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Zusammenfassung

Intrazelluldre pH-Sonden sind von groem Interesse, um die Rolle von Protonen in ablaufen-
den chemischen Prozessen in Zellen n3her zu analysieren (z.Blin der Atmungskette) oder
um Fehlfunktionen [bzw] Krankheiten zu diagnostizieren. In dieser Arbeit wurde ein Sonden-
molekiil synthetisiert, welches auf der Photosaure Pyrenol basiert. Pyrenolderivate konnen
sowohl als ratiometrische pH-Sonde als auch als Umgebungssonde verwendet werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Pyrenolderivat mit einem Silan als spezifische Ankergruppe
dargestellt, sodass eine Immobilisierung auf Glasoberflachen realisiert wurde. Dariiber hinaus
wurde das hergestellte Sondenmolekiil in Silica-Nanopartikel eingebaut. Nach Darstellung der
modifizierten Nanopartikel wurden sowohl die Eigenschaften des Sondenmolekiils als auch der
Silica-Matrix mit Hilfe von statistischer und zeitaufgeloster Fluoreszenzspektroskopie analy-
siert. Aus den Untersuchungen konnten mehrere Informationen gewonnen werden. Zum einen
konnte ein fester Einbau des Chromophors in die Silica-Matrix bestatigt werden. Zum ande-
ren wurde fiir den eingebundenen Farbstoff in Kern-Nanopartikel ein gutes Ansprechverhalten
auf Protonen in der ndheren Umgebung festgestellt. Die synthetisierten Nanopartikel eignen
sich daher als intrazelluldre pH-Sonde, was im Rahmen dieser Arbeit durch in vitro Zellexpe-

rimente gezeigt wurde.

Abstract

Intracellular pH probes is an emerging topic in the analysis of the role of protons play in
the ongoing chemical processes within cells (e.g. in the respiratory chain) or in the diagnosis
of functional disorders. In this study, a probe molecule based on the photoacid pyrenol was
synthesized. Pyrenol derivatives can be used as a ratiometric pH probe or as an environmental
probe. Currently, a pyrenol derivative with a silane as a specific anchor group was synthesized,
so that immobilization on glass surfaces could be realized. In addition, the immobilizable
derivative of hydroxypyrene, was subsequently covalently embedded in silica nanoparticles.
With the modified nanoparticles, both the properties of the probe molecule and the silica
matrix were analyzed by steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy. There
are several observations from the researchers. On one hand, a rigidly incorporation of the
chromophore into the silica matrix could be confirmed. On the other hand, the embedded
dye in core nanoparticles is accessible for protons. Therefore, the synthesized nanoparticles
are suitable as an intracellular pH probe, which was demonstrated by in vitro cell experiments

during this work.
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Gliederung

Gliederung

Der Inhalt der Arbeit wird in sechs Kapiteln dargestellt. Im ersten Kapitel erfolgt eine kurze
Einleitung und die Definition der Zielsetzung. Das zweite Kapitel behandelt den bis dato
vorliegenden Kenntnisstand und den theoretischen Hintergrund der in der Arbeit verwen-
deten Messmethoden. Als nachstes wird im dritten und vierten Kapitel die Synthese der
Zielverbindung und die resultierenden fluoreszierenden Nanopartikel beschrieben und analy-
siert, mit ausfiihrlicher Diskussion der beobachteten Ergebnisse. Hiernach erfolgt im fiinften
Kapitel eine Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse mit Ausblick iiber die zukiinf-
tigen Moglichkeiten. Das letzte Kapitel beschaftigt sich mit den experimentellen Daten der
Verbindungen und beinhaltet allgemeine Angaben zu den verwendeten Charakterisierungs-

methoden.

Teilergebnisse und Graphiken der vorliegenden Arbeit wurden bereits zur Veroffentlichung in

RSC Advances eingereicht.




1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

1.1. Einleitung

Protonentransferreaktionen gehdren zu den grundlegendsten Prozessen in der Chemie und
Biologie, wie Sdure-Base-Reaktionen und der strukturellen Ausbildung von Makromolekiilen
durch Wasserstoff-Briickenbindungen. 2l Allgemein besitzen Protonen in der Biologie eine
hohe Bedeutung, da sie essentiell fiir physiologische und pathologische Prozesse sind. 719
Das Vorliegen eines bestimmten pH-Werts ist essentiell um eine normale Funktion des Stoff-
wechsels und der Zellen zu gewihrleisten. 17131 Gleichzeitig kénnen iiber den existierenden
pH-Wert Informationen iiber die ablaufenden zelluldren Prozesse und iiber die Gesundheit der
Zelle gewonnen werden. 1318l Eine signifikante Anderung des pH-Werts in einem biologischen
System spricht fiir eine Verdnderung des biochemischen Prozesses und kann sich schadlich
auf die vorliegende Struktur auswirken. Ein anormaler intrazelluldrer pH-Wert kann dafiir
sprechen, dass die Funktion der Zelle sowie deren Wachstum oder Teilung gestért ist. 17 Bei
erniedrigtem intrazelluliren pH-Wert handelt es sich maglicherweise um eine Krebszelle: 18211
Im Gegensatz zu gesunden Zellen weisen Krebszellen eine hohere Wachstumsrate auf. Da-
durch bendtigen Krebszellen mehr Energie als normalerweise, was viele Tumorarten durch eine
Veranderung ihres Stoffwechsels mit aerober Glykolyse erzielen (Warburg-Effekt). [18I21122] B
diesem Prozess wird Lactat frei, was wiederum den intrazelluldren pH-Wert erniedrigt. Die
Bestimmung des intrazelluldren pH-Werts ist somit von groem Interesse zur medizinischen
Diagnostik und kann zur Erkennung von Krebs beitragen. Zur Messung des pH-Werts kdn-
nen verschiedene Methoden verwendet werden.?3"23] Die Bestimmung des intrazellularen
pH-Werts stellt sich jedoch aufgrund ihrer komplexen Umgebung und dem geringen Proben-
volumen als schwierig dar. Daher sind traditionelle analytische Verfahren, wie die Messung mit
Hilfe von protonenpermeablen Mikroelektroden, nicht die Methoden nach Wahl. E826] Statt-
dessen ist es einfacher den pH-Wert mittels NMR-, Absorptions- oder Fluoreszenzspektrosko-
pie zu ermitteln. 1727 7ysitzlich kann iiber diese Methoden eine pH-Anderung raumlich und
zeitlich untersucht werden. Die Fluoreszenzspektroskopie hat zudem weitere Vorteile, wie eine
hohe Empfindlichkeit und eine leichte Handhabung.!2d Bei der Detektion des pH-Werts in
Kombination mit Fluoreszenztechniken wird die Veranderung der Intensitat des Fluoreszenz-
signals beobachtet, welches nach Ansiuern entweder abnimmt oder ansteigt. 2829 Generell
wird zwischen zwei Arten von Fluoreszenzindikatoren unterschieden: Zum einen konventionel-
le Sondenmolekiile, die nur ein pH-abhangiges Fluoreszenzsignal besitzen und zum anderen

ratiometrische Fluorophore, die zwei Fluoreszenzsignale mit gegenldufigen Intensititsverhal-

ten besitzen (Abbildung _[17-30]
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Abbildung 1: Vergleich eines konventionellen Fluoreszenzindikators am Beispiel von Fluo-
rescein (a) mit einem ratiometrischen Fluoreszenzindikator am Beispiel von

HPTS (b).

Ein bekannter Vertreter der 1. Art ist Fluorescein, welches als Indikator fiir pH-Werte zwischen
4 und 7.2 verwendet wird. 1731 |m sauren Milieu findet die Ausbildung eines Lactons statt,
wodurch das chromophore System gestort wird und dadurch keine Fluoreszenz im sichtba-
ren Bereich existiert (Abbildung [La). Diese Klasse von Fluoreszenzindikatoren haben jedoch
den Nachteil, dass die Messung des pH-Werts von der optischen Weglange, der verwende-
ten Anregungsintensitdt und von Fluoreszenzldschungsprozessen abhangig ist. Ein bekannter
Vertreter der 2. Art ist die Photosdure 8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonsaure (HPTS]), welches
als Sondenmolekiil fiir pH-Werte zwischen 6.5 und 8.5 verwendet wird. 3234 besitzt

zwei unterschiedliche Anregungsmaxima, die aus der Saure- und der Basenform resultieren

(Abbildung [1b).
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1.2. Zielsetzung

In dieser Arbeit soll eine pH-Sonde fiir den physiologischen pH-Bereich entwickelt werden,
deren Messprinzip auf ratiometrischer Fluoreszenzdetektion basiert. Der physiologische pH-
Wert kann zwar iiber HPTS] (pKs= 7.3) bestimmt werden, jedoch ist die Verwendung durch
das Fehlen von Zellpermeabilitit eingeschrankt. T34l Zysitzlich kann nur in Lipid-
Nanopartikel eingeschlossen werden und nicht kovalent an andere Nanopartikel angebunden
werden. 3538l 7, diesem Zweck soll die Photosiure Pyrenol, der Grundbaustein von[HPTS] so
modifiziert werden, dass eine Ankergruppe zur kovalenten Bindung an eine Silica-Oberflache
vorhanden ist. Mit Hilfe eines Silans kann der Fluorophor sowohl in der Einzelmolekiilspek-
troskopie auf einem Glastrager als auch bei der Herstellung von Silica-Nanopartikel verwendet
werden. Die praparierten Silica-Partikel sollen Anwendung als pH-Sonden in vivo und in vitro
finden. Deshalb soll bei der Entwicklung des chromophoren Systems gewahrleistet werden,
dass der pKs-Wert mit dem physiologischen pH-Bereich iibereinstimmt. Im Rahmen dieser
Arbeit soll die Qualifikation der modifizierten Partikel als intrazelluldre pH-Sonden beurteilt
werden. Nach erfolgreicher spektroskopischer Charakterisierung soll zudem als konzeptioneller

Beweis ihre Eignung als pH-Sonden in Zellen iiberpriift werden.
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Abbildung 2: Anforderung an das geplante Farbstoffsystem und Anwendungsziele.
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2.1. Photosauren
2.1.1. Photosauren als pH-Sonden

Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore gehéren zu den so genannten Photosduren. Als
Photosaure wird im allgemeinen ein Molekiil bezeichnet, dessen Aziditdt sich nach elektro-
nischer Anregung um vier bis zehn Zehnerpotenzen erhdht. 3943l Dieses Phinomen wurde
von T. Forster ndher an 3-Aminopyren-5,8,10-trisulfonat (APTS) und 8-Hydroxypyren-1,3,6-
trisulfonsiure (HPTS) charakterisiert, ##45] basierend auf shnlichen Beobachtungen von K.
Weber im Fall von 1,4-Naphthylaminsulfonat.®®l Es fiel beiden auf, dass die experimen-
tell ermittelten Emissionsspektren eine Verschiebung gegeniiber dem erwarteten Spektrum
aufweisen. T. Forster stellte fest, dass sowohl die Absorptions- als auch die Fluoreszenz-
emissionseigenschaften des Chromophors eine pH-Abhangigkeit aufweisen, diese sich jedoch
in ihrem Umschlagspunkt unterscheiden. Der Absorptionsumschlag liegt fiir [HPTS| bei einem
pH-Wert von 7 und der Fluoreszenzumschlag zwischen 2 und 0.2l Da beide Umschlige véllig
umkehrbar sind, konnte es sich nicht um irreversible Zersetzungsprozesse handeln. Stattdes-
sen begriindete T. Forster das vorliegende Verhalten durch Protonentransferreaktionen im
Grundzustand und im angeregten Zustand. Er postulierte eine Erhdhung der S&urestirke
im angeregten Zustand (pKS*), wodurch ein Protonentransfer zu einem geeigneten Akzep-
tor in der Umgebung stattfindet (ESPTI]). Die Prozesse nach Anregung fasste Forster in
einem zyklischen Energieschema zusammen, welches als Forster-Zyklus bezeichnet wird. In
Abbildung [3] sind sowohl der Forster-Zyklus als auch die zugehdrigen Anregungs- und Emissi-
onsspektren der von T. Forster untersuchten Photosiure [HPTSl dargestellt. Nach Anregung
der S&urenform des Fluorophors (Abb. , violetter Pfeil), findet eine Erhéhung der Aziditat
des Molekiils im angeregten Zustand statt. Je nach vorliegendem pH-Wert [bzw. bei An-
wesenheit eines geeigneten Akzeptormolekiils findet [ESPT] statt (Abb. [3] roter Pfeil). Nach
erfolgtem Protonentransfer wird die Emission der angeregten Basenform beobachtet (Abb. [3]
oranger Pfeil). Findet kein Protonentransfer statt, entstammt die emittierte Fluoreszenz von
der angeregten Saurenform (Abb. [ blauer Pfeil). Aus welchem Zustand die Emission ent-
stammt, lasst sich anhand der detektieren Wellenlangen festlegen, da die Fluoreszenzemission
der Basenform im Vergleich zur Sdurenform bathochrom verschoben ist. Die Verschiebung
zu hoheren Wellenldngen resultiert aus einem intramolekularen Ladungstransfer (ICT]). Diese
wiederum fiihrt zu einer Verringerung des energetischen Abstands zwischen Grundzustand

und angeregten Zustand.®? Aus demselben Grund ist das Anregungsspektrum der Basen-
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form ebenfalls im Vergleich zur Saurenform batchochrom verschoben (Abb. [3, griiner Pfeil).
Die Saurenform der Photosidure wird im Grundzustand mit ROH und im angeregten Zu-
stand mit ROH" bezeichnet, die jeweils korrespondierende Basenform mit RO™ und RO™.
T. Forster zeigte ebenfalls auf, dass die Erhohung der Aziditat nach Anregung (ApK;) mit
Hilfe der Energiedifferenzen der 0-0 vibronischen Ubergingen der Photosiure (Vgoy) und
ihrer konjugierten Base (Vgo-) errechnet werden kann (Gleichung .[40'42"44'48'52] In dieser
Gleichung bezeichnet h das Plancksche Wirkungsquantum, kp die Boltzmann-Konstante und
T die Temperatur. Fiir wird mit Hilfe des Forsterzyklus (Abb. [3)) und Gleichung
ein ApK; ~ 6 erhalten. 8l

h- (Vror — Vro-)
ApK; = pK! — pK; = 1
PKs = PK] —pKe == 10} (1)
(a) () .
4 ROH* &/37: 1.01 zxc.+;i/; .
n N g et
X 4RO G os oo tKon.
£ & £ & e %9
ol IREE 2l B
u u 1] w c
< 3 3 3 0.2 \\
A//" %0350 400 450 500 580 600 650
RO-+H*
- Q\(\(’ Wellenlange | [nm]
ROH

Abbildung 3: Forsterzyklus fiir (a) und zugehdrige Anregungs- und Emissionsspek-
tren von in Wasser mit Zusatz von Saure und Base (violett: Anre-
gungsspektrum in Wasser mit [TFA|, Aem= 560 mmy; blau: Emissionsspektrum
in Wasser mit [TFA| Aexc= 350 @, griin: Anregungsspektrum in Wasser mit
KOH, Aem= 560 mmy, orange: Emissionsspektrum in Wasser mit KOH, A=

420 mm) (b).
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2.1.2. Protonentransfer im angeregten Zustand (ESPT))

Durch eine Erhohung der Siurestdrke im angeregten Zustand (sz*, Abb. [3) kann ein Pro-
tonentransfer im angeregten Zustand stattfinden. Dieser erfolgt jedoch nur bei Anwesenheit
eines geeigneten Akzeptors. ¥l Zusitzlich ist der Protonentransfer von der Basizitit des
Mediums abhingig. B Als Akzeptormolekiil dienen hiufig polare Lsungsmittel wie Was-
ser, Alkohole, Dimethylsulfoxid und deren Mischungen. 13395l Dariiber hinaus findet auch
[ESPT] zu Bronsted-Basen statt, wie z.B.] Acetat oder Carboxylat.l66'75] Die in dieser Ar-
beit dargestellten Fluorophore gehdren zu den sogenannten Oxosiuren [bzw.] Sauerstoffsau-
ren. Zusatzlich zihlen sie zu den sogenannten ,Super'-Photosiuren, [d.h] sie besitzen einen
pKs" < 0.B2 Super'-Photosiuren sind daher in der Lage im angeregten Zustand Proto-
nen in protischen und aprotischen organischen Ldsungsmitteln wie Alkohole oder
zu iibertragen. #249076580] Dje Aziditit von Sauerstoffsiuren ist von ihrer Lésungsmittelum-
gebung abhingig. P8182 \Werden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Oxyanionen
und den Lésungsmittelmolekiilen ausgebildet, findet eine Aziditdtszunahme statt. F. Bordwell
begriindete dies I mit der Stabilisierung der deprotonierten Spezies des Fluorophors. Bl
Findet eine Aziditatszunahme statt, fiihrt dies wiederum zu hoheren ESPT}HRatenkonstanten
(kESPT).l79] Die Geschwindigkeit des Protonentransfer hiangt von dem Diffusionskoeffizi-
ent des Protons D(H*) ab.[83l In aprotischen Lésungsmitteln ([zB1[DMSQ) liegt im Ver-
gleich zu protischen Losungsmitteln (z.B.J Wasser) eine geringere Protonenmobilitdt vor
(Dpmso(HT)= 4.5 - 10% cm?-s't und Dyasser(H)= 7 - 10 cm?.s1).1808384] Daher findet
in aprotischen Solvens im Vergleich zu protischen Lésungsmitteln ein verlangsamter Proto-
nentransfer statt. In einem Methanol-Wasser-Gemisch wird ebenfalls bei steigender mola-
rer Methanolkonzentration eine verlangsamte Protonenmobilitat erhalten (Abbildung ).[761
Deshalb werden kleinere ESPTIRatenkonstanten fiir verschiedene Naphthole und be-
obachtet (Abbildung [4b). 767918586]
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Abbildung 4: Diffusionskoeffizienten des Protons (Dy+) in Methanol-Wasser-Mischungen
(a)®lund Abhingigkeit der ESPT-Ratenkonstante kgspr [s1] verschiedener
Photosiuren von der Wasserkonzentration [mol-I"] von Methanol-Wasser-
Mischungen.?® Der Parameter k,, steht fiir die ESPTFRatenkonstante in
reinem Methanol (b).

Die Geschwindigkeit des [ESPTk wird ebenfalls durch H-D-Austausch verlangsamt, was als
kinetischer Isotopeneffekt bezeichnet wird. 8288l |n Deuteriumoxid ist die ESPT}Effizienz im
Vergleich zu Wasser um einen Faktor von zwei bis 5 niedriger. 8889 Der kinetische Isotopenef-

fekt hangt 1 von der Stirke des pKs"* ab und ist bei hdheren pKs*-Werten ausgepragter. 8%

Mit Hilfe des Fluoreszenzzerfalls der Photosduren kénnen Informationen iiber den Protonen-
transfer im angeregten Zustand (ESPTI) erhalten werden. Dies ist in diesem Fall moglich,
da sowohl die Sdureform (ROH) als auch die Basenform (RO") Fluoreszenz aufweisen, wel-
che spektral voneinander getrennt werden kdnnen. Zur Charakterisierung des [ESPTk erfolgt

die Anregung der Saureform und anschlieBende Analyse der Fluoreszenzemission sowohl der
Siure- als auch der Basenform (Abbildung[5).
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Abbildung 5: TCSPC-Histrogramme von in Wasser mit jeweiliger [REl nach Anre-
gung und Detektion der Basenform (RO") (a), nach Anregung der Saureform
(ROH) und Detektion der Basenform (b) und nach Anregung und Detekti-
on der Sdureform (c) (Aexc,ron= 405 MM, Aexcro-= 470 MM, Aem ROH=
400-480 mm und A e ro-=500-550 mm).

In diesem Fall ist die Bestimmung der ESPTI Ratenkonstante kggpy aus dem Fluoreszenzzer-
fall der Basenform einfacher (Abb. [5b). Der Zerfall der Basenfluoreszenz setzt sich aus zwei
Vorgangen zusammen und besteht aus einer ansteigenden sowie einer exponentiell abfallenden
Komponente. Der strahlende Zerfall entspricht der exponentiell abfallenden Komponente, der
[ESPT] entspricht der ansteigenden Komponente. 2992 Der Fluoreszenzzerfall der Siureform
ist komplexer und wird zusatzlich zu den Ratenkonstanten des [ESPTk und des strahlenden
Zerfalls aus der geminanten Rekombination gebildet (Abb. ).[91'93] Die geminante Rekom-
bination beschreibt das Zusammentreffen des freigesetzten Protons mit der angeregten Base
und die darauffolgende ,Neutralisation”. Sie tritt als langzeitige nicht-exponentielle Kompo-

nente auf und gewinnt an Bedeutung bei kleineren Diffusionskoeffizienten fiir H+. 1]
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2.1.3. Solvatochromie

Pyrenolderivate weisen ein solvatochromes Verhalten auf.[’8 Das bedeutet, dass sowoh! die
Intensitat als auch die Form und spektrale Lage der Maxima der Absorptions- und Fluo-
reszenzbanden durch die Eigenschaften des Lésungsmittels beeinflusst werden.[?4l Die L&-
sungsmittelabhdngigkeit resultiert aus der unterschiedlichen Stabilisierung von elektronischem
Grund- und Anregungszustand. 8 Zunschst wurde die Solvatochromie auf die Polaritit des
Lésungsmittels zuriickgefiihrt. 2%l Die Klassifizierung der Polaritit erfolgt durch physikalische
KenngroRen, wie die relative Dielektrizitdtskonstante €, und dem Brechungsindex n des Sol-
vens sowie dem permanenten Dipolmoment u des Sondenmolekiils. Jedoch reicht allein die
Polaritat nicht aus, um die Komplexitdt von Solvenseffekten zu beschreiben. Neben der Polari-
tat des Losungsmittels spielen ebenfalls nichtspezifische Wechselwirkungen (z.B. Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen) und spezifische Wechselwirkungen (z.B.] Wasserstoffbriickenbindungen)
zwischen Solvens und Molekiil eine groRe Rolle. 959 | gsungsmitteleffekte konnen entweder
iiber Ein-Parameter Solvens-Skalen oder liber Multi-Parameter Skalen beschrieben werden.
Diese betrachten das umfassende Solvatationsvermdgen, das heillt die Summe aller mogli-
chen, spezifischen und nichtspezifischen, zwischenmolekularen Wechselwirkungen mit dem
Losungsmittel. %3] Eine bekannte empirische Ein-Parameter Skala ist die von K. Dimroth und
C. Reichardt eingefiihrte E1(30)-Skala. 598 Bei ihr erfolgt die Bestimmung der Lésungs-
mittelpolaritat gemaR vorheriger Modelle durch solvatochrome Farbstoffe als empirische Indi-
katoren. 9599-101] Die daraus abgeleiteten normierten Werte werden als E-lN- bezeichnet, wobei
Wasser als polarstes Losungsmittel ein Wert von 1 und Tetramethylsilan als unpolarstes ein
Wert von 0 zugeordnet wurde. 199202 Dje E1(30)-Skala versagt jedoch sowohl fiir saure L&-
sungsmittel (z.BJ Carbonsduren) aufgrund der Protonierbarkeit des verwendeten Indikators
als auch fiir extrem unpolare Lésungsmittel, in denen sich der verwendete Farbstoff nicht I6st.
Eine weitere solvatochrome Skala basiert auf den physikalisch chemischen Solvensparame-
tern. Die Lippert-Mattaga-Gleichung (Gleichung [2) stellt den Zusammenhang zwischen den
physikalischen KenngréRen der Polaritat und der Stokes-Verschiebung Av dar. 1037106] it
ihr ist es moglich die Verdnderung des elektrischen Dipolmoments eines Molekiils nach elek-
tronischer Anregung zu charakterisieren. 197 |n dieser Gleichung bezeichnen Ug und U, das
elektrische Dipolmoment des Molekiils im Grundzustand sowie im elektronisch angeregten
Zustand.

heAv = Af (2)

2’/46_.“57‘2. & —1 _”2_1 :2’N6_Ng|2
AT - &y -ad 26, +1 2n2+1 AT - &y -ad
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Der Term, welcher aus €, und n resultiert, beschreibt die Orientierungspolarisierbarkeit Af.
Zusatzlich muss, neben den physikalischen KenngréRen der Polarisation, ebenfalls die Gro-
Be der Kavitat beriicksichtigt werden, die durch das geléste Molekiil in der Lésungsmit-
telumgebung erzeugt wird. Diese wird in Gleichung als Parameter a bezeichnet. Die
Bestimmung des Parameters a gilt als eine der grolten Fehlerquellen bei der Analyse mittels
Lippert-Mattaga-Gleichung, da die Berechnung des Volumens der Kavitit auf unterschied-
liche Methoden erfolgen kann.[198l Die literaturbekannten Methoxyderivate von 8-Hydroxy-
N,N,N',N’,N",N"-hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid (HPTA|) und dessen Derivate weisen
Kavitaten zwischen 400 A3 und 686 A3 auf. 8 Sowohl die Lippert-Mattaga-Gleichung als
auch die E1(30)-Skala versagten bei Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den untersuchten Molekiilen und dem Lésungsmittel. Die in dieser Arbeit verwendeten Fluo-
rophore sind jedoch in der Lage Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen. Daher erfolgt
die Analyse der Solvatochromie der Protonen sensitiven Molekiile mittels Multi-Parameter
Solvens-Skalen. Die zwei bekanntesten Vertreter sind die empirischen Multi-Parameter Ska-
len nach M. Kamlet und R. Taft (Gleichung sowie nach J. Catélan (Gleichung .[109'116]

Beide Skalen beriicksichtigen spezifische Wechselwirkungen zwischen Molekiil und Solvens.

ViZVO’i—Fai'(X—Fbi'ﬁ‘}'Pi‘n’* (3)

V,':V()J'-l-Ai-SA-}-Bi-SB-i-P,'-SdP-i-Q,‘-SP (4)

Sowohl die Skala nach M. Kamlet und R. Taft als auch die Skala nach J. Catalan haben
gemeinsam, dass die Frequenz der Absorption und Fluoreszenz in Lésung v; mit Hilfe eines
ermittelten Referenzwertes vy ; und den spezifischen Solvensparametern beschrieben wird.
Jedoch erfolgt die Definition des Referenzwertes vj; und der Solvensparameter in unter-
schiedlicher Weise. Fiir die Kamlet-Taft-Skala wird als Referenzwert vy ; die Absorptions-
und Fluoreszenzfrequenz in Cyclohexan gemessen, fiir die Catalan-Skala wird die entspre-
chende Frequenz in der Gasphase verwendet. Die Fahigkeit des Losungsmittels als Wasser-
stoffbriickendonor zu fungieren, also die Aziditat des Solvens, wird in der Kamlet-Taft-Skala
als Parameter a und in der Catalan-Skala als Parameter SA bezeichnet. Die Fihigkeit des
Solvens als Akzeptor fiir Wasserstoffbriicken zu fungieren, also die Basizitat des Losungsmit-
tels, wird in der Kamlet-Taft-Skala durch den Parameter B und in der Catalan-Skala durch
den Parameter SB ausgedriickt. Wahrend in der Multi-Parameter Skala nach M. Kamlet und
R. Taft der Dipolcharakter und die Polarisierbarkeit des Lésungsmittels in einem Parameter

11
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(m*) zusammengefasst wird, betrachtete J. Catalan diese getrennt voneinander. In diesem
Fall wird der Dipolcharakter durch den Parameter SdP und die Polarisierbarkeit durch den
Parameter SP beschrieben. Die Analyse der Abhidngigkeit des Chromophors von den einzel-
nen Solvensparametern erfolgt bei beiden Skalen durch Bestimmung der Absorptions- und
Fluoreszenzfrequenz in unterschiedlichen Lésungsmitteln. Durch eine geschickte Auswahl der
verwendeten Losungsmittel erfolgt eine Vereinfachung der beiden Skalen. Zudem kann mittels
Kamlet-Taft-Analyse ebenfalls ein Einblick in den zuvor beschriebenen [ESPT] gewonnen wer-
den. BUTIIITHI24] Dabej wurde fiir verschiedene Photosiuren ein Zusammenhang zwischen

der vorliegenden Photoaziditit mit der Basizitit des Solvens beobachtet. #7/78]

In dieser Arbeit wird die Skala nach M. Kamlet und R. Taft verwendet. Spies let all unter-
suchten auf Pyrenol basierte symmetrische Photosiuren mit Hilfe der Kamlet-Taft-Skala. 78l
Dabei fiel auf, dass die Sovatochromie des Anions vollstandig durch eine a-Abhangigkeit be-
schrieben wird. 78] Weder der Solvensparameter 7* noch der Parameter B schienen die Lage
der Fluoreszenzmaxima des Fluorophors zu beeinflussen. 78l In dieser Arbeit werden die asym-
metrischen Varianten der von Spies [et_all untersuchten Photosduren analysiert. Daher stellt

der Solvensparameter o in dieser Arbeit den wichtigsten Parameter der Kamlet-Taft-Skala

dar.

2.1.4. Darstellung von Photosiuren

Die zuvor erwdhnte Photosaure gehort zur Molekiilklasse der Pyrene und wurde von
E. Tietze und O. Bayer ausgehend von Pyren dargestellt (Schema [1)).F25] Nach Sulfo-
nierung wurde Pyren-3,5,8,10-trisulfonsdure erhalten. AnschlieBend wurde Pyren-3,5,8,10-
trisulfonsdure mit Natronlauge zu verseift.

@
Na O //
Oleum NaOH
—
RT, HoSO4
'e ® @e ”e ®
Na o \\ // ~O Na Na OS\\ ’/ “O Na

Schema 1: Synthese von nach E. Tiezte und O. Bayer. 123
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Basierend auf [HPTS konnte B. Finkler weitere Pyrenolderivate mit drei gleichen Substitu-
enten synthetisieren, welche in dieser Arbeit als ,symmetrische” Pyrenole bezeichnet werden
(Schema .142'901 Durch Variation der Substituenten ist es moglich, sowohl das protolytische
Gleichgewicht zu verschieben, als auch die Photostabilitat zu steigern. Zusatzlich sind die dar-
gestellten Verbindungen im Vergleich zu bathochrom verschoben. Durch Einfiihrung

der Substituenten konnten so gennannte ,Super'-Photosiuren synthetisiert werden. 42/78l

o
0 0 0
\ ,O N N
HO S )ko s\\C' HO Q\R
O O 1)Ac0, O O RH O O | R= -OCH,CF3
RF, 2d NEts -OCH(CF3),
, H-ClI 'N(CH3)2
2.) SOCly, R -N(CHg)(OCHg)
o g e oI Le o L p | Neesi,
S, SN ’ S SN .S S- - 3 2)2
oy g0 Xy el Ry g R

Schema 2: Synthese von ,symmetrisch” substituierten Pyrenolderivaten.[42l

Neben den symmetrischen Pyrenolderivaten entwickelte B. Finkler ebenfalls ein ,asymmetri-
sches" Pyrenol-Derivat. 29120l Dieses besaR zwei identische und einen ungleichen Substituen-
ten. Durch das gezielte Einflihren eines anderen Substituenten, war es moglich Informationen
iiber Substitutionseffekte an dieser Position zu erhalten, bzw.] konnte dadurch die Interak-
tion mit bestimmten Analysten ermdglicht werden.[®9 Die Synthese des asymmetrischen
Pyren basierte auf Pyrenol, welches durch N-Bromsuccinimid (NBS) monobromiert wurde
(Schema [3).1126227] Die Monobromierung war in dieser Darstellung der Schliisselschritt und
verhinderte die Substitution mit drei gleichen Substituenten. Bei diesem Schritt wurden zwei
Regioisomere erhalten, welche jedoch erst zu einem spateren Zeitpunkt voneinander getrennt
werden konnten. Im Anschluss wurden zwei Sulfonsdureamide und eine Benzylschutzgrup-
pe eingefiihrt. Erst nach dieser Derivatisierung war es moglich die beiden Regioisomere zu
trennen. Mittels folgender Palladium-katalysierter CO-Insertion wurde das Brom durch ei-
ne Carbonsdureesterfunktion ersetzt und das ,asymmetrische” Pyrenolderivat wurde nach
Palladium-katalysierter Hydrierung erhalten. Im Rahmen dieser Arbeit soll selektiv an die-
ser Stelle eine Silangruppe eingefiihrt werden, die als Ankergruppe fiir die Immobilisierung

fungiert.
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Schema 3: Synthese eines ,asymmetrisch substituierten Pyrenol-Derivats. 120!

2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

Fluoreszenzspektroskopische Analysen konnen sowohl in Ensemblemessungen als auch auf
Einzelmolekiilebene durchgefiihrt werden. Durch Ensemblemessungen erhaltene Intensitaten,
spektralen Eigenschaften und Anisotropien kdnnen Aussagen iiber das Verhalten bei Fluo-
reszenzloschung, Polaritit, pH-Abhingigkeit bzw] pKs-Werte als auch Mobilitat bzwl] die
Einbindung des Fluorophors in ein System getroffen werden. Durch Einzelmolekiilmessungen
wie Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (ECS]) kénnen Informationen iiber ihr Diffusi-
onsverhalten erhalten werden und damit die Kinetik eines Protonentransfers sowie die GroRe
des Molekiils untersucht werden. Allgemein wird zwischen einer zeitaufgeldsten und einer
stationdren Fluoreszenzspektroskopie unterschieden. Bei stationdrer Spektroskopie wird die
Messung iiber einen langen Zeitraum durchgefiihrt. Durch sie erfolgt die allgemeine Unter-
suchung von Umgebungseffekten, der Einfluss von chemischen Bindungen auf die spektrale
Verschiebung oder Rotation des Fluorophors. Die einzelnen Prozesse, die zu diesen Veran-
derungen fiihren, konnen jedoch nicht iiber stationdrer Spektroskopie analysiert werden. Die
Differenzierung der Prozesse nach elektronischer Anregung erfolgt durch die zeitaufgeloste
Fluoreszenzspektroskopie. Zum einen ist es moglich [ESPT] in verschiedenen Lésungsmitteln
zu verfolgen und eine Aussage iiber deren Ratenkonstante zu treffen. Zum anderen kann iiber

zeitaufgelOste Spektroskopie die Protonierungskinetik charakterisiert werden.
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

2.2.1. Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Mit Hilfe der zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung (TCSP(]) ist es moglich die Fluores-
zenzlebenszeit 7;; eines chromophoren Systems zu bestimmen. Die Fluoreszenzlebensdauer
beschreibt die Zeit, in der sich ein Molekiil im Durchschnitt im angeregten Zustand S; be-
findet, bevor es in den Grundzustand Sq relaxiert. In der Regel werden fiir Pyrenol-basierte
Farbstoffe Fluoreszenzlebenszeiten im Nanosekunden-Bereich erhalten.#2 Der Relaxations-
prozess wird sowohl durch strahlende als auch durch nicht strahlende Prozesse verursacht
(Gleichung .[128] k. beschreibt in Gleichung die Ratenkonstante der strahlenden Pro-
zesse und k,, die Ratenkonstante strahlungsloser Prozesse.

1
T = —"
I ko ky

(5)

Hierbei sei erwdhnt, dass eine Proportionalitat zwischen Fluoreszenzlebenszeiten und Quan-
tenausbeuten besteht (Gleichung @ Allgemein ist die Quantenausbeute ¢4; definiert als das
Verhiltnis der Anzahl emittierter Photonen zu der Anzahl an absorbierten. 2281 Somit findet

bei ¢4, < 100 % eine Verkiirzung der Fluoreszenzlebenszeit 7y; statt.

ks
kr + knr

Op = =ky- Ty (6)

Die zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung basiert auf einem Start-Stopp-Experiment. Als
Startpunkt wird die elektronische Anregung des Fluorophors durch einen monochromatischen,
gepulsten Laserstrahl definiert. Durch den Laserpuls wird eine bestimmte Anzahl Ny aus dem
Grundzustand Sg in den ersten angeregten Zustand S; angeregt. Die anschlieBende Relaxation
in den Grundzustand Sg und die Detektion eines Photons bildet den Endpunkt des Experi-
ments. Durch mehrfache Wiederholung des Start-Stopp-Experiments wird ein Histogramm
aus allen einzeln gemessenen Zeiten erhalten (Abbildung @.[129'1301 Die Depopulation des
angeregten Zustands Sp ldsst sich bei nur einer fluoreszierenden Spezies durch einen mono-
exponentiellen Zerfall beschreiben (Gleichung .[128] In dieser Gleichung ist N(¢) die Anzahl
der angeregten Molekiile zum Zeitpunkt 7.

t

N(t) = No-exp ™ (7)
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Anregung
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Photonen zeiten Photonenverteilung
A — n H |
A > L
A > i |
4> 4>
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Abbildung 6: Messprinzip der klassischen zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung. 130

Wihrend [TCSPCl-Experimenten kénnen neben den in Kapitel 2.1.2] beschriebenen Protonie-
rungsprozessen ebenfalls Fluoreszenzldschungprozesse und Rotationen des Fluorophors be-
obachtet werden. Findet nach Anregung des Chromophors eine Rotationsbewegung auf der
Zeitskala seiner Lebensdauer im angeregten Zustand statt, fiihrt dies zu einer zeitabhangigen
Depolarisation der Fluoreszenz. 131132 Dje Verfolgung der Verinderung von polarisiertem
Licht durch das chromophore System mit Hilfe von Fluoreszenzlebenszeiten und somit die
Erfassung der vorliegenden Rotation ist nur bei ausreichendem Zeitaufldsungsvermdégen mog-

lich. 128I33-135] Sowohl Fluoreszenzldschungsprozesse als auch die Erfassung der Rotation des

Fluorophors werden in Kapitel [2.2.3] und [2.2.4] nadher erlautert.

2.2.2. Bestimmung des Brechungsindex

Die durch [TCSPClExperimente erhaltenen Fluoreszenzlebenszeiten kdnnen weiterhin genutzt
werden um Informationen iiber den effektiven Brechungsindex der Umgebung eines Molekiils
zu gewinnen. 132 Syhling [ef_all konnten fiir zeigen, dass analog der Strickler-Berg-
Gleichung (Gleichung 771(GEP)) vom Brechungsindex n abhangt. 136138l | qut S. Strickler
und A. Berg ist das Quadrat des Brechungsindex n umgekehrt proportional zur Fluores-
zenzlebenszeit 74 (Gleichung .[1381 In dieser Gleichung bezeichnet I die Intensitat der

Fluoreszenzemission, € den Extinktionskoeffizient und v die Wellenzahl.

1 B [1(v)dv g(v)
T—ﬂ_2.88-10 9'"2'f1(v)-v—3dv'/ _dv (8)
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

In der Literatur sind jedoch auch Molekiile bekannt, deren Fluoreszenzlebenszeiten nicht
nur von n® beeinflusst werden. 139142l 7ym einen gingen S. Strickler und A. Berg fiir ih-
re vorgeschlagene Gleichung von einer Quantenausbeute von 100 % aus (Gleichung [g)). Bei
niedrigeren Quantenausbeuten muss Gleichung mit der Quantenausbeute des Fluoro-
phors multipliziert werden. 238l Zum anderen wird in der Strickler-Berg-Gleichung nicht die
Ausbildung einer Kavitdt des Losungsmittels beachtet, indem sich das chromophore Sys-
tem befindet. 140141 |5 der Kavitit kénnen andere elektrische Felder vorherrschen als in
der makroskopischen Umgebung auBerhalb der Kavitit. Die vorliegende Kavitat wirkt sich
daher auf die Ratenkonstante des strahlenden Prozesses k. und somit auf 74 aus. 1400 Ays
diesen Griinden wird in einigen Fallen ein komplexeres Modell als das Modell nach Strickler-
Berg benstigt. 13l Dies wird mzaa durch die Einfithrung eines lokalen Feldkorrekturfaktors
erzielt. 1400411143] S hling et al] konnten jedoch zeigen, dass fiir das einfache Modell
nach S. Strickler und A. Berg gilt.'37 Zur Quantifizierung des lokalen Brechungsindex n,
bestimmten Suhling [et all die Fluorezenzlebenszeiten in einer reinen phosphatgepufferten
Kochsalzlésung (PBS) 74, pgs und unter Zusatz von Glycerin 74, (Gleichung @).11361 Der

Brechungsindex des Puffers npgg wurde mit Hilfe eines Abbe-Refraktometers gemessen.

Tf1.PBS
Ny = npgs - f’— (9)
\/ Tflx

Durch Auftragung der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten 7y, , gegen die berechneten Bre-
chungsindizes n, konnte die Abhangigkeit der beiden Parameter bestitigt werden (Abbil-
dung .[136] Zusatzlich wurden die Brechungsindizes der PBS-Glycerin-Mischung mit einem
Abbe-Refraktometer bestimmt. Diese stimmten sehr gut mit den berechneten Brechungsin-

dizes n, iiberein. 136]
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Abbildung 7: Fluoreszenzlebenszeit t7;(GFP)! (Punkte) und durch [ELIMl gemessene mitt-
lere Fluoreszenzlebenszeit 77, ,,(GFP)™* (Dreiecke) gegen n2. 1139

X"

In dieser Arbeit wird der lokale Brechungsindex des eingebetteten Farbstoffs in Nanopartikel
bestimmt. Hierzu wird zunachst iiberpriift, ob das einfache Modell nach S. Strickler und A.
Berg an den freien Fluorophor angewendet werden kann. 238! |st dies der Fall, kann der vorlie-
gende Brechungsindex in den Nanopartikel durch 77, , und der zuvor ermittelten Abhangigkeit

zwischen 77, und n, bestimmt werden.

2.2.3. Fluoreszenzl6schung

Als Fluoreszenzléschung wird die durch Fremdmolekiile verursachte Herabsetzung der Fluo-
reszenzintensitit [bzw. der Fluoreszenzlebensdauer unter Erhaltung des Chromophors be-
zeichnet. Diese kann aus mindestens drei verschiedenen Mechanismen resultieren. Der erste
Mechanismus ist der Schweratomeffekt [bzwl im allgemeinen Intersystem Crossing ([SQ),
der zweite Mechanismus ist der Resonanz-Energie-Transfer (z.B. Forster-Resonanzenergie-
transfer (ERET]) oder Dexter-Energietransfer) und der dritte Mechanismus ist der Elektro-
nentransfer (zBJ photoinduzierter Elektronentransfer (PET]).28] In dieser Arbeit wird die
Fluoreszenz sowohl via [PET]| mit Triethlyamin und Tryptophan als auch via [ERET] mit ei-
nem Diglycin-Kupfer(Il)-Komplex (Cu(GlyGly)) und Cryptocyanin geldscht. Sie stehen beide
in Konkurrenz zu den strahlenden und nicht strahlenden Prozessen nach Anregung des Ak-
zeptors. Im Falle von erfolgt die Fluoreszenzlschung, indem sich ein Komplex [D-A]*
zwischen Elektron-Donor im angeregten Zustand D* und Elektron-Akzeptor im Grundzustand
A ausbildet (Abbildung [g]). [128/144]
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Abbildung 8: Molekiilorbitalschema fiir photoinduzierten Elektronentransfer. 128l

Der gebildete Charge-Transfer-Komplex [D-A]* ist in der Lage in den Grundzustand zuriick-
zukehren, ohne ein Photon zu emittieren. 1281 Der Elektronentransfer hangt =1 von den
Redoxeigenschaften des Donor-Akzeptor-Paares, von dem Abstand zwischen den Reaktan-
den sowie der Art und Polaritit des Mediums ab. [128/144-146] Bej [PET] handelt es sich um eine
Interaktion auf kurzer Distanz mit einem effektiven Wirkradius von < 1 mm 1281 Typische
Fluoreszenzldscher stellen Amine oder lodide dar. 28]

Findet eine Fluoreszenzldschung durch [ERET] statt, wird die Energie des Donormolekiils im
angeregten Zustand D* auf ein Akzeptormolekiil im Grundzustand A iibertragen.[128/147]
Das bedeutet wahrend dem Energietransfer kehrt ein Elektron von D* strahlungslos in das
energetisch niedrigere hochstbesetzte Molekiilorbital (HOMOI) zuriick und gleichzeitig geht

strahlungslos ein Elektron von A in das nichst energetisch hohere nichtbesetzte Orbital

(CUMQ)) iiber (Abbildung [9).

Lumo —&- O — e
\\
\
| FRET
1 —
hy - /
Il
0,,
HOMO 2.0 o0 o0 o
D* A D A*

Abbildung 9: Molekiilorbitalschema fiir Forster-Resonanzenergietransfer. 128!
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

Falls es sich bei dem Akzeptor um ein Fluorophor handelt, wird im Anschluss an den Ener-
gietransfer die Emission des Akzeptors beobachtet. Damit ein Energietransfer moglich ist,
miissen sich das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum des Akzeptors
iiberlappen. B28147) Die GroRe der iiberlappenden Fliche wird durch das Uberlappintegral
J(A) ausgedriickt und ist proportional zur Transferrate krpger (Gleichung .1128]

kFRETocJ()L):/FD(?L)-eA(l)-QL“-d/I (10)

Aulerdem wird die Effizienz des Energietransfers vom Abstand zwischen Donor- und Ak-
zeptormolekiil bestimmt. Im Gegensatz zu [PET] handelt es sich bei [ERET] um eine weit
reichende dipolare Wechselwirkung zwischen D* und A.F28] Daher ist fiir den Energietrans-
fer kein molekularer Kontakt zwischen D* und A erforderlich. 2281 Der Abstand zwischen
Donor- und Akzeptormolekiil, bei der die Effizienz des Energietransfer 50 % betragt, wird als
Forster-Radius Ry bezeichnet (Gleichung .[128] Ry ist auBer vom Uberlappintegral J(A)
abhingig von der Fluoreszenzlebensdauer 7p und der Quantenausbeute ®p des Donors, von
dem Orientierungsfaktor k sowie vom Brechungsindex n des Solvens. 128l Fiir frei bewegliche
Molekiile in Lésung wird fiir den Orientierungsfaktor k2 ein Wert von 2/3 angenommen. [128]

Die Transferrate kpggr ist proportional zur sechsten Potenz des Forster-Radius Ry (Glei-

chung _ [128)]147]

®p - k2-9000- [n(10)
Ro= ¢ J(A 11
’ \/TD.r6.128-n5.NA~n4 *) (1)

Roye (12

1
krrer = — - (
(7))

Fiir das in dieser Arbeit verwendete Cu(GlyGly) wurde mit Hilfe von Gleichung sowie
den Fluoreszenzeigenschaften von Cu(GlyGly) und dem in dieser Arbeit dargestellten Fluoro-
phor ein Forster-Radius von 3.6 mm berechnet. Somit ist die vorliegende Fluoreszenzldschung
mit dem System GFP-Cu?t vergleichbar. 18], Cryptocyanin ist ein organischer Farbstoff mit
einem starken elektronischen Ubergang. Es weist von den verwendeten Fluoreszenzldschmole-
kiillen den groBten [FRETHRadius auf und es wurde ein Forster-Radius von 7.8 mm berechnet.

Die Fluoreszenz eines Fluorophors kann sowohl statisch als auch dynamisch geléscht wer-

den. 1% Bei der statischen Léschung bilden der Fluorophor F und das Léschmolekiil Q bei
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

Kontakt im Grundzustand einen Komplex [FQ], welcher nach Anregung [FQ]* strahlungs-
los in den Grundzustand zuriickkehrt. Da dieser neugebildete Komplex kein Fluoreszenzlicht
emittiert, wirkt sich diese Art der Loschung nicht auf die Fluoreszenzlebenszeit 7/, aus. Bei
der dynamischen Fluoreszenzléschung (auch StoRléschung genannt) wird nach Anregung des
Fluorophors Energie auf den Fluoreszenzldscher durch einen StoR iibertragen. Hierbei sind
nach Anregung des Fluorophors drei Prozesse moglich, um in den Grundzustand zuriickzu-
kehren, die Fluoreszenz, die interne Konversion ([C]) und die Léschung durch den StoR mit
dem Léschmolekiil Q. Folglich findet neben der Abnahme der Fluoreszenzintensitat ebenfalls

eine Abnahme der Fluoreszenzlebenszeit statt.

ka F* kr

F—|—hV1 F+hV2

Absorption Fluoreszenz

kic .
F* - —»  F+Wirme
interne Konverslon

k
F*+Q e, F4+Q-+Waiarme

Schema 4: Miteinander konkurrierende Prozesse bei der dynamischen Fluoreszenzldschung
des Fluorophors (F).[149)

Bei dieser Fluoreszenzldschung ist das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitaten Fy/F der
Fluoreszenzlebenszeiten 13/t vor und nach Zugabe von Léschmolekiilen bis zum mogli-
chen Eintreten der Sattigung linear proportional zur Konzentration an Fluoreszenzlscher
[Q]. B28350] Djeser Sachverhalt lasst sich durch die Stern-Volmer-Gleichung darstellen (Glei-
chung . Die Stern-Volmer-Konstante Kgy wird aus dem Produkt der bimolekularen Fluo-
reszenzl6sch-Konstante Ky und der Fluoreszenzlebenszeit 7y des ungestérten Systems gebil-
det. 1281511 \Mit Hilfe von Ko kann eine Aussage iiber die Effizienz der Fluoreszenzléschung
oder liber die Erreichbarkeit des chromophoren Systems fiir das Loschmolekiil getroffen wer-
den. Liegen die Werte fiir Kp in der Nihe von 1 -10'0 [MI* ! findet eine diffusionskontrol-
lierte Léschung statt.28] Werte unterhalb des diffusionskontrollierten Grenzwertes deuten
auf eine geringe Loscheffizienz oder auf eine sterische Abschirmung des Fluorophors hin. 128!
Werden Werte oberhalb von 1 -1010 [Mi1g! beobachtet, bedeutet dies normalerweise eine

Loscheffizienz. 11281

%:%:HKSV[Q]:HKQTO-[Q] (13)
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

In dieser Arbeit wird sowohl die Fluoreszenz des Fluorophors in Lésung als auch des einge-
betteten Fluorophors in der Nanopartikel-Matrix geloscht. Die Fluoreszenzloschung wird mit
Fluoreszenzléschern via [PET] und [ERET] mit unterschiedlichen Wirk- [bzw] Férster-Radien
erfolgen. Weiterhin sollen die bimolekularen Fluoreszenzlésch-Konstanten K mittels einer
Stern-Volmer dhnlichen Analyse bestimmt werden. Durch den Vergleich der Kps werden In-
formationen iiber die Erreichbarkeit des Sondenmolekiils nach Einbettung in die Silica-Matrix

gewonnen.

2.2.4. Fluoreszenzanisotropie

Als linear polarisiertes Licht wird Licht bezeichnet, dessen elektrischer Vektor in eine einzige
Richtung des Raums gerichtet ist. Wird eine Probe mit polarisiertem Licht einer definierten
Wellenlange angeregt, so wird ebenfalls polarisiertes Licht emittiert und es findet ein gerich-
teter Prozess statt. Der Grad der Polarisation des emittierten Lichts wird als Fluoreszenzani-
sotropie r bezeichnet und ist von der Eigenrotation des Molekiils abhangig. Findet auf Grund
von Brownschen Bewegungen (Rotationsdiffusionen) eine zufallige Umorientierung eines Mo-
lekiils im Raum statt, fiihrt dies zur Depolarisierung des emittierten Lichts. 252 Durch diese
Depolarisation konnen Informationen iiber die Molekiilbewegung gewonnen werden, welche
auf einer Zeitskala von 1079 s bis 107 s auftreten. 53]

. teilweise
Polarisiertes .
Licht depolarisiertes
Licht

Absorption Emission

Informationen
iber Mobilitat

Abbildung 10: Depolarisierung durch Rotation des Fluorophors. 152
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

Die Anisotropie fiir kugelformige als auch elliptische Rotoren ldsst sich durch die Perrin-
Gleichung beschreiben (Gleichung [14). In dieser Gleichung entspricht ro der intrinsischen
Anisotropie eines immobilen Fluorophors, 7/, der Fluoreszenzlebenszeit und 6 der Rotations-
korrelationszeit. Die Rotationskorrelationszeit 6 ist wiederum umgekehrt proportional zum

Koeffizienten fiir die Rotationsdiffusion D, . [128:154/155]

r—r‘)=1+%:1+6-1)m-rﬂ (14)
Allgemein gilt, je niedriger die Mobilitdt des Molekiils, umso gréBer ist die zugehdrige Fluo-
reszenzanisotropie. 0 Die Eigenrotation eines Molekiils kann durch steigende PartikelgroRe
und Viskositat des Losungsmittels verlangsamt werden. Dieser Sachverhalt kann beispielswei-
se dazu genutzt werden, um Aussagen lber die Einbindung eines Fluoreszenzfarbstoffs in ein
System zu treffen. Weiterhin kann durch die Stokes-Einstein-Debye-Beziehung bei bekannter
Rotationsdiffusionszeit 6 und Viskositat 1) das hydrodynamische Volumen des Molekiils V},;.

bestimmt werden (Gleichung _1128'152157]

_ n 'Vhydr.
R-T

0 (15)
Durch Umformulierung kann die Bestimmung des hydrodynamischen Radius ry ebenfalls
mit Hilfe des Koeffizienten der Rotationsdiffusion D,,; und der Boltzmannkonstante kg bei
bekannter Temperatur T und Viskositat 1 erfolgen (Gleichung [16]).

kp-T

_ 1
871Dy (16)

=
Allgemein kann die Anisotropie sowohl zeitaufgeldst als auch stationar gemessen werden.
In dieser Arbeit wird sich lediglich auf die stationdre Anisotropie beschrankt. Die statio-
nare Anisotropie r wird mit Hilfe eines Fluoreszenzspektrometers bestimmt. Hierzu werden
Polarisationsfilter vor und hinter die Probe gestellt. Dadurch wird sowohl ein polarisiertes An-
regungslicht erzeugt als auch Emissionslicht detektiert, welches parallel senkrecht zum
Anregungslicht ist. Licht welches parallel zur z-Achse polarisiert ist (I ), wird als vertikal po-
larisiertes Licht bezeichnet (ly) (Abbildung[12|und Tabelle[I)). Dem entsprechend wird Licht,
welches senkrecht zur z-Achse polarisiert ist (1), als horizontal polarisiertes Licht bezeichnet
(I4).28] Als Polarisatoren dienen Filmpolarisatoren. In dieser Arbeit wird die Einzelkanal-

Methode verwendet. Diese wird auch als L-Format bezeichnet. 128l Bei dieser Methode wird
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

ein Detektor verwendet, welcher im 90° Winkel zum Anregungslicht misst (Tabelle (1] und
Abbildung [11)). Die Anisotropie wird mit Hilfe der Intensititen nach vertikaler Anregung und
Korrektur mit dem Gerdtefaktor G ermittelt (Gleichung |17 und .[128'152'1581

-1,  Ly-G-lyy

r= = (17)
I\|+2'IL lyy+2-G-lyy
I
G =1 (18)
Iun

Tabelle 1: Definition der ermittelten Intensitaten wahrend der stationdren Anisotropiemes-

sung
Polarisation Polarisation Resultierende
Anregungslicht Emissionslicht Intensitatsbezeichnung
l| = 90 ° zum Anregungslicht | |} =0 ° zum Emissionslicht IvH
| =90 ° zum Anregungslicht | Ij = 90 ° zum Emissionslicht Iy
|, = 0° zum Anregungslicht | || = 0 ° zum Emissionslicht IHH
lL = 0° zum Anregungslicht | I =90 ° zum Emissionslicht IHv

Fir frei bewegliche Molekiile mit einer zufilligen Orientierung ist r vom Emissionsiiber-
gangsdipolmoment Mg abhingig (Gleichung und Abbildung .[152] Die Orientierung

des Emissionsiibergangsdipolmoments ist durch den Winkel 6g zur z-Achse bestimmt.

- (3-cos22E<r>— 1) (19)
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ml
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Detektor

Abbildung 11: Aufbau und Prinzip der Anisotropiemessung im L-Format fiir frei bewegliche
Molekiile. 128156/159] |y dieser Abbildung bezeichnet: Mg das Emissionsiiber-
gangsdipolmoment, 8z den Winkel von Mg zur z-Achse, ¢r den Winkel von
Mg zur y-Achse.

In dieser Arbeit werden nicht nur frei bewegliche Molekiile in Ldsung untersucht, sondern
ebenfalls in Nanopartikel eingebettete Farbstoffe. Fiir starre Molekiile mit zufalliger Orien-
tierung und mit verschiedenen Absorptions- und Emissionsiibergangsdipolmomenten hangt
r von dem Winkel o ab (Gleichung |20/ und Abbildung .1128'152] o beschreibt den Win-
kel zwischen der Richtung des Absorptionsiibergangsdipolmoments M, zum Zeitpunkt der
Anregung (t = 0) und des Emissionsiibergangsdipolmoments My zum Zeitpunkt t nach der

Anregung des Molekiils. 158l

-2 (Leal) 20)
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Abbildung 12: Aufbau und Prinzip der Anisotropiemessung im L-Format fiir starre Mole-
kiile. 1281561159] |y dieser Abbildung bezeichnet: My das Absorptionsiiber-
gangsdlpolmoment Mg das Em|55|onsubergangsdlpolmoment 04 den Win-
kel von My zur z-Achse, 6 den Winkel von Mg zur z-Achse, o und ¥ die
Winkel zwischen den Absorptions- und Emissionsiibergangsmomenten.

Aus Gleichung folgt somit fiir einen bewegungslosen Fluorophor mit parallelen Absorp-
tions- und Emissionsiibergangsdipolmomenten (& = 0°) ein Maximalwert fiir » von 0.4, 28]
Dieser theoretische Wert wird jedoch in Experimenten meistens nicht erreicht, in der Regel
werden Werte zwischen 0.32 und 0.39 erhalten.™® Hierzu kénnten neben instrumentel-
ler Artefakte mehrere Griinde fiihren. 152 A Jablonski entdeckte, dass die Anisotropie eine
Temperaturabhingigkeit aufweist. 169 Er begriindete die Temperaturabhingigkeit durch Tor-
sionsschwingungen des Fluorophors um ihre Gleichgewichtsorientierung. 1281601161] jedoch
erfahren vermutlich nur starre Molekiile die Torsionsschwingung um ihre Gleichgewichtsori-
entierung in einem Lasungsmittelkafig. 81 Fiir frei bewegliche Fluorophore scheint dies nicht
zu gelten, da r unabhingig vom umgebenden Lésungsmittel ist. 20 L. Johansson fiihrt die
Verringerung des maximal erreichbaren Werts fiir  auf Anderungen der Molekiilgeometrien
zwischen Grund- und angeregten Zustanden zuriick. 51 Zusitzlich miissen schnelle Taumel-
bewegungen des Fluorophors innerhalb der Solvathiille beriicksichtigt werden. 162l

Durch die stationdre Anisotropie kénnen ebenfalls Informationen iiber die Einbindung des

Farbstoffs in eine Matrix gewonnen werden. 1633641 Erfolgt die Messung der Anisotropie bei

26



2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

niedrigen Temperaturen [bzw] bei hoher Viskositat, wird lediglich die lokale Bewegung des
Chromophors beobachtet. Diese Bewegung fiihrt bei einer Auftragung des Kehrwerts der
Anisotropie r gegen die Temperatur T [bzw. Viskositit 7 zu einem nichtlinearen Verhalten
bei niedrigen Temperaturen [bzw.] bei hoher Viskositat (Perrin-Weber Plot, Abbildung [13)).
Mit steigender Temperatur bzw ] mit sinkender Viskositit wird das Taumeln des Makromole-
kiils beobachtet und es wird ein linearer Verlauf erhalten. Ist der Chromophor fest im System
verankert und nicht in der Lage sich frei zu bewegen, wird folglich eine Gerade erhalten.
Dieser Sachverhalt lasst sich durch die vorher erwdhnte Perrin-Gleichung beschreiben (Glei-
chung [14] und 21)). Hierbei ist ry die intrinsische Anisotropie des unbeweglichen Fluorophors,
75, die Fluoreszenzlebenszeit, V), das hydrodynamische Volumen des Molekiils und kg die

Boltzmannkonstante.

11 s - kp T)
=1+ L 21
(1+52 (1)

Taumelbewegung
Makromolekl

1/r

-
-

-

|-

lokale Bewegung
Chromophor

T/n

Abbildung 13: Perrin-Weber Plot der Anisotropie eines Chromophors gebunden an ein Ma-
kromolekiil.

2.2.5. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Bei der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (ECS) handelt es sich um eine Fluoreszenz-
spektroskopie auf Einzelmolekiilebene, welche die zeitliche oder raumliche Anderung auf-
zeigt. [1281165] Bej der [FCY erfolgt die Untersuchung von Fluktuationen der Fluoreszenzinten-
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2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

sitat von Fluorophoren, welche durch ein kleines Observationsvolumen diffundieren. Somit
konnen prinzipiell alle reversiblen Prozesse untersucht werden, da bei ihnen das Auftreten
von Fluktuationen in kleinen Zeitskalen gewihrleistet ist. 203l |n dieser Arbeit wird mittels
[ECSIza die Dynamik von Protonierungsprozessen und die Photostabilitit der synthetisierten
Photosduren untersucht. Die Auswertung der beobachteten Fluktuation der Fluoreszenzin-
tensitit erfolgt mit Hilfe einer Autokorrelationsfunktion g(7) (Gleichung [22)), wobei N die
Partikelanzahl ist.

1 1
g(t)= N <+—r> + Konstante (22)
Tairr(I)

Die langste Zeitkomponente des Zerfalls der Autokorrelation entspricht der Diffusionszeit
Taifs des Molekiils durch das Detektionsvolumen (Gleichung [23)). 28]

2
%)

R VR 23
leff 4'Dtrans ( )

ay ist die laterale Ausdehnung des konfokalen Volumens und wurde in dieser Arbeit mit-
tels Rhodamin 110 auf 0.46 um bestimmt. Dy,4,s ist der Koeffizient der translatorischen
Diffusion und héngt laut der Stokes-Einstein-Debye-Gleichung (Gleichung sowohl von
der Boltzmannkonstante kg ab, als auch von der Temperatur T, der Viskositdt 11 und dem

hydrodynamischen Radius ry. 296l

kg-T
Divans = —2 = 24
trans 671'1’]1"[{ ( )
Durch Einsetzen von Gleichung in Gleichung wird auBerdem deutlich, dass 747/
proportional zu ry ist. Somit kann die bei der [ECS detektierte Diffusionszeit fiir weiteren
Informationsgewinn verwendet werden. Bei bekanntem @y, Temperatur und Viskositat ist es

moglich, die GroBe des diffundierten Molekiils zu bestimmen.

In dieser Arbeit wird mittels die Untersuchung der Photostabilitdt durchgefiihrt. Als
Photobleichen wird die Abnahme der Fluoreszenzintensitat bezeichnet, welche aus einer irre-
versiblen Zerstérung des Fluorophors resultiert. Die photochemische Zerstérung findet nach
Belichtung mit Anregungslicht im angeregten Singulett- oder Triplettzustand statt und kann

durch verschiedene bimolekulare Prozesse wie [z.B. Elektronentransfer oder Photooxidation
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verursacht werden. 267268l Dje Besetzungswahrscheinlichkeit des angeregten Zustands ist
von der Anregungsleistung abhangig. Daher ist die Rate des Photobleichens ebenfalls von
der Anregungsintensitdt abhangig. Da in der Spektroskopie auf Einzelmolekiilebene héhere
Anregungsintensititen (kW-cm™) als in Ensemblemessungen (W-cm™) verwendet werden
stellt das Photobleichen dort ein groBeres Problem dar. Die Analyse der Photostabilitat
erfolgt indem die Laserintensitdt variiert wird und die erhaltenden Korrelationsfunktionen
bei unterschiedlichen Laserintensititen miteinander verglichen werden (Abbildung [14p). Die
dadurch beobachteten Diffusionszeiten sind bei hoheren Intensitdten durch Bleichvorginge
zu kiirzeren Zeiten verschoben (Abbildung [I14p). Die Ermittlung der Ratenkonstante des
Photobleichens kj; erfolgt mittels einer Stern-Volmer dhnlichen Analyse (Gleichung [25] und

Abbildung ) L169]

Tir¢(0
dsz( ) _ 1+kb1'Tdiff(0)'1 (25)
Taifr(I)

29



2.2. Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung

(@) (b)
L T ¥ ons e I L | N A i 140 v T T T T T
—— 6.7 kWiem® ¥ = 3
15 17 kWiem? 120 r» : gz i
—— 34 kW/em® 5 3
——50 |<\.'we:m’2 o " » |
il 101 KW/em v 3a
.. m 168 kWicm® y Ef ts > R6G |
&5 268 kWicm® ool v, > ]
336 kWicm® e u, % >
—— 503 kWiem® | = v 5
05 —— 1.0 MW/em’ 40 - A = v ]
i F L A ’
= %
20 ] A s
L L] u
0.0 paaaal = O i I 1 i 1 I 1 N 1 i 1
1E-6 1E-5 0,01 0 200 400 600 800 1000
1, [5] intensity / kW em’?
(c) (d)
L T T T T T T T
7 = - 350 |

.
K, /KW cm™ ps™
- [3%] [\%] (]
[=1] [=] [+1] [=]
o [=] [=] (=]
T T T T

=y

[=]

(=]
T

o
(=]

3 o s o |
L e — B
L — — H

1 ] | . |

1 1
0 200 400 600 REG 3a

o

3c

intensity / KW cm™

Abbildung 14: Untersuchung der Photostabilitdt von Pyrenolderivaten in wassrigem Medi-
um. Abbildung von normierten FCS-Kurven eines Pyrenderivats (a) und die
zugehdrigen Diffusionszeiten verschiedener Pyrenolderivate (b) in Abhingig-
keit von der Laserintensitat. Die Anwendung einer Stern-Volmer 3hnlichen
Analyse auf die zuvor gewonnenen Diffusionszeiten (c) und die aus der Ana-
lyse resultierenden Ratenkonstanten des Photobleichens &y, (d)“z—zn

Zusatzlich zur Analyse der Photostabilitat, wird in dieser Arbeit zur Aufklarung der
Dynamik von Protonierungsprozessen verwendet. Fiir die Analyse des Protonentransfers im
Grundzustand der Photosdure erfolgt die Anregung (A.x.= 488 mm) und Detektion der Ba-
senform (RO") bei einem pH unterhalb des pKs-Werts. Nach Protonierung liegt das Molekiil
in der Saureform vor (ROH), was in diesem Fall ein Dunkelzustand darstellt (Abbildung [15)).
Bei Vorliegen eines Protonierungsprozesses, muss die Rate des Protonierungsprozess k,,; und

die Rate des Deprotonierungsprozess kjepro in der Autokorrelationsfunktion beriicksichtigt

werden (Gleichung [26)).
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1 1 Kprot.i A A
g(‘[) == — 1 + Z _“prott . eXp_(kprot,z‘f‘kdeprot,z)'T + Konstante (26)
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Abbildung 15: Darstellung moglicher Prozesse des Systems bei pH ~ pKg mit Dunkelzu-
stand ROH (a) und Beispiel einer zugehdrigen normierten FCS-Kurve (b).

Anhand des Quotienten k(]j’:—;‘;;f kann eine Aussage zur Dynamik des Protonentransfers getroffen
werden, solange lediglich ein Fluorophor zur Fluoreszenz beitrdgt. In dieser Arbeit werden
jedoch 1 Nanopartikel untersucht, die mehr als ein Fluorophor pro Partikel besitzen. Somit
ist der Quotient der Zeitkonstanten nicht aussagekraftig, da dieser durch diesen Umstand
reduziert wird. In diesem Fall gilt ﬁ als zuverlassigerer Parameter zur Charakterisierung
der Protonierungskinetik. Die Zeitkonstante des Protonierungsprozesses 7, entspricht dem

Kehrwert der Summe der Geschwindigkeitskonstanten ko, und kgepror (Gleichung .

kprot +Kdepror = L (27)

Tprot
Die Dynamik des Protonierungsprozesses ist bei den verwendeten Substanzklassen unabhan-
gig von der Anregungsintensitdt und kann dadurch von Intersystem Crossing (ISCl) unter-
schieden werden.¥2 Jedoch wird fiir die Analyse eine Anregungsintensitit gewshlt, bei der
zusatzliche Prozesse (z.BJ Photobleichen) ausgeschlossen werden, die zum Dunkelzustand

beitragen kdnnen.
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2.2.6. pKs Bestimmung

Der Einfluss von Protonen auf den Fluorophor wird 1 tiber den vorliegenden pKs-Wert defi-
niert. Die Bestimmung des pK des Grundzustands erfolgt durch Aufnahme von Absorptions-
und Anregungsspektren in unterschiedlichen pH-Werten. Aus den erhaltenen Intensitaten [/
der S3ure- und Basenform wird jeweils das molare Verhiltnis R fiir beide Spezies ermittelt
(Gleichung [28| und Abbildung[L6R). Ly, ist die kleinste Intensitét, die wihrend der Titration
erhalten wird und I, die groBte Intensitdt. Die erhaltene Titrationskurve wird den experi-
mentell erhaltenen molaren Verhiltnisse R angepasst, analog Gleichung und (30). Die
zwei erhaltenen Kurven schneiden sich an ihren Wendepunkten bei R = 0.5, welche dem pKs-
Wert des Fluorophors entsprechen (Abbildung [16a). Zur Identifizierung und besseren Bewer-
tung des maximal detektierbaren pH-Bereichs wird ebenfalls die ratiometrische Fluoreszenz
gegen den pH-Wert aufgetragen. Hierzu werden jeweils die Quotienten der Intensitaten der
Siuren- und Basenfluoreszenz aus drei unabhingigen Messungen gemittelt (Abbildung [16b).

I_Im'n
R=_———"mn_ (28)

Imax - Imin

1

P(ROH) = ——— 29
( ) 1 + 10PH=PK, (29)
P(RO7) =1 : (30)
© 1+ 10PH-PKs
@ (b)
1.0+ =-~9~< .
9 ° o\é g 44 . u
\ P [ ]
0.84 \ o
% o ROH 5 E3d
0.6 % RO T8
@ \ q,£ u
0.4 \ 5 £21
’ \ 2 9
[ =
0.2 \ £ 1 .
\ o
K.MNo - n
0.0 p S \__0__0__0_ E -
Ois wse®
4 5 6 7 8 9 10 11 12 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Abbildung 16: Die resultierende Anregungstitrationskurve der ROH-Form (blaue Punkte
und gestrichelte Kurve) und RO™-Form (griine Punkte und gestrichelte Kur-
ve) von (Abb. [1) nach Anwendung von Gleichung [29] und [30] (a),
sowie die ratiometrische Fluoreszenz von (Abb. [1)) gegen den pH-
Wert (b).
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Die experimentelle Bestimmung des pKs" des angeregten Zustands kann mit Hilfe von Emis-
sionsspektren analog der Ermittlung des pKs des Grundzustands erfolgen. 3 Die verwende-
ten Pyrenolderivate besitzen jedoch negative pKs -Werte, welche nicht durch kommerzielle
Pufferldsungen bestimmt werden kénnen. #243900 Damit der pK* dieser Verbindungen expe-
rimentell bestimmt werden kann, ist die Verwendung der Aziditatsskala nach Hammett (Ho)
notwendig. %9 Hierbei erfolgt die Analyse der Siurekonstante durch Aufnahme von Emissi-
onsspektren in verschiedenen Konzentrationen von Salzsiure. #390I70-172] Dy das Ziel dieser
Arbeit die Darstellung von Pyrenolderivaten zur Anwendung im physiologischen Bereich ist,
wird in dieser Arbeit keine Bestimmung des pKs" mittels stationarer Fluoreszenzspektrosko-
pie durchgefiihrt. Stattdessen erfolgt eine theoretische Berechnung des pKs" nach Gleichung
und dem experimentell bestimmten pKs-Wert. 43/44]

2.3. Nanopartikel

Allgemein werden Partikel mit einem Durchmesser < 100 mmals Nanopartikel bezeichnet. 173l
Sie kdnnen sowohl auf Kohlenstoff als auch auf Siliciumdioxid, Metallen oder auf biologischen
Komponenten wie z.BJ Lipiden basieren. X7 Nanopartikel besitzen im Vergleich zu gréReren
Partikel ein héheres Verhaltnis von Oberfliche zu Volumen. Das hohe Verhiltnis von Nano-
partikeloberflache zu Volumen fiihrt zu einer groen Anzahl verfiigbarer aktiver Zentren pro
Flicheneinheit. 2751781 Somit wird der Einbau von funktionellen Gruppen mit einem hoheren
Substitutionsgrad erleichtert. F77278] Ays diesem Grund finden Nanopartikel 1 Anwendung
als Katalysatoren. 79182 7ysstzlich besitzen sie einen geringen Durchmesser, was ihnen
Zugang in Zellen und in verschiedene Zellkompartimente erméglicht. 174 Deshalb sind sie
auch fiir medizinische Zwecke geeignet, Z.B]zum Transport von Wirkstoffen, 1837190 |nfekti-
onsbehandlung P19 oder zur Diagnose sowie Bekimpfung von Krebs. 19471981 AyRerdem
kénnen Nanopartikel auch als Biosensoren 299202 [pzw] konkret als pH-Sonden eingesetzt
werden. [261203H205]

In dieser Arbeit wird ein pH-Sensor realisiert indem Silica-Nanopartikel modifiziert werden.
Allgemein ist Silica inert und besitzt eine hohe chemische Stabilitit, weshalb es sich gut als
Matrix fiir Farbstoffe eignet. Durch die unbedenkliche Natur der Silica-Partikel 299 und deren
langsamen Abbau sowohl in wissriger Lésung als auch in Blutplasma 29207 ejgnen sie sich
aulerdem zur Anwendung sowohl in vitro als auch in vivo. Ein weiterer Vorteil ist, dass die
Partikeleigenschaften wie [bspw.|ihre GréRe, Struktur und Porositét gezielt iiber die Synthese-
methode und den vorherrschenden Syntheseparamter eingestellt werden. 298l Dariiber hinaus

konnen sie leicht wahrend der Herstellung funktionalisiert werden. Silica-Nanopartikel kdn-
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nen iiber verschiedene Methoden dargestellt werden, wobei im Wesentlichen zwischen , Top-
down" und , Bottom-up" Methoden unterschieden wird.22 Bej der Top-down Methode wer-
den Nanopartikel ausgehend von gréReren Bulk-Materialen durch Mahlen zerkleinert. 2102111
Bei Bottom-up Methoden erfolgt die Darstellung der Nanopartikel ausgehend von molekula-
ren Vorstufen (Prakursoren), 209 zB] durch Aerosolprozess, 2122131 Mikroemulsion 214 oder
iiber den in dieser Arbeit verwendeten Sol-Gel-Prozess. P5218] Der Sol-Gel-Prozess basiert
auf Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen. Die Eigenschaften der Nanopartikel werden bei
dieser Methode a1 von der Wahl des Prakursor oder des Katalysators sowie der Zusammen-
setzung des Losungsmittels und den vorherrschenden Reaktionsbedingungen wie Temperatur
und pH-Wert bestimmt, [200208219-221] Als Prikursor werden Alkoholate von Metallen und
Nichtmetallen verwendet.[298] Zur Herstellung von Silica-Nanopartikel erfolgt als erstes die
Hydrolyse von Kieselsiureester zur Kieselsaure (Schema [5)). Im nachsten Schritt findet die

Kondensation zum Partikel statt.

. , Hydrolyse . ,
R3Si—-OR'+H-O0-H ———— R3Si-OH+R'-0—-H

Veresterung

. . Kondensation . .
R3Si—OH+HO—-SiR; ———— R3Si—0—-SiR3+H-0O—-H
Hydrolyse

Kondensation
RySi—OH + RO-SiR; o™ R,Si—0-SiR;+R'—O—H
Hydrolyse

Schema 5: Sol-Gel-Prozess von Alkoxysilanen.

Die Hydrolyse kann sowohl durch Base als auch durch Saure katalysiert werden. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die basenkatalysierte Hydrolyse verwendet (Schemaf)). Unter basischen
Bedingungen findet die Dissoziation von Wasser statt. Das dabei entstandene Hydroxid-lon
greift im nichsten Schritt das Siliciumatom iiber eine nukleophile Substitution an. Als Me-
chanismus wird eine Sy2-Reaktion angenommen mit einem stabilen fiinffach koordinierten

Intermediat, [208:222-224]
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OR OR
s | &

- HO- - -Si----OR HO—Si., + OR
Ro\\\l 5\ \ “"OR
RO RO OR OR

Schema 6: Basenkatalysierte Hydrolyse des Sol-Gel-Prozesses. [208/225]

Nach der Hydrolyse kondensieren die instabilen Silanole wobei eine Si-O-Si-Bindung ausgebil-

det wird (Schema [7]). In den ersten Schritten werden sowohl lineare als auch cyclische Oligo-

und Polymere gebildet. 223l

RO RO RO OR
Si—OR W WSITOH ———> WSi—0—Si , —
rRO™ ataly-  goW rO™ K
RO sator R()l 01 \OR
Dimer
RO OR
H,0 \S_/
1
ol Do
| | ™
\ —7 ROV S TOR
.Si—OH Ringe
ro™ f
RO‘PSi_O%R
| n
OR
H,0 Ketten
Si
HO
\ \
JSi—on —> \
rO™ Si—o—sSsi
HO ro“ ¢
0
Si
Schema 7: Grundlegende Reaktionsschritte im Sol-Gel-Prozess auf Basis von Tetraalkoxy-
silanen. 2231
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Die dargestellten Polymere fiihren in weiteren Kondensationsreaktionen zu Kolloiden, die das
Sol definieren. Die GroBe und der Vernetzungsgrad der dabei entstehenden Partikel hangt
vom jeweils vorliegenden pH-Wert ab. 298222 |m sauren Milieu oder unter Zusatz von Salzen
entstehen vermehrt kleine Partikel, die sich wiederum stark vernetzen. In basischem Milieu bei
gleichzeitiger Abwesenheit von Salzen findet bevorzugt ein Wachstum zu groéReren Partikel
statt.

Ausgehend vom Sol wird dann durch Vernetzungsreaktionen das Gel gebildet. 208223 Dje
Kinetik der Sol-Bildung lasst sich anhand des Modells von V. LaMer und R. Dinegar be-
schreiben (Abbildung .[226'227] Dabei wird die Darstellung von Partikel in drei Phasen
untergliedert: Vorstufe (1), Nukleation (II) und Wachstum (111). In der Vorstufe werden Me-
tallionen durch reduzierende Reagenzien oder durch thermische Zersetzung zu Metallatomen

umgesetzt. 226227] | dieser Phase erhdht sich die Konzentration an Metallatomen. Sobald

die Konzentration an Metallatomen den Ubersittigungspunkt ¢™ iiberschreitet, beginnt die
Keimbildungsphase. Die Atome beginnen zu diesem Zeitpunkt zu aggregieren und bilden sta-

bile kleine Cluster aus (Nukleus). Wahrend der Keimbildung findet eine schnelle Abnahme

der Konzentration an Metallatomen statt. Nachdem der minimale Ubersittigungspunkt ¢
unterschritten wird erfolgt keine Keimbildung mehr und die dritte Phase beginnt. Wahrend
dieser Phase findet das Wachstum der Keime mit den noch vorhandenen Metallatomen statt.

Der Wachstumsprozess ist beendet sobald die Sattigungsskonzentration cg erreicht ist.
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Abbildung 17: Modell von V. LaMer und R. Dinegar zur Beschreibung der Bildung von
monodispersen Partikel. 226227

Basierend auf dem LaMer-Modell wurden weitere Theorien zur Keimbildung und Wachstums-
phase entwickelt. 220! So wird fiir die Nukleation [bspw] zwischen homogener und heterogener
Keimbildung unterschieden, [d.h.] findet die Nukleation spontan von selbst statt oder wird
sie durch Fremdkorper initiiert. 228229 Der Wachstumsprozess kann Bl reaktions- oder
diffusionskontrolliert erfolgen.[210229 Bejm reaktionskontrollierten Wachstum existiert ein
Uberschuss an Metallatomen in der Nihe der Keimoberfliche und die Wachstumsrate wird
durch die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Im zweiten Fall liegt aufgrund einer hohen
Reaktionsgeschwindigkeit ein Mangel an Metallatomen vor. Daher wird in diesem Fall die
Wachstumsrate von der Diffusionsgeschwindigkeit der Metallatome bestimmt. Am Ende der
Wachstumsphase, wenn die Konzentration an Metallatomen sehr niedrig ist, kann auch erneut
Partikelwachstum durch die sogenannte Ostwald-Reifung auftreten. [208229-233] Dje Ostwald-
Reifung basiert auf der Gibbs-Thomson-Gleichung. 2292302341235 | Bezug auf Nanopartikel
erklart die Gibbs-Thomson-Gleichung die erhdhte Loslichkeit von kleinen Partikel im Ver-
gleich zu groBeren Partikel. 98229 \W3hrend der Ostwald-Reifung findet ein Ausgleich der
Loslichkeitsdifferenz zwischen verschieden groRen Partikel statt. Dieser wird realisiert, indem
sich kleine Partikel auflésen und die geldsten Metallatome zu groReren Partikel diffundie-

ren. Die Ostwald-Reifung kann auch nach Beendigung des Partikelwachstums im Zuge von
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Alterungseffekten auftreten. 229 Dabei findet eine Verdichtung der Partikel statt und die Po-
rositat verandert sich. Der Ostwald-Reifung entgegengesetzt ist die inverse Ostwald-Reifung
oder Verdauungsreifung. [222236-238] Bej diesem Prozess I3sen sich die groReren Partikel auf
und die kleineren Partikel wachsen. In diesem Fall wird die Loslichkeit durch die Oberfla-
chenenergie des Partikels gesteuert und kann [z.B] durch die Zugabe von Liganden initiiert
werden. 229236] Sowoh| die Ostwald-Reifung als auch die inverse Ostwald-Reifung gehen von

polydispersen kolloidalen Dispersionen aus und fiihren zu monodispersen Partikel. 237

Die bekannteste Synthese von Silica-Nanopartikel iiber Sol-Gel-Prozess ist der Stéber Pro-
zess. P13 Bei dieser Methode erfolgt die Partikelsynthese in einem Alkohol-Wasser-Gemisch
ausgehend von Tetraethylorthosilicat (TEOQS)) unter Verwendung von Ammoniak als Kataly-
sator. Nach welchem kinetischen Model die Stéber-Partikel entstehen ist jedoch momentan
noch nicht aufgeklart. In der Literatur werden fiir die in Abbildung [17| dargestellte Wachs-
tumsphase (111) zwei kinetische Modelle diskutiert: die Monomeraddition und die kontrollierte
Aggregation. 239241l Bej der Monomeraddition erfolgt das Wachstum indem hydrolysier-
te Monomere an die Partikeloberfliche addieren.[2392421243] Djeses Modell entspricht dem
LaMer-Modell. Im Gegensatz dazu wird bei der kontrollierten Aggregation davon ausgegan-
gen, dass die Keime miteinander oder mit groReren Aggregaten aggregieren. [239244245] Dgpej
wird eine enge GroRenverteilung erzeugt. 23 Je nach gewahlten Reaktionsparametern wer-
den mit Hilfe des Stéber Prozesses monodisperse Silica-Nanopartikel mit einer Partikelgréle
zwischen 50 mmm und 2 pm hergestellt. 219

Die Darstellung von monodispersen Silica-Nanopartikel zwischen 15 mm und 120 mm ermdg-
licht der Prozess nach Hartlen [ez_all P17 Hierzu erfolgt die Synthese in einem zweiphasigen
System, bestehend aus Cyclohexan und Wasser, sowie L-Arginin als Base. Die Partikelbildung
findet bei dieser Methode an der Phasengrenze zwischen der wassrigen und der organischen
Phase statt. Die kleinere erzielbare PartikelgroRe in Relation zum Stéber-Prozess ist darauf
zuriickzufiihren, dass mildere Reaktionsbedingungen verwendet werden. 210217 |m Vergleich
zum Stober-Prozess werden die Partikel bei einer niedrigeren Reaktionstemperatur darge-
stellt. Der Wachstumsprozess ist insbesondere im basischen Milieu von der Temperatur ab-
hingig. 208242 Je hoher die Reaktionstemperatur umso hdher ist die vorliegende Léslichkeit
kleinerer Partikel, wodurch groRere Partikel durch die Ostwald-Reifung weiter wachsen. Neben
einer niedrigeren Reaktionstemperatur, wird bei der Methode nach Hartlen [et_af] anstatt Am-
moniak L-Arginin als Katalysator verwendet. 227 1-Arginin ist eine basische Aminosiure, die
zwei Aminogruppen beinhaltet. Wahrend dem Wachstumsprozess wechselwirken die proto-
nierten Aminogruppen der L-Arginin-Molekiile mit den Silikaten der Keime. Dadurch wird die

Oberfliche der Keime bedeckt, was zur Kontrolle der PartikelgréRe fiihrt. P16240247] Darijber
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hinaus findet die Partikelsynthese bei einem neutralen bis leicht basischen pH-Wert statt. Der
pH-Wert beeinflusst stark den Polymerisationsprozess und wirkt sich auf den Gelierungspunkt
aus. 298222 Der Gelierungspunkt definiert den Ubergang von einem Sol zu einem Gel.[223]
Bei einer basenkatalysierten Partikelherstellung wird der Gelierungspunkt bei Erhohung des
pH-Werts ebenfalls gréRer. 298222 7s5tzlich wird die Léslichkeit von kleineren Partikel bei
hoheren pH-Werten verbessert. 228222 Daher findet bei héheren pH-Werten vermehrt die
Ostwald-Reifung statt. Durch den neutralen pH-Wert wird somit die Bildung von kleineren
Partikel begiinstigt. Die kleineren erzielbaren PartikelgroBen iiber den Prozess von Hartlen
let all sind jedoch nicht nur auf die milderen Reaktionsbedingungen zuriickzufiihren. Bei der
Methode nach Hartlen [et_all wird ebenfalls auf Ethanol als Cosolvens verzichtet. Yokoi [et_al]
untersuchten in Analogie zum Stdber-Prozess wie sich die PartikelgroRe durch Zugabe von
Ethanol als Cosolvens verandert. [220248] Dahej stellten sie fest, dass sich eine erhdhte Zuga-
be von Ethanol sowohl auf die PartikelgroRe als auch auf die Morphologie auswirkt: Je mehr
Ethanol in der Reaktionslésung vorhanden war desto groRer wurden die erzielten Partikel. 248!
Weiterhin wurden bei groBer Menge an zugesetztem Ethanol ovale anstatt kugelférmige Par-
tikel erhalten. Vermutlich verdnderten sich die Partikeleigenschaften, da durch das Ethanol
eine teilweise Homogenisierung der Emulsion wihrend der Reaktion stattfand.[2%0] Neben
dem Vorteil, dass mit Hilfe des Hartlen-Prozesses kleinere Partikel mit engen GroRenver-
teilungen erzielt werden, sind die Partikel homogen in Lésung dispergiert. [210/21712461249] |y,
Vergleich zum Stéber-Prozess findet somit kein Fallungsschritt statt. 225 Des Weiteren han-
delt es sich bei den dargestellten Partikel um sogenannte mesopordse Partikel, da sie mit
hoher GleichmaRigkeit dreidimensionale Hohlrdume aufweisen. 240l Mesoporsse Partikel be-
sitzen durch ihre Poren ein hoheres Oberflachen zu Volumen Verhiltnis und dadurch bedingt
eine groRere Anzahl verfiigbarer aktiver Zentren pro Flicheneinheit als nicht pordse Parti-
kel. 250 Sie werden daher gerne fiir medizinische Zwecke, als Katalysatoren oder als Sensoren
(B pH-Sensoren) verwendet. [1801811183/184249-252] Dje durch beide Methoden erhaltenen
Partikel (Kern-Nanopartikel (C-NPI)) kénnen durch einen Wachstumsschritt mit einer zu-
satzlichen Schale versehen werden (Kern-Schale-Nanopartikel (CS-NP))). Die hinzugefiigte
Schale kann 1 zu einer hdheren Photostabilitit des Fluorophors beitragen. 25372501 | die-
ser Arbeit wird ebenfalls eine zusatzliche unmarkierte Silica-Schicht um die fluoreszierenden
Kern-Partikel hinzugefiigt. Durch die zusatzliche Schale befindet sich der Fluorophor im In-
neren der Silica-Partikel. Mit Hilfe des eingeschlossenen Sondenmolekiils konnen durch die
in Kapitel 2.2] vorgestellten fluoreszenzspektroskopische Analysen Informationen iiber das

Medium im Partikel gewonnen werden.
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2.4. Experimentelle Methoden zur Bestimmung von

Partikeleigenschaften
2.4.1. Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM]) ist ein bildgebendes Verfahren, mit der @
die Grolke, Form und Dispersitdt von Nanopartikel bestimmt wird. Allgemein erfolgt die Bild-
gebung bei dieser Methode durch transmittierte Elektronen des Primarelektronenstrahls nach
Wechselwirkung mit einer Probe. Die Wechselwirkung mit der Probe fiihrt zu einer Ablenkung
der Elektronen, wobei stark abgelenkte Elektronen durch einen Satz aus Objektivlinsen aus-
geblendet werden. Der bei der Bildgebung erhaltene Kontrast ist von der Anzahl der transmit-
tierten Elektronen abhingig, je hdher diese ist, desto hoher ist der resultierende Kontrast. 1257
Die Anzahl an transmittierten Elektronen ist wiederum von der Elektronendichte der Pro-
be abhangig. Elemente mit hohen Ordnungszahlen besitzen eine héhere Elektronendichte,
wodurch eine hohere Anzahl von Elektronen abgelenkt werden und diese kontrastreicher
erscheinen (Amplitudenkontrast).257 Der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops
wird schematisch in Abbildung [18] aufgezeigt. 58l Er shnelt dem eines Lichtmikroskops, je-
doch wird durch die Verwendung von Elektronenwellen das Auflésungsvermégen von 0.2 um
auf bis zu 45 pm verbessert. [259:260]

Filament

L

Vorbeschleunigung

Kondensorlinsensatz

1 Probe

Objektivlinsensatz

E Bildschirm zur Erfassung
des Bilds oder des

Beugungsmusters

Abbildung 18: Schematischer Aufbau Transmissionselektronenmikroskop. 258l
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2.4.2. Dynamische Lichtstreuung

Durch die Dynamische Lichtstreuung (DLS) konnen Informationen iiber den hydrodynami-
schen Radius, GroBenverteilung und Form eines Molekiils in diesem Fall von Nano-
partikel erhalten werden. Allgemein beruht die Messmethode darauf, dass die Brownsche
Molekularbewegung von Molekiilen [bzw ] Partikel in Lésung zu Streuung von Laserlicht mit
unterschiedlichen Intensitaten fiihrt. Die resultierenden Streuintensitdten werden in definier-
ten Zeitabstinden gemessen und die Ahnlichkeit mit sich selbst analysiert (Autokorrelation).
Fiir kleine, monodisperse Partikel hdangt die Autokorrelationsfunktion des Signals G exponen-
tiell vom Diffusionskoeffizient D ab (Gleichung[31).251 In dieser Gleichung bezeichnet B die

Basislinie, A die Amplitude, ¢ den Streuvektor und 7 die gemessene Zeit.

G=B+A expl~% D1 (31)

Die Autokorrelationsfunktion kann iiber verschiedene Methoden analysiert werden.[262-269)

Sie kann sowohl fiir monomodale als auch multimodale Verteilungen angepasst werden. 262

Eine monomodale Verteilung kann durch die von D. Koppel beschriebene Analyse der
Kumulanten erfolgen.262263] Die Analyse der Kumulanten ist eine weitverbreitete Methode
und Bestandeteil der ISO-Norm 22412:2017.1262270] Bej dieser Methode wird die Autokorre-
lationsfunktion mit einem Polynom dritter Ordnung angepasst. Als Resultat wird die mittlere
intensitatsgewichtete PartikelgroRe erhalten, die auch als z-Durchschnitt bezeichnet wird. Die
Partikelgrofe von polydispersen Systemen mit multimodaler Verteilung kann mathematisch
iiber die Methode der Nichtnegativen Kleinsten-Quadrate (NNLS]) erhalten werden. [262264]
[NNLSlwurde erstmals von Morrison [et_al]beschrieben und stellt die Grundlage fiir weitere Me-
thoden wie die Maximum-Entropie-Methode, die exponentielle Abtastmethode oder die ein-
geschrinkte Regularisierungsmethode zum Invertieren von Daten (CONTIN) dar. [262:265-269]
Durch den daraus gewonnenen Diffusionskoeffizienten D, kann mit Hilfe der Stokes-Einstein-
Beziehung der hydrodynamische Radius ry bestimmt werden (Gleichung [32). In dieser Glei-
chung bezeichnet kp die Boltzmannkonstante, T die Temperatur und 1 die Viskositat.

kp-T

“6xnD (32)

'H
Sowohl durch monomodale als auch durch multimodale Verteilungs-Methoden werden hy-
drodynamische Radien erhalten, die von der Streuintensitdt abhangig sind. Bei einem poly-

dispersen System ist die Angabe einer einzelnen mittleren PartikelgroBe mit grolem Fehler
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behaftet. Daher ist es besser bei einer multimodalen Verteilung eine anzahl- oder volumenge-
wichtete Intensitatsverteilung zu verwenden. Die intensitatsgewichtete Verteilung kann durch
die Mie-Theorie in eine volumengewichtete Verteilung umgewandelt werden.271l Bei einer
einheitlichen Dichte des Systems entspricht die Masse dem Volumen. Deshalb ist die vo-
lumengewichtete Verteilung proportional zur dritten Potenz der PartikelgroBe. Im Vergleich
sind daher die hydrodynamischen Radien aus der volumengewichteten Verteilung kleiner als
zur intensititsgewichteten Verteilung. %2 Die intensititsgewichteten Verteilungen kdnnen
zusitzlich in anzahlgewichtete Verteilungen umgewandelt werden.%2 Die PartikelgroRen-
verteilung hinsichtlich der Anzahlverteilung ist von besonderem Interesse, da sie fiir einen di-
rekten Vergleich mit den durch [TEM] erhaltenen Radien verwendet werden. 272 Der Vergleich
der erhaltenen Radien via [TEM] und ist nur in diesem Fall gewahrleistet, da die Auswer-
tung der Elektronenmikroskopie ebenfalls auf der Anzahl und Sortierung von GroRenordnun-
gen basiert. Je nach verwendeter Methode fiir die Auswertung der Autokorrelationsfunktion
werden unterschiedliche hydrodynamische Radien von der selben Probe erhalten. 272 Daher
ist es wichtig die Analysemethode nach der vorliegenden Polydispersitat der Partikel und dem
Anwendungszweck anzupassen. Wie polydispers ein System ist, also wie stark die Verteilung
von einer idealen unimodalen Verteilung abweicht, kann durch die Autokorrelationsfunktion
erhalten werden. 1262273] \Weiterhin ist der Polydispersititsindex (PDI) ein MaR fiir die Breite
der GroBenverteilung. Wird ein zwischen 0 und 0.3 erhalten, gilt die GroRenverteilung
als monodispers. [262274275] Ap einem [PDI von 0.5-0.7 gilt sie als polydispers.

2.4.3. Zeta-Potential

Mit Hilfe des {-Potentials kann die elektrostatische Stabilitat von kolloidalen Dispersionen
bestimmt werden. Allgemein weisen kolloidale Dispersionen mit groBerem {-Potential eine
hohere Stabilitit gegeniiber Agglomerationen auf.2% Durch Ladungen an der Partikelober-
flache wandern die Partikel in einem angelegten elektrischen Feld zur gegensatzlich geladenen
Elektrode (Abbildung .[277] Das {-Potential entspricht hierbei dem mittleren Potential ¥

in der elektrischen Doppelschicht in der Scherebene, gemessen gegen das Lésungsinnere. P77
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Wanderung eines negativ geladenen Kolloids zur
positiven Elektrode. P71

Die elektrophoretische Mobilitat der Partikel u, hangt sowohl von der Wanderungsgeschwin-
digkeit v, als auch von der Feldstirke E des angelegten elektrischen Feldes ab (Gleichung[33).
ue wird in dieser Arbeit durch die Laser-Doppler-Mikro-Elektrophorese gemessen. 278l

(33)

Ve
ue:_
E

Bei bekannter elektrophoretischer Mobilitat lasst sich das {-Potential in der nach Henry
beschriebenen Gleichung (Gleichung bestimmen.2™ |n dieser Gleichung entspricht D
der Dielektrizitatskonstante, &) der Permittivitdt des Vakuums, n der Viskositdt, ¥ dem
Debye-Hiickel-Term und a dem Partikelradius.

=" f(k,a) (34)

Der Term f(k,a) hdngt sowohl von der lonenstérke als auch von der GroRe der Partikel in

Relation zur Doppelschicht in der Scherebene ab. Die lonenstirke muss dem entsprechend
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fir alle Messungen konstant gehalten werden. Ist die PartikelgroRe im Vergleich zur Doppel-
schicht in der Scherebene klein, ergibt sich fiir f(x,a) = 1. Im umgekehrten Fall entspricht
f(k,a) = 1.5 und die Smoluchowski-Gleichung (Gleichung [35) wird erhalten.

2.4.4. Bestimmung der Partikelkonzentration

Die Partikelkonzentration einer dargestellten Suspension kann iiber den Silica-Gehalt der Sus-
pension und die Masse eines Partikels berechnet werden. Mit der induktiv gekoppelten Plasma
- Optischen Emissionsspektrometrie (ICP-OES]) kann die Konzentration an Si-Atome in der
Suspension bestimmt werden. 279281l D3 das Volumen (1 [ml) bekannt ist, kann daraus die
Masse an Si-Atomen ermittelt werden. Der Silica-Gehalt der Suspension kann dann unter der
Annahme berechnet werden, dass nur diese beiden Bestandteile in der Suspension vorhanden
sind (Gleichung [36).1281] Bei der Berechnung muss die Verdiinnung (1 zu 1000) beachtet
werden, die vor der [CP-OESl Analyse durchgefiihrt wird.

. M(SiO

mMsio, ,Suspension = Imi 1000 = 1000 (36)

Die Masse eines Partikels wird tiber das Volumen eines Partikels und der Dichte von Silica
erhalten. Da in dieser Arbeit monodisperse, kugelférmige Nanopartikel erzielt werden, ent-
spricht das Volumen eines Partikels der einer Kugel und lasst sich iiber den Partikelradius r
berechnen (Gleichung [37)). Der Partikelradius wird zuvor via[TEM bestimmt. Als Dichte wird

fiir Silica ein Wert von 1.8 g-cm™ angenommen. [279/280]

: : 4 g
Mpgariiel = V (Partikel) - p(SiOy) = 3T rapy - 1.8 - (37)
Mit dem zuvor bestimmten Masse an Silica in der Suspension und der Masse eines Partikels
kann dann letzten endes die Partikelanzahl Np,,;iker pro Milliliter und die Partikelkonzentration

CPartikel bestimmt werden (Gleichung [38 und 39). In Gleichung bezeichnet Npatiket mol
die Partikelanzahl pro mol und N die Avogadro-Konstante.
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msio,,Suspension
NPartikel = — (38)
Mpartikel

. NPartikel,mol _ Npartikel
CPartikel = % = Ny-V

(39)

2.5. Nanopartikel als pH-Sonden

Im letzten Jahrzehnt wurden verschiedene fluoreszensbasierte nanopartikuldre pH-Sonden
entwickelt, die ebenfalls zur zelluldren Bildgebung verwendet werden kénnen, [17/2613812041282-287]
Die Darstellung der pH-Sonden erfolgt durch den Einbau von organischen Sondenmolekiilen
oder fluoreszierender Proteine in die anorganische Partikelmatrix und gehéren daher zu den
Hybrid-Materialen. [26122512861288] A|s |ndikatorfarbstoff eignet sich [bspw |[HPTS| da es so-
wohl eine gute Biokompatibilitdt als auch eine hohe Photostabilitdt und Quantenausbeute
besitzt. 38l Die Anbindung des Fluorophors kann iiber verschiedene Wechselwirkungen erfol-
gen. Dabei wird grundsatzlich zwischen den schwachen Wechselwirkungen (Van-Der-Waals-
Wechselwirkung < Wasserstoffbriickenbindungen < elektrostatische Wechselwirkungen) und
der kovalenten Bindung zwischen Partikelmatrix und Sensormolekiil unterschieden. 225 Na-
nopartikel mit einem physikalisch eingebetteten Fluorophor kdnnen [ospw.| mit einem um-
gekehrten Mikroemulsionsprozess hergestellt werden oder durch eine Schale eingeschlossen
werden, [36137125312851289-294] patry [ef a] entwickelten einen pH-Sensor indem sie [HPTS in
Silica-Partikel einkapselten. 937 Die mit Farbstoff dotierten Nanopartikel besitzen jedoch
ein hohes Potential, dass der Farbstoff aus den Partikeln ausgewaschen wird. 2% |m Ver-
gleich dazu werden kovalent gebundene Farbstoffe im selben Zeitraum zu geringerem Male
aus der Partikelmatrix ausgewaschen. 2%l Daher wird in dieser Arbeit der auf[HPTS] basieren-
de Fluorophor kovalent in die Silica-Partikel eingebunden. Der erste kovalente Einbau eines
Fluorophors in die Partikelmatrix erfolgte mit einem Fluoresceinderivat (Abbildung ).[296]
Damit eine kovalente Bindung erzielt werden konnte, fiihrten A. Van Blaaderen und A. Vrij
Trimethoxy[3-(methylamino)propyl]silan (APTES]) als Ankergruppe ein. Der Fluorophor wur-
de anschlieBend wihrend einer modifizierten Stober-Synthese hinzugesetzt.
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3. Ergebnisse und Diskussion I. - Sondenmolekiile

3.1. Synthetische Konzeption der Pyrenolderivate

Wie in Kapitel [1.2] erldutert existieren Kriterien an die Zielverbindung. Zum einen soll die
Zielverbindung eine pH-Sensitivitdt aufweisen. Zum anderen soll das chromophore System
selektiv an einer Position mit einer Ankergruppe versehen werden. Daher basiert die Konzep-
tion auf den literatur bekannten asymmetrischen Pyrenolderivaten 4- 6-Brompyrenol (3
[bzw] 4), wobei Pyrencarboxaldehyd (1) als Ausgangsverbindung dient (Schema .[90'1261

0
' HO HO HO
1.) MCPBA
CH,Cl, NBS
g :==nggl - SSgra0d
2.) KOH (25%) CH4CN X
THF, MeOH -35°C~RT |
RT, ON Br Br
1 2 3 4

Schema 8: Darstellung von 4-/6-Brompyrenol (3/4).190126]

Ausgehend vom Gemisch aus 3 und 4 erfolgt die Darstellung verschiedener Pyrenolderivate.
Von denen wird ausgegangen, dass sie unterschiedliche Photostabilitdten und Photoaziditaten
aufweisen (Schema @).[42] Im ersten Schritt erfolgt dazu eine Sulfonierung mit anschlieRen-
der Amidierung (5/6) bzwl Veresterung (7/8 und 9/10).199297 Als nichstes erfolgt die
Schiitzung der Hydroxygruppe zum Allylether mittels Williamson-Ether-Synthese (11-13).
Die Einfiihrung der Schutzgruppe ist notwendig damit die beiden Regioisomere voneinander
getrennt werden kénnen. Dariiber hinaus ist es erforderlich die Hydroxyfunktion zu schiitzen,
damit die darauffolgende Hydrierung ablaufen kann.2%7 Die Hydrogenolyse der Kohlenstoff-
Brom-Bindung und die gleichzeitige Entschiitzung der Alkoholfunktion erfolgt mittels einer
heterogen-katalysierten Hydrierung, wodurch die Verbindungen 14, 15 und 16 erzielt wer-
den. Im letzten Schritt zur Darstellung der gewliinschten Zielverbindungen erfolgt eine erneute
Sulfonierung. Die Sulfonsiurechloride 17, 18 und 19 kénnen entweder direkt mit einem ge-
wiinschten Substrat umgesetzt werden oder es kann wie im vorliegenden Fall eine spezifische
Silan-Ankergruppe durch Amidierung mit Trimethoxy[3-(methylamino)propyl]silan (APTES)
eingefiihrt werden (20, 21 und 22).
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Q\ R1 Q\ R1
HO HO S‘b 0 S‘b
1.) CISO3H
“ SOCl; ‘ AllylBr PdC
e 0, S R
Br Br

|
e

/\\S\ Br
RY 0 e
3/4 5/6: Rq=-N(CHa)» 11: Ry= -N(CHa),
7/8: R1= -OCHZCFg 12: R1= -OCHZCFg
9/10: Ry= -OCH(CF3), 13: Ry= -OCH(CF3)2

CISOsH
SOCl»

14: Ry= -N(CH3)2 17: Ry= -N(CH3)2 20: Ry= -N(CH3)2
15: R1= -OCHQCF3 18: R1= -OCHZCF3 21: Ry= -OCHQCFs
16: Ry= -OCH(CF3)» 19: Ry= -OCH(CF3), 22: Ry= -OCH(CF3),

Schema 9: Syntheseroute zur Darstellung der Zielverbindungen 20, 21 und 22.190297]

AuBer den in Schema [J] gezeigten Verbindungen, wurden weitere Pyrenolderivate dargestellt.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Derivatisierungen sind im Anhang [A.1] beschrieben.
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Ausgehend von Verbindung lerfolgte die Synthese von Verbindung 3 gemiR Literatur und
wird im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter erdrtert. 20126297 Sowoh| die angegebenen Aus-

beuten als auch die Charakterisierung entsprachen den publizierten Angaben.

3.2.1. Synthese von 8-Hydroxy-N,N,N’,N’-tetramethyl- N"-(3-(triethoxysilyl)-
propyl)pyren-1,3,6-trisulfonamid (20)

Die Synthese der ersten Zielverbindung 20 erfolgte in Zusammenarbeit mit A. Pyttlik im
Rahmen ihrer Bachelorarbeit. 8% Als Ausgangsstoff diente 4- /6-Brompyrenol und die Dar-
stellung bis zur Verbindung 17 wurde analog einer im Arbeitskreis etablierten Methode durch-

gefiihrt. 1261297

o, | o |
“ N W
HO S\\/ ~ HO S:N\
O O APTESbzw. O O
() e~ (U
NEts, THF
O\\ O //O O\ O /O
~p S, S. .S s’ .
o o gc Ny TN SR
R1
17 20: Ry=-H
Ro= -OEt
23: R1=-CH3
Ro= -OMe

Schema 10: Darstellung der Zielverbindungen 20 und 23.1280

Nachdem das gewiinschte Saurechlorid erzielt wurde, erfolgte die Umsetzung von 17 mit
liber eine Sn2-Reaktion zur Zielverbindung 20 (Schema [10)). Die Amidierung er-
folgte in [THE] unter Zugabe von Triethylamin und wurde mit unterschiedlichen stéchio-
metrischen Verhiltnissen von Silan zur Ausgangsverbindung 17 durchgefiihrt. Weiterhin
wurde im Rahmen der Bachelorarbeit die Auswirkung weiterfiihrender Reinigungsschritte
auf einen nachfolgenden Einbau in die Silica-Partikelmatrix untersucht. Als Ergebnis er-
hielt A. Pyttlik, dass die Umsetzung zu 20 schon mit einem Aquivalent an Silan erfolgt
und das weiterfiilhrende Reinigungsschritte keinen Einfluss auf den Einbau in die Partikel-
matrix besitzen. Zusatzlich zur Reaktion mit wurde 17 ebenfalls mit Trimethoxy[3-
(methylamino)propyl]silan (TMMAPS]) umgesetzt (23). Die Reaktion mit TMMAPSI fiihrte
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jedoch neben dem gewiinschten Produkt zu einem weiteren nicht charakterisierbaren Ne-
benprodukt, welches durch Reinigungsschritte nicht entfernt werden konnte. Ausgehend von
diesen Erkenntnissen erfolgte die Umsetzung der vergleichbaren Pyrenolderivate 18 und 19
ausschlieBlich mit [APTESl Ankniipfend an die Bachelorarbeit von A. Pyttlik erfolgte eine
Optimierung der Bedingungen zur Herstellung von 20 zum nachfolgenden Einbau in Silica-
Nanopartikel. Dabei wurde festgestellt, dass (abs)) ebenfalls als Lésungsmittel fiir die
Farbstoffsynthese fungieren kann. Die Verwendung von hat gegeniiber DCMlden Vorteil,
dass [DME| mit Wasser mischbar ist und sich daher besser zur Zugabe zu der Partikelsynthe-
se eignet. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Bildung von 20 nach Zugabe von
instantan erfolgte, wodurch die Synthese nicht mehr iiber Nacht, sondern eine Stunde vor
weiterer Verwendung durchgefiihrt wurde. Dadurch konnte die Bildung von Agglomeraten
verringert werden. Basierend auf den Ergebnissen von A. Pyttlik erfolgte keine Aufreinigung
nach beendeter Reaktion, da diese ebenfalls zur Bildung von Agglomeraten beitrug. Infolge-
dessen wurden weniger Aquivalente an Triethylamin zu der Reaktionsldsung zugesetzt, damit
der pH-Wert wahrend der Partikelsynthese nicht beeinflusst wird. Als Reaktionsgefall wur-
de dariiber hinaus anstatt einem silylierten Rundkolben ein Eppendorf Mikroreaktionsgefald

benutzt. Dadurch wurde eine mogliche Reaktion mit dem Reaktionsgefall unterbunden.

Charakterisierung

Sowohl die Analyse von 20 mittels Massenspektrometrie als auch mit Hilfe von
Spektroskopie war nicht erfolgreich. Ein moglicher Grund dafiir, kdnnte die Bildung von
Agglomeraten sein, welche in den verwendeten Ldsungsmitteln ausflockten. Das erhaltene
Produkt wurde weiterhin tiber [UV-Vis} und Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Die Analy-
sen der Endverbindungen werden in Kapitel [3.3] im direkten Vergleich zueinander n3her dis-
kutiert. Dabei wird insbesondere der Fragestellung nachgegangen, ob sowohl eine gewiinschte

pH-Abhangigkeit als auch solvatochromes Verhalten vorhanden ist.

3.2.2. Synthese von Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-hydroxy-8-N-pyren-1,6-disulfo-
nat-Derivaten zur Darstellung der Zielverbindung 21

Synthese von 7 und 8

Die entwickelte Syntheseroute konnte erfolgreich zur Synthese der Zielverbindung 21 ange-
wandt werden. Zur Darstellung wurden die asymmetrischen Photosauren Bis(2,2,2-trifluo-
roethyl)-3-bromo-6-hydroxypyren-1,8-disulfonat (7) und Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-bromo-8-

hydroxypyren-1,6-disulfonat (8) liber zwei Stufen, ausgehend von dem Isomerengemisch des
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Brompyrenols (3/4) synthetisiert (Schema[11]). Im Gegensatz zum Amid-Derivat ist es iiber-
wiegend moglich, die beiden Regioisomere mittels Sidulenchromatographie voneinander zu

trennen. Die weiterfiihrende Synthese erfolgt ausschliellich mit dem Regioisomer 8.

o) o)
S [\ F
HO 5 O~ CFs HO 5. O~CF2
1.) CISO3H % Y
SOCl,
-GS O
2.) TFE
CH.Cl,, NEt3 O O\
DMAP,DCC g 4 N Br
o o)

40% (7+8) 26%
3/4 7 8

Schema 11: Darstellung der asymmetrischen Photosduren 7 und 8.

Im Vergleich zum Amid-Derivat fielen die Ausbeuten von 7 und 8 sehr gering aus, weshalb
die Veresterung unter verschiedenen Bedingungen wiederholt wurde. Zum einen wurde das
eingesetzte Trifluorethanol mit Magnesiumsulfat und Natriumhydrogencarbonat vorbehan-
delt, um Spuren von Siure zu entfernen. 98l Dies hatte jedoch keinen groBen Einfluss auf
die erzielten Ausbeuten. Zum anderen wurden unterschiedliche Basen verwendet (Tabelle [2).
Dabei stellte sich heraus, dass die Wahl der Base einen groBen Einfluss auf die Ausbeu-
ten besaB. Die beste Ausbeute von insgesamt 66 % wurde erzielt, indem Trifluorethanol
in mit 4-Dimethylaminopyridin (DMAP)) unter Zusatz von N,N’-Dicyclohexylcarbo-
diimid (DCC)) vorbehandelt wurde und Triethylamin zum gelésten Saurechlorid hinzugege-
ben wurde. Weiterhin wurde die Zugabenreihenfolge von Saurechlorid und Trifluorethanol
untersucht. Nachdem Trifluorethanol zum S&urechlorid hinzugegeben wurde, konnte keine
signifikante Auswirkung auf die erzielte Ausbeute beobachtet werden. Die Verdnderung der

Zugabenreihenfolge hat den Vorteil, dass sie eine leichtere Handhabung zur Folge hatte.
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Tabelle 2: Variation der Basen und der Durchfiihrung zur Darstellung von 7 und 8 mit der
resultierenden Ausbeute

| Base \ Durchfiihrung | Ausbeute (7+8) |
20 |Aq.| Pyridin Pyridin zu [TEEl zugegeben, 7%
Saurechlorid hinzugetropft
20 |Aq.|NEt3] zu [TEE] zugegeben, 9 %
Saurechlorid hinzugetropft
ges. Losung DMAP ges. Losung [DMAP] mit [TEEl hergestellt, 41 %
Saurechlorid hinzugetropft
ges. Losung DMAP] | ges. Losung DMAP] unter Zusatz von [DCC 58 %
unter Zusatz von mit [TEE] hergestellt,
Saurechlorid hinzugetropft
10 |Aq.|[NEtg] & ges. Losung unter Zusatz von 66 %
Ldsung mit [TEE hergestellt und zu
unter Zusatz von versetztes Saurechlorid hinzugegeben

Charakterisierung

Die nachfolgende Charakterisierung mittels Rontgenstrukturanalyse, Massenspektrometrie,
[NMRI-Spektroskopie sowie Fluoreszenzspektroskopie bezieht sich ausschlieBlich auf das Re-
gioisomer 8. Mittels [NMR}Spektroskopie und Fluoreszenzspektroskopie wurden jedoch fiir
7, abgesehen von einer leicht verdnderten chemischen Verschiebung im 1HNMR}Spektrum,
vergleichbare Werte erhalten. Die Bestatigung und Aufklarung der vorliegenden Struktur von
8 erfolgte sowohl iiber Massenspektrometrie als auch iiber Rontgenkristallographie (Abbil-
dung[20] und Anhang|[A.3| Abbildung[107} sowie Anhang|A.4] Tabelle29). Im Massenspektrum
entsprach das detektierte m/z-Verhéltnis von [M-H|" dem erwarteten Wert von 648.0. Die
iiber Rontgenstrukturanalyse erhaltene Kristallstruktur bestatigt nicht nur die in Analogie
zum Amid-Derivat angenommene Zuordnung der Regioisomere, sondern spricht zudem da-

fiir, dass 8 durch Saulenchromatographie isomerenrein erhalten wurde.
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Abbildung 20: Kristallstruktur von 8 mit eingeschlossenem Ethylacetat.

Im 'HINMRISpektrum von 8 wurden alle zu erwartenden Signale beobachtet (Abbildung
und Anhang Abbildung [79). Das Signal mit der héchsten chemischen Verschiebung bei
11.03 ppm entspricht dem Signal der Alkoholgruppe. Im aromatischen Bereich zwischen
8.50 ppm] und 9.06 [ppm] befanden sich insgesamt vier Dubletts und zwei Singuletts, wo-
bei mittels HMBCISpektrum das Singulett mit der kleinsten chemischen Verschiebung von
8.50 ppm] dem Wasserstoff-Atom in direkter Nachbarschaft zur Hydroxy-Gruppe zugeord-
net werden konnte. Die beobachtete Hochfeld-Verschiebung resultiert aus dem +M-Effekt
der Alkoholfunktion und die damit einhergehende Erniedrigung der Elektronendichte in un-
mittelbarer Umgebung. Im Alkyl-Bereich befanden sich zwei Quartetts bei 4.82 [ppm] und
4.86 ppm}, welche aus der Kopplung mit der Trifluormethylgruppe resultiert. Im 13CINMR-
Spektrum wurden bis auf die Signale der CHy-Gruppen alle Signale gefunden (Anhang
Abbildung[81und[82). Dies liegt zum einen an der Aufspaltung des Signals durch die Trifluor-
methylgruppe in ein Quartett, als auch an der geringen Loslichkeit der Verbindung und die
dadurch resultierende geringe Signalintensitit. Zusitzlich wurden im °FINMRFSpektrum
zwei Signale detektiert, welche den beiden Trifluormethylgruppen zugeordnet wurden (An-

hang Abbildung .
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Abbildung 21: 'HINMRI Spektrum von 8 in [Aceton-dg|

Die Anregungs- und Emissionsspektren von 8 wurden in aufgenommen. Im Anre-
gungsspektrum wurde eine maximale Wellenlange von 432 mm detektiert, welche aus der
S3urenform von 8 resultiert. Nach Zugabe von Natronlauge erfolgte die Anregung der Basen-
form, mit einer bathochromen Verschiebung zu einer maximalen Wellenlange von 530 mmi Im
Emissionsspektrum hingegen wurde iiberwiegend die Basenform mit einer maximalen Wel-
lenldnge von 564 MM in reinem beobachtet. Die Emission der Siurenform besitzt
eine maximale Wellenlange von 458 mm. Das Intensitatsverhdltnis der Emissionsmaxima der
Sauren- und Basenform konnte nicht durch Zugabe von Trifluoressigsaure (TEA) verandert
werden. Die aufgenommenen Anregungs- und Emissionsspektren sprechen dafiir, dass eine
Erniedrigung des pKs im angeregten Zustand stattfindet und im Einklang mit bekannten
Pyrenderivaten als Akzeptor fiir den [ESPT] fungiert. 79
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate
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Tabelle 3: Spektroskopische KenngréBen von 8

| Spektroskopische GroRe | Wert [Einheit] (Medium) (Spezies) |

mnmm

432 mm (DMS0) (ROH)
530 mm (DMS0) (ROY)

Amasiem 458 mm (DMSO)) (ROH])
564 mm (DMSQ) (RO
ApK; 9.0

Synthese von 12

Die Hydroxygruppe von 8 wurde anschlieBend iiber eine Williamson-Ether-Synthese mit Allyl-

bromid zu Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-(allyloxy)-8-bromopyren-1,6-disulfonat (12) umgesetzt

(Schema [12).

Schema 12: Darstellung des geschiitzten Pyrenolderivats 12.

/\/O S\\/
AllylBr O O
K»COs

TBAI ‘ ‘
Aceton O\\
Br

F3C O \\O

98%
12
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

In vorangegangenen Arbeiten erfolgte die Einfiihrung einer Benzylschutzgruppe, jedoch stellte
sich heraus, dass die Synthese sowie die weiterfiihrende Umsetzung mit dieser Schutzgruppe
nicht quantitativ ablauft. 282297 Daher wurde sich bei dieser Verbindung auf die Schiitzung
der Alkoholfunktion zum Allylether beschrankt. Im Gegensatz zur Umsetzung mit Benzylbro-
mid, welche nach drei Tagen beendet war, bendtigte die Sy-Reaktion mit Allylbromid aller-
dings fiinf Tage. Wahrend dieser Zeit konnte eine Veranderung der Fluoreszenz von orange
zu blau beobachtet werden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Reaktion im basischen
stattfindet und zunachst die Fluoreszenz der Basenform beobachtet wird. Infolge der Deriva-
tisierung steht jedoch kein Proton mehr zur Verfiigung, welches an einen geeigneten Akzeptor
iibertragen werden kann. Somit liegt nur noch die ,Saurenform” des Pyrenolderivates vor,
dessen Fluoreszenz im Vergleich zur Basenform zu niedrigeren Wellenldngen verschoben ist.

Nach Aufreinigung konnte eine Ausbeute von 98 % erzielt werden.

Charakterisierung

Von dieser Verbindung konnte kein Massenspektrum aufgenommen werden, da keine lonisati-
on durch Einfiihrung der Allyl-Schutzgruppe mehr méglich war. Die Analyse der Kristallstruk-
tur und der NMRIDaten sprachen jedoch dafiir, dass es sich um das gewiinschte Produkt

handelte (Abbildung 23] und Anhang Tabelle [30] sowie Anhang Abbildung [84}[38]).

Abbildung 23: Kristallstruktur von 12.
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Sowohl im H- als auch im 13C- und FINMRISpektrum von 12 wurden alle zu erwarten-
den Signale beobachtet (Anhang Abbildung [84}[86)). Im Vergleich zu 8 besitzt 12 eine
hohere Loslichkeit im [NMRFLésungsmittel, was zu hdheren Intensititen fiihrt. Im 'HINMRF
Spektrum wurde anstatt einem breiten Singulett im Aromatenbereich ein Dublett von Dublett
von Triplett und zwei Dubletts von Dubletts im Bereich zwischen 5.5 und 6.3 ge-
funden (Abbildung [24)). Dies spricht dafiir, dass keine freie Hydroxygruppe mehr vorliegt und
diese zum Allylether umgesetzt wurde. Im 3CINMRISpektrum konnte im Gegensatz zu 8
das Quartett der CHy-Gruppe durch die Kopplung mit der Trifluormethylgruppe beobachtet
werden. Weiterhin wurden im 1°FINMR}Spektrum erneut zwei Singuletts detektiert, jedoch
ist durch die Veranderung des [NMRI-L6sungsmittels und dem Fehlen einer Referenz kein
Vergleich der Verschiebung mit 8 méglich (Anhang Abbildung [88)).
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Abbildung 24: 'HINMR}Spektrum von 12 in [CDCl3]

Wie schon wahrend der Reaktion beobachtet, besitzt 12 keine pH-Abhangigkeit mehr. Trotz

Zugabe von Base konnte in [DMSQO] sowohl im Anregungs- als auch im Emissionsspektrum
keine bathochrome Verschiebung festgestellt werden (Abbildung[25/und Tabelle [4)). Weiterhin
wurde wie erwartet nach Anregung kein [ESPT] mehr beobachtet.
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Abbildung 25: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 12 in DMSQOL

Tabelle 4: Spektroskopische KenngréBen von 12

| Spektroskopische GréRe | Wert [Einheit] (Medium) |

lmax,exc 422 mm (DMSQ))
Amax.em 448 mm (DMSQ))

Synthese von 15

Im n3chsten Schritt wurde eine heterogen-katalysierte Hydrierung mit Palladium auf Kohle als
Katalysator und Ammoniumformiat als Hydridquelle durchgefiihrt. Hierbei erfolgte sowohl die
Hydrogenolyse der Kohlenstoff-Brom-Bindung als auch die Entschiitzung der Hydroxygrup-
pe, so dass Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-hydroxypyren-1,6-disulfonat (15) als Produkt erhalten

wurde (Schema [13)).

/\/O S\\/ HO S\\/
O o Pd/C (10%) O O
() e (0

Aceton, RF

Fgc O \\O F3C O \\O

96%
12 15

Schema 13: Darstellung des asymmetrischen Pyrenolderivats 15.
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Wahrend der Reaktion findet erneut ein Fluoreszenzumschlag von blau zu gelbgriin statt. Die-
ser resultiert aus der freien Alkoholfunktion und dem gelésten Ammoniak, welches wahrend
der Reaktion frei wird. Als Reinigungsschritte waren lediglich die Entfernung des Palladi-
umskatalysator und des Ammoniaks durch Filtration iiber Celite und Extraktion mit 1 [Ml
Salzsaure sowie Wasser und Natriumchloridlésung notwendig. Nach Aufreinigung wurde

15 als gelbes Pulver mit einer Ausbeute von 96 % erhalten.

Charakterisierung

Auf Basis von Massen- und [NMRI-Spektren wurde davon ausgegangen, dass es sich um das
gewiinschte Produkt handelte. Das gefundene m/z-Verhiltnis von 540.9 stimmte sehr gut
mit dem theoretischen m/z-Verhiltnis von 540.99 iiberein (Anhang[A.3| Abbildung[108). Bei
Betrachtung der 'H{NMRI Daten fiel auf, dass im Vinylbereich keine Signale mehr vorhanden
waren und dass im Aromatenbereich ein Singulett durch zwei Dubletts ersetzt wurde (Abbil-
dung[26] und Anhang|A.2] Abbildung [89)). Durch Vergleich mit der Vorstufe 8 wurde deutlich,
dass die Signale im Aromatenbereich nach Hydrogenolyse leicht hochfeldverschoben und die
im Alkylbereich leicht tieffeldverschoben waren. Dieses Ergebnis widerspricht zundchst dem
erwarteten Effekt. Durch den Austausch eines Bromatoms mit einem Wasserstoffatom wird
die Elektronendichte an dieser Position verringert, wodurch eine geringere Abschirmung exis-
tiert. Daher wurde im gleichen NMRILosungsmittel anstatt dem Singulett bei 8.96 [ppm] zwei

Dubletts erwartet, welche zu hoheren Frequenzen verschoben waren.
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Abbildung 26: HINMRI-Spektrum von 15 in [Aceton-dg|
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Abbildung 27: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 15 in [DMSO|
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Tabelle 5: Spektroskopische KenngréRen von 15

| Spektroskopische GréRe | Wert [Einheit] (Medium) (Spezies) |

2‘max,exc 420 mm (DM:S:Q]) (ROH)
532 mm(DMSQ)) (RO")
A max,em 452 mm (DMSQ)) (ROH)
556 mm (DMSQ)) (RO")

ApK, 105

Synthese von 21

15 18 21

Schema 14: Darstellung der Zielverbindung 21 {iber das Saurechlorid 18.

Ausgehend von 15 konnte die zweite Zielverbindung Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-hydroxy-8-( N-
(3-(triethoxysilyl) propyl)sulfamoyl)pyren-1,6-disulfonat 21 synthetisiert werden (Schemal[L4)).
Die Darstellung verlief iiber zwei Stufen, wobei das Saurechlorid 18 als Zwischenprodukt er-
halten wurde. Analog zum Amid-Derivat konnte das Saurechlorid 18 iiber Sulfonierung mit
reiner Chlorsulfonsiure dargestellt werden. Jedoch war in diesem Fall die Sulfonierung direkt
ausgehend von 15 ohne vorherige Acetylierung erfolgreich. Zur Deaktivierung der Chlorsul-
fonsaure wurde die Reaktionslosung zunachst auf Eis gegeben. Danach wurde mit Ethylacetat
extrahiert und das Wasser entfernt. Wahrend der Extraktion und Entfernung des Losungs-
mittels wurde auf eine niedrige Temperatur geachtet, um die Bildung von Chlorsulfonsiure
zu vermeiden. Da keine weiteren Reinigungsschritte erfolgten, konnte keine Aussage iiber
die Ausbeuten getroffen werden. Nach Reaktion konnte jedoch die blaue Fluoreszenz des
Edukts nicht mehr beobachtet werden. Zur Herstellung der Zielverbindung 21 wurde 17 in
trockenem [DMF] geldst, mit Triethylamin versetzt und mit [APTES| umgesetzt. Nach Zugabe
von Triethylamin konnte zundchst ein Farbumschlag von braun zu dunkelrot beobachtet wer-
den. Wahrend der Zugabe von wurde die Eigenfarbe durch die auftretende orange
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Fluoreszenz bestimmt. Nach erfolgter Synthese wurde 21 ohne weitere Reinigungsschritte
weiter umgesetzt. Von dem erhaltenen Produkt konnte aufgrund von Agglomeratbildungen
kein aussagekraftiges NMRI-Spektrum erhalten werden.

3.2.3. Synthese von Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-( N, N-dimethylsulfamoyl)-8-hy-
droxypyren-1,6-disulfonat (24)

Fiir weiterfiihrende spektroskopische Analysen wurde die Referenzverbindung Bis(2,2,2-triflu-
oroethyl)-3-( N, N-dimethylsulfamoyl)-8-hydroxypyren-1,6-disulfonat (24) synthetisiert. Von
24 wurde im Vergleich zu 21 eine bessere Loslichkeit in organischen Losungsmitteln und

eine hohere Stabilitat gegeniiber Agglomerationen erwartet.

HNMe,
“ NEts “
N ’ N S//

S S. S -
F3C O \b O// Cl F3C (6] \b d/ ITI
18 24

Schema 15: Darstellung der 6slichen Vergleichsverbindung 24 iiber das Saurechlorid 18.

Die Darstellung von 24 erfolgte ausgehend von 18 (Schema [15). Die Synthese wurde im
Gegensatz zur Darstellung von 21 in Dichlormethan (labsl]) mit Dimethylamin durchgefiihrt.
Die Ausbeute der Reaktion konnte nicht bestimmt werden, da die exakt eingesetzte Masse

an 18 nicht bekannt war.

Charakterisierung

Die Analyse von 24 erfolgte mittels und Massenspektrometrie. Im Massenspektrum
konnte die erwartete Masse von 24 beobachtet werden (Anhang Abbildung [109)). Die
Charakterisierung via [NMRI-Spektroskopie wies jedoch eine Instabilitdt von 24 im geldsten
Zustand auf. Die in [Aceton-dg| frisch angesetzten Proben zeigten eine blaue Fluoreszenz und
die Signale des gewiinschten Produkts wurden in den 'H- und 1°FINMR}Spektren aufge-
funden (Abbildung |28/ und . Die Signale im 3CINMR}FSpektrum und in den 2DINMRF
Spektren konnten allerdings nicht mit den zuvor erhaltenen Signalen in Zusammenhang ge-
bracht werden. Durch erneute Aufnahme von 1H- und 1°FINMR}Spektren konnte sowohl eine
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3.2. Darstellung der Pyrenolderivate

Verinderung der 'H-Signale im Aromatenbereich als auch neue Fluorsignale beobachtet wer-
den (Abbildung[28/und [29)). Weiterhin fiel eine bathochrome Verschiebung in der Fluoreszenz
auf. Es konnte nicht herausgefunden werden welche Verbindung vorlag. Die Aufnahme von
[NMR}Spektren in einem anderen Lésungsmittel scheiterten aufgrund der geringen Loslichkeit
von 24.
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Abbildung 28: Aromatenbereich des 'HINMRFSpektrums von 24 in frisch
(blau), nach 23 Tagen (griin) und nach 7 Monaten (rot).
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Abbildung 29: 1°FINMR}Spektrum von 24 in [Aceton-dg] frisch (blau) und nach 7 Monaten
(rot).
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

3.3. Analyse der dargestellten Sonden

3.3.1. Fluoreszenzspektroskopische Eigenschaften

Von beiden Sondenmolekiilen 20 und 21 sowie von der Referenzverbindung 24 wurden Fluo-

Sondenmolekiile

HO s
(I®
0

g

R(S\b % +H/\/\Si(OEt)3

20: R{= -N(CHj3),
21: R1= -OCHQCF3

Vergleichsverbindung

HO LY
(b

24: R1= -OCH20F3

Schema 16: Ubersicht der dargestellten Verbindungen 20, 21 und 24.

reszenzspektren in DMSQl aufgenommen (Abbildung [30] und Tabelle [6)).

Abbildung 30: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 20 (a), 21 (b) und 24
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

Tabelle 6: Spektroskopische KenngréBen von 20, 21 und 24 in [DMSOI

20 21 24

Spektroskopische | Wert [Einheit] | Wert [Einheit] | Wert [Einheit]

GroRe (Spezies) (Spezies) (Spezies)
F—— 426 mmm (ROH) | 429 mmu (ROH) | 432 mmi (ROH)
553 mm (RO™) | 557 mm (RO™) | 552 mm (RO")
Amax.em 444 mmi (ROH) | 440 mm (ROH) | 476 mmi (ROH)
566 mm (RO") | 564 mmi (RO") | 568 mm (RO")

ApK; 11.3 11.9 10.5

Es fiel auf, dass das Emissionsspektrum von 21 im Vergleich zu 20 nach Zugabe von [TFAl
stark verbreitert vorlag. Ein mdglicher Grund konnte das Auftreten eines durch Saure kataly-
sierten Sol-Gel-Prozesses sein. Durch den Vergleich mit den spektroskopischen KenngroRen
der jeweiligen Vorstufen 14 [bzw] 15 wird die Auswirkung der Substitution auf das chromo-
phore System ersichtlich (Tabelle 7). 1297

Tabelle 7: Spektroskopische KenngrdRen von 14297 ynd 15 in DMSQO

14 15
Spektroskopische GroRe | Wert [Einheit] (Spezies) | Wert [Einheit] (Spezies)
Amax,exc 414 mmy (ROH) 420 nm (ROH)
520 mmi (RO") 532 mm (RO")
A max,em 437 mm (ROH) 452 mm (ROH)
541 mmi (RO") 556 mm (RO")
ApK, 10.3 10.5

Nach Einfiihrung des Sulfonsdureamids wurden fiir beide Derivate im Anregungsspektrum ei-
ne bathochrome Verschiebung der Signale beobachtet. Diese fallt jedoch fiir die protonierte
und deprotonierte Spezies von 20 und 21 unterschiedlich stark aus. Fiir die Sdureform von
20 und 21 wurde nur eine leichte Rotverschiebung von 14 mmilbzw.] 9 mm beobachtet. Im
Gegensatz dazu wurde fiir die Basenform von 21 eine Verschiebung des Signals um 25 mmy
und fiir RO~ 20 sogar eine Verschiebung des Signals um 33 mm festgestellt. Die Einfiih-
rung der Sulfonsdureamide wirkte sich ebenfalls auf die Signale der Emissionsspektren aus.
Dabei war auffallig, dass das Signal der protonierten Spezies von 21 im Gegensatz zu den
restlichen Fluoreszenzsignalen eine hypsochrome Verschiebung erfahrt. Weiterhin wirkte sich

die Substitution starker auf das Signal der deprotonierten Spezies von 20 aus. Verglichen
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

mit den entsprechenden literaturbekannten symmetrischen Pyrenolderivaten, ist aulerdem
ein hypsochromer Effekt vorhanden (Tabelle .1421 In diesem Zusammenhang konnte fiir 21
eine groBere Blauverschiebung zu Tris(2,2,2-trifluoroethyl)-8-hydroxypyren-1,2,3-trisulfonat
(HPTE)) als fir das Sondenmolekiil 20 zur symmetrischen Photosdure [HPTAI verzeichnet
werden.#2l Warum die Auswirkung der Substitution auf die Fluorophore so unterschiedlich
ausfallt ist nicht geklart. Denkbar ware aber eine unterschiedliche Verteilung der Elektronen-
dichte. Wahrend sich die Hammett-Koeffizienten der Substituenten von 20 vermutlich nicht

stark voneinander unterscheiden, werden sich wahrscheinlich bei 21 die elektronenziehenden

Effekte der Substituenten merklich unterscheiden.

Von beiden Sondenmolekiilen 20 und 21 wurden ebenfalls Fluoreszenzspektren in wassrigem
Milieu aufgenommen (Abbildung[31] und Tabelle[9)). Diese werden in Kapitel |4} zum Vergleich

Tabelle 8: Spektroskopische KenngréRen von [HPTAl und [HPTE in DMSOI#2

14 15
Spektroskopische GroRe | Wert [Einheit] (Spezies) | Wert [Einheit] (Spezies)
A max.exc 431 mm (ROH) 440 mm (ROH)
554 mm (RO") 568 mm (RO")
Amax,em 477 mm (ROH) - (ROH)
565 mmi (RO") 574 mm (RO")
ApK, 10.8 10.7

der Eigenschaften der in der Partikelmatrix eingebetteten Sondenmolekiile verwendet.

Abbildung 31: Normierte Anregungs- und Emissionspektren von 20 (a) und 21 (b) in
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

Tabelle 9: Spektroskopische Kenngréken von 20 und 21 in wassrigem Milieu

20 21
Spektroskopische GroRe | Wert [Einheit] (Spezies) | Wert [Einheit] (Spezies)
A max exc 418 mm (ROH) 417 mm (ROH)
496 mm (RO") 495 mm (RO")
A max.em ca. 452 mm (ROH) - mm (ROH)
540 mm (RO") 545 mm (RO")
ApK, 7.9 7.9

3.3.2. pH-Abhiangigkeit

Verbindungen 20 und 21 besitzen die gewiinschte Ankergruppe und sind daher als
immobilisierbare Umgebungssonden geeignet. Zur Analyse der pH-Empfindlichkeit der beiden
Sondenmolekiile wurden sowohl Absorptions- als auch Fluoreszenztitrationen durchgefiihrt.
Die Analyse des pKs-Werts des Grundzustands erfolgte iiber Absorptions- und Anregungs-
spektren. Im Grundzustand konnte fiir 20 eine pH-Abhangigkeit beobachtet werden, jedoch
ohne isosbestischen Punkt (Abbildung [32). Basierend auf der durchgefiihrten Fluoreszenz-
titration wurde fiir den Grundzustand ein pKs-Wert von 5.7 ermittelt (Abbildung [33p). Die
analoge Verbindung 21 zeigte ebenfalls eine pH-Sensitivitat im Grundzustand, aber mit dem
Unterschied, dass ein isosbestischer Punkt bei 433 mm erkennbar ist (Abbildung 32p). Fiir
21 konnte ein pKs-Wert von 6.1 bestimmt werden (Abbildung [33p). Beim direkten Ver-
gleich der ratiometrischen Fluoreszenzen von 20 und 21 fillt auf, dass das Sondenmolekiil
21 eine héhere ratiometrische Fluoreszenz erreicht (Abbildung [33c und d). Bei einer héheren
ratiometrischen Fluoreszenz unterscheiden sich die Signalintensitdten der protonierten und
deprotonierten Spezies starker voneinander. Dies fiihrt zu einer verbesserten Genauigkeit zur
Bestimmung des pH-Werts. Somit besitzen beide Fluorophore einen geeigneten pKs-Wert als
Analysewerkzeug unter physiologischen Bedingungen. Allerdings ist das Sondenmolekiil 21
dem Sondenmolekiil 20 vorzuziehen, da 21 eine hhere maximale ratiometrische Fluoreszenz
besitzt.
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

Abbildung 32: Anregungsspektren von 20 (a)
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Abbildung 33: Resultierende Anregungstitrationskurven von 20 (a) und 21 (b) sowie die
ratiometrische Fluoreszenz von 20 (c) und 21 (d) gegen den pH-Wert.
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

Die zugehdrigen Emissionsspektren von 20 und 21 zeigten lediglich das Signal der jeweiligen
Basenform, welches selbst im niedrigen pH-Wert durch ESPT] vorliegt. Der pKs"-Wert wurde
mit Hilfe des Férster-Zyklus (Gleichung(T]) und den zuvor ermittelten pKs-Werten (Tabelle[10)
bestimmt. Dabei wurde fiir 20 ein pKs -Wert von -2.4 und fiir 21 ein pKs -Wert von -1.8

erhalten.

Tabelle 10: Berechnete pKs*-Werte von 20 und 21 mit pKs = ApKs - pKs

| ApK, | pKs | pKsT |
20 8.1 5.7 | -2.4
21 7.9 6.1 | -1.8

Fiir das entsprechende symmetrische Pyrenolderivat [HPTAl wurde in der Literatur im Grund-
zustand ein pKs-Wert von 5.6 und im angeregten Zustand ein pKs -Wert von -1.0 gefun-
den.®¥2 Fiir HPTE wurde ein pKs-Wert von 4.6 und ein pKs -Wert von -2.7 bestimmt. 42
Durch die Einfiilhrung des asymmetrischen Substitutionsmusters wurde bei 20 lediglich die
Aziditdt im angeregten Zustand gesenkt. Im Vergleich dazu wurde durch die Einfiihrung ei-
nes Amids die Aziditdt von 21 sowohl im Grundzustand als auch im angeregten Zustand
herabgesetzt. Die unterschiedliche Auswirkung der Substitution auf die Aziditat von 20 und
21 konnte durch die in vermutete unterschiedliche Verteilung der Elektronendichte

verursacht werden. 471

3.3.3. Solvatochromie

Das solvatochrome Verhalten der Sondenmolekiile und der Referenzverbindung wurde analy-
siert, indem Fluoreszenzspektren von 20, 21 und 24 in verschiedenen Lésungsmitteln aufge-
nommen wurden (Abbildung [34)). AnschlieRend erfolgte eine Betrachtung der Solvatochromie
nach Kamlet-Taft. Dabei fiel auf, dass die jeweilige korrespondierende Basenform gegeniiber
der Siurenform sensitiver gegeniiber der Losungsmittelumgebung war. Dieser Sachverhalt
stimmt mit Beobachtungen iiberein, welche sowohl an substituierten 2-Naphtholen als auch

an Pyrenolderivaten gemacht wurden. #7/78/299]
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Abbildung 34: Anregungsspektren von 20 (a), 21 (b) und 24 (c) in unterschiedlichen
Losungsmitteln.

Fiir eine vollstandige Analyse nach M. Kamlet und R. Taft miisste eine Vereinfachung des
komplexen Systems erfolgen. Eine Moglichkeit hierzu ist die Einfiihrung einer Methoxygrup-
pe anstatt der vorhandenen Hydroxyfunktion. Durch die Derivatisierung entféllt die Fahig-
keit als Donor fiir Wasserstoffbriickenbindungen zu fungieren.”8 Somit existiert keine B-
Abhangigkeit mehr, wodurch die Analyse auf die restlichen Parameter beschrankt wird. Durch
anschlieBende Verwendung von nicht-protischen Lésungsmitteln wird dariiber hinaus die Ab-
hingigkeit von o eliminiert und es kann die Ermittlung der m*-Abhingigkeit erfolgen. Die
Einfiihrung einer Methoxygruppe erwies sich jedoch als nicht trivial und mehrere Versuche
diese einzufiihren scheiterten (Anhang[A.I). In Analogie zu den vergleichbaren, literaturbe-
kannten symmetrischen Photosiauren [HPTAl und [HPTEl wurde jedoch davon ausgegangen,
dass die anionische Form der Photosiure lediglich vom Solvensparameter o abhingt. 78l In

der Tat konnte fiir die deprotonierte Spezies der Fluorophore 20, 21 und 24 eine Abhangigkeit
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

zur Aziditat des Solvens beobachtet werden (Abbildung [35] und Tabelle [11]). Dariiber hinaus
war die Starke der a-Abhangigkeit des Sondenmolekiils 21 und der Referenzverbindung 24
mit [HPTEl und die o-Abhingigkeit des Sondenmolekiils 20 mit [HPTA] vergleichbar. 78l Aus

der beobachteten a-Abhangigkeit kann darauf geschlossen werden, dass die Basenformen der

Fluorophore als Wasserstoffbriickenakzeptor fungieren kdnnen. Daher stellen die dargestellten

Farbstoffe nicht nur eine ratiometrische pH-Sonde, sondern auch eine Umgebungssonde fiir

Wasserstoffbriickenbindungen dar.
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Abbildung 35: Anregungsfrequenzen der anionischen Form (Vgo-) von 20 (orange Vier-
ecke), 24 (griine Punkte) und 21 (blaue Dreiecke) in Lésungsmitteln mit
zunehmender Aziditdt (o) und die zugehodrigen Geradengleichungen y =
1684 - x 4+ 18288 (orange Linie), y = 1604 - x + 18017 (griine Linie) und

y=1576-x+ 17951 (blaue Linie).

Tabelle 11: Aziditit des Solvens/?8112] nd die detektierten Wellenzahlen der anionischen

Form von 20 und 21 im jeweiligen Losungsmittel

| Solvens | o | Vgo- (20) [em™] [ Vgo- (21) [em™] | Vo~ (24) [em™] |
Wasser 1.17 20161 19881 19841
Methanol 0.93 20000 19531 19646
Ethanol 0.83 19763 19231 19342
Isopropanol 0.76 19455 18904 19157
Dimethylformamid | 0 18315 17986 18018
Dimethylsulfoxid 0 18248 17986 18018
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden

3.3.4. Fluoreszenzl6schung

Die Erreichbarkeit der Sondenmolekiile durch externe Molekiile wurde durch Fluoreszenz-
|6schungs-Experimente untersucht. Die Fluoreszenzldschung erfolgte sowohl tiber [PET] mit
Triethylamin und Tryptophan als auch iiber ERET] mit einem Kupfer(I1)-Komplex mit Di-
glycin und Cryptocyanin (Abbildung [36). Nach Betrachtung des zuvor diskutierten solva-
tochromen Verhaltens (Kapitel [3.3.3]), wurde fiir 20 und 21 Fluoreszenzléschung durch
alle vier zugegebenen Molekiile erwartet. Dabei wurde eine geringere Fluoreszenzlschung
bei kleinerem effektiven Wirkradius via [PET] und eine vollstindige Loschung beim groBten
[ERETILéscher Cryptocyanin erwartet. Die Fluoreszenzloschung von Tryptophan korrespon-
dierte mit der Fluoreszenzléschung von Triethylamin. Daher wird im Folgenden nicht explizit
auf die Fluoreszenzanderung nach Zugabe von Tryptophan eingegangen. Nach Zugabe von
Triethylamin zu 21 in Lésung wurde bis zu einem gewissen Grad Fluoreszenzléschung beob-
achtet (Abbildung[36h). Wie erwartet wurde eine Verstarkung der Fluoreszenzlschung bis zur
vollstandigen Loschung der Fluoreszenz von 21 in Lésung mit zunehmendem Forster-Radius

verzeichnet (Abbildung [36b und c).
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Abbildung 36: Anregungsspektren von 21 in Wasser nach Zugabe von Triethylamin (a),
Cu(GlyGly) (b) oder Cryptocyanin (c) (Aem= 570 mm).

Zur besseren Vergleichbarkeit der Resultate und damit eine Aussage iiber die Stirke des

Ldschvorgangs getroffen werden konnte, wurde die bimolekulare Fluoreszenzlsch-Konstante

Ko ermittelt. Die Analyse der Fluoreszenzloschung erfolgte mit einem Stern-Volmer-Plot,
wobei Ky mit Hilfe der Steigung erhalten wurde (Abbildung und Tabelle _HIZSUZII
Ko spiegelte die zuvor beschriebenen Ergebnisse wider. Es wurden ausschlieBlich Kp's mit
einem Wert oberhalb von 1019MI &t erhalten. Dies spricht fiir eine hohe Loschrate iiber

beide Loschmechanismen und eine gute Erreichbarkeit des Chromophors von den verwendeten

Lschmolekiilen. 1281
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Abbildung 37: Stern-Volmer-Plot von 21 nach Zugabe von Triethylamin (rote Punkte),
Cu(GlyGly) (griine Dreiecke) und Cryptocyanin (blaue Vierecke).

Tabelle 12: Bimolekulare Fluoreszenzlosch-Konstante Ky von 21

Feff Kp(21)

] M ]
Triethylamin | <1 | 1.68 £ 0.17 - 10!
Cu(GlyGly) | 3.6 | 4.35 £0.09 - 10!
Cryptocyanin | 7.8 | 5.78 & 0.37 - 10'?

3.3.5. Brechungsindex

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Medium in der Nanopartikelmatrix untersucht werden. In-
formationen iiber das Medium kann 1 durch den vorliegenden Brechungsindex gewonnen
werden. Der Brechungsindex kann durch den eingebetteten Fluorphor in der Silica-Matrix
gemal der Strickler-Berg-Gleichung (Gleichung [8) analysiert werden. Damit dies erfolgen
konnte, musste jedoch zunachst die Abhingigkeit der Fluoreszenzlebenszeit 7/, vom Qua-
drat des Brechungsindex n gemaR Literatur analysiert werden. B38137 Die Analyse erfolgte
exemplarisch fiir das Sondenmolekiil 21. Hierzu wurde 21 in Wasser und in Wasser-Glycerin-
Mischungen geldst. Der Brechungsindex des Mediums wurde sowohl gemal Gleichung

liber 7/ berechnet (nperechner) als auch an einem Abbe-Refraktometer bestimmt (ngemessen)

(Abbildung |38 und Tabelle . [L36]

TWasser

Nperechnet — NWasser (4‘0)
TMedium
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3.3. Analyse der dargestellten Sonden
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Abbildung 38: TCSPC-Histogramm von 21 in einem Wasser-Glycerin-Gemisch mit [RE]
(Aexc= 470 mm, Aem= 500-550 mm) (a) und zugehdrige Auftragung von
Ty gegen néemessen (b)'[136J

Tabelle 13: Vergleich von npeyechner Und ngemessen von 21 in Lésungll%l

’ Medium ‘ Trl [] ‘ Nperechnet ‘ Ngemessen ‘
Wasser 573 1.333

10 % Glycerin 5.62 1.346 1.350
15 % Glycerin 5.54 1.356 1.357
20 % Glycerin 5.51 1.361 1.364
30 % Glycerin 5.42 1.366 1.378
40 % Glycerin | 5.31 1.386 1.390
50 % Glycerin | 5.09 1.415 1.409
60 % Glycerin 5.11 1.413 1.422
70 % Glycerin 497 1.433 1.436
80 % Glycerin | 4.84 1.451 1.452
90 % Glycerin | 4.74 1.467 1.464

Die berechneten Werte fiir ny stimmten sehr gut mit den gemessenen Werten iberein (Ta-
belle . Weiterhin war die gemessene Fluoreszenzlebenszeit des Fluorophors umgekehrt
proportional zum Quadrat des gemessenen Brechungsindexes (Abbildung [38)). Sowohl die
Ubereinstimmung des berechneten mit dem gemessenen Brechungsindex als auch die Li-
gememn spricht fiir die Giltigkeit der Strickler-Berg Gleichung
(Gleichung .1137'138] Daher konnte 21 als Sondenmolekiil fiir den effektiven Brechungsin-

dex verwendet werden.

nearitat zwischen 7y und n

75



3.4. Analysewerkzeug fiir die Einzelmolekiilmikroskopie

3.4. Analysewerkzeug fiir die Einzelmolekiilmikroskopie

3.4.1. Immobilisierung auf Glasoberflachen

Wie zuvor in Kapitel 3.3.2] und [3.3.3] gezeigt, eignet sich sowohl 20 als auch 21 als Indi-

kator fiir HT-lonen und zur Untersuchung von Wasserstoffbriickenbindungen. Im nichsten
Schritt wurde berpriift, ob die beiden Fluorophore kovalent an Silica-Oberflachen gebunden
werden konnen. Zu diesem Zweck wurde 20 und 21 sowohl auf Glaskugeln als auch auf Glas-
Objekttragern immobilisiert und mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Bei den
verwendeten Glaskugeln handelte es sich um hohle Glaskugeln mit einem maximalen Durch-
messer von 18 um. Zur Immobilisierung wurden die Glaskugeln zu frisch synthetisiertem 20
21 in hinzugegeben und eine Stunde geschiittelt. Die Verwendung von
anstatt [DMFE]| hat die folgenden Waschschritte erleichtert. Wahrend des Waschvorganges mit
Wasser schwammen die Glaskugeln an der Oberflache der wassrigen Phase und iiberschiissi-
ges Edukt konnte durch Extraktion mit entfernt werden. Nach Extraktion wurden die
Glaskugeln abfiltriert und getrocknet. Die Analyse der mit Farbstoff markierten Glaskugeln er-
folgte mittels Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopiemessungen (ELIM]) in Zusammenarbeit mit
A. Griiter und A. Grandjean. Die Experimente der Glaskugeln in Glycerin zeigten deutlich,
dass sich beide Fluorophore an der Glaskugeloberfliche befanden (Abbildung [39)). Zusjtzlich
wurden ELIMF-Messungen mit 21 modifizierten Glaskugeln in pH 6-Puffer bei unterschiedli-
chen Anregungswellenlangen durchgefiihrt. Sowohl die Siurenform als auch die Basenform
konnte angeregt werden (Abbildung [40). In beiden Fallen wurde die Basenform detektiert,
was ein Indiz fiir ESPT] darstellt.
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Abbildung 39: [ELIMIBild von 20 (a) und 21 (b) in Glycerin mit Aexc= 405 mm und Aem=
500-550 mm
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Abbildung 40: ELIMI-Bild von 21 in pH 6-Puffer mit A exc= 405mm (a) bzw] A exc= 470 mmy
(b) und Aem= 500-550 mmL

Zur Immobilisierung der Fluoreszenzfarbstoffe auf Glas-Objekttragern wurden die zuvor in
Chloroform hergestellten Pyrenolderivate 20 und 21 auf die Glasoberflache gegeben. Nach
30 Minuten wurden die praparierten Glas-Objekttrager mehrmals mit Chloroform gewaschen
und getrocknet. Sowohl die Immobilisierung als auch die Charakterisierung wurde von J.
Menges durchgefiihrt. Die Analyse der immobilisierten Farbstoffmolekiile erfolgte mittels in-
terner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie ((TIRE]). Bei dieser Methode handelt es sich um
Fluoreszenzmikroskopie auf Einzelmolekiil-Niveau. Die Detektion der Fluoreszenz der Sauren-
und der Basenform erfolgte simultan. Die Anregung der Sdurenform erfolgte bei einer Wel-
lenldnge von Aexc= 405 mm und die der Basenform bei A= 488 mm. Da die Messungen
im wassrigen Milieu durchgefiihrt wurden, welches begilinstigt, erfolgte die Detektion
fir beide Spezies bei Aem= 500-600 mm. Wahrend der Messung konnten von beiden Fluoro-
phoren Einzelmolekiile auf der Glasoberflache beobachtet werden (Abbildung , und .
Exemplarisch sind Einzelmolekiilspuren der protonierten und deprotonierten Spezies von 21
dargestellt (Abbildung[43). Weiterhin wurde im sauren Milieu Fluoreszenz nach Anregung der
S3urenform und im basischen Milieu Fluoreszenz nach Anregung der Basenform detektiert.
Das bestatigt ebenfalls die zuvor iiber Fluoreszenztitration gezeigte pH-Sensitivitat. Im Laufe
der Untersuchung stellte sich heraus, dass die Analyse von 20 im Vergleich zu 21 durch eine

hohere Photobleichrate erschwert war.
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3.4. Analysewerkzeug fiir die Einzelmolekiilmikroskopie

Abbildung 41: [TIRELBilder von 20 immobilisiert auf Glas-Objekttrager im sauren Milieu
(pH 3) (a,b) und im basischen Milieu (pH > 12) (c,d) (Aexc= 405 mmi (a,c)
bzwl A exc= 488 mmi (b,d) sowie Aem= 500-600 mmm (a-d)).

Abbildung 42: [TIRElBilder von 21 immobilisiert auf Glas-Objekttrager im sauren Milieu
(pH 3) (a,b) und im basischen Milieu (pH > 12) (c,d) (Aexc= 405 mm (a,c)
[bzwl] A exc= 488 mm (b,d) sowie Aem= 500-600 mm (a-d)).
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Abbildung 43: Erhaltene Einzelmolekiilspuren von 21 im sauren Milieu (pH 3) mit Aeyxc=
405 mm (a) und im basischen Milieu (pH > 12) mit Aexc= 488 mm (b)
(Aem= 500-600 mm).
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3.4. Analysewerkzeug fiir die Einzelmolekiilmikroskopie

3.4.2. Anwendung als Analysewerkzeug in der Einzelmolekiilmikroskopie

Das Anwendungsgebiet der synthetisierten Fluorophore beschrankt sich nicht nur auf die
Untersuchung der unmittelbaren Umgebung. Sie konnen ebenfalls zur Aufklarung von Re-
aktionsverldufen, wie der Umsetzung der Hydroxyfunktion, verwendet werden. Wie zuvor in
Kapitel [3.2] gezeigt, findet nach Allylierung der Alkoholfunktion kein ESPT| mehr statt. Wah-
rend der Palladium-katalysierten Hydrierung wird wiederum die Fluoreszenz der Basenform
beobachtet. Der Verlauf sowohl der Allylierung als auch der Hydrierung beider Pyrenderiva-
te konnte zuvor mit bloBem Auge durch einen Fluoreszenzumschlag verfolgt werden. Dieses
Verhalten wurde von J. Menges verwendet, um die Kinetik der Palladium-katalysierten Ent-
schiitzungsreaktion aufzuklaren. 3% Die Untersuchung erfolgte mit 21 aufgrund der von J.
Menges zuvor beobachteten héheren Photostabilitdt. Die Immobilisierung von 21 auf Glas-
Objekttragern wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die gebun-
denen Farbstoffmolekiile mit Allylbromid zum Allylether umgesetzt. Damit die Schiitzung
innerhalb eines Tages erfolgen konnte, wurde Allylbromid in deutlichem Uberschuss hinzu-
gegeben. Zur Analyse der Reaktionskinetik der Entschiitzung, wurde wahrend einer [TIRE
Messung dquimolare Menge an Pd® hinzugegeben. 2% Die zeitabhingige Analyse der [TTRF:

Bilder und die jeweiligen erhaltenen Einzelmolekiil-Spuren zeigten den zeitlichen Prozess der

Reaktion (Abbildung [44)).
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Abbildung 44: [TIRE}FBilder von ge- und entschiitztem, immobilisiertem 21 (blau: Aexc=

405 mm und Aem= 417-477 @, orange: Aexc= 488 mm und Aem= 500-
600 mm) (a), Einzelmolekiil-Spuren des entschiitzten, immobilisiertem 21
(Aexc= 488 mmi) (b) und akkumuliertes Molekiilanzahl-Histogramm der
Fluoreszenzanstiegszeiten (gelb: mit Blinking-Verhalten, rot: ohne Blinking-
Verhalten und blau: monoexponentieller Fit). 300
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4. Ergebnisse und Diskussion Il. - fluoreszierende Nanopartikel

4. Ergebnisse und Diskussion Il. - fluoreszierende

Nanopartikel

4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel
4.1.1. Synthese

Die Darstellung der fluoreszierenden Kern- ((CzNPk) und Kern-Schale-Nanopartikel (CS-NPk)
erfolgte iiber den Sol-Gel-Prozess nach Hartlen. PI7218] Das heiRt, die Partikelsynthese fand
in einem zwei-Phasen-System, bestehend aus Wasser und Cyclohexan statt, mit L-Arginin

als Katalysator.

20: R;= -N(CH3),
21: Ry= -OCH,CF3

C-NP1: aus 20
C-NP2: aus 21

‘ Cyclohexan, TEOS '
H,0, L-Arginin,
Abbildung 45: Synthese markierter Kern-Nanopartikel (C-NP). [218/280]

Wahrend der Bachelorarbeit von A. Pyttlik erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Leibniz-
Institut fir neue Materialien (INM) eine Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir die Ein-
bettung von 20 in die Partikelmatrix (C-NP1). Im Gegensatz zur Literatur war in diesem
Fall die beste Bedingung eine Reaktionstemperatur von 40 PQl anstatt 60 PCl28Y Weiterhin
wurde der Fluorophor in die wassrige Phase anstatt zur organischen Phase hinzugegeben.
Auf diese Weise konnte moglicherweise die Bildung von Farbstoff-Agglomeraten mit sich
selbst verringert werden. Zur Erhhung des Einbettungsgrades, wurde im Rahmen dieser Ar-
beit die Zugabe an 20 variiert (Tabelle[I4). Die erhaltenen Nanopartikel wurden iiber Dialyse
(MWCOI= 10 kDa) gegen Wasser gereinigt und durch 0.22 um Celluloseacetat Membranfilter
filtriert. Die Herstellung der mit 21 markierten C-NP erfolgte ebenfalls nach der optimierten
Synthese (C-NP2). Wie zuvor wurden unterschiedliche Mengen an 21 wahrend der Synthese
eingesetzt (Tabelle [14)). Trotz Steigerung der Farbstoffzugabe deuteten die nachfolgenden
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4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel

Charakterisierungen darauf hin, dass sich der Einbettungsgrad nicht gravierend erhoht hat.

Als Referenz wurden zusatzlich unmarkierte Kern-Nanopartikel hergestellt.

Tabelle 14: Zugabenmenge von 20 bzw. 21 wahrend der Kern-Partikel-Synthese

| V(20) [pl] [ V(21) [pl] ]

0 0
25 25
50 50

100 100
150 150
250 250

- 500

Die wurden ebenfalls bei einer Reaktionstemperatur von 40 PC anstatt 60 CC] syn-
thetisiert. 28 Der Wachstumsschritt erfolgte ausgehend von den zuvor hergestellten unmar-
kierten und markierten und C-NP2 mit und ohne Zusatz von 21 (Abbildung [46]). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde kein Wachstumsschritt ausgehend von C-NP1 durchgefiihrt,
da diese im Vergleich zu C-NP2 eine geringere Photostabilitit aufwiesen (Kapitel [4.2.4]).
Die fluoreszenzspektroskopischen Analysen erfolgten wie zuvor mit C-NP2 nach zusatzlicher

Aufreinigung mittels Filtration.

C-NP C-NP2

Mit Zusatz Mit Zusatz
von 21 von 21

CS-NP CS-NP1 CS-NP2 CS-NP3

Abbildung 46: Darstellung verschiedener Kern-Schale-Nanopartikel ausgehend von unmar-
kierten C-NP und C-NP2.
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4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel

4.1.2. Erste physikochemische Charakterisierung

Die physikochemischen Eigenschaften der hergestellten [(-NPk und wurden in Zu-
sammenarbeit mit dem [NM| untersucht. Durch [TEM| und wurden die Partikelradien
und die hydrodynamischen Radien bestimmt. Zusatzlich wurde das {-Potential untersucht,
wodurch ihr Agglomerationsverhalten niher analysiert wurde. In der Regel fiihrt der Ein-
bau von Farbstoffen zu groBeren Partikelradien und hydrodynamischen Radien ohne Ver-
dnderung der Morphologie oder Dispersitit. 3% Sowohl die MEMF-Aufnahmen als auch die
[DLSHMessungen zeigten eine monodisperse GroRenverteilung (Tabelle [15). Im Vergleich un-
tereinander besalen die unmarkierten C-NP und die markierten C-NP1 3hnliche Partikel-
groBen und hydrodynamische Radien, C-NP2 besall deutlich héhere Werte. Ein moglicher
Grund fiir die héheren Partikelradien kdnnten die sterisch anspruchsvolleren Substituenten
von 21 im Vergleich zu 20 sein. Die Variation der Farbstoffzugabe fiihrte hingegen zu keiner
merklichen VergroRerung. Im Vergleich zu den unmarkierten C-NP und C-NP2 wurden fiir
die Kern-Schale-Nanopartikel groRere Partikelradien erhalten (Tabelle , was fur den Er-
folg des Wachstumsschritts spricht. Bei Betrachtung der erhaltenen {-Potentiale der [(CNPk
und fiel auf, dass nach Einbau von 20 21 niedrigere {-Potentiale vorlagen
(Tabelle [15] und [16]). Eine mégliche Erklarung dafiir ist die zusatzliche negative Ladung des
ionisierten Farbstoffs. Die Erniedrigung der {-Potentiale im Vergleich zu den unmarkierten
C-NP und CS-NP indiziert, dass C-NP1 und C-NP2 als auch die fluoreszierenden CS-NP

aufgrund elektrostatischer AbstoBungen stabiler gegeniiber Agglomerationen sind. 270

Tabelle 15: Partikelradius r, hydrodynamischer Radius r, mit den jeweiligen Dispersitdten
p sowie {-Potential von unmarkierten C-NP, C-NP1 und C-Np21280]

| | r[m] | prem [%] | h | pois [%] | {-Potential [mV] |
unmarkierte C-NP | 8 + 1 8.6 36+1 26 -29.6 £ 3.1
C-NP1 8+ 0.5 9.2 6.5 +25 35 -40.7 £ 3.2
C-NP2 12+1 9.6 7+2 25 -43.0 £ 0.5

Tabelle 16: Partikelradius r, hydrodynamischer Radius r,, mit den jeweiligen Dispersitaten
p sowie {-Potential von CS-NP, CS-NP1, CS-NP2 und CS-NP3[280

| | rom] | prem [%]| [ pous [%] | -Potential [mV] |
unmarkierte CS-NP | 12.5 + 0.5 9.6 75+2 24 -344 4+ 0.9
CS-NP1 14 +£ 4 21 8+ 2 23 -439 + 4.1
CS-NP2 16 +1 7.2 125 £+ 3 24 -42.4 + 0.8
CS-NP3 18+ 15 7.4 24 £ 4 29 -43.1 £ 0.6
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4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel

Bei den erhaltenen PartikelgroRen fiir und fiel jedoch auf, dass die beob-
achteten Radien iiber groRer waren als die iiber ermittelten hydrodynamischen
Radien (Tabelle [15 und [16). Dieses Ergebnis stimmt nicht mit dem erwarteten iiberein. Ein
moglicher Grund konnte die fiir diese Daten verwendete Analysemethode sein. Die Auswer-
tung der liber erhaltenen Ergebnisse kann entweder in Abhangigkeit von der erhaltenen
Streuintensitat, dem Volumen oder der Anzahl an Partikel durchgefiihrt werden. Obwohl alle
resultierenden hydrodynamischen Radien von derselben Probe stammen, werden je nach ver-
wendeter Methode unterschiedliche Ergebnisse erhalten. 272 Fiir einen direkten Vergleich mit
den durch [TEM] erhaltenen Radien erfolgte zunichst die PartikelgroRenverteilung hinsicht-
lich der Anzahlverteilung.2” Die Anzahlverteilung wurde mit Hilfe der Mie-Theorie aus der
IntensitatsgroRenverteilung umgerechnet. 271 Die Mie-Theorie besitzt jedoch den Nachteil,
dass sie fiir kleinere Partikel unter 100 mm fehlerbehaftet ist.[272 Der Grund dafiir ist die
Proportionalitdt der Streuung des Lichts mit dem Partikeldurchmesser. Bei einer Partikelgro-
Be unter 100 mm ist die Streuintensitit zu gering um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten.
Daher erfolgte fiir C-NP2 und CS-NP2 eine zusitzliche Bestimmung des hydrodynamischen
Radius von ein und derselben Probe an unterschiedlichen Gerdten (Malvern Zetasizer Nano
ZSP, Microtrac Nanotrac NPA 250 sowie ALV Compact Goniometer) unter Verwendung un-
terschiedlicher Regularisierungsschemata nach Intensitdt oder Anzahl (Tabelle und [18)).
Die durch Verwendung eines Regularisierungsschemas nach Intensitat erhaltenen hydrody-
namischen Radien sind groRer als die zuvor beobachten Partikelradien. Dies konnte schon
friiher in der Literatur beobachtet werden.? Die erhaltenen hydrodynamischen Radien
konnen jedoch nicht mehr zum direkten Vergleich mit den erhaltenen PartikelgroBen durch

Elektronenmikroskopie herangezogen werden. 272

Tabelle 17: Vergleich des hydrodynamischen Radius r, und der Dispersitdt p von C-NP2
nach Verwendung unterschiedlicher Gerdte und unterschiedlicher Regularisie-
rungsschemata nach Intensitat bzw. Anzahl

| | Zetasizer Nano ZSP | Nanotrac NPA 250 | ALV Compact Gonio. |
rp [om] | p [%] o [om] | p[%] | e fom] | p [%]
Anzahlverteilung 6+ 15 24 95+15 17 - -
Intensitatsverteilung | 15.5 + 8 50 115+25] 20 - -
z-Durchschnitt 115 + 3 24 - - - -
G2(t) - - - - 6 -

84



4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel

Tabelle 18: Vergleich des hydrodynamischen Radius r,, und der Dispersitit p von CS-NP2
nach Verwendung unterschiedlicher Gerdte und unterschiedlicher Regularisie-
rungsschemata nach Intensitat bzw. Anzahl

’ \ Zetasizer Nano ZSP \ Nanotrac NPA 250 ‘

rp [om] | p [%] rn [om] | p [%]
Anzahlverteilung 125+ 3 24 115+ 25| 22
Intensitatsverteilung | 21 £ 7 34 115+25| 23
z-Durchschnitt 234+ 7 9 - -

4.1.3. Fluoreszenzspektroskopische Eigenschaften

Die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der Kern- und Kern-Schale-Partikel erfolg-
te mit C-NP1, C-NP2 und CS-NP2. Vor der jeweiligen Analyse wurden die Kern-Partikel
mit einem Zentrifugenrohren-Filter (Spin-X, MWCOE 10 kDa) aufgereinigt. Der Grund fiir
diesen zusitzlichen Reinigungsschritt wird im nachfolgenden Kapitel [4.2.2] niher erlautert.
Die Anregungs- und Emissionsspektren von C-NP1 und C-NP2 wurden im sauren und ba-
sischen Milieu untersucht (Abbildung [47] und Tabelle [19)). Die Signale der Saurenform der
eingebetteten Farbstoffe in Kern- und Kern-Schale-Partikel stimmen mit denen der freien
Sondenmolekiile iiberein (Tabelle [7)). Jedoch ist die Emission der Basenform von 20 und
21 nach Einbettung in die Silica-Matrix leicht hypsochrom verschoben (Abbildung [47d sowie
Tabelle und . Das spricht dafiir, dass die Silica-Matrix die Fluorophore leicht beeinflusst.
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4.1. Darstellung von Kern- und Kern-Schale-Nanopartikel

Abbildung 47: Anregungs- und Emissionsspektren von C-NP1 (a), C-NP2 (b) und CS-NP2
(c) in wassrigem Milieu, sowie Vergleich der Emission von 21, C-NP2 und

Tabelle 19: Spektroskopische KenngroRen von C-NP1, C-NP2 und CS-NP2 in wéssrigem
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Spektroskopische | Wert [Einheit] | Wert [Einheit] | Wert [Einheit]

GroRe (Spezies) (Spezies) (Spezies)
A max exc 414 nm (ROH) | 418 mm (ROH) | 416 mm (ROH)
497 mm (RO") | 492 mmi (RO”) | 493 mm (RO")

Amax.em 453 mm (ROH) - (ROH) - (ROH)
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4.2. Farbstoffeinbau

4.2. Farbstoffeinbau
4.2.1. Beladungsgrad

Die Anzahl an Farbstoffmolekiilen, die im Durchschnitt in einem Kern-Partikel verankert sind
wurde an C-NP2 untersucht. Damit der Beladungsgrad bestimmt werden konnte, wurde in
Kooperation mit dem der Silica-Gehalt pro Milliliter durch [CP-OESI- Analyse ermittelt
(Tabelle 20). Aus dem Silica-Gehalt konnte anschlieBend mit Hilfe des beobachteten Parti-
kelradius via [TEMI die Teilchenanzahl pro Milliliter Probe berechnet werden (Tabelle [20).

Tabelle 20: Bestimmung der Partikelanzahl von C-NP2 in einem Milliliter Probe

| Si [mg-I'] | SiOy [mgl™] | V(Partikel) [cm®] | m(Partikel) [g] | N(Partikel) pro ml |
11331 £92| 2852 | 20953-10' [ 5315-10" | 536610 |

Nachdem die Anzahl von C-NP2 in einem Milliliter bekannt war, wurde das Absorptions-
spektrum der gleichen Probe detektiert. Der Beladungsgrad konnte im Anschluss mit Hilfe
einer Kalibrierkurve von verschiedenen Konzentrationen an 21 in Wasser berechnet werden
(Abbildung [48)). Es wurde eine durchschnittliche Farbstoffkonzentration von 14.15 pmol - |
erhalten. Das bedeutet, dass im Durchschnitt 16 Farbstoffmolekile im Silica-Partikel

eingebaut wurden.

0.0 T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06

Konzentration [mmol/l]

Abbildung 48: Auftragung der Farbstoffkonzentration von 21 in Wasser gegen den zuge-
horigen maximalen Extinktionswert und die zugehdrige Ursprungsgerade mit
der Geradengleichung y = 1550.98 - x.
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4.2. Farbstoffeinbau

4.2.2. Notwendigkeit weiterer Reinigungsschritte

Sowohl| der Einbau der Sondenmolekiile in die Partikelmatrix als auch die Notwendigkeit
weiterer zusatzlicher Reinigungsschritte erfolgte exemplarisch an C-NP2. Der Einbau des
Farbstoffs wurde mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ([ECS) niher charakterisiert.
Falls der Farbstoff fest in die Silica-Matrix verankert ist, sollte der mittels detektierte
hydrodynamische Radius mit dem {iber (Kapitel [4.1.2]) beobachteten Wert iiberein-
stimmen. Die Analyse erfolgte zunachst ohne einen zusitzlichen Reinigungsschritt und stellte
sich aus zwei Griinden als schwierig heraus. Zum einen variierte der durch ermittelte
Wert fiir ry je nach verwendeter Analyse (Tabelle [17). Zum anderen entsprachen die Gro-
Benordnungen der mittels detektierten 7y;rfs fiir C-NP1 und C-NP2 denen der freien
Farbstoffe (Abbildung und Tabelle . 142] Das bedeutet, dass entweder 20 [bzw] 21 nicht
kovalent mit der Silica-Matrix verbunden ist, oder dass 74 nicht nur der Diffusionszeit der
Kern-Partikel entsprach. 7,7 wird aus dem Mittelwert der Diffusionszeiten aller vorhandenen
Molekiile im Detektionsvolumen wahrend der Messzeit gebildet. Somit ist es denkbar, dass
T4iff bei Anwesenheit von ungebundenen Fluorophoren, Oligomeren wie z.B] Silsesquioxane
oder kleineren Partikeln verkiirzt erscheint.3% Eine Polydispersitit und die Anwesenheit von
kleineren Partikeln konnte durch und ausgeschlossen werden. Zur Uberpriifung,
ob noch ungebundener Farbstoff vorliegt, erfolgte ein zusatzlicher Reinigungsschritt. Hierzu
wurde C-NP2 mit einem Zentrifugenrdhren-Filter filtriert (Spin-X, MWCOE 10 kDa). Wah-
rend der Zentrifugation wurde darauf geachtet, dass keine Trocknung der Partikel stattfand
um denkbare Agglomerationen zu vermeiden. Weiterhin wurden die Deckglaser silanisiert,

sodass méogliche Wechselwirkungen unterdriickt wurden. 323!
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1.5 T T
= b.C-NP2 & b. Glaser
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Abbildung 49: Korrelationsanalyse von C-NP2 bei pH 6 und unterschiedlichen Probenvor-
bereitungen; b. C-NP2= Partikel nach Zentrifugation, unb. C-NP2= Parti-
kel ohne weitere Reinigungsmalnahme, b. Glaser= silanisierte Glaser, unb.
Glaser= unbehandelte Glaser (Laserintensitdt= 30 KW-cm™2, Aexc= 488 mm,
Aem= 540-600 mm).

Tabelle 21: Diffusionszeiten von C-NP2 nach unterschiedlichen Probenvorbereitungen

| T4/ (C-NP2) [ms] |

Partikel ohne zusatzlichen Reinigungsschritt & unbehandelte Glaser 0.141
Partikel ohne zusatzlichen Reinigungsschritt & silanisierte Glaser 0.146
Partikel mit zusatzlichem Reinigungsschritt & unbehandelte Glaser 0.753
Partikel mit zusatzlichem Reinigungsschritt & silanisierte Glaser 0.934

Nach einem zusitzlichen Reinigungsschritt wurden deutlich verlangerte Diffusionszeiten de-
tektiert, die nach Behandlung der Deckglaser noch gesteigert werden konnten (Abbildung [49]
und Tabelle 21)). Dies lasst die Vermutung zu, dass die zuvor durchgefiihrte Dialyse nicht
ausreicht um freien Farbstoff vollstindig zu entfernen. Daher wurden fiir alle fluoreszenz-
spektroskopischen Analysen C-NP1 und C-NP2 noch einmal mittels Filtration behandelt.
Weiterhin wurden fiir alle nachfolgenden [ECSFExperimente silanisierte Glaser verwendet. Die
erhaltenen Diffusionszeiten von 1 ms entsprachen jedoch einem hydrodynamischen Ra-
dius von 4.6 mm und waren somit deutlich kleiner als die detektieren Radien iiber
(Tabelle [15] und [17)). Photobleichen kénnte ein weiterer denkbarer Grund fiir verkiirzte Diffu-

sionszeiten sein. Auf die Photostabilitat der eingebetteten Farbstoffe wird im nachfolgenden

Kapitel |4.2.4] eingegangen.
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4.2. Farbstoffeinbau

Zusatzlich zur[ECS Analyse erfolgte die Untersuchung von C-NP2 {iber die stationare Fluores-
zenzanisotropie (Abbildung[B0)). Hierbei erfolgte zunichst die Untersuchung der Qualitat des
zuvor beschriebenen Reinigungsschritts, da vermutlich in den ersten [ECS-Experimenten trotz
vorheriger Dialyse ungebundener Farbstoff detektiert wurde. Als Referenz fiir die stationidre
Fluoreszenzanisotropie diente die ungebundene Verbindung 24. In diesem Fall wurde nicht
21 als Referenz verwendet, um mégliche Agglomerationen [bzw.] Partikelwachstum in Wasser
auszuschlieBen. Das freie Molekiil 24 besitzt in Wasser eine Anisotropie nahe Null (Abbil-
dung . Dieser Wert indiziert eine Depolarisation des emittierten Lichts, welche durch eine
schnelle Rotation des Molekiils verursacht wird. Fiir C-NP2 wurde ohne zusatzlichen Reini-

gungsschritt eine Fluoreszenzanisotropie von 0.2 erhalten, welche nach Filtration auf einen
Wert von 0.3 stieg (Abbildung [50)).

@) (b)

T T 0.40 T T
0.5 C-NP2 nach F|Itrat.|on i 0.35] C-NP2 nach
C-NP2 nach 1ter Dialyse Filtration
— 044 F iltrati . 0.30-
5 Filtrat nach Flltratlon’/, = o0 C-NP2 nach
2 —24 \ 2] 1'*" Dialyse
© 0.3- e \ o
g 2 \ £ 0.204
’ [y o
2 i ' ]
c d ’ ) 4 = -
£ 02 £015
! 0.101 Filtrat
0.14 0,051 nach |
' Filtration
0.0l 4 . ; 0.00-
350 400 450 500 550

Wellenlédnge | [nm]

Abbildung 50: Fluoreszenzanisotropie von 24 und C-NP2 sowie das Anregungsspektrum
von C-NP2 in Wasser (gestrichelte, graue Linie) (a) und Fluoreszenz-
anisotropie der Verbindungen bei A= 495 mm (b).

Je mehr r dem maximal Wert von 0.4 entspricht, desto langsamer ,rotiert” das untersuchte
Molekiil. Die Mobilitat des Partikels hiangt vom hydrodynamischen Radius ab und ist bei ho-
heren r, langsamer (Stokes-Einstein-Debye Gleichung [16]). Ist der Farbstoff fest im Partikel
verankert, entspricht r, dem des Partikels und die Anisotropie ist in Relation zum ungebunde-
nen chromophoren System 24 erhoht. Kleine Molekiile wie 24 besitzen typischerweise kurze
Rotationskorrelationszeiten 6 von a1 8-17 ps.B% 6 ist somit um zwei bis drei GréRenord-
nungen kleiner als die Fluoreszenzslebenszeiten der in dieser Arbeit verwendeten Pyrenen. 42
Basierend auf den mit Hilfe von erhaltenen hydrodynamischen Radien von C-NP2 und
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4.2. Farbstoffeinbau

CS-NP2 (Tabelle [17] und wurden ldngere Rotationskorrelationszeiten von 4.5 us fiir C-
NP2 und 10 us fiir CS-NP2 erwartet. Das bedeutet, dass die Rotationskorrelationszeiten
0 von C-NP2 und CS-NP2 viel groRer als die Fluoreszenzlebenszeit 77, des eingebetteten
Fluorophor 21 sind. Die dadurch resultierende Verlangsamung der Eigenrotation fiihrt daher
zur Polarisation des emittierten Lichts und zur Erhohung der Fluoreszenzanisotropie r. Der
Wert der mit Hilfe stationdrer Fluoreszenzanisotropie gewonnen wird, wird aus allen in der
Probe befindlichen Fluoreszenzmolekiile gebildet. Der zunichst erhaltene Wert fiir C-NP2
von 0.2 und die Steigerung der Anisotropie nach Filtration spricht fiir eine Mischung aus den
gewlinschten Partikeln und dem nicht eingebetteten Farbstoff. Durch Filtration wurde noch
freier” Farbstoff entfernt und die erhohte Anisotropie resultiert aus dem hydrodynamischen
Radius der Kern-Partikel. Die Steigerung der Anisotropie nach weiterfiihrender Praparation
spricht dafiir, dass in diesem Fall die literaturbekannte Reinigung nicht zur vollstindigen
Entfernung von ungebundenem Farbstoff ausreicht.[228l Zur Kontrolle wurde ebenfalls die
Fluoreszenzanisotropie des Filtrats ermittelt (Abbildung[50). Die Anisotropie des Filtrats ent-
spricht dem des freien Farbstoffs und bekraftigt daher die vorher angenommene Vermutung,
dass vor dem zuséatzlichen Reinigungsschritt eine Mischung aus fluoreszierenden Partikeln und
ungebundenem Fluorophor vorlag. Eine weitere Praparation der Nanopartikel-Probe nach Fil-
tration flihrte zu keiner deutlichen VergréRerung von r und somit wurde eine erfolgreiche
Abtrennung von ungebundenem Farbstoff angenommen. Als alternative, zweite Reinigungs-
malnahme wurde die Probe ein weiteres Mal dialysiert. Nach erneuter Dialyse wurde die
selbe Steigerung von r, wie nach Filtration erreicht. Auf Grund einfacherer Handhabung und
geringerem Zeitaufwand, wurden die Proben kurz vor weiteren Analysen filtriert, anstatt ein
zweites Mal zu dialysieren. Zusatzlich ist durch Filtration vor der spektroskopischen Analyse
das Vorliegen von ungebundenem Fluorophor unterdriickt, welches bedingt durch Alterungs-

prozesse vorhanden sein konnte.

4.2.3. Einbau des Farbstoffs

Die beobachtete hohe Anisotropie deutet ebenfalls auf einen festen Einbau des Farbstoffs in
die Silica-Matrix hin. Zur Klarung der Frage ob eine kovalente Bindung von 21 in C-NP2 und
CS-NP2 vorliegt wurden temperaturabhingige Anisotropiemessungen durchgefiihrt (Perrin-
Weber Plot, Abbildung . Ist ein Chromophor fest mit einem Makromolekiil verbunden,
jedoch noch in der Lage zu rotieren, wird bei tiefen Temperaturen ein logarithmischer Verlauf
und bei hoheren Temperaturen eine Gerade erwartet (Kapitel . Abbildung .[163'164]

Der Perrin-Weber Plot weist auch bei tiefen Temperaturen eine durchgingige Gerade auf
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4.2. Farbstoffeinbau

(Abbildung [51]). Das Fehlen eines Knicks weist darauf hin, dass die Rotation des Farbstoffs
durch die Rotation des Silica-Partikels bestimmt wird und somit keine isolierte Rotation

stattfindet. Dieses Resultat unterstiitz die Annahme eines festen Einbaus des Fluorophors in

die Silica-Matrix.

(@) (b) 29
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2 2
526 &
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< <
— 2.5 -

2.6 1
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Temperatur/Viskositat [k cP] Temperatur/Viskositat [K cPY]

Abbildung 51: Perrin-Weber Plot der Fluoreszenzanisotropie von C-NP2 (a) und CS-NP2
(b) in Wasser bei A= 495 mmL

Die Anisotropie wird nicht nur durch den hydrodynamischen Radius, sondern auch iiber
die Viskositit des Mediums beeinflusst (Kapitel [2.2.4] Gleichung [16]). Die Beeinflussung der
Anisotropie durch die Viskositdt des Solvens wurde durch Zugabe von Glycerin untersucht
(Abbildung [52)). Infolge der héheren Viskositat von Glycerin wird die Rotation verlangsamt.
Sowohl 24 als auch C-NP2 und CS-NP2 weisen groRere Werte fiir r auf. Beide Silica-Partikel
besitzen in Glycerin fiir r den Maximalwert von 0.4, was fiir eine vernachlassigbare Rotation

des Fluorophors bzw.] des Makromolekiils innerhalb der Fluoreszenzlebenszeit 7y; spricht. [128]
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Abbildung 52: Fluoreszenzanisotropie von 24, C-NP2 und CS-NP2 in Wasser und Glycerin
nach Filtration (a) und Fluoreszenzanisotropie der Verbindungen bei A=
495 mm (b).

4.2.4. Photostabilitat

Die Photostabilitat der eingebetteten Fluorophore 20 und 21 wurde durch eine intensitatsab-
hangige [ECS-Analyse untersucht. Aus den erhaltenen intensitatsabhingigen Diffusionszeiten
wurden die Ratenkonstanten des Photobleichens k;; durch eine Stern-Volmer dhnliche Ana-

lyse ermittelt (Abbildung [53)). 6%
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Abbildung 53: Korrelationsanalyse von C-NP1 (a) und C-NP2 (b) bei pH 4.5 (Aexc=
488 mm, Aem= 540-600 mm). Vergleich des Photobleichens und die resultie-
rende Ratenkonstante des Photobleichens von C-NP1, C-NP2 und CS-NP2
im Vergleich zu Rhodamin 110 und der ungebundenen, symmetrischen Pho-

tosaure HPTE® (c und d).

Die intensitdtsabhangige Untersuchung von C-NP1 und C-NP2 ergab eine klare Abhangigkeit
von Tyirr von der benutzten Laserintensitdt. Fiir C-NP1 wurde bei pH 4.5 eine Ratenkon-
stante fiir das Photobleichen von 45.4 s.cm?-kW-! gefunden. Im Vergleich dazu wurde fiir
C-NP2 eine geringere Ratenkonstate fiir das Photobleichen von 31.8 s-cm?-kW-! erhalten.
Nach Hinzufiigen einer unmarkierten Hiille um C-NP2 fand eine Halbierung von k;; statt,
sodass sie lediglich 15 s-cm?-kW-! betrug. Somit scheint der eingebaute Fluorophor gemiR
Literatur durch eine zusatzliche Silica-Schicht vor Photobleichprozessen geschiitzt zu wer-
den.253256] Dje erhaltenen Photostabilititen der Nanopartikel wurden zusitzlich mit dem
literaturbekannten symmetrischen Pyrenolderivat [HPTEl und Rhodamin 110 verglichen (Ab-
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bildung [53d). ¥ Rhodamin 110 besitzt vergleichbare spektroskopische Eigenschaften zu der
deprotonierten Form von 21 und wird aufgrund seiner iberragenden Photostabilitat gerne fiir
Einzelmolekiil-Experimente verwendet. 1395306l HPTE| weist gemessen an den fluoreszierenden
Nanopartikeln eine hahere Ratenkonstante fiir das Photobleichen von 77.9 s-cm?2-kW-! auf. #2
Das konnte auf eine allgemeine Senkung von k;; durch die Silica-Umgebung hinweisen. &,
von Rhodamin 110 entspricht 3.3 s-cm?-kW-1.

Aus den erhaltenen Ergebnissen konnten zwei Informationen gewonnen werden. Zum einen
impliziert die Intensitdtsbhangigkeit eine fehlerbehaftete Bestimmung von 7,77 Daher sind
die durch 7,477 errechneten hydrodynamischen Radien (Tabelle ebenfalls fehlerbehaftet.
Daher war nicht geeignet um eine Aussage beziiglich der Partikelgroe und der Ein-
bindung des Farbstoffs in die Partikelmatrix zu treffen. Zum anderen zeigen die erhaltenen
Ratenkonstanten des Photobleichens, dass der eingebundene Fluorophor 20 eine geringere
Photostabilitat als der eingebundene Farbstoff 21 aufweist. Dieses Ergebnis stimmt mit der
qualitativen Beobachtung von J. Menges iiberein, die er an den auf Glasoberflaiche immo-
bilisierten Verbindungen 20 und 21 gewonnen hat (Kapitel [3.4.2]). Auf Grund der hoheren
Photostabilitat ist 21 besser als Umgebungssonde geeignet. Daher erfolgte die Synthese von
Kern-Schale-Partikel sowie die Charakterisierung der Silica-Matrix und ihre Auswirkung auf

den Fluorophor ausschlieRlich mit 21.

4.3. Protonen-Sensitivitat
4.3.1. pH-Titration

Ob sich beide mit Fluorophoren markierte Kern-Partikel und die Kern-Schale-Partikel CS-NP2
als pH-Sonden eignen, wurde anhand einer pH-Titration iiberpriift (Abbildung [54). Sowohl
20 als auch 21 wiesen weiterhin eine pH-Sensitivitat auf. Zusatzlich wurde der pKs-Wert der
eingebetteten Fluorophore bestimmt (Abbildung[55). 20 in C-NP1 besaR einen pKs-Wert von
5.7 und entsprach somit dem des ungebundenen Farbstoffs (Abbildung[55p).[28% Fiir 21 in C-
NP2 wurde ein pKs-Wert von 6.1 erhalten, was ebenfalls dem des freien Fluorophors entsprach
(Abbildung [55p). Somit scheint der Einbau in die Silica-Matrix weder einen Einfluss auf die
pH-Abhangigkeit noch auf die Aziditat des Grundzustands auszuiiben. Diese Beobachtungen

stimmten fiir andere in Silica-Partikel verwendete Fluorophore iiberein. [20412531283]
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Abbildung 54: Anregungsspektren von C-NP1 (a) und C-NP2 (b) bei unterschiedlichen

pH-Werten.
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Abbildung 55: Resultierende Anregungstitrationskurven von C-NP1 (a) und C-NP2 (b)
sowie die ratiometrische Fluoreszenz von C-NP1 (c) und C-NP2 (d) gegen
den pH-Wert.
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21 wies auch nach Einbau in die Silica-Matrix und zusatzlicher farbstofffreier Schale eine pH-
Abhingigkeit mit einem pKs-Wert von 6.15 auf (Abbildung [56). Im ersten Moment schien
es sogar so, als ob das Protonierungsgleichgewicht nicht durch die zusatzliche Silica-Schicht
verschoben wurde. Jedoch wurde bei genauerer Betrachtung der Fluoreszenzintensitat der
Basenform ersichtlich, dass diese immer noch trotz niedrigem pH-Wert vorhanden war (Ab-
bildung [57p). Dies deutet darauf hin, dass keine vollstindige Protonierung des Fluorophors
stattfand und eine ,nicht titrierbare” Fraktion existiert. Ein mdglicher Grund fiir die nicht
vollstandige Protonierung von 21 kénnte sein, dass ein Teil der eingebundenen Photosau-
re durch die umgebende Silica-Schicht in seiner Basenform stabilisiert wurde. Auf diesen
Sachverhalt wird nachfolgend im Zuge der Untersuchung der Protonierungskinetik ndher ein-
gegangen. Der Einfluss der Silica-Schale machte sich ebenfalls bei den Grenzen der Detektion
des pH-Werts bemerkbar. Die Bestimmung des pH-Werts mit fluoreszierenden Kern-Partikel
kann zwischen einem pH-Wert von 4.5 und 7.5 erfolgen (Abbildung [55d). Nach Hinzufiigen

einer Silica-Schicht, kann erst ab einem pH-Wert von 5.5 eine eindeutige Zuordnung erfolgen

(Abbildung [56k).
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Abbildung 56: Anregungsspektren von CS-NP2 (a) bei unterschiedlichen pH-Werten
(Aem= 570 mm) mit nicht titrierbarer Fraktion (roter Pfeil) sowie die resul-
tierende Anregungstitrationskurve von CS-NP2 (b) und die ratiometrische

Analog zum freien Farbstoff, erfolgte eine theoretische Betrachtung der Aziditat im angereg-
ten Zustand mit Hilfe von Gleichung (Tabelle. Sowohl der pKs*-Wert von 20 in C-NP1
als auch von 21 in C-NP2 entsprach nicht exakt dem pKs -Wert des freien Fluorophors. Je-
doch liegen die Werte im Toleranzbereich der Messung und in der gleichen GroBenordnung
wie die Sondenmolekiile in Lésung. Im Gegensatz dazu erhshte sich der pK -Wert des ein-
gebetteten Sondenmolekiil 21 nachdem eine Silica-Schale hinzugefiigt wurde (Tabelle [22).

Tabelle 22: Berechnete pKs -Werte von eingebetteten 20 und 21 in der Partikelmatrix

—~
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Fluoreszenz von CS-NP2 (c) gegen den pH-Wert.

| ApKs | pKs [ pKs |

C-NP1 84 | 5.7 | 27
C-NP2 75 | 6.1 | -1.4
CS-NP2 | 79 |6.15 | -1.75
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4.3.2. Protonierungsdynamik

Die Auswirkung einer farbsstofffreien Schale beschrankt sich nicht nur auf das Protonierungs-
gleichgewicht. Die Protonierungsdynamik ist ebenfalls davon betroffen. Nach Zugabe von HCI
zu C-NP2 wurde ausschlieBlich die Fluoreszenz der protonierten Spezies nach Anregung de-
tektiert. Das bedeutet, dass die Protonierung mittels stationarer Fluoreszenzanregungsspek-
troskopie nicht zeitlich aufgeldst werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte die Protonierung
von CS-NP2 mit HCl iiber einen langeren Zeitraum verfolgt werden (Abbildung [57p und b).
Ein dhnliches Ergebnis wurde in Deuteriumoxid mit Deuteron anstelle von Protonen erhalten
(Abbildung und d). In diesem Fall wurde eine leicht verdnderte Zeitkonstante erhalten.

Dariiber hinaus fand wegen des Isotopeneffekts eine Inversion des Intensitatsverhaltnisses von
RO zu ROD statt.
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Abbildung 57: Emissionsspektren von CS-NP2 in H,O nach Zugabe von HCl (a) und in
D20 nach Zugabe von DCI (c) (Aexc= 360 mmi), sowie die zugehérige Ki-
netik der Protonierung in H2O (b) und D20 (d) mit einer biexponentiellen
Anpassungsfunktion.
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4.3. Protonen-Sensitivitat

Die Kinetik der Protonierung und Deprotonierung des eingebetteten Sondenmolekiils konnte
zusatzlich durch untersucht werden. Dies war nur aufgrund des niedrigen Belegungsgrad
der Partikel méglich (Kapitel 4.2.1] ). Die Anregung der Basenform erfolgte bei 488 mmmit ei-
ner geringen Laserintensitit, sodass Photobleichprozesse iiberwiegend ausgeschlossen werden
konnten (Kapitel [4.2.4]). Die FCS-Experimente wurden bei einem niedrigeren pH-Wert als
dem ermittelten pKs durchgefiihrt. Bei kleineren pH-Werten als dem pKs-Wert liegt tiberwie-
gend die als Dunkelzustand beobachtete Saureform vor. Bei niedrigem pH-Wert kdnnen somit
deutliche Fluoreszenzfluktuationen beobachtet werden. Die beobachteten Fluktuationen von
C-NP2 und CS-NP2 weisen auf ein Protonierungs-Deprotonierungs-Gleichgewicht hin. Durch
den Kehrwert aus der Summe der Ratenkonstanten fiir den Protonierungs- und Deprotonie-
rungsprozess wird die Zeitkonstante des Protonierungsprozesses 7, erhalten (Gleichung.
Das ungebundene Silan 21 besitzt ein 7, von 1.8 & 0.2 us. Fiir den eingebetteten Farbstoff
in der Silica-Matrix wurde ein 7., von 2.5 £ 0.1 us beobachtet. Nachdem eine zusatzliche
Silica-Schicht hinzugefiigt wurde, wurde ein 7,,,; von 5.4 & 0.4 us erhalten. Die Protonie-
rungskinetik scheint somit durch die Silica-Matrix retardiert zu werden. Zusatzlich wurde in
den[ECS-Experimenten fiir CS-NP2 eine weitere Zeitkonstante bei ca.0.5 ms beobachtet. Die-
se liegt weit unter denen, die in Kiivetten-Experimenten beobachtet wurden (Abbildung[57p).
Das konnte darauf hinweisen, dass der Protonierungsprozess in den Kern-Schale-Partikeln ein

sehr heterogener Prozess ist.

4.3.3. Untersuchung der ,nicht titrierbaren" Spezies

Nachdem die Protonierungskinetik von CS-NP2 allgemein mittels stationarer Fluoreszenz-
spektroskopie und charakterisiert wurde, wurde im Anschluss die in Abbildung
scheinbar ,nicht titrierbare” Spezies trotz niedrigem pH-Wert via naher untersucht.
Dafiir wurden [ECS-Kurven bei pH 3 aufgenommen. 21 in C-NP2 wies bei pH 3 keine depro-
tonierte Form auf, sodass keine Emission nach Anregung mit 488 mm detektiert wurde. Im
Gegensatz dazu lag 21 eingebettet in CS-NP2 teilweise in seiner deprotonierten Form vor,

sodass nach Anregung mit 488 mm eine Fluktuation durch das Detektionsvolumen beobachtet

werden konnte (Abbildung [58)).
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Abbildung 58: Korrelationsanalyse von CS-NP2 bei pH 3 und unterschiedlichen Anregungs-
intensitdten (Aexc= 488 MM, Aem= 540-600 mm).

Die Korrelations-Kurve zeigte einen vergleichbaren Dunkelzustand analog zu héheren pH-
Werten. Bei Verwendung von hoheren Anregungsintensititen blieb eine signifikante Verkiir-
zung der Diffusionszeit aus. Deshalb wurde darauf zuriickgeschlossen, dass der detektierte
Dunkelzustand durch Protonierungsprozesse und nicht durch Photobleichprozesse verursacht
wurde (Abbildung[58). Wie bei pH 4.5 wurde bei pH 3 ein zusatzlicher reversibler Prozess mit
einer Zeitkonstante von ca. T, = 0.5 ms beobachtet. Somit scheint das Protonierungsgleich-
gewicht nach Hinzufiigen einer weiteren Silica-Schicht stark vom Protonierungsgleichgewicht

von 21 in Losung abzuweichen.

So eine starke Anderung eines fixierten chromophoren Systems im Vergleich zur Situation in
Lésung konnte bereits in einem vollig anderen System, dem griin fluoreszierenden Proteinen
(GEP) beobachtet werden. 307 |n ist der pH-sensitive Chromophor analog zu CS-NP2
in einer nanopartikularen Matrix eingebaut, welche das Sondenmolekiil vor duReren Stérun-
gen abschirmt. Der in eingebundene Fluorophor 4-(Hydroxybenzyliden)-5-imidazolinon
besitzt in Losung einen pKs-Wert von 8.1.13%] Befindet sich jedoch der Chromophor
innerhalb des Protein-Fasses von [eGEP] findet eine Erniedrigung des pKs-Wert um zwei
GréRenordnungen statt. 3% Zusstzlich wird die Protonierung innerhalb von erheblich
verlangsamt, da die HT-lonen zuerst einen Gatekeeper passieren miissen. 1% |n WtGEP] fin-
det sogar erst bei einem pH-Wert niedriger fiinf eine Protonierung des Sondenmolekiils statt,
nachdem das Protein denaturiert ist. B1Y Ausgehend von der Erniedrigung des pKs-Werts von
21 um drei GroRenordnungen und dem vergleichbaren Verhalten zu [GEP], werden nach

dem Wachstumsschritt sehr wahrscheinlich @20 % des Fluorophors in seiner deprotonierten
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4.4. Charakterisierung der Partikelmatrix

Form stabilisiert. Die Stabilisierung des Basenform konnte z.B] durch Wasserstoffbriickenbin-

dungen erfolgen. Auf die Analyse des Wasserstoffbriickennetzwerks wird im nachfolgenden

Kapitel [4.4.1] eingegangen.

4.4. Charakterisierung der Partikelmatrix
4.4.1. Solvatochromie

Die Untersuchung von Lésungsmitteleffekten auf das eingebettete Sondenmolekiil 21 in C-
NP2 und CS-NP2 erfolgte gemal Kapitel [3.3.3| durch Fluoreszenzanregungsspektroskopie in
verschiedenen Lsungsmitteln (Abbildung [59).
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Abbildung 59: Anregungsspektren von C-NP2 (a) und CS-NP2 (b) in unterschiedlichen
Losungsmitteln (Aem= 570 mm).

Die detektierten Signale von 21 in C-NP2 wiesen eine klare Abhangigkeit von seiner Losungs-
mittelumgebung auf (Abbildung[59b). Im Vergleich zu 21 in Ldsung war sie jedoch vermutlich
durch das Silica-Netzwerk schwicher ausgepragt (Abbildung [60] und Tabelle 23)). Nach dem
Wachstumsschritt zu CS-NP2 wurde fiir das chromophore System kaum eine Lésungsmit-
telabhingigkeit detektiert (Abbildungen und [60] sowie und Tabelle 23). Lediglich in den
aprotischen Losungsmitteln und zu einem gewissen Grad auch in konnte eine
deutliche Rotverschiebung beobachtet werden, die allerdings nicht aufgeklart werden konnte.
Ein denkbarer Grund ist eine teilweise leichte Zersetzung oder Aufquellen der Silica-Schale,
sodass Losungsmittelmolekiile in der Lage sind durch sie zu diffundieren. Jedoch ist bisher
nicht bekannt, dass oder die Silica-Matrix zersetzt oder aufquillt. Das nahezu
vollstandige Fehlen der Solvatochromie, ist ein Indiz fiir eine sehr starke Abschirmung durch

die zusatzliche Silica-Schale.
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Abbildung 60: Anregungsfrequenzen der anionischen Form (Vgo-) von 21 (blaue Drei-
ecke), 21 in C-NP2 (griine Punkte) und 21 in CS-NP2 (rote Vierecke)
in Lésungsmitteln mit zunehmender Aziditdt (a) und die zugehdrigen Ge-
radengleichungen y = 1576 - x+ 17951 (blaue Linie), y = 1194 - x + 18793
(griine Linie) und y = 195-x+ 19970 (rote Linie) (a). Vergleich der Anre-
gungsmaxima von 21 in Losung und in C-NP2 (Vierecke und rote Linie)
[bzw.] CS-NP2 (Punkte und blaue Linie) in unterschiedlichen Lésungsmitteln

(b).

Tabelle 23: Aziditit des Solvens™112l ynd die detektierten Wellenzahlen der anionischen

Form von 21 in Lésung und eingebettet in C-NP2 [bzw.] CS-NP2 im jeweiligen
Losungsmittel

Solvens o | Vgo- (21) | Vgo- (C-NP2) | Vo~ (CS-NP2)
[cm™] [em™] [em™]
Wasser 1.17 19881 20161 20325
Methanol 0.93 19531 20000 20000
Ethanol 0.83 19231 19802 20080
Isopropanol 0.76 18904 19608 20161
Dimethylformamid | 0 17986 18832 20000
Dimethylsulfoxid 0 17986 18762 19011
Tetrahydrofuran 0 19380 19231 20161

Mit Ausnahme von Tetrahydrofuran wurde fiir 21 in der Silica-Matrix eine a-Abhangigkeit
beobachtet, die lediglich ungefahr 75 % von 21 in Lésung entsprach (Abbildung [60a). Eine
einfache Erklarung fiir den geringeren Lésungsmitteleffekt ist eine vorstellbare Abschirmung

durch die Silica-Matrix. Nachdem eine Silica-Schicht um C-NP2 hinzugefiigt wurde, ist kaum
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4.4. Charakterisierung der Partikelmatrix

noch eine a-Abhéngigkeit vorhanden (Abbildung [60p). Eine geringere o-Abhangigkeit be-
deutet, dass die Basenform des Sondenmolekiils in geringerem Male als Akzeptor fiir Wasser-
stoffbriickenbindung zum Solvens fungiert. Bei direktem Vergleich der Anregungsmaxima von
21 fiel auRerdem eine Blauverschiebung nach Einbau in die Silica-Matrix auf (Abbildung[60b).
Dieser hypsochrome Effekt deutet auf Donoren fiir Wasserstoffbriickenbindungen hin. Eine
mogliche Erklarung fiir die geringere Abhangigkeit vom Solvensparameter o und die Blau-
verschiebung des Anregungsmaximums nach Einbettung von 21 in die Silica-Matrix kdnnte
die Ausbildung eines Wasserstoffbriickennetzwerks zwischen den vorhandenen Silica-Gruppen
der Partikelmatrix und dem Fluorophor sein. Die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen der Silica-Matrix und dem Fluorophor in Analogie zum Chromophor in wtGFPI
ware Il eine Erklarung fiir die Stabilisierung des Farbstoffs in seiner deprotonierten Form
(Kapitel [4.3 ). B12313] Nach dem Wachstumsschritt befinden sich mehr Silica in der Nihe des
Fluorophors wodurch sich ein Wasserstoffbriickennetzwerk im Inneren des Partikels ausbilden
kann. Durch die starke Wasserstoffbriickenbindung von Si-OH und RO findet eine Stabili-
sierung des Farbstoffs in seiner deprotonierten Form statt, was das beobachtete Signal der

deprotonierten Spezies im Anregungsspektrum trotz niedrigem pH-Wert erklaren wiirde.

4.4.2. Protonentransfer im angeregten Zustand (ESPT))

Die Emissionsspektren von C-NP1 bei niedrigem pH-Wert zeigten neben der Emission der
Siurenform die Emission der Basenform (Abbildung [47) und Tabelle [19)). Im Gegensatz dazu
wurde fiir C-NP2 und CS-NP2 lediglich die Emission der Basenform detektiert (Abbildung [47]
und Tabelle [19). Dass die Emission der Basenform ungeachtet eines niedrigeren pH-Werts
detektiert wurde, ist ein Indiz, dass trotz des Einbaus der Farbstoffe 20 21 in die
Silica-Matrix [ESPT] stattfindet. Der ESPT] konnte ebenfalls mittels zeitkorrelierter Einzelpho-
tonenzahlung [TCSP({ indirekt bestitigt werden. Nach Ansiduerung mit HCI und Anregung
der Saurenform, konnte lediglich die Emission der Basenform und deren zugehérige Lebens-
zeit detektiert werden. Nur nach Hinzufiigen einer unmarkierten Hiille konnte eine leichte
Verzdgerung des [ESPTk beobachtet werden (Abbildung und Tabelle [24)). Das spricht
zum einen fiir ESPT] und zum anderen dafiir, dass der Protonentransfer schneller war, als die
Zeitauflosung des [TCSPClExperiments (IREl ~ 75 ps).
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Abbildung 61: TCSPC-Histogramm von 21, C-NP2 und CS-NP2 in Wasser mit zugehdriger
[REl (Aexc= 390 MM, Aem= 500-550 mm) (a) und Emissionspektren von 21
und C-NP2 in Methanol (schwarz und blau) sowie C-NP2 in Wasser (griin)
nach Ansduerung (Aexc= 380 mm) (b).

Tabelle 24: Fluoreszenzslebenszeiten und deren zugehdrigen Amplituden der TCSPC-
Messungen von 21 in Losung sowie in C-NP2 und CS-NP2 in Wasser unter
Verwendung von Biexponentialfunktionen

| [ Al mn [A ] ot

21 775 54 £ 005 | 11.6 | 0.49 £ 0.06
21in CNP2 | 10.1 | 44 £ 001 | -0.8 | 0.14 £ 0.02
21in CS-NP2 | 49 | 44 £ 003 | 03 | 0.14 £ 0.02

Bemerkenswerterweise konnte weiterhin ESPTI fiir 21 in C-NP2 und CS-NP2 in einer Metha-
nol-Umgebung detektiert werden (Abbildung[61b). Ohne die Silica-Matrix wird die ESPT-Ra-
tenkonstante kgspr bei den literaturbekannten Hydroxypyrenderivaten und der Ausgangssub-
stanz 21 in Methanol verlangsamt. % Das ein Protonentransfer im angeregten Zustand trotz
anderer protischer Losungsmittel als Wasser (z.B. Methanol) vorliegt (Abbildung[61p) korre-
spondiert mit der Verringerung der Solvatochromie von 21 nach Einbau in die Silica-Matrix
(Abbildung [60)). Eine Erklirung fiir das Auftreten von [ESPT]in Methanol kénnte in Analogie
zum Chromophor in WtGFPI die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der
Silica-Matrix und dem Fluorophor sein (Abbildung .1312'313]
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4.4. Charakterisierung der Partikelmatrix

4.4.3. Porositat

Die Untersuchung der Erreichbarkeit des Sondenmolekiils durch externe Molekiile, wur-
de durch Fluoreszenzldschungs-Experimente erginzt. Im Vergleich zu 21 in Losung (Ka-
pitel 3.3.4]) wurde fiir den eingebauten Fluorophor in der Silica-Matrix eine schwache L&-
schung durch Triethylamin erwartet, eine stirkere mit Cu(GlyGly) sowie eine vollstindige
Fluoreszenzlschung durch Cryptocyanin (Abbildung[62). Entsprechend der abgeschwichten
Solvatochromie von 21 in C-NP2 im Vergleich zu 21 in Lésung, wurde auch in diesem Fall
erwartet, dass durch die Silica-Matrix eine Dampfung der Ldschung stattfindet. Die theo-
retische Betrachtung des Chromophors in CS-NP2 basierte nicht nur auf der nahezu voll-
standigen Resistenz gegeniiber Lésungsmittelmolekiilen (Abbildung [60), sondern auch auf
dem Durchmesser der hinzugefiigten unmarkierten Schale (Tabelle [15| und [16]). Daher wurde
fir 21 in CS-NP2 keine Fluoreszenzloschung durch Triethylamin und Cu(GlyGly) erwartet
(Abbildung [62)). Nach Zugabe von Cryptocyanin, was den gréRten ermittelten FRET-Radius

besitzt, wurde eine moderate Fluoreszenzldschung erwartet.

- = r(Cu(GlyGly))=3.6nm - -

————— r.f(Cryptocyanine)=7.8nm - - —-

Abbildung 62: Visualisierung der erwarteten Fluoreszenzldschung von C-NP2 (links) und
CS-NP2 (rechts) durch Triethylamin (rot), Cu(GlyGly) (gelb) und Crypto-
cyanin (griin) in Abhingigkeit vom Partikeldurchmesser und den berechne-
ten effektiven Wirk- [bzw.] FRET-Radien.

Im Gegensatz zum erwarteten Ergebnis, war Triethylamin nicht in der Lage die Fluoreszenz
von 21 nach Einbau in die Silica-Partikel zu |6schen (Anhang Abbildung [113p). Die-

ses Ergebnis bekraftigt einerseits die Begrenzung des Zugangs zum Fluorophors durch die
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Silica-Umgebung, welcher bereits bei der Analyse des solvatochromen Verhaltens beobach-
tet wurde (Abbildung [60). Andererseits scheint die Partikelmatrix eine wirksame Barriere
fir die Loschmolekiile darzustellen, die sich von ihrer MolekiilgroBe nicht stark von den
zuvor verwendeten Losungsmittelmolekiilen unterscheiden. Nach dem Wachstumsschritt zu
CS-NP2 wurde ebenfalls keine Loschung der Fluoreszenz des Sondenmolekiils festgestellt
(Anhang Abbildung [113). In Analogie zu 21 in Ldsung wurde die Abhangigkeit der
Fluoreszenzléschung von dem vorherrschenden effektiven Férster-Radius analysiert. 21 wies
eine Verstarkung der Fluoreszenzléschung bis zur vollstandigen Léschung der Fluoreszenz mit
zunehmendem Férster-Radius auf (Abbildung [36). Diese Abhingigkeit wurde ebenfalls nach
Einbau in eine Silica-Matrix und trotz Hinzufiigen einer weiteren Silica-Schicht vorgefunden
(Anhang [A.5] Abbildung [114b und ¢ sowie [L115b und c). Somit stimmen die Ergebnisse nicht
mit der zuvor angenommenen Modellvorstellung iiberein (Abbildung[62)). In der Annahme be-
wirkt die zusatzliche unmarkierte Schale eine starke Abschirmung gegeniiber dem Léschmo-
lekiil. Jedoch ist die Fluoreszenzldschung von 21 in C-NP2 und CS-NP2 via [ERET] nahezu
identisch. Sie kamen sogar der Léschung in Lésung sehr nahe (Abbildung [36). Besonders
interessant ist hierbei die vollstindige Fluoreszenzléschung von 21 trotz Silica-Umgebung
und zusatzlicher Silica-Schicht.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Fluoreszenzléschung von 21 in Losung und nach Ein-
bettung in die Partikelmatrix wurde die bimolekulare Fluoreszenzlésch-Konstante Ky mit
einem Stern-Volmer-Plot ermittelt (Abbildung |63] und Tabelle .[128'251] Mit Ausnahme
der ausbleibenden Wechselwirkung von Triethylamin mit dem fixierten Fluorophor, wurden
ausschlieRlich Kp's mit einem Wert oberhalb von 10! [M1g! erhalten. Dies indiziert ei-
ne gute Erreichbarkeit des Chromophors, trotz Silica-Umgebung. 128l Der Einbau von 21 in
die Partikelmatrix und der nachfolgende Wachstumsschritt scheint die Fluoreszenzldschung
durch Cu(GlyGly) nicht zu beeinflussen. Die Fluoreszenzlschung mit Cryptocyanin besal
zwar eine groRere bimolekulare Fluoreszenzlésch-Konstante als Cu(GlyGly), jedoch fiel diese
im Vergleich zu 21 in Lésung geringer aus. Der Grund hierfiir kdnnte eine anspruchsvollere
Sterik sein und eine zwar nicht effektive, aber leicht vorhandene Abschirmung durch die Silica-
Schicht. Durch Vergleich der Ky's war zusatzlich die Erhéhung der Loschrate bei groBerem
effektiven Wirk- [bzw.] FRET-Radius trotz Einbau in die Silica-Matrix gut erkennbar.
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Abbildung 63: Stern-Volmer-Plot von 21 (Punkt), C-NP2 (Dreieck mit Spitze nach oben)
und CS-NP2 (Dreieck mit Spitze nach unten) nach Zugabe von Triethylamin
(rot-gelb), Cu(GlyGly) (hellgriin-dunkelgriin) und Cryptocyanin (hellblau-
lila).

Tabelle 25: Bimolekulare Fluoreszenzlésch-Konstante Ky von 21, C-NP2 und CS-NP2

Feff Kp(21) Ko(C-NP2) Ko(CS-NP2)
] M '] M '] M ']

Triethylamin | <1 | 1.68 + 0.17 - 101! - -
Cu(GlyGly) | 3.6 | 435 £0.09 - 10! | 472 £ 0.07 - 10'! | 4.48 4+ 0.28 - 10!
Cryptocyanin | 7.8 | 5.78 +0.37 - 10?2 | 1.82 £ 0.11 - 10™ | 1.70 + 0.08 - 10'°

Eine mogliche Erklarung warum die Modellvorstellung nicht zutrifft ist vermutlich die Be-
schaffenheit der Silica-Partikel. Die identische Fluoreszenzldschung von 21 in C-NP2 und
CS-NP2 mit vollstandiger Fluoreszenzléschung durch Cryptocyanin indiziert eine Eindrin-
gung des Fluorophors in die Silica-Matrix. Somit wirken die [ERET}L6scher nicht wie in
der Modellvorstellung (Abbildung ausschlieBlich von auBen, wodurch der Abstand zwi-
schen Cryptocyanin und Chromophor kleiner oder gleich dem erforderlichen [ERETIRadius
von 7.8 mm entspricht (Abbildung [64). Die dadurch induzierte Porositit stimmt gut mit
denen von vergleichbaren literaturbekannten Silica-Nanopartikel iiberein. 314310l Deren Po-
rositat wurde nach vollstandiger Trocknung iiber BET-Messungen analysiert. Dabei wurde

eine mesopordse Struktur festgestellt. 316l
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Abbildung 64: Modellvorstellung der pordsen Struktur und die resultierende Erreichbarkeit
der Loschmolekiile Triethylamin (rot), Cu(GlyGly) (gelb) und Cryptocyanin

(griin).

Die angenommene Porositat erklart jedoch nicht die fehlende Fluoreszenzléschung von 21 in
C-NP2 durch [PET] bei gleichzeitigem beobachteten solvatochromen Verhalten. Die Fluores-
zenzlschung via[PET]erfolgt indem sich ein Charge-Transfer-Komplex [D-A]* zwischen einem
Elektron-Donor im angeregten Zustand D* und Elektron-Akzeptor im Grundzustand A ausbil-
det. 1281 Nach Einbau von 21 in die Partikelmatrix scheint die Bildung von [D-A]* verhindert
zu sein. Ein moglicher Grund konnte die zuvor angenommene Wasserstoffbriickenbindung
zwischen dem Sondenmolekiil und den umgebenden Silica-Gruppen der Partikelmatrix sein
(Kapitel [4.4.1]). Das ausgebildete Wasserstoffbriickennetzwerk schirmt das Sondenmolekiil
vor dem Loschmolekiil ab, so dass der bendtigte Wirkradius von unter einem Nanometer

nicht mehr erzielt wird.

4.4.4. Medium im Partikel

Die vorliegende Losungsmittelumgebung innerhalb und aulerhalb der Silica-Matrix wurde so-
wohl {iber das solvatochrome Verhalten als auch tiber [CSP( analysiert. Nach Einbau in die
Kern-Partikel zeigte 21 weiterhin ein solvatochromes Verhalten (Abbildung [5%). Das deu-
tet darauf hin, dass das Medium auRerhalb der Partikel dem des zugesetzten Losungsmittel
entsprach. Jedoch wurden, ausgenommen fiir DMSQO| kaum Loésungsmitteleffekte durch die
farbstofffreie Schale beobachtet (Abbildung [59b). Das indiziert, dass sich das Medium inner-
halb der Partikel von der dueren Umgebung unterscheidet. Um mehr Informationen iiber das
vorliegende Medium zu gewinnen, wurde der effektive Brechungsindex der Umgebung durch
[TCSP(l Experimente ermittelt. Fiir die deprotonierte Spezies von 21 in C-NP2 und CS-NP2
betrug die Fluoreszenzlebenszeit 5.5 ms und 5.2 ms (Abbildung [61p). Somit sind diese im
Vergleich zu 21 in Wasser leicht verkiirzt (75, = 5.7 m3). Durch das Hinzufiigen von Glycerin

109



4.4. Charakterisierung der Partikelmatrix

konnte der Brechungsindex sukzessiv erhdht werden und eine einhergehende Verkiirzung der
Fluoreszenzlebenszeit beobachtet werden. In Glycerin betrug 77 von 21 4.6 m3 und nach
Einbau in C-NP2 und CS-NP2 betrug 74 4.7 msl (Abbildung .
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Abbildung 65: TCSPC-Histogramm von 21, C-NP2 und CS-NP2 mit zugehoriger [RE in
Wasser (a) und in Glycerin (b) (Aexe= 470 mm, Aem= 500-550 mm).

In Kapitel . konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenzlebenszeit 7, von 21 linear
vom Quadrat des effektiven Brechungsindex abhingt (Abbildung [38)). Die Fluoreszenzquan-
tenausbeute fiir 21 in Losung, in C-NP2 als auch in CS-NP2 betrug jeweils 89 %. Somit
konnte die Quantenausbeute bei der Bestimmung des effektiven Brechungsindexes vernach-
ldssigt werden und es war ein direkter Vergleich zwischen 77 und dem Brechungsindex n
nach dem Modell von Strickler-Berg moglich. Auf den vorliegenden Brechungsindex in der
Partikelmatrix wurde mit Hilfe des zuvor erhaltenen linearen Fit und dem gemessenen 7y, fiir
21 in C-NP2 und CS-NP2 zuriickgeschlossen (Abbildung [66)).
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Abbildung 66: Auftragung von T gegen nﬁemessen von 21 in Ldsung (schwarz) und von
von Ty gegen nz,.. . von 21 in C-NP2 (blau) und CS-NP2 (griin). 1301
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4.5. Zwischenfazit der Nanopartikel-Eigenschaften

Fiir die Kern- und Kern-Schale-Partikel in Wasser, wurde ein effektiver Brechungsindex fiir
ihre Umgebung von 1.36 + 0.02 und 1.40 4 0.02 gefunden. Im Vergleich dazu besitzt Was-
ser einen Brechungsindex von 1.33. Die ErhShung von ny nach Einbau des Farbstoffs in die
Partikelmatrix spricht fiir Silica in der Umgebung des Farbstoffs (ca120 % Silica). Die Stei-
gerung von ng durch eine weitere Silica-Schicht deutet ebenfalls auf ein hoheres Vorkommen
von Silica in der Nahe des Chromophors (gz150 % Silica). Dies lasst die Schlussfolgerung zu,
dass wahrend dem Wachstumsschritt Silica nicht ausschliellich an der duReren Partikelober-
flache wachst, sondern auch zu einem gewissen Anteil Wasser im Inneren der Nanopartikel
substituiert. Eine detailliertere Interpretation des Silicagehalts war jedoch nicht méglich, da
das Ausmal} der Beeinflussung des Brechungsindex von reinem Silica durch die Substitution
nicht bekannt ist. Die zusatzliche Silica-Schicht wirkte sich jedoch nicht nur auf den effek-
tiven Brechungsindex von 21 aus. In Verbindung mit dem in Kapitel [4.4.1] festgestellten
Fehlen von solvatochromen Effekten deutet das auf eine wasserreiche Umgebung im Inneren

des Partikels trotz dulerer wasserarmen Umgebung hin.

4.5. Zwischenfazit der Nanopartikel-Eigenschaften

Im Anschluss an die Partikelsynthese und der Analyse der PartikelgroRen, der Morphologie
und der Dispersitat, erfolgte die Untersuchung des Farbstoffs in der Silica-Matrix in C-NP2
und CS-NP2. Durch Vergleich mit der Ausgangsverbindung 21 ist es moglich den Einfluss der
Silica-Matrix auf den Fluorophor n3her zu charakterisieren. Weiterhin erfolgte ein Vergleich
der Kern- und Kern-Schale-Partikel untereinander, wodurch die Auswirkung einer unmarkier-
ten Schale aufgezeigt wurde. Zusatzlich konnte durch den Vergleich der Daten, die Umgebung
im Inneren der Kern-Schale-Partikel ndher analysiert werden. Hierzu wurde der eingebaute

Fluorophor als Umgebungssonde verwendet.

Fiir die Anwendung als pH-Sonde wurde die Erreichbarkeit der Photosiure gegeniiber H™-
lonen analysiert. Sowohl nach Einbindung von 21 in die Partikelmatrix als auch nach Hinzufi-
gen einer Silica-Schicht zeigte 21 eine pH-Abhiangigkeit auf (Abbildung [54] und [56)). Dariiber
hinaus konnte weiterhin [ESPT] beobachtet werden (Abbildung [47)). 21 war sowohl in Kern-
als auch in Kern-Schale-Partikeln bis zu einem gewissen Grad fiir Protonen zuganglich und
besald jeweils einen pKs-Wert nahe dem physiologischen Bereich. Ein pKs-Wert im physiologi-
schen Bereich ist zwar von Vorteil fiir spatere Anwendungen, allerdings sagt dies nichts iiber
die Qualitat des Biosensors aus. Die Qualitat des pH-Sensors wird a1 von der Erreichbarkeit
des Sensormolekiils und dessen Protonierungsdynamik bestimmt. Das Protonierungsgleich-

gewicht wurde durch Einbau in die Silica-Matrix nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu war
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4.5. Zwischenfazit der Nanopartikel-Eigenschaften

die Protonierungskinetik von 21 in C-NP2 im Vergleich zu 21 in Ldsung leicht verlang-
samt. Im Gegensatz dazu fiihrte ein Wachstumsschritt mit einer unmarkierten Schale zur
Beeinflussung des Protonierungsgleichgewichts und eine starke Verzégerung in der Protonie-
rungskinetik. Somit wird die Ansprechzeit des Sensors durch Hinzufligen einer unmarkierten
Silica-Schicht verlangert. Demzufolge ist C-NP2 besser als Biosensor geeignet. Die beobach-
tete Beeinflussung der Protonierungsdynamik durch eine zusatzliche Silica-Schicht existiert
vermutlich auch bei literaturbekannten pH-Sensoren. BI7321] Sie kannte ein méglicher Grund
sein, warum die Fluoreszenz von Fluorescein in pH-sensitiven Nanopartikeln trotz niedrigem
pH-Wert nicht erlischt oder Schwankung des ratiometrischen Signals bei verschiedenen Pro-

benpriparationen erkliren. B17-321]

Darauf aufbauend wurde die Zuganglichkeit des Chromophors fiir andere Molekiile unter-
sucht. Lésungsmittelmolekiile besitzen wie HT-lonen einen sehr geringen Wirkradius von
unter einem Nanometer. Das solvatochrome Verhalten der vergleichbaren symmetrischen
Photosaure [HPTE] wurde bereits ausfiihrlich analysiert. 781281 Nach Einbau von 21 konn-
te weiterhin eine Abhangigkeit vom Solventsparamter o beobachtet werden (Abbildung [35)).
Diese war jedoch im Vergleich zum Sondenmolekiil in Lésung abgeschwécht. Die Auswirkung
der Partikelmatrix auf das solvatochrome Verhalten wurde nach einer zusatzlichen Silica-
Schicht deutlich. Das Hinzufiigen einer farbstofffreien Schale fiihrte fast zum vollstandigen
Verlust der o-Abhingigkeit (Abbildung [35]). Das deutet darauf hin, dass 21 im Inneren des
Partikels nicht mehr fiir Lésungsmittelmolekiile erreichbar war.

Die Untersuchung der Erreichbarkeit des Sondenmolekiils durch externe Molekiile, wurde
durch Fluoreszenzléschungs-Experimente ergdnzt. In Abhangigkeit vom Fluoreszenzléscher
und dem zugehdrigen Léschmechanismus wurden unterschiedliche Wirkradien erzielt. Zum
einen erfolgte Fluoreszenzldschung mit Hilfe von Triethylamin iiber einen photoinduzierten
Elektronentransfer (PET]) mit einem effektiven Wirkradius von unter einem Nanometer. 128!
Zum anderen erfolgte die Zugabe von einem Kupfer(ll)-Komplex mit Diglycin und Cryp-
tocyanin. Beide Molekiile 16schen die Fluoreszenz des Sondenmolekiils iiber einen Forster-
Resonanzenergietransfer (ERET]) und gehen somit weitreichendere Wechselwirkungen als
[PET}L6scher oder Losungsmittelmolekiile ein. ™28 Fiir Cu(GlyGly) wurde ein Férster-Radius
von 3.6 mm berechnet. Fiir Cryptocyanin wurde ein Forster-Radius von 7.8 mm berechnet und
weist somit den groRten ERETIRadius auf. Beide Kern- und Kern-Schale-Partikel wiesen das
selbe Fluoreszenléschungsverhalten auf (Abbildung[63). Das Sondenmolekiil 21 konnte nach
Einbau in die Silica-Matrix nur noch iiber ERET] und nicht mehr iiber [PET] geloscht wer-
den. Die Loschung der Fluoreszenz von eingebetteten 21 lies somit auf eine pordse Struktur

zurlickschlieRen.
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4.6. Anwendung als pH-Sonde

Das Medium im Inneren der Partikel-Matrix wurde ndher analysiert, indem der Brechungs-
index der Umgebung von 21 in den Kern- und Kern-Schale-Partikel bestimmt wurde (Ab-
bildung [66]). Die Untersuchung ergab, dass im Inneren des Partikels eine wasserreiche Um-
gebung vorlag. Zusatzlich deutete die Analyse des solvatochromen Verhaltens und der pH-

Abhangigkeit auf ein Wasserstoffbriickennetzwerk im Inneren der Silica-Matrix hin.

4.6. Anwendung als pH-Sonde
4.6.1. Zellexperimente

Nach der detaillierten Charakterisierung der synthetisierten Kern- und Kern-Schale-Partikel,
folgte der konzeptionelle Beweis ihrer Anwendungsmaoglichkeit im Bereich Life Science. Zur
Demonstration der Eignung der fluoreszierenden Partikeln als intrazelluldre pH-Sonde wurden
in Zusammenarbeit mit dem in vitro Zellexperimente an der Zelllinie A549 durchgefiihrt.
Die Zelllinie A549 wird als Modell fiir menschliche Typ Il-Alveolarepithelzellen verwendet. Der
intrazelluldre pH-Wert der Lungenkrebszellen liegt je nach Zellkompartiment zwischen 4.5 und
7.17322 755t 7lich wurde fiir diese Zelllinie mit Hilfe von die Existenz von [ESPT] in
Lysosomen bereits detailliert untersucht. 323l Fiir die Zellexperimente wurde zum einen als Er-
gebnis erwartet, dass innerhalb der verwendeten Inkubationszeit eine endozytotische Aufnah-
me der Silica-Partikel erfolgt und eine mégliche Kolokalisation mit Lysosomen besteht. 324l
Zum anderen wurde aufgrund des intrazelluldren pH-Werts in sauren Zellkompartimenten nur
Fluoreszenz nach Anregung der protonierten Spezies erwartet. Vorversuche mit C-NP2 und
CS-NP2 als auch die Kern-Schale-Partikel CS-NP1 zeigten, dass CS-NP1 am besten als intra-
zellulire pH-Sonde geeignet ist (Anhang Abbildung und [117). CS-NP1 besaR einen
unmarkierten Kern und eine markierte Schale (Abbildung [46)). Zusitzlich zeigte CS-NP1 die
gleichen fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften wie die Kern-Partikel C-NP2, jedoch mit
einer hoheren Konzentration an Farbstoff pro Partikel und eine damit einhergehende hdhere
Fluoreszenzintensitat. Dass die vorhandene Farbstoffkonzentration pro Partikel mit der Parti-
kelgroRe korrelieren kann, wurde bereits fiir synthetisierte Silica-Partikel via Sol-Gel-Prozess
festgestellt und scheint auch in diesem Fall zu gelten. 317 Die Zellmembran wurde mit einem
Weizenkeim-Agglutinin-Konjugat mit Tetramethylrhodamin (WGA-TRITC) und die sauren
Zellkompartimente mit LysoTracker™Red DND-99 eingefarbt. Als Negativkontrol-
le dienten Zellen ohne Partikelzugabe und analoger Farbung. Die Bildgebung wurde iiber
ein konfokales Fluoreszenzmikroskop realisiert, bei dem zur Erhaltung der Zellvitalitdt die

Experimente bei 37 °Cl und unter einer 9 % CO»-Atmosphare durchgefiihrt wurden.
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4.6. Anwendung als pH-Sonde

Es erfolgte eine separate Anregung bzw.| Detektion der protonierten und deprotonierten Form
der Photosdure sowie der beiden Zellfarbstoffe (Aexc,.Ron= 405 MM, Aexc ro-= 488 MM und
Aexc Zellfarbstoff= 543 ImM). Basierend auf dem zuvor diskutierten vorhandenen Forster-Zyklus
und dem stattfindenden [ESPT] (Abbildung [67]), wurde fiir ROH und RO jeweils die Emission
der deprotonierten Spezies detektiert (Aem= 510-550 mm).
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Abbildung 67: Messprinzip Zellexperimente (a) und zugehdrige Anregungs- und Emissions-
spektren von CS-NP1 in wassrigem Milieu (violett: Anregungsspektrum
ROH; griin: Anregungsspektrum RO"; orange: Emissionsspektrum RO") (b).

Bei den Vorversuchen wurde vor Zugabe der Zellfarbstoffe der Zelliiberstand entfernt (An-
hang Abbildung und [117)). Im Gegensatz dazu erfolgte die Préaparation der Zellen
fir die anschlieBende Analyse ohne Entfernung der iiberschiissigen Partikel-Suspension vor
Zugabe von WGA-TRIT bzw][LysoRed, Dadurch wurde im Vergleich zum Vorversuch ei-
ne Steigerung der Menge an extrazelluldren Nanopartikeln erwartet. Die Aussage iiber die
Lokalisation von CS-NP1 erfolgte durch die Uberlagerung der Fluoreszenz resultierend aus
ROH, RO™ und dem jeweiligen Marker. Der extrazelluldre pH-Wert betrug 7.4, weshalb ein
sehr schwaches Fluoreszenzsignal nach Anregung von ROH und ein starkes Signal nach An-
regung von RO~ angenommen wurde. Im Gegensatz dazu kann der intrazelluldre pH-Wert je
nach Zellkompartiment bis auf einen pH-Wert von 4.5 sinken. 273221 Daher wurde in Abhin-
gigkeit der Lokalisation des Partikels eine Steigerung des Fluoreszenzsignals nach Anregung
der protonierten Spezies erwartet. Fiir beide Inkubationszeiten wurde, nach Einfarbung der
Zellmembran mit WGA-TRITC| intrazellular ausschlieBlich ein starkes Fluoreszenzsignal nach
Anregung von ROH detektiert (Abbildung 68} weiRer Pfeil und [69). Extrazellulér wurden Par-

114



4.6. Anwendung als pH-Sonde

tikelagglomerate an der Zellmembran beobachtet, die eine hohe Fluoreszenzintensitat nach
Anregung von RO™ und eine schwache Intensitdt nach Anregung von ROH besitzen (Abbil-
dung [68] gelber Pfeil und [69). Die Kolokalisation des Fluoreszenzsignals von ROH mit der
Fluoreszenz von weist auf eine Lokalisation im Lysosom hin (Abbildung [70] weiRer
Pfeil und[71]). Manche Zellen zeigten nur eine teilweise Kolokalisation der Fluoreszenzsignale,
jedoch wurde auch bei diesen Zellen von einer Lokalisation im Lysosom ausgegangen. Ein
moglicher Grund fiir diese Verschiebung ist sowohl die Diffusion der Partikel als auch die Mi-
gration der Zellen. Auffillig bei diesen Messungen war auerdem, dass in einigen Zellen nach
Einfarbung mit ebenfalls RO™ intrazelluldr detektiert wurde (Abbildung [71] gelber
Pfeil). Der genaue Grund fiir das Auftreten von RO™ innerhalb der Lysosome ist unklar. Je-
doch ist bereits bekannt, dass der Lysotracker eine alkalisierende Wirkung auf die Lysosome
ausiibt. B2 Als Konsequenz findet bei ldngerer Inkubation mit eine kiinstliche Er-
hohung des lysosomalen pH-Werts statt. Im Falle der Kontrolle (Anhang [A.6 Abbildung [118}
wurde eine sehr schwache Fluoreszenz nach Anregung mit 488 mm sichtbar, welche
auf Autofluoreszenz der Zellen zuriickzufiihren ist und keine Auswirkung auf das qualitative

Ergebnis hatte. Die durchgefiihrten Zellexperimente bestatigten somit die Anwendungsmdg-
lichkeit von CS-NP1 [bzw.] C-NP2 als intrazellulzrer pH-Indikator.
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4.6. Anwendung als pH-Sonde

(a) 6 h: ROH (b) 6 h: RO

(c) 6 h: WGA-TRITC (d) 6 h: Uberlagerung

Abbildung 68: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 bl Inkubatioszeit mit
CS-NP1 (100 ug SiO pro [ml) und Farbung der Plasmamembran mit
WGA-TRITC| Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt
(Aexc= 405 mm, Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form wurde
griin eingefarbt (Aexc= 488 mm}, Aem= 510-550 mml) und die des Farbe-
mittels rot (Aexe= 543 MM, Aem= 570-650 mm) (weiler Pfeil: intrazellular
ausschlieRlich Signal von ROH; gelber Pfeil: extrazellular starkes Fluores-
zenzsignal von RO~ und schwaches Fluoreszenzsignal von ROH).
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(a) 24 h: ROH (b) 24 h: RO

(c) 24 h: WGA-TRITC (d) 24 h: Uberlagerung

Abbildung 69: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 24 [hf Inkubatioszeit mit
CS-NP1 (100 ug SiO pro [ml) und Farbung der Plasmamembran mit
WGA-TRITC| Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt
(Aexc= 405 mm, Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form wurde
griin eingefarbt (Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mmi) und die des Farbemit-
tels rot (Aexc= 543 MM, Aem= 570-650 Mm).
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(a) 6 h: ROH (b) 6 h: RO

(c) 6 h: WGA-TRITC (d) 6 h: Uberlagerung

Abbildung 70: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 [hl Inkubatioszeit mit
CS-NP1 (100 ug SiO3 prolml) und Farbung der Lysosome mit[LysoRed| Die
Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt (Aex.= 405 mm,
Aem= 510-550 mm), die der deprotonierten Form wurde griin eingefarbt
(Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mm) und die des Farbemittels rot (Aexc=
543 MM, Aem= 570-650 mm) (weiRer Pfeil: Uberlagerung Fluoreszenzsignal

mit Fluoreszenzsignal von ROH).
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(a) 24 h: ROH (b) 24 h: RO

(c) 24 h: WGA-TRITC (d) 24 h: Uberlagerung

Abbildung 71: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 24 [hf Inkubatioszeit mit
CS-NP1 (100 ug SiO3 prolml) und Farbung der Lysosome mit[LysoRed| Die
Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt (Aex.= 405 mm,
Aem= 510-550 mm), die der deprotonierten Form wurde griin eingefarbt
(Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mm) und die des Farbemittels rot (Aexc=
543 MM, Aem= 570-650 mmi) (gelber Pfeil: intrazelluldr Fluoreszenzsignal

von RO™ nach Einfarbung mit [LysoRed)).
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4.6.2. Vergleich mit dem Stand der Technik

Verglichen mit bereits literaturbekannten nanopartikuldren pH-Sonden, besitzen C-NP2 und
CS-NP1 einige Vorteile, 17/2613812041283:287] 7,,m, ginen erfolgt die ratiometrische Bestimmung
des pH-Werts mit einem einzelnen Sondenmolekiil anstatt mit zwei oder mehreren verschie-
denen Fluorophoren. Dadurch wird die Analyse des vorliegenden pH-Werts nicht durch eine
heterogene und ungleichmaBige Verteilung des Chromophors erschwert. Im Gegensatz dazu
stellt dies bei konventionellen pH-Sonden mit mehreren chromophoren Systemen eine Her-
ausforderung dar, sodass eine qualitative pH-Wert Analyse erst nach vorheriger Kalibrierung
mdglich ist. 2739 |m Vergleich zu konventionellen pH-Sonden kann der pH-Wert weiter-
hin unabhdngig von Schwankungen in der Anregungsintensitat, der Detektorempfindlichkeit,
Photobleichprozesse oder Farbstoffauswaschung durch Alterungsprozesse analysiert werden.
Dariiber hinaus besitzen C-NP2 und CS-NP1 im Vergleich zu anderen Sonden eine relativ
hohe Intensititsanderung bei pH-Anderung, was die Analyse erleichtert. [B8:318132013261327] yje
ausgezeichnete pH-Sensitivitdt des Sondenmolekiils 21 konnte auch mittels Einzelmolekiil-
spektroskopie beobachtet werden.B% Zusitzlich ist die Ansprechzeit der Sonden C-NP2
und CS-NP1 gegeniiber ihrer Umgebung sehr kurz und ist sogar trotz Silica-Matrix mit der
des ungebundenen Fluorophors 21 in Losung vergleichbar. Rein von der technischen Seite
betrachtet werden zur ratiometrischen Bestimmung gemal anderer bekannter pH-Sonden
zwei Anregungswellenlingen benétigt. 29204205 Bej den benstigten Anregungswellenlingen
(Aexc= 405 mmi und 488 mm) handelt es sich jedoch um Standardwellenldngen von kommer-
ziell erhltlichen konfokalen Mikroskope. Es gibt bereits nanopartikuldre pH-Sonden, die auf
einer ratiometrischen Emission basieren und daher prinzipiell nur eine Anregungswellenlange
benstigen. [262522951328] jedoch wird bei ihnen in der Regel ein zusitzlicher Referenzfarbstoff
verwendet. Dieser wird zur Quantifizierung und =1 zum Aufzeigen von Photobleichprozes-
sen bendtigt. Der Referenzfarbstoff besitzt jedoch eine andere Anregungswellenlange als das
Sondenmolekiil. Deshalb wird auch bei pH-Sonden mit einer ratiometrischen Emission eine
zweite Anregungswellenldnge bendtigt und bietet daher keinen technischen Vorteil gegeniiber
Indikatoren die auf ratiometrischer Anregung basieren. Dariiber hinaus muss bei pH-Sonden,
die eine ratiometrische Emission aufweisen die Wellenlangenabhangigkeit der Detektion be-
achtet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Sonden erfiillen die Kriterien, die
sich aus dem Stand der Wissenschaft an eine pH-Sonde ergeben. Dariiber hinaus weisen sie

eine gute Handhabung und eine hohe Sensitivitit gegeniiber HT auf.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammengefasst lieR sich die Umsetzung der Zielsetzung in zwei Teile gliedern. Als ers-
tes erfolgte die Konzeption und Synthese eines Sensormolekiils zur Analyse des pH-Werts
mit allen zuvor festgelegten Kriterien: Moglichkeit zur ratiometrischen Fluoreszenzdetekti-
on, pKs-Wert im physiologischen Bereich und Ankergruppe zur kovalenten Bindung an eine
Silica-Oberflache. Der zweite Teil beschreibt die erfolgreiche Anwendung und Charakteri-
sierung des Sensormolekiils als Analysewerkzeug fiir die Einzelmolekiilmikroskopie und als
nanopartikuldrer pH-Sonde.

Das Design des Sensormolekiils basierte auf der Photosiure Pyrenol aufgrund der pH-abhan-
gigen, ratiometrischen Fluoreszenzeigenschaft und der ausgepragten Solvatochromie seiner
Derivate. Durch die gezielte Einfiihrung eines Sulfonsaurechlorids am Pyrengeriist wurde eine
nachfolgende Immobilisierung erméglicht. Prinzipiell kdnnen die erhaltenen asymmetrischen
Photosduren 17 und 18 schon auf dieser Stufe als Umgebungssonde verwendet werden, al-
lerdings ist die Anbindung nach Reaktion mit dem Sulfonsaurechlorid nicht sehr spezifisch.
Dariiber hinaus ermdglichte das Sulfonsdurechlorid die Einflihrung einer Ankergruppe, zur
Realisierung einer spezifischen Bindung mit einem gewiinschten Molekiil oder einer Matrix.
In dieser Arbeit wurde ein Silan als Ankergruppe eingefiihrt, was die zu erzielende spezifische
Anbindung an Silica-Oberflichen und -Matrices zur Folge hatte. Jedoch ware ebenfalls die
Funktionalisierung des Sulfonsiurechlorids 17 bzw] 18 mit anderen spezifischen Ankergrup-
pen oder Biomolekiilen moglich. Denkbar ware beispielsweise eine Substitution mit Biotin
fiir das Aufzeigen einer Biotin-(strept-)Avidin-Bindung, welche in der Immunchemie ausge-
nutzt wird. 329330 Ejne weitere Maglichkeit stellt die Verwendung als HaloTag-Ligand dar.
HaloTags sind in der Lage mit Proteinen zu fusionieren und werden zur Analyse von Prote-
infunktionen und -interaktionen verwendet. 331334

Die zwei designten Analysewerkzeuge wurden sowohl in der Einzelmolekiilspektroskopie als
auch zur Darstellung von fluoreszenzmarkierten Silica-Nanopartikeln verwendet. Der Ver-
gleich beider Fluorophore 20 und 21 mittels Einzelmolekiilspektroskopie, die sowohl auf
Silica-Oberflache immobilisiert als auch in Nanopartikel verankert waren, ergab jedoch, dass
sich diese in ihrer Photostabilitdt unterscheiden. Somit ist das Sondenmolekiil 21 fiir weitere
Anwendungen besser geeignet. Basierend auf dem Fluorophor 21 wurde sowohl ein Werk-
zeug zur Reaktionsverfolgung auf Einzelmolekiilebene entwickelt als auch eine zweikanilige,
nanopartikulire pH-Sonde, dessen Charakterisierung Bestandteil dieser Arbeit ist. 1300 Dje
ratiometrische Bestimmung des physiologischen pH-Werts erfolgte mit einem einzelnen Son-

denmolekiil anstelle von zwei verschiedenen chromophoren Systemen. Der dargestellte pH-
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Sensor hat daher gegeniiber herkdmmlichen ratiometrischen Nanosonden den Vorteil, dass
die Messung des pH-Werts unabhangig von einer heterogenen und ungleichen Verteilung des
Indikators ist.39 Dariiber hinaus erleichtert die im Vergleich zu anderen Nanopartikelpripa-
raten relativ hohe Intensititsinderung bei pH-Anderungen spitere Analysen. B8318132003261327]
Das eingebaute Sensormolekiil in der Silica-Matrix zeigte zusatzlich eine schnelle Reaktion
auf Verianderungen in der HT-Konzentration, die mit der des ungebundenen Farbstoffs in
Losung vergleichbar ist.

Allgemein wurde die Anwendung als intrazelluldre pH-Sonde durch die Wahl der Partikel-
matrix und -groRe erleichtert. Silica ist fiir seine geringe Toxizitat und langsamen Abbau in
wissriger Losung und Blutplasma bekannt. [2062073181335] e PartikelgréRe von unter 50 nm
fihrt zu einer Erleichterung der endozytotischen Aufnahme in die Zelle und einer linge-
ren Halbwertszeit im Blutkreislauf. 39330 Die Anwendung als intrazellulire pH-Sonde konnte
durch Fluoreszenzmikroskopie veranschaulicht werden. Dabei wurde sowohl die erwartete
endozytotische Aufnahme als auch eine Kolokalisation mit dem Lysosom beobachtet. Des
Weiteren wurde der vorhandene Unterschied des extrazelluldren und intrazellularen pH-Werts
durch Vergleich der Fluoreszenzmaxima detektiert. Somit wurde das Ziel einer nanopartiku-
laren Sonde zur Bestimmung des intrazelluldren pH-Werts erfiillt. Die Charakterisierung der
fluoreszierenden Nanopartikeln mittels Fluoreszenzléschungs-Experimenten zeigte, dass ei-
ne pordse Struktur vorliegen muss. Dariiber hinaus wurde durch fluoreszenzspektroskopische
Analyse die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit dem eingebetteten Sondenmo-
lekiil 21 beobachtet. Das ausgebildete Wasserstoffbriickennetzwerk garantierte die Erreich-
barkeit des Fluorophors fiir H*. Eine negative Auswirkung hat hingegen die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken bei Kern-Schale-Partikel mit einer farbstofffreien Schale. Nach Hinzufi-
gen einer weiteren Silica-Matrix ist die Erreichbarkeit des Sondenmolekiils stark beeinflusst
und beeintrachtigt die Sensitivitat gegeniiber Protonen.

In Analogie zu den bisher bekannten symmetrischen Pyrenolderivaten wurde eine Abhangig-
keit vom Solvensparameter o fiir 21 in der Partikelmatrix gefunden.!”8 Zwar ist somit das
Sondenmolekiil fiir Solventsmolekiile erreichbar, jedoch kann die Fluoreszenz von 21 in der
Silica-Matrix nicht durch [PET] geléscht werden. [PET] erfolgt ma1 ausgehend von freien Ami-
nen, welche Teil des menschlichen Stoffwechsels sind und stellt daher eine Herausforderung

fir intrazellulare pH-Sonden dar.

Zusammengefasst wurde im Rahmen dieser Arbeit ein multifunktionaler Grundbaustein zur
Fluoreszenzanalyse erfolgreich dargestellt und charakterisiert. Aufbauend auf dem hier er-
zielten System kann nun zukiinftig die Funktion des Fluorophors erweitert werden und die

Anwendung als pH-Sonde in vivo und in vitro vertieft werden. Die fluoreszenzmarkierten
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Nanopartikel kdnnten aufgrund ihrer schnellen pH-Antwort und ihrem Migrationsverhalten
in die sauren Zellkompartimente ebenfalls als Indikator fiir die Endozytose verwendet wer-
den.B37338] Ein weiterer zukiinftiger Schritt kdnnte die Kombination der Fluoreszenzmikro-
skopie mit anderen bildgebenden Verfahren sein (zB1*°FIMRT]oder Rasterkraftmikroskopie).
Mit der Kombination zweier nicht invasiver Detektionsmethoden wiirde eine multifunktionale

Umgebungssonde erzielt werden.
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6. Experimenteller Teil

6. Experimenteller Teil

6.1. Allgemeine Angaben

Losungsmittel und Chemikalien wurden von dem zentralen Chemikalienlager der Univer-

sitdt des Saarlandes bezogen oder Laborbestinde benutzt.

Reaktionskontrollen erfolgten mit Diinnschichtchromatographie-Platten SilicaGel [TLC]
Medium por, 60 A der Firma Fluka. Zur Detektion wurde UV-Licht der Wellenlinge A =
365 mm verwendet.

NMR-Spektren wurden mit einem 400[MHZz Kernresonanzspektrometer Avance Il der Firma
Bruker BioSpin aufgenommen. Als Losemittel wurde entweder Deuterochloroform, deuterier-
tes Dimethylsulfoxid oder deuteriertes Aceton benutzt. Die chemischen Verschiebungen &
sind in ppm| angegeben. Die Auswertung erfolgte mittels ACD/NMR Processor Academic
Edition der Firma Advanced Chemistry Development.

'HINMR}Spektren wurden bei 400 gemessen. Die Kalibrierung wurde auf [CDCl3] (6 =
7.26 ppm)), [DMSO-dg| (6 = 2.50 ppm) oder [Aceton-dg| (6 = 2.05 ppm]) vorgenommen. Die

Multiplizitdten wurden wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, bs = breites Signal, d = Dublett,
t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett.

13CINMRISpektren wurden bei 100 aufgenommen. Die Kalibrierung erfolgte ebenfalls
mit CDClz (6 = 77.0 ppm), DMSO-dg¢ (6 = 39.5 [ppm) oder Aceton-ds (8 = 206.3 ppm,
29.8 ppm).

19F INMR}Spektren wurden bei 376.5 aufgenommen.

Massenspekren wurden von R. Wintringer an einem AB Sciex APl 5500 QTRAP im posi-
tiven oder negativen lonenmodus aufgenommen. Alle Proben wurden mittels Elektrosprayio-
nisation ([ESI)) ionisiert.

UV-Vis-Spektren wurden mit einem Absorptionsspektrometer V-650 der Firma Jasco auf-
genommen und mit Origin 2019 ausgewertet. Als Probengefale wurden 1 cm breite Quarz-
glaskiivetten verwendet und als Losemittel diente, falls nichts anderes angegeben wird, Di-

methylsulfoxid (abs.).

Fluoreszenzspektren wurden mit einem Fluoreszenzspektrometer DP-6500 der Firma Jas-

co aufgezeichnet und mit Origin 2019 ausgewertet. Als Probengefdle wurden 1 cm breite
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6.1. Allgemeine Angaben

Quarzglaskiivetten verwendet und als Losemittel diente, sofern nichts anderes angegeben
wird, Dimethylsulfoxid (abs.).

Fluoreszenzquantenausbeuten wurden mit Hilfe eines Quantenausbeutespektrometer Qu-
antaurus-QY Absolute PL Quantum Yield Spectrometer C11347 der Firma Hamamatsu be-

stimmt.

Fluoreszenzkorrelationsspektren wurden an einem malgeschneiderten Setup aufgenom-
men. 83| Die Anregung erfolgte mit einem lcw-Laser( Picarro, Soli, Aexc= 488 mm) mit einem
Strahdurchmesser von 0.7 mm. Der Laser wurde in ein Inversmikroskop (Axiovert 200, Zeiss)
eingekoppelt und von einem dichroitischen Spiegel (495 DRLP, Omega) in eine Wasserimmer-
sionsobjektivlinse (PlanApo 63x, NA 1.2 WI, Zeiss) abgelenkt. Die Fokussierung des Strahls
erfolgte auf einen beugungsbegrenzten Punkt oberhalb des Deckglases (0.17 + 0.01 mm,
Assistent). Die Laserleistung wurde zwischen 25 uW und 3 mW variiert, entsprechend ei-
ner Anregungsintensitit im Bereich von 7.5 kW-cm™ bis 900 kW-cm™. Als Probe diente
ein Tropfen der Nanopartikelldsung in verschiedenen HPCE-Puffern (Honeywell /Fluka) auf
einem Deckglas. Die emittierte Fluoreszenz wurde von demselben Objektiv gesammelt, durch
den dichroitischen Spiegel geleitet und durch die Tubuslinse auf eine 50 um Lochblende fo-
kussiert. Nach der Filterung durch ein Bandpassfilter (HQ 570/60, AHF Analysentechnik)
wurde das Licht durch einen 50:50-Strahlteiler in zwei Strahlen aufgeteilt. Die Photonen
wurden von zwei Avalanche-Photodioden (SPCM-14-AQR, Perkin-Elmer Optoelectronics)
detektiert und die Signale dieser Module durch einen Hardware-Korrelator (FLEX 02-01D /

C, Correlator.com) kreuzkorreliert.

Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlungen wurden an einem selbstentworfenen und zu-
sammengestellten Aufbau durchgefiihrt. 2339 Die Anregung erfolgte entweder mit einem
gepulsten Halbleiterdiodenlaser (PicoQuant, Aexc= 470 mm, Impulsbreite < 100 ps), wel-
cher von einem Lasertreiber (PicoQuant, PDL-808 Sepia) synchronisiert wurde oder mit
einem Faserlaser (TOPTICA, FemtoFiber pro NIR, Aexc= 780 mmi) in Kombination mit
einem BBO-Kristall (Laser Components) zur Erzeugung von Aexc= 390 mm Nach Filte-
rung des Laserlichts durch einen Polarisationsfilter und Filterung durch einen Bandpassfil-
ter (HQ 525/50, AHF Analysentechnik) wurde ein Einphotonen-Avalanche-Detektor (PDM
100ct SPAD, Micro Photon Devices) in Kombination mit einem Photonenzahlgerat (PicoHarp
300, PicoQuant) zur Detektion verwendet. Die instrumentelle Antwortfunktion (IRE]) wurde
entweder mit Hilfe einer verdiinnten kolloidalen Lésung (LUDOX TM 50, Sigma Aldrich)
(Aem= 470 mm, [RE ~ 300 ps (EWHM])) oder mit einer wissrigen Ldsung von Erythrosin
B (gequencht mit Kl) (Aem= 400-550 mm, [RE| ~ 75 ps (EWHM])) bestimmt. Sofern nichts
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6.1. Allgemeine Angaben

anderes angegeben, erfolgte die Messung der Fluoreszenzlebenszeiten unter Magic Angle Be-
dingungen (54.7°). Die Steuerung und Analyse der Messung erfolgte mit Hilfe der Software
SymphoTime 64 (PicoQuant).

Konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem Zeiss LSM 880 der Firma Carl Zeiss

mit einem Plan-Apochromat 63x/1.4 Olimmersionsobjektiv in Zusammenarbeit mit J. Fled-

dermann (INM]) durchgefiihrt.

Transmissionselektronenmikroskopie wurden von M. Koch (INM]) mit Hilfe eines Trans-
missionselektronenmikroskop JEM-2100F der Firma JEOL, mit einer LaB6 Kathode, einer
Condensorblende sowie einer High Contrast Blende aufgenommen. Es wurde eine Beschleu-
nigungsspannung von 200 kV und eine Digitalkamera Orius 1000 der Firma Gatan verwen-
det. Die PartikelgroRenverteilung wurde an einer Stichprobe von 50 Nanopartikeln mit der
XlmagelJ-Software (Version: 1.45 s, winPenPack X-ImageJ Launcher vom National Institute
of Health (http: // rsb.info.nih.gov/ij/) bestimmt.

Dynamische Lichtstreuung wurden entweder am an einem Zetasizer Nano ZSP der
Firma Malvern gemessen oder im Arbeitskreis Kickelbick (Universitdt des Saarlandes) an
einem ALV / CGS-3 Kompakt Goniometer System mit einem ALV / LSE-5003-Korrelator
der Firma ALV. Die Proben wurden dazu in MilliQ-Wasser verdiinnt (1:10). Die Messung
mit dem Zetasizer Nano ZSP erfolgte unter einem Streuwinkel von 173 © mit einer Anre-
gungswellenlange von 633 mmi. Die hydrodynamischen Radien wurden durch Auftragung der
erhaltenen Daten und Anpassung durch eine lognormal-Funktion erhalten. Die Messung mit
dem ALV / CGS-3 Kompakt Goniometer System wurde mit einem Goniometer Winkel von
90 ° durchgefiihrt und mit einer Anregungswellenldnge von 633 mm Die hydrodynamische
Radien wurden durch Anwendung der g2(t)-Methode auf die Korrelationsfunktion und einer

linearen Zahlengewichtung der Verteilungsfunktion erhalten.

Zeta-Potentiale wurden am [[NM] an einem Zetasizer Nano ZSP der Firma Malvern gemes-
sen. Die Proben wurden dazu in 10 mM KCl-Leitsalzlésung (9:1) verdiinnt. Die {-Potentiale

wurden anhand ihrer elektrophoretischen Mobilitdt berechnet.

ICP-OES-Analyse wurde am an einem [CP-OES Messgerat Ultima2 der Firma Hori-
ba Jobin durchgefiihrt. Dazu wurde eine Durchflussrate von 0.762 [ [mint!, ein Druck von
2.01 bar eingestellt und mit einer Wellenlange von 252 mm angeregt. Die Proben wurden vor
der Messung in MilliQ-Wasser (1:1000) verdiinnt.
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6.2. Synthese Fluorophor 21

Kristallstrukturen wurden mit einem Bruker AXS X8Apex CCD Diffraktometer ermittelt,
das mit einem graphitmonochromatisierter Mo Ka-Strahlung betrieben wurde. Frames mit
einer Oszillation von 0.5° wurden dargelegt und die erhaltenen Daten im 6-Bereich von
2° und 28° wurden mit einer 98 % Vollstandigkeit abgeleitet. Das erhalten der Struktur
und die vollstandige Verfeinerung der kleinsten Quadrate mit anisotropischen thermischen
Parametern aller Nicht-Wasserstoffatome wurde mit SHELX durchgefiihrt. 340l

6.2. Synthese Fluorophor 21

6.2.1. Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-6-bromo-1-hydroxypyren-3,8-disulfonat bzw.
Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-8-bromo-1-hydroxypyren-3,6-disulfonat (7/8)

o)
A\ ,O\/CF3
HO ) CISOH HO S\b
SOCl,
O‘ (1)
X 2.) TFE
| g CHoCl,, NEt5 o
2 DMAP, DCC ” R B
Br Br ,/ o™ Fsc/\O,S\\O r
40% (7+8) 26%
3/4 7 8

Schema 17: Darstellung der asymmetrischen Photosduren 7 und 8.

250 mgl (0.841 mmol) des Gemisch von 3 und 4 wurden in 40 gelost und auf -5FC
gekiihlt. Danach wurden 560 pl (8.41 mmol) Chlorsulfonsiure hinzugefiigt und 6hlbei Raum-
temperatur geriihrt. AnschlieBend wurde 305 ul (4.21 mmol) Thionylchlorid hinzugegeben.
Nach 16 [l Riihren bei Raumtemperatur wurde erneut 305 l (4.21 mmol) Thionylchlorid
zugefiigt und die Reaktionslésung 4 [l bis zum Riickfluss erhitzt. Nach Entfernung des Lo-
sungsmittels wurde der Riickstand in 5 [ml [DCM] geldst. Im Anschluss wurde das geldste
Saurechlorid zu einer gekiihlten Losung bestehend aus 615 ul (8.41 mmol) Trifluorethanol,
1.027 g (8.41 mmol) DMAP] 1.735 g (8.41 mmol) und 1.17 [mf (0.85 mg, 8.41 mmol)
Triethylamin hinzugetropft und 18 [hl bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernung des Lo-
sungsmittels wurde der Riickstand in[EElgelost und zweimal mit 1[MIHCI, zweimal mit Wasser
und einmal mit ges] NaCl-Lésung extrahiert. Die organische Phase wurde iiber NapSO4 ge-

trocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte
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6.2. Synthese Fluorophor 21

tiber Sdulenchromatographie (Kieselgel, PE/[EE = 6:4) und es wurde 137.7 mg (0.222 mmol,
26 % d. Th.) reines Isomer 8 und 207.2 mg (0.334 mmol, 40 % d. Th.) Produktgemisch aus

Isomer 7 und 8 als gelber Feststoff erhalten.

Charakterisierung reines Isomer 8:

'HINMRI (400.13 [MHZ, Aceton-dg, 25 PC)): & (ppm) = 11.03 (s, -OH), 9.05 (d, IJ(H,H)
= 9.54[HZ Ar-H), 8.96 (s, Ar-H), 8.93 (d, 3J(H,H) = 9.54 [HZ, Ar-H), 8.88 (d, 3J(H,H) =
9.79 HZ, Ar-H), 8.60 (d, 3J(H,H) = 9.79 [HZ, Ar-H), 8.50 (s, Ar-H), 4.86 (q, 3J(H,H) =
8.28 [HZ, CH»-CF3), 4.82 (q, 3J(H,H) = 8.28 [HZ, CH»-CF3).

I3CINMRI (100.61 [MHZ, Aceton-dg, 25 PCl): & (ppm) = 154.5, 134.8, 133.6, 131.4, 129.9,
128.9, 128.4, 126.5, 126.2, 126.1, 125.6, 125.3, 123.4, 122.0, 120.0, 117.5, 66.4 (q, 2J (C,F)
= 16.9 [HE, 3x CH2—CF3).

VFINMRI (376.5 [MHZ, Aceton-dg, 25 FC)): & (ppm) = -74.52, -74.54.

MS (ESI): m/z berechnet fiir CooH19BrFs07S2™: 618.9 [M-H]", gefunden: 618.9.

6.2.2. 1-(Allyloxypyren)-bis(2,2,2-trifluoroethyl)-6-bromo-3,8-disulfonat (12)

HO S O
O 0 AllylBr O O
() = (U
TBAI
o} O Aceton O, O
N Br y Br
0

98%

Schema 18: Darstellung des geschiitzten Pyrenolderivats 12.

In 5 [mll Aceton wurden 87.1 mg (0.140 mmol) 8 geldst und sowohl 119.2 mg (0.862 mmol)
K2COs3 als auch 27.07 mg (0.084 mmol) [TBAI und 49 ul (68.8 mg, 0.561 mmol) [AllylBr hin-
zugefiigt. AnschlieRend wurde die dunkel gelbe Reaktionsmischung 5 [dl auf Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in DCM] gel6st und je dreimal
mit 1M HCI, Wasser und ges]NaCl-Lésung extrahiert. Nach Trocknung iiber NaxSOy, sowie
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6.2. Synthese Fluorophor 21

Entfernung des Losungsmittels und siulenchromatischer Reinigung (Kieselgel, [PE/DCM =
3:7) wurde 12 (90.7 mg, 0.137 mmol, 98 % d. Th.) als gelber Feststoff erhalten.

Charakterisierung 12:

IHINMRI (400.13 [MHZ, [CDCI3} 25 FC): § (ppm) = 9.06 (d, 3J(H,H) = 9.54[Hz, Ar-H), 9.00
(s, Ar-H), 8.99 (d, 3J(H,H) = 10.29 HZ, Ar-H), 8.89 (d, 3J(H,H) = 9.54 HZ, Ar-H), 8.61
(d, 3J(HH) = 9.79[HZ, Ar-H), 8.32 (s, Ar-H), 6.26 (ddt, 3J(H,H) = 17.32 HZ3J(H,H) =
10.54 HZ, 3J(H,H) = 5.27 HZ, CH), 5.65 (dd, 3J(H,H) = 17.32 HZ 3J(H,H) = 1.25 HZ
CH), 5.51 (dd,3J(H,H) = 10.54 HZ, 3J(H,H) = 1.25[HZ, CH), 5.06 (dt, 3J(H,H) = 5.27HZ
3J(HH) = 1.25 [HZ CH), 4.46 (q, 3J(HH) = 7.78 HZ, CH,-CF3), 4.45 (q, 3J(HH) =
7.78 Hz, CH,-CF3).

13CINMRI (100.61 [MHZ, [CDCI3), 25FC): § (ppm) = 153.4, 134.2, 132.6, 131.5, 129.8, 128.7,
127.9, 126.7, 125.8, 125.7, 125.4, 125.2, 124.5, 123.0, 122.5, 121.6 (q, }J(C,F) = 274.3[HZ
2x C, 2x CF3), 120.3, 120.2, 119.5, 112.0, 70.5, 65.1 (q, 2J(C,F) = 38.9[Hz, 3x CH,-CF3).

V9FINMRI (376.5 [MHZ, [CDCT3}, 25 PC): § (ppm) = -73.60, -73.61.

6.2.3. Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-1-hydroxypyren-3,8-disulfonat (15)

/\/O S\\/ HO S\\/
O o Pd/C (10%) O O
(1 po—— (1

Aceton, RF

FsC” 0™y FSC/\O/S\\O

96%
12 15

Schema 19: Darstellung des asymmetrischen Pyrenolderivats 15.

87.1 mg (0.13 mmol) 12 wurden in 40 [ml Aceton gelést. Zu der gelben Lésung wurden
385.9 mg (6.12 mmol) Ammoniumformiat und 132 mg (10 Palladium auf Kohle
hinzugegeben und bis zum Riickfluss erhitzt. Die schwarze Suspension wurde noch 1 [l bis

zum Riickfluss erhitzt, nachdem eine Fluoreszenzinderung von blau zu griingelb stattfand.
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6.2. Synthese Fluorophor 21

Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur erfolgte eine Filtration {iber Celite und das Filtrat
wurde bis zum Feststoff eingeengt. Der Riickstand wurde in [EEl aufgenommen und je dreimal
mit 1 [M| HCI, Wasser und [ges] NaCl-Lésung extrahiert. Die organische Phase wurde iber
NaxSO4 getrocknet und 15 (68.6 mg, 0.13 mmol, 96 % d. Th.) unter vermindertem Druck
als gelbes Pulver eingedampft.

Charakterisierung 15:

'HINMRI (400.13 [MHZ, Aceton-dg, 25 FPQ): § (ppm) = 9.00 (d, 3J(H,H) = 9.54 HZ, Ar-H),
8.92 (d, 3J(H,H) = 9.54 [HZ, Ar-H), 8.87 (d, 3J(H,H) = 9.54 [HZ, Ar-H), 8.80 (d, 3J(H,H)
= 8.28 HZ, Ar-H), 8.57 (d, 3J(H,H) = 8.28 [HZ, Ar-H), 8.46 (s, Ar-H), 8.40 (d, 3J(H,H)
= 9.54 [HZ Ar-H), 4.80 (q, 3J(H,H) = 8.2 [HZ CH,-CFs3), 4.78 (q, 3J(HH) = 8.2 HZ
CH,-CF3).

13CINMRI (100.61 [MHZ, Aceton-ds, 25 PC)): § (ppm) = 153.9, 136.7, 130.5, 130.5, 128.2,
128.0, 127.3, 126.8, 126.6, 125.7, 125.3, 124.89, 124.85, 123.54, 122.46, 122.14, 122.09,
116.6, 66.2 (q, 2J(C,F) = 16.9[HZ, 3x CH»-CF3).

FINMRI (376.5 [MHZ, Aceton-dg, 25 FC): & (ppm) = -74.52, -74.53.

MS ([ESI): m/z berechnet fiir CooH11Fs07S27: 540.99 [M-H]", gefunden: 540.9.

6.2.4. Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-6-(chlorosulfonyl)-1-hydroxypyren-3,8-disulfonat
(18)

0] O
HO \\S/O\/CFg HO \\S/O\/CFs
L® I®
(1) e (1
60°C
0, 0, by
.S .S S

FsC” 0%, FC” 07, g Cl

15 18

Schema 20: Darstellung des S3urechlorids 18.

20 mg (36.8 umol) 15 wurden bei -10 FC in 3 [mll (5.25 g, 45.1 mmol) Chlorsulfonsiure
gelost. Nach 3 [l Riihren bei 60 P, wurde die schwarze Reaktionsmischung langsam auf
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6.3. Synthese Fluorophor 25

Eis gegeben. Die wissrige Losung wurde dreimal mit [EEl extrahiert. Die organischen Pha-
sen wurden vereinigt, mit NaCl-Losung extrahiert und liber NapSO4 getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde unter Druckverminderung entfernt und 18 wurde erhalten. 18 wurde

ohne zusatzliche Aufreinigung oder Charakterisierung weiter verwendet.

6.2.5. Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-hydroxy-8-( N-(3-(triethoxysilyl)propyl)sulfa-
moyl)pyren-1,6-disulfonat (21)

S P S. .
FsC” 0™y g cl FsC” 0™y g H/\/\Sl(OEt)g

18 21

Schema 21: Darstellung der immobilisierbaren Photosdure mit Silan-Ankergruppe 21.

2.24 mg (3.49 umol) 18 wurden in 995 ul[DMF] gelost. AnschlieBend wurden sowohl 0.25 ul
Triethylamin (181 ug, 1.75 umol) als auch 2.50 ul [APTESI hinzugegeben und fiir 5 [minl bei

Raumtemperatur geschiittelt.

6.3. Synthese Fluorophor 25

HO S\\/ 0 S\\/
0 CHsl 0
() (0]
Aceton

FsC” 07y FsC” 0™y

54%
15 25

Schema 22: Darstellung des methylierten Derivats 25 ausgehend von 15.
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6.4. Synthese Nanopartikel

96.1 mg (0.177 mmol) 15 wurden in 5 [ml Aceton geldst. AnschlieBend wurde 3.54 mg
(0.0885 mmol) klein gemdrsertes NaOH und 110 ul (0.251 g, 1.77 mmol) CH3l hinzugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 7 [d auf Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der erhaltene Riickstand wurde in gelost
und je dreimal mit 1 HCI, Wasser und NaCl-Losung extrahiert. Nach Trocknung
iber NapSQy4, sowie Einengung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer, erfolgte eine
sdulenchromatische Reinigung (Kieselgel, PE//DCM| = 3:7) um 25 (52.9 mg, 0.095 mmol,
54 % d. Th.) als gelber Feststoff zu erhalten.

Charakterisierung 25:

IHINMRI (400.13 [MHZ, [CDCI3] 25 PQ): & (ppm) = 9.04 (d, 3J(H,H) = 9.79 HZ, Ar-H),
8.95 (d, 3J(H,H) = 9.29 [HZ, Ar-H), 8.88 (d, 3J(H,H) = 9.79 [HZ, Ar-H), 8.83 (d, 3J(H,H)
= 8.03 HZ, Ar-H), 8.60 (d, 3J(H,H) = 8.28 HZ, Ar-H), 8.45 (s, Ar-H), 8.40 (d, 3J(H,H)
= 9.54 [HZ, Ar-H), 4.80 (q, 3J(H,H) = 8.28 Hz, CH,-CF3), 4.78 (q, 3J(H,H) = 8.28 HZ
CH2—CF3), 4.41 (S, CH3—O).

13CINMRI (100.61 [MHZ, [CDCl3} 25 PQ): & (ppm) = 155.3, 130.5, 130.4, 130.2, 128.8,
128.6, 127.2, 126.9, 126.4, 126.3, 125.4, 124.9, 124.7, 123.3, 122.0, 112.1, 66.3 (q, 2J(C,F)
= 37.4[HZ, 3x CH»-CF3), 66.1 (q, 2J(C,F) = 37.4[HZ, 3x CH»-CF3), 57.6 (CH3-0).

YFINMR (376.5 [MHZ, [CDCl3} 25 PC): & (ppm) = -74.54.

6.4. Synthese Nanopartikel
6.4.1. Synthese Kern-Nanopartikel

In 69 [ml MilliQ-Wasser wurden 91 mg (0.52 mmol) L-Arginin gel6st. AnschlieBend wurde
4.5 [ml Cyclohexan hinzugegeben und auf 40 PQ erhitzt. Zu der Emulsion wurden 5.5 [ml
(24.63 mmol) zugefiigt und das zwei-phasige Gemisch wurde bei 150 [pm geriihrt.
Fiir die markierten Kern-Partikel wurden nach 30 [min 500 ul 21 in [DME (3.49 mmol pro
() in die wéssrige Phase injiziert. Fiir die farbstofffreien Nanopartikel entfiel dieser Schritt.
Die Reaktionsmischung wurde bei 40 P{ fiir 20 [l riihren gelassen. Die Reinigung erfolg-
te Giber Dialyse (4 [l MWCOE 10 kDa) gegen 4 [l MilliQ-Wasser, welches nach 30 [min],
90 [minl und 180 [min| ausgewechselt wurde. Nach Dialyse wurden die Partikel mit einem
0.2 ul Celluloseacetat-Sterilfilter filtriert.
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6.4.2. Synthese Kern-Schale-Nanopartikel

Fiir eine unmarkierte Schale wurden 14 mg (0.08 mmol) L-Arginin in 36 [ml MilliQ-Wasser
gelost und sowohl 10 der Kern-Partikel-Losung als auch 5 Cyclohexan hinzugefiigt.
Nach erhitzen des zwei-phasigen-Systems auf 40 PC] wurden 3.25 [ml [TEOS] hinzugegeben.
Die Emulsion wurde 20[hl bei 150 rppm geriihrt und die Reinigung erfolgte gemiR der Reinigung
der Kern-Partikel. Fiir eine markierte Schale wurde 30 [min] nach Zugabe von 500 ul
21 in (3.49 mmol pro ul) in die wassrige Phase injiziert. Die nachfolgenden Schritte

erfolgten dquivalent zu der beschriebenen Synthese von Kern-Partikel.

6.5. Durchfiihrung Zellexperimente

Die menschlichen alveoldren Epithelzellen Typ Il der Zelllinie A549 (ACC 107) wurden von
der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) erhalten. Die Kul-
tivierung der Zellen erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), das mit 10 %
(v/v) fotalem Rinderserum versetzt war. Die Zellen wurden in einem Inkubator unter einer
angefeuchteten Atmosphire mit 9 % CO» bei 37 PC gelagert und mit Corning® CellStripper
zur Zellpassage abgelost. Fiir die Zellexperimente wurden A549-Zellen in einer Dichte von
10° Zellen pro [ml mit einem Endvolumen von 500 !l pro Vertiefung in einer vier-Kammern-
Zellkulturschale mit Glasboden (CELLview™) ausgesit und fiir 24 [l bei 37 PClund 9 % CO»
inkubiert. Vor Zugabe der Partikel-Suspension, wurde CS-NP1 vollstandig in Zellkulturmedi-
um suspendiert. Nach Entfernen des Nihrmediums wurde CS-NP1 mit einer Konzentration
von 100 ug SiO; prolml zu den Zellen gegeben und fiir 6 hllbzw. 24 hl inkubiert. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Zellen, denen nach Entfernung des Mediums neues Zellkulturmedium
ohne Nanopartikel hinzugefiigt wurde.

Nach Inkubation erfolgte die Lokalisierung von CS-NP1 durch Live Cell Imaging. Hierzu er-
folgte die Einfarbung von A549 Zellen entweder mit fluoreszierendem Weizenkeim-Agglutinin-
Konjugat mit Tetramethylrhodamin (WGA-TRITQ) fiir 10 bei 37 CCl oder mit einem
Lysotracker (LysoTracker™Red DND-99, fir 3 [0 bei 37 PCl Die Analyse der Zell-
markierung und der resultierenden Lokalisierung von CS-NP1 wurden bei 37 FClund 9 % CO»
an einem konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM 880, Carl Zeiss) mit einem Plan-Apochromat
63x/1.4 Olimmersionsobjektiv durchgefiihrt. Zur Anregung von und
wurde eine Wellenldnge von 543 mm verwendet. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit
einem PMT-Detektor im Wellenlangenbereich zwischen 565 mm und 590 mm und wurde im
Anschluss rot eingefarbt. Die Anregung der protonierten Spezies von 21 in CS-NP1 erfolgte
bei 405 mm und die Detektion der Fluoreszenz zwischen 510 mm und 550 mmi Die depro-
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tonierte Spezies wurde mit einer Wellenldnge von 488 mmi angeregt und die resultierende
Fluoreszenz wurde ebenfalls zwischen 510 mm und 550 mm detektiert. Die Fluoreszenz von

ROH wurde nachtriglich blau eingefarbt, die von RO~ griin. Als Bildbearbeitungssoftware
wurde ImageJ verwendet.
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A. Anhang

A. Anhang

A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

A.1.1. Synthese von Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-methoxy-8-N-(3-triethoxysilyl)-
propyl)sulfamoyl)pyren-1,6-disulfonat (27)

25 26 27

Schema 23: Darstellung des methylierten Derivats 27 gemalR der Synthese von 21.

Fiir eine vollstindige Analyse des solvatochromen Verhaltens von 21, wird als Referenz das
methylierte Derivat 27 bendtigt. Dafiir sollte die methylierte Variante von 15 synthetisiert
werden und gemiR der Synthese von 21 Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-methoxypyren-1,6-disul-

fonat (25) dargestellt werden (Schema [23)).

Synthese von 25

54%
15 25

Schema 24: Darstellung des methylierten Derivats 25 ausgehend von 15.

Im ersten Schritt erfolgte die Methylierung von 15 zu Bis(2,2,2-trifluoroethyl)-3-methoxypy-

ren-1,6-disulfonat (25) (Schema 24). Diese erfolgte zunichst in Aceton durch Methyliodid
unter Zusatz von NaOH. 8l Eine vollstindige Umsetzung von 15 wurde allerdings erst nach
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zwei Wochen beobachtet. Bei der Reaktion entstanden jedoch weitere Nebenprodukte. Es
wurde eine Ausbeute von 12 % erzielt. Die entstandenen Nebenprodukte wurden aufgrund
der geringen Menge nicht weiter charakterisiert. Eine mdgliche Nebenreaktion stellte die Ver-
seifung der Sulfonsdureester dar. Daher wurde anschlieBend eine Optimierung der Reaktion
durchgefiihrt. Zum einen wurden die Aquivalente an Methyliodid erhht und die Zugabe von
NaOH verringert. Zum anderen wurde zur Unterstiitzung der Methylierung anstatt NaOH
sowohl ZnO als auch DMAP| verwendet. Zusatzlich wurde zur Erleichterung der [SylReaktion
die Reaktion in anstelle von Aceton durchgefiihrt. Durch die Verinderungen an Aqui-
valenten von CH3l und NaOH wurde sowohl die Reaktionszeit auf 7 [d| verkiirzt als auch die
Ausbeute auf 54 % gesteigert. Nach Substitution von NaOH durch ZnO und [DMAP] wurde
ein marginaler Umsatz beobachtet, der trotz mehrmaliger Zugabe von CHsl nicht gesteigert

werden konnte.

Charakterisierung
25 wurde mittels Rontgenstrukturanalyse, NMR-und Fluoreszenzspektroskopie untersucht.

Die erhaltene Kristallstruktur via Rontgenstrukturanalyse entsprach dem erwarteten Produkt

(Abbildung 72/ und im Anhang Tabelle [31134)).

Abbildung 72: Kristallstruktur von 25.

Im 'H-NMR-Spektrum von 25 wurden alle zu erwartenden Signale beobachtet (Abbildung
und im Anhang Abbildung [94)). Im aromatischen Bereich zwischen 8.45 ppmj und 9.05 ppm
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befanden sich insgesamt sechs Dubletts und zwei Singuletts, wobei mittels HMBCl Spektrum
gemall vorheriger Verbindungen das Singulett mit der kleinsten chemischen Verschiebung
von 8.45 ppm] dem Wasserstoff-Atom in direkter Nachbarschaft zur Hydroxygruppe zuge-
ordnet werden konnte. Im Alkyl-Bereich befanden sich zwei Quartetts bei 4.82 ppm] und
4.86 und ein Singulett bei 4.41 ppm] Die beiden Quartetts konnten den Wasserstoffa-
tomen in Nachbarschaft zu den Trifluormethylgruppen zugeordnet werden und das Singulett
der Methoxygruppe. Die Signale im 13C-NMR-Spektrum sprechen ebenfalls fiir die angenom-
mene Verbindung (Anhang Abbildung und . Im 19F-NMR-Spektrum wurde lediglich
ein Signal detektiert, anstatt wie zuvor zwei fiir die jeweiligen Trifluormethylgruppen (An-
hang Abbildung . Da allerdings im 'H-NMR-Spektrum zwei Quartetts im Alkylbereich
detektiert wurden und die Kristallstruktur zwei Trifluormethylgruppen aufweist, wurde davon

ausgegangen, dass sich die beiden erwarteten Signale im °F-NMR-Spektrum iiberlagern.
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Abbildung 73: H-NMR-Spektrum von 25 in [CDCl3]

Die Anregungs- und Emissionsspektren von 25 wurden in aufgenommen (Abbil-
dung und Tabelle 26). Sowohl im Anregungsspektrum als auch im Emissionsspektrum
wurde trotz Zugabe von Base bzw ] Saure ausschlieRlich ein Maximum detektiert. Das fehlen
von [ESPT] spricht fiir die Umsetzung der Alkoholfunktion. Die Unabhangigkeit vom pH-Wert
wurde bereits nach Umsetzung der Hydroxygruppe zum Allylether (Verbindung 12) beob-
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achtet. Im Vergleich zu 12 sind die Maxima von 25 zu kiirzeren Wellenldngen verschoben
(siehe Abbildung [25 und Tabelle [4]). Bereits im Vergleich zwischen 8 und 15 war eine leichte
hypsochrome Verschiebung durch die Substitution des Brom-Atoms mit einem Wasserstoff-
Atom zu beobachten. Diese war jedoch nicht so ausgepragt wie der Unterschied der Maxima
von 12 und 25. Daher wird vermutlich auch diese Derivatisierung einen zusatzlichen Einfluss
auf die Lage der Maxima und der resultierenden Stokes-Verschiebung ausiiben (Tabelle 4] und

%).

1.0

Anregungsspektrumin 4
DMSO (I ,,=460nm)
Emissionsspektrum in
0.8+ DMSO (I ,=350nm)

0.6

0.4 1
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Abbildung 74: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 25 in DMSQO!

Tabelle 26: Spektroskopische Kenngrélen von 25

| Spektroskopische GréRe | Wert [Einheit] (Medium) |

IIFDZ‘ EXC] 4 15 m (I'DM‘SQD
— 436 mm (DMS0)

Synthese von 26

25 26

Schema 25: Darstellung des methylierten Saurechlorid 26 ausgehend von 25.
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Nach erfolgreicher Herstellung des Methoxyderivats 25 sollte die Darstellung des Sulfon-
saurechlorids 26 gemall der Synthese von 18 erfolgen. Als Kontrollexperiment wurde 26
mit Dimethylamin umgesetzt. Nach Reaktion mit Dimethylamin wurde jedoch nicht das ge-
wiinschte Produkt erhalten. Das erhaltene 'HINMR}Spektrum des Produkts deutet auf die
Substitution eines zweiten Wasserstoffatoms am Pyrengeriist. Daher wurden als nichstes
die Reaktionsbedingungen verdndert. Jedoch fiihrte weder die Herabsetzung der Reaktion-
stemperatur bis auf 30 PC] noch die Durchfiihrung der Sulfonierung mit einem Gemisch aus
Chlorsulfonsaure und Thionylchlorid zum gewiinschten Produkt. Aus diesem Grund konnte im
Rahmen dieser Arbeit die gewiinschte Referenzverbindung 27 nicht erhalten werden. Daher

wurde sich in dieser Arbeit auf die Analyse nach Kamlet und Taft beschrankt.

A.1.2. Synthese von Bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-yl)-3-hydroxy-8-N-(3-
triethoxysilyl) propyl)sulfamoyl) pyren-1,6-disulfonat (22)

Synthese von 9 und 10

1)) CISOsH HO S\b h HO S\\O
SOCl, CF3 CF3
e — (1] + (1)

2.) HFIP

CHxClo, NEt3 O O CF3 CFSO O
DMAP, DCC 4 X
Br O,/s\o)\CFS £ 0 Y Br
23% 27%
3/4 9 10

Schema 26: Darstellung der asymmetrischen Photosduren 9 und 10.

Ausgehend vom Isomerengemisch 3/4 konnten die beiden Regioisomere 9 und 10 mit Hilfe
von 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol (HEIP]) gemaR der optimierten Synthese zur Herstellung
von Sulfons3ureester erzielt werden (Schema [26). In diesem Fall konnten beide Regioisomere
vollstandig voneinander getrennt werden. Jedoch wurden geringere Ausbeuten im Vergleich
zur Synthese mit Trifluorethanol erreicht. Nach Aufreinigung wurde das gewiinschte Regioiso-
mer 10 mit einer Ausbeute von 27 % und das zweite Isomer 9 mit einer Ausbeute von 23 %
erhalten. Die geringeren Ausbeuten lassen sich dadurch erklaren, dass die Nukleophilie von
Hexafluorisopropanol im Vergleich zu Trifluorethanol geringer ist, wodurch die ablaufende

Sn2-Reaktion verlangsamt wird.

173



A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

Charakterisierung

Die Zuordnung der Isomere erfolgte gemall dem Retentionsverhalten von 7 und 8. Wie zu-
vor, erfolgte auch an dieser Stelle ausschliellich die Betrachtung des gewiinschten Isomers
10. Die Analyse der 'H-NMR-Daten sprach dafiir, dass es sich um das gewiinschte Produkt
handelte. Im Aromatenbereich befanden sich nach Integration wie erwartet sechs Wasserstof-
fatome (Abbildung [75/ und im Anhang Abbildung [99)). Das Spektrum wies im Vergleich
zur 3hnlichen Verbindung 8 die Besonderheit auf, dass in diesem Fall sowohl zwei Dubletts
als auch ein Singulett die gleiche chemische Verschiebung erfuhren. Durch Betrachtung von
HMBCHUNMRI-Spektren wurde vermutet, dass es sich bei den Dubletts um die Wasserstoffato-
me zwischen Alkoholfunktion und Sulfons3ureester handelte. Das darunterliegende Singulett
wurde dem Wasserstoffatom zwischen dem selbigen Sulfonsiureester und dem Bromatom zu-
geordnet. Das andere Singulett und die beiden Dubletts waren im Vergleich zu 8 um jeweils
0.05 ppm tieffeldverschoben. Im Alkylbereich wurden zwei iibereinanderliegende Septetts be-
obachtet, welche aus der Kopplung der beiden Trifluormethylgruppen mit der CH-Gruppe
verursacht wurden. Aufgrund der geringen Loslichkeit des Produkts im [NMR-Losungsmittel,
konnten im 3CINMR}FSpektrum bis auf die CH-Gruppe alle Signale detektiert werden (An-
hangAbbiIdung und . Im 19FINMRI-Spektrum waren wie erwartet zwei Singuletts

vorhanden (Anhang [A.2] Abbildung [103)).
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Abbildung 75: 'H-NMR-Spektrum von 10 in [Aceton-dg|
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GemaR 8 konnte mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie [ESPT] beobachtet werden (Abbil-
dung [76]). Im Vergleich zu 8 (Abbildung lag nach Saurezugabe ein ausgepragteres In-
tensitatsverhaltnis der Emissionen der Sauren- und Basenform vor, was auf einen hoheren
pKS*—Wert hindeutet. Die Steigerung des sz* nach Umsetzung mit 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-
isopropanol (HEIP)) anstatt 2,2,2-Trifluorethanol (TEE]) wurde bereits bei den analogen sym-
metrischen Photosauren festgestellt. ¥ Zwar sind die genauen Hammett-Koeffizienten nicht
bekannt, aber es ist davon auszugehen, dass 6(SO2OCH,CF3) groRer als 6(SO,OCH(CF3)?)
ist. Durch den stadrkeren elektronenziehenden Substituenten von 10 in Relation zu 8 lasst

sich weiterhin die im Vergleich vorliegende bathochrome Verschiebung erklaren.
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Abbildung 76: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 10 in [DMSO|

Tabelle 27: Spektroskopische Kenngrélen von 10

| Spektroskopische GroRe | Wert [Einheit] (Medium) (Spezies) |

A max,exc 428 mm (DMSQJ) (ROH)
558 mm (DMSQJ) (RO")
Amax,em 476 mm (DM:SQ]) (ROH)

576 mm (DMSQ) (RO")
ApK, 114
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Synthese von 13

o} o}
N ,O CF3 A\ ,O
HO S\b Y s o S\b Y
CF3 AllyIBr CFs
9@ (1
O TBAI
CF30 Aceton CF30
J s Br J s Br
o}

33%
10 13

Schema 27: Darstellung des geschiitzten Pyrenolderivats 13.

Die Darstellung von Bis(1,1,1,3,3,3-hexafluorproan-2-yl)-3-(allyloxy)-8-brompyren-1,6-disul-
fonat (13) erfolgte gemaR der Synthese von 12. Jedoch erfolgte in diesem Fall keine vollstan-
dige Umsetzung. Trotz Erhohung der Aquivalenten an Allylbromid konnte nach siulenchro-
matographischer Reinigung lediglich eine Ausbeute von 33 % erhalten werden. Eine mégliche
Erklarung kdnnte die geringere Nukleophilie von 10 im Vergleich zu 8 sein. Im Vergleich zu
8 besitzt 10 Substituenten, welche sterisch anspruchsvoller und elektronenziehender sind.
Durch den resultierenden Elektronenunterschuss wird die Nukleophilie herabgesetzt und die

ablaufende Sy2-Reaktion gehemmt.

Charakterisierung

Die Untersuchung von 13 erfolgte mittels und Fluoreszenzspektroskopie. Die Un-
tersuchung von 13 mittels [NMRI-Spektroskopie wurde durch die schlechte Léslichkeit und
Ausféllung wahrend der Messung erschwert. Daher konnten keine zugehdrigen Signale im
B3CINMR}FSpektrum detektiert werden. Zusatzlich besaBen die im 'HINMRFSpektrum zu-
gehorigen Signale eine sehr geringe Intensitat (Abbildung und im Anhang Abbil-
dung [104). Abgesehen davon wurden im 'HINMRISpektrum und im °FINMRI-Spektrum
(Anhang [A.2] Abbildung [106]) alle zu erwarteten Signale beobachtet.
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Abbildung 77: 'H-NMR-Spektrum von 13 in [CDCl3]

Analog zu 12 wurde nach Einfiihrung einer Allyl-Schutzgruppe weder eine pH-Abhangigkeit
noch [ESPT] detektiert (Abbildung[78| und Tabelle [28).

T T T T T T T
1.0 —— Anregungsspektrum in
- DMSO (I ,,= 580nm)
g Emissionsspektrum in
o 0.81 DMSO (I 4= 350nm)
c
[J]
c
° 0.64
-
o
Q
g 0.4
e
o
c
0.24
0.0

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Wellenléange | [nm]

Abbildung 78: Normierte Anregungs- und Emissionsspektren von 13 in DMSQO!
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A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

Tabelle 28: Spektroskopische Kenngrdlen von 13

| Spektroskopische GréRe | Wert [Einheit] (Medium) |

Amax,exc 419 mm (DMSE)
A max.em 446 mm (DMSQ))
Synthese von 16
A\ _O._ _CFq O _o_ _CFs

O\
A0 ST HO ST
O O CFs  Pd/C (10%) O O CFs

(0 (O
—_—
Aceton, RF

13 16

Schema 28: Darstellung des geschiitzten Pyrenolderivats 16.

Bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-yl)-3-hydroxypyren-1,6-disulfonat (16) sollte analog zu

15 mittels Hydrierung [bzw.] Hydrogenolyse synthetisiert werden. Hierzu wurde ebenfalls Palla-

dium auf Kohle als Katalysator und Ammoniumformiat als Hydridquelle verwendet. Es wurde

auch ein zunichst vermeintliches Produkt erhalten, welches nach Reinigung blau fluoreszier-
te. Jedoch wurden im °FINMR}Spektrum keine Signale detektiert. Dies spricht dafiir, dass
im untersuchten Molekiil keine Trifluormethylgruppen mehr vorhanden sind und nicht das

gewlinschte Produkt 16 vorliegt.

A.1.3. Synthese der Pyrenderivate 29 und 30

o)
~..OR F3C._CF3
1.) CISO3H, SOCI,, CH,Cl, O 0 i0 o
(L) |on: °
2) HOXOC(CF;;);; N = o
(F3C)sCO OC(CFs)s O '/xr Fo—
RO O F4C CF3

DMAP, DIPC, Sc(OTf)3
CHoCly, -8 °C > RT

3/4 29/30

Schema 29: Darstellung der asymmetrischen Pyrenolderivate 29 und 30.
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A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

Zusitzlich zu den zuvor dargestellten Pyrenderivaten wurde die Einfiihrung eines Sulfonsiu-
reesters mit mehr Fluoratomen versucht (Schema [29)). Der dazu verwendete Alkohol 28 ist
bereits fiir seine Verwendung im °FIMRT] bekannt. B4 Nach Umsetzung von 3 [bzw] 4 mit
28 ware es moglich zwei bildgebender Verfahren zu kombinieren, die Fluoreszenzspektro-
skopie und die Magnetresonanztomographie.®*2 Fiir die Darstellung von 29 und 30 wurde
der Alkohol 28 gemiR Literatur synthetisiert. 341343l Dje Umsetzung von 3 und 4 mit 28
erfolgte unter Zusatz von Scandium(ll)-triflat als Katalysator.[®#1l Die anschlieRende Cha-
rakterisierung mittels NMRI-Spektroskopie sprach jedoch nicht fiir die Produkte 29 und 30
sondern fiir die Riickgewinnung der Edukte 3 und 4. Um einen Fehler bei der Darstellung des
Sulfonsdurechlorids auszuschlielen, wurde das Experiment wiederholt und als Kontrolle einen
Teil des Zwischenprodukts mit Dimethylamin umgesetzt. Trotz erfolgreicher Umsetzung mit

Dimethylamin wurde das gleiche Resultat wie zuvor erhalten.

A.1.4. Einfiihrung von Thiocyanaten ans Pyrengeriist

Durch die Einfiihrung von Sulfonsaureestern anstellte von Sulfonsdureamiden, wurde so-
wohl eine Erhéhung der Aziditdt als auch eine leichte Rotverschiebung erzielt. Um diesen
Effekt noch zu erhdhen, sollen als Substituenten Thiocyanate eingefiihrt werden. Diese be-
sitzen im Vergleich zu Sulfonsdureestern hohere Hammett-Koeffizienten (o,(SO20Et)=0.67
< 0g(S02CN)=1.21).3% Zur Vereinfachung des Systems, sollen zunichst symmetrische
Pyrenolderivate dargestellt werden. Im Anschluss soll dann der ermittelte Syntheseweg auf
asymmetrische Photosduren angewendet werden. Als Ausgangssubstanz wurde zunéchst Py-

renol (2) verwendet.

HO O HO O SCN
() e (10
— o .
O AICl3 O
NCS SCN

2 31

Schema 30: 1. Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten an Pyrenol (31).

Nach Umsetzung mit 2 wurde trotz erneuter Zugabe der Thiocyanierungsmittel nicht das ge-
wiinschte Produkt erhalten. Nach Reaktion konnte jedoch 2 nicht zuriick gewonnen werden.

Ein Grund dafiir kdnnte die Instabilitdt von Pyrenol gegeniiber Licht sein.
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A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

HO O HO O SCN
() wee (1)
—

MeOH, I, O
NCS SCN

2 31

Schema 31: 2. Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten an Pyrenol (31).

Ammoniumthiocyanat wurde in weiteren Versuchen als Thiocyanierungsmittel beibehalten,
jedoch in Gegenwart von molekularem lod in Methanol (Schema .[3451 Diese Synthese-
route verspricht erneut eine Umsetzung unter milden Reaktionsbedingungen mit Verzicht auf
stark oxidierenden Reagenzien [bzw] toxischen Metallthiocyanaten. Wahrend der Durchfiih-
rung wurde auf Grund der zuvor gewonnenen Erkenntnisse darauf geachtet, dass die Reaktion
vor Licht geschiitzt war. Es fand erneut keine Umsetzung statt, jedoch konnte Pyrenol zu-
riickgewonnen werden. Im nachsten Schritt wurde von Aminopyren (32) als Pyrenderivat
ausgegangen, da die dargestellte Thiocyanierung in der Literatur an Arylaminen mit Ausbeu-
ten zwischen 82 % und 87 % durchgefiihrt wurden. 343

HoN I H,N i SCN
() e (0
— T
O MeOH, I, O

NCS SCN

32 33

Schema 32: 1. Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten an Aminopyren.

Die erfolgte wie zuvor mit Pyrenol. Jedoch konnte auch in diesem Fall keine Reaktion
beobachtet werden und das Edukt wurde zuriickgewonnen (Schema [32)). Ausgehend von
Aminopyren wurden noch weitere Thiocyanierung mit Ammoniumthiocyanat durchgefiihrt
unter Zugabe verschiedener Katalysatoren (Schema [33). #6349 Nach Durchfiihrung wur-
de entweder Aminopyren wieder erhalten oder es konnte ein geringer Umsatz zu mehreren

Produkten beobachtet werden, welche nicht naher charakterisiert werden konnten.
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A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

HoN HoN SCN
O NH4SCN O
“ a) Oxon, MeOH
b) Al,O3, MeSO3H
O c) FeCls, DCM O
d) Natriumperborat, NCS

CH3COOH

SCN

32 33

Schema 33: Weitere Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten an Aminopyren mit
Ammoniumthiocyanat.

H>N HoN SCN
0w, O
NaSCN

——
|\ MeOH
P 0°C/RT
NCS

32 33

SCN

Schema 34: 2. Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten an Aminopyren mit [NTS

Anstatt Ammoniumthiocyanat wurde in situ hergestelltes N-Thiocyanatsuccinimid (NTS])
verwendet (Schema [34)). ist sehr elektrophil und wird =1 zur Thiocyanierung von
elektronenreichen Aromaten verwendet. B3935I Die Herstellung von erfolgte mit N-
Bromsuccinimid (NBS]) und Natriumthiocyanat in Methanol (abs.). Nach Bildung von
wurde Aminopyren zu der Reaktionsmischung einmal bei Raumtemperatur und ein zweites
Mal bei 0°C hinzugegeben. Nach Aufarbeitung wurde iiberwiegend Aminopyren wiederge-
wonnen. Allgemein scheint es so, als ob die elektrophile Substitution am Aromaten fiir die
Einfiihrung von Thiocyanaten an das Pyrenolgeriist nicht geeignet ist. Daher wurde im Fol-

genden versucht Thiocyanatgruppen ausgehend von Sulfonsdurechloriden einzufiihren.
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A.1. Synthese weiterer Pyrenderivate

34 31

Schema 35: Syntheseroute zur Einfiihrung von Thiocyanaten ausgehend von [HPTS!

Ausgehend von 8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonsdurechlorid (34) in Dichlormethan wurde ro-
tes Blutlaugensalz hinzugefiigt und sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 35 P( iiber
mehrere Tage geriihrt (Schema [35)). Mittels Diinnschichtchromatographie konnte trotzdem
keine Umsetzung beobachtet werden. Da auch diese Moglichkeit zur Einfiihrung von Thio-
cyanaten sich als unzureichend erwies, wurde an dieser Stelle die Synthese von neuartigen
Photosduren beendet und sich auf die bereits hergestellten asymmetrischen Pyrenolderivate
20 und 21 beschrankt.
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A.2. [NMR}Spektren

A.2.1. Verbindung 8
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Abbildung 79: H-NMR-Spektrum von 8 in [Aceton-dg|
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A.2.2. Verbindung 12
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A.2.3. Verbindung 15
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A.2.4. Verbindung 25
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A.2.5. Verbindung 10
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Abbildung 99: 'H-NMR-Spektrum von 10 in [Aceton-dg]
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A.2.6. Verbindung 13
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A.4. Kristallstruktur-Analyse

A.4.1. Kristallstruktur-Analyse von 8

Abbildung 110: Kristallstruktur von 8 (sh3785).
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Tabelle 29: Crystal data and structure refinement for sh3785

Identification code

sh3785

Empirical formula

C20 H11 Br F6 O7 S2 x C4 H8 02

Formula weight

709.42

Temperature 152(2) K
Wavelength 0.71073 A
Crystal system Triclinic
Space group P-1

Unit cell dimensions

a=53792(7) A  «a =108.397(6)°
b =10.8315(14) A B = 97.733(6)°
c = 13.1574(17) Ay = 98.586(6)°

Volume 705.67(16) A3

VA 1

Density (calculated) 1.669 Mg/m3

Absorption coefficient 1.694 mm™

F(000) 356

Crystal size 0.406 x 0.147 x 0.030 mm?3

0 range for data collection

1.663° to 27.543°

Index ranges

-6<=h<=6, -14<=k<=12, -16<=I<=17

Reflections collected

12193

Independent reflections

3213 [R(int) = 0.0305]

Completeness to 6 = 25.242°

99.6 %

Absorption correction

Semi-empirical from equivalents

Max. and min. transmission

0.7456 and 0.6698

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Data / restraints / parameters

3213 / 30 / 229

Goodness-of-fit on F2

1.055

Final R indices [I>2sigma(l)]

R1 = 0.0532, wR2 = 0.1476

R indices (all data)

R1 = 0.0699, wR2 = 0.1608

Extinction coefficient

n/a

Largest diff. peak and hole

1.040 and -0.637 e. A3
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A.4.2. Kristallstruktur-Analyse von 12

Abbildung 111: Kristallstruktur von 12 (sh3982).
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Tabelle 30: Crystal data and structure refinement for sh3982

|dentification code sh3982

Empirical formula C23 H15 Br F6 O7 S2
Formula weight 661.38

Temperature 142(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions

a=>541243) A« =87.330(4)°
b=13.1343(7) A B = 87.521(4)°
c = 17.3655(10) A y = 83.123(4)°

Volume 1223.38(12) A3

VA 2

Density (calculated) 1.795 Mg/m3

Absorption coefficient 1.941 mm™

F(000) 660

Crystal size 0.241 x 0.066 x 0.049 mm3

0 range for data collection

1.175° to 28.019°

Index ranges

-T<=h<=7, -17<=k<=17, -22<=I<=22

Reflections collected

22922

Independent reflections

5875 [R(int) = 0.0566]

Completeness to 6 = 25.242°

99.8 %

Absorption correction

Semi-empirical from equivalents

Max. and min. transmission

0.8621 and 0.7768

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Data / restraints / parameters

5875 / 8 / 362

Goodness-of-fit on F2

1.049

Final R indices [I>2sigma(l)]

R1 = 0.0488, wR2 = 0.1156

R indices (all data)

R1 = 0.0772, wR2 = 0.1279

Extinction coefficient

n/a

Largest diff. peak and hole

1.810 and -0.647 e. A3
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A.4.3. Kristallstruktur-Analyse von 25

Abbildung 112: Kristallstruktur von 25 (sh3925).
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Tabelle 31: Crystal data and structure refinement for sh3925

|dentification code sh3925

Empirical formula C42 H28 F12 O14 S4
Formula weight 1112.88

Temperature 153(2) K
Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions

a=54427(17) A« = 95.913(16)°
b=11.929(4) A B = 91.605(16)°
(5 A

c = 16.862(5 ¥y = 92.727(16)°
Volume 1087.2(6) A3
VA 1
Density (calculated) 1.700 Mg/m3
Absorption coefficient 0.340 mm!
F(000) 564
Crystal size 0.260 x 0.038 x 0.015 mm?3

0 range for data collection

1.215° to 26.813°

Index ranges

-A<=h<=6, -14<=k<=14, -21<=I<=21

Reflections collected

15597

Independent reflections

4489 [R(int) = 0.1101]

Completeness to 6 = 25.242°

99.4 %

Absorption correction

Semi-empirical from equivalents

Max. and min. transmission

0.7454 and 0.5859

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Data / restraints / parameters

4489 / 0 / 354

Goodness-of-fit on F2

0.968

Final R indices [I>2sigma(l)]

R1 = 0.0701, wR2 = 0.1389

R indices (all data)

R1 = 0.2037, wR2 = 0.1875

Extinction coefficient

n/a

Largest diff. peak and hole

0.339 and -0.410 e.A3
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Tabelle 32: Atomic coordinates (x 10*) and equivalent isotropic displacement parameters
(A%x 10%) for sh3925. U(eq) is defined as one third of the trace of the ortho-
gonalized UY tensor

X y z U(eq)
(1) 14331(3) 71883(1) 3307(1) 32(1)
S(2) 2732(3) 3182(1) 2098(1) 36(1)
0(2) 12461(6) 2492(2) 855(2) 27(1)
0(3) 15408(6) 2742(3) 783(2) 38(1)
0(3) 15859(7) 71166(3) 3862(2) 39(1)
0(5) 4563(6) 3744(3) 1517(2) 32(1)
0(6) 1699(7) 4069(3) 2606(2) 44(1)
0(7) 1158(7) 2450(3) 1567(2) 45(1)
o(1) 10313(8) “1340(3) 619(2) 48(1)
(1) 12376(9) 1131(4) 2723(3) 27(1)
c(2) 12222(11) 1517(4) 1923(3) 32(1)
C(3) 10583(11) “1044(4) 1413(3) 33(2)
C(4) 9064(10) “183(4) 1721(3) 30(1)
C(5) 7302(11) 202(4) 1223(3) 32(1)
C(6) 5881(10) 1124(4) 1525(3) 30(1)
c(7) 6068(9) 1554(4) 2345(3) 27(1)
C(8) 4662(9) 2462(4) 2695(3) 30(1)
c(9) 4878(11) 2807(5) 3503(4) 36(2)
C(10) 6451(10) 2322(4) 3996(4) 32(1)
C(11) 7946(10) 1474(4) 3685(3) 31(1)
C(12) 9728(10) 1008(4) 4181(3) 30(1)
C(13) 11184(11) 176(4) 3893(4) 34(2)
C(14) 10970(10) “256(4) 3065(3) 28(1)
C(15) 9280(9) 190(4) 2541(3) 27(1)
C(16) 7734(9) 1081(4) 2855(3) 26(1)
C(17) 11801(11) 2225(4) 274(3) 50(2)
C(18) 6258(10) 4629(4) 1880(3) 37(1)
C(19) 7189(12) 5263(5) 1246(4) 45(2)
C(20) 10786(10) 73347(4) 3455(3) 31(1)
C(21) 9815(11) “4018(5) 4087(3) 40(2)
F(1) 8265(8) 4637(3) 676(2) 74(1)
F(2) 5456(8) 5804(3) 896(2) 76(1)
F(3) 8892(7) 6058(3) 1551(2) 59(1)
F(4) 8703(6) 73388(3) 4659(2) 56(1)
F(5) 11605(6) -4534(3) 4443(2) 55(1)
F(6) 8152(6) 4811(2) 3776(2) 51(1)
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+2hka"

displacement factor exponent takes the form: -272[h? a*2U1! + ...

Tabelle 34: Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for sh3925. The anisotropic
b* U12]
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Abbildung 113: Anregungsspektren von 21 (a), C-NP2 (b) und CS-NP2 (c) in Wasser
nach Zugabe von Triethylamin (Aem= 570 nm).
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Abbildung 114: Anregungsspektren von 21 (a), C-NP2 (b) und CS-NP2 (c) in Wasser
nach Zugabe von Cu(GlyGly) (Aem= 570 nm).
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Abbildung 115: Anregungsspektren von 21 (a), C-NP2 (b) und CS-NP2 (c) in Wasser
nach Zugabe von Cryptocyanin (Aem= 570 nm).
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A.6.1. Vorexperimente

(a) 6 h: WGA-TRITC (b) 24 h: WGA-TRITC

) 6 h: LysoRed ) 6 h: WGA-TRITC (Blindprobe)

.

Abbildung 116: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 [l (a und c) und 24 [l
(b) Inkubatioszeit mit C-NP2 (100 g SiO2 pro [ml) und Kontrolle ohne
C-NP2 (d). Die Plasmamembran wurde mit WGA-TRITC gefirbt und die
Lysosome mit [LysoRed| Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau
eingefarbt (Aexc= 405 MM, Aem= 510-550 mm), die der deprotonierten
Form wurde griin eingefarbt (Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mm) und die
der Farbemittel rot (Aexc= 543 MM, Aem= 570-650 mm).
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(a) 6 h: WGA-TRITC (b) 24 h: WGA-TRITC

(c) 6 h: LysoRed (d) 6 h: WGA-TRITC (Blindprobe)

Abbildung 117: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 bl (a und c) und 24 [l
(b) Inkubatioszeit mit CS-NP1 (100 ug SiO2 pro [ml) und Kontrolle ohne
CS-NP1 (d). Die Plasmamembran wurde mit gefarbt und
die Lysosome mit [LysoRed] Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde
blau eingefarbt (A exc= 405 MM, Aem= 510-550 mm), die der deprotonierten
Form wurde griin eingefarbt (Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mm) und die
der Farbemittel rot (Aexc= 543 MM, Aem= 570-650 mm).
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A.6.2. Negativkontrollen

) 6 h: ROH ) 6 h: RO
) 6 h: WGA-TRITC ) 6 h: Uberlagerung

Abbildung 118: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 [ Inkubatioszeit
ohne Nanopartikel-Suspension und Farbung der Plasmamembran mit
WGA-TRITC| Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau einge-
farbt (Aexc= 405 mm, Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form
wurde griin eingefarbt (Aexc= 488 MMy, Aem= 510-550 mmi) und die des
Farbemittels rot (Aexc= 543 MM, Aem= 570-650 mm).
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) 24 h: ROH ) 24 h: RO
) 24 h: WGA-TRITC ) 24 h: Uberlagerung

Abbildung 119: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 24 [hl Inkubatioszeit
ohne Nanopartikel-Suspension und Farbung der Plasmamembran mit
WGA-TRITC| Die Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau einge-
farbt (Aexc= 405 mm, Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form
wurde griin eingefarbt (Aexc= 488 MM, Aem= 510-550 mm) und die des
Farbemittels rot (Aexc= 543 MM, Aem= 570-650 mm).
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) 6 h: ROH ) 6 h: RO
) 6 h: LysoRed ) 6 h: Uberlagerung

Abbildung 120: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 6 [l Inkubatioszeit oh-
ne Nanopartikel-Suspension und Farbung der Lysosome mit [LysoRed| Die
Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt (Aexc= 405 mm,
Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form wurde griin eingefarbt
(Aexc= 488 mm, Aem= 510-550 mm) und die des Farbemittels rot (Aexc=
543 mm, Aem= 570-650 mm).
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(a) 24 h: ROH (b) 24 h: RO

(c) 24 h: LysoRed (d) 24 h: Uberlagerung

Abbildung 121: Konfokale Fluoreszenzbilder von A549-Zellen nach 24 [ Inkubatioszeit oh-
ne Nanopartikel-Suspension und Farbung der Lysosome mit [LysoRed| Die
Fluoreszenz der protonierten Form wurde blau eingefarbt (Aexc= 405 mm,
Aem= 510-550 mmi), die der deprotonierten Form wurde griin eingefarbt
(Aexc= 488 mm, Aem= 510-550 mm) und die des Farbemittels rot (Aexc=
543 mm, Aem= 570-650 mm).
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