen hat (Abbildung 68a, Einfiigung). Dies deutet auf eine 2:1-
Stéchiometrie von PBI 77a und Ba?* in den gebildeten H-artigen Aggregaten hin. Ahnliche
Ergebnisse werden in den Fluoreszenztitrations-Experimenten von PBI 77a mit Ba*' in
Acetonitril beobachtet. Mit der Zugabe von bis zu einem halben Aquivalent Ba** nimmt die
Intensitdt der Fluoreszenzbande (585 nm) stark ab (Abbildung 68b, Einfiigung), was erneut
die Ausbildung von H-Aggregaten bzw. Dimerkomplexen mit einer 2:1-Stochiometrie von

Farbstoff und Metallion nahelegt.

a) 50

5
E
401 %
304 &

20+

£(10°M"em™)

10+

0+ \ \ \ \ 0 T \ \ 7 \ \ 4
300 400 500 600 700 550 600 650 700 750 800 850
A (nm) A(nm)
Abbildung 68. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex = 480 nm) von PBI 77a in Acetonitril (¢ =

1.08 x 10~* M) mit der Zugabe von Ba(ClO4): in Acetonitril (0 — 1.40 x 10 M, 0 — 1.30 Aquiv.) bei 23 °C. Pfeile deuten die
Anderung der Absorption bzw. Fluoreszenz mit zunehmender Menge (Aquivalenten) von Ba(ClO4): an. Einfligung:
Grafische Auftragung der (a) Absorption bei 548 nm und (b) Fluoreszenzintensitit bei 585 nm gegen das molare Verhéltnis
von Ba(ClO4)2/PBI 77a (n).

Um auch hier genauere Informationen iiber den Bindungsprozess von Ba?*-Ionen zu PBI 77a
zu erhalten, wurde die Absorptionsinderung gegen die Konzentration der Ba®'-Ionen
aufgetragen. Diese Auftragung zeigt eine sigmoidale Form (Abbildung 69a). Anschlieend

wurden die Datenpunkte an die Hill-Gleichung (3)!'!"?]

angepasst (fiir Details siche
Abschnitt 2.2.1.), womit ein Hill-Koeffizient von n =2.0 und eine Bindungskonstante von
K=4.50x 10* M~! ermittelt werden konnte. Der Hill-Koeffizient dient neben dem Ausmaf

der Kooperativitit auch als Hinweis fiir die Stochiometrie des Komplexes bzw. der
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Aggregatgrofle, wobei im Idealfall der Maximalwert gleich der Anzahl der Bindungsstellen
ist, im Realfall der Hill-Koeffizient oftmals jedoch einen Minimumwert an Bindungsstellen
beschreibt.!!'?! Ein Wert von n < 2 schligt somit die Bildung eines [2+1]-Dimerkomplexes

mit einer 2:1-Stéchiometrie von PBI 77a zu Ba** vor (Abbildung 69b).

a) b)
42
£
= 364 N
E -
=}
= 304 C
& 24 1
..
18 . .
1E-5 1E-4
¢ (Ba™)

Abbildung 69. (a) Grafische Auftragung der Extinktion & (bei 548 nm) von PBI 77a gegen die Konzentration von Ba?* und
Anpassung (rote Linie) der Datenpunkte mittels der Hill-Gleichung. (b) Schematische Darstellung eines [2+1]-

Dimerkomplexes von PBI 77a/Ba®" (rot: PBI; grau: Kronenether; griin: Ba?").

Vergleicht man die ermittelte Bindungskonstante mit den Literaturwerten einer Ba*/15-
Krone-5 Komplexierung (5.0 x 10*— 1.0 x 10° M~! in Acetonitril bei 25 °C)[''3] zeigt sich
eine #hnliche Bindungsaffinitit, die Bindungsstirke des [2+2]-PBI 71a/Ba** (K1 =
1.51 x 10° M~! < K3) ist hingegen im Vergleich deutlich hoher. Dies steht im Einklang mit
der Bildung eines deutlich flexibleren PBI 77a/Ba’"-Dimerkomplexes.

Dieses Ergebnis wird auch durch DOSY-NMR Experimente unterstiitzt (Abbildung 70a). Mit
Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung (4)!''%! wurde bei einer PBI-Konzentration von ¢ =
1.04x10*M und der Zugabe von 1.2 Aquivalenten Ba(ClO4) aus dem
Diffusionskoeffizienten D ein hydrodynamischer Radius R von 1.0 nm bestimmt. Die
Messung des grofiten Abstandes zwischen zwei Atomen eines Energie-optimierten
Dimerkomplexes ergibt einen Durchmesser von 1.80 nm und somit einen Radius von
0.90 nm, damit sind die beiden ermittelten Werte nahezu identisch und bestéitigen die
Ausbildung eines Dimerkomplexes und schlieBen zudem grofere Komplexe aus

(Abbildung 70b).
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Abbildung 70. (a) DOSY-Spektrum (600 MHz) von PBI 77a (¢ = 1.04 x 10 M) in CD3CN mit der Zugabe von 1.20
Aquivalenten Ba?*-lonen bei 298 K. (b) Energie-minimierte Struktur (MacroModel, Amber) des PBI 77a/Ba®'-

Dimerkomplexes mit dem berechneten Durchmesser.

Zur Einschétzung der thermodynamischen Bindungsparameter wurden ITC-Experimente, wie
fiir PBI 71a, durchgefiihrt.!'!”! In diesen Experimenten wird die Freisetzung von Wirme bei
der Injektion von Ba®’-Losung als Funktion der Zeit erfasst. Die entsprechenden
Bindungsisotherme liefern Informationen iiber die Anderung der Enthalpie (AH) bei der
Bindung sowie die Stdchiometrie von Ba?’" und PBI77a im gebildeten Komplex
(Abbildung 71). Bei einer PBI-Konzentration von ¢ = 10~* M ist der Selbstassemblierungs-
prozess exotherm mit einer Gesamtenthalpie von -25kJ/mol und weist eine 2:1-
Stochiometrie auf. Somit sind die Ergebnisse der ITC-Untersuchung im Einklang mit denen

der Absorption- und Fluoreszenztitrations Studien.
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Abbildung 71. Kalorimetrische Titration von Ba(ClO4)2-Lésung (¢ = 1.00 x 102 M, in Acetonitril) in eine 1.01 x 10 M
Losung von PBI 77a in Acetonitril bei 293 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer Ba(ClO4)2-Losung.
Unten: Grafische Auftragung der freigegebenen Wirme/Mol pro Injektion Ba®* gegen das molare Verhiltnis von Ba”* zu

PBI 77a.
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Vergleicht man die Gesamtenthalpie mit dem Referenzwert einer 15-Krone-5/Ba**-
Komplexierung (-20 kJ/mol) (Abbildung 65c), zeigt sich nur eine geringe Stabilisierung der
Ba’*-Komplexierung aufgrund der 7-7-Wechselwirkung im Dimerkomplex.

Um einige strukturelle Informationen iiber die Dimer-Aggregatspezies von PBI 77a und Ba**
zu gewinnen, wurden 'H-NMR-Titrationsexperimente bei einer PBI-Konzentration von
10* M durchgefiihrt. Das '"H-NMR-Spektrum von PBI77a (¢ =10 M) in CD3:CN ohne
Ba?" zeigt scharfe Signale sowohl fiir die aliphatischen als auch fiir die aromatischen
Protonen. Fiir die sieben Perylenkernprotonen (P1, P2, P3, P4/P4", P5/P5") beobachtet man
fiinf Signale im aromatischen Bereich (9.9 — 8.4 ppm) aufgrund der nicht vorhandenen
Symmetrie im Molekiil (Abbildung 72). Bei der Zugabe von 0.50 — 0.75 Aquivalenten Ba**-
Ionen sind erste Verdnderungen in den Spektren zu beobachten, welche auf die Bildung von
77a/Ba*-Komplexe hinweisen. Hier koexistieren unkomplexiertes und komplexiertes
PBI 77a im 'H-NMR Spektrum, da der Bindungsprozess langsamer ist als die NMR-
Zeitskala. Mit der Zugabe von > 1 Aquivalent Ba**-Ionen spalten die aromatischen Signale
von PBI77a in zwei Signalsitze mit signifikanter Hochfeld-verschiebung und leichter
Verbreiterung auf (Abbildung 72). Hierbei erfiahrt das Signal von P2-Proton die grofite
Hochfeldverschiebung (ca. 0.75 ppm). Die leichte Verbreiterung der Signale ist dadurch
bedingt, dass der PBI 77a/Ba**-Komplex deutlich flexibler in der Struktur ist und aufgrund

der einseitigen Buchtsubstitution eine Unsymmetrie aufweist.[! %!

a) b)
——1.20 &quiv. A_JL.._.__/\AM\___/”L_A___/\__
20
(0] O,
& /7 ——1.00 aquiv. ) JMMW
(0] O
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P1 P2 P3 J\NU\JM
\eo Q 0 Ak
FE K e
e O Oa NV
| Q @N— 0.50 aquiv.
0 0 \

P4 P5 PS5 P4

77a
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Abbildung 72. (a) Chemische Struktur von PBI 77a mit Kennzeichnung der Perylenkernprotonen; (b) Aromatischer Bereich
der "H-NMR-Spektren (600 MHz) von PBI 77a (c = 1.0 x 10~* M) in CDsCN mit der Zugabe von 0 — 1.20 Aquivalenten

Ba?"-Ionen bei 298 K. Das Signal bei 9.66 ppm ist auf Verunreinigungen aus dem Losungsmittel zuriickzufiihren.
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Die weiteren Verdnderungen wie Hochfeldverschiebung und zwei Sétze von
Protonensignalen in den NMR-Spektren lassen sich anhand der Bildung von PBI 77a/Ba**-
Komplexen erkldren. Die Perylenprotonen erfahren in der Ausbildung solcher
Dimerstrukturen eine aromatische Abschirmung, was zu einer Verschiebung zu hohem Feld
fiihrt. 118119 Hier erfihrt das Protonensignal P2 die groBte Hochfeldverschiebung, da es
vermutlich in der gebildeten Komplexstruktur am stirksten abgeschirmt wird. Die zwei Sétze
von Protonensignalen konnen auf zwei mogliche Ursachen zuriickgefiihrt werden: Eine ist
das bereits erwédhnte Chiralititszentrum des Kronenether-Rezeptors, welches als racemisches
Gemisch (R und S) im Wirt-Molekiil PBI 77a vorliegt. Die Zugabe von Ba?" fiihrt zur
Ausbildung diskreter Dimerkomplexe, in denen die Kronenether-Einheiten fixiert werden
und somit zwei Diastereomere fiir einen Dimerkomplex mdglich macht: (RR/SS) und
(RS/SR). Aufgrund dessen wiirde man fiir jedes Diastereomer einen Signalsatz beobachten.
Eine andere Ursache konnten die beiden syn- und anti-Konformere sein, die durch relative
Orientierung der Kronenether-Einheiten in dem 2:1-Komplex verursacht werden. Diese
konnen ebenfalls zu einer Signalaufspaltung beitragen.'*!) Aufgrund der schwachen
Signalintensititen zwei-dimensionaler COSY- und ROESY-Messungen bei einer

Konzentration von ¢ = 10~ M war jedoch eine genaue Strukturaufklérung nicht moglich.

2.3. Komplexierung von Aminosiduren und Dipeptiden mit Bis-18-Krone-6-PBI
In folgenden Teilkapitel werden die molekularen Erkennungs- und Sensoreigenschaften vom
Bis-18-Krone-6-funktionalisierten PBI-Farbstoff 71b gegeniiber Aminosduren und kurzen
Peptidketten beschrieben. Insbesondere sind Aminosduren und Dipeptide mit aromatischen
und elektronenreichen Seitenketten von Interesse, da diese nach der Bindung einen Einfluss
auf die optischen Eigenschaften, vor allem Fluoreszenz, der PBI-Chromophore ausiiben. Die
Komplexbildungen werden mittels UV/Vis-, Fluoreszenz- und NMR-Spektroskopie

untersucht.

2.3.1. Bindungsstudien in Losung
Die chemischen Strukturen der in diesem Abschnitt verwendeten kationischen, aromatischen
Aminosduren und Dipeptide (L,L-Konfiguration) sind zusammen mit der von PBI 71b in
Abbildung 73 gezeigt. Zur Herstellung der Ammonium-Salze wurden die kauflich

verfiigbaren Aminosduren und Dipeptide in 1 M wissriger HCL-Losung aufgelost und
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anschlieend gefriertrocknet. Die Synthese von PBI 71b wurde bereits zuvor beschrieben

(siehe Kapitel 111 —2.1.1.).[10%]
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Abbildung 73. Chemische Strukturen des PBI-Wirtmolekiils 71b und der eingesetzten Aminosduren und Dipeptide.

| -

Die Wirt-Gast-Komplexierung von PBI71b wurde mit einer breiten Vielfalt von
Aminosduren und Dipeptiden (Abbildung 73) durch UV/Vis- und Fluoreszenztitrations-
Experimente in einem Ldsungsmittelgemisch aus Acetonitril und Methanol (9:1 Vol%)
untersucht. In Abwesenheit einer Aminosdure oder eines Dipeptids zeigt PBI 71b (¢ =
1.04 x 10 M) in diesem Ldsungsmittelgemisch ein Absorptionsmaximum bei 566 nm mit
einem Extinktionskoeffizienten von £= 51000 M~! und ein Fluoreszenzmaximum bei 598 nm

(Aex = 510 nm) mit einer Quantenausbeute von @ = 0.80 (Abbildung 74, rote Linie). Die

Zugabe von bis zu 440 Aquivalenten der aromatischen Aminosdure L-Phenylalanin (L-Phe)
zu der PBI-Losung (¢ = 1.04 x 1073 M) bewirkt kaum Anderungen in den Absorptions- und
Fluoreszenzspektren von 71b (Abbildung A26), auller eine geringe hypsochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums. Diese Verschiebung ist ein Indiz fiir die
Wechselwirkung zwischen Ammoniumgruppe des Gastes und Kronenether-Einheit des
Wirtes.[”®) Interessanterweise verringert sich bei vermehrter Zugabe (bis zu 440 Aquiv.) der
elektronenreichen Aminosdure L-Tryptophan (L-Trp), welche eine Indolgruppe enthélt, das
Absorptionsmaximum von PBI71b bei 566 nm allméhlich mit gleichzeitigem Auftreten
einer schwachen Bande (Schulter) bei 612 nm (Abbildung 74a, links). Diese Aminosdure
16scht auch die Fluoreszenz von PBI 71b stark (Abbildung 74a, rechts), was einem
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photoinduzierten Elektronentransfer (PET) von der elektronenreichen aromatischen Einheit
von L-Trp zu dem elektronenarmen 7z-Geriist von PBI 71b zugeschrieben werden kann.[>>-12%]
Der zu beobachtende kleine hypochrome Effekt auf das Absorptionsspektrum lédsst sich mit
der Dampfung der Oszillatorstarke des PBIs aufgrund von 7—7z-Wechselwirkungen mit dem
elektronenreichen aromatischen Substituenten des Gastes erkldren, wihrend das Auftreten
einer neuen breiten Bande bei hoherer Wellenlédnge und mit schwicherer Intensitit auf einen
Ladungstransfer (CT)-Ubergang vom elektronenreichen Aromaten zum elektronenarmen PBI
zuriickzufiihren ist.’1?4 Titrationsexperimente mit der aromatischen Aminosiure L-Tyrosin
(L-Tyr), die eine Hydroxyphenylgruppe enthélt, zeigen einen dhnlichen Trend, d.h. eine
kleine hypochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums, jedoch ohne Auftreten einer
neuen schwachen Bande bei hoherer Wellenlinge sowie eine signifikante
Fluoreszenzloschung (Abbildung A27). Die Fluoreszenztitrations-Daten fiir L-Trp und L-Tyr
wurden nach Benesi-Hildebrand ausgewertet; dabei werden die inversen Anderungen der
Fluoreszenzintensitéiten (AI™') bei 598 nm gegen die Gast (Aminoséure)-Konzentration zum
reziproken Wert 2 aufgetragen ([G]2). Diese Analyse spricht fiir die Bildung eines 1:2-Wirt-
Gast-Komplexes (Abbildung 74arechts und Abbildung A27b, Einfiigung).'”! Da die
bisherigen Titrations-experimente deutlich zeigten, dass die Aminoséuren L-Trp und L-Tyr an
PBI 71b binden, wurden die Bindungsstudien auf die Dipeptide Tyr-Ala und Trp-Ala
erweitert, die die gleichen Aminosduren enthalten. Hiermit soll der Geltungsbereich dieses
molekularen Rezeptors fiir die Erkennung solcher Peptidsequenzen iiberpriift werden, die am
Ende von lédngeren Peptiden oder Proteinen vorliegen konnen. Zum Vergleich wurde
ebenfalls das Dipeptid Phe-Ala getestet, das die Absorptions- und Emissionsspektren von
PBI 71b nicht dndert, wie es auch fiir die entsprechende Aminosdure L-Phe beobachtet
werden konnte (Abbildung A35). Die Zugabe von bis zu 333 Aquivalenten des Dipeptids
Trp-Ala zu der PBI 71b-Losung verringert das Absorptionsmaximum, begleitet von dem
Auftreten einer neuen schwachen Bande bei 612 nm (Abbildung A36) und einer drastischen
Loschung der Fluoreszenz, wie es fiir L-Trp beobachtet wurde. Dipeptid Tyr-Ala hat dhnliche
Auswirkungen auf die Fluoreszenzspektren von PBI 71b, jedoch sind die Verdnderungen der
Absorptionsspektren eher gering und dhnlich wie bei L-Tyr kann keine CT-Bande bei hoher
Wellenlidnge beobachtet werden (Abbildung 74b). Die Auftragung der Fluoreszenztitrations-
Daten nach Benesi-Hildebrand zeigt erneut eine 1:2-Stochiometrie fiir die Wirt-Gast-
Komplexe mit den beiden Dipeptiden Trp-Ala und Tyr-Ala (Abbildung 74b rechts und
Abbildung A36b, Einfligung). Im Anschluss an diese Dipeptide wurden die Bindungsstudien
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mit den Dipeptiden Ala-Phe, Ala-Trp und Ala-Tyr fortgesetzt, in denen die Position der
aromatischen Einheiten gegeniiber Phe-Ala, Trp-Ala und Tyr-Ala umgekehrt ist.
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Abbildung 74. Anderungen der UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) (rechts) von PBI 71b

(c = 1.04 x 1075 M) nach Zugabe von (a) L-Trp (0 — 4.50 x 107> M, 0 — 440 Aquiv.), (b) Dipeptid Tyr-Ala (0 — 2.95 x 1073
M, 0 — 290 Aquiv.) und (c) Ala-Trp (0 — 4.20 x 103 M, 0 — 400 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C. Gestrichelte
Linien zeigen die Differenzspektren von émax — & multipliziert mit Faktor 4 bzw. 6. Einfiigung: Grafische Auftragung nach

Benesi-Hildebrand in Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stéchiometrie.

Fiir Ala-Phe wurden fast keine Anderungen in den Absorptions- und Fluoreszenzspektren
beobachtet (Abbildung A41). Mit der Zugabe von Dipeptid Ala-Trp sinkt, wie auch bei L-Trp
und Trp-Ala beobachtet wurde, das Absorptionsmaximum von PBI 71b, zusammen mit dem
Auftreten einer neuen schwachen Bande bei 612 nm, leicht ab. Zuséitzlich wurde eine sehr
starke Abnahme der Intensitit der Emissionsbande beobachtet (Abbildung 74c). Fiir Ala-Tyr

wurden &hnliche spektrale Verdnderungen, wie flir L-Tyr und Tyr-Ala, beobachtet
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(Abbildung A42). SchlieBlich wurde auch die Bindungsneigung der Dipeptide Trp-Phe und
Phe-Trp untersucht, die die aromatischen Aminosduren L-Trp und L-Phe in unterschiedlicher
Reihenfolge enthalten. Die Dipeptide Trp-Phe und Phe-Trp bewirken #hnliche Anderungen
in den Absorptions- und Fluoreszenzspektren von PBI71b (Abbildung A47 und
Abbildung A50) wie L-Trp und die Dipeptide Ala-Trp und Trp-Ala. Fiir alle diese Dipeptide
(Ala-Trp, Ala-Tyr, Trp-Phe und Phe-Trp) zeigten die Benesi-Hildebrand-Analysen eine 1:2-
Wirt-Gast-Stochiometrie.

Die oben diskutierten UV/Vis- und Fluoreszenztitrations-Experimente lieferten ein stimmiges
Bild fiir die Wirt-Gast-Bindung vom PBI 71b-Rezeptor mit Aminosduren und Dipeptiden. L-
Phe und die Dipeptide, die diese Aminosiure enthalten, zeigten keine Anderungen in den
Absorptions- und Fluoreszenzspektren von PBI 71b. Der wahrscheinlichste Grund ist die
Abwesenheit von CT-Wechselwirkungen und photoinduzierten Elektronentransferprozessen
(PET) aufgrund des niedrig liegenden HOMOs der Phenylgruppe von L-Phe. Im Gegensatz
dazu zeigten die Absorptions- und Fluoreszenzspektren von PBI 71b starke Anderungen bei
der Zugabe von L-Trp und den Dipeptiden, die diese Aminosdure enthalten. Es ist bekannt,
dass Trp eine elektronenreiche Aminoséiure ist und die darin enthaltene Indolgruppe leicht
oxidiert werden kann.'?®! Daher kann die bei der Titration beobachtete bathochrom
verschobene Absorptionsbande und Fluoreszenzloschung durch eine CT-Wechselwirkung
zwischen dem elektronenarmen PBI-Kern und dem elektronenreichen Rest der jeweiligen
Aminosdure bzw. Dipeptid erkldrt werden, zusidtzlich zu den {iiblichen Van-der-Waals-
Kriiften zwischen den beiden 7-Geriisten (Trpromo = —5.65 eVI?"); PBI 71bromo = —5.75 eV
[Cyclovoltammetrie]).['2381240:124¢] | _Tyr ynd die jeweiligen Dipeptide bewirkten eine starke
Abnahme der Fluoreszenzintensitit, aber induzierten keine neue Absorptionsbande bei
hoherer Wellenlidnge. Die Abwesenheit einer neuen Absorptionsbande und damit einer CT-
Wechselwirkung ldsst sich durch das im Vergleich zu PBI 71b niedrig liegende HOMO-
Niveau der Aminosdure Tyrosin erkliren (PhOHuomo = —6.43 eVI!?8)). Der Fluoreszenz-
16schungsprozess durch Tyrosin erfolgt demnach auch nicht durch CT-Wechselwirkung,
sondern mdglicherweise durch protonengekoppelten Elektronentransfer (PCET, engl.: proton
coupled electron transfer). Dabei wird das Proton der OH-Gruppe zum Losungsmittel
koordiniert bzw. transferiert, was das HOMO-Niveau von Tyrosin energetisch anhebt und so
den Elektronentransfer von der Phenol-Gruppe zum PBI-Kern ermdglicht und die
Fluoreszenz 16scht.['238128-1291 Man spricht hier von einer Multistellen PCET, da Proton und

Elektron zu unterschiedlichen Akzeptoren transferiert werden.
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Im Anschluss an die UV/Vis- und Fluoreszenztitrations-Experimente dienten diese Daten zur
Bestimmung der Bindungskonstanten zwischen PBI 71b-Rezeptor und den Aminosédure-
bzw. Dipeptid-Gastmolekiilen. Jedoch wurde zuvor auf Basis der Fluoreszenztitrations-Daten

26a,130] Eiir diesen

die Fluoreszenzldschung von PBI 71b durch Stern-Volmer-Plots analysiert.|
Zweck wurde das Verhiéltnis /o/1, wobei lo die Fluoreszenzintensitit in Abwesenheit und / in
Gegenwart eines Gastmolekiils ist, gegen die Konzentration des Gastes aufgetragen ([G])
(Abbildung AS53 — Abbildung AS55). Prinzipiell kann die Fluoreszenz durch dynamische
(durch Kollision) oder statische (durch Grundzustands-Komplexbildung) Prozesse geloscht
werden, wobei der letztere Prozess fiir Wirt-Gast-Komplexe charakteristisch ist.[3”) Statische
und dynamische Fluoreszenzldschungs-Prozesse konnen durch den Temperatureffekt auf die
Loschungs-Effizienz unterschieden werden. Fiir eine dynamische Loschung fiihrt eine hohere
Temperatur zu einer stirkeren Ldschung aufgrund einer erhohten Kollisions-
wahrscheinlichkeit, wihrend bei einer statischen Loschung der Temperatureffekt umgekehrt
ist; hier liegt bei hoherer Temperatur eine schwichere Fluorophor-Quencher-Bindung

(26a,130a] Daher wurde die Fluoreszenzldschung von PBI 71b durch die Aminoséuren L-

VOr.
Trp und L-Tyr bei zwei verschiedenen Temperaturen (23 und 43 °C) exemplarisch
untersucht. Die resultierenden Stern-Volmer-Kurven zeigen deutlich, dass die Effizienz des
Quench-Prozesses bei hoherer Temperatur fiir beide Aminosduren verringert wird
(Abbildung A53), was auf eine vorherrschende statische Fluoreszenzloschung durch diese
Aminoséuren schlieBen lisst. Da die Stern-Volmer-Auftragung (bei 23 °C) fiir die Dipeptide
Tyr-Ala, Trp-Ala und Trp-Phe denen der Aminoséduren L-Trp und L-Tyr, die einen linearen
Verlauf zeigen, sehr dhnlich sind (Abbildung A54), kann fiir diese Dipeptide ebenfalls eine
statische Fluoreszenzldschung angenommen werden. In den Féllen von Dipeptiden Ala-Tyr,
Ala-Trp und Phe-Trp zeigt sich bis zu einer Gast-Konzentration von 2.0 x 10~ M ein linearer
Verlauf und erst bei hoherer Gastkonzentration ein leichtes Plateau (Abbildung AS55). Bei
derartigem Kurvenverlauf spricht man auch von einer statischen Fluoreszenzldschung, 262130l
Zur anschlieBenden  Bindungskonstantenbestimmung wurden die UV/Vis- und
Fluoreszenzdaten aller Titrationsexperimente mittels Origin sowie globaler Anpassung bei
unterschiedlichen Wellenlédngen untersucht (fiir detaillierte Beschreibung siehe Anhang und
Abbildung A28 — Abbildung AS52). Hierfiir wurden die Fluoreszenzintensititen (/) bzw.

Extinktionskoeffizienten (&) gegen die Gastkonzentration ([G]) aufgetragen und die Daten

gemiB der Gleichung (5) fiir den 1:2-Komplex angepasst (Abbildung 75).[13%]

_ kanc*[H1*K1#[Gl+kango2*x[H]*K1*K, *[G]?
Yobs = Yo + 1+ K, [G1+K, Ky = [G]2 (5)
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Hier bezeichnet Yobs und Yo die Fluoreszenzintensitit bzw. den Extinktionskoeffizienten bei
der Zugabe ecines Gastes und die des freien Wirts, kanc und kauc2 sind
Proportionalititskonstanten fiir den 1:1- und 1:2-Komplex, [H] und [G] sind die
Gesamtkonzentrationen des Wirts und des Gastes und K1 und K> sind die
Bindungskonstanten des 1:1- und 1:2-Gleichgewichts. In solch einem 1:2-Gleichgewicht mit
zwel zunidchst identischen Bindungsstellen, die in den untersuchten Fillen vorliegen,
beschreibt der Wechselwirkungsparameter « die Kooperativitit eines Systems nach

Gleichung (6),

a= 22 6)

mit o =1 keine Kooperativitit, o < 1 negative Kooperativitit und o > 1 positive

Kooperativitit.[130>131]
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Abbildung 75. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensitit (/) bei 600 nm gegen die Konzentration der einzelnen Géste
in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die gestrichelten Linien spiegeln die nicht-lincare Anpassung gemél des 1:2-

Anpassungsmodells wider.

Die Ergebnisse der Bindungskonstantenbestimmung aus der nicht-linearen Anpassung in
Origin sind im Anhang in Tabelle Al und die ermittelten Bindungskonstanten durch globale
Anpassung in Tabelle 8 zusammengefasst. Die letzteren Werte dienen der weiteren
Diskussion aufgrund des kleineren Fehlers. Ein Vergleich der Bindungskonstanten aller
Gastmolekiile zeigt eine deutliche Abhédngigkeit der Bindungsstérke von der GroBe und der
elektronischen Natur des aromatischen Rests in Gastmolekiilen sowie von der Distanz
zwischen der Ammoniumgruppe und der aromatischen Einheit der eingesetzten Aminosduren
und Dipeptide. Beispielsweise sind die Bindungskonstanten K1 und K> der Aminosédure L-

Tyr, die eine Hydroxyphenylgruppe trigt, 2.9 x 10* bzw. 7.1 x 10> M~!, wihrend L-Trp, das
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die groBere und elektronenreichere Indoleinheit enthilt, hohere Bindungskonstanten mit K1 =

6.0 x 10° M~ und K> = 1.0 x 10> M! zeigen.

Tabelle 8. Bindungskonstanten K1 und K> bestimmt aus globaler Anpassung der Absorptions- bzw. Fluoreszenzdaten fiir

den 1:2-Komplex in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.

Wirt Gast Ki[M™] K> [M™] o
L-Tyr™!  (29+0.28)x10°  (7.1+0.20)x 10? 1.0

L-Trp (6.0£0.40)x10°  (1.0£0.01)x 10° 0.7

Tyr-Ala®  (1.8+£0.02)x10°  (1.0£0.02)x 10° 2.2

I p-Ala (2.7+0.09)x10°  (1.9+0.08)x 10° 2.8
Trp-Phe  (3.9+0.06)x 10°  (1.3£0.07)x 10° 1.3

Phe-Trp  (1.2+0.05)x 10* (3.8 +0.08) x 10° 1.2

Ala-Tyr'  (55+0.38)x 10*  (2.7+0.04)x 10° 0.2

Ala-Trp  (3.1£0.68)x10°  (1.2+0.02) x 10* 0.1

[a] a~-Werte wurden berechnet aus K1 und K> mit @ = 4K2/K). [b] Bindungskonstanten K1 and K> wurden durch nicht-lineare
Anpassung in Origin bestimmt. [c] Bestimmung aus Fluoreszenzdaten. [d] Qualitét der Fits bzw. Fehler wurde durch die
Standardabweichung geschétzt.

Beim Vergleich der in der Literatur beschriebenen Bindungskonstanten mit 1.3 bis
3.5 x 103 M~173a740.132] fiir die Komplexierung von 18-Krone-6 mit Tyr oder Trp in polaren
Losungsmitteln wie Methanol oder Acetonitril (bei 25 °C) zeigte L-Tyr nahezu keine
Erhohung der Affinitit zum PBI 71b-Rezeptor, obwohl diese Aminosdure einen
aromatischen Rest enthilt. Jedoch ist die Bindungskonstante fiir L-Trp (K1 = 6.0 x 10° M)
leicht erhoht. Dies deutet darauthin, dass die Wechselwirkung mit dem PBI-Kern hier durch
einen CT-Beitrag zwischen L-Trp und PBI eine Verstirkung der Bindung hervorruft. Eine
dhnliche Tendenz wie fiir L-Tyr und L-Trp wurde fiir die entsprechenden Dipeptide Tyr-Ala
und Trp-Ala beobachtet. Wiahrend Trp-Phe ebenfalls nahezu identische Bindungskonstanten
wie Trp-Ala aufwies, zeigten die Dipeptide Ala-Tyr und Ala-Trp mit alternierenden
Strukturen zu Tyr-Ala und Trp-Ala sowie Phe-Trp deutlich hohere Bindungskonstanten im
Vergleich zu Tyr-Ala, Trp-Ala und Trp-Phe, wobei insbesondere Ala-Trp einen
herausragenden Wert von 3.1 x 10° M~! besitzt, welcher nochmal um eine GroBenordnung
hoher ist als der aller anderen hier untersuchten Aminosauren und Dipeptide (Tabelle 8). Dies
konnte durch den erhohten Abstand (sechs Einfachbindungen) zwischen der
Ammoniumgruppe und der aromatischen Einheit in den Dipeptiden Tyr-Ala, Trp-Ala und
Trp-Phe, verglichen mit den vorherigen Dipeptiden, die einen Abstand von nur drei

Einfachbindungen aufweisen, erkldrt werden. Denn ein groBerer Abstand sollte eine hohere
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Flexibilitdt bieten und somit einen besseren 7—7z-Kontakt des aromatischen Restes des
Dipeptids mit dem PBI-Kern ermdglichen. Dariiber hinaus zeigen die Dipeptide Ala-Tyr und
Ala-Trp eine negative Kooperativitit fiir die Bindungsereignisse, da der Wechselwirkungs-
parameter « deutlich kleiner als 1 ist (Tabelle 8), d.h. die Bindung des ersten Gastmolekiils
am PBI 71b-Rezeptor ist bevorzugt gegeniiber der des zweiten.['*®®!33 Zum einen verringert
vermutlich die CT-Wechselwirkung eines Gastmolekiils mit dem PBI-Kern seinen
elektronenarmen Charakter und daher wird die Wechselwirkung zu dem zweiten
Gastmolekiil schwicher. Zum anderen konnte auch die Erhéhung des sterischen Anspruchs
am PBI-Kern eine Rolle spielen, aufgrund dessen die zweite Bindung geschwécht wird. Es ist
erwihnenswert, dass das Dipeptid Phe-Trp eine deutlich kleinere Bindungsstirke (K1 = 1.2 x
10° M, K2 = 3.8 x 10° M 1) als Ala-Trp (K1 = 3.1 x 10° M7, K2 = 1.2 x 10* M) aufweist,
obwohl beide Dipeptide an der gleichen Stelle eine Tryptophaneinheit besitzen. Es ist jedoch
bekannt, dass grofe Substituenten an der C,-Position der Ammoniumgruppe die
Bindungsstirke aufgrund sterischer Hinderung absenken.!'**) Da Phe-Trp einen groBeren
Substituenten (Benzyl) an der C.-Position als Ala-Trp (Methyl) aufweist, verringert sich die
Bindungsstirke fiir dieses Dipeptid.

Um abschliefend einen Einblick in die strukturellen Merkmale der Wirt-Gast-Komplexe zu
erhalten, welche durch die Bindung von Aminosduren an den PBI 71b-Rezeptor gebildet
werden, wurden 1D- und 2D-NMR-spektroskopische Studien durchgefiihrt. Diese Studien
wurden exemplarisch mit der Aminosdure L-Trp und Dipeptid Ala-Trp als Gastmolekiile
durchgefiihrt. In dem 'H-NMR-Spektrum von reinem PBI71b in der gleichen
Losungsmittelmischung wie fiir UV/Vis- und Fluoreszenztitrationen werden fiir dieses
symmetrische Molekiil drei Signale fiir die sechs Perylenkernprotonen (P1/P1°, P2/P2°,
P3/P3") beobachtet (Abbildung 76). Mit der Zugabe von bis zu 40 Aquivalenten L-Trp zu
einer Losung von PBI71b (in CD3CN:CD3OD = 9:1) erfahren die Signale der Bucht-
Substituenten (P4-P6) eine Tieffeldverschiebung, hingegen verschieben sich die Signale der
PBI-Kernprotonen leicht in die Hochfeldregion (ca. 0.1 ppm) und jedes dieser Signale spaltet
sich in vier Sitze von Signalen im Verhdltnis 1:1:1:1 auf. Auch in 2D-COSY- und 2D-
ROESY-NMR-Spektren werden jeweils nur vier Kreuzsignale beobachtet (Abbildung A56),
wobei im 2D-ROESY-Spektrum jeweils zwei Signale der PBI-Kernprotonen P1/P1" mit den
Protonensignalen P4/P4" der Bucht-Substituenten des gleichen Molekiils in rdumliche Nédhe
treten. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir das Dipeptid Ala-Trp gemacht. Die Zugabe
dieses Gastmolekiils verursachte in 'H-NMR-Spektren ebenfalls eine Tieffeldverschiebung

der Protonen der Buchtsubstituenten und eine Hochfeldverschiebung (ca. 0.2 ppm) der
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Kernprotonen mit einhergehender Signalaufspaltung im Verhéltnis 1:1:1:1 (Abbildung A57)
sowie vier Kreuzsignale in den 2D-NMR-Spektren (Abbildung A58: ROESY-Signalintensitét
ist sehr schwach). Neben den Gastmolekiilen L-Trp und Ala-Trp wurde zudem ein
Kontrollexperiment mit dem achiralen Gast Tryptamin und PBI 71b durchgefiihrt. Bei der
Zugabe von Tryptamin wird erneut eine Hochfeldverschiebung der PBI-Kernprotonen
beobachtet, jedoch werden jeweils nur zwei, und nicht vier, Signalsitze fiir P1/P1°- und

P3/P3 -Protonen generiert, wihrend fiir die P2/P2 -Protonen keine Signalspaltung beobachtet

wurde (Abbildung A59).
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Abbildung 76. (a) Chemische Struktur von PBI 71b mit Kennzeichnung der Perylenkern- und Buchtsubstituenten-Protonen.
(b) Aromatische Region der 'TH-NMR-Spektren (400 MHz) von PBI 71b (¢ = 1.0 x 107* M) in CD3CN:CD3OD (9:1) mit der
Zugabe von bis zu 40 Aquivalenten L-Trp bei 295 K (NH-Proton des Gastmolekiils iiberlappt mit den PBI-Kernprotonen

P2/P2" bei 6 und 12 Aquivalenten).

Diese NMR-spektroskopischen Beobachtungen zeigen deutlich die Bildung von PBI 71b/L-
Trp- bzw. PBI 71b/Ala-Trp-Komplexen. Die Tieffeldverschiebung der Protonen der
Buchtsubstituenten bestitigt die Interaktion zwischen Ammoniumgruppe des Gastes und
Kronenether-Einheit des Wirtes.['?**135] Die beobachtete Hochfeldverschiebung der PBI-
Kernprotonen in beiden Fillen kann in Form einer Uberlappung des aromatischen Teils des
Gastmolekiils (L-Trp oder Ala-Trp) mit dem PBI-Kern erklirt werden, denn aufgrund der
Abschirmwirkung erleben die Perylen-Protonen eine Hochfeldverschiebung.!''8"!"1 Diese
Uberlappung kann entweder pinzettenartig als auch ausschlieBlich von der gleichen Seite auf
den PBI-Kern erfolgen (Abbildung 77). Fiir die Aufspaltung der PBI-Kernprotonen in
Komplexen mit homochiralem Gast gibt es zwei mogliche strukturelle Erklarungsansétze.
Zum einen konnte das Ergebnis der Abschirmung durch den aromatischen Rest des

Gastmolekiils sein, dass die PBI-Kernprotonen nicht mehr chemisch dquivalent sind und
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daher jeweils in zwei Sétze von Signalen aufgespalten werden. Hinzu kommt die Tatsache,
dass vier Sitze von Signalen fiir die PBI-Kernprotonen beobachtet werden und dies deutet
darauf hin, dass bei der Bindung von Gastmolekiilen an den PBI-Wirt die Umwandlung der
Atrop-Enantiomere (P und M)!'*! dieses Kern-disubstituierten PBI 71b eingeschrinkt ist und
da der Gast (L-Trp oder Ala-Trp) homochiral ist, kdnnen zwei Diastereomere P-HG"2 und M-
HG" (H und G bezeichnen Wirt und Gast) gebildet werden (Abbildung 77).

a)

M-HG',

P-HG", M-HG',

. O o x
P-HG , M-HG ,

Einseitige Anordnung
Abbildung 77. Mogliche chemische Strukturen der P- und M-Komplexe von (a) PBI 71b/L-Trp und (b) PBI 71b/Ala-Trp in

der pinzettenartigen (jeweils oben) und der einseitigen (jeweils unten) Anordnung.
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Fiir jedes dieser Diastereomere werden aufgrund der partiellen Abschirmung der PBI-
Protonen dann zwei Sétze von Signalen beobachtet, da jeweils die zwei P1/P1°-, P2/P2- und
P3/P3"-Protonen nicht mehr chemisch dquivalent sind. Daher werden insgesamt vier Sétze
von Signalen fiir die PBI-Kernprotonen im '"H-NMR-Spektrum bei der Wirt-Gast-Bindung
beobachtet. Die Bildung von nur zwei Diastereomeren bzw. Spezies ist auch im Einklang mit
den im ROESY-Spektrum beobachteten zwei Sitzen an kreuzgekoppelten Peaks. Zusétzlich
unterstiitzt das Kontrollexperiment mit Tryptamin, das achirale Analogon von L-Trp, die
oben diskutierte Interpretation. Da das Gastmolekiil achiral ist, konnen keine Diastereomere
gebildet werden und somit beobachtet man zwei Sédtze von Signalen weniger als fiir L-Trp
bzw. Ala-Trp.

Ein alternativer Erkldrungsansatz neben der Ausbildung von P- und M-diastereomeren
Komplexen konnte darin bestehen, dass die Kronenether-Rezeptoren ein chirales Zentrum
besitzen und somit als racemisches Gemisch (RR, SS, RS/SR) im Wirt-Molekiil PBI 71b
vorliegen. Diese Chiralitit spielt ohne Gastzugabe keine Rolle, da die beiden chiralen
Zentren zu weit voneinander entfernt sind und somit nur ein Satz von Signalen beobachtet
werden kann.['??! Nach Zugabe eines homochiralen Gastes wie L-Trp bzw. Ala-Trp erfolgt
aber eine konformative Rigidisierung unter Ausbildung von vier diastereomeren Komplexen,
in denen die chiralen Zentren der Rezeptoren folgende Konfigurationen aufweisen: (RR)",
(SS)*, (RS)" und (SR)" (Abbildung 78 und Abbildung A60 exemplarisch fiir die

pinzettenartige Anordnung).

(RS)-H'G", (SR)-H'G",

Abbildung 78. Mogliche chemische Strukturen der einzelnen Diastereomeren vom PBI 71b/L-Trp-Komplex.
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Aufgrund dessen beobachtet man fiir jeden der vier diastereomeren Komplexe einen
Signalsatz, vorausgesetzt, dass die gegenseitige Umwandlung der PBI Atrop-Enantiomere (P
und M) in der NMR-Zeitskala schnell stattfindet. Dies steht auch im Einklang mit dem
Kontrollexperiment, in dem aufgrund der Achiralitit des Gastes Tryptamin nur zwei
Diastereomere gebildet werden, (RR/SS) und (RS/SR) und daher zwei Sdtze von Signalen zu
sehen sind. Eine genaue Strukturaufklirung war jedoch aufgrund der schwachen
Signalintensitidten zwei-dimensionaler COSY-, ROESY und HMBC-Messungen bei einer

Konzentration von ¢ = 10~* M nicht mdglich.
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Kapitel IV

Zusammenfassung

Die Liste der interessanten nachzuweisenden Analyte ist lang. Deswegen besteht ein grofler
Bedarf zur Entwicklung neuer fluoreszierender und kolorimetrischer Chemosensoren. Ziel
der vorliegenden Arbeit war daher die Synthese und Charakterisierung neuer optischer bzw.
fluoreszierender und kolorimetrischer Chemosensoren mit dem Fokus auf die beiden
Substanzklassen der Naphthalinbisimide und Perylenbisimide.

Der erste Arbeitsschwerpunkt befasste sich mit wasserloslichen Naphthalinbisimiden und ist
in drei Unterkapitel aufgeteilt (Kapitel III - 1.1.-1.3., Abbildung 79). Im ersten Unterkapitel
(Kapitel IIT — 1.1.) wurden die Synthesen und optischen Eigenschaften der am Kern Amino-
substituierten NBIs 60a-h, mit Dicarbonsidureresten in Imid-Position und 61a-h, mit 2-
Dimethylaminoethyl-Gruppen, in polaren Ldsungsmitteln beschrieben. Die systematische
Anbringung verschiedener Amino-Substituenten mit steigendem elektronenziehendem
Charakter der Aminoreste diente der mechanistischen Aufklirung der optischen
Eigenschaften. Eine vollstindige Untersuchung der optischen Eigenschaften erfolgte in
wissriger Pufferlosung bei pH 2.1 sowie in Methanol und Acetonitril. Der Einfluss der Imid-
Substituenten auf die optischen Eigenschaften war wie zu erwarten gering. Die verschiedenen
Kern-Substituenten verursachten hingegen eine hypsochrome Verschiebung der Absorptions-
und Fluoreszenzmaxima mit steigendem elektronenziechendem Charakter der an der
Aminogruppe angebrachten Reste. Ein unerwarteter Trend konnte im Fall der
Fluoreszenzquantenausbeute beobachtet werden. In den protischen Losungsmitteln Wasser
und Methanol wurde eine lineare Abhédngigkeit gegeniiber der Hammett- ometa-Konstante
ermittelt. Mit steigendem elektronenziehendem Charakter der Kern-Amino-Substituenten
erfuhr die Quantenausbeute einen Anstieg auf bis zu 39% in Wasser fiir NBI 60h, 61h und
45% in Methanol fiir 60h. Die Tatsache, dass in Acetonitril keine solche Abhédngigkeit
gegeniiber der Hammett-Konstante beobachtet werden konnte legte eine intermolekulare
Wasserstoftbriicken-Bindung im angeregten Zustand als konkurrierenden Prozess zur

Fluoreszenz nahe. Dieser Prozess tritt zwischen den Losungsmittel-Molekiilen und der
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Akzeptorgruppe  (Carbonyl-Sauerstoff) der NBIs, welcher einen strahlungslosen
Relaxationsprozess bzw. Fluoreszenzloschung zur Folge hat, auf. Der Einfluss dieses
Prozesses lésst sich durch die Stdrke des elektronenziehenden Amino-Substituentens steuern.
Die NBIs 60a-h zeigten zudem in potentiometrischen Titrationen in Wasser eine pH-
Unabhéngigkeit der optischen Eigenschaften beziiglich des Imid-Substituentens. Dies macht
die NBIs mit Dicarbonsdureresten fiir die Anwendung in biologischen Systemen im neutralen
pH-Milieu oder als chemische Sensoren besonders geeignet.

Aufgrund dieser interessanten Befunde wurde im zweiten Unterkapitel (Kapitel IIT — 1.2.) das
dihalogenierte NBI 58 hinsichtlich der Sensoreigenschaften gegeniiber primiren, sekundiren
und tertidren Amin- bzw. Diamindampf sowie zur Frischekontrolle von Fleisch untersucht.
Die Absorptions- und Fluoreszenz-spektroskopische Untersuchung des Diinnschichtfilms von
NBI 58 zeigte die erfolgreiche, selektive Detektion von primidren Aminen und Diaminen
bzw. biogenen Aminen. Zum einen konnte mit bloBen Auge ein Farbumschlag von gelb nach
rot und zum anderen Anderungen in den Absorptionsspektren wie die Entstehung einer neuen
bathochrom verschobenen Bande im Diinnschichtfilm beobachtet werden. Die Erhdhung der
Fluoreszenz wie auch die NMR-spektroskopische Untersuchung konnte hingegen
ausschlieflich in Losung detektiert werden. Hiermit konnte die kovalente Wechselwirkung
der Amin-Molekiile mit dem NBI S8 nachgewiesen werden. Trotz der erfolgreichen
Detektion biogener Aminddmpfe erwies sich NBI 58 aufgrund der zu geringen Reaktivitit als
ungeeigneter chemischer Sensor zur Frischekontrolle von Fleisch.

Das dritte und letzte Unterkapitel (Kapitel IIl —1.3.) dieses Abschnittes bestand in der
Synthese monochlor-monoamino-substituierter NBIs am Kern (65a,b und 66) und der
Wechselwirkungen dieser Farbstoffe mit DNS/RNS. Die NBIs 65a,b und 66 wiesen in der
Imidstellung 3-Trimethylammoniumpropyl auf, um die Wasserldslichkeit zu gewdhrleisten
und die elektrostatische Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Phosphatriickgrad der
DNS/RNS zu bewirken. Am Kern wurden die Aminosduren (S)-2,3-Diaminopropionsaure (L-
Dap) (65a) und (8)-2,6-Diaminohexansaure (L-Lys) (65b) sowie 2-
Trimethylammoniumethylamin (66) eingefiigt. Die Untersuchungen mit Hilfe von
thermischen = Denaturierungsstudien  zeigten mit allen NBIs eine deutliche
Schmelzpunkterh6hung der DNS/RNS (A7m-Werte zwischen 17 und 35 °C), was die Bildung
von NBI/Polynukleotid-Komplexen nahelegte. Diese Komplex-Bildung konnte erneut
aufgrund enormer Fluoreszenzloschung in fluorimetrischen Titrationsstudien bestétigt
werden. Hier wurden Bindungskonstanten zwischen logk = 5.9 und 7.2 M~! ermittelt, wobei

NBI 65a und poly(dG-dC)2 der stirksten Bindungsaffinitdt und NBI 65a und poly(dA-dT):

99



Kapitel IV Zusammenfassung

der schwichste zugeordnet werden konnte. Fir NBI 66 wurde die zweithochste
Bindungsaffinitit zu Polynukleotid ct-DNS (logk = 7.08 M~!) beobachtet, wihrend dieser
Farbstoff sowie 65a,b nur geringe Bindungskonstanten mit dem Polynukleotid polyA-polyU

zeigten.
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Abbildung 79. Zusammenfassung der Arbeiten mit Naphthalinbisimiden.

Mit Hilfe der CD-spektroskopischen Messungen wurde der Bindungsmodus und die
Unterschiede in den Bindungseigenschaften der Farbstoffe mit DNS/RNS ermittelt. Der
Grofteil aller NBI-Verbindungen interkalierte in einer parallelen Anordnung zwischen die
Basenpaare der Polynukleotide. Fiir NBI 65a und poly(dG-dC): lie8 sich jedoch eine

perpendikulare Anordnung zu den Basenpaaren beobachten. ITC-Titrationsstudien
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komplettierten letztendlich die Untersuchungen zwischen NBIs und Polynukleotiden. Neben
Interkalation als Bindungsmodus konnte zusitzlich aufgrund der relativ hohen Entropiewerte
eine Wechselwirkung zwischen den Substituenten am Kern und den Phosphatgruppen in der
kleinen Furche festgestellt werden. Zusammengefasst sind die sterischen Hinderungen der
Amino-Substituenten und die Furcheneigenschaften von ds-DNS/RNS entscheidend.

Der zweite Arbeitsschwerpunkt ist ebenfalls in drei Unterkapitel (Kapitel III —2.1.-2.3.)
aufgeteilt und befasste sich mit der Synthese und den Sensoreigenschaften
kernfunktionalisierter Perylenbisimide (Abbildung 80). Im ersten Abschnitt (Kapitel I1I —
2.1) wurde die Synthese und die optischen Eigenschaften in Losung der am Kern einfach
und zweifach Kronenether-funktionalisierten PBIs 77a,b und 71a,b untersucht. In
Imidstellung waren alle PBIs mit 2-Trimethylammoniumethyl-Resten funktionalisiert, um
eine Loslichkeit in polaren Losungsmitteln zu gewdhrleisten. Die Buchtpositionen wurden
jeweils ein- bzw. zweifach mit den Kronenether-Einheiten 2-Hydroxymethyl-15-Krone-5 und
2-Hydroxymethyl-18-Krone-6 substituiert. Die anschlieBende Untersuchung der optischen
Eigenschaften der PBIs zeigten bei einer Konzentration von 10> M in Acetonitril den
monomeren Zustand und in Wasser die Ausbildung von H-Aggregaten. Die
Fluoreszenzquantenausbeuten erfuhren in Acetonitril mit steigender Kronenether-Ringgrof3e
eine Zunahme von 73% auf 81% fiir die PBIs 71a,b und eine vernachldssigbare geringe
Zunahme von 49% auf 51% fiir die PBIs 77a,b. Die Abnahme der Quantenausbeute vom
zweifach funktionalisierten zum einfach funktionalisierten PBI um ca. 30% lieB sich durch
die stirker ausgeprigten strahlungslosen Relaxationsprozesse dieses flexibleren Molekiils im
angeregten Zustand erkléren.

Im zweiten Unterkapitel (Kapitel III —2.2.) wurden die Selbstassemblierungseigenschaften
der synthetisierten PBIs 71a,b und 77a,b in Gegenwart verschiedener Metallionen (Na*, K",
Rb*, Mg?*, Ca?" und Ba*") untersucht. Hier konnte eine Abhiingigkeit von der GroBe des
Kronenether-Rezeptors sowie von der Art der Metallionen gezeigt werden. Die Absorptions-
und Fluoreszenz-spektroskopischen Studien der zweifach funktionalisierten PBIs 71a und
71b bei einer PBI-Konzentration von ¢ = 10~ M zeigten ausschlieBlich fiir das 15-Krone-5-
Derivat 71a und Ba?" eine erfolgreiche Ausbildung von PBI-Stapeln mit H-artiger
exzitonischer Kopplung. Aufgrund dessen erfuhr das Absorptionsmaximum eine stetige
Abnahme einhergehend mit einer hypsochromen Verschiebung und die Fluoreszenz eine
vollstindige Loschung. Zudem konnte eine 1:1-Stochiometrie der PBI-Stapeln ermittelt
werden. Die Anpassung der spektroskopischen Anderungen an die Hill-Gleichung bestitigte

letztendlich die Bildung eines [2+2]-Sandwich- bzw. Dimer-Komplexes in einem positiv
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kooperativen Bindungsprozess, in dem mittels ITC eine enorme Stabilisierung der Ba**-

Komplexierung aufgrund der 7z~7~Wechselwirkung zwischen zwei PBI-Molekiilen,

beobachtet wurde. Die Durchfiihrung der Titrationsexperimente bei einer hoheren PBI-
Konzentration (¢ = 10~* M) zusammen mit DOSY-Experimenten versicherten auch in diesem

Fall die Formation diskreter Dimerkomplexe. Das einfach funktionalisierte PBI 77a zeigte in

der Anwesenheit von Ba?" Zhnliche optische Anderungen. Die nachfolgenden

Untersuchungen bzw. Interpretationen bestitigten die Bildung eines [1+2]-Dimerkomplexes
mit H-artiger exzitonischer Kopplung, welches aufgrund der flexibleren Komplexstruktur

keine Stabilisierung der Ba’*-Komplexierung erfuhr.
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Abbildung 80. Zusammenfassung der Arbeiten mit Perylenbisimiden.
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Neben der Metallionen-Komplexierung war PBI 71b auch in der Lage, in einer 1:2-
Stochiometrie aromatische Aminosduren und Dipeptide zu erkennen (Kapitel III —2.3.), da
hier sowohl die Ammoniumgruppen der Aminosduren und Dipeptide mit den
Kronenethereinheiten als auch die aromatischen Einheiten mit dem PBI-Kern wechselwirken
konnen. Fluoreszenz-Titrationsexperimente zeigten, dass die Aminosduren L-Tryptophan und
L-Tyrosin, welche elektronenreiche aromatische Gruppen aufweisen, und Dipeptide, die diese
Aminoséuren enthalten, die Fluoreszenz des PBIs stark 16schen. Die Bindungskonstanten der
Wirt-Gast-Komplexierung in  Acetonitril  konnten  aufgrund eines  statischen
Loschungsprozesses aus den Fluoreszenztitrationsdaten bestimmt werden. Hier wurde
beobachtet, dass die Bindungsstirke von der Grofe und der elektronischen Natur der
aromatischen Einheiten sowie von dem Abstand zwischen der Ammoniumgruppe und der
aromatischen Einheit in Aminosduren und Dipeptiden abhingt. Die stirkste Bindung konnte
zwischen Ala-Trp und PBI 71b mit einem Wert von 3.1 x 10° M~! beobachtet werden. NMR-
Studien bestétigten ebenfalls die Wirt-Gast-Komplexierung, lieBen jedoch offen, ob es zu der
Bildung von zwei Diastereomeren aufgrund der eingeschrinkten Umwandlung der Atrop-
Enantiomere (P und M) des PBI 71b kommt oder zu der Bildung von vier Diastereomeren
infolge des Chiralitdtszentrums im Kronenether.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit Naphthalinbisimde und Perylenbisimide
hinsichtlich ihrer Eignung als optische Chemosensoren untersucht. Die NBI-Derivate
agierten aufgrund ihrer interessanten optischen Eigenschaften als chemische Sensoren
selektiv fiir primdren Amindampf und fiir die DNS/RNS-Wechselwirkung. Im Fall der PBI-
Verbindungen wurden hervorragende fluorometrische Chemosensoren ermittelt, die Ba*'-
Ionen und elektronenreiche aromatische Aminosduren und Dipeptide in einer deutlichen

Fluoreszenzloschung detektieren konnen.
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Kapitel V

Summary

The list of interesting analytes to be detected is long, therefore there is a great need for the
development of new simpler fluorescent and colorimetric chemosensors because of their high
sensitivity and selectivity for visual discrimination. Thus, the aim of the present work was the
synthesis and characterization of new optical respectively fluorescent and colorimetric
chemosensors with the focus on the substance classes naphthalene bisimide and perylene
bisimide.

The first focus of this work dealt with water-soluble naphthalene bisimides and is divided
into three subchapters (Chapter III — 1.1.-1.3., Figure 1). In the first subchapter (Chapter IIT —
1.1.), the syntheses and optical properties of the amino-substituted NBIs 60a-h with
dicarboxylic acid residues in the imide position and 6la-h with 2-dimethylaminoethyl
groups, were described in polar solvents. The systematic attachment of various amine
substituents with increasing electron-withdrawing character of the amino residues served the
mechanistic elucidation of the optical properties. A complete examination of the optical
properties was carried out in aqueous buffer solution at pH 2.1 as well as in methanol and
acetonitrile. As expected, the influence of the imide substituents on the optical properties was
not significant. However, the different core substituents caused a hypsochromic shift of the
absorption and fluorescence maxima with increasing electron-withdrawing character of the
amino residues. An unexpected trend could be observed with regard to fluorescence quantum
yield. In protic solvents, like water and methanol, a linear dependence of the Hammett
constants was determined. Thus, with increasing electron-withdrawing character of the core-
amino substituents the quantum yield increased to 39% in water for NBI 60h, 61h and to
45% in Methanol for 60h. The fact that no linear dependence was observed with respect to
Hammett ometa constants in acetonitrile, suggested an excited-state intermolecular hydrogen
bond as a competitive process to fluorescence. This process occurs between the solvent
molecules and the acceptor group (carbonyl oxygen) of the NBIs, which results in a

radiationless relaxation process or fluorescence quenching. The influence of this process can
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be controlled by the strength of the electron-withdrawing amino substituent. In addition, the
NBIs 60a-h showed a pH-independence of the optical properties with respect to the imide
substituent in potentiometric titrations in water. This characteristic makes NBIs with
dicarboxylic acid residues in particular suitable for the use in biological systems in a neutral
pH environment or as chemical sensors.

Because of these interesting results, the second subchapter (Chapter III — 1.2.) examined the
dihalogenated NBI 58 with regard to sensing properties of primary, secondary and tertiary
amine or diamine vapor as well as for freshness control of meat. The absorption and
fluorescence spectroscopic studies of a thin film of NBI 58 successfully demonstrated the
selective detection of primary amines and diamines respectively biogenic amines which is
accompanied by absorption changes, such as the formation of a new bathochromic shifted
band and the pronounced color change of the thin film can be observed by naked eye. The
increase in fluorescence as well as the NMR spectroscopic investigation, however, could be
determined only in solution. Hereby, the covalent interaction of the amine molecules with the
NBI 58 could be proven. Despite the successful detection of biogenic amine vapors, NBI 58
proved to be an inappropriate chemical sensor for meat freshness control because of its low
reactivity.

The last subchapter (Chapter IIl — 1.3.) of this section consisted of the synthesis of
monoamino-core-substituted NBIs and the investigation of the interactions of these dyes with
DNA/RNA. NBIs 65a,b and 66 were equipped with 3-trimethylammonium propyl residues in
the imide position to ensure water solubility and to cause electrostatic interaction with the
negatively charged phosphate backbone of the DNA/RNA. Furthermore, the amino acids (S)-
2,3-diaminopropionic acid (L-Dap) (65a) and (S5)-2,6-diaminohexanoic acid (L-Lys) (65b)
and 2-trimethylammonium ethylamine (66) were introduced to the core of the NBIs. Thermal
denaturation studies showed for all NBIs a clear increase of the melting temperature of the
DNA/RNA (AT values between 17 and 35 °C) which can be attributed to the formation of
NBI/polynucleotide complexes. This complex formation could also be confirmed by
fluorometric titration studies due to an enormous fluorescence quenching. Hence, binding
constants between logK = 5.9 and 7.2 M~! were determined, whereby NBI 65a and poly(dG-
dC)2 showed the strongest binding affinity and NBI 65a and poly(dA-dT): the weakest. A
high affinity towards polynucleotide ct-DNA (logK = 7.08 M~!) was observed for NBI 66,
whereas this dye and as well as 65a,b showed only low binding constants with the
polynucleotide polyA-polyU. CD spectroscopic measurements were performed to determine

the binding mode and the differences in the binding properties of the dyes with DNA/RNA.
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The majority of all NBI compounds intercalated in a parallel fashion between the base pairs
of the polynucleotides, but for NBI 65a and poly(dG-dC)2 a perpendicular alignment with

regard to the base pairs was observed.
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Figure 1. Summary of the work with naphthalene bisimides.

Finally, ITC titration studies completed investigations on interactions between NBIs and
polynucleotides. In addition to an intercalation mechanism, the interaction of the amino core-
substituents with the phosphate groups in the minor groove could be determined, due to
relatively high entropy values. In summary, the steric hindrance of the amine substituents at

the core and the groove properties of ds-DNA/RNA are crucial.
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The second focus of this work is also divided into three subsections (Chapter III —2.1.-2.3.)
and dealt with the synthesis and sensor properties of core-functionalized perylene bisimides
(Figure 2). In the first section (Chapter III —2.1.), the syntheses and optical properties of
core-single and double crown ether functionalized PBIs 77a,b and 71a,b were investigated in
solution. All PBIs were functionalized with 2-trimethylammoniumethyl residues at the imide
position to ensure solubility in polar solvents. Bay positions were substituted once or twice
with the crown ether units, 2-hydroxymethyl-15-crown-5 and 2-hydroxymethyl-18-crown-6.
Subsequent investigation of the optical properties of the PBIs at a concentration of 10~ M
showed the monomeric state in acetonitrile and the formation of H-aggregates in water.
Fluorescence quantum yields in acetonitrile increased with increasing ring size of the crown
ethers from 73% to 81% for the PBIs 71a,b and a negligible small increase from 49% to 51%
for the PBIs 77a,b. Decrease in quantum yield from the double functionalized to the single
functionalized PBI by about 30% could be explained by the pronounced nonradiative
relaxation processes of this flexible molecule in the excited state.

In the second subchapter (Chapter III — 2.2.), the self-assembly properties of PBIs 71a,b and
77a,b were investigated in the presence of various metal ions (Na*, K, Rb", Mg?*, Ca?*, and
Ba®"). Here, a dependence on the size of the crown ether receptor as well as on the type of
metal ions could be shown. The absorption and fluorescence spectroscopic studies of the
double functionalized PBIs 71a and 71b at a PBI concentration of ¢ = 10~ M showed
successful formation of PBI stacks with H-type exciton coupling exclusively for the 15-
crown-5 derivative 71a upon titration with Ba?>". Due to this, the absorption maximum
experienced a decrease along with a hypsochromic shift and the fluorescence was completely
quenched. In addition, a 1:1 stoichiometry of the PBI stacks could be determined. The fitting
of the spectroscopic changes to the Hill equation finally confirmed the formation of a [2+2]
sandwich complex in a positive cooperative binding process, in which an enormous
stabilization of the Ba*" complexation due to 7- 7 interaction between two PBI molecules was
observed by ITC experiments. Titration experiments at a higher PBI concentration (¢ =
10-* M) revealed also in this case the formation of discrete dimer complexes which was
further corroborated by DOSY experiments. The single functionalized PBI 77a showed
similar optical changes in the presence of Ba®*. The subsequent studies or interpretations
confirmed the formation of a [1+2] dimer complex with H-type exciton coupling, which did

not undergo stabilization of Ba?>" complexation due to the more flexible complex structure.
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Figure 2. Summary of the work with perylene bisimides.

In addition to metal ion complexation, PBI 71b is also able to recognize aromatic amino
acids and dipeptides in a 1:2 stoichiometry (Chapter III — 2.3.). The ammonium groups of the
amino acids and dipeptides were complexed by the crown ether units and consequently, the
aromatic moieties interact with the PBI core. Fluorescence titration experiments have shown
that amino acids L-tryptophan and L-tyrosine bearing electron-rich aromatic groups and
dipeptides containing these amino acids strongly quench the fluorescence of the PBI receptor.
The binding constants of host-guest complexation could be determined from the fluorescence
titration data due to a static quenching process. Hence, it has been observed that the binding
strength is dependent on the size and electronic nature of the aromatic units as well as on the

distance between the ammonium group and the aromatic unit in amino acids and dipeptides.
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The strongest binding affinity was observed for Ala-Trp and PBI 71b with a value of 3.1 x
10° M~'. NMR studies also confirmed host-guest complexation, but revealed the formation of
two diastereomers due to restricted conversion of the atropo-enantiomers (P and M) of
PBI 71b or the formation of four diastereomers due to the chirality center in the crown ether.

In summary, in this work naphthalene bisimide and perylene bisimide were investigated for
their suitability as optical chemosensors. Because of their interesting optical properties, the
NBI derivatives acted as chemical sensors selectively for primary amine vapor and for
interaction with DNA/RNA. In the case of PBI compounds, excellent fluorometric
chemosensors have been determined that can detect Ba®" ions and electron-rich aromatic

amino acids and dipeptides resulting in a significant fluorescence quenching.
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Kapitel VI

Experimenteller Teil

1. Materialien und Methoden

Chemikalien

2,6-Dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsiurebisanhydrid (57) wurde nach C. Thalacker et
al*? N N’-Bis(3‘-dimethylaminopropyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsiurebis-
imid (62) mnach F. Cuenca et alP* und 1,7-Dibromperylen-3,4:9,10-
tetracarbonsdurebisanhydrid (67) nach F. Wiirthner et all'%®!37] hergestellt. Bei allen
weiteren eingesetzten Ausgangsverbindungen und Reagenzien handelt es sich entweder um
kommerziell erhiltliche Chemikalien von Merck, Acros, Sigma Aldrich und Fluka oder um
Chemikalien von der Chemikalienversorgung der Hochschule, die soweit nicht anders
angegeben, ohne weitere Reinigung verwendet wurden. Die trockenen Losungsmittel THF,
CH2Cl2, DMF und DMSO wurden frisch aus einer Losungsmittel Aufreinigungs-Anlage
(SPS ,,Solvent Purification System‘) von Innovative Technology entnommen und ohne

weitere Reinigung verwendet.

Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatographie wurde auf Kieselgelplatten 60 F2s4 (Merck) durchgefiihrt.

Sdulenchromatographie

Priaparative Séulenchromatographie wurde in selbstgepackten Glassdulen verschiedener
GroBe mit Kieselgel (KorngroBBe 0035-0.070 mm, Acros bzw. Merck) und basischem
Aluminiumoxid (Merck) durchgefiihrt. Zur sdulenchromatographischen Reinigung der

Zielverbindungen wurde das verwendete Losungsmittel, CH2Cl2 vor Gebrauch destilliert.
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Hochleistungs-Fliissigchromatographie (engl.: High Performance Liquid Chromatographie,
HPLC)

Als analytische HPLC wurde ein Pumpen-System (PU-2080 PLUS) der Firma JASCO
verwendet, welches mit einem Multiwellenldngendetektor (MD-2015 PLUS), mit einer
terndren Gradienteneinheit (LG-2080-02) und mit einem 3-Wege Entgaser (DG-2080-53)
ausgestattet ist. Priparative HPLC erfolgte an einem System der Firma Japan Analytical
Industry (JAI) (LC-9105 Recycling Preparative HPLC). Die verwendeten Sdulen waren fiir
,hormal phase* HPLC mit VP 250/21 NUCLEOSIL 100-7 und fiir ,,reversed phase (RP)*
HPLC mit NUCLEODUR C-18 der Firma Macherey-Nagel. Als Losungsmittel wurden nur

HPLC geeignete Losungsmittel von VWR verwendet.

Massenspektrometrie

Fir die Massenspektren wurde die hoch aufgeloste Elektronensprayionisations-(ESI)-
Methode an einem Bruker Daltonics microTOF focus Instrument sowie die Matrix-
unterstiitzte Laser-Desorption/-Ionisations (MALDI)-Methode an einem Bruker autoflex II

verwendet.

NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance III HD 400 MHz oder 600 MHz
Spektrometer im  angegebenen Ldsungsmittel aufgenommen. Die chemischen
Verschiebungen der gemessenen Spektren J sind in ppm-Werten angegeben und beziehen
sich auf die restlichen undeuterierten Losungsmittelpeaks als internen Standard.
Multiplizititen sind als s (Singulett), d (Dublett), dd (Dublett von Dubletts), t (Triplett), q
(Quartett), m (Multiplett) und br (breites Signal) angegeben.

UV/Vis-Absorptionsspektroskopie

UV/Vis-Spektren in Losung wurden an einem Perkin Elmer Lambda 950, einem Perkin
Elmer Lambda 40, einem Perkin Elmer Lambda 35 Spektrometer oder einem Jasco-V-670-
Spectrophotometer aufgenommen. Die Temperaturkontrolle erfolgte iiber ein Perkin Elmer
PTP-1+1 Peltier-System. Fiir alle Messungen wurden spektroskopisch reine Losungsmittel
und fiir Experimente in Wasser ultrareines Wasser (Milli-Q) verwendet. Die Losungen
wurden in herkdmmliche Quarzglaskiivetten mit einer Ganglidnge von 10 cm, 5 cm, 2 cm,
lem, Smm, 2mm, 1Imm, 0.lmm und 0.0l mm gemessen. Diinnschichtfilm-

Absorptionsspektren wurden im Transmissionsmodus an einem Perkin Elmer Lambda 950
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Spektrometer, ausgestattet mit einer Integrationskugel, aufgenommen. Die Diinnfilme

wurden auf Quarzglas-Pléttchen vermessen.

CD-Spektroskopie

CD-Spektren wurden an einem Spektrometer von JASCO (J-810), ausgestattet mit einem
Peltier-Element (CDF-242), gemessen. Fiir alle Messungen wurden spektroskopisch reine
Losungsmittel und fiir Experimente in Wasser ultrareines Wasser (Milli-Q) verwendet. Die
Losungen wurden in herkdmmliche Quarzglaskiivetten mit einer Ganglinge von 1 cm

gemessen.

Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren wurden mit einem PTI QM-4/2003 Fluoreszenzspektrometer gemessen.
Die Fluoreszenzspektren sind gegen die Detektorsensitivitit und die Lampenintensitit
korrigiert. Die Fluoreszenzspektren verdiinnter Proben wurden unter einem rechten Winkel
detektiert, wihrend fiir die Fluoreszenz von konzentrierten Proben wurde ein front-face-
Autfbau (60°) verwendet. Alle Proben wurden mit Polarisatoren, die im magischen Winkel
(engl.:  magic angle: 54.7°) zueinanderstanden, gemessen. Die relativen
Fluoreszenzquantenausbeuten wurden {iiber die Hochverdiinnungsmethode (OD < 0.05 bei
Jexe)t?%8 bestimmt, wobei fiir die NBIs N,N'-di(n-octyl)-2-n-octylamin-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (@r = 0.58 in CH2ClL2)!*'? und fiir die PBIs N,N’-(2,6-di-
iso-propylphenyl)-1,6,7,12-tetraphenoxyperylen-3,4:9,10-tetracarbonsiurebisimid (@r = 0.96

in CHCl) als Standard verwendet wurde.

Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

ITC-Messungen wurden an einem MicroCal VP-ITC von GE Healthcare bei 20 und 25 °C
durchgefiihrt. Es wurde mit 307 rpm geriihrt und Injektionsvolumen im Bereich von 1 bis
10 ul verwendet. Wissrige Losungen wurden zuvor unter Vakuum entgast, bei organischen

Loésungsmitteln wurde aber davon abgesehen.
Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunkte wurden an einem Polarisationsmikroskop BX-41 von Olympus, ausgestattet

mit einem Heiztisch THMS 600 von Linkam, bestimmt und sind unkorrigiert.
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Lyophilisation
Alle Sublimationstrocknungen wurden mit einem Gerét des Typs ALPHA 2-4 LD der Firma
Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurde

ausschlieBlich demineralisiertes Wasser (bidest. Wasser, Milli-Q) verwendet.
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2. Synthesen

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsiure-

bisimid (58)

2,6-Dichlor-1,4,5,8-naphthalentetracarbonsdurebisanhydrid ~ (57) (100 mg, 300 pmol),
homochirale L-Glutaminsdure (175 mg, 1.19 mmol) und Natriumacetat (389 mg, 4.75 mmol)
wurden in 15.0 ml Essigsdure fiir 5 h unter Riickfluss erhitzt (Olbadtemp.: 140 °C). Nachdem
die Essigsdure unter Vakuum entfernt wurde, wurde der Riickstand in 5.00 ml 1N HCI gelost.
Die Losung wurde mit einer Ethylacetat/Ethanol-Mischung (95/5) extrahiert (4x), mit Wasser
gewaschen (2x) und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum

entfernt, den Riickstand in Methanol gelost und in Dichlormethan ausgefillt.

o]

OH 4 ("5 OH
g
[¢] >

Ausbeute: 98.0 mg (165 umol, 55%) gelber Feststoff. Smp.: 193-197 °C.

'TH-NMR (CD3OD, 400 MHz): § = 8.75 (s, 2H), 5.74 (m, 2H), 2.67-2.39 (m, 8H); COOH-
Protonen sind nicht sichtbar. ¥C-NMR (CD30OD, 101 MHz): § = 176.5, 172.6, 162.5, 161.8,
140.8, 136.5, 128.9, 127.5, 123.8, 54.8, 31.8, 25.0. HRMS (ESI, negativ, Methanol): m/z
593.001 [M-H]; berechnet fiir C24Hi5C12N2012: 593.001. UV/Vis (MeOH): 4 / nm (¢ / M™!
cm™') =398 (8600), 358 (16100).

N,N’-Bis(2¢-dimethylaminoethyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsiure-
bisimid (59)

2,6-Dichlor-1,4,5,8-naphthalentetracarbonsiurebisanhydrid (57) (100 mg, 300 pmol) wurde
in 4.50 ml Essigsdure vorgelegt. AnschlieBend wurde 2-Dimethylaminoethylamin (78.5 mg,
97.2 ul, 890 umol) zugetropft und 30 min unter Riickfluss erhitzt (Olbadtemp.: 140 °C).
Nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekiihlt war, wurde sie in Eis
gegossen. Die Losung wurde mit Natriumcarbonat-Losung neutralisiert und mit Chloroform
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

unter Vakuum entfernt.
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Ausbeute: 137 mg (290 umol, 96%) brauner Feststoff. Smp.: > 300 °C.
TH-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 8.77 (s, 2H), 4.35 (t, °J = 6.7 Hz, 4H), 2.67 (t,°J = 6.7 Hz,
4H), 2.34 (s, 12H). BC-NMR (CDCIl3, 101 MHz): 6 = 161.1, 160.7, 140.2, 136.1, 127.3,
126.0, 122.4, 56.8, 45.9, 39.1. HRMS (ESI, positiv, Acetonitril/Chloroform 1:1): m/z
477.108 [M+H]"; berechnet fiir C220H23C12N4O4: 477.109. UV/Vis (CHCl3): A / nm (¢ / M™!

em!) = 401 (11000), 359 (15200).

Allgemeine Vorschrift fiir die Kernsubstitution von NBI 58 zu den Derivaten 60a-g
N,N’-Bis((5)-2-pentandisédure)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsdurebisimid ~ (58)
(1 Aquiv.) wurde in trockenem CH:Clz unter Stickstoffatmosphire vorgelegt. AnschlieBend
wurde das jeweilige Amin (2.6-9 Aquiv.) zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel (CH3CN/H20/TFA) sowie
mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA) gereinigt. Der Feststoff wurde in 1 M HCI geldst und
an der Lyophile getrocknet.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-ethylamin-6-chlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbon-
saurebisimid (60a)

Gemadl der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 58 (50.0 mg, 80.0 pmol) und Ethylamin in
THF (2 M, 105 pl, 210 umol) in 5.00 ml trockenem CH:Cl2 14 h zur Reaktion gebracht.
Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA = 93/6.9/0.1; fiir RP-
HPLC: CH3CN/H20/TFA = 35/64.9/0.1.

HO. OH
O 60a

Ausbeute: 26.0 mg (40.0 pmol, 50%) roter Feststoff. Smp.: 199-203 °C.
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'TH-NMR (CD30D, 400 MHz): § = 8.58 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 5.76 (m, 2H), 3.70 (q, *J =
7.2 Hz, 2H), 2.69-2.31 (m, 8H), 1.44 (t, °>J = 7.2 Hz, 3H); COOH- und NH-Protonen sind
nicht sichtbar. *C-NMR (CD;OD, 101 MHz): 6 = 176.5, 173.0, 172.7, 166.8, 163.5, 163.4,
162.4,153.2, 135.5, 133.6, 130.0, 128.8, 124.9, 123.5, 123.4, 122.9, 122.4, 100.6, 54.6, 53.9,
38.8,31.8,31.7, 25.0, 14.9. HRMS (ESI, negativ, Methanol): m/z 602.083 [M-H]~; berechnet
fiir C26H21CIN23012: 602.089. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 1/ nm (¢ / M™! cm™) = 544
(10000), 370 (10300), 351 (8800), 334 (5800). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =
470 nm): Amax / nm = 603; @&r = 0.09.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-n-hexylamin-6-chlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbon-
sidurebisimid (60b)

Gemal der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 58 (25.0 mg, 40.0 pmol) und n-Hexylamin
(17.0 mg, 22.2 pl, 170 umol) in 1.00 ml trockenem CH2Cl2 12 h zur Reaktion gebracht.
Laufmittel fiir Saulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20 = 90/10; fiir RP-HPLC:
CH3CN/H20/TFA = 40/59.9/0.1.

O 60b

Ausbeute: 13.0 mg (0.02 mmol, 47%) pinker Feststoff. Smp.: 161-163 °C.

'H-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.57 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 5.76 (m, 2H), 3.65 (t, °J =
7.1 Hz, 2H), 2.67-2.34 (m, 8H), 1.82 (m, 2H), 1.53 (m, 2H), 1.39 (m, 4H), 0.93 (t, °J =
7.1 Hz, 3H); COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar. ¥*C-NMR (CD3OD, 101 MHz): §
= 176.5, 173.0, 172.7, 166.8, 163.5, 163.4, 162.4, 153.2, 135.5, 133.6, 130.0, 128.8, 124.9,
123.5, 123.4, 122.9, 122.4, 100.6, 54.6, 53.9, 38.8, 31.8, 31.7, 25.0, 14.9. HRMS (ESI,
negativ, Methanol): m/z 682.142 [M-Na]*; berechnet fiir C30H20CIN3NaO12: 682.141. UV/Vis
(Phosphatpuffer pH 2.1): 4 / nm (¢ / M~' em™) = 544 (10000), 371 (10400), 353 (9200), 336
(6700). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =470 nm): Amax / nm = 603; & = 0.10.
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N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(2°’-dimethylaminoethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60c)

Gemil der allgemeinen Vorschrift wurden NBIS8 (50.0 mg, 80.0 pmol) und 2-
Dimethylaminoethylamin (66.6 mg, 81.3 ul, 760 umol) in 4.00 ml trockenem CH2Cl2 14 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=91/8.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 20/79.9/0.1.
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Ausbeute: 32.0 mg (40. umol, 53%) roter Feststoff. Smp.: 157-163 °C.

'H-NMR (CD30D, 400 MHz): 6 = 8.60 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 5.72 (m, 2H), 4.16 (t, °J =
6.5 Hz, 2H), 3.62 (t, °J = 6.6 Hz, 2H), 3.05 (s, 6H), 2.66-2.35 (m, 8H); COOH- und NH-
Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): 6 = 176.4, 175.0, 172.7, 172.5,
166.9, 163.3, 162.2, 152.9, 135.9, 134.7, 129.6, 129.0, 125.3, 123.4, 123.2, 121.7, 102.4,
57.3, 54.5, 53.9, 44.1, 39.0, 31.7, 25.0. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 647.139
[M+H]"; berechnet fiir C2sH28CIN4O12: 647.139. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): A/ nm (e /
M em™) = 520 (10100), 369 (11400), 351 (9200), 333 (5900). Fluoreszenz
(Phosphatpuffer pH 2.1, Adex = 470 nm): Amax / nm = 577; & = 0.29.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(3‘‘-dimethylaminopropylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60d)

Gemdll der allgemeinen Vorschrift wurden NBIS8 (50.0 mg, 80.0 umol) und 3-
Dimethylaminopropylamin (77.2 mg, 94.0 ul, 760 umol) in 4.00 ml trockenem CH2Clz2 14 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
= 94/5.9/0.1; fir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 20/79.9/0.1.
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Ausbeute: 36.0 mg (50.0 umol, 55%) roter Feststoff. Smp.: 138-142 °C.

'TH-NMR (CD30D, 400 MHz): 6 = 8.59 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 5.75 (m, 2H), 3.81 (t, °J =
6.9 Hz, 2H), 3.34 (m, 2H), 2.94 (s, 6H), 2.63-2.30 (m, 8H), 2.25 (m, 2H); COOH- und NH-
Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): 6 = 176.5, 172.9, 172.6, 166.9,
163.5, 163.2, 162.3, 153.1, 135.7, 134.2, 129.8, 128.9, 125.1, 123.4, 123.0, 122.0, 101.5,
56.5, 54.6, 54.0, 43.6, 40.8, 31.8, 31.7, 25.8, 25.0. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z
661.155 [M+H]", berechnet fiir C20H30CIN4O12: 661.154. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 4
/ nm (¢ / M7 em™) = 534 (10500), 370 (11200), 351 (9500), 334 (6300). Fluoreszenz
(Phosphatpuffer pH 2.1, Adex = 470 nm): Amax / nm = 589; @& = 0.17.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(4‘‘-dimethylaminobutylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60e)

Gemdll der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 58 (50.0 mg, 80.0 pmol) und 4-
Dimethylaminobutylamin (39.0 mg, 47.7 ul, 360 pmol) in 2.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=95/4.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 25/74.9/0.1.
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Ausbeute: 28.0 mg (40.0 pmol, 49%) roter Feststoff. Smp.: 264-266 °C.

TH-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.59 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 5.75 (m, 2H), 3.76 (t, °J =
6.4 Hz, 2H), 3.25 (m, 2H), 2.91 (s, 6H), 2.68-2.36 (m, 8H), 1.92 (m, 4H); COOH- und NH-
Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): 6 = 175.0, 172.8, 172.5, 166.9,
163.4, 163.3, 162.3, 153.3, 135.6, 133.9, 129.8, 128.8, 124.9, 123.4, 122.9, 122.2, 100.9,
58.5, 54.4, 53.8, 43.4, 43.2, 31.7, 27.3, 25.0, 23.1. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z
675.170 [M+H]", berechnet fiir C30H32CIN4O12: 675.170. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): A
/ nm (¢ / M' ecm™) = 540 (10800), 370 (11000), 352 (9300), 335 (6200). Fluoreszenz
(Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =470 nm): Amax / nm = 595; @ = 0.13.
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N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(5‘‘-dimethylaminoamylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60f)

Gemil der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 58 (50.0 mg, 80.0 umol) und 5-
Dimethylaminoamylamin (43.8 mg, 52.1 pl, 340 umol) in 2.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=95/4.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 25/74.9/0.1.
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Ausbeute: 18.0 mg (30.0 umol, 31%) roter Feststoff. Smp.: 284-286 °C.

TH-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.58 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 5.75 (m, 2H), 3.72 (t, °J =
6.9 Hz, 2H), 3.17 (m, 2H), 2.90 (s, 6H), 2.67-2.32 (m, 8H), 1.94-1.81 (m, 4H), 1.60 (m, 2H);
COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar. ¥C-NMR (CD3;0D, 101 MHz): § = 176.5,
172.9, 172.7, 166.9, 163.6, 163.3, 162.3, 153.3, 135.6, 133.8, 129.9, 128.8, 124.9, 123 .4,
122.9, 122.3, 100.8, 58.8, 54.6, 53.9, 43.4, 31.8, 29.7, 25.2, 25.0, 24.7. HRMS (ESI, positiv,
Methanol): m/z 689.185 [M+H]", berechnet fiir C31H34CIN4O12: 689.186. UV/Vis
(Phosphatpuffer pH 2.1): 4/ nm (¢ / M~! ecm™) = 543 (10600), 370 (11300), 352 (9800), 336
(6700). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =470 nm): Amax / nm = 596; @ = 0.12.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(2°’-methoxyethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60g)

Gemdll der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 58 (50.0 mg, 80.0 pmol) und 2-
Methoxyethylamin (31.5 mg, 36.3 pl, 420 umol) in 2.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h zur
Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20 = 80/20;
fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA =35/64.9/0.1.
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Ausbeute: 10.0 mg (20.0 pmol, 19%) roter Feststoff. Smp.: 169-171 °C.

'TH-NMR (CD3OD, 400 MHz): 6 = 8.56 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 5.73 (m, 2H), 3.85 (m, 2H),
3.75 (m, 2H), 3.43 (s, 3H), 2.69-2.33 (m, 8H); COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar.
I3C-NMR (CDsOD, 101 MHz): 6 = 175.1, 172.9, 172.6, 166.7, 163.4, 163.3, 162.4, 153.6,
135.4, 133.7, 129.8, 128.6, 124.9, 123.4, 123.0, 122.9, 100.7, 72.1, 59.2, 54.4, 53.7, 43.8,
31.6, 25.0. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 656.089 [M+Na]", berechnet fiir
C27H24CIN3013Na: 656.089. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 1 / nm (¢ / M~ em™) = 537
(10700), 370 (11500), 352 (9600), 335 (6300). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =
470 nm): Amax / nm = 594; @r =0.13.

N,N’-Bis((S)-2¢-pentandisiure)-2-(2¢¢,2>°,2”’-trifluorethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (60h)
N,N’-Bis((S)-2-pentandisdure)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsdurebisimid ~ (58)
(50.0 mg, 80.0 ymol) wurde in 3.00 ml trockenem DMF unter Stickstoffatmosphére
vorgelegt. AnschlieBend wurde 2,2,2-Trifluorethylamin (33.3 mg, 26.4 ul, 340 umol)
zugetropft und 1.5 h bei 135 °C geriihrt. Das Losemittel wurde an der Lyophile entfernt. Der
Riickstand wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel (CH3CN/H20 = 80/20) sowie
mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA = 35/64.9/0.1) gereinigt. Der Feststoff wurde in 1 M
HCI aufgenommen und an der Lyophyle getrocknet.

o]

O 60h

Ausbeute: 14.0 mg (20.0 pmol, 25%) orangener Feststoff. Smp.: 194-196 °C.

TH-NMR (CD30D, 400 MHz): § = 8.63 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 5.75 (m, 2H), 4.53 (q, 3J =
8.9 Hz, 2H), 2.69-2.34 (m, 8H); COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR
(CDsOD, 101 MHz): 6 =176.5, 172.8, 172.7, 167.1, 163.3, 163.2, 162.3, 153.2, 135.9, 135.0,
129.5,129.0, 127.6, 125.5, 124.7, 123.5, 121.8, 102.9, 54.7, 54.1, 44.9, 44.5, 31.8, 31.7, 25.0.
HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 680.048 [M+Na]", berechnet fiir C26H19CIF3N3012Na:
680.051. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 4/ nm (¢ / M~ em™") = 509 (10600), 368 (12100),
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350 (9400), 332 (5800). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm =
560; &x =0.39.

Allgemeine Vorschrift fiir die Kernsubstitution von NBI 59 zu den Derivaten 61a-g
N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonséurebisimid (59)
(1 Aquiv.) wurde in trockenem CH2Cl> unter Stickstoffatmosphire vorgelegt. AnschlieBend
wurde das jeweilige Amin (2.6 Aquiv.) zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel (CH3CN/H20/TFA) sowie
mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA) gereinigt. Der Feststoff wurde in 1 M HCI geldst und
an der Lyophile getrocknet.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-ethylamin-6-chlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbon-
sdurebisimid (61a)

Gemal der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 pmol) und Ethylamin in
THF (2 M, 131 pl, 260 pumol) in 5.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h zur Reaktion gebracht.
Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA = 93/6.9/0.1; fiir RP-
HPLC: CH3CN/H20/TFA = 30/69.9/0.1.
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Ausbeute: 30.0 mg (60.0 pmol, 59%) roter Feststoff. Smp.: 114-116 °C.

TH-NMR (CD3OD, 400 MHz): § = 8.34 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 4.55 (m, 4H), 3.66 (q, >J =
7.2 Hz, 2H), 3.56 (m, 4H), 3.04 (s, 12H), 1.47 (t, 3J = 7.2 Hz, 3H); NH-Protonen sind nicht
sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): 6 = 167.2, 163.9, 163.8, 162.9, 153.0, 135.3, 133.6,
129.7, 128.8, 124.8, 123.3, 122.6, 122.0, 100.4, 57.34, 57.09, 44.15, 38.90, 37.12, 36.62,
23.40. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 486.188 [M+H]", berechnet fiir C24H20CIN5O4:
486.191. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): A/ nm (¢ / M~ em™) = 542 (9900), 369 (9400),
351 (8100), 334 (5400). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm =
603; @ =0.09.

~ 61a
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N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-n-hexylamin-6-dichlor-1,4,5,8-naphthalin-
tetracarbonsiurebisimid (61b)

Gemadl der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 umol) und n-Hexylamin
(79.3 mg, 103 pl, 783 umol) in 2.00 ml trockenem CH2Cl: 18 h zur Reaktion gebracht.
Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA = 90/9.9/0.1; fiir RP-
HPLC: CH3CN/H20/TFA = 35/64.9/0.1.
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Ausbeute: 29.0 mg (50.0 pmol, 64%) dunkellila Feststoff. Smp.: 138-142 °C.

TH-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.40 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 4.56 (q,>J = 6.0 Hz, 4H), 3.64
(t,3J=7.1 Hz, 2H), 3.57 (t,°J = 5.9 Hz, 4H), 3.05 (s, 12H), 1.85 (m, 2H), 1.57 (m, 2H), 1.44
(m, 4H), 0.97 (m, 3H); NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): § =
167.0, 163.8, 163.7, 162.8, 153.0, 135.1, 133.4, 129.5, 128.7, 124.6, 123.1, 122.5, 122.0,
100.4, 57.1, 56.9, 44.2, 37.1, 36.6, 32.6, 30.4, 27.7, 23.6. HRMS (ESI, positiv, Methanol):
m/z 542251 [M+H]', berechnet fiir C2sH37CINsO4: 542.253. UV/Vis (Phosphatpuffer
pH2.1): 2/ nm (¢ / M7 ecm™) = 543 (9600), 369 (9200), 352 (8100), 335 (5600).
Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm = 603; @ = 0.10.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(2¢‘-dimethylaminoethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61c)

GemélB der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 pmol) und 2-
Dimethylaminoethylamin (46.2 mg, 57.2 pl, 520 umol) in 5.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=90/9.9/0.1 = 86/13.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 20/79.9/0.1.

\N/

O N._O
H o
SO AN
"o
Cl
O~ 'N” "0

_N

Ausbeute: 33.0 mg (52.0 pmol, 50%) roter Feststoff. Smp.: 227-233 °C.

~ 61c
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'TH-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.49 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 4.58 (m, 4H), 4.20 (t, °J =
6.4 Hz, 2H), 3.60 (m, 6H), 3.05 (s, 12H), 3.03 (s, 6H); NH-Protonen sind nicht sichtbar. 13C-
NMR (CD30D, 101 MHz): 6 = 167.3, 163.9, 163.7, 162.8, 152.6, 135.4, 134.3, 129.4, 129.0,
125.2,123.3, 122.9, 121.4, 102.7, 57.4, 57.2, 56.9, 44.3, 44.2, 44.0, 38.9, 37.1, 36.6. HRMS
(ESI, positiv, Methanol): m/z 529.232 [M+H]", berechnet fiir C2sH34CIN6O4: 529.233.
UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 4/ nm (¢ / M~! ecm™!) = 518 (10000), 368 (11000), 350
(8700), 332 (5500). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm = 576; @k
=0.28.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(3¢‘-dimethylaminopropylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61d)

Gemidll der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 pmol) und 3-
Dimethylaminopropylamin (77.7 mg, 96.0 ul, 760 pmol) in 2.50 ml trockenem CH2Cl2 23 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
= 85/14.9/0.1; fir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 15/84.9/0.1.
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Ausbeute: 25.0 mg (46.0 pmol, 46%) roter Feststoff. Smp.: 292-300 °C.

'TH-NMR (CD30D, 400 MHz): 6 = 8.44 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 4.57 (m, 4H), 3.83 (t,*J =
6.9 Hz, 2H), 3.58 (m, 4H), 3.39 (m, 2H), 3.05 (s, 12H), 2.97 (s, 6H), 2.29 (m, 2H); NH-
Protonen sind nicht sichtbar. ¥C-NMR (CD30OD, 101 MHz): § = 167.2, 163.9, 163.7, 162.8,
152.9, 135.2, 133.8, 129.5, 128.9, 124.9, 123.2, 122.7, 121.8, 101.4, 57.2, 56.9, 56.3, 44.2,
43.6,41.0,37.1, 36.6, 25.9. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 543.248 [M+H]", berechnet
fiir C27H36CIN6O4: 543.249. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 4 / nm (¢ / M~! ecm™!) = 530
(9600), 368 (10400), 350 (8800), 333 (5800). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =
470 nm): Amax / nm = 588; &r =0.19.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(4¢‘-dimethylaminobutylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61e)

GemélB der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 pymol) und 4-
Dimethylaminobutylamin (30.0 mg, 35.7 ul, 260 pmol) in 6.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h
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zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=92/7.9/0.1 = 86/13.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 15/84.9/0.1.
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Ausbeute: 36.0 mg (60.0 pmol, 62%) roter Feststoff. Smp.: 273-277 °C.

'TH-NMR (CD30D, 400 MHz): 6 = 8.55 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 4.57 (m, 4H), 3.77 (t, °J =
6.7 Hz, 2H), 3.58 (m, 4H), 3.25 (m, 2H), 3.05 (s, 12H), 2.92 (s, 6H), 1.94 (m, 4H); NH-
Protonen sind nicht sichtbar. ¥*C-NMR (CD3OD, 101 MHz): § = 167.3, 164.1, 163.9, 163.0,
153.2, 135.3, 133.7, 129.8, 129.1, 125.0, 123.5, 122.9, 122.0, 101.1, 58.4, 57.3, 57.0, 44.2,
43.4,37.1,36.6,27.4,23.1. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 557.263 [M+H]", berechnet
fiir C28H338CINgO4: 557.264. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 4 / nm (¢ / M~ ecm™!) = 537
(10700), 368 (11000), 350 (9100), 334 (6000). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex =
470 nm): Amax / nm = 595; @& =0.15.

-

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(5‘‘-dimethylaminoamylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61f)

GemélB der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 umol) und 5-
Dimethylaminoamylamin (34.0 mg, 40.0 ul, 260 pmol) in 6.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h
zur Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA
=92/7.9/0.1 = 86/13.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 15/84.9/0.1.
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Ausbeute: 37.1 mg (65.0 umol, 65%) roter Feststoff. Smp.: 198-202 °C.

TH-NMR (CD:0OD, 400 MHz): 6 = 8.34 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 4.56 (m, 4H), 3.69 (t, °J =
7.1 Hz, 2H), 3.57 (m, 4H), 3.22 (m, 2H), 3.05 (s, 12H), 2.92 (s, 6H), 1.91 (m, 4H), 1.65 (m,
2H); NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD;0D, 101 MHz): § = 167.0, 163.7,
163.6, 162.7, 152.9, 135.0, 133.4, 129.4, 128.6, 124.5, 123.0, 122.4, 121.9, 100.5, 58.7, 57.0,
56.8, 44.2, 43.7, 43.4, 37.1, 36.6, 29.9, 25.3, 24.8. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z

~ 61f
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571.279 [M+H]", berechnet fiir C20H40CINsO4: 571.280. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 1/
nm (¢ / M7 em™) = 540 (10100), 369 (10300), 351 (8800), 334 (5900). Fluoreszenz
(Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm = 596; @ = 0.14.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(2¢‘-methoxyethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61g)

Gemdll der allgemeinen Vorschrift wurden NBI 59 (50.0 mg, 100 umol) und 2-
Methoxyethylamin (39.3 mg, 45.2 pl, 520 umol) in 5.00 ml trockenem CH2Cl2 16 h zur
Reaktion gebracht. Laufmittel fiir Sdulenchromatographie (Silicagel): CH3CN/H20/TFA =
95/4.9/0.1; fiir RP-HPLC: CH3CN/H20/TFA = 30/69.9/0.1.
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Ausbeute: 14.0 mg (30.0 umol, 27%) roter Feststoff. Smp.: 156-158 °C.

'TH-NMR (CDsOD, 400 MHz): 6 = 8.33 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 4.56 (m, 4H), 3.81 (m, 4H),
3.56 (m, 4H), 3.48 (s, 3H), 3.05 (s, 12H); NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR
(CDsOD, 101 MHz): ¢ = 166.8, 164.0, 163.68, 163.60, 162.6, 153.1, 135.0, 133.5, 129.2,
128.4,124.5,122.9, 122.4, 122.3, 100.3, 71.8, 59.3, 57.0, 56.8, 44.2, 43.9, 37.1, 36.6. HRMS
(ESI, positiv, Methanol): m/z 516.200 [M+H]", berechnet fiir C2sH31CINsOs: 516.201.
UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): 2 / nm (¢ / M~! cm™) = 534 (10400), 369 (10400), 351
(8600), 334 (5700). Fluoreszenz (Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm = 594; @k
=0.13.

N,N’-Bis(2‘-dimethylaminoethyl)-2-(2¢¢,2¢¢,2¢‘~trifluorethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (61h)
N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonséurebisimid (59)
(50.0 mg, 100 umol) wurde in 3.60 ml trockenem DMF unter Stickstoffatmosphire
vorgelegt. AnschlieBend wurde 2,2,2-Trifluorethylamin (41.5 mg, 33.0 ul, 402 pumol)
zugetropft und 2.5 h bei 135 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde an der Lyophile entfernt.
Der Riickstand wurde sédulenchromatographisch iiber Silicagel (CH3CN/H20/TFA =
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92/7.9/0.1 > 94/5.9/0.1) sowie mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA = 30/69.9/0.1)
gereinigt. Der Feststoff wurde in 1M HCI aufgenommen und an der Lyophile getrocknet.
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Ausbeute: 18.0 mg (30.0 pmol, 33%) orange-roter Feststoff. Smp.: 196-199 °C.

'TH-NMR (CDsOD, 400 MHz): ¢ = 8.64 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 4.57 (m, 6H), 3.58 (m, 4H),
3.05 (s, 12H); NH-Protonen sind nicht sichtbar. ¥C-NMR (CD3OD, 101 MHz): § = 167.6,
164.0, 163.9, 163.0, 153.1, 135.7, 134.9, 129.4, 129.3, 125.7, 123.7, 123.4, 121.6, 103.0,
57.2, 57.1, 44.8, 44.5, 44.2, 37.1, 36.7. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 540.161
[M+H]", berechnet fiir C24H26CIF3N504: 540.163. UV/Vis (Phosphatpuffer pH 2.1): A/ nm (g
/ M™' em™) = 507 (10300), 367 (11200), 348 (8600), 332 (5100). Fluoreszenz
(Phosphatpuffer pH 2.1, Aex = 470 nm): Amax / nm = 560; @ = 0.39.

N,N’-Bis(3‘-trimethylammoniumpropyl-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbon-
sdurebisimid diiodid (63)
N,N’-Bis(3‘-dimethylaminopropyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsdurebisimid
(62) (1.00 g, 1.98 mmol) wurde in 90.0 ml Toluol vorgelegt. AnschlieBend wurde lodmethan
(2.27 g, 1.00 ml, 16.0 mmol) zugetropft und 2 h bei 140 °C geriihrt. Nach Abkiihlen wurde
der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit Diethylether gewaschen und unter

Vakuum getrocknet.

[ 1 63

Ausbeute: 1.39 g (1.76 mmol, 89%) hellbrauner Feststoff. Smp.: 169-174 °C.

'TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 8.61 (s, 2H), 4.12 (t, °J = 6.5 Hz, 4H), 3.46 (m, 4H),
3.04 (s, 18H), 2.14 (m, 4H). BC-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § = 161.1, 160.7, 137.6, 134.1,
127.0, 126.3, 122.5, 63.2, 52.2, 37.7, 21.4. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 661.088 [M-
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1%, berechnet fiir C26H32C12IN4O4: 661.084. UV/Vis (Methanol): A/ nm (¢ / M~' em™) = 397
(10300), 377 (10900), 357 (16000).

N,N’-Bis(3‘-trimethylammoniumpropyl)-2-((S)-2’’-aminopropionsiureamin)-6-chlor-
1,4,5,8-naphthalin-tetracarbonsiurebisimid dichlorid (652)
N,N’-Bis(3’-trimethylammoniumpropyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonséure-
bisimid diiodid (63) (100 mg, 190 pmol) und (S)-3-Amino-2(tert-
butoxycarbonyl)aminopropionséure (Boc-Dap-OH) (114 mg, 560 pmol) wurden in 5.0 ml
trockenem DMSO unter Stickstoffatmosphére vorgelegt. AnschlieBend wurde 1.5 h bei 60 °C
gerithrt. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum abdestilliert. Der erhaltene Riickstand
wurde sdulenchromatographisch mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA = 25/74.9/0.1)
gereinigt. Der Feststoff wurde in 1 M HCI aufgenommen und an der Lyophyle getrocknet.
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Ausbeute: 50.0 mg (74.0 umol, 39%) rosa Feststoff. Smp.: 275-279 °C.

'TH-NMR (MeOD, 400 MHz): § = 8.59 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 4.47 (m, 1H), 4.30 (m, 6H), 3.57
(m, 4H), 3.16 (s, 18H), 2.28 (m, 4H); COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-
NMR (CD30D, 101 MHz): 6 = 169.8, 167.0, 163.4, 163.3, 162.5, 152.7, 135.2, 134.2, 129.1,
128.8, 125.1, 123.1, 122.8, 121.0, 102.7, 65.6, 53.6, 53.5, 43.6, 39.0, 38.4, 23.2, 23.1. HRMS
(ESI, positiv, Methanol): m/z 301.132 [M]*", berechnet fiir C20H30CIN6Os: 301.130. UV/Vis
(Cacodylat Puffer pH 5.0): 2/ nm (¢ / M~ cm™!) = 519 (9100), 369 (9400), 351 (7500), 333
(5000). Fluoreszenz (Cacodylat Puffer pH 5.0, Aex =470 nm): Amax / nm = 581; @ =0.21.

N,N’-Bis(3’-trimethylammoniumpropyl)-2-((S)-5’’-aminocapronsidureamin)-6-chlor-
1,4,5,8-naphthalintetracarbonsaurebisimid dichlorid (65b)
N,N’-Bis(3’-trimethylammoniumpropylamin)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbon-
sdurebisimid diiodid (63) (100 mg, 190 umol) und Boc-Lysin-OH (95.0 mg, 390 umol)
wurden in 5.0 ml trockenem DMSO unter Stickstoffatmosphére vorgelegt. AnschlieBend

127



Kapitel VI Experimenteller Teil

wurde 2 h bei 65 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum abdestilliert. Der
erhaltene Riickstand wurde mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA = 25/74.9/0.1) gereinigt.
Der Feststoff wurde in 1 M HCI aufgenommen und an der Lyophyle getrocknet.

Ausbeute: 60.0 mg (83.7 mmol, 44%) rosa Feststoff. Smp.: 272-276 °C.

TH-NMR (MeOD, 400 MHz): § = 8.34 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 4.26 (m, 4H), 4.07 (t, °J =
6.2 Hz, 1H), 3.69 (t,*J = 6.9 Hz, 2H), 3.57 (m, 4H), 3.17 (s, 18H), 2.27 (m, 4H), 2.12-1.70
(m, 6H); COOH- und NH-Protonen sind nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3;0D, 101 MHz): J =
171.7, 166.9, 163.4, 163.3, 162.5, 152.9, 135.0, 133.3, 129.3, 128.6, 124.7, 123.0, 122.4,
121.6, 100.6, 65.6, 53.8, 53.6, 43.7, 39.0, 38.4, 31.2, 30.0, 23.6, 23.2, 23.1. HRMS (ESI,
positiv, Methanol): m/z 322.155 [M]*', berechnet fiir C32HasCINeOs: 322.153. UV/Vis
(Cacodylat Puffer pH 5.0): 2/ nm (¢ / M~! em™) = 540 (9200), 370 (8800), 352 (7700), 335
(5600). Fluoreszenz (Cacodylat Puffer pH 5.0, Aex =470 nm): Amax / nm = 602; @ = 0.10.

N,N’-Bis(3’-dimethylaminopropyl)-2-(2’’-dimethylaminoethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsiurebisimid (64)
N,N’-Bis(3‘-dimethylaminopropyl)-2,6-dichlor-1,4,5,8-naphthalintetracarbonsdurebis-

imid (62) (100 mg, 198 umol) wurde in 16.0 ml CH3CN unter Stickstoffatmosphére
vorgelegt. AnschlieBend wurde 2-Dimethylaminoethylamin (52.0 mg, 64.5 pl, 0.59 mmol)
zugetropft und 4 h bei 70 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber
Silicagel (CH2Cl2/MeOH/NEts = 93/6.9/0.1 = 90/9.9/0.1) gereinigt. Der Feststoff wurde
unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 66.0 mg (118 umol, 60%) roter Farbstoff. Smp.: 164-168 °C.

'TH-NMR (CD3OD, 400 MHz): 6 = 8.61 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 4.29 (m, 4H), 4.16 (m, 2H),
3.59 (m, 2H), 3.28 (m, 4H), 3.03 (s, 6H), 2.93 (s, 12H), 2.20 (m, 4H); NH-Protonen sind
nicht sichtbar. 3C-NMR (CD3OD, 101 MHz): § = 167.0, 163.5, 162.6, 162.1, 161.8, 161.4,
161.1, 152.7, 135.2, 134.1, 129.2, 128.9, 125.0, 123.2, 122.8, 121.1, 118.9, 116.0, 102.3,
57.2, 56.7, 43.8, 43.5, 38.8, 38.2, 24.5. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 557.264
[M+H]*, berechnet fiir C2sH3sCIN6O4: 557.264. UV/Vis (Methanol): A / nm (¢ / M! em™) =
524 (10800), 364 (9500), 347 (8200), 329 (6400).

N,N -Bis(3‘-trimethylammoniumpropyl)-2-(2¢¢-dimethylaminoethylamin)-6-chlor-
1,4,5,8-naphthalintetracarbonsiurebisimid trichlorid (66)
N,N’-Bis(3*-dimethylaminopropyl)-2-(2‘‘-dimethylaminoethylamin)-6-chlor-1,4,5,8-
naphthalintetracarbonsdurebisimid (64) (90.0 mg, 161 pumol) wurde in 16.0 ml Acetonitril
vorgelegt. Anschliefend wurde lodmethan (77.8 mg, 34.0 ul, 548 umol) zugegeben und 3
Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch mittels RP-HPLC (CH3CN/H20/TFA = 20/79.9/0.1) gereinigt. Der
Feststoff wurde in 1 M HCI aufgenommen und an der Lyophyle getrocknet.

|-

Ausbeute: 50.0 mg (70.5 umol, 44%) roter Feststoff. Smp.: 262-264 °C.

TH-NMR (CD:0D, 400 MHz): 6 = 8.61 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 4.28 (m, 6H), 3.84 (t, °J =
6.8 Hz, 2H), 3.54 (m, 4H), 3.34 (s, 9H), 3.14 (s, 18H), 2.27 (m, 4H); NH-Protonen sind nicht
sichtbar. 3C-NMR (D20, 101 MHz): = 165.3, 162.46, 162.42, 161.5, 150.9, 134.0, 132.9,
127.2, 126.6, 122.9, 120.9, 120.6, 120.2, 100.6, 63.9, 53.6, 52.9, 38.0, 37.3, 36.8, 21.3.
HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 200.442 [M]*", berechnet fiir C31H4sCINsO4: 200.442.
UV/Vis (Cacodylat Puffer pH 5.0): 2 / nm (¢ / M~! em™) = 518 (9400), 368 (9800), 350
(7900), 332 (5100). Fluoreszenz (Cacodylat Puffer pH 5.0, Aex = 470 nm): Amax / nm = 573;
Dr=0.32.
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N,N’-Bis(2’-dimethylaminoethyl)-1,7-dibromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsiure-
bisimid (68)!'%®!

1,7-Dibromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsiurebisanhydrid (67) (350 mg, 640 umol) wurde
unter Argonatmosphédre in 5.30 ml trockenem DMF und 3.60 ml Dioxan vorgelegt.
Anschlieend wurde 2-Dimethylaminoethylamin (124 mg, 154 pl, 1.41 mmol) zugetropft und
2h bei 85°C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde destilliertes Wasser
zugegeben und der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit destilliertem Wasser
gewaschen und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels

Sdulenchromatographie liber Kieselgel (CH2Cl2/MeOH/NEts = 93:6.5:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 368 mg (530 umol, 84%) dunkelroter Feststoff. Smp.: > 300 °C.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5= 9.48 (d, 2H, *J = 8.2 Hz), 8.92 (s, 2H), 8.70 (d, 2H, 3J =
8.2 Hz), 4.36 (m, 4H), 2.68 (m, 4H), 2.36 (s, 12H). 3C-NMR (CDCIl3, 101 MHz): ¢ = 163.0,
162.5, 138.2, 133.1, 133.0, 130.2, 129.4, 128.6, 127.1, 123.3, 122.8, 120.9, 57.1, 45.9, 38.6.
HRMS (ESI, positiv, Acetonitril/Chloroform 1:1): m/z 691.037 [M+H]", berechnet fiir
C32H27BraN4O4: 691.030. UV/Vis (CHCI3/MeOH 4:1): 4/ nm (¢ / M~ em™) = 526 (40600),
490 (27600), 459 (11000). Fluoreszenz (CHCI3/MeOH 4:1, Aex = 480 nm): Amax / nm = 551;
@x = 0.03.

N,N’-Bis(2’-dimethylaminoethyl)-1,7-di(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsaurebisimid (70a)

Unter Argonatmosphire wurde Natriumhydrid (20.3 mg, 850 umol) vorgelegt und
anschlieBend unter Riihren 2-Hydroxymethyl-15-krone-5 (69a) (182 mg, 730 umol) in
2.00 ml trockenem THF zugetropft. Nach 10 min Riihren bei Raumtemperatur wurde
innerhalb 5 min N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1,7-dibromperylen-3,4:9,10-
tetracarbonsédurebisimid (68) (100 mg, 150 umol) in 7.50 ml trockenem THF zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 19h bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend das

Losungsmittel  unter  Vakuum  entfernt. Das  Rohprodukt  wurde  mittels
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Saulenchromatographie iiber basischem Aluminiumoxid (Aktivititsstufe III) (CHCIz/MeOH
= 99.5:0.5 = 99:1) und deaktiviertem Silicagel (CH2Cl2/MeOH/NEt; = 96:3.5:0.5 >
94:5.5:0.5) gereinigt. AnschlieBend wurde Triethylamin mittels Saulenfiltration (basisches
Aluminiumoxid (III): CH2Cl2:MeOH = 99:1) und Lyophilisation entfernt. Der Feststoff

wurde mit Hexan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 58.0 mg (60.0 pmol, 39%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 235-239 °C.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz,): §=9.73 (d, 2H, *J = 8.3 Hz), 8.57 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz), 8.54
(s, 2H), 4.66 (m, 2H), 4.51 (m, 2H), 4.38 (m, 4H), 4.25 (m, 2H), 4.10-3.67 (m, 36H), 2.72 (m,
4H), 2.40 (s, 12H). BC-NMR (CDCIls, 151 MHz): § = 163.7, 163.6, 156.8, 134.0, 129.2,
129.2, 129.0, 123.6, 123.1, 121.8, 121.1, 117.7, 78.35, 78.33, 71.7-70.4, 56.7, 45.4, 37.8.
HRMS (ESI, positiv, Acetonitril/Chloroform 1:1): m/z 1029.471 [M+H]", berechnet fiir
Cs4HeoN4O16: 1029.471. UV/Vis (CH3CN): 4 / nm (¢ / M~! ecm™) = 560 (35700), 524
(26100), 485 (9600). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 500 nm): Amax / nm = 591; & = 0.10.

~ 70a

N,N’-Bis(2¢-dimethylaminoethyl)-1,7-di(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsaurebisimid (70b)

Unter Argonatmosphire wurde Natriumhydrid (20.3 mg, 850 umol) vorgelegt und
anschliefend unter Riihren 2-Hydroxymethyl-18-krone-6 (69b) (214 mg, 730 umol) in
2.50 ml trockenem THF zugetropft. Nach 5 min Riithren bei Raumtemperatur wurde
innerhalb 5 min N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1,7-dibromperylen-3,4:9,10-
tetracarbonsédure-bisimid (68) (100 mg, 150 umol) in 7.00 ml trockenem THF zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das
Losungsmittel  unter ~ Vakuum  entfernt. Das  Rohprodukt  wurde  mittels
Sdulenchromatographie iiber basischem Aluminiumoxid (Aktivitétsstufe I11) (CHCIs/MeOH
= 99.5:0.5 = 98:2) und deaktiviertem Silicagel (CH2Cl2/MeOH/NEt; = 95:4.5:0.5 >
92:7.5:0.5) gereinigt. AnschlieBend wurde Triethylamin mittels Sdulenfiltration (basisches
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Aluminiumoxid (III): CH2Cl2:MeOH = 98:2) und Lyophilisation entfernt. Der Feststoff

wurde mit Hexan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

N 700

Ausbeute: 90.0 mg (80.0 pmol, 55%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 109-111 °C.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 5= 9.71 (d, 2H, °J = 8.4 Hz), 8.57 (d, 2H, *J = 8.4 Hz), 8.54
(s, 2H), 4.65 (m, 2H), 4.58 (m, 2H), 4.38 (m, 4H), 4.24 (m, 2H), 3.66-4.00 (m, 44H), 2.70 (m,
4H), 2.38 (s, 12H). 3C-NMR (CDCl;, 101 MHz): 6 = 163.8, 163.7, 156.9, 134.1, 129.5,
129.4, 129.1, 123.9, 123.4, 122.1, 121.5, 118.0, 77.74, 77.75, 71.5-70.3, 57.1, 45.9, 38.4.
HRMS (ESI, positiv, Acetonitril/Chloroform 1:1): m/z 1117.524 [M+H]’, berechnet fiir
CssH77N4O1s: 1117.523. UV/Vis (CH3CN): 4 / nm (¢ / M™! ecm™) = 560 (35600), 524
(26000), 485 (9500). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 510 nm): Amax / nm = 590; @ = 0.12.

N,N’-Bis(2¢-trimethylammoniumethyl)-1,7-di(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-
tetracarbonsaurebisimid (71a)
N,N’-Bis(2-dimethylaminoethyl)-1,7-di(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsdurebisimid (70a) (20.0 mg, 20.0 umol) wurde in 845 ul Toluol vorgelegt.
Anschliefend wurde lodmethan (22.1 mg, 9.68 pl, 160 umol) zugetropft und 2.5 h bei 128 °C
geriihrt. Nach Abkiithlen wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit

Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 25.0 mg (20.0 pmol, 98%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 296 °C (Zersetz.).
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IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 9.73 (d, 2H, %/ = 8.3 Hz), 8.52 (d, 2H, *J = 8.4 Hz),
8.48 (s, 2H), 4.70 (m, 2H), 4.53 (m, 6H), 4.20 (m, 2H), 3.93-3.56 (m, 40H, Uberlappung der
Protonen vom Kronenether und der CH2-Gruppe (N(CH3)3)%), 3.25 (s, 18H). BC-NMR
(DMSO-ds, 151 MHz,): 162.8, 162.7, 156.6, 133.1, 128.6, 128.5, 123.2, 123.1, 121.1, 120.7,
117.9, 77.2, 70.6-69.6, 61.9, 52.5, 33.8. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 529.254 [M]*",
berechnet fiir CseH74N4O16>": 529.254. UV/Vis (CH3CN): A / nm (¢ / M! ecm™) = 566
(47000), 528 (29800), 490 (10800). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 505 nm): Amax / nm = 598;
& =0.73.

N,N’-Bis(2‘-trimethylammoniumethyl)-1,7-di(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-
tetracarbonsiurebisimid (71b)
N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1,7-di(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsdurebisimid (70b) (10.0 mg, 9.00 umol) wurde in 400 ul Toluol vorgelegt.
Anschlieend wurde Iodmethan (10.3 mg, 4.50 pl, 70.0 pmol) zugetropft und 2 h bei 129 °C
geriihrt. Nach Abkiithlen wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit

Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 10.0 mg (7.00 pmol, 80%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 286 °C (Zersetz.).

TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 9.75 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz), 8.55 (d, 2H, °J = 8.4 Hz),
8.52 (s, 2H), 4.74 (m, 2H), 4.60 (m, 2H), 4.53 (m, 4H), 4.19 (m, 2H), 3.55-3.90 (m, 48H,
Uberlappung der Protonen vom Kronenether und der CHz-Gruppe der Imidsubstituenten,
3.24 (s, 18H). 13C-NMR (DMSO-ds, 151 MHz): 6 =162.7, 162.6, 156.4, 132.9, 128.5, 128.3,
123.0, 122.9, 120.9, 120.6, 117.6, 76.7, 70.3-69.2, 62.0, 52.5, 33.8. HRMS (ESI, positiv,
Acetonitrile/Chloroform 1:1): m/z 573.280 [M]**, berechnet fiir CeoHs2N4O1s>*: 573.280.
UV/Vis (CH3CN): 4 / nm (¢ / M7 ecm™) = 566 (47800), 528 (30000), 490 (10100).

Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 520 nm): Amax / nm = 597; &r = 0.81.
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N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-bromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsiurebisimid (73)

Ein 40:60 Gemisch aus mono- und dibrom-Perylenbisanhydrid 72 (3.00 g (Mono-Br: 1.20 g,
2.55 mmol, Di-Br: 1.80 g, 3.27 mmol) wurde unter Stickstoffatmosphére in 64.0 ml N-
Methyl-2-pyrrolidon vorgelegt. AnschlieBend wurden Essigsdure (1.59 g, 26.5 mmol) und
Cyclohexylamin (1.59 g, 1.85 ml, 16.1 mmol) zugegeben und 5 h bei 85 °C geriihrt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der Feststoff abfiltriert, mit 200 ml Methanol
gewaschen und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch tliber Kieselgel (CH2Cl2) gereinigt.
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Ausbeute: 700 mg (1.11 mmol, 43%) roter Feststoff. Smp.: > 300 °C.

'H-NMR (CDCls, 600 MHz): 6 = 9.80 (d, 1H, *J = 8.1 Hz), 8.90 (s, 1H), 8.69 (m, 3H), 8.60
(d, 2H, 3J = 8.1 Hz), 5.03 (m, 2H), 2.56 (m, 4H), 1.92 (m, 4H), 1.76 (m, 6H), 1.47 (m, 6H),
1.35 (m, 4H). BC-NMR (CDCl3, 151 MHz): § = 164.1, 163.8, 163.7, 162.8, 139.1, 134.0,
133.6, 131.1, 130.6, 128.9, 128.8, 128.3, 128.1, 127.1, 124.2, 124.0, 123.9, 123.7, 123.4,
123.1, 121.0, 54.3, 54.1, 29.26, 29.20, 26.67, 26.63, 25.56, 25.53. HRMS (ESI, positiv,
Chloroform/Acetonitril): m/z 655.119 [M+Na]*, berechnet fiir C3sH20BrN2NaO4: 655.120.
UV/Vis (CHCl3): A / nm (¢ / M! cm™) = 524 (49400), 489 (31800), 457 (11800).
Fluoreszenz (CHCI3, Aex = 480 nm): Amax / nm = 541; @ = 1.00.

1-Bromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsiurebisanhydrid (74)

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-bromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsdurebisimid (73) (250 mg,
40.0 umol) wurde in 45.0 ml #Butanol und 1.00 ml destilliertem Wasser vorgelegt.
Anschliefend wurde Kaliumhydroxid (2.22 g, 39.6 mmol) zugegeben und 23 h bei 90 °C
geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung langsam in
100 ml Essigsdure getropft und iiber Nacht (24 h) stehengelassen. Der ausgefallene Feststoff
wurde abfiltriert und mit destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde der Feststoff
in 31.0 ml konzentrierter Schwefelsdure gelost und die Ldsung langsam in 200 ml

destilliertes Wasser gegeben. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit einer
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groBen Menge destilliertem Wasser gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum

entfernt (14 h, 100 °C).
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Ausbeute: 190 mg (40.0 umol, 99%) schwarz-roter Feststoff. Smp.: > 300 °C.

TH-NMR (D2S04, 400 MHz): 6 = 10.26 (d, 1H, °J = 8.4 Hz), 9.28 (s, 1H), 9.07 (m, 5H). 13C-
NMR (D2SO4, 101 MHz): 6 = 162.3, 161.6, 161.0, 159.4, 140.4, 134.9, 133.7, 133.4, 132.7,
128.2, 126.9, 126.7, 125.3, 124.2, 123.8, 122.9, 120.9, 113.8, 113.6, 112.8, 112.5.

N,N’-Bis(2’-dimethylaminoethyl)-1-bromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsaurebisimid (75)
1-Bromperylen-3,4:9,10-tetracarbonsdurebisanhydrid (74) (160 mg, 340 umol) wurde unter
Stickstoffatmosphire in 2.83 ml trockenem DMF und 1.88 ml Dioxan vorgelegt.
AnschlieBend wurde 2-Dimethylaminoethylamin (66.3 mg, 82.1 ul, 750 umol) zugetropft
und 35min bei 75°C unter Stickstoffatmosphidre geriihrt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde destilliertes Wasser zugegeben und der ausgefallene Feststoff
abfiltriert. Dann wurde mit destilliertem Wasser gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel (CH2Cl2/MeOH/NEts
= 95:4.5:0.5) und anschlieBend iiber deaktiviertem Kieselgel (CH2Cl/MeOH = 93:7)

gereinigt.
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Ausbeute: 108 mg (180 umol, 52%) dunkelroter Feststoff. Smp.: 162-164 °C.

'TH-NMR (CDCI3/CD30D, 400 MHz): § = 9.57 (d, 1H, °J = 8.3 Hz), 8.66 (s, 1H), 8.46 (m,
3H), 8.39 (m, 2H), 4.22 (m, 4H), 2.61 (m, 4H), 2.27 (s, 6H), 2.26 (s, 6H). BC-NMR
(CDCl3/CD30OD, 151 MHz): 6 = 163.8, 163.5, 163.4, 162.6, 139.1, 134.2, 133.97, 133.95,
133.8, 131.26, 131.21, 130.7, 128.8, 128.7, 128.2, 127.9, 127.1, 124.1, 123.35, 123.30, 123.2,
123.0, 122.6, 121.0, 56.5, 45.3, 45.2, 37.8, 37.7. HRMS (ESI, positiv, Methanol/Chloroform
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1:1): m/z 611.128 [M+H]", berechnet fiir C32H2sBrN4O4: 611.129. UV/Vis (CHCl3): 2/ nm (&
/ M~t em™) = 527 (44200), 490 (30400), 459 (11700). Fluoreszenz (CHCI3, Aex = 480 nm):
Amax / nm = 547, @Dr=0.04.

N,N -Bis(2’-dimethylaminoethyl)-1-(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsiurebisimid (76a)

Unter Stickstoffatmosphdre wurde Natriumhydrid (20.3 mg, 850 umol) vorgelegt und
anschlieBend unter Riihren 2-Hydroxymethyl-15-krone-5 (69a) (182 mg, 730 umol) in
2.00 ml trockenem THF zugetropft. Nach 10 min Riithren bei Raumtemperatur wurde
innerhalb 5 min N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1-bromperylen-3,4:9,10-
tetracarbonsdurebisimid (75) (100 mg, 150 umol) in 7.50 ml trockenem THF zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 19h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das
Losungsmittel  unter ~ Vakuum  entfernt. Das  Rohprodukt  wurde  mittels
Saulenchromatographie iiber basischem Aluminiumoxid (Aktivitétsstufe I1T) (CHCIs/MeOH
= 99.5:0.5 = 99:1) und anschliefend tiber deaktiviertem Silicagel (CH2Cl2/MeOH/NEt; =
96:3.5:0.5 > 94:5.5:0.5) gereinigt. Uberschiissiges Triethylamin wurde mittels
Sdulenfiltration (basisches Aluminiumoxid (III): CH2Cl2:MeOH = 99:1) entfernt. Der

Feststoff wurde mit Hexan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

OHNO

%
LT )
SO S

(@)

Z

0]

NI 76a

Ausbeute: 58.0 mg (60.0 umol, 39%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 226-232 °C.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.67 (d, 1H, 3J = 8.4 Hz), 8.63-8.52 (m, 5H), 8.44 (s, 1H),
4.67 (m, 1H), 4.53 (m, 1H), 4.39 (m, 4H), 4.30 (m, 1H), 4.14-3.69 (m, 18H), 2.77 (m, 4H),
2.43 (s, 6H), 2.42 (s, 6H). BC-NMR (CDCls, 151 MHz): § = 163.8, 163.7, 163.6, 163.3,
157.9, 134.8, 134.1, 131.9, 130.7, 129.09, 129,02, 128.9, 128.4, 127.0, 124.2, 123.9, 123.7,
122.8, 122.6, 122.1, 121.6, 121.0, 118.8, 78.2, 71.8, 71.2, 71.0-70.4, 56.95, 56.91, 45.7, 45.6,
38.2, 38.0. HRMS (ESI, positiv, Acetonitril/Chloroform): m/z 781.345 [M+H]", berechnet
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fiir C43H49N4O10: 781.344. UV/Vis (CH3CN): A / nm (¢ / M~! em™) = 544 (30000), 512
(25100). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 480 nm): Amax / nm = 576; @ = 0.05.

N,N’-Bis(2¢-dimethylaminoethyl)-1-(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonséurebisimid (76b)

Unter Stickstoffatmosphdre wurde Natriumhydrid (10.2 mg, 260 umol) vorgelegt und
anschlieBend unter Riithren 2-Hydroxymethyl-18-Krone-6 (69b) (72.3 mg, 250 pumol) in
2.00 ml trockenem THF zugetropft. Nach 5 min Riihren bei Raumtemperatur wurde
innerhalb 10 min N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1-bromperylen-3,4:9,10-
tetracarbonsédurebis-imid (69) (60.0 mg, 100 umol) in 4.00 ml trockenem THF zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend das
Losungsmittel  unter  Vakuum  entfernt. Das  Rohprodukt  wurde  mittels
Sdulenchromatographie iiber basischem Aluminiumoxid (Aktivitétsstufe II1) (CHCl3/MeOH
= 100:0 - 98:2) und anschlieBend iiber deaktiviertem Silicagel (CH2Cl2/MeOH/NEt; =
97:2.5:0.5 - 96:3.5:0.5) gereinigt. Uberschiissiges Triethylamin wurde mittels
Sdulenfiltration (basisches Aluminiumoxid (III): CH2Cl2:MeOH = 98:2) entfernt. Der

Feststoff wurde mit Hexan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 20.0 mg (20.0 umol, 25%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 219-223 °C.

TH-NMR (CDCl3, 600 MHz): § = 9.35 (d, 1H, *J = 8.3 Hz), 8.39 (d, 1H, 3J = 8.3 Hz), 8.30
(m, 2H), 8.21 (m, 1H), 8.13 (m, 2H), 4.54 (m, 1H), 4.49 (m, 1H), 4.29 (m, 5H), 4.08-3.70 (m,
22H), 2.68 (m, 4H), 2.38 (s, 6H), 2.37 (s, 6H). BC-NMR (CDCl3, 151 MHz): 6 = 163.4,
163.3, 163.2, 162.9, 157.4, 134.1, 134.0, 133.4, 131.5, 130.1, 128,68, 128.60, 128.5, 127.7,
126.3, 123.7, 123.6, 123.3, 122.5, 122.3, 121.7, 121.4, 120.2, 118.0, 77.4, 71.5-70.2, 57.02,
57.01, 45.9, 38.4, 38.3. HRMS (ESI, positiv, Chloroform/Acetonitril): m/z 825.370 [M+H]",
berechnet fiir C4sHs2N4O11: 825.371. UV/Vis (CH3CN): 1/ nm (¢ / M~! em™) = 545 (24900),
512 (22900). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 485 nm): Amax / nm = 576; & = 0.07.

137



Kapitel VI Experimenteller Teil

N,N’-Bis(2’-trimethylammoniumethyl)-1-(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-
tetracarbonsaurebisimid diiodid (77a)
N,N’-Bis(2’-dimethylaminoethyl)-1-(oxymethyl-15-krone-5)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsdurebisimid (76a) (25.0 mg, 32.0 umol) wurde in 1.42ml Toluol vorgelegt.
AnschlieBend wurde Iodmethan (36.4 mg, 16.0 ul, 260 umol) zugetropft und 2.5 h bei 128 °C
geriihrt. Nach Abkiihlen wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit

Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 28.4 mg (26.5 pmol, 83%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 224 °C (Zersetz.).
'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § = 9.77 (d, 1H, *J = 8.5 Hz), 9.04 (d, 1H, 3J = 8.3 Hz),
9.01 (d, 1H, 3J = 8.0 Hz), 8.65 (d, 1H, *J = 8.0 Hz), 8.63 (d, 1H, *J = 8.3 Hz), 8.55 (d, 1H, *J
= 7.9 Hz), 8.49 (s, 1H), 4.77 (m, 1H), 4.58 (m, 1H), 4.51 (m, 4H), 4.24 (m, 1H), 3.94-3.56
(m, 22H, Uberlappung der Protonen vom Kronenether und der CHz-Gruppe der
Imidsubstituenten, 3.23 (s, 18H). 3C-NMR (DMSO-ds, 151 MHz): § = 163.1, 162.9, 162.8,
162.5, 157.7, 134.5, 134.2, 133.5, 131.3, 130.6, 128.7, 128.6, 128.4, 127.7, 126.4, 124.9,
124.0, 123.7,123.2, 122.6, 122.2, 121.3, 119.9, 118.9, 77.2, 70.8, 70.6, 70.1-69.6, 61.8, 52.5,
33.8, 33.7. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z 405.192 [M]*", berechnet fiir
C4sHs54N4O10°": 405.191. UV/Vis (CH3CN): 1 / nm (¢ / M~ em™) = 548 (43100), 514
(31700). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 480 nm): Amax / nm = 584; &r = 0.49.

N,N’-Bis(2¢-trimethylammoniumethyl)-1-(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-
tetracarbonsiurebisimid (77b)
N,N’-Bis(2°-dimethylaminoethyl)-1-(oxymethyl-18-krone-6)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsdurebisimid (76b) (8.50 mg, 10.0 umol) wurde in 300 ul Toluol vorgelegt.
Anschliefend wurde Iodmethan (11.7 mg, 5.13 pl, 0.08 mmol) zugetropft und 3 h bei 129 °C
geriihrt. Nach Abkiithlen wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Dann wurde mit

Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 8.00 mg (7.00 pmol, 70%) dunkelvioletter Feststoff. Smp.: 226 °C (Zersetz.).

TH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 = 9.78 (d, 1H, *J = 8.3 Hz), 9.05 (d, 1H, *J = 8.2 Hz),
9.01 (d, 1H, 3J = 8.5 Hz), 8.65 (m, 2H), 8.56 (d, 1H, *J = 8.0 Hz), 8.52 (s, 1H), 4.79 (m, 1H),
4.65 (m, 1H), 4.51 (m, 4H), 4.23 (m, 1H), 3.91-3.54 (m, 26H, Uberlappung der Protonen vom
Kronenether und der CH2-Gruppe der Imidsubstituenten, 3.23 (s, 18H). 13C-NMR (DMSO-
ds, 151 MHz): 6 = 163.1, 162.9, 162.8, 162.5, 157.7, 134.5, 134.2, 133.5, 131.4, 130.6, 128.7,
128.6, 128.5, 127.7, 126.4, 124.9, 124.0, 123.8, 123.3, 122.6, 122.2, 121.4, 120.0, 118.9,
76.7,70.4, 70.3, 70.1-69.9, 69.1, 61.9, 52.5, 33.8, 33.7. HRMS (ESI, positiv, Methanol): m/z
427.204 [M]*, berechnet fiir C47HssN4O11%*: 427.205. UV/Vis (CH3CN): A / nm (¢ / M~!
cm™') = 548 (43600), 514 (31500). Fluoreszenz (CH3CN, Aex = 480 nm): Amax / nm = 583;

@& =0.51.
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Zu Kapitel III: 1.1. Donor-Akzeptor-funktionalisierte wasserlosliche Naphthalinbisimide
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Abbildung A1l. Potentiometrische Titration der NBIs (a) 60c und (b) 61¢ mit NaOH-Losung bei 23 °C.

Zu Kapitel III: 1.2. Kerndihalogeniertes Naphthalinbisimid als chemischer Aminsensor
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Abbildung A2. 'H-NMR (CDs;OD, 400 MHz) Spektren von NBI58 (rot) und NBI 58 + 2-Dimethylaminoethylamin
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(schwarz).
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Zu Kapitel III: 1.3. Kationische Naphthalinbisimide fir die Wechselwirkung mit

Nukleinsduren
b
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Abbildung A3. (a) Schmelzkurve von polyA-polyU bei der Zugabe von NBI 65a,b und 66 (» = 0.3 ([NBI]/[Polynukleotid]))

(Cacodylatpuffer pH 5.0, I = 0.05 M); (b) Erste Ableitungsfunktion der Absorption von der Temperatur.
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Abbildung A4. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65a (¢ = 1.00 x 10° M, Acx = 470 nm) bei der Zugabe von
ct-DNS (¢ = 1.24 x 107° - 7.38 x 10> M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25 °C. (b) Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit
von 65a bei Amax = 580 nm zu c(ct-DNS) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A5. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65b (¢ = 1.00 x 107° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
ct-DNS (¢ = 1.15 x 107° = 3.45 x 10> M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25 °C. (b) Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit
von 65b bei Amax = 601 nm zu ¢(ct-DNS) (Cacodylatpuffer pH 5.0, 7 = 0.05 M).
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Abbildung A6. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 66 (¢ = 1.00 x 107 M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
ct-DNS (¢ = 1.15x 107° - 2.99 x 10°> M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25 °C. (b) Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit
von 66 bei Amax = 575 nm zu c(ct-DNS) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A7. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65a (¢ = 1.00 x 107 M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von

poly(dA-dT)2

€ =

7.50x107-1.29x10*M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der

Fluoreszenzintensitit von 65a bei Amax = 580 nm zu c(poly(dA-dT)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A8. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65b (¢ = 1.00 x 107° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
poly(dA-dT): (¢ = 7.50x107-4.43x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhéngigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 65b bei Amax = 601 nm zu c(poly(dA-dT)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, 7= 0.05 M).
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Abbildung A9. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 66 (¢ = 1.00 x 107° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
poly(dA-dT)2 (¢ = 849x107-1.59x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 66 bei Amax = 575 nm zu c(poly(dA-dT)2) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A10. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65a (¢ = 1.00 x 100 M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
polyA-polyU (¢ = 125x10°-8.60x 10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 65a bei Amax = 580 nm zu c(polyA-polyU) (Cacodylatpuffer pH 5.0, 7 = 0.05 M).
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Abbildung A11. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 65b (c = 1.00 x 10° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von

polyA-polyU (¢ = 8.70x107-430x 10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der

Fluoreszenzintensitit von 65b bei Amax = 601 nm zu ¢(polyA-polyU) (Cacodylatpuffer pH 5.0, 7 = 0.05 M).
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Abbildung A12. (a) Anderungen in den Fluoreszenzspektren von 66 (¢ = 1.00 x 10° M, Aex = 470 nm) bei der Zugabe von
polyA-polyU (¢ = 4.99x107-9.41x10°M) in Cacodylatpuffer pH 5.0 bei 25°C. (b) Abhingigkeit der
Fluoreszenzintensitit von 66 bei Amax = 575 nm zu c(polyA-polyU) (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A13. CD-Titration von NBI (a) 65a, (b) 65b und (c) 66 mit ct-DNS (c
Verhiltnissen von » = [NBI]/[Polynukleotid] bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A14. CD-Titration von NBI (a) 65a, (b) 65b und (c) 66 mit polyA-polyU (¢ = 2.00 x 10~ M) bei molaren
Verhiltnissen von » = [NBI]/[Polynukleotid] bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A15. CD-Titration von NBI (a) 65a, (b) 65b und (c) 66 mit poly(dA-dT)2 (¢ = 2.00 x 10~ M) bei molaren
Verhiltnissen von » = [NBI]/[Polynukleotid] bei 25 °C (Cacodylatpuffer pH 5.0, /= 0.05 M).
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Abbildung A16. Kalorimetrische Titrationen von NBI 65a in eine (a) ct-DNS, (b) poly(dA-dT). und (c) polyA-polyU

Losung in Cacodylatpuffer bei 298 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer NBI 65a-Losung. Unten:

Grafische Auftragung der freigegebenen Wirme/Mol pro Injektion gegen das molare Verhéltnis von NBI65a zu

Polynukleotid.
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Abbildung A17. Kalorimetrische Titrationen von NBI 65b in eine (a) ct-DNS, (b) poly(dA-dT). und (c) polyA-polyU
Losung in Cacodylatpuffer bei 298 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer NBI 65b-Losung. Unten:
Grafische Auftragung der freigegebenen Wirme/Mol pro Injektion gegen das molare Verhiltnis von NBI 65b zu

Polynukleotid.
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Abbildung A18. Kalorimetrische Titrationen von NBI 66 in eine (a) ct-DNS, (b) poly(dA-dT)2 und (c) polyA-polyU Losung
in Cacodylatpuffer bei 298 K. Oben: Erhaltene Daten nach periodischer Injektion einer NBI 66-Losung. Unten: Grafische
Auftragung der freigegebenen Wiarme/Mol pro Injektion gegen das molare Verhéltnis von NBI 66 zu Polynukleotid.
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Zu Kapitel I1I: 2.2. Komplexierung von Metallionen

a) 60 -
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20+
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400

1.01 x 107° M) mit der Zugabe von NaClO, in Acetonitril (0—7.11 x 107° M) bei 23 °C; n

450
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Abbildung A19. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Adex = 520 nm) von PBI 71b in Acetonitril (¢ =

600

650

b) &0-
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40

301

I (a.u.)

20+

10+
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—0

---70

550
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= Molares Verhiltnis von

Na'/PBI 71b. Gezeigt werden Spektren jeweils in der Abwesenheit von Na* (schwarze Linie) und mit 7 Aquivalenten von

Na* (lila, gestrichelte Linie).
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Abbildung A20. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Adex = 520 nm) von PBI 71b in Acetonitril (¢ =

1.01 x 107° M) mit der Zugabe von KCIO, in Acetonitril (0—7.08 x 107> M) bei 23 °C; n

= Molares Verhiltnis von

K*/PBI 71b. Gezeigt werden Spektren jeweils in der Abwesenheit von K* (schwarze Linie) und mit 7 Aquivalenten von K*

(lila, gestrichelte Linie).
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Abbildung A21. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex = 520 nm) von PBI 71b in Acetonitril (¢ =

1.01 x 10-* M) mit der Zugabe von CsClO, in Acetonitril (0—7.10 x 105 M) bei 23 °C; n = Molares Verhiltnis von

Cs'/PBI 71b. Gezeigt werden Spektren jeweils in der Abwesenheit von Cs* (schwarze Linie) und mit 7 Aquivalenten von

Cs" (lila, gestrichelte Linie).
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Abbildung A22. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Adex = 520 nm) von PBI 71b in Acetonitril (¢ =

1.01 x 107* M) mit der Zugabe von Ba(ClO,)2 in Acetonitril (0—7.10 x 10~ M) bei 23 °C; n = Molares Verhiltnis von

Ba2'/PBI 71b. Gezeigt werden Spektren jeweils in der Abwesenheit von Ba>* (schwarze Linie) und mit 7 Aquivalenten von

Ba?" (lila, gestrichelte Linie).
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Abbildung A23. 'H-NMR-Spektren (600 MHz) von PBI71a (¢ = 1.0 x 10* M) in CD3CN bei der Zugabe von 0 —
2.0 Aquivalenten Ba2*-Ionen bei 298 K.
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Abbildung A24. Definierter Bereich des (a) COSY- und (b) ROESY-Spektrums (600 MHz) von PBI71a (¢ =
1.04 x 10~* M) in CD3CN bei der Zugabe von 2.0 Aquivalenten Ba2*-Ionen bei 298 K.
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Abbildung A25. (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Adex = 515 nm) von PBI 77a in Acetonitril (¢ =
1.06 x 10~3 M) mit der Zugabe von Ba(ClO4)2 in Acetonitril (0 — 1.10 x 10 M, 0 — 10.5 Aquiv.) bei 23 °C. Pfeile deuten die

Anderung der Absorption bzw. Fluoreszenz mit zunehmender Menge (Aquivalenten) von Ba(ClO4)2 an.

Zu Kapitel III: 2.3. Komplexierung von Aminosiuren und Dipeptiden mit Bis-18-Krone-6-

PBI

Zur Bindungskonstantenbestimmung wurden die UV- und Fluoreszenzdaten fast aller
Titrationsexperimente auller fiir den Gast L-Tyr mittels Origin sowie ,,Global fitting*
untersucht. Fiir die Giéste, die die Aminosdure Tryptophan beinhalten, konnten UV- und
Fluoreszenzdaten verwendet werden, fiir die mit der Aminosdure Tyrosin hingegen
ausschlieBlich die Fluoreszenzdaten. Die Qualitidt der Fits bzw. Fehler wurde durch die
Standardabweichung abgeschitzt.

e Um die Daten in Origin zu fitten, wurde folgende Gleichung des 1:2-Gleichgewichtes

verwendet: 3]

[H]*K1 *[G]+kang2*[H]*K1 *K2+[G]?
1+K1*[G]+Kq*K,*[G]?

Yobs = Yo + SAHE™ (A1).

Hier Yobs und Yo = Fluoreszenzintensitdt bzw. Extinktionskoeffizient bei der Zugabe von
Gast und freien Wirt, kanc und kang2 = Proportionalititskonstanten fiir den 1:1- und 1:2-
Komplex, [H] und [G] = Konzentrationen des Wirtes und des Gastes und K1 und K> =

Bindungskonstanten fiir das 1:1- und 1:2-Gleichgewicht.

Die Beziehung K1 = 4K> (nicht kooperativ) wurde zuerst benutzt, um einen Startpunkt
fiir K2 zu erlangen. Danach wurden mit Hilfe dieses Werts erneut mittels Gleichung (A1)

Ki und K> ermittelt. Die Anpassung erfolgte manuell bei mindestens zwei
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unterschiedlichen Wellenldngen und die endgiiltigen Bindungskonstanten wurden aus

allen Teilwerten der Fits gemittelt.

e Um die Bindungskonstanten mittels ,,Global fitting* zu erhalten, wurde das Programm
von Pall Thordarson verwendet (http://supramolecular.org). Dieses Programm ist frei
verfligbar und basiert auf Python (dhnlich zu Matlab) mit der gleichen Gleichung (A1)
des 1:2-Gleichgewichtes.!!3%]

Neben UV- und Fluoreszenz-Titrationen wurden auch NMR-Titrationen fiir die Aminosduren
L-Tyr, L-Trp sowie Ala-Trp durchgefiihrt, jedoch war die Bestimmung der
Bindungskonstanten nur mit L-Tyr und L-Trp méglich. Die Protonensignale bei der Zugabe
des Gastes Ala-Trp waren zu breit. Die Qualitit der durchgefiihrten Fits ist jedoch aufgrund

der geringen Anzahl an Datenpunkten nicht sehr gut.
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s = 200
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Abbildung A26. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 107° M) bei der Zugabe von L-Phe (0 — 4.45 x 10 M, 0 — 440 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.
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Abbildung A27. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 107° M) bei der Zugabe von L-Tyr (0 — 1.85 x 102 M, 0 — 180 Aquiv.) in CH;CN:MeOH (9:1) bei 23 °C (gestrichelte
Linie: Stammlosung von PBI 71b/L-Tyr-Komplex). Einfliigung in (b): Grafische Auftragung nach Benesi-Hildebrand in

Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stéchiometrie.
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Abbildung A28. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensitdten (/) von PBI 71b bei verschiedenen Wellenldngen gegen
die Konzentration von L-Tyr in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien spiegeln die nicht-lineare Anpassung gema0

des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A29. (a) Aromatische und (b) aliphatische Regionen der 'H-NMR-Spektren (400 MHz) von PBI 71b (¢ =
1.0 x 10~* M) in CD3CN:CD3OD (9:1) bei der Zugabe von 0 — 40 Aquivalenten von L-Tyr bei 295 K.
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Abbildung A30. Grafische Auftragung der chemischen Verschiebung () von verschiedenen Protonen von PBI 71b gegen
die Konzentration von L-Tyr in CD3CN:CD3;0D (9:1) bei 298 K; die roten Linien spiegeln die nicht-lineare Anpassung

gemdl des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A31. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b

bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von L-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die nicht-lineare Anpassung geméf des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A32. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b

bei verschiedenen Wellenlédngen gegen die Konzentration von L-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die globale Anpassung gemél des 1:2-Fittingmodells wider.
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Abbildung A33. (a) Aromatische und (b) aliphatische Regionen der 'H-NMR-Spektren (400 MHz) von PBI71b (¢ =
1.0x 10# M) in CD3CN:CD30D (9:1) bei der Zugabe von 0 — 40 Aquivalenten von L-Trp bei 295 K. In aromatischer

Region iiberlappen das NH-Protonensignal des Gastmolekiils und P2-Signal des Wirtmolekiils.
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Abbildung A34. Grafische Auftragung der chemischen Verschiebung (6) von verschiedenen Protonen von PBI 71b gegen
die Konzentration von L-Trp in CD3CN:CD3;0D (9:1) bei 298 K; die roten Linien spiegeln die nicht-lineare Anpassung

gemdl des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A35. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 107° M) bei der Zugabe von Phe-Ala (0 — 4.55 x 107 M, 0 — 450 Aquiv.) in CHs:CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.
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Abbildung A36. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (¢ = 1.04
x 1075 M) bei der Zugabe von Trp-Ala (0 — 1.15 x 107 M, 0 — 111 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C (gestrichelte
Linie: Stammldsung von PBI 71b/ Trp-Ala-Komplex). Einfiigung in (b): Grafische Auftragung nach Benesi-Hildebrand in

Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stéchiometrie.
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Abbildung A37. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b

bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Trp-Ala in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die nicht-lineare Anpassung geméf des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A38. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeftizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b

bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Trp-Ala in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die globale Anpassung geméil des 1:2-Fittingmodells wider.

Ki1=2700 + 88 M1; K= 1900 + 76 M™!
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Abbildung A39. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensitéiten (/) von PBI 71b bei verschiedenen Wellenlédngen gegen
die Konzentration von Tyr-Ala in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien spiegeln die nicht-lineare Anpassung

gemdl des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A40. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b bei verschiedenen Wellenldngen gegen
die Konzentration von Tyr-Ala in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien spiegeln die globale Anpassung geméf

des 1:2-Fittingmodells wider.
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Abbildung A41. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (lex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 107 M) bei der Zugabe von Ala-Phe (0 — 4.55 x 102 M, 0 — 450 Aquiv.) in CH;CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.
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Abbildung A42. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 1075 M) bei der Zugabe von Ala-Tyr (0 — 2.35 x 10 M, 0 — 230 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C (gestrichelte
Linie: Stammldsung von PBI 71b/ Ala-Tyr-Komplex). Einfiigung in (b): Grafische Auftragung nach Benesi-Hildebrand in

Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stochiometrie.
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Abbildung A43. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensitéiten (/) von PBI 71b bei verschiedenen Wellenlédngen gegen
die Konzentration von Ala-Tyr in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien spiegeln die nicht-lineare Anpassung

gemdl des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.

K1 =36000 + 4100 M'; K;=2570+100 M™!

® 600 nm
4004 ® 650 nm
300+
3
< 200+
100
0 . . . .
10°® 10°® 10" 107 107

log [G] (M)
Abbildung A44. Grafische Auftragung der Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b bei verschiedenen Wellenldngen gegen
die Konzentration von Ala-Tyr in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien spiegeln die globale Anpassung geméf

des 1:2-Fittingmodells wider.

K1 =55000 + 3800 M'; K,=2700 + 35 M™!
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Abbildung A45. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeftizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensititen (/) von PBI 71b
bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Ala-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die nicht-lineare Anpassung geméf des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A46. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b
bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Ala-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien
spiegeln die globale Anpassung gemél des 1:2-Fittingmodells wider.

Ki=(3.13£0.68) x 10° M!; K= 12400 + 235 M!
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Abbildung A47. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 107° M) bei der Zugabe von Trp-Phe (0 — 4.33 x 103 M, 0 — 430 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C (gestrichelte

Linie: Stammldsung von PBI 71b/ Trp-Phe-Komplex). Einfiigung in (b): Grafische Auftragung nach Benesi-Hildebrand in

Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stdchiometrie.
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Abbildung A48. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b

bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Trp-Phe in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die nicht-lineare Anpassung geméf des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.

K1 =3700 =130 M'; K>=1380 + 150 M~!
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Abbildung A49. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b
bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Trp-Phe in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien
spiegeln die globale Anpassung gemél des 1:2-Fittingmodells wider.
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Abbildung A50. Anderung der (a) UV/Vis-Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektren (Aex =510 nm) von PBI 71b (c = 1.04
x 1075 M) bei der Zugabe von Phe-Trp (0 — 4.68 x 107 M, 0 — 460 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C (gestrichelte
Linie: Stammldsung von PBI 71b/ Phe-Trp-Komplex). Einfiigung in (b): Grafische Auftragung nach Benesi-Hildebrand in

Ubereinstimmung mit einer 1:2-Stéchiometrie.
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Abbildung A51. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b
bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Phe-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die nicht-lineare Anpassung geméf des 1:2-Fittingmodells in Origin wider.
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Abbildung A52. Grafische Auftragung der (a) Extinktionskoeffizienten (&) und (b) Fluoreszenzintensitéten (/) von PBI 71b
bei verschiedenen Wellenldngen gegen die Konzentration von Phe-Trp in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C; die roten Linien

spiegeln die globale Anpassung gemif des 1:2-Fittingmodells wider.
K1 =12100 =508 M!; K>=3800 79 M-!
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Tabelle Al. Bindungskonstanten K1 und K> bestimmt aus nicht-linearer Anpassung in Origin der Absorptions- bzw.

Fluoreszenzdaten fiir den 1:2-Komplex in CH3;CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.

Origin
Wirt Gast K, [M] K> [M™'] ol
L-Tyr®  (2.9+0.28)x10°  (7.1+0.20)x 10? 1.0
L-Trp (5.9+0.83)x10°  (9.3+0.20)x 10° 0.6
Tyr-Ala®™  (2.0£0.03)x10°  (1.3£0.02)x 10° 2.6
Trp-Ala  (3.1£0.17)x10°  (22+0.09)x10° 2.8

PBI 71b

Trp-Phe  (3.7+0.13)x10°  (1.3+0.15)x 10° 1.4
Phe-Trp  (1.3+0.06)x 10*  (4.0+0.16) x 10° 1.2
Ala-Tyr®  (3.6+041)x10*  (2.5+0.10)x 10° 0.3
Ala-Trp  (3.5£2.00)x10°  (1.1£0.03)x10* 0.1

[a] -Werte wurden berechnet aus K1 und K> mit & = 4K2/K). [b] Bestimmung aus Fluoreszenzdaten.
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Abbildung A53. Stern-Volmer-Auftragung der Fluoreszenzloschung von PBI 71b (¢ = 1.04 x 1073 M) bei der Zugabe von

a) L-Trp (0 — 1.90 x 10 M, 0 — 190 Aquiv.) und (b) L-Tyr (0 — 1.50 x 10 M, 0 — 150 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei
p

23 und 43 °C.
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Abbildung A54. Stern-Volmer-Auftragung der Fluoreszenzloschung von PBI 71b (¢ = 1.04 x 1073 M) bei der Zugabe von

a) L-Tyr (0 — 1.85 x 102 M, 0 — 180 Aquiv.), (b) L-Trp (0 — 4.50 x 107> M, 0 — 440 Aquiv.), (c) Dipeptid Tyr-Ala (0 — 2.95
y! q

x 102 M, 0 — 290 Aquiv.), (d) Trp-Ala (0 — 1.15 x 10 M, 0 — 111 Aquiv.) und (e) Trp-Phe (0 — 8.05 x 10> M, 0 — 800
Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.
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Abbildung AS55. Stern-Volmer-Auftragung der Fluoreszenzléschung von PBI 71b (¢ = 1.04 x 1073 M) bei der Zugabe von

(a) Dipeptid Ala-Tyr (0 —2.32 x 10 M, 0 — 230 Aquiv.), (b) Ala-Trp (0 —2.85 x 10> M, 0 — 280 Aquiv.) und (c) Phe-Trp

(0—6.10x 103 M, 0 — 605 Aquiv.) in CH3CN:MeOH (9:1) bei 23 °C.
a) —— b) P3/P3* PP
JW _ JU‘N\A‘L_N [,
5 £
E P7 3 [ ©
) r . =) a [
PAP1 CS  papa v D 0 ¥
& & ; i © ¢ C e
P3/P3: %@EB Fe :
o :
LI S S R S LA S s m m m m p e w e s LI s S s S S S S S B S S B S S S S S s |
9.7 96 95 9.4 [ppm] 8.6 85 84 8.3 ppm]

Abbildung A56. (a) 2D-COSY und (b) 2D-ROESY-NMR-Spektren von PBI 71b/L-Trp-Komplex (cpsr = 1.0 x 107 M,

80 Aquivalente L-Trp) in CDsCN:CD30D (9:1) bei 295 K.
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Abbildung A57. (a) Aromatische und (b) aliphatische Regionen der 'H-NMR-Spektren (400 MHz) von PBI 71b (¢ =
1.0 x 10* M) in CD3CN:CD30D (9:1) bei der Zugabe von 0 —40 Aquivalenten von Ala-Trp bei 295 K. (Aromatische
Region, 40 Aquivalente: NH-Protonsignal des Gastmolekiils und P2-Signal des Wirtmolekiils iiberlappen).
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Abbildung A58. (a) 2D-COSY und (b) 2D-ROESY-NMR-Spektren von PBI 71b/Ala-Trp-Komplex (cpsr = 1.0 x 107 M;
80 Aquivalente Ala-Trp) in CD3CN:CD3OD (9:1) bei 295 K.
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Abbildung A59. Aromatische Region der '"H-NMR-Spektren (400 MHz) von PBI 71b (¢ = 1.0 x 10~* M) in CD3CN:CD30D
(9:1) ohne Gastmolekiil (schwarz), mit Tryptamin (rot) und L-Trp (griin) bei 295 K.
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Anhang

(RS)-HG, (SR)-H'G,
Abbildung A60. Moglichen chemischen Strukturen der einzelnen Diastereomere von PBI 71b/Ala-Trp.
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