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Wissenschaftliche Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung von neuartigen fluoreszierenden Copolymeren zur
Analytdetektion in wassrigen Systemen. Das Detektionssystem sollte ein einfaches Schalten der Fluoreszenz
bei Analytbindung ,Aus” bzw. Verdrangung ,An” ermoglichen. Daflr wurde die Synthese eines funktional-
isierten Monomers so geplant, dass sich Fluorophor und Analyt innerhalb derselben Monomereinheit in
direkter Nachbarschaft zueinander befinden. So sollten bei Erkennung des Analyten durch eine mit einem
Fluoreszenzldscher funktionalisierte Erkennungsstruktur Fluorophor und Léscher in einen vorgegebenen
Abstand zueinander gezwungen und die Fluoreszenz des Fluorophors effizient geléscht werden. Bei
anschlieBender Verdrangung der Erkennungseinheit durch einen stérker bindenden Analyten sollte die
Fluoreszenz wieder ,angeschaltet” werden. Eine weitere Zielstellung fur das Detektionssystem war eine hohe
Loslichkeit und Fluoreszenzintensitat in Wasser. Da die Anwendung solcher Sensoren besonders in der
Medizin und Biologie, z.B. fir Schnellerkennungstest von Pathogenen, von Interesse ist, ist die Kompatibilitat
mit wassrigen Medien essentiell. Die funktionalisierten Monomere wurden frei radikalisch mit A-Vinyl-
pyrrolidon bzw. A-Vinylcaprolactam zu wasserldslichen, fluoreszierenden Copolymeren umgesetzt. In den
N-Vinylpyrrolidon-Polymeren (PNVP) wurde RhodaminB, in den thermoresponsiven A-Vinylcaprolactam-
Polymeren (PNVCL) ein Naphthalsdureimid als Fluorophor verwendet. Wahrend Rhodamine eine hohe
Fluoreszenzintensitat, gute Quantenausbeuten und hohen Extinktionskoeffizienten in Wasser zeigen, sind
Naphthalsaureimide umgebungssensitive Chromophore, die bei Anderung ihrer Lésungsmittelumgebung,
wie z.B. beim Kollaps eines thermoresponsiven Polymers in Wasser, ihre Fluoreszenzintensitat und Quanten-
ausbeute drastisch andern koénnen. Der Vorteil der hier verwendeten Strategie der Monomersynthese liegt
darin, dass bei jeder spezifischen Analytdetektion durch eine Erkennungseinheit die Fluoreszenz effizient
geldscht bzw. bei Verdrangung durch einen stérker bindenden Analyten wieder ,angeschaltet” wird. Dieses
Prinzip wird bereits vielfach in der Biologie in sogenannten ,Molecular Beacons” ausgenutzt, wobei ein
Fluorophor und ein Loscher durch spezifische DNA-Basenpaarung in einen vorgegebenen Abstand
zueinander gezwungen werden und so ein ,Schalten” der Fluoreszenz ermdglichen®. Aufgrund der
vorgegebenen Struktur der DNA-Basensequenzen ist es jedoch nicht direkt auf andere Erkennungs-
reaktionen Ubertragbar. Daher wurde ein Modellsystem entwickelt, welches die Mdglichkeit bietet Analyt,
Erkennungseinheit und Signalgeber variabel, je nach Anforderungen des Systems, auszutauschen. So soll es
maoglich sein, den Sensor a priori fur jede Erkennungsreaktion zu verwenden. Als Modell-Bindungspaare
wurden B-Cyclodextrin/Adamantan und ConcanavalinA/Mannose ausgewahlt. Adamantan bzw. Mannose
wurde als Analyt zusammen mit dem Fluorophor in das Polymer eingebunden. 3-Cyclodextrin (3-CD) bzw.
ConcanavalinA (ConA) wurde als Erkennungsstruktur an einem Fluoreszenzléscher immobilisiert. Polymer-
basierte Fluoreszenzsensoren sind in der Fachliteratur gut dokumentiert. In der Regel sind Signalgeber und
Analyt jedoch statistisch im Polymer verteilt, da sie sich entweder in unterschiedlichen Monomereinheiten

befinden oder die Funktionalisierung durch eine polymeranaloge Umsetzung erfolgt™ >

. Der gewanhlte
Ansatz Fluorophor und Analyt innerhalb derselben Monomereinheit einzubinden, soll bei jeder Erkennungs-
reaktion des Analyten zu einer Anderung der Signalintensitat des Fluorophors fihren. Eine hohe Signal-
intensitat bei Analytdetektion ist winschenswert, insbesondere fur Erkennungsreaktionen, die mit moglichst
geringem apparativem Aufwand, am besten mit dem bloen Auge zu verfolgen sein sollen. Des Weiteren ist
es moglich den Fluorophorgehalt im Polymer genau einzustellen und so Selbstléschung zu vermeiden. Die
synthetisierten Polymere haben einen Fluorophorgehalt von 0,01 mol% bis 0,5 mol%. Fur die
RhodaminB-haltigen Polymere zeigte sich, dass ein Fluorophorgehalt unterhalb 0,1 mol% im Polymer die
hochsten Ausbeuten, Molmassen und Quantenausbeuten liefert. Fir die Naphthalsaureimid-haltigen
Polymere hingegen wurden auch flr einen Fluorophorgehalt von bis zu 1 mol% hohe Ausbeuten und

Molmassen erreicht.
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Die Naphthalsaureimid-haltigen Polymere haben jedoch in wassriger Lésungsmittelumgebung nur geringe
Quantenausbeuten. Als  Fluoreszenzléscher wurden  Goldnanopartikel — synthetisiert, die mit  den
entsprechenden Erkennungsstrukturen (3-CD oder ConA) flr den verwendeten Analyten funktionalisiert
wurden. Goldnanopartikel als Loscher bieten den Vorteil, dass ihre Dispergierbarkeit in einem Losemittel
durch Funktionalisierung ihrer Hulle gezielt gesteuert werden kann. Durch die hohe Affinitat von Goldnano-
partikeln zu Thiolen und Aminen konnten sie mit Hilfe einfacher Syntheseschritte mit Thio-B-CD-Derivaten
bzw. ConA funktionalisiert werden. In der hier vorgelegten Arbeit sollte ein Modellsystem fur einen solches
fluoreszenzbasiertes Detektionssystem in Wasser entwickelt werden. Nachfolgend werden die zu erftllenden
strukturellen Voraussetzungen fur die Synthese eines solchen Sensors nochmals zusammengefasst:

v" Verwendung eines Fluorophors, der eine hohe Signalintensitat zeigt.

V' Analyt bzw. Erkennungseinheit soll sich im Abstand von wenigen Nanometern zum Signalgeber
befinden, um bei jeder Detektionsreaktion die Signalintensitat des Signalgebers beeinflussen zu
konnen.

v Die Detektionseinheit benétigt eine funktionelle Gruppe zur Immobilisierung. Immobilisierung kann
z.B. durch Einbindung in ein Polymer erfolgen.

v" Der Fluorophor soll bei Anderung seiner lokalen Umgebung, durch Binden eines Ldschers oder
Anderung seiner Lésemittelumgebung seine Fluoreszenzeigenschaften drastisch andern.

v Die Reaktion sollte schnell und mit moglichst geringem apparativem Aufwand, am besten mit
bloBem Auge zu verfolgen sein.

Fur das B-CD/Adamantan Modellsystem wurde ein Fluoreszenz Aus/An Sensor entwickelt, der bei Binden
B-CD-funktionalisierter Goldnanopartikel an das polymergebundene Adamantan die Fluoreszenz des
RhodaminB Fluorophors effizient [6scht und bei Verdrangung der Goldnanopartikel wieder zurtick gewinnt.
Dies konnte auch mit bloBem Auge verfolgt werden.

/

analyte /\Lr,/ analyte

binding Q d:splaoement )
X a HC *
A
fluorescence fluorescence
quenching enhancement
\ﬂ fluorophore ( ) . analytes \‘J recognition-unit Q \ fluorescence quencher

Abbildung 1: Schalten der Fluoreszenz des funktionalisierten Polymers durch kompetitive Bindung und Verdrdangung der
B-CD-Au-NP an Adamantan.

Fur die Naphthalsaureimid-Monomere, die mit NVCL copolymerisiert wurden, wurde abhangig von der
lokalen Umgebung des Fluorophors eine unterschiedliche Verstarkung der Fluoreszenzintensitat bei Uber-
schreiten des Trubungspunktes des Polymers gefunden. Dabei zeigte sich, dass die Einfuhrung eines
Abstandshalters zwischen Polymerriickgrat und Fluorophor zu einer groflen Fluoreszenzverstarkung fuhrt,
wahrend sich ohne Abstandshalter die Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten des Tribungspunktes kaum
andert.
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Scientific Abstract

Novel fluorescent copolymers for analyte detection in aqgueous media have been synthesized and
characterized. The detection system is designed to switch fluorescence between an "Off" state for analyte
binding and an "On" state for analyte displacement. A functional monomer was synthesized in which
fluorophore and analyte are placed close to each other within the same monomer unit. If the fluorescence
quencher labeled recognition unit detects an analyte, fluorophore and quencher are forced in a very short
distance to each other and fluorescence is quenched efficiently. The recognition unit is afterwards replaced
through a stronger binding analyte and fluorescence should be "turned on” again. Another requirement for
the detection system was high solubility and fluorescence intensity in water. Water compatibility is essential
for implementation of such sensor systems especially in medicine and biology, e.g. for fast testing systems of
pathogens. The synthesized monomers have been copolymerized in a free radical polymerization with
N-vinylpyrrolidone or A-vinylcaprolactame to give fluorescent, water soluble copolymers. For the A-vinyl-
pyrrolidone polymers (PNVP) a rhodamineB fluorophore was used whereas for the thermoresponsive
N-vinylcaprolactame polymers (PNVCL) a naphthalimide fluorophore was used in the comonomer. While
rhodamines are well known for their high fluorescence intensity, quantum vyield and extinction coefficient in
water, naphthalimides are known to be environment sensitive fluorophores who can change their
fluorescence intensity drastically depending on their local solvent vicinity. Such a functional monomer design
should give the advantage of efficient fluorescence quenching during analyte binding and fluorescence
enhancement when the recognition unit is afterwards displaced. This principle is often used in systems like
molecular beacons. Fluorophore and quencher are forced in a given distance through specific DNA base
pairing and fluorescence can be switched®. Because of the given DNA base sequence this detection system
cannot be directly implemented to other recognition reactions. Here a model system was developed which
gives the possibility to vary analyte, recognition unit and fluorophore. This way it should be possible to adopt
the sensor a priori to every recognition reaction. B-cyclodextrin/adamantane and concanavalinA/mannose
were chosen as model binding pairs. Adamantane or mannose and the fluorophore are attached to the
polymer backbone. The B-cyclodextrin (3-CD) or concanavalinA (ConA) recognition unit is immobilized on a
fluorescence quencher. Polymer based fluorescence sensors are well known in literature. Usually fluorophore
and analyte are statistically spread in the polymer because they are independently incorporated via different

monomer units or functionalization is done polymer analog**°

. To place fluorophore and analyte in the
same monomer unit should have the benefit that every recognition event also leads to a change of signal
intensity of the fluorophore. High signal intensity is crucial especially for recognition reactions which should
be tracked with only simple equipment or even with the naked eye. Even more it is possible to adjust the
fluorophore content in the polymer. The synthesized polymers have a fluorophore content between
0.01 mol% and 0.5 mol%. For the rhodamineB containing polymers a fluorophore content below 0.1 mol%
gives the highest yields, molecular weight and quantum yields. The polymers which contain naphthalimide as
fluorophore give high yields and molecular weight up to 1 mol% of fluorophore content in the polymer but
the quantum vyields are in general low in agueous media. Gold nanoparticles (Au-NP) are synthesized as
fluorescence quencher and functionalized with the recognition units (3-CD or ConA) for analyte detection.
Gold nanoparticles as fluorescence quencher have the advantage that their dispersibility in a solvent can be
controlled by the choice of ligand used for the stabilization of the particles. Because of their high affinity to
thiols and amines it was possible to synthesize thio-3-CD- and ConA-functionalized gold nanoparticles in
only a few synthetic steps.
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Here a model system for fluorescent detection in water is presented. The structural requirements that have
to be fulfilled for the synthesis of such a detection system are summarized:
The fluorophore needs to have high signal intensity.
Analyte or recognition unit have to be only a few nanometer apart from the signaling unit so every
recognition reaction leads to a change of signal intensity.
v The detection unit needs a functional group for immobilization. Immobilization can be done for
example in a polymer matrix.
v The fluorophore should change its fluorescence properties drastically through change of its local
environment for example when binding a fluorescence quencher.
v" Reaction should be fast and detection should be possible with only little equipment or even with the

naked eye

It was possible to synthesis a fluorescence Off/On sensor for a B-CD/adamantane model system.
Fluorescence of the rhodamineB fluorophore is quenched during binding of B-CD-Au-NPs and efficiently
enhanced when the B-CD-Au-NPs are displaced through a better binding analyte which can be even
followed by the naked eye (Scheme 1).

analyte /\_/ analyte T~
binding b displacement

o -dsmement - g0

‘ o
Xax TS ®
A / >Xax
fluorescence fluorescence A
quenching enhancement
\‘ﬁ fluorophore /‘ . analytes \/ recognition-unit (f Q :} fluorescence quencher

Scheme 1. Switching fluorescence of the functionalized polymer through binding and displacement of 58-CD-Au-NPs to
adamantane.

For the naphthalimide containing thermoresponsive A-vinylcaprolactame polymers a dependence of the
fluorescence enhancement at polymer collapse is found depending on the local vicinity of the fluorophore.
Introducing a spacer between fluorophore and polymer backbone leads to a high fluorescence
enhancement while polymers without a spacer show almost no fluorescence enhancement during the
collapse.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Analytdetektion in Wasser

Die Entwicklung von chemischen Sensoren zur Detektion von Analytmolekilen in wéassrigen Systemen ist
besonders in der Biologie oder Medizinforschung von groBem Interesse. Eine besondere Herausforderung
liegt dabei in der Einbindung des Sensorsystems in bzw. an eine feste Phase, wie z.B. Silicapartikel’,
Gold- bzw. Glasoberflachen’ oder Polymere®. Polymere stellen dabei eine besonders interessante
Maglichkeit zur Einbindung von Sensoren dar, da sie oftmals einfach zu synthetisieren und zu verarbeiten
sind. So koénnen z.B. Polymermizellen oder dinne Polymerfilme als Oberflachen fur sensitive Detektions-
systeme dienen.” Der Sensor kann hierbei physikalisch oder kovalent in das Polymer eingebunden werden,
wobei die Einbindung mit Hilfe physikalischer Wechselwirkungen mit der Zeit oftmals unter einem Auslaugen
des zu detektierenden Analyten leidet, wodurch kein konstantes Messsignal erhalten wird. Kovalentes
Einbinden des Sensors in eine Polymermatrix kann ein konstantes Messergebnis liefern, ist jedoch meist mit
aufwendigen synthetischen Schritten verbunden.” Werden wasserlosliche Polymer zur Einbindung eines
Sensors verwendet bietet sich weiterhin die Moglichkeit Analytmolekule, die nur schlecht oder gar nicht in
Wasser |6slich sind zu detektieren.

1.2 Fluoreszenz als optischer Schalter fiur die Analytdetektion in

Wasser
Um die Detektion von Analytmolekilen optisch sichtbar zu machen, ist Fluoreszenz eine sehr sensitive
Methode. Die Fluoreszenzspektroskopie eignet sich hervorragend als Kommunikationsmittel zwischen
Mensch und Molekul, wie z.B. in sogenannten Fluoreszenz-An/Aus-Sonden oder zur Verfolgung einzelner
Molekile wie DNA-Strangen in lebenden Organismen®’. Um die Detektion eines Analytmolekiils in ein
optisches Signal zu Ubersetzen, ist Fluoreszenzspektroskopie eine oft gewahlte Metode, da aufgrund der
hohen Sensitivitat und Auflésung das Signal bis hin zu Einzelmolekulen aufgeldst und im Submillisekunden-

bereich verfolgt werden kann®**

. Dies ist moglich, da Farbstoffe, die ein optisches Signal in Form von
Fluoreszenz aussenden, dies vor einem farblosen, sogenannten ,schwarzen” Hintergrund tun und dadurch
einen maximalen Kontrast erzielen. Andere optische Signalgeber wie z.B. Absorptionsfarbstoffe kénnen nur
zwischen der Menge der aufgenommenen Photonen unterscheiden, wodurch eine deutlich geringere

Sensitivitat erreicht wird.

Y Arduini, M.; Marcuz, S.; Montolli, M.; Rampazzo, E.; Mancin, F.; Gross, S.; Armelao, L.; Tecilla, P.; Tonellato, U. Langmuir 2005, 21, 9314.
? Crego-Calama, M.; Reinhoudt, N. D. Adlv. Mater. 2001, 13, 1171.

3 Zimmerman, C. S,; Lemcoff, G. N. Chem. Commun. 2004, 5.

4 Basabe-Desmonts, L.; Reinhoudt, N. D.; Crego-Calama, M. Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 993.

> Lee, S; Kumar, J.; Tripathy K. S. Langmuir 2000, 16, 10482.

® Prasanna de Silva, A.; Gunaratne, N. Q. H.; Gunnlaugsson, T.; Huxley, M. J. A; McCoy, P. C.; Rademacher, T. J; Rice, E. T. Chem. Rev.
1997, 97, 1515.

" Tinnefeld, P.; Sauer, M. Angew. Chem. Int. £d. 2005, 44, 2642.
& Lewis, A.; Lieberman, K. Anal Chem. 1991, 63, 625A.
° Goodwin, M. P.; Ambrose, P. W.; Keller, A. R. Acc. Chem. Res. 1996, 29, 607.



1. Einleitung

Fluoreszenzbasierte Detektionssysteme finden heute Anwendungen in unterschiedlichen Bereichen, wie z.B.

19%% als pH-sensitive Indikatoren™, als Markermolekiile fir Polymere'!

fur die selektive Erkennung von Ionen
oder zur Markierung von DNA in lebenden Zellen®. Dabei kommen neben konventionellen Fluoreszenz-
farbstoffen auch immer haufiger andere fluoreszierenden Materialien wie Polymere™ oder Quantenpunkte™
zum Einsatz. Von besonderem Interesse sind dabei Detektionsmethoden, die auf einem Schalten der
Fluoreszenzintensitat bei Erkennung eines Analytmolekuls beruhen. Eine hohe Sensitivitat kann dabei durch
Anschalten der Fluoreszenz aus einem zuvor geléschten Zustand erreicht werden. Dieses Prinzip wird unter
anderem in den in der Bioanalytik weit verbreiteten Immunassays ausgenutzt. Bei der Erkennung eines Anti-
korpers durch ein immobilisiertes Antigen wird dies durch ein intensives Signal eines Fluoreszenzmarkers
angezeigt. Eine andere weit verbreitete Technik ist die Verwendung von ,Molecular Beacons” in der
PCR-Analytik (Polymerase Kettenreaktion). Hierbei wird ein DNA-Strang, der eine sogenannte Stammschleife
bildet, an beiden Enden mit einem Fluoreszenzfarbstoff und einem Fluoreszenzldscher markiert. Durch die
spektrale Uberlappung von Fluorophor und Léscher wird die Fluoreszenz durch Forster-Resonanz-Energie-
transfer (FRET) effizient geldscht. Erkennt der DNA-Strang einen komplementaren Strang und paart sich mit
diesem, kommt es zu einem Ansteigen der Fluoreszenzintensitat, da sich Fluorophor und Léscher nicht mehr
innerhalb des Forsterradius befinden. Als Fluoreszenzldscher werden meist Dabcylverbindungen oder Gold-
nanopartikel (Au-NP) verwendet. Fluoreszenzldscher bewirken allgemein eine Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat durch Ubertrag der Photonen aus dem angeregten Zustand des Fluorophors auf den Léscher. Fir
diesen elektronischen Ubergang mussen sich Fluorophor und Léscher in einem Abstand von wenigen Nano-
metern zueinander befinden. Dieser Abstand wird meist durch den sogenannten Forster Radius (A))
beschrieben, der den Abstand beschreibt, bei dem 50 % der Fluoreszenzintensitat eines Fluorophors
geloscht sind™. Zu den bekanntesten Fluoreszenzldschern gehoren molekularer Sauerstoff, aliphatische und
aromatische Amine sowie eine Reihe von Schweratomen wie Bromid oder lodid."” Auch in der Nzhe von
Metalloberflachen werden Fluorophore effizient geldscht. Goldoberflachen werden dabei als besonders
effiziente Loscher beschrieben und werden in Form von glatten Oberflachen, Stabchen oder kugelférmigen
Nanopartikeln eingesetzt. Goldnanopartikel sind durch gezielte Funktionalisierung ihrer Oberflache in vielen
Losungsmitteln stabil suspendierbar und kénnen durch zusatzliche Funktionalisierung der Oberflache mit
Erkennungsstrukturen auch als Sensoren fur die Analytdetektion eingesetzt werden. Diese Eigenschaften
machen sie als Fluoreszenzldscher in Fluoreszenz-Detektionssystemen besonders interessant. Rotello et al.
haben einige Arbeiten Uber Goldnanopartikel-Fluorophor-Komplexe und deren Anwendung in der Bio-
sensorik veréffentlicht. Dabei binden fluoreszierende Proteine an funktionalisierte Goldnanopartikel. Werden
diese durch ein besser bindendes Protein kompetitiv verdrangt, kommt es zu einem Anschalten der
Fluoreszenz der Proteine, da sie sich nicht mehr auf der Oberflache der Goldnanopartikel befinden.'**®
Eine besondere Herausforderung fur alle auf Fluoreszenzmechanismen basierende Detektionssysteme stellt
die Anwendung in biologischen Umgebungen wie Wasser oder wassrigen Puffern dar.

"% He, H.; Mortellaro, A. M; Leiner, P. J. M.; Fraatz, J. R;; Tusa, KJ. /. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 1468.

1 Seifert, S.; Oppermann, W. Macromol. Chem. Phys. 2007, 208, 1744.

21, K; Liy, B. Polym. Chem. 2010, 1, 252.

" Russ Algar, W.; Tavares, J. A; Krull, J. U. Anal. Chim. Acta 2010, 673, 1.

Y Valeur, B. Molecular Fluorescence: Principles and Applications, WILEY 2002.

' Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3. Aufl,, Springer Verlag 2006, S. 278.

¥ Bunz, F. H. U.; Rotello M. V. Angew. Chem. 2010, 122, 3338.

Y De, M.; Rana, S.; Akpinar; H.; Miranda, R. O.; Arvizo, R. R.;; Bunz, F. H. U.; Rotello, M. V. Nature Chemistry 2009, 1, 461.
¥ Tonga, Y. G. Saha, K.; Rotello, M. V. Adv. Mater. 2014, 26, 359.



1. Einleitung

Organische Fluoreszenzfarbstoffe weisen aufgrund ihres ausgepragten konjugierten KohlenstoffgerUstes
oftmals eine schlechte Loslichkeit in Wasser auf. Dadurch sind in der Regel auch die Fluoreszenzintensitat
und Quantenausbeute gering. Aus diesem Grund ist es notwendig fluoreszenzbasierte Detektionsmethoden
zu entwickeln, die in wassriger Umgebung eine gute Loslichkeit und hohe Sensitivitat zeigen.

1.3 Fluoreszierende Polymere fir die Analytdetektion in Wasser
Fluoreszenzsensoren, die durch gezielte Funktionalisierung eines Polymers mit einem Analyt und einem
Fluorophor in eine Matrix eingebettet sind, bieten gegenuber niedermolekularen Sensoren einige
entscheidende Vorteile. Sie weisen oftmals eine deutlich verbesserte Loslichkeit auf, besitzen eine groBere
mechanische Stabilitat, niedermolekulare Verunreinigungen lassen sich leichter entfernen und oftmals kann

auch die Empfindlichkeit des Sensors erhoht werden.***

Die kovalente Funktionalisierung von Polymeren mit
Analytmolekdlen und Fluorophoren kann sowohl durch Copolymerisation oder polymeranalog erfolgen.
Damit sich die Fluoreszenz des Fluorophors andert und ein Signal generiert wird, sollte die Detektion des
Analytmolekdls durch eine Erkennungseinheit in direkter Umgebung des Fluorophors stattfinden. Der
Fluorophor muss also entweder direkt am Bindungsmotiv beteiligt sein oder sich in direkter Nachbarschaft
zum  Analytmolektl befinden. In dieser Arbeit sollten Detektionssysteme fur unterschiedliche
Analyt-Erkennungseinheit-Paare entwickelt werden, wobei der Fluorophor nicht direkt am Bindungsereignis
beteiligt sein sollte. Aus diesem Grund ist es wichtig, dass sich Fluorophor und Analyt in direkter
Nachbarschaft zueinander befinden. Bei Bindung der Erkennungseinheit an den Analyt kann so eine hohe

Empfindlichkeit des Antwortsignals erhalten werden.

Polymere kénnen nicht nur als Matrix fur Sensorsysteme dienen, sondern durch ihre intrinsischen
Eigenschaften auch selbst Teil des Detektionsmechanismus sein. So kann neben dem optischen Signal die
Sensitivitat des Sensors zusatzlich erhaht werden.™ Thermoresponsive Polymere wie z.B. Poly(A-isopropyl-
acrylamid) oder Poly(A-vinylcaprolactam), die auf Temperatur als externen Stimulus durch Entmischen des
Polymers aus der Wasserphase reagieren, haben in den letzten Jahren ein breites Forschungsinteresse

21,22,141,142

geweckt . Besonders fur biomedizinische Anwendungen, wie die kontrollierte Wirkstofffreisetzung, in

mikrofluidischen Systemen oder fir die Anwendung in ,anti-fouling” Beschichtungen stellt sich ein breites

. . 4
Einsatzgebiet dar>>#7%

. In dieser Arbeit sollte das thermoresponsive Polymer Poly(N-vinylcaprolactam)
verwendet werden. Nach Markierung des Polymers mit einem Fluorophor und einem Analytmolekdl sollte

die Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten des Tribungspunktes verfolgt werden.

Y1y, J; Liu, S. Macromolecules 2010, 43, 8315.

** Cho, D, Sessler, L. J. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 1647.

2 Kumar, A,; Srivastava, A.; Galaev, Y. L; Mattiasson, B. Prog. Polym. Sci. 2007, 32, 1205.
*? Djokpe, E; Vogt, W. Macromol. Chem. Phys. 2001, 202, 750.
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2.1 Fluoreszenz: Eine kurze Einfuhrung

2. Fluoreszenzfarbstoffe in wassrigen Systemen

2.1 Fluoreszenz: Eine kurze Einfiihrung®?***°

Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen nach Absorption von Licht (Photonen) einen Teil der aufgenommenen Energie
in Form von Strahlung wieder an die Umgebung abgeben. Diese strahlende Desaktivierung wird als Photo-
lumineszenz bezeichnet. Allgemein wird die Abgabe von Energie an die Umgebung in Form von optischer
Strahlung als Lumineszenz bezeichnet. Je nach Art der Anregung wird z.B. zwischen Elektrolumineszenz,
Chemolumineszenz oder Photolumineszenz unterschieden. Bei Photolumineszenz erfolgt die Anregung
durch Bestrahlung mit Photonen. Bei der anschlieBenden Abgabe der Energie in Form von Strahlung wird
zwischen Fluoreszenz und Phosphoreszenz unterschieden. Fluoreszenz erfolgt dabei aus einem angeregten
Singulettzustand und ist somit spinerlaubt. Fluoreszenzlebenszeiten liegen im Bereich von etwa 10 ns,
weshalb die strahlende Desaktivierung sehr kurz ist und nur wahrend gleichzeitiger Anregung stattfinden
kann. Im Fall der Phosphoreszenz findet im angeregten Zustand eine Spinumkehr statt, das sogenannte
Intersystem Crossing (ISC). Dadurch ist die Relaxation in den Grundzustand spinverboten und phospho-
reszierende Verbindungen kénnen oft noch lange nach Beenden der Bestrahlung nachleuchten
(10° - 10° s ™). Fluoreszenz findet bei hoheren Wellenlangen, also kleineren Energien, als die Absorption statt,
da das Molekul nach Anregung zunachst einen Teil seiner Energie durch StéRe mit seiner Umgebung abgibt.
Ist es im Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustands angekommen, kann die Umgebung die
verbleibende Energie in der Regel nicht auf einmal aufnehmen und der angeregte Zustand existiert lange
genug, um die Energie in Form einer spontanen Emission abzugeben. In der Natur gibt es einige
prominente Beispiele fluoreszierender Verbindungen, wie z.B. Aesculin, ein Glykosidderivat des Hydroxy-
coumarins, das im Pflanzensaft der Rosskastanie vorkommt, oder auch Abbauprodukte von Porphyrin-
gerusten des Chlorophylls, wie z.B. Ooporphyrine aus brauner Eierschale. Fluoreszenz zur Detektion von
chemischen oder biologischen Prozessen ist von besonderem Interesse, da hier im Vergleich zur
Absorptionsspektroskopie eine deutlich héhere Sensitivitat erreicht werden kann. Neben dem klassischen
Fluoreszenzspektrometer gibt es mittlerweile eine Reihe von Verfahren Fluoreszenz auf unterschiedliche
Weise aufzuldsen und darzustellen. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kann so beispielsweise die Arbeit
lebender Zellen die zuvor mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden verfolgt werden, indem durch
geeignete Filter das Anregungslicht ausgeschlossen wird und nur noch der fluoreszierende Anteil des Lichts
sichtbar ist. Selbst die Fluoreszenz einzelner Molekule kann mit Verfahren wie Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) verfolgt werden.

2 Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3. Aufl, Springer Verlag 2006, S. 1 — 8.
# Atkins, W. P. Physikalische Chemie, WILEY-VCH 2001, S. 551-553.
2 WeiB, D.; Brandl, H. Chem. Unserer Zeit 2013, 47, 50.
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2.2 Fluoreszenz als hoch sensitive Detektionsmethode

Die Nutzung von Fluoreszenzfarbstoffen als Markermolekdle ist ein besonders interessantes Gebiet, da bei
der Messung von Emission eine sehr hohe Sensitivitat erreicht werden kann und man so in der Lage ist,
fluoreszenzmarkierte Analytmolekilen bis hin zu sehr geringen Konzentrationen zu detektieren®. Im
Vergleich zur Absorptionsspektroskopie, die nur zwischen der von einem Molekul aufgenommenen Menge
an eingestrahlten Photonen unterscheiden kann, wird bei der Fluoreszenzspektroskopie die Abgabe der
zuvor absorbierten Photonen vor einem ,schwarzen” Hintergrund detektiert. Weiterhin sind hohe Quanten-
ausbeuten und Emission in einem Wellenlangenbereich des sichtbaren Spektrums, in dem das menschliche
Auge besonders sensitiv ist, wie grin oder rot, wichtig fur eine hohe Sensitivitdt. So kann mit Hilfe von
Fluoreszenzspektroskopie eine molekulare Auflésung bis hin zur Detektion einzelner Molekile erreicht
werden. Die zunehmende Komplexitat der Messapparaturen wie Fluoreszenzmikroskope oder -spektrometer
steht dabei in Kontrast zu gewlnschten einfachen und schnellen Nachweismethoden. Eine besondere
Herausforderung stellt die Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen in wassrigen Medien dar, da es aufgrund
der schlechten Loslichkeit vieler Chromophore in Wasser zur Aggregation kommt und die Quantenausbeute
hier rapide absinkt.

2.2.1 Losungsmitteleinfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften®**’

Die Losungsmittelumgebung eines Fluorophors in seinem Solvens hat oft einen erheblichen Einfluss auf die
Emissionswellenlange, Quantenausbeute und den Extinktionskoeffizienten. Die Anregung des Fluorophors
erfolgt aus dem Grundzustand (So) in den ersten angeregten Zustand (S1). AnschlieBend erfolgt die
Relaxation aus einem der Schwingungszustdnde des angeregten Zustandes in den Schwingungsgrund-
zustand des angeregten Zustandes sehr schnell 10 5) im Vergleich zur Fluoreszenzlebenszeit. Die Uber-
schussige Energie wird dabei an die Losungsmittelumgebung abgegeben. Der Fluorophor besitzt im
angeregten Zustand in der Regel ein deutlich gréBeres Dipolmoment pg als im Grundzustand pg. Das
Losungsmittel muss sich neu um den Dipol e des Fluorophors orientieren. Dabei spielt die Polaritat des
Losungsmittels eine entscheidende Rolle. Je polarer ein Lésungsmittel ist, desto besser ist es in der Lage,
durch Wechselwirkungen mit dem angeregten Dipolmoment des Fluorophors zu interagieren und es
dadurch zu stabilisieren. Die Energie des angeregten Zustandes wird so abgesenkt und die Emission erfolgt
bei hoheren Wellenlangen (Abbildung 2).

*® Lakowicz, ). R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3. Aufl,, Springer Verlag 2006, S. 205 - 206.
z Mataga, N.; Kaifu, Y.; Koizumi, M. Bull Chem Soc Jpon 1956, 29 465.
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Abbildung 2: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm.: Einfluss der Losungsmittelpolaritét auf die Emissionswelleniange eines
Fluorophors.

Diese starke Wechselwirkung mit der Losungsmittelumgebung zeigen nur polare Fluorophore bzw.
Fluorophore mit einem groBen Ubergangsdipolmoment. Unpolaren, unsubstituierte aromatische
Verbindungen zeigen in der Regel kaum eine Abhangigkeit ihrer spektroskopischen Eigenschaften von der
Losungsmittelumgebung. Die Polaritat eines Losungsmittels kann durch die Dielektrizitatskonstante & und
den Brechungsindex n beschrieben werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Polarisierbarkeit einiger ausgewdahlter Losungsmittel e = Dielektrizitatskonstante' n = Brechungsindex.

Wasser Ethanol Ether Hexan
& 78,3 24,3 4,35 1,89
n 1,33 1,35 1,35 1,37

In polaren Losungsmitteln, wie z.B. Wasser, ist die Emission von vielen Fluoreszenzfarbstoffen rot
verschoben, da aufgrund der hohen Dielektrizitdtskonstante die Dipole des Ldsungsmittels besonders
intensiv mit dem Dipolmoment des Fluorophors wechselwirken kénnen. In Losungsmitteln mit einer kleinen
Dielektrizitatskonstante, wie Hexan, findet fast gar keine Wechselwirkung der Dipole statt. Die Losungsmittel-
umgebung kann das Dipolmoment des angeregten Zustandes des Fluorophors weniger gut stabilisieren und
die Emission findet bei groBeren Energien, also bei kleineren Wellenlangen statt. Diesen Effekt bezeichnet
man als positive Solvatochromie. Fur einige Gruppen von Fluorophoren sind auch negative Solvatochromie-
effekte bekannt, wie z.B. fur Merocyanine oder Farbstoffe, die eine Charge-Transfer (CT) Absorption zeigen.
In diesem Fall ist das Dipolmoment des Grundzustandes gréBer als im angeregten Zustand.”® Wie stark die
Verschiebung der Emissionswellenldange in Abhangigkeit von der Losungsmittelumgebung ausgeprégt ist,
héngt allerdings von der speziellen Konstitution des Fluorophors selbst ab. So zeigen z.B. Naphthalsaure-
imide oder Nil-Rot eine starke solvatochrome Verschiebung, wahrend der Losungsmitteleinfluss auf die Lage
des Emissionsmaximums von Rhodaminen vergleichsweise gering ist”.

%8 Reichardt, C. Chem. Rev. 1994, 94, 2319.

*® Sauer, M; Hofkens, J; Enderlein, J. Handbook of Fluorescence Spectroscopy and Imaging, Wiley-VCH Verlag 2011, S. 40.
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2.2.2 Fluoreszenzfarbstoffe in Wasser

Fluoreszenzfarbstoffe zeigen in Wasser in der Regel eine Rotverschiebung ihres Emissionsmaximums im
Vergleich zu organischen Losemitteln. Wasser besitzt aufgrund seiner hohen Dielektrizitatskonstante eine
hohe Polaritdt und kann somit den angeregten Zustand des Fluorophors besonders gut stabilisieren. Da
Fluoreszenzfarbstoffe meist aus konjugierten aromatischen Kohlenwasserstoffgerdsten mit entsprechenden
funktionellen Gruppen bestehen, ist inre Wasserldslichkeit allgemein eher gering. Selbst wenn es maglich ist,
kleine Mengen des Fluorophors in Wasser zu I6sen, neigen die aromatischen Grundgeruste oft zu Aggre-
gation in wassrigen Medien. Des Weiteren |6scht der in Wasser gel6ste Sauerstoff die Fluoreszenz und fuhrt
dadurch zu geringen Quantenausbeuten.

Es gibt jedoch einige Beispiele von Fluoreszenzfarbstoffen, die sowohl eine hohe Loslichkeit als auch eine
gute bis sehr gute Quantenausbeute in Wasser zeigen. Dazu gehoren z.B. Cyanin-Farbstoffe, BODIPY-Farb-
stoffe oder Xanthen-Farbstoffe, wie Fluoreszein oder Rhodamin.

Cyanine zeigen aufgrund ihrer permanenten Ladung eine gute Wasserloslichkeit, schmale Absorptions- und
Emissionsbanden, hohe Extinktionskoeffizienten (1,3~1O5 -2,510° M'1<cm'1) und Emissionsmaxima im
roten- bis hin zum IR-Bereich des optischen Spektrums™. Sulfonierte Cyaninderivate wie Cy3® oder Cy5®
besitzen in PBS-Puffer Quantenausbeuten bis zu 27 % Jedoch stellt der hohe Preis der kommerziell
erhaltlichen Cyaninderivate (Cy5® Bis-NHS-Ester, ~ 6500 €/50 mg) einen erheblichen Nachteil dar.

BODIPY-Farbstoffe stellen ebenfalls eine wichtige Klasse von Markermolkilen in wassrigen Systemen dar.
Das GrundgerUst zeigt vergleichbare spektroskopische Eigenschaften wie Fluoreszein. BODIPY-Farbstoffe
zeigen jedoch eine deutlich verbesserte Photostabilitst und Unempfindlichkeit gegentiber pH-Anderungen.”
Je nach Substitution des Dipyrromethin-Grundgerusts kénnen BODIPY-Derivate mit hohen Quantenaus-
beuten in wassrigen Systemen synthetisiert werden. Mit typischen Emissionswellenldngen zwischen 500 nm
bis 550 nm liegen BODIPY-Fluorophore jedoch im fur das Auge unempfindlicheren grinen bis gelben
Bereich des sichtbaren Spektrums. Durch Erweiterung der Konjugation des Dipyrromethin-Grundgerdstes
kann das Emissionsmaximum weit in den roten Bereich des sichtbaren Spektrums verschoben werden.

Allgemein zeigen fast alle Fluorophore in Wasser Vor- und Nachteile bezogen auf die Quantenausbeute,
Photostabilitdt und Maximum der Emissionswellenlange. Auch die teilweise sehr hohen Preise einiger
kommerziell erhaltlichen Farbstoffe spielen bei der Auswahl eines geeigneten Fluorophorgrundgerustes eine
entscheidende Rolle, da fur eine weitere Funktionalisierung des Fluoreszenzfarbstoffes ausreichende Mengen
im Synthesemafstab benotigt werden.

Fur die Anwendung in fluoreszierenden Copolymeren wurde hier RhodaminB ausgewahlt, da dieser
Farbstoff fir das in dieser Arbeit verwendete Detektionssystem den besten Kompromiss aus guter Quanten-
ausbeute in Wasser, guter Wasserloslichkeit, hohem Extinktionskoeffizienten und guter Photostabilitat zeigt.
Des Weiteren ist das kommerziell erhéaltliche RhodaminB vergleichsweise gunstig und kann mit relativ
einfachen Syntheseschritten weiter funktionalisiert werden.

** Mujumdar, B. R;; Ernst, A. L; Mujumdar, R. S.; Lewis, J. C.; Waggoner, S. A. Bioconj. Chem. 1993, 4, 105.
3 Heisig, F. Dissertation 2007, S.16, Universitat Bonn.

32 Ulrich, G Ziessel, R.; Harriman, A. Angew. Chem. 2008, 120, 1202.
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2.2.3 RhodaminB in wassrigen Systemen
RhodaminB ist einer der am besten untersuchten Fluoreszenzfarbstoffe. Durch seine hervorragenden photo-
physikalischen Eigenschaften, wie hohe Quantenausbeute, hoher Extinktionskoeffizient und gute Photo-
stabilitat, findet es vielfaltig Verwendung z.B. als Laserfarbstoff, Fluoreszenzstandard oder als Pigment-
farbstoff. Besonders in der Biologie und Medizin finden Rhodaminderivate Anwendung fur Zellbildgebungs-
verfahren, Polymermarkierung oder in der Einzelmolekilspektroskopie.”

RhodaminB gehort zur Klasse der Xanthen-Farbstoffe, zu denen auch z.B. Fluoreszein, Eosin oder
Rhodamin6G gehoren. Im Vergleich zur Klasse der Fluoreszeine, die ebenfalls exzellente Quantenausbeuten
in wassrigen Losungen besitzen, zeichnen sich die Rhodaminderivate durch eine deutlich bessere Photo-
stabilitat aus. Besonders in wassrigen Medien zeigt RhodaminB im Vergleich zu vielen gebrauchlichen
Fluoreszenzfarbstoffen eine hohe Quantenausbeute (@ = 0,36) und einen hohen Extinktionskoeffizienten
(e = 97300 M cm™)*. Aufgrund der kationischen Ladung an einem der Stickstoffsubstituenten des Xanthen-
gerUsts weisen Rhodamine eine hohe Wasserldslichkeit auf. Diese Eigenschaften machen sie gegenuber
anderen haufig verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen, wie Coumarinen oder Fluoreszeinen, tiberlegen”. Wird
zudem die Rotation um den Stickstoff am XanthengerUst gehindert, wie im Fall von Rhodamin101, fuhrt dies
zu einer deutlich bathochromen Verschiebung der Emission. Ist die Rotation um die Aminogruppen des
XanthengerUsts nicht gehindert, wie im Fall von RhodaminB, kommt es zu strahlungsfreien Desaktivierungs-

prozessen (Abbildung 3).

o o

H,N o NH, ~_N o) _N® _
O X Jee — UL
o o
O OCH, ‘ OH

Rhodamin6G Rhodamin101 Rhodamin123 RhodaminB
®=0,95 ®=0,96 @®=0,90 ®=0,65
Agm = 558 nm Aem = 588 nm Aem = 534 nm Agm = 568 nm

Abbildung 3: Photophysikalische Eigenschaften einiger Rhodaminderivate in Ethanol. »

Die Fluoreszenzeigenschaften einiger Rhodamine sind stark pH-abhangig. Ist die Carbonsaure in 2-Position
des Phenylrings deprotoniert, liegt Rhodamin in der nicht fluoreszierenden Lactonform vor (Abbildung 4). Im
neutralen bzw. sauren Milieu 6ffnet sich der Lactonring wieder in die offene fluoreszierende Form.

N r
~_N ‘ (0] N~
basischer pH g
[ — O

saurer pH O o

fluoreszierend nicht fluoreszierend

Abbildung 4: Offene (links) und geschlossene Lactonform (rechts) des RhodaminB.

3 Bejja, M.; Afonso, M. A. C; Martinho, G. M. J. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 2410.
* Nguyen, T Francis, B. M. Org. Lett. 2003, 5, 3245.
> Kubin, F. R; Fletcher, N. A. /. Lumin. 1982, 27, 455.
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Die pH-Abhangigkeit des RhodaminB stellt bei Anwendungen wie z.B. Proteinmarkierung ein Problem dar,
da es bei physiologischem pH-Wert zur teilweisen Ausbildung der nicht fluoreszierenden Lactonform
kommt. Dadurch geht ein erheblicher Teil der Quantenausbeute verloren. Des Weiteren neigen Rhodamine
zur konzentrationsabhangigen Aggregation. Aus diesem Grund wurden z.B. die Alexa-Typ-Fluoreszenz-
farbstoffe eingefuhrt. Alexa568 (Abbildung 5) zeigt, wenn es zur Proteinmarkierung verwendet wird, eine
deutlich hohere Fluoreszenzintensitat und  Fluoreszenzquantenausbeute als das  vergleichbare
RhodaminB-Derivat.”® Durch die Blockierung der Rotation um den Aminstickstoff und Einfihrung von
Methylsulfonsauregruppen wird eine héhere Quantenausbeute erreicht und die Bildung des nicht fluores-
zierenden Lactonrings ist sterisch blockiert.

5 oder3 O—

Abbildung 5: Alexa568.

Ein groBer Nachteil der Alexa-Typ-Farbstoffe ist ihr vergleichsweise hoher Preis (Alexa568, ~ 1700 €/5 mg).
Zur Fluoreszenzmarkierung von Zellen in der Biologie oder Medizin ist dies unproblematisch, da nur sehr
geringe Mengen im pg- bis mg-Bereich benotigt werden. Fur chemische Synthese, wo in der Regel Substanz
im 100 mg- bis g-MaBstab bendtigt wird, sind glnstigere Derivate winschenswert.

Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit von handelstdblichem RhodaminB ausgegangen. Die 2-Position des
Phenylrings wird mit Piperazin substituiert, so dass durch EinfGhrung eines sekundaren Amins die Bildung
der nicht fluoreszierenden Lactonform unterdrdckt wird. AnschlieBend koénnen Uber den Piperazinring
weitere  funktionelle  Gruppen eingefihrt werden. Unter den verschiedenen handelsublichen
Rhodamin-Derivaten stellt das RhodaminB einen guten Kompromiss als Ausgangsstruktur fur weitere
Funktionalisierungen dar. Auch wenn hier durch die Rotation um den Xanthen-Stickstoff intramolekulare
Desaktivierungsprozesse auftreten kénnen, ist die Funktionalisierung der Carbonsaure in 2-Position des
Phenylrings sterisch deutlich gegentber Derivaten wie Rhodamin101 bevorzugt. Auch Rhodamin6G, welches
in wassrigen Losungen eine Quantenausbeute nahe 1 aufweist, zeigt bei weiteren Funktionalisierungen
deutliche Nachteile gegenuber RhodaminB. Da der Xanthen-Stickstoff des Rhodamin6G noch jeweils ein
azides Proton besitzt, kann dies zu nicht vorhersehbaren Nebenreaktionen fihren. Auch zeigt sich, dass fur
Rhodamin101 und fur Rhodamin6G der Verlust von Quantenausbeute bei Funktionalisierung der 2-Position
des Phenylrings hoher ist als fur RhodaminB.*

Allgemein werden Rhodamin-Derivate bevorzugt an der 2-, 4- oder 5-Position des Phenylrings
funktionalisiert. Funktionalisierungen am Xanthen-Stickstoff sind zwar bei einigen Rhodamin-Derivaten wie
Rhodamin6G auch maglich, jedoch fuhrt dies in der Regel zu erheblichen Anderungen der Fluoreszenz-
eigenschaften, bis hin zum massiven Abfall der Quantenausbeute®. Funktionalisierungen in 4- oder
5-Position sind weit verbreitet, jedoch sind diese Derivate wie beispielsweise RhodaminRed™ sehr teuer.*
Die Funktionalisierung in 2-Position des Phenylrings des RhodaminB ist oftmals schwierig, da die Reaktivitat
der Carbonsaure durch die direkte Konjugation zum Phenyl- und Xanthen-GerUst stark reduziert ist.

% panchuk-Voloshina, N.; Haugland, P. R Bishop-Stewart, J.; Bhalgat, K. M.; Millard, J. P.; Mao, F. Leung, W.; Haugland, P. R. /.
Histochem. Cytochem. 1999, 47, 1179.
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Cincotta und Foley berichteten mit als erste von einer Amidierung der Carbonséure am Phenylring. Jedoch
ist das Verfahren Uber eine 5-Stufen-Synthese aufwendig und die Ausbeuten und Reinheit werden hier nicht
erwahnt” . AnschlieBend folgten viele Publikationen, die sich mit diesem Thema befassen. Viele der
Funktionalisierungen erfolgen dabei mit primaren Aminen an die Carbonsédure in 2-Position. Dadurch ist
nach der Funktionalisierung noch ein azides Proton am Amid-Stickstoff vorhanden, das im Fall von
RhodaminB unter den entsprechenden Bedingungen den nicht fluoreszierenden Lactamring bildet. Diese
Eigenschaft wird oftmals ausgenutzt als Sensoren fur verschiedene Metalle wie fur Kupfer, Quecksilber oder

Chrom in wassrigen Systernen’®*%*

. Will man die Bildung der nicht fluoreszierenden Lactamform vollstandig
unterdrtcken muss man entweder sekundare Amine einfihren oder die Carbonsaure verestern. Ester haben
in wassrigen Systemen den grof3en Nachteil der Hydrolyseempfindlichkeit, weshalb dieser Reaktionstyp fuir

die vorliegende Arbeit nicht verfolgt wurde.

Nguyen et al. verdffentlichten 2003 eine einfache und sehr effiziente Methode zur Herstellung von
funktionalisierten Rhodamin-Derivaten®. Dabei wird die Carbonsaure in 2-Position mit Piperazin umgesetzt,
um durch die Einfuhrung eines sekundaren Amins die Bildung der Lactamform zu unterdricken. So erhalt
man einen RhodaminB-Fluoreszenzmarker, der auch unter physiologischen Bedingungen nicht an Quanten-
ausbeute verliert. Nguyen et al. beschreiben dabei, dass unter den verwendeten Rhodamin-Derivaten fur
RhodaminB die hdchsten Ausbeuten bei der Umsetzung der Caronsaure mit Piperazin erreicht werden
kénnen. ™

37 Cincotta, L.; Foley, W. J. US4290955, 1981.

* Cai, X. S.; Zhang, Z. H.; Guastella, J.; Drewe, J.; Yang, W.; Weber, E. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 39.
1, J.; Petrassi M. H.; Tumanut C.; Masick, T. B.; Trussel, C.; Harris, L. J. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 1064.
O Zhou, G. Z.; Yu, X. M;; Yang, H.; Huang, W. K; Li, Y. F.; Yi, T.; Huang, H. C. Chem. Commun. 2008, 3387.
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2.3 Synthese der RhodaminB-Monomere

RhodaminB wurde, wie zuvor beschrieben, als Signalgeber fir diese Arbeit ausgewahlt, da es fur die
gewlnschte Anwendung den besten Kompromiss aus Fluoreszenzeffizienz, Photostabilitdt und Preis
darstellt. Ausgehend von diesem Fluorophor soll eine Struktur aufgebaut werden, die fur die gewunschte
Anwendung als Sensor sowohl den Signalgeber als auch eine Analytstruktur in definiertem Abstand
zueinander tragt. Des Weiteren soll es méglich sein, das Molekul zu immobilisieren. Immobilisierte Systeme,
wie z.B. Polymere, die sowohl einen Signalgeber als auch einen Analyten tragen, sind weit verbreitet*“*>°.
Dabei wird das entsprechende Polymer meist durch polymeranaloge Reaktionen an funktionelle Gruppen
mit dem Signalgeber und/oder dem Analyten markiert (Abbildung 6, links), wodurch man eine statistische
Verteilung der Fluorophore und Analyten im Polymer erhélt. Auch in der Biologie und Medizin wird z.B. die
spezifische Erkennung von Nucleotidsequenzen markierter DNA-Strange fur Erkennungsreaktionen

% Hierbei fuhrt jede spezifische Basenpaarung zu genau einer Paarung von zwei Signalgebern.

ausgenutzt
Befinden sie sich dann in einem Abstand zueinander, der innerhalb des sogenannten Forsterradius liegt,
findet Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) statt und die Signalgeber andern ihre photophysikalischen

Eigenschaften (Abbildung 6, rechts).

A
)\1 _|.|.|.|.|.|.|.|.|_; D rrer

Abbildung 6: Links: mit Signalgeber ,F* und Analyt ,A” statistisch markiertes Polymer. Rechts: mit Donor ,D” und
Akzeptor ,A” markierter DNA-Strang.

Das in dieser Arbeit verfolgte Synthesekonzept bietet sowohl die Méglichkeit unterschiedliche Analyt-
strukturen zu verwenden, als auch das Erkennungsreaktion-Signal-Verhaltnis zu erhdhen, da keine
statistische Verteilung von Analyt und Signalgeber vorliegt, sondern sich in der Nachbarschaft jedes Analyten
auch ein Signalgeber befindet (Abbildung 7). Bindet ein Fluoreszenzldscher an die entsprechende Analyt-
struktur, héngt die Effizienz des Loschprozesses vom Abstand zwischen Signalgeber und Analyt ab. Liegt
dieser Abstand im Bereich des Forsterradius, sollte jede Erkennungsreaktion eines Analyten auch zu einer
Anderung der photophysikalischen Eigenschaften des Signalgebers fuhren.

\l/
/\4\

Abbildung 7: Signalgeber ,F* und Analyt ,A” (Struktur 4 — 7) kovalent und in direkter Nachbarschaft zueinander in einem
Polymerriickgrat immobilisiert.

! Hossain, A. M.; Mihara, H.M Ueno, A. /. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 11178.
“ZWosnick, H. J; Mello, M. C.; Swager, M. T. /. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 3400.
“Bao, G.; Rhee, J. W.; Tsourkas, A. Annu. Rev. Biomed. Eng. 2009, 11, 25.

“ Didenko, V. V. Biotechniques 2001, 31, 1106.
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Abbildung 8 zeigt das fur die beschriebenen Anforderungen entwickelte allgemeine Syntheseschema zur
Darstellung der RhodaminB-Monomere. Ausgehend von der Fluorophor-Piperazin-Struktur A wird Malein-
saureanhydrid eingefihrt. Die Maleinsaure-Monomerstruktur B tragt sowohl eine Doppelbindung zur Immo-
bilisierung als auch eine freie Carboxylgruppe zur Anbindung verschiedener Analytstrukturen, wie bei
Struktur C schematisch gezeigt. Nachfolgend werden die einzelnen Syntheseschritte und die Wahl der
verschiedenen Analytstrukturen im Einzelnen néher erlautert.

Doppelbindung zur
ﬁo __Immobilisierung
O O / \ :_T. :
Fluorophor—N NH - > Fluorophor—N N (6]
/ / O OH
A B
—\ — —\ —
Fluorophor—N N~<_>:O —Anaiyt Fluorophor—N N~<_>:O
— 0 OH — 99
: Analyt
Cc

Abbildung 8: Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung der neu entwickelten RhodaminB-Monomere.

2.3.1 Synthese der Fluorophor-Piperazin-Struktur (A)
Um die Bildung der nicht fluoreszierenden Lactamform des RhodaminB zu unterdriicken, wurde im ersten
Schritt ein Piperazinring an die Carbonsaure in 2-Position des Phenylrings eingefuhrt. Nguyen et al. publi-
zierten 2003 eine effiziente und einfache Methode zur Funktionalisierung der Carbonsaure in 2-Position von
verschiedenen Rhodaminderivaten®. Fir RhodaminB geht man hier vom Lactam-Derivat aus, da im
Vergleich zur offenen Form die Lactamform gut in Ethylacetat 16slich ist und nicht reagiertes Edukt nach der
Reaktion leicht durch Extraktion entfernt werden kann. Die Abtrennung von nicht reagiertem Edukt stellt bei
vielen Literatursynthesen zur Funktionalisierung von Rhodaminen ein erhebliches Problem dar. Aufgrund
ahnlicher Loslichkeit von Edukt und Produkt liefert Extraktion oft nur unsaubere Produkte. Die Reinigung
durch Normalphasenchromatografie ist aufgrund der Wechselwirkung der kationischen Ladung des
Rhodamins mit der Phase ebenfalls meist nicht moéglich. Aus diesem Grund kénnen saubere Produkte

4,4 . .
33344 \Weiterhin wurde versucht

oftmals nur durch Chromatografie mit inverser Phase erhalten werden
neben RhodaminB auch Rhodamin6G, aufgrund seiner sehr guten Quantenausbeute in polaren Losungs-
mitteln, in 2-Position mit einem sekundaren Amin zu funktionalisieren (Abbildung 9). Madsen et al. publi-
zierten 2011 einen Syntheseweg zur Funktionalisierung der Carbonylfunktion in 2-Position, bei dem sekun-
dare Amine sowohl mit Rhodamin6G als auch mit RhodaminB umgesetzt wurden®®. Dabei wurden die Amine
als reaktive Losemittel verwendet. Die Produkte konnten nach circa 24 h bei 90 °C in guten Ausbeuten
isoliert werden. Es wird beschrieben, dass Rhodamin6G das gewlnschte Produkt in guten Ausbeuten liefert,
wogegen RhodaminB fast kein Produkt liefert. Da RhodaminéG im Gegensatz zu RhodaminB als Ethylester
vorliegt, kann sich hier die Lactonform nicht bilden, so dass die Carbonylgruppe besser zuganglich fur eine
nucleophile Substitution ist. Weiterhin stellt Ethanol eine deutlich bessere Abgangsgruppe bei einer nucleo-
philen Substitution dar.

* Adamczyk, M.; Grote, J. Bioorg. Med. Chem. Lett 2000, 10, 1539.
6 Madsen, J.; Warren, J. N.; Armes, P. S.; Lewis, L. A. Biomacromolecules 2011, 12, 2225.
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In dieser Arbeit konnte nach der Vorschrift von Madsen et al. nur mit N-(2-Hydroxyethylpiperazin) als
sekundéres Amin das gewulnschte Produkt erhalten werden, jedoch in nur sehr geringen Ausbeuten
(Abbildung 9). Auch Nguyen et al. beschreiben bei Funktionalisierung der Carboxylgruppe in 2-Position des
Phenylrings deutlich geringere Ausbeuten fur Rhodamin6G als fir RhodaminB. Aus diesem Grund wurde die
Funktionalisierung von Rhodamin6G nicht weiter verfolgt.

ol

,
Ci A

OH

HN NH 90 °C, 24 h O N/\
sooy Mo

Ausbeute < 10 %

( o
HN/w
Rhodamin 6G K;NH ,

CHCI;, RF, 72 h

kein Produkt
Abbildung 9: Versuchte Funktionalisierung von Rhodamin6G in 2-Position des Phenylrings.

Bei der Umsetzung von RhodaminB-Base (1) mit A-(2-Hydroxyethylpiperazin) unter den von Nguyen et al.
beschriebenen Reaktionsbedingungen wurde das gewtnschte Produkt nur in sehr geringer Ausbeute
erhalten. Mit Piperazin hingegen erhalt man das gewtnschte Produkt 2 in guter Ausbeute und Reinheit
(Abbildung 10). Dabei konnte hier die Literaturausbeute um sechs Prozent verbessert werden. Uber das
verbleibende sekundére Amin des Piperazinrings kann 2 anschlieBend weiter funktionalisiert werden.

HN/H

A|Me3, CHzclz,

O O RF. 24 h Ausbeute < 10 %
o HN™™Y
% L

\/N 7 N\/
AlMe3 CH2C|2 O ‘
RhodaminB-Base RF, 24 h
1
N/\
NH
76 %
2

Abbildung 10: Funktionalisierung von RhodaminB-Base in 2-FPosition des Phenylrings mit verschiedenen Pijperazin-
Derivaten.
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Das Maximum der Absorption von RhodaminB-piperazinamid (2) in H,O ist im Vergleich zu RhodaminB um
10 nm bathochrom verschoben. Auch das Emissionsmaximum von 2 ist um 5 nm rotverschoben.

3: ™ RhodaminB 2, = 555 nm ';' i ——RhodaminB __, = 584 nm

®©, RhodaminB-piperazinamid (2) %, = 565 nm I RhodaminB-piperazinamid (2) ., = 589 nm
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Abbildung 11: Absorptions- (links) und Emissionsspektrum (rechts) von RhodaminB und RhodaminB-piperazinamid (2) in
H-0.

2.3.2 Einfuhrung einer Doppelbindung zur Immobilisierung (B)

Im vorrangegangenen Abschnitt wurde diskutiert, wie die Bildung der nicht fluoreszierenden Lactonform des
RhodaminB durch Einfuhrung eines sekundaren Amins wie Piperazin unterdriickt werden kann. AnschlieBend
kann RhodaminB-piperazinamid (2) an dem verbleibenden sekundéren Amin des Piperazinrings weiter
funktionalisiert werden. Wie bereits von Nguyen et al. beschrieben wurde 2 zunéchst mit Bernsteinsaure-
anhydrid umgesetzt (Abbildung 12). Aufgrund der hohen Reaktivitat des Anhydrids erfolgt die Ring6ffnung
unter milden Reaktionsbedingungen und guten Ausbeuten. AnschlieBend kann die freie Carbonsdure mit
verschiedenen Analytstrukturen und biologisch relevanten Strukturen wie Zuckern, Peptiden oder Proteinen
umgesetzt werden. Die Zwischenstufe 2 kann weiterhin zur Einfihrung anderer funktioneller Gruppen, wie
Alkoholen oder Thiolen, fiir Biokonjugationsreaktionen genutzt werden®®.

Bersteinsaure-

anhydrid
DMAP, EtsN,
CHzolz tr.,
RT,72h

2 65 %

Abbildung 12: Funktionalisierung von RhodaminB-pjperazinamid (2) mit Bernsteinsaureanhydrid nach der Synthese-
vorschrift von Nguyen et al.

Ziel dieser Arbeit war es, neben der Moglichkeit verschiedene Analytstrukturen in direkter Nachbarschaft zu

einem Signalgeber anzubinden, auch die Option zur Immobilisierung der Monomerstruktur zu haben.

Immobilisierung kann zB. durch Anbindung an eine funktionalisierte Oberflache erfolgen®“**.

4 Gonzéles-Campo, A,; Hsu, S.; Puig, L.; Huskens, J.; Reinhoudt, N. D.; Velders, H. A. /. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 11434.

“ Kumar, R.; Roy, L; Ohulchanskyy, Y. T.; Goswami, N. L.; Bonoiu, C. A,; Bergey, J. E.; Tramposch, M. K.; Maitra, A; Prasad, N. P. ACS
Nano 2008, 2, 449.

“Hansen, S. T;; Daugaard, E. A; Hvilsted, S.; Larsen, B. N. Adv. Mater. 2009, 21, 4483.
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2.3 Synthese der RhodaminB-Monomere

4 . . T
63031 Dies ist moglich, wenn auBer

Eine andere Maglichkeit ist die Immobilisierung in einer Polymermatrix
Signalgeber und Analyt auch eine geeignete Monomereinheit zur Copolymerisation mit der gewlnschten
Polymermatrix einfihrt wird. Da die Umsetzung von 2 mit Bernsteinsaureanhydrid unter milden Beding-
ungen und guten Ausbeuten gelingt, wurden analoge Anhydridstrukturen gewahlt, die zusatzlich die
Maoglichkeit zur Immobilisierung in eine Polymermatrix bieten. Es wurden Itaconsdureanhydrid und Malein-
saureanhydrid ausgewahlt und mit 2 umgesetzt (Abbildung 13). Wéhrend Maleinsaureanhydrid unter
Ublichen Rektionsbedingungen nicht homopolymerisiert sondern nur fir die Copolymerisation geeignet ist,

sind fur Itaconsaureanhydrid auch Homopolymere méglich.

o) o} e}
=<Tr° =’ Oi(o
Bersteinsaure- Maleins&ure- ltaconsaure-
anhydrid anhydrid anhydrid

Abbildung 13: Fur die Umsetzung mit 2 ausgewéhite Anhydride.

2.3.2.1 Itaconsaure als funktionales Monomer

Bei der Umsetzung von 2 mit Itaconsdureanhydrid entstehen durch Ringdffnung des Anhydrids die
gemischten Isomere zweier sterisch gehinderter Acrylat-Derivate, welche jeweils in 3-Position zur Doppel-
bindung substituiert sind (Abbildung 14). Diese Acrylat-Derivate kénnen mit anderen Methacrylmonomeren
wie z.B. M-Isopropylmethacrylamid (NIPMAM) oder Oligo(ethylenglycol)methacrylaten (OEGMASs) copoly-
merisiert werden. Bei der Umsetzung von 2 unter den in Abbildung 14 beschriebenen Reaktions-
bedingungen kann das gewtnschte Produkt erhalten und mit HPLC-MS nachgewiesen werden. Voll-
standiger Umsatz des Edukts zum gewinschten Produkt wurde jedoch auch nach einer Reaktionszeit von
72 h nicht erreicht. Die Zugabe einer Hilfsbase bzw. Reaktionsfihrung oberhalb Raumtemperatur fuhrte hier
ebenfalls nicht zu héheren Umsatzen. Die Abtrennung des Produkts vom Edukt ist aufgrund der ahnlichen
Loslichkeit schwierig und kann nur Uber aufwendige praperative HPLC mit einer inversen Phase erfolgen.
Aufgrund des unvollstandigen Umsatzes und der aufwendigen Aufreinigung des Produktes wurde dieser
Ansatz nicht weiter verfolgt.

00
/N\/ 0 R
‘N °
.. Ny
ltanconsé&ure- " “OH
anhydrid oder O
CHzclz tr., (0}
RT,72h
*~~ OH
O
2 nicht bestimmt

Abbildung 14: Versuchte Umsetzung von RhoaaminB-piperazinamid (2) mit ltaconsaureanhydrid.

** Geng, J. Mantovani, G.; Tao, L.; Nicolas, J.; Chen, G.; Wallis, R.; Mitchell, A. D.; Johnson, G. R. B.; Evans, D. S.; Haddleton, M. D. /. Am.
Chem. Soc. 2007, 129 15156.

5 Wang, B.; Liu, X; Hu, Y.; Su, Z. Polym. Int. 2009, 58, 703.

15



2.3 Synthese der RhodaminB-Monomere

2.3.2.2 Maleinsaure als funktionales Monomer
Die Umsetzung von 2 mit Maleinsaureanhydrid liefert Produkt 3 in guter Ausbeute und Reinheit (Abbildung
15). Die verbleibende Carbonsdure der Maleinsaure bietet die Moglichkeit verschiedene Analytstrukturen
anzubinden. Durch diesen Aufbau ist es moglich, Signalgeber und Analyt in direkter Nachbarschaft mit
definiertem Abstand zueinander einzufuhren. Die Doppelbindung der Maleinséure bietet weiterhin die
Maglichkeit zur Immobilisierung in einer Polymermatrix.

- cl
Maleinsaure- o)
anhydrid
CH,Cl,/DMF 2/1 ‘ N 5
RT,72h N\i/og
)
2 64 %
3

Abbildung 15: Synthese von RhodaminB-4-(3-carboxyacryloyl)pjperazinamid (3).

Maleinsaure besitzt aufgrund des Elektronenzugs der beiden Carbonylgruppen eine elektronenarme
Doppelbindung und kann unter dblichen Bedingungen nicht homopolymerisieren. Mit geeigneten Comono-
meren, die eine elektronenreiche Doppelbindung haben, kann man alternierende Copolymere herstellen.
Dafur eignen sich z.B. Vinyimonomere wie Vinylacetat, Styrol, N-Vinylpyrrolidon oder A-Vinylcaprolactam.
Die Copolymere kénnen anschlieBend polymeranalog tber die Offnung des Anhydrids z.B. mit Fluoreszenz-
farbstoffen funktionalisiert werden>***.

In dieser Arbeit wird ein bereits funktionalisiertes Maleinsaurederivat zur Copolymerisation mit A-Vinylpyrro-
lidon bzw. A-Vinylcaprolactam verwendet. Im Gegensatz zu Maleinsdureanhydrid ist hier die Doppelbindung
nicht mehr Uber das gesamte cyclische Ringsystem delokalisiert. Durch die Substitution der Carbonsauren
sind die synthetisierten Monomere sterisch sehr anspruchsvoll. Um Selbstléschung der Fluorophore im
Polymer zu unterdricken sollen nur geringe Mengen (< 1 mol%) der Maleinsadurederivate in die Kette einge-
baut werden. Es wurde erwartet, dass die Zuganglichkeit der sterisch gehinderten Maleinsaurederivate zur
Copolymerisation mit geeigneten Monomeren ausreichend hoch ist, um geringe Mengen in die Polymer-
hauptkette einzubauen. Wie bereits erwahnt, bietet die Funktionalisierung der Maleinsaure vor der Copoly-
merisation die Mdglichkeit, Signalgeber und Analyt in einem definiertem 1:1-Verhaltnis in die Polymermatrix
einzubinden.

> Damaceanu, M.; Bruma, M.; Schulz, B. Polymer2012, 53, 5258.
3 Aldea, G.; Vyprachticky, D.; Cimrova, V. Macromol. Symp. 2004, 212, 523.
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2.3 Synthese der RhodaminB-Monomere

2.3.3 Einfuhrung von Analytstrukturen fiir spezifische
Erkennungsreaktionen (C)

Neben dem Signalgeber und der Doppelbindung soll es moglich sein unterschiedliche Analyten zur mole-
kularen Erkennung anzubinden. Findet eine Erkennungsreaktion an die Analytstruktur statt, fuhrt jedes
Bindungsereignis auch zu einer Anderung der photophysikalischen Eigenschaften des Signalgebers. Die
Analytstrukturen kénnen durch geeignete funktionelle Gruppen wie Amine, Alkohole, Thiole oder auch Azide
eingefthrt werden. In Abbildung 16 sind die mit 3 durchgefthrten Funktionalisierungen der Carboxylfunktion
mit unterschiedlichen Analytstrukturen dargestellt. Die Umsetzung mit kleinen unpolaren Molekdlen wie
Butylamin  oder 1-Adamantyl-methylamin, unter Verwendung von HATU (O-(7-Azabenzotri-
azol-1-yN-N,N.N,N-tetramethyluroniumhexafluorophosphat) als Kupplungsreagenz und DIEA (N, N-Diiso-
propylethylamin) als Base liefert das gewtnschte Produkt 4 und 5 in guten bis sehr guten Ausbeuten. Die
Umsetzung von 3 mit Amino-Biotin hingegen liefert kein Produkt. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von
Biotin in vielen gebrauchlichen organischen Losemitteln und auch in Wasser ist die Reaktivitat stark einge-
schrankt. Auch in Dimethylformamid als Losungsmittel oder mit anderen Kupplungsreagenzien, wie DCC
(N, N=Dicyclohexylcarbodiimid), wurde das gewinschte Produkt nicht erhalten. Bei der Veresterung der
Carbonsaure von 3 mit Tetra- O-acetyl-3-D-glucopyranose entsteht das gewtnschte Produkt, jedoch wurde
kein vollstandiger Umsatz erzielt. Da sich das Produkt auch hier nicht mit einfachen Reinigungsmethoden
wie Extraktion vom Edukt abtrennen lieB, wurde die Synthese nicht weiter verfolgt. Die Umsetzung von 3 mit
Propargylamin liefert Produkt 6. Die Einfuhrung einer Dreifachbindung ermdglicht die Anbindung von
Aziden oder Thiolen durch sogenannte ,Click’-Reaktionen™. Abbildung 17 zeigt die Umsetzung von 6 mit
Tetraacetyl-1-ethoxy-2-azido-mannose. Mit Brom-tris(triphenylphosphin)kupfer() als Kupfer(l)-Salz und
DIEA als Hilfsbase wird das gewtinschte Produkt 7 in moderater Ausbeute und guter Reinheit erhalten®.
Durch die Anbindung des Mannoseanalyten Uber einen Triazolring ist das Molekdl nicht hydrolyse-
empfindlich und erscheint so gut fur die gewlnschte Anwendung des Sensors in wassrigen Systemen
geeignet.

> Rostovtsev, V. V.; Green, G. L; Fokin, V. V.; Sharpless, B. K. Angew. Chem Int. £d. 2002, 41, 2596.
*> Bock, D.V.; Hiemstra, H.; Maarseveen, van H. ). £ur. /. Org. Chem. 2006, 51.
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NH,

HATU, DIEA,
CH,ClI, Argon,
24 h, RT

" NH,
_ £ »

HATU, DIEA,
CH,ClI, Argon,
16 h, RT

/\NH2

HATU, DIEA,
CH,Cl, Argon,
16 h, RT

S

Amino-Biotin

HATU, DIEA,
CH,Cl,/DMF 1/1, Argon,
24 h, rt

AcOOH
o}

AcO
OAc OAc

Tetra-O-acetyl-
3-D-glucopyranose
HATU, DIEA,
CH,Cl, Argon,
24 h, rt

keine Ausbeute bestimmt

Abbildung 16: Versuchte Funktionalisierungen von RhoaaminB-4-(3-carboxyacryloyl)piperazinamid (3) mit
verschiedenen Analytstrukturen.

4 RhodaminB-4-(3-(adamantan-1-yl)methyl)amino)-4-oxobut-2-enoyl)piperazinamid; 5 RhodaminB-4-(3-(butylamino)-
4-oxobut-2-enoyl)piperazinamid,” 6 RhodaminB-4-(3-(4-oxo-4-(2-propin-1-ylamino)but-2-enoyl)piperazinamid.
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OAc \ (@
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Abbildung 17: Umsetzung von RhodaminB-4-(3-(4-oxo-4-(2-propin-1-ylamino)but-2-enoyl)pjperazinamid (6) mit Tetra-
acetyl-1-ethoxy-2-azido-mannose — zu  RhodaminB-4-(3-(4-oxo-4-((1-(2-((354S,5R,6R)-3,4 5-triacetoxy-6-(acetoxy-
methyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)ethyl)-1H-1,2, 3-triazol-4-yl)methyl)amino)but-2-enoyl)piperazinamid (7).

Unterschiedliche Analytstrukturen in das Grundgerust 3 einbinden zu koénnen, bietet die Méglichkeit, einen
Fluoreszenzsensor fur verschiedene Erkennungsreaktionen durch entsprechende Bindungspartner
herzustellen. In der vorliegenden Arbeit sollen Adamantan - B-Cyclodextrin und Mannose - ConcanavalinA
als Modellbindungspartner verwendet werden. Das molekulare GrundgerUst bietet jedoch die Moglichkeit,
auch andere Analytstrukturen, wie z.B. Peptide, Proteine oder Glykoside durch geeignete Reaktivgruppen
anzubinden. Das vorliegende System aus Signalgeber, Analyt und Immobilisierungseinheit kann so far
variable Bindungspaare bei spezifischer Erkennung des Analyts den Signalgeber immer in direkter Nachbar-
schaft vorfinden. Wird die Erkennungseinheit so funktionalisiert, dass bei Bindung des Analyten die photo-
physikalischen Eigenschaften des Signalgebers verandert werden, so kann jedes Bindungsereignis spezifisch
ausgelesen werden. In der Literatur sind viele Beispiele fur Fluoreszenzdetektion von kleinen Ionen wie z.B.
Quecksilber, Kupfer oder Nickel bekannt, bei denen der Signalgeber, also der Fluoreszenzmarker, gleich-

zeitig auch als Bindungsmotiv fur die lonen dient™

. In der Regel ist die Fluoreszenz im nicht gebundenen
Zustand durch Strukturisomerie oder Elektronentransferreaktionen unterdrickt. Bei Bindung der lonen tritt
Fluoreszenz auf, wobei gezeigt wurde, dass dieser Aus/An Mechanismus sehr selektiv fir bestimmte Ionen
sein kann. Besonders fur biologische oder medizinische Anwendungen sind auch andere Analytstrukturen fir
Erkennungsreaktionen von groBeren Molekidlen oder Clustern von grof3er Bedeutung. Aus diesem Grund ist
es interessant ein System zu entwickeln, bei dem Analyt und Erkennungseinheit je nach gewdnschter

Detektion oder Anwendung variabel austauschbar sind.

*® Zheng, H.; Zhan, X; Bian, Q; Zhang, X. Chem. Comm. 2013, 49, 429.
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2.4 Fluoreszenzldschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

2.4 Fluoreszenzléschung und -
riickgewinnung fir die Analytdetektion

2.4.1 Fluoreszenzléschung: Eine kurze Einfiihrung®
Die Fluoreszenzintensitdt von Fluorophoren kann durch einen duBeren Stimulus geléscht werden. Der
Fluorophor selbst wird dabei nicht irreversibel zerstort. Zu den verschiedenen Arten der Fluoreszenz-
|6schung gehoren:

v' Konzentrationsabhangige Selbstléschung von Fluorophoren
v Fluoreszenzldschung oder —verstarkung durch Strukturisomerie
v Fluoreszenzléschung durch spektrale Uberlappung mit einem Akzeptormolekl

v Fluoreszenzldschung durch Fremdmolekile wie O,, Schweratome wie I oder Br', BrO,4’, aromatische
oder aliphatische Amine; NO, H,0,

v Fluoreszenzldschung an Metalloberflachen

Allgemein wird bei den Loschprozessen zwischen dynamischer und statischer Fluoreszenzldschung unter-
schieden. Bei dynamischen Loéschprozessen erfolgt eine Kollision zwischen Fluorophor und Léscher zuféllig
aufgrund der freien Molektlbewegung. Ein Beispiel fur einen dynamischen Loschprozess ist die Loschung
von Fluoreszenz durch Sauerstoff. Bei statischen Loschprozessen entstehen schwach gebundene Komplexe
aus Fluorophor und Loscher. Purin bildet beispielsweise solche schwachen Komplexe mit Pyrimidin. Die
Loschprozesse kdnnen mit Hilfe der Stern-Vollmer-Gleichung beschrieben werden:

FO
—=1+K Gl1
F svlO]

F, = Fluoreszenzintensitat ohne Loscher, F = Fluoreszenzintensitat bei Anwesenheit des Loschers; Ky, = Stern-Vollmer-
Fluoreszenzkonstante [Q] = Konzentration des Loschers.

Fur einen einzelnen Loschprozess wird ein lineares Verhaltnis von Fyo/F gegen [Q] erwartet, aus deren
Steigung man die Stern-Vollmer-Konstante erhalt. Dabei entspricht die reziproke Stern-Vollmer-Konstante
der Konzentration bei der 50 % der Fluoreszenzintensitat geldscht sind. Oftmals liegt jedoch mehr als ein
Loschprozess vor und man erhalt keine Gerade sondern eine nach oben gebogene Kurve.

Fur dynamische Loschprozesse ergibt sich die Stern-Vollmer-Konstante zu:
K, =k, Gl.2

Ky, = Stern-Vollmer-Konstante fur dynamische Ldschprozesse k, = bimolekulare Loschkonstante, t, = Fluoreszenz-
lebenszeit ohne Loscher.

* Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy 3. Aufl, Springer Verlag 2006, S. 278 - 284.
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2.4 Fluoreszenzldschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

Liegt ein statischer Loschprozess vor, handelt es sich um einen Komplex zwischen Fluorophor und Léscher
im Grundzustand. Daher ergibt sich die Stern-Vollmer-Konstante hier aus der Komplexbildungskonstante:

« _IF =0l

s Gl.3
[F1[O]

K = Stern-Vollmer-Konstante fir statische Loschprozesse’ [F — Q] = Konzentration des Komplexes; [F] = Fluorophor-
konzentration, [Q] = LOscherkonzentration.

Dynamische und statische Loschprozesse kénnen durch ihre unterschiedliche Temperaturabhangigkeit
unterschieden werden. Wahrend bei steigender Temperatur die Rate fur dynamische Loschprozesse
aufgrund der schnelleren Diffusion steigt, fuhrt Temperaturerhdhung fur statische Prozesse zu einer
Verkleinerung der Ldschrate, da die Assoziate aufbrechen.

2.4.2 Goldnanopartikel als Fluoreszenzléscher
Fluorophore konnen in unmittelbarer Umgebung von Metalloberflachen oder —kolloiden eine Anderung
ihrer elektronischen Umgebung erfahren. Diese Anderung wird durch das Plasmonenfeld der Metallober-
flache hervorgerufen. Dabei kann es zu Fluoreszenzldschung oder Fluoreszenzverstarkung kommen.
Allgemein kann gesagt werden, dass bei kleinen Abstdnden von wenigen Nanometern die Fluoreszenz von
Fluorophoren geléscht wird, wahrend bei groBen Abstanden auch Mechanismen der Fluoreszenzver-
starkung an Metalloberflachen bekannt sind. Die Abstande fur Loschung oder Verstarkung variieren dabei je
nach GroBe der Nanopartikel und der Art des verwendeten Fluorophors. Dabei scheint fur Silberoberflachen
der Effekt der Fluoreszenzverstarkung fur einige Fluorophore starker ausgepragt zu sein als fur Goldober-
flachen. Hier soll nur auf den Effekt der Fluoreszenzléschung an Goldoberflachen bzw. Goldkolloiden einge-
gangen werden.”**
2.4.21 Oberflachenplasmonenresonanz

Metalle besitzen in ihrer Hulle frei bewegliche Elektronen, weshalb sie allgemein gute elektrische Leiter sind.
Dieses Elektronenband wird als sogenanntes Fermigas bezeichnet. Trifft elektromagnetische Strahlung auf
das Metall, wird das Fermigas zu Schwingungen angeregt. Diese Schwingung, die aus der Wechselwirkung
von Photonen mit Phononen hervorgeht, wird als Plasmaschwingung bezeichnet. Im Einklang mit der
Quantentheorie kann dieser Schwingung ein Quasiteilchen, das sogenannte Plasmon zugeordnet werden.
Plasmonen sind also Dichteschwankungen von Ladungen in Metallen. Im Metall k&nnen sie durch
Bestrahlung mit elektromagnetischen Wellen bzw. Photonen angeregt werden. Die harmonische Oszillation
der Oberflachenplasmonen (Elektronen) wird als Dipol-Plasmon-Resonanz bezeichnet. An Metalloberflachen
kénnen die Oberflachenplasmonen parallel zur Oberflache angeregt werden, wobei sich die Schwingungen
longitudinal entlang der Oberflache ausbreiten. Die Intensitat der Plasmonenbande nimmt dabei exponen-
tiell mit der Ausbreitungslange ab.”

2.4.2.2 Eigenschaften von Goldnanopartikeln
Goldnanopartikel (Au-NP) gehoren zu den stabilsten Metallnanopartikeln und haben aufgrund ihrer heraus-
ragenden elektronischen und optischen Eigenschaften groBes Interesse in der Forschung hervorgerufen.

>8 Kang, A. K; Wang, J.; Jasinski, B. J.; Achilefu, S. /. Nanobiotechnology 2011, 9, 16.
**Kelly, L. K; Coronado, E; Zhao, L. L; Schatz C. G. /. Phys. Chem. 82003, 107, 668.




2.4 Fluoreszenzldschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

Vorallem auf dem Gebiet der Katalyse, Medizin und Biosensorik finden Goldnanopartikel ein breites
Anwendungsfeld. Kolloides Gold wird bereits seit dem 4. Jahrhundert v.Ch. zum Farben z.B. von Glasern
genutzt, da es aufgrund seiner Farbe intensive Reflexionseffekte hervorruft. Eines der bekanntesten Beispiele
ist der Lykurgosbecher, der eine Mischung aus Gold- und Silbernanopartikeln enthélt und abhangig vom
eingestrahlten Licht rot oder grin schimmert.”’

Goldnanopartikel zeigen aufgrund ihrer Plasmonbande, die im sichtbaren Bereich des Lichtspektrums eine
Resonanz zeigt, eine intensive Farbe. Mie léste 1908 dazu die Maxwellgleichung®. Abbildung 18 zeigt ein
Absorptionsspektrum einer 5 nm kolloidalen Goldlésung. Das Maximum der Absorption hangt von der
Form, der GroBe und der Oberflachenfunktionalisierung der Goldpartikel ab. Spharische Goldnanopartikel
zeigen nur ein Absorptionsmaximum im Bereich zwischen 510 bis 550 nm, wahrend Stabchen zwei Maxima
aufweisen. Mit steigender GroBe der Partikel kommt es zu einer Rotverschiebung des Absorptions-
spektrums.”
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Abbildung 18: Absorptionsspektrum einer 5 nm Goldnanopartikellosung von TedPella, Inc, ¢ = 83 nM.

Die Farbe der kolloidalen Nanopartikel setzt sich sowohl aus der Absorption der als auch aus der Reflexion
der Goldnanopartikel zusammen. 2 nm groBe Goldnanopartikel sind noch zu klein, um den sichtbaren
Bereich des Lichtspektrums zu streuen bzw. zu absorbieren, und erscheinen deshalb farblos, wahrend
groBere, in einem Losemittel dispergierte Goldnanopartikel, eine rote bis braune Farbung zeigen. Die
Synthese von Goldnanopartikeln kann auf unterschiedlichen Wegen durchgefthrt werden. Fast alle nutzen
Tetrachlorgold(ll)saure (HAuCly) als Goldquelle. Gold(Il) wird durch ein geeignetes Reduktionsmittel zu
elementarem Gold reduziert. Eine der bekanntesten und auch bis heute am haufigsten verwendeten
Methoden zur Synthese von Goldnanopartikeln wurde von Turkevitch et al. 1951 publiziert™. Dabei wird
Zitronensaure als Reduktionsmittel fur Goldsaure in Wasser verwendet. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, dass Zitronensaure sowohl als Reduktionsmittel als auch als Ligand dient.

% Daniel, M.; Astruc, D. Chem. Rev. 2004, 104, 293.

* Mie, G. Ann. Phys. 1908, 25, 377.

% Das, M.; Shim, H. K; An, A. S.'S.; Vi, K. D. Toxicol Environ. Health. Sci 2011, 3, 193.
® Turkevich, J.; Stevenson, C. P.; Hillier, J. Discuss. Faraday Soc. 1951, 11, 55.




2.4 Fluoreszenzldschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

Es kbnnen Nanopartikel im Bereich zwischen 6 nm bis 120 nm hergestellt werden. Abbildung 19 zeigt exem-
plarisch die Gleichung zur Reduktion von Goldsdure mit Zitronensédure zu elementarem Gold.

CH,COOH CH,COOH
2 [AuCI] + 3 HO—-COOH 20 + 3 0= ° + 8¢® + 3C0,+ 6H®
CH,COOH CH,COOH

Abbildung 19: Reaktionsgleichung zur Reduktion von Tetrachlorgoldsdure mit Zitronenséure zu elementarem Gold.

Schiffrin und Brust nutzten Natriumborhydrid (NaBH,) als Reduktionsmittel in Wasser. Diese Methode wurde
Anfang der 90er Jahre entwickelt. Da NaBH, die entstehenden Goldnanopartikel nur elektrostatisch
stabilisiert, braucht man einen zusatzlichen Liganden zur Stabilisierung. Schiffrin und Brust verwendeten
dazu einen Thiolliganden, welcher Gber Phasentransferkatalyse mit Tetraoctylammoniumbromid in Toluol
tberfiihrt werden kann.** Auf diese Weise kénnen Goldnanopartikel im Bereich von 2 nm bis 5 nm mit
verschiedenen Thiolliganden hergestellt werden. Kolloidale Goldnanopartikel werden mit Hilfe einer
Ligandenhulle stabilisiert, um sie vor Aggregation zu schutzten. Andernfalls widrden aufgrund der Ostwald-
reifung alle kleinen Partikel zu groBen Partikeln verschmelzen. Aufgrund der hohen Affinitat zu Schwefel
werden Goldnanopartikel haufig mit Thiolliganden stabilisiert. Je nach Wahl der Liganden kénnen sie
anschlieBend in wassrigen oder organischen Losungsmitteln suspendiert werden. Die Uberfihrung von einer
in eine andere Phase mit Hilfe von Liganden unterschiedlicher Hydrophilie, wird dabei oft auch zur einfachen
und effektive Aufreinigung der Partikel genutzt®™. Die Stabilisierung von Goldnanopartikeln mit Aminen oder
Alkoholen sind ebenfalls weit verbreitet. Besonders hervorzuheben ist dabei die Stabilisierung mit kurz-
kettigem Polyvinylpyrrolidon (PNVP). PNVP eignet sich besonders gut zur Stabilisierung von Goldnano-
partikeln, da sich die tertidren Amide der Hauptkette wie ein mehrzahniger Ligand um den Partikel legen
kannen. Dadurch entstehen besonders stabile Partikel.%%%%7%

Fur die Anwendung in biologischen Systemen ist die Stabilisierung von Goldnanopartikeln in wéssrigen
Systemen von besonderem Interesse. Hierzu werden haufig langkettige Polyethylenglykole oder PNVP
verwendet. Stabilisierung der Partikel mit Carboxylgruppen wird haufig genutzt, um durch Kupplungs-
reaktionen mit EDC Proteine oder andere biologische Erkennungssysteme zu koppeln.**** Die direkte
Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit Thiol- oder Amin-funktionalisierten Erkennungsgruppen liefert
Goldnanopartikel, die in der Biologie oder Medizin als Markersysteme fur Bindungsassays verwendet
werden. Thiol-modifizierte Strukturen wie z.B. Thio-Biotin®, Thio-Dextran”® oder Thio-B-Cyclodextrin’
kénnen dabei als Liganden fur Goldnanopartikel verwendet werden. Aminodextrane oder andere glyco-
sidische Strukturen wie z.B. Cyclodextrine kbnnen durch ihre reduzierende Wirkung nicht nur als Liganden-

hlle, sondern auch als Reduktionsmittel in der Synthese der Partikel verwendet werden’*”?.

 Brust, M.; Walker, M.; Bethell, B.; Schiffrin, J. D.; Whyman R. /. Chem. Soc, Chem. Commun. 1994, 801.
* Martin, N. M.; Basham, L. J; Chando, P.; Eah, S. Langmuir 2010, 26, 7410.

 Zhou, J; Ralston, J.; Sedev, R.; Beattie, A. D. /. Colloid Interface Sci 2009, 331, 251.

" Mahl, D.; Greulich, C; Meyer-Zaika, W.; Kéller, M.; Epple, M. /. Mater. Chem. 2010, 20, 6176.

% Boisselier, E.; Astruc, D. Chem. Soc. Rev. 2009, 38 1759.

% Kim, W.; Choi, S.; Rho, S. Y.; Yoo, J. D. Bull. Korean Chem. Soc. 2011, 32, 4171.

7O Kim, Y.; Park, S.; Oh, E; Oh, Y.; Kim, H. Biosens. Bioelectron. 2009, 24, 1189

" Liu, J; Ong, W.; Roman, E.; Lynn, J. M.; Kaifer, E. A. Langmuir 2000, 16, 3000.

2 Ma, Y. Li, N Yang, C.; Yang, X. Anal. Bioanal. Chem. 2005, 382, 1044.

73 Aswathy, B.; Avadhani, S. G.; Suji, S.; Sony, G. Front. Mater. Sci. 2012, 6, 168.




2.4 Fluoreszenzldéschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

Auch Stabilisierungen von Goldnanopartikeln mit Aminosauren wie Lysin oder Cystein’* oder auch mit
DNA-Fragmenten” sind in der Literatur bekannt,

Neben den Anwendungen als Markersubstanzen in Medizin und Biologie oder fur optische Anwendungen
wie z.B. SPR (Surface-Plasmon-Resonance) werden Goldnanopartikel auch als effiziente Fluoreszenzldscher
genutzt (siehe Kapitel 2.4.2.1). Der exakte Mechanismus der Fluoreszenzldschung fur Goldnanopartikel ist bis
heute in der Literatur nicht eindeutig geklart. Haufig wird ein FRET-Mechanismus (Forster-Resonanz-
Energie-Transfer) als Erklarung herangezogen. Der Energietransfer nach Theodor Forster beruht auf der
Ubertragung eines angeregten Photons eines Farbstoff-Donors £ auf einen Farbstoff-Akzeptor A4, welcher
sich im elektronischen Grundzustand befindet (Gl. 4). Die Energie wird dabei strahlungsfrei auf den Akzeptor
Ubertragen. Der Akzeptor A*ist anschlieBend in der Lage, die Energie aus dem angeregten Zustand in Form

von Strahlung oder auch strahlungslos wieder abzugeben (Abbildung 20).”*"’

D (SI,O) + A(SO,O) — D(S(),O) + A (SL()) Gl 4
J
kb D* (S1,0) ke > A(S1,2)
FRET krl
A*(S1,0)
kAl
kAl k abs oder
knrl
D (S0) NV AR
Donor Akzeptor

Abbildung 20: Jablonski-Diagramm zur Darstellung des FRET-Prozess. kas = Absorption (1 0% s) ky = strahlungslose
Desaktivierung (10 7 _10M S) k: = strahlungsloser Energietranster; ky = Fluoreszenz (1 0 -107 ).

Voraussetzung fur einen Energietransfer nach Forster ist, dass das Emissionsspektrum des Donors eine aus-
reichend groBe Uberlappung mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors zeigt und sich beide in einem
Abstand von wenigen Nanometern zueinander befinden. Dieser liegt typischerweise zwischen 2 nm bis 6 nm
fir ein FRET-Paar. Die Effizienz der Energietibertragung fallt dabei nach der Forstergleichung (Gl. 5) mit r®

exponentiell ab.
6
1 (R
k, = —(—Oj Gl.5
o\ T

1p = Fluoreszenzlebensdauer des Donors [ns]; Ry = Forsterradius [nm]; r = Abstand zwischen Donor und Akzeptor [nm]

Fur die Fluoreszenzldschung von Fluorophoren mit Goldnanopartikeln sind jedoch auch Beispiele bekannt,
die dipolare Wechselwirkungen mit den freien Elektronen der Plasmonenbande der Nanopartikel mit dem
Dipol des Donor-Fluorophors als Mechanismus fur den Energietransfer heranziehen.

" Selvakannan, PR.; Mandal, S.; Phadltare, S.; Pasricha, R.; Sastry, M. Langmuir 2003, 19, 3545.
> Ray, C. P Fortner, A; Darbha, K. G. /. Phys. Chem. 82006, 110, 20747.
76 Atkins, W. P. Physikalische Chemie, 4. vollst. Uberarb. Aufl, WILEY-VCH 2006, S. 943-944.

"7 Valeur, B: Molecular Fluorescence: Principles and Applications, WILEY 2001, S. 113-114.
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2.4 Fluoreszenzldschung und -rickgewinnung zur Analytdetektion

Diese Art des Energietransfers wird als NSET (Nanoparticle-Surface-Energy-Transfer) bezeichnet. Wahrend
die Abstandsabhangigkeit im Fall von FRET mit r® eingeht, betragt sie im Fall von NSET r*. Das bedeutet,
dass im Fall von NSET Energietransfer, Loschprozesse Uber einen gréBeren Abstand zwischen Donor und

Akzeptor beobachtet werden kénnen.”®

8 Ghosh, D.; Chattopadhyay, N. Opt. Photonics /. 2013, 3, 18.
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2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel fur die
Analytdetektion

2.5.1 B-Cyclodextrin-funktionalisierte Goldnanopartikel

2.5.1.1 B-Cyclodextrin als molekulare Erkennungseinheit

Cyclodextrin ist ein zyklisches Oligomer der o-D-Glucose, das bei Abbauprozessen von Starke durch
verschiedene Enzyme entsteht””. Es wurde erstmals 1891 von A. Villiers isoliert. Die o-D-Glucoseeinheiten
sind Uber die 1- und 4-Position der Hexose miteinander verknUpft. Je nach GroBe des zyklischen Rings
werden Cyclodextrine in o~ (sechs Glucopyranoseeinheiten), B- (sieben Glucopyranoseeinheiten) oder
y-Cyclodextrine (acht Glucopyranoseeinheiten) unterteilt. Cyclodextrine mit mehr als acht Glucopyranose-
einheiten sind zwar bekannt, jedoch wenig untersucht, da sie nur schwer zu isolieren sind. Ringe mit weniger
als sechs Glucopyranoseeinheiten sind aufgrund der Ringspannung nicht stabil. Die zyklische Ringform der
Cyclodextrine bildet die Form eines hohlen Kegelstumpfs (Abbildung 21). Die hydrophoben Ether-
ringbrucken bilden dabei einen hydrophoben Innenraum, wéhrend die primaren und sekundaren Hydroxyl-
gruppen der a-D-Glucose hydrophile AuBenflachen bilden, welche fur die Wasserloslichkeit der Cyclo-
dextrine sorgen. Aus diesem Grund sind sie in der Lage in wassriger Umgebung kleine, hydrophobe Gast-
molekule in ihren Innenraum einzulagern. Wie in Abbildung 21 dargestellt, steigt die GroBe des hydro-
phoben Innenraums von a- nach y-Cyclodextrin.”

| 0, |
n=6;
in=7:6,0A
e o @ n=8;75A
N | 80A
i 5 :5,3A
| i

®,

Abbildung 21: Cyclodextrin dargestellt als hohler Kegelstumpf. Je nach Anzahl n der Glucopyranoseeinheiten variieren
O;und 62.

Tabelle 2 zeigt einige physikalische Eigenschaften der Cyclodextrine. Wahrend die meisten Eigenschaften wie
Wéarmekapazitadt oder Saurekonstanten mit dem Trend der GréBenzunahme der Kavitdt einher gehen,
weichen die Loslichkeit in Wasser und die damit verbundenen Werte fur die Losungsenthalpie und Lésungs-
entropie deutlich vom Trend ab. Allgemein weisen alle Cyclodextrine deutlich geringere Wasserloslichkeiten
als azyklische Monosaccharide auf. Dabei zeigt B-Cyclodextrin die geringste Loslichkeit in Wasser. Dies lasst
sich auf das vergleichsweise schlechtere Verhéltnis von Losungsenthalpie und -entropie erklaren, was zu
einer hoheren Reaktionsenthalpie fur B-Cyclodextrin in Wasser fuhrt. Cyclodextrine bilden in Wasser Asso-
ziate. Coleman et al. haben dabei die geringe L&slichkeit von B-Cyclodextrin auf eine Unterbrechung der
Aggregatstruktur im Fall des 7-Rings durch Wasserstoffortickenbindungen zurtickgefihrt™®. Durch Methy-
lierung der Hydroxylgruppen des B-Cyclodextrins kann die Wasserloslichkeit erhdht werden.

" Martin Del Valle, M. E. Process Biochem. 2004, 39, 1033.
8 Coleman, A. W.; Nicolis, L; Keller, N.; Dalbiez, J. P. J. Inclusion Phenom. Mol Recogn. Chem. 1992, 13, 139.
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2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Tabelle 2: Einige Physikalische Eigenschaften der C yc/ode,\ftr/he.ﬂ

Eigenschaften Cyclodextrine
a B Y
Loslichkeit (Wasser, 25 °C), mol-L™? 01211 0,0163 0,1680
AH° (Losung), kcal'mol ™ 7,67 8,31 773
AS° (Lésung) cal'mol™K™ 138 11,7 14,7

B-Cyclodextrin ist unter den Cyclodextrinen am leichtesten zuganglich und daher am preisglnstigsten.
Besonders in pharmazeutischen Formulierungen und in der Medizin ist es das am haufigsten verwendete
und am besten untersuchte Cyclodextrin. B-Cyclodextrin bildet eine Reihe von sogenannten
Gast-Wirt-Komplexen mit hydrophoben Géasten wie z.B. Lithocholsaure, Norbornen, Ammonium-8-anilino-
1-naphthalinsulfonat (ANS) oder Adamantan. Treibende Kraft fur die Bildung solcher Komplexe sind z.B.
elektrostatische Wechselwirkungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen oder der hydrophobe Effekt. Der
hydrophobe Effekt hat zur Folge, dass sich unpolare Molekule in wassriger Umgebung zusammenlagern.
Dringt ein Gastmolekul in die hydrophobe Kavitat des 3-Cyclodextrin ein, muss es dort die Losungsmittel-
hulle verdrangen und auch seine eigene Solvathille abstreifen. Die frei werdenden Solvensmolekile fihren
bei Einlagerung des Gastes in den Wirt zu einem Gewinn an Entropie.”**"

Cyclodextrine kdnnen als sogenannte ,Drug Carrier” eingesetzt werden. Fur viele Wirkstoffe, die von sich aus
eine geringe Wasserloslichkeit aufweisen, haben Cyclodextrine eine l6sungsvermittelnde Wirkung. So dient
B-CD zB. als losungsvermittelndes Wirtmolekal fiir Iouprofen oder Lorazepma.®” CD-Derivate werden
weiterhin auch als chemische Sensoren eingesetzt. Haufig werden Chromophore verwendet, die bei Ein-
lagerung in die Kavitat des B-Cyclodextrins ihre photophysikalischen Eigenschaften wie Fluoreszenz oder
Absorption andern. In der Literatur werden beispielsweise Azobenzene, die ihre Absorptionseigenschaften
aufgrund einer cis/trans Isomerie dndern kénnen, oder Fluoreszenzfarbstoffe wie ANS, die eine umgebungs-
sensitive  Fluoreszenzintensitat zeigen, diskutiert. Auch B-Cyclodextrin-Metallkomplexe oder polymer-
55 In dieser Arbeit

soll die Bindung zwischen B-Cyclodextrin-funktionalisierten Goldnanopartikeln und Adamantan als Modell

gebundene B-Cyclodextrine zur Analytdetektion sind als chemische Sensoren bekannt.

far eine spezifische Erkennungsreaktion verwendet werden. Dazu soll die Farbstoff-Analytstruktur 4
verwendet werden. Adamantan eignet sich dabei sehr gut als Gastmolekdl fur 3-CD, da es sich aufgrund
seines hydrophoben Charakters und seiner GroBe von etwa 7 A sehr stabil in die Kavitat des B-CD einlagern
kann. Mit einer Bindungskonstante von = 10"-10° M™ ist die Stabilitst des Komplexes mit vielen

Protein-Ligand Bindungskonstanten vergleichbar.**>*°

¥ Connors, A. K. Chem Rev. 1997, 97,1325.

¥ Rasheed, A; Kumar, K. C. A; Sravanthi, V. V. N. S. S. Sci. Pharm. 2008, 76, 567.

8 Ogoshi, T.; Harada, A. Sensors 2008, 8 4961.

* Dsouza, R.; Pischel, U.; Nau, M. W. Chem. Rev. 2011, 111, 7941.

& Eftink, R. M.; Andy, L. M.; Bystrom, K.; Perlmutter, D. H.; Kristol, S. D. /. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 6765.
¥ Granadero, D.; Bordello, J.; Pérez-Alite, J. M.; Novo, M.; Al-Soufi, W. Int. Mol. Sci. 2010, 11, 173.




2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Aufgrund der hohen Komplexstabilitat finden Adamantan-B-CD-Komplexe Anwendung als Vernetzer®,
supramolekulare Polymere® oder Affinitatsbiosensoren®.

2.5.1.2 Selektive Modifizierung von B-Cyclodextrin

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitdten der primaren und sekundéren Hydroxylgruppen kann
B-Cyclodextrin (B-CD) selektiv an der 6-Position modifiziert werden. Die CH,-Gruppe ist fur Nucleophile
zuganglich, wahrend die Hydroxylgruppe in 6-Position durch Elektrophile angegriffen werden kann. Da die
1-Position des Glucoserings durch die Zyklisierung des 3-CD blockiert ist, kdnnen dort keine Konkurrenz-
reaktionen stattfinden. Die selektive Modifizierung der 6-Position kann genutzt werden, um z.B. Gast-
molekule kovalent an B-Cyclodextrin zu binden oder es durch die Einfihrung von reaktiven Gruppen zu
immobilisieren. Dabei ist es moglich, Mono- oder Mehrfachsubstitutionen an der 6-Position durchzufthren.
Die am haufigsten verwendete Methode der Monosubstitution ist die Aktivierung der Hydroxylgruppe durch
Monotosylierung der 6-Position in wassriger alkalischer Losung (Abbildung 22). Dabei wird angenommen,
dass die elektrophile Substitution mit Tosylchlorid aus der hydrophoben Kavitat heraus geschieht. Ist die
Kavitat anschlieBend durch das monotosylierte Produkt blockiert, kann nur schwer eine weitere Tosylierung
an der 6-Position stattfinden. Die Tosylierung der 6-Position wird in der Literatur auch oft in Pyridin durch-
gefuhrt. Diese Methode fuhrt jedoch in der Regel zu Gemischen aus mono- und mehrfach tosylierten
Produkten.”"

Abbildung 22 zeigt die Darstellung von Mono-Tosyl-B-Cyclodextrin nach Petter et al..”’

Tosylchlorid wird in
Acetonitril  zu  der gekthlten alkalischen  B-Cyclodextrin-Losung — getropft.  Das  entstehende
Mono-Tosyl-Produkt fallt aus der Reaktionslésung aus. "H-NMR Spektroskopie und MALDI-TOF-MS zeigen

Uberwiegend monotosyliertes Produkt (siehe Kapitel 6.4.1).

O

_ “8s -
OH g © OH
0] o §*O 0]
1) NaOH, 0°C o o
2) TosCl, CH;CN
HO OH NaOH HO OH |HO OH
. 7 — 6

21
Abbildung 22: Darstellung von Mono-Tosyl-5-Cyclodextrin (21) nach einer Synthesevorschrift von Petter et af’

In Abbildung 23 ist das MALDI-TOF-MS Spektrum von Mono-Tos-B-CD (21) dargestellt. Der Peak bei
m/z=13133 gmol™ entspricht dem monotosylierten Produkt (Mono-Tos-B-CD), der Peak bei
m/z=1467,9 gmol™ dem ditosylierten Produkt (Di-Tos-B-CD). Der Hauptanteil des Produkts entspricht
somit dem gewdnschten Mono-Tos-3-CD.

8 Koopmans, C.; Ritter, H. Macromolecules 2008, 41, 7418.

& Munteanu, M.; Choi, S.; Ritter, H. Macromolecules 2009, 42, 3887.

¥ Holzinger, M.; Bouffier, L, Villalonga, R.; Cosnier, S.; Biosens. Bioelectron. 2009, 24, 1128.

% petter, C. R.; Salek, S. J; Sikorski, T. C.; Kumaravel, G.; Lin, T. F. /. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 3860.
o Khan, R. A Forgo, P.; Stine, J. K;; D'Souza, T. V. Chem. Rev. 1998, 98 1977.




2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Das nicht bevorzugte Di-Tos-B-CD zeigt eine Intensitat des Massenpeaks von 30 % bezogen auf eine Inten-
sitat von 100 % fur Mono-Tos-B-CD. Hoher substituierte Tos-B-CD entstehen unter diesen Reaktions-

bedingungen nicht.

1313,3 g/mol
100+
Mono-Tos-3-CD
+H" +Na"
754
a—
]
=
(%)
C 504
()
—
£
¥ 254
0 L_JJ L A

1467,9 g/mol

Di-Tos-B-CD
+H"+Na*

1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600

m/z

Abbildung 23: MALDI-TOF-MS Spektrum von Mono-Tos-5-CD (21); Matrix: DHBNa.

Eine weitere Moglichkeit, die 6-Position selektiv zu substituieren, ist die lodierung (Abbildung 24). Dabei
greift Iod in einer nucleophilen Substitution an der CH,-Gruppe in 6-Position an. Auf diese Weise kann man
persubstituierte B3-Cyclodextrin-Derivate erhalten, wobei oftmals Produktgemische mit unterschiedlichen
Substitutionsgraden entstehen. lodid dient anschlieBend als gute Abgangsgruppe fir weitere nucleophile

Substitutionen.”

B

OH
1) PhsP, DMF, A,
Q 0-60°C, I,
2) NaOMe, MeOH,
HO  OH RT
7

Abbildung 24: Darstellung von lodo-B-Cyclodextrin (22).

PR

22

7

In Abbildung 25 ist das MALDI-TOF-MS Spektrum von lodo-B-CD (22) dargestellt. Es liegt ein Produkt-
gemisch von 4-fach bis 7-fach substituiertem lodo-B-CD (22) vor, wobei das 6-fach substituierte Produkt
den hdchsten Anteil im Spektrum besitzt. Dieses Ergebnis passt gut zu den Ergebnissen aus der "H-NMR

Spektroskopie und Elementaranalyse (siehe Kapitel 6.4.1).

% Gadelle, A; Defaye, J. Angew. Chem. Int. £d. Engl. 1991, 30, 78.
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1821,4 g/mol
6-lodo-B3-CD
+CO 7-lodo-B-CD
+CO

1004 1931,7 g/mol

754

1711,2 g/mol
5-lodo-B-CD
504 +CO

110 g/mol

110 g/mol

i,

1520 1600 1680 1760 1840 1920 2000
m/z

1600,7 g/mol
4-lodo-B-CD|=109/mol _
+CO

% Intensitat

25

Abbildung 25: MALDI-TOF-MS Spektrum von lodo-53-CD (22); Matrix: DHBNa.

Ausgehend von Tos-B-CD (21) oder lodo-B-CD (22), kann B-CD weiter funktionalisiert werden. Durch
Aktivierung der CH,-Gruppe in 6-Position der Glucoseeinheit kénnen durch nucleophile Substitution leicht
verschiedene funktionelle Gruppen eingefthrt werden. Fur die Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit
B-Cyclodextrin wurden 21 und 22 mit Dithiolen verschiedener Kettenldnge substituiert. Diese Synthesen
wurden zum Teil im Rahmen der Masterarbeit von Mathias Rohn an der Universitat Potsdam durchgefahrt.”

In Abbildung 26 sind die verschiedenen Dithiole dargestellt, die zur Funktionalisierung der aktivierten
B-Cyclodextrin-Derivate verwendet wurden. Die gewlnschten Produkte konnten sowohl fir die Umsetzung
mit Tos-B-CD als auch mit lodo-B-CD erhalten werden (Abbildung 27). Fir die weitere Funktionalisierung
der Goldnanopartikel mit den Thio-B-Cyclodextrin Derivaten sollte untersucht werden, ob es eine Abhangig-

keit der Effizienz des Loschprozesses von der Anzahl der Thiole pro B-Cyclodextrin und der Lange des
Abstandshalters gibt.

HS/\/SH HS/\/O\/\SH HS/\/O\/\O/\/SH
Ethandithiol Oxydiethanthiol (Ethylendioxy)diethanthiol
ET OET EDOET

Abbildung 26: Dithiole die fir die Funktionalisierung der aktivierten B-Cyclodextrin Derivate 21 und 22 verwendeten
wurden.

3 Rohn, M. Masterarbeit: Synthese und Charakterisierung funktionalisierter Goldnanopartikel zur Anwendung in der Bioanalytik 2013,
Universitat Potsdam.
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Abbildung 27: Darstellung der Mono-Thio-5-CD Derivate und versuchte Darstellung der Heptakis-Thio-B-CD Derivate.

Die Anzahl der Ethylenoxid Einheiten n variiert zwischen 0 und 2. 0 = Ethandithio 1 = Oxydiethanthiol

2 = (Ethylendioxy)dliethanthiol.

2.5.1.3 Synthese und Charakterisierung der
B-Cyclodextrin-funktionalisierten Goldnanopartikel
Die ausfuhrliche Synthese der 3-Cyclodextrin Goldnanopartikel ist in Kapitel 6.4.2.1 beschrieben. Abbildung
28 zeigt eine schematische Darstellung der Thio-B-Cyclodextrin funktionalisierten Goldnanopartikel (die
Anzahl der B-Cyclodextrin- und PNVP-Einheiten auf den Goldnanopartikeln und die GroBenverhéltnisse sind
fiktiv gewahlt). Die synthetisierten Goldnanopartikel sind gut in Wasser suspendierbar und besitzen einen
Partikeldurchmesser von circa  5nm. Als nicht bindende Referenzpartikel wurden parallel
PNVP-funktionalisierte  Goldnanopartikel nach dem gleichen Herstellungsverfahren synthetisiert. Die
PNVP-Au-NP sind ebenfalls in Wasser suspendierbar und haben einen vergleichbaren Partikeldurchmesser.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der B-Cyclodextrin- und PNVP-funktionalisierten Goldnanopartikel. Links:

Mono-Thio-5-CD Derivate: Mitte: Heptakis-Thio-53-CD Derivate: Rechts: PNVP

Die synthetisierten Goldnanopartikel wurden anschlieBend mittels "H-NMR-, UV-VIS- und IR-Spektroskopie,
Thermogravimetrie (TGA), dynamischer Lichtstreuung (DLS) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
charakterisiert.  Exemplarisch  soll  hier die Charakterisierung der Goldnanopartikel, die mit
(Mono-6'-(2"-mercaptoethyl-1"-thio))-B-cyclodextrin  (ET-B-CD) (23) funktionalisiert wurden besprochen
werden.

Das 'H-NMR-Spektrum der ET-B-CD-Au-NP zeigt deutlich die Signale der Glucopyranoseeinheiten bei
4,85 ppm und 3,36 - 3,74 ppm. Auch die Signale der Ethanthiolseitenkette bei 2,55 -3,12 ppm sind
eindeutig zuzuordnen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Oben: L H-NMR-Spektrum von ET-B-CD-Au-NPs, 10000 scans in D0 mit Wasserunterdriickung. Unten:

T H-NMR-Spektrum von ET-B-CD (23) in DMSO-ds

32
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Das UV-VIS-Spektrum zeigt eine Plasmonenbande mit einem Maximum von 518 nm fur ET-B-CD-Au-NP
und von 519 nm fir PNVP-Au-NP (Abbildung 30).
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Abbildung 30: UV-VIS-Spektrum von ET-B-CD-Au-NP und PNVP-Au-NP in Wasser.

Der Vergleich der FTIR-Spektren von ET-B-CD-Au-NP und reinem ET-B-CD (Abbildung 31) zeigt die charak-
teristischen Banden der OH- und CH-Valenzschwingungen der Glucoseeinheiten des 3-CDs. Aufgrund der
geringen Konzentration von ET-B-CD auf der Oberflache der Goldnanopartikel im Vergleich zum Reinstoff
ist die Feinstruktur des Spektrums nicht aufgelost.
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Abbildung 31 Links: FTIR-Spektrum von ET-B-CD-Au-NP. Rechts: FTIR-Spektrum von ET-B-CD (aufgenommen im
ATR-Modus).

Der Vergleich der FTIR-Spektren von PNVP-Au-NP und PNVP (M = 10° g'mol™) (Abbildung 32) zeigt die
charakteristischen Banden der CH- und C=0-Valenzschwingungen des Pyrrolidonrings. Die Amid IlI-Banden
sind charakteristisch fiir den Pyrrolidonring und werden den C-N Streckschwingungen zugeordnet.™

* Behen, J. J; Dwyer, F. R;; Bierl, A. B. Anal Biochem. 1964, 9, 127.
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Abbildung 32: Links: FTIR-Spektrum von PNVP-Au-NP (aufgenommen im ATR-Modus). Rechts: FTIR-Spektrum von
PNVP” (M = 10° gmol™).

Die TGA-Kurven der B-CD-funktionalisierten Goldnanopartikel (hier Per-ET-B-CD-Au-NP) zeigen einen
Wendepunkt bei 289 °C (Abbildung 33, links). Dieser Wert passt gut mit dem reinen Thio-B-CD Uberein,
welches ebenfalls bei 286 °C einen Wendepunkt hat. Fur die PNVP-funktionalisierten Au-NP wird ein
Wendepunkt bei 394 °C gefunden, wahrend reines PNVP einen Wendepunkt bei 425 °C zeigt (Abbildung
33, rechts). Trotz der Abweichung von circa 30 °C wird dieser Masseverlust der PNVP-funktionalisierten
Goldnanopartikel der Zersetzung des Polymergerdstes zugeordnet.
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Abbildung 33: TGA-Kurven aufgenommen unter Luft-Atmosphére: Links: Vergleich Per-ET-5-CD-Au-NP und Per-B-CD;
Rechts: Vergleich PNVP-Au-NP und PNVP (M, = 10000 g-mol™).

Die Aufnahmen der Goldnanopartikel mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zeigen spharische
isolierte Partikel (Abbildung 34). Der Partikeldurchmesser ist im Mittel etwa 6 nm, wobei die Verteilung
sowohl fur die ET-B-CD-Au-NP als auch fur die PNVP-Au-NP relativ inhomogen ist.

® Spectral Database for Organic Compounds SDBS: Polyvinylpyrrolidon M = 10° gmol™. http://sdbs.db.aist.go jp/sdbs/cgi-
bin/direct_frame_top.cgi (23.06.2014).
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Sl “a Fraunhofer

Abbildung 34: TEM Aufnahmen der ET-B-CD-Au-NP und PNVP-Au-NP aus wdéssriger Suspension aufgetropit und
verdampft Links: ET-B-CD-Au-NP Quiner = 56 nm + 2,8. Rechts: PNVP-Au-NP Qiser = 5,6 nm + 3,5.

Dynamische Lichtstreumessungen (DLS) der Losungen der Goldnanopartikel nach Dialyse zeigen in der Auf-
tragung des Partikeldurchmessers gegen das normierte Volumen monomodale Verteilungen der Partikel mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von circa 10 nm (Abbildung 35). Der hydrodynamische Durchmesser
der PNVP-Au-NP ist etwa 1 nm groBer als der der ET-B-CD-Au-NP, die Verteilung ist etwas breiter und
weist eine kleine Schulter auf. Die erhaltenen Werte decken sich mit den Ergebnissen der TEM-Aufnahmen,
da der aus DLS-Messungen erhaltene Partikeldurchmesser dem Durchmesser der Partikel zuztglich ihrer
organischen Hulle und ihrer Hydrathulle entspricht.
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Abbildung 35: DLS-Messungen von ET-5-CD-Au-NPs und PNVP-Au-NPs in Wasser. Die Proben wurden vor der

Messung durch einen hydrophilen Spritzenfilter mit 02 pm Porengrofe filtriert, dy. (ET-B-CD-Au-NP) = 104 nm,
ay (PNVP-Au-NP) = 11,5 nm.

2.5.2 ConcanavalinA-funktionalisierte Goldnanopartikel

2.5.2.1 ConcanavalinA als molekulare Erkennungseinheit
ConcanavalinA (ConA) ist ein Protein, das zur Gruppe der Lektine gehoért. Es kann in hohen Konzentrationen
aus der Jackbohne (Canavalia ensiformis) gewonnen werden. ConA ist eines der ersten Proteine, die
gereinigt und kristallisiert werden konnten, woflr James Batcheller Summer 1946 den Nobelpreis in Chemie
erhielt. Aufgrund seiner spezifischen Bindung zu wichtigen Kohlenhydraten wie Mannose und auch Glucose

gehort ConA zu den am besten untersuchten Lektinen. Im neutralen pH-Bereich (pH = 7) liegt ConA als
Tetramer vor™.

% Kalb, A. J; Lustig, A. Biochim. Biophys. Acta1968, 168, 366.
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2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

ConA besteht aus 237 Aminosauren. Jedes Monomer besteht dabei aus identischen Untereinheiten mit einer
molaren Masse von M = 26000 g'mol™ und einer GroBe von etwa 4 nm” und ist in der Lage jeweils ein
Kohlenhydrat zu binden. Dadurch ist ConA in der Lage als multivalenter Ligand zu fungieren. Unterhalb von
pH = 6 findet man hauptsachlich Dimere des ConA. Um Kohlenhydrate binden zu kénnen, benétigt ConA
die Anwesenheit von Calcium bzw. Mangan als Kofaktor.?®#**%

In dieser Arbeit sollte die Bindung von ConA-funktionalisierten Goldnanopartikeln an Mannose untersucht
werden. Dazu soll die Farbstoff-Analyt-Struktur 7 verwendet werden. Protein-Saccharid-Wechselwirkungen
spielen in vielen Zellerkennungsreaktionen, wie z.B. bei der Erkennung von Pathogenen, eine wichtige Rolle.
Da die monovalente Saccharidbindung generell schwach ausgepragt ist (K = 10° - 10" M™), binden Proteine
wie ConA polyvalent Uber mehrere Bindungstaschen an die Saccharidstrukturen. Dadurch wird die Starke
und Selektivitdt der Bindung um ein Vielfaches erhoht. Fur synthetische Polymere, die mehr als eine
Mannoseeinheiten in der Hauptkette tragen, sind Erhéhungen der Bindungskonstante des ConA um das
10°-fache bekannt'®". Nach meinem Kenntnisstand wurde bisher noch keine direkte Methode zur Funktion-
alisierung von Au-NP mit ConA beschrieben. Lévy et al. beschreiben eine indirekte Route zu
Lektin-funktionalisierten Au-NP  mit Hilfe einer Biotin-Streptavidin-Markierung'™'®. Dabei werden
Citrat-stabilisierte Au-NP mit Hilfe eines Ligandenaustauschs mit geeigneten Proteinen funktionalisiert und
so in wassrigen Medien stabilisiert. Durch Biotin-Markierung der Proteine oder Lektine wie ConA k&nnen mit
Hilfe von Streptavidin als Bindungslinker ConA-funktionalisierte Au-NP hergestellt werden. Hingegen sind

7 4
010419 Mannose- oder Glucose-

Kohlenhydrat-funktionalisierte  Au-NP in der Literatur weit verbreitet
stabilisierte Au-NP koénnen fur die multivalente Bindung an ConA genutzt werden. In diesem Fall ist es
maoglich, dass Bindungsereignis durch Verschiebung der Absorption der Au-NP bei Koagulation visuell leicht
zu verfolgen'™. In dieser Arbeit wird ein Syntheseweg beschrieben, ConA-funktionalisiert Au-NP auf einem
direkten Syntheseweg herzustellen, wobei ConA sowohl als Hulle zur Stabilisierung der Au-NP in wassrigen

Medien dient, als auch als Bindungspartner fur Kohlenhydrate wie Mannose oder Glucose.

2.5.2.2 Synthese und Charakterisierung der
ConcanavalinA-funktionalisierten Goldnanopartikel

Die Synthese der ConA-Goldnanopartikel ist in Abschnitt €.4.2.2 ausfuhrlich beschrieben. In Abbildung 36
sind die synthetisierten ConA- und PNVP-Au-NP schematisch dargestellt. Die Anzahl der ConA-Tetramere
und PNVP-Einheiten auf den Goldnanopartikeln und die GroBenverhéltnisse sind fiktiv gewahlt. Die so
synthetisierten Goldnanopartikel sind gut in Wasser suspendierbar und besitzen einen Partikeldurchmesser
von circa 6 nm. Als nicht bindende Referenzpartikel wurden parallel PNVP-funktionalisierte Goldnanopartikel
nach dem gleichen Herstellungsverfahren synthetisiert.

9 Becker, W. J.; Reeke, N. G.; Wang. L. J; Cunningham, A. B.; Edelman; M. E. J: Biol. Chem 1975, 250, 1490.
% Saleemuddin, M.; Husain, Q. Enzyme Microb. Technol 1991, 13, 290.

% Chowdhury, K. T.; Weiss, K. A.: Concanvalin A Plenum Press, New York, 1975.

% Wang, L. J; Cunningham, A. C.; Waxdal, J. M; Edelman M. G. . Biol. Chem. 1975, 250, 1490.

1% Lis, H.; Sharon, N. Chem. Rev. 1998, 98, 637.

19 Léwy, R; Thanh, K. T. N.; Doty, C. R; Hussain, I; Nichols, J. R; Schiffrin, J. D;; Brust, M; Fernig, G D. /. Am. Chem. Soc. 2004, 126
10076.

103 Wang, Z.; Lévy, R.; Fernig, G D.; Brust, M. Bioconjugate Chem. 2005, 16, 497.

" Lin, C; Yeh, Y.; Yang, C; Chen, G.; Chen, Y.; Wu, Y.; Chen, C. Chem. Commun. 2003, 2920.

% Ma, Y.; Li, N; Yang, C; Yang, X. Anal. Bioanal Chem. 2005, 382, 1044.

106 Tsutsumi, H.; Ohkusa, H.; Park, H.; Takahashi T.; Yuasa H. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 6825.




2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Die PNVP-Au-NP sind ebenfalls gut in Wasser suspendierbar und haben einen vergleichbaren
Partikeldurchmesser wie die ConA-Au-NP. Auch der hydrodynamische Radius ist annahernd gleich.

N,
£ A
o | d
N p
15 o
= ConA Tetramer AW,

Abbildung 36: Schematische Darstellung der ConA- (links) und PNVP-funktionalisierten Goldnanopartikel (rechts).

Die synthetisierten Goldnanopartikel werden anschlieBend mittels UV-VIS-, IR-Spektroskopie, Dynamischer
Lichtstreuung (DLS) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) charakterisiert.

Das UV-VIS-Spektrum zeigt eine Plasmonenbande mit einem Maximum von 522 nm far ConA-Au-NP und
524 nm fir PNVP-Au-NP (Abbildung 37).
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Abbildung 37: UV-VIS-Spektrum von ConA-Au-NP und PNVP-Au-NP in Wasser.

Abbildung 38 zeigt ein FTIR-Spektrum der ConA-Au-NP. Die charakteristischen Amin- und Carbonylbanden
sowie das aliphatische und aromatische Ruckgrat des Proteins sind eindeutig identifizierbar.

100

80

; 1378
1640 8 (CH)
v (C=0)

40 3285
v (OH), v (NH)

35IOO 30IOO 25IOO 20I00 15I00 10IOO 5(IJO
Wellenzahl [cm™]

Abbildung 38: FTIR-Spektrum von ConA-Au-NP (aufgenommen im ATR-Modus).
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2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Die TEM-Aufnahmen der Goldnanopartikel zeigen isolierte spharische Partikel (Abbildung 39). Der Partikel-

durchmesser betragt etwa 6 nm. Die Verteilung der PartikelgroBe ist sowohl fur ConA-Au-NP als auch fur
die PNVP-Au-NP homogen.

TE062513 e U

Fraunhofer
18P

TE062517 50 nm Z Fraunhofer

Abbildung 39: TEM-Aufnahmen der ConA-Au-NP und PNVP-Au-NF; aus wéssriger Suspension autfgetropft und
verdampft Links: ConA-Au-NP Giwer = 57 nm + 1,8 Rechts: PNVP-Au-NP Qe = 6,1 nm + 1,9,

Die DLS-Messungen der Losungen der Goldnanopartikel nach Dialyse zeigen in der Auftragung des Partikel-
durchmessers gegen das normierte Volumen monomodale Verteilungen der Partikel mit einem hydro-
dynamischen Durchmesser von circa 14 nm (Abbildung 40). Die Verteilungen sind schmal und symmetrisch.
Die erhaltenen Werte decken sich mit den Ergebnissen der TEM-Aufnahmen, da der aus DLS-Messungen

erhaltene Partikeldurchmesser dem Durchmesser der Partikel zuzuglich ihrer organischen Hulle und ihrer
Hydrathdlle entspricht.
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Abbildung 40: DLS-Messungen von ConA-Au-NPs und PNVP-Au-NPs in Wasser. Die Proben wurden vor der Messung

adurch  einen  hydrophilen  Spritzenfilter  mit 02 um  PorengréBe  filtriert:  ap (ConA-Au-NP) = 13,7 nm,
ay (PNVP-Au-NP) = 145 nm.

2.5.2.3 Untersuchung der Bindung der ConcanavalinA-
funktionalisierten Goldnanopartikel an Mannose mittels
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie ist eine Methode, um die Bindung von Molekulen nahe einer
Goldoberflache in Echtzeit zu verfolgen. Dabei wird ein Lichtstrahl auf einen dinnen Metallfilm aus Gold

gestrahlt und die Reflexion detektiert. Abhangig vom Winkel (®) des eingestrahlten Lichts durchlauft die
Reflexionsintensitat ein Minimum.
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2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

An diesem Minimum werden Oberflachenplasmonen der Goldoberflache angeregt (siehe Kapitel 2.4.2.1).
Der Winkel ©, bei dem die Intensitat des reflektierten Lichts ein Minimum durchlauft, wird Resonanzwinkel
oder SPR-Winkel genannt. Der Resonanzwinkel hangt von den optischen Eigenschaften der Metalloberflache
ab. Andert sich der Brechungsindex ns an der Goldoberflache, weil z.B. ein Protein adsorbiert wird, dann
verschiebt sich auch der Resonanzwinkel ® (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Links: Schematische Verschiebung des Resonanzwinkels © in Abhdngigkeit des Brechungsindex n an der
Goldoberfldche: A = O fir die reine Goldoberfléche, B = O fir eine Molekulschicht adsorbiert an der Goldoberfiéche.
Rechts: Schematische Darstellung eines SPR-Messchips und des Messautbaus.

Die Anderung des Brechungsindex an der Oberflache des Goldchips lasst sich mittels SPR sehr leicht Uber
die Zeit der Zugabe des entsprechenden bindenden Molekuls verfolgen. So kann in Echtzeit z.B. die Bindung
eines Proteins an die Goldoberflache beobachtet werden, welche zuvor mit dem entsprechenden Bindungs-
partner funktionalisiert wurde. Aufgrund der hohen Affinitat von Schwefel an Gold (siehe Kapitel 2.4.2.2)
werden die Goldchips meist mit Thiolliganden funktionalisiert."”’

Um die Bindungseffizienz der synthetisierten ConA-Au-NP an Mannose zu untersuchen, wurden SPR-Experi-
mente mit 1-Thio-mannose-funktionalisierten Goldchips durchgefthrt. Es sollte Gberprift werden, ob ConA,
gebunden an der Oberflache der Goldnanopartikel, immer noch in der Lage ist selektiv an Mannose zu
binden. Es wurden Goldchips mit 1-Thio-tetraacetyl-mannose (c = 10 mmol-L™" in EtOH) funktionalisiert.
1-Thio-tetraacetyl-mannose wurde von Dipl. Chem. Robert Bemin im Rahmen seiner Promotion an der
Universitat Potsdam hergestellt. Die Oberflachen wurden zunachst in einer Losung aus KMnO,/H,SO,
gereinigt und anschlieBend mit Wasser und EtOH gespult. Um die Acetylschutzgruppen der 1-Thio-tetra-
acetyl-mannose abzuspalten, wurde zu der Losung des Zuckers in EtOH eine wassrige K,COs-Losung geben
(c=10gL™ K,CO; in Gesamtldsung, pH = 12). Die Goldchips wurden 24 h in der Lésung geschwenkt und
anschlieBend mit Wasser gespult und getrocknet. Die Goldchips wurden anschlieBend in die SPR-Proben-
zelle eingelegt und vor jeder Messung 2 h mit NHsAc-Puffer (100 mM NH4Ac, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,)
gespult, bis ein konstantes Grundsignal vorhanden war. ConA-Au-NP wurden in 10 mL NHsAc-Puffer sus-
pendiert und durch einen Spritzenfilter filtriert (Cellulose, PorengréBe: 0,2 um). Fur jede Messung wurde
1 mL der Goldnanopartikelldsung in eine Probenschleife injiziert und anschlieBend Gber die
Thio-mannose-funktionalisierten Goldchips mit einem konstanten Volumenstrom geleitet (50 uL-min'l). Es
wurde die Anderung des Resonanzwinkels aufgrund der Anderung des Brechungsindex in pRIU tber die
Zugabezeit beobachtet. Um nicht gebundenes ConA wieder zu entfernen, wurde nach 20 min Zugabe
solange Pufferlosung Uber den Goldchip geleitet, bis sich das Signal stabilisierte.

Y97 Tudos, J. A.; Schasfoort, M. B. R. Handbook of Surface Plasmon Resonance, RSC Publishing 2008, S. 1 -14.

39



2.5 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel zur Analytdetektion

Abbildung 42 (links) zeigt die Anderung des Resonanzwinkels bei Zugabe der ConA-Au-NP auf die
Mannose-funktionalisierten Goldchips. Vor und nach der Zugabe wurde ein Intensitatsprofil aufgenommen
(Abbildung 42, rechts). Die Anderung des Resonanzwinkels @ lasst sich direkt in eine Anderung der Schicht-
dicke umrechnen. Zur Bestimmung der Schichtdicke aus der Anderung des Resonanzwinkels wurden
Vergleichsmessungen mit Ellipsometrie in der Abteilung von Dr. Wischerhoff am Fraunhofer IAP durch-
gefthrt. Daraus ergibt sich folgender empirischer Zusammenhang:

0,0054° = 1mRIU = 0,1nm Gl.6

Es ist eine deutliche Schichtdickenzunahme nach Zugabe der ConA-Au-NP zu beobachten, die auch nach
erneutem Umschalten auf Pufferlosung, nach kurzem Abfall, stabil bleibt (Abbildung 42, links). Die Anderung
des Resonanzwinkels betragt, nach erneutem Umschalten auf Pufferlosung, 50000 uRIU. Im Intensitatsprofil
(Abbildung 42, rechts) entspricht die Verschiebung des Resonanzwinkels ®, nach Gleichung 6, einer
Zunahme der mittleren Schichtdicke von etwa 5 nm.
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Abbildung 42: Links: Zeitaufgeldste Anderung des Resonanzwinkels in uRIU bei Zugabe der ConA-Au-NP in
NH.Ac-Puffer. Rechts: Intensitétsprofil vor und nach Zugabe der ConA-Au-NP in NHAc-Putfer.

In Abbildung 43 (links) ist die Verschiebung des Resonanzwinkels bei Zugabe einer 0,5 g-L™ Losung ConA in
NH4Ac-Pufferlosung dargestellt. Die Konzentration von ConA ist gegenuber der ConA Konzentration auf
den ConA-Au-NP deutlich erhoht. Im Zeitprofil (Abbildung 43, links) ist eine Anderung von 10000 uRIU zu
beobachten. Die Verschiebung des Resonanzwinkels ® (Abbildung 43, rechts) entspricht, nach Gleichung 6,
einer Zunahme der mittleren Schichtdicke von etwa 1,5 nm. Die Zunahme der mittleren Schichtdicke fur das
Binden von reinem ConA an die Mannose-funktionalisierte Goldoberflache ist deutlich geringer als fur die
ConA-Au-NP. ConA liegt im neutralen pH-Bereich als Tetramer vor, wobei jedes Protomer etwa 4 nm grof
ist'®®. Da mit SPR eine mittlere Verschiebung des Resonanzwinkels tiber eine Flache bestimmt wird, ist dieser
Wert der mittleren Anderung der Schichtdicke als realistisch einzustufen, da keine vollstandige, homogene
Schicht von ConA-Molekulen auf der Mannose-funktionalisierten Oberflache anzunehmen ist. Die Zunahme
der mittleren Schichtdicke fur die Bindung der ConA-Au-NP an die Mannose-funktionalisierte Goldober-
flache ist aufgrund der GréBe der Goldnanopartikel selbst im Vergleich deutlich groBer.

108 Becker, W. J.; Reeke, N G.; Wang, L. J.; Cunningham, A. B,; Edelman, M. G. /. Bjol. Chem. 1975, 250, 1513.
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Abbildung 43: Links: Zeitaufgeldste Anderung des Resonanzwinkels in uRIU bei Zugabe von 0,5 gl™ ConA in
NHAC-Pufter. Rechts: Intensitétsprofil vor und nach Zugabe von 0,5 g'l™" ConA in NH.Ac-Puffer.

Abbildung 44 zeigt eine Referenzmessung mit den nicht-bindenden PNVP-funktionalisierten Goldnano-
partikeln. Die Goldnanopartikel wurden ebenfalls in 10 mL NHsAc-Puffer suspendiert und durch einen
Spritzenfilter filtriert (Cellulose, PorengroBe: 0,2 um). Die Durchfuhrung der SPR-Messung erfolgte aquivalent
zu den ConA-funktionalisierten Goldnanopartikeln. Im Zeitprofil (Abbildung 44, links) ist eine Anderung des
Resonanzwinkels von 2500 pRIU bei Zugabe der PNVP-Au-NP zu beobachten. Die Verschiebung des
Resonanzwinkels ® (rechts) zeigt keine Zunahme der mittleren Schichtdicke.
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Abbildung 44: Links: Zeitaufgeloste Anderung des Resonanzwinkels in uRIU bei Zugabe von PNVP-Au-NP in
NHAcC-Puttfer. Rechts. intensitatsprofil vor und nach Zugabe von PNVP-Au-NP in NH.Ac-Putfer.

Der Vergleich der SPR-Messungen zeigt, dass die synthetisierten ConA-Au-NP an Mannose binden k&nnen
(Abbildung 42). Im Vergleich zu reinem ConA (Abbildung 43) ist die Zunahme der mittleren Schichtdicke
aufgrund der zusatzlichen GroBe der Goldnanopartikel um etwa 3,5 nm hoher. Eine Referenzmessung mit

nicht-bindenden PNVP-Au-NP zeigt, dass keine unspezifische Bindung an die Mannose-funktionalisierten
Goldoberflache stattfindet.
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3. Wasserlosliche Polymere fir sensitive
Detektionssysteme

3.1 Polymere in Wasser
Polymere kénnen in wassrigen Medien als geldste, gequollene oder dispergierte Substanzen vorliegen. Sie
verandern die physikalischen Eigenschaften des Wassers so, dass es zum Verdicken, Quellen oder Emul-
gierung der Losung kommt. Daher werden sie in vielfaltigen Anwendungsgebieten als Disper-
gierungs-/Suspensierungsmittel, Verdicker, Emulgatoren, Gelierung- oder Flockungsmittel eingesetzt.
Wasserlosliche Polymere werden oft in zwei Gruppen zusammengefasst: wasserlésliche Biopolymere und
wasserldsliche synthetische Polymere. Biopolymere werden meist nach ihrem Ruckgrat z.B. in Polysaccharide,
Polypeptide und Polynucleotide weiter unterteilt. Synthetische Polymere dagegen werden meist nach ihrer
Ladung in geladene und ungeladene wasserlosliche Polymere unterteilt. Sie bestehen aus hydrophilen
Wiederholungseinheiten, die entweder aufgrund ihrer Ladung attraktive Wechselwirkungen mit Wasser
eingehen, oder elektronegative Elemente wie Sauerstoff oder Stickstoff tragen, die Wasserstoffbricken-
bindungen mit Wasser ausbilden konnen. Synthetische wasserlosliche Polymere finden  vielfaltige
Anwendung in der Nahrungsmittelindustrie, Trinkwasseraufbereitung, Kosmetikindustrie und Medizin. Zu
den wichtigsten Vertretern gehdren Poly(ethylenglycol), Poly(acrylsaure), Poly(acrylamid), Poly(vinylalkohol)

und Poly(A-vinylpyrrolidon).*”

1% Kadajji, G. V; Betageri, V. G. Polymers 2011, 3, 1972.
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3.2 Poly(N-vinylpyrrolidon) und seine Copolymere
Poly(N-vinylpyrrolidon) (PNVP) ist ein ungeladenes, wasserlosliches, synthetisches Polymer, welches vor mehr
als 70 Jahren von Walter Reppe entdeckt und von der BASF patentiert wurde™. Ausgangsstoff fiir die
Polymerisation ist AV-Vinylpyrrolidon (NVP), das ursprunglich mittels Acetylenchemie hergestellt wurde. PNVP
wird gewohnlich durch radikalische Polymerisation in Wasser hergestellt (Abbildung 45). Als Initiator wird
Wasserstoffperoxid verwendet. Die entstehenden Hydroxyradikale bilden bei Abbruch der Polymerketten die
Endgruppen. NVP lasst sich auch in vielen organischen Losemitteln polymerisieren. Fur industrielle

Anwendungen werden molare Massen von 2500 bis 1 Mio. g-mol™ hergestellt. """

- %
N-Vinylpyrrolidon Poly(N-vinylpyrrolidon)

Abbildung 45: Frei radikalische Polymerisation von NVP zu PNVP.

Aufgrund seiner amorphen Struktur besitzt PNVP keinen Schmelzpunkt sondern nur eine Glastbergangs-
temperatur 75 die je nach Polymerisationsgrad zwischen 110 — 180 °C liegt. PNVP zeichnet sich besonders
durch seine gute Loslichkeit in Wasser und vielen organischen Losemitteln aus. In Wasser ist PNVP Uber
einen groBen pH-Bereich stabil und seine Eigenschaften werden aufgrund des nicht-ionischen Grundgerusts
vom pH-Wert weitestgehend nicht beeinflusst. Es bildet viele Komplexe mit polaren Strukturen wie Diolen
oder Sulfonsauren. Mit lod entsteht ein PNVP-lod-Komplex, der z.B. unter dem Namen Betadine® zu den
lIodophoren gehdrt und in der Wundbehandlung eingesetzt wird. PNVP ist nicht toxisch und wird aufgrund
seiner guten biologischen Vertraglichkeit in der Industrie haufig als Bindemittel fir Tabletten eingesetzt.
1968 patentierte Henkel den ersten Klebstift aus PNVP nach dem Herrausdrehmechanismus. Bis heute wird
in allen handelsublichen Klebestiften PNVP unter Zusatz von Wasser und Natriumstearat verwendet und zu
einer klebrigen formstabilen Masse verriihrt. ">

NVP kann mit verschiedenen Monomeren copolymerisiert werden. Bei der Synthese statistischer
Copolymere muss bei der Reaktionsfiihrung oftmals die unterschiedliche Reaktivitat der Doppelbindungen
beachtet werden. Vijaykumar et al. haben NVP mit Styrol (St), Hydroxypropylmethacrylat (HPMA) und

Carboxyphenylmaleimid (CPMI) mittels FRP copolymerisiert (Abbildung 46)™*.

10 BASE vermarktet PNVP unter den Marken KOLLIDON® fir Pharma, LUVISKOL® fir Kosmetik, SOKALAN® fir Waschmittel und
LUVITEC® fur technische Anwendungen.

1 Santanakrishnan, S.; Hutchinson, a. R.; Uciova, L; Stach, M.; Lacik, L; Buback, M. Macromol. Symp. 2011, 302, 216.

M Liu, X Xu, Y., WU, Z; Chen, H. Macromol. Biosci 2013, 13, 147.

" Fischer, F; Bauer, S. Chem. Unserer Zeit 2009, 43, 376.

" Haaf, F; Sanner, A; Straub, F. Polym. /. 1985, 17, 143.

15 Vijaykumar, S.; Prasannkumar, S.; Sherigara, S. B.; Shelke, B. N.; Aminabhavi, M. T.; Reddy, R. S. B. Macromol. Res. 2009, 17, 1003.
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Abbildung 461 Abhéangigkeit des Monomeranteils (M; = St (@), HPMA (b) und CPMI (c)) in der Reaktionsmischung von
der Copolymerzusammensetzung. (M> = NVP).

Abbildung 46 zeigt die Auftragung des Monomeranteils M; in der Reaktionsmischung gegen die des Anteils
my im Copolymer fur die unterschiedlichen Comonomere. Im Fall von Styrol-co-NVP wird hauptsachlich
Styrol in die wachsende Kette eingebaut. Aufgrund der Delokalisierung des Radikals Uber den aromatischen
Ring wird Styrol bevorzugt in die wachsende Kette eingebaut. Die Copolymere von HPMA und NVP weisen
einen hoheren Einbau von NVP im Vergleich zu den Styrol-Copolymeren auf. Im Fall von CPMI entstehen
hingegen alternierende Copolymere mit NVP. Maleimide besitzen &hnlich wie Maleinsdureanhydrid eine
elektronenarme Doppelbindung aufgrund des Elektronenzugs der beiden Carbonylgruppen. Das Maleimid
reagiert aus diesem Grund bevorzugt mit der elektronenreichen Doppelbindung des NVP, wodurch tber-
wiegend alternierende Copolymere entstehen.

Wil man eine homogene Copolymerzusammensetzung trotz unterschiedlicher Reaktivitaten der
Doppelbindung erhalten, kann das entsprechende Comonomer z.B. auch langsam zu der Reaktions-
mischung zugetropft werden'"". Copolymere von NVP und A-3,3-Dimethylaminopropylmethacrylamid
(DMAPMA) werden in vielen Haarpflegeprodukten eingesetzt. Das kationische Copolymer aus NVP und
DMAPMA bildet Komplexe mit den negativ geladenen Haaren und formt so einen einheitlichen Film. Die
Filmbildungseigenschaften sind umso besser, je homogener die Copolymerzusammensetzung ist. Da
DMAPMA in der Copolymerisation schneller verbraucht wird, muss es wahrend der Polymerisation

116

kontrolliert zugegeben werden.”™ Copolymere von NVP mit anderen funktionellen Monomeren wie A-Iso-

propylacrylamid'"’ (NIPA), Vinylacetat''® (VA) oder Styrol"* sind in der Fachliteratur ebenfalls beschrieben.

Die Herstellung von NVP-Blockcopolymeren erweitert zusatzlich die Maoglichkeit, Copolymere mit
interessanten Eigenschaften zu synthetisieren. Blockcopolymere werden in der Regel durch lebende
Polymerisationsmethoden oder kontrollierte, ,quasi-lebende” Kettenwachstumspolymerisationen hergestellt.

Y8 Fink, J. K. Handbook of Engineering and Specialty Thermoplastics, Vol. 2, Water soluble Polymers, WILEY 2011.

"W Dincer, S.; Rzaev, O. M. Z_; Piskin, E. J. Polym. Res. 2006, 13, 121.
"8 Brar, S. A;; Kumar, R. Polym. Int. 2002, 51, 519.
19 Huglin, B. M.; Khairou, S. K. £ur. Pojym. J. 1988, 24, 239.
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Mit  A-Vinylcaprolactam (NVCL) als Comonomer kdnnen z.B. wasserlosliche Blockcopolymere mittels
RAFT-Polymerisation (Reversible-Additions-Fragmentierungs-Kettentbertragungs-Polymerisation) hergestellt
werden, die aufgrund des Lésungsverhaltens des NVCL-Blocks eine untere kritische Entmischungstemperatur
(LCST) aufweisen™”®. Auf diese Weise konnen auch amphiphile Blockcopolymere mit NVP als hydrophilem
Block und einem hydrophoben Block z.B. aus Styrol oder 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) synthetisiert

werden?1%2,

' Devasia, R.; Borsali, R.; Lecommandous, S.; Bindu L. R; Mougin, N.; Gnanou, Y. Polym. Prepr. 2005, 46, 448.

Y Fares, M; Assaf, M. S.; Jaber, A. A. /. Appl. Polym. Sci 2011, 122, 840.
12 Hussain, H.; Tan, H. B.; Gudipati, S. G.; Liu, Y.; He, B. C.; Davis, P. T. /. Polym. Sci. Part A: Polym. Chem. 2008, 46, 5604.
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3.3 Copolymere von N-Vinylpyrrolidon mit Maleinsaureanhydrid
Die Copolymerisation von NVP mit Maleinsdureanhydrid (MSA) liefert Uberwiegend alternierende
Copolymere (Abbildung 47). Greift ein Radikal an der Doppelbindung von MSA an, bildet sich ein
sogenanntes elektrophiles Radikal, da sich aufgrund des Elektronenzugs des Anhydrids ein energetisch
niedrig liegendes SOMO (Single Occupied Molecular Orbital) bildet (a). Dieses SOMO reagiert anschlieBend
bevorzugt mit Molekulen, die ein energetisch hoch liegendes HOMO haben, wie z.B. NVP aufgrund des
+M-Effekts des Ring-Stickstoffs. Folglich ist das resultierende Radikal ein nucleophil und bildet ein ener-
getisch hoch liegendes SOMO, das bevorzugt mit einem Molekdl mit energetisch niedrig liegendem LUMO,

wie MSA (b), reagiert. So setzt sich die Polymerisationsreaktion anschlieBend fort.'”?
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Abbildung 47: Copolymerisationsreaktion von MSA mit NVP.

Obwoh! NVP im Gegensatz zu MSA auch gut homopolymerisiert, hangt die Copolymerzusammensetzung in
einem weiten Bereich nicht wesentlich von der Zusammensetzung der Reaktionsmischung ab, da die
Reaktionsgeschwindigkeit fur die Copolymerisation deutlich hoher ist als fur die Homopolymerisation von
NVP. Aufgrund der guten Wasserloslichkeit, biologischen Vertraglichkeit und wohl definierten Struktur von
Poly(NVP-a/=MSA) stellen die Copolymere eine interessante Verbindungsklasse dar. Nach Hydrolyse der
MSA-Einheiten zu den Carbonsauren bieten sich vielfaltige Moglichkeiten, verschiedene Analyten oder bio-

logisch relevante funktionelle Gruppen wie Proteine oder Glykoside in das Copolymer einzufiihren.'**#>+%

123 Fleming, 1. Molekulorbitale und Reaktionen organischer Verbindungen, 1. Aufl, WILEY-VCH 2012, S. 319 -322.

Y popescu, I; Suflet, M. D.; Pelin, M. I; Chitanu, C. G. Rev. Roum. Chim. 2011, 56, 173.
1% Kamada, H.; Tsutsumi, Y.; Sato-Kamada, K; Yamamoto, Y.; Yoshioka, Y.; Okamoto, T.; Nakagawa, S.; Nagata, S.; Mayumi, T. Nat

Biotechnol. 2003, 21, 399.

126 Auzély-Velty, R.; Cristea, M.; Rinaudo, M. Biomacromolecules 2002, 3, 998.
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3.4 Copolymerisation und Charakterisierung der
RhodaminB-Monomere mit N-Vinylpyrrolidon

Wie bereits in Kapitel 2.3.2.2 beschrieben, sollte NVP mit verschiedenen funktionalisierten Maleinsaure-
derivaten copolymerisiert werden. Die Maleinsédurederivate werden hier, wie in Kapitel 2.3 eingefthrt, als
RhodaminB-Monomere bezeichnet. Sie tragen jeweils einen RhodaminB-Signalgeber und einen Analyten in
direkter Nachbarschaft. Abbildung 48 zeigt das allgemeine Syntheseschema zur Darstellung der
NVP-Copolymere. Die Synthese der allgemeinen Monomerstruktur C wird in Kapitel 2.3 ausfuhrlich
beschrieben. Monomer C wird nur zu einem geringen Anteil von 0,05 - 1,5 mol% bezogen auf NVP in die
Reaktionsmischung gegeben und mit AIBN als Initiator frei-radikalisch polymerisiert. Da Maleinsaure unter
Ublichen  Polymerisationsbedingungen  nicht  homopolymerisiert  und  die  hier  synthetisierten
RhodaminB-Monomere auBerdem aufgrund ihrer groBen Substituenten sterisch sehr anspruchsvoll sind,
entstehen unter diesen Reaktionsbedingungen Copolymere die Uberwiegend PNVP-Einheiten in der Haupt-
kette tragen. Es wurden NVP-Copolymere synthetisiert, die RhodaminB als Signalgeber und verschiedene
Analyten fur spezifische Erkennungsreaktionen mit denen in Kapitel 2.5 beschriebenen funktionalisierten
Goldnanopartikeln enthalten.

Rhod B
odamin \N

7 N 0

N __ABN
0 + RhodaminB—N ~<_\):
\V\_7 MeOH, 60 °C

Analyt
Analyt

NVP C CoPo 1-3

Reaktionsmischung enthalt:
NVP (1-x): 98,5-99,95 mol% Comomomer (x): 0,05 - 1,5 mol%

Abbildung 48: Allgemeines Syntheseschema zur Herstellung der NVP-Copolymere aus NVP und Monomerstruktur C.

Abbildung 49 zeigt die synthetisierten NVP-Copolymere mit RhodaminB als Signalgeber und verschiedenen
Analytstrukturen. Die Copolymere werden nachfolgend mit CoPol-CoPo3 bezeichnet.
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Abbildung 49: Synthetisierte NVP-Copolymere aus NVP und Monomerstruktur C mit RhodaminB als Signalgeber und
verschiedenen Analytstrukturen (x < 1,5 mol%).

Charakterisierung der CoPol-Serie und von CoPo2

Die Copolymere der CoPol-Serie und CoPo2 werden nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur
Darstellung der NVP-Copolymere (Kapitel 6.3.2.2) mit RhB-Monomer 4 bzw. 5 hergestellt. Das Copolymere
tragt RhodaminB als Signalgeber und einen Adamantan- bzw. Butylrest als Analytstruktur ftr 8-CD. CoPo2
dient dabei als Referenzpolymer fur CoPol, um die Spezifitat der Adamantan-3-CD-Bindung zu tberprifen.
Es ist zu erwarten, dass B-CD aufgrund des Vermogens kleine hydrophobe Molekule in seine Kavitat einzu-
lagern, auch an den Butylrest in CoPo2 mit einer gewissen Affinitat bindet. Die Bindungskonstante des
Butyl-B-CD-Komplexes sollte jedoch, aufgrund der geringeren GroBe des Butylrestes, kleiner als die des
Adamantan-B-CD-Komplexes sein.

Die synthetisierten Copolymere der CoPol-Serie unterscheiden sich durch den Anteil des RhB-Monomers
(4). Die Reaktionsmischung enthielt zwischen 0,05 - 1,50 mol% 4. Fur das Referenzcopolymer CoPo2 wurde
0,1 mol% 5 in der Reaktionsmischung verwendet. In Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die charakteristischen
Daten der synthetisierten Copolymere zusammengefasst. CoPo2 tragt ebenfalls RhB als Signalgeber jedoch
einen Butylrest als Analyt und soll als Referenz fur die CoPol-Serie dienen. Da B-CD ebenfalls in der Lage ist,
an RhB zu binden, soll die Bindungseffizienz der 3-CD-funktionalisierten Au-NP an den Adamantan-Analyt
der CoPol-Serie Uberpraft werden, um auszuschlieBen dass sie nur an RhB binden. Dazu wird die
Loscheffizienz der B-CD-Au-NP bei Bindung von Adamantan bzw. Butyl im Polymer untersucht und
verglichen. Es ist zu erwarten, dass sich bei einer spezifischen Bindung der Au-NP an Adamantan die
Loscheffizienz stark unterscheidet, da B-CD mit einer kleineren Bindungskonstante an die Butyl- als an die
Adamantan-Gruppe binden sollte.

48



3.4 Copolymerisation und Charakterisierung der RhodaminB-Monomere mit A-Vinylpyrrolidon

Tabelle 3: Ubersicht iber die charakteristischen Daten der CoPol-Serie in Abhiangigkeit von RhB-Monomer 4 in der
Reaktionsmischung. Die Quantenausbeuten (@) wurden mit einem Quantum Yield Measurement System (Hammamatsu)
bestimmt (Abs < 01). Die zahlenmittleren und gewichtsmittleren Molmassen wurden mittels Gelpermeations-
chromatographie gegen einen PS-Standard bestimmt (siehe Kapitel 0).

4 NVP Einbau 4 Anteil von din a a
CoPol-serie| inRM | inRM | AUSPRU | s Uvvis | eingebautem 4 | H,0 Mo MY oo,
mol%] | motse) | [mol %] [%] e | P2 | kDal
ae122a 0 100 84 0 0 0 | 41 | 146 |36 369
ael43e | 005 | 99,95 87 0,01 22 32 | 34 | 116 |34 |306
ac143d | 010 | 99,90 74 0,02 1 31 | 28 | 94 [34]252
aeld3c | 025 | 99,75 74 0,09 35 27 | 16 | 37 [23]143
ac143b | 050 | 99,50 58 0,13 26 26 | 13 | 26 |20]116
ae115 1,50 | 9850 6 0,46 30 23 | 5 | 10 [20]44

Tabelle 4: Ubersicht (ber die charakteristischen Daten von CoPo2 mit RhB-Monomer 5 in der Reaktionsmischung. Die
Quantenausbeuten (@) wurden mit einem Quantum VYield Measurement System (Hammamatsu) bestimmt (Abs < 0,1).
Die zahlenmittleren und gewichtsmittleren Molmassen wurden mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie gegen
einen PS-Standard bestimmt (siehe Kapitel 0).

5 NVP Einbau 5 aus Anteil von ®in app | »rapp
M M
CoPo2 | inRM | inRM A“S[ob/e]“te US| eingebautem s | H,O | (8 | b PDI| Py
[mol%] | [mol%] > [mol %] [%] [%]
ae183b | 010 | 99,90 92 0,02 22 30 | 37 | 94 | 25331

Der Einbau der RhB-Monomere in die CoPol-Serie und CoPo2 wird mittels UV-VIS-Spektroskopie bestimmt.
Es wird das Maximum der Absorption fur eine Verdunnungsreihe von 4 bzw. 5 in H,O/EtOH 10:1 bzw. EtOH
ermittelt. Fur jedes Copolymer kann anschlieBend im gleichen L&sungsmittel mit Hilfe des Absorptions-
maximums die entsprechende Konzentration von 4 bzw. 5 im Copolymer bestimmt werden. Dabei wird
angenommen, dass der Extinktionskoeffizient der RhB-Monomere im Copolymer sich gegenuber dem
Monomer nicht andert. Aus der Konzentration der RhB-Monomere im Copolymer (Cyonomer iMm Copolymer)
und dem Molmassenverhaltnis der Monomere (M,/M;) kann dann der Einbau im Copolymer bestimmt
werden (Gleichung 7).

imCopolymer M,

CMom)mer

-100 GlL7

cCopolymer 1

UV-VIS-Spektren und die Auftragung der Absorptionsmaxima gegen die Konzentration von 4 bzw. 5 sind im
Anhang zusammengefasst (Abbildung 191 und Abbildung 192). Fur CoPol-aell5 konnte der Einbau, auf-
grund des verhiltnismaRig hohen Anteils von 4, auBerdem mittels 'H-NMR-Spektroskopie abgeschatzt
werden (siehe Kapitel 6.3.2.2). Es wurde ein Einbau von 0,5 mol% ftr CoPol-aell5 bestimmt. Das Ergebnis
stimmt gut mit den Ergebnissen der UV-VIS-Spektroskopie Uberein. Das Verhaltnis von 4 bzw. 5 in der
Reaktionsmischung und im Copolymer zeigt, dass 21% bis 35 % des RhB-Monomers aus der
Reaktionsmischung in das Copolymer eingebaut werden (Tabelle 3 und Tabelle 4). Innerhalb der
CoPol-Serie ist eine deutliche Abnahme der Molmassen M3PP und MEPP mit zunehmendem Gehalt von
RhB-Monomer (4) zu beobachten.
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Wahrend fur das NVP-Homopolymer CoPol-ael22a eine mittlere Molmasse von M2PP = 41000 g'mol™
erhalten wird, wird fur das Copolymer CoPol-aell5 mit einem Anteil von 1,5 mol% 4 in der Reaktions-
mischung nur ein M2PP = 5000 g'mol™ erreicht. Abbildung 50 zeigt, wie mit zunehmendem Gehalt des
RhB-Monomers (4) im Copolymer die Molmasse des Copolymers sinkt. Vergleicht man die Auftragung des
Brechungsindex (Abbildung 50, links) mit der des UV-VIS-Signals bei Aya = 566 nm (Abbildung 50, rechts),
ist deutlich zu erkennen, dass die Kurven fur die einzelnen Copolymere bei gleichen Elutionsvolumina ein
Maximum aufweisen. Somit kann man davon ausgehen, dass 4 kovalent in das Copolymer eingebaut wurde.
Die Ausbeuten der Copolymere sinken mit steigendem Einbau des RhB-Monomers von 87 % far 0,05 mol%
auf 6 % fur 1,5 mol% von 4 in der Reaktionsmischung.

' mol% 4 in CoPo1-Serie ';‘ "1 mol% 4 in CoPoi-Serie
'g‘ 0,01 ©, A =566 nm
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Abbildung 50: Vergleich der Elutionskurven (aus GPC in DMF gegen PS-Standard) der CoPol-Serie in Abhdngigkeit von
RhB-Monomer (4) in der RM. Links: Auftragung der Anderung des Brechungsindex (Rl) gegen das Elutionsvolumen.
Rechts: Auftragung der Anderung der Absorption bei Amax = 566 nm gegen das Flutionsvolumen.

Die Analytik von CoPo2 zeigt ein vergleichbares Verhalten zur CoPol-Serie. Auch hier werden etwa 22 %
des RhB-Monomers (5) in das Copolymer eingebaut. Fir die entsprechende Zugabe von 5 zur Reaktions-
mischung werden vergleichbare Ausbeuten, Molmassen und Quantenausbeuten erreicht (Tabelle 4).

Um die Abhangigkeit der Molmasse und der Zusammensetzung der CoPol-Serie von der Zugabe des
Comonomers (4) in der Reaktionsmischung né&her zu untersuchen, wurden analoge Copolymere
(CoPo4-Serie) synthetisiert, welche anstelle des RhodaminB-Fluorophors einen Naphthalimid-Fluorophor
tragen (Abbildung 51). Das fur die Synthese der CoPo4-Serie verwendete Naphthalimid-Monomer (14)
(NI-Monomer) unterscheidet sich vom RhB-Monomer (4) nur in der Natur des Chromophors und einem
kurzen zuséatzlichen Ethyl-Abstandshalter zwischen dem Piperazinring und dem Fluorophor. Die Synthese
von 14 ist in Kapitel 6.3.1.2 ausfthrlich beschrieben. Die CoPo4-Serie wird mit der gleichen Standard-
prozedur zur Synthese der Copolymere wie die CoPol-Serie hergestellt (Kapitel 6.3.2.1). Der Einbau des
NI-Monomers (14) in das Copolymer wird ebenfalls mittels UV-VIS-Spektroskopie bestimmt. Qualitativ kann
der Einbau von 14 in das Copolymer mittels GPC-Messungen (in DMF gegen PS-Standard) mit
UV-VIS-Detektion belegt werden.
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CoPo4-Serie CoPo1-Serie
NI-Fluorophor RhB-Fluorophor
Adamantananalyt Adamantananalyt

Abbildung 51: Vergleich der Struktur der CoPo4-Serie und CoPol-Serie.

Tabelle 5 zeigt die charakteristischen Daten der synthetisierten Polymere der CoPo4-Serie. Auch hier wurde
der Anteil des NI-Monomers (14) in der Reaktionsmischung zwischen 0,1 mol% und 1 mol% variiert.
Vergleicht man die Copolymere CoPo4-ael79a bis CoPo4-ael79c so fallt auf, dass die Ausbeuten und die
erhaltenen Molmassen fur alle Copolymerzusammensetzungen anndhernd gleich sind. Die Werte fur MZPP
sind mit 46000 — 49000 g'mol™ etwa um den Faktor 2 hoher als fur die Copolymere der CoPol-Serie mit
0,1 mol% bzw 0,5 mol% 4 in der Reaktionsmischung. Somit scheint fur die CoPo4-Serie keine Inhibierung
der Polymerisation mit steigendem Comonomergehalt (14) aufzutreten. Auch die Bestimmung des Einbau-
verhaltnisses zeigt, dass fur 0,5 -1 mol% NI-Monomer in der Reaktionsmischung etwa 85 % 14 in das
Copolymer eingebaut werden. Fur 0,1 mol% des NI-Monomers (14) in der Reaktionsmischung erfolgt ein
quantitativer Einbau.

Tabelle 5: Ubersicht uber die charakteristischen Daten der CoPo4-Serie in Abhdngigkeit von NI-Monomer (14) in der
Reaktionsmischung. Die Quantenausbeuten (@) wurden mit einem Quantum Yield Measurement System (Hammamatsu)
bestimmt (Abs < 0,1). Die zahlenmittleren und gewichtsmittleren Molmassen wurden mit Hilfe der Gelpermeations-
chromatographie gegen einen PS-Standard bestimmt. (siehe Kapitel 0)

Anteil von

14 NVP Finbau14 | Oin | app | ~rapp
CoPo4-Serie| inRM | in RM A“S[ob/?“te aus UV/VIS e'”gefj”tem H,0 ?:Ba] B’([E;a] PDI | P,

[Mol%)] | [mol%] ? [mol %] %] [%)]

(o]

ael79% 01 | 99,90 86 0,10 100 20 | 46 | 148 | 32 | 412
ae179% 05 | 99,50 88 0,42 84 14 | 49 | 141 | 29 | 431
ael79c 1 99,00 92 0,85 85 14 | 52 | 127 | 24 | 447

Der Vergleich der Copolymere der CoPol- und CoPo4-Serie zeigt, dass der RhB-Fluorophor einen
inhibierenden Einfluss auf die frei-radikalische Polymerisation von NVP ausibt. Mit steigendem Anteil des
RhB-Monomers (4) in der Reaktionsmischung sinken Ausbeute und Molmasse der erhaltenen Copolymere
rapide ab. Wird ein strukturell vergleichbares Monomer wie das NI-Monomer 14 verwendet, welches sich
nur durch den verwendeten Fluorophor und einen kurzen zusatzlichen Ethyl-Abstandshalter von Monomer 4
unterscheidet, wird keine Inhibierung der Polymerisation beobachtet.
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Die CoPo4-Serie zeigt keine Abhangigkeit der Molmasse und der Ausbeute von der Menge des
eingesetzten NI-Monomers (14). Auch ist der Einbau von 14 mit 85 — 100 % annahernd quantitativ.

Vergleicht man die Quantenausbeuten der CoPol- und CoPo4-Serie in Wasser, zeigt die CoPol-Serie mit
RhB als Signalgeber fur alle Copolymerzusammensetzungen deutlich hohere Quantenausbeuten als die
CoPo4-Serie mit NI als Signalgeber. Des Weiteren steigen die Quantenausbeuten fur die CoPol-Serie mit
sinkendem Gehalt von 4 im Copolymer um fast 10 % von ® =23 % fur CoPol-aell5 auf ® =32 % fur
CoPol-ael43e. Da hohe Quantenausbeuten und Extinktionskoeffizienten essentiell fir die Anwendungen in
autonomen Fluoreszenzsensoren sind, zeigen die Copolymere der CoPol-Serie trotz des geringen Einbaus
des RhB-Monomers (4) gunstigere Eigenschaften flr den Einsatz in solchen sensitiven Sensorsystemen. Far
die Copolymere der CoPol-Serie mit 0,05 - 0,1 mol% des RhB-Monomers (4) in der Reaktionsmischung
kénnen Copolymere in hoher Ausbeute, hohen Molmassen und hohen Quantenausbeuten in Wasser
erhalten werden. Fur alle folgenden Fluoreszenzmessungen der CoPol-Serie wurden deshalb
CoPol-ael43d und CoPol-ael43e verwendet.

Die spektroskopischen Eigenschaften der RhB-Monomere 4 und 5 wurden mit denen der daraus
synthetisieren Copolymere der CoPol-Serie und CoPo2 verglichen. Der Vergleich der Absorptionsspektren
der CoPol-Serie mit dem des Monomers 4 zeigt, dass das Maximum nur geringfugig von 565 nm fir das
Monomer auf 566 nm fiir das Copolymer verschoben ist. Die charakteristische Dimerbande des RhB bei etwa
530 nm zeigt im Polymer, hingegen der Ublichen Logik, eine deutliche Zunahme der Intensitdt mit
sinkendem Einbau des RhB-Monomers (4).

RhB Monomer 4

'S4, - 565 nm "5'14 CoPot-serie in H,0
S 10° M H,O/EtOH 10/1 @ | Pow=5661m
oy Copo1-Serie ' | mol% 4 in CoPol
*® |1 g/LH,O/EOH 10/1 oo —g,ﬁ
(2} Ay = 566 NM n 0:08
% mol% 4 in CoPo1 QCJ —0,02
T (8 =] 0,01
£ —0,11 =
Q@ o @
—0,02
< 0,01 <
£ €
) SR S——
Co . . : . . , Co : . : . = =
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 52: Links: Vergleich der normierten Absorptionsspektren in H-O/EtOH 10/1 des RhB-Monomers (4) mit den
Polymeren der CoPol-Serie in H-O/FtOH 10/1. Rechts: Vergleich der normierten Absorptionsspektren der CoPol-Serie
in H>0.

RhodaminB zeigt eine konzentrationsabhangige Dimerbande, die im Vergleich zum Maximum der

! Es bilden sich sogenannte H-Aggregate, in denen sich die

Absorption hypsochrom verschoben ist
RhodaminB-Dimere so zusammenlagern, dass der Phenylring um 90° gegen das Xanthengerdst verdreht ist
und die Carboxylgruppen, in 2-Postion des Phenylrings, in einem moglichst maximalen Abstand zueinander
platziert sind. Die Fluoreszenzquantenausbeute sinkt bei steigender Farbstoffkonzentration aufgrund von

intermolekularen Loschprozessen der RhodaminB-Dimere rapide’.

7 Arbeloa, L. 1; Ojeda, R. P. Chem. Phys. Lett 1982, 87, 556.
128 Setiawan, D.; Kazaryan, A.; Martoprawiro, A. M.; Filatov, M. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 11238.
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Die CoPol-Serie zeigt jedoch eine Zunahme der Intensitat der Dimerbande mit sinkender Konzentration des
RhB-Monomers (4) im Copolymer (Abbildung 52). Vergleicht man die normierte Absorptionsintensitat der
Dimerbande von 4 bei & = 530 nm und einer Monomerkonzentration von ¢ = 1-10° M in H,O/EtOH 10/1
mit der des Copolymers CoPol-aell5 mit dem hochsten Gehalt von 4, so zeigen sie etwa die gleiche
Intensitat. Daraus kann man schlieBen, dass sich der Chromophor in CoPol-aell5 &hnlich dem Monomer
verhalt. Bezieht man die aus GPC-Messungen erhaltenen Molmassen mit in die Betrachtung ein, steigt die
Molmasse der Copolymere mit Zunahme der Intensitat der Dimerbande und Abnahme der Chromophor-
konzentration im Polymer deutlich an. Dies unterstitzt die Hypothese, dass CoPol-aell5, mit einem hohem
Anteil 4 und einer kleinen Molmasse, sich eher wie das Monomer verhélt. Mit steigender Molmasse und
sinkendem Gehalt des RhB-Monomer (4) im Copolymer liegen die RhodaminB-Farbstoffe isolierter im
Copolymer vor. Da in direkter Nachbarschaft jedes RhodaminB-Fluorophors ein Adamantananalyt sitzt, ist
vorstellbar, dass das Adamantan im Copolymer versucht, sich aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften
mit anderen Adamantanmolekdlen zusammen zu lagern. Dabei wird der RhodaminB-Fluorophor mitgerissen
und bildet Dimere. Abbildung 53 gibt die angenommene Anordnung von 4 im PNVP-Copolymer
schematisch wieder. Von links nach rechts steigt die Molmasse vom Monomer zum Polymer an.

Monomer kurzkettiges Polymer langkettiges Polymer

Molmasse

Abbildung 53: Schematische Darstellung der molmassenabhdngigen Anordnung der Signalgeber-Analytstruktur 4 bzw. 5
im NVP-Copolymer.

Abbildung 54 zeigt die Absorptionsspektren des RhB-Monomers (5) und CoPo2. Das Maximum der
Absorption von 5 ist im Copolymer leicht hypsochrom von 562 nm nach 560 nm in EtOH verschoben. Auch
hier ist fur das Copolymer im Vergleich zum Monomer 5 eine deutliche Zunahme der Intensitat der Dimer-
bande zu beobachten. CoPo2 hat vergleichbare Molmassen wie CoPol-ael43d und CoPol-ael43e und
geringen Einbau von 5 im Copolymer.
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Abbildung 54: Links: Vergleich der normierten Absorptionsspektren von RhB-Monomer (5) mit CoPoZ in EtOH. Rechts:
Normiertes Absorptionsspektrum von CoPoZ2 in H20.

Abbildung 55 zeigt die Fluoreszenzspektren des RhB-Monomers (4) und von CoPol in H,O. Das Emissions-
maximum des Copolymers ist im Vergleich zum Monomer leicht von 591 nm auf 589 (590) nm verschoben.

A , —
S RhB-Monomer 4 in H,0 S i —— RhB-Monomer 5 in H,0
.ﬂ, M ax = 591 nm o Ay = 588 NM
= CoPo1-Serie in H,0 o ——CoPo2in H,0
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5 0,114, =590 nm = s i
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— —
o o
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Abbildung 55: Links: Vergleich der normierten Fluoreszenzspekitren von RhB-Monomer (4) mit der CoPol-Serie in H>O
(ex = 565 nm). Rechts: Vergleich der normierten Fluoreszenzspektren von RhB-Monomer (5) mit CoPoZ in H>O
(eex = 565 nm).

Charakterisierung von CoPo3

CoPo3 wird nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Darstellung der NVP-Copolymere (Kapitel 6.3.2.2)
mit RhB-Monomer (7) hergestellt. Das Copolymere tragt RhodaminB als Signalgeber und Mannose als
Analyt fir ConA. CoPo3 wurde mit 0,1 mol% 7 in der Reaktionsmischung synthetisiert. Wie bereits fur
CoPol-ael43d und CoPo2 beschrieben, kénnen fur diese Zusammensetzungen RhB-Copolymere mit hohen
Molmassen, hohe Ausbeuten und hoher Quantenausbeute erhalten werden. In Tabelle 6 sind die charakter-
istischen Daten von CoPo3 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Ubersicht der charakteristischen Daten von CoPo3 mit RhB-Monomer (7) in der Reaktionsmischung (RM).
Quantenausbeuten (@) wurden mit einem Quantum VYield Measurement System (Hammamatsu) bestimmt (Abs < 0,1).
Die zahlenmittleren und gewichtsmittleren Molmassen wurden mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie gegen
einen PS-Standard bestimmt (siehe Kapite! 0).

7 NVP Einbau 7 Anteil von ®in app | xrapp
M M
CoPo3 | inRM | inRM A”S[E;e]“te aus WIS | eingebautem 7 | H:O | & [ | PDI| Py
[Mol%] | [Mol%] > [mol %] [%] [%]
ae208a | 0,0 | 99,90 76 0,02 19 36 | 44 | 109 | 25393

Der Einbau des RhB-Monomers (7) in das Copolymer wird aquivalent zur CoPol-Serie und CoPo2 berechnet
(siehe Gleichung 7). UV-VIS-Spektren und die Auftragung der Absorptionsmaxima gegen die Konzentration
von 7 sind im Anhang zusammengefasst (Abbildung 193). Bei den so bestimmten Werten fur den Einbau
von 7 in das Copolymer ist zu beachten, dass das Monomer den Mannoseanalyten in der geschutzten
Acetylform tragt. In CoPo3 werden die Schutzgruppen bereits wahrend der Dialyse des Polymers abge-
spalten. Dadurch kann es bei der Bestimmung des Monomereinbaus in das Copolymer zu Abweichungen
bei den berechneten von den tatsachlichen Werten kommen, da bei der Bestimmung mit UV-VIS-Spektros-
kopie angenommen wird, dass sich der Extinktionskoeffizient des Chromophors im Polymer im Vergleich
zum Monomer nicht &ndert.

Auch fur CoPo3 werden etwa 20 % des RhB-Monomers (7) in das Copolymer eingebaut (Tabelle 6). Die
Quantenausbeute in H,O ist mit 36 % etwas hoher als fur das vergleichbare CoPol-ael43d und CoPo?2. Der
Vergleich der normierten Absorptionsspektren von CoPo3 mit Monomer 7 zeigt, dass auch fur CoPo3 eine
Zunahme der Intensitat der Dimerbande des RhB im Copolymer im Vergleich zum Monomer zu beobachten
ist (Abbildung 56). Der Mannoseanalyt ist aufgrund des Triazolrings nicht direkt an das Polymerrickgrat
gebunden, so dass direkt an der Hauptkette eine eher hydrophobe Umgebung herrscht. Auch fur CoPo3
kann angenommen werden, dass fur hohe Molmassen der RhB-Farbstoff im Copolymer aufgrund der
hydrophoben lokalen Umgebung zur Aggregation neigt und dimerartige Strukturen bildet.

1
1

—— RhB-Monomer 7
0,01 g/L EtOH
Ao = 562 NM

—— CoPo3 1 g/L EtOH
0,02 mol% 7 in CoPo3
Apax = 562 NM

——CoP03 0,1 g/L H,0
0,02 mol% 7 in CoPo3
A= 567 nM

norm. Abs Intensitat [a.u.]

norm. Abs Intensitat [a.u.]

o
1

00 350 460 4éO 560 5%0 660 6%0 760 00 4%0 560 5%0 660 GéO 760
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
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Abbildung 56: Links: Vergleich der normierten Absorptionsspektren von RhB-Monomer (7) mit CoPo3 in EtOH. Rechts:
Normiertes Absorptionsspektrum von CoPo3 in H20.

Abbildung 57 vergleicht die Fluoreszenzspektren des RhB-Monomers (7) in H,O und NHAc-Puffer mit dem
von CoPo3 in NH4Ac-Puffer. Das Emissionsmaximum des Copolymers ist im Vergleich zum Monomer leicht
von 588 nm auf 590 nm verschoben.
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Die weiteren Fluoreszenzmessungen von CoPo3 wurden in NH4Ac-Puffer durchgefuhrt, da fur die Bindungs-
experimente mit ConA in einem Puffersystem bei neutralem pH-Wert gearbeitet werden muss.

—_— i —— RhB-Monomer 7 in H,0

=] Apax = 588 NM

] —— RhB-Monomer 7 in NH,Ac-Pufffer

—_—

?(_U' Ao = 588 NM

= —— CoPo3 in NH,Ac-Puffer

(%] -
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Abbildung 57: Vergleich der normierten Fluoreszenzspekiren von RhB-Monomer (7) mit CoPo3 in H>O und NH.AC-
Puftter.
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3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch
spezifische Bindung funktionalisierter Goldnanopartikel

Goldnanopartikel (Au-NP) kénnen die Fluoreszenz von Fluorophoren I6schen. Durch die Wechselwirkung
der Fluorophore im elektronisch angeregten Zustand mit der Plasmonbande der Au-NP wird die Energie
strahlungslos Ubertragen, wenn Fluorophor und Au-NP einen ausreichend geringen Abstand zueinander
haben. Dulkeith et al."” haben dazu zeitaufgeldste Fluoreszenzmessungen von Lissamin-Fluorophoren
gebunden an 1-30nm groBe Au-NP durchgefuhrt. Fluorophor und Au-NP befanden sich in einem
konstanten Abstand von 1 nm zueinander. Es wurden Energietransferraten zwischen Fluorophor und Au-NP
im Pikosekundenbereich gefunden, die mit steigender Au-NP GroBe sinken. Des Weiteren fanden sie ein
Minimum fdr den strahlenden Anteil des Energietransfers (%, fur etwa 4 nm groBe Au-NP. Fur groBere
Au-NP erreicht A,,s anschlieBend einen konstant niedrigen Plateauwert. Der Anteil des strahlungslosen
Energietransfers (Rnon=d) Steigt mit zunehmender GroBe der Au-NP an und bleibt ab etwa 5 nm groBen

Nanopartikeln annahernd konstant."*

Kann nun der Abstand zwischen Au-NP und Fluorophor z.B. durch
eine spezifische Analytbindung genau eingestellt bzw. durch eine Konkurrenzreaktion mit einem anderen
Analyten variiert werden, l&sst sich die Fluoreszenz von Fluorophoren so 16schen und anschlieBend Wieder-

I entwickelten auf diese Weise einen Aus/An-Fluoreszenzsensor auf Basis von

anschalten.’® De et a
Protein-funktionalisierten Au-NP. Die Nanopartikel werden Uber elektrostatische Wechselwirkungen mit
einem fluoreszierenden Protein (Green Fluorescent Protein = GFP) funktionalisiert. Bindet anschlieBend ein
konkurrierendes Protein an die Au-NP und setzt das GFP frei, kommt es zu einem ,Anschalten” der Fluores-
zenz, da der Abstand zwischen dem Fluoreszenzldscher (Au-NP) und dem Fluorophor (GFP) steigt.17 Auch

|*° funktionalisieren kationisch geladene Au-NP (ber elektrostatische Wechselwirkungen mit

Bajaj et a
anionischen, fluoreszierenden Polymeren. Bei Bindung ist die Fluoreszenz effizient geléscht. Tritt eine
Konkurrenzreaktion mit Phospholipiden aus Zellmaterial auf, wird das fluoreszierende Polymer frei gesetzt
und es kommt zu einer Fluoreszenzverstarkung™’. Auch fir die DNA-Sequenzierung sind solche
Au-NP-Fluorophor-Paare von groBem Interesse, da Au-NP oftmals eine bessere Loscheffizienz Uber einen
groBeren Abstand zwischen Donor und Akzeptor gegentber herkdmmlichen Fluoreszenzldschern, wie z.B.
Dabcyl, zeigen'". Weiterhin werden Energietransferraten beschrieben, die fir Au-NP um 10" — 10° hoher

|1 beschreiben einen Fluoreszenzsensor fur

sind als far andere FRET-Ubergange”. Dubertret et a
DNA-Einzelstrange, die mit einem Fluorophor und einem Au-NP an den jeweiligen Strangenden markiert
sind. Je nach Konformation des Einzelstrangs wird die Fluoreszenz effizient geldscht oder bei Paarung mit
einem komplementaren DNA-Strang wieder verstarkt. Die beschriebenen Detektionssysteme sind jedoch a
priori nur fur ein spezifisches Analyt-Erkennungseinheit-Paar konzipiert. Auch Quantenpunkte finden oftmals
anstelle von organischen Fluorophoren Anwendung als Fluoreszenzsensoren zum Schalten von optischen
Eigenschaften. Kim etal.”” beschreiben eine effiziente Fluoreszenzléschung fiir ConA-funktionalisierte
Quantenpunkte bei Bindung von Dextran-funktionalisierten Au-NP. Durch Verdrangung mit einem
Mannose-BSA Glycoprotein kann anschlieBend die Fluoreszenz wieder ,angeschaltet” werden.”” Quanten-
punkte zeigen allgemein schmale Emissionsbanden, hohe Quantenausbeuten in vielen organischen

Losungsmitteln und eine hohe Photostabilitat.

129 Dylkeith, E.; Morteani, C. A.; Niedereichholz, T Klar, A. T.; Feldmann, J.; Levi, A. S.; van Veggel, M. J. C. F. Reinhoudt, N. D.; Mdller,
M.; Gittins, L. D. Phys. Rev. Lett. 2002, 89, 2030021.

130 Bajaj, A.; Miranda, R. O.; Kim, L; Phillips, L. R.; Jerry, J. D.; Bunz, F. H. U.; Rotello, M. V. PNAS 2009, 106, 10912.
B Dubertret, B,; Calame, M:; Libchaber, J. A. Nat. Biotechnol 2001, 19, 365.
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Dies ist fur viele optische Anwendungen winschenswert, jedoch sind bis heute nur wenige Beispiele bekannt,
die diese Eigenschaften auch in wassrigen Systemen zeigen. Auch limitieren die toxischen Eigenschaften
vieler der heute bekannten Quantenpunkte den Einsatz in der Medizin und Biologie.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Detektionssystem fir einen Fluoreszenz-Aus/An-Sensor entwickelt,
wobei die spezifischen Bindungspartner variabel austauschbar sind. So soll der Sensor fir ein breites
Spektrum von Erkennungsreaktionen geeignet sein. Durch spezifische Analytbindung soll die Fluoreszenz
eines Fluorophors geldscht und anschlieBend durch kompetitive Verdrangung wieder ,angeschaltet” werden.
Die dafur synthetisierten wasserldslichen Matrixpolymere CoPol-Serie bis CoPo3 auf Basis von Poly(A-vinyl-
pyrrolidon) sind mit einem RhodaminB-Signalgeber und einem Analyten funktionalisiert. Fluorophor und
Analyt befinden sich dabei durch die vorgegebene Monomerstruktur in einem definierten, kurzen Abstand
zueinander. Bindet ein mit einer Erkennungseinheit funktionalisierter Au-NP an den Analyten im Polymer,
wird die Fluoreszenz des Fluorophors effizient geldscht, da Fluorophor und Au-NP in einen vorgegebenen
Abstand von wenigen Nanometern zueinander gezwungen werden. Wird anschlieBend ein kompetitiver
Analyt zugegeben, wird die Fluoreszenz des Copolymers wieder ,angeschaltet’, da Fluorophor und Au-NP
sich nicht mehr nah genug beieinander befinden. In Abbildung 58 ist das beschriebene Detektionssystem
schematisch dargestellt.

Analytbindung N r\\'/ Analytverdrangung N

b 4 °
)‘Au-NP-(
s ®
)‘Au-NP-(
A
Fluoreszenzléschung Fluoreszenzriickgewinnung
sy \
/*\ Signalgeber Analyt @® kompetetiver Analyt A 4 Erkennungseinheit

/

Abbildung 58: Schematische Darstellung der Fluoreszenzioschung und —rickgewinnung in den Matrixpolymeren der
CoPol-Serie, CoPo2 und CoPo3 mit den funktionalisierten Au-NP.

Wie in Kapitel 2.3 bereits ausfuhrlich beschrieben sind Fluorophor, Analyt und Erkennungsstruktur variabel
fur die gewtnschte Anwendung des Fluoreszenzsensors austauschbar. Das Detektionssystem bietet so die
Maoglichkeit, fur variable Bindungspaare einen effizienten Fluoreszenz-Aus/An-Sensor zu entwickeln, der bei
einem Bindungsereignis Fluorophor und Fluoreszenzldscher in einen vorgegebenen, kleinen Abstand
zueinander zwingt, um einen effizienten Energietransfer zu erreichen.

3.5.1 Das Adamantan — B-Cyclodextrin Modellsystem
Wie in Kapitel 2.5.1.1 beschrieben, ist B-CD ein Wirtmolekul fur viele kleine, hydrophobe Gaste, die sich in
die Kavitat des cyclischen Zuckergerusts aufgrund des hydrophoben Effekts in wassrigen Losungen einlagern
konnen. Adamantan ist als Gastmolekdl fur B-CD aufgrund seiner GroéBe und seines hydrophoben Grund-
geristes besonders gut geeignet. Mit einer Bindungskonstante von &, =10"-10°M" ist der Ada-

848586 - Adamantan ist als

mantan-B-CD-Komplex mit vielen Protein-Ligand-Bindungskonstanten vergleichbar
Analytstruktur in der Polymermatrix der CoPol-Serie in direkter Nachbarschaft zum RhB-Signalgeber
kovalent gebunden. Die B-CD-funktionalisierten Au-NP binden bei Zugabe zu der Polymermatrix spezifisch
an das polymergebundene Adamantan. Die Au-NP befinden sich dann in einem so kleinen Abstand zum

RhB-Signalgeber, dass die Fluoreszenz effizient geldscht wird.
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Tritt anschlieBend eine Konkurrenzreaktion mit einem anderen Analytmolekdl wie z.B. Amantadinhydro-
chlorid auf, werden die B-CD-funktionalisierten Au-NP aus der direkten Umgebung des RhB-Signalgebers
verdrangt und es kommt zu einem ,Wiederanschalten” der Fluoreszenz. Um die Spezifitat dieses Modell-
systems zu Uberprufen, werden sowohl Referenzmessungen mit nicht-bindenden PNVP-Au-NP durch-
gefuhrt, als auch der Adamantananalyt der CoPol-Serie durch einen schwécher bindenden Butylanalyt
ersetzt (CoPo2).

3.5.1.1 Bindung der B-CD-funktionalisierten Goldnanopartikel an den
Adamantananalyten in den Copolymeren CoPo1-ae143e und
CoPo1-ae143d
Fur die Fluoreszenzmessungen der Polymere der CoPol-Serie werden, wie in Kapitel 3.4 beschrieben,
CoPol-ael43d und CoPol-ael43e verwendet, da diese beiden Copolymere die hochsten Ausbeuten, Mol-
massen und Quantenausbeuten der CoPol-Serie haben und aus diesem Grund am besten geeignet sind.
Fluoreszenzmessungen wurden mit allen, in Kapitel 2.5.1.3 beschriebenen, B-CD-Au-NP durchgefihrt. Die
Au-NP zeigen alle eine vergleichbare Loscheffizienz, nur die OET-B-CD-Au-NP und Per-ET-B-CD-Au-NP
konnten nach der Dialyse nicht mehr in wassriger Losung dispergiert werden und wurden nicht fur die
Fluoreszenzmessungen verwendet. Hier werden jedoch nur die Messungen mit ET-B-CD-Au-NP,
EDOET-B-CD-Au-NP und Per-EDOET-B-CD-Au-NP diskutiert. Es soll die Abhangigkeit der Loscheffizienz
von der Lange des Abstandshalters zwischen Au-NP und B-CD (Vergleich ET-B-CD-Au-NP und
EDOET-B-CD-Au-NP) und von der Anzahl der pro B-CD gebundenen Thiole verglichen werden (Vergleich
EDOET-B-CD-Au-NP und Per-EDOET-B-CD-Au-NP).

CoPol-ael4d3e

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Fluoreszenzmessungen, die nach dem allgemeinen Messprotokoll
durchgefuhrt und ausgewertet wurden (siehe Kapitel 6.5.1). Es sind die normierten Fluoreszenzintensitaten
des RhB-Fluorophors in CoPol-ael43e mit 0,01 mol% Einbau von 4 gegen die Emissions-wellenlange
dargestellt. Das Maximum der Fluoreszenz-intensitat liegt fur CoPol-ael43e in Wasser bei A = 589 nm.

In Abbildung 59 ist die Fluoreszenzreferenzmessung in Anwesenheit der nicht-bindenden PNVP-Au-NP
dargestellt. Die Fluoreszenzintensitat des RhB-Fluorophors in CoPol-ael43e wird durch Zugabe der
PNVP-Au-NP statistisch geldscht, da sich in der Losung immer ein Teil der Au-NP durch Diffusion in einem
Abstand zum RhB-Fluorophor befindet, in dem ein Energietransfer vom angeregten Zustand des Fluoro-
phors auf die Plasmonenbande der Au-NP stattfinden kann.
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3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch spezifische Bindung funktionalisierter Au-NP

Abbildung 59: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspekiren \/0/7 CoPol-aeld3e (c=01qgl™ in Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von 0 ul bis 500 ul. PNVP-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Aufiragung der Zugabe der
PNVP-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Amax = 589 nm.

Die verwendeten B-CD-Au-NP unterscheiden sich in der Lange und Anzahl der Thiol-Abstandshalter
zwischen B-CD und Au-NP (Abbildung 60). Die ET-B-CD-Au-NP haben nur einen kurzen Ethandi-
thiol-Abstandshalter zwischen B-CD und Au-NP, wahrend die EDOET-B-CD-Au-NP einen 2,2'-(Ethylen-
dioxy)diethanthiol-Abstandshalter mit zwei zusatzlichen Ethylenoxideinheiten zwischen B3-CD und Au-NP
tragen. Die Per-EDOET-B-CD-Au-NP sind mit einem per-substituiertem 2,2'-(Ethylendioxy)diethanthiol-3-CD
funktionalisiert und besitzen somit, im Gegensatz zu den anderen funktionalisierten Au-NP, mehrere Thiol-
liganden pro B-CD, die sich auf der Oberflache der Au-NP befinden. Die Synthese der substituierten 3-CD
und der B-CD-Au-NP ist in Kapitel 6.4 ausfthrlich beschrieben. Es wurden B-CD-Au-NP mit unter-
schiedlichen Abstandhaltern im Rahmen der Masterarbeit von Mathias Rohn an der Universitét Potsdam
hergestellt und charakterisiert™.
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Abbildung 60: Schematische Darstellung der hier verwendeten 5-CD-funktionalisierten Au-NP mit unterschiedlichen
Thiol-Abstandshaltern.

Abbildung 61 bis Abbildung 63 zeigen die Fluoreszenzmessungen der bindenden B-CD-Au-NP an
CoPol-ael43e.

Abbildung 61 zeigt die normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43e bei Zugabe von
ET-B-CD-Au-NP. Der Vergleich mit den Fluoreszenzspektren der nicht-bindenden PNVP-Au-NP (Abbildung
59) zeigt, dass die Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei gleicher Konzentration fur die bindenden
ET-B-CD-Au-NP groBer ist als fur die nicht-bindenden PNVP-Au-NP. Die Auftragung der maximalen
Fluoreszenzintensitat (PLy.) gegen die Zugabe der Au-NP Lésung in L zeigt zu Beginn eine anndhernd
lineare Abnahme der maximalen Fluoreszenzintensitat. Sind mehr als etwa 60 % der Fluoreszenzintensitat
geloscht, lauft die Abnahme in einen Plateauwert (Abbildung 61, b).
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3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch spezifische Bindung funktionalisierter Au-NP
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Abbildung 61: a) Aufiragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-aeld3e (c =01 gl L n Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von 0 pl. bis 500 ul ET-B-CD-Au-NP (c = 0.1 gL ™ in Wasser). b) Aufiragung der Zugabe der
ET-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Ama = 589 nm.

In Abbildung 62 sind die normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43e bei Zugabe der
EDOET-B-CD-Au-NP dargestellt. Auch hier ist eine deutlich erhohte Ldschkraft der bindenden Au-NP
gegenuber den nicht-bindenden Au-NP zu beobachten. Der Vergleich mit Abbildung 61 zeigt, dass der
langere Abstandshalter die Effizienz der Loschkraft zusatzlich verstarkt. 2,2'-(Ethylendioxy)ethanthiol-3-CD
besitzt im Vergleich zu Ethanthiol-B-CD zwei Ethylenoxideinheiten mehr. Man kann sich vorstellen, dass
dadurch die B-CD-Einheiten auf der Oberflache der Au-NP flexibler sind und eine gréBere Bewegungs-
freiheit haben. Da CoPol-ael43e in Losung nicht als gestreckte Kette vorliegt sondern als mehr oder
weniger solvatisiertes Polymerknauel, ist vorstellbar, dass sich durch die groBere Beweglichkeit der
3-CD-Molekule auf der Goldoberflache der Adamantananalyt leichter nahern kann. Auch fur die
EDOET-B-CD-Au-NP verlduft die Abnahme der Fluoreszenzintensitat bis etwa 60 % des Ausgangswertes
annahernd linear und nahert sich anschlieBend einem niedrigen Plateauwert (Abbildung 62, b).
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Abbildung 62: &) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43e (c=01gl” in Wasser,
Amay = 589 nm) mit Zugabe von Oyl bis 500 ul. EDOET-B-CD-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Auftragung der
Zugabe der EDOET-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Amax = 589 nm.

Abbildung 63 zeigt die normierten Fluoreszenzspektren fur die Zugabe von Per-EDOET-3-CD-Au-NP zu
CoPol-aeld3e. Der langere 2,2'-(Ethylendioxy)ethanthiol-Abstandshalter zeigt ebenfalls eine hdhere Losch-
kraft als der kurze Ethanthiol-Abstandshalter. Das per-substituierte EDOET-B-CD-Derivate zeigt bei gleicher
Lange des Abstandshalters jedoch keinen Unterschied in der Effizienz der Loschkraft gegentber den mono-
substituierten EDOET-B3-CD-Au-NP.

61
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Abbildung 63: &) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-aeld43e (c =01 gl in Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von 0yl bis 500 ul Per-EDOET-B-CD-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Auftragung der
Zugabe der Per-EDOFT-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Amax = 589 nm.

Vergleicht man die Auftragung der normierten Fluoreszenzmaxima gegen das zugegebene Volumen aller
hier diskutierten Au-NP-Losungen (Abbildung 64), zeigt sich zunachst, dass die nicht-bindenden
PNVP-Au-NP eine deutlich geringere Léschkraft haben als die bindenden 3-CD-Au-NP. Von den bindenden
B-CD-Au-NP zeigen die EDOET-B-CD-Au-NP mit einer Loschkraft von 81 % die hochste Loscheffizienz. Mit
einer Loschkraft von 79 % haben die per-substituierten Per-EDOET-Au-NP eine annéhernd vergleichbare
Effizienz der Fluoreszenzldschung, wie die mono-substituierten EDOET-B3-CD-Au-NP. Die Loschkraft der
ET-B-CD-Au-NP ist mit 72 % der Ausgangsintensitat etwa 10 % geringer als fur die EDOET-B3-CD-Au-NP.
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Abbildung 64: Vergleich der normierten Fluoreszenzintensititen fir CoPol-ael43e bei Zugabe von 500yl der
nicht-bindenden ™ bzw. bindenden ®,A,& Au-NP. Auftragung der normierten maximalen Fluoreszenzintensitdt gegen
das zugegebene Volumen der Au-NP. Loschkraft: PNVP-Au-NP = 38 %, ET-B-CD-Au-NP = 72 %, EDOET-5-CD-Au-NP
= 81 % Per-EDOET-B-CD-Au-NP = 79 %.
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3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch spezifische Bindung funktionalisierter Au-NP

CoPol-ael43d

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Fluoreszenzmessungen, die nach dem allgemeinen Messprotokoll
durchgefuhrt und ausgewertet wurden (siehe Kapitel 6.5.1). Es sind die normierten Fluoreszenzintensitaten
des RhB-Fluorophors in CoPol-ael43d mit 0,02 mol% Einbau von 4 gegen die Emissionswellenlange
dargestellt. Das Maximum der Fluoreszenzintensitat liegt fur CoPol-ael43d in Wasser bei Aya = 589 nm.
Auch fur CoPol-ael43d mit einem hoheren Anteil des RhB-Signalgebers zeigt sich, dass die nicht-
bindenden PNVP-Au-NP die Fluoreszenz partiell 16schen (Abbildung 65). Aufgrund der Diffusion der Au-NP
in der Losung befindet sich statistisch immer ein Teil der der NP in einem Abstand zum Fluorophor, in dem
Energietransfer stattfindet und die Fluoreszenz geldscht wird.
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Abbildung 65: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43d (c =01 gl L n Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von 0 ul bis 500 ul. PNVP-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Auftragung der Zugabe der
PNVP-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Ama = 589 nm.

Vergleicht man die Loschkraft der bindenden B-CD-Au-NP mit den nicht-bindenden PNVP-Au-NP, zeigt
sich auch fur CoPol-ael43d, dass die Loscheffizienz deutlich hoher ist. Die prozentualen Abnahmen der
Fluoreszenzintensitaten von CoPol-143d bei Zugabe der Au-NP (Abbildung 65 bis Abbildung 68) sind mit
den fur CoPol-ael43e erhaltenen Werten (Abbildung 59 bis Abbildung 63) vergleichbar. Auch fur dieses
Copolymer zeigt sich der Einfluss des Abstandshalters der B-CD-Au-NP auf die Loschkraft. Die Au-NP, die
einen langeren B-CD-Abstandshalter tragen, zeigen eine hohere Loscheffizienz als die B-CD-Au-NP, die
einen kurzen Ethanthiol-Abstandshalter tragen. Die Auftragung der maximalen Fluoreszenzintensitéat (PLax)
gegen die Zugabe der B-CD-Au-NP Losung in uL zeigt auch fur CoPol-ael43d zu Beginn eine annahernd
lineare Abnahme. Sind mehr als etwa 60 % der Fluoreszenzintensitat geldscht, lauft die Abnahme in einen
Plateauwert (Abbildung 66 bis Abbildung 68, b).
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Abbildung 66: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43d (c =01 gl L n Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von 0 pl. bis 500 ul ET-B-CD-Au-NP (c = 0.1 gL ™ in Wasser). b) Aufiragung der Zugabe der
ET-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Ama = 589 nm.
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Abbildung 67: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43d (c=01gl” in Wasser,
Amay = 589 nm) mit Zugabe von Ol bis 500 ul. EDOET-B-CD-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Auftragung der
Zugabe der EDOET-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Amax = 589 nm.
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Abbildung 68: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPol-ael43d (c =01 gl in Wasser,
Amax = 589 nm) mit Zugabe von O ul bis 500 L Per-EDOET-5-CD-Au-NP (c = 0,1 g[] in Wasser). b) Auftragung der
Zugabe der Per-EDOFT-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei dmax = 589 nm.

Vergleicht man die Auftragung der normierten Fluoreszenzmaxima fur CoPol—ael43d gegen das

zugegebene Volumen der unterschiedlichen Au-NP-Losungen, zeigt sich auch hier, dass die nicht-
bindenden PNVP-Au-NP eine deutlich geringere Loschkraft als die bindenden 3-CD-Au-NP haben.
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Von den bindenden B-CD-Au-NP zeigen die EDOET-B-CD-Au-NP und die Per-EDOET-Au-NP mit einer
Loschkraft von 80 % bzw. 79 % die hochste Loscheffizienz. Die Loschkraft der ET-B-CD-Au-NP ist mit 72 %
der Ausgangsintensitat etwa 8 % geringer als fur die B-CD-Au-NP, die einen langeren Abstandshalter
tragen.
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Abbildung 69: Vergleich der normierten Fluoreszenzintensitdten fir CoPol-ael43d bei Zugabe von 500yl der
nicht-bindenden ™ bzw. bindenden ®,A,& Au-NP. Auftragung der normierten maximalen Fluoreszenzintensitat gegen
das zugegebene Volumen der Au-NP. Loschkraft: PNVP-Au-NP = 41 % ET-B-CD-Au-NP = 72 %, EDOET-B-CD-Au-NP
=80 % Per-EDOET-B-CD-Au-NP = 79 %.

Fur CoPol-ael43e und CoPol-ael43d wurde eine vergleichbare Effizienz der Loschkraft der bindenden
und nicht-bindenden Au-NP gefunden, auch wenn in CoPol-ael43d etwa doppelt so viel RhB-Signalgeber
wie in CoPol-ael43e eingebaut wurde. Dieses Ergebnis |&sst darauf schlieBen, dass die Konzentration der zu
Verflgung stehenden Au-NP ausreichend hoch war, um den RhB-Signalgeber in beiden Copolymeren
effizient zu 16schen.

3.5.1.2 Bindung der B-CD-funktionalisierten Goldnanopartikel an den
Butylanalyten im Copolymer CoPo2
Abbildung 70 und Abbildung 71 zeigen Fluoreszenzmessungen, die nach dem allgemeinen Messprotokoll
durchgefuhrt und ausgewertet wurden (siehe Kapitel 6.5.1). Es sind die normierten Fluoreszenzintensitaten
des RhB-Fluorophors in CoPo2 mit einem Einbau von 0,02 mol% 5 dargestellt. Das Maximum der
Fluoreszenzintensitat liegt bei Az = 589 nm in Wasser.

In CoPol-ael43d und CoPo2 sind jeweils 0,02 mol% des jeweiligen RhodaminB-Monomers eingebaut. Die
Effizienz der Fluoreszenzldschung bei Zugabe der Au-NP kann dadurch fur die beiden Polymere direkt
verglichen werden. CoPo2 tragt im Vergleich zur CoPol-Serie einen Butylanalyten anstelle von Adamantan.
Fur CoPo2 sollte die Loschkraft der PNVP-Au-NP und Per-EDOET-Au-NP mit der fur CoPol-ael43d
verglichen werden. So sollte die Spezifitat der B-CD-Adamantan-Bindung in der CoPol-Serie Uberprift
werden. Der Butylanalyt sollte im Vergleich zu Adamantan eine kleinere Bindungskonstante mit 3-CD haben
und deshalb eine niedrigere Effizienz der Loschkraft zeigen.
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Abbildung 70 zeigt die normierten Fluoreszenzspektren fir die nicht-bindenden PNVP-Au-NP. Auch fur
CoPo2 kommt es zu einer statistische Fluoreszenzldschung durch Diffusion der Au-NP in der Losung.

b)

=

Zugabe 0 pL bis 500 pL

1,14

&

PNVP-Au-NP

=

=0 ; 10HIE
: o

3 S o]

=08 © o8 5

p 2 o7 I

2 o6 2 o6 B g

[ £ 5]

p= 08

| 0,4 _|E 0,4

o T 03]

£0.2 : 0,21

S % 0,1

CO,O\ T T T T T 1 c 0,0+ T T T T T
580 600 620 640 660 680 700 0 100 200 300 400 500

Wellenlange [nm] Zugabe Au-NP [uL]

Abbildung 70: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPoZ2 (c = 0,1 gl™ in Wasser, Ay = 589 nm)
mit Zugabe von 0 ul bis 500 ul PNVP-Au-NP (c = 01 g™ in Wasser). b) Auftragung der Zugabe der PNVP-Au-NP in
UL gegen die maximale Fluoreszenzintensitat bei Ama = 589 nm.

Der Vergleich mit den bindenden Per-EDOET-B-CD-Au-NP zeigt, dass die Loschkraft im Vergleich zu den
nicht-bindenden PNVP-AuU-NP auch fur CoPo2 hoher ist. Im Vergleich zu CoPol-ael43d ist die Abnahme
der Fluoreszenzintensitdt bei gleicher Konzentration der Per-EDOET-B-CD-Au-NP fur CoPo2 geringer
(Abbildung 68).
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Abbildung 71: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPoZ (c = 01 gL L in Wasser, dmax = 589 nm)
mit Zugabe von 0l bis 500 ul Per-EDOET-B-CD-Au-NP (c = 01 gL in Wasser). b) Aufiragung der Zugabe der
Per-EDOET-B-CD-Au-NP in ul gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei dmax = 589 nm.

Vergleicht man die Intensitat der normierten Fluoreszenzmaxima gegen das zugegebene Au-NP Volumen
von CoPol-ael43d und CoPo2, so zeigt sich, dass die Loscheffizienz fur die nicht-bindenden PNVP-Au-NP
fur beide Copolymere mit 41 % bzw. 37 % vergleichbar ist. Fur die bindenden Per-EDOET-B-CD-Au-NP ist
bei gleicher Au-NP-Konzentration die Loscheffizienz fur CoPol-ael43d aber mit 79 % deutlich hoher als fur
CoPo2-2e183b mit nur 56 % (Abbildung 72).
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Abbildung 72: Vergleich der normierten Fluoreszenzintensititen von CoPol-ael43d ® und CoPo? & bei Zugabe von
500 ul der bindenden Per-FDOFT-Au-NP. Auftragung der normierten maximalen Fluoreszenzintensitit gegen das
zugegebene Volumen der Au-INP.

Aus der unterschiedlichen Effizienz der Loschkraft der Per-EDOET-B-CD-Au-NP fur CoPol-ael43d und
CoPo2 kann man schlieBen, dass die Bindung der B-CD-Au-NP selektiv an die Adamantan- bzw.
Butyl-Analytstrukturen im Polymer erfolgt und nicht an den RhodaminB Fluorophor. Im Vergleich ware bei
Bindung der B-CD-Au-NP an den Fluorophor und nicht an den Analyten kein Unterschied in der Loschkraft
ZuU erwarten.

3.5.1.3 Verdrangung der B-CD-funktionalisierten Goldnanopartikel durch
Amantadinhydrochlorid als kompetitiver Analyt
Fur die Anwendung in sensitiven Detektionssystemen wie z.B. Biosensoren ist nicht nur die Effizienz der
Fluoreszenzldschung in Abhangigkeit von einem Bindungspartner von Interesse, sondern alternativ auch die
Maglichkeit, durch spezifische kompetitive Verdrdngung aus einen geléschten, ,dunklen” Zustand die
Fluoreszenz wieder ,anzuschalten” und so ein Bindungsereignis mit einer hohen Signalempfindlichkeit aus-
lesen zu kénnen. Dazu wird im geldschten, ,dunklen” Zustand ein weiterer Analyt zugegeben, der in der
Lage ist, den bereits gebundenen Analyten von seiner Bindungsstelle kompetitiv zu verdrangen. Die
3-CD-Erkennungseinheit bindet hier fiir die CoPol-Serie an einen polymergebundenen Adamantananalyten.
Durch Zugabe eines anderen, wasserloslichen Adamantan-Derivats, namentlich Amantadinhydrochlorid,
werden die B-CD-Au-NP vom polymergebundenen Adamantananalyten verdréangt. Dadurch befinden sich
ein GroBteil der Au-NP und RhB-Signalgeber nicht mehr in einem Abstand zueinander, in dem die
Fluoreszenz effizient geldscht wird: Der RhB-Fluorophor kann seine Energie im elektronisch angeregten
Zustand wieder in Form von Fluoreszenz abgeben und die Fluoreszenzintensitat steigt wieder an (Abbildung

/3).
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Abbildung 73: Schematische Darstellung der kompetitiven Analytverdréngung von polymergebundenem Adamantan
aurch Amantadinhydrochlorid mit anschlieSender Fluoreszenzrickgewinnung des RhodaminB-Signalgebers.

Abbildung 74 und Abbildung 75 zeigt fir CoPol-ael43e bzw. CoPol-ael43d die Auftragung der prozen-
tualen Zunahme der Fluoreszenzintensitdt gegen die Zeit nach Zugabe des kompetitiven Analyten. Die
Fluoreszenzmessungen wurden nach dem allgemeinen Messprotokoll durchgefihrt und die Ruckgewinnung
der Fluoreszenzintensitdt wurde nach Gleichung 11 berechnet (siehe Kapitel 6.5.1). Die prozentuale
Fluoreszenzrickgewinnung wird dabei relativ zur Fluoreszenzintensitdt bei vollstandiger Zugabe der
Au-NP-Losung dargestellt, die als Nullwert gesetzt wird.

Fur die nicht-bindenden PNVP-Au-NP wurde fur CoPol-ael43e annahernd keine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat bei Zugabe des kompetitiven Analyten gemessen (Abbildung 74). Da die PNVP-Au-NP
den RhB-Fluorophor in Losung nur statistisch aufgrund von Diffusion l6schen, dndert sich bei Zugabe des
Amantadinhydrochlorids der durchschnittliche Abstand zwischen Fluorophor und Au-NP nicht. Far die
bindenden Au-NP wurde eine prozentuale Fluoreszenzrickgewinnung von 24 % fur ET-B-CD-Au-NP und
33 % fur EDOET-B-CD-Au-NP bestimmt. Der Kurvenverlauf zeigt dabei eine exponentielle Zunahme der
Fluoreszenzintensitat in den ersten 5 min nach Analytzugabe. AnschlieBend erreicht die Zunahme einen
konstanten Plateauwert. Dabei wird fur die kompetitive Verdrangung der EDOET-B-CD-Au-NP, die auch die
hochste Loschkraft aufweisen, die groBte Zunahme der Fluoreszenzintensitat gemessen.
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Abbildung 74: Vergleich der prozentualen Fluoreszenzrickgewinnung von CoPol-aeld43e bei Verdrdngung des
polymergebundenen Adamantananalyts durch Zugabe von 1 mg Amantadinhydrochlorid. Fluoreszenzrickgewinnung
fiir: PNVP-Au-NP = 2 %, ET-5-CD-Au-NP = 24 % EDOET-Au-NP = 33 %.

Fur beide B-CD-Au-NP wird nach der Verdrangung durch einen kompetitiven Analyten die gleiche
verbleibende Léschkraft, die nach Gleichung 8 berechnet wurde, erreicht.

LK

nachVerdrdngung

=LK

vorVerdringung

- FR Gl 8

Aus Gleichung 8 ergibt sich, dass fur die bindenden Au-NP die verbleibende Loschkraft nach Analytver-
drangung bei 48 % liegt. Dies entspricht in grober Naherung dem Wert der Loschkraft der nicht-bindenden
PNVP-Au-NP von 38 %. Man kann also davon ausgehen, dass fir die bindenden B-CD-Au-NP eine
annadhernd vollstdndige Ruckgewinnung der Fluoreszenzintensitat fur das Sensorsystem erreicht wird.
Aufgrund der statistischen Loschung der Fluorophore, auch durch die nicht bindende Au-NP, wird ein Tell
der Fluoreszenzintensitat in Lésung immer geldscht.

Auch far CoPol-ael43d wird fur die nicht-bindenden Au-NP keine Zunahme der Fluoreszenzintensitat
beobachtet, wahrend fur die bindenden Au-NP eine Fluoreszenzrickgewinnung von 19 % fur
ET-B-CD-Au-NP und 25% fur EDOET-B-CD-Au-NP bestimmt wurde. Flr die Loschung mit den
EDOET-B-CD-Au-NP konnte dabei auch fur CoPol-ael43d eine hdhere Fluoreszenzrickgewinnung als fur
die ET-B-CD-Au-NP gemessen werden. Die verbleibende Loschkraft nach Verdrangung der bindenden
B-CD-Au-NP mit Amantadinhydrochlorid betragt fur CoPol-ael43d 53-54 %. Dies entspricht auch hier in
grober Naherung der Loschkraft der nicht bindenden PNVP-Au-NP. Somit kann man auch fur
CoPol-ael43d annehmen, dass die Fluoreszenzintensitat nach Analytverdrangung fast vollstandig wieder
zurckgewonnen werden kann, auch wenn ein Teil der Fluoreszenzintensitat aufgrund statistischer Losch-
prozesse durch nicht bindende Au-NP in Losung gel6scht wird.
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Abbildung 75: Vergleich der prozentualen Fluoreszenzriickgewinnung von CoPol-ael43d bei Verdréngung des
polymergebundenen Adamantananalyts durch Zugabe von 1 mg Amantadinhydrochlorid. Fluoreszenzrickgewinnung
fiir: PNVP-Au-NP = 3 %, ET-5-CD-Au-NP = 19 % EDOET-Au-NP = 25 %.

Abbildung 76 zeigt die Fluoreszenzléschung und -riickgewinnung durch Analytverdrangung des polymer-
gebundenen Adamantan von CoPol-ael43e durch kompetitive Bindung von Amantadinhydrochlorid an die
3-CD-Au-NP. Die Anregung der Losungen erfolgte mit einer Hand-UV-Lampe bei A = 366 nm. Bei Zugabe
der bindenden B-CD-Au-NP (c = 0,1 g~L'1) zu der Losung von CoPol-ael43e (c = 0,1 g~L'1) wird die, fUr das
menschliche Auge wahrnehmbare, Fluoreszenzintensitét fast vollstandig geldscht. AnschlieBend wurde 1 mg
des kompetitiven Amantadinhydrochloridanalyten zugegeben. Die Fluoreszenzintensitat wird deutlich, fur
das bloBe Auge sichtbar, zurtick gewonnen. Das Vergleichsexperiment bei Zugabe der nicht-bindenden
PNVP-Au-NP (c=0,1 g-L'l,' Abbildung 76, rechts) zu CoPol-ael43e (c=0,1 g-L'l) zeigt, dass die
Fluoreszenzintensitat nur minimal unspezifisch geléscht wird. Fur das B-CD-Adamantan-Modellsystem kann
so ein Fluoreszenz Aus/An-Sensor entwickelt werden, der mit sehr einfachen technischen Hilfsmitteln wie
einer Hand-UV-Lampe, eine schnelle und fur das Auge leicht wahrnehmbare Ja/Nein-Antwort auf die Frage
der Bindung und Verdrangung einer Erkennungseinheit liefert.
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ael43e + 500 pL +1mg ael143e + 500 pL
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Abbildung 76: Fluoreszenzloschung und anschliefende —rickgewinnung durch kompetitive Analytverdréngung von
polymergebundenem  Adamantan durch Amantadinhydrochlorid.  CoPol-ael43e (c =01 gl™) ET-B-CD-Au-NP
(c=01 g[J), Anregung mit UV-Lampe bei\ = 366 nm.

3.5.2 Das Mannose — ConcanavalinA Modellsystem

Wie bereits in Kapitel 2.5.2.1 ausfuhrlich beschrieben, ist das Lektin Concanavalin A (ConA) in der Lage,
Kohlenhydrate wie z.B. Mannose selektiv zu binden. ConA liegt im neutralen pH Bereich als Tetramerstruktur
vor, in der jedes Monomer ein Mannose-Malekul binden kann. Der Mannoseanalyt ist hier, genauso wie der
Adamantananalyt der CoPol-Serie, kovalent an ein Polymerrickgrat gebunden und befindet sich in direkter
Nachbarschaft zum RhB-Fluorophor. Bei Bindung der ConA-funktionalisierten Au-NP an die polymer-
gebundene Mannose sollte es zu einer effiziente Fluoreszenzldschung des Fluorophors durch die Au-NP
kommen, da Fluorophor und Fluoreszenzldscher auch hier in einen definierten Abstand zueinander
gezwungen werden. Werden die Au-NP anschlieBend durch einen kompetitiven Binder, wie z.B. freies ConA
wieder vom Polymerriickgrat verdrangt, sollte ein ,Wiederanschalten” der Fluoreszenz stattfinden. Um die
Spezifitdt der Mannose-ConA-Bindung zu Uberprifen, werden Referenzmessungen mit nicht-bindenden
PNVP-Au-NP an das Mannose-haltige Polymer durchgefihrt.

3.5.2.1 Bindung der ConcanavalinA-funktionalisierten Goldnanopartikel
an den Mannoseanalyten im Copolymer CoPo3
Abbildung 78 zeigt die Fluoreszenzmessungen, die nach dem allgemeinen Messprotokoll durchgefuhrt und
ausgewertet wurden (siehe Kapitel 6.5.2). Es sind die normierten Fluoreszenzintensitaten des RhB-Fluoro-
phors in CoPo3 gegen die Emissionswellenlange dargestellt. Das Maximum der Fluoreszenzintensitat betragt
in NH4Ac-Puffer Amax = 590 nm.

In Abbildung 77 und Abbildung 78 wird die Abnahme der Fluoreszenzintensitdt bei Zugabe der
nicht-bindenden PNVP-Au-NP mit der Abnahme bei Zugabe der bindenden ConA-Au-NP bei einer
ungefahren Au-NP-Konzentration von ¢ ~ 0,17 g'L™" verglichen. Abbildung 77 (a) zeigt die Abnahme der
Fluoreszenzintensitat von CoPo3 bei Zugabe der nicht-bindenden PNVP-Au-NP. Aufgrund der Diffusion in
Losung befinden sich immer ein Teil der Au-NP in einem Abstand zum RhodaminB Fluorophor, in dem die
Fluoreszenz geléscht wird. Die Auftragung der normierten maximalen Fluoreszenzintensitat gegen die
Zugabe von 500 pL der PNVP-Au-NP zeigt eine lineare Abnahme der Fluoreszenzintensitat um 48 % (b).

71



3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch spezifische Bindung funktionalisierter Au-NP

b)

a) Zugabe 0 pL bis 500 uL
PNVP-AU-NP el BE

—1,04 . 1.0
s S 4o
= 089 T g HH%
2 2 o7] Phig 5
S 06 2 o8] Py
= = 051 E
;04 £ 0.4
i £
o & 03]

0.2 - 02]
E £
o 35 0.14
00 : : : : — < ool : : : : :

580 600 620 640 660 680 700 0 100 200 300 400 500
Wellenlange [nm] Zugabe Au-NP [uL]

Abbildung 77: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPo3 (c = 0.1 g-L™) mit Zugabe von O ul bis
500 . PNVP-Au-NP (c ~ 017 g1L™) in NHAC-PUfter, e = 590 nm. b) Auftragung der Zugabe der PNVP-Au-NP in 1l
gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Amax = 590 nm.

In Abbildung 78 (a) ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitat von CoPo3 bei Zugabe der bindenden
ConA-Au-NP aufgetragen. Die Auftragung der normierten maximalen Fluoreszenzintensitdt gegen die
Zugabe von 500 pL der ConA-Au-NP zeigt eine annahernd lineare Abnahme der Fluoreszenzintensitat um
54 % (b). Somit ist die Loschkraft der bindenden ConA-Au-NP nur etwa 6 % hoher als fur die
nicht-bindenden PNVP-Au-NP.
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Abbildung 78: a) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPo3 (c = 0.1 g-L™) mit Zugabe von O ul bis
500 L. ConA-Au-NP (¢ ~ 017 g-L™) in NHAC-Puffer, Ama = 590 nm. b) Auftragung der Zugabe der ConA-Au-NP in jil
gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Amax = 590 nm.

Abbildung 79 vergleicht die Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei Zugabe von 500 pl der bindenden
ConA-Au-NP mit den nicht-bindenden PNVP-Au-NP. Die geringe Differenz spricht gegen ein Loschen der
Fluoreszenz durch effiziente Bindung der ConA-Au-NP an die polymergebundene Mannose. Die Goldnano-
partikelldsungen mit einer ungefahren Konzentration von ¢ ~ 0,17 g:L™ wurden um die Halfte verdiinnt, um
zu Uberprufen, ob die gewahlte Loscherkonzentration zu hoch war, um zwischen den statistischen Loschen
der nicht-bindender Au-NP und dem Loschen der Fluoreszenz durch spezifische Analytbindung zu
differenzieren.
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Abbildung 79: Vergleich der normierten maximalen Fluoreszenzintensitét fir CoPo3 (c = 017 gl 1) bei Zugabe von
500l PNVP-Au-NP M bzw ConA-Au-NP * mit c~017 gl Auftragung der normierten maximalen
Fluoreszenzintensitdt gegen das zugegebene Volumen der Au-NP.  Ldschkraft:  PNVP-Au-NP =48 %,
ConA-Au-NP = 54 %.

Die Loschexperimente werden mit den 1:1 verdinnten Au-NP-Losungen wiederholt, um den Einfluss der
Au-NP-Konzentration zu Uberprifen. Ist die Konzentrationen des Fluoreszenzldschers in Losung im
Verhaltnis zum Fluorophor sehr hoch, kann der statistische Loschprozess durch Diffusion des Loschers in die
direkte Umgebung des Fluorophors eventuell dominieren.

In Abbildung 80 zeigt die Abnahme der Fluoreszenzintensitat von CoPo3 bei Zugabe der nicht-bindenden
PNVP-Au-NP bei einer ungefahren Au-NP-Konzentration von ¢ ~ 0,09 g-L'1 (@). Auch hier 16schen die
nicht-bindenden Au-NP 20 % der Fluoreszenzintensitat statistisch aufgrund von Diffusion.
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Abbildung 80: 3) Auftragung der normierten Fluoreszenzspektren von CoPo3 (¢ = 01 g'l™) mit Zugabe von 0 ul bis
500 L. PNVP-Au-NP (c ~ 0,09 g-1L™) in NHAC-Puffer, Ama = 590 nm. b) Auftragung der Zugabe der PNVP-Au-NP in pil
gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Ama = 590 nm.

In Abbildung 81 ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitdt von CoPo3 bei Zugabe der bindenden
ConA-Au-NP dargestellt (a). Die Auftragung der maximalen Fluoreszenzintensitat gegen das zugegebene
Volumen der bindenden Au-NP zeigt eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat um 30 %.
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500 L. ConA-Au-NP (c ~ 0.09 g-L™) in NHiAC-Pufter, e = 590 nm. b) Auftragung der Zugabe der ConA-Au-NP in 1l
gegen die maximale Fluoreszenzintensitét bei Amax = 590 nm.

Vergleicht man die Abnahme der Fluoreszenzintensitét in Abbildung 82 bei Zugabe der ConA-Au-NP bzw.

PNVP-Au-NP fur die kleinere Goldnanopartikelkonzentration, wird die Fluoreszenzintensitat insgesamt zu

einem geringeren Teil geldscht als fur die hohere Au-NP-Konzentration in Abbildung 79. Die Léschkraft der
ConA-Au-NP betragt nun mit 30 % etwa 10 % mehr als fir die PNVP-Au-NP mit einer Loschkraft von 20 %.
Es zeigt sich, dass die Effizienz der Loschkraft der bindenden ConA-Au-NP mit sinkender Goldnanopartikel-

konzentration zwar leicht ansteigt, jedoch ist die Differenz der Loschkraft zwischen bindenden und

nicht-bindenden Partikeln mit nur etwa 10 % nur gering und weist nicht auf eine effiziente Bindung der

synthetisierten ConA-Au-NP an die polymergebundenen Mannoseanalyten hin.

Abbildung 82: Vergleich der normierten maximalen Fluoreszenzintensitét fiir CoPo3 (c = 0.09 g-L-") bei Zugabe von
500l PNVP-Au-NP M  bzw ConA-Au-NP * mit ¢ ~009qgLl”. Auftragung der normierten maximalen

Fluoreszenzintensitat
ConA-Au-NP = 30 %.
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3.5.2.2 Kompetitive Verdrangung der ConcanavalinA-funktionalisierten
Goldnanopartikel mit freiem ConcanavalinA von Copolymer CoPo3
Abbildung 83 zeigt die prozentuale Zunahme der normierten Fluoreszenzintensitat bei Zugabe von ConA
als kompetitiver Binder an Mannose in CoPo3. Zu der mit ConA-Au-NP bzw. PNVP-Au-NP geldschten
Losung von CoPo3 wurde jeweils 1 mg freies ConA zugegeben und die Fluoreszenzintensitat Uber einen
Zeitraum von 30 min bestimmt. Es zeigt, dass sowohl fur die hoher konzentrierten (c ~ 0,17 g<L'l), als auch
fur die verdinnten Goldnanopartikelldsungen (c ~ 0,09 g'L™) keine signifikante Erhohung der Fluoreszenz-
intensitat durch Zugabe des kompetitiven Binders auftritt. Die ConA-Au-NP zeigen genau wie die
nicht-bindenden PNVP-Au-NP nur eine Intensitdtszunahme der Fluoreszenz von 2 % - 4 % Prozent, wobei
far die geringere Goldnanopartikelkonzentration (c ~ 0,09 gL™") die Zunahme fir die bindenden
ConA-Au-NP sogar unterhalb der fur die nicht-bindenden PNVP-Au-NP liegt.
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Abbildung 83: Vergleich der prozentualen Fluoreszenzrickgewinnung von CoPo3 bei Verdrdngung der ConA-Au-NP *
bzw. PNVP-Au-NP B durch Zugabe von 1mg ConA. Links: Fluoreszenzrickgewinnung PNVP-Au-NP =2 %,
ConA-Au-NP = 3 %. Rechts: Fluoreszenzrickgewinnung PNVP-Au-NP = 4 %, ConA-Au-NP = 3 %.

Fur das Mannose-ConA-Modell wurde bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten Fluoreszenzldsch-
experimenten nur eine gering erhdhte Loscheffizienz der bindenden ConA-Au-NP gegentber den
nicht-bindenden PNVP-Referenzpartikeln von 10 %, fiir einer Au-NP-Konzentration von ¢ = 0,09 gL™
gefunden. Im Vergleich zum Adamantan-B-CD-Modell (siehe Kapitel 3.5.1), fir das sowohl eine deutlich
hohere Effizienz der Loschkraft der bindenden Au-NP als auch eine deutlich hoéhere Fluoreszenzrick-
gewinnung bei Zugabe eines kompetitiven Binders gegentber den nicht-bindenden PNVP-Referenzpartikeln
gefunden wurde, kann fur das Mannose-ConA-Modell nicht von einer effizienten Bindung der ConA-Au-NP
an die polymergebundene Mannose gesprochen werden.

Wie in Kapitel 2.5.2.3 beschrieben, wurde die Bindungseffizienz der ConA-Au-NP an Mannose-funktion-
alisierten Au-Oberflachen mittels SPR zuvor verifiziert. Die SPR-Experimente zeigten eindeutig, dass die
ConA-Au-NP im Vergleich zu den PNVP-Au-NP an die Mannose-funktionalisierten Oberflachen binden. Da
die genaue ConA-Konzentration auf den Au-NP-Oberflachen jedoch hier nicht bestimmt werden konnte, ist
es nicht moglich die Bindungskonstante der ConA-Au-NP an Mannose mittels der SPR-Experimente zu
ermitteln. Somit kann nur eine qualitative Aussage Uber die Bindungseffizienz der ConA-Au-NP getroffen
werden.
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3.5 Schalten der Fluoreszenzintensitat der Copolymere durch spezifische Bindung funktionalisierter Au-NP

Der Vergleich der hydrodynamischen Durchmesser der B-CD-Au-NP (Kapitel 2.5.1.3) und der ConA-Au-NP
(Kapitel 2.5.2.2) zeigt, dass der hydrodynamische Durchmesser der ConA-Au-NP mit @, = 14 nm deutlich
groBer ist als der der B-CD-Au-NP mit etwa @, = 10 nm. Da auch die ConA-Erkennungseinheit mit einem
Durchmesser von circa 4 nm pro Monomereinheit deutlich groBer ist als 3-CD mit etwa 1 nm, kann man
annehmen, dass es bei Bindung von ConA-Au-NP an Mannose in CoPo3 der Abstand zwischen dem
Loscher und dem Fluorophor deutlich groBer ist als fur B-CD-Adamantan. Wird der Abstand so groB, dass
bei Anregung des Fluorophors kein effizienter Energietransfer zwischen Fluorophor und Au-NP mehr statt-
finden kann, findet kein ,Schalten” der Fluoreszenz bei Bindung der Au-NP statt. Vergleicht man weiterhin
die Struktur der CoPol-Serie mit CoPo3 (Abbildung 49), so fallt auf, dass der Abstand des Mannoseanalyten
vom Fluorophor im Fall von CoPo3 durch den Triazol-Ethyl-Abstandshalter groBer ist, als fur den
Adamantananalyten in der CoPol-Serie. Binden die ConA-Au-NP an den Mannoseanalyten in CoPo3, ist der
Abstand zwischen Fluorophor und Fluoreszenzldscher auch durch den Abstandshalter nochmals vergroBert
und erschwert moglicherweise zusatzlich einen Energietransfer zwischen Fluoreszenzldscher und Fluorophor.
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4. Thermoresponsive, wasserbasierte Polymere fir
sensitive Detektionssysteme

4.1 Thermoresponsive Polymere

4.1.1 Eine kurze Einfiihrung zu thermoresponsiven Polymeren

Polymere, die auf Temperaturanderungen als externen Stimulus mit massiven Anderungen ihrer
Eigenschaften reagieren, werden als thermoresponsiv bezeichnet. In Losung wird dabei wird zwischen
endothermen und exothermen Systemen unterschieden. Endotherme Systeme liegen unterhalb einer
kritischen Temperatur als Zweiphasensystem vor und mischen sich oberhalb einer sogenannten oberen
kritischen Mischungstemperatur (UCST = Upper Critical Solution Temperature). Exotherme Systeme wiede-
rum liegen unterhalb einer oberen kritischen Mischungstemperatur (LCST = Lower Criticle Solution
Temperature) als Einphasensystem vor und entmischen oberhalb der kritischen Temperatur.”*” UCST- und
LCST-Phasentbergéange kénnen durch die Gibbs-Gleichung beschrieben werden:

AG,,;, =AH,;, —TAS,,, Gl.9
Gwix = Gibbsenthalpie der Mischung [kJ-mol™]
Huix = Mischungsenthalpie [k)-mol™]
Smix = Mischungsentropie [k)-K-mol™]
T = Temperatur [K]

LCST-Phasentibergange findet man haufig fiir nichtionische Polymere in Wasser."” Ab einer bestimmten
Temperatur, dem sogenannten Tribungspunkt, beginnt das System zu entmischen. Die LCST von Polymeren
in Wasser wird als entropiegetriebener Effekt beschrieben.™” Unterhalb der unteren kritischen Mischungs-
temperatur liegen die Polymerketten in Wasser gelést vor. Die Wassermolekule bilden Wasserstofforucken-
bindungen mit den hydrophilen Gruppen, wie z.B. OH- oder NH-Gruppen, der Polymerkette aus, wahrend
sie um das hydrophobe Polymerrickgrat eine geordnete Hydratationsschicht bilden. Dadurch wird die
Mischungsentropie ASyix des Systems negativ und der Term —TASy;, wird insgesamt positiv. Der Beitrag
der Mischungsenthalpie AHy;, reicht nur so lange fur eine insgesamt negative Gibbsenthalpie, bis bei
Erreichen der LCST AGyiy positiv wird und das System entmischt. Die Wasserstoffbrickenbindungen brechen
auf (Abbildung 84), die Wassermolekule tragen so bei Entmischung des Systems zu einem Entropiegewinn
bei und AGyix Wird negativ.

B2 Elias, G. H. An Introduction to Polymer Science, 1. Aufl., VCH Weinheim 1997, S. 231 - 233.
2 Aseyev, V.; Tenhu, H.; Winnik, M. F. Adv. Pojlym. Sci 2011, 242, 29.
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4.1 Thermoresponsive Polymere

T>LCST %
—_— ¢
— =

T<LCST

=== hydrophil === hydrophob

Abbildung 84: Schematische Darstellung des LCST-Phasendibergangs eines nichtionischen Polymers in wéssriger Ldsung.

Thermoresponsive Polymere in Wasser werden fur vielfaltige Anwendungen diskutiert, so z.B. fur die
kontrollierte Wirkstofffreisetzung, in mikrofluidischen Systemen oder in optischen Sensoren'***3>136:137.138
Jede Wiederholungseinheit eines LCST-Homopolymers besteht dabei aus hydrophilen und hydrophoben
Segmenten. Poly(AN-isopropylacrylamid) (PNIPAM), eines der am besten untersuchten Polymere mit
LCST-Phasenibergang, besitzt sowohl hydrophile Amidgruppen als auch hydrophobe Isopropyleinheiten.
Unterhalb der LCST bildet Wasser H-Bruicken mit den Amidgruppen aus. Bei etwa 32 °C brechen sie auf und
die Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Isopropylgruppen dominieren. Das Polymer ent-

mischth’MO

Allgemein spiegelt die LCST eines Polymers die Balance zwischen den Segment-Wasser und
den Segment-Segment-Wechselwirkungen wider. Starke Segment-Wasser-Wechselwirkungen fuhren dabei
zu einer Erhohung der LCST, wahrend starke Segment-Segment-Wechselwirkungen die LCST

139

herabsetzen.”” Abbildung 85 zeigt einige wichtige Polymere mit LCST-Ubergangen in wassrigen Systemen.

U j\l\o DN\O 2o\o

0
PNVCL PNIPAM PMVE PNIPMAM  POEGMA (m = 2-9)
31°C 32°C 33 °C 45 °C 27 -95 °C

Abbildung 85: Ubergangstemperaturen verdinnter Ldsungen einiger wichtiger Polymere in H:0" Von links nach
rechts: Poly(N-vinylcaprolactam) (PNVCL),  Poly(N-isopropylacrylamia) — (PNIPAM), — Poly(methylvinylether) — (PMVE),
Poly(N-isopropyimethacrylamid) (PNIPMAM), Poly(oligoethylenglycolmethacrylat) (POEGMA).

B4Gil, S. E; Hudson, M. S. Prog. Polym. Sci: 2004, 29, 1173.

13 Bajpai, K. A; Shukla, K. S.; Bhanu, S.; Kankane, S. Prog. Polym. Sci. 2008, 33, 1088.

% Barker, S. L. R; Ross, D.; Tarlov, M. J.; Gaitan, M.; Locascio, L. E. Anal Chem. 2000, 72, 5925.

B71Inal, S,; Kolsch, D. J.; Chiappisi, L.; Janietz, D.; Gradzielski, M.; Laschewsky, A.; Neher, D. /. Mater. Chem. € 2013, 1, 6603.
%8 Chaterji, S.; Kwon, K. L; Park, K. Prog. Polym. Sci. 2007, 32, 1083.

19 Liu, R.; Fraylich, M.; Saunders, R. B. Colloid Polym. Sci: 2009, 287, 627.

10 Alarcon, C.; Pennadam, S.; Alexander, C. Chem. Soc. Rev. 2005, 34, 276.
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4.1 Thermoresponsive Polymere

4.1.2 Poly(N-vinylcaprolactam) als thermoresponsives Polymer
Poly(M-vinylcaprolactam) (PNVCL) gehort zu den thermoresponsiven Polymeren, die in Wasser eine LCST
bei etwa 31 °C zeigen. Damit ist die LCST von PNVCL vergleichbar der von PNIPAM. PNVCL zeigt jedoch im
Vergleich zu PNIPAM eine relativ starke Abhangigkeit des Tribungspunktes von der Molmasse, wobei mit
steigender Molmasse die Tribungstemperatur sinkt™!. Dies wird als klassisches Flory-Huggins-Verhalten

(,Typ I) fiir thermoresponsive Polymere bezeichnet.'*
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Abbildung 86" : Phasendiagramm von PNVCL unterschiedlicher Molmassen in Wasser. w» = Gew% PNVCL in Wasser.

PNVCL gehort wie PNVP zu den Poly(N-vinylamiden). Die zwei zusatzlichen CH,-Gruppen des PNVCL-Rings
verschieben das Gleichgewicht zwischen hydrophilen und hydrophoben Anteilen so, dass das Polymer bei
wesentlich niedrigeren Temperaturen in Wasser entmischt.

O

PNVP PNVPip PNVCL
> 100 °C 68 °C - 87 °C ca. 31 °C

Abbildung 87: LCST-Werte einer homologen Reihe wasserlcslicher N-Vinyl-Polymere, Von links nach rechts:

Poly(N-viny|pyrrolidon) (PNVP), Poly(N-vinyoiperidon) (PNVPp), Poly(N-vinylcaprolactam) (PNVCL).™"

Abbildung 87 zeigt eine homologe Reihe von A-Vinyl-Polymeren. PNVP ist Uber den gesamten Temperatur-
bereich vollstandig mit Wasser mischbar und hat eine theoretische LCST, die in Wasser weit Uber dem Siede-
punkt bei Atmospharendruck liegt. Figt man nun eine bzw. zwei CH,-Gruppen pro Monomereinheit hinzu,
verschiebt sich die LCST hin zu kleineren Temperaturen, da der Anteil von hydrophoben Segmenten in den
Monomereinheiten zunimmt. PNVCL besitzt eine LCST bei etwa 31 °C, ist hydrolysestabil, nicht giftig und
biokompatibel.

11 Meeussen, F.; Nies, E.; Berghmans, H.; Verbrugghe, S.; Goethals, E.; Du Prez, F. Polymer2000, 41, 8597.
2 Ramos, J; Imaz, A; Forcada, J. Polym. Chem. 2012, 3, 852.
“Ileong, S. N.; Redhead, M.; Bosquillon, C.; Alexander, C.; Kelland, M.; O'Reilly, K. R. Macromolecules 2011, 44, 886.

79



4. Thermoresponsive wasserbasierte Polymere fur sensitive Detektionssysteme
4.1 Thermoresponsive Polymere

Diese Eigenschaften macht es als Matrixpolymer flr viele Anwendungen in der Medizin, Biologie oder

144

Sensorik sehr interessant.”™ Da die LCST von PNVCL merklich molmassenabhangig ist, ist es maglich die

gewtinschte LCST durch Regulierung der Molmasse einzustellen'®.

144 Ponce-Vargas, S.; Cortez-Lemus, A. N.; Licea-Claverie, A. Macromol. Symp. 2013, 56, 325.
1> Beija, M.; Marty, J.; Destarac, M. Chem. Comm. 2011, 47, 2826.
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4.2 Naphthalsaureimide: Solvatochrome Fluoreszenzfarbstoffe
fir umgebungssensitive Detektionssysteme

Naphthalimide (NI) sind Fluoreszenzfarbstoffe, die im sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums
emittieren. Von besonderem Interesse sind 4-Amino-1,8-naphthalsadureimide, die aufgrund ihrer ,push-
pull”’-Substitution durch Einfihrung des Aminstickstoff ein groBes Ubergangsdipolmoment bei Anregung aus
dem elektronischen Grundzustand in den elektronisch angeregten Zustand aufweisen. 4-Amino-1,8-naph-
thalsaureimide emittieren typischerweise im gelb/griinen Bereich des sichtbaren Spektrums, weisen eine

146

hohe Photostabilitat auf und zeigen ein stark solvatochromes Verhalten.”™ Dies macht sie zu interessanten

Kandidaten fur viele sogenannte ,On/OFF’-Sensor-Anwendungen in Biologie und Medizin, wie z.B. als

L. e 147,148
pH-sensitive oder umgebungssensitive Sonden

. 4-Amino-1,8-naphthalséureimide kénnen aus Naph-
thalsaureanhydrid auf unterschiedlichen Synthesewegen hergestellt werden. Hier wurde zun&chst durch
nucleophile aromatische Substitution das Amin in 4-Position eingefuhrt149 (8) und anschlieBend durch
Reaktion des Anhydrids mit einem primaren Amin das Naphthalsaureimid 9 bzw. 11 hergestellt (Abbildung

88).

R2

' )
(6]
Naphthalsaureanhydrid 8 4-Morpholinyl-1,8-naphthalimid
R'=Cl, Br, | R? = -OH (9) oder Piperazin (11)

Abbildung 88: Synthese von 4-Morpholinyl-1,8-naphthalsaureanhydrid (8) und anschlieBende Umsetzung mit einem
primaren Amin zu 4-Morpholinyl-1,8-naphthalsaureimiden 9 und 11.

Abbildung 89 zeigt den polaren Ubergangszustand des 4-Morpholin-1,8-naphthalsaureimids  bei
elektronischer Anregung. Durch internen Ladungstransfer (ICT — Internal Charge Transfer) besitzt der
Fluorophor einen geladenen Ubergangzustand, der insbesondere in polaren Losungsmitteln gut stabilisiert
wird. Aus diesem Grund zeigen NI-Chromophore eine starke Abhangigkeit ihres Emissionsmaximums von
der Losungsmittelumgebung.

146 Bag, S. S.; Pradhan, K. M.; Kundu, R; Jana, S. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2013, 23, 96.

w“w Poteau, X.; Brown, I A.; Brown, G. B.; Holmes, C.; Matthew, D. Dyes Pigm. 2000, 47, 91.

M8 Trupp, S.; Hoffmann, P.; Henkel, T.; Mohr, J. G. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 4319.

YW, J Vi, T Shu, T Yu, M Zhou, Z.; Xu, Z.; Zhou, Y. Zhang, H.; Han, J.; Li, F.; Huang, C. Angew. Chem. Int. £d. 2008, 47, 1063.
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R2 R?2
¢ c o
O~ _N_2O Os_N__O
|
) ;ij
[O (6)
Grundzustand (Sy) angeregter Zustand (Sy)

Abbildung 89: Schematische Darstellung des polaren Ubergangszustandes der 4-Morpholinyl-1,8-naphthalséureimide 9
und 11.

Dieses 16sungsmittelsensitive Verhalten macht Naphthalimide als Fluoreszenzmarker fur thermoresponsive
Polymere besonders interessant. Das Polymer andert beim Ubergang aus dem in Wasser expandierten,
gelosten (T<LCST) in den kollabierten (T>LCST) Zustand seine direkte Loésungsumgebung. Durch Markierung
mit einem solvatochromen Farbstoff wie NI, der in Wasser eine sehr kleine und in unpolaren Lésungsmitteln
eine hohe Quantenausbeute hat, kann der LCST-Ubergang von NI-markierten Polymeren durch Erhdhen
bzw. Erniedrigen der Fluoreszenz des Naphthalimids sichtbar gemacht werden®***,

In dieser Arbeit wurden NI-Monomere synthetisiert, die den gleichen strukturellen Aufbau wie die
synthetisierten RhB-Monomere haben (siehe Kapitel 2.3), und mit NVCL copolymerisiert. Da NVCL wie NVP
zu den A-Vinyl-Monomeren gehort, die eine elektronenreiche Doppelbindung haben, 1&sst sich NVCL nicht
nur homopolymerisieren, sondern auch mit vielen Monomeren, die eine elektronenarme Doppelbindung
haben, gut copolymerisieren. Die in dieser Arbeit synthetisierten NI-Monomere (13 - 20) tragen wie die
RhB-Monomere ein Maleinsaurederivat als polymerisierbare Doppelbindung. Maleinsaure besitzt aufgrund
des Elektronenzugs der Carbonylgruppen eine elektronenarme Doppelbindung. Wie bereits in Kapitel 3.4
beschrieben, sind die Maleinsdurederivate an den beiden Carbonsduren mit dem Fluorophor bzw. dem
Analyt substituiert und dadurch fur die Copolymerisation mit NVCL sterisch gehindert. Da jedoch auch von
den NI-Monomeren nur 0,1 mol% bezogen auf NVCL in die Reaktionsmischung gegeben werden, wird auch
hier angenommen, dass die Reaktivitat der Doppelbindung der Maleinsdurederivate ausreichend hoch ist,
um solch kleine Menge in die NVCL-Hauptkette einzubauen. Die so hergestellten thermoresponsiven
Copolymere zeigen eine temperaturabhangige Fluoreszenzintensitat des solvatochromen NI-Fluorophors.
Inal et al. zeigten kurzlich, dass ein NI-Methacrylat bei Copolymerisation mit unterschiedlichen thermo-
responsiven Polymeren, wie PNIPAM oder Poly(MeO,;MA-co-OEGMA), ein sehr unterschiedliches Verhalten
der Fluoreszenzintensitdt und Quantenausbeute bei Durchlaufen des Phasentbergangs der thermo-
responsiven Copolymere zeigt'™*. Wahrend Poly(MeO,MA-co-OEGMA) bereits unterhalb der LCST lokale
Strukturen ausbildet, die das NI schon im gelésten Zustand gut von der Wasserumgebung abschirmen, liegt
das NI in PNIPAM unterhalb der LCST gut solvatisiert in der Wasserphase vor. Beim Ubergang aus dem
geldsten in den kollabierten Zustand stoBt PNIPAM seine Wasserumgebung ab und das NI erféhrt eine
starke Anderung der Losungsmittelumgebung. Durch die deutlich hydrophobere Umgebung kommt es zu
einem ,Anschalten” der Fluoreszenzintensitat. In Poly(MeO,MA-co-OEGMA) &ndert sich bei Uberschreiten
der LCST des Polymers die lokale Umgebung des NI-Fluorophors dagegen nur wenig, sodass sich die
Fluoreszenzintensitat kaum andert.

% oving, G.; Imperiali, B. /. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 13630.
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Hier soll nun der Einfluss des Phasenubergangs fur das thermoresponsive PNVCL auf die Fluoreszenz-
eigenschaften eines solvatochromen NI-Fluorophors (13 - 20) untersucht werden. PNVCL hat zwar mit etwa
31 °C eine zu PNIPAM sehr ahnliche LCST, jedoch besitzt der Caprolactamring im Vergleich zum Isopropyl-
rest des PNIPAM ein kleineres Hydrophilie/Hydrophobie-Verhaltnis. Der hier verwendete NI-Fluorophor
tragt, anders als bei Inal et al,, ein Maleinsaurederivat als polymerisierbare Einheit und ein Analytmolekdl in
direkter Nachbarschaft zum Fluorophor.

83



4.3 Synthese der Naphthalsdureimid-Monomere

4.3 Synthese der Naphthalsaureimid-Monomere

Die Synthese der Naphthalsaureimid-Monomere (NI-Monomere) erfolgt aquivalent zur Synthese der
RhB-Monomere (siehe Kapitel 2.3). Der Fluorophor wird dabei zunachst mit Maleinsaureanhydrid umgesetzt
und anschlieBend wird die verbleibende freie Carbonsaure mit einem Analytmolekdl substituiert (Abbildung
90). Wie bereits in Abbildung 88 gezeigt, wird das synthetisierte 4-Morpholinyl-1,8-Naphthalsaureanhydrid
(8) sowohl mit Ethanolamin als auch mit Aminoethylpiperazin umgesetzt (A). An die freie Alkoholfunktion
des Ethanolamins bzw. an das freie sekundare Amin des Piperazins kann anschlieBend Maleinsaureanhydrid
addiert werden (B). Im letzten Syntheseschritt kdnnen dann unterschiedliche Analytstrukturen Gber die
verbleibende freie Carbonsaure eingefuhrt werden (C) (Abbildung 90).

= Doppelbindung zur
o Immobilisierung

0O ™ @ -
Fluorophor o - . Fluorophor =\
o T\ g2 PRSP\ o ¥
R R (@]
O OH
R2 = -OH oder Piperazin
A B
Analyt
Fluorophor — —onayt
P _\—R2‘<—>:O

O OH

FIuorophor—\_ —
R2~<_>:O
° 3

'''''

Abbildung 90: Allgemeines Syntheseschema zur Herstellung der NI-Monomere (13 — 20).

In Abbildung 91 ist die Synthese der Struktur B genauer dargestellt. Durch Umsetzung des Ethanol- (9) oder
Piperazinderivats (11) des Naphthalimids mit Maleinsaureanhydrid ist es mdglich eine polymerisierbare
Doppelbindung einzufuhren. Produkt 10 ist aufgrund des Esters hydrolyseempfindlich und neigt bei Um-
setzung der zweiten, noch verbleibenden Carbonsaure mit unterschiedlichen Analytstrukturen, wie z.B.
1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-B-D-glucopyranose oder n-Butylamin, unter Steglich-Bedingungen oder auch mit
anderen Kupplungsreagenzien wie z.B. HATU zur Esterspaltung. Produkt 12 ist aufgrund der Amidbindung,
die bei der Umsetzung des sekundaren Amins mit Maleinsdureanhydrid entsteht, stabiler gegenuber
Hydrolyse als 10. Der Piperazinring wirkt dabei zusatzlich als Abstandshalter zwischen dem Fluorophor und
der polymerisierbaren Doppelbindung.
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Abbildung 91. Umsetzung von N-(2-Ethan-1"-ol)-4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (9) und N-(2~(Pjperazin-1"-
Wethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (11) mit Maleinséureanhydrid zu den NI-Derivaten 10 und 12 (B).

Die allgemeine Struktur B kann anschlieBend mit verschiedenen Analytstrukturen zu den entsprechenden
NI-Monomeren umgesetzt werden. Fur die NI-Fluorophore ist es, analog den RhB-Fluorophoren
(Kapitel 2.3), moglich Monomere zu synthetisieren, die Fluorophor und Analyt in einem definierten vor-
gegebenen Abstand zueinander tragen. Da NI im Gegensatz zu RhB eine groBe Abhangigkeit der Fluores-
zenzintensitat von der lokalen Losungsmittelumgebung zeigt, scheint es interessant den Einfluss unter-
schiedlicher Analyt-Substitutionen der NI-Monomere auf die Fluoreszenzeigenschaften des NI-Fluorophors
zu untersuchen. Durch Einbinden der unterschiedlichen NI-Monomere in ein thermoresponsives Polymer,
wie PNVCL, kann die Abhangigkeit der Fluoreszenzeigenschaften des NI-Fluorophors von der
Analyt-Substitution bei Uberschreiten der LCST untersucht werden. Abbildung 92 zeigt die Synthese der
unterschiedlichen NI-Monomere. An die verbleibende freie Carbonsaure der allgemeinen Struktur B kénnen
unterschiedliche Analytstrukturen, die geeignete funktionelle Gruppen tragen, eingefuhrt werden (C). Es
wurden sowohl polare Analytstrukturen wie Glucose oder Mannose eingefuhrt als auch hydrophobe Analyt-
strukturen wie Adamantan oder ein Octadecylrest.
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Abbildung 92: Umsetzung der allgemeinen Struktur B mit verschiedenen Analytstrukturen R zu den NI-Monomeren C
(13 - 20). Fir NI-Monomer 13 ist & = O, fiir NI-Monomer 14 bis 20 ist R = Pjperazin.

Der Vergleich der normierten Absorptions- und Fluoreszenzspektren der NI-Monomere zeigt, dass eine fur
NI typische breite, unstrukturierte Bande erhalten wird. Die maximale Absorption der verschiedenen
NI-Monomere liegt zwischen Aoy = 394 nm bis A = 398 nm. Die maximalen Fluoreszenzintensitaten liegen
fur die NI-Monomere, die einen Piperazin-Abstandshalter tragen (14 - 20), bei A = 531 nm, wahrend die
NI-Monomerstruktur ohne Abstandshalter (13) ein Fluoreszenzmaximum bei Ana = 533 nm zeigt.
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Abbildung 93. Links: Normierte Absorptionsspekiren der synthetisierten NI-Monomere (13 — 20) in EtOH bei RT. Rechts:
Normierte Fluoreszenzspektren der synthetisierten NI-Monomere (13 — 20) in EtOH bei RT.
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4.4 N-Vinylcaprolactam-Copolymere flir umgebungssensitive
Detektionssysteme

4.4.1 Copolymerisation der Naphthalsaureimid-Monomere mit
N-Vinylcaprolactam
Die synthetisierten NI-Monomere (13-20) werden mit A-Vinylcaprolactam copolymerisiert (Abbildung 94). Es
werden 0,1 mol% NI-Monomer bezogen auf NVCL in der Reaktionsmischung verwendet. Die Darstellung
der NVCL-Copolymere erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift in Kapitel 6.3.2.3. Wie bereits fur die
RhB-Monomere beschrieben, wird auch hier nur eine geringe Menge des NI-Monomers mit NVCL
copolymerisiert, um spektroskopische Storeffekte wie Selbstléschung oder Aggregation der Fluorophore zu
vermeiden. Die Synthese der NI-Monomerstruktur C ist in Kapitel 4.3 beschrieben.

Naphthalimidi
~ R2_0O
0}

N ___ABN
+ ' Naphthalimid
U _\—R2\<_>: MeOH, 60 °C o mm 1.x
N
(o]
Analyt Analyt

NVCL c CoPo 5-10

Reaktionsmischung enthalt:
NVCL: 99,9 mol% Comonomer: 0,1 mol%

Abbildung 94: Allgemeines Syntheseschema zur Synthese der NVCL-Copolymere CoPo5 — CoPol0.

Abbildung 95 — Abbildung 97 zeigen die synthetisierten NVCL-Copolymere mit 4-Morpholinyl-1,8-naphthal-
saureimid als Signalgeber und den unterschiedlichen Analytstrukturen. Die Copolymere werden nachfolgend
mit CoPo5 - CoPol0 bezeichnet.
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Abbildung 95: Synthetisierte NVCL-Copolymere mit NI-Monomer 13 (CoPo5.1) und 14 (CoPo5).
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Abbildung 96: Synthetisierte NVCL-Copolymere mit NI-Monomer 15 (CoPo6) und 20 (CoPo7).
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Abbildung 97: Synthetisierte NVCL-Copolymere mit NI-Monomer 18 (CoPo8), 16 (CoPo9) und 17 (CoPo10).

4.4.2 Charakterisierung der N-Vinylcaprolactam-Copolymere

Es wurden NVCL-Copolymere hergestellt, die NI als Signalgeber und verschiedene Analytstrukturen in
direkter Nachbarschaft des NI-Fluorophors tragen. CoPo5 und CoPo5.1 haben beide einen Adamantan-
analyten, unterscheiden sich jedoch durch die verwendeten NI-Strukturen 10 und 12. CoPo5.1 tragt nur
einen kurzen Ethyl-Abstandshalter zwischen NI-Fluorophor und dem Polymerrickgrat. CoPo5 hingegen
tragt zuséatzlich noch einen Piperazin-Abstandshalter, wodurch der Abstand zwischen dem NI-Fluorophor
und Polymerrickgrat deutlich vergroBert wird. Auch CoPo6 bis CoPol0 enthalten den NI-Fluorophor 12 mit
einem zusatzlichen Piperazin-Abstandshalter. Jedoch variieren hier die Analytstrukturen von hydrophilen
Zuckeranalyten hin zu einem sehr hydrophoben Octadecylanalyt. Tabelle 7 zeigt die charakteristischen
Daten der synthetisierten NVCL-Copolymere und einem NVCL-Referenz-Homopolymer. Es werden fur alle
Polymere gute bis sehr gute Ausbeuten erhalten. Der Einbau der NI-Monomere wird, wie fur die NVP-Co-
polymere bereits beschrieben, mittels UV-VIS-Spektroskopie bestimmt (siehe Kapitel 3.4). Es zeigt sich, dass
fur einige NVCL-Copolymere der berechnete Einbau scheinbar oberhalb 100 %, bezogen auf das
NI-Monomer, liegt.
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Bei der Bestimmung des Monomereinbaus in das Copolymer mittels UV-VIS-Spektroskopie wird
angenommen, dass der Extinktionskoeffizient des NI-Monomers in der reinen Losungsmittelumgebung und
in der Copolymerumgebung anndhernd gleich ist. Diese Annahme ist jedoch nur eingeschrankt richtig, da
durch Einbinden des NI-Monomers in ein PolymergerUst die Lésungsmittelumgebung des Fluorophors nur
noch bedingt vergleichbar ist. Anhand der erhaltenen spektroskopischen Daten wird davon ausgegangen,
dass fur alle hier synthetisierten NVCL-Copolymere ein annahernd quantitativer Einbau des NI-Monomers
erhalten wurde. Die zahlen- und gewichtsmittleren Molmassen sind fur alle NVCL-Copolymere und fir das
NVCL-Homopolymer vergleichbar. Der Polydispersitatsindex liegt fur alle Polymere in einem fir eine FRP zu
erwartenden Bereich von 2,4 bis 4,2.

Tabelle 7: Ubersicht der charakteristischen Daten der NVCL-Copolymere mit einem Einbau von 0,1 mol% NI-Monomer
(13 - 20). Die Quantenausbeuten (@) wurden mit einem Quantum Yield Measurement System (Hammamatsu) bestimmt
(Abs < 01). Die zahlenmittleren und gewichtsmittleren Molmassen wurden mittels Gejpermeationschromatographie
gegen einen PS-Standard bestimmt. (siehe Kapitel 0).

NI | NVCL Einbau Nlaus| ~metvon o ||,
CoPo i RM | in RM Ausct))eute UVAVIS eingebautem H,0 I\I/([npp l\I/([pr -
mol%] | motsey | ! [mol %] [';f] o | <Dal| [kDal
PNVCL 0 100 82 ] - - 30 | 72 |24 216
5(a208g) | 01 | 999 82 0,09 90 39 | 24 | 100 |42 [172
51 (e189c)| 01 | 999 80 0,16 160 110 | 25 | 8 |34]|179
6@el8%a2) | 01 | 999 80 0,07 70 39 | 26 | 93 |36]186
7(@e208e) | 01 | 999 70 011 110 37 | 48 | 117 |24 343
8(ae208f) | 01 | 999 70 01 100 38 | 21 | 75 |36]150
9(ae208d) | 01 | 999 76 0,12 120 37 | 47 | 125 | 27337
10 (ae2080) | 01 | 999 72 01 100 116 | 30 | 119 |40]215

Qualitativ wird der Einbau der NI-Monomere in das Copolymer, wie bereits fur die NVP-Copolymere
in

beschrieben (siehe Kapitel 3.4), mittels Gelpermeationschromatografie validiert. Exemplarisch sind
Abbildung 98 fur CoPo5 und CoPo5.1 die GPC-Kurven dargestellt. Das NI-Monomer ist kovalent in das
NVCL-Copolymer eingebaut, da die Anderung des Brechungsindex (RI) mit der Absorption des NI bei
Amax = 398 nm zusammenfallt.
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Abbildung 98: GPC-Kurven von CoPo5 (a) und CoPo5.1 (b) gemessen in DMF gegen PS-Standard und Vergleich des
RI- und UV-VIS-Signals.
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In Abbildung 99 sind die normierten UV-VIS-Spektren der NVCL-Copolymere in EtOH (links) und H,O
(rechts) dargestellt. Die Absorptionskurven der NI-haltigen NVCL-Copolymere sind im Vergleich zu den
NI-Monomeren (Abbildung 93) unverandert und die Maxima sind ebenfalls annahernd vergleichbar. Das
Absorptionsmaximum der Copolymere in H,O ist im Vergleich zu Ethanol um etwa 10 nm rotverschoben.
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Abbildung 99: Vergleich der normierten Absorptionsspektren der NVCL-Copolymere in EtOH (links) und H->O (rechts),
c=1g/.

Abbildung 101 zeigt die normierten Fluoreszenzspektren der NVCL-Copolymere in H,O. Im Vergleich zu
den NI-Monomeren zeigen die Fluoreszenzspektren der NI-haltigen Polymere neben einem Fluoreszenz-
maximum bei Ay = 534 nm — 541 nm eine hypsochrom verschobene Schulter. Hypsochrome oder batho-
chrome Verschiebungen der Fluoreszenzbanden treten auf, wenn die Fluorophore in L&sung zur Bildung
von Aggregaten neigen'’. Dabei wird zwischen sogenannten J- und H-Aggregaten unterschieden
(Abbildung 100). Bei der Ausbildung von J-Aggregaten lagern sich die Chromophore parallel so zueinander
an, dass der Winkel zwischen den beiden Ebenen maéglichst klein wird. Es kommt zu einer Absenkung der
Energie des angeregten Zustandes und somit zu einer Rotverschiebung des Spektrums. Fur H-Aggregate
lagern sich die Chromophore parallel so zusammen, dass der Winkel moéglichst groB wird. Der angeregte
Zustand wird zu hoheren Energien verschoben und es kommt zu einer Blauverschiebung des Spektrums.

Fluorophor

N )

Fluorophor

Fluorophor

Fluorophor

H-Aggregate J-Aggregate

Abbildung 100: Schematische Darstellung der H- und J-Aggregate von Fluorophoren.

In Abbildung 101 (rechts) sind die Schultern der Emissionsspektren des NI in den NVCL-Copolymeren
vergroBert dargestellt. Die NI-Fluorophore lagern sich in wéssriger Losung des NVCL-Copolymer teilweise zu
H-Aggregaten zusammen, um sich in der hydrophilen Lésungsmittelumgebung zu stabilisieren. Dabei
zeigen CoPo5, CoPo6, CoPo8 und CoPo9 eine Dimerbande bei etwa A = 490 nm. CoPo7, welches Mannose
als Analyt tragt, zeigt eine ausgepragte Dimerbande bei etwa A = 485 nm.

L Yao, H.; Domoto, K.; Isohashi, T.; Kimura, K. Langmuir 2005, 21, 1067.
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CoPo5.1 und CoPol0 zeigen eine sehr kleine Dimerbande bei A = 475 nm. CoPo5.1 tragt im Vergleich zu
den anderen Copolymeren keinen zusatzlichen Piperazin-Abstandshalter zwischen Fluorophor und Polymer-
rackgrat. CoPol0 tragt zwar den hydrophilen Piperazin-Abstandshalter zwischen dem NI-Fluorophor und
dem Polymerruckgrat, jedoch scheint der lange, hydrophobe Octadecylrest, im Vergleich zu den restlichen
NVCL-Copolymeren, zu einer deutlichen Blauverschiebung des Emissionsmaximums in H,O zu fuhren.

NVCL-Copolymere, 0,1 g/L H,O
——CoPo5 1 =539 nm
——CoPo5.1 % _ =541 nm
———CoPo6 A . =541 nm
——CoPo7 ), =538 nm
——CoPo8 4 . =541 nm
CoPo9 2 _ =541 nm

——CoPo10}__ =534 nm

1

0,54

norm PL Intensitat [a.u.]

norm PL Intensitat [a.u.]

(=)
1

0,0+ T T T T T 1
450 560 5%0 660 GéO 760 460 470 480 490 500 510 520
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Abbildung 101. Links: Normierte Fluoreszenzspektren der NVCL-Copolymere, ¢ = 0.1 g/L in EtOH, dex = 418 nm. Rechis:
VergréBerung der normierten Fluoreszenzspektren der NVCL-Copolymere im Bereich von i = 460 - 520 nm.

PNVCL zeigt als thermoresponsives und wasserlosliches Polymer eine untere kritische Entmischungs-
temperatur (LCST) bei etwa 31 °C. Wie bereits in Kapitel 4.1.2 beschrieben, ist die Phasenubergangs-
temperatur von PNVCL von der Molmasse und Konzentration des Polymers abhdngig, wobei die LCST mit
steigender Molmasse absinkt. Abbildung 102 zeigt die Tribungskurven der unterschiedlichen
NVCL-Copolymere. Alle Polymere wurden in Wasser gelést und eine Tribungskurve in einem Temperatur-
bereich zwischen 20 °C bis 40 °C aufgenommen.
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Abbildung 102 Tribungskurven der NVCL-Copolymere CoPo5 - CoPol0, ¢ = 3 gL in Wasser.

Die Bestimmung der LCST erfolgte durch Bestimmung des Onsets der gemessenen Tribungskurven im
Heizlauf. Fur das PNVCL-Homopolymer wird eine Tribungspunkt von T, = 33,7 °C bestimmt. Dieser Wert
liegt Uber dem hier angegebenen Literaturwert von T, = 31 °C, was sich jedoch durch die vergleichsweise
geringe Molmasse von MiPP = 30 kDa des synthetisierten NVCL-Homopolymers erklaren l3sst (Tabelle 7).
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Alle synthetisierten NVCL-Copolymere zeigen einen niedrigeren Tribungspunkt als das NVCL-Homo-
polymer. Die Copolymere tragen einen hydrophoben NI-Fluorophor und Analytstrukturen unterschiedlicher
Hydrophobie. Obwohl der Einbau der NI-Monomere (13 - 20) in die NVCL-Copolymere nur 0,1 mol%
bezogen auf NVCL betragt, hat das Comonomer Einfluss auf die Tribungstemperatur des Copolymers.
Dabei zeigt sich fur die Copolymere mit der Fluorophorstruktur 12, dass neben dem Naphthalimid auch die
unterschiedliche Hydrophobie der Analyten den Trdbungspunkt verschiebt. Wahrend hydrophile Analyten
wie Glucose oder Piperidin den Trubungspunkt verglichen zum PNVCL-Homopolymer kaum verschieben,
zeigen die NVCL-Copolymere, die hydrophobe Analyten wie Octadecyl oder n-Butyl tragen, eine
Verschiebung des Trlbungspunktes von bis zu 2 °C gegendber dem PNVCL-Homopolymer. CoPo5.1, das
die Fluorophorstruktur 10 ohne den zusatzlichen Piperazin-Abstandshalter tragt, zeigt fast keine Verschie-
bung des Trubungspunktes gegentber dem PNVCL-Homopolymer. Es ist moglich, dass das a priori hydro-
phobere NI-Monomer 13 im Copolymer so weit aus der Wasserphase abgeschirmt wird, dass es keinen Ein-
fluss auf den Trubungspunkt der PNVCL-Hauptkette mehr hat. Weiterhin zeigt sich, dass die Tribungskurven
der NVCL-Copolymere im Vergleich zum Homopolymer verbreitert sind. Tabelle 8 zeigt die Anzahl der
NI-Monomere pro Polymerkette. Aufgrund des geringen Einbaus des NI-Monomers von nur 0,1 mol% sind
nur 20 % bis 40 % der Polymerketten mit einem NI-Monomer markiert. Das heift, es gibt mindestens 50 %
reine NVCL-Polymerketten in den NVCL-Copolymeren, die sich wie reines PNVCL verhalten und so zu einer
Verbreiterung der Trdbungskurve fuhren.

app

Tabelle 8: Bestimmung der Anzahl der NI-Monomere pro Polymerkette in CoPo5 bis CoPol0. My wurde mittels Gel-

permeationschromatographie gegen einen PS-Standard bestimmt (siehe Kapitel 0), P, = Polymerisationsgrad.

CoPo M:PP p Einbau NI aus UV/VIS | NI-Monomere pro
[kDa]| " [mol %] Polymerkette

PNVCL 30 | 216 - 0,0

5 24 | 172 0,09 0,2

51 25 | 179 0,16 0,3

6 26 | 186 0,07 01

7 48 | 343 011 04

8 21 | 150 0,10 0,2

9 47 | 337 012 04

10 30 | 215 0,10 0,2

4.4.3 Temperaturabhangige Fluoreszenzmessungen der NVCL-Copolymere
: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der lokalen
Substltutlonsumgebung in den Naphthalsaureimid-Monomeren
PNVCL &ndert bei Uberschreiten der LCST seine lokale Umgebung aus einem in Wasser geltsten Zustand
hin zu einem kollabierten Zustand. Dieser Ubergang ist bei ausreichend hoher Konzentration anhand der
Tribung der Losung mit dem Auge leicht zu verfolgen. Will man jedoch solche responsiven Umgebungs-
anderungen von Polymeren z.B. fur die Erkennung von Pathogenen ausnutzen, ist es notwendig die Signal-
intensitat durch einen Verstarkungseffekt zu erhdhen, da solche Erkennungsreaktionen meist sehr verdunnt
stattfinden. Das kann beispielsweise durch Markieren der Polymere mit einem solvatochromen
Fluoreszenzfarbstoff wie Naphthalimid geschehen, der eine starke Abhangigkeit seiner Fluoreszenzintensitat
von der lokalen Lésungsmittelumgebung zeigt. Fluoreszenz eignet sich wegen der sehr hohen Signal-
empfindlichkeit dabei besonders gut zur Detektion so geringer Konzentrationen.
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Bei Uberschreiten des Trubungspunktes andert sich die lokale Losungsmittelumgebung des Polymers. Im
gelosten Zustand wechselwirkt es mit der wassrigen Umgebung durch Wasserstoffbrickenbindungen. Diese
brechen bei Erreichen des Tribungspunktes auf und Wasser tritt zu einem groBen Teil aus der direkten
Polymerumgebung heraus. Das Polymer befindet sich nun in einer vergleichsweise unpolare Umgebung. Die
lokale Umgebung des NI-Fluorophors &ndert sich von polar zu unpolar und es kommt zu einem
~Anschalten” der Fluoreszenz.

Inal et al. haben gezeigt, dass der NI-Fluorophor 4-Dimethylaminonapthalsaureimid (4-DMN), in
verschiedenen thermoresponsiven Polymer, erhebliche Unterschiede in der Anderung der Fluoreszenz-
intensitat bei Uberschreiten des Trilbungspunktes zeigt"™’. Das polymerisierbare NI wurde mit NIPAM und
einer Mischung aus MEO,MA und OEGMA copolymerisiert (Abbildung 103).

o] )Ni 0o~ © o] o] (o} HO
Os_N._0O 0 O o _N_O
; ; 7 e
PLIN N
Poly(NIPAM-co-4-DMN) Poly(MEO,MA-co-OEGMA-co-4-DMN)

Abbildung 103: Von Inal et al. verwendeter NI-Fluorophor 4-Dimethylaminonapthalséureimid (4-DMN) in Copolymeren
von NIPAM und MEO:MA-co-OFGMA. "

Wahrend der NI-Fluorophor bei Uberschreiten des Triibungspunktes in Poly(NIPAM-co-4-DMN) eine starke
Anderung seiner lokalen Losungsmittelumgebung erfahrt und darauf mit einer groBen Zunahme seiner
Fluoreszenzintensitdt um Faktor 25 reagiert, zeigt er in Poly(MeO,MA-co-OEGMA-co-4-DMN) kaum eine
Anderung der Fluoreszenzintensitat. Der NI-Fluorophor hat hier bereits unterhalb der LCST eine deutlich
hohere Fluoreszenzintensitat und Quantenausbeute als in Poly(NIPAM-co-4-DMN). Es ist anzunehmen, dass
sich das NI in Poly(MeO;MA-co-OEGMA-co-4-DMN) bereits im geldsten Zustand in einer vergleichsweise
unpolaren lokalen Umgebung befindet. Kollabiert das Polymer andert sich die lokale Losungsmittel-
umgebung des NI kaum und die Fluoreszenzintensitdt und Quantenausbeute bleibt auf einem relativ
konstanten Niveau. In dieser Arbeit wurde PNVCL als thermoresponsives Polymer verwendet und mit unter-
schiedlichen NI-Monomeren copolymerisiert. Es soll die Anderung der Fluoreszenzintensitat des NI bei
Uberschreiten des Trubungspunktes in PNVCL untersucht und mit den von Inal et al. verwendeten
Polymeren verglichen werden. Es wurde hier zusatzlich die Lange des Abstandshalters zwischen Fluorophor
und Polymerrickgrat variiert (CoPo5 und CoPo5.1, Abbildung 104), um den Einfluss der lokalen Umgebung
des NI auf die Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Erreichen des Tribungspunktes zu untersuchen und
zu vergleichen. Das in dieser Arbeit verwendete NI unterscheidet sich von dem von Inal et al. durch den
Austausch des Dimethylamino- durch einen Morpholin-Substituenten in 4-Position. Als polymerisierbare
Einheit fur das NI wurde hier ein Maleinsaurederivat verwendet, das neben dem Fluorophor auch jeweils
eine Analytstruktur tragt (CoPo5 bis CoPol0).
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CoPo5.1 tragt nur einen kurzen, eher hydrophoben Ethyl-Abstandshalter. CoPo5 hingegen hat noch einen
zusatzlichen hydrophilen Piperazin-Abstandshalter zwischengeschaltet. Beide Polymere tragen einen

Adamantananalyten. Da die Fluoreszenzmessungen in Wasser durchgefihrt wurden, wird davon ausge-

gangen, dass der Piperazinring bei einem pH-Wert von etwa 5,8 vollstandig protoniert ist™”.
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Abbildung 104 NI-Strukturen mit unterschiedlichem Abstandshalter zwischen Fluorophor und Polymerrdckgrat in den
NVCL-Copolymeren CoPo5 und CoPo5.1.

Es wurden temperaturabhédngige Fluoreszenzmessungen von CoPo5 und CoPo5.1 nach dem allgemeinen
Messprotokoll durchgefuhrt (siehe Kapitel 6.5.3). Abbildung 105 und Abbildung 106 zeigen die bei unter-
schiedlichen Temperaturen aufgenommenen Fluoreszenzspektren der NVCL-Copolymere CoPo5.1 und
CoPo5 in Wasser. Der Vergleich zeigt, dass CoPo5.1, welches das NI-Monomer 13 tragt, bei Uberschreiten
des Trubungspunktes fast keine Anderung der Fluoreszenzintensitat erfahrt (Abbildung 105, rechts). CoPo5
hingegen, das NI-Monomer 14 enthalt, zeigt eine Zunahme der Fluoreszenzintensitdt um Faktor 6
(Abbildung 106, rechts). Vergleicht man die Anfangs- und Endintensitaten der Fluoreszenz, befindet sich
CoPo5.1 bereits bei 10 °C auf einem deutlich héheren Intensitatsniveau der Fluoreszenz als CoPo5. Die
Quantenausbeute bei 20 °C ist fur CoPo5.1 mit 11,0 % fast dreimal so hoch als fur CoPo5 mit 3,9 %. Da
beide Copolymere den identischen Adamantananalyten tragen, ist davon auszugehen, dass hier der Einfluss
des Abstandshalters zwischen Fluorophor und Polymerriickgrat die Fluoreszenzeigenschaften dominiert. Die
maximale Emissionswellenlange ist mit A = 541 nm unterhalb des Tribungspunktes fur beide Copolymere
gleich (Tabelle 9). Betrachtet man die hypsochrome Verschiebung des Emissionsmaximums bei Uber-
schreiten des Trubungspunktes zeigt sich, dass in CoPo5 der NI-Fluorophor mit Ak, = 16 nm eine fast
doppelt so groBe Verschiebung der maximalen Emissionswellenlange erfahrt als in CoPo5.1 mit
Ahma = 9 nm. Die stark unterschiedlich hypsochrome Verschiebung des Emissionsmaximums deutet darauf
hin, dass sich die Losungsmittelumgebung bei Uberschreiten des Triibungspunktes fur CoPo5 deutlich
starker andert, als fur CoPo5.1. Das NI-Monomer 14 mit dem zusétzlichen Piperazin-Abstandshalter
zwischen Fluorophor und Polymerrickgrat scheint somit als Fluoreszenzsensor in thermoresponsiven
Polymeren deutlich besser geeignet, da sich die Fluoreszenzintensitat des NI-Fluorophors bei Uberschreiten
des Trubungspunktes um Faktor 6 erhdht.

152 Kahlili, F; Henni, A; East, L, L., A. /. Chem £ng. Data 2009, 54, 2914. pK, (1-Methylpiperazin) = 9,14.
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Das NI scheint aufgrund des langeren Abstandshalters in CoPo5 unterhalb des Trdbungspunktes besser in
der Wasserpahse gelést zu sein, wodurch seine Fluoreszenz geléscht wird. Kollabiert das Polymer, streift der
Fluorophor seine lokale Wasserumgebung ab und die Fluoreszenzintensitat steigt stark an. In CoPo5.1 hin-
gegen scheint das NI, ahnlich wie in Poly(MeO,;MA-co-OEGMA-co-4-DMN), aufgrund seiner Néhe zum
Ruckgrat bereits unterhalb der LCST stark mit dem Polymer zu wechselwirken. Dadurch befindet es sich
bereits im geldsten Zustand in einer eher unpolaren Umgebung und zeigt eine vergleichsweise hohe
Fluoreszenzintensitadt und Quantenausbeute.

Tabelle 9: Photophysikalischen Eigenschaften von CoPo5.1 und CoPo5 in Wasser. °Hypsochrome Verschiebung der
Wellenlénge von PlLma. zwischen 10 °C und 60 °C.

Polymer | ® HyO 20 °C [%] | Amax PL 10 °C [nm] | Amax PL 60 °C [nm] | AAmax PL [nM]? | Trogoec/Ir=10C

CoPo5.1 11,0 541 532 9 1
CoPo5 3,9 541 525 16 6
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Abbildung 105: Temperaturabhdngiges Fluoreszenzverhalten von CoPo5.1 ¢ =01 gL L in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Fmissionsspektren, Aex = 409 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir=10°c) In Abhdngigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 106: Temperaturabhdngiges Fluoreszenzverhalten von CoPo5 ¢ =01 gL L in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Emissionsspektren, Aex = 418 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir=10°c) In Abhdngigkeit von der Temperatur.

Die NVCL-Copolymere CoPo6 bis CoPolQ tragen alle den NI-Fluorophor 11 mit dem zusatzlichen
Piperazin-Abstandshalter.
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In dieser Serie wurden die Analytstrukturen von polaren Zuckern hin zu einem sehr unpolaren Octadecylrest
variiert (Abbildung 107) und der Einfluss der unterschiedlichen Analytstrukturen auf die Fluoreszenzintensitat
des NI bei Uberschreiten des Triibungspunktes untersucht.
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Abbildung 107: NVCL-Copolymere CoPob bis CoPol0 mit der NI-Struktur 11 und unterschiedlichen Analytstrukturen.

Fur CoPo6 bis CoPolO wurden ebenfalls temperaturabhangige Fluoreszenzmessungen nach dem
allgemeinen Messprotokoll durchgefuhrt (siehe Kapitel 6.5.3). In Tabelle 10 sind die photophysikalischen
Eigenschaften fir CoPo6 bis CoPol0 zusammengefasst.

Tabelle 10: Photophysikalischen Eigenschaften von CoPo6 bis CoPol0 in Wasser. °Hypsochrome Verschiebung der
Wellenlénge der maximalen PL zwischen 10 °C und 60 °C.

Polymer | ® HyO 20 °C [%] | Amax PL 10 °C [nM] | Amax PL 60 °C [nm] | AApax PL [INM]? | Lrogosc/Fr10°c
CoPob 3.9 543 525 18 7
CoPo7 3,7 538 526 12 8
CoPo8 3.8 544 527 17 7
CoPo9 3.7 542 526 16 7
CoPol0 11,6 536 525 11 3

Abbildung 108 und Abbildung 109 zeigen die temperaturabhangigen Fluoreszenzspektren von CoPo6 und
CoPo7. Die Copolymere tragen den gleichen NI-Fluorophor, jedoch unterscheiden sie sich in ihren Analyt-
strukturen. CoPo6 tragt einen polaren Glucoseanalyten, der Uber die Carbonsaure des Maleinsaurederivats
direkt am Polymerrickgrat angebunden ist. CoPo7 tragt einen polaren Mannoseanalyten, der Uber einen
eher unpolaren Ethyl-Triazol-Abstandshalter an das Polymerrickgrat angebunden ist (Abbildung 107). Beide
Copolymere zeigen eine Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten der Tribungstemperatur um
Faktor 7 fur Copo6 und Faktor 8 fur Copo? (Tabelle 10). Die Anderung der maximalen Fluoreszenzintensitat
ist mit CoPo5, das den stark hydrophoben Adamantananalyten tragt, vergleichbar. Vergleicht man die maxi-
male Emissionswellenlange der Copolymere bei 10 °C, zeigt CoPo6 mit Ama = 543 nm eine Rotverschiebung
gegenuiber CoPo7 mit Ama = 538 nm. Der Glucoseanalyt in CoPo6, der unmittelbar am Polymerruckgrat
sitzt, scheint den NI-Fluorophor in der wassrigen Losungsmittelumgebung zusatzlich zu stabilisieren und zu
einer Rotverschiebung des Fluoreszenzmaximums zu fihren.
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Der Mannoseanalyt in CoPo7 ist durch den eher unpolaren Ethyl-Triazol-Abstandshalter weiter vom
Polymerrickgrat entfernt, wodurch das Fluoreszenzmaximum des NI weiter blau verschoben wird. Das
Emissionsmaximum von CoPob6 wird bei Uberschreiten des Tribungspunktes mit Ak, = 18 nm weiter hyso-
chrom verschoben als fur CoPo7 mit Ak = 12 nm. Da CoPo6 unterhalb des Trubungspunktes jedoch ein
weiter rotverschobenes Emissionsmaximum als CoPo7 zeigt, haben die Copolymere oberhalb der Tribungs-
temperatur vergleichbare Emissionsmaxima. Das lasst darauf schlieBen, dass die NI-Fluorophore in CoPo6
und CoPo7 sich oberhalb des Trubungspunktes des NVCL-Polymers in einer vergleichbaren Losungsmittel-
umgebung befinden.
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Abbildung 108: Temperaturabhdngiges Fluoreszenzverhalten von CoPo6 ¢ = 01 gL L in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Emissionsspektren, Ao = 418 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir-10c) in Abhadngigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 109: Temperaturabhangiges Fluoreszenzverhalten von CoPo7 ¢ =01 gl L in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Emissionsspektren Aex = 416 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (I/Ir-10c) in Abhadngigkeit von der Temperatur.

Abbildung 110 und Abbildung 111 zeigen die temperaturabhéngigen Fluoreszenzspektren von CoPo8 und
CoPo9. CoPo8 tragt einen polaren Piperidinrest, der strukturell dem Caprolactamring der PNVCL-Hauptkette
ahnlich ist. CoPo9 tragt einen Butylrest. Auch hier zeigt sich, dass die Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten
des Trubungspunktes um Faktor 7 ansteigt und somit mit den anderen NVCL-Copolymeren, die den
NI-Fluorophor 11 mit dem zusétzlichen Piperazin-Abstandshalter tragen, vergleichbar ist. Die maximale
Emissionswellenldange unterhalb des Trubungspunktes bei 10 °C betragt fur CoPo8 Anpa = 544 nm und fr
CoP09 Apax = 542 nm. Der NI-Fluorophor in CoPo8 und CoPo9 scheint sich somit im gelésten Zustand in
einer ahnlichen Losungsmittelumgebung wie in CoPo6 zu befinden. Die hysochrome Verschiebung des
Emissionsmaximums bei Kollaps des Polymers ist fur CoPo8 und CoPo9 ist ebenfalls mit CoPo6 vergleichbar.
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Abbildung 110: Temperaturabhéngiges Fluoreszenzverhalten von CoPo8 ¢ = 01 gL < in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Fmissionsspektren, Aex = 418 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir=10°c) In Abhdngigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 111: Temperaturabhéngiges Fluoreszenzverhalten von CoPo9 ¢ = 01 gL < in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Fmissionsspektren, Aex = 418 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir=10°c) In Abhdngigkeit von der Temperatur.

Abbildung 112 zeigt die temperaturabhangigen Fluoreszenzspektren von CoPol0. Vergleicht man die
Quantenausbeuten bei 20 °C, so zeigt sich, dass CoPol0 mit ® = 11,6 % die hdchste Quantenausbeute aller
NVCL-Copolymeren hat, in denen der NI-Fluorophor mit dem zusatzlich Piperazin-Abstandshalter
verwendet wurde. Auch das Maximum der Emission ist fir CoPol0 mit Ana = 536 N am weitesten blau-
verschoben. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat ist mit Faktor 3 deutlich kleiner als fir die anderen
NVCL-Copolymere, die den NI-Fluorophor 11 tragen. Das lasst darauf schlieBen, dass der NI-Fluorophor
hier bereits unterhalb des Tribungspunktes wenig solvatisiert in der Wasserphase vorliegt. Der hydrophobe
Octadecylrest scheint durch die lange CH,-Kette den NI-Fluorophor bereits im gelésten Zustand gut gegen
die Wasserphase abzuschirmen. Beim Kollaps des NVCL-Copolymers steigt die Fluoreszenzintensitat des
Fluorophors nur wenig, da das NI bereits im gelésten Zustand eine hohe Fluoreszenzintensitat im Vergleich
zu den anderen NVCL-Copolymeren zeigt.
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Abbildung 112: Temperaturabhingiges Fluoreszenzverhalten von CoPol0 ¢ = (1 gl in Wasser. Links: Temperatur-
abhéangige Fmissionsspektren, Aex = 418 nm. Rechts: Auftragung der Emissionsmaxima und der normierten Fluoreszenz-
intensitat (Ii/Ir=10°c) In Abhdngigkeit von der Temperatur.

Der hier verwendete NI-Fluorophor 4-Morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid ist als umgebungssensitiver Farb-
stoff fur die Anwendung in thermoresponsiven Polymeren wie PNVCL gut geeignet. Beim Ubergang des
Polymers aus einem in Wasser geldsten in einen kollabierten Zustand &ndert der NI-Fluorophor seine lokale
Losungsmittelumgebung und es kommt zu einem ,Anschalten” der Fluoreszenz. Die Zunahme der
Fluoreszenzintensitat scheint jedoch nicht nur vom NI-Fluorophor selbst, sondern auch von seiner lokalen
Umgebung im Polymer abzuhangen. Es zeigt sich, dass der NI-Fluorophor 9, der nur einen kurzen
Ethyl-Abstandshalter tragt, in CoPo5.1 kaum eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat bei Kollaps des
Polymers in Wasser zeigt. NI-Fluorophor 11 hingegen, der noch einen zusatzlichen Piperazin-Abstandshalter
tragt, zeigt in CoPo5 eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten der Tribungs-
temperatur. Auch fur die anderen NVCL-Copolymere CoPob6 bis CoPolQ zeigt der NI-Fluorophor 11 eine
Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei Kollaps der Polymere. Dabei scheinen die verschiedenen Analyt-
strukturen unterschiedlicher Hydrophobie wenig zuséatzlichen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften des
Fluorophors auszutben. Nur in CoPol0, das den sehr hydrophoben Octadecylrest tragt, beeinflusst die
Analytstruktur offenbar die Fluoreszenzeigenschaften des NI-Fluorophor bei Uberschreiten der Triibungs-
temperatur. Durch den Octadecylrest scheint sich der Fluorophor bereits unterhalb des Tribungspunktes in
einer lokal hydrophoberen Umgebung zu befinden, wie aus dem hypsochrom verschobenen Emissions-
maximum von Ama = 536 nm und der hohen Quantenausbeute von @ = 11,6 % des NI in CoPol0 bereits im
gelésten Zustand zu erkennen ist. Kollabiert das Polymer bei Erhéhung der Temperatur, &ndert sich die
lokale Umgebung des Fluorophors kaum und die Fluoreszenzintensitat steigt nur wenig an. Fur CoPo5 bis
CoPo9 mit der NI-Struktur 11 im Polymer wird eine Verstarkung der Fluoreszenzintensitét bei Kollaps des
Polymers von Faktor 6 bis 8 erhalten. Inal et al. beschreiben fur ihr NI-Fluorophor in PNIPAM eine Zunahme
der Fluoreszenzintensitat um Faktor 25. Es zeigt sich hier aber auch, dass sich durch Einfuhrung eines
hydrophilen Abstandshalter zwischen NI-Fluorophor und Polymerrlckgrat die Eigenschaften des NI als
solvatochromer Fluoreszenzsensor zusatzlich zur Wahl der chemischen Struktur des thermoresponsiven
Polymers steuern lassen.
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5. Fazit und wissenschaftlicher Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung von neuartigen, fluoreszierenden Copolymeren fur
die Analytdetektion in wassrigen Systemen. Das Detektionssystem sollte ein einfaches Schalten der Fluores-
zenz bei Analytbindung ,Aus” bzw. Verdrangung ,An” ermdglichen. Dafir wurde die Synthese eines
funktionalisierten Monomers so konzipiert, dass sich Fluorophor und Analyt innerhalb derselben Monomer-
einheit, also in direkter Nachbarschaft zueinander, befinden. So sollten bei Erkennung des Analyten durch
eine mit einem Fluoreszenzldscher funktionalisierte Erkennungsstruktur, Fluorophor und Léscher in einen
vorgegebenen Abstand zueinander gezwungen und die Fluoreszenz effizient geléscht werden. Bei
anschlieBender Verdrangung der Erkennungseinheit durch einen starker bindenden Analyten sollte die
Fluoreszenz wieder ,angeschaltet” werden. Eine weitere Zielstellung fur das Detektionssystem war eine hohe
Loslichkeit und Fluoreszenzintensitat in Wasser. Da die Anwendung solcher Sensoren besonders in der
Medizin und Biologie z.B. fur Schnellerkennungstest von Pathogenen, von Interesse ist, ist die Kompatibilitat
mit wassrigen Medien essentiell. Die funktionalisierten Monomere wurden frei radikalisch mit A-Vinylpyrro-
lidon bzw. A-Vinylcaprolactam zu wasserldslichen, fluoreszierenden Copolymeren umgesetzt. In den
N-Vinylpyrrolidon-Polymeren (PNVP) wurde RhodaminB (RhB), in den A-Vinylcaprolactam-Polymeren
(PNVCL) ein Naphthalsaureimid (NI) als Fluorophor verwendet. Wahrend Rhodamine eine hohe Fluoreszenz-
intensitat, gute Quantenausbeuten und hohen Extinktionskoeffizienten in Wasser zeigen, sind Naphthal-
saureimide umgebungssensitive Chromophore, die bei Anderung ihrer Losungsmittelumgebung, wie z.B.
beim Kollaps eines thermoresponsiven Polymers in Wasser, ihre Fluoreszenzintensitat und Quantenausbeute
drastisch &ndern kénnen.

Fur die Erkennungsreaktion wurden zwei verschiedene Modell-Bindungspaare verwendet und zusammen
mit dem wasserldslichen RhodaminB-Fluorophor in das NVP-Polymerrickgrat eingebaut. Zunachst wurde
Adamantan als Analytstruktur fir B-Cyclodextrin (B-CD) verwendet. AnschlieBend sollte das Modell auf bio-
logisch relevantere Strukturen, wie die Erkennung von Mannose durch das Lektin ConcanavalinA (ConA),
erweitert werden. Zur Anbindung von Fluorophor und Analyt wurde Maleinsaure als Monomer gewahlt. Das
Anhydrid wurde in einem ersten Syntheseschritt mit RhodaminB-piperazinamid (2) ged&ffnet. AnschlieBend
wurde die freie Carbonsaure mit der Analytstruktur zu den RhB-Monomeren 4 und 7 umgesetzt (Abbildung
123). Die RhB-Monomere wurden in moderaten bis guten Ausbeuten erhalten. Aufgrund der ionischen
Struktur des RhB war es nicht moglich, die Monomere mittels Normalphasenchromathografie zu reinigen.
Sie wurden mittels Ausschutteln gereinigt und direkt in die Polymerisation eingesetzt, da davon auszugehen
war, dass die noch verbleibenden Verunreinigungen nach der Polymerisation durch Dialyse der Polymere
entfernt werden kénnen. Die synthetisierten RhB-Monomere wurden mit A-Vinylpyrrolidon frei radikalisch
polymerisiert, wobei weniger als 1,5 mol% von 4 bzw. 7 in der Reaktionsmischung zugegeben wurden, um
ein Selbstléschen der Fluorophore im Polymer zu verhindern. Mit Hilfe der *H-NMR- und UV-VIS-Spektros-
kopie wurde fur alle NVP-Copolymere (CoPol-Serie, CoPo2 und CoPo3) ein Einbau von 20 - 30 % des
RhB-Monomers nachgewiesen. Die Molmassen der NVP-Copolymeren zeigen eine starke Abhangigkeit von
der Menge des RhB-Monomers, das in die Reaktionsmischung zugegeben wurde. Dabei steigen die
Molmassen mit sinkender Menge des RhB-Monomers in der Reaktionsmischung drastisch an. Die Copoly-
merisation von NVP mit einem zu 4 strukturell vergleichbaren Monomer 14, das den Fluorophor 1,8-Naph-
thalsaureimid anstelle von RhodaminB tragt, liefert einen quantitativen Einbau von 14 in das Polymer
(CoPo4-Serie). Auch die mittleren Molmassen der CoPo4-Serie sind im Vergleich zur CoPol-Serie, CoPo2
und CoPo3 deutlich groBer und zeigen keine Abhadngigkeit vom Anteil des Farbstoff-Monomers in der
Reaktionsmsichung.
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Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass nicht das a priori wenig zur Copolymerisation geeignete
Maleinsdurederivat zum geringen Einbau des RhB-Monomers wahrend der Polymerisation und den
niedrigen Molmassen fuhrt, sondern dass der RhodaminB Fluorophor selbst einen inhibierenden Effekt auf
die Polymerisation ausubt.

Mit den NVP-Copolymeren wurden anschlieBend Fluoreszenzldschexperimente mit funktionalisierten Gold-
nanopartikeln in wassriger Losung durchgefthrt. Goldnanopartikel wurden mit Thio-B-CD bzw. ConA als
Erkennungsstrukturen funktionalisiert und die Fluoreszenzléschung durch Analytbindung und anschlieBende
Fluoreszenzriickgewinnung nach kompetitiver Verdrangung der Erkennungseinheit durch einen starker
bindenden Analyten in Losung verfolgt. Goldnanopartikel als Loscher bieten den Vorteil, dass ihre
Dispergierbarkeit in einem Losemittel durch die Funktionalisierung ihrer Hulle gesteuert werden kann.
Wegen der hohen Affinitat zu Thiolen und Aminen konnten Goldnanopartikeln mittels einfacher Synthese-
schritte mit den zuvor synthetisierten Thio-B3-CD-Derivaten (23 - 28) bzw. ConA funktionalisiert werden. Die
Thio-B-CD-Derivate tragen unterschiedlich lange Abstandshalter zwischen der 3-CD-Erkennungseinheit und
den Au-NP. Die Fluoreszenzmessungen der Adamantanhaltigen CoPol-Serie bei Zugabe der B-CD-Au-NP
zeigen, dass der RhB-Fluorophor zunéchst effizient geléscht wird. Dabei zeigen die B-CD-Au-NP, die einen
langeren Abstandshalter zwischen Nanopartikel und der B-CD-Erkennungseinheit tragen, eine hoéhere
Loschkraft. Bei anschlieBender Zugabe von Amantadinhydrochlorid als kompetitiven Analyt kann die
Fluoreszenzintensitat effizient wieder zurtickgewonnen werden. Diese kompetitive Verdrangung lasst sich mit
Hilfe einer einfachen Hand-UV-Lampe auch mit dem bloBen Auge verfolgen. Ein einfaches Auslesen des
Bindungsereignisses mit geringem apparativem Aufwand ist so moglich. Referenzexperimente mit nicht-
bindenden PNVP-Au-NP zeigen eine deutlich geringere Ldschkraft gegenuber den bindenden B-CD-Au-NP.
Um die Spezifitat der Bindung der B-CD-Au-NP an den Adamantananalyt zu Uberprifen, wurde CoPo2 mit
RhodaminB-Monomer 5 synthetisiert, das einen Butylanalyt anstelle von Adamantan tragt. Die Losch-
experimente mit den 3-CD-Au-NP zeigen, dass die Loschkraft der B-CD-Au-NP fur den Butylanalyt geringer
ist als fur Adamantan, da die Bindungskonstante von 3-CD fur n-Buty! kleiner ist.

Fluoreszenzmessungen des Mannose-haltigen CoPo3 bei Zugabe von ConA-Au-NP zeigen gegendber den
nichtbindenden PNVP-Au-NP nur eine geringfligig hohere Loscheffizienz. Auch bei Verdrangung der
ConA-Au-NP durch freies ConA wurde keine Fluoreszenzrickgewinnung beobachtet. Die deutlich
schlechtere Loschkraft der ConA-Au-NP konnte sowohl an der deutlich groBeren ConA Erkennungsstruktur
als auch an dem langeren Abstandshalter zwischen Mannoseanalyt und Polymerrtickgrat im CoPo3 liegen.
Dadurch ist der Abstand zwischen Fluorophor und Ldscher gegebenenfalls so groB3, dass keine effiziente
Energietibertragung zwischen Fluorophor und Loscher stattfinden kann. Fur die Ubertragung des Sensor-
systems auf biologisch relevante Strukturen scheint es also notwendig die Analytstruktur moéglichst dicht am
Polymerrickgrat anzubringen, um den Abstand zwischen Fluorophor und Loscher bei Analytbindung so
gering wie moglich zu halten.

Wird anstelle des RhodaminB-Fluorophors der solvatochrome Farbstoff 4-Morpholinyl-1,8-naphthalséure-
anhydrid (8) verwendet, kann die Fluoreszenzintensitdt abhangig von der lokalen Umgebung des
Fluorophors geschaltet werden. Die Naphthalsaureimid-Monomere (NI-Monomere) wurden nach dem
gleichen Syntheseprotokoll wie fir die RhB-Monomere hergestellt (Abbildung 124). Die NI-Monomere
wurden mit dem zu NVP strukturell vergleichbaren A-Vinylcaprolactam (NVCL) copolymerisiert, dessen
Polymer in wassriger Losung eine untere kritische Entmischungstemperatur (LCST) bei etwa 31 °C besitzt.
Temperaturabhangige Fluoreszenzmessungen der NVCL-Copolymere wurden durchgefuhrt.
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5. Fazit und wissenschaftlicher Ausblick

Die NI-Monomere (14 - 20), die einen zusétzlichen polaren Piperazin-Abstandshalter zwischen Fluorophor
und Polymerriickgrat tragen, zeigen in den NVCL-Copolymeren eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat um
Faktor 6-8 bei Kollaps des Polymers, wahrend NI-Monomer 13, das keinen Piperazin-Abstandshalter tragt,
fast keine Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Uberschreiten des Tribungspunktes zeigt. Durch die
Einfuhrung eines zusatzlichen polaren Abstandshalters scheint der NI-Fluorophor im Polymer unterhalb des
Trdbungspunktes besser in der Wasserphase gelést zu sein. NI-Monomer 13 hingegen scheint bereits vor
Kollaps des Polymers relativ stark von der Wasserphase abgeschirmt zu sein und zeigt bereits unterhalb des
Tribungspunktes eine erhohte Fluoreszenzintensitdt und Quantenausbeute verglichen mit den
NI-Monomeren 14 -20. Die Wahl der Analytstruktur scheint hier fur viele der synthetisierten
PNVCL-Copolymere nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die NI-Monomere, die den polaren
Piperazin-Abstandshalter tragen, zeigen bei Uberschreiten des Tribungspunktes fast alle eine &hnlich
Zunahme der Fluoreszenzintensitat (Faktor 6-8), auch wenn die Analytstruktur von einem polaren
Glucoseanalyt hin zu einem unpolaren Adamantananalyt variiert wird. Erst wenn ein sehr groBer unpolarer
Rest, wie das langkettige Alkan Octadecyl, als Analyt verwendet wird (17), ist auch der NI-Fluorophor mit
dem zuséatzlichen polaren Piperazin-Abstandshalter bereits unterhalb des Tribungspunktes offenbar weiter
aus der Wasserphase abgeschirmt. Die Fluoreszenzintensitat und Quantenausbeute ist hier bereits unterhalb
des Tribungspunktes hoher als fur die anderen PNVCL-Copolymere. Bei Uberschreiten des Tribungs-
punktes andert sich die Fluoreszenzintensitat nur noch um Faktor 3. Fir einen Fluoreszenzsensor, der beim
Ubergang eines thermoresponsiven Polymers aus einem geldsten in einen kollabierten Zustand eine
moglichst groBe Anderung seiner Fluoreszenzintensitat erfahren soll, ist demnach die direkte Umgebung des
solvatochromen Fluorophors entscheidend. Durch Einfihrung eines Abstandshalters zwischen Polymer-
rickgrat und Fluorophor kann er so weit in die Wasserphase vordringen, dass sich bei Kollaps des Polymers
die Losungsmittelumgebung drastisch andert und es zu einer sprunghaften Anderung der Fluoreszenz-
intensitat kommt.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Chemikalien

Nachfolgend werden die verwendeten Chemikalien aufgefuhrt.

Alle nicht in der Tabelle aufgefuhrten Chemikalien wurden aus dem Chemikalien-Lager des Fraunhofer IAP

mit der dort angegebenen Qualitat verwendet.

6. Experimenteller Teil

Name Reinheit  Hersteller
Acetonitril ACN 99,8 % Sigma Aldrich
1-Adamantyl-methylamin 98 % Sigma Aldrich
Aminoethanal >99 % Sigma Aldrich
Aminoethylpiperazin 99 % Sigma Aldrich
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-

N,N.N,N -tetramethyluroniumhexafluorophosphat HATU "% Chempur
Azobis(isobutyronitril) AIBN 98 % Sigma Aldrich
Tris(triphenylphosphin)kupfer(l)bromid MSc. Sandor Dippe
n-Butylamin 99,5 % Sigma Aldrich
4-Chlor-1,8-Naphthalsaureanhydrid 94 % Alfa Aesar
B-Cyclodextrin B-CD - Applichem
Dichlormethan, getrocknet (Max. 0,004% H,0O) - Merck

N, N-Diisopropylethylamin DIEA >99 % Sigma Aldrich
Dimethylformamid DMF >99,8 % Sigma Aldrich
Dimethylformamid, absolut tber Molsieb (H,O < 0,005 %) DMF - Th Geyer
Dimethylsulfoxid, reinst DMSO - Merck
Ethandithiol >98 % Fluka
2,2'-(Ethylendioxy)diethanthiol 95 % Sigma Aldrich
lod >99,8 % Sigma Aldrich
Maleinsaureanhydrid MSA 95 % Sigma Aldrich
D-(+)-Mannose 99 % ABCR
Methacrylsaurechlorid 97 % Sigma Aldrich

1% Produkt wurde von MSc. Sandor Dippel synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. Synthese siehe Dissertation MSc. Sandor Dippel,

Universitat Potsdam, vorr. 2015.
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6. Experimenteller Teil

Methoxyethanol

Morpholin

Natriummethanolat

N-Vinylpyrrolidon NVP
N-Vinylcaprolactam NVCL
Octadecylamin

2,2'-Oxydiethanthiol

Piperazin, wasserfrei

Piperidin

Propargylamin

RhodaminB RhB

RhodaminB-Base

1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-B-D-glucopyranose
Tetrachlorgold(lll)saure-Trihydrat
Tosylchlorid Tos-CL

Triethylamin, reinst
Trimethylaluminium 2 M Lsg. in Toluol

Triphenylphosphin

98 %
99 %
98 %
>99 %
98 %

97 %

99 %

98 %

>99 %

99,7 %

>98,5 %

ABCR

Alfa Aesar

Alfa Aesar
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Th Geyer

MP Biomedicals
Carbosynth
Applichem
Fluka

Acros Organics
Sigma Aldrich

Fluka
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6. Experimenteller Teil

6.2 Verwendete analytische Methoden

6.2.1 Kernresonanzspektroskopie [NMR]

NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance 300 NMR Spektrometer bzw. mit einem Bruker Avance 500
NMR-Spektrometer aufgenommen. "H-NMR Spektren wurden bei 300 MHz bzw. 500 MHz aufgenommen,
BC-Spektren analog bei 75 MHz bzw. 125 MHz. Die chemische Verschiebung & wird in ppm relativ zum
Losungsmittelsignal dargestellt. Die Kopplungskonstanten / werden in Hz angegeben. Fur die Auswertung
der 'H-Spektren werden folgende Abkurzungen verwendet: s = Singulett; bs = breites Singulett; d = Dublett;
dd = Dublett eines Dubletts; t = Triplett; q = Quadruplett; m = Multiplett. Die “C-Spektren wurden im
APT-Modus aufgenommen. In den Spektren werden CH,-Gruppen und quartare C-Atome als positive
Signale (+) dargestellt und CHs;- und CH-Gruppen als negative Signale (-) dargestellt. Die Messungen
wurden an der Universitat Potsdam im Arbeitskreis von Prof. Kleinpeter durchgefuhrt.

Die Zuordnung der erhaltenen Signale erfolgt anhand von Literaturvergleichswerten [Hesse, M.; Meier, Z.;
Zeeh, B. Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie, Thieme Verlag 2005, 7. Uberarbeitete
Auflage].

6.2.2 Massenspektrometrie [MS]

Massenspektren wurden mit einem GC-MS Trace DSQ 1T oder einem ESI-Q-TOFmicro aufgenommen. Das
jeweilige Messverfahren wurde je nach Stabilitat der Substanzen gewahlt. Angegeben werden die relativen
Massen (m/z). Im Fall der ESI Massenspektrometrie werden die relativen Massen zuzlglich der detektierten
lonen wie z.B. H', Na* oder K" angegeben. Die Massenspektren wurden an der Universitat Potsdam im
Arbeitskreis von Prof. Kleinpeter aufgenommen.

MALDI-TOF MS Messungen wurden mit einem Massenspektrometer der Firma Axima Assurance (Shimatsu)
aufgenommen. Angegeben werden die relativen Massen (m/z). Der verfigbare Massenbereich betragt 500
bis 500000 Dalton. Die relativen Massen werden zuziglich der detektierten Ionen wie z.B. H', Na™ oder K"
angegeben. Die Massenspektren wurden an der Universitat Potsdam im Arbeitskreis von Prof. Wessig aufge-
nommen.

6.2.3 Elementaranalyse [EA]
Elementaranalysen wurden mit einem Variokl Ill der Firma Elementar gemessen. Die Analysen wurden an der
Universitat Potsdam im Arbeitskreis von Prof. Linker durchgefuhrt.

6.2.4 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie [FT-IR]

Die IR-Spektren wurden mit einem NEXUS-FT-IR Spektrometer aufgenommen. Die Proben wurden entweder
in Transmission durch einen KBr-Pressling oder in Reflexion mit einem ATR Smart Endurance Element
gemessen.

6.2.5 UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS Spektren wurden mit einem Perkin Elmer UV/VIS/NIR 2-Strahl Spektrometer (Lamda 19)
gemessen. Als Anregungsquellen dienten eine Deuterium Lampe (UV-Bereich) und eine Quecksilber Lampe
(VIS-Bereich). Die Spaltbreite betrug 1 nm mit einer Scangeschwindigkeit von 120 nm-min™. Die Proben
wurden in Einmalkuvetten aus PMMA gemessen.
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6.2.6 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektren wurden mit 2 verschiedenen Fluoreszenzspektrometern aufgenommen. Die
verwendeten Anregungswellenlangen, Spaltbreiten und Messbereiche werden jeweils fur die durchgefihrten
Messreihen angegeben.

a) Perkin Elmer Luminescence Spektrometer (LS 50B). Als Anregungsquelle diente eine Xe-Lampe. Die
Proben wurden in Einmalktvetten aus PMMA gemessen.

b) Jasco Spectrofluorometer (FP-8500). Als Anregungsquelle diente eine Xe-Lampe. Die Proben
wurden in  EinmalkUvetten aus PMMA gemessen. Das Gerdt ist ausgestattet mit einem
thermoelektrischen Peltierelement zur Temperaturkontrolle der Kivette. Des Weiteren kann die
Probe mittels eines extern steuerbaren Magnetrihrers permanent durchmischt werden. Mittels einer
automatischen Pippettiervorrichtung (Eppendorf) wurden definierte Mengen in die Messkuvette
injiziert.

6.2.7 Quantenausbeute [QY]

Die Quantenausbeuten wurden mit einem Hammamatsu bestimmt. Die Absorptionsintensitat der
gemessenen Fluorophore lag fir jede Messung unterhalb 0,1. Angegeben ist jeweils der Mittelwert aus drei
Messwerten.

6.2.8 Gelpermeationschromatografie [GPC]

Die GPC Messungen wurden in DMF als Eluent gemessen. Der Aufbau besteht aus einem Einkanal-Entgaser
(WEG Dr. Bures, Deutschland), einer isokratischen Pumpe P 1000 (Spectra Physics, USA), einem Satz PolarGel
Saulen (Guard 7,575 mm, PolarGel L 7,5 300 mm; Polymer Laboratory, USA), einem UV/VIS-Detektor
SEC 3010 und einem Refraktometer SEC 3010 (WEG Dr. Bures). Die Messungen wurden bei 50 °C mit einer
Flussrate von 1 mL'min™ durchgefiihrt. Zur Kalibirierung wurde ein linearer Polystyrol-Standard verwendet
(Polymer Standards Service; PSS Deutschland). Die Absorptionswellenldange wurde je nach Fluorophor auf
398 nm (Naphthalimid-haltige Polymere) oder 565 nm (RhodaminB-haltige Polymere) eingestellt.

6.2.9 Dynamische Lichtstreuung [DLS]

DLS Messungen wurden mit einem High-Performance-Particle-Sizer (HPPS, Malvern Instruments, UK), aus-
gestattet mit einem He-Ne Laser (A = 633 nm), bei einem Streuungswinkel von 8 = 173° durchgefthrt. Die
Proben wurden in Wasser suspendiert, durch einen Spritzenfilter (hydrophiler Cellulose Filter mit 0,2 ym
PorengrolBe) filtriert und in PMMA EinwegkUvetten gemessen. Jede Probe wurde 2-mal gemessen und der
Mittelwert bestimmt.

6.2.10 Thermogravimetrische Analyse [TGA]

Die TGA Messungen wurden mit einem Apparat der Firma NETZSCH (TG 209 F1) durchgefuhrt. Es wurde bei
einer Heizrate von 10 K'min™ (dynamisch) von 25 °C bis 900 °C geheizt. Die Messungen wurden unter
Sauerstoffatmosphare oder Stickstoffatmosphére durchgefuhrt. Die Proben wurden in AL Os-Tiegeln
eingewogen. Fur die Auswertung der Heizkurven wurde die Software NETZSCH Proteus-Thermal Analysis V
4.6.1 verwendet. Massenverluste wurden unter Einbezug der 1. Ableitung bestimmt.
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6.2.11 Triibungsphotometrie

Trdbungsmessungen wurden mit einem Cary 50 UV/VIS (Agilent, Deutschland) durchgefihrt. Als
Anregungsquelle wurde eine Xe-Lampe verwendet. Das Gerat ist ausgestattet mit einem thermoelektrischen
Peltier Element zur Temperaturkontrolle der Probenzelle. Die Messungen wurden bei einer Polymerkonzen-
tration von 3 gL und einer Anregungswellenlange von 600 nm durchgefthrt. Es wurden jeweils eine
Heiz- und eine Kiihlkurve aufgenommen mit einer Heiz-/Kiihlrate von 0,2 K:min ™.

6.2.12 Transmissionselektronenmikroskopie [TEM]

TEM Bilder wurden mit einem CM 200 (Phillips) bei einer Beschleunigungsspannung von bis zu 200 kV
aufgenommen. Die Proben werden als Suspension auf ein mit Kohlenstoff bedampftes Kupfer-Gitter aufge-
tragen und verdampft. Die Bildanalyse erfolgte mit einer Bildverarbeitungssoftware der Olympus GmbH. Die
Messungen wurden von Herrn Dr. Pinnow am Fraunhofer IAP durchgefuhrt. Die Auswertung der Bilder
erfolgt mit der Software Imagel. Es wurde die automatische Analysefunktion verwendet und die GréBe der
zu analysierenden Flache auf 1-40 nm” bzw. 2-40 nm” eingegrenzt.

6.2.13 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie [SPR]
Die SPR Messungen wurden mit einem Zweikanal SPR-Gerat SR7000DC in einer Flusszelle (Reichert, USA)
durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten in NH4Ac Puffer (100 mM NH,Ac, 2 mM CaCl,, 1 mM NaCl) bei
einem Volumenstrom von 50 uL-min™. Die Injektion der Probenldsung erfolgt tber eine 1 mL
Probenschleife. Als Trager wurden SPR-Chips mit einer 50 nm Goldschicht von 12 mm x 12 mm verwendet
(Ssens by, Niederlande).
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6.3 Synthesen der Analyt-funktionalisierten Signalgeber

6.3.1 Monomersynthesen

6.3.1.1 RhodaminB-Monomere

Darstellung von 3',6'-Bis(diethylamino)-3 #-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthen]-3-on (1) (RhodaminB-Base)

h g
\/N /N\/ ~_N o} N~
LT o (L
o

Ethylacetat

OH O o)

1
M = 479,02 g/mol M = 442,56 g/mol

Die Synthese von 1 wurde nach folgender Literatur durchgefihrt: [34] Nguyen, T.; Francis, B. M. Org. Lett.
2003, 5 3245.

Eingesetzte Edukte: RhodaminB (9,28 g, 0,019 mol, 1eq.)

Ausbeute: 7,64 g, 0,017 mol (90 %), rosa Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDs0D) & 8.09 (d, /= 6.9 Hz, 1H, Harom), 7.72 = 7.54 (m, 2H, Harom), 7.26 (t, /= 9.0 Hz,
3H, Harom), 7.08 = 6.83 (M, 4H, Harom), 3.65 (M, 8H, Hepr), 1.29 (t /= 6.6 Hz, 12H, Hews).

BC-NMR (75 MHz, CD;0D) & 162.91 (+, Cearvonyl), 159.35 (+), 156.81 (+), 141.75 (+), 133.86 (+), 133.19 (-),
130.94 (), 130.72 (-), 130.44 (-), 130.37 (-), 114.98 (+), 114.78 (=), 97.02 (-, Ceonc ), 46.64 (+, Cqp2), 12.81 (-,
C3). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

Darstellung von A-(6-(Diethylamino)-9-(2-(piperazin-1-carbonyl)phenyl)-3 A-xanthen-3-yliden)- A-ethyl-
ethanaminiumchlorid (2) (RhodaminB-piperazinamid)

\/N N\/ /w \)\l 0 /'@/
Q™ S O
“AlMes, CH,Cly, = cl
O 24h, RF 0
o N
O
1 2

M = 547,14 g/mol

Die Synthese von 2 wurde nach folgender Literaturvorschrift durchgefuhrt: Nguyen, T.; Francis, B. M. Org

Lett. 2003, 5 3245.

Eingesetzte Edukte: RhodaminB-Base (15,28 g, 0,036 mol, 1 eq.), Piperazin (12,46 g, 0,14 mol, 4 eq)),

Trimethylaluminium 2 M in Toluol (70 mL, 0,14 mol, 4 eq.).

Ausbeute: 14,90 g, 0,027 mol (76 %), lila Feststoff.
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'H-NMR (300 MHz, CDsOD) & 7.84 — 7.72 (M, 2H, Haom), 7.73 = 7.61 (M, 1H, Haom), 7.59 - 747 (m, 1H,
Harom), 7.30 (d, /= 9.5 Hz, 2H, Haom), 7.13 = 7.04 (m, 2H, Haom), 7.00 (d, /= 2.4 Hz, 2H, Haom), 3.71 (g,
J=71Hz, 8H, Hep), 3.38 (M, 4H, Hpiperazin), 2.44 (M, 4H, Hpiperazin), 1.33 (t, /= 7.1 Hz, 12H, Hep).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl3) & 167.26 (+, Cn-czo), 157.75 (+), 156.03 (+), 155.68 (+), 135.64 (+), 135.12
(+), 13214 (-), 131.79 (-), 130.74 (+), 130.46 (-), 130.20 (-), 130.06 (-), 129.81 (-), 127.67 (-), 114.38 (-),
113.78 (+), 9641 (-, Ceoncai) 96.29 (-, Ceonea) 51.43 (+, CP\'peraz'\n)« 50.86 (+, CP\'peraz\'n)/ 47.69 (+, CP'\peraz'\n)/
46.24 (+, Cain), 4180 (+, Cpiperazin), 12.74 (-, Cgp). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig
zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 511,3073 [M]", gefunden: 511,3062 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3389 v(N-H), 2976 v(C-H), 1626 v(C=0), 1586 V(C=Caonm), 1468 8(CH,), 1413,
1340, 1274, 1247, 1181, 1134, 1075, 1008, 923, 826, 749, 683.

Darstellung von (2)-N-(9-(2-(4-(3'-Carboxyacryloyl)piperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-(diethylamino)-3 /-
xanthen-3-yliden)-A-ethylethanaminiumchlorid (3) (4-(3'-Carboxyacryloyl))rhcdaminB-piperazinamid)

N (0]

CH,Cly:DMF 2:1 +
RT,72h &

M = 645,20 g/mol

RhodaminB-piperazinamid (2) (2 g, 3,66 mmol, 1 eq.) und Maleinsaureanhydrid (0,36 g, 3,66 mmol, 1 eq.)
werden in 40 mL DMF:CH,Cl, 2:1 gelost und 48 h bei RT gerthrt. Das Losungsmittel wird entfernt und der
Rickstand mit K;CO5 (1 moI-L'l) aufgenommen. Die wassrige Phase wird mit 3 x Ethylacetat ausgeschittelt,
mit NaCl gesattigt und anschlieBend mit i-PrOH:CH,Cl, 2:1 ausgeschuttelt, bis die wassrige Phase nur noch
leicht pink ist. Die organische Phase wird Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Der Rick-
stand wird mit CHCl; aufgenommen und filtriert, um unlésliche Salze zu entfernen. Das Losungsmittel wird
entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,5 g, 2,33 mmol (64 %), lila Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDsOD) & 7.83 = 7.67 (M, 3H, Haom), 7.55 = 7.45 (M, 1H, Haom), 7.34 - 7.22 (m, 2H,
Harom), 7.08 (dd, /= 9.6, 2.0 Hz, 2H, Haom), 6.96 (d, /= 2.4 Hz, 2H, Haom), 6.06 (s, 2H, Ho—c-cyr-crrc-0), 3.69
(@, /=71Hz, 8H, Hcy), 3.59 = 3.35 (M, 8H, Hpiperazin), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 12H, He ).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl5) 6 169.21 (+, Co-c-0), 16745 (+, Cy.c-0), 157.78 (+), 156.06 (+), 155.80 (+),
135.86 (+), 135.77 (-), 135.07 (-), 132.17 (-), 131.93 (-), 130.43 (-), 130.37 (-), 130.29 (-), 130.15 (-), 129.75 (-),
128.97 (-), 113.77 (+), 108.14 (-), 96.33 (-, Ceonca) 46.28 (+, Cain), 44.54 (+, Cpiperazin), 44.45 (+, Chiperazin),
12.77 (-, Cay3). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 609,3077 [M]", gefunden: 609,3069 [M]".

109



6. Experimenteller Teil

IR (cm™, ausgewahlite Banden): 3397 v(O-H), 2978 v(C-H), 1626 v(C=0), 1585 V(C=Caom), 1466 5(CH,), 1412,
1337, 1276, 1246, 1180, 1133, 1076, 1009, 923, 826, 750, 683, 553.

Darstellung von A~(9-(2-(4-((2)-4'-((((3r,5r,7r)-Adamantan-1"-yl)methyl)amino)-4-oxobut-2-enoyl)piperazin-
1-carbonyl)phenyl)-6-(diethylamino)-3 Axanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid (4)
(4-(4'-(Adamantan-1"-yl)methyl)Jamino)-4'-oxobut-2'-enoyl)rhodaminB-piperazinamid)

> C /NV ] > Oy e
HoN
© 2 o
cl HATU, DIEA, cl
CH,ClI, Argon,

O N/\ 24 h, RT O N/\
N OOH
e

M = 792,46 g/mol

(4-(3'-Carboxyacryloyl))rhodaminB-piperazinamid) (3) (0,45 g, 0,70 mmol, 1 eq) und HATU (04 g,
1,05 mmol, 1,5 eq.) werden in 10 mL trockenem CH,Cl, unter Argon geldst. DIEA (0,14 g, 0,18 mL, 1,05
mmol, 1,5 eq.) und 1-Adamantyl-methylamin (0,13 g, 86 uL, 0,77 mmol, 1,1 eq.) werden zugeftgt und 24 h
bei RT gertihrt. Die Reaktionsmischung wird gegen 3 x 0,1 mol-L™" HCl ausgeschuittelt. Die organische Phase
wird Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Der Rickstand wird in wenig MeOH gelést
und mit einem groBen Uberschuss Et,O ausgefallt. Der Feststoff wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,43 g, 0,54 mmol (78 %), lila Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D) & 7.79 - 7,69 (M, 3H, Haom), 7.52 = 7.50 (M, 1H, Haom), 7.31 - 7.25 (m, 2H,
Harom), 7.09 (d, / = 8.5, 2H, Haom), 6.97 (s, 2H, Haom), 6.35 (d, /=11.6 Hz, 1H, Ho-c.cyecric=0). 6.17 (d,
/=116 Hz, IH, Ho—c.cpecpic=0), 3.70 (0, /= 7.23 Hz, 8H, Hepp), 3.47 —3.37 (m, 8H, Hpiperazin), 2.90 — 2.87 (m,
2H, Hinecpzcrs @), 1.94 (s, 3H, Hepeadamantan @), 1.75 (d, /= 12.1 Hz, 3H, Hepzadamantan @) 1.66 (d, /= 12.1 Hz,
3H, Hegzadamantan @) 1.51 = 1.49 (d, /= 10.8 Hz, 6H, Hepzadamantan ), 1.32 (4, /= 7.1 Hz, 12H, Hepp).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CD3;0D) & 169.66 (+, Cn.cz0), 159.30 (+), 157.28 (+), 136.54 (+), 134.10 (-), 133.17
(=), 131.79 (-), 13133 (-), 131.26 (-), 130.31 (-), 12894 (-), 128.02 (-), 11546 (-), 114.88 (+), 97.37 (-,
Ceonean) 52.06 (+, Cienpac-arz-nnco @), 46.91 (+, Caip), 41.33 (+, Ce-gio-cn @) 38.01 (+, Cierpo-grz 5, 35.19 (+,
Cera-ca) 2979 (-, Crp-ar @) 1285 (-, Cgp). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig
zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 756,4489 [M]", gefunden: 756,4429 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 2981 v(C-H), 2903 v(C-H), 2848 v(C-H), 1626 v(C=0), 1589 v(C=C,0n), 1416
8(CHy), 1341, 1277, 1181, 1134, 1076, 923, 843, 755, 684, 552.

EA berechnet fur C47HsgNsO4Cl - C 71,24, H 7,38, N 8,84; gefunden: C 60,38, H 6,69, N 7,96.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 10 % bezogen
auf den H- und N-Wert. Das "H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 4 durch Lésungsmittelreste.
Aufgrund der ionischen Struktur des RhodaminB-Grundgerdsts ist davon auszugehen, dass die Substanz
auch Reste von anorganischen Salzen aus den vorangegangen Syntheseschritten enthalt.
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Wie beschrieben erfolgt die Aufarbeitung des Monomers durch Extraktionsverfahren mit anschlieBendem
Ausfallen des Produktes. Die Aufreinigung von 4 durch eine Normalphasensaulenchromatographie war nicht
moglich, da aufgrund der starken Wechselwirkungen des kationischen Farbstoffs mit der polaren stationaren
Phase das Produkt nicht von der Saule isoliert werden konnte. Anhand der Auswertung der ‘H- und
BC-NMR Spektren und der hochaufgeldsten Massenspektrometrie konnte die Struktur von 4 nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (4) mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die
Polymerisation einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die Verunreinigungen die Polymerisations-
reaktion nicht stéren und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt werden kénnen.

@ (H,O:EtOH 101, Aoy = 566 nm) = 0,27
Aavs (HoO:EtOH 10:1) = 566 nm
Aem (H,O:EtOH 10:1) = 589 nm
& (EtOH) = 1,1:10° L'moL ™ cm™”

Darstellung von (2)-N-(9-(2-(4-(4'-(Butylamino)-4'oxobut-2'-enoyl) piperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-
(diethylamino)-3 #-xanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid (5)
(4-(4'-(Butylamino)-4'-oxobut-2'-enoyl)rhodaminB-piperazinamid)

~_N
HZN/\/\
HATU, DIEA, 4
CH,Cl, Argon,
16 h, RT 273
OHN !
NS0

M =700,32 g/mol

(4-(3'-Carboxyacryloyl))rhodaminB-piperazinamid) (3) (0,10 g, 0,16 mmol, 1 eq.) und HATU (0,07 g,
0,17 mmol, 1,1 eq.) werden in 10 mL trockenem CH,Cl, unter Argon gelést. DIEA (0,17 mmol, 0,02 g, 30 L,
1,1 eq.) und n-Butylamin (0,16 mmol, 0,01 g, 15 uL, 1 eq.) werden zugegeben und 16 h bei RT gerthrt. Die
Reaktionsmischung wird mit 2 x H,O und 2 x ges. NaHCO; ausgeschuttelt. Die organische Phase wird tber
Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Der Feststoff wird im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,10 g, 0,14 mmol (92 %), lila Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDs0D) & 7.77 (m, 3H, Haom), 7.51 (M, 2H, Haorm), 7.28 (M, 2H, Haom), 7.08 (dd,
J=9.6Hz, 2.0 Hz, 2H, Haom), 6.96 (d, /= 2.4 Hz, 2H, Harom), 6.35 (d, /= 11.8 Hz, 2H, Ho-c.ccii-c-o), 6.08
(d, /= 11.8 Hz, 2H, Ho-c crcrc-0), 3.69 (q, /= 7.1 Hz, 8H, Herd, 346 (M, 8H, Hoperaan), 317 (t, /= 6.1 Hz,
2H, Ho-cnicazc @) 155 — 141 (M, 2H, Ho-cniciocae @) 131 (4 / = 7.1 Hz, 17H, 12 Heps +

2 HCHZ-CiZ—CH3 et 3 HCHZ-CHZ-Ci}M))-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CD;OD) & 169.62 (+, Cn-czo), 159.29 (+), 157.26 (+), 136.52 (+), 134.19 (-), 133.16
(), 131.77 (+), 131.31 (-), 131.26 (), 128.93 (-), 127.83 (), 115.44 (-), 114.87 (+), 97.37 (-, Ceone ), 46.90 (+,

CQHZ)/ 4006 (+/ CO:CNH—QHZ—CHZ (1))/ 3239 (+/ CCHZ—QHZ—CHZ (2))/ 2108 (+/ C(CHZ)Z-QHZ-CH3 (3))/ 1405 (_/ C(CH2)3-£H3 (4));
12.83 (-, Cy3). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.
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HRMS (ESI): berechnet: 664,3857 [M]"; gefunden: 664,3841 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3296 v(N-H), 2973 v(C-H), 2930 v(C-H), 2873 v(C-H), 2079 v(C-Harom), 1705
v(C=0), 1627 v(C=0), 1585 v(C=C,om), 1466, 1411 8(CH,), 1335, 1273, 1246, 1179, 1132, 1074, 1007, 834,
683, 556.

EA berechnet fur CyoHsogNsO4Cl: C 68,60, H 7,20, N 10.00; gefunden: C 57,25, H 6,51, N 8,39.

Auch Produkt 5 enthélt noch Reste von Lésungsmittel, DIEA und anorganischen Salzen aus der Synthese.
Eine sdulenchromatographische Reinigung des Produktes war aufgrund der strukturellen Eigenschaften des
RhodaminB wie fur 4 beschrieben nicht moglich. Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (5)
mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die Polymerisation einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die
Verunreinigungen die Polymerisationsreaktion nicht storen und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt
werden konnen.

@ (EtOH, Aoy = 562 nm) = 0,41
Aaps (EtOH) = 562 nm
Aem (EtOH) = 585 nm
¢ (EtOH) = 8,4-10" L'mol™-cm™

Der ermittelte Extinktionskoeffizient von 5 in EtOH weicht circa 25 % von den ermittelten Werten fur & von
Produkt 4 und 7 ab. Die Auswertung des "H-NMR Spektrum zeigt, dass 5 zusatzlich zu den auch fiir 4 und 7
beschriebenen Verunreinigungen noch Verunreinigungen durch die in der Reaktion verwendeten Base DIEA
besitzt.

Darstellung von (2)-N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4'-(4'-oxo-4'-(prop-2"-in-1"-ylamino)but-2'-enoyl)piperazin-
1-carbonyl)phenyl)-3 A-xanthen-3-yliden)- A~ethylethanaminiumchlorid (6)
(4-(4'-(4"-Ox0-4'-(2"-propin-1"-ylamino)but-2'-enoyl)rhodaminB-piperazinamid)

\

H,N

HATU, DIEA,
CHCl,, Argon,
3h, RT

M = 682,26 g/mol

(4-(3'-Carboxyacryloyl))rhodaminB-piperazinamid) (3) (0,10 g, 0,16 mmol, 1eqg.) und HATU (0,07 g,
0,17 mmol, 1,1 eq.) werden in 10 mL trockenem CH,Cl, unter Argon gelést. DIEA (0,17 mmol, 0,02 g, 30 pL,
1,1 eq.) und Propargylamin (0,17 mmol, 0,01 g, 11 L, 1,1 eq.) werden zugegeben und 3 h bei RT geruhrt.
Die Reaktionsmischung wird mit 2 x H,O und 2 x 0,1 M HCl ausgeschuttelt. Die organische Phase wird Uber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Der Feststoff wird im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,10 g, 0,15 mmol (95 %), lila Feststoff.
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'H-NMR (300 MHz, CD;OD) & 7.74 (m, 3H, Haom), 7.52 (M, 1H, Haom), 7.29 (M, 2H, Haom), 7.08 (d,
J=9.5Hz, 2H, Hyom), 6.96 (d, / = 2.3 Hz, 2H, Haom), 641 (d, / = 11.7 Hz, 1H, Ho_c-cycri-c-0), 6.10 (d,
/=117 Hz, IH, Ho=c-cn=csc=0), 3.95 (M, 2H, Ho-cnp-cpzc=cn), 3.70 (q, /= 7.0 Hz, 8H, Hcy), 3.56 — 3.34 (m,
8H, Hpiperazin), 2.60 (M, 1H, Hyc=cocrp), 1,32 (8, /= 7.1 Hz, 12H, Hepa).

BC-NMR (75 MHz, CDCl) & 167.88 (Cin-c0), 166.92 (Cn-co), 164.29 (Cnco), 157.87, 156.30, 155.86,
135.28,132.52,132.28, 131.01, 130.31, 130.16, 128.19, 127.74, 114.65, 114.57, 113.97, 96.16 (Cencay), 79.61
(Chc=cena) 71.53 (Cuceccr)s 47.76 (Coperazin), 4644 (Coperazn), 4622 (Cr), 4157 (Coperain), 4095 (Criperazin)
29.12 (Cozenm-cra-c=ch), 12.72 (Cus). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 646,3388 [M]"; gefunden: 646,3407 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3418 v(N-H), 3283 v(C=C-H), 2973 v(C-H), 2925 v(C-H), 2718 v(C-H), 2124
v(C=0),1636 v(C=0), 1591 v(C=Cyom), 1526, 1468, 1415 &(CH,), 1341, 1274, 1245, 1180, 1131, 1074, 1008,
980, 923, 842, 711, 679, 617, 555, 493, 434.

Darstellung von A-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4'-((Z)-4"-oxo-4"-(((1"'-(2""-(((3S,4S,5R,6R)-3"", 4" 5" -triacetoxy-
6''-(acetoxymethyl)tetrahydro-2 H-pyran-2"'-yl)oxy)ethyl)-1#-1",2",3"~triazol-4"-yl)methyl)amino)but-2"'-
enoyl)piperazin-1-carbonyl)phenyl)-3 A-xanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid (7)
(4-(4'-(4"-oxo-4"-(((1""-(2""-((-3"", 4" 5""-triacetoxy-6"'-(acetoxymethyl)tetrahydro-2 A-pyran-2""-yl)oxy)ethyl)-
1+-1",2",3"-triazol-4"-yl)methyl)amino)but-2""-enoyl)rhodaminB-piperazinamid)

(PPhs)CuBr, DIEA,
CH,Cl, Ar, 40°C, 16 h

AcO N
4+ BAcQO N” |
Ao L N
c 2
0 o %
6 7

M = 1099,63 g/mol

(4-(4'-(4'-Ox0-4'-(2"-propin-1"-ylamino)but-2'-enoyl)rhodaminB-piperazinamid)  (6) (0,05 g, 0,07 mmol,
1 eq.) und Tetraacetyl-1-ethoxy-2-azido-mannose (0,03 g, 0,07 mmol, 1 eq.) werden in trockenem CH,Cl,
gelost. DIEA (38 pL, 0,22 mmol, 3 eq.) wird zugefigt und die Reaktionsmischung wird 10 min. mit Argon
gespult. Brom Tris(triphenylphosphin)kupfer(l) (0,007 g, 0,007 mmol, 0,1 eq.) wird zugeflgt und 16 h bei
40 °C Olbadtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel entfernt, der Rickstand wird in wenig
Methanol gelést und mit einem groBen Uberschuss Diethylether ausgefallt. Das Produkt wird abgesaugt und
im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,04 g, 0,04 mmol (51 %), lila Feststoff.
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IH-NMR (400 MHz, CD;0D) & 7.84 — 7.95 (m, 1H, Hu.cecicra, 7.72 = 7.78 (M, 3H, Haom), 7.50 = 7.52 (m,
1TH, Harom), 7.26 = 7.30 (M, 2H, Harom), 7.08 (d, /= 9.0 Hz, 2H, Harorm), 6.95 (M, 2H, Harom), 6.39 (d, /= 12.0 Hz,
1TH, Hoc-cpecii-c-0), 6.14 (d, /= 12.0 Hz, TH, Ho-c.ch-czec-0), 5.12 = 5.22 (m, 3H, 1-H, + 1-H; + 1-H,), 4.81
(s, 1H, Hy), 4.46 — 4.64 (M, 4H, 4-Hcpontannose)s 4.02 = 4.17 (m, 3H, 2-Hg + 1-H9), 3.90 (5, 1H, 1-Hc2mamose):
3.79 =333 (M, 17H, 8-Hey + 8-Heiperazin + 1-Hepzmannose) 211 (5, 3H, Ha), 2.05 (5, 3H, Hy), 2.02 (s, 3H, H)),
1.95 (s, 3H, Ha), 1.30 (t, /= 6.8 Hz, 12H, Hep.

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDsOD) & 172.34 (+, Cco) 17160 (+, Co), 171.52 (+, Ceo), 17141 (+, Co),
159.29 (+), 157.26 (+), 136.62 (+), 136.56 (), 134.70 (=), 133.17 (+), 132.33 (-), 131.81 (-), 131.32 (), 131.26
(-), 128.99 (-), 127.54 (-), 115.46 (-), 114.88 (+), 98.69 (-, Cy), 97.37 (-, Cencan) 70.62 (-, Cpyrancse-ring), 70.45
(= Cryranose-ring)r 70.11 (=, Cpyrancse-ring): 67.20 (+, Cgiomannose)r 06.99 (=, Cpyranose-ring): 63.33 (+, Cga-Mannose):
50.98 (+, Cair-mamose)r 46.91 (+, Can + Cpiperazin) 35.66 (+, Co-cnn-cra-c=cn), 20.65 (-, Cad, 20.58 (-, C4d,
12.85 (-, Cy3). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 1063,4771 [M]"; gefunden: 1063,4722 [M]".

R (cm?, ausgewahlte Banden): 2977 v(C-H), 2936 v(C-H), 2361, 1746 v(C=0), 1628 v(C=0), 1587
v(C=C,om), 1467, 1412 §(CH,), 1336, 1274, 1245, 1179, 1133, 1073, 839, 683.

EA berechnet fur CssHeg;NgO14Cl: C 60,08, H 6,14, N 10,19; gefunden: C 53,35, H 5,46, N 8,84.

Wie bereits fur 4 beschrieben, enthalt auch 7 noch Reste von Losungsmitteln und anorganischen Salzen aus
der Synthese. Eine saulenchromatographische Reinigung des Produktes war aufgrund der strukturellen
Eigenschaften des RhodaminB wie fur 4 beschrieben nicht méglich. Aus diesem Grund wurde entschieden
das Monomer (7) mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die Polymerisation einzusetzen, da davon
auszugehen war, dass die Verunreinigungen die Polymerisationsreaktion nicht stéren und anschlieBend
leicht durch Dialyse entfernt werden kénnen.

® (EtOH, Aoy = 562 nm) = 0,41
Aaps (ETOH) = 562 nm
Aerm (EtOH) = 585 nm

g (EtOH) = 1,1-10° L'mol™em™
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6.3.1.2 Naphthalsdureimid-Monomere
Darstellung von 4-Morpholinyl-1,8-naphthalsaureanhydrid (8)"*

H
Os 0.0 0s0._0
2Methoxyethano| 7
24 h, Argon, RF

O

8
M = 283,28 g/mol

Die Synthese von 8 wird nach folgender Literatur durchgefthrt: Wu, J; Yi, T.; Shu, T.; Yu, M.; Zhou, Z.; Xu, Z.;
Zhou, Y.; Zhang, H.; Han, J.; Li, F,; Huang, C. Angew. Chem. Int. £d. 2008, 47, 1063.

Ausbeute; 9,02 g, 0,03 mol (74 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.54 (d, /= 7.3 Hz, 1H, Hs, 849 (d, /=82 Hz 1H, H), 846 (d, /=79 Hz, 1H,
Hp 7.73 (t, /=79 Hz, 1H, Hy, 7.24 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H3), 4.04 — 4.01 (m, 4H, Hcpzo-cid, 3.33 = 3.30 (m,

4H, Hepano-co)-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl) § 161.22 (+, Ceo), 16051 (+, Coo), 156.99 (+, Ceocn), 134.96 (-), 13339 (-),
13238 (+), 131.72 (), 126.29 (-), 119.67 (+), 115.40 (-), 113.76 (), 112.55 (+), 66.97 (+, Cap-0-gi2), 53.46 (+,
Cao-no-ai2)- Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 283,0845 [M]", gefunden: 283,0833 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 2959 v(C-H), 2853 v(C-H), 1770 v(C=0), 1727 v(C=0), 1574 V(C=Caror),
1517, 1452, 1398, 1304, 1234, 1117, 1016, 918, 753.

Darstellung von A+(2'-Ethan-1'-ol)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (9)

OH
O 00 . O« _N__O
2\/\OH

"EtOH. 3 h, RF 72
6 3
5
O )
o)

8
M = 326,35 g/mol

4-Morpholinyl-1,8-naphthalsaureanhydrid (8) (2 g, 7,06 mmol, 1leq.) und Aminoethanol (0,60 g, 9,88 mmal,
0,59 mL, 1,4 eq.) werden in 30 mL EtOH gel6dst und 3 h unter Rickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird
entfernt, der Rickstand in CH,Cl, aufgenommen und mit 3 x H,O ausgeschuttelt. Die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,67 g, 5,12 mmol (73 %), hellgelber Feststoff.
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"H-NMR (300 MHz, CDCl;) § 8.57 (dd, /= 7.3, 0.8 Hz, 1H, Hg, 851 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H, 841 (dd, /= 84,
0.8 Hz, 1H, H, 7.69 (dd, / = 83, 7.5 Hz, 1H, Hy, 7.21 (d, / = 81 Hz, 1H, Hy, 443 (t, /=53 Hz, 2H,
Hero-crzom), 4.05 = 3.92 (M, 6H, 4-Hepzocpr + 2-Hon-cra-cznc-0) 3.34 = 3.17 (M, 4H, Hepeno-ced, 2.62 (1,
/=52 Hz, IH, Hoo-cro-04)-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl3) & 165.28 (+, Cco), 164.86 (+, Cp), 156.00 (+, Ceocn), 132.93 (-), 131.52 (-),
130.43 (-), 130.04 (+), 126.17 (+), 125.93 (-), 123.15 (+), 116.87 (+), 115.06 (-), 67.04 (+, Cgip-0-g2), 61.93 (+,
Cena-c2-on) 53.55 (+, Caio-nor-anz), 42.82 (+, Cepp-aia-n-c=0). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig
zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 326,1267 [M]", gefunden: 326,1257 [M]".

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3463 v(O-H), 2961 v(C-H), 2854 v(C-H), 1691 v(C=0), 1647 v(C=0), 1587
v(C=Cyom), 1514, 1452, 1378, 1233, 1180, 1115, 1044, 983, 903, 845, 785, 755, 670, 553.

Darstellung von A-(2'-(4"-Oxobut-2"-ensaure)ethoxy)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (10)

Aceton EtzN, &7 2
24h RT i, s

& Q-

M = 424,41 g/mol

(N-2'-Ethan-1"-ol)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (9) (1,00 g, 3,06 mmol, 1 eq.) wird in 20 mL Aceton
gelost. EtsN (0,47 g, 0,64 mL, 4,60 mmol, 1,5 eq.) und Maleinsdureanhydrid (0,9 g, 9,20 mmol, 3 eq.) werden
zugegeben und 24 h bei RT gerthrt. Die Reaktionsmischung wird in CHCl3 aufgenommen und mit 3 x H,O
ausgeschuttelt. Die organische Phase wird Uber Na,SO4 getrocknet, das Lésungsmittel entfernt und der
Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,03 g, 2,43 mmol (79 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 8.59 (dd, /= 7.3, 0.8 Hz, 1H, H), 8.53 (d, /= 8.1 Hz, 1H, HJ), 8.45 (dd, /= 84,
0.8 Hz, 1H, Hy, 7.72 (dd, / = 158, 0.8 Hz, 1H, Hp, 723 (m, 1H, HJ, 644 (d, / = 12.8 Hz, 1H,
Hiooc-cicrcooctz), 628 (d, / = 12.8 Hz, 1H, Huooccrocrcooa), 461 (dt, / = 22.0, 46 Hz, 4H,
Ho-cnecrzcrzoc-0), 4.07 = 3.97 (M, 4H, Hepzo-ci, 333 = 3.22 (M, 4H, Hepanio-cd-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl) & 167.40 (+, Co-co), 164.67 (+, Co-co). 164.65 (+, Co-cn), 16415 (+,
Co=cn), 156.19 (+, Ceen), 136.59 (), 135.78 (-), 133.88 (-), 133.06 (-), 131.62 (-), 130.67 (-), 130.10 (+),
128.96 (-), 126.25 (+), 126.00 (), 12292 (+), 116.58 (+), 115.14 (), 67.02 (+, Ccmp-gir-0-a2), 6411 (+,
Cerp-aiz-o-c=0) 53.53 (+, Cgunoy-aiz) 3858 (+, Cepp-gianc-o). Die aromatischen C-Atome sind nicht
eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 424,1271 [M]", gefunden: 424,1251 [M]".
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IR (cm™, ausgewahlite Banden): 3469 v(O-H), 2966 v(C-H), 2853 v(C-H), 1729 v(C=0), 1694 v(C=0), 1652
v(C=0), 1586 v(C=Cyom), 1515, 1452, 1377, 1234, 1165, 1115, 1020, 845, 786, 756, 670, 581, 552.

Darstellung von A-(2'-(Piperazin-1"-yl)ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (11)

ZT

\_/

C
EN] y

0 _0._0O O« _N._O

OO EtOH, 16h RF OO
N N
. )

11
M = 394,47 g/mol

4-Morpholinyl-1,8-naphthalsédureanhydrid (8) (2,00 g, 7,06 mmol, 1 eqg.) und Aminoethylpiperazin (1,28 g,
1,30 mL, 9,88 mmol, 1,4 eq.) werden in 30 mL EtOH geldst und 16 h unter Rickfluss erhitzt. Die Reaktions-
mischung wird in CHCl3 aufgenommen und mit 3 x H,O ausgeschuttelt. Die organische Phase wird tber
Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,58 g, 6,54 mmol (93 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl) § 8.54 (dd, / = 7.3, 1.1 Hz, 1H, Hg, 849 (d, /= 81 Hz, 1H, Hy, 8.39 (dd,
/=85 11Hz 1H Hy, 767 (dd, /= 158, 1.1 Hz, 1H, Hp, 7.20 (d, / = 81 Hz, 1H, Hy, 435 - 4.25 (,
J=71Hz, 2H, Heup-con-c=0) 4.03 = 3.94 (M, 4H, Hepoocpa), 3.28 - 3.18 (M, 4H, Hepono-camd, 2.90 — 2.79
(m, 4H. Heponero-caa, 2.69 = 2.61 (t, /= 7.2 Hz, 2H, Hem-cpzncn2), 2.55 (M, 4H, Heponm-cmd, 1.82 (s, 1H,
Hyg).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCls) 6 164.42 (+, Cc-0), 163.96 (+, Co), 155.69 (+, Cc-cn), 132.54 (), 131.20 (-),
130.10 (), 129.98 (+), 126.25 (+), 12591 (-), 123.42 (+), 117.27 (+), 115.05 (-), 67.06 (+, Cgip-0-g12), 56.43 (+,
Cera-gionehan), 5483 (+, Capnchagi) 9355 (+, Cgioneoran) 4623 (+, Cgonngn) 3732 (+
CeHa-cH2-n-c=0). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 394,2005 [M]", gefunden: 394,2006 [M]".

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3563 v(N-H), 2949 v(C-H), 2823 v(C-H), 1694 v(C=0), 1652 v(C=0), 1589
v(C=Cyom), 1514, 1451, 1372, 1233, 1145, 1115, 1043, 980, 906, 846, 786, 756, 669, 595, 559.
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Darstellung von A-(2'-(4"'-Oxobut-2""-ensaure-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-
naphthalsaureimid (12)

: o)

i HO |

: o
H :

) O
HN : HN
Os N._O ﬁo P Oy N._O
9

CHZC|2y Et3N, E 7 2
2h, RT i ,

. 5
) )
o : o
11 12

M = 492,53 g/mol

N-(2'-(Piperazin-1"-yl)ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (11) (2,00 g, 5,08 mmol, 1eq.) wird in
30 mL Aceton gelost. EtsN (0,76 g, 1,06 mL, 7,62 mmol, 1,5 eq) und Maleinsaureanhydrid (0,74 g,
7,62 mmol, 1.5 eq.) werden zugegeben und bei RT gerthrt. Nach 2 h ist ein Niederschlag ausgefallen
welcher abgesaugt und mit Aceton und Et,O gewaschen wird. Der Feststoff wird im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,80 g, 3,65 mmol (72 %), gelber Feststoff. (enthalt Reste von Triethylamin)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.55 (d, /= 7.2 Hz, 1H, Hy), 849 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H), 8.40 (d, /= 84 Hz, 1H,
H),7.69 (t /= 7.9 Hz, 1H, Hy), 7.22 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H3), 6.26 (d, /= 12.1 Hz, 1H, Hyooc.caci-concii), 6.05
(d, /= 121 Hz, 1H, Huooccrcrconcin) 431 (4 /= 6.7 Hz, 2H, Heppcpon-c-op), 4.07 — 3.93 (m, 4H,
Hepzocrd, 3.63 (M, 2H, Heponcoycin) 349 (M, 2H, Herpnc-oycs, 3.31 = 3.18 (M, 4H, Heponoycid, 2.73 (&,
/: 67 HZ, ZH, HCHZ—CiZ—N(CHZ)Z)r 262 (S/ 4H, HCiZ—N(CHZ)—CiZ)

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCly) & 170.21 (+, Co-co0), 167.63 (+, Cozcn), 16449 (+, 1C, Co-cn), 164.02 (+,
Co=cn), 155.82 (+, Ceoen), 13264 (5), 131.95 (), 131.28 (), 130.24 (-), 130.06 (-), 126.32 (+), 125.97 (-),
12341 (+), 117.23 (+), 115.11 (), 67.08 (+, Cgiz-0-a12): 55.77 (+, Cepa-gra-nichz2), 53.59 (+, Ca-no-aia), 53.24
(+, Caunercn), 5281 (+, Conpnerz-ai2) 4523 (+, Caine=01-an), 3743 (+, Co-gion-c-op). Die
aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 493,2082 [M+H]"; gefunden: 493,2093 [M+H]".

R (cm?, ausgewahlte Banden): 2972 v(C-H), 2820 v(C-H), 1694 v(C=0), 1651 v(C=0), 1585 v(C=Cyrom),
1514, 1446, 1373, 1238, 1115, 1042, 980, 905, 838, 743, 663, 580.
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6. Experimenteller Teil

Darstellung  von  A-(2'-(4"'-(((3r,5r,7r)-Adamantan-1""-yl)-methyl)amino)-(4"-oxobut-2"-enoat)ethyl)-4-
morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (13)

(@) 5, (0]
N 3 N
OH re . \ 2 Tl/l
NH;

(O 0]

H
.
¢ T
N.__O OsxN._O
HATU, DIEA, 7 2
CH,ClI, Argon, 6 3
5

16 h, RT
N N

)
10 13
M = 571,67 g/mol

/

N-(2'-(4"-Oxobut-2"-ensaure)ethoxy)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (10) (0,10 g, 0,24 mmol, 1 eq.)
und HATU (0,10 g, 0,26 mmol, 1,1 eq.) werden in trockenem CH,Cl, unter Argon gel6st. DIEA (0,03 g,
45,00 uL, 0,26 mmol, 1,1 eq.) und 1-Adamantyl-methylamin (0,04 g, 42,60 pL, 0,24 mmol, 1 eq.) werden
zugegeben und 16 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wird in CHCl; aufgenommen und mit 3 x H,O
und 1xHCl (1 mol L’l) ausgeschuttelt. Die organische Phase wird Uber Na,SO; getrocknet, das
Losungsmittel entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,10 g, 0,17 mmol (73 %), oranger Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5) & 8.58 (d, /= 7.2 Hz, 1H, HJ), 852 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H2), 843 (d, / = 84 Hz, 1H,
), 8.34 (s, 1H, Hyy, 771 (t, /= 7.9 Hz, 1H, Hy), 7.23 (d, ) = 8.1 Hz, 1H, HJ), 630 (d, /= 13.1 Hz, 1H,
HCHZHNOC-HC:Cﬁ-COOCHZ)/ 601 (d, / = 131 HZ, :I-H/ HCHZHNOC-/_{:CH-COOCI-Q)/ 453 (S, 4H, H(O:C)Z—N-CiZ-CiZ-O—C:O)r
410 = 3.91 (m, 4H, Hepzocidr 3-35 = 3.16 (M, 4H, Hepono e, 2296 (d, /= 6.0 Hz, 2H, Hinecrocrs a9), 1.93
(5, 3H, Hepadamantan @), 1.63 (dd, /= 12.0 Hz, , 6H, Herio-agamantan 39) 149 (d, /= 1.2 Hz, 6H, Herp-agamantan 57)-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl3) & 166.11 (+, Co-co), 164.66 (+, Cocn), 164.44 (+, Coocn), 16414 (+,
Co=cn), 156.10 (+, Ceoen), 139.53 (-), 132.94 (), 131.55 (), 130.53 (-), 130.18 (+), 126.37 (+), 126.04 (),
12411 (-), 12317 (+), 116.90 (+), 11517 (), 67.08 (+, Cair-o-g), 62.90 (+, Cemp-gir-o-c=0), 53.61 (
Canno-aiz)h 51.58 (+, Cerzac-aianmco @) 4027 (+, Cegioen @) 3887 (+, Cenpgionc-o0), 37.10 (+,
Cierz-ar2 59) 33.81 (+, Cicrmacn)r 2845 (-, Cichas-an wy). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig
zuzuordnen.

+

!

HRMS (EI) m/z berechnet: 571,2677 [M]", gefunden: 571,2677 [M]".

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3307 v(N-H), 2901 v(C-H), 2847 v(C-H), 1697 v(C=0), 1654 v(C=0), 1588
v(C=Cyhom), 1512, 1450, 1374, 1234, 1115, 1020, 845, 748, 665.

EA berechnet fur Cs3H37N306: C 69,33, H 6,52, N 7,35; gefunden: C 66,19, H 6,97, N 8,31.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 10 % bezogen
auf den H- und N-Wert. Das "H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 13 durch Lésungsmittelreste
und Diisopropylethylamin (DIEA). Anhand der Auswertung der "H- und “C-NMR Spektren und der hochauf-
gelosten Massenspektrometrie konnte die Struktur von 13 nachgewiesen werden.
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6. Experimenteller Teil

Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (13) mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die
Polymerisation  einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die Verunreinigungen die
Polymerisationsreaktion nicht stéren und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt werden kénnen. Der
Einbau von 13 in das Polymer CoPo5.1 konnte mit Hilfe von UV-VIS-Spektroskopie bestimmt werden. Dabei
wurde ein quantitativer Einbau von 13 in das Copolymer gefunden (siehe Kapitel 4.4.1). Aus diesem Grunde
kann die Annahme getroffen werden, dass die Verunreinigungen keinen Einfluss auf die Reaktivitat des
Monomers besitzen.

@ (EtOH, Aoy = 398 nm) = 0,06
Aabs (EtOH) = 398 nm

Aem (EtOH) = 534 nm

& (EtOH) = 9400 L'mol™-cm™

N-Q2'-(4""-((((3r,5r, 7r)-adamantan-1"""-yl)methyl)amino))-(4"-oxobut-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-
4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (14)

(@] . . (@]
(@] : - (@]
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-’ -
OxN._O  HATU, DIEA, Ox N._0

CH,Cl,, Argon,

DO O
6 3

M = 639,80 g/mol

N-(2'-(4""-Oxobut-2""-ensaure-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (12) (0,10 g,
0,20 mmol, 1 eq.) und HATU (0,09 g, 0,22 mmol, 1,1 eq.) werden in trockenem CH,Cl, unter Argon gelost.
DIEA (0,03 g, 0,04 mL, 0,22 mmol, 1,1 eq.) und 1-Adamantyl-methylamin (0,03 g, 0,04 mL, 0,20 mmol, 1 eq.)
werden zugefugt und 16 h bei RT gerthrt. Die Reaktionsmischung wird in CHCl; aufgenommen und mit
3x H,O und 1 xHCl (1 mol/L) ausgeschittelt. Die organische Phase wird Uber Na,SO4 getrocknet, das
Losungsmittel entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,13 g, 0,20 mmol (100 %), gelber Feststoff, enthalt Verunreinigungen von DIEA und Triethylamin.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 854 (d, /=71 Hz, 1H, Hy, 848 (d, /= 81 Hz, 1H, H, 841 (d, /= 8.3 Hz, 1H,
H») 770 (t, /=78 Hz, 1H, Hp, 7.22 (d, /= 8.1 Hz, 1H, Hy), 6.32 (d, /= 12.5 Hz, 1H, Hcrannoc-rHe=caconeH2)2),
6.10 (d, / = 12,5 Hz, 1H, Heramnoc-sc-ci-conrap), 438 (t, / = 5.5 Hz, 2H, Herp-cpzn-c-op) 401 (m, 4H,
Hepzo-cuds 3.70 (M, 2H, Hepgznec=0)-cra), 3.55 (M, 2H, Hema-nic=0)-cxds 3.27 (M, 4H, Hepznigy-cuds 2.92 (M, 8H,
4-Heponcno-caz + 2-Hema-caznicriz + 2-Hinecmzcrs @) 1.95 (s, 3H, Hen-adamantan @9), 1.68 — 1.56 (m, 6H,

HCHZ Adamantan (3 ) 1.46 (S 6H HCHZ Adamantan (5 ))
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6. Experimenteller Teil

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCls) & 164.77 (+, Co=cn), 164.70 (+, Cooen), 164.17 (+, 1C, Cozen), 16241 (+,
Co=cn), 156.13 (+, Ceen), 132.93 (), 131.52 (-), 130.60 (-), 130.19 (+), 126.33 (+), 126.00 (-), 123.19 (+),
116.90 (+), 115.16 (=), 67.08 (+, Cgp-0-a42). 56.94 (+, Cair-ncha-c2): 5544 (+,Cicrasc-aio-nnco @9), 53.60 (+,
Canno-ai2 51.33 (+,Cena-grancrza) 40.31 (+, Cegro-cr @) 40.21 (+, Cara-nic=0)-crz) 37.03 (+, Cicmz-gi2 5):
36.77 (+, Ceno-gion-c=02) 3448 (+, Corpnc=0-a0) 33.74 (+; Cenaa-c) 2836 (- CcHaz-gn @) Die
aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 639,3415 [M]", gefunden: 639,3423 [M]".

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3326 v(N-H), 2900 v(C-H), 2846 v(C-H), 1694 v(C=0), 1653 v(C=0), 1613
v(C=0), 1587 v(C=C,om), 1450, 1372, 1208, 1117, 835, 784, 557.

EA berechnet fur C37H4sNsOs: C 69,64, H 7,09, N 10,95; gefunden: C 61,14, H 6,74, N 9,92.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 10 % bezogen
auf den H- und N-Wert. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 14 durch
Adamantanmethylamin und Triethylamin. Anhand der Auswertung der 'H- und “C-NMR Spektren und der
hochaufgelosten Massenspektrometrie konnte die Struktur von 14 nachgewiesen werden. Aus diesem Grund
wurde entschieden das Monomer (14) mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die Polymerisation einzusetzen,
da davon auszugehen war, dass die Verunreinigungen die Polymerisationsreaktion nicht stéren und
anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt werden kénnen. Der Einbau von 14 in das Polymer CoPo5 konnte
mit Hilfe von UV-VIS-Spektroskopie bestimmt werden. Dabei wurde ein nahezu quantitativer Einbau von 14
in das Copolymer gefunden (siehe Kapitel 4.4.1). Aus diesem Grunde kann die Annahme getroffen werden,
dass die Verunreinigungen keinen Einfluss auf die Reaktivitat des Monomers besitzen.

@ (EtOH, he, = 398 nm) = 0,07
Aabs (EtOH) = 398 nm
Aem (EtOH) = 532 nm
& (EtOH) = 11000 L'mol "-cm™

Darstellung von A-(2'-(Tetrahydro-2 H-pyran-2"",3""" 4"" 5" -tetrayl tetraacetat)oxy)methyl)-(4"'-oxobut-2""'-
enoyl-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (15)

0
HO™
0
N Aco OH
() Q
N
H A0 AC0oac
Os_N._0O HATU, DIEA,

CH,Cl, Argon,

OO 16 h, RT

M = 822,82 g/mol
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6. Experimenteller Teil

Das Produkt 15 wird analog der Synthesevorschrift fur 14 hergestellt. Es werden die gleichen molaren
Mengen eingesetzt. Als Substituent wird 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-B-D-glucopyranose (0,07 g, 0,20 mmol,
leq.) verwendet. Der entstandene Feststoff wir sdulenchromatografisch gereinigt (CHCl;:CH3OH 30:1). Das
Produkt befindet sich in der zweiten Fraktion.

Ausbeute: 0,08 g, 0,09 mmol (45 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 8.57 (dd, /= 7.3, 1.0 Hz, 1H, Ho, 851 (d, /=82 Hz, 1H, Hy, 843 (dd, /= 84,
10Hz, 1H Hy, 771 (dd, /= 74, 1.0 Hz, 1H, Hy, 7.24 (d, /= 8.2 Hz, 1H, Hy, 6.56 (d, /= 119 Hz, 1H,
Hancooc-re=circoncrz2), 6.04 (d, /= 11.9 Hz, TH, sncooc-uc=ch-conchaz) 571 (d, /= 8.1 Hz, 1H, Hy), 528 -
506 (m, 3H, I-H,y + 1-Hy + 1-Hy), 431 (t, /= 6.7 Hz, 2H, Hepo-cpon-c=op), 4.24 - 417 (m, 2H, Hg), 4.03 -
3.00 (M, 4H, Hepro-cp, 3.87 — 3.84 (m, 1H, Hs), 3.64 (M, 2H, Hepznic=0)-cH2), 3.36 (M, 2H, Herpone-0)-cx.
3.26 (M, 4H, Hepono-cpds 2.72 (& /= 6.7 Hz, 2H, Hero-cponecre), 2.58 (M, 4H, Heponcro-cqd, 2.10 (s, 3H,
Had, 2.02 =2.00 (m, 9H, Hy).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCly) & 170.16 (+, Co-0, 16941 (+, Co-0, 169.30 (+, Co-g, 168.99 (+, Co-0),
165.20 (+, Co=0, 164.53 (+, Co-0), 164.10 (+, Co-0, 164.06 (+, Co-0), 155.83 (+, Cccn), 139.19 (-), 132.65
(), 131.30 (), 130.24 (), 130.08 (+), 126.35 (+), 125.99 (), 123.44 (+), 122.38 (-), 117.27 (+), 115.14 (),
91.81 (-, Co) 72.93 (-, Cauclucose) 72.75 (= Caraiucose) 7041 (-, Cai-gucose) 68.10 (=, Car-giucose), 67.10 (+,
Cai-0-gi) 62.22 (+, Cg), 55.75 (+, Cerp-gro-nicr) 53.61 (+, Capnio-aia) 53.08 (+, Capnicha-cra) 52.77 (+,

Ceroncrz-a2), 4631 (+, Capnc=0)-ci2) 41.40 (+, Ceppnic=0)-a2) 37. 43 (+ Cerz-cro-n-c=02), 20.90 (-, Caz-ad),
20.71 (-, Caiz-ad), 20.67 (-, Cap-ad) 20.65 (=, Cnz-ad). Es sind nicht alle C-Atome eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 823,3032 [M+H]"; gefunden: 823,3070 [M+H]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 2929 v(C-H), 2856 v(C-H), 1756 v(C=0), 1694 v(C=0), 1649 v(C=0), 1588
v(C=Cyom), 1514, 1448, 1368, 1208, 1072, 1035, 906, 786.

EA berechnet fur CyoHssN4O15 - H,O: C 57,14, H 5,75, N 6,66; gefunden: C 55,90, H 5,69, N 6,62.
@ (EtOH, Aey = 398 nm) = 0,08

Maps (EtOH) = 394 nm

Aem (ETOH) = 531 nm

& (EtOH) = 9400 L-mol ™ cm’
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6. Experimenteller Teil

Darstellung von A-(2'-(N-Butyl-(4""-oxobut-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl)))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-
naphthalsaureimid (16)

HoN™ >

Ox N O HATU, DIEA, Oy N._O
CH,Cly, Argon,

OO 16 h, RT 7 2
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o

M = 547,66 g/mol

Das Produkt 16 wird analog der Synthesevorschrift fur 14 hergestellt. Es werden die gleichen molaren
Mengen eingesetzt. Als Substituent wird n-Butylamin (0,02 g, 0,02 mL, 0,20 mmol, 1 eq.) verwendet.

Ausbeute: 0,08 g, 0,15 mmol (74 %), oranger Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 856 (dd, / = 7.3, 1.0 Hz, 1H, Hy, 851 (d, / = 81 Hz, 1H, H), 842 (dd,
/=84,09Hz, 1H, Hy, 770 (dd, /= 74, 0,96 Hz, 2H, 1-Hs + 1-Hyy), 7.23 (d, /= 8.1 Hz, 1H, Hy, 6.31 (d,
/=129 Hz, TH, Hemarnoc-He=caconienae), .07 (d, /= 12.9 Hz, TH, Hemomnoc-se=ch-conenan), 4.31 (1, /= 6.6 Hz,
2H, Hepp-cpzn-c=0)2) 4.06 — 3.98 (M, 4H, Hepzo-cpd, 3.66 - 3.55 (M, 2H, Hema-cpznic-0)-cH2)s 345 — 3.38 (m,
2H, Heranic=oyctdr 3.30 — 321 (M, 6H, 4-Heponocrz + 2-Ho=cnm-cpzcz @) 272 (& / = 6.6 Hz, 2H,
Hera-caznicha), 2.57 (M, 4H, Hepznena)cqd, 148 (M, 2H, Hoenm-cha-cpz @) 1.33 (M, 2H, Hewa-cpzcs 39), 0.89
(t, /=73 Hz, 3H, Herpcro-cas@y)-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl) & 165.85 (+, Co=cn), 164.94 (+, Co-cn), 164.63 (+, Co-cn), 164.15 (+,
Co=cn), 15593 (+, Ceen), 132,74 (-), 13175 (-), 131.39 (+), 130.33 (), 130.16 (+), 129.05 (), 12643 (+),
126.07 (=), 12350 (+), 117.32 (+), 11522 (-), 67.17 (+, Cair-o-c2), 55.76 (+, Ccnr-cio-ncHo), 53.68 (+,
Canno-aizh 5338 (+, Capneracr), 52.97 (+, Coronero-aia) 46.82 (+, Cerpnc=0)-ariz), 41.87 (+,
Cannie=0-cH2)r 3945 (+, Cozenm-aro-chz a9 3745 (+, Comp-aro-n-c=0y2), 31.62 (+, Cenp-go-crz @) 20.27 (+,
CicHz-ara-c3 39) 13.92 (-, Cichas-an3 wy)- Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (EI) m/z berechnet: 547,2789 [M]", gefunden: 547,2700 [M]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3293 v(N-H), 3070 v(C-H), 2959 v(C-H), 2925 v(C-H), 2357 v(C-Harom), 1693
v(C=0), 1651 v(C=0), 1614 v(C=0), 1588 v(C=C,om), 1514, 1449, 1373, 1236, 1116, 1043, 847, 784, 758.

EA berechnet fur C3pH37NsOs: C 65,79, H 6,81, N 12,79; gefunden: C 59,46, H 6,68, N 11,76.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 8 % bezogen
auf den N-Wert. Das "H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 16 durch Losungsmittelreste und
Diisopropylethylamin  (DIEA). Anhand der Auswertung der 'H- und “C-NMR Spektren und der
hochaufgeldsten Massenspektrometrie konnte die Struktur von 16 nachgewiesen werden.
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Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (16) mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die Poly-
merisation einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die Verunreinigungen die Polymerisationsreaktion
nicht stéren und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt werden kénnen. Der Einbau von 16 in das
Polymer CoPo9 konnte mit Hilfe von UV-VIS-Spektroskopie bestimmt werden. Dabei wurde ein quantitativer
Einbau von 16 in das Copolymer gefunden (siehe Kapitel 4.4.1). Aus diesem Grunde kann die Annahme
getroffen werden, dass die Verunreinigungen keinen Einfluss auf die Reaktivitat des Monomers besitzen.

@ (EtOH, Aey = 398 nm) = 0,07
Aaps (EtOH) = 398 nm

Aem (EtOH) = 530 nm

& (EtOH) = 8800 L'mol™:cm™

Darstellung von A-(2'-(N-Octadecyl-(4""-oxobut-2""-enamid(4"-piperazin-1"-yl)))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-
naphthalsaureimid (17)
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M= 744,03 g/mol
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Das Produkt 17 wird analog der Synthesevorschrift fur 14 hergestellt. Es werden die gleichen molaren
Mengen eingesetzt. Als Substituent wird Octadecylamin (0,06 g, 0,22 mmol, 1,1 eq.) verwendet.

Ausbeute: 0,04 g, 0,05 mmol (27 %), oranger Feststoff.

H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 853 (d, /= 7.2 Hz, 1H, Hy, 847 (d, /= 81 Hz, 1H, H, 840 (d, /= 8.4 Hz, 1H,
Hy) 7.69 (t, /=79 Hz 1H, Hy, 7.21 (d, /= 81 Hz, 1H, Hy), 6.29 (d, /= 12.4 Hz, 1H, Herarnoc-He=C 4CONCH2)2),s
6.05 (d, /= 124 Hz, 1H, Henannoc-go=cH-coneHz), 4.36 — 4.38 (M, 2H, Heno-cpon-c=op), 3.99 — 4.01 (m, 4H,
Hepzocndr 3.67 (bs, 2H, Hepzanc=o0ycHz), 3.53 (bs, 2H, Herane=0ycqds 3.26 (M, 4H, Heponecmd, 3.17 (dd,
J=12.4,65Hz, 2H, Ho-cnn-cpzchane-crz) 3.11 = 271 (m, 6H, 2-Herp-cpznicrzz + 4-Hemznerz-cmd 1.52 =
1.41 (m, 2H, Ho=cnr-cHz-chz(cHas-cra) 1.23 — 1.24 (M, 30H, Ho-cnn-crz-chz-cazis-cna), 0.87 (t, /= 6.6 Hz, 3H,

HO:CNH-CH2-(CH2)16»Ci3)-
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BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl) & 166.53 (+, Cozcn), 164.82 (+, Cozcn), 164.71 (+, Co-cn), 164.34 (+,
Co=cn), 156.22 (+, Ceen), 133.00 (), 131.56 (-), 130.69 (), 13047 (-), 130.33 (+), 130.13 (+), 126.25 (+),
126.02 (-), 123.06 (+), 116.70 (+), 11517 (-), 67.09 (+, Car-o-c2), 56.17 (+, Cenr-co-ncHo), 53.62 (+,
Canno-aih 5293 (+, Capneracr), 52.65 (+, Coroner-aiz) 4545 (+, Cerpnc=0)-aiz), 4041 (+,
Caranic=0)-cH2), 39.87 (+, Co=cnn-cz-chate-chz) 36.35 (+, Cena-gianc=02) 32.07 (+, Caiz-octadecy), 29.86 (+,
Can-ocadeey) 29.80 (+, Cai-octadecyl)s 29.75 (+, Caip-octadecyl)s 29.50 (+, Cap-octadeayt): 2948 (+, Cap-octadecyl):
2941 (+, Cair-ocadeay) 27.14 (+, Cap-octadeayt) 22.83 (+, Cair-octadey)s 14.23 (=, Cicrp17-g3)- Die aromatischen
C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 744,5058 [M+H]"; gefunden: 744,5059 [M+H]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3413 v(N-H), 3303 v(N-H), 2922 v(C-H), 2852 v(C-H), 1693 v(C=0), 1656
v(C=0), 1588 v(C=Cyom), 1451, 1372, 1236, 1118, 835, 784.

EA berechnet fur C4sHgsNsOs: C 71,03, H 8,81, N 9,41; gefunden: C 64,34, H 8,19, N 8,86.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 5 % bezogen
auf den H- und N-Wert. Das "H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 17 durch Losungsmittelreste.
Anhand der Auswertung der "H- und C-NMR Spektren und der hochaufgelsten Massenspektrometrie
konnte die Struktur von 17 nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (17)
mit dem erhaltenen Reinheitsgrad in die Polymerisation einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die
Verunreinigungen die Polymerisationsreaktion nicht stéren und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt
werden kénnen. Der Einbau von 17 in das Polymer CoPo9 konnte mit Hilfe von UV-VIS-Spektroskopie
bestimmt werden. Dabei wurde ein quantitativer Einbau von 17 in das Copolymer gefunden (sieche Kapitel
4.41). Aus diesem Grunde kann die Annahme getroffen werden, dass die Verunreinigungen keinen Einfluss
auf die Reaktivitdt des Monomers besitzen.

@ (EtOH, ey = 398 nm) = 0,09
Anps (ETOH) = 395 nm
Aem (EtOH) = 532 nm

& (EtOH) = 10000 L-mol™®cm™
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Darstellung von A-(2'-(Piperidin-1""-yl-(4"-oxo-4""-but-2"'-enoyl-(4"-piperazin-1"-yl)))ethyl)4-morpholinyl-
1,8-naphthalsaureimid (18)
o}

O

(e} NHO HATU, CHyCl,, Os_N.__O
Argon, 16 h, RT

7 2

C O

N N

) )

M= 559,67 g/mol

CZI
=

3

Das Produkt 18 wird analog der Synthesevorschrift fur 14 hergestellt. Es werden die gleichen molaren
Mengen eingesetzt. Als Substituent und Base wird Piperidin (0,05 g, 0,06 mL, 0,60 mmol, 3 eq.) verwendet.

Ausbeute: 0,04 g, 0,07 mmol (36 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) § 8.59 (d, /= 7.2 Hz, 1H, HJ), 853 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H.), 844 (d, /= 8.4 Hz, 1H,

H), 7.73 (t, /= 7.9 Hz, 1H, Hy, 7.25 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H3, 632 (q, /= 12.1 Hz, 2H, Hctppnoc-se-crconciog).
434 (t, /= 6.5 Hz, 2H, Herp-coonic—op) 4.02 - 4.04 (M, 4H, Hegoo.cs9), 3.61 = 343 (m, 8H, 4-Heponic—oy-cio +
2-Hy + 2-Hs), 3.29 = 3.27 (M, 4H, Heponorcadr 274 (/= 6.4 Hz, 2H, Hero-croncrng), 2.61 = 2.60 (m, 4H,
He oo, 1.61 - 1.58 (M, 6H, 2-Hy + 2-Hs + 2-Hy).

BC-NMR (75 MHz, CDCls) & 165.59 (+, Co=cn), 16555 (+, Cooen), 164.78 (+, Co-en), 164.31 (+, Cozcn),
156.04 (+, Ceon), 132.89 (-), 131.55 (+), 130.45 (), 130.32 (+), 129.98 (-), 128.36 (-), 126.60 (+), 126.23 (-),
12370 (+), 11755 (+), 11538 (), 67.36 (+, Cap-o-gin) 66.20, 5595 (+, Cchr-gio-nchz2), 53.85 (+,
Caa-ng-aiz) 5358 (+, Can-nicha-cra) 53.22 (+, Cerpncnar-aa) 47.83 (+, Ciys), 46.79 (+, Cerpnic=0)-a2), 42.73
(+, Ciys), 41.89 (+, Canic=0)-ch2)r 37.65 (+, Cemp-cian-c=0p2), 26.60 (+, Copzya), 2576 (+, Copzpa), 24.90 (+,
Co3y4). Die aromatischen C-Atome sind nicht eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 560,2867 [M+H]"; gefunden: 560,2848 [M+H]".

R (cm™, ausgewahlte Banden): 2933 v(C-H), 2854 v(C-H), 1693 v(C=0), 1650 v(C=0), 1624 v(C=0), 1587
v(C=Cyhom), 1514, 1445, 1372, 1234, 1115, 1043, 842, 784, 759.

EA berechnet fur C3;H37NsOs - H,0: C 64,45, H 6,81, N 12,12; gefunden: C 63,23, H 6,83, N 12,66.
@ (EtOH, Ag, = 394 nm) = 0,08

Maps (EtOH) = 394 nm

Aem (EtOH) = 531 nm

& (EtOH) = 9700 L-mol ™ cm™
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Darstellung von A-(2'-(N-Prop-2""-yn-1""-yl-(4"'-oxo-but-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)4-
morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (19)

o o
HO™ /NH |

: 0
L) i)

N : N

H /\NHz . '/‘ .

Oy N._O  HATU,DIEA, i Oy N_O :
CH,Cl, Argon,

DO OGN
P o

N . N

» e

12 19
M = 529,60 g/mol

N-(2'-(4""-Oxobut-2""-ensaure-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (12) (0,10 g,
0,20 mmol, 1 eq.) und HATU (0,09 g, 0,22 mmol, 1,1 eq.) werden in trockenem CH,Cl, unter Argon gelost.
DIEA (0,03 g, 38 pL, 0,22 mmol, 1,1 eq.) und Propargylamin (0,01 g, 14 yL, 0,22 mmol, 1,1 eq.) werden
zugefugt und 2 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wird in CHCl; aufgenommen und mit 3 x H,O und
1 x HCl (1 mol'L™") ausgeschittelt. Die organische Phase wird tber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel
entfernt und der Feststoff im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,096 g, 0,18 mmol (91 %), gelber Feststoff.

H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 857 (dd, /= 7.3, 1.0 Hz, 1H, Hy), 852 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H)), 843 (dd, /= 84,
10 Hz, 1H, H), 817 (s, 1H, Hyy), 7.71 (dd, /= 84, 1.0 Hz, 1H, Hy), 7.24 (d, /=81 Hz, 1H, Hy), 6.39 (d,
/=129 Hz, 1H, HenarnocHe=cerconerz), 6.09 (d, /= 12.9 Hz, 1H, Henarnoc-se=cr-concrz), 432 (t, /= 6.6 Hz,
2H, Hena-cpion-c=0)2), 411 = 3.93 (m, 6H, 4-Hcppo-cpp + 2-Huc=ccpds 3.71 = 3.56 (M, 2H, Hepznic=0)-chz) 348
—3.38 (M, 2H, Heonc=0)-cd: 3.34 = 3.19 (M, 4H, Hepone-caa, 2.73 (& /= 6.6 Hz, 2H, Heno-cponchag), 2.59
(dd, /=10.2, 5.6 Hz, 4H, Hepzncha-ca2, 2.20 (t, /= 2.5 Hz, TH, Hyc=c.cra)-

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl3) & 16545 (+, Co-cn), 164.57 (+, Cocn), 16453 (+, Coocn), 16410 (+,
Co=cn), 155.88 (+, Ceoen), 132.70 (-), 131.34 (), 131.07 (), 130.29 (-), 130.10 (+), 129.85 (-), 126.37 (+),
126.02 (-), 12343 (+), 117.24 (+), 11516 (), 7153 (+, Cpcccr) 6711 (+, Cgipo-gn), 5566 (+,
Cena-giancH22), 5362 (+, Cgono g 5327 (+, Cginehacra), 5287 (+, Cerancro-gi2), 46.80 (+,
Cernie=0-a12): 41.94 (+, Caipnc=0)-cr2), 37.38 (+, Cenp-agro-n-c=0)2), 29.24 (+, Chc=c-gio-nn-c=0). Der quartare
Kohlenstoff des Propargyl-Rests konnte nicht detektiert werden. Die aromatischen C-Atome sind nicht
eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 530,2398 [M+H]"; gefunden: 530,2414 [M+H]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3257 v(N-H), 2969 v(C-H), 2901 v(C-H), 2359 v(C-H,om), 2110 v(C=C), 1692
v(C=0), 1648 v(C=0), 1614 v(C=0), 1588 v(C=Cy,om), 1514, 1449, 1373, 1303, 1236, 1208, 1185, 1145, 1115,
1083, 1065, 1044, 980, 906, 848, 784, 759, 738, 672.
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Darstellung von A=(2'-(1A-1"",2"",3""-triazol-1""-yl)ethoxy)tetrahydro-2 H#-pyran-3"", 4" 5" ~triyl triacetat-
(4""-oxobut-2"'-enamido-methyl-(4"-piperazin-1"-yl)))ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (20)

(0] 0
= NH ] NSTTNH |
o OAc : 0
N cQ 0 N
L) "% ()
') 3
0w N o (PPhs)sCuBr, DIEA, o

CH,Cl, Ar, 40°C, 16 h

o N
w N

[N N
O

_/
/

20
M = 946,97 g/mol

N-(2'-(N-Prop-2"""-yn-1""-yl-(4""-oxo-but-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthal-
saureimid (19) (0,05 g, 0,09 mmol, 1 eq.) und Tetraacetyl-1-ethoxy-2-azido-mannose (0,04 g, 0,09 mmol,
1 eq.) werden in trockenem CH,Cl; geldst. DIEA (49 ul, 0,28 mmol, 3 eq.) wird zugefugt und die Reaktions-
mischung wird 10 min. mit Argon gespult. Brom-tris(triphenylphosphin)kupfer(l) (0,01 g, 0,01 mmoal, 0,1 eq.)
wird zugeftgt und 24 h bei 40 °C Olbadtemperatur gertihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel entfernt,
der Ruckstand in wenig Methanol aufgenommen und mit einem groBen Uberschuss Diethylether ausgefallt.
Das Produkt wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,06 g, 0,07 mmol (72 %), gelber Feststoff.

H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 857 (d, /=71 Hz, 1H, Hy, 851 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H, 8.42 (d, /= 8.3 Hz, 1H,

H»), 7.89 (s, IH, Hng) 7.73 = 7.66 (M, 2H, 1- Hg + 1-Hycpeccnan), 723 (d, /= 82 Hz, 1H, Hy), 6.34 (4,
/=122 Hz, IH, Hauenroc-re=caconerze), 6.09 (d, /= 12.2 Hz, TH, Hauenroc-se=cH-concrz), 529 = 5.07 (m
3H, 1-Hy + 1-Hy + 1-H,), 4.75 (s, 1H, Hy), 4.57 (s, 4H, 2-Hen-nc-cpznnco + 2= Hegzmannose), 4.31 (8, /= 6.4 HZ,
2H, Hero-cpon-c=0p2), 419 - 4.05 (m, 3H, 2-Hg + 1-Hg), 4.04 — 3.98 (m, 4H, Hegoo-cad, 3.91 = 3.82 (m, 1H,
Hasnnose) 3.61 (S, 2H, Heponc=0)-cH2), 3.52 = 3.35 (M, 3H, 2-Heronc=0)-caz +1-Hummnose) 3.31 — 3.22 (m, 4H,
Heponorcuds 272 (6 /= 6.4 Hz, 2H, Hero-cponichaz) 2.59 = 2.50 (M, 4H, Hepzncrz-cq 2.12 (s, 3H, Had, 2.09
(s, 3H, Ha), 2.04 (5, 3H, Ha), 1.99 (5, 3H, Hy).

BC-NMR (APT, 75 MHz, CDCl) & 170.15 (+, Co=co), 17013 (+, Co-co), 169.85 (+, Co-co), 169.83 (+,
Co=cn), 165.78 (+, Cozcn), 164.72 (+, Cocen), 164.69 (+, Coocn), 16411 (+, Cooen), 155.86 (+, Ceoen),
145.09 (+), 132.70 (), 132.33 (-), 132.30 (-), 132.07 (), 132.03 (+), 131.35 (-), 130.28 (-), 130.11 (+), 12946
(=), 128.72 (+), 128.56 (-), 126.38 (-), 126.03 (-), 117.29 (+), 115.17 (-), 97.54 (-, 1C, Cy), 69.43 (-, Cgi-mannose)s
69.23 (-, Cai-mannose), 68.98 (=, Caimannose), 67.13 (+, Cain-o-gia), 66.29 (+, Caiz-mannose)r 65.92 (=, Ci-mannose)s
6241 (+, Cgizmamose), 55.71 (+, Cepz-granichz2), 53.63 (+, Capno-g2) 53.16 (+, Caianichaca) 52.89 (+,
CeranieHa-ai2) 4982 (+, Caa-mamnose), 46.64 (+, Cgionc=oycH2) 4172 (+, Comanc=0)-gia) 3743 (+,
Cer-cro-n-c=02), 35.39 (+, Cen=cov-cranmc=0), 20.96 (-, Cap-ad, 20.89 (-, Cap-ads 20.84 (-, Cguz-ad)- Es sind
nicht alle C-Atome eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 947,3781 [M+H]"; gefunden: 947,3740 [M+H]".
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IR (cm™, ausgewahite Banden): 3347 v(N-H), 2923 v(C-H), 2853 v(C-H), 1744 v(C=0), 1694 v(C=0), 1653
v(C=0), 1589 v(C=Cyom), 1439, 1370, 1221, 1085, 1043, 979, 787.

EA berechnet fur CysHssNgO1s: C 57,08, H 5,75, N 11,83; gefunden: C 63,33, H 7,56, N 6,90.

Die Abweichung der berechneten und gefundenen Werte der Elementaranalyse betragt etwa 25 % bezogen
auf den H-Wert. Das "H-NMR-Spektrum zeigt Verunreinigungen von 20 durch (PPhs)sCuBr. Anhand der
Auswertung der "H- und “C-NMR Spektren und der hochaufgeldsten Massenspektrometrie konnte die
Struktur von 20 nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde entschieden das Monomer (20) mit dem
erhaltenen Reinheitsgrad in die Polymerisation einzusetzen, da davon auszugehen war, dass die Verunreini-
gungen die Polymerisationsreaktion nicht stéren und anschlieBend leicht durch Dialyse entfernt werden
konnen. Der Einbau von 20 in das Polymer CoPo7 konnte mit Hilfe von UV-VIS-Spektroskopie bestimmt
werden. Dabei wurde ein quantitativer Einbau von 20 in das Copolymer gefunden (siehe Kapitel 4.4.1). Aus
diesem Grunde kann die Annahme getroffen werden, dass die Verunreinigungen keinen Einfluss auf die
Reaktivitat des Monomers besitzen.

® (EtOH, ey = 398 nm) = 0,09
Maps (EtOH) = 395 nm
Aem (EtOH) = 532 nm

& (EtOH) = 9700 L-mol ™ cm™
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6.3.2 Polymersynthesen

6.3.2.1 Standardprozedur zur Herstellung der Polymere

Die Polymere wurden alle nach der folgenden Standardprozedur hergestellt:

Das entsprechende Vinyl-Monomer (A-Vinylpyrrolidon oder A-Vinylcaprolactam), das synthetisierte
Farbstoff-Analyt-Comonomer (0,05 — 1,5 mol%) und AIBN oder V-501 (1 mol% von nge; Monomere) werden
in trockenem Methanol in einem Schlenkkolben gelost. Der Feststoffgehalt in der Reaktionsmischung betragt
25 gew%. Die Reaktionsmischung wird 15 min mit Argon gespult und anschlieBend 24 h bei 60 °C Olbad-
temperatur polymerisiert. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung abgekihlt, in eine Dialysemembran
gefullt (Dialysemembran Zellutrans von Roth mit einem nominellen Molekulargewicht cut-off von
10000 - 12 000 g'mol™) und 2 Tage gegen Wasser:EtOH 1:1 und 5 Tage gegen Wasser dialysiert. Die
Mannose-haltigen Polymere werden zusatzlich 24 h gegen K-COs-Lésung (12,5 gL, pH = 12) dialysiert, um
die Acetylschutzgruppen des Mannose-Analyten abzuspalten. Das Polymer wurde mittels Gefriertrocknung
isoliert. Die hergestellten Polymere werden mittels "H-NMR, UV-VIS-Spektroskopie, Fluoreszenzspektros-
kopie und GPC (in DMF mit einem Polystyrolstandard) charakterisiert.

6.3.2.2 Poly(N-vinylpyrrolidon) Copolymere (NVP-Copolymere)

Farbstoff \N/\

7 L_N_oO

N /\ —

O@ + Farbstoff —N N‘@O —ABN co
__/ 0 NH MeOH, 60 °C X x
| oMy 0 NH
Analyt
Analyt
NVP C
Reaktionsmischungen enthalten:

NVP (x): 98,5 - 99,95 mol% Comonomer (1-x): 0,05 - 1,5 mol% CoPo1 - CoPo3

Abbildung 113: Reaktionsgleichung zur Herstellung der PNVP-Copolymere aus NVP und Farbstoff-Analyt-Comonomer
“-7).
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Farbstoff =
RhodaminB
- - AcO

ACO/O _N /

Analyt' = oder oder /@A\ N~ p

AcO OAE O™ N

(4-Methyl-1H-1,2, 3-triazol-1-yl)ethoxy)-

Methyladamantan Butyl tetraacetylmannopyranose

CoPo1 CoPo2 CoPo3

Abbildung 114. Eriduterung des verwendeten Farbstoffs und der verschiedenen Analytstrukturen zur Herstellung der
PNVP-Copolymere.

Abbildung 115 zeigt exemplarisch das "H-NMR-Spektrum eines synthetisierten PNVP-Copolymers. Es zeigt
die Signale der aromatischen Protonen des RhodaminB (6,5 - 8 ppm) klar abgetrennt von den Protonen des
PNVP-Ruckgrats (1,5 - 4 ppm). Bei einem Farbstoff-Analyt-Comonomer (4 - 7) Anteil in der Reaktions-
mischung von mehr als 1 mol% kann der Einbau im Comonomer mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie
bestimmt werden. Wenn geringere Anteile des Farbstoff-Analyt-Comonomers in der Reaktionsmischung
verwendet werden, kann die Copolymerzusammensetzung nicht mehr mittels "H-NMR-Spektroskopie
bestimmt werden, da die Signalintensitat zu gering ist und die Signale des Farbstoff-Comonomers nicht
mehr auswertbar sind.
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Abbildung 115: ' H-NMR Spektrum von CoPol-aells; 1,5 mol% 4 in der Reaktionsmischung, 0.5 mol% 4 wurde nach

Auswertung des*H-NMR Spektrums in das PNVP-Copolymer eingebaut
TH-NMR (500 MHz, D:0) & 7.72 — 6.82 (m, O.5H, Haom rhodaming) 370 — 3.56 (m, 1H, Hg), 332 — 3.04 (m, 2H, Hs), 236 -

214 (m, 2H, H3), 1.93 (s, 2H, Ha), 1.64 — 1.47 (m, 2H, Hz).

Abbildung 716 zeigt exemplarisch Elutionskurven der Gelpermeationschromatographie eines PNVP-Co-

polymers.
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Der Vergleich des Brechungsindex (RI) mit der gemessenen Absorption (gemessen im Absorptionsmaximum
des RhodaminB bei 566 nm) zeigt, dass das Farbstoff-Analyt-Comonomer in die PNVP Hauptkette kovalent
eingebaut ist. Es wurde fur alle PNVP-Copolymere (CoPol-Serie, CoPo2 und CoPo3) eine vollstandige

Uberlagerung des UV-VIS-Signals mit dem RI-Signal gefunden.

Abbildung 116: Elutionskurve der GPC-Analyse von CoPol-ael43d (in DMF gegen PS-Standard gemessen).

J—Rl

norm. Abs Intensitat [a.u.]

T
o

—— UV A=565nm
T T T T T
15 18 21 24 27 30
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W
w

Ubersicht eingesetzter Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fiir die Synthese der NVP-Copolymere

Tabelle 11: Fingesetzte Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fir die Synthese der CoPol-Serie.

4 NVP 4 NVP AIBN MeOH Ausbeute | Ausbeute
CoPol-Serie [mol%] [mol%] [al [d] [al [al (%] -
in RM in RM in RM in RM in RM in RM
ael22a 0 100 - 1 0,015 4,00 84 0,84
ael43e 0,05 99,95 0,004 1 0,015 4,07 87 0,87
ael43d 0,10 99,90 0,007 1 0,015 4,09 73 0,74
ael43c 0,25 99,75 0,018 1 0,015 4,13 73 0,74
ael43b 0,50 99,50 0,036 1 0,015 4,20 56 0,58
aellS 1,50 98,50 0,053 0,5 0,015 3,25 6 0,04
Tabelle 12: Fingesetzte Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fir die Synthese von CoPoZ.
5 NVP 5 NVP AIBN MeOH
CoPo2 | [mol%] | mol%l | [ | [ g [ | Ausbedte | Ausbeute
in RM in RM in RM in RM in RM in RM (%] 9]
ael83b 0,10 99,90 0,003 0,5 0,007 2,04 0,46 92
Tabelle 13: Fingesetzte Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fir die Synthese von CoPo3.
7 NVP 7 NVP V-501 MeOH Ausbeute Ausbeute
CoPo3 | [mol%] | [mol%] | [d] [d] [al [al %] ]
in RM in RM in RM in RM in RM in RM
ae208a 0,10 99,90 0,005 0,5 0,013 2,07 76 0,38
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6.3.2.3 Poly(N-vinylcaprolactam) Copolymere (NVCL-Copolymere)

A
arbsl(
o5

N + Farbstoff ‘<_>:O AIBN 0 ) e
@) MeOH, 60 °C N
Analyt Z\/\) o
Analyt

NVCL C

Rekationsmischungen enthalten:

NVCL (x): 99,90 mol% Comonomer (1-x): 0,1 mol% CoPo5 - CoPo10

Abbildung 117: Reaktionsgleichung zur Herstellung der NVCL-Copolymere aus NVCL und Farbstoff-Analyt-Comonomer
(13 - 20).
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Abbildung 118: Erléduterung der verwendeten Farbstoffe und Analytstrukturen zur Herstellung der NVCL-Copolymere.

Abbildung 119 zeigt exemplarisch das "H-NMR-Spektrum eines synthetisierten PNVCL-Copolymers. Die
Copolymerzusammensetzung kann nicht mittels ‘H-NMR-Spektroskopie bestimmt werden, da nur 0,1 mol%
des Farbstoff-Analyt-Comonomers (13 - 20) in der Reaktionsmischung eingesetzt wurden.
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Die Signalintensitat der aromatischen Protonen des Naphthalimids ist zu gering, um die Signale des Farb-
stoff-Comonomers auszuwerten. Der Einbau des Comonomers wird alternativ durch UV/VIS-Spektroskopie
bestimmt.
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Abbildung  119: 'H-NMR  Spektrum von CoPo51-ael89 0.1 mol%  Farbstoff-Analyt-Comonomer in  der
Reaktionsmischung, 0,1 mol% Farbstoff-Analyt-Comonomer wurde nach Auswertung mit UVyVIS-Spektroskopie in das
PVCL-Copolymer eingebaut.

TH-NMR (300 MHz, D:0) & 4.45 — 4.34 (m, 1H, Hg), 3.33 (5 2H, Hy), 253 = 235 (m, 2H, H3), 1.81 — 1.60 (m, 8H, 2-Hy + 2-
Hs + 2-Hs + 2-Hg).

Abbildung 120 zeigt exemplarisch Absorptions- und Fluoreszenzspektren der NVCL-Copolymere mit den
eingebauten Farbstoff-Analyt-Comonomeren (4 - 7). Es sind die charakteristischen Absorptions- und
Emissionsbanden des Naphthalimidfarbstoffs zu sehen. Im Vergleich zum Monomer ist das
Absorptions- und Fluoreszenzmaximum im Polymer rotverschoben.

1
1

—— 1 g/Linreinst H,O ——0,1 g/Lin reinst H,O

norm. Abs Intensitat [a.u.]

norm. PL Intensitat [a.u.]

Mnay = 408 M Ay = 540 M
0 T T T T T 1 0 T T T T 1
350 400 450 500 550 600 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 120: CoPo5.1-ael89c links: Absorptionsspektrum, rechts: Fluoreszenzspektrum.
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Abbildung 121 zeigt exemplarisch Elutionskurven der Gelpermeationschromatographie der NVCL-Copoly-
mere. Der Vergleich des Brechungsindex (RI) mit der Absorption (gemessen im Absorptionsmaximum des
Naphthalimidfarbstoffs) zeigt, dass das Farbstoff-Analyt-Comonomer in die PNVCL Hauptkette kovalent
eingebaut ist. Es wurde fir alle NVCL-Copolymere (CoPo5.1 und CoPo5 — CoPo10) eine vollstandige Uber-
lagerung des UV-VIS-Signals mit dem RI-Signal gefunden.

4 RI =1
——UVA=398nm

Rl [a.u.]
norm. Abs Intensitat [a.u.]

0+ T T T T T
15 18 21 24 27 30
Elutionsvolumen [mL]

w
w

Abbildung 121: Flutionskurven der GPC-Analyse von CoPo5.1-ael89c (in DMF gegen Polystyrol Standard gemessen).

Ubersicht eingesetzter Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fir die Synthese der NVCL-Copolymere

Tabelle 14: Eingesetzte Mengen der Edukte und Polymerausbeuten fur die Synthese der NVCL-Copolymere.

NI NVCL NI NVCL AIBN MeOH
. Ausbeute | Ausbeute
CoPo [mol%] | [mol%] (9] (9] (9] (e] %] (0]
in RM in RM in RM in RM in RM in RM 9
PNVCL 0 100 - 0,5 0,006 2,02 82 0,41
5.1 0,10 99,90 0,002 0,5 0,006 2,03 80 0,40
6 0,10 99,90 0,003 0,5 0,006 2,04 80 0,40
NI NVCl NI NVCL V-501 MeOH Ausbeute | Ausbeute
CoPo | [mol%] | [mol%] [9] [9l [9] [a] (%] [l
in RM in RM in RM in RM in RM in RM 9
5 0,10 99,90 0,002 0,5 0,01 2,05 82 0,41
7 0,10 99,90 0,003 0,5 0,01 2,05 70 0,35
8 0,10 99,90 0,002 0,5 0,01 2,05 70 0,35
9 0,10 99,90 0,002 0,5 0,01 2,05 76 0,38
10 0,10 99,90 0,003 0,5 0,01 2,05 72 0,36

136



6. Experimenteller Teil

6.4 Synthese der Erkennungsstruktur-funktionalisierten
Fluoreszenzléscher

6.4.1 Synthese der B-Cyclodextrin-Erkennungsstrukturen

Die Synthese der funktionalisierten B-Cyclodextrine wurde teilweise im Rahmen der Masterarbeit von
Mathias Rohn an der Universitat Potsdam durchgefuhrt.

Darstellung von Mono-6(p-toluolsulfonyl)-B-cyclodextrin (Tos—B—CD)154 (21)

OH
1) 1 M NaOH, 0°C
2) TosCl, CH;CN
+1 M NaOH
HO OH 24h,0°C
7
R-Cyclodextrin 21

M = 1289,20 g/mol

B-Cyclodextrin (26,10 g, 0,02 mol, 1 eq.) wird in 180 mL reinst Wasser suspendiert. 1 M Natriumhydroxid
(40,00 mL, 0,04 mol, 1,74 eq.) wird sehr langsam zu getropft, wodurch eine klare Losung entsteht. Die
Reaktionsmischung wird auf 0 °C gekuhlt und anschlieBend simultan eine Lésung aus Tosylchlorid (5,07 g,
0,027 mol, 1,2 eq.) in 14 mL Acetonitril und 1 M Natriumhydroxid (27,00 mL, 0,03 mol, 1,2 eq.) Uber ca.
40 min. zu getropft. Es wird fur 24 h bei 0 °C geruhrt. Die Reaktionsmischung wird auf RT gebracht und der
entstandene Feststoff wird abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 5,90 g, 4,58 mmol (20 %), weiBer Feststoff.

H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 7.75 (d, / = 8.2 Hz, 2H, 1-Hg + 1-Hz), 743 (d, / = 82 Hz, 2H, 1-Hg +
1-Hjz), 5.72 (bs, 14H, 6-Hi.oy + 6-Hiop + 1-Hoop + 1-H30p), 4.88 =4.73 (m, 7H, 6-H; + 1-H,), 448 — 431
(m, 6H, 6-Heop), 3.64 =321 (m, 47H, 6-H, + 6-H; + 6-H, + 6-Hgs +12-Hs + 1-Hy + 1-Hz + 1-H, + 1-Hs +
2-Hg,; Uberlappt mit H,O), 2.43 (s, 3H, 3-H3).

BBC-NMR (DEPT, 75 MHz, DMSO-dq) & 144.81 (C), 132.74 (C1o), 129.89 (+, 1-Cg + 1-Cy), 127.57 (+, 1-Co +
1-C;5), 102.26 (+), 101.96 (+), 101.31 (+), 81.59 (+), 81.24 (+), 80.84 (+), 73.10 (+), 72.77 (+), 7247 (+), 72.08
(+), 69.72 (-), 68.96 (+), 59.98 (-), 59.38 (), 21.22 (+, C;3). Es sind nicht alle C-Atome eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 1289,3864 [M+H]"; gefunden: 1289,3879 [M+H]".

MS (MALDI-TOF): m/z = 1313,3 [Mono-Tos-B-CD + H + Nal” (100 %), 1467,9 [Di-Tos-B-CD + H + Na]”
(30 %).

154 petter, R. C; Salek, J,, S.; Sikroski, C., T.; Kumaravel, G.; Lin, F. /. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 3860.
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IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3382 v(O-H), 2927 v(C-H), 2062 v(C-Haom), 1646, 1599 v(C=Cypom), 1413,
1365 8(CH,), 1299, 1241, 1191, 1178, 1157, 1079, 1028 v(C-Hakono), 947, 838, 814, 756, 706, 668, 578, 554,
529, 440, 411.

EA berechnet fur C47H76037S - 6 H,O: C 41,58, H 6,41, S 2,27; gefunden: C 41,50, H 6,64, S 2,73.

Versuchte Darstellung von Heptakis-6-iodo-B-cyclodextrin (Iodo—B—CD)155 (22)

H
{ 1) PhsP, DMF, Ar,
Q l,, 0 - 60 °C, 44 h
[ >_2*O 2) NaOMe, MeOH,
7

3-Cyclodextrin

M = 1904,27 g/mol

Triphenylphosphin (34,70 g, 0,13 mol, 15 eq.) wird unter Argon in 150 mL trockenem Dimethylformamid
gelost und auf 0 °C gekuhlt. Innerhalb von 15 Minuten wird Iod (35,10 g, 0,14 mol, 15,7 eq.) so zugegeben,
dass die Temperatur 8 °C nicht Ubersteigt. Nach vollstandiger Zugabe wird auf RT erwarmt und
B-Cyclodextrin (10,00 g, 8,80 mmol, 1 eq) wird zugegeben. Es wird 2 h bei RT und 42 h bei 60 °C gerlhrt.
Die Losung wird auf 2/3 des urspringlichen Volumens eingeengt. Natriummethanolat (7,80 g, 0,14 moal,
16,3 eq.) wird in 50 mL Methanol langsam zugegeben und die Reaktionsmischung wird 30 min bei RT
geruhrt. Die Losung wird eingeengt und in 2 L H,O gefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt und der
Feststoff mittels Soxhlet in Methanol gereinigt.

Ausbeute: 3,07 g, 1,60 mmol (19 %), gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 6.02 = 5.67 (M, 14H, 7-H.0p + 7-Hs.01), 4.98 — 4.84 (m, 7H, 7-H,), 4.60 (s,
1H, H.op), 3.82 = 3.79 (M, 7H, 7-Hg), 3.68 — 3.57 (m, 14H, 7-H; + 7-HJ), 3.47 - 317 (m, 28H, 7-Hg, + 7-H, +
7-H,).

BC-NMR (APT, 75 MHz, DMSO-dg) & 102.07 (-, C,), 85.89 (-, C), 7212 (-, C2), 71.86 (-, C3, 70.86 (-, CJ,
9.37 (+, Cg.

MS (MALDI-TOF): m/z = 1931,7 [CioHesl;O2+COI" (95 %), 1821,4 [CuoHealsO2+CO]" (100 %), 1711,2
[C42HelsO30+COJ" (65 %), 1600,7 [C4oHeelsO31+COI" (40 %).

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3377 v(O-H), 2918 v(C-H), 2362, 2084, 1630, 1413, 1367 8(CH,), 1220, 1197,
1151, 1041 v(C-Hapono), 944, 751, 684, 586 v(C-I), 528.

EA berechnet fir CyoHedleOn: C 28,11, H 3,60; gefunden: C 28,01, H 3,62.

Aus der Analytik der "H-NMR Spektroskopie, Elementaranalyse und MALDI-TOF Spektrometrie geht hervor,
dass das Produkt im Mittel nur 6-fach mit lod substituiert ist.

%5 Thiele, C. Dissertation, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken: Synthese von Cyclodextrin- und Stérkederivaten zum verbesserten
Wirkstofftransport 2010, S. 153.
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Darstellung von (Mono-6'-(2"-mercaptoethyl-1"-thio))-B-cyclodextrin (ET-B-CD) (23)

%S
o OH
0 o 0 o Ethandithiol
Et,N, DMF
HO OH |HO OH
6

60°C, 24 h

21 23
M =1210,35 g/mol

Tos-B-CD (0,40 g, 0,32 mmol, 1 eq.) wird in 4 mL trockenem Dimethylformamid gelést. Triethylamin
(0,40 mL, 3,12 mmol, 10 eq.) und Ethandithiol (1,60 mL, 19,20 mmol, 60 eq.) werden zugegeben und 24 h
bei 60 °C gerthrt. Die Reaktionsmischung wird eingeengt und in einem groBen Uberschuss Aceton
ausgefallt. Der Feststoff wird abfiltriert und mit Aceton gewaschen. Der Feststoff wird im Hochvakuum bei
60 °C fur 24 h getrocknet.

Ausbeute: 0,28 g, 0,23 mmol (73 %), weiBer Feststoff.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 5.85 — 5.68 (M, 14H, 6-Ha-oy + 6-Hsoy + 1-Ho oy + 1-Hs 0y, 4.87 — 4.83
(M, 7H, 6-H + 1-H,), 4.55 — 443 (m, 6H, 6-Hg.0p), 3.79 — 3.32 (M, 51H, 6-H, + 6-H; + 6-H, + 6-Hs +12-H,
+ 1-H, + 1-Hs + 1-Hy + 1-Hy + 2-Hg, Uberlappt mit H,0), 3.04 - 2.62 (m, 6H, 2-Hg + 2-H .+ 2-H_).

BC-NMR (APT, 75 MHz, DMSO-dq) & 102.00 (-, Cy1), 8161 (-, Cyy), 73.10 (-, C,n), 72.46 (-, C53), 72.08 (-,
Css), 60.00 (+, Cy), 38.15 (+), 31.97 (+), 30.70 (-). Es sind nicht alle C-Atome eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 1233,3401 [M+Na]"; gefunden: 1233,3400 [M+Na]".
MS (MALDI-TOF): my/z = 1235,2 [ET-B-CD + Na+ H]" (100%)

R (cm™, ausgewahlte Banden): 3396 v(O-H), 2925 v(C-H), 2563 v(S-H), 2361, 1707, 1638, 1419, 1367 §(CHy),
1156, 1079, 1029 v(C-Hakono), 945, 859, 756, 706, 580, 530.

EA berechnet fur Cy4H74034S; - 6 H,O: C 40,06, H 6,57, S 4,86; gefunden: C 39,80, H 6,57, S 5,04.

139



6. Experimenteller Teil

Darstellung von (Mono-6'-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"-thio)ethoxy)))-B-cyclodextrin (OET-B-CD) (24)

24
M = 1254,38 g/mol

Das Produkt 24 wird analog der Synthesevorschrift fir 23 hergestellt aus Tos-B-CD (0,20 g, 0,16 mmoal,
1 eq.), Triethylamin (0,20 mL, 1,56 mmol, 10 eq.) und 2,2'-Oxydiethanthiol (4 mL, 32,23 mmol, 60 eq.).

Ausbeute: 0,13 g, 0,11 mmol (69 %), weiler Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 5.80 — 5.67 (m, 14H, 6-Ha.op + 6-Haoy + 1-Ho oy + 1-Hy 04, 4.87 — 4.82
(M, 7H, 6-H + 1-H,), 4.51 — 4.43 (m, 6H, 6-Hg.0p), 3.81 = 3.27 (M, 65H, 6-H, + 6-H; + 6-H, + 6-Hs +12-H,
+ 1-Hy + 1-Hs + 1-Hy + 1-Hg + 2-H_. + 2-H3), Uberlappt mit H,0), 3.05 — 2.54 (m, 6H, 2-Hg + 2-H . +
2-H.).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 101.91 (-, Cz1), 8148 (-, Cyuy), 72.99 (-, C2), 72.39 (-, C33), 72.00 (-, Css),
7172 (+, Cop), 69.60 (+, Couz), 59.90 (+, Cp), 31.93 (+), 30.61 (-), 2341 (+). Es sind nicht alle C-Atome
eindeutig zuzuordnen.

HRMS (ESI): berechnet: 1277,3663 [M+Na]"; gefunden: 1277,3666 [M+Na]".

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3388 v(O-H), 2926 v(C-H), 2557 v(S-H), 2361, 1652, 1418, 1157, 1030
V(C-Hajkonon), 941, 852, 756, 578.

EA berechnet fur CygH75035S; - 6 H,O: C 40,53, H 6,65, S 4,70; gefunden: C 40,42, H 6,33, S 4,83.

Darstellung von (Mono-6'-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"”-thio)diethoxy)))-B-cyclodextrin (EDOET-B-CD) (25)

25
M =1299,27 g/mol

Das Produkt 25 wird analog der Synthesevorschrift fur 23 hergestellt aus Tos-B-CD (0,30 g, 0,23 mmol,
1 eq.), Triethylamin (0,32 mL, 2,30 mmol, 10 eq.) und 2,2'-(Ethylendioxy)diethanthiol (1,20 mL, 13,80 mmol|,
60 eq.) verwendet.
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Ausbeute: 0,24 g, 0,18 mmol (79 %), weiler Feststoff.

lH—NMR (300 MHZ, DMSO‘d6) 5 5.80-5.67 (m, 14H, 6-H2,Qﬁ + 6—H3,Qﬁ + 1'H2’7Oﬂ + 1'H3’7Ot/), 4.83 (m, 7H,

6-H; + 1-Hy), 444 (m, 6H, 6-He ), 3.77 —3.33 (m, 62H, 6-H, + 6-Hy + 6-Hy + 6-Hys +12-Hy + 1-H, + 1-Hy

+ 1-Hy + 1-Hy, 4-H, + 4-Hy, tberlappt mit H,0), 3.04 - 2.58 (m, 6H, Hg.1-.).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 101.98 (-, C;;), 81.57 (-, Cu), 73.07 (-, Cz), 7244 (-, Cy3), 72.07 (- Css),
7010 (+, Cuu), 69.58 (+, Cou), 6946 (+, Cous), 68.67 (+, Cous), 59.96 (+, Co, 37.81 (+, Cap), 31.93 (+,
Cou) 2349 (+, C).

HRMS (ESI): berechnet: [M+Na]"; gefunden: [M+Na]".

IR (cm ™, ausgewahlte Banden): 3372 v(O-H), 2925 v(C-H), 2566 v(S-H), 2361, 1647, 1417, 1366 8(CH,), 1155,
1033 v(C-Hajoho), 942, 854, 756, 579.

EA berechnet fur C4gHg,036S; - 6 H,O: C 40,97, H 6,73, S 4,56; gefunden: C 41,49, H 6,65, S 6,47.

Versuchte Darstellung von (Heptakis-6-(2'-mercaptoethyl-1'-thio))-B-cyclodextrin (Per-ET-B-CD) (26)

0 Ethandithiol

Et;N, DMF

HO OH 60°C,72h
22 26

M = 1668,21 g/mol

lodo-B-CD (0,50 g, 0,26 mmol, 1 eq.) wird in 2 mL trockenem Dimethylformamid gel6st. Zur Losung werden
Triethylamin (0,50 mL, 3,68 mmol, 14 eq.) und Ethandithiol (0,30 mL, 3,68 mmol, 14 eq.) gegeben. Es wird
72 h bei 60 °C gerthrt. Die Reaktionsmischung wird eingeengt und der Rickstand in einem groBen Uber-
schuss Aceton ausgefallt. Der Feststoff wird abgesaugt und mit Aceton gewaschen. Der Feststoff wird im
Hochvakuum bei 60 °C fur 24 h getrocknet.

Ausbeute: 0,36 g, 0,21 mmol (82 %), weiBer Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 6.22 = 5.55 (M, 14H, 7-Hy.oy + 7-Hs.04), 4.97 — 4.84 (m, 7H, 7-H,), 4.03 —
2.54 (m, 83H, 7-H3 + 7-Hs + 7-H, + 7-H, + 14-Hs + 14-H, + 14-Hg Uberlappt mit H,O). Das Spektrum
enthalt Reste von DMF und Aceton.

BC-NMR (APT, 75 MHz, DMSO-dg) & 102.04 (-, CJ), 86.30 (-, C.), 72.30 (-, 7-C, + 7-C5 + 7-Cs), 37.11 (+,
Can), 27.97 (+, Cgy), 23.58 (+, C,).

MS (ESD 1592 [C54H94029512+2H]+.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Produktes in geeigneten Losungsmitteln konnten bei den Persubsti-
tuierten B-CD Derivaten keine hochauflésenden ESI-Massenspektren erhalten werden. Die Fragmentierung
des Produktes ist jedoch aus den erhaltenen ESI-Spektren nachvollziehbar.
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IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3361 v(O-H), 2917 v(C-H), 2546 v(S-H), 2362, 1704, 1656, 1413, 1365 8(CH,),
1271, 1152, 1041 v(C-Hawonol), 940, 752, 591.
EA berechnet fur CssHgsO29515: C 40,74, H 5,95, S 24,17; gefunden: C 40,57, H 5,84, S 26,73.

Da 22 im Mittel nur 6-fach mit lod substituiert werden konnte, konnte auch Produkt 26 im Mittel nur 6-fach
mit Ethandithiol umgesetzt werden.

Versuchte Darstellung von (Heptakis-6-(4'-mercaptoethyl(2'-(1'-thio)ethoxy)))3-cyclodextrin (Per-OET-B-CD)
27)

27
M = 1976,58 g/mol

Das Produkt 27 wird analog der Synthesevorschrift fir 26 hergestellt. Es werden die gleichen molaren
Mengen eingesetzt. Als Substituent wird 2,2'-Oxydiethanthiol (0,45 mL, 3,68 mmol, 14 eq.) verwendet.

Ausbeute: 0,29 g, 0,15 mmol (56 %), weiBer Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 6.32 = 5.61 (m, 14H, 7-Hy.0p + 7-H3.04), 4.89 (bs, 7H, 7-H,), 4.56 — 4.50 (m,
1H, Heos), 377 — 3.14 (m, 62H, 7-H; + 7-Hs + 7-H, + 7-H, + 14-H, + 14-Hj, aberlappt mit H,0),
3.00 - 2.27 (M, 35 H, 12-Hg + 12H, + 12H, tberlappt mit DMSO).

BC-NMR (APT, 75 MHz, DMSO-dg) & 102.23 (-, C)), 85.22 (-, C), 7222 (-, 7-C, + 7-C5 + 7-Cs), 71.85 (+,

Cop), 69.78 (+, Cop), 37.92 (+, Cgy)s 32.26 (+, Cy), 2348 (+, Co).
MS (ESD): 1856 [CegH11803551,+2H]", 1735 [CeoH110035510+H]", 1614 [CsgHi0503558] ", 1494 [CsaHauO3554] "

Aufgrund der schlechten Léslichkeit des Produktes in geeigneten Losungsmitteln konnten bei den Persubsti-
tuierten B-CD Derivaten keine hochauflésenden ESI-Massenspektren erhalten werden. Die Fragmentierung
des Produktes ist jedoch aus den erhaltenen Spektren nachvollziehbar.

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3365 v(O-H), 2918 v(C-H), 2560 v(S-H), 2361, 1706, 1649, 1415, 1365 8(CH,),
1297, 1153, 1040 v(C-Hajkohot), 750, 588.

EA berechnet fur CegHi118035515 - 5 H,O: C 40,73, H 6,63, S 19,77; gefunden: C 41,30, H 5,99, S 18,72.

Da 22 im Mittel nur 6-fach mit lod substituiert werden konnte, konnte auch Produkt 27 im Mittel nur 6-fach
mit 2,2'-Oxydiethanthiol umgesetzt werden.
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Versuchte Darstellung von (Heptakis-6-(4"-mercaptoethyl(2”-(1"-thio)diethoxy)))B-cyclodextrin (Per-EDOET-
B-CD) (28)

Das Produkt 28 wird analog der Synthesevorschrift fur 26 hergestellt aus lodo-B-CD (0,30 g, 0,16 mmoal,
1 eq.), Triethylamin (0,31 mL, 2,24 mmol, 14 eq.) und 2,2'-(Ethylendioxy)diethanthiol (0,36 mL, 2,24 mmol,
14 eq.).

Ausbeute: 0,22 g, 0,10 mmol (63 %), weiBer Feststoff.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 594 — 5.72 (m, 14H, 7-Hy.0p + 7-Hs.0), 4.88 (m, 7H, 7-H)), 4.48 (s, 1H,
He-om), 3.77 —3.32 (m, 86H, 7-Hs + 7-Hs + 7-H, + 7-H, + 24-H, + 24-H3, Uberlappt mit H,0), 3.06 — 2.23
(m, 36H, 12-Hg + 12-H;- + 12-Hy, Uberlappt mit DMSO).

BC-NMR (APT, 75 MHz, DMSO-dg) 6 102.11 (-, 7C, C,), 84.73 (-, 7C, C,), 72.30 (-, 7-C, + 7-Cs + 7-Cs), 70.16
(+, Coys), 69.55 (+, Cys), 69.38 (+, Cy), 68.67 (+, Co), 37.93 (+, Cgy), 32.13 (+, Cap), 23.52 (+, C).

MS (ESD 1955 [C72H130040810+H]+.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Produktes in geeigneten Losungsmitteln konnten bei den Persubsti-
tuierten B-CD Derivaten keine hochauflésenden ESI-Massenspektren erhalten werden. Die Fragmentierung
des Produktes ist jedoch aus den erhaltenen Spektren nachvollziehbar.

IR (cm™, ausgewahlte Banden): 3351 v(O-H), 2916 v(C-H), 2554 v(S-H), 2362, 2150, 1709, 1636, 1415, 1365
8(CH>), 1297, 1039 v(C-Hawono), 752, 661, 587.

EA berechnet fur CygH14,04151; - 4 H,O: C 42,73, H 6,90, S 17,55; gefunden: C 43,24, H 6,53, S 16,84.

Da 22 im Mittel nur 6-fach mit lod substituiert werden konnte, konnte auch Produkt 28 im Mittel nur 6-fach
mit 2,2'-(Ethylendioxy)diethanthiol umgesetzt werden.
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6.4.2 Synthese der funktionalisierten Goldnanopartikel

6.4.2.1 Synthese der B-Cyclodextrin-funktionalisierten Goldnanopartikel

Die Synthesen der B-Cyclodextrin-funktionalisierten Goldnanopartikel wurden teilweise im Rahmen der
Masterarbeit von Mathias Rohn an der Universitat Potsdam durchgefuhrt.

Standardprozedur zur Synthese der B-CD-Au-NP”*

Die Synthese der B-CD-funktionalisierten Au-NP erfolgt nach einer Synthesevorschrift von Liu et al.”. Als
Thio-B-CD Derivate werden die Syntheseprodukte 23 bis 28 verwendet. Nach der gleichen Synthese-
vorschrift werden PNVP funktionalisierte Au-NP als Referenzpartikel hergestellt. Dazu wird ein kurzkettiges
PNVP (M, = 10 000 g-mol’l) verwendet.

In einem Schraubdeckelglas wird Tetrachlorogold(lll)séure-Trihydrat (50 mg, 0,13 mmol, 1 eq.) in 20 mL
Dimethylsulfoxid geldst (Losung 1) und stark gerthrt (600 rpm). NaBH,4 (75,50 mg, 2,00 mmol, 15,750 eq.)
und Thio-B-CD (23 - 28) (0,01 mmol, 0,077 eq.) oder PNVP (M, = 10000, 0,1 g, 0,01 mmol, 0,077 eq.)
werden in 20 mL Dimethylsulfoxid geldst (Losung 2). Losung 2 wird sehr schnell zu Lésung 1 zugegossen.
Die goldgelbe L&sung farbt sich sofort rotbraun, um anschlieBend tief rot zu werden. Die Reaktionsmischung
wird 24 h bei RT geruhrt.

Thio-B-CD + NaBH,
in DMSO
RT, 24 h, 600 rpm

HAuCl, in DMSO R-CD-Au-NP in DMSO

AnschlieBend werden die Au-NP mittels Zentrifugation abgetrennt (4000 U-min™, 5 min) und mit 2 x DMSO
gewaschen. Die Au-NP werden im Hochvakuum getrocknet, in Wasser suspendiert und anschlieBend 2 Tage
gegen Wasser dialysiert. Die Au-NP werden durch Gefriertrocknung isoliert.
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Tabelle 15: Ubersicht der Ausbeuten der synthetisierten B-CD funktionalisierten Au-NP. Die Ausbeuten in gew[%]
beziehen sich auf die Einwaage von Tetrachlorogold(ll)séure-Trihydrat (50 mg) zuzdglich des verwendeten 5-CD.

eingesetzte Masse )
Thio-8-CD B-CD Ausbeute Au-NP Ausbeute Au-NP gew([%]
[mg]
[mg]
ET-B-CD (23) 12 19 31
OET-B-CD (24) 12 30 49
EDOET-B-CD (25) 13 32 51
Per-ET-B-CD (26) 16 42 64
Per-OET-B-CD (27) 19 30 49
Per-EDOET-B-CD (28) 22 48 67

6.4.2.2 Synthese der ConA-funktionalisierten Goldnanopartikel

Standardprozedur zur Synthese der ConA-Au-NP

In einem Schraubdeckelglas wird Tetrachlorogold(ll)sdure-Trihydrat (3,40 mg, 0,01 mmol, 1 eq.) in 90 mL
Wasser gelost (Losung 1) und stark gerthrt (600 rpm). NaBH4 (0,01 g, 0,26 mmol, 26 eq.) wird in 10 mL
Wasser gelost (Losung 2). Losung 2 wird sehr schnell zu Losung 1 zugegossen. Die goldgelbe Losung farbt
sich sofort rotbraun, um anschlieBend hell rot zu werden. Die Reaktionsmischung wird 24 h bei RT geruhrt.
AnschlieBend wird ConA (10 mL, ¢ =0,1gL™) in Wasser langsam zu getropft und weitere 24 h bei RT
geruhrt. Nach Beenden der Reaktion wird 24 h gegen Wasser dialysiert und die Au-NP anschlieBend durch
Gefriertrocknung isoliert.

Die PNVP-funktionalisierten Referenzpartikel werden analog hergestellt. Als Hulle fur die Goldnanopartikel
wird ein kurzkettiges PNVP (M, = 10000 g-mol'l, 10mL, c=0,1 g~L'l) verwendet.
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6.5 Allgemeines Messprotokoll zur Durchfiihrung der
Fluoreszenzmessungen

6.5.1 Fluoreszenzmessungen der Copolymere der CoPo1-Serie und von
CoPo2

Das Copolymer (c = 0,1 g'L™") wird in Wasser gelost. Es werden 2 mL der Losung in einer PMMA-Fluores-
zenzkivette als Stammldsung vorgelegt. Die funktionalisierten Au-NP (0,1 g'L™) werden in Wasser geldst
und durch einen hydrophilen Spritzenfilter (PorengréBe = 0,2 um) filtriert. Es wird zunachst ein Fluoreszenz-
spektrum der Stammlésung aufgenommen. Die Anregungswellenlange Ao, betragt 565 nm. Die Spaltbreiten
betragen 5 nm flr den Anregungsspalt und 4 nm ftr den Emissionsspalt. Die Emission der Losung wird in
einem Bereich von 580 nm bis 700 nm aufgenommen. Die Zugabe der Au-NP-Losung erfolgt in folgenden
Schritten:

10 x 10 L
10 x 20 pL
4 x 50 pL

Nach jeder Zugabe wird ein Emissionsspektrum aufgenommen. Es wird ein Gesamtvolumen von 500 pL
Au-NP-Losung zugegeben. Um die Abnahme der Fluoreszenzintensitat die durch Verdtinnung der Ldsung
entsteht zu bestimmen, wird der gleiche Zugabezyklus ebenfalls nur mit Wasser durchgefuhrt. AnschlieBend
wird der Intensitatsverlust, der nur durch Verdinnung der Stammlésung entsteht, von den Messungen mit
der Au-NP-Lésung abgezogen (Fio0). Die aufgenommenen Spektren werden mittels einer Fitfunktion
geglattet (Origin, 20 Punkte, gleitender Durchschnitt) und anschlieBend normiert, wobei das Emissions-
maximum der Stammlésung 1 entspricht. Die anderen Spektren werden relativ dazu dargestellt. Fur die
Auftragung der maximalen Fluoreszenzintensitat gegen das zugegebene Volumen der Au-NP L&sung wird
ein Fehler von 5 % aller Daten angenommen und mit Hilfe von Fehlerbalken in den Abbildungen dargestellt.
Alle Messungen werden bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Die Loschkraft (LK) der Au-NP wird aus den normierten und geglatteten Spektren nach Gleichung 10
berechnet:

LK =1- I—VL Gl. 10
1, FH20

1, = Fluoreszenzintensitat bei Zugabevolumen V
Ip = Fluoreszenzintensitat der Stammldsung

Fi,0 = Faktor durch Verdinnung mit H,O

Nach vollstdndiger Zugabe der Au-NP-Losung wird 1 mg Amantadinhydrochlorid (Abbildung 122) als
kompetitiver Analyt zugegeben und nach t =1, 2, 5 und 10 min jeweils ein Fluoreszenzspektrum aufge-
nommen.
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Die Ruckgewinnung der Fluoreszenzintensitat (FR) durch Analytverdrangung wird nach Gleichung 11
bestimmt:

FR:(L_MJ.L Gl 11

Ip = Fluoreszenzintensitat der Stammldsung
I = Fluoreszenzintensitat zum Zeitpunkt t nach Analytzugabe
ly-s00 = Fluoreszenzintensitat bei vollstandiger Zugabe der Au-NP-Ldsung

F11,0 = Faktor durch Verdinnung mit H,O

NH;,

Abbildung 122: Amantadinhydrochlorid als kompetitiver Analyt fiir polymergebundenes Adamantan.

6.5.2 Fluoreszenzmessungen des Copolymers CoPo3

Die Fluoreszenzmessungen werden &quivalente zur CoPol-Serie durchgefihrt und ausgewertet (siehe
Kapitel 6.5.1). Die Anregungswellenlange A, betragt 565 nm. Die Spaltbreiten betragen 2,5 nm fur den An-
regungsspalt und 7,5 nm fur den Emissionsspalt. Die Emission der Losung wird in einem Bereich von 580 nm
bis 700 nm aufgenommen. Die Lésungen von CoPo3 und der Au-NP werden in einem NHjAc-Puffer
(100 mM NH4Ac, 150 mM NaCl, 2 mM CaCly) hergestellt, um einen konstanten pH-Wert von 7 einzustellen.
Calcium wird als Cofaktor fur die Bindung von ConA an Mannose zugeflgt. Die, wie in Kapitel 6.4.2.2
beschrieben, hergestellten Au-NP werden in 20 mL NHsAc-Puffer geldst und durch einen hydrophilen
Spritzenfilter (PorengréBe = 0,2 um) filtriert. Die Losungen werden anschlieBend nochmal 1:1 mit
NH,Ac-Puffer verdinnt. Mit beiden Konzentrationen der Au-NP-Losungen werden Fluoreszenzldsch-
experimente durchgefuhrt. Fur die Auftragung der maximalen Fluoreszenzintensitat gegen das zugegebene
Volumen der Au-NP Lésung wird ein Fehler von 5 % aller Daten angenommen und mit Hilfe von Fehler-
balken in den Abbildungen dargestellt.

Aus der Synthesevorschrift fur die Herstellung der ConA-Au-NP (Kapitel 6.4.2.2) ergibt sich eine ungeféhre
Konzentration der Au-NP-L&sungen von:

c= 000338 gt 220034

=0,09¢-L" Gl. 12
0,02L 0,04L

Diese Konzentrationsberechnung bezieht jedoch nicht die Masse der Au-NP Hulle aus ConA bzw. PNVP mit
ein und weicht somit etwas von der tatsachlichen Au-NP-Konzentration ab.

Nach vollstandiger Zugabe der Au-NP-Lésungen wird 1 mg ConA zu der Losung gegeben und nach 1, 5,
10, 15, 10, 15 und 30 min ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Die Fluoreszenzrickgewinnung wird, wie
in Kapitel 6.5.1 beschrieben, bestimmt.
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6.5.3 Fluoreszenzmessungen der Copolymere CoPo5 bis CoPo10

Die Copolymere (c=0,1gL") werden in Wasser gelost und 4 mL in einer PMMA-Fluoreszenzkiivette
vorgelegt. Die Anregungswellenlange A, wird fur jedes Copolymer durch Aufnahme eines Anregungs-
spektrums bestimmt. Die Spaltbreiten betragen 5 nm fur den Anregungsspalt und 5 nm fir den Emissions-
spalt. Die Emission wird in einem Bereich von 450 nm bis 700 nm aufgenommen. Es wird die Fluoreszenz-
intensitat in Abhangigkeit der Temperatur der Copolymerldsung bestimmt. Dazu wird in einem Temperatur-
bereich zwischen 10 °C und 60 °C alle 10 °C ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Die Polymerldsungen
werden wahrend der Messung konstant mit 100 rpm geruhrt. Die aufgenommenen Spektren werden mittels
einer Fitfunktion geglattet (Origin, 50 Punkte, gleitender Durchschnitt).
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Anhang

Anhang

Synthetisierte Monomerstrukturen
RhodaminB-Monomere:

Abbildung 123: Ubersicht der synthetisierten RhodaminB-Monomere.
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Naphthalsaureimid-Monomere:
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Abbildung 124: Ubersicht der synthetisierten Naphthalsdureimia-Monomere.
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NMR-Spektren

3',6'-Bis(diethylamino)-3 A#-spirolisobenzofuran-1,9'-xanthen]-3-on (1)
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Abbildung 125: LH-NMR, 300 MHz, in CD;0D, 3.6"-Bis(dieth Wlamino)-3H-spirofisobenzofuran-1,9'-xanthen]-3-on (1).
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Abbildung 126: BCNMR 75 MHz, in CDsOD, 3.6 “Bis(diethylamino)-3H-spirofisobenzofuran-1,9-xanthen]-3-on (1).



Anhang

N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(piperazin-1-carbonyl)phenyl)-3 A-xanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid
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Abbildung 127: 'H-NMR, 300 MHz, in CD;0D, N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(piperazin-1-carbonyl)pheny))-3H-xanthen-3-
Viiden)-N-ethylethanaminiumchlorid (2).
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Abbildung 128: °C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCl;, N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(pjperazin-1-carbonyl)phenyl)-3H-xanthen-
3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (2).



Anhang

(2)-N-(9-(2-(4-(3-Carboxyacryloylpiperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-(diethylamino)-3 A-xanthen-3-yliden)- A-
ethylethanaminiumchlorid (3)
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Abbildung 129: 'H-NMR, 300 MHz, in CD;0D, (2)-N~(9-2-(4~(3-Carboxyacryloyl)pjperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-
(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (3).
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Abbildung 130: ZC-NMR (APT), 75 MHz, in CDCl, (2)-N~(9-2~(4~(3-Carboxyacryloyl)pjperazin-1-carbonyl)pheny))-6-
(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (3).



Anhang

N-(9-2-(4-((D)-4-((((3r,5r,7r)-Adamantan-1-ylYmethyl)\amino)-4-oxobut-2-enoyl)piperazin-1-carbonyl)-
pheny))-6-(diethylamino)-3 A-xanthen-3-yliden)- NV-ethylethanaminiumchlorid (4)
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Abbildung 131: TH-NMR, 500 MHz, in CD;0D, N~(9-(2-4-((2)-4-((((3r, 57, 7r)-Adamantan-1 -v)methyl)amino)-4-oxobut-
2-enoyl)pjperazin-1-carbonyphenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchiorid (4).
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Abbildung 132: PC-NMR (APT), 75 MHz, in CD;0D, N~(9-(2-(4-((2)-4-(((3r, 51, 7r)-Adamantan-1-y)methyllamino)-4-
oxobut-2-enoy/l)piperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (4).




Anhang

(2)-N-(9-(2-(4-(4-(Butylamino)-4-oxobut-2-enoylpiperazin-1-carbonyl) phenyl)-6-(diethylamino)-3 4~
xanthen-3-yliden)-A-ethylethanaminiumchlorid (5)
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Abbildung 133: ' H-NMR, 300 MHz, in CD;0D, (Z2)-N~(9~2-(4~(4-(Butylamino)-4-oxobut-2-enoyl)piperazin-1-carbonyl)-
phenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchiorid (5).
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Abbildung 134: BCNMR (APT), 75 MHz in CD;0D, (2)-N-(9-(2-(4-(4-(Butylamino)-4-oxobut-2-enoyl)pjperazin-1-
carbonyl)phenyl)-6-(diethylaminc)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchiorid (5).



Anhang

(Z)-N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4-(4-oxo-4-(prop-2-in-1-ylamino)but-2-enoyl)piperazin-1-carbonyl)phenyl)-
3 H-xanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid (6)
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Abbildung 135: TH-NMR, 300 MHz, in CD;OD, (2)-N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4-(4-oxo-4-(prop-2-in-1-ylamino)but-2-
enoylpiperazin-1-carbonyl)phenyl)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (6).
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Abbildung 136: PC-NMR, 75 MHz, in CDCl, (2)-N~(6-(Diethylamino)-9-2~(4-(4-oxo-4-(prop-2-in-1-ylamino)but-2-
enoyl)pjperazin-1-carbonylphenyl)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (6).



Anhang

N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4-((2)-4-oxo-4-((1-(2-(((35,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(acetoxymethy)tetra-
hydro-2 A-pyran-2-yhoxylethyl)-14-1,2,3-triazol-4-ylimethyllamino)but-2-enovlpiperazin-1-carbonyl)-
phenyl)-3 A~xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (7)
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Abbildung 137: ' H-NMR, 300 MHz, in CD;0D, N~(6-(Diethylaminc)-9-2~4((2)-4-oxo-4-(((1-2~(((35,4S,5R 6R)-3,4,5-tri-
acetoxy-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)ethyl)-1H-1,2, 3-triazol-4-y))methyl)amino)but-2-
enoyl)pjperazin-1-carbonyl)phenyl)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (7).
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Abbildung 138: “C-NMR (APT), 75 MHz, in CD;0D, N~(6-(Diethylamino)-9-(2-(4-((2)-4-oxo-4~(((1-(2~(((3S,4S, 5R,6R)-
34 5-triacetoxy-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)ethyl)-1H-1, 2, 3-triazol-4-y))methyl)amino)but-2-
enoylpiperazin-1-carbonyl)phenyl)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchiorid (7).




4-Morpholinyl-1,8-naphthalsdureanhydrid (8)
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Abbildung 139:H-NMR, 300 MHz, in CDCl;, 4-Morpholinyl-1,8-naphthalséureanhydrid ().
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Abbildung 140: Be-nmr (APT), 75 MHz, in CDCl5, 4-Morpholinyl-1,8-naphthalsaureanhydrid (8).
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N-(2'-Ethan-1'-ol)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (9)
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Abbildung 141" H-NMR, 300 MHz, in CDCl;, N~(2"~Ethan-1"-0))-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (9).

53.55
42.82

16528
\-164.86
—156.00

—67.04
—61.93

T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 142: 7 C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCl;, N~2*Ethan-1"-0))-4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (9).
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N-(2'-(4"-Oxobut-2"-ensaure)ethoxy)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (10)
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Abbildung  143: H-NMR 300 MHz in CDClh  N-(2-(4"-Oxobut-2"-enséure)ethoxy)-4-morpholinyl-1,8-
naphthalsaureimid (10).
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Abbildung 144: Be-nmr (APT), 75 MHz CDCh N-(2-(4"-Oxobut-2"-enséure)ethoxy)-4-morpholinyl-1,8-naphthal-
saureimid (10).
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N-(2'-(Piperazin-1"-ylhethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (11)
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Abbildung 145:" H-NMR, 300 MHz, in CDCl;, N-(2'~(Piperazin-1“-ylethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (Z1).
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Abbildung 146: BC-NMR (APT), 75 MHz in CDCl; N-(2'-(Piperazin-1"-yl)ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid
(11).
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N-(2'-(4""-Oxobut-2""-ensdure-(4"-piperazin-1"-yN))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (12)
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Abbildung 147: 'H-NMR, 300 MHz, in CDCl, N~(2"-(4"“-Oxobut-2""-enséure-(4"“~piperazin-1"-y)ethy))-4-moroholiny-
1,8-naphthalsdureimid (12).
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Abbildung 148: 7 C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCly, N~2'~(4"~Oxobut-2"“~ensédure-(4"~pjperazin-1"-y|)ethy))-4-morphol-
inyl-1,8-naphthalsdureimid (12).



Anhang

N-2'-(4""-(((3r,5r,7r)-Adamantan-1""-y)-methyl)amino)-(4"-oxobut-2"-enoat)ethyl)-4-morpholiny!-1,8-
naphthalsaureimid (13)
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Abbildung 149: TH-NMR, 300 MHz, in CDCly, N-2*-(4"~((3r, 51, 7r)-Adamantan-1 “-yl)-methyl)amino)-(4"-oxobut-2"-
enoatethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (13).
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Abbildung 150: >C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCls, N~2"~(4"~((3r, 51, 7r)-Adamantan-1""y|)-methyl)amino)-(4"-oxobut-
2"-enoat)ethyl)-4-morpholiny!-1,8-naphthalséureimid (13).
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N-(2'-(4""-((((3r,5r,7r)-adamantan-1""-ymethyhamino))-(4"""-oxobut-2"-enamid-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-
4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (14)
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Abbildung 151. TH-NMR, 300 MHz, in CDCly, N-2~4"“~(((3r. 57, 7r)-adamantan-1""- V)methyl)amino))-(4"-oxobut-2""-
enamid-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (14).
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Abbildung 152: Be-NMmR (APT), 75 MHz, CDCl;, N-2-4""~((((3r,5r, 7r)-adamantan-1""-yl)methyl)amino))-(4"-oxobut-
2""~enamid-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (14).
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N-(2'-(Tetrahydro-2H-pyran-2"",3"" 4" 5" -tetrayl tetraacetat)oxy)methyl)-(4""-oxobut-2""-enoy!|-(4"-
piperazin-1"-yl)ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (15)
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Abbildung ~ 153:  'H-NMR 300 MHz in  CDCl, — N-(2~(Tetrahydro-2H-pyran-2"" 3" 4" 5" "tetrayl

4

tetraacetat)oxy)methyl)-(4""-oxobut-2""-enoyl-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (15).
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Abbildung 154: Be-NMmR (APT), 75 MHz, in CDCl;, N-(2-(Tetrahydro-ZH-pyran-2"",3"",4"", 5" "~tetrayl tetraacetat)oxy)-
methyl)-(4""-oxobut-2""-enoyl-(4"-pijperazin-1"-yl)ethy)4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (15).



Anhang

N-(2'-(N-Butyl-(4""-oxobut-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl)))ethyl)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsgureimid
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Abbildung 155: TH-NMR, 300 MHz in CDCls N-2"-(N-Butyl-(4"-oxobut-2""-enamid-(4"-pjperazin-1"-y|))ethy/)-4-

morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (16).
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Abbildung 156: >C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCl;, N~2~(N-Butyl-(4""~oxobut-2""~enamid-(4"-pjperazin-1"-y|))ethy))-4-

morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (16).



Anhang

N-(2'-(N-Octadecyl-(4""-oxobut-2""-enamid(4"-piperazin-1"-yl)))ethyD)-4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid
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Abbildung 157: TH-NMR. 300 MHz, in CDCl3 N-(2"-(N-Octadecyl-(4""-oxobut-2""-enamid(4"-pjperazin-1"-yl)))ethyl)-4-
morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (17).
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Abbildung 158 "C-NMR (APT), 75 MHz, in CDCl, N~2~(N-Octadecyl-(4"~oxobut-2""~enamid(4"-pjperazin-1"-
V))ethy)-4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (17).



Anhang

N-(2'-(Piperidin-1""-yl-(4""-ox0-4""-but-2"-enoyl-(4"-piperazin-1"-y)) ethy4-morpholinyl-1,8-naphthal-
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Abbildung 159 'H-NMR, 300 MHz, in CDCl;, N-2~(Piperidin-1""-y-(4"~oxo-4""~but-2""~enoyl-(4"~piperazin-1"-
W))ethy)4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (18).
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Abbildung 160: BCNMR (APT), 75 MHz, in CDCls, N-2"-(Pjperidin-1""-y/-(4""-oxo-4""-but-2""-enoyl-(4~pjperazin-1"-
Vi))ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (18).
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N-(2'-(N-Prop-2""-yn-1""-yl-(4""-oxo-but-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-ylethyN4-morpholinyl-1,8-naphthal-

saureimid (19)
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Abbildung 161: TH-NMR, 300 MHz, in CDCl, N~2~(N-Prop-2""-yn-1""yi-(4""-oxo-but-2""~enamid-(4"~pjperazin-1"-

Whethy)4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (19).
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Abbildung 162: BC-NMR (APT), 75 MHz, in CDCly, N~2~(N-Prop-2""~yn-1"""yl~(4""~oxo-but-2""~enamid-(4"-pjperazin-

17-ylethy)4-morpholinyl-1,8-naphthalsédureimid (19).



Anhang

N-(2'-(1H-1"" 2" 3" -triazol-1""-yl)ethoxy)tetrahydro-2H-pyran-3""".4""" 5"""'-triy| triacetat-(4""-oxobut-2""'-
enamido-methyl-(4"-piperazin-1"-yN))ethyh4-morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (20)
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Abbildung 163:"H-NMR, 300 MHz, in CDCl, N~2~(1H-1"2"" 3" triazol-1"“~y)ethoxy)tetrahydro-2H-pyran-
3747 5 triyl triacetat-(4""-oxobut-2""-enamido-methyl-(4"~plperazin-1"-yl)ethy)4-morpholiny/-1,8-
naphthalsaureimid (20).
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Abbildung 164: Be-nmr (APT), 75 MHz, in CDCls, N-(2~(1H-1""2"",3""~triazol-1""-y))ethoxy)tetrahydro-2H-pyran-
3747 5 triyl triacetat-(4-oxobut-2""~enamido-methyl-(4 -piperazin-1"-yl))ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalséure-
imid (20).



Anhang

Mono-6(p-toluolsulfonyl)-B-cyclodextrin (21)
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Abbildung 165:" H-NMR, 300 MHz, in DMSO-ds Mono-6-(p-toluolsulfony))-B-cyclodextrin (21).
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Abbildung 166: BENMR, 75 MHz, DMSO-dis, Mono-6-(p-toluolsulfonyl)-B-cyclodextrin (21).



Anhang

Heptakis-6-iodo-B-cyclodextrin (22)
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Abbildung 167:' H-NMR, 300 MHz, in DMSO-dls Heptakis-6-iodo-5-cyclodextrin (22).
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Abbildung 168:C-NMR (APT), 75 MHz, in DMSO-dls Heptakis-6-iodo-B-cyclodextrin (22).
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(Mono-6'-(2""-mercaptoethyl-1"-thio))-B-cyclodextrin (23)
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Abbildung 169: LH-NMR, 300 MHz, in DMSO-d; (Mono-6"-(2"-mercaptoethyl-1"-thio))-5-cyclodextrin (23).
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Abbildung 170: Be-nmr (APT), 75 MHz, in DMSO-ds (Mono-6"-(2"-mercaptoethyl-1"-thio))-5-cyclodextrin (23).
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(Mono-6'-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"-thio)ethoxy)))-B-cyclodextrin (24)
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Abbildung 171. TH-NMR, 300 MHz, in DMSO-ds, (Mono-6"(- “-mercaptoethyl(2-(1"-thio)ethoxy)))-B-cyclodextrin (24).
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Abbildung 172: ZC-NMR (APT), 75 MHz, in DMSO-ds (Mono-6"-(4"-mercaptoethyl(2"~(1"-thio)ethoxy)))--cyclodextrin
(24)



Anhang

(Mono-6'-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"-thio)diethoxy)))-B-cyclodextrin (25)
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Abbildung 173: LH-NMR, 300 MHz, in DMSO-d; (Mono-6"-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"-thio)diethoxy)))-5-cyclodextrin (25).
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Anhang

(Heptakis-6-(2'-mercaptoethyl-1'-thio))-B-cyclodextrin (26)
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Abbildung 175: LH-NMR, 300 MHz, in DMSO-di, (Heptakis-6-(2-mercaptoethyl-1"-thio))-5-cyclodextrin (26).
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Abbildung 176: BC-NMR (APT), 75 MHz, in DMSO-dis, (Heptakis-6-(2-mercaptoethyl-1-thio))-B-cyclodextrin (26).
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Heptakis-6-(4'-mercaptoethyl(2’-(1'-thio)ethoxy)))B-cyclodextrin (27)
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Anhang

Abbildung 177: LH-NMR, 300 MHz, in DMSO-d; Heptakis-6-(4-mercaptoethyl(2*-(1-thio)ethoxy)))B-cyclodextrin (27).

102.23
85.22

7.2

7185

™ 69.78

—37.92

—32.26

23.48

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70

Chemische Verschiebung [ppm]

60

50

40

20

10

Abbildung 178: "C-NMR (APT), 75 MHz, in DMSO-ds Heptakis-6-(4"-mercaptoethyl(2"-(1 ~thio)ethoxy)))B-cyclodextrin
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Anhang

(Heptakis-6-(4"-mercaptoethyl(2"-(1"-thio)diethoxy)))-B-cyclodextrin (28)
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Abbildung 179: TH-NMR, 300 MHz in DMSO-d (Heptakis-6-(4"-mercaptoethyl(2-(1 "-thio)diethoxy)))5-cyclodextrin
28).
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Abbildung 180: Be-nmr (APT), 75 MHz in DMSO-ds (Heptakis-6-(4"-mercaptoethyl(2”-(1"-thic)dlethoxy)))s5-
cyclodextrin 28)
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Anhang

IR-Spektren

RhodaminB-Monomere
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Abbildung 181: FTIR-Spekirum von N-(9-(2-(4-((Z)-4-((((3r,5r,7r)-Adamantan-1-yl)methyl)amino)-4-oxobut-2-enoyl)-
piperazin-1-carbonyl)phenyl)-6-(diethylamino)-3 #-xanthen-3-yliden)- A-ethylethanaminiumchlorid (4).
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Abbildung 182: FTIR-Spektrum von (2)-N-(9-(2-(4-(4-(Butylamino)-4-oxobut-2-enoylpiperazin-1-carbonyl)pheny|)-6-
(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchlorid (5).
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Abbildung 183: FTIR-Spektrum von N-(6-(Diethylamino)-9-(2-(4-((2)-4-oxo-4-(((1-(2-(((35,45,5K,6R)-3 4, 5-triacetoxy-6-
(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-ylJoxy)ethyl)-1H-1 2, 3-triazol-4-y))methyl)amino)but-2-enoyl)pjperazin-1-
carbonyl)phenyl)-3H-xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminiumchiorid (7).
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Naphthalimid-Monomere
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Abbildung 184: FTIR-Spektrum von N-2~(4"~((3r,5r, 7r)-Adamantan-1""y|)-methy|Jamino)-(4“-oxobut-2"-enoat)ethyl)-
4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (13).
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Abbildung 185: FTIR-Spektrum von N-2~(4""-(((31,5r1, 7r)-adamantan-1""-y)methylJamino))-(4"-oxobut-2""-enamid-
(4"-piperazin-1"-yl)ethy))-4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (14).
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Abbildung 186: FTIR-Spektrum von N-2~(Tetrahydro-2H-pyran-2"";3"",4"" 5" ~tetray! tetraacetat)oxy)methy|)-(4"-oxo-
but-2""-enoyl-(4"-piperazin-1"-yl)ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalséureimid (15).
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Abbildung 187: FTIR-Spektrum von N-(2~(N-Butyl-(4"“-oxobut-2""-enamid-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)-4-morpholiny/-
1,8-naphthalsdureimid (16).
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Abbildung  188:  FTIR-Spektrum  von — N-2~(N-Octadecyl-(4""-oxobut-2""-enamid(4 " -piperazin-1"-yl)ethy))-4-

morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (17).
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Abbildung 189: FTIR-Spektrum von N-2-~(Pjperidin-1""-yl-(4"-oxo-4"-but-2""-enoyl-(4"~pjperazin-1"-yi))ethy))4-
morpholinyl-1,8-naphthalsdureimid (18).
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Abbildung 190: FTIR-Spektrum von N-(2~(1H-1"2""3""~triazol-1""-y))ethoxy)tetrahydro-2H-pyran-3"";4""; 5" triy/
triacetat-(4""-oxobut-2""-enamido-methyl-(4"-piperazin-1"-yl))ethyl)4-morpholinyl-1,8-naphthalsaureimid (20).
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Abbildung 191: Links: Verddinnungsreihe des RhB-Monomers 4.
konzentration von 4.
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Abbildung 192: Links: Verddinnungsreihe des RhB-Monomers 5.
konzentration von 5.
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Abbildung 193: Links: Verddnnungsreihe des RhB-Monomers 7.
konzentration von 7.
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