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Rylenfarbstoffe

Dieser Aufsatz fasst die jiingsten Fortschritte auf dem Gebiet der

Angewandte

Aus dem Inhalt

Rylenfarbstoffe und Rylen-Nanoemitter fiir den Einsatz in der Pho-

tonik zusammen und beschreibt den Einfluss des Farbstoffdesigns auf
die Leistungsmerkmale; im Zentrum stehen dabei die optischen Ei-
genschaften, die Selbstorganisation, die molekularen Wechselwirkun-

gen sowie die Wechselwirkungsspezifitit dieser Verbindungen. Die

Messung ihrer Absorptions-, Emissions- oder Anregungsspektren er-
moglicht die genaue Bestimmung der Position oder der dreidimen-
sionalen Orientierung ihrer Ubergangsdipolmomente. Wichtig ist
hierbei das Wechselspiel zwischen mafigeschneidertem (makro)mole-
kularem Design und Einzelmolekiil-spektroskopischen Untersu-
chungen. Die experimentelle Verfolgung von Einzelmolekiilen er-
moglicht die Aufklirung komplexer Prozesse, z. B. der Kinetik von

Energietransferprozessen oder der (Bio-)Katalyse, wodurch ein tiefe-

res Verstindnis der Entstehung und Herkunft von Unregelmdpfligkeiten
moglich wird. Derartige Untersuchungen sind fiir die Entwicklung
verbesserter Nanoemitter unerlisslich und erfordern eine enge Zu-
sammenarbeit von Spektroskopikern und Synthetikern.

1. Einleitung

Die Farbstoffchemie ist eine der éltesten und am meisten
erforschten Gebiete der industriellen organischen Chemie.
Traditionelle Anwendungen von Farbstoffen umfassen zu-
meist das Firben von Textilien oder Konsumgiitern.'* Eine
Vielzahl von Farbstoffen ist heutzutage kommerziell verfiig-
bar, und so stellt sich die Frage, ob die Synthese neuer
Farbstoffe noch immer ein lohnenswertes Ziel ist. In den
vergangenen Jahren entwickelte sich ein neuer, aufstrebender
Bereich der Farbstoffchemie: So genannte ,funktionale
Farbstoffe* werden fiir komplexe Anwendungen in der Pho-
tonik, z.B. fiir flissigkristalline Displays oder Laser, einge-
setzt. Ihr Design ist nicht primér auf die Justierung der Farbe
ausgerichtet — es wird vielmehr Wert auf die Feinregulierung
des Abstands zwischen den Energieniveaus, Selbstorganisa-
tion, Ladungstragerbeweglichkeiten, Photostabilitdt oder die
Ankniipfung von molekularen  Erkennungseinheiten
gelegt.”"! Gebriuchliche Farbstoffe wie die Fluorescein- oder
Rhodaminfarbstoffe, einige 4,4'-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indazen-Farbstoffe (Bodipy) sowie die meisten Cyaninfarb-
stoffe weisen wenig strukturierte, relativ enge Absorptions-
und Emissionsbanden auf. Durch geringe Stokes-Verschie-
bungen bei unterschiedlichen Losungsmittelpolaritdten, hohe
molare Absorptionskoeffizienten und moderate bis hohe
Fluoreszenzquantenausbeuten ergibt sich eine Vielzahl von
interessanten Anwendungsmoglichkeiten.®! Allerdings sind
die Fluoreszenzlebenszeiten und Photostabilitidten der meis-
ten organischen Farbstoffe, mit Ausnahme von z.B. den
Akridonfarbstoffen, immer noch gering. Daher ist keine ef-
fiziente zeitliche Auflosung der kurzlebigen Emissionsinter-
ferenz von gestreutem Anregungslicht moglich.® In diesem
Zusammenhang haben Rylenfarbstoffe in der Vergangenheit
viel Interesse gefunden. Sie sind nicht nur interessante Farb-
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stoffe, sondern zeichnen sich dariiber hinaus durch ausge-
zeichnete chemische, thermische, photochemische und pho-
tophysikalische Stabilitidten, verbunden mit hohen Extinkti-
onskoeffizienten, aus.*™¥! Rylenfarbstoffe basieren auf
Naphthalingruppen, die als kleinste gemeinsame Einheit iiber
die peri-Position miteinander verkniipft sind. Betrachtet man
ein solches Chromophorsystem als Polymer, konnen Rylen-
farbstoffe auch als Oligo(peri-naphthylene) bezeichnet
werden. Thre Nomenklatur wurde zuerst von Clar formuliert
und ist in Abbildung 1 erliutert."! Funktionalisierte Rylen-
farbstoffe wurden besonders auf ihre Eignung fiir an-
spruchsvolle materialwissenschaftliche und technische An-
wendungen untersucht. Diese umfassen unter anderem den
Einsatz in opto-!>¥ und photoelektronischen Bauteilen,!">!
thermographischen Prozessen,”*?”! Energietransferkaska-
den,® organischen Leuchtdioden®? und als Nah-Infrarot-
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Farbstoffe.”™ Als besonders geeignet erwiesen sie sich fiir
Einzelmolekiilstudien.

Dieser Aufsatz beschreibt die jiingsten Fortschritte beim
Design von Rylenfarbstoffen und Rylen-Nanoemittern. Er
zeigt auf, wie das Farbstoffdesign die Leistungsmerkmale
dieser Verbindungen durch Fokussierung auf ihre optischen
Eigenschaften, Selbstorganisation, molekularen Wechselwir-
kungen und Wechselwirkungsspezifitit beeinflussen kann. In
diesem Zusammenhang soll sich die Bezeichnung Nano-
emitter auf fluoreszierende Makromolekiile beziehen, deren
GroBen meist zwischen einem und 50 Nanometern liegen —
im Unterschied zu den typischen Chromophoren, mit Ab-
messungen unterhalb eines Nanometers. Die Messung der
Absorptions-, Emissions- oder Anregungsspektren dieser
Nanoobjekte ermoglicht die genaue Bestimmung der Position
oder der dreidimensionalen (3D-)Orientierung ihrer Uber-
gangsdipolmomente. Wichtig ist hierbei das Wechselspiel
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zwischen maf3geschneidertem molekularem oder makromo-
lekularem Design und den Volumen- oder Einzelmolekiil-
spektroskopischen Untersuchungen.'®3 Anders als die Be-
obachtung von Molekiilpopulationen ermoglicht die experi-
mentelle Verfolgung von Einzelmolekiilen die Aufkldrung
komplexer Prozesse, z.B. der Kinetik von Energietransfer-
prozessen oder der (Bio-)Katalyse, und fiithrt damit zu einem
tieferen Verstdndnis der Entstehung und Herkunft von Un-
regelméBigkeiten. Derartige Untersuchungen sind fiir die
Entwicklung verbesserter Nanoemitter unerlésslich und er-
fordern eine enge Kooperation von Spektroskopikern und
préparativ arbeitenden Organikern.

2. Spektrale Feinabstimmung funktionaler Rylen-

farbstoffe

Der Ubergang von unléslichen Rylenpigmenten zu 16sli-
chen Rylenfarbstoffen wird durch gezielte Funktionalisierung
des Rylengeriistes erreicht. Der signifikanteste Unterschied
zwischen Farbstoffen und Pigmenten ist ihre Loslichkeit.
Farbstoffe 16sen sich gewohnlich in organischen oder wissri-
gen Losungsmitteln, wogegen Pigmente weder in Wasser
noch in Ol oder anderen géngigen Losungsmitteln solubili-
siert werden konnen. Durch Erweiterung des aromatischen
Systems des Farbstoffkerns wird eine schrittweise batho-
chrome Verschiebung der Absorptions- und Emissionsmaxi-
ma erzielt, die jedoch in der Regel mit einer signifikanten
Verminderung der Loslichkeit und Verarbeitbarkeit hoherer
Rylenfarbstoffe einhergeht.”>!! Das ausgedehnte, mt-konju-
gierte System der Rylenfarbstoffe bietet allerdings vielseitige
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peri-Position
R / R T
N._.O 0

N Oy N. O

36
O‘OO‘QO

n-System-expandierte Rylene

Verlangerung entlang

10 [¢] der aquatorialen Achse
PMI N
R
350000+
300 0004
2500004

el 200 000+ R = 4-tert-Octylphenyl

L mol™" em™ 150 OOO: R' = Diisopropylphenyl
4 n=0,PDI
N n=1,TDI
100 000 =2, QD
] n=3, 5DI
500004 n=4,HDI
0 T T T
250 500 750 1000 1250 o) N 0
Alnm RI

Abbildung 1. a) Chemische Strukturen der unsubstituierten Perylenimidchromophore: Perylen-3,4-dicarboxi-
mid (PMI) und Perylenbis(dicarboximid) (PDI), Illustration der bay- und peri-Positionen. Durch Verlingerung
des aromatischen Geriistes werden Rylenfarbstoffe héherer Ordnung erzielt. b) Absorptionsspektren aller
Tetraphenoxy-substituierten Rylendiimide in CHCl;: Perylenbis(dicarboximid) (PDI), Terrylenbis(dicarboxi-
mid) (TDI), Quaterrylenbis(dicarboximid) (QDI), Pentarylenbis(dicarboximid) (5DI), Hexarylenbis (dicarboxi-
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oximid)®!  (Abbildung 1),
verwirklicht werden. Die
Verldangerung des aromati-
schen Systems entlang der
Molekiilachse vom Perylen-
(PDI, n=0) hin zum Terry-
len- (TDI, n=1)" und dem
Quaterrylenbis(dicarbox-

imid) (QDI, n=2)P"! fiihrt
im Allgemeinen zu einer ba-
thochromen  Verschiebung
von ca. 100 nm fiir jede zu-
sdtzliche Naphthalineinheit.
Somit wird fiir Quaterrylen
ein  Absorptionsmaximum
von 780 nm und ein nahezu
linearer Anstieg der Extink-
tionskoeffizienten hin zu
170000m'cm™  gefunden.
Weiterhin gelang die Her-
stellung von zwei hoheren
Rylenhomologen, den Pen-

tarylen- (n=3, Amax =
877nm) und Hexarylen-
bis(dicarboximiden) (n=4,

Amax =950 nm). Beide zeich-
nen sich durch eine intensive
Absorption im Nah-Infrarot-

mid) (HDI).

Moglichkeiten fiir weitere préparative Funktionalisierungen.
Unterschiedliche Arten von Substituenten konnen in die peri-
sowie in die bay-Region des Rylengeriistes eingefiihrt werden
(Abbildung 1).” Der Charakter der Substituenten sowie ihre
Position im Molekiil bestimmen letztlich die Loslichkeit
sowie die optischen Eigenschaften wie HOMO/LUMO-
Energien, Absorptionswellenldngen (4,,,,) und die rdumli-
chen Eigenschaften der Molekiilorbitale.'* Auf diese Weise
erdffnet die Funktionalisierung den Zugang zu einem grof3en
Portfolio an maf3geschneiderten funktionalen Rylenfarbstof-
fen. Diese konnen somit gezielt fiir die gewiinschte Anwen-
dung, beispielsweise Einzelmolekiil-spektroskopische Unter-
suchungen von Energie- und Elektrontransferprozessen,
Bauteilen, Biomarkern oder FRET-Biosensoren, entworfen
werden.™% Im vorliegenden Aufsatz werden die wichtigsten
Konzepte zur Herstellung funktionaler Rylenfarbstoffe vor-
gestellt. Ferner werden die Auswirkungen unterschiedlicher
Funktionalisierungsstrategien auf ausgewidhlte Molekiilei-
genschaften, wie optische Charakteristika, Photostabilititen,
intramolekularer Ladungstransfer oder Wechselwirkungen
mit Oberfldchen, hervorgehoben.

2.1. Rylenfarbstoffe hoherer Ordnung
In jiingster Vergangenheit konnte die Entwicklung einer
homologen Serie von Rylenfarbstoffen, beginnend mit dem

Perylenbis(dicarboximid) bis hin zum Hexarylenbis(dicarb-
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(NIR)-Bereich sowie relativ
schmale Absorptions- und
Emissionsbanden aus.?**!

Der Zugang zu verschiedenen Rylenhomologen ermog-
licht es nun, ihre Anwendung als Donor- und Akzeptorfarb-
stoffe fiir den Forster-Energietransfer (FRET) und den
Elektronentransfer (ET) zu untersuchen. Besonders die
Moglichkeit, ein bestimmtes Rylenhomologes (z.B. PDI,
TDI, QDI) jeweils selektiv anzuregen, ist fiir Multifarbstoff-
Markierungsexperimente und Energietransferstudien sehr
interessant und erschliefft neue Anwendungsgebiete.

Durch die Benzanellierung der bay-Region von Rylen-
bis(dicarboximiden) lassen sich neue Chromophore mit aus-
gedehnten m-Systemen entlang der dquatorialen Achse her-
stellen (Abbildung 1a).’>*% Im Vergleich zu den oben be-
schriebenen Rylenbis(dicarboximiden) zeichnen sich diese
durch eine signifikante hypsochrome Verschiebung der Ab-
sorptionsbanden, exzellente Photostabilititen und hohe
Fluoreszenzquantenausbeuten aus.”>*-*!

2.2. Phenoxylierung der Rylenfarbstoffe

Die Einfithrung von Substituenten wie Phenoxygruppen
in die bay-Region findet vielfiltige Anwendungen, da hier-
durch eine Kontrolle des Abstands zwischen den Energieni-
veaus sowie eine verbesserte Loslichkeit und Verarbeitbar-
keit erzielt werden konnen.*? Dementsprechend ist diese
Methode eine der am weitesten verbreiteten Synthesestrate-
gien fiir die gesamte Rylenfarbstoff-Familie (PMI, PDI, TDI),
um beispielsweise die Loslichkeit dieser Farbstoffe zu erho-
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hen und Aggregation aufgrund von m-Wechselwirkungen zu
unterdriicken.>*! So fiihrt die Substitution in der bay-
Region durch voluminése dendritische Phenoxysubstituenten
nicht nur zu einer verbesserten Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln, sondern auch zu einer Abschirmung, die das
aromatische Chromophorgeriist vor Sauerstoff oder anderen
Radikalen schiitzt.*®) Diese Strategie ldsst sich nicht nur fiir
Einzelmolekiilstudien nutzen,™ sondern auch fiir die Er-
zeugung von Nanopartikeln mithilfe von Femtosekundenla-
ser-induzierten Schockwellen.[**! Gleichzeitig werden auch
die photophysikalischen und Redoxeigenschaften der Farb-
stoffe beeinflusst. Verglichen mit unsubstituierten Rylen-
farbstoffen wie 1 zeigen die bay-funktionalisierten Perylen-
derivate 2 und 3 (Abbildung 2) eine geringe vibronische
Feinstruktur, bathochrom verschobene Absorptions- und
Emissionsspektren, unterschiedliche Emissionslebenszeiten
sowie eine ausgepragte Vergroflerung der S)—S,-Absorpti-
onsbandenabstidnde. Dieses Verhalten basiert auf dem elek-
tronenschiebenden Charakter der Phenoxysubstituenten, und
dieser Effekt kann durch Erhohung des entsprechenden
Charakters der Substituenten durch Einfiihrung von meta-
oder para-Methoxygruppen (2b,c; Abbildung 2) weiter ver-
stirkt werden.[*”) Im Fall von PDI- und TDI-Farbstoffen fiihrt
die Ankniipfung von volumindseren Substituenten zu einer
leichten Verdrehung des planaren Kerns (vgl. z.B. PDI-
Farbstoff 3; Abbildung 2)** und einem multiexponentiel-
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lem Abklingen der Emission wegen der Konformationsfrei-
heit der Substituenten®*! (Tabelle 1). Weiterhin werden die
Eigenschaften der hoher angeregten Zustdnde durch die
Phenoxygruppen beeinflusst. Im Fall des phenoxysubstitu-
ierten PMI 5 verschiebt sich das S;—S,-Absorptionsspektrum
substanziell, was zu einer geringeren Uberlagerung mit dem
Emissionsspektrum (Abbildung 3) und somit zu einer ver-
minderten Geschwindigkeit der Singulett-Singulett-Annihi-
lation fiihrt.

Aus noch nicht vollstdndig geklidrten Griinden wird die
bereits exzellente Photostabilitdt der Rylenfarbstoffe durch
die Phenoxygruppen weiter verbessert, was sich als besonders
vielversprechend fiir Studien an Einzelmolekiilen erweist
(siche Abschnitt 3).5%

2.3. Regenbogenperylenmonoimid-Farbstoffe iiber Push-pull-
Substituenten

Die Einfiihrung von Substituenten in die 1-, 6- und 9-
Positionen eines N-(2,6-Diisopropylphenyl)perylen-3,4-di-
carboximid-Chromophors ermoglicht die Herstellung neuar-
tiger, funktionalisierter Perylenfarbstoffe 6-10 (Abbil-
dung 4).”¥ Aufgrund der Akzeptorwirkung der Carboxydi-
imidfunktionen der PMIs konnen durch eine selektive An-
kniipfung von verschiedenen Elektronendonoren (Abbil-

1.04

0.84

0.6
Anorm

0.44

0.24

0.0

T T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Alnm

Abbildung 2. Molekiilstrukturen und stationire Spektren eines unfunktionalisierten (1, links) und bay-funktionalisierten (3, rechts) PDI-Farbstoffs.
Der Unterschied in der vibronischen Feinstruktur ist offensichtlich: Die ausgeprigte Bande bei 440 nm in der Absorptionsbande im Spektrum

rechts entspricht der S,—S,-Absorptionsbande.
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Tabelle 1: Maxima der Grundzustinde der Absorptions- und Emissionsspektren, Extinktionskoeffizienten und Emissionsabklingzeiten von drei
Farbstoffen in Toluol, die teilweise Phenoxysubstituenten in der bay-Region aufweisen.

So—S;-Absorptions-

So—S,-Absorptions-

Emissionsmaximum & Fluoreszenzabklingzeit

maximum [nm] maximum [nm] [nm] [Lmol™'em™] [ns] und Amplitude [%]
Perylenimid ~ unsubstituiert (4) 520 - 560 38300 4.2
substituiert (5) 530 - 575 41000 4.0
Perylendiimid unsubstituiert (1) 525 - 536 - 3.7
substituiert (3) 580 440 606 42000 5.5 (94%), 0.5 (6%)
Terrylendiimid unsubstituiert (12) 651 - 670 85000 3.2
substituiert (38) 677 450 710 85000 3.2 (80%), 0.9 (10%),

0.115 (10%)

[a] Struktur mit 2,6-Diisopropylphenylgruppe anstelle der Alkylkette. [b] Struktur ohne Sulfonylgruppen.
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Abbildung 3. Emissions- und S,—S,-Absorptionsspektrum a) des PMI
4 und b) des phenoxysubstituierten PMI 5. Die graue Fliche zeigt die
Uberlappung zwischen beiden Spektren an, was einer der Indikatoren
fiir die Effizienz der Singulett-Singulett-Annihilation zwischen identi-
sche Farbstoffen ist.
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dung 4) in der 1-, 6- oder 9-Position (in nur drei Reaktions-
stufen) so genannte Push-pull-Familien von Perylenfarbstof-
fen erhalten werden.”™ Diese zeichnen sich durch verschie-
dene Farben des Regenbogens und justierbare spektroskopi-
sche und elektrochemische Eigenschaften aus. Abhéngig von
der Stirke der jeweiligen Donoren, der Akzeptorwirkung der
Substituenten und deren Position im Molekiil kénnen die
Absorptionsmaxima iiber das gesamte sichtbare Spektrum
moduliert werden. Trégt das Perylengeriist einen Donor- und
einen Akzeptorsubstituenten gegeniiber der peri-Position,
lassen Orbitalrechnungen und optische Messungen dariiber
hinaus auf einen intramolekularen Ladungstransfer schlie-
Ben.’! Derartige Farbstoffe erweisen sich somit als vielver-
sprechende Sensibilisatoren (,,sensitizer*) in Farbstoff-ange-
regten Solarzellen (dye-sensitized solar cells, DSSCs). Auf
Grundlage dieser Ergebnisse konnte durch geeignete Sub-
stituenten in der bay- und peri-Region der hoch effiziente
Perylensensibilisator 11 fiir die gewiinschte Anwendung
passgenau entworfen werden. Weiterhin wurden die PMIs fiir
die Verwendung in DSSCs mit Anhydridgruppen ausgestat-
tet. Nach einer Verseifung wurden zwei Carbonsiuren er-
halten, die mit Titandioxidoberflichen wechselwirken. Wenn
Perylenmonoanhydrid (PMA) 11 in DSSCs eingefiigt wird,
erhélt man ein auffallend gutes Umwandlungsverhiltnis mo-
nochromatischer Photonen in Strom von 87% sowie eine
Umwandlung in Leistung von 7.2 % .** Die Feinjustierung der
Substituenten bietet eine ausgezeichnete Methode, um neue
Perylensensibilisatoren mit einem hoheren intramolekularen
Ladungstransfer (ICT), geeigneteren HOMO- und LUMO-
Energien und verbesserten Lichtabsorptionseigenschaften fiir
die Umwandlung der Sonnenenergie herzustellen.

In diesem Abschnitt wurden die wichtigsten Strategien
vorgestellt, um die optischen Eigenschaften von Rylenfarb-
stoffen durch die Einfithrung funktioneller Gruppen an be-
stimmte Positionen des Chromophorgeriists gezielt zu be-
einflussen. Im folgende Abschnitt wird der Einfluss der di-
rekten Umgebung des Chromophors auf dessen optische Ei-
genschaften betrachtet. Rylenfarbstoffe konnen wegen ihrer
Empfindlichkeit gegen ihre direkte Nanoumgebung sowie
ihrer hohen Photostabilitit als ausgezeichnete Reporter ihres
lokalen Umfelds verwendet werden. So hat die multipara-
metrische Einzelmolekiilspektroskopie gezeigt, dass sie ein
exzellentes Hilfsmittel zur Untersuchung der Parameter in-
dividueller Farbstoffe ist.**!]
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Variation an der peri-Position

Abbildung 4. Chemische Strukturen der Push-pull-PMIs 6-10 und des Perylensensibilisators 11.

3. Rylenemitter als Einzelmolekiilreporter ihrer
lokalen Nanoumgebung

3.1. Untersuchungen von einzelnen Rylenemittern

Seit jeher ist die Visualisierung einzelner Molekiile eine
der grofiten Herausforderungen. Experimente an Einzelmo-
lekiilen liefern Informationen, die im Beisein vieler Molekiile
im Mittel nicht mehr zu beobachten wiren.’**"! Einzelmo-
lekiilstudien erdffnen so einen direkten Zugang zu Subpo-
pulationen eines Kollektivs und erméglichen somit die De-
tektion seltener Vorginge; damit beseitigen sie die Notwen-
digkeit der Synchronisation in Studien zeitabhingiger Phi-
nomene. Ein ideales Molekiil fiir Einzelmolekiiluntersu-
chungen (single molecule spectroscopy, SMS) zeigt
idealerweise hohe Absorptionskoeffizienten, quantitative
Quantenausbeuten sowie eine gute Photostabilitit.!! Sind
diese Parameter erreicht, hat jede Absorption eines Photons
die Emission eines Photons zur Folge. Somit kann das Mo-
lekiil eine grole Zahl an Absorptions- und Emissionszyklen
durchlaufen, bevor die irreversible Bildung eines Photopro-
duktes stattfindet (Photobleichen).l®> ! Als allgemeine Regel
gilt, dass die untere Grenze des Produkts aus Extinktions-
koeffizient (¢) und Fluoreszenzquantenausbeute (@y)e x @y
der verwendeten Anregungswellenlinge bei 20000m 'cm™!
liegen muss, um ein akzeptables Experiment am Einzelmo-
lekiil durchfiihren zu konnen.® Rylenfarbstoffe geniigen
diesen Anspriichen, da sie andere Farbstoffe in der Lebens-
dauer des Einzelmolekiils iiberlegen sind. Aus diesem Grund
werden Mitglieder dieser Farbstoffklasse hdufig von Experi-
mentatoren ausgewihlt, 5066

Innerhalb der Rylenfamilie ist PDI 3 (Abbildung 2) mit
Phenoxysubstituenten eines der robustesten Molekiile, mit
Lebenszeiten von einer bis mehreren Minuten unter norma-
len Anregungsbedingungen am Einzelmolekiil
(1 kWem™2).#52 Abbildung 5 zeigt einen charakteristischen
Zeitverlauf (,number of counts®) in einem vordefinierten
Zeitintervall fiir ein einzelnes PDI-Molekiil, das in einen
Polymethylmethacrylat(PMMA)-Polymerfilm  eingebettet
wurde. Typischerweise wird bei Studien an immobilisierten

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

w
o
o
1
o
[=2]

)
a
o
1
-
(=]
=

[
(=]
(=]

Autokorrelation
[=]
N

-
o
=}

1004

10° 10 107
tis

Fluoreszenzintensitat
(Counts / 10 ms)
7
o

(4]
o o
1

T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350
tis

o

Abbildung 5. Zeitspur eines einzelnen, in einem PMMA-Film eingebet-
ten PDI-Molekiils. Der Einschub zeigt die Korrelationsfunktion der In-
tensitat der Trajektorie und enthilt eine An/Aus-Zustandsénderung mit
einer Zeitkonstante von 77 s, die auf die Bildung eines Tripletts zu-
riickgefiihrt wird.

Einzelmolekiilen eine Verdnderung der Fluoreszenzintensitét
mit der Zeit beobachtet. Dieses An/Aus-Verhalten wird als
,»Blinking“ bezeichnet und findet im Bereich von einigen
Mikrosekunden bis hin zu mehreren Sekunden statt.""? Wie
bei jedem organischen Molekiil fluktuiert die Emission von
PDIs auf einer Zeitskala von zehn bis zu mehreren hundert
Mikrosekunden (siche Abbildung 5, Einschub). Es wird
davon ausgegangen, dass hierfiir der physikalische Prozess
des Intersystem Crossings (ISC) verantwortlich ist. Das
Zeitfenster im Mikrosekundenbereich ist typisch fiir organi-
sche Molekiile, die in einem Polymerfilm immobilisiert
wurden und die sich im Triplettzustand befinden.”*™ Im
Unterschied zu vielen anderen Molekiilen zeigt PDI nur
selten lange Aus-Zeiten (in der Zeitspur in Abbildung 5
wurden keine beobachtet). Es wird allgemein davon ausge-
gangen, dass solche Aus-Zeiten aufgrund eines intermoleku-
laren Ladungstransfers zwischen einem einzelnen Molekiil
und so genannten ,,Fallen“ (Traps) in der nahen Umgebung
entstehen."

Die beobachtete Photostabilitdt und die Abwesenheit
einer komplexen, inhdrenten Dynamik ermoglichen letztlich
die Verwendung von Rylenfarbstoffen als Reportermolekii-
len ihrer lokalen Nanoumgebung in einer Vielzahl von ma-
terialwissenschaftlichen Einzelmolekiilexperimenten. Gene-
rell wird das An/Aus-Verhalten als moglicher Nachteil fiir die
Anwendung in der Einzelmolekiilspektroskopie betrachtet,
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jedoch konnte kiirzlich auch eine vorteilhafte Wirkung dieser
vormals unerwiinschten Eigenschaft gezeigt werden: So kann
das Blinking einzelner Molekiile fiir die hochstauflésende
Mikroskopie oder Nanoskopie genutzt werden. Fiir weitere
Informationen auf diesem Gebiet verweisen wir auf die ent-
sprechende Literatur.[*-*%)

3.2. Verfolgung von Polymerdynamiken nahe der
Glasiibergangstemperatur mithilfe von Rylenfarbstoffen

Der Glasiibergang und die damit zusammenhéingende
Glasiibergangstemperatur 7, sind gut beschriebene GréBen
und Konzepte der Polymerphysik. In der Nédhe der Glas-
ubergangstemperatur dndern sich die physikalischen Eigen-
schaften wie die Viskositdt abrupt, oft iiber mehrere Gro-
Benordnungen hinweg.*®! Diese einzigartige Eigenschaft
der Glasbildung resultiert aus komplexen Relaxationspro-
zessen von Polymerketten. Uber viele Jahre hinweg haben
Forscher versucht, die Relaxationsprozesse von Glasbildnern
zu verfolgen, indem einzelne Farbstoffmolekiile in einem
Polymer eingebettet wurden.”* Die zugrunde liegende Idee
basiert auf der Annahme, dass kleine Rotationsbewegungen
des eingebetteten Farbstoffs Auskunft iiber den Relaxa-
tionsprozess des betrachteten Polymers geben. Um nun die
Rotationsbewegungen einzelner Molekiile dreidimensional
verfolgen zu kénnen, wurden in den vergangenen Jahren di-
verse Mikroskopieansitze entwickelt. Eine dieser Methoden
ist die defokussierte Weitfeldbildgebungstechnik (defocused
wide field imaging technique). Diese liefert direkt Bilder der
dreidimensionalen Orientierung eines Molekiils, die als
Muster (pattern) bezeichnet werden (Abbildung 6). Das
Prinzip sowie die Vorteile dieser Technik wurden kiirzlich
zusammengefasst.!-%!

Bei Einsatz der defokussierten Visualisierung und der
Verwendung von 3 als Reportermolekiil konnten Rotations-
bewegungen eines einzelnen Emitters 3 aufgenommen
werden. Basierend auf der analysierten Sequenz der Rotati-
onsbewegungen wurde eine Korrelationsfunktion gebildet,
welche die Ermittlung der relevanten Polymerrelaxations-
zeiten ermoglichte.

3.3. Visualisierung mesoporéser Filme unter Verwendung eines
asymmetrischen TDI-Farbstoffs

Aufbauend auf dem TDI-Grundgeriist konnten Nanore-
portermolekiile entworfen werden, die Studien an komplexen
und industrierelevanten Materialien erméglichten, wie den
mesopordsen, Kanile enthaltenden Silicaten. TDI weist
wegen des erweiterten polyaromatischen Systems eine Rot-
verschiebung seiner Emissions- und Absorptionsspektren
gegeniiber jenen von PDI auf und ist deshalb ein besonders
interessanter Emitter fiir Einzelmolekiilstudien. Bei solchen
Untersuchungen wurden eine geringere Beeinflussung durch
Streueffekte sowie weniger Probleme durch Verunreinigun-
gen beobachtet. Uber die Einfithrung von voluminésen Di-
isopropylimidgruppen und einer N-Alkylkette in die peri-
Position des TDI-Farbstoffs konnte ein geeigneter, desym-
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a) (6, 9) = (90, 0°) (90°, 120°) (90°, 240)
b)

(60°, 0°) (60°, 120°) (80°, 240°)

B

6: Winkel aus der Ebene
¢: Winkel in der Ebene

108 158 208

(6, 9) = (76°, 308°) (81°, 241°), (87°, 343°) (54°, 238°) (88", 358°)

Abbildung 6. a) Beschreibung des Bezugssystems und der Winkel in
den defokussierten bildgebenden Experimenten. b) Berechnete defo-
kussierte Muster (Defokussierungstiefe von einem Mikrometer) fiir un-
terschiedliche Orientierungen der Ubergangsdipolmomente, die mit
einem PDI-Molekiil assoziiert sind. c) Defokussierte Bilder von 3 in
einem diinnen PnBMA-Film bei 310 K. Experimentell beobachtete
Emissionsmuster (obere Reihe) und die ensprechenden simulierten
Muster (untere Reihe). Das verwendete Polymer ist PnBMA:Poly(n-bu-
tylmethacrylat) mit M,,=10200 gmol™" und M, /M, =1.06.

metrisierter TDI-Nanoreporter erhalten werden (Abbil-
dung 7a). Dieser TDI-Emitter zeigt eine hohe Lipophilie und
diffundiert frei in organischen Losungsmitteln wie Chloro-
form. Weiterhin ermdoglicht die Gegenwart der vier Sauer-
stoffatome der Imidstruktur die Bildung weiterer, sekundirer
Wechselwirkungen mit der jeweiligen Umgebung.

Die Diffusion von 12 in einem pordsen Netzwerk, das
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) als Templat auf-
weist, wurde unter gleichzeitiger Beobachtung der rdumli-
chen und spektralen Dynamik des TDI-Molekiils aufgenom-
men und lieferte so Informationen iiber den Einfluss der lo-
kalen Umgebung auf das Gastmolekiil (Abbil-
dung 7b,c)."*""* An Luft sind die TDI-Reportermolekiile
nahezu immobilisiert, was moglicherweise auf eine Wechsel-
wirkung der freien Elektronenpaare der Sauerstoffatome der
Carbonylgruppen mit den positiv geladenen Kopfgruppen der
CTAB-Molekiile oder den aktiven Silanolgruppen zuriick-
zufiihren ist (Abbildung 7d). Wird nun das fiir diesen lipo-
philen Farbstoff optimale Losungsmittel Chloroform ver-
wendet, bilden die kleinen Losungsmittelmolekiile vermut-
lich eine schmiermittelartige Phase in den Poren (Abbil-
dung 7e), die dazu fiihrt, dass die TDI-Molekiile solvatisiert
vorliegen und entlang der Poren diffundieren konnen.

Die Orientierung der einzelnen TDI-Molekiile (entlang
der langen Achse parallel der Kanile) und ihre Trajektorien
beschreiben nun direkt die Richtung der Kanile und die
Dominen von parallelen Kanilen. Die hohe Photostabilitét
des TDI-Reporters in mesoporésen Materialien ermdglicht
die Verfolgung einzelner Molekiile tiber eine Zeitspanne von
iiber 10000 s, sodass die Molekiile wihrend dieses Zeitinter-
valls iiber betrdchtliche Distanzen diffundieren konnen.
Diese Informationen sind essenziell fiir die Optimierung der

www.angewandte.de

Chemie

9259


http://www.angewandte.de

Aufsitze

9260

a) Verringerung der
Aggregatbildung,
verbesserte Loslichkeit

Ox N0
A ™
‘ erweitertes
OO aromatisches
. Gertist
Wechselwirkung
~ ~~ mit CTAB
(@) N (0]
lipophiler Schwanz
12
b) ©) 90
60
; 301 ¢ }
— - -; 0 . . \ X
m At AR J.MWMW. " »
. - - -30
= 500 nm :gg
0 20 40 60 80
t/ min
e
d) Luft ) Chloroform
Si0, & SiO;
FEFEATATEIEL S SIS SO SRS D R R T Y

S EFFFFEF RIS SSFI ISR
»

Al st bt Al U—meo
- .'_._._" = —__TnT Wy

B ogaghy
vﬁmmwtm&i R ]

Abbildung 7. a) Chromophordesign des asymmetrischen TDI-Derivats
12. b) Trajektorie von 12 und des richtunggebenden Agens CTAB.

c) berechnete Winkelzeit-Trajektorie von 12. d) In mesoporésem Mate-
rial in Luftatmosphire immobilisierte TDI-Molekiile; *: aktive Silanol-
gruppen. e) TDI-Molekiile in mesoporésem Material in Gegenwart von
Chloroform; die TDI-Molekiile liegen solvatisiert vor (griine Langsbal-
ken) und diffundieren entlang der Kanile; ihre Bewegung wird, wie
dargestellt, gelegentlich von Adsorptionsvorgéngen unterbrochen.

Synthese von hoch strukturierten molekularen Membranen
oder molekularen Sieben. Es wurde ferner gezeigt, dass sich
die mithilfe der Einzelmolekiilmikroskopie erhaltenen In-
formationen iiber die Kanéle nun mit den Strukturinforma-
tionen der Elektronenmikroskopie in Verbindung bringen
lassen. Somit kann die Fluoreszenzmikroskopie unter Ver-
wendung der Rylenfarbstoffe als wertvolles Hilfsmittel fiir die
Materialcharakterisierung angewendet werden."

3.4. Nanoemitter zur Visualisierung von
Polymerisationsprozessen

In Abschnitt 3.3 haben wir gezeigt, dass Rylenfarbstoffe
als empfindliche Reporter von Bewegungs- wie auch Polari-
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tatsinderungen ihrer direkten Umgebung fungieren konnen.
In der Folge werden wir den molekularen Bereich verlassen
und uns der Verwendung von nanoskopischen Rylenemittern
(,Nanoemittern“) als empfindlichen Reportern auf makro-
molekularer Ebene zuwenden. Die kovalente Einfiihrung von
Chromophoren in das Innere eines Dendrimers fiihrt zur
Bildung makromolekularer  Architekturen definierter
GroBe.[*! Besonders die Anheftung von rigiden dendritischen
Polyphenylenisten an einen zentralen PDI-Farbstoff fiihrt zu
substanziell verbesserten Filmbildungseigenschaften, und die
Aggregation von PDI kann sogar im Festkorper effizient
unterdriickt werden.”” Durch Einstellung der rdumlichen
Ausdehnung der Polyphenylenhiille werden Nanoemitter
definierter GroBen erhalten. Abbildung 8 zeigt den Ubergang
eines ,,molekularen“ PDI-Emitters 13, der beispielsweise
zwei reaktive Styrolgruppen tragt, hin zu makromolekularen
Emittern wie dem Dendrimer 14 der dritten Generation, das
einen PDI-Farbstoff im Zentrum aufweist. Ein Anstieg der
Zahl der Phenylenringe fiihrt zu einer schrittweisen Gro-
Benzunahme der Nanoemitter von 3.1 nm fiir die erste, 4.7 nm
fiir die zweite und 6.1 nm fiir die dritte Dendrimergeneration
(Abbildung 8; PDI-Chromophore 15, 16, 14).

Der Diffusionskoeffizient spiegelt die Kapazitit eines
einzelnen Nanoemitters wider, frei in einer gegebenen Um-
gebung zu diffundieren. Die einzigartige Moglichkeit, Emit-
ter mit definierten Grof3en zu synthetisieren, ermoglicht nun
die Beobachtung von Anderungen in der direkten Nanoum-
gebung (z.B. des freien Volumens oder der Viskositit) des
Emitters. Beispielsweise sollte ein groeres Makromolekiil
durch eine Erhohung der Viskositédt deutlich stirker beein-
flusst werden als einzelne Chromophore oder kleinere
Emitter. Aus diesem Grund konnen dendronisierte Chro-
mophore als effiziente Reporter der lokalen Viskositit oder
Mobilitét der direkten Umgebung dienen.

SMS-Untersuchungen wurden wéhrend der radikalischen
Polymerisation von Polystyrol durchgefiihrt, indem Ande-
rungen der Diffusionskonstanten der Rylenfarbstoffe aufge-
nommen wurden.*! Um diese Daten zu erhalten, wurde eine
Methodenkombination aus Fluoreszenzkorrelationsspektro-
skopie (FCS) und Weitfeld-Einzelmolekiilmikroskopie
(WFM) genutzt. Variationen der Diffusionszeiten von mole-
kularen und makromolekularen Emittern wurden basierend
auf der zuvor getroffenen, grundlegenden Annahme unter-
sucht, dass die Beweglichkeit der PDI-Reportermolekiile
wihrend des Polymerisationsprozesses variiert.

Der Dynamikbereich, der durch beide Methoden abge-
deckt werden kann, tiberlappt und erdffnet die Moglichkeit,
den vollstindigen Umsatz bei Polymerisationsprozessen
durch Fluoreszenzmessungen zu verfolgen. Unter Verwen-
dung der Farbstoffmolekiile 13 und 14a konnte die Polyme-
risation von Styrol in Gegenwart und Abwesenheit eines
Vernetzers untersucht werden."¥ In Abwesenheit eines Ver-
netzers diffundieren 13 und 14 a frei in dem sie umgebenden
Medium; wie erwartet diffundiert dabei das voluminsOsere
Molekiil 14a langsamer als die kleineren Molekiile 13 oder 2a
(Abbildung 9).*! Die Diffusionsgeschwindigkeiten beider
Molekiile nehmen in Abhéngigkeit der Umsatzgeschwindig-
keit bis zu einem Punkt ab, an dem FCS-Messungen nicht
mehr ldnger verldsslich durchgefithrt werden konnen. Ab
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Abbildung 8. Zweidimensionale (2D-)Strukturen der molekularen PDI-Emitter 13 mit zwei reaktiven Styrolgruppen, die durch Polymerisation ver-
netzt werden konnen. Die Abbildung zeigt unter anderem den Ubergang von Emitter 2a hin zum nanoskopischen dendritischen Emitter 15 mit
vier Polyphenylen-Dendrimeristen der ersten, zweiten (16) und dritten Generation (14a). 14a hat die 2D-Struktur eines Dendrimers der dritten
Generation mit PDI im Zentrum, 14b stellt die entsprechende Visualisierung seiner méglichen 3D-Struktur dar.

diesem Zeitpunkt kann das Verhalten der Einzelmolekiile mit
WMF verfolgt werden. In Gegenwart eines Vernetzers be-
schreibt die Bewegung des PDI-Reportermolekiils die Ent-
stehung der Heterogenitét, die wéhrend der Bildung eines
Netzwerks auftritt. Diese Heterogenitdt kann wihrend der
Weitfeldmessungen nun direkt visualisiert werden. Ein Teil
der Molekiile ist dabei aufgrund ihrer Nanoumgebung un-
beweglich, wihrend die restlichen Molekiile weiterhin unge-
hindert diffundieren kénnen.

Diese Beobachtungen konnen leicht auf andere Polyme-
risationssysteme wie sich durchdringende Netzwerke oder
Nanokomposite {iibertragen werden. Somit konnen diese
Studien kiinftig ein tieferes, grundlegendes Verstindnis der
Faktoren ermdéglichen, die Heterogenitdten in Polymerisati-
onsprozessen kontrollieren. Weitere potenzielle Anwendun-
gen, z.B. in der STED-Mikroskopie (STED =stimulated
emission depletion), sind denkbar, da diese Technik eine hohe
Photonenladung des Farbstoffmolekiils benotigt.””*% In
katalytischen Prozessen!'”'™l konnte sich die geringe Ei-
genbeweglichkeit mancher Rylenfarbstoffe auf Einzelmole-
kiilebene als vielversprechend erweisen, um die Dynamik
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Abbildung 9. Oben: WFM-Bilder bei circa 0.64 U (U bezeichnet den
Umsatz) samt der Spuren fiir bis zu 20 Schritte der drei Experimentty-
pen, die zuvor im Text diskutiert wurden. Links: 14a ohne Vernetzer.
Mitte: Farbstoff 14a mit 1% Vernetzer. Rechts: 13 ohne Vernetzer. Un-
ten: Schematische Darstellung der Farbstoffe in ihren Umgebungen.
Die Farbstoffe sind durch Kreise dargestellt, deren Farbe die jeweilige
Geschwindigkeit symbolisiert (weifd: fiir eine Detektion mit WFM zu
schnell, gelb: langsam genug fiir die Detektion mit WFM, rot: sehr
langsam oder unbeweglich).
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(individuelle Turnover-Ereignisse) des eigentlichen katalyti-
schen Prozesses zu verfolgen.!'"”

In diesem Abschnitt haben wir gezeigt, inwiefern sich
chemische Modifikationen des Rylenchromophorkerns sowie
Dynamik- oder Polarititsdnderungen im direkten Umfeld auf
die optischen Eigenschaften dieser Reportermolekiile aus-
wirken. In Abschnitt 4 wollen wir nun ein Konzept vorstellen,
das die Anordnung einer bestimmten Zahl an Rylenchro-
mophoren in einem begrenzten molekularen Volumen the-
matisiert. Derartige multichromophore Nanoemitter bieten
einzigartige Moglichkeiten, um die Einfliisse von unter-
schiedlichen Chromophorabstinden und -orientierungen
sowie spektrale Uberlappungen in Energietransferprozessen
von Einzelmolekiilen zu untersuchen.

4. Multichromophor-Nanoemitter und Energiekas-
kaden

Betrachtet man Lichtsammelkomplexe!'*'%! oder multi-
chromophore fluoreszierende Proteine wie das rot fluores-
zierende Protein DsRed von Discosoma sp.,'® wird deutlich,
wie weit die Natur das Prinzip perfektioniert hat, Farbstoffe
in einem begrenzten Volumen anzuordnen. Die Anordnung
verschiedener Farbstoffe in direkter Nihe fiihrt zu Wechsel-
wirkungen zwischen den einzelnen Farbstoffmolekiilen und
beeinflusst so ihr photophysikalisches Verhalten. In multi-
chromophoren Anordnungen stellen insbesondere Forster-
Energietransferprozesse (zwischen identischen oder unter-
schiedlichen Farbstoffen) wie der Singulett-Singulett-Ener-
gietransfer sowie die Singulett-Triplett- und die Singulett-
Singulett-Annihilation neue, kompetitive Desaktivierungs-
wege des angeregten Zustands dar.®®! Wir haben bereits
ausgefiihrt, dass vereinzelte Rylenfarbstoffe sich sehr gut fiir
Studien am Einzelmolekiil eignen. Eine Erhohung der Zahl
dieser hellen Emitter in einem Molekiilgeriist fiihrt zu zu-
sdtzlichen Eigenschaften, wie deutlich erhohten Absorpti-
onsquerschnitten und hohen Emissionsintensititen sowie
langeren Beobachtungs- und Lebenszeiten des angeregten
Zustands. In der Folge werden wir unterschiedliche Design-
konzepte fiir die ortsaufgeloste Einfithrung einer Vielzahl
von Farbstoffen in ein Molekiilgeriist beschreiben. In diesem
Zusammenhang sollen der Einfluss von GroBe und Gestalt
des Geriistes, die Orientierung, der Abstand und die Natur
der Farbstoffe auf die unterschiedlichen Energietransferpro-
zesse hervorgehoben werden. Zuerst werden dendritische
Multichromophore betrachtet, die nur eine Art von Rylen-
farbstoffen an definierten Orten im Geriist von Polypheny-
len-Dendrimeren aufweisen. Die so erhaltenen molekularen
Emitter eignen sich ausgezeichnet, um das Energie-Hopping
oder die Singulett-Annihilation zu studieren, und sie gehéren
zu einer neuen Klasse von ,single photon on demand*-
Emittern, d.h. Emittern, die jederzeit in der Lage sind, Pho-
tonen zu emittieren.”11%14 AnschlieBend werden wir mo-
lekulare und makromolekulare Diaden und Triaden vorstel-
len, die verschiedenartige Rylenchromophore aufweisen.
Derartige Multichromophore ermoglichen tiefgehende Un-
tersuchungen von Energietransferprozessen des angeregten
Zustands am einzelnen Molekiil und erméglichen so ein
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besseres Verstdndnis von natiirlichen Lichtsammelkomple-
Xen.

4.1. Dendritische Nanoemitter

Dendrimere sind monodisperse, wiederholt und regel-
méiBig verzweigte Kaskadenmolekiile, die ein hohes Maf} an
raumlicher Ordnung aufweisen.'”! Polyphenylen-Dendrime-
re bestehen aus Phenylringen als Grundbausteinen und
konnen somit als starre, monodisperse und formstabile Ma-
kromolekiile betrachtet werden."'®'"” Sie ercffnen einen
Zugang zu komplexen makromolekularen Strukturen, bei
denen Farbstoffe, wie in Abbildung 8 (Abschnitt 3.4) be-
schrieben, in das Zentrum, die dendritischen Verzweigungs-
einheiten sowie auf der Oberfliche eingefithrt werden
konnen.™ Neben dem topologisch definierten Ort der
Funktionseinheiten und der hohen Formstabilitdt ist das
Fehlen von funktionellen Gruppen im Dendrimergeriist ein
weiterer Vorteil fiir die Verwendung von Polyphenylen-
Dendrimeren als Nanotrdgern. Weiterhin sind Polyphenylen-
Dendrimere chemisch und thermisch hoch stabil, was eben-
falls fiir vielfédltige Anwendungen vorteilhaft ist. Zusitzlich
besteht die Moglichkeit, das Substitutionsmuster von Rylen-
farbstoffen sowie die Ankniipfungsstelle im Dendrimergeriist
zu verdndern, wodurch sich Chromophorabstidnde und -ori-
entierungen in einem definierten, nanometergrof3en Volumen
prézise einstellen lassen. Zusétzlich verhalten sich Polyphe-
nylen-Dendrimere wegen ihrer gegeneinander verdrehten
Phenylringe im sichtbaren Teil des Spektrums optisch inert:
Sie absorbieren Licht bis 350 nm abhéngig von der verwen-
deten Dendrimergeneration und emittieren ausschlieBlich
unterhalb von 450 nm."”) Aus diesem Grund sind sie ideale
Geriistbildner, die nicht mit Energietransferprozessen inter-
ferieren, sofern die gewihlten Farbstoffe im sichtbaren Be-
reich des Spektrums absorbieren und emittieren.[''812]

Polyphenylen-Dendrimere mit einem Biphenylkern
(19)12131 oder einem Tetraphenylmethankern (17,
18)%12+1%] konnten mit einer unterschiedlichen Zahl von
PMI-Chromophoren an bestimmten Orten in der Peripherie
synthetisiert werden (Abbildung 10). Der Tetraphenylmeth-
ankern bewirkt eine hohere strukturelle Festigkeit sowie die
Bildung einer kugelférmigen Architektur, wihrend der Bi-
phenylkern in einem groBeren Maf3 zu einer strukturellen
Beweglichkeit entlang der Biphenylachse beitriagt sowie zu
einer Bildung flacher Architekturen fiihrt.'?"1* Symmetri-
sche Polyphenylen-Dendrimere der ersten, zweiten und drit-
ten Generation basierend auf dem Tetraphenylmethankern
konnen 4, 8 und 16 PMI-Farbstoffmolekiile auf der Oberfli-
che tragen, wihrend die Funktionalisierung eines Dendrimers
mit einem Biphenylkern eine hohere Farbstoffzahl ermog-
licht (8, 16 und 32 PMI-Farbstoffe von der ersten bis zur
dritten Generation)."?!

Zusitzlich zum Dendrimerkern kann die Dendrimerge-
neration systematisch variiert werden.'™”) Das in drei Syn-
theseschritten erfolgende, konvergente Wachstum von zwei
verschiedenen dendritischen Asten fiihrt zu unsymmetrisch
substituierten Dendrimeren, wenn ein unsymmetrischer Te-
traphenylmethankern wie 17 verwendet wird. Um Dendri-

Angew. Chem. 2010, 122, 92529278


http://www.angewandte.de

Rylenfarbstoffe

/LS‘J\%

,Pfannkuchen*
héhere Flexibilitat

3
//19\\

8,18,32 PMIs (G1, G2,
G3)

starr
kugelformig

|
1,2,3 PMIs (G1,G2) 4,8,16 PMIs (G1, G2, G3)

steigende Zahl an PMI-Chromophoren
[ schrittweise Zunahme der Flexibilitét und Chmmophorwechselwitkungen>

G R 3L

. ol g

(f@paraéubshtuhon meta-Substitution
3 *

N s

PMI : 2\1_PMI{ o SIs:
oLo - ¥
o Fihy I
O OE g
g "% Spas,
22 23 24 P

Abbildung 10. Uberblick iber die Designkonzepte von dendritischen
Multichromophoren mit unterschiedlicher Zahl an PMI-Farbstoffmole-
kiilen, vordefinierten Geometrien, verschiedenen Orientierungen der
Farbstoffe und abweichenden Farbstoffabstinden. Die Bezeichnung
,1,2,3 PMIs“ bezieht sich auf Dendrimere mit einem einzelnen, zwei
oder drei PMI-Farbstoffen auf der Oberfliche. G1-G3 beschreiben die
Dendrimer-Generation und * weist auf das Substitutionsmuster hin
(meta-Substitution fur 21).

mere konvergent herzustellen, werden zuerst die Dendri-
meréste synthetisiert und anschieend an den Dendrimerkern
gefiigt. Auf diesem Weg wurden Polyphenylen-Dendrimere
der ersten Generation mit zunehmender Zahl von einem bis
vier PMI-Farbstoffen erhalten. So konnten beispielsweise
exakt drei PMI-Farbstoffmolekiile (22 und 24) eingefiihrt
werden, die sich ausschlieBlich auf der Dendrimeroberfldche
befinden und einen Durchmesser von ca. 3 nm aufweisen.['*
Im Falle eines Dendrimers der zweiten Generation wurden
einzelne Dendrimere synthetisiert, die exakt eines bis vier
Farbstoffmolekiile auf ihrer Oberfliche aufweisen. Berech-
nungen der energieminimierten Struktur von 26 zeigen, dass
diese Nanoobjekte eine definierte Grofle von ca. 5 nm haben
(Abbildung 11). Zusitzlich zur Zahl der Farbstoffmolekiile
konnte auch deren Orientierung verdndert werden, indem die
Farbstoffmolekiile entweder iiber die meta-Position (24, 25)
oder iiber die para-Positionen (22, 23) mit den duBeren Phe-
nylringen des Dendrimergeriistes verkniipft wurden.

4.2. Photophysikalische Eigenschaften dendritischer
Multichromophore

Werden zwei emittierende Farbstoffe in direkte riumliche
Nihe gebracht (2-10 nm), findet eine schwache Wechselwir-
kung ihrer Ubergangsdipolmomente statt, und das Forster-
Modell kann angewendet werden.!*? Die physikalische Basis
des so genannten Forster-Resonanzenergietransfers (FRET)
beruht auf dem Transfer von Anregungsenergie zweier
schwach gekoppelter Ubergangsdipolmomente eines Donor-
und eines Akzeptorfarbstoffs. Dieser Prozess wurde bislang
am besten fiir einzelne Donor- und Akzeptormolekiile be-
schrieben. Die urspriingliche Theorie hingegen wurde fiir
Systeme entwickelt, in denen Akzeptor- und Donormolekiile
chemisch identisch waren. Dieses Phidnomen ist inzwischen

Angew. Chem. 2010, 122, 9252 —9278

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

) sy
,lS'J ~
||{ S # 50 4
T~ QL i
RIS &
0 &
}3‘\\ ® O A, :’i\:
q S @ &

g Qe @ Y9daqpe o .
Tsi= O30 OH OO VeV, i
R 9

9 O ) O @ O
e O N
= '8 &= ) 5 \\5‘_(
2 O ® OO 7\
Q] <
7 T4© =
e gl
AL TSir
IjI
A 27

Abbildung 11. a) Dendritische Multichromophore 26 der zweiten Gene-
ration mit einem Biphenylkern im Zentrum und sechzehn PMI-Farb-
stoffen in der Peripherie. Die terminalen, geschiitzten Ethinylgruppen
ermdglichen ein weiteres Wachstum des Dendrimers. Basierend auf
diesem Designkonzept gelang die Herstellung perfekt definierter Multi-
chromophoranordnungen. Hohere Dendrimergenerationen, wie 26,
wurden mit 16 PMI-Farbstoffen (zweite Dendrimergeneration) sowie
32 Farbstoffen (dritte Dendrimergeneration) erzielt. b) In einem weite-
ren Ansatz wurde ein asymmetrischer PDI-Farbstoff als Verzweigungs-
reagens eingesetzt, um Dendrimere 27 der zweiten Generation mit
groReren Molekiildurchmessern (bis zu 12 nm) und bis zu 24 Emittern
im Dendrimergeriist zu erhalten.*" Unter Verwendung des in Ab-
schnitt 4.1 genannten Synthesekonzepts wurden stark fluoreszierende
Emitter mit einer auflerordentlich hohen Farbstoffzahl hergestellt, die
sich in einem definierten Volumen befinden und deren Farbstoffdichte
der natiirlicher Lichtsammelkomplexe gleicht. In Abschnitt 4.2 werden
die photophysikalischen Eigenschaften multichromophorer Dendrime-
re diskutiert."®"

allgemein als Energie-Hopping oder Homo-FRET be-
kannt.[26:133]

Verwendet man das Forster-Modell, kann die direkte
Anregung eines der angeregten PMI-Chromophore in einem
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dendritischen Multichromophor zum Energie-Hopping auf
ein benachbartes Farbstoffmolekiil fiihren. Die Distanz R,,
bei der eine 50-prozentige Anderung dieses Prozesses statt-
findet, bezeichnet man allgemein als Forster-Radius, der
unter Verwendung von Gleichung (1) berechnet werden

Ry = 0.211(1kn * dpJ (4))° (1)

kann. In dieser Gleichung bezeichnet x* einen Orientie-
rungsfaktor, der die Orientierung des Ubergangsdipolmo-
ments widerspiegelt, n entspricht dem Brechungsindex des
Mediums, @, der Quantenausbeute des Donors, und J(4)
beschreibt den spektralen Uberlapp zwischen dem Emissi-
onsspektrum des Donors und dem Absorptionsspektrum des
Akzeptors. Im Fall von nichtparallel orientierten Farbstoffen
kann das Ausmalf} des Energie-Hoppings experimentell durch
zeitaufgeloste Fluoreszenz-Depolarisationsexperimente be-
stimmt werden. So konnten Depolarisationsmessungen an
einer Serie von vier Polyphenylen-Dendrimeren der ersten
Generation mit einem Tetraphenylmethankern und steigen-
der Zahl von einem bis vier PMI-Farbstoffen (z.B. 24 in
Abbildung 12 mit drei PMI-Chromophoren), die iiber die
meta-Position verkniipft wurden, in Losung durchgefiihrt
werden.™ AuBer der Rotations-Korrelationszeit der Chro-
mophore wurde auch eine Energie-Hopping-Komponente
gefunden, die mit der steigenden Farbstoffzahl in Korrellation
gebracht wurde.

Wenn ein Multichromophor unter hohem Photonenfluss
optisch angeregt wird, konnen zwei angeregte Zusténde (S,)
in einem einzelnen Molekiil zur selben Zeit gebildet werden.
Tritt der S;—S,-Ubergang eines Chromophors mit dem
Ubergang eines weiteren Chromophors vom S,-Zustand in
einen hoheren angeregten Singulettzustand in Resonanz, z. B.
mit einem S;,—S,-Ubergang, kann ein Energietransfer zwi-
schen den angeregten Singulettzustdnden stattfinden. Dieser
Prozess fiihrt zu nur einem angeregten Zustand im Multi-
chromophor-System und wird oft auch als Singulett-Singulett-
Annihilation bezeichnet.

Das Vorhandensein dieses Prozesses wurde bereits am
Ensemble mithilfe von Femtosekunden-Fluoreszenzversatz
(femtosecond fluorescence upconversion) und zeitaufgelos-
ten polychromatischen Femtosekunden-Ubergangsabsorp-
tionsmessungen (time-resolved polychromatic femtosecond
transient absorption measurements) bewiesen.*) Am Ein-
zelmolekiil sorgt die Singulett-Singulett-Annihilation dafiir,
dass dendritische Multichromophore als exzellente Einpho-
tonenquellen dienen. Freilich fiihrt die ansteigende Farb-
stoffzahl im Nanometerbereich zu hoheren Absorptions-
querschnitten. Wird gepulstes Laserlicht verwendet (hohere
Anregungsstirke), konnen — wie in Losung — mehrere An-
regungen pro Puls erzeugt werden. Im Falle einer effizienten
Singulett-Singulett-Annihilation, die von den spektralen
Charakteristika der Chromophore und dem Abstand zwi-
schen diesen abhingt, stellt dieser Prozess einen Riickkopp-
lungsmechanismus dar, der dafiir sorgt, dass nur ein Photon
pro Puls emittiert wird, obwohl zahlreiche Anregungen
stattgefunden haben. Die Verwendung und Qualitdt von
mehreren der in Abschnitt 4.1 diskutierten Strukturen als
einzelne Photonenquelle wurde bereits untersucht und
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Abbildung 12. a) Fluoreszenzintensitits-Trajektorie (Zihlrate v, [kHz]
gegen die Zeit t [s]) und Fluoreszenzlebenszeits-Trajektorie (Fluores-
zenzlebenszeit 7 [ns] gegen Zeit t [s]) eines einzelnen Molekiils des
Farbstoffs 23. b) Die Intensititskorrelation der zweiten Ordnung der
unterschiedlichen Intensititszustinde zeigt deutlich einige aus Triplett-
zustidnden resultierende Aus-Zeiten fiir unterschiedliche Intensititszu-
stinde. c) Erweiterte Ansicht des ersten Intensititszustands eines ein-
zelnen Molekiils 23, das aus Triplettzustinden resultierende kurze
Aus-Zeiten und eine lange Aus-Zeit aufweist (bezogen auf die Bildung
eines Anions).

quantifiziert.?$126:127.12%.136138] \yeitere Ansitze, um Einpho-
tonenquellen mithilfe dendronisierter Rylene zu erzeugen,
umfassen die so genannte schockwelleninduzierte Partikel-
bildung von Verbindung 16, in der die Aggregation des zen-
tralen Farbstoffs unterdriickt ist und dadurch eng angeord-
nete Partikel mit groBen Querschnitten gebildet werden.">!

Die wiederholte Anregung (wie im Fall von Einzelmole-
kiilexperimenten) von Chromophoren kann ein ISC zum
Triplettzustand bewirken. Durch die relativ lange Lebenszeit
des Triplettzustands kann ein zweiter Chromophor im selben
Dendrimermolekiil angeregt werden, wihrend der erste
Chromophor sich noch im Triplettzustand befindet. Als Er-
gebnis entstehen zwei angeregte Zustédnde, ein S;- und ein T;-
Zustand. Falls der Triplettzustand nun in hohere angeregte
Triplettzustande T, tibertritt, die sich in Resonanz mit den
S;—S,-Ubergingen befinden, kann ein Energietransfer vom
angeregten Singulettzustand in den energetisch niedriger
liegenden Triplettzustand stattfinden.'*! Dieser Prozess wird
oft auch als Singulett-Triplett-Annihilation bezeichnet. Der-
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artige Prozesse lassen sich nicht einfach in Volumenexperi-
menten nachweisen. Sie manifestieren sich direkt in Einzel-
molekiil-Fluoreszenztrajektorien als kollektive An/Aus-
Schritte (vgl. Abbildung 12a).'%! Eine sorgfiltige Analyse
der An/Aus-Spriinge, die verschiedenen Intensititszustinden
in Multichromophorsystemen entsprechen, kann quantitative
Informationen tiber das ISC und sogar iiber das ISC von
hoheren angeregten Zustinden liefern (vgl. Abbil-
dung 12b).01!

Aufler den oben genannten An/Aus-Blinking-Prozessen
gibt es noch einen zusitzlichen, selteneren Vorgang, der zu
lingeren Unterbrechungen der Fluoreszenz als der Ubergang
in den Triplettzustand fiihrt. Lange Aus-Zeiten (in der Gro-
Benordnung von Sekunden) werden durch die Bildung eines
Radikalanions auf einem der Rylenchromophore hervorge-
rufen, der anschlieBend die Fluoreszenz der anderen Chro-
mophore durch einen Energietransfer ausloscht (vgl. Abbil-
dung 12¢).

4.3. Lichtsammelsysteme und Energiekaskaden

In Abschnitt 4.1 wurde das Designkonzept zur Einfiih-
rung von PMI- oder PDI-Chromophoren in das Zentrum, das
Geriist oder in die Peripherie von Polyphenylen-Dendrime-
ren beschrieben. Dieses Konzept wurde auf die Einfithrung
von verschiedenen Rylenfarbstoffen ausgeweitet, z.B.
Naphthalin-, PMI- und TDI-Chromophoren, um Lichtsam-
melkomplexe zu erzielen, die einen gerichteten Transfer der
Anregungsenergie ermoglichen.'”*'* Die Natur hat das
Konzept der idealen rdumlichen Multichromophoranord-
nungen zur Perfektion gebracht, wie anhand der Kristall-
struktur des Lichtsammelkomplexes2 (LH2) des Purpur-
bakteriums Rhodopseudomonas acidophila ersichtlich ist.!]
In biologischen Systemen wird eine Kombination aus Forster-
Energietransfer und stark gekoppelten Chromophoranord-
nungen genutzt, um einen Energietransfer iiber langere Dis-
tanzen zu erzielen.'""'*¥ Zusitzlich werden die Chromo-
phorsysteme durch das Vorhandensein von anderen Mole-
kiilen, z.B. Carotinoiden, vor Photooxidation (Photoblei-
chen) geschiitzt.'*'*! Die Einfithrung von starken oder
schwachen Kopplungen sowie das Vorhandensein von
»Schutzfunktionen“ in einem Molekiil sind mithilfe prépa-
rativer organischer Chemie bislang nur schwer zu verwirkli-
chen, sodass wir uns zuerst der Herstellung mafBgeschnei-
derter Energietransferkaskaden gewidmet haben, in denen
FRET-Donor- und FRET-Akzeptormolekiile gezielt rdum-
lich angeordnet wurden.

In einem Photosynthesesystem wird Licht normalerweise
durch die Antennensysteme gesammelt und an das Reakti-
onszentrum weitergeleitet. Aus diesem Grund wurden Farb-
stoffe, die Licht kurzer Wellenldngen absorbieren, auflen
platziert, sodass sie ihre Energie an innen liegende Akzep-
torchromophore weiterleiten, die Licht ldngerer Wellenlédn-
gen absorbieren. So konnten wir unterschiedliche Rylen-
farbstoffe in dhnlicher Anordnung in das Gertist von rigiden
Polyphenylen-Dendrimeren einfithren. PMI-, PDI- und TDI-
Farbstoffe eignen sich, wie bereits dargestellt, aufgrund ihrer
relativ groBen Absorptionsquerschnitte und hohen Quan-
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tenausbeuten hervorragend fiir die Untersuchung von ge-
richteten Energietransferprozessen. Die Formstabilitdt und
Rigiditiat des Dendrimergeriistes sind ferner von essenzieller
Bedeutung, um prizise Chromophorabstdnde einzustellen,
sodass eine quantitative Interpretation der erhaltenen Daten
ermoglicht wird. Viele andere Dendrimere, die multiple
Farbstoffmolekiile tragen, weisen zwar einen gerichteten
Energietransfer auf, allerdings wird wegen des Fehlens
struktureller Integritdt eine quantitative Interpretation der
Ergebnisse hiufig erschwert,146:147

Bichromophore, z.B. Donor-Akzeptor(D/A)-Diaden,
bestehen aus einem PDI-Donormolekiil und einem TDI-
Akzeptormolekiil, die mithilfe eines rigiden Oligophenylen-
Spacers unterschiedlicher Léinge miteinander verbunden
sind.1*$1*! Die Bezeichnung ,Diade“ beschreibt einen Bi-
oder Multichromophor, der zwei verschiedene Arten von
Chromophoren aufweist. Diese Bichromophore wurden nun
als Modellsysteme eingesetzt, die eine bessere Interpretation
der komplexeren dendritischen Multichromophore ermog-
lichten (vgl. Abbildung 13). Gleichzeitig konnte der Einfluss
der rdumlichen Orientierung zwischen den Chromophoren
auf den Energietransferprozess nachgewiesen werden. 14

Die Geometrie dieser linearen Makromolekiile ist hin-
gegen nicht ideal fiir einen effizienten Energietransfer. Ins-
besondere ist es schwierig, einen Energiegradienten fiir eine
gerichtete Weiterleitung von Lichtenergie iiber lingere Dis-
tanzen zu erzielen.!™” Trotz allem konnte bereits ein ,,linea-
res* System erhalten werden, das ein rigides DNA-Gertist
und fiinf verschiedene Farbstoffe aufweist und einen Ener-
gietransfer iiber 13.6 nm ermoglicht, wobei ein Spektralbe-
reich von iiber 200 nm abgedeckt wurde.™"*2 Inspiriert
durch die geometrische Prézision der Anordnung in natiirli-
chen Lichtsammelsystemen konnten dendritische Multichro-
mophore realisiert werden, die eine kugelformige Architek-
tur mit einer groBen Oberfliche aufweisen und mit einer
Vielzahl von Chromophoren ausgestattet wurden.!'™ Kugel-
formige dendritische Lichtsammelsysteme wurden anhand
zweier unterschiedlicher Strategien entworfen: Der erste
Ansatz umfasste die Lokalisation von drei PMI-Farbstoffen in
der Peripherie eines Polyphenylen-Dendrimers der ersten
Generation, die kurzwelliges Licht absorbieren, sowie eines
TDI-Farbstoffs, der langwelliges Licht aufnimmt (Abbil-
dung 13a). In einem zweiten Ansatz wurde der TDI-
Chromphor in das Zentrum eines Dendrimers eingefiigt und
von vier oder acht terminalen PMI-Farbstoffen umgeben
(Abbildung 13b,c). 28-30 stellen drei molekulare PMI-TDI-
Diaden dar, die beiden Designkonzepten entsprechen. Die
Diade 28 mit drei PMIs und einem TDI-Chromophor wurde
iiber ein konvergentes Dendrimerwachstum erhalten, das
eine unsymmetrische Verteilung der funktionellen Gruppen
auf der Dendrimeroberflaiche ermoglicht. Solch eine defi-
nierte Verteilung der Substituenten beruht auf einem De-
symmetrisierungsschritt als priparativem Schliisselschritt,
indem ein nichtsymmetrischer Tetraphenylmethankern wie
17 verwendet wird. Diese Diade verhilt sich als synthetische
Antenne und Lichtsammeleinheit, da ein gerichteter Ener-
gietransfer von den PMI-Chromophoren zum TDI-Chromo-
phOr hln Stattﬁndet.[43,4&124,]25,130,]34,154,155]
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a)

b)

c)

Abbildung 13. a) Dendritische Diaden 28 mit drei PMI-Farbstoffen und
einem TDI-Farbstoff in der Peripherie; b) erste und c) zweite Generati-
on der Polyphenylen-Dendrimere 29 und 30 mit einem TDI-Chromo-
phor im Zentrum und vier oder acht PMI-Chromophoren in der Peri-
pherie.

Im Unterschied zu den dendritischen Diaden 28 zeichnen
sich die Diaden 29 und 30 mit einem TDI-Chromophor im
Zentrum und mehreren PMI-Chromophoren in der Peri-
pherie durch eine hohe Photostabilitdt aus und eignen sich
somit besonders fiir Studien am Einzelmolekiil. Fiir diese
Multichromophorsysteme konnte ein effizienter, gerichteter
Energietransfer entlang eines Energiegradienten von der
Peripherie in Richtung Dendrimerzentrum beobachtet
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werden. Interessanterweise wurde fiir 29 mithilfe zweier
Farbexperimente (getrennte Donoren und Akzeptoren)
nachgewiesen, dass das Ausbleichen der PMI-Chromophore
in Konkurrenz mit dem nahezu quantitativen Energietransfer
zwischen den PMI- und TDI-Farbstoffen steht. Dies lédsst
darauf schlieBen, dass das Ausbleichen von Farbstoffen iiber
den Singulettzustand eines Molekiils verlduft.'*! In den
Fluoreszenztrajektorien einzelner Molekiile von 29 und 30
findet man eine simultane Emission in den Donor- und Ak-
zeptorkanilen in den spéteren Abschnitten der Trajektorien.
Eine detaillierte Studie an einem defokussierten Weitfeld-
mikroskop zeigte, dass ungiinstig orientierte Donormolekiile
(in Bezug auf den Akzeptorfarbstoff) am ehesten fiir die
beobachtete, simultane Emission verantwortlich sind und
nicht, wie oft angenommen, eine Blockade der Excito-
nen.[9,157]

Eine der wohl aufwindigsten Architekturen, die fiir einen
vektoriellen Energietransfer entworfen wurden, ist das ku-
gelformige Polyphenylen-Dendrimer der dritten Generation
31 (Abbildung 14), das einen TDI-Farbstoff als Kern, PMI-
Chromophore im Geriist und NMI-Chromophore in der Pe-
ripherie trigt. Dieser Nanoemitter zeichnet sich durch ein
hohes Maf3 an Komplexitét aus, da alle rdumlichen Anord-
nungen, die Abstdnde zwischen den Chromophoren und ihre
Absorptions- und Emissionsspektren sorgfiltig aufeinander
abgestimmt wurden.'™®! Auf diesem Weg konnte eine effizi-
ente dendritische Triade geschaffen werden, die Licht iiber
das gesamte sichtbare Spektrum absorbiert und einen
schrittweisen Energietransfer iber gro3e Distanzen von der
Peripherie iiber das Dendrimergeriist in Richtung Dendri-
merzentrum ermoglicht.

Derartige Multichromophore weisen eine &hnliche
strukturelle Komplexitét auf, wie man sie bei den natiirlichen
Lichtsammelkomplexen findet.”'*®! Eine Studie an Einzel-
molekiilen zeigte weiterhin, dass ein Wettbewerb zwischen
dem kaskadenartig verlaufenden Energietransfer iiber die
NMI-PMI-TDI-Chromophore sowie ein gerichteter Transfer
zwischen den NMI-TDI-Chromophoren stattfindet, der
wahrscheinlich auf den spektralen Uberlapp des Emissions-
spektrums von NMI und der S;—S,-Absorptionsbande des
TDI zuriickzufiihren ist.”"

In natiirlichen Anordnungen ist das Antennensystem zu-
meist an ein Redoxzentrum gekuppelt, in dem der Elektro-
nentransfer stattfindet. Somit sollte die Verkniipfung eines
Antennen- sowie eines Redoxzentrums ein vielversprechen-
des Designkonzept sein, das folgende Vorteile bietet: 1) Der
Absorptionsquerschnitt ist vergroert, wodurch sich, anders
als bei einer direkten Anregung des Reaktionszentrums, die
Wahrscheinlichkeit erhoht, dass ein Photon durch die An-
tenne eingefangen wird. Dies sorgt dafiir, dass die Reakti-
onszentren viel schneller getaktet sind. 2) Die Antenne weist
ein breiteres Absorptionsspektrum als das Reaktionszentrum
auf, sodass Photonen mit unterschiedlichen Energien Elek-
tronentransferreaktionen induzieren kénnen. Somit war der
nichste logische Schritt der, ein artifizielles Reaktionszen-
trum zu entwerfen und mit dem Antennensystem zu ver-
kniipfen, sodass ein Elektronentransfer stattfinden kann. In
der Regel verlaufen die Elektronentransferprozesse schnell,
in der Groflenordnung von Pikosekunden, sodass die Fluo-
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Abbildung 14. Links: Chemische Struktur der Triade 31, die acht NMI-
Chromophore in der dufleren Hiille, vier PMI-Chromophore im Geriist
und einen TDI-Chromophor im Zentrum aufweist. Rechts: In der drei-
dimensionalen Struktur von 31 illustrieren die Pfeile den Energietrans-
ferprozess in Richtung des TDI-Zentrums nach Anregung der NMI-
Chromophore.

reszenz bei diesem Vorgang letztlich geloscht wird. Ultra-
schnelle Anregungs-Abfrage(Pump-probe)-Messungen
werden oft verwendet, um Elektronenkinetiken zu verfolgen
oder um die Kinetiken von Elektronentransferreaktionen in
Volumenmessungen abzuleiten. Am einzelnen Molekiil sind
Elektronentransferprozesse viel schwieriger zu analysieren,
da hierbei die Fluoreszenz ausgeloscht wird.

5. Redoxaktive Chromophore und Multichromophor-
anordnungen
5.1. Elektronentransfer in Rylensystemen

Fiir einen Elektronentransfer (ET) wird ein Elektronen-
donor und Elektronenakzeptor benétigt. Der ET ist dadurch
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charakterisiert, dass seine Effizienz exponentiell mit stei-
genden Donor- und Akzeptorabstdnden abnimmt. Ein sehr
effizienter FRET fiihrt zum Auftreten von Fluoreszenz, die
hauptsdachlich vom Akzeptorchromophor emittiert wird,
wihrend ein hoch effizienter Elektronentransfer in der Regel
eine starke Ausloschung der Fluoreszenz des emittierenden
Chromophors bewirkt. In Volumenexperimenten wurden
Systeme auf Basis von Rylenchromophoren beschrieben, in
denen der Elektronentransfer mithilfe schneller spektrosko-
pischer Techniken untersucht wurde. %! Im Unterschied zu
FRET-Untersuchungen am Einzelmolekuel sind Studien, die
sich mit dem photoinduzierten Elektronentransfer am ein-
zelnen Molekiil beschiftigen (dieser Elektronentransfer
findet statt, wenn sich der Donor aufgrund der Absorption
eines Photons im angeregten Zustand befindet), wegen der in
Abschnitt 4.3 angesprochenen, starken Fluoreszenzloschung
sehr selten.

Eine der wenigen literaturbekannten Arbeiten zu diesem
Thema beruhte auf PDI, das durch eine selbstorganisierte
Monoschicht (SAM) von der Indiumzinnoxid(ITO)-Elektro-
de abgetrennt vorliegt (SAM; Abbildung 15a). Die SAM
verhindert einen direkten Kontakt zwischen PDI und der
Elektrodenoberfliche, um den Elektronenprozess zwischen
photoangeregtem PDI und der Elektrode zu verlangsamen,
sodass eine Emission immer noch beobachtet werden kann.
Wie in Abschnitt 3 dargelegt, zeigen einzelne PDI-Chromo-
phore in der Regel nur sehr wenige Blinking-Vorginge, was in
Abbildung 15b fiir PDI auf Quarz exemplarisch dargestellt
ist. Werden PDI-Chromophore mit einer ITO-Elektrode in
engen Kontakt gebracht, steigt die Zahl der Blinking-Vor-
ginge drastisch an, wie in Abbildung 15¢ am Beispiel von
PDI, das sich zufillig angeordnet in einer SAM befindet,
gezeigt.'® Das Auftreten von lingeren (mehr als 20 ms) Aus-
Zeiten steht in eindeutigem Zusammenhang mit dem Ab-
stand der ITO-Elektrode, was darauf schlieBen ldsst, dass sich
Blinking-Vorginge aus einem Elektronentransfer in Richtung
der ITO-Elektrode ergeben. Weitere Studien auf Grundlage
dieses Konzeptes konnten zu einem tieferen Verstandnis des
Einflusses der Liange und Art (konjugiert gegeniiber nicht-
konjugiert) der Linker-Gruppe auf Elektronentransferge-
schwindigkeiten beitragen. Derartige Fragestellungen sind
hoch relevant fiir molekular orientierte Elektronentransfer-
experimentatoren sowie Theoretiker.

Ein spezieller Fall des ET ergibt sich, wenn lokal ange-
regte Zustinde (LES) und der ladungsgetrennte Zustand
(CSS) jeweils eine dhnliche Energie aufweisen. Fiir den Fall,
dass die strahlungslose Inaktivierung des CSS zum Grund-
zustand (GS) ineffizient ist, wird nach der Anregung der LES
zumeist iiber einen vorwérts gerichteten ET zum CSS inak-
tiviert (Abbildung 16). Der CSS klingt somit iiber den LES
mittels ,,riickwérts gerichteten” ET ab. Als Resultat wird die
emittierte Fluoreszenz verzogert, es kann aber in der Regel
eine hohe Quantenausbeute beibehalten werden. 164

Mit dem Ziel, den photoinduzierten Elektronentransfer
iiber Fluoreszenz genauer zu untersuchen, wurden dendriti-
sche Architekturen auf Basis des Bausteinkonzeptes aus
Abschnitt 4 entworfen. Diese ermoglichen es, elektronenab-
gebende und elektronenaufnehmende Substituenten in das
Zentrum sowie in die Peripherie von Polyphenylen-Dendri-
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Abbildung 15. a) Zwischen zwei Flichen befindliches Elektronentrans-
fersystem auf Basis eines PDI-Farbstoffes mit einer Alkylkette, die
einen Carbonsiureterminus tragt und sich selbstindig in Form einer
gemischten Monoschicht auf der ITO-Elektrode anordnet (R=1-Hexyl-
heptyl). b) Fluoreszenztrajektorien (Zahlweise in 20 ms; bei t=275s
findet eine irreversible Photooxidation (photobleaching) des PDI-Chro-
mophors statt) fiir einen PDI-Chromophor auf Quarz und c) in einer
SAM auf ITO.

LES ke,

Warts
§ css

Tl

ckwa‘,rs
Kcss-cs

Abbildung 16. Vorwirts und riickwirts gerichteter Elektronentransfer,
der eine verzogerte Fluoreszenz zur Folge hat. LES =lokaler angeregter
Zustand, GS=Grundzustand, CSS=ladungsgetrennter Zustand,
K,oars = Geschwindigkeitskonstante des vorwirts gerichteten Elektro-
nentransfers, Kaans = Geschwindigkeitskonstante des riickwirts ge-
richteten Elektronentransfers, kcss.cs = Geschwindigkeitskonstante des
Ubergangs vom ladungsgetrennten Zustands zum Grundzustand.

a

Ks
GS

meren einzufithren.'! Im Hinblick auf die exponentielle
Abstandsabhingigkeit des ET-Prozesses ist die strukturelle
Rigiditdt des Dendrimergeriistes ein Kernelement, um den
Abstand zwischen Donor- und Akzeptoreinheiten zu steuern.
Auf diesem Weg konnten molekulare Diaden hergestellt
werden, die aus Elektronendonoren bestehen, die kovalent
iiber Polyphenylen-Linker an einen PDI-Farbstoff gekniipft
wurden, der als Akzeptor wirkt.'”] Redoxaktive Triphenyl-
amin(TPA)-Gruppen, die hiufig als Lochtransporter (HT)
und Elektronendonormaterialien verwendet werden,['%®'?"]
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wurden in die bay-Region von PDI eingefiigt (Abbil-
dung 17).%! Der Abstand zwischen dem PDI-Elektronen-
akzeptor und den TPA-Donoren wurde durch ansteigende
Dendrimergenerationen im Nanometermafstab variiert.
Dieses Designkonzept profitiert wiederum besonders von der
rigiden dendritischen Hiille, da die elektronische Kopplung
zwischen PDI- und TPA-Substituenten ansteigt und Selbst-
ausloschung durch Aggregation des PDI-Chromophors un-
terdriickt ist.*’

Einzelne Molekiile von 32-34 wurden in Polystyrol ein-
gebettet. Die individuellen Donor-Akzeptor-Molekiile zeigen
einen reversiblen Elektronentransfer, wie an der verzogerten
Fluoreszenz ersichtlich ist, die mit einer hohen emittierten
Photonenzahl verlduft.'*! Bei Uberwachung der Fluores-
zenzabklingzeiten konnten Fluktuationen sowohl im vorwarts
als auch im riickwirts gerichteten Elektronentransfer iiber
Zeitraume von Millisekunden bis Sekunden beobachtet
werden. Hierbei wurde deutlich, dass die beobachteten
Fluktuationen einerseits durch Konformationsédnderungen in
der Dendrimerstruktur und andererseits durch Reorientie-
rung der Polymerketten in der Umgebung der beobachteten
einzelnen Molekiile hervorgerufen werden. Konformations-
danderungen konnten mit der Libration in Zusammenhang
gebracht werden, welche die Anderung des Torsionswinkels
von benachbarten Phenylringen in den Dendrimerésten nahe
der Donoreinheiten, die die Ladung weiterleiten, umfasst.
Diese Torsionsbewegungen haben eine Anderung in der
Through-Bond-Donor-Akzeptor-Kopplung zum Ergebnis,
die folglich Fluktuationen in den Abklingzeiten im Millise-
kundenbereich induziert. Die Reorientierungen von Poly-
merketten resultieren aus den Anderungen in der lokalen
Polaritit der Donoren und somit den Anderungen der Sol-
vatation des CSS.

Bisher wurden iiberwiegend materialwissenschaftliche
Aspekte der Rylenfarbstoffe diskutiert, wobei die Farbstoffe
ausschlieflich in sehr unpolaren Umgebungen studiert
wurden, die sehr gut zum ausgedehnten aromatischen Geriist
dieser Farbstoffklasse passen. Eine wesentliche Frage, die
bislang allerdings noch nicht behandelt wurde, betrifft die
Verwendung von Rylenfarbstoffen in wéssiger Umgebung
und hierbei besonders die Frage, ob ihre herausragenden
Eigenschaften zur Kldrung biologischer Fragestellungen ge-
nutzt werden koénnen.

6. Rylenfarbstoffe fiir Anwendungen in biologischen
Systemen

6.1. Wasserloslichkeit

Fluoreszenztechniken eignen sich ideal zur Verfolgung
vieler fundamentaler biologischer Prozesse.®! Ein Farbstoff,
der fiir solche Anwendungen genutzt wird, sollte sich durch
die folgenden Eigenschaften auszeichnen: Er sollte 1) an-
regbar sein, ohne dass dabei die biologische Matrix ebenfalls
angeregt wird, 2) 16slich in den entsprechenden Puffersyste-
men sein, 3) einen hohen molaren Extinktionskoeffizienten
sowie 4) hohe Fluoreszenzquantenausbeuten aufweisen.
Weiterhin wird eine funktionelle Gruppe benétigt, die eine
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Abbildung 17. Erste, zweite und dritte Generation von Polyphenylen-
Dendrimeren (32, 33 bzw. 34) mit einem PDI-Chromophor im Zen-
trum und entsprechend vier, acht und sechzehn TPA-Gruppen in der
Peripherie.

spezifische Markierung ermoglicht.® Bislang wurden Rylen-
farbstoffe hauptsdchlich in organischen Losungsmitteln ge-
nutzt, da sie wegen ihres lipophilen Charakters in einer po-
laren Umgebung Aggregate bilden und wegen ihres ausge-
dehnten aromatischen Geriistes in der Regel nicht wasser-
16slich sind. Dementsprechend ist die Einfithrung von was-
serloslichen  Gruppen unter Erhaltung der hohen
Fluoreszenzquantenausbeuten eine besonders anspruchsvolle
Aufgabe.[*!l Perylenchromophore mit hydrophilen Substitu-
enten wie Sulfonsiuregruppenl*!®l oder quartiren Amino-
gruppen? sowie Kronenether, Polyethylenoxid (PEQ)!®*17]
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oder Peptidketten,'™ die mit dem Chromophor verkniipft
sind, 16sen sich zwar in Wasser, die entsprechend substitu-
ierten Farbstoffe weisen allerdings fast keine Fluoreszenz
mehr auf.*? Ein PMI-Chromophor mit einer langen PEO-
Kette (PMI-PEO) zeigte beispielsweise zwar eine gute Los-
lichkeit sowohl in polaren als auch in unpolaren Losungs-
mitteln, allerdings fiihrte die starke Neigung des PMI zur
Aggregatbildung zu einem Fluoreszenzverlust in polaren
Losungsmitteln.'®”) Interessanterweise spiegelten die Fluo-
reszenzquantenausbeuten die Polaritit des umgebenden
Mediums wider. So wurden in hydrophoben Umgebungen
hohe Fluoreszenzquantenausbeuten gefunden, wihrend diese
in polaren Losungsmitteln schrittweise aufgrund von Aggre-
gatbildung sanken. Auf diese Weise konnte PMI-PEO als
Nanoreporter fiir Polaritdtsdnderungen in seiner direkten
Umgebung Anwendung finden und weiterhin fiir Experi-
mente zur Zellfarbung genutzt werden. So gelang die selek-
tive Anfirbung von Zellmembranen bei In-vitro-Experi-
menten, da in wissriger Losung geringe Fluoreszenzquan-
tenausbeuten und in hydrophober Umgebung (z.B. Mem-
branen) eine hohe Fluoreszenz auftreten.!”!”) Diese Tatsache
wurde fiir ein PMI-Derivat mit einer einzelnen Carbonsdu-
regruppe genutzt (35, PMI-COOH;!'*I siche Abbildung 18a).
Dieses Amphiphil wurde ebenfalls fiir die Wechselwirkung
mit Membranen entwickelt. Das planare, aromatische Geriist
des PMI hat eine hohe Antriebskraft, sich in Lipidschichten
einzulagern, wihrend die Carbonsduregruppe -eingefiihrt
wurde, um die negativ geladenen Phosphorsiduregruppen der
Membranoberfldche zu imitieren. 35 hat einen Extinktions-
koeffizienten von ca. 38000M 'cm™ bei 500 nm und nahezu
quantitative Fluoreszenzausbeuten in organischen Losungs-
mitteln. Allerdings fluoresziert 35 wegen der Aggregatbil-
dung von PMI in polaren Losungsmitteln, wie weiter oben in
diesem Abschnitt beschrieben, fast nicht. Die Aggregatbil-
dung zeigt sich durch Rotverschiebung der Emissionspeaks,
stark reduzierte Fluoreszenzquantenausbeuten sowie eine
langere Abklingzeit verglichen mit den entsprechenden
Werten fiir das PMI-Monomer.['”! Es wurde auBerdem be-
obachtet, dass die Photostabilitdt und damit Lebensdauer des
angeregten Zustands von 35 in einer Membran wesentlich
hoher bzw. ldanger sind als die von kommerziell erhéltlichen
Membranfarbstoffen.'”) Wird 35 zu einem Wachstumsmedi-
um fiir Zellen gegeben, beginnen die Zellmembranen wegen
der Wechselwirkung stark zu fluoreszieren. Die Abklingzeit
von eingelagertem 35 hing bei Modellsystemen aus unila-
mellaren Riesenvesikeln stark von der Phase der verwende-
ten Phospholipide (Flussigphase gegeniiber kristalliner
Phase) ab.'’!! Diese Beobachtung konnte durch Packungs-
unterschiede sowie Unterschiede im freien Volumen zwi-
schen den unterschiedlichen Phasen erklirt werden.['"'7
Die Empfindlichkeit dieses Farbstoffs gegeniiber seiner lo-
kalen Umgebung, die mit Anderungen seiner Lebenszeit
einhergeht, ldsst bereits darauf schlieen, dass sich mithilfe
von Fluoreszenzlebensdauer-Imaging (FLIM) die Packung in
Zellmembranen und vor allem Lipid-Rafts erforschen lassen.
Lipid-Rafts sind Cholesterin-reiche Mikrodoménen in Zell-
membranen, von denen angenommen wird, dass sie eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielen. In Abbil-
dung 18c¢,d sind Bilder der Intensitit (grau) und Lebenszeit
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Abbildung 18. a) Struktur des amphiphilen PMI-COOH-Farbstoffs 35.
b) Fluoreszenz- (links) und Transmissionsbilder (rechts) von Hela-
Zellen auf einem Objekttriger, der mit 35 behandelt wurde. c) Bilder
der Fluoreszenzintensitit (grau) und der Fluoreszenzlebenszeit (bunt),
die fiir 35 fiir eine Jurkat-Zelle nach der Extraktion des Cholesterins
mit Methyl-B-cyclodextrin erhalten wurden. d) Bilder der Fluoreszenzin-
tensitét (grau) und der Fluoreszenzlebenszeit (bunt), die fiir 35 in
einer Jurkat-Zelle erhalten wurden, deren vernetzte CD3-Membranre-
zeptoren zuvor durch spezifische Antikérper (4 pL Maus-anti-CD3-Anti-
kérper (Sigma)) stimuliert worden waren. Der gelbe Pfeil zeigt auf eine
Region, in der sich die Lebenszeit von 35 anders als im Rest der Mem-
bran verhilt. Dies wird der Bildung eines grofen Lipid-Rafts zuge-
schrieben. Alle FLIMs haben die gleiche Skalenaufteilung von 2.8—

5.8 ns.

von mit 35 angefdrbten Jurkat-Zellen abgebildet. Abbil-
dung 18c prisentiert Bilder einer Zelle, deren Cholesterin
erschopft ist, wihrend in Abbildung 18d Bilder einer Zelle
dargestellt sind, die grofie Rafts enthélt. Die Lebenszeitbilder
zeigen deutliche Unterschiede in der Abklingzeit zwischen
beiden Zellen und sogar in Teilen einer Zelle (vergroBerte
Aufnahme rechts in Abbildung 18d). Dieses Experiment
rechtfertigt nicht nur die Verwendung von Rylenfarbstoffen
in der biologischen Forschung, sondern ermutigte uns auch,
weitere Strategien zur Ankniipfung polarer Substituenten an
das Rylengeriist zu entwickeln.

Der bislang erfolgreichste Ansatz, um Wasserloslichkeit
und hohe Fluoreszenzquantenausbeuten zu erreichen, be-
ruhte auf der Einfiihrung hydrophiler Substituenten in die
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bay-Region des Chromophors.'™ Gute spektroskopische
Eigenschaften zeigten vor allem PDI-Derivate mit vier Sul-
fonsdure- (36), Pyridinium- (37) oder quartiren Aminogrup-
pen.! Interessanterweise wies das TDI-Analogon mit vier
Sulfonsduregruppen in der bay-Region wegen seines erwei-
terten aromatischen Geriistes im Unterschied zum PDI-
Farbstroff eine hohe Tendenz auf, nichtfluoreszierende Ag-
gregate zu bilden."""! Zusitzlich zeigte auch dieser Farbstoff
eine hohe Affinitit zu lipophilen Umgebungen und dort eine
hohe Photostabilitdt. Diese Besonderheit wurde zur Fluo-
reszenzmarkierung von Lipidmembranen und Membranen,
die Kompartimente wie kiinstliche Liposomen oder Endoso-
men enthalten, in lebenden Hela-Zellen eingesetzt (Abbil-
dung 19).10-1]

Anders als zahlreiche andere Farbstoffe eignen sich in
Polymerfilme eingebettete Rylenemitter ausgezeichnet fiir
Einzelmolekiilexperimente. In diesem Zusammenhang zeigte
eine Einzelmolekiilstudie in Polymerfilmen unter Verwen-
dung von 36 exzellente Photostabilitit und ein geringes
Photobleichen. Die Photostabilitét liegt weit iiber der Stabi-
litdt anderer gebrauchlicher wasserloslicher Farbstoffe, so wie
Oxazin-1, Sulforhodamin B und ein wasserlosliches Perylen-
diimid-Derivat."!"! Kiirzlich wurde ein neuer Chromophor-
typ der WS-TDI-Familie, 37, hinzugefiigt — das erste bekannte
Analogon, das in Wasser keine Aggregate bildet und daher
fluoresziert® und dessen vielversprechende photophysikali-
sche Eigenschaften erhalten bleiben.”! Grundlegend fiir die
Anwendung von Rylenfarbstoffen als Biomarkern ist die
Einfiihrung von geladenen Substituenten in die bay-Region
der Rylenchromophore, was in Abschnitt 6.2 thematisiert
wird.

6.2. Monaofunktionelle Perylenfarbstoffe fiir die
Proteinmarkierung

Die Markierung von Proteinen mithilfe von chemischen
oder molekularbiologischen Methoden ist fiir die Erfor-
schung von Proteinfunktionen essenziell. Fluoreszenzsonden
ermoglichen insbesondere die Detektion von molekularen
Wechselwirkungen, Beweglichkeiten und Konformationsin-
derungen.!"¥ Besonders FRET hat sich fiir die Untersuchung
von Konformationsverteilungen und -dynamiken von Bio-
makromolekiilen als wertvolles Hilfsmittel erwiesen.'” Eine
wesentliche Voraussetzung fiir solche Untersuchungen ist die
Moglichkeit einer ortsgerichteten Einfithrung fluoreszieren-
der Reporter in eine festgelegte Position im Protein.

Heutzutage steht eine Vielzahl an Chromophoren fiir die
Markierung von Biomolekiilen zur Verfiigung. Organische
Farbstoffe, Metall-Liganden-Komplexe, Lanthanoidchelat-
komplexe und Fluorophore biologischen Ursprungs wie
Phycobiliproteine oder genetisch verdnderte Proteine wie
auch Nanokristallchromophore wurden als Biomarker ver-
wendet.”®! Fluoreszenzsonden wie Bodipy-*!, Alexa-""! oder
ATTO-Derivate!'”” vereinen hohe Fluoreszenzquantenaus-
beuten, moderate bis gute Loslichkeiten und ein niedriges,
unspezifisches Adsorptionsverhalten. Daher wurden die
Farbstoffe insbesondere fiir Experimente in polarer Umge-
bung wie Wasser, Puffer oder im Zytoplasma fiir vielfiltige
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Abbildung 19. a) Strukturformel von 36. b) Fluoreszenzbild von einzel-
nen Molekiilen von 36, die in eine Polymermatrix eingebettet wurden.
c) Aufnahme der Lipidmembranen der Kompartimente in lebenden
Hela-Zellen nach Zugabe von 36. d) Strukturformel von 37.

Anwendungen wie auch in der SMS eingesetzt.'”*! Trotz be-
merkenswerter Fortschritte bei der Entwicklung verbesserter
PDI- und TDI-Sonden durch maBgeschneiderte Funktio-
nalisierungen werden Rylenfarbstoffe auf dem Gebiet der
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Markierung von Biomolekiilen bislang nur selten verwendet
(Abbildung 20).

Eine wichtige Besonderheit von Rylenfarbstoffen ist die
Moglichkeit, verschiedene funktionelle Gruppen unabhingig
in der Imidstruktur oder in der bay-Region zu platzieren [
Dariiber hinaus ermoglicht es die Imidstruktur, zwei ver-
schiedene Substituenten einzufiihren, wodurch auch eine
»Monofunktionalisierung“, d.h. die Anheftung einer einzel-
nen reaktiven Gruppe in dieser Position moglich ist.7 15 Auf
diese Weise wurden PDI- und TDI-Farbstoffe erhalten, die
auBer vier Sulfonsduregruppen noch eine funktionelle
Gruppe fiir Biokonjugationsreaktionen tragen, z. B. Carbon-
sdure- oder Aminogruppen fiir die Bildung von Amidbin-
dungen mit Lysin-, Glutaminsidure- oder Asparaginsdureres-
ten."") Die Chromophore 38-40 sind gut wasserldslich und
haben hohe Fluoreszenzquantenausbeuten. Das hohere Ho-
mologe WS-TDI 41 absorbiert oberhalb von 600 nm und ist
daher sehr gut fiir Einzelmolekiilexperimente sowie fiir Ex-
perimente an lebenden Zellen geeignet. Biokonjugate aus 41
und DNA zeigten beispielsweise eine hohe Besténdigkeit
gegen den Photoabbau sowie reduziertes Photo-Blinking."!
Die Einfiihrung einer Cysteinpunktmutation an einer ge-
wiinschten Position auf der Oberfliche eines rekombinanten
Proteins ist einer der héufigsten Ansitze fiir die selektive
Proteinmarkierung. In diesem Fall muss das Chromophor
eine mit Thiolen reagierende Gruppe enthalten. PDI 40 mit
einer Maleimidgruppe (Abbildung 20) eignet sich als Fluo-

z
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Abbildung 20. Uberblick tiber verschiedene PDI- und TDI-Biomarker.
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reszenzsonde fiir die Adressierung reaktiver Thiolgrup-
pen."™ Oft werden Proteine in der Molekularbiologie mit
einem Oligohistidinterminus exprimiert, der die Isolierung
und Reinigung mithilfe entsprechender Séulen, die Nitrilo-
triessigsdure(NTA)-Gruppen tragen, erleichtert. Diese Art
der Markierung kann auch fiir eine Funktionalisierung mit
Chromophoren genutzt werden,, die analoge funktionelle
Gruppen tragen. Die Funktionalisierung mit einer einzelnen
NTA-Gruppe innerhalb der Imidstruktur von PDI (PDI-NTA
42; Abbildung 21) ermoglicht die spezifische Markierung von
Proteinen mit einem Oligohistidinende in Gegenwart von
Ni**-TIonen.'"

Im Unterschied zu vielen bekannten NTA-funktionali-
sierten Chromophoren, von denen frither berichtet wurde,
werden die photophysikalischen Eigenschaften von PDI-
NTA nicht durch die Komplexierung mit Nickelionen beein-
trachtigt.'*"'%] Die erfolgreiche Markierung der ATP-Syn-
thetase konnte unter Verwendung von 42 demonstriert
werden.' In diesem Zusammenhang wurde beobachtet,
dass 42 sich nicht nur durch eine gleich bleibende Emissi-
onswellenlénge, sondern auch durch eine hohe Emissionsin-
tensitdt in Gegenwart von Nickelionen auszeichnet, wodurch
sich derartige Chromophore besonders fiir die Untersuchung
von Proteindynamiken auf Einzelmolekiilebene eignen.
Ferner sind solche Fluoreszenzreporter mit einem Moleku-
largewicht von 1555 gmol ™" verhiltnismiBig klein, wodurch
Einschrankungen, wie sie durch die Grofle von z.B. auto-
fluoreszierenden Proteinen oder Quantenpunkten bedingt
sind, umgangen werden konnen. Das PDI-NTA-Chromophor
hat ein groBes Potenzial fiir die Charakterisierung der
Funktionen, Dynamiken und Wechselwirkungspartner von
Proteinen.

6.3. Einzelproteinspektroskopie

In den vergangenen Jahren konnten einzelne Proteine,
Virionen, Wirkstoffe und andere einzelne Biopartikel mar-
kiert werden, um so ihren Weg und ihre Wechselwirkungen in
lebenden Zellen zu verfolgen sowie den Mechanismus von
Zellaufnahme und Zellmigration sowie die Wechselwir-
kungspartner aufzukliren."™ Unter Anwendung des asym-
metrischen PDI-Chromophors 39 konnten einzelne Phosp-
holipaseenzyme sogar auf einem fluoreszenzmarkierten
Substrat funktionalisiert und visualisiert werden.!'® ¥l Unter
diesen schwierigen Bedingungen zeichnete sich das PDI 39
durch eine 600-mal lingere Lebenszeit als ATTO 647177 aus,
das oft als ultrastabiler Fluoreszenzreporter beschrieben
wird."® Die mit 39 markierten Enzyme ermoglichten die
Charakterisierung der Phospholipaseaktivitidt auf Phospholi-
pid-tragenden Schichten, ihrem natiirlichen Substrat.!'s’
Uber diesen Ansatz konnte zum ersten Mal die Mobilitt der
Phospholipase mit ihrer katalytischen Aktivitdt in Beziehung
gesetzt werden.'®! Weiterhin erlaubten diese Untersuchun-
gen eine Validierung des Einflusses der Schichtzusammen-
setzung und Fluiditdt auf die Aktivitit und Mobilitit der
Phospholipase (Abbildung 22).1'5

Wie wir in den vorangegangenen Unterabschnitten gese-
hen haben, konnen durch Kombination eines hydrophoben
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Abbildung 21. Die Markierung eines Proteins mit dem Ni-NTA-funktio-
nalisierten PDI-Farbstoff 42 wurde unter Verwendung einer ATP-Synthe-
tase mit einer Oligohistidinsequenz demonstriert.

Rylengeriistes und polarer Substituenten sehr amphiphile
Molekiile gebildet werden. Diese konnen als Nanoreporter
der Polaritét ihrer direkten Umgebung fungieren, da sie eine
kontrastreiche Darstellung von Membranen ermoglichen.
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Abbildung 22. Spektroskopische Untersuchungen an einzelnen Phos-
pholipase-Proteinen, die mit PDI 39 markiert wurden und auf das
Phospholipid-Substrat Palmitoyloleoylphosphatidylcholin (POPC) gege-
ben wurden. a) Die Zeichnung zeigt das generelle Konzept des Experi-
ments (die Phospholipid-Schichten sind in Griin, einzelne Phospholi-
pasen in Gelb dargestellt). b) Absorptions- (-----) und Emissionsspek-
tren (—) von 3,3"-Dioctadecyloxacarbocyanin-Perchlorat (DiO, griine
Farbgebung; dieser Farbstoff wurde verwendet, um die Substratschich-
ten zu markieren) und PDI 39 (gelbe Farbgebung; zur Markierung ein-
zelner Enzyme). Unter Verwendung der passenden Filter erméglicht es
die Markierung mit PDI, geniigend Photonen zu detektieren, um ein-
zelne Enzyme sogar in Gegenwart der Hintergrundfluoreszenz der
Schichten zu unterscheiden. c) Markierung der Schichten erméglicht
die Visualisierung der Schritte in den Schichten sowie, in Kombination
mit den markierten Enzymen, die Visualisierung der bevorzugten Ad-
sorption von Enzymmolekiilen an den Schritten. Dieses Bild wurde
nach Akkumulierung von acht Frames (400 ms) erhalten. Weifles Qua-
drat: vergrofiertes Bild der rechten Seite, wo zwei Enzyme am Schritt
zwischen zwei POPC-Schichten liegen (weifle Pfeile) und zwei Enzyme
sich auf einer POPC-Schicht bewegen (orangene Pfeile). d) Trajektorien
einzelner Enzyme als Funktion der Zeit. Die linke Trajektorie gehort zu
einem Enzym, das sich auf einer POPC-Schicht bewegt, die rechten
stammen von Enzymen an der Kante zwischen zwei Schichten. Aus
solchen Trajektorien ldsst sich die mittlere quadratische Abweichung
(MSD) einzelner Enzyme errechnen. Anhand dieser Daten ist es mog-
lich, Diffusionskonstanten einzelner aktiver Enzyme an einer Schicht-
kante zu berechnen (Werte zwischen 0.07 und 1.7x107% cm?s™").
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Dieser bemerkenswerte Kontrast resultiert daraus, dass diese
Nanoemitter lipophile Umgebungen bevorzugen, und wird
zusitzlich durch die Aggregatbildung der Chromophore in
wiassriger Losung verstarkt. In Abschnitt 6.4 schildern wir,
wie hohe subzelluldre Spezifitdten durch die Gegenwart einer
Vielzahl von Ladungen erzielt werden konnen. Derartige
wasserlosliche und fluoreszierende Rylenpolyelektrolyte
weisen aufergewohnliche subzelluldre Spezifititen fiir na-
tiirliche Polyelektrolyte auf.

6.4. PDI-Polyelektrolyte mit hohen subzelluliren Spezifitdten

In der Zellbiologie spielen Ladungen eine wichtige Rolle.
Negativ geladene Membranen regulieren die Aufnahme und
Ausschleusung von Molekiilen und Makromolekiilen in
Zellen.'8" 38 Das sich im Zellkern befindende Nukleosom
setzt sich aus positiv geladenen Histonproteinen, die Okta-
mere bilden, zusammen und wird fiir die Aufbewahrung des
genetischen Materials von der negativ geladenen DNA um-
wickelt."®! Das Design von Nanoemittern mit einer groBen
Zahl an positiven oder negativen Ladungen sollte ihre elek-
trostatische Wechselwirkung mit natiirlichen Polyelektroly-
ten wie der DNA oder den nukledren Proteinen ermoglichen.
Uber das Schicksal von Polyelektrolyten in Zellen ist bislang
nur wenig bekannt. Diesem Mangel an Informationen liegt
hauptsédchlich die Tatsache zugrunde, dass es haufig nicht
gelingt, Eigenschaften wie Nanogrofle, Fluoreszenz und
Mehrfachladungen in einem Molekiil zu kombinieren. Unser
Designkonzept beruht auf der Tatsache, dass die Funktiona-
lisierung mit dendritischen Zweigen an einem zentralen Ry-
lenkern die Einfithrung einer groen Zahl von Substituenten
in der Peripherie ermoglicht, wordurch sich komplexe Kern-
Schale-Makromolekiile aufbauen lassen. Diese setzen sich
aus einem PDI-Chromophor im Zentrum zusammen, das von
einer Polyphenylenschale umgeben ist. Die Kern-Schale-
Struktur eroffnet den Zugang zu makromolekularen Di-
mensionen und schiitzt weiterhin den Chromophor, wiahrend
die duflere Schale mehrere Amino- oder Carboxygruppen
tragt (Abbildung 23).1°"% Diese Makromolekiile wurden
durch Grafting-from-ATRP ausgehend von einem fluores-
zierenden Polyphenylen-Makroinitiator synthetisiert. Durch
Atomtransferpolymerisation (ATRP) ldsst sich die Zahl der
Ladungen wihrend der Polymerisation einstellen,"* und
zudem konnen die Kettenldngen zwischen zehn und fiinfzig
Monomereinheiten und die Mengen der eingefiihrten Car-
bonsiure- und Aminogruppen gezielt variert werden.!'” Auf
diesem Weg kann eine grofe Zahl von 80-1280 polaren
Gruppen auf der Oberfliche der Makromolekiile eingebaut
werden."”” Diese PDI-Polyelektrolyte weisen eine hohe
Wasserloslichkeit und gute Fluoreszenzquantenausbeuten
auf.'! Es zeigte sich, dass PDI-Nanoemitter mit vielen po-
sitiven Ladungen, z.B. 44 (Abbildung 23b), ziigig in Zellen
aufgenommen werden"? und spezifisch mit den negativ ge-
ladenen Komponenten der extrazelluliren Matrix (ECM;
Abbildung 23 d) wechselwirken.'™ Die ECM umgibt Zellen
und spielt eine wichtige Rolle bei vielen Aspekten, die das
Schicksal einer Zelle betreffen, z.B. bei der Zellwanderung,
Stammezelldifferenzierung und Krebsentwicklung. Der den-
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Abbildung 23. a) Kern-Schale-Makromolekiil 43 der ersten Generation,
das ca. 400 Carbonsiuregruppen in der dufleren Schale enthilt.

b) Kern-Schale-Makromolekiil 44 der ersten Generation mit ca. 400 pri-
méren Aminogruppen. c) Konfokale-Mikroskopie-Aufnahme von larva-
lem Drosophila-Gewebe, das mit 43 angefirbt wurde und die exklusive
Lokalisation im Zellkern zeigt. d) Konfokale-Mikroskopie-Aufnahme der
mit 44 angefirbten ECM in fixierten Flugelepithelzellen. e) Aufnahme
von 44 nach 15 min Inkubation mit ECV-304-Zellen.
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dritische Polyelektrolyt 44 mit ungeféhr fiinfzig Wiederho-
lungseinheiten (n =50) wurde als erster Chromophor fiir das
Anfirben der ECM iiber Bindung an negativ geladene Zell-
bestandteile in fixierten und lebenden Priparaten genutzt.!'™*!
Aufgrund der spezifischen Wechselwirkung mit positiv gela-
denen Zellkernproteinen, den so genannten Histonen (Ab-
bildung 23 ¢), konnten PDI-Kern-Schale-Makromolekiile 43,
die mehrere Carbonsiduregruppen aufweisen, fiir die selektive
Farbung des Zellkerns verwendet werden.

Diese komplexe Bindung wurde exemplarisch an 43 mit
dem positiv geladenen, Lysin-reichen Histonprotein H1 unter
Verwendung der isothermalen Titrationskalorimetrie unter-
sucht."! Sehr niedrige Dissoziationskonstanten im nanomo-
laren Bereich wiesen auf enge Wechselwirkungen zwischen 43
und H1 hin. Die Intensitit der Emissionen des zentralen PDI-
Farbstoffes sank interessanterweise nach Bindung an die
ECM oder Histonproteine, was die Anwendung dieser inter-
essanten Nanoemitter fiir Mehrkanal-Fluoreszenzanwen-
dungen ermoglicht.

7. Zusammenfassung

In diesem Aufsatz wurde der Entwurf maf3geschneiderter
Rylen-Nanoemitter durch gezielte Funktionalisierung des
Chromophorgeriistes beschrieben. Die optischen Eigen-
schaften von Rylenfarbstoffen, ihre Loslichkeit sowie ihre
intra- und intermolekularen Wechselwirkungen lassen sich
durch Wahl der funktionellen Gruppen manipulieren. So
konnten Rylenemitter mit zwei unterschiedlichen funktio-
nellen Gruppen in der Imidregion ausgestattet sowie die Zahl
und Art der Substituenten in der bay-Region variiert werden,
wodurch sich ein Zugang zu unsymmetrisch substituierten
Chromophoren eroffnet, die breite Anwendung fiir den
Aufbau komplexer nanoskopischer Architekturen, als Na-
noreporter oder als Fluoreszenzmarker zur spezifischen
Proteinmarkierung finden.

Durch gezielte Funktionalisierung konnten leistungsstar-
ke Nanoemitter hergestellt werden, die das gesamte Spek-
trum des sichtbaren Lichts sowie des Nah-Infrarotbereichs
absorbieren, scharfe Absorptions- und Emissionsbanden,
hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und herausragende
Photostabilititen aufweisen. Die Platzierung von polaren
oder geladenen Gruppen in das Chromophorgeriist oder in
die nidhere Umgebung des Chromophors fithrt zu einer si-
gnifikanten Anderung der optischen Eigenschaften. So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass sich Rylen-Na-
noemitter dank ihrer hohen Photostabilitét als empfindliche
Reportermolekiile ihrer lokalen Umgebung eignen. Durch
die Verwendung malgeschneiderter Rylenfarbstoffe lie3en
sich bereits Polymerdynamiken, Polymerisationskinetiken,
Porenstrukturen in mesopordsen Materialien oder Wechsel-
wirkungen mit Membranen gezielt untersuchen.

Das Konzept der Verwendung von Rylenemittern als
nanoskopischen Reportermolekiilen in einem kleinen, aber
definierten Volumen wurde am Beispiel der dendritischen
Multichromophore perfektioniert. Die Kombination von
mehr als einem Rylenchromophor an einem bestimmten Ort,
inmitten eines definierten, nanoskopischen Volumens, gibt
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die einzigartige Gelegenheit, systematisch die Abstidnde von
Chromophoren, deren Orientierungen zueinander sowie die
spektrale Uberlappung zu variieren und den Einfluss dieser
wichtigen Parameter auf Energie- und Elektronentransfer-
prozesse am Einzelmolekiil zu studieren. Mit diesen kom-
plexen Makromolekiile ldsst sich das Verstdndnis von Phé-
nomenen wie dem Kollektivverhalten von Multichromopho-
ren vertiefen, und zudem werden neue Wege zur Herstellung
von verbesserten synthetischen Lichtsammelkomplexen ge-
ebnet. Die Kombination von nanometergroSen Rylenemit-
tern und einer flexiblen Hiille, die eine grofle Zahl positiver
oder negativer Ladungen aufweist, eroffnet einen Zugang zu
Kern-Schale-Polyelektrolyten, die auBerordentliche subzel-
luldre Spezifitdten zeigen, feste Bindungen mit natiirlichen
Polyelektrolyten wie DNA oder Histonproteinen im Zellkern
eingehen und eine kontrastreiche Anfiarbung von Zellen
moglich machen.

Ihre Vielseitigkeit und ihre einstellbaren Eigenschaften
sollten die Rylenfarbstoffe zu einem Eckpfeiler der zukiinf-
tigen Entwicklung von leistungsstarken, funktionalen Farb-
stoffen machen.

Abkiirzungen

5DI Pentarylenbis(dicarboximid)

ATRP Atomtransferpolymerisation

Bodipy 4,4'-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene
CSS ladungsgetrennter Zustand

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DiO 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanin

DSSC Farbstoff-sensibilisierte Solarzelle

ECM extrazelluldre Matrix

ET Elektronentransfer

FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
FLIM Fluoreszenzlebensdauer-Imaging
FRET Forster-Resonanzenergietransfer

GS Grundzustand

HDI Hexarylenbis(dicarboximid)

HOMO hochstes besetztes Molekiilorbital

HT Lochtransport

ISC intersystem crossing

ITO Indiumzinnoxid

LES lokal angeregter Zustand

LH2 lichtsammelnder Antennenkomplex

LUMO niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital

MSD mittlere quadratische Abweichung

NIR Nah-Infrarot

NMI Naphthalinmonoimid

NTA Nitrilotriessigsdure

PDI Perylenbis(dicarboximid)

PEO Polyethylenoxid

PMI Perylen-3,4-dicarboximid

PMMA Polymethylmethacrylat

PnBMA Poly(n-butylmethacrylat)

POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin

QDI Quaterrylenbis(dicarboximid)

SAM selbstorganisierte Monoschicht
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SMS Einzelmolekiilspektroskopie

STED Fluoreszenzloschung durch stimulierte
Emission

T, Glasiibergangstemperatur

TDI Terrylenbis(dicarboximid)

TPA Triphenylamin

WFM Weitfeldmikroskopie

WS-TDI 1,6,7,12-Tetra(4-sulfonylphenoxy)-N,N-

(2,6-diisopropylphenyl)terrylen-3,4:9,10-
tetracarboxidiimid
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