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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese von unterschiedlich funktionalisierten

Poly(pyridyl)ruthenium(II)-Komplexen und deren biologischen Anwendung.

Durch Kopplung eines Anthrachinonderivats an Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe konnte
die Wechselwirkung dieser Komplexe mit Polynukleotiden sowie die Zellgingigkeit
verbessert werden. Es zeigte sich weiterhin, dass Substituenten an den Bipyridin-Liganden die
Wechselwirkung der Komplexe mit Polynukleotiden modulieren. Kleine, wasserstoftbriicken-
bildende bzw. positiv geladene Substituenten forderten die Bindung an Polynukleotide.
Dahingegen verhinderten grofle bzw. negativ geladene Substituenten die Wechselwirkung
dieser Rutheniumkomplexe mit Polynukleotiden.

Aufnahmegeschwindigkeit, -mechanismus und Verteilung der synthetisierten Poly(pyridyl)-
ruthenium(Il)-Komplexe wurde an drei adhédrenten Krebszelllinien sowie an einer
Krebssuspensionszelllinie untersucht. Die adhidrenten Zelllinien zeigten ein anderes
Aufnahmeverhalten als die Suspensionszelllinien. Wéhrend die adhédrenten Zellen die
Rutheniumkomplexe hauptsidchlich durch energieabhéngigen Transport akkumulierten,
wurden die unpolarsten Komplexe der getesteten Reihe von den Suspensionszellen iiber
energicunabhingige Transportwege aufgenommen. Alle Zelllinien zeigten nach 4h
Inkubationszeit mit den Rutheniumkomplexen die fiir Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe

typische punkformige Verteilung im Zytoplasma mit Aussparung des Zellkerns.

Weiterhin ~ wurden [Ru(HDPA),dppz]** (HDPA = Di-2-pyridylamin, dppz = Dipyrido-
[3,2-a:2¢,3‘-c]phenazin) und dessen Derivate hergestellt und hinsichtlich ihrer Fluoreszenz-
eigenschaften, Erkennung von DNA-Defektstrukturen und zelluldren Verteilung untersucht.

Von strukturell dhnlichen Komplexen ist in der Literatur bekannt, dass diese nur bei tiefen
Temperaturen Fluoreszenz aufweisen. Durch Alkylierung des HPDA-Liganden konnte in
aprotischen Losungsmitteln Fluoreszenz bei Raumtemperatur erreicht werden. Es zeigte sich,
dass die alkylierten Komplexe als Fluoreszenzsensoren fiir die Erkennung von Basenfehl-
paarungen in DNA geeignet sind. Zudem wurden alle dppz-Rutheniumkomplexe von HeLa-
Zellen akkumuliert und wiesen wiederum die fiir Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe

typische punktférmige Verteilung im Zytoplasma ohne Anfarbung des Nukleus auf.






Short Summary

This thesis deals with the synthesis and biological application of functionalized

poly(pyridyl)ruthenium(Il) complexes.

The coupling of an anthraquinone moiety to the complexes improved the interaction of
poly(pyridyl)ruthenium(Il) complexes with DNA and their cellular uptake. Interaction of the
complexes with DNA was further modulated by variation of the substituents of the bipyridine
ligands. Ligands with small, hydrogen-bonding or positively charged residues favored the
interaction with DNA, while bulky or lipophilic residues decreased the affinity of these
ruthenium complexes to DNA.

Three different adherent cancer cell lines and one suspension cancer cell line were utilized to
explore the cellular uptake rate, mechanism and intracellular distribution of these ruthenium
complexes. All adherent cells showed energy dependent uptake of the ruthenium complexes,
while the suspension cells accumulated the most lipophilic complexes per energy independent
mechanism. After 4 h incubation, all ruthenium complexes displayed similar intracellular

distribution: Staining of the cytoplasm with no luminescence in the nucleus.

In  addition, [Ru(HDPA),dppz]*”  (HDPA = di-2-pyridylamine,  dppz = dipyrido-
[3,2-a:2¢,3‘-c]phenazine) and analogs were synthesized. [Ru(HDPA),L]*" complexes
(L = 2,2*-bipyridine or 1,10-phenanthroline) are known to show marginal room temperature
luminescence. Only at low temperature (77 K) luminescence can be observed. Here it was
shown that replacing the proton with an alkyl chain resulted in room temperature
luminescence in non-aqueous solutions. These complexes exhibited Iuminescence
enhancement on binding to mismatch DNA and could be used as sensitive luminescent probes
for mismatch DNA. The cellular uptake was explored. Strongest luminescence for the dppz

containing ruthenium complexes was observed in the cytoplasm.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Fluoreszenzmikroskopie findet seit lingerer Zeit Anwendung im Bereich der Forschung
und medizinischen Diagnostik, um die Struktur und Funktion biologischer Systeme zu
verstehen. Beispielsweise werden zur Markierung von Zellbestandteilen organische Molekiile
an Antikorper gekoppelt. Da Antikorper nur an fixierten und permeabilisierten Zellen
angewendet werden konnen, ist eine Untersuchung dynamischer Prozesse im Inneren lebender
Zellen nicht moglich. Verbesserungen werden unter anderem durch Verwendung
zellmembranpermeabler, organischer Fluorophore oder fluoreszierender Proteine erzielt.
Fluoreszierende Proteine sind sehr spezifisch, da diese direkt an das zu untersuchende Protein
fusioniert werden. Der Nachteil liegt einerseits in der Grof3e der fluoreszierenden Proteine und
andererseits in der aufwendigen Transfektion der Zellen mit dem fusionierten Protein-
plasmiden. Viele verwendete organische Fluorophore, vor allem diejenigen zum Anfarben
von DNA, besitzen eine geringe Wasserloslichkeit, sind toxisch und unterliegen leicht
Photobleaching. Auflerdem besitzen sie in der Regel eng beieinander liegende Absorptions-
und Emissionsmaxima, was die Detektion erschwert. Weiterhin ist es priparativ aufwendig,

durch strukturelle Variation die Selektivitit der organischen Fluorophore zu dndern.’

Lumineszierende Ubergangsmetallkomplexe bieten eine interessante Alternative fiir die
selektive Detektion zelluldrer Strukturen. Sie verfligen iiber ein einzigartiges modulares
System, bei dem das Metallzentrum in der Mitte die Anordnung der Liganden und damit die
dreidimensionale Struktur des Komplexes bestimmt. Die Liganden lassen sich relativ einfach
austauschen, wodurch die Selektivitit fiir Biomolekiile vielfiltig variiert werden kann.
Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe kdnnen zum Beispiel bei erhohter Temperatur selektiv
mit unterschiedlichen Liganden aufgebaut werden. Gleichzeitig sind sie als d®-System bei
Raumtemperatur kinetisch inert, als Chloridsalz wasserldslich, zellgdngig und kaum toxisch.
Werden die Komplexe in der MLCT-Bande angeregt, so emittieren sie im roten Bereich des
sichtbaren Spektrums. Die Emission liegt in einem Bereich, in dem wenig Autofluoreszenz
der Zelle und der Zellbestandteile zu beobachten ist. Sie ist langlebig, photostabil und durch
einen grofBen Stokes Shift von der Anregungswellenlinge getrennt, so dass sich

Poly(pyridyl)ruthenium(II)-Komplexe besonders als Sensor in lebenden Zellen eignen.”*



2 Einleitung

1.1 Eigenschaften von Poly(pyridyl)ruthenium(11)-Komplexen*

Auf Grund ihrer photophysikalischen sowie elektrochemischen Eigenschaften sind
Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe seit iiber 30 Jahren intensiver Bestandteil der
Forschung. Das zweifach positiv geladene Ruthenium mit sechs d-Elektronen besitzt sechs
Koordinationsstellen und bildet oktaedrische low-spin Komplexe, die durch eine relativ grof3e
Ligandenfeldstabilisierungsenergie charakterisiert und daher bei Raumtemperatur kinetisch
stabil sind. Die Umsetzung mit unterschiedlichsten Liganden ermoglicht es, selektiv die
entsprechenden homo- bzw. heteroleptischen Komplexe darzustellen. Dies erlaubt eine

weitreichende Variation der photophysikalischen und elektrochemischen Eigenschaften.

1.1.1 Photophysikalische Eigenschaften von Tris(bipyridyl)ruthenium(ll)-
Komplexen® ®’

Tris(bipyridyl)ruthenium(II)-Chlorid ist der Grundkoérper aller Poly(pyridyl)ruthenium(II)-
Komplexe. Abbildung 1 zeigt das Absorptions- und Emissionsspektrum von [Ru(bpy);]Cl; in
Wasser (bpy =2,2°-Bipyridin). Die Absorption bei 285 nm ist einem ligandzentrierten
Ubergang (LC, ny — m*) zuzuordnen. Die Banden bei 240 nm und 452 nm werden durch
Metall-Ligand-Ladungsiibergang (MLCT, my — m*L) verursacht. Die Schulter zwischen
310nm und 400nm ist auf einen metallzentrierten Ubergang (MC, my — Tt*y)
zuriickzufiihren. Abbildung 2 fasst die beschriebenen Ubergéinge in einem vereinfachten

Molekiilorbitalschema zusammen.
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Abbildung1  Absorptions- (blau) und Emissionsspektrum (rot) von [Ru(bpy)s]Cl, (20 uM, Wasser,
pH 7, 25 °C, Aex = 452 nm, PMT 600 V).
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Wird mit der Wellenlinge der MLCT-Bande (452 nm) eingestrahlt, so wird [Ru(bpy);]*” vom
Grundzustand in den entsprechenden angeregten Zustand (‘'MLCT-Level) angehoben. Durch
Spin-Bahn-Kopplung (Intersystem Crossing, ISC) findet ein schneller Spinflip (< 1 ps) in den
tieferliegenden Triplettzustand CMLCT) statt. Da aus diesem Zustand eine relativ langsame,
strahlungslose Desaktivierung erfolgt, fithrt dies zu einer langlebigen (~ ps), intensiv
orangefarbenen Lumineszenz. 1959 berichteten Paris und Brandt® das erste Mal von dieser
Lumineszenzeigenschaft des Tris(bipyridyl)ruthenium(II)-Komplexes. Die Emission von
[Ru(bpy)g]2+ hat ein Maximum bei 608 nm, womit sich ein Stokes Shift von ca. 160 nm
ergibt. Die Absorptions- und Emissionsspektren iiberlagern sich nur gering und die
Fluoreszenz kann mit wenig Hintergrund detektiert werden. Insbesondere diese Eigenschaft

erlaubt die Verwendung von Poly(pyridyl)ruthenium(II)-Komplexen als Sensoren in Zellen.
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Abbildung 2 links: Vereinfachtes Molekulorbitalschema von [Ru(bpy)s]** und die elektronischen
Ubergdnge; rechts: Schematische Darstellung der elektronischen Ubergange von

[Ru(bpy)s]*".

Da der angeregte Zustand langlebig ist, kann dieser zusétzlich chemisch weiterreagieren und

beispielsweise Redoxreaktionen eingehen.

1.1.2 Photophysikalische Eigenschaften von Poly(di-2-pyridylamin)-
ruthenium(l1)-Komplexen” '*!!

Die Poly(di-2-pyridylamin)ruthenium(Il)-Komplexe unterscheiden sich in ihren photo-
physikalischen Eigenschaften deutlich von [Ru(bpy)s;]*". Da der Ligand Di-2-pyridylamin
(HDPA) mit Ruthenium nicht-planare Sechsringsysteme bildet, konnen die zwei Hélften von
HDPA wie einzelne Pyridine (py) angesehen werden. Daher sind die photophysikalischen

Eigenschaften von [Ru(HDPA);]*" vergleichbar mit den entsprechenden Eigenschaften von

[Ru(py)s]”".
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[Ru(HDPA);]*" zeigt zwei starke Absorptionsbanden bei 348 nm und 383 nm (Ethanol,
-196 °C). Die Absorption bei niedrigerer Wellenldnge ist einem Ladungstransfer vom Metall
in ein antibindendes Orbital des Liganden zuzuordnen (MLCT, dy — ©*1). Die Bande bei
hoherer Wellenldinge (383 nm) entspricht einen elektronischen Ubergang von einem
nichtbindenden in ein antibindendes Ligandorbital (LC, np — 7*y).

Die nur bei tiefen Temperaturen (Ethanol, -196 °C) zu beobachtende Emission bei 730 nm ist
eine schwache, strukturlose und spinverbotene Emission. Diese findet aus dem dy-d*y-
Zustand statt. Dieser dy-d*v-Zustand liegt aufgrund der geringeren Ligandenfeldaufspaltung
von HDPA bzw. Pyridin tiefer als der dy-nt* -Zustand (Abbildung 3).
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Abbildung 3  Vereinfachte elektronische Struktur der Grundzustdnde (GZ) und der angeregten
Zustande fir [Ru(bpy)s]** (links) und [Ru(HDPA);]** (rechts).

Werden ein bzw. zwei HDPA durch z. B. Bipyridine ersetzt, so sind im Absorptionsspektrum
weitere Uberginge zu beobachten. Diese sind einem dy-m*yp,-Ubergang (MLCT) bei ca.
460 nm und ein energieirmeren Ubergang bei ca. 510 nm zuzuordnen, der auf eine
Wechselwirkung zwischen den beiden Liganden HDPA und bpy zuriickzufiihren ist (ILC,
NHppa — T¥ppy). Bereits die Substitution eines HDPA durch Bipyridin erhoht die
Ligandenfeldaufspaltung in dem MaBe, dass der du-m*pp-Zustand zum tiefstliegenden
angeregten Zustand wird. Aus diesem findet Emission um 600 nm bis 650 nm statt. Diese
Emission ist ebenfalls nur bei tiefen Temperatur (-196 °C) zu beobachten.

Rajendiran et al.'? synthetisierten verschiedene [Ru(HDPA),L]**-Komplexe, um den Einfluss
der unterschiedlichen Liganden (L =HDPA, Phenanthrolin, 5,6-Dimethylpyridin,
Dipyridochinoxalin, Dipyridophenazin) auf die DNA-Bindungseigenschaften zu analysieren.
Bei allen Komplexen konnte bei Raumtemperatur keine Lumineszenz beobachtet werden

(5 % Methanol, 5 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,1), 50 mM Natriumchlorid).
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1.2 Anwendung von Poly(pyridyl)ruthenium(l1)-Komplexen

Aufgrund der einzigartigen photophysikalischen sowie elektrochemischen Eigenschaften
finden [Ru(bpy)s;]*" und dessen Derivate einen weiten Anwendungsbereich. Dieser reicht von
der Verwendung z.B. von [Ru(dcbpy),NCS),]*" in der Solarzellentechnik'® (dcbpy =
4,4*-Dicarboxy-2,2-bipyridin), liber elektrochemische und optische Sensoren beispielsweise

116 ynd Kationen'” bis zur Anwendung in Polymeren als elektrische

fiir Sauerstoff,'* Anionen
Leiter.'"® AuBerdem finden Poly(pyridyl)ruthenium(II)-Komplexen viele Einsatzgebiete im
zelluldren Imaging (1.2.1). [Ru(bpy);]Cl; ist in hohen Konzentrationen und mehrstiindiger
Inkubationsdauer zellgdngig. So wird der Komplex beispielsweise in SEG-Zellen (1,3 mM,
6 h, 37 °C) akkumuliert und als Sauerstoffsensor verwendet."

Ruthenium(IIl)-Verbindungen besitzen zytostatische Eigenschaften. Die zwei Derivate,
KP1019%° und NAMI-A,”" befinden sich bereits als Therapeutika in klinischen Studien.
KP1019 zeigt Effekte unter anderem bei kolorektalen Tumoren, wihrend NAMI-A die

Bildung von Metastasen unterdriickt. Beide weisen eine geringere Toxizitét auf als cis-Platin.

1.2.1 Anwendung von Tris(bipyridyl)ruthenium(l1)-Komplexen in Zellen

Tris(bipyridyl)ruthenium(II)-Chlorid wird unter anderem als Sensor fiir Sauerstoff in Zellen
genutzt."”*** Dies wird dadurch moglich, dass die Lumineszenzintensitit und
Fluoreszenzlebensdauer von [Ru(bpy)s]*" von der Sauerstoffkonzentration abhéngen. Da die
Fluoreszenzlebensdauer unabhingig von der Umgebung und der Konzentration des
Komplexes ist, kann durch Fluoreszenzlebensdauermessungen die Konzentration des geldsten
Sauerstoffs in Zellen quantitativ bestimmt werden. Beispielsweise zeigte sich, dass
[Ru(bpy);]*" (1 mM) inhomogen in J774-Makrophagen verteilt ist, wohingegen die
Fluoreszenzlebensdauer aber in der ganzen Zelle konstant ist und somit auch der Sauerstoff
gleichmiBig in der Zelle verteilt ist.** Dabei ist zu beachten, dass es durch mehrfaches
Bestrahlen zur Produktion von Singulettsauerstoff kommen kann, der zur Zerstorung der
Membranintegritit fiihrt. Um dies zu vermeiden, sollte laut Dobrucki* die Konzentration des
Rutheniumkomplexes unter 200 uM gehalten werden.

1.%* entwickelten einen Stickoxid-Sensor zur Detektion der NO-Produktion in lebenden

Yeeta
Zellen. Durch Modifikation eines Bipyridin-Liganden des Tris(bipyridyl)ruthenium(II)-

Komplexes mit einer elektronenreichen 0-Diaminophenylgruppe wird die Fluoreszenz durch
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einen Photoelektronentransferprozess geloscht. Die Diaminophenylgruppe kann selektiv mit
NO unter aeroben Bedingungen zu Triazol reagieren (Abbildung 4). Dieses ist elektronenarm,
so dass kein Photoelektronentransfer stattfinden kann und der Rutheniumkomplex
fluoresziert. Die NO-produzierenden pflanzlichen Gardenienzellen wurden beispielsweise mit
[Ru(bpy)2(dabpy)]*” (500 uM, 25°C, dabpy = 4-(3,4-Diaminophenoxy)-2,2¢-bipyridin)
unterschiedlich lange inkubiert. Dabei zeigte sich, dass mit steigender Inkubationszeit die
Fluoreszenzintensitdt anstieg. Dies ldsst auf eine kontinuierlich steigende NO-Produktion
schlieBen. Mittels HPLC konnte anschlieBend das Triazol in den Zellen nachgewiesen

werden.

nicht fluoreszierend fluoreszierend

Abbildung 4 Reaktion von [Ru(bpy),(dabpy)]** mit NO unter aeroben Bedingungen.

Turro et al.?

haben ein RNA sensitives Phenanthridin an einen Tris(bipyridyl)ruthenium(II)-
Komplex gekoppelt (Abbildung 5) und erhielten einen RNA-selektiven Sensor fiir in vitro
und in vivo Untersuchungen. Dieser vereint die RNA-Bindungseigenschaften und die
Fluoreszenzsteigerung von Phenanthridin mit den langen Fluoreszenzlebensdauern des
Rutheniumkomplexes. Inkubation von Brustkrebszellen (MDA-MB-231, 10 uM, 24 h, 37 °C)
fiihrte zu einer Anreicherung des Ruthenium-Phenanthridin-Komplexes in RNA-reichen
Regionen. Im konfokalen Fluoreszenzmikroskopiebild waren das Zytoplasma, das mRNA
enthdlt, und die Nukleoli, die eine hohe Dichte an RNA aufweisen, intensiv angefirbt. Im
Gegensatz dazu war der Zellkern, der eine hohe Dichte an DNA aufweist, nur schwach
angefarbt.

Zwei strukturell dhnliche dinukleare Rutheniumkomplexe, die sich nur in den verbriickenden
Liganden unterscheiden (Abbildung 5), zeigen eine vollkommen unterschiedliche Verteilung
in Zellen. Wihrend der alkylverkniipfte dinukleare Rutheniumkomplex Rubb;s (50 uM, 4 h,
37 °C) selektiv die Mitochondrien von Mausleukimiezellen (L1210) anfirbt,”® bindet der
aromatischverkniipfte, dinukleare Rutheniumkomplex [{Ru(phen),} 2tpphz]4+ (phen =
1,10-Phenanthrolin ~ und  tpphz = Tetrapyrido[3,2-a:2¢,3-c:3*,2*“-h:2**,3“*-j]phenazin)
selektiv an DNA.? Mit diesem Komplex lsst sich beispielsweise die Struktur der DNA in
lebenden humanen Brustkrebszellen (MCF-7, 500 uM, 1 h, 37 °C) sichtbar machen.’
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[{Ru(phen)ah,tpphz]**

Abbildung5  Struktur von Ruthenium-Phenanthridin, Rubbys und [{Ru(phen),},tpphz]**.

1.2.2 Poly(pyridyl)ruthenium(l1)-Komplexe als mmDNA-Sensor

Basenfehlpaarungen in der zelluliren DNA konnen wéhrend der Replikation spontan, durch
Exposition mit UV-Licht oder mit genotoxischen Substanzen auftreten.”’ Fiir die Erkennung
und Reparatur solcher Fehler sind die Basenfehlpaarungsreparatursysteme (mismatch repair
machinery, MMR-Systeme) verantwortlich.”® Bei einigen Krebsarten, vor allem bei
Kolonkarzinomen, wurden defekte MMR-Systeme entdeckt.”® AuBerdem fithren MMR-
Defizite zu erhdhter Resistenz gegen gebriuchliche Chemotherapeutika.”® Angesichts der
Rolle der MMR-Proteine in der Krebspriavention bilden Systeme, die Basenfehlpaarungen
selektiv erkennen, neue mogliche Diagnostika und Therapeutika.

Kleine organische Molekiile wie Polyamide®’ und Naphthyridine®® erkennen erfolgreich
Stellen in der DNA mit Basenfehlpaarung (mmDNA-Stellen). Polyamid A erkennt zum
Beispiel eine GT-Basenfehlpaarung und das Carbarmat-verkniipfte Naphthyridindimer B
bindet selektiv an GG-Basenfehlpaarungen (Abbildung 6). Nachteile sind die schwache
Selektivitdt und die photochemische Inaktivitit sowie, dass jeweils nur eine bestimmte

Basenfehlpaarung erkannt wird.
| H

.
p” ~NH /r@

’Jwr HN \(& "*N \N N’J‘LDMNMOJLN \N N/
\[ \ ‘& H H H

Abbildung 6  Struktur der organischen mmDNA-Sensoren Polyamid A (links) und Naphthyridindimer
B (rechts).
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Inerte Metallkomplexe stellen auf Grund ihrer rdumlichen Struktur sowie ihrer
photophysikalischen und elektrochemischen Eigenschaften interessante Kandidaten zur
Strukturerkennung von Polynukleotiden dar.

Lorenzo et al.*® nutzten beispielsweise [Ru(NH3)5(3-(2-Phenanthren-9-yl-vinyl)pyridin)]2+
(RulL) als elektrochemischen Biosensor. Dafiir beschichteten sie Goldoberflichen mit
Einzelstrang-DNA (25-mer, ssDNA) und versetzten die Oberflaiche mit einer RuL-Losung.
Eine anschliefende differentiale Pulsvoltametrie-Messung (DPV) fiihrte zu keinem Signal fiir
das Rutheniumzentrum, da es nicht an die ssDNA gebunden ist. Dasselbe Ergebnis wurde bei
Zugabe von nicht komplementdrer ssDNA erhalten. Erst durch Hybridisierung mit
komplementdrer ssDNA konnte RuL interkalieren, und es resultierte ein Signal im DPV-
Diagramm fiir das Rutheniumzentrum. Verwendete man ssDNA, die eine mm-Stelle enthélt,
so ist die Intensitit des Signals geringer als fiir komplementire ssDNA. Zusétzlich zeigte sich
eine Abhéngigkeit der Signalintensitit von der Position der mm-Stelle. Befand sich die
Basenfehlpaarung am Rand, so ist ein mittelstarkes Signal zu sehen, befand sie sich in der
Mitte, so verringert sich das Signal weiter. Nachteile dieser Methode ist, dass die
photophysikalischen Eigenschaften des Rutheniumkomplexes nicht ausgenutzt werden und

die Methode nicht in lebenden Zellen anwendbar ist.

Barton et al.’** verwendeten Poly(pyridyl)rhodium(Ill)-Komplexe mit dem sterisch
anspruchsvollen Diiminliganden Chrysen-5,6-chinondiimin (chrysi). Diese Komplexe banden
selektiv an thermodynamisch destabilisierte Stellen der Doppelstrang-DNA (dsDNA). Dies
sind Stellen mit Basenfehlpaarung (mmDNA) oder Basenmangel (abDNA).** Die Selektivitiit
ist darauf zuriickzufiihren, dass der Ligand chrysi ein weitreichendes, flaches, aromatisches
System aufweist, dessen Flidche grofer als die Summe der Fliche der Basenpaare ist.
[Rh(bpy)a(chrysi)]’" kann dementsprechend von der kleinen Furche aus in die
Basenfehlpaarung insertieren, wobei die Basen nach auBlenklappen und diese durch den
sterisch anspruchsvollen chrysi-Liganden ersetzt werden (Abbildung 7).*° Dadurch riicken die
Bipyridine des Komplexes in die Ndhe des Phosphatriickrats der DNA.

Um den Einfluss der Gréfle der Nebenliganden auf die Proliferation MMR-defizienter Zellen
im Vergleich zu MMR-aktiven Zellen zu testen, wurden verschiedene weitere Liganden
getestet: 1,10-Phenanthrolin (phen), 4,7-Diphenyl-1,10-phenanthrolin (DIP), Di-2-pyridyl-
amin (HDPA) und Ammoniak (NH3).*® Die Proliferation der MMR-defizienten Zellen wurde
stirker gehemmt als die der MMR-aktiven Zellen. Es zeigte sich, dass dieser Unterschied in

der Proliferation mit kleiner werdenden Liganden und steigender Inkubationszeit zunimmt.
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[Rh(HDPA)y(chrysi)]>" besitzt bereits bei niedriger Inkubationszeit (12h) einen hohen
Inhibitionsunterschied zwischen MMR-aktiven und -defizienten Zellen, wodurch dieser

Komplex als potentielles Diagnostikum und Therapeutikum eingesetzt werden konnte.

Abbildung 7 Struktur von [Rh(bpy),(chrysi)]** (links) und Kristallstruktur® (rechts) von
interkalierenden [Rh(bpy).(chrysi)]** (rot) gebunden an CA-Basenfehlpaarung (gelb).

Der nichste Schritt bestand nun darin, kleine fluoreszierende Molekiile zu finden, die selektiv
an Basenfehlpaarungen binden, um mmDNA in Zellen zu detektieren. Hierzu bieten sich als
Ausgangspunkt die den beschriebenen Rhodiumkomplexen analogen Rutheniumkomplexe an.
Rutheniumkomplexe mit Phenanthrenchinondiiminliganden wie chrysi zeigen keine
Lumineszenz bei Raumtemperatur.”’ Es wurden verschiedene Liganden mit Phenanthrolin-
motiv auf ihre Fluoreszenzeigenschaften bei Raumtemperatur und bei Bindung an mmDNA,
abDNA oder mDNA (DNA, die zwei vollstindig komplementire Stringe aufweist) getestet.38
Dabei zeigte sich, dass [Ru(bpy).dppz]*” (dppz = Dipyrido[3,2-a:2¢,3‘-c]phenazin) in Wasser
nicht fluoresziert und die Fluoreszenzzunahme bei Bindung an mmDNA und abDNA groBBer
ist als fir mDNA.*” Die zellulire Aufnahme der oben genannten Rhodiumverbindungen
wurde mittels der analogen fluoreszierenden Rutheniumkomplexe analysiert. Der Vergleich
der analogen Rutheniumkomplexe ([Ru(NHs)4dppz]*", [Ru(bpy)dppz]*", [Ru(phen),dppz]*
und [Ru(DIP),dppz]*") mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie und Durchfluss-
zytometrie zeigte, dass die Zellauthahme durch passive Diffusion erfolgte und die Komplexe

40,41 .
**% Der besonders interessante

mit der hoheren Lipophilie besser aufgenommen wurden.
Komplex [Ru(HDPA),dppz]*" wurde allerdings nicht untersucht, da strukturell dhnliche
Komplexe, wie bereits oben in Kapitel 1.1.2 erwdhnt, nur bei tiefen Temperaturen (-196 °C)

hinreichende Fluoreszenz zeigen.
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Keene et al.** verwendeten dinukleare Rutheniumkomplexe, um selektiv Ausbuchtungen in
dsDNA und dsRNA zu erkennen (BulgeDNA). Ausbuchtungen sind Positionen in der DNA-
Helix, bei denen keine Base auf dem komplementéren Strang zur Verfiigung steht, wodurch
die Helix offener wird. Beispielsweise binden die [(Ru(phen),),(u-phen-Alkylkette-phen)]*'-
Komplexe iiber ein Rutheniumzentrum an die Ausbuchtung, wihrend die Alkylkette und das
zweite Rutheniumzentrum entlang der kleinen Furche mit der DNA elektrostatisch
wechselwirken. Enthilt die gleiche Nukleotidsequenz keine Ausbuchtung, so bindet der

Komplex nicht so stark, was iiber NMR-Spektroskopie nachgewiesen wurde.

1.3 Zellulare Aufnahmemechanismen von Poly(pyridyl)ruthenium(ll)-
Komplexen®

Ubergangsmetallkomplexe haben zunehmende Aufmerksamkeit als Sensor in biologischen
Systemen erlangt (1.2.1). Diese Verbindungen miissen ihren Bestimmungsort in der Zelle
effektiv erreichen. Das dafiir ndtige Passieren der Zellmembran, die als Barriere der Zelle
wirkt, kann auf verschiedene Wege geschehen. Je nach Aufnahmemechanismus werden die
Aufnahmemenge, die intrazellulire Verteilung der Verbindung und die Zelllinienspezifitit
beeinflusst.

Die Aufnahmemechanismen lassen sich in drei Klassen aufteilen: Passive Diffusion,
Aufnahme unterstiitzt durch Transportproteine und Endozytose. Bei der passiven Diffusion
wird die Verbindung direkt durch die Doppellipidschicht der Zellmembran entlang ihres
Konzentrationsgradienten befordert. Transportproteine sind in der Membran eingebettet und
transportieren energieunabhédngig (Carrier- und passiver Transport) bzw. energieabhingig
(ATP-getriebene Pumpen) Molekiile in die Zelle. Makromolekiile werden schlieBlich via
Endozytose durch UmschlieBung mit einer Membran (als sogenannte Vesikel) in die Zelle
befordert.

Zur Unterscheidung zwischen energieabhidngigen (aktiver Transport, Endozytose) und
energicunabhingigen Transport (passive Diffusion, passiver Transport) werden die Zellen bei
4 °C oder mit Metabolismusinhibitoren (2-Deoxyglucose oder Oligomycin) inkubiert.
Dadurch werden alle Prozesse, die Energie benétigen, blockiert (aktiver Transport,
Endozytose). Die Aufnahme mittels passiver Diffusion ist nicht sdttigbar und kann ebenso
wenig durch Inhibitoren verhindert werden. Einzig durch Anderung des Membranpotentials

(von negativ intrazellulir zu negativ extrazelluldr) und der Membranfluiditit kann die



Einleitung 11

Aufnahme reduziert werden. Der proteingestiitzte passive Transport hingegen kann durch
selektive Inhibitoren verhindert bzw. durch Uberexpression verstirkt werden. Auch ein
proteinvermittelter aktiver Transport kann durch entsprechende Verbindungen gehemmt bzw.
verstirkt werden.

Endozytose kann iiber mehrere individuelle Wege ablaufen, die in zwei Hauptkategorien
zusammengefasst werden: Phagozytose (Aufnahme von groBBen Partikeln, nur in
spezialisierten Zellen) und der in allen Zellen stattfindenden Pinozytose. Diese ist weiter
unterteilt in Makropinozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose, Caveolin-abhéngige
Endozytose und Clathrin- und Caveolin-unabhingige Endozytose. Die verschiedenen
Endozytosewege konnen durch den Einsatz unterschiedlichster Inhibitoren mehr oder weniger
selektiv gehemmt oder auch verstarkt werden.

Zu beriicksichtigen ist bei Aufnahmestudien, dass Zellen Effluxpumpen zur Ausscheidung
von Substanzen besitzen. Diese Pumpen sind zu einem Grof3teil fiir die Resistenz von
Krebszellen gegen Pharmazeutika verantwortlich. Die Effluxpumpen in humanen Krebszellen
gehoren grofBitenteils zu der Gruppe der ATP-bindenden Kassetten (ATP binding cassette,
ABC). Diese bendtigen ATP (Energie), um Substanzen aus der Zelle zu transportieren. Die
Effluxpumpen einer Zelle konnen durch Inkubation bei 4 °C blockiert werden. Zur
Unterscheidung, welcher ABC-Transporter flir den Transport aus der Zelle verantwortlich ist,

existiert auch hier die Moglichkeit, diese zu iiber- bzw. unterexprimieren.

Zur Untersuchung der Akkumulation und des Aufnahmemechanismus von Ubergangsmetall-
komplexen werden verschiedene Methoden angewendet. Alle Komplexe konnen mittels
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) und Atomabsorptions-
spektroskopie (AAS) untersucht werden. Diese Methoden sind sehr sensitiv und liefern den
absoluten Gehalt an Metall pro Zelle. Nachteilig wirkt sich hierbei aus, dass die Zellen fiir
diese Methode im Falle von adhédrenten Zellen trypsiniert und zusétzlich lysiert werden
missen. Dadurch kann nur der durchschnittliche Metallgehalt bestimmt werden und nicht
zwischen Oberflichen-gebundenen und intrazelluldren Komplexen unterschieden werden. Die
zellulire Aufnahme von lumineszierenden Ubergangsmetallkomplexen kann weiterhin mittels
Durchflusszytometrie und konfokaler Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden. Wird ein
stattfindender Transport in die Zelle beispielsweise durch Inkubation mit Inhibitoren oder bei
niedrigen Temperaturen blockiert, so findet keine Aufnahme der Komplexe statt und es kann

keine Lumineszenz in den Zellen beobachtet werden.
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Die Durchflusszytometrie ist dazu geeignet, quantitative Aussagen liber Zellaufnahme-
geschwindigkeit und -mechanismus zu machen. Dazu miissen die Zellen zunéchst zur
Analyse trypsiniert und suspendiert werden. Dies geschieht entweder vor oder nach
Inkubation mit der Komplexlosung. Bei der Durchflusszytometrie stromen die Zellen einzeln
durch einen Laserstrahl und die Lichtstreuung und Fluoreszenz wird aufgenommen. Optische
Filter erlauben die gleichzeitige Detektion mehrerer Fluorophore. Als Ergebnis erhélt man ein
Histogramm der Fluoreszenzintensititsverteilung gegen die Anzahl der Zellen. Zudem wird
die mittlere Durchschnittsfluoreszenzintensitit der Zellpopulation bestimmt. Es ist leicht
moglich, die Fluoreszenzintensititen verschiedener Zellpopulationen (behandelte Zellen
verglichen mit unbehandelten Zellen, unterschiedliche Inkubationszeiten bzw. -temperaturen)
zu vergleichen. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass nicht zwischen membrangebundenen
und intrazelluldren Komplexen unterschieden werden kann, was andererseits durch die
konfokale Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht wird. Dafiir werden die Zellen unter den
entsprechenden Bedingungen inkubiert und die Verteilung und Fluoreszenzintensitit der
Komplexe mittels eines Mikroskops betrachtet. Zusétzlich zeichnet sich diese Methode
dadurch aus, dass die Komplexe in situ in der natiirlichen Umgebung untersucht werden

konnen.

Bisher sind nur wenige Studien zum zelluldren Aufnahmemechanismus von Ubergangsmetall-
komplexen durchgefiihrt worden. Eine Ausnahme stellen lediglich das als Zytostatikum
verwendete Cis-Platin und seine Analoga dar. Diese werden mittels passiver Diffusion,
organischer Kationen- und Kupfertransporter sowie durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen.” Analog ist fir Rutheniumkomplexe eine entsprechende Vielfalt an
Aufnahmemechanismen zu erwarten.*'

Das auf einem Rutheniumkomplex basierende Antikrebsmittel KP1019 bindet beispielsweise
unter Abspaltung eines Chloridliganden an Fe(Ill)-Transferrin (Abbildung 8). Dieses wird
durch Transferrin-Rezeptoren an der Zelloberfliche erkannt und durch Clathrin-vermittelte
Endozytose in die Zellen aufgenommen. Infolge des niedrigen pH-Werts in den Endosomen
wird Fe(IIl) und zusétzlich KP1019 frei. Nach 2 h Inkubationszeit konnten 55 % des KP1019
im Zellkern gefunden werden. Der Rest war auf das Zytoplasma verteilt.*> Stabilen

Ruthenium(Il)-Komplexen steht dieser Weg der Aufnahme nicht zur Verfiigung, da die

Abspaltung eines Liganden nicht ermdglicht wird.*!
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Dobrucki®® beschrieb, dass [Ru(bpy);]*” und [Ru(phen);]*" von Mausmakrophagen (J144) in
200 uM Konzentration innerhalb von 70 min mittels Endozytose aufgenommen werden. Man
sieht punktférmige Anfarbungen der Endosome im Zytoplasma.

Puckett und Barton*' zeigten mittels Durchflusszytometrie und den bereits erwihnten
Inhibitionsmethoden, dass [Ru(DIP),dppz]*" (DIP = 4,7-Diphenyl-1,10-phenanthrolin) iiber
passive Diffusion in HeLa-Zellen aufgenommen wurde (Abbildung 8). Die Aufnahmemenge

hing ebenso wie fiir andere lipophile Kationen (z. B. Rhodamin 123) vom Membranpotential

ab.

Ruthenium(ll)estradiol-Komplex

e
H
N o]
N : NH
(205
(8]
{Arginin)g—NH
Ruthenium-Octaarginin [Ru(bpy-NEtz)512"

Abbildung8  Struktur von KP1019, [Ru(DIP),dppz]**, Ruthenium(ll)estradiol-Komplex, Ruthenium-
Octaarginin und [Ru(bpy-NEt,)3]*".
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Ruthenium(Il)estradiol-Komplexe  zeigen  einen  anderen  Aufnahmemechanismus
(Abbildung 8). Lo et al.*® inkubierten HeLa-Zellen mit dem Ruthenium(I)estradiol-Komplex
bei 4 °C und 37 °C und konnten Lumineszenz mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie nur
bei 37 °C beobachten. Der Ruthenium(Il)estradiol-Komplex wurde durch einen aktiven
Mechanismus in die Zellen aufgenommen. Der Komplex wurde im Zytoplasma besonders um
den Nukleus akkumuliert, wobei der Nukleus selbst nur gering angefarbt wurde.
Ruthenium-Octaarginin zeigte ebenfalls eine temperaturabhingige Aufnahme in Blutplittchen
(Abbildung 8). Da das freie Polypeptid Octaarginin mittels Endozytose in Zellen akkumuliert
wird, wurde davon ausgegangen, dass sich das Rutheniumkonjugat entsprechend verhlt.*’
Zava et al.** konnten zeigen, dass fiir [Ru(bpy-NEt;);]°" mehr als nur ein Aufnahme-
mechanismus stattfindet (Abbildung 8). Dieser Komplex akkumulierte beispielsweise in
hohen Konzentrationen und bei niedriger Temperatur (4 °C) passiv an der Zellmembran von
Eierstockkrebszellen (A2780). Andererseits wurde bei niedriger Konzentration (1 pM) und
37 °C punktformiges zytoplasmatisches Anfirben beobachtet, das durch aktive Endozytose
verursacht wurde.

Der  Mechanismus des zellkerngéngigen  dinuklearen =~ Rutheniumkomplexes
[{Ru(phen),},tpphz]*" wurde ebenfalls untersucht (Abbildung 5). Der Komplex wurde bei
einer Inkubation bei 4 °C von Brustkrebszellen (MCF-7) nicht aufgenommen. Es handelt sich
somit um einen aktiven Aufnahmemechanismus. Anschliefend wurden verschiedene
Endozytose-Inhibitoren getestet. Unabhéngig vom Inhibitor wurde eine gleich starke
Lumineszenz im Zellkern beobachtet. Es handelt sich somit um einen energieabhingigen aber

endozytosefreien Aufnahmemechanismus.’

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe je nach

Substituent durch unterschiedliche Wege in Zellen gelangen konnen.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Serie von Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexen zu
synthetisieren, sowie deren Wechselwirkung mit Nukleinsduren und lebenden Zellen zu
charakterisieren.

Eine verbesserte Zellgangigkeit wurde mit Hilfe des Ligands 4‘-Methyl-2,2‘-bipyridinyl-4-
carbonsdure-(1-amino-8-chloroanthrachinon)-propylamid  (bpy-T) erreicht.  AufBerdem
verstarkt bpy-T die Wechselwirkung mit Polynukleotiden. Die Funktionalisierung der
verbleibenden Bipyridine erlaubt die Variation der Komplexgesamtladung, -gréfe und
-lipophilie. Der Einfluss der derivatisierten Bipyridin-Liganden auf die Wechselwirkung der
Komplexe mit Polynukleotiden und auf die Aufnahme und Verteilung in verschiedenen
Zelllinien sollte ermittelt werden.

Weiterhin ~ sollten  [Ru(HDPA),dppz]*® (HDPA = Di-2-pyridylamin, ~dppz = Dipyrido-
[3,2-a:2¢,3°-c]phenazin) und dessen Derivate hergestellt und hinsichtlich ihrer Fluoreszenz-

eigenschaften, mmDNA-Sensorfahigkeit und zelluldren Verteilung untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Tris(bipyridyl)ruthenium(ll)-Komplexe - zellulare Aufnahmestudien

3.1.1 Synthesen

3.1.1.1 Darstellung des Transportmolekils bpy-T

Im Arbeitskreis von Prof. Kramer wurden verschiedene Transportmolekiile synthetisiert, die
einerseits die Zellauthahme von Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)-Komplexen beschleunigen und
andererseits die Wechselwirkung mit DNA verbessern. Als bestes Transportmolekiil stellte
sich  1-(3-Aminopropylamino)-8-chloroanthrachinon T heraus (Abbildung 9). Der
entsprechende  Tris(bipyridyl)ruthenium(IT)-Komplex [Ru(bpy)2(bpy-T)]** (13) wird in

20 min in einer Konzentration von 20 uM in HeLa-Zellen akkumuliert und kann mittels der

Anthrachinoneinheit in DNA interkalieren.*

Ausgehend von 1,8-Dichloroanthrachinon wurde iiber nukleophile Substitution®® mit mono-
geschiitztem Propandiamin (1) und nachfolgender Entschiitzung mittels Trifluoressigsdure

(TFA)*' T in Ausbeuten von 44 % erhalten (Abbildung 9). 1 wurde nach der Vorschrift von

al.’?

Far et. synthetisiert und in Literaturausbeuten erhalten. T wurde mittels

Carbonyldiimidazol (CDI) mit 4‘-Methyl-2,2°-bipyridin-4-carbonsdure (2) in guten

Ausbeuten (70 %) zum Transportmolekiil bpy-T umgesetzt. Die Vorschrift von McCafferty et

al.” wurde herangezogen, um 2 in Literaturausbeuten zu synthetisieren.

o c o HN"""NH O cCI
1) Dioxan, A, 14 h
oty QU - Q00
H 2) TFA, CH,Clp, RT, 4 h
O O

44 %
1+ T

OH HQN/\//\NH o o« NMNH o c
CDlI, NE13 DMF O‘O
80 °C, 16 h

70 %
T bpy-T

Abbildung 9  Synthese des Transportmolekiils bpy-T. (* Literaturbekannte Verbindung)
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3.1.1.2  Darstellung verschiedener Bipyridin-Liganden L

Es wurden Bipyridin-Liganden (L) mit unterschiedlichen Substituenten synthetisiert. Durch
die Funktionalisierung der Bipyridine mit verschiedenen funktionellen Gruppen sollten die
Bindungseigenschaften zu Polynukleotiden und Zellbestandteilen sowie die Aufnahme-
geschwindigkeit der Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe in Zellen variiert werden.

Ausgehend von 4,4‘-Dimethyl-2,2‘-bipyridin konnten nach Oxidation zum 4,4°‘-Dicarboxy-
2,2¢-bipyridin (3) analog folgender Syntheseroute (Abbildung 10) eine Vielzahl an Liganden

mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen hergestellt werden.

0 0
1. KQCTQO‘T
m H.50, — — 1. SOClz A 16 R
)
2. HNOs, A, 4 h W7 W 4 2NHR2RT2h

ROH H2504

e

Abbildung 10  Syntheseroute zu funktionalisierten Bipyridinen. (* Literaturbekannte Verbindung)

15, 54, 55,56 -

Die Umsetzung erfolgte anhand von variierten Literaturprotokollen in guten bis sehr

guten Ausbeuten (Abbildung 11).

MMMM

91 % 6? % 85 % 6? %

(o] 0 — [9] (8]
_/ \_ N N N— HN NH
7N N 7N T N
N ;d 4 \ _ W Fi
N N
50 % 30 % ag %
o/ M o~ M SN
56 % 30 %
10

Abbildung 11  Synthetisierte Bipyridin-Liganden. (* Literaturbekannte Verbindung)
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3.1.1.3  Darstellung der [RuL,(bpy-T)]**-Komplexe

Zur Darstellung der [RuLy(bpy-T)]*"-Komplexe wurden vier verschiedene Syntheserouten

verwendet.

2,2°-Bipyridin wurde ebenso wie die Liganden 4, 5 und 7 nach der Isolierung der jeweiligen
Zwischenstufe [RulL,Cl,] zu dem entsprechenden [RuL,(bpy-T)]*-Komplexen umgesetzt.

2,2¢-Bipyridin wurde nach der Vorschrift von Sullivan et al.”’

mit Rutheniumtrichlorid-
Hydrat und einem Uberschuss Lithiumchlorid in Dimethylformamid erhitzt, aus Aceton
umkristallisiert und mit Wasser vom Nebenprodukt [Ru(bpy)g]2+ befreit. Nach Trocknen im
Vakuum wurde 12 mit bpy-T weiter umgesetzt. Umkristallisation lieferte das Produkt

[Ru(bpy)(bpy-T)]Cl, (13) iiber zwei Stufen in 37 % Ausbeute (Abbildung 12).

- o -
| | S 7 N""\/"NH o o
=N LiCl, DMF _Cl bpy-T Ny N 2
* RuCigh0 —=T <, o L RC Q‘O c
Ay
= F] Cl A 17h = IN N= |
= = =
2
37 %
12+ 13

Abbildung 12  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 13. (* Literaturbekannte Verbindung)

Rutheniumtrichlorid-Hydrat und Bipyridin 4 wurden in Methanol fiir 24 h unter Riickfluss
erhitzt und anschlieBend sdulenchromatographisch gereinigt.”® Die lilafarbene Bande wurde
eingeengt und mit bpy-T fiir fiinf Tage in einer Methanol/Wasser-Mischung erhitzt. Nach

sdulenchromatographischer Reinigung wurde 15 iiber zwei Stufen in 15 % Ausbeute erhalten

(Abbildung 13).
bpy-T NMNH 0
Cl MeOH
e C'z
o oy *

15 %
14+ 15

MeOH

4"+ RuClyH,0 —:-
A 24 h

Abbildung 13  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 15. (* Literaturbekannte Verbindung)

Bipyridin 5 wurde der Vorschrift von Hou et al.”’

entsprechend mit Rutheniumtrichlorid-
Hydrat in Ethanol erhitzt und s&ulenchromatographisch gereinigt. Der Bis(bipyridyl)-

ruthenium-Komplex 16 und bpy-T wurden fiir drei Tage in Ethanol unter Riickfluss erhitzt.
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Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnte Komplex 17 iiber zwei Stufen in 38 %

Ausbeute isoliert werden (Abbildung 14).

(o] 0
0 | 3 <0 | =
EtOH =N _Cl bpy-T _N
5%+ RUC|3'H20 RU\
A,48h EtOH
= Cl =
|N A3d |N
\/O = \/O =
2 O 2

- 38 % -
17

Abbildung 14  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 17. (* Literaturbekannte Verbindung)

7 wurde nach Aldrige Il et al.”® mit Rutheniumtrichlorid-Hydrat, Lithiumchlorid und
Hydrochinon (HC) zum Bis(bipyridyl)ruthenium-Komplex 18 umgesetzt. Anschlieende
Reaktion mit bpy-T in Ethanol ergab nach einer Reaktionszeit von 18 h und abschlieBender

sdulenchromatographischer Reinigung 19 in 23 % Ausbeute iiber zwei Stufen (Abbildung 15).

o} B o} 0 N
~N = TN RS S NTT~"TNH O CI
LiCI, HC Jw ol PR AN P
. e = -~ bpy-T = -
7 +RL|CI3'H2C}WI- R —— R cl
EtOH
A.25h N N Gy 8h N P N N7
~_-N . ~_-N . . Q
o] 2 o] 2
23% -
18+ 19

Abbildung 15  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 19. (* Literaturbekannte Verbindung)

Die beiden Hydroxygruppen enthaltenden Liganden 6 und 10 wurden nach der Vorschrift von

Collins et al.®® zum entsprechenden Tris(bipyridyl)ruthenium-Komplex 20 bzw. 21

umgesetzt.

1. LiCl, HC o

MeOH/DME, A, 4 h o~

) = N NH O Cl

2. bpy-T hJ H

HAO/EtOH, A, 19 h Nz

6"+ RuClyH,0 - RU cly
3. NH4PFg N
4. QAE Sephadex A-25 |
= O

18 %
20

Abbildung 16  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 20. (* Literaturbekannte Verbindung)

Hierzu wurde der Ligand mit Rutheniumtrichlorid-Hydrat, Lithiumchlorid und Hydrochinon
in einer Methanol/Dimethoxyethan-Mischung fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Extraktion
und Filtration wurde die eingeengte Reaktionsmischung mit bpy-T, Wasser und Ethanol

versetzt und iiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Sdulenchromatographische Reinigung ergab
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das entsprechende Hexafluorophosphatsalz, das mittels Anionentauscher (QAE Sephadex
A-25) ins gewiinschte Chloridsalz 20 in 18 % Ausbeute iiberfiihrt wurde (Abbildung 16).
Der Komplex 21 konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung direkt als Chloridsalz in

14 % Ausbeute isoliert werden (Abbildung 17).

_ o o -
, HO Oy = = NTT~"NH O Gl
1. LiCl, HC H | | H
MeOH/DME, A, 4 h =N N =
10 + RuClyH,0 - Ru O‘O cly
2. bpy-T 22N \N,
HoO/ELGH, A, 19 h H | |
HOM/“O/‘VN = S o
2

14 %

Abbildung 17  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 21.

Zur Synthese der Komplexe 22 bis 25 wurde die Vorschrift von Lee et al.”' herangezogen.
Hierzu wurde das Dichloro(p-cymol)ruthenium(Il)-Dimer mit bpy-T in Ethanol bei
Raumtemperatur zur Zwischenstufe [Ru(p-Cymol)(bpy-T)CI]Cl umgesetzt. AnschlieBend
wurde der entsprechende Bipyridin-Ligand L und Wasser hinzugefiigt und die Reaktions-
mischung fiir 24 h unter Riickfluss erhitzt.

Komplex 22 konnte nach Reaktion von [Ru(p-Cymol)(bpy-T)CI]CI mit kommerziell
erhéltlichen 4,4°-Dicarboxaldehyd-2,2-bipyridin synthetisiert werden. Nach sdulenchromato-
graphischer Vorreinigung wurde das Produkt mittels Umkehrphasen-HPLC in 47 % Ausbeute
isoliert (Abbildung 18).

1.EtOH, RT, 2 h
=
0

]
2. HMH
N N

H40, A, 24 h

[RuCly{p-Cymol)); + bpy-T

47 %

Abbildung 18  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 22.

Zur Darstellung der Komplexe 23 und 24 wurde nach der Reaktion von
[Ru(p-Cymol)(bpy-T)CI]C] mit 8 bzw. 9 die Reaktionsmischung eingeengt und mit wéssriger
Ammoniumhexafluorophosphatlésung versetzt. Der dabei entstandene Niederschlag wurde
abfiltriert und mehrmals mit Wasser gewaschen. Der Niederschlag wurde mittels
Anionentauscherharz (QAE Sephadex A-25) in das wasserlosliche Chloridsalz tiberfiihrt und
mittels Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Man erhielt Komplex 23 in 16 % Ausbeute
(Abbildung 19) und Komplex 24 in 4 % Ausbeute (Abbildung 20).
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_ o o .
= /‘\/\
1. EtOH, RT, 2 h o = | t NHoO  C
2.8,H,0, 7,24 h /”\) N N7
[RuCly(p-Cymol)l, + bpy-T - Ru O‘O cly
3. NHPFg SN AN SN
4. QAE Sephadex A-25 LN A g o
L o 2 _
16 %
23
Abbildung 19  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 23
_ | o o _
N
R PN
1. EtOH, RT,2h - H | s | S H NH O ¢l
2.9,H,0,A,24h 2N N
[RuClg(p-Cymolj]; + bpy-T | Ru O“ Cly
3. NH4PFg ZN NF
4, QAE Sephadex A-25 N [ | !
N 2 =
| 2
4 %
24

Abbildung 20  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 24.

Komplex 25 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute von 3 %
erhalten (Abbildung 21). Es konnte zusétzlich Zwischenprodukt [Ru(p-Cymol)(bpy-T)CI]CI1

isoliert und der Ligand 11 séulenchromatographisch Zurﬁckgewonnen werden.

/WH | 2 = NMNH 0 cl
1.EtOH, RT,2h =N /NI e
[RuCly{p-Cymal)]; + bpy-T » Ru CI2
2.11,HyO, 4, 24 h H 22NN \N/
MN = l = |
2
3%
25

Abbildung 21  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 25.

Komplex 26 wurde analog der Vorschrift von Ghanem et al.®® durch Verseifung der
Ethylester des Komplexes 17 zu den entsprechenden Carbonsduren erhalten. Dafiir wurde
Komplex 17 in Aceton mit 4 N Natronlauge unter Riickfluss erhitzt und Komplex 26 als
Hexafluorophosphatsalz in 42 % Ausbeute isoliert (Abbildung 22).

o _
o~ = P
07 P HO N NH O CI
=N Aceton, A, 4 h
Ru(bpy-T)| Cl, ————————— = fPFE}2
AN 2. NHPFg, HCI
\/O Sy | HO
2
42 %
17 26

Abbildung 22  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 26.
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3.1.2 UV/Vis- und Fluoreszenzeigenschaften

3.1.2.1 UV/Vis-Eigenschaften

Die Absorptionsspektren der synthetisierten Rutheniumkomplexe und [Ru(bpy);]Cl, wurden
mit einer Konzentration von 20 uM in Wasser (pH 7) gemessen (Tabelle 1, Abbildung 23).
Wie auch andere Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe zeigten diese eine starke Absorption
im Wellenlingenbereich von 260 nm bis 320 nm, der sich einem ligandzentrierten Ubergang
(LC) zuordnen lisst.” Die Absorption zwischen 400 nm und 500 nm stellt einen Metall-
Ligand-Ladungsiibergang dar (MLCT). Dieser ist fiir die typisch orangene Farbe der
Komplexe verantwortlich. Die Wellenlingen der beiden Absorptionsmaxima und die
jeweiligen Extinktionskoeffizienten sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Extinktions-
koeffizienten sind Mittelwerte aus zwei Messungen und liegen fiir die Rutheniumkomplexe
im gleichen GroBenbereich. Die Wellenldngen der Absorptionsmaxima fiir [Ru(bpy)s]Cl.
stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Werten sehr gut iiber ein.>®’ Die hier
bestimmten Extinktionskoeffizienten sind etwas kleiner als die von Kalyanasundaram’

bestimmten Werten.

Tabelle 1 Absorptionsmaxima und Extinktionskoeffizienten der Komplexe [Ru(bpy)s]Cl,, 13, 15, 17
und 19 - 26 (20 uM, Wasser, pH 7, 25 °C).

Absorption [nm] (¢ [em™-M™])

Komplex
LC MLCT
[Ru(bpy)s]Cl; 285 (75200) 452 (13300)
13 286 (61800) 468 (14200)
15 307 (47200) 480 (18200)
17 305 (49600) 480 (19000)
19 295 (76100) 469 (21000)
20 290 (59000) 475 (14600)
21 303 (50600) 478 (17800)
22 291 (47400) 473 (15700)
23 297 (51200) 469 (14100)
24 303 (41200) 477 (13900)
25 308 (35000) 480 (13800)

26 302 (45400) 469 (15700)
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Wie man in Abbildung 23 (links) sieht, setzt sich das Absorptionsspektrum von 13 (rot) aus
dem Absorptionsspektrum von [Ru(bpy)s]Cl, (blau) und vom Anthrachinonderivat T (lila)
zusammen. Dadurch verschiebt sich das Maximum bei ca. 450 nm um 16 nm in den roten
Bereich. Die anderen Komplexe lassen sich nach ihren Substituenten in vier unterschiedliche
Gruppen einteilen. In Abbildung 23 (rechts) ist jeweils ein Vertreter der Gruppen gezeigt. Die
grofite Gruppe wird durch die Komplexe 15, 17, 21, 24 und 25 (hellblau, Abbildung 23,
rechts) gebildet. Diese sind durch Ester- bzw. Amidfunktionen an der 4,4‘-Position der
Bipyridine charakterisiert, an denen ein Rest am Sauerstoff- bzw. Stickstoffatom gebunden
ist. Das Absorptionsspektrum wird durch die Substituenten so beeinflusst, dass die LC-Bande

um etwa 20 nm und die MLCT-Bande um ca. 10 nm energiedrmer sind als bei 13.

1,5 1,2
= [Ru(bpy)s]Cl
—_—T
—13
31,0 - 30,8
5, S,
c c
S S
g g
g 3
§ 0,5 = 0,4
0,0 : - - 0,0 . . :
250 350 450 550 650 250 350 450 550 650
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 23  Absorptionsspektren ausgewdahlter Verbindungen (20 uM, Wasser, pH 7, 25 °C).
links: [Ru(bpy)s]Cl, (blau), T (lila) und 13 (rot).
rechts: 20 (gruin), 23 (gelb), 25 (hellblau) und 26 (schwarz).

Komplex 19 und 23 (gelb, Abbildung 23, rechts) sind in 4,4‘-Postition mit Amidgruppen
funktionalisiert, die jeweils zwei Alkylreste am Stickstoffatom tragen. Die LC-Bande
verschiebt sich dadurch im Bezug auf 13 um 10 nm zu héheren Wellenldngen, wéihrend die
MLCT-Bande unverdndert bleibt. Die freien Carbonséuregruppen in 26 (schwarz,
Abbildung 23, rechts) verschieben die LC-Absorption um ca. 15 nm zu groBBerer Wellenldnge
ohne Einfluss auf die MLCT-Absorption. Die letzte Gruppe besteht aus dem
hydroxymethyltragenden Komplex 20 (griin, Abbildung 23, rechts) und dem tetraaldehyd-
substituierten Komplex 22. Beide zeigen eine Absorptionsverschiebung um ca. 5nm zu
héherer Wellenlinge fiir sowohl LC- als auch MLCT-Ubergang. Komplex 20 und 22 zeigen
in Wasser dhnliche Absorptionsspektren, da Komplex 22 in Wasser hydratisiert vorliegt und
somit strukturell Komplex 20 dhnelt. In aprotischem Acetonitril hingegen unterscheiden sich

die Spektren von 20 und 22 (Abbildung 24). Komplex 22 zeigt in Acetonitril eine starker
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rotverschobene Absorption fiir die LC- und MLCT-Ubergénge (300 nm bzw. 485 nm) als
Komplex 20 (288 nm bzw. 470 nm). Die Maxima der Uberginge von 22 liegen niher an

denen der carbonsiureestersubstituierten Komplexe 15 und 17.

=20
—22

-
o
L

Absorption [a. u.]

o
[é,]
L

0,0

250 350 450 550 650
Wellenlange [nm]

Abbildung 24  Absorptionsspektren von 20 (griin) und 22 (grau) in Acetonitril (20 uM, 25 °C).

3.1.2.2 Fluoreszenzeigenschaften

Die Emissionsspektren der synthetisierten Rutheniumkomplexe und [Ru(bpy)s]Cl, wurden in
einer Konzentration von 20 uM in Wasser (pH 7) aufgenommen. Bei einer Anregung mit
468 nm weisen diese die fiir Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe typische Emission
zwischen 550 nm und 700 nm auf,’ die aus dem °*MLCT-Zustand stattfindet (siche
Abbildung 3).” In Tabelle 2 sind die Emissionsmaxima und relativen Emissionsintensititen
der synthetisierten Komplexe aufgetragen. Alle Emissionsmaxima sind im Vergleich zu
[Ru(bpy)s]Cl, zu héheren Wellenldngen verschoben und wesentlich intensititsdrmer. Durch
die Kopplung von T iiber eine Amidfunktion an ein Bipyridin erniedrigt sich das n*_-Orbital
und die Energie des Ubergangs *MLCT zum Grundzustand nimmt ab (siche 1.1.1,
Abbildung 2).° Die Intensititserniedrigung der Emission ist auf die Léschung des *MLCT-
Zustand durch Elektronentransfer auf das Anthrachinon T zuriickzufiihren.®* Bei gestrecktem

Linker und in unpolaren Lésungsmitteln nimmt die Loschungseffizienz ab.®>
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Tabelle 2 Emissionsmaxima der Komplexe [Ru(bpy);]Cl;, 13, 15, 17 und 19 - 26 und in Klammern
das Intensitatsverhaltnis bezogen auf Komplex 13 (20 uM, Wasser, pH 7, A¢ = 468 nm,
PMT 600 V).

Emissionsmaximum [nm]
Komplex (Intensititsverhaltnis

Komplex/13)

[Ru(bpy)s]Cl; 608 (25,8)
13 638 (1,0)

15 649  (0.,5)

17 632 (6,9)

19 632 (4,1)

20 658 (0,2)

21 639 (1,7)

22 654 (0,1)

23 633 (1,1)

24 643 (L,8)

25 634 (2,9)

26 633  (0,7)

Dies konnte auch bei den in Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Rutheniumkomplexen
beobachtet werden. Die Komplexe mit sterisch anspruchsvollen Resten (17, 19, 21, 23, 24
und 25) haben einerseits eine hohere Emissionsintensitit als 13, da diese die Anndherung der
Anthrachinoneinheit verhindern. Kleine Reste (15) oder Reste (20, 22 und 26), die durch
intermolekulare ~ Wasserstoftbriickenbindungen auch  weitere =~ Anthrachinoneinheiten
benachbarter Komplexe in die Ndhe des Komplexzentrums bringen, filhren andererseits zu
geringeren Emissionsintensitidten als 13. Abbildung 25 zeigt beispielhaft die Fluoreszenz-
spektren der stark emittierenden Komplexen 19 und 25 und der schwach emittierenden
Komplexen 15 und 20 im Vergleich zu 13. Abbildung 26 zeigt zuséitzlich die beobachtbare
Blauverschiebung und Intensititsverstirkung beim Ubergang zu unpolaren Losungsmitteln
am Beispiel der Komplexe 22 und 25. Beispielsweise steigt die Emissionsintensitit fiir 22 in
Dichlormethan um 40 % verglichen mit Wasser.”® Die zusitzlich zu beobachtende
Blauverschiebung ist typisch fiir Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe. Estradiol-
funktionalisierte ~ Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe  besitzen  beispielsweise  ein
Emissionsmaximum bei 615 nm bis 622 nm in wiéssriger Losung verglichen mit 603 nm bis

609 nm in Dichlormethan.*®
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Abbildung 25 Fluoreszenzspektren von 13 (rot), 15 (gelb), 19 (schwarz), 20 (grtin) und 25 (hellblau);
(20 UM, Wasser, pH 7, 25 °C, A = 468 nm, PMT 600 V).
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Abbildung 26  Fluoreszenzspektren von 22 in Wasser (grau) und in Dichlormethan (schwarz, DCM) und
25 in Wasser (hellblau) und in Dichlormethan (blau, DCM); (20 uM, pH 7, 25 °C,
Aex = 468 nm, PMT 600 V).

3.1.2.3 pH-Titrationen

Die Komplexe 20, 21, 23, 24 und 26 tragen funktionelle Gruppen, die im Bereich des
physiologisch interessanten pH-Werts (5 - 8) protoniert oder deprotoniert vorliegen koénnen.
Dadurch ist eine Beeinflussung der spektroskopischen Eigenschaften zu erwarten.

Es wurden Komplexlosungen in der Konzentration von 5 uM hergestellt und mittels Salzsdure
bzw. Natronlauge auf die entsprechenden pH-Werte eingestellt, wobei Verdiinnungseffekte
aufgrund der geringen Zugabemenge vernachléssigt werden kdnnen.

Die Komplexe 20 und 21 enthalten beide eine Hydroxyfunktion. Die Titration soll daher
beispielhaft an 20 beschrieben werden. Im UV/Vis-Spektrum konnte dabei kaum eine

Anderung der Absorption bei verschiedenen pH-Werten beobachtet werden. Hingegen zeigt
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Abbildung 28 (links) eine Anderung der Fluoreszenzintensitit des Komplexes 20 mit dem
pH-Wert. Fiir pH > 5 bleibt die Fluoreszenzintensitidt konstant. Eine Deprotonierung der
Hydroxygruppe findet erst bei wesentlich hoheren pH-Werten statt. Vergleichsweise liegt der
pK,-Wert fiir die Deprotonierung von 4-Hydroxymethylpyridin bei 13,86.°” Mit abnehmenden
pH-Wert (pH < 5) sinkt die Fluoreszenzintensitét. Dies konnte damit erklért werden, dass die
Hydroxygruppe protoniert wird. Der pKs-Wert fiir die Protonierung beispielsweise von
Benzylalkohol liegt bei -0,53.°® Somit kann nicht schon ab pH <35 eine Protonierung der
Hydroxygruppen eintreten und das starke Absinken der Fluoreszenzintensitdt nicht erklért
werden. Die pH-Titration mit dem Grundkomplex 13 lieferte ein qualitativ dhnliches
Ergebnis. Im UV/Vis-Spektrum ist wihrend der Titration kaum eine Anderung der
Absorption zu sehen, wohingegen die Fluoreszenzintensitét auch hier mit sinkendem pH-Wert
(pH < 5) abnimmt (Abbildung 28, rechts). Da die pH-Titration des Anthrachinonderivats T
keine dementsprechende Anderung des Fluoreszenzspektrums zeigt, kann somit die

Protonierung nur an der Amidfunktion stattfinden, die das Bipyridin mit dem Anthrachinon T

verkniipft.
35
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Abbildung 27  Fluoreszenzintensitatsanderung der Komplexe 20 (links) und 13 (rechts) in Abhangigkeit
des pH-Werts jeweils am entsprechenden Emissionsmaximum (658 nm bzw. 638 nm);
(5 UM, Wasser, 25 °C, Ae =468 nm, PMT 900V (20) bzw. PMT 800 V (13), pH-Wert
eingestellt durch Zugabe von Aquivalenten Salzsaure bzw. Natronlauge).

Carvalho et al.® erkliren das Absinken der Fluoreszenz von [Ru(bpy)(mbpy-NMe)]*
(mbpy-NMe = 4-N-Methylcarboxamido-4‘-methyl-2,2‘-bipyridin) fiir pH <5 dadurch, dass
der Stickstoff in der Amidbindung protoniert wird.

Alsfasser et al.”

fiir den Komplex [Ru(bpy)z(mbpy-NEtz)]2+ (mbpy-NEt; = 4-N,N-Diethylcarboxamido-4°-

beobachteten ebenfalls einen Fluoreszenzriickgang bei sinkendem pH-Wert

methyl-2,2-bipyridin). Dies wird durch Protonierung des Sauerstoffatoms der Amidfunktion

erklart.
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Protonierte Carbonséureamide besitzen im Grundzustand einen pK¢-Wert von ca. -1 und sind
bevorzugt am Sauerstoffatom protoniert.”’ Beispiclsweise betrdgt der pK-Wert fiir
protoniertes Benzylamid in Wasser -1,14.”* Im angeregten Zustand des Rutheniumkomplexes
wird negative Ladung durch MLCT auf den Liganden iibertragen. Dadurch wird die Basizitét
der Amidfunktion erhéht und die Protonierung erleichtert.” Protonierung funktioneller
Gruppen in Konjugation mit dem Bipyridin fiihrt zu erhdhter strahlungsloser Desaktivierung
und somit zu Lumineszenzléschung.®®

Wichtig fiir die geplante Verwendung der Rutheniumkomplexe als Zellfarbstoffe ist, dass sich
die Fluoreszenzintensitit im physiologischen pH-Bereich fiir die Komplexe 13, 20 und 21

nicht signifikant dndert.
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Abbildung 28  Fluoreszenzintensitatsanderung des Komplexes 24 in Abhangigkeit des pH-Werts am
entsprechenden Emissionsmaximum (643 nm); (5 UM, Wasser, 25 °C, Ae = 468 nm, PMT
800 V, pH-Wert eingestellt durch Zugabe von Aquivalenten Salzsaure bzw. Natronlauge).

Die tertidren Aminfunktionen der Komplexe 23 und 24 kdnnten mit abnehmenden pH-Wert
protoniert werden. Fiir die strukturell dhnlichen Verbindungen 1,4-Dimethylpiperazin und
N,N,N*,N“-Tetramethylethylendiamin betragen die pKs-Werte fiir die erste Protonierungsstufe
8,38 - 8,4974 bzw. 9,1475 in Wasser bei 25 °C. Entsprechend ist zu erwarten, dass die Amine
der Komplexe 23 und 24 fiir pH < 8 protoniert sind. In Abbildung 28 ist beispielhaft die pH-
Titration von Verbindung 24 gezeigt. Im UV/Vis-Spektrum ist kaum ein Einfluss des pH-
Werts auf die Absorption zu sehen. Hingegen hat der pH-Wert einen starken Einfluss auf die
Fluoreszenzintensitdt von 24. Wie man in Abbildung 28 sieht, weist die Titrationskurve zwei
Wendepunkte auf. Im Alkalischen (pH > 11) liegen die tertidren Amine vollstindig
deprotoniert vor und der Komplex weist die grofite Emissionsintensitét auf. Bei Erniedrigung
des pH-Werts sinkt die Fluoreszenzintenistit ab, bis diese bei pH < 8 ein Plateau erreicht. Der

Wendepunkt liegt bei pH=9. Dies stimmt gut mit dem pKs-Wert fiir die erste
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Protonierungsstufe von N,N,N‘ N*‘-Tetramethylethylendiamin iiberein.”” Dieses Verhalten
wurde auch fiir andere an Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe gebundene tertidre Amine
beschrieben.”® Erst bei sehr niedrigen pH-Werten (pH <2) sinkt die Emissionsintensitit
weiter. Dieses Absinken konnte durch die oben erwéhnte Protonierung der Amidfunktion
verursacht werden.

Die Komplexe 23 und 24 sind im physiologischen pH-Bereich (pH = 5 - 8) vierfach protoniert

und weisen eine Gesamtladung von +6 auf.

Der Komplex 26 enthdlt vier Carbonsdurefunktionen, die gleichzeitig oder unabhéngig
voneinander deprotoniert sein konnen. Die Absorptionsintensitidt im Absorptionsspektrum
nimmt mit steigendem pH-Wert zu (Abbildung 29, links). Es sind isobestische Punkte bei
320 nm, 360 nm, 415 nm und 498 nm vorhanden. Bei Erhohung des pH-Werts erfahren die
Maxima eine Verschiebung um 10 nm zu niedrigen Wellenlédngen (312 nm — 302 nm bzw.
482 nm — 472 nm). Ab pH > 5 bleibt das Absorptionsspektrum konstant. Wird die Anderung
der Absorption gegen den pH-Wert aufgetragen, wird erkenntlich, dass der Wendepunkt bei
pH = 3,75 liegt (Abbildung 30, schwarz). Mit steigendem pH-Wert werden die Carbonséure-
funktionen deprotoniert und 26 liegt bei pH > 4 als zweifach negativ geladener Komplex vor.
Ob alle Carbonsduregruppen den gleichen pKs-Wert aufweisen, ldsst sich nicht eindeutig
feststellen. Nicolaou et al.”” nehmen fir den Komplex [Ru(bpy).(dcbpy)]*” (dcbpy =
4,4°-Dicarboxy-2,2¢-bipyridin) zwar an, dass beide Carbonsduregruppen unabhingig
voneinander protoniert werden. Da im Absorptionsspektrum nur ein Wendepunkt bei pH 2,75
zu sehen ist, haben sie daraus geschlossen, dass die pKs-Werte der beiden Carbonséure-

gruppen im Grundzustand relativ dhnlich sind.
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Abbildung 29  Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) von Komplex 26 in Abhangigkeit des
pH-Werts (5 pM, Wasser, 25 °C, Ae =468 nm, PMT 800 V, pH-Wert eingestellt durch
Zugabe von Aquivalenten Salzsadure bzw. Natronlauge).
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Das Fluoreszenzspektrum von 26 zeigt bei Anderung des pH-Werts ein anderes Verhalten als
das entsprechende Absorptionsspektrum (Abbildung 29, rechts). Es bleibt von pH 12 bis 5
konstant, sinkt in seiner Intensitit ab pH < 5 und steigt ab dem Emissionsminimum bei pH = 3
erneut an. Gleichzeitig verschiebt sich das Emissionsmaximum von 633 nm (pH > 5) iiber
650 nm (pH ~ 3) nach 643 nm (pH = 1). Dieses Verhalten wurde von Park et al.” fiir den
Komplex [Ru(dcbpy);]*" (dcbpy = 4,4¢-Dicarboxy-2,2¢-bipyridin) beobachtet und wie folgt
begriindet. Im angeregten Zustand liegen bei pH < 3 alle Carbonsduregruppen protoniert vor
und der Komplex weist eine Gesamtladung von +2 auf. Bei pH = 3 ist der Komplex neutral
geladen, da nur zwei Carbonsduregruppen deprotoniert sind. Sobald der pH-Wert grof3er als
drei wird, werden auch die restlichen Carbonsduregruppen deprotoniert und ab pH > 5 liegt
der Komplex vierfach negativ geladen vor. Daraus ldsst sich analog fiir Komplex 26
schlieBen, dass ab pH <3 alle vier Carbonsduregruppen im angeregten Zustand protoniert
sind und der Komplex eine Gesamtladung von +2 hat. Bei pH 3 ist er neutral geladen mit
zwei deprotonierten Carbonsduregruppen. Ab pH >4 sind alle vier Carbonsiuregruppen

deprotoniert und der Komplex 26 hat eine zweifach negative Gesamtladung.
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Abbildung 30 Absorptions- (schwarz) und Fluoreszenzintensitatsanderung (rot) des Komplexes 26 in
Abhéngigkeit des pH-Werts jeweils am Absorptions- bzw. Emissionsmaximum (469 nm
bzw. 633 nm); (5 uM, Wasser, 25 °C, A, =468 nm, PMT 800V, pH-Wert eingestellt
durch Zugabe von Aquivalenten Salzsaure bzw. Natronlauge).

Zusammenfassend ldsst sich daraus schlieBen, dass die Komplex 13, 15, 17, 19, 20, 21, 22
und 25 im physiologisch relevanten pH-Bereich (5 - 8) weder protoniert noch deprotoniert
vorliegen und somit insgesamt eine zweifach positive Ladung tragen. Die Komplexe 23 und
24 liegen hingegen in diesem pH-Bereich vierfach protoniert mit einer Gesamtladung von +6

vor. Komplex 26 indessen ist vierfach deprotoniert und weist eine Gesamtladung von -2 auf.
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3.1.3 Wechselwirkung der Komplexe mit Polynukleotiden

Die Wechselwirkung von 13 und seiner Derivate mit ssSRNA (aus Torulahefe) bzw. dsDNA
(aus Lachstestis) wurde im Vergleich zu [Ru(bpy)s]** und dem Anthrachinonderivat T
untersucht. Dabei konnte ein Einfluss der Funktionalisierung der Bipyridine auf die
Wechselwirkung mit Polynukleotiden nachgewiesen werden. Durch die positiven Ladungen
der Komplexe konnen diese elektrostatische Wechselwirkungen mit den negativ geladenen
Phosphatgruppen der Polynukleotide eingehen. Der zweifach negativ geladene Komplex 26
bildet hierbei eine Ausnahme. Zusétzlich besteht die Moglichkeit der Interkalation der
Anthrachinoneinheit T in die Doppelstrangstrukturen der DNA, da diese Einheit strukturell
ghnlich der zellgingigen und DNA interkalierenden Anthrachinonderivaten Mitoxantron’
und DRAQ5® ist.

Komplexlosungen in einer Konzentration von 20 uM (10 mM MOPS, pH7, 50 mM
Natriumchloridlésung) wurden hergestellt und ein Startemissionsspektrum aufgenommen.
AnschlieBend wurden diese Losungen mit Aquivalenten von RNA (10 uM bezogen auf
Nukleotid, Wasser) bzw. DNA (10 uM bezogen auf Nukleotid, Wasser) versetzt und nach
jeder Zugabe jeweils ein Emissionsspektrum aufgenommen. Um Verdiinnungseffekte
auszuschlieBen, wurden auch jeweils entsprechende Volumenédquivalente Wasser zu einer
weiteren Komplexldsung hinzugefiigt und nach jeder Zugabe ein Referenzemissionsspektrum
aufgenommen. Die prozentuale Anderung der Fluoreszenz durch Verdiinnung wurde mit der
prozentualen Fluoreszenzdnderung durch Zugabe von Polynukleotiden verrechnet. Da 23 und
24 bei Zugabe von 1 eq DNA aus der Losung ausfielen, wurden diese Komplexe in einer
Konzentration von 5 pM verwendet.

Die Startfluoreszenzintensititen (Fluoreszenz ohne Polynukleotid) der Emissionspektren der
Komplexe am jeweiligen Emissionsmaximum sind in Tabelle 3 verzeichnet. In den
Abbildung 31 und Abbildung 32 ist die Fluoreszenzintensititszunahme in Prozent der
Startfluoreszenzintensitit des jeweiligen Komplexes bei Zugabe von Polynukleotiden gegen
die Polynukleotiddquivalente aufgetragen.

Es ist bekannt, dass [Ru(bpy)s]*" durch die zweifach positive Ladung mit Polynukleotiden

elektrostatische Wechselwirkungen eingehen kann.*'-*?

Da die Bipyridine aufgrund der
3-3°-H-Wechselwirkung nicht vollkommen planar sind, kann keine Interkalation mit diesen in
die dsDNA erfolgen.”” Die elektrostatische Wechselwirkung der Rutheniumkomplexe an
Polynukleotiden fiihrt zu einem geringen Anstieg der Fluoreszenzintensitit. Die verwendete

RNA liegt hauptsdchlich als Einzelstrang vor, so dass kaum Interkalation moglich ist.
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Tabelle 3 Startfluoreszenzintensitaten der dargestellten Rutheniumkomplexe (20 uM, 10 mM
MOPS, pH7, 50 mM Natriumchloridldsung, 25 °C, A« =468 nm, PMT 800V) am
jeweiligen Emissionsmaximum:

[Ru(bpy)s]Cl, (Aem = 608 Nm), 13 (Aem = 638 Nm), 15 (Aem = 649 NM), 17 (Aem = 632 NM), 19
(Aem =6321nm), 20 (Aem=658nNmM), 21 (Amn=639Nnm), 22 (Aey =654 Nnm), 23
(Aem =633 nm), 24 (Aem=643nm), 25 (Aem=634nm), 26 (Aen=633nm) und T
(Aex = 515 nm, Aemy = 650 Nm).
Komplex Startfluoreszenz- Komplex Startfluoreszenz-
P intensitét [a. u.] p intensitét [a. u.]

13 40 23 (5 uM) 23

15 43 24 90

17 487 24 (5 uM) 42

19 232 25 78

20 9 26 39

21 134 T 9

22 64
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60 -

Intensitatszunahme [%]
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Abbildung 31

Abbildung 31

Prozentuale Intensitdtszunahme der Startfluoreszenz der Rutheniumkomplexe bei
Zugabe von RNA-Ldsung (Torulahefe, 10 UM bezogen auf Nukleotid, Wasser) gemessen
am jeweiligen MLCT-Ubergang (20 uM Komplexlésung, 10 mM MOPS, pH 7, 50 mM
Natriumchloridldsung, 25 °C, A = 468 nm, PMT 800 V).

links: [Ru(bpy)s]Cl, (blau, Ay = 608 nm), 13 (rot, Aey = 638 Nm), 17 (grin, Aem = 632 Nm),
19 (gelb, Aery = 632 NM), 21 (hellblau, A, = 639 NmM), 25 (grau, Aem = 634 nm), 26 (schwarz,
Aem =633 nm) und T (lila, Aex = 515 NM, Ag = 650 NM).

rechts: 15 (blau, Aem = 649 Nnm), 20 (rot, Aem = 658 nm), 22 (grin, Aem = 654 nm), 23 (gelb,
Aem = 633 Nnm) und 24 (grau, Aem = 643 NM).

zeigt, dass [Ru(bpy)s]®* bei steigender RNA-Menge einen sehr geringen

Fluoreszenzanstieg (um 4 %) aufweist. Durch die Bindung der Rutheniumkomplexe an RNA

reduzieren sich die Freiheitsgrade der Fluoreszenzloschung, so dass mit steigender RNA-

Menge ein Fluoreszenzanstieg zu beobachten ist.*> Auch der negativ geladene Komplex 26
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und der unpolare Komplex 25 wechselwirken schwach mit RNA (Fluoreszenzanstieg um 2 %
bzw. 3 %). Das Transportmolekiil T und 13 konnen sich mittels der Anthrachinoneinheit in
die Sekundirstruktur der RNA einlagern und zeigen einen méaBigen Fluoreszenzanstieg (um
48 % bzw. 47 %). Bei Zugabe von RNA zu 17 und 19 ist ein geringerer Anstieg (18 % bzw.
25 %) als fiir 13 zu beobachten. Dies konnte an sterischer Wechselwirkung der Ethylgruppen
mit dem RNA-Riickgrat liegen. Die Ethoxyethanolreste in 21 unterstiitzen die Wechsel-
wirkung mit der RNA zusitzlich, so dass ein hoher Fluoreszenzanstieg (102 %) zu
beobachten ist. Die Komplexe 23 und 24 sind sechsfach positiv geladen (siehe 3.1.2.3) und
zeigen somit eine stirkere elektrostatische Anziehung zur negativ geladenen RNA. Dies
duBert sich in einem Anstieg der Startfluoreszenz bei RNA-Zugabe um 165 % bzw. 175 %.
Durch Wasserstoftfbriickenbindungen, die 15, 20 und 22 unter anderem mit dem Phosphat-
riickrat der RNA eingehen konnen, sind diese fester an RNA gebunden. Somit zeigen 20
(252 %), 22 (270 %) und 15 (296 %) bei Zugabe von RNA die stirksten Fluoreszenzanstiege.

Tabelle 4 Anfangssteigung (m,) und Halbsattigung (Sy;) der dargestellten Rutheniumkomplexe bei
Zugabe von RNA- bzw. DNA-L&sung (eq bezogen auf Nukleotid).
RNA DNA

Komplex my Si mu Si

[Al/eq] [eq] [Al/eq] [eq]

[Ru(bpy)s]Cl; 0,3 21 4 8,2

13 33 1,1 14 6,4

15 20 20 44 8,0

17 4,2 20 40 5,4

19 2,3 19 5,6 7,7

20 80 1,9 74 4,7

21 6,3 15 218 3,0

22 216 0,6 136 2,7

23 28 4,2 29 4,3

24 23 4,7 22 6,5

25 0,8 29 0,8 15,9

26 0,4 13 1,3 6,5

T 2,9 16 5,6 4,0

Betrachtet man die Anfangssteigungen der Kurven in Abbildung 31, so wird deutlich, dass 22

mit Abstand die groBte Anderung der Fluoreszenzintensitit pro Aquivalent Nukleotid
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aufweist (Tabelle 4). Das bedeutet, dass 22 aufgrund des hohen Fluoreszenzanstiegs bei
Zugabe von RNA eine sehr grofle Affinitdit zu RNA besitzt. Zudem ist bereits nach 0,6 eq
Nukleotid die halbe Sattigung der Komplexlosung erreicht (Tabelle 4). Komplex 20 besitzt
die zweithochste Affinitdt zu RNA mit einer Halbséttigungsrate von 1,9 eq Nukleotid. Die
sechsfach positiv geladenen Komplexe 23 und 24 und die gut interkalierenden Komplexe 13
und 15 besitzen eine gute Affinitdit zu RNA. Wobei auffillig ist, dass 15 trotz der guten
Affinitét zu RNA 20 eq Nukleotid benétigt, um die Hélfte der Endfluoreszenz zu erreichen.

Abbildung 32 zeigt die entsprechenden Titrationen der synthetisierten Rutheniumkomplexe
mit DNA. Vergleicht man die fiir RNA (Abbildung 31) und DNA (Abbildung 32) erhaltenen
Graphen miteinander, so wird ersichtlich, dass alle Komplexe einen stirkeren Fluoreszenz-
anstieg bei Wechselwirkung mit DNA als mit RNA zeigen. Dies ist darin begriindet, dass die
Doppelhelix der DNA eine Interkalation der Anthrachinoneinheit erleichtert und somit die

Fluoreszenzl6schung reduziert wird.
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Abbildung 32  Prozentuale Intensitdtszunahme der Startfluoreszenz der Rutheniumkomplexe bei
Zugabe von DNA-L&sung (Lachstestis, 10 uM bezogen auf Nukleotid, Wasser) gemessen
am jeweiligen MLCT-Ubergang (20 uM Komplexlésung, 10 mM MOPS, pH 7, 50 mM
Natriumchloridlésung, 25 °C, A = 468 nm, PMT 800 V).
links: [Ru(bpy)s]Cl, (blau, Ay = 608 nm), 13 (rot, Aey, = 638 Nm), 17 (grin, Aem = 632 Nnm),
19 (gelb, Aern = 632 Nm), 25 (grau, Aem =634 Nnm), 26 (schwarz, Aen =633 nm) und T (lila,
Aex = 515 Nnm, A = 650 NM).
rechts: 15 (blau, Aem =649 Nm), 20 (rot, Aey, = 658 nm), 21 (hellblau, Aem =639 nm), 22
(griin, Aem = 654 nm), 23 (gelb, Aem = 633 NM, 5 uM) und 24 (grau, Aem = 643 NM, 5 pM).

Die Komplexe [Ru(bpy)s]*, 25 und 26 weisen bei Wechselwirkung mit DNA nur einen
Fluoreszenzanstieg um je ca. 10 % auf. Dies liegt einerseits daran, dass [Ru(bpy)s]*" nur
elektrostatische Wechselwirkungen eingehen kann. Andererseits wird bei 25 und 26 die
Interkalation der Anthrachinoneinheit in dsDNA durch gro3e unpolare Seitenketten (25) bzw.
negativ geladene Carboxylgruppen (26) gehindert. Die geringe Affinitit der Komplexe
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[Ru(bpy)s]**, 25 und 26 zeigt sich auch in der niedrigeren Anfangssteigung (4 Al/eq,
0,8 Al/eq bzw. 1,3 Al/eq, Tabelle 4). Weiterhin benétigen diese Komplexe die grofite Menge
an Nukleotiden, um Halbséttigung zu erreichen. 19 kann sich auf Grund der Diethylamid-
gruppen nicht vollstindig an die DNA anlagern (Fluoreszenzanstieg um 58 %). Das
Anthrachinonderivat T und der entsprechende Komplex 13 interkalieren beide in die DNA, so
dass die Loscheffizienz des Anthrachinons reduziert wird und ein Intensititsanstieg der
Startfluoreszenz um 65 % bzw. 105 % zu beobachten ist.”> T, 13 und 19 besitzen hohere
Anfangssteigungen als [Ru(bpy)s]**. Komplex 17 zeigt einen Fluoreszenzanstieg um 149 %.
Die Komplexe 23 und 24 sind sechsfach positiv geladen und bilden in einer Konzentration
von 20 uM mit DNA ein Addukt, das aus der Losung ausfillt. Die Titrationsexperimente
wurden daher in einer Konzentration von 5 uM durchgefiihrt. Es zeigte sich eine Fluoreszenz-
steigerung um ca. 220 %. Thre Anfangssteigung und Halbséttigung unterscheiden sich kaum
von den Werten fiir RNA. Daher ist es wahrscheinlich, dass die Wechselwirkung von 23 bzw.
24 mit Polynukleotiden hauptsédchlich elektrostatischer Natur ist. Die Komplexe 22, 20 und 15
weisen einen starken Fluoreszenzanstieg auf (443 %, 545 % bzw. 954 %). Dies konnte an der
moglichen Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Phosphatriickrat und den
funktionellen Gruppen der Bipyridine liegen, wodurch die Anlagerung an die DNA verstérkt
wird. Interessanterweise zeigt 21 den stdrksten Fluoreszenzanstieg (1215 %). Dieser Anstieg
konnte darin begriindet sein, dass die Ethoxyethanoleinheiten durch ihre hohere Flexibilitét
und polare Kette in der Lage sind, mit Bestandteilen der DNA Wasserstoftbriickenbindungen
und Van-der-Waals-Wechselwirkungen einzugehen. 21 zeigt auch die hochste Affinitit zu
DNA. Dies ist durch eine groBBe Anfangssteigung charakterisiert. 22 zeigt die zweithochste
Affinitit. Beide Komplexe benétigen die geringste Nukleotidmenge (21 3,0 Al/eq, 22

2,5 Al/eq), um die Hélfte des Endfluoreszenzanstiegs zu generieren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle Komplexe einen groferen Fluoreszenzanstieg bei
Wechselwirkung mit DNA als im Gegensatz mit RNA zeigen. Dies ist auf die Moglichkeit
von Interkalation durch das Anthrachinonderivat T in die Doppelstrangstruktur der DNA
zuriickzufiihren. Den ausgeprédgtesten Unterschied im Fluoreszenzanstieg bei Wechsel-
wirkung mit DNA gegeniiber Wechselwirkung mit RNA besitzt 21. Er besitzt im Vergleich
mit den anderen getesteten Komplexen die hochste Affinitit zu DNA und ist somit ein
vielversprechender Kandidat fiir die in vitro Detektion von DNA. Komplex 22 besitzt fiir
RNA die hochste und fir DNA die zweithdchste Affinitdt. Eine alternative Form der
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Wechselwirkung zeigen die Komplexe 23 und 24, die mit Polynukleotiden starke

elektrostatische Wechselwirkungen eingehen.

3.1.4 Zellexperimente

3.14.1 Lipophilie

Die Lipophilie einer Verbindung ist definiert als log P,y, wobei P,, das Verhiltnis
der Gleichgewichtskonzentration der Verbindung in Octanol bzw. Wasser ist
(Abbildung 33).***3 Die Lipophilie wird auch als Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
bezeichnet. Fiir log P,y > 0 ist die Verbindung lipophil, bei log P,y <0 ist die Verbindung
hydrophil.

Lipophile Verbindungen werden von Zellen leichter aufgenommen als hydrophile.***

10g Pow = 10g (COctanol/CWasser)

Abbildung 33 Formel zur Lipophiliebestimmung (C ist die Gleichgewichtskonzentration der
Verbindung in Octanol bzw. Wasser).

Die Lipophilie der Komplexe wurde iiber die sogenannte ,,Shake-Flask“-Methode ermittelt
(siche 5.1.4.3).>% Dazu wurden die Komplexe in Wasser geldst, mit der gleichen
Volumenmenge an Octanol tiberschichtet und mehrmals invertiert. Nach Trennung der Phasen
wurde die Konzentration der Komplexe in den jeweiligen Phasen iiber UV/Vis-Spektroskopie
bestimmt. Es wurden je drei Bestimmungen durchgefiihrt und daraus die Mittelwerte und
Standardabweichungen bestimmt. In Tabelle 5 sind die log P,-Werte der synthetisierten
Komplexe und [Ru(bpy);]Cl; sortiert nach steigender Lipophilie angegeben.

[Ru(bpy)s]Cl; hat im Vergleich mit den synthetisierten Rutheniumkomplexen den kleinsten
log Pow-Wert und ist damit am hydrophilsten. Die Ankniipfung des Anthrachinonderivats T
erhoht die Lipophilie z. B. im Falle fiir 13 um ca. 0,9 Einheiten. Kurze Alkylketten erhohen
diese zusidtzlich (19, 15 und 17). Der negativ geladene Komplex 26, die sechsfach positiv
geladenen Komplexe 23 und 24 sowie die Komplexe 20 und 21, die untereinander
Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden konnen, sind hydrophiler als 13. Der hohe log Poy-
Wert von 22 liegt an der Eigenschaft der Aldehydfunktion, mit Octanol Acetale und
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Halbacetale bilden zu konnen. 25 hat als einziger Komplex einen positiven log P,,-Wert. Er

ist durch die Hexylketten lipophil.

Tabelle 5 Mittelwerte der Lipophilie (log P,,) und die Standardabweichungen (o) der dargestellten
Komplexe [Ru(bpy)s]Cl,, 13, 15, 17 und 19 - 26, sortiert nach steigender Lipophilie
(jeweils am LC-Ubergang bestimmt).

Komplex log Pow c
[Ru(bpy)s]Cl,  -2,191 0,029
26 -2,084 0,008
23 -1,779 0,067
24 -1,540 0,032
21 -1,510 0,030
20 -1,397 0,022
13 -1,317 0,019
19 -0,888 0,021
15 -0,708 0,007
17 -0,333 0,029
22 -0,239 0,049
25 +0,333 0,016

3.1.4.2  Zellulare Aufnahmegeschwindigkeit

Die Zellaufnahme Ilumineszierender Rutheniumkomplexe kann mittels verschiedener
Methoden untersucht werden (siehe 1.3).* Besonders geeignet sind Durchflusszytometrie und
konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Die Durchflusszytometrie eignet sich zur quantitativen
Aussage iiber die Zellaufhahmegeschwindigkeit und zur Studie des Zellaufnahme-
mechanismus. Die Zellen werden suspendiert und einzeln mit einem Laser bestrahlt. Die
Lichtstreuung und Fluoreszenz der Zellen werden aufgenommen. Als Ergebnis erhdlt man
eine Verteilung der Fluoreszenzintensitit gegen die Zellzahl und die mittlere Durchschnitts-
fluoreszenzintensitét der Zellpopulation. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass nicht zwischen
membrangebundenen und intrazelluldren Komplexen unterschieden werden kann. Fiir die
raumliche Verteilung der Komplexe wird die konfokale Fluoreszenzmikroskopie verwendet

(siehe 3.1.4.4).
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Die Aufnahmegeschwindigkeiten der Komplexe [Ru(bpy)s]Cls, 13, 15, 17 und 19 - 26 in die
humanen adhidrenten Zelllinien HeLa (Zervixkarzinom), U373 G (malignes Glioblasom) und
LNCaP (Prostatakarzimon) sowie in die humane Suspensionszelllinie HL-60 (akute
myeloische Leukémie) wurden untersucht. Dabei wurden die Zellen bei 488 nm angeregt und
die Fluoreszenzemission ab Wellenldngen groBBer 670 nm gemessen. Es wurde ein Schwellen-
wert von 1000000 festgesetzt, 20000 Ereignisse (Zellen) gemessen und tote Zellen von der

Fluoreszenzanalyse ausgeschlossen.

Die adhdrenten Zelllinien wurden zu 200000 Zellen pro Vertiefung in einer 24-Mikrotiter-
platte passagiert und die Suspensionszellen in einer Konzentration von einer Million Zellen
pro Milliliter vorbereitet. Zu den Zellen wurde jeweils eine 20 uM Komplexldsung (in
entsprechendem Zellmedium) gegeben und diese anschlieBend im Brutschrank (37 °C,
5% CO,) fir 0,5h, 1h, 1,5h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6 h bzw. 24 h inkubiert. Nach der
entsprechenden Inkubationszeit wurden jeweils Doppelbestimmungen jedes Komplexes
durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Zellaufhahmegeschwindigkeit wurde der mittlere
Fluoreszenzwert von unbehandelten Zellen auf 0 % und der Fluoreszenzwert nach 24 h als
Endwert gewdhlt und auf 100 % festgesetzt. Die Vorgehensweise wurde gewéhlt, um die
Unterschiede in den Fluoreszenzintensititen auszugleichen.

Abbildung 34 bis Abbildung 37 zeigen die daraus resultierenden Aufnahmekurven, wobei fiir
jede Zelllinie jeweils die relative Fluoreszenzdnderung in Prozent gegen die Inkubationsdauer

aufgetragen wurde.

Betrachtet man die Anfangsgeschwindigkeit der Kurven aus Abbildung 34, so lédsst sich
allgemein fiir die Suspensionszelllinie HL-60 sagen, dass die lipophileren Komplexe
(Pow >-1) schneller aufgenommen werden als die polareren (P, <-1). Der lipophilste
Komplex 25 wird am schnellsten aufgenommen. Als zweites wird der zweitlipophilste
Komplex 22 akkumuliert. Erstaunlicherweise wird der sehr polare und zweifach negativ
geladene Komplex 26 mit ungefdhr der gleichen Anfangsgeschwindigkeit wie die Komplexe
15 und 19 aufgenommen. Der Fluoreszenzanstieg von 26 erreicht allerdings ziemlich bald ein
Plateau. Auffilligerweise tritt die Aufnahme der Komplexe 20, 21 und [Ru(bpy)s]* verzogert
ein. Erst nach 3 h Inkubationszeit ist ein starker Fluoreszenzanstieg zu beobachten, der schnell
sein Maximum erreicht. Mdglicherweise setzt nach 3 h ein zusétzlicher Aufnahme-

mechanismus ein, der an den Metabolismus der Zelle gekoppelt ist.
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Abbildung 34  Zeitreihe zur Komplexaufnahme durch HL-60-Zellen (relative Fluoreszenzintensitat von
20000 Zellen, 20 uM Komplexldsung, 37 °C, Aex = 488 nm, A > 670 NM).

links: 15 (blau), 17 (rot), 19 (grin), 22 (gelb), 25 (hellblau) und 26 (grau).

rechts: 13 (schwarz), 20 (blau), 21 (rot), 23 (gelb), 24 (grau) und [Ru(bpy)s]** (lila).
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Abbildung 35 Zeitreihe zur Komplexaufnahme durch HelLa-Zellen (relative Fluoreszenzintensitit von
20000 Zellen, 20 uM Komplexlésung, 37 °C, Ae = 488 nm, Aey, > 670 nm).

links: 13 (schwarz), 15 (blau), 17 (rot), 22 (gelb), 25 (hellblau) und 26 (grau).

rechts: 19 (griin), 20 (blau), 21 (rot), 23 (gelb), 24 (grau) und [Ru(bpy)s]** (lila).

Die adhérenten Zelllinien (Abbildung 35 - Abbildung 37) zeigen einen anderen Aufnahme-

verlauf als die Suspensionszelllinie. Bei allen drei Zelllinien zeigt sich auffilliger Weise, dass

der lipophilste Komplex 25 nicht am schnellsten aufgenommen wird. Erste Vermutungen,

dass dies an der schlechteren Loslichkeit des Komplexes 25 in diesen Zellmedien begriindet

sein konnte, konnte nicht bestitigt werden. Denn auch eine geringere Komplexkonzentration

(5 uM) fiihrte zur gleichen Einordnung. Am schnellsten wird der zweitlipophilste Komplex

22 aufgenommen, gefolgt von den nicht so hydrophilen Komplexen 13, 15, 17 und 19. Es

folgen je nach adhidrenter Zelllinie in einer leicht verdnderten Reihenfolge die Komplexe 20,
21, 23 und 24.
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Abbildung 36  Zeitreihe zur Komplexaufnahme durch U373-G-Zellen (relative Fluoreszenzintensitat
von 20000 Zellen, 20 uM Komplexlésung, 37 °C, Aex = 488 nm, A > 670 NM).
links: 15 (blau), 17 (rot), 19 (griin), 22 (gelb), 25 (hellblau) und 26 (grau).
rechts: 13 (schwarz), 20 (blau), 21 (rot), 23 (gelb), 24 (grau) und [Ru(bpy)s]** (lila).
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Abbildung 37  Zeitreihe zur Komplexaufnahme durch LNCaP-Zellen (relative Fluoreszenzintensitét von
20000 Zellen, 20 uM Komplexlésung, 37 °C, Ae = 488 nm, Aey, > 670 nm).
links: 13 (schwarz), 15 (blau), 17 (rot), 19 (grin), 22 (gelb) und 26 (grau).
rechts: 20 (blau), 21 (rot), 23 (gelb), 24 (grau), 25 (hellblau) und [Ru(bpy)s]** (lila).

Generell wird [Ru(bpy)s]** am langsamsten von den adhirenten Zellen akkumuliert. Dies
verdeutlicht, dass durch Ankniipfung der Chloroanthrachinoneinheit T die Zellaufnahme
gefordert wird. Der Komplex 26 wird einerseits auch in diesen Zelllinien mit einer
erstaunlichen Anfangsgeschwindigkeit aufgenommen, andererseits zeigt sich selbst nach
24 h-Inkubation nur eine schwache Fluoreszenz (z. B. LNCaP, 26, 24 h: 4954 +/- 253,
Kontrolle, 24 h: 2233 +/- 81). Diese Fluoreszenzintensitdt steigt zwar schnell an, bleibt aber
auf einem niedrigen Wert stehen, so dass wahrscheinlich nur kleine Mengen des Komplexes
26 von den Zellen aufgenommen werden. Die Fluoreszenzintensitit ist geringer als

beispielsweise die von [Ru(bpy)s]** (z. B. LNCaP, 24 h: 10212 +/- 185).
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In Tabelle 6 sind die relativen Fluoreszenzintensitétsmittelwerte der einzelnen Zelllinien
(HL-60, HeLa, U373-G und LNCaP) nach Inkubation mit den Komplexen 13, 15, 17, 19 - 26
bzw. [Ru(bpy)s]** (24 h, 37 °C, Doppelbestimmung) notiert, wobei der Wert der Kontrolle
(unbehandelte Zellen) auf den Wert eins festgesetzt wurde. Es wird ersichtlich, dass HL-60-
Zellen die geringste Fluoreszenzzunahme bei Inkubation mit den Rutheniumkomplexen
aufweisen. Die adhédrenten Zelllinien HelLa, U373-G und LNCaP besitzen fiir die meisten
Komplexe sehr dhnliche relative Fluoreszenzmittelwerte. Komplex 24 hat die stéirkste
Fluoreszenzintensitit fiir alle Zelllinien auler HeLa. Dort besitzt 20 die hochste Intensitét
gefolgt von 17, 22 und 24. Auffillig ist, dass 17 eine in etwa doppelt so hohe
Fluoreszenzintensitit in LNCaP-Zellen wie in HeLa- und U373-G-Zellen aufweist. Durch die
hohere Fluoreszenzintensitit kann davon ausgegangen werden, dass 17 in groBerer Menge

von LNCaP-Zellen wie von HL-60, HeLa- und U373-G-Zellen akkumuliert wurde.

Tabelle 6 Relative Fluoreszenzintensitatsmittelwerte der Zelllinien HelLa, U373-G, LNCaP und
HL-60 nach 24 h Inkubation mit 20 uM Komplexlosung (13, 15, 17, 19-26 bzw.
[Ru(bpy)s]*) bzw. unbehandelter Zellen (Kontrolle). Die durchschnittliche Fluoreszenz-
intensitat der Kontrolle wurde auf 1 normiert (20000 Zellen, 20 uM Komplexlésung,
Medium, 37 °C, A = 488 nm, ¢y, > 670 Nm).

HL-60 HelLa U373-G  LNCaP

13 6,0 10,7 15,0 11,8
15 3,2 5,1 5,1 8,6

17 7,6 14,1 15,4 30,1

19 3,7 7.3 9,1 8,2

20 6,3 17,1 15,7 11,6

21 46 6,3 8,8 6,4

22 3,4 14,0 8,1 5,3

23 5,0 6,3 7,9 9,0

24 12,3 14,0 41,4 343

25 7,2 11,5 23,9 18,8

26 3,1 2,1 2,0 2,0
[Ru(bpy)s]** 2,1 4,1 3,0 4.4
Kontrolle 1,0 1,0 1,0 1,0

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Komplexe von Suspensionszellen und
adhdrenten Zelllinien unterschiedlich schnell aufgenommen werden. HL-60-Zellen
akkumulieren die lipophileren Komplexe schneller als die hydrophilen. Dahingegen wird

Komplex 25 mit der groBten Lipophilie von den adhdrenten Zelllinien nicht am schnellsten,
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sondern eher mit mittlerer Geschwindigkeit aufgenommen. Zudem wird unerwarteterweise
Komplex 26 trotz seiner negativen Ladung ziemlich schnell akkumuliert. Betrachtet man die
Fluoreszenzintensititsmittel nach 24 h Inkubationsdauer, so zeigt sich allerdings, dass der
Komplex 26 nur in geringen Mengen in den Zellen akkumuliert wird. Die Fluoreszenz-
intensitdt fiir 26 steigt nur um das zwei- bis dreifache der Kontrolle. Nach 1 h ist schon mehr
als die Halfte der Endfluoreszenzintensitit (Fluoreszenz nach 24 h) erreicht (z. B. HelLa-
Zellen: 1 h 4357 +/- 10, 24 h 4663 +/- 124).

Anhand der hoheren Fluoreszenzintensitit der Komplexe in den unterschiedlichen Zelllinien
kann man schlieffen, dass die jeweiligen Komplexe von den Zellen unterschiedlich stark
akkumuliert werden. Komplex 24 zeigt beispielsweise den hochsten relativen Fluoreszenz-
intensitatmittelwert in U373-G-Zellen und wurde somit in groferer Menge als z. B. von

HL-60-Zellen insertiert (24: U373-G 41,4; HL-60 12,3).

3.1.4.3 Zelluldrer Aufnahmemechanismus

Substanzen, die von Zellen aufgenommen werden, miissen die Zellmembran durchqueren.
Dabei existieren verschiedene mogliche Aufnahmemechanismen. Es wird zwischen energie-
unabhingigem (passive Diffusion und passiver Transport mittels Membrantransportproteinen
entlang eines Konzentrationsgefilles) und energieabhéngigem Transport (aktiver Transport
gegen ein Konzentrationsgefille und Endozytose) unterschieden (siehe 1.3). Eine
Moglichkeit, zwischen energieabhdngigem und -unabhingigem Transport zu unterscheiden,
ist die Inkubation bei tiefen Temperaturen (4 °C). Dies fiihrt dazu, dass alle energie-
verbrauchenden Vorginge unterdriickt werden und nur noch energieunabhingiger Transport
stattfinden kann.” Sinkt die Fluoreszenzintensitit der Komplexe bei Inkubation bei tiefen
Temperaturen in Vergleich zu 37 °C-Inkubation auf den Wert der Kontrolle (unbehandelte
Zellen), so kann davon ausgegangen werden, dass nur energieabhingiger Transport der
Komplexe in die Zellen stattfindet. Ist noch erhdhte Fluoreszenz nach Inkubation bei tiefen
Temperaturen zu sehen, so ist ein energieunabhéngiger Transport am Aufnahmemechanismus
beteiligt.

Fiir die experimentellen Untersuchungen des Aufnahmemechanismus wurden 200000 Zellen
pro Vertiefung von adhirenten Zellen bzw. die Suspensionszellen zu 1000000 Zellen pro ml

vorbereitet und mit Komplexlosungen der Konzentration 20 uM fiir 1 h bei 37 °C bzw. bei
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4 °C inkubiert. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt und anschlieBend die
Fluoreszenzintensitit im Durchflusszytometer gemessen.

Tabelle 7 zeigt die prozentuale Anderung der Fluoreszenzintensitit der vier Zelllinien
inkubiert mit den synthetisierten Verbindungen bei 4 °C, wobei die Fluoreszenzintensitét bei

Inkubation bei 37 °C auf 100 % festgesetzt wurde.

Tabelle 7 Prozentuale Anderung der Fluoreszenzintensitiat der Komplexe 13, 15, 17, 19 - 26 und
[Ru(bpy)s]** in den Zelllinien HL-60, HeLa, U373-G und LNCaP bei Inkubation bei 4 °C
(20 pM, Medium, 1h). Fluoreszenzintensitdt bei 37 °C wurde auf 100 % festgesetzt
(- = Abnahme, + = Zunahme).

Komplex HL-60 HeLa U373-G LNCaP

13 - 47 -36 -52 - 46
15 - 55 - 60 - 66 - 64
17 - 78 -75 - 80 - 74
19 -15 =22 -28 =22
20 - 40 -42 - 44 -38
21 -19 -25 -28 -19
22 +16 -32 - 62 -52
23 -23 -26 -20 -32
24 - 65 =72 - 69 - 61
25 -15 - 53 -52 - 67
26 +20 -16 =22 -11
[Ru(bpy)s]* -13 - 11 - 10 - 18

In Abbildung 38 (links) sind die Fluoreszenzintensititsmittelwerte von HL-60-Zellen
dargestellt. Die meisten Komplexe werden bei 4 °C weniger gut von HL-60-Zellen
aufgenommen als bei 37 °C. Die Komplexe 13, 20, 21, 23 und [Ru(bpy)s]** werden
iiberwiegend durch einen aktiven Mechanismus in die Zellen aufgenommen, da deren
Fluoreszenzintensitdt bei 4 °C-Inkubation auf den Wert der Kontrolle absinken. Die
Komplexe 15, 17 und 24 weisen einen hohen Anteil an energieabhéngigem Transport in die
Zellen auf, der von einem Anteil an energieunabhdngigem Transport begleitet wird. Denn die
Fluoreszenzintensitidten bei 4 °C-Inkubation sind hoéher als die Intensitdt der Kontrolle.
Auffillig ist, dass die Komplexe 19 und 25 bei 4 °C nur einen geringen Riickgang der
Fluoreszenzintensitit (um je 15 %) gegeniiber der Inkubation bei 37 °C zeigen, wihrend 22
und 26 sogar einen Fluoreszenzanstieg um 16 % bzw. 20 % zu verzeichnen haben. Daraus

lasst sich schlieBen, dass die Komplexe 19, 22, 25 und 26 wahrscheinlich hauptsidchlich



Ergebnisse und Diskussion 45

mittels passiver Mechanismen in die HL-60-Zellen gelangen. Eine mogliche Erklarung fiir
den Anstieg der Fluoreszenzintensitit von 22 und 26 ist, dass hier zusédtzlich der
energieabhingige Transport aus der Zelle (Efflux) bei 4 °C unterdriickt wird (siehe 1.3).%
Weiterhin konnte die Zunahme der Fluoreszenzintensitit von Komplex 22 bei 4 °C-
Inkubation darin begriindet sein, dass die Aldehydgruppen durch Bindung an Zellproteine

reduktiv aminiert werden kénnten. Lo et al.*®

verkniipften einen Bisaldehyd-funktionalisierten
Iridiumkomplex mittels reduktiver Aminierung mit dem Protein BSA. Zudem konnten sie
feststellen, dass der aldehydtragende Komplex aus fixierten Zellen wesentlich schwerer
herausgewaschen werden konnte als der Komplex ohne Aldehydfunktionen. Dieser Befund

wird auf eine Verankerung des Komplexes iiber die Aldehydfunktionen mit Zellbestandteilen

zuriickgefiihrt.
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Abbildung 38  Fluoreszenzintensitatsmittelwerte von HL-60-Zellen (links) und HelLa-Zellen (rechts)
inkubiert mit Komplexldsung (20 uM, 1 h) bei 4 °C (blau) bzw. 37 °C (rot); (20000 Zellen,
Aex = 488 nM, A > 670 NM).

Abbildung 38 (rechts) verdeutlicht, dass alle Komplexe in HeLa-Zellen bei 4 °C eine
geringere Fluoreszenzintensitdt besitzen als bei 37 °C und somit von diesen weniger
akkumuliert werden. Die Komplexe 21, 23, 26 und [Ru(bpy)s]** besitzen einen rein aktiven
Aufnahmemechanismus, da die Fluoreszenzintensitit bei 4 °C-Inkubation mit dem Wert der
Kontrolle iibereinstimmt. Die anderen Komplexe zeigen einen mehr oder weniger grof3en
Anteil an energieunabhingigen Aufnahmemechanismen. Die relativ geringe prozentuale
Abnahme der Fluoreszenzintensitdt (um 32 %) von Komplex 22 bei 4 °C-Inkubation im

Vergleich zur 37 °C-Inkubation konnte wiederum durch reduktive Aminierung an

Zellbestandteilen verursacht werden.
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Die synthetisierten Komplexe werden von U373-G-Zellen hauptsdchlich durch energie-
abhingigem Transport akkumuliert (Abbildung 39, links). Die Fluoreszenzintensitit der
Komplexe 23, 26 und [Ru(bpy)s]** ist bei der Inkubation bei 4 °C so gering wie fiir die
Kontrolle, so dass diese Komplexe einem energieabhéngigem Mechanismus unterliegen. Die
Komplexe 19 und 21 besitzen nur einen geringen Fluoreszenzintensititsunterschied nach
Inkubation von U373-G-Zellen bei 37 °C bzw. 4 °C. Die gemessene Fluoreszenzintensitit
betragt bei 4 °C nur je 28 % weniger als bei 37 °C, so dass ein groBer Teil an passiver
Aufnahme stattfindet. Die restlichen Komplexe 13, 15, 17, 20, 22, 24 und 25 zeigen einen
stairkeren Fluoreszenzintensitatsriickgang und werden somit von U373-G-Zellen in

geringerem Malf3e durch energieunabhingigen Transport akkumuliert.

60000 25000
m4°C m4°C

|| m37 °C m37°C
50000 20000 |

15000 -

10000 -

Fluoreszenzintensitat
N w S
=} =} =]
S =} =]
o s} S
o o ]

Fluoreszenzintensitat

10000 - 5000 +

13 15 17 19 20 21 22 23 24 25 26 13 15 17 19 20 21 22 23 24 25 26

Kontrolle
[Ru(bpy)s]®*

T
&
=
=
Q
2
S
(3

Kontrolle

Abbildung 39  Fluoreszenzintensitatsmittelwerte von U373-G-Zellen (links) und LNCaP-Zellen (rechts)
inkubiert mit Komplexldsung (20 uM, 1 h) bei 4 °C (blau) bzw. 37 °C (rot); (20000 Zellen,
Aex = 488 nM, A > 670 NM).

Die Rutheniumkomplexe werden von LNCaP-Zellen groBtenteils iiber energieabhidngigen
Transport aufgenommen, da die Fluoreszenzintensitit bei 4 °C kleiner als bei 37 °C
Inkubationstemperatur ist (Abbildung 39, rechts). Nur die Komplexe 26 und [Ru(bpy)s]*
zeigen einen reinen energieabhéngigen Transport. Die restlichen Komplexe werden zu einem
mehr (Komplexe 19, 20, 21 und 23) oder weniger (Komplexe 13, 15, 17, 22, 24 und 25)
grolen Anteil mittels energieunabhdngigem Transport in LNCaP-Zellen akkumuliert
(Tabelle 7).

Allgemein lisst sich sagen, dass [Ru(bpy)s]*" von allen hier aufgefiihrten Zelllinien iiber
einen energieabhingigen Mechanismus aufgenommen wird. Die synthetisierten Komplexe
werden groBtenteils auch iiber energieabhingige Mechanismen von den Zellen akkumuliert,

wobei sich liber den genauen Anteil des zusitzlich stattfindenden energieunabhédngigen
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Transports hingegen keine allgemeingiiltige Aussage treffen ldsst. Beispielsweise
akkumulieren HL-60-Zellen die Komplexe 19, 22, 25 und 26 groBteils mittels passiver Auf-
nahme. Weiterhin besitzen die Komplexe 22 bei HeLa-Zellen, 19 und 21 bei U373-G-Zellen
und 19, 20, 21 und 23 bei LNCaP-Zellen einen Anteil an energieunabhéngiger Zellaufnahme.

3.1.4.4  Verteilung der Komplexe in den Zellen

Die rdumliche Verteilung der Komplexe in den vier getesteten Zelllinien (HL-60, HeLa,
U373-G und LNCaP) wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wurden 6000
Zellen pro Kammer mit Komplexldsung in einer Konzentration von 20 uM fiir 4 h bei 37 °C
inkubiert. Die Fluoreszenz- und Durchlichtbilder wurden mit einem Konfokalen-Laserraster-
Mikroskop detektiert.

In Abbildung 40 - 43 sind die Durchlichtbilder und konfokalen Fluoreszenzmikroskopieauf-
nahmen ausgewdhlter Komplexe in HeLa-, U373-G-, LNCaP- und HL-60-Zellen aufgefiihrt.

Die Komplexe wurden von den Zellen in 4 h mehr oder weniger stark aufgenommen, was
eine unterschiedlich hohe Fluoreszenzintensitét liefert. Die verschiedenen Komplexe verteilen
sich innerhalb der jeweiligen Zelllinien relativ dhnlich. Kiirzere Inkubationszeiten (10 min)
filhrten zu einer gleichen Verteilung bei entsprechend geringerer Intensitdt. Nach 4 h ist im
Zytoplasma punktformiges Anfiarben mit Aussparung des Zellkerns zu erkennen. Dies ist fiir
Rutheniumkomplexe die charakteristische Verteilung in  Zellen, obwohl die

unterschiedlichsten Aufnahmemechanismen stattfinden.>#! 4

Es ist wahrscheinlich, dass
diese Komplexe sich an hydrophobe Organellen wie das endoplasmatische Retikulum und den

Golgi-Apparat anlagern.*°

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Zelllinien zeigt sich, dass die Komplexe in den

Zellen analog zu [Ru(bpy)s]** verteilt sind (Abbildung 40 - 43).

Die Suspensionszellen HL-60 weisen eine gleichméfige und punktférmige Fluoreszenz vom
Rand des Zellkerns bis zur Zellmembran auf (Abbildung 40). In HeLa-Zellen lédsst sich
Fluoreszenz hauptsichlich in zellkernnahen Regionen detektieren (Abbildung 41). Hingegen
verteilen sich die Komplexe in U373-G-Zellen gleichmafig und punktférmig in der ganzen

Zelle mit Aussparung des Nukleus (Abbildung 42). LNCaP-Zellen zeigen eine verstirkte
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Komplexanlagerung in peripheren Zellgebieten, wobei um den Zellkern nur eine schwéchere

Anlagerung vorzufinden ist (Abbildung 43).
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Abbildung 40 Durchlichtbilder und konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von HL-60-Zellen
nach Inkubation mit 15 (links oben, 20 uM), 23 (rechts oben, 20 uM), 26 (links unten,
20 uM) bzw. [Ru(bpy)s]** (rechts unten, 50 uM); (4 h, 37 °C, A =488 nm, Aen, = 600-
750 nm).
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Abbildung 41  Durchlichtbilder und konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von HelLa-Zellen
nach Inkubation mit 13 (links oben, 20 uM), 17 (rechts oben, 20 uM), 24 (links unten,
20 uM) bzw. [Ru(bpy)s]** (rechts unten, 50 puM); (4 h, 37 °C, Aex =488 NM, Aem = 600-
750 nm).




Ergebnisse und Diskussion 49

Abbildung 42  Durchlichtbilder und konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von U373-G-Zellen
nach Inkubation mit 20 (links oben, 20 uM), 21 (rechts oben, 20 uM), 24 (links unten,
20 uM) bzw. [Ru(bpy)s]** (rechts unten, 50 pM); (4 h, 37 °C, Aex =488 NM, Aem = 600-
750 nm).

Abbildung 43  Durchlichtbilder und konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von LNCaP-Zellen
nach Inkubation mit 19 (links oben, 20 uM), 22 (rechts oben, 20 uM), 25 (links unten,
20 uM) bzw. [Ru(bpy)s]** (rechts unten, 50 pM); (4 h, 37 °C, Aex =488 NM, Aem = 600-
750 nm).

In Tabelle 8 sind die qualitativen Fluoreszenzintensititen der synthetisierten Komplexe
(20 uM) und [Ru(bpy)s]** (50 uM) in den verwendeten Zelllinien nach 4 h Inkubation bei
37 °C aufgefiihrt. Es besteht jedoch keine ersichtliche Korrelation zwischen Lipophilie (sieche



50 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4.1, Tabelle 5) der Komplexe und ihrer Fluoreszenzintensitét in den Zellen. Komplex 24
besitzt in allen Zelllinien die stirkste Fluoreszenzintensitit, wohingegen [Ru(bpy)s]** und 26
die schwichsten Intensititen aufweisen. Unter Beriicksichtigung der relativen Fluoreszenz-
intensititen (siche 3.1.2.2, Tabelle 2) ldsst sich daraus schlieBen, dass 24 am meisten und
[Ru(bpy)s]* am wenigsten in den Zellen akkumuliert werden. Der lipophilste Komplex 25
zeigt in allen Zelllinien eine gute Fluoreszenzintensitit. Auffillig ist, dass in LNCaP-Zellen

fiir alle Komplexe gute bis sehr gute Fluoreszenzintensititen detektiert werden konnten.

Tabelle 8 Qualitative Fluoreszenzintensitaten der Komplexe 13, 15, 17, 19 - 26 und [Ru(bpy)s]** in
den Zelllinien HL-60, HelLa, U373-G und LNCaP (20 pM bzw. 50 pM [Ru(bpy)s]**,
Medium, 4 h, 37 °C, Ae = 488 nm, Agy = 600-750 nm).

HL-60 HeLa U373-G  LNCaP

13 ++ + ++ +
15 ++ + ++ +
17 ++ + ++ ++
19 ++ - + +
20 + + ++ +
21 + + ++ +
22 + + ++ ++
23 - -- -- +
24 +++ ++ ++ ++
25 ++ + ++ +
26 - - -- +
[Ru(bpy)s” - : : +

+++ = sehr stark fluoreszierend, ++ = stark fluoreszierend, + = fluoreszierend,
- = schwach fluoreszierend, -- = sehr schwach fluoreszierend
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3.2 Poly(pyridyl)ruthenium(11)-Komplexe als mmDNA-Sensor®’
3.2.1 Synthesen

3.2.1.1  Darstellung des Transportmolekils Dipyridophenazin (dppz)

Barton et al.®®

molekularen Lichtschalter fir DNA (DNA Light Switch) in [Ru(bpy).dppz]*"-Komplexen.

ctablierten den Liganden Dipyrido[3,2-a;2¢,3‘-c]phenazin (dppz) als

Der Rutheniumkomplex zeigt keine Fluoreszenz in wéssriger Losung. Erst wenn dieser an
DNA gebunden ist, kann Fluoreszenz beobachtet werden, da die Stickstoffatome des dppz
vor Protonentransfer geschiitzt sind. Zudem kann die Zellaufnahme von Poly(pyridyl)-
ruthenium(IT)-Komplexen durch Komplexierung eines dppz-Liganden verstirkt werden.*

Der Ligand wurde analog einer Literaturvorschrift synthetisiert (Abbildung 44).%
1,10-Phenanthrolin-5,6-dion wurde mit 1,2-Phenyldiamin in Ethanol fiir 30 min unter
Riickfluss erhitzt. Beim Abkiihlen kristallisierte das Produkt als blass gelber Feststoff in 92 %

Ausbeute aus.

"/

W A

92 %
dppz *

Abbildung 44  Synthese des Transportmolekiils dppz.® (* Literaturbekannte Verbindung)

3.2.1.2 Darstellung des N-Methyl-di-2-pyridylamin-Liganden (27)

N-Methyl-di-2-pyridylamin wurde analog einer Synthesevorschrift von Zeglis™ fiir N-Heptyl-
di-2-pyridylamin (HeptDPA) hergestellt. Di-2-pyridylamin (HDPA) wurde mit Natrium-
hydrid deprotoniert und durch Zugabe von Methyliodid methyliert (Abbildung 45). Nach

sdulenchromatographischer Reinigung wurde 27 in 27 % Ausbeute erhalten.

W N
N THF N

HN + NaH + HyC—l ———» —
N AITH N
7N 7N
27 %
27

Abbildung 45  Synthese der Verbindung 27.°" (* Literaturbekannte Verbindung)
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3.2.1.3 Darstellung der [Ru(R-DPA),CI,]CI-Komplexe

In der Literatur sind verschiedene Syntheserouten zur Darstellung von [Ru(HDPA),Cl,]Cl
beschrieben.'>** Sie alle beruhen auf der in Abbildung 46 gezeigten Syntheseroute. Der
HDPA-Ligand wurde mit Rutheniumtrichlorid-Trihydrat, unterschiedlichen Zusitzen
(Lithiumchlorid, Hydrochinon, Salzsdure) und Losungsmitteln (Dimethylformamid,

Dimethoxyethan, Ethanol, Wasser) unter Riickfluss erhitzt.

y) Y/
@ Losungsmittel % N cl

R-N +RuCly3 HyO + Zusitze ——— = [[R-N RuU” o]
A

<> “\> 7N

— —//2

Abbildung 46  Allgemeine Syntheseroute fiir die Darstellung von [Ru(R-DPA),CI,]CI.

Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen getestet, um [Ru(HDPA),Cl,]Cl (28) zu
synthetisieren. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn Rutheniumtrichlorid-Trihydrat in
einer Wasser/Ethanol-Mischung fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt wurde.”” Die braune Losung
farbte sich wihrend dem Erhitzen dunkelblau. Anschlieend wurden HDPA und konzentrierte
Salzsdure hinzugegeben und fiir weitere 2 h unter Riickfluss erhitzt. Durch Umkristallisation
aus Methanol/Diethylether wurde das Edukt fast vollstindig entfernt. Das Produkt 28 wurde

in 37 % Ausbeute als griiner Feststoff erhalten, der ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

Die Komplexe [Ru(27),CI;]Cl (29) und [Ru(HeptDPA),CL;]CI (30) wurden analog zu 28
synthetisiert und als griine Feststoffe in guten Ausbeuten erhalten. Diese konnten ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt werden.

3.2.1.4 Darstellung der [Ru(R-DPA),dppz]**-Komplexe

Im néchsten Schritt wurde dppz an die Bis(N-R-di-2-pyridylamin)-rutheniumkomplexe
addiert. Dazu wurden die Komplexe 28 - 30 mittels unterschiedlicher Protokolle mit dppz

umgesetzt.

Die Synthese von [Ru(HDPA),dppz]*™ (31) gelang durch Kombination verschiedener

12,93

Literaturvorschriften (Abbildung 47). 28 und dppz wurden in Ethanol unter

Argonatmosphire flir 20 min unter Riickfluss erhitzt. Hydrochinon (HC) wurde hinzugefiigt
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und die Reaktionslosung fiir weitere 3 h unter Riickfluss erhitzt. Vorreinigung des Produkts
fand durch Umkristallisation (Ethanol/Diethylether), die vollstindige Reinigung anschlieend
durch HPLC statt. Das Produkt 31 eluierte bei 26,3 min.

N 7 N4
N cl 1. EIOH, A, 20 min N
HN Ru__|Cl + dppz = |[HN
N cl 2 HC, A.3h N
7o 7
— 2 —
41 %
23 * 31 &

Abbildung 47  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 31. (* Literaturbekannte Verbindung)

Zur Synthese von [Ru(HDPA)(dppz),]*" (32) wurde 28 mit dppz und Hydrochinon in
Ethanol fiir 8 h unter Riickfluss erhitzt (Abbildung 48). Die analytisch reine Verbindung
wurde mittels HPLC erhalten. Das Produkt 32 eluierte bei 35,8 min.

2+

N Cl HC, EtOH N,
HM ' RU‘CI Cl + dppz T HN N/Ru
7N 7N
— 2 .
41 %
28* 3z

Abbildung 48  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 32. (* Literaturbekannte Verbindung)

[Ru(27),dppz]*" (33) wurde durch Kombination bekannter Synthesebedingungen dargestellt
(Abbildung 49).">°*°* Dazu wurde 29 in Ethanol mit Hydrochinon erhitzt und anschlieBend
mit Silbernitrat versetzt. Nach Abfiltrieren des Niederschlags wurde das Filtrat fiir 23 h mit
dppz unter Riickfluss erhitzt. Das Produkt 33 wurde vom Nebenprodukt [Ru(27)(dppz).]*
mittels HPLC getrennt. Die Retentionszeiten betrugen 27,5 min fiir 33 und 37,0 min fiir
[Ru(27)(dppz),]*".

b A
Q cl 1.HC, EtOH, A, Th SN
cl N

-

—N Ru’
N cl 2. AgOTf, A, 3h N
7o 3. dppz, A, 23h 7o

— 2 —

2+

Y
|

29

Abbildung 49  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 33.

30 und dppz wurden in einer Ethanol/Wasser-Mischung (1:1) fiir 23 h unter Riickfluss erhitzt
(Abbildung 50). Nach sdulenchromatographischer Reinigung und Umkristallisation
(Acetonitril/Diethylether) wurde der Komplex 34 in 22 % Ausbeute erhalten. Die Reinheit des
Komplexes wurde mittels HPLC bestitigt. Die Retentionszeit betrug 51,4 min.
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Q O
N ol EtOH/H,0
N Ru’ CI +dppz ——»
N A, 23h
I/_f - J_/J C
—//2

30 34

Abbildung 50  Syntheseroute zur Darstellung von Komplex 34.

3.2.2 UV/Vis- und Fluoreszenzeigenschaften

3.2.2.1 UV/Vis-Eigenschaften und pH-Titrationen

Die UV/Vis-Spektren der in Abbildung 51 gezeigten Verbindungen 31 - 34 wurden in einer

Konzentration von 10 uM in Wasser (pH = 7) aufgenommen.

_ —|2+

[N
[Ru(HDPA),dppz]2* 0 [Ru{HDPA)(dppz),]2*
* 32

[RI.J1{21"]21:lr.'|pz]2'+ /\/\/J [Ru{HeptDPA).d ppzl?*

33 34

Abbildung 51  Ubersicht tber die [Ru(R-DPA).(dppz)s.n]* Komplexe 31-34 (n=1-2). (* Literatur-
bekannte Verbindung)

Alle [Ru(R-DPA),dppz]*" Komplexe (31, 33 und 34) weisen Absorptionsmaxima bei 279 nm
(LC), 360nm (MLCT), 373nm (LC), 437nm (MLCT) und 479nm (ILC) auf
(Abbildung 52). Diese stimmen mit von Rajendiran et al.'? verdffentlichten UV/Vis-Daten fiir
[Ru(HDPA),dppz](ClO4), iiberein. [Ru(HDPA)(dppz).]*" (32) besitzt Absorptionsmaxima
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bei identischen Wellenldngen wie 31, 33 und 34 (279 nm (LC), 360 nm (MLCT), 373 nm
(LC)) sowie ein breites Plateau um 463 nm (MLCT) (Abbildung 52, rechts, rot).

0,5

1,5

—31
—_—32
=33
—34

—31
—32
=33
—34

Absorption [a. u.]
Absorption [a. u.]
o
N

(9]

L
&

0

250 350 450 550 650 350 400 450 500
Wellenlédnge [nm] Wellenlédnge [nm]

Abbildung 52  Absorptionsspektren von 31 (schwarz), 32 (rot), 33 (grtin) und 34 (blau) (10 uM, Wasser,
pH 7, 25 °C), links: komplettes Spektrum, rechts: vergroRerter Ausschnitt.

0
550

Es wurden die Absorptionsspektren von jeweils drei Losungen eines Rutheniumkomplexes
aufgenommen und anschlieBend die Rutheniumkonzentration dieser Losungen mittels
ICP-MS bestimmt. Die Mittelwerte der so bestimmten Extinktionskoeffizienten sind in

Tabelle 9 zusammengefasst. Sie befinden sich alle in der gleichen Grof3enordnung.

Tabelle 9 Extinktionskoeffizienten der Komplexe 31 - 34.
B I
Komplex 219 am 360mm 373 E\i o ]nm 463 nm 479 nm
31 120300 32700 32900 11700 - 10600
32 99200 27500 27900 - 10300 -
33 117300 34600 35000 15500 - 12600
34 118800 33700 34000 13600 - 11600

Die Absorptionsspektren der Komplexe 31-34 wurden bei pH=2-13 in einer
Konzentration von 20 uM gemessen. In Abbildung 53 sind exemplarisch die Absorptions-
spektren bei pH 2, 7 und 13 aufgefiihrt. Fiir die alkylierten Komplexe 33 und 34 ldsst sich
keine pH-Wertabhidngigkeit des Absorptionsspektrums nachweisen. Es kann folglich davon
ausgegangen werden, dass weder R-DPA noch dppz bei niedrigen pH-Werten protoniert sind.
Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass die Protonierung an einem bereits positiv geladenen
Zentrum (Ru®") nur unter stark sauren Bedingungen stattfindet.”> Beispielsweise tritt erst bei

pH < 1 eine einfache Protonierung der Phenazinstickstoffatome des Liganden dppz ein.”
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Abbildung 53  Absorptionsspektren der Komplexe 31 (links oben), 32 (rechts oben), 33 (links unten) und
34 (rechts unten) bei pH 2 (rot), 7 (grau) und 13 (schwarz); (20 UM, Wasser, pH-Wert
eingestellt durch Zugabe von Aquivalenten konzentrierter Salzsaure bzw. Natronlauge).

Im Falle der HDPA enthaltenden Komplexe (31 und 32) sinkt die Absorption bei hohem pH-

Werten signifikant bei 279 nm, 360 nm sowie 363 nm ab, wihrend sie bei 580 nm etwas
I.ll

zunimmt (Abbildung 53). Dieses Verhalten entspricht dem bereits von Blakley et al.” fiir
[Ru(HDPA),bpy]*" und [Ru(HDPA)(bpy),]*" beobachteten Verlauf. Die Absorption sank
auch in diesem Fall nach Zugabe eines Uberschusses an festem Natriumhydroxid bei 430 nm
und 480 nm verbunden mit einem gleichzeitigen Anstieg bei 588 nm."' Der geringe Ab- und
Anstieg der Absorption fiir die Komplexe 31 und 32 liegt an der nicht vollstindigen
Deprotonierung bei pH 13.

AbschlieBend lésst sich sagen, dass keine signifikante Absorptionsdnderung im physiologisch

wichtigen pH-Bereich (pH 5 - 8) auftritt.
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3.2.2.2  Fluoreszenzeigenschaften

Die Fluoreszenzspektren der Komplexe 31 - 34 wurden in einer Konzentration von 10 uM in
Wasser und Acetonitril aufgenommen (Abbildung 54). Die Anregungswellenldnge betrug
440 nm. Erwartungsgemif besitzen alle vier Komplexe keine Fluoreszenz im Wasser.” Die
Fluoreszenz wird durch Protonentransfer an die Stickstoffatome des dppz-Liganden im
angeregten Zustand geloscht.”® In aprotischen Losungsmitteln kénnte hingegen Fluoreszenz
auftreten. Komplex 31 zeigt allerdings auch in Acetonitril nur eine schwache Fluoreszenz.
Dieses Phidnomen wurde bereits fiir dhnliche HDPA-Rutheniumkomplexe beschrieben, die
nur bei tiefen Temperaturen (-196 °C) eine starke Fluoreszenz zeigten (Kapitel 1.1.2).'%"!
Eine Substitution des Aminwasserstoffatoms durch Alkylgruppen fiihrt zu Raumtemperatur-
fluoreszenz. Denn die Komplexe 33 und 34 besitzen eine flinfmal bzw. sechszehnmal so
starke Fluoreszenzintensitit wie 31 mit einem Fluoreszenzmaximum bei ca. 670 nm. Die
groBte Fluoreszenzintensitdt besitzt 32 (vierzigmal) mit einem Maximum bei 655 nm. Alle

2+97

Komplexe sind im Vergleich zu [Ru(bpy).dppz] schwach fluoreszierend (300mal hoher

als 31) und die zugehorigen Maxima besitzen eine Rotverschiebung (um ca. 40 nm).

=\ asser

Intensitat [a. u.]

550 600 650 700 750 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 54  Fluoreszenzspektren der Komplexe 31 (schwarz), 32 (rot), 33 (grtin) und 34 (blau) in
Acetonitril und Komplex 31 in Wasser (grau); (10 uM, 25°C, Ae =440 nm,
Verstarkung 8).
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3.2.3 Wechselwirkung der Komplexe 32 - 34 mit Oligonukleotiden

Der Ligand dppz ist ein bekannter DNA-Interkalator. Durch Interkalation in dsDNA sind die
zugehorigen Stickstoffatome vor Protonentransfer im angeregten Zustand geschiitzt, so dass
die Fluoreszenz der entsprechenden dppz-Rutheniumkomplexe detektierbar ist.** Dieses
Phanomen wird auch als ,,DNA Light Switch* bezeichnet.

Die Wechselwirkung der Komplexe 32 - 34 und [Ru(bpy).dppz]** wurde mit verschiedenen
Defekten enthaltenden DNA-Stringe untersucht, um die Eigenschaft der Komplexe als
mmDNA-Sensor zu testen (siche 1.2.2). Komplex 31 wurde auf Grund der geringen
Fluoreszenz in Acetonitril nicht weiter beriicksichtigt.

Fiir die DNA-Versuche wurden drei unterschiedliche 27-mer Oligonukleotide synthetisiert:
eine Doppelstrang-DNA mit fehlerfreier Basenpaarung (mDNA, match DNA), eine mit einer
Basenfehlpaarung (mmDNA, mismatch DNA, CC-Fehlpaarung) und eine mit einer fehlenden
Base (abDNA, abasic site DNA). Abbildung 55 zeigt die Sequenzen der synthetisierten

Einzelstriange.

5‘-GAC CAG CTT ATC ACC CCT AGA TAA GCG-3°
m 3°-CTG GTC GAA TAG TGG GGA TCT ATT CGC-5°
mm 3°-CTG GTC GAA TAG TCG GGA TCT ATT CGC-5¢
ab 3¢-CTG GTC GAA TAG TRG GGA TCT ATT CGC-5¢

Abbildung 55 Sequenzen der synthetisierten Einzelstrange (R steht fur eine Tetrahydrofuran-abasic-
Stelle).

Die Komplexe wurden in wassriger Pufferlosung (5 mM TRIS-Puffer, pH 7,5, 50 mM
Natriumchloridlosung) in einer ihrer Fluoreszenzintensitit angepassten Konzentration
eingesetzt ([Ru(bpy)2dppz]** 100 nM, 32 2,5 uM, 33 5 uM und 34 2,5 pM; Abbildung 56).
Alle Komplexe zeigten keine Fluoreszenz in wissriger Losung.

AnschlieBend wurde die Fluoreszenz der an je ein Aquivalent mDNA, mmDNA und abDNA
gebundenen Komplexe gemessen. Alle Komplexe interkalieren in die DNA, was in einem
Fluoreszenzanstieg resultiert. Der Unterschied zwischen mDNA, mmDNA und abDNA ist fiir
Komplex 32 am schwichsten ausgepragt, fiir die Komplexe 33 und 34 hingegen am stérksten.
Generell zeigen die Komplexe 32, 33 und 34 die stirkste Wechselwirkung mit mmDNA,
wihrend [Ru(bpy).dppz]** die stirkste Fluoreszenz bei Wechselwirkung mit abDNA
aufweist. Die Komplexe 33 und 34 sind somit im Gegensatz zu [Ru(bpy).dppz]** als

Fluoreszenzsensor fiir mmDNA geeignet.
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Abbildung 56  Fluoreszenzspektren von [Ru(bpy).dppz]** (100 nM, links oben), 32 (2,5 uM, rechts
oben), 33 (5 uM, links unten) und 34 (2,5 UM, rechts unten) ohne DNA (schwarz), bzw.
mit 1 eqg mDNA (rot), 1 eg mmDNA (griin) oder 1 eq abDNA (blau); (5 mM TRIS-Puffer,
pH 7,5, 50 mM Natriumchloridlésung, 25 °C, Aex = 440 nm, Verstarkung 8).

3.2.4 Zellexperimente

3.24.1 Lipophilie

In Tabelle 10 sind die mittels ,,Shake-Flask“-Methode erhaltenen Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten der Komplexe 31-34 und [Ru(bpy).dppz]** nach steigender
Lipophilie geordnet aufgelistet (Dreifachbestimmung). Der Komplex mit den Heptylresten
(34) ist am lipophilsten, gefolgt von 32. Komplex 33 und der Vergleichskomplex
[Ru(bpy).dppz]®* weisen nahezu den gleichen log Poy-Wert auf. Komplex 31 ist etwas
lipophiler als 33.

Lipophile Verbindungen werden von Zellen leichter aufgenommen als hydrophile.** %
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Tabelle 10 Mittelwerte der Lipophilie (log P,,) und die Standardabweichungen (o) der Komplexe
31-34 und [Ru(bpy).dppz]*, sortiert nach steigender Lipophilie (jeweils am LC-
Ubergang bestimmt).

Komplex log Pow o
[Ru(bpy).dppz]** -1,082 0,039
33 -1,040 0,018
31 -0,866 0,083
32 -0,478 0,014
34 -0,203 0,053

3.2.4.2  Zellulare Aufnahme der Komplexe 31 - 34 und [Ru(bpy).dppz]**

HeLa-Zellen wurden in 96-Mikrotiterplatten mit Glasboden zu 3000 Zellen pro Vertiefung
ausgesdt und im Brutschrank fiir 24 h adhériert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 31
(50 uM), 32 (10 pM), 33 (50 pM), 34 (1 uM) und [Ru(bpy).dppz]** (20 uM) fiir 24 h bei
37 °C inkubiert. Abbildung 57 zeigt, dass alle Komplexe die gleiche intrazelluldre Verteilung
aufweisen. Sie reichern sich im Zytoplasma mit nahezu vollstindiger Aussparung des
Zellkerns an. Der lipophilste Komplex 34 akkumuliert in Zellen in einer Konzentration von
1 uM. Auch die anderen Komplexe verhalten sich ihrem log P,.-Werten entsprechend. Eine
Ausnahme bildet der Komplex [Ru(bpy).dppz]*, der trotz seiner geringen Lipophilie in
geringer Konzentration in den Zellen zu sehen ist. Dies ist allerdings nicht auf eine erhdhte
Anreicherung in der Zelle zuriickzufiihren, sondern auf die hohere Fluoreszenzintensitit
(3.2.2.2).

Uberraschenderweise ist selbst der kaum lumineszierende Komplex 31 in der gleichen
Konzentration wie der stirker lumineszierende Komplex 33 in Zellen sichtbar. Daraus l4sst
sich folgern, dass die sekunddren Amingruppen der Liganden die Zellaufnahme erh6hen und
somit mehr 31 aufgenommen werden kann als 33.%° Dies konnte mittels ICP-MS-Messungen

von Zelllysaten und Zellkernextrakten bestitigt werden (Abbildung 58).
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Abbildung 57 Konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von HelLa-Zellen inkubiert mit 31 (50 uM,
links oben), 32 (10 uM, mittig oben), 33 (50 uM, rechts oben), 34 (1 uM, links unten) und
[Ru(bpy).dppz]** (20 uM, rechts unten); (24 h, 37 °C, Ae = 488 NnM, Aem > 560 nm). Der
Mal3stabsbalken entspricht 10 um.

ICP-MS erlaubt einen direkten Vergleich der akkumulierten Rutheniumkomplexmenge in
einer Zelle. Dieses Ergebnis ist unabhéngig von der Fluoreszenzintensitdt der Komplexe.

HeLa-Zellen wurden in einer Konzentration von 20 uM mit den Komplexen 31 - 34 und
[Ru(bpy).dppz]** bei 37°C fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden Zelllysat und
Zellkernektrakt in 1 %iger Salpetersdure gelost und mittels ICP-MS der Rutheniumgehalt pro
einer Million Zellen bestimmt.”® Der Rutheniumgehalt ist fiir die mit 31 und 34 inkubierten
Zellen am groften (Abbildung 58). Am niedrigsten ist der Wert fiir Zellen, die mit 33 und
[Ru(bpy).dppz]** inkubiert wurden, wihrend mit 32 inkubierte Zellen einen etwas hoheren
Gehalt aufweisen. 31 wird von Zellen stirker aufgenommen, als man aufgrund seiner
Lipophilie erwarten wiirde. Dies ldsst vermuten, dass ein zweiter Aufnahmemechanismus eine
Rolle spielt. Die mit 31 bzw. 32 und besonders 34 inkubierten Zellen zeigen eine verstirkte
Ruthenium-komplexaufnahme im Zellkernextrakt. Es ist zu beachten, dass dieser Assay nicht
zwischen im Zellkern aufgenommen Komplexen und nur mit der Zellkernmembran
assoziierten Komplexen unterscheiden kann. Betrachtet man die konfokalen Fluoreszenz-
mikroskopicaufnahmen der Komplexe (Abbildung 57), so zeigt sich eine bevorzugte

Anreicherung der Komplexe an der Zellkernmembran und kaum Akkumulation im Zellkern.
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Abbildung 58 ICP-MS-Messung von Zellkernextrakt (blau) und Zelllysat (rot) von HelLa-Zellen ohne
Komplex (Kontrolle) und inkubiert mit 31, 33, 34, [Ru(bpy).dppz]** und 32 (20 uM, 24 h,
37°C).%
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4 Zusammenfassung

Es konnten elf Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe mit folgender Struktur synthetisiert
werden (Abbildung 59):

Re " 'E_\OH 2 4 Hiv #
/
_ o — s 240 3 E_qo _\\_N\
- 0
R | = s N"™~"NH O Cl o= HN—\_ 21 »
_N N 0 o HN
S H g e e
= TJ N | \ E‘[(H 22
RN a s; 0 o
L 2 | 'E_QN 19 -%—é} .%_{ 26
Q_\ NW 23 OH
L

Abbildung 59  Ubersicht der synthetisierten Tris(bipyridyl)ruthenium(11)-Komplexe.

Die in den Komplexen koordinierte Anthrachinoneinheit erhdhte hierbei die Zellgangigkeit
und die Wechselwirkung mit Polynukleotiden.

Durch pH-Titrationen konnte gezeigt werden, dass 23 und 24 vierfach protoniert (somit
sechsfach positiv geladen), 26 vierfach deprotoniert (somit zweifach negativ geladen) und die
restlichen Komplexe weder protoniert noch deprotoniert, also zweifach positiv geladen, im
physiologisch relevanten pH-Bereich vorliegen.

Der Einfluss der Funktionalisierung der Bipyridine auf die Wechselwirkung der Komplexe
mit sSRNA und dsDNA wurde fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass die
sechsfach positive Ladung der Komplexe 23 und 24 die Wechselwirkung mit Polynukleotiden
im Vergleich zum unsubstituierten Komplex 13 erhoht. Zu Wasserstoftbriickenbindungen-
befdhigte Gruppen (Hydroxy 20, Ethoxyethanol 21) verbesserten die Wechselwirkung
zusitzlich. Der Aldehyd-funktionalisierte Komplex 22 wies eine sehr hohe Affinitit zu RNA
und DNA auf. Die stirkste Affinitdt fir DNA zeigte Komplex 21. Der beobachtete
Fluoreszenzanstieg ist zwolfmal groBer bei Zugabe von DNA als bei RNA.
Aufnahmegeschwindigkeit, -mechanismus und Verteilung der Komplexe wurden an vier
unterschiedlichen kanzerogenen Zelllinien untersucht. Es wurden die drei adhérenten
humanen Zelllinien HeLa (Zervixkarzinom), U373-G (malignes Glioblasom) und LNCaP
(Prostatakarzinom) und die humane Suspensionslinie HL-60 (akute myeloische Leukidmie)

verwendet.
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Es wird angenommen, dass lipophilere Verbindungen von Zellen schneller aufgenommen
werden als hydrophilere. Mittels Durchflusszytometrie wurden die Aufnahme-
geschwindigkeiten der Komplexe in den unterschiedlichen Zelllinien ermittelt. Die
adhdrenten Zelllinien akkumulierten den zweitlipophilsten Komplex 22 am schnellsten,
gefolgt von den lipophilen Komplexen 13, 15, 17 und 19. Der lipophilste Komplex 25 wurde
nur mit mittlerer Geschwindigkeit von den adhédrenten Zellen aufgenommen. Die
Suspensionszellen HL-60 zeigten eine der Lipophilie der Komplexe entsprechende
Aufnahmegeschwindigkeit. Der lipophilste Komplex 25 wurde am schnellsten von den Zellen
aufgenommen, in der Anfangsgeschwindigkeit gefolgt von 22. Die eher hydrophilen
Komplexe 20, 21, 23 und 24 wurden relativ langsam akkumuliert.

Um zwischen energieabhingigem und -unabhidngigem Transport in die Zellen zu
unterscheiden, wurden diese bei 4 °C bzw. 37 °C fiir 1 h mit den Komplexldsungen (20 uM)
inkubiert und die mit Durchflusszytometer gemessenen Fluoreszenzintensitdten miteinander
verglichen. Diese deuteten daraufhin, dass die Komplexe von allen Zelllinien zu einem
Grofteil liber energieabhidngigen Transport aufgenommen wurden. Eine Ausnahme bildeten
die Komplexe 19, 22, 25 und 26, die von HL-60-Zellen hauptsichlich mittels energie-
unabhingigen Transports akkumuliert wurden. Weiterhin besalen die Komplexe 22 bei
HeLa-Zellen, 19 und 21 bei U373-G-Zellen und 19, 20, 21 und 23 bei LNCaP-Zellen einen
Anteil an energieunabhingiger Zellauthahme.

Nach Inkubation jeder Zelllinie mit den unterschiedlichen Komplexlésungen (20 uM,
Medium, 4 h, 37 °C) konnte die Verteilung der Komplexe in den Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Die Komplexe verteilten sich in jeder Zelllinie
dhnlich und fithrten zu punktformigem Anfirben im Zytoplasma mit Aussparung des
Zellkerns. Die Hauptfluoreszenz bei HeLa-Zellen war in zellkernnahen Regionen zu sehen,
wohingegen sich die Komplexe in U373-G-Zellen gleichmiBig und punktformig mit
Aussparung des Nukleus verteilten. LNCaP-Zellen zeigten verstirkte Komplexanlagerung in
peripheren Gebieten der Zellen mit schwicherer Anlagerung um den Zellkern. Vom Rand des
Zellkerns bis zur Zellmembran waren die HL-60-Zellen gleichméBig und punktformig
angefarbt. Komplex 24 besal in allen Zelllinien die stdrkste Fluoreszenzintensitét.

[Ru(bpy)s]** und 26 wiesen die schwichsten Intensititen auf.

AuBerdem wurden folgende Poly(di-2-pyridylamin)ruthenium(II)-Komplexe synthetisiert und
hinsichtlich ihrer Fluoreszenzeigenschaften, Erkennung von DNA-Defektstrukturen sowie

zelluldren Verteilung untersucht (Abbildung 60).
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Abbildung 60  Ubersicht der synthetisierten Poly(di-2-pyridylamin)ruthenium(l1)-Komplexe.

Komplexe 31 - 34 zeigten keine Fluoreszenz in Wasser. Die Fluoreszenz wird in protischen
Losungsmitteln durch Protonentransfer an die Phenazinstickstoffatome des dppz-Ligands im
angeregten Zustand geloscht. In Acetonitril wies 31 kaum Fluoreszenz auf. Von dhnlichen
Komplexen wurde in der Literatur beschrieben, dass sie nur starke Fluoreszenz bei tiefen
Temperaturen (-196 °C) aufweisen. 32, 33 und 34 zeigten in Acetonitril eine Intensitéts-
verstarkung der Fluoreszenz um das vierzig-, fiinf- bzw. sechsfache.

Der Ligand dppz ist ein bekannter DNA-Interkalator. Durch die Interkalation in dsDNA sind
die Phenazinstickstoffatome vor Protonentransfer geschiitzt und Fluoreszenz der Ruthenium-
komplexe ist detektierbar. Interkalation ist bevorzugt an Basenfehlpaarungen der DNA
moglich. Die Fiahigkeit der Komplexe 32 -34, Basenfehlpaarungen (mmDNA = falsch
gepaartes Basenpaar) zu erkennen, wurde iiber Fluoreszenzspektroskopie untersucht. 32
zeigte nur einen kleinen Fluoreszenzintensititsunterschied zwischen fehlerfreier DNA und
mmDNA. 33 und 34 hingegen wiesen eine groBere Fluoreszenzintensitétssteigerung bei
Bindung an mmDNA gegeniiber fehlerfreier DNA auf.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Komplexe 31 (50 uM), 32 (10 uM), 33 (50 uM)
und 34 (1 uM) innerhalb 24 h von HeLa-Zellen akkumuliert wurden. Sie zeigten die fiir
Poly(pyridyl)ruthenium(Il)-Komplexe typische punktférmige Verteilung im Zytoplasma ohne
Féarbung des Nukleus. Hier zeigte sich deutlich, dass die Komplexe in ihrer Lipophilie
entsprechenden Konzentrationen in den Zellen sichtbar waren. Erstaunlich ist, dass der wenig
fluoreszierende Komplex 31 in HeLa-Zellen detektiert werden konnte. Dies ldsst darauf
schlielen, dass freie Amingruppen die Aufnahme in HeLa-Zellen fordern, was auch anhand
von ICP-MS-Messungen an Zelllysat und -kernextrakt bestitigt werden konnte. Komplex 31
wurde von HeLa-Zellen in etwa der gleichen Menge aufgenommen wie der lipophilste

Komplex 34.
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5 Experimenteller Teil
5.1 Material und Methoden

5.1.1 Chemikalien und Geréate

Die Chemikalien wurden von Acros Organics (Geel, Belgien), Deutero (Kastellaun,
Deutschland), Invitrogen (Carlsbad, USA), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland),
Vector Laboratories (Burlingame, USA) und VWR (Brisbane, USA) bezogen und ohne
weitere Reinigung verwendet. AuBlerdem wurden Chemikalien von der Chemikalienausgabe
der Fakultét fiir Chemie der Universitit Heidelberg und dem Theoretikum der Universitét
Heidelberg ohne weitere Reinigung verwendet.

Die NMR-Spektren wurden auf einem Varian 300 MHz (Santa Clara, USA), Bruker
AVANCE 1II 400 (Ettlingen, Deutschland) oder Bruker AVANCE I 600 (Ettlingen,
Deutschland) NMR-Spektrometer aufgenommen. Als interner Standard wurden die

Restprotonen der deuterierten Losungsmittel verwendet:

CDCl; 'H §=726 "C §=77,0
CD;0D 'H §=331 "C §=49,1
(CD5,SO  'H §=2,50 "C §=394
CD;CN 'H8=194 PC 8= 1.2

(CD;,CO  'H §=2,05 "“C §=308

Spinmultiplizititen wurden mit s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), p
(Quintett), dd (Dublett von Dublett), ddd (Dublett von Dublett von Dublett), dq (Dublett von
Quartett), m (Multiplett) und br s (breites Signal) abgekiirzt. Die Zuordnung der quartiren
Kohlenstoffatome (Cy), CH-, CH>- und CH3-Gruppen wurde mit Hilfe von 135-DEPT- und
HSQC-Spektren vorgenommen. Die ESI-Massenspektren wurden auf einem Q-Tof Ultima
API Massenspektrometer von Micromass/Waters (Milford, USA), auf einem ApexQe FT-ICR
Massenspektrometer der Firma Bruker (Ettlingen, Deutschland) oder auf einem Finnigan
LCG Ion Trap (Palo Alto, USA) im ESI"'-Modus aufgenommen. Die Proben wurden als 10™
bis 10~ molare Losungen in Acetonitril, Methanol bzw. Methanol/Dimethylsulfoxid in die
Probenkammer eingebracht. Die Massenspektren der Oligonukleotide wurden auf einem
Voyager DE-PRO MALDI-TOF Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems (Vernon
Hills, USA) aufgenommen.

Die UV/Vis-Spektren wurden auf einem Varian Cary 100BIO- (Darmstadt, Deutschland)
bzw. Beckmann DU7400-Spektrometer (Fullerton, USA) aufgenommen. Die Extinktions-



68 Experimenteller Teil

koeffizienten wurden aus dem Mittelwert von drei Messungen bestimmt. Die Konzentration
der Komplexe 31 - 34 wurde mittels ICP-MS (Hewlett-Packard 4500, Wilmington, USA)
bestdtigt.

Fluoreszenzspektren wurden auf einem Fluorescence Spectrometer Modell Cary Eclipse von
Varian (Darmstadt, Deutschland) mit einem Multiplate Assay Reader oder ISS-K2
Multifrequenzy Phase Fluorometer (Champaign, USA) bei Raumtemperatur gemessen.

Alle Reaktionen, die Ruthenium enthielten, wurden unter Argonatmosphére durchgefiihrt. Die
Komplexe 20 - 26 wurden in Anlehnung an Literaturprotokollen hergestellt.®" >
Analytische HPLC wurde mit einer Shimadzu (Duisburg, Deutschland) durchgefiihrt, die mit
einem UV/Vis-Detektor ausgestattet war. Als feste Phase wurde eine Nucleosil C18 Saule
(250 x 4,6 mm) und als mobile Phase ein Wasser (0,1 % Trifluoressigséure)/Acetonitril-
Gradient verwendet. Die ersten 5 min wurden nur mit Wasser (0,1 % Trifluoressigsdure)
getrennt. AnschlieBend wurde der Anteil an Acetonitril innerhalb von 10 min auf 15 %
erhoht. In den néchsten 60 min wurde die Acetonitrilkonzentration auf 85 % erhoht und in
weiteren 10 min auf 100 % gesteigert.

Die Reinigung der Komplexe 31 - 34 wurde an einem Hewlett-Packard 1100 Hochdruck-
fliissigchromotographen (Wilmington, USA) durchgefiihrt. Dieser war mit einem
Diodendetektor und einer Varian DynaMax C18 semipriparativen Sdule ausgestattet. Die
Komplexe wurden durch einen Wasser (0,1 % Trifluoressigsdure)/ Acetonitril (0,1 %
Trifluoressigsdure)-Gradienten gereinigt. Dazu wurde der Anteil an Acetonitril (0,1 %
Trifluoressigsdure) zundchst fiir 5 min auf 15 % belassen und dann innerhalb von 60 min von
15 % auf 85 % und innerhalb von 5 min von 85 % auf 99 % erhoht.

Praparative Umkehrphasen-HPLC wurde an einer Gilson (Middleton, USA) préparativen
HPLC mit einem Knauer Smartline UV Detektor 2600 durchgefiihrt. Hierbei wurde eine
Gorom-Sil 120 ODS-4HE Sidule mit einer Linge von 250 mm, einem Durchmesser von
30 mm und einer PorengroBe von 10 um verwendet. Als Losungen kamen Acetonitril und
Wasser mit 0,1 % Trifluoressigsdure zum Einsatz. Es wurde ein Gradient angewendet, bei
dem mit 85 % Wasser (0,1 % Trifluoressigsdure) und 15 % Acetonitril begonnen wurde. In
60 min wurde dieses Verhéltnis umgekehrt und nach 85 min war das Endverhiltnis 1 %
Wasser (0,1% Trifluoressigsdure) zu 99 % Acetonitril erreicht.

Die Oligonukleotide wurden auf einem Applied Biosystems (Vernon Hills, USA) 3400 DNA
Synthesizer mittels Standardphosphoramiditchemie hergestellt. Die DNA wurde mit einem
Ammoniumacetatpuffer (50 mM)/Acetonitril-Gradienten auf einer Hewlett-Packard 1100

HPLC (Wilmington, USA) gereinigt. Im ersten HPLC-Lauf wurde die Acetonitril-
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konzentration innerhalb von 30 min von 2 % auf 68 % erhoht, im zweiten HPLC-Lauf
innerhalb von 25 min von 2 % auf 85,5 %.

Messungen des pH-Werts wurden mit einer Mikro-pH-Einstabmesskette der Firma Orion
(Cambridge, USA) durchgefiihrt.

Fiir die Durchflusszytometrie wurde ein Durchflusszytometer accuri C6 Flow Cytometer der
Firma Accuri (Ann Arbor, USA) verwendet.

Die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem TSC SP5 X Konfokalen-Laser-
Raster-Mikroskop der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland) aufgenommen. Angeregt wurde
mit 488 nm und die Fluoreszenz im Bereich von 600-750 nm mittels PMT (100 %) bzw.
mittels APD (630 nm +/- 37,5 nm) detektiert. Die Zellaufnahmen der Komplexe 31 - 34
wurden auf einem Zeiss (Thornwood, USA) LSM 510 invertiertem Mikroskop durchgefiihrt.
Die optische Schnittdicke wurde auf 1,1 um gesetzt. Die Rutheniumkomplexe wurden mit

488 nm angeregt und die Emission wurde ab 560 nm detektiert.

5.1.2 Zelllinien®

In der vorliegenden Arbeit wurden die humanen adhirenten Zelllinien HeLa, U373-G und
LNCaP verwendet. Als humane Suspensionszelllinie wurde HL-60 eingesetzt.

HeLa, abgeleitet von Henrietta Lacks, der Patientin, der diese Zellen 1951 entnommen
wurden, sind menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Gebarmutterhalskrebs). Aus
thnen wurde die erste menschliche Zelllinie etabliert.

Die Glioblasom-Zelllinie U373-G besteht aus Epithelgehirnzellen, die aus einem malignen
Gliom entnommen wurden.

LNCaP sind Fibroblasten, die 1977 aus Lymphknotenmetastasen eines Patienten mit
Prostatakarzinom entnommen wurden.

Die HL-60-Zellen sind Tochterzellen von peripheren Blutzellen, die einer Patientin mit akuter

myeloischer Leukédmie im Jahre 1976 entnommen wurden.
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5.1.3 Medien, Losungen, Puffer

Die Materialien fiir die Zellarbeiten wurden von Biochrom AG (Berlin, Deutschland), Gibco

(Darmstadt, Deutschland), Invitrogen (Carlsbad, USA) und Lonza (Basel, Schweiz) erworben.

Die Zellexperimente mit den Komplexen 31 - 34 wurden mit HeLa-Zellen (ATCC, CCL2)
durchgefiihrt, die in a-Minimal Essential Medium mit 10 % f6talem Kélberserum und 1 %

Penicillin-Streptomycin (100x) kultiviert wurden.

Fiir die Zellexperimente an den weiteren Komplexen wurden folgende Medien, Losungen und
Puffer verwendet:

Phenolrothaltiges EMEM mit 1000 mg/l Glucose:

500 ml EMEM
1 % Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin
10 % FCS
Phenolrotfreies DMEM mit 1000 mg/l Glucose, pH 7,4:
500 ml DMEM
1 % Penicillin/Streptomycin
2mM L-Glutamin
10 % FCS
20 mM HEPES
Phenolrothaltiges RPMI 1640 Medium mit 1000 mg/l Glucose:
500 ml RPMI 1640, phenolrothaltig
1% Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin
10 % FCS
Phenolrotfreies RPMI 1640 Medium mit 1000 mg/l Glucose:
500 ml RPMI 1640, phenolrotfrei
1 % Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin

10 % FCS
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HEPES-Glucose-Puffer, pH 7,2:
115,0 mM NacCl

1,2 mM CaCl,
1,2 mM MgCl,
1,2 mM KQHPO4

20,0 mM HEPES

10,0 mM Glucose
Penicillin/Streptomycin-Ldsung:

5000 U/ml  Penicillin G

5000 U/ml  Streptomycin-Sulfat

In physiologischer Kochsalzlosung (Lagerung: -20°C)

5.1.4 Methoden

5141 Messung der pH-Abh&ngigkeit der Absorption und Emission der
Komplexe 13, 20, 24 und 26

Eine 5 uM Losung des jeweiligen Komplexes wurde in 2 ml Wasser hergestellt. Durch
Zugabe von wenigen Mikrolitern an 10 M, 1 M und 0,1 M Salzsdure bzw. Natronlauge wurde
die Losung auf pH-Werte im Bereich von pH 1 — 12 eingestellt. Der pH-Wert wurde direkt in
der Kiivette mit einer Mikro-pH-Einstabmesskette liberpriift. Nach Einstellen des pH-Werts
wurde erst ein Absorptionsspektrum (250-700 nm) und anschlieend ein Emissionsspektrum

(Aex = 468 nm, Aep, = 500-900 nm, PMT 800 V) bei Raumtemperatur aufgenommen.

5.1.4.2  Messung der pH-Abhangigkeit der Absorption der Komplexe 31 - 34%’

Eine 20 uM Losung der Komplexe wurde in 100 ml Wasser hergestellt. Unter Riithren wurde
die Losung mit wenigen Mikrolitern konzentrierter Salzsdure bzw. konzentrierter Natronlauge
titriert. Der pH-Wert wurde mit einer internen pH-Elektrode gemessen. An verschiedenen pH-
Werten wurde 1 ml entnommen und ein Absorptionsspektrum aufgenommen. AnschlieBend
wurde der Milliliter wieder zur Titrierlosung gegeben und mit dem Experiment fortgefahren.

Es wurde im pH-Bereich von 1 — 13 gemessen.
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5.1.4.3 Bestimmung des Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten** **

Die Lipophilie der Komplexe wurde iiber die sogenannte ,,Shake-Flask““-Methode bestimmt
und ist definiert als log Pow = 10g (Coctanol/Cwasser)- 0,5 pul der Komplexstammlosung wurden
mit 750 ul Wasser verdiinnt, das vorher iiber Nacht mit 1-Octanol gesittigt wurde. Nach
Uberschichtung mit 750 ul 1-Octanol, das iiber Nacht mit Wasser gesittigt wurde, wurde das
Reaktionsgefa (Eppendorf 1,5 ml) 100-mal invertiert, um das Gleichgewicht zwischen den
beiden Phasen einzustellen. Nach Zentrifugieren (10000 rpm, 5 min) wurde je 500 pl jeder
Phase in eine Kiivette gegeben und die Konzentration der Komplexe iliber Absorptions-
spektroskopie bestimmt. Die log P,,-Werte wurden bei Wellenléngen fiir den LC-Ubergang
bestimmt. Es wurden je drei Bestimmungen durchgefiihrt und daraus die Mittelwerte und

Standardabweichungen berechnet.

5.1.4.4 Bestimmung der Wechselwirkung der Komplexe mit Polynukleotiden
(RNA und DNA)

Wenn nicht anders angegeben, wurde eine 20 uM Komplexlosung in 10 mM MOPS (pH 7)
und 50 mM Natriumchloridlosung vorbereitet. Diese Losungen wurden im Fluoreszenz-
spektrometer (Aex =468 nm, Aen = 500-800 nm, PMT 800 V) gemessen. AnschlieBend
wurden Aquivalente einer RNA- bzw. DNA-Losung (10 uM bezogen auf Nukleotid)
hinzugegeben und spektroskopisch vermessen. Gleichzeitig wurden entsprechende
Volumenédquivalente an Wasser zu einer weiteren Komplexlosung hinzugefiigt und
spektroskopisch gemessen. Um Verdiinnungseffekte auszuschlieBen, wurde die prozentuale
Anderung bei Wasserzugabe mit der prozentualen Anderung bei Zugabe von RNA bzw. DNA

verrechnet.

5.1.45 Bestimmung der Wechselwirkung der Komplexe mit Oligonukleotiden®”
Es wurden Komplexlosungen ohne DNA bzw. mit jeweils einem Aquivalent mDNA,
mmDNA und abDNA in der jeweils angegebenen Konzentration in 5 mM TRIS (pH 7,5) und
50 mM Natriumchloridlosung hergestellt. Die Fluoreszenzspektren der jeweiligen Losungen

wurden bestimmt (Aex = 440 nm, Ae, = 500-800 nm, Verstiarkung 8).
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5.2 Synthesen zu ,,Tris(bipyridyl)ruthenium(ll)-Komplexe — zellulare
Aufnahmestudien*

(Literaturbekannte Verbindungen sind mit * gekennzeichnet)
5.2.1 Darstellung des Transportmolekils bpy-T

5.2.1.1  Synthese von (3-Aminopropyl)-carbaminsaure-tert-butylester (1*)

0
HN"™>~""NH;, %ﬁ H?NMH'JLOX
Di-tert-butyl-dicarbonat (16,7 g, 77 mmol, 1,0 eq) wurde in 100 ml Dioxan gel6st und die
Losung unter Riihren iiber eine Dauer von 4 h zu einer Losung aus Diaminopropan (32 ml,
380 mmol, 4,9 eq) in 200 ml Dioxan getropft. AnschlieBend wurde die weil3e, triibe Mischung
fiir weitere 48 h gerlihrt. Das zweifach geschiitzte Nebenprodukt wurde abfiltriert und mit
viermal 25 ml Ether gewaschen. Das Filtrat wurde auf die Hélfte eingeengt. Nach Zugabe von
500 ml Wasser fiel erneut zweifachgeschiitztes Nebenprodukt aus, das wieder abfiltriert
wurde. Aus dem Filtrat wurde viermal mit 125 ml Methylenchlorid das gewiinschte Produkt
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels blieb ein gelbliches Ol (12,2 g, 70 mmol, 91 %) zuriick; (Literaturausbeute:
52 %).

H?NR&H%DX
0 6
'H-NMR (400 MHz, CDCls): S[ppm]= 1,38 (s, 9 H, H6), 1,55 (p, J=6,6 Hz, 2 H, H?2),
2,70 (t,J=6,6 Hz,2 H,H 1), 3,14 (q, J = 6,6 Hz, 2 H, H 3), 5,04 (s, 1 H, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 28,4 (C 6), 33,2 (C 2), 38,3 (C 3), 39,5 (C 1), 79,0
(C)5), 156,1 (C4).
HR-ESI: berechnet fiir CsH;oN,O,": 175,1447; gef.: 175,1445.



74 Experimenteller Teil

5.2.1.2 Synthese von (1-Amino-8-chloroanthrachinon)-propyl-3-carbaminsaure-
tert-butylester (T-Boc)

0
cl 0 NH”“V/““H’U‘r:n>'<

Ccl 0O Cl
NEts, Anisol
o NMN)L 4
A 14N
Q Q

Eine gelbe Suspension aus 3,46 g 1,8-Dichloroanthrachinon (12,5 mmol, 1 eq) und 4,36 g 1

(25,0 mmol, 2 eq) in 100 ml Anisol wurden mit 3,50 ml Triethylamin (25,0 mmol, 2 eq)
versetzt und unter Argon fiir 14 h bei 135 °C geriihrt. Die rote Losung wurde im Vakuum
eingeengt. Der Feststoff wurde in 100 ml Chloroform geldst und zweimal mit 100 ml
gesittigter Ammoniumchloridlosung und 100 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und vom Losungsmittel im Vakuum befreit.
Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Chloroform/Methanol
99,98:0,02). Es wurden 1,95 g (4,7 mmol, 38 %) eines roten Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &[ppm] = 1,44 (s, 9 H, H 20), 1,95 (p, J=6,9 Hz, 2 H, H 16),
3,33 (zwei t, J=6,9 Hz, J=6,9 Hz, 4 H, H 15/H 17), 4,75 (br s, 1 H, NHb), 7,03 (m, 1 H,
H 10), 7,53 (m, 3H, H9/H&/H 3), 7,73 (dd, J=6,5Hz, J=1,4Hz, 1 H, H2), 8§20 (dd,
J=62Hz,J=14Hz, 1 H,H4),9,57(t, J=5,0 Hz, 1 H, NH a).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 28,4 (C 20), 29,6 (C 16), 38,4 (C 17), 40,5 (C 15),
79,3 (C19), 113,8 (C 12), 115,1 (C 10), 118,1 (C 8), 126,3 (C4), 130,6 (C 14), 132,6 (C 3),
133,5 (C7), 1344 (C 1), 135,0 (C9), 135,4 (C5), 137,9 (C2), 151,3 (C11), 156,0 (C 18),
182,8/184,0 (C 6/C 13).

HR-ESI: berechnet fiir C»oH2N,O4Cl1": 415,1425; gef.: 415,1429.
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5.2.1.3  Synthese von 1-(3-Aminopropylamino)-8-chloroanthrachinon (T)

o
cl o r\n-r"“\-/’\mf’u‘o>< Cl O NHT~"TNH,TFA
900 OO0
—_—
RT,4h
O 0

1,95 g T-Boc (4,7 mmol) wurden in 10 ml Dichlormethan geldst und unter Riithren mit einem
Uberschuss an Trifluoressigsdure (3,50 ml, 47,0 mmol, 10 eq) versetzt. Nach 4 h Riihren bei
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im  Vakuum entfernt und aus
Methanol/Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,80 g (4,2 mmol, 89 %) eines roten
Feststoffs isoliert.

17 15
HMN"¢ "NH O ClI

I NCENC N2
See
Q

'H-NMR (400 MHz, CD;OD): & [ppm] = 2,11 (p, J=7,6 Hz, 2 H, H 16), 3,13 (t, J = 7.6 Hz,
2H, H17), 3,52 (t, J=7,6Hz, 2H, H15), 7,25 (d, J=8,6Hz, 1H, H10), 7,52 (dd,
J=74Hz, J=0,9Hz, 1H, H8), 7,61 (dd, J=8,6Hz, J=7,4Hz, 1H, H9), 7,70 (t,
J=78Hz, 1H, H3), 7,84 (dd, J=8,0Hz, J=13Hz, 1H, H2), 822 (dd, J=7,7 Hz,
J=13Hz 1 H, H4).
BC-NMR (100 MHz, CD;OD): &[ppm]=28,2 (C 16), 38,7 (C 17), 40,7 (C 15), 115,0
(C 12), 116,2 (C 10), 119,4 (C 8), 127,3 (C 4), 131,5 (C 14), 134,2 (C 3), 134,7 (C 7), 135.,6
(C 1), 136,2 (C 9), 136,7 (C 5), 139,2 (C 2), 152,2 (C 11), 183,7/185,0 (C 6/C 13).
HR-ESI: berechnet fiir C;7H;sN,O,Cl": 315,0900; gef.: 315,0900.
Elementaranalyse: berechnet fiir Ci9H;sN,O4CIF5: 53,22 % C, 3,76 % H, 6,53 % N; gef.:
52,92 % C, 3,75 % H, 6,53 % N.
UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M-em™]) = 515 (6800).
Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 650.
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5.2.1.4  Synthese von 4‘-Methyl-2,2‘-bipyridin-4-carbonsaure (2*)>

0,
OH
M 1. Se0y, Dioxan, 4, 24 h o \_; VR
N N= 2. AgNQO,, Ethanol, RT, 16 h N N=

Eine Suspension aus 6,0 g 4,4°-Dimethyl-2,2¢-bipyridin (32,6 mmol, 1,0 eq) und 4,7 g

Selendioxid (42,7 mmol, 1,3 eq) in 350 ml Dioxan wurde fiir 24 h unter Riickfluss erhitzt. Der
entstandene Niederschlag wurde heif liber Celite filtriert und das Losungsmittel des gelben
Filtrats entfernt. Der Feststoff wurde in 215 ml Ethanol suspendiert und unter Riihren mit
6,1 g Silbernitrat (35,9 mmol, 1,1 eq) in 60 ml Wasser versetzt. AnschlieBend wurden
innerhalb von 30 min 145 ml einer 1 M Natronlauge hinzugetropft. Nach 15 h Riihren bei
Raumtemperatur wurde die Suspension eingeengt, filtriert und der Feststoff zweimal mit je
45 ml 1,3 M wissriger Natronlauge und einmal mit 45 ml Wasser gewaschen. Die vereinigten
basischen Filtrate wurden viermal mit 150 ml Dichlormethan gewaschen. Die wéssrige Phase
wurde mit 4 N Salzsdure/Essigsdure (1:1) auf pH 3,5 eingestellt und fiir 5h bei -22 °C
gelagert. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur gebracht, der entstandene Niederschlag
abfiltriert und tiber Nacht im Exsikkator getrocknet. AnschlieBend wurde der Feststoff fiir
72 h in einer Soxhlet-Apparatur mit Aceton extrahiert. Nach Entfernen des Ldsungsmittels

wurden 3,7 g (17,5 mmol, 54 %) eines weillen Feststoffs erhalten; (Literaturausbeute: 72 %).

Q
OH
MNa 2 7 g/ 12
4 ;1/\9
\N Bly—
5 10

'H-NMR (400 MHz, (CDs),SO): S[ppm]=2,46 (s, 3H, H11), 7,41 (dq, J=52Hz,
J=09Hz, 1 H,H4), 7,89 (dd, J=5,0Hz, J=1,6 Hz, 1 H, H9), 8,34 (s, 1 H, H 2), 8,60 (d,
J=52Hz, 1H, HS), 8381 (dd, J=1,5Hz, J=0,8Hz, 1 H, H7), 8,88 (dd, J=5,0 Hz,
J=0,8 Hz, 1 H, H 10).

BC-NMR (100 MHz, (CD;),SO): &[ppm]=20,8 (C 11), 119,8 (C7), 121,8 (C2), 123,2
(C9), 125,7 (C4), 139,4 (C3), 148,2 (C5), 149,8 (C6), 150,3 (C 10), 153,1 (C 1), 155,2
(C8), 1659 (C 12).

HR-ESI: berechnet fiir C;,H;;N,0,": 215,0821; gef.: 215,0823.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;;H;oN,O,: 67,28 % C, 4,71 % H, 13,08 % N; gef.:
65,60 % C, 4,66 % H, 12,69 % N.
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5.2.1.5 Synthese von 4‘-Methyl-2,2*-bipyridin-4-carbonsaure-(1-amino-8-chloro-
anthrachinon)-propylamid (bpy-T)

0
o
OH X HMNH o cl
- 7N 1. CDI, DMF, 80 °C, 1 h N, = O‘O
/
\ N N= 2. T, NEty, DMF, 60 °C, 18 h N
= | 0

Eine Losung aus 835 mg 2 (3,9 mmol, 1eq) und 632 mg Carbonyldiimidazol (3,9 mmol,
1 eq) in 25 ml absolutem Dimethylformamid wurde fiir 1 h unter Argonatmosphére bei 60 °C
gerithrt. Zu dieser Losung wurde 1,665g T (3,9 mmol, 1eq) und 544 ul Triethylamin
(3,9 mmol, 1 eq) in 20 ml Dimethylformamid langsam zugetropft und tiber Nacht bei 60 °C
geriihrt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch (Kieselgel,
Chloroform/Methanol 9:1). Das Produkt wurde als roter Feststoff (1,945 g, 3,8 mmol, 97 %)

erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &6 [ppm] =2,15 (p, J=6,7 Hz, 2 H, H 16), 2,43 (s, 3 H, H 29),
3,49 (q,J=6,3Hz,2H,H 15),3,71 (q,J=6,4 Hz,2 H,H 17), 6,81 (br s, 1 H, NH b), 7,09 (t,
J=49Hz, 1 H,H10), 7,13 (d, J=4,3 Hz, 1 H, H 27), 7,54 (m, 3 H, H 3/H 8/H9), 7,70 (dd,
J=8,0Hz, J=1,2Hz, 1 H, H?2), 7,76 (dd, J=5,0 Hz, J=1,6 Hz, 1 H, H 20), 8,18 (m, 2 H,
H 4/H 25), 8,44 (d, J=5,0 Hz, 1 H, H 28), 8,56 (s, 1 H, H23), 8,75 (d, J=4,9Hz, 1H,
H21),9,67 (t, J=4,9 Hz, 1 H, NH a).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 21,2 (C 29), 28,9 (C 16), 38,5 (C 17), 41,0 (C 15),
114,0 (C 12), 1154 (CB), 117,3 (C23), 118,2 (C 10), 121,1 (C20), 122,8 (C25), 125,2
(C27), 126,3 (C4), 130,5 (C7), 132,6 (C3), 133,6 (C1), 134,5 (CH), 1352 (C9), 135,5
(C14), 137,9 (C2), 142,4 (C22), 148,4 (C 26), 148,8 (C 28), 150,1 (C21), 151,2 (C 11),
154,6 (C 24), 156,6 (C 19), 165,8 (C 18), 182,8/184,2 (C 6/C 13).

HR-ESI: berechnet fiir CooH2N4O5C1™: 511,1537; gef.: 511,1537.

Elementaranalyse: berechnet fiir CyoHy3N4O;Cl: 68,17 % C, 4,54 % H; 10,96 % N, gef.:
66,56 % C, 4,45 % H, 10,60 % N.
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5.2.2 Darstellung der Bipyridin-Liganden

5.2.2.1  Synthese von 4,4‘-Dicarboxy-2,2*-bipyridin (3*)**

o} o]

HO OH
M 1. K,Cry0r, H,S0,, 70-80°C =/
N\ W=/ 2.HNOja4h T =

Zu einer Losung aus 4,0 g 4,4°-Dimethyl-2,2-bipyridin (22 mmol, 1,0 eq) in 105 ml

konzentrierter Schwefelsdure wurden portionsweise 19,3 g Kaliumdichromat (73 mmol,
3,3 eq) hinzugegeben, so dass die Temperatur zwischen 70 °C und 80 °C gehalten wurde.
Nach Abkiihlen auf 40 °C wurde die griine Suspension auf Eiswasser gegeben (650 g) und der
Niederschlag abfiltriert. Der Feststoff wurde so lange mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat
nur noch schwach gelblich war. Der gelbliche Feststoff wurde in 140 ml 50 %iger
Salpetersdure geldst und fiir 4 h unter Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die
Losung zum Auskristallisieren auf Eiswasser geben und fiir 30 min bei 4 °C gelagert.
Filtrieren, Waschen mit Wasser und Aceton und anschlieBendem Trocknen im Vakuum

lieferte einen weillen Feststoff in 91 % Ausbeute (4,0 g, 20 mmol); (Literaturausbeute 94 %).

o} 0,

HO OH
BY3 2
+§ 17N
SN N=

'H-NMR (400 MHz, (CDs),SO): &[ppm]=7,92 (dd, J=5,0 Hz, J=1,4 Hz, 2 H, H 4), 8,85
(brs,2 H,H?2),8,92(d,J=4,8 Hz, 2 H, H 5).

BC-NMR (100 MHz, (CDs),SO): &[ppm] =119,5 (C 4), 123,4 (C2), 139,5 (C 3), 150,6
(C5),155,5(C1),166,0 (C 6).

HR-ESI: berechnet fiir C;,HoN,O,": 245,0562; gef.: 245,0565.

Elementaranalyse: berechnet fiir Ci,HsN,O4: 59,02 % C, 3,41 % H, 11,61 % N; gef.
58,76 % C, 3,41 % H, 11,61 % N.

oy
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5.2.2.2  Synthese von 4,4‘-Dimethoxycarbonyl-2,2*-bipyridin (4*)>

o] 0 v 0 0 4
HO OH o o
— MeOH, H,50 —
P N NN
\ N= 4.2d \ N N=

Eine Suspension aus 1,46 g 3 (6 mmol, 1 eq) und 2,6 ml konzentrierter Schwefelsdure in
22 ml Methanol wurde fiir 2 d bei 70 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden
60 ml Wasser hinzugegeben und die Losung mit 25 %iger Natronlauge auf pH 8 eingestellt.
Die entstandene Suspension wurde dreimal mit je 60 ml Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum vom
Losungsmittel befreit. Es wurden 1,12 g des Produkts (4 mmol, 67 %) als weilles Pulver

erhalten; (Literaturausbeute: 99 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8[ppm] = 3,99 (s, 6 H, H7), 7,90 (dd, J=4,8 Hz, J=1,2 Hz,
2H,H4),8.86(d,J=4,8Hz,2H,HS5),896 (brs,2H, H2).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): &[ppm] = 52,8 (C 7), 120,6 (C 2), 123,3 (C 4), 138,7 (C 3),
150,0 (C 5), 156,2 (C 1), 165,5 (C 6).

HR-ESI: berechnet fiir C;4H;3N,04": 273,0875; gef.: 273,0896.

Elementaranalyse: berechnet fir C4H;2N,O4: 61,76 % C, 4,44 % H, 10,25 % N; gef.:
61,69 % C, 4,42 % H, 10,25 % N.

5.2.2.3  Synthese von 4,4‘-Diethoxycarbonyl-2,2*-bipyridin (5*)'*

0 o} — 0 0

HO OH 0 Jd
\_; 7 E1OH, HyS0, \—; 7
N N= A 6d N N=

2,4 g 3 (9,8 mmol, 1 eq) wurden in 190 ml Ethanol suspendiert und mit 5 ml konzentrierter
Schwefelsdure versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 5 d unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit 190 ml Wasser versetzt und das Ethanol
im Vakuum entfernt. Die Suspension wurde mit 5 M Natronlauge auf pH 7 eingestellt, der
Niederschlag abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber
Phosphorpentoxid im Vakuum wurde 5 (2,5 g, 8,3 mmol, 85 %) als weiles Pulver erhalten;
(Literaturausbeute: 90 %).
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'H-NMR (600 MHz, CDCLs): §[ppm] = 1,44 (t, J=7,2Hz, 6 H, H8), 4,46 (q, J=7.2 Hz,
4H,H7), 7,92 (dd, J=5,1 Hz, J=1,8 Hz, 2 H, H4), 8,87 (d, J=5,1 Hz, 2 H, H5), 8,96
(brs,2 H, H2).

BC-NMR (150 MHz, CDCl): &[ppm] = 14,3 (C 8), 61,9 (C 7), 120,6 (C2), 123,3 (C 4),
139,0 (C 3), 150,0 (C 5), 156,2 (C 1), 165,0 (C 6).

HR-ESI: berechnet fiir C;¢H;7N,04": 301,1188; gef.: 301,1202.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;¢H16N2Os: 63,99 % C, 5,37 % H, 9,33 % N; gef.
63,75 % C, 5,36 % H, 9,26 % N.

5.2.2.4  Synthese von 4,4*-Bis-(hydroxymethyl)-2,2*-bipyridin (6*)'*

o} o} HO OH
\—K / \\ NEIBHd. MeOH .\_J‘, fl \\
N N= A, 16 h N N=

600mg 5 (2,0mmol, 1,0eq) wurden in 40 ml absolutem Methanol suspendiert.
Natriumborhydrid (1,642 g, 43,4 mmol, 21,7 eq) wurde vorsichtig hinzugegeben und die
Reaktionsmischung fiir 16 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurden 40 ml gesittigte Ammoniumchloridlosung hinzugegeben, um iiberschiissiges
Natriumborhydrid zu quenchen. Methanol wurde im Vakuum entfernt und der Niederschlag
in wenig Wasser gelost. Die resultierende Losung wurde fiinfmal mit je 50 ml
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das
gewiinschte Produkt wurde als weiles Pulver erhalten (290 mg, 1,3 mmol, 65 %);

(Literaturausbeute: 79 %).

B

3 2
NN
W,
5I'\l N=

HO OH

'H-NMR (400 MHz, CD;OD): S[ppm] =4,75 (s, 4 H, H6), 7,43 (d, J=4,8 Hz, 2 H, H 4),
8,27 (s,2 H, H?2),8,59 (d, J=4,8 Hz, 2 H, H 5).
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BC-NMR (100 MHz, CD;0D): &[ppm] = 63,6 (C 6), 120,2 (C 2), 122,7 (C 4), 150,2 (C 5),
154,4 (C 1), 157,2 (C 3).

HR-ESI: berechnet fiir C;,H3N,05": 217,0977; gef.: 217,0952.

Elementaranalyse: berechnet fiir C,H2N>0,:0,25 H,O: 65,29 % C, 5,71 % H, 12,69 % N;
gef.: 65,65 % C, 5,64 % H, 12,40 % N

5.2.2.5  Synthese von 4,4‘-Diethylamidocarbonyl-2,2*-bipyridin (7*)*

o o
N N
H 1. socnz A 18h = 7 —
L HANEGRT 1D HNEt,, RT, 1h N =

244 mg 3 (1,0 mmol, 1 eq) wurden in 5,0 ml Thionylchlorid unter Argonatmosphére fiir 18 h
unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde iiberschiissiges
Thionylchlorid im Vakuum entfernt. Der gelbliche Riickstand wurde in 4,0 ml absolutem
Dichlormethan geldst und tropfenweise mit 1,7 ml Diethylamin (16,4 mmol, 8,2 eq pro
COOH-Gruppe) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das zuriickbleibende Ol wurde
sdulenchromatographisch  (neutrales Aluminiumoxid, Dichlormethan/Methanol 99:1)
vorgereinigt. AnschlieBend wurde das Ol in heiem Acetonitril geldst und unter Riihren in
Diethylether getropft, um protoniertes Diethylamin zu entfernen. Nach Filtration der
Suspension wurde das Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit und mit 40 ml
Diethylether/Hexan (1:1) versetzt. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum lieferte 170 mg
eines gelben Feststoffs (0,5 mmol, 50 %); (Literaturausbeute: 54 %).

87
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): o[ppm] =1,11 (t, J=7,2Hz, 6 H, H8), 1,25 (t, J=7,2 Hz,
6H,H&),3,23(q,J=72Hz,4H,H7),3,55(q,J=7,2Hz,4H, H7), 7,28 (d, J =4,8 Hz,
2H,H4),839 (brs,2H,H?2),8,70 (d, J=4,8 Hz, 2 H, H 5).

BC-NMR (100 MHz, CDCly): &§[ppm]=12,8 (C 8°), 14,2 (C 8), 39,3 (C7°), 43,2 (C7),
118,1 (C 2), 121,0 (C 4), 145,8 (C 3), 149,6 (C 5), 155,8 (C 1), 168,6 (C 6).



82 Experimenteller Teil

5.2.2.6  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 4,4*-Bis-(alkylamido-

carbonyl)-2,2*-bipyridinen

0 o) 0 0 R 0O o, R

HO OH c cl N N,

= SOCl, — HNRy, NEt; R )= R
D e WY o WO
N= A 18h N= CH,Cl,, RT, 2h N=

1 eq 3 wurde in einem Uberschuss Thionylchlorid unter Argonatmosphire fiir 18 h unter
Riickfluss erhitzt. Das restliche Thionylchlorid wurde im Vakuum entfernt und der
resultierende Feststoff in absolutem Dichlormethan aufgenommen. Diese Losung wurde zu
einer Losung aus 2,2 eq Alkylamin und 2,2 eq Triethylamin in Dichlormethan getropft. Die
Reaktionslosung wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde
fiir 15 min weitergeriihrt. Im Falle der Bildung eines Feststoffs wurde dieser abfiltriert, mit
Dichlormethan und Wasser gewaschen und im Exsikkator tiber Phosphorpentoxid getrocknet.
Bei einer Phasentrennung wurde die wissrige Phase abgetrennt und noch dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat

getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

4,4*-Bis-(N*-methylpiperazin-N-amidocarbonyl)-2,2*-bipyridin (8)
Nach Umkristallisation aus Chloroform wurden 121 mg eines weillen Feststoffs (0,30 mmol,

30 %) erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): &[ppm] =2,34 (s, 6 H, H9), 2,39 (br s, 4 H, H 8), 2,54 (br s,
4H,HS8), 3,45 (brs, 4H, H7), 3,84 (brs, 4H, H7, 7,33 (dd, J=4,8 Hz, J= 1,6 Hz, 2 H,
H 4), 8,41 (brs, 2 H, H2), 8,74 (dd, J= 4,8 Hz, J = 0,8 Hz, 2 H, H 5).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 41,8 (C 7°), 45,9 (C 9), 47,3 (C 7), 54,5 (C 8°), 55,1
(C 8), 118,6 (C 2), 121,6 (C 4), 144,5 (C 3), 149.8 (C 5), 155,9 (C 1), 167,7 (C 6).

HR-ESI: berechnet fiir C2oH2oNgO5 " 409,2347; gef.: 409,2348.

Elementaranalyse: berechnet fiir CyHysNeOy: 64,68 % C, 6,91 % H, 20,57 % N; gef.:
62,71 % C, 6,74 % H, 19,71 % N.
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4,4*-Bis-(N*,N“-Dimethylethylendiamin-N-amidocarbonyl)-2,2*-bipyridin (9)
Der erhaltene Feststoff wurde sdulenchromatographisch (Kieselgel, Chloroform/Methanol 2:1
und 3 % Triethylamin) gereinigt. Nach Umkristallisation aus Chloroform wurde 9 als weifler

Feststoff (190 mg, 0,49 mmol, 49 %) erhalten.

0 0

8 HM 3 2 MH

WS e

S W G
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 [ppm]=2,30 (s, 12H, H9), 2,57 (t, J=5,6 Hz, 4 H, HS),
3,58 (q, J=5,6 Hz, 4 H, H7), 7,10 (br s, 2 H, NH), 7,78 (dd, J=4,8 Hz, J=1,6 Hz, 2 H,
H4),8,69 (brs,2H,H?2),8,82(d,J=4,8 Hz, 2 H, H 5).
BC.NMR (100 MHz, CDCl): o[ppm]=37,4 (C7), 45,2 (C9), 57,6 (C8), 118,0 (C?2),
122,0 (C 4), 143,0 (C 3), 150,1 (C 5), 156,2 (C 1), 165,5 (C 6).
HR-ESI: berechnet fiir CooH2oNgO> " 385,2347; gef.: 385,2347.
Elementaranalyse: berechnet fiir Cy0H,sNeOy: 62,48 % C, 7,34 % H, 21,86 % N; gef.
61,65 % C, 7,26 % H, 21,40 % N.

4,4*-Bis-(2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-1-amidocarbonyl)-2,2“-bipyridin (10)
Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Chloroform/Methanol 7:1) wurden
60 mg eines weillen Feststoffs (0,14 mol, 56 %) erhalten.

o 0]
o HM 5 2 MH
o) ! 43_ VN o
HO{ \5 Nf N= _\\—OH

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 3,59 (m, 4 H, H7), 3,64 (m, 4 H, H 10), 3,69 (m,
8H,H8HD9),7,79(dd, J=5,2Hz,J=1,2Hz 2H,H4),878 (d,J=1,2Hz 2 H, H2), 882
(d,J=5,2Hz, 2 H,HS).

BC-NMR (100 MHz, CD;OD): &[ppm]=41,2 (C 10), 62,3 (C9), 70,5 (C 8), 73,5 (C7)
120,1 (C 2), 123,0 (C 4), 144,6 (C 3), 151,2 (C5), 157,6 (C 1), 168,3 (C 6).

HR-ESI: berechnet fiir CooH27N4O¢ " 419,1931; gef.: 419,1960.

Elementaranalyse: berechnet fiir Cy0HyN4Os: 57,41 % C, 6,26 % H, 13,39 % N; gef.:
56,66 % C, 6,18 % H, 13,12 % N.
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4,4*-Bis-(hexylamidocarbonyl)-2,2*-bipyridin (11)
Das Produkt wurde abfiltriert, mit Dichlormethan gewaschen und im Vakuum getrocknet. Es

wurden 167 mg eines weiflen Pulvers (0,40 mmol, 80 %) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, (CD3),SO): &[ppm] = 0,87 (t, J=6,6 Hz, 6 H, H 12), 1,30 (m, 12 H,
H9/H10/H 11), 1,55 (m, 4 H, H 8), 3,29 (m,4 H, H 7), 7,84 (dd, J=5,3 Hz,J=1,4 Hz, 2 H,
H4),8,78 (s,2H,H?2),8,74 (d,J=5,3Hz,2 H,HS), 8,94 (t,J = 5,4 Hz, 2 H, NH).

HR-ESI: berechnet fiir CosH3sN4O, " 411,2755; gef.: 411,2755.

Elementaranalyse: berechnet fiir C,4H34N4O;: 70,21 % C, 8,35% H, 13,65 % N; gef.:
69,92 % C, 8,23 % H, 13,80 % N.

5.2.3 Darstellung der Rutheniumkomplexe [RulL,(bpy-T)]Cl,

5.2.3.1  Synthese von cis-[Ru(bpy).Cl;] (12*)”

== =
| =N LiCI, DMF | LN
+ RuClyH0 Ru
=N A5h N cl

Eine Losung aus 500mg Rutheniumtrichlorid-Hydrat (1,90 mmol, 1eq), 597 mg
2,2°-Bipyridin (3,82 mmol, 2 eq) und 161 mg Lithiumchlorid (3,82 mmol, 2 eq) in 7 ml
absolutem Dimethylformamid wurden unter Argonatmosphéire fiir 5 h unter Riickfluss erhitzt.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 25 ml Aceton hinzugegeben und iiber Nacht
(4 °C, 18 h) gekiihlt. Durch Filtration erhielt man dunkelgriine Kristalle. Diese wurde solange
mit Wasser gewaschen bis die diinnschichtchromatographische Kontrolle (Acetonitril/Wasser/
gesittigte Kaliumnitratlosung 5:1:1) keinen Tris(bipyridyl)ruthenium(Il)komplex mehr
aufwies. AnschlieBend wurde der Feststoff dreimal mit je 5 ml Diethylether gewaschen und
im Vakuum getrocknet. Es wurden 427 mg (0,88 mmol, 46 %) eines griinen Pulvers erhalten;

(Literaturausbeute: 65-70 %).

HR-ESI: berechnet fiir CooH;¢N4CIRu": 449,0107; gef.: 449,0099.
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5.2.3.2  Synthese von [Ru(bpy).(bpy-T)]Cl, (13)

_ o _

= = X NT~"NH O Cl
| _n cl LN N H

- - EtOH 2 AN

Fiu\\ + bpy-T ——— = Ru 0.0 Cly
AN cl A 17h N ONE |
= | = ! = Q
2 2

52 mg 12 (0,10 mmol, 1 eq) in 30 ml Ethanol wurden mit 51 mg bpy-T (0,1 mmol, 1 eq)
gemischt und fir 17h unter Riickfluss erhitzt. Nach Umkristallisation (Chloroform/
Diethylether) wurden 82 mg dunkel-braunrote Kristalle erhalten (0,08 mmol, 80 %).

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 2,12 (p, J= 6,5 Hz, 2 H, H 16), 2,56 (s, 3 H, H 29),
3,50 (t, J=6,5Hz, 2 H, H 17), 3,66 (t, J = 6,5 Hz, 2 H, H 15), 7,20 (d, J = 8,6 Hz, 1 H, H 10),
7,36 (d,J=5,6 Hz, 1 H, H27), 7,39 (d, J=7,1 Hz, 1 H, H 8 ), 7,49 (m, 5 H, H 9/H 33), 7,63
(d, J=5,5Hz, 1 H, H28), 7,67 (d, J=7.8 Hz, 1 H, H3), 7,74 (dd, J=8,0 Hz, J=1,1 Hz,
1H, H2), 7,80 (m, 4H, H34), 7,85 (dd, J=59Hz, J=1,6Hz, 1H, H20), 7,93 (d,
J=5,9Hz 1H, H21), 8,14 (m, 5 H, H4/H 32), 8,66 (s, 1 H, H25), 8,71 (dd, J=8,0 Hz,
J=2,8Hz,4 H, H 31),9,09 (d,J=1,1 Hz, 1 H, H 23).

BC-NMR (100 MHz, CD;0D): & [ppm] = 21,3 (C 29), 29.8 (C 16), 39,7 (C 15), 42,1 (C 17),
114,4 (Cy), 116,0 (C 8), 119,8 (C 10), 123,1 (C 23), 125,7 (C 31), 126,3 (C 20), 126,9 (C 4),
127,4 (Cy), 129,0 (C 33), 130,2 (C 27), 131,8 (Cy), 134,2 (C 3), 134,8 (Cy), 135,5(C9), 136,3
(Cy), 136,8 (Cy), 139,2 (C 2), 139,4 (C 32), 143,8 (Cy), 151,8 (C 28), 152,4 (Cy), 152,7 (C 34),
153,3 (C 21), 157,6 (Cy), 158,5 (Cy), 159,4 (Cy), 165,9 (C 18), 184,0/185,0 (C 6/C 13).
HR-ESI: berechnet fiir C49H30NgO3CIRu": 924,1877; gef.: 924,1890.

Elementaranalyse: berechnet fiir Cy4H39NgO3Cl3Ru-2,5 HO: 56,57 % C, 4,26 % H,
10,77 % N; gef.: 56,48 % C, 4,19 % H, 11,04 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (¢ [M-cm™]) = 286 (61800), 468 (14200).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 638.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,317 +/- 0,019.

Retentionszeit (analytische HPLC): 50,1 min.



86 Experimenteller Teil

5.2.3.3  Synthese von cis-[Ru(4).Cl,] (14*)*®
~0 RS ~0 =
L~ MeOH L~ cl
+ RuClyHyO Ru
N A.24h N cl
0 RS l 0 S l
o] 0 2

Es wurde eine Abwandlung der Vorschrift von McFarland et al.’®

verwendet. 613 mg 4
(2,25 mmol, 1,9 eq) und 245 mg Rutheniumtrichlorid-Hydrat (1,18 mmol, 1 eq) wurden in
25 ml Methanol unter Argonatmosphére flir 24 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Chloroform/Methanol 95:5). Es wurden 448 mg (0,63 mmol, 53 %) eines

lilafarbenen Pulver erhalten; (Literaturausbeute: 38 %).

HR-ESI: berechnet fiir Co3H24N4OsCIRu': 681,0326; gef.: 681,0290.

5.2.3.4  Synthese von [Ru(4).(bpy-T)]Cl; (15)
o - .
~o =2 ~o =2 =T N ~"TNH O O
| PANI MeOH/H,0 | N /IJ A "
Ru + bpy-T ——————— = Ru Cl
N \Cl » A, 5d 2N \N == O‘C :
o = ! o 2 | S | e}

150 mg 14 (0,21 mmol, 1 eq) und 107 mg bpy-T (0,21 mmol, 1 eq) wurden in 5 ml Methanol
und 3 ml Wasser unter Argonatmosphdre fiinf Tage unter Riickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wurde in Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde séulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, Chloroform/Methanol 8:2). 15 wurde als orangefarbener Feststoff
(70 mg, 0,06 mmol, 29 %) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 1,86 (br s, 2 H, H 16), 2,58 (s, 3 H, H 29), 3,20 (br
s, 2H, H17), 3,35 (s, 9 H, H36), 3,53 (br s, 2 H, H 15), 3,98 (m, 3 H, H 36°), 6,87 (d,
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J=84Hz 1 H, H10),7,04(d, J=72Hz 1 H,H8), 7,23 (d, J=7,6 Hz, 1 H, H9), 7,41 (d,
J=5,6Hz, 1 H, H27), 7,53 (m, 2 H, H2/H 3), 7,66 (d, J= 5,6 Hz, 1 H, H 28), 7,93 (m, 6 H,
H 4/H 20/H 33), 8,06 (m, 3 H, H 21/H 34), 8,13 (m, 2 H, H 34°), 8,85 (s, 1 H, H 25), 9,05 (d,
J=6,0Hz, 2 H,H31),9,11 (s,2 H, H31), 9,29 (s, 1 H, H 23).

BC-NMR (100 MHz, CD;0D): §[ppm] = 21,5 (C 29), 29,9 (C 16), 39,4 (C 15), 42,0 (C 17),
49,9 (C 36), 114,4 (Cy), 1159 (C8), 119,7 (C 10), 123,5 (C 23), 125,1 (C 31), 126,9 (C 25),
127,3 (C21), 127,5 (C 4/C 20), 128,2 (C 33), 130,6 (C27), 131,1 (Cy), 134,2 (Cy), 134,3
(C 3), 135,2 (Cy), 136,1 (C9), 136,5 (Cy), 139,2 (C 2), 140,3 (C,), 140,4 (C,), 144,5 (Cy),
152,1 (C 28), 152,3 (Cy), 153,3 (Cy), 153,9/154,1 (C 34/C 34°), 154,4 (C 21), 157,1 (C,),
158,8/159,0 (2 Cy), 165,0/165,1 (C 35/C 35°%), 165,4 (C 18), 183,4/184,4 (C 6/C 13).
HR-ESI: berechnet fiir Cs;H47NgO1;CIRu": 1156,2096; gef.: 1156,2123.

Elementaranalyse: berechnet fiir Cs;Hg7NgO;Cl3Ru-8 HO: 4991 % C, 4,63 % H,
8,17 % N; gef.: 50,01 % C, 4,18 % H, 8,16 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M™-em™]) = 307 (47200), 480 (18200).

Fluoreszenz (H20): Aen [nm] = 649.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,708 +/- 0,007.

Retentionszeit (analytische HPLC): 52,2 min.

5.2.3.5  Synthese von cis-[Ru(5)-.Cl,] (16*)*

-0 s -0 s
=N EtOH =N Cl
* RuClyH0 Ru
2N a.2d 2N cl
~On Ay ! ~ O Ay !
a a 2

Eine Losung aus 5 (150 mg, 0,50 mmol, 2 eq) und Rutheniumtrichlorid-Hydrat (52 mg,
0,25 mmol, 1 eq) wurde unter Argonatmosphire fiir zwei Tage unter Riickfluss erhitzt.
Sdulenchromatographische Reinigung (Kieselgel, Chloroform/MeOH 95:5) lieferte das
lilafarbene Produkt in 64 % Ausbeute (120 mg, 0,16 mmol) und dieses wurde ohne

Charakterisierung in der Folgereaktion verwendet; (keine Literaturausbeute angegeben).
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5.2.3.6  Synthese von [Ru(5),(bpy-T)]CI, (17)

o] (o] O
~0 RS ~™0 = = "NT~"TNH O
LN cl LN N H
<= _ EtOH = -
F{u\\ + bpy-T ———» Ru Cly
\\/D = I ”‘x/o S I =S O
o] 2 | o] 2 J

585 mg 16 (0,76 mmol, 1 eq) und 388 mg bpy-T (0,76 mmol, 1 eq) wurden in 30 ml Ethanol
unter Argonatmosphidre fiir drei Tage unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde
anschlieBend im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde sédulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Chloroform/Methanol 85:15). 17 wurde als orange-brauner Feststoff (300 mg,
0,23 mmol, 30 %) erhalten.

[+]
&

'H-NMR (400 MHz, CD;OD): &[ppm] = 1,40 (m, 12 H, H 37), 1,79 (s, 2 H, H 16), 2,60 (s,
3H, H29),3,11 (s, 2 H, H 17), 3,50 (s, 2 H, H 15), 4,43 (m, 8 H, H 36), 6,80 (d, J = 8,8 Hz,
1 H, H 10), 6,96 (d, J=7,2Hz, 1 H, H8), 7,19 (t, J=7,8 Hz, 1 H, H9), 7,45 (d, J = 5,6 Hz,
1H, H27), 7,50 (d, J=4,0Hz, 2H, H2/H3), 7,71 (d, J=5,6 Hz, 1 H, H28), 7,81 (t,
J=4,4Hz, 1 H,H4),7,97 (m, 5 H, H20/H 33), 8,13 (m, 3 H, H 21/H 34), 8,21 (t, J = 6,2 Hz,
2 H, H 34°), 8,92 (s, 1 H, H 25), 9,03 (d, J=7,2 Hz, 2 H, H 31), 9,08 (br s, 2 H, H 319), 9,35
(s, 1 H, H 23).

BC-NMR (100 MHz, CD0OD): &[ppm] = 14,5 (C 37), 21,5 (C 29), 29,9 (C 16), 39,3 (C 15),
41,9 (C 17), 64,0 (C 35), 114,1 (Cy), 115,9 (C 8), 119,7 (C 10), 123,5 (C 23), 125,0 (C 31),
127,0 (C 28), 127,3 (C 25), 127,6 (C 20), 128,2 (C 33), 130,6 (C 27), 130,9 (C,), 134,0 (Cy),
134,3 (C 3), 135,1 (Cy), 136,1 (C9), 136,3 (Cy), 139,2 (C 2), 140,4 (Cy), 140,5 (C,), 140,9
(Cy), 1443 (Cy), 152,1 (C 28), 153,2 (Cy), 153,9/154,2 (C 34/C 34¢), 154,5 (C 21), 157,0 (Cy),
158,7-159,0 (4 C 32), 164,5/164,6 (C 35/C 35¢), 165,2 (C 18), 183,2/184,1 (C 6/C 13).
HR-ESI: berechnet fiir C61H55N8011C1Ru2+: 606,1362; gef.: 606,1365.

Elementaranalyse: berechnet fiir CgHssNgO;1ClsRu-3 HyO: 54,77 % C, 4,60 % H,
8,38 % N; gef.: 54,53 % C, 4,64 % H, 8,60 % N.

UVIVis (H20): Amax [nm] (¢ [M-em™]) = 305 (49600), 480 (19000).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 632.
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Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,333 +/- 0,029.
Retentionszeit (analytische HPLC): 57,0 min.

5.2.3.7  Synthese von cis-[Ru(7).Cl,] (18*)°

0 8]
~ N | i OH ~™N | =
P N DMF P N _cl
+ RIJC|3'H20 + LiCI + T Ru\
\I =] & £, \] N cl
~_-N g H ~_-N g
0 o] 2

Eine Losung aus 170mg 7 (0,48 mmol, 2eq), 50 mg Rutheniumtrichlorid-Hydrat
(0,24 mmol, 1eq), 66 mg Lithiumchlorid (1,56 mmol, 6,6 eq) und 21 mg Hydrochinon
(0,19 mmol, 0,8 eq) in absolutem Dimethylformamid wurden fiir 15 min bei Raumtemperatur
gerlihrt und anschlieBend 2,5 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das lilafarbene Ol wurde in 100 ml
Chloroform aufgenommen und fiinfmal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel  befreit. = Nach  sdulenchromatographischer  Reinigung  (Kieselgel,
Chloroform/Methanol 96:4) wurden 100 mg eines lilafarbenen Feststoffs (0,11 mmol, 46 %)

erhalten; (Literaturausbeute: 95 %).

HR-ESI: berechnet fiir C4oHs,NgO4CIRu': 845,2844: gef.: 845,2910.

52.3.8  Synthese von [Ru(7)(bpy-T)ICl, (19)

(0] o]
<N | = N | = |~J 5 HMNH 0 cl
) "'N /CI EtOH ) "'N / =
Ru\ + bpy-T ———= RLI\ O‘O Cly
N @ON cl A, 18h N AN N
\V_,N S l -\,\V_,N . l . 8]
2 2

90 mg 18 (0,10 mmol, 1 eq) und 51 mg bpy-T (0,10 mmol, 1 eq) wurden in 25 ml Ethanol
unter Argonatmosphdre iiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Nach Entfernen des

Losungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Kieselgel,
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Chloroform/Methanol 95:5) gereinigt und aus Chloroform/Diethylether umkristallisiert. Es
wurden 65 mg dunkelorange Kristalle erhalten (0,05 mmol, 50 %).

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 1,15 (m, 12 H, H 37), 1,28 (m, 12 H, H 37°), 2,14
(p, J=6,6 Hz, 2 H, H 16), 2,57 (s, 3 H, H29), 3,35 (m, 8 H, H 36), 3,53 (t, J=6,6 Hz, 2 H,
H 17), 3,60 (m, 8 H, H 36), 3,68 (t, J=6,6 Hz, 2 H, H 15), 7,23 (d, J=8,4 Hz, | H, H 10),
7,41 (m, 2 H, H 8/H 27), 7,48 (m, 2 H, H 33), 7,54 (m, 3 H, H 9/H 33¢), 7,66 (t, J = 8,0 Hz,
1 H, H28), 7,69 (d, J=6,0Hz, 1 H, H3), 7,77 (dd, J=8,0Hz, J=1,2Hz, 1 H, H?2), 7.88
(dd, J=8,0 Hz, J=2,0 Hz, 1 H, H20), 7,91 (t, J=5,6 Hz, 2 H, H 34), 7,99 (d, J = 6,0 Hz,
1 H, H21), 8,02 (t, J=6,0 Hz, 2 H, H 34°), 8,16 (dd, J=7,6 Hz, J= 1,2 Hz, | H, H 4), 8,68
(s, 1 H, H25), 8,86 (m, 4 H, H31),9,12 (d, J=1,2 Hz, 1 H, H 23).

BC-NMR (100 MHz, CD;0D): & [ppm] = 13,0 (C 37¢), 14,4 (C 37), 21,4 (C 29), 29,8 (C 16),
39,7 (C 15), 41,1 (C 36°), 42,0 (C 17), 44,9 (C 36), 113,8 (Cy), 116,0 (C8), 119,8 (C 10),
123,3 (C 23), 123,6 (C 31), 126,0 (C 33), 126,1 (C 33¢), 126,6 (C 20), 127,1 (C 25), 127,4
(C 4), 130,4 (C 27), 134,4 (C 28), 135,1 (C,), 135,5 (C,), 136,0 (Cy), 136,3 (C 9), 136,9 (C,),
139,3 (C 2), 143,2 (Cy), 147,7 (Cy), 152,0 (C 3), 152,7 (Cy), 153,4-153,6 (C 34/C 34%), 153,8
(C21), 157,5 (Cy), 158,8 (Cy), 159,3 (Cy), 168,6 (C35), 171,2 (C18), 184,1/185,1
(C6/C 13).

HR-ESI: berechnet fiir CooH7sN,0;CIRu": 1320,4614; gef.: 1320,4628.

Elementaranalyse: berechnet fiir CgH75N1,07CI3Ru-6 HO: 5525 % C, 5,85 % H,
11,21 % N; gef.: 55,34 % C, 5,58 % H, 10,80 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (€ [M™-em™]) = 295 (76100), 469 (21000).

Fluoreszenz (H2,0): Aey [nm] = 632.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,888 +/- 0,021.

Retentionszeit (analytische HPLC): 54,8 min.
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5.2.3.9  Synthese von [Ru(6).(bpy-T)]Cl; (20)
- o .
1. LiCl, Hydrochinon
HO™™Y; MeOHIDME, . 4h | [HO™ (Y W e @
=N 2. bpy-T /N e
+ RuClyH,0 _ HZO/EIOH. A 19 Ry, O‘O cl,
= IN 3. NH,PFg = 1\' N= |
HO. C. 4. QAE Sephadex A-25 HO. e e 0
2

78 mg 6 (0,36 mmol, 1,8 eq), 43 mg Rutheniumtrichlorid-Hydrat (0,20 mmol, 1,0 eq), 254 mg
Lithiumchlorid (6,00 mmol, 30,0 eq) und 55 mg Hydrochinon (0,50 mmol, 2,5 eq) wurden in
Methanol/Dimethoxyethan (2:1) fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wurde die
braune Suspension auf 20 ml Wasser gegeben und fiinfmal mit Dichlormethan gewaschen.
Die wissrige Phase wurde iiber Celite filtriert und im Vakuum eingeengt. Anschlieend
wurden 92 mg bpy-T (0,18 mmol, 0,9 eq) hinzugefiigt und in Wasser/Ethanol (1:2) {iber
Nacht unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktions-
16sung eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 ml Wasser aufgenommen und zehnmal mit je
40 ml Dichlormethan gewaschen. Die wissrige Phase wurde im Vakuum eingeengt und
sdulenchromatographisch (Kieselgel, Aceton/Wasser/gesittigte Kaliumnitratlosung 20:1:1)
gereinigt. Die orangefarbene Losung wurde eingeengt, mit Ammoniumhexafluorophosphat
versetzt und zum Kristallisieren iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Der erhaltene orangefarbene
Feststoff wurde abzentrifugiert, mehrmals mit Wasser gewaschen und im Exsikkator
getrocknet. Das Produkt wurde in Methanol geldst, mit der fiinffachen Menge an
Anionentauscher QAE Sephadex A-25 versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Filtration und Trocknen im Vakuum wurde das Produkt als Chloridsalz erhalten (40 mg,

0,04 mmol, 20 %).

2
(PFgla

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 2,08 (p, J = 6,4 Hz, 2 H, H 16), 2,52 (s, 3 H, H 29),
3,46 (t, J=6,6 Hz, 2 H, H 17), 3,64 (t, J= 6,4 Hz, 2 H, H 15), 4,83 (m, 8 H, H 35), 7,15 (d,
J=84Hz, 1H, H10), 7,33 (m, 2 H, H8/H27), 7,44 (m, 5H, H9/H 33), 7,63 (m, 2 H,
H 3/H 28), 7,71 (m, 5 H, H2/H 34), 7,79 (dd, J=6,0 Hz, J=1,6 Hz, 1 H, H 20), 7,95 (d,
J=6,0Hz, 1 H, H21), 8,12 (dd, J=7,6 Hz, J=0,8 Hz, 1 H, H4), 8,54 (s, | H, H25), 8,61
(brs, 4 H, H31),897(d,J=12Hz 1 H, H23).
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BC-NMR (100 MHz, CD;0D): & [ppm] = 21,3 (C 29), 29,7 (C 16), 39,8 (C 15), 42,0 (C 17),
62,9 (C 35), 114,4 (Cy), 116,0 (C 8), 119,8 (C 10), 122,6 (C 31), 122,9 (C 23), 126,1 (C 20),
126,2 (C 33), 126,9 (C 25), 127,4 (C 4), 130,1 (C 27), 131,7 (Cy), 133,6 (Cy), 134,3 (C 3),
134,8 (Cy), 136,3 (C9), 136,8 (Cy), 139,2 (C 2), 143,6 (C,), 150,4 (C,), 151,8 (C 28), 152,1
(C 34), 152,7 (Cy), 153,3 (C 21), 155,8 (C,), 157,7 (Cy), 158,1 (Cy), 158,3 (Cy), 166,1 (C 18),
184,0/185,0 (C 6/C 13).

HR-ESI: berechnet fiir Cs3H47NsO,CIRu": 1044,2300; gef.: 1044,2322.

Elementaranalyse: berechnet fiir Cs3H47;NgO,P,CIF;;Ru-4 H,O: 45,26 % C, 3,94 % H,
7,97 % N; gef.: 44,98 % C, 3,80 % H, 7,80 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M™-ecm™]) = 290 (59000), 475 (14600).

Fluoreszenz (H,0): Aey [nm] = 658.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,397 +/- 0,022.

Retentionszeit (analytische HPLC): 45,1 min.

5.2.3.10 Synthese von [Ru(10),(bpy-T)]ClI, (21)

Pl N

1. LiCl, Hydrochinon
MeOH/DME, A, 4 h
10 + RuClyH;0 L
2. bpy-T
HO/EtOH, A, 19 h

38 mg 10 (0,090 mmol, 1,8 eq), 11 mg Rutheniumtrichlorid-Hydrat (0,050 mmol, 1,0 eq),
64 mg Lithiumchlorid (1,500 mmol, 30,0 eq) und 14 mg Hydrochinon (0,125 mmol, 2,5 eq)
wurden in 1,5 ml Methanol/Dimethoxyethan (2:1) fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die lilafarbene Reaktionslosung auf 5 ml Wasser
gegeben und fiinfmal mit 5 ml Dichlormethan gewaschen. Die wéssrige Phase wurde iiber
Celite filtriert, mit Wasser nachgespiilt und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde mit
23 mg bpy-T (0,045 mmol, 0,9 mmol) versetzt und in Wasser/Ethanol (5:11) {iber Nacht
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der
Riickstand in 15ml Wasser aufgenommen und fiinfmal mit je 5ml Dichlormethan
gewaschen. Die wissrige Phase wurde bis zur Trockene eingeengt und sdulenchromato-
graphisch gereinigt (Kieselgel, Chloroform/Methanol 4:1). Es wurden 10 mg eines orange-
farbenen Produkts erhalten (7 umol, 14 %).
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'H-NMR (400 MHz, CD;0D/CD;CN): & [ppm] = 2,07 (br s, 2 H, H 16), 2,57 (s, 3 H, H 29),
3,45 (t, J=6,4Hz, 2H, H17), 3,59 (m, 8 H, H 36), 3,64 (m, 10 H, H 15/H 39), 3,68 (m,
16 H, H37/H 38), 7,15 (d, J=8,4 Hz, 1 H, H 10), 7,34 (d, J=5,6 Hz, 1 H, H 27), 7,37 (d,
J=6,8Hz, 1 H, H8), 7,50 (t, J=8,4Hz, 1 H, H9), 7,61 (d, J=6,0 Hz, 1 H, H 28), 7,65 (d,
J=8,0Hz, 1 H, H3), 7,73 (dd, J=7,8 Hz, J=1,0 Hz, 1 H, H 2), 7,80 (m, 5 H, H 20/H 33),
7,95 (m, 5 H, H21/H 34), 8,13 (dd, J=7,6 Hz, J=1,2Hz, 1 H, H4), 8,58 (s, 1 H, H 25),
8,68 (m, 1 H, NH), 8,97 (s, 1 H, H 23), 9,09 (m, 4 H, H 31).

BC-NMR (100 MHz, CD;0D/CD5CN): &[ppm] = 21,3 (C 29), 29,5 (C 16), 39,3 (C 15), 41,2
(C 39), 41,7 (C 17), 62,0/70,0 (C 37/C 38), 73,2 (C 36), 115,8 (C 8), 119,7 (C 10), 123,0
(C 23), 123,3 (C 31), 126,1 (C 20), 126,5 (C 33), 126,8 (C 25), 127,3 (C 4), 129,2 (C,), 130,1
(C27), 131,5 (Cy), 134,3 (C 3), 134,6 (Cy), 136,2 (C9), 136,6 (Cy), 139,1 (C 2), 140,0 (Cy),
144,2 (Cy), 152,0 (C 28), 152,4 (Cy), 152,6 (Cy), 153,5 (C 34), 153,7 (C 21), 156,9 (Cy), 158,3
(Cy), 158,6 (Cy), 1588 (C,), 165,2 (C 18/C 35), 183,9 (C 6/C 13).

HR-ESI: berechnet fiir CooH75sN,0;sCIRu": 1448,4207; gef.: 1448,4120.

Elementaranalyse: berechnet fiir C¢oH75N1,015P,CIF;,Ru-3 NH4PF4: 37,20 % C, 3,94 % H,
9,43 % N; gef.: 37,71 % C, 3,89 % H, 10,05 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (¢ [M-em™]) = 303 (50600), 478 (17800).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 639.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,510 +/- 0,030.

Retentionszeit (analytische HPLC): 42,7 min.
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5.2.3.11 Synthese von [Ru((HCO),bpy).(bpy-T)]Cl. (22)

1. EtOH,RT, 2h

0 o]
204 %n H |x S H/\/“NH O cCl
M =N /N =
[RuCL(p-Cymol)], + bpy-T — N N2 o
2pymeliz Y H,0, A, 24 h
3. TFAJACN | |

0°C, 30 min H sy 2 o

31 mg Dichloro(p-cymol)ruthenium(Il)-Dimer (0,05 mmol, 1eq) und 51 mg bpy-T
(0,10 mmol, 2 eq) wurden in 3 ml absolutem Ethanol fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde 43 mg 2,2¢-Bipyridin-4,4‘-dicarboxaldehyd (0,20 mmol, 4 eq) und 6 ml
Wasser hinzugegeben und fiir 24 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittel
wurde der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Chloroform/Methanol
85:15). Die orangefarbene Bande wurde gesammelt und im Vakuum getrocknet. Der
Riickstand wurde in 2 ml Acetonitril gelést und bei 0°C mit 0,5 ml konzentrierter
Trifluoressigsédure versetzt. Nach 30 min Riihren bei 0 °C wurde das Losungsmittel entfernt
und aus Acetonitril/Diethylether umkristallisiert. Weitere Reinigung fand mittels
Umkehrphasen-HPLC statt. Das Produkt eluierte nach 45 min. Es wurden 26 mg eines
orangeroten Feststoffs erhalten (0,02 mmol, 20 %).

'H-NMR (400 MHz, CD;CN): §[ppm]=2,02 (brs, 2 H, H 16), 2,52 (s, 3 H, H29), 3,45
(brs,2H,H 17),3,58 (brs,2 H, H 15), 7,17 (brs, 1 H, H 10), 7,28 (d, J =5,6 Hz, 1 H, H 27),
7,39 (brs, 1 H, H8), 7,48 (d,J=6,0 Hz, 1 H, H 28), 7,51 (brs, 1 H,H9), 7,64 (m, 1 H, H 3),
7,76 (m, 7 H, H 2/H 20/H 21/H 33), 7,98 (m, 4 H, H 34), 8,14 (brs, 1 H, H4), 8,27 (brs, 1 H,
NH), 8,57 (m, 1 H, H 25), 8,97 (m, 1 H, H 23), 9,05 (m, 4 H, H 31), 10,18 (m, 4 H, H 35).
BC-NMR (100 MHz, CD;CN): & [ppm] = 21,2 (C 29), 29,4 (C 16), 39,0 (C 15), 41,5 (C 17),
113,8 (Cy), 115,5 (C 8), 119,5 (C 10), 122,9 (C 23), 124,2 (C 31), 125,9 (C 20), 126,0 (C 25),
126,8-127,0 (C 33), 127,1 (C4), 129,9 (C27), 132,8 (Cy), 134,1 (Cy), 134,7 (C 3), 136,0
(C9), 138,0 (Cy), 138,8 (C 2), 143,3/143,4 (2 Cy), 150,6 (Cy), 151,8 (C 28), 152,3 (Cy), 152,9
(C21), 153,3 (Cy), 154,3 (C 34), 154,5 (Cy), 156,4 (Cy), 158,2 (Cy), 158,7/158,8 (2 Cy), 167,0
(C 18), 185,7/185,8 (C 6/C 13), 191,2 (C 35).

HR-ESI: berechnet fiir Cs3H30NgO-,CIRu": 1036,1674; gef.: 1036,1672.
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Elementaranalyse: berechnet fiir Cs7H39NgO;;CIF¢Ru-2 TFA-4 H,O: 46,89 % C, 3,16 % H,
7,17 % N; geft.: 46,73 % C, 3,12 % H, 7,38 % N.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M-cm™']) = 291 (47400), 477 (15700).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 654.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -

0,239 +/- 0,049.

Retentionszeit (analytische HPLC): 44,6 min.

5.2.3.12 Synthese von [Ru(8),(bpy-T)]Cl; (23)

1. EtOH, RT, 2 h

2.8,H,0, 4,24
[RuCly(p-Cymal)]; + bpy-T -

3. NH4PFg

4. QAE Sephadex A-25

o]
N 2
/Q |"N -

Ru\
~N ZN
e

N"~""NH O Cl

|

Dichloro(p-cymol)ruthenium(Il)-Dimer (8 mg, 13 umol, 1 eq) und bpy-T (13 mg, 25 umol,

2 eq) wurden in 1 ml absolutem Ethanol fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe

von 8 (20 mg, 50 umol, 4 eq) und 2 ml Wasser wurde die Reaktionsmischung fiir 24 h unter

Riickfluss erhitzt. Die Losung wurde anschlieBend eingeengt, mit wéssriger Ammoniumhexa-

fluorophosphatlosung versetzt und iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Der entstandene

Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum iiber

Phosphorpentoxid getrocknet. Der orangefarbene Feststoff wurde in Acetonitril/Wasser (3:2)

gelost und auf eine QAE Sephadex A-25 Anionentauschersiule gegeben. Das Chloridsalz

eluierte in 56 % Ausbeute (21 mg, 14 umol). Ein Teil des Rohprodukts wurde mit Hilfe einer

Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Das Produkt eluierte nach 35 min. Es wurden 6,3 mg eines

orange-roten Feststoffs erhalten (4 pmol, 16 %).

'H-NMR (600 MHz, (CD;),CO): &[ppm]=2,07 (m, 8 H, H37), 2,11 (p, J=7,2Hz, 2 H,
H 16), 2,55 (s, 3H, H29), 2,87 (m, 12 H, H38), 3,43 (br s, 16 H, H 37*/H 38), 3,56 (t,
J=66Hz, 2H, H17), 3,64 (t, J=6,0Hz, 2H, H15), 3,74 (br s, 8 H, H38"), 7,32 (d,
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J=84Hz | H, H10), 7,37 (d, J=4,2Hz, 1 H, H27), 7,44 (d, J=72Hz, 1 H, H 8), 7,59
(m, 5 H, H9/H 33), 7,76 (t, J=7,8Hz, 1 H, H3), 7.85 (d, J=7.8 Hz, 1 H, H?2), 7,90 (m,
2 H, H20/H28), 8,14 (m, 3 H, H21/H 34), 8,21 (m, 3 H, H 4/H 34¢), 9,01 (s, 1 H, H 25),
9,27 (d,J=9,0 Hz, 4 H, H 31), 9,51 (s, 1 H, H 23).

HR-ESI: berechnet fiir C73H79N16O7C1Ru2+: 714,2528; gef.: 714,2530.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (¢ [M-em™]) = 297 (51200), 469 (14100).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 633.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,779 +/- 0,067.

Retentionszeit (analytische HPLC): 35,1 min.

5.2.3.13 Synthese von [Ru(9).(bpy-T)]Cl, (24)

|
/N‘\./'\
1. EtOH, RT, 2 h
2.8,H,0, 4,24 h
[RuCly{p-Cymol)]; + bpy-T -
3. NH,PFg
4. QAE Sephadex A-25

31 mg Dichloro(p-cymol)ruthenium(Il)-Dimer (50 pmol, 1 eq) und 51 mg bpy-T (100 pmol,
2 eq) wurden in 3 ml absolutem Ethanol fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie3end
wurden 77 mg 9 (200 umol, 4 eq) und 6 ml Wasser hinzugegeben und fiir 24 h unter
Riickfluss erhitzt. Die Losung wurde eingeengt, mit wissriger Ammoniumhexafluoro-
phosphatldsung versetzt und liber Nacht bei 4 °C autbewahrt. Der entstandene Niederschlag
wurde abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum {iiber Phosphorpentoxid
getrocknet. Der orangefarbene Feststoff wurde in Acetonitril/Wasser (3:2) gelost und auf eine
QAE Sephadex A-25 Anionentauschersidule gegeben. Das Chloridsalz eluierte in 33 %
Ausbeute (47 mg, 33 umol). Ein Teil des Rohprodukts wurde mit Hilfe einer Umkehrphasen-
HPLC gereinigt. Das Produkt eluierte nach 38 min. Es wurden 5,5 mg eines orange-roten

Feststoffs (4 umol, 4 %) erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & [ppm] = 2,13 (p, J=7,9 Hz, 2 H, H 16), 2,57 (s, 3 H, H 29),
2,98 (s, 24H, H38), 3,43 (brs, 8 H, H36), 3,53 (t, J=6,4Hz, 2H, H17), 3,68 (p,
J=6,4Hz, 2H, H15), 3,86 (brs, 8 H, H37), 7,24 (d, J=8,8 Hz, 1 H, H 10), 7,36 (d,
J=6,0Hz, 1 H, H27), 7,45 (d, J=72Hz, | H, H8), 7,56 (d, J=8,0 Hz, 1 H, H9), 7,59 (d,
J=6,4Hz, 1 H, H28), 7,68 (t, J=7,8 Hz, 1 H, H3), 7,78 (d, J=7,6 Hz, 1 H, H 2), 7,88 (m,
6 H, H20/H 21/H 33), 7,97 (m, 4 H, H 34), 8,21 (d,J=7,2 Hz, 1 H, H4), 8,62 (s, 1 H, H 25),
9,08 (s, 1 H, H 23), 9,18 (brs, 4 H, H 31).

HR-ESI: berechnet fiir C69H79N1607C1Ru2+: 690,2527; gef.: 690,2529.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M™-ecm™]) = 303 (41200), 477 (13900).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 643.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,540 +/- 0,032.

Retentionszeit (analytische HPLC): 37,8 min.

5.2.3.14 Synthese von [Ru(11),(bpy-T)]ClI (25)

0 0
PN S RS = N"~"T"NH O ClI
H |l | H
1. EtOH, RT, 2 h Ny Nz
[RuCly(p-Cymal)l; + bpy-T - Ru O‘O C2

2.11,H0, 5, 24 h Y SN2

N = | 2 | 0

2

31 mg Dichloro(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (50 pmol, 1 eq) und 51 mg bpy-T (100 umol,
2 eq) wurden in 3 ml absolutem Ethanol fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 82 mg 11 (200 umol, 4 eq) und 6 ml Wasser hinzugegeben und fiir 24 h unter
Riickfluss erhitzt. Die Losung wurde eingeengt und der Riickstand sdulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, Chloroform/Methanol 95:5). Das Produkt wurde als oranger Feststoff
isoliert (5 mg, 3 umol, 3 %).
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'H-NMR (600 MHz, CD;0D): & [ppm] = 0,90 (m, 12 H, H 41), 1,34 (br s, 16 H, H 39/H 40),
1,39 (brs, 8 H, H 38), 1,66 (m, 8 H, H 37), 2,10 (t, J = 6,3 Hz, 2 H, H 16), 2,56 (s, 3 H, H 29),
3,44 (t, J=6,9 Hz, 8 H, H 36), 3,51 (t, J=5,7 Hz, 2 H, H 17), 3,66 (t, J = 6,0 Hz, 2 H, H 15),
721 (d,J=8,4Hz 1 H, H 10), 7,37 (d, J=5,4 Hz, 1 H, H27), 7,41 (d, J=7,2 Hz, 1 H, H 8),
7,53 (t, J=7,8Hz, 1 H, H9), 7,63 (d, J=5,4 Hz, 1 H, H28), 7,66 (t, J=8,1 Hz, 1 H, H 3),
7,75 (d, J=7,8 Hz, 1 H, H 2), 7,85 (m, 5 H, H 20/H 34), 7,96 (m, 5 H, H 21/H 33), 8,17 (d,
J=7,8Hz, 1 H, H4),8,64 (s, 1 H,H25),9,08 (s, 1 H, H23),9,23 (brs, 4 H, H 31).

HR-ESI: berechnet fiir C77H91N1207C1Ru2+: 716,2936; gef.: 716,2919.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (e [M™-cm™]) = 308 (35000), 480 (13800).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 634.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: +0,333 +/- 0,016.

5.2.3.15 Synthese von [Ru(3)2(bpy-T)]Cl, (26)

0
~0 = HO = = N"™""NH O Cl
P 1.4 M NaOH | N N H
Ru(bpy-T)| Cl, Aceton, A, 4 h RU< O‘O (PFgla
~ N 2. NH4PFg, HCI ZN N7
\\/O . HO e C 0
2 2

Zu einer Suspension aus 17 (35 mg, 0,027 mmol, 1 eq) in 4 ml Aceton wurden 35 ul 4 M
Natronlauge (0,140 mmol, 5 eq) gegeben und unter Argonatmosphdre im Dunkeln fiir 4 h
unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der Niederschlag abzentrifugiert,
mehrmals mit Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet. Der Niederschlag wurde in 5 ml
Wasser gelost, mit Ammoniumhexafluorophosphat versetzt, 60 ul 2 M Salzsidure
hinzugegeben und zum Kiristallisieren iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert, dreimal mit Wasser gewaschen und aus Methanol/Aceton

umkristallisiert. Es wurden 16 mg eines roten Feststoffs (11,5 pmol, 42 %) erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, CD;OD/CD;CN): §[ppm] =2,05 (t, J=6,6 Hz, 2 H, H 16), 2,50 (s,
3 H, H29),3,49 (t,J=6,6 Hz, 2 H, H 17), 3,59 (t, J = 6,6 Hz, 2 H, H 15), 7,21 (d, J = 9,6 Hz,
1 H,H 10), 7,27 (d, J=6,0 Hz, 1 H, H 27), 7,44 (d, J=7,2 Hz, 1 H, H 8), 7,49 (d, J= 5,4 Hz,
1 H, H28), 7,56 (t, J=7,8 Hz, 1 H, H9), 7,64 (t, J=7,8 Hz, 1 H, H 3), 7,69 (dd, J = 6,0 Hz,
J=1,8Hz, 1 H, H20), 7,74 (dd, J=7,8 Hz, J=1,2Hz, 1 H, H2), 7,77 (d, J=6,0 Hz, 1 H,
H 21), 7,80 (m, 4 H, H 34), 7,87 (m, 4 H, H33), 8,17 (dd, J=7,8 Hz, J= 1,2 Hz, 1 H, H 4),
8,48 (s, 1 H, H 25), 8,85 (brs, 1 H, H 23), 9,06 (brs, 4 H, H 31).

HR-ESI: berechnet fiir Cs3H30NgO;;CIRu": 1100,1470; gef.: 1100,1472.

UV/Vis (H20): Amax [nm] (¢ [M™-em™]) = 302 (45400), 469 (15700).

Fluoreszenz (H20): Aem [nm] = 633.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -2,084 +/- 0,008.
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5.3 Zellexperimente zu ,,Tris(bipyridyl)ruthenium(ll) - Komplexe -
zellulare Aufnahmestudien®

Alle mit der Zellkultur in Verbindung stehenden Arbeitsschritte erfolgten in einer sterilen
Werkbank (HERAsafe). Die verwendeten Medien und Losungen wurden auf 37 °C
vortemperiert. Wachstum und Inkubation der Zellen fand im Brutschrank unter sterilen
Bedingungen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Gehalt statt. In Abstéinden von
zwei bis flinf Tagen wurde je nach Konfluenz ein Medienwechsel oder das Passagieren der

Zellen durchgefiihrt.

5.3.1 Kultivierung von HeLa-Zellen

Die Kultur der Zelllinie HeLa erfolgte in 75 cm*-Zellkulturflaschen unter Verwendung des
phenolrothaltigen Mediums EMEM. Das Medium wurde von den Zellen entfernt und diese
zweimal mit je 5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 0,8 ml Trypsin-EDTA-Losung
versetzt und fiir ca. 2 min geschwenkt, bis die Zellen anfingen sich abzurunden. Nach
Entfernen der Trypsin-EDTA-Ldsung wurde fiir 5 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen
wurden vom Flaschenboden geklopft und mit 8 ml frischem Medium suspendiert. 2 ml
Zellsuspension wurden in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt, die bereits 8 ml frisches

Medium enthielt. Zum Wachstum wurde die Zellkulturflasche in den Brutschrank gelegt.

5.3.2 Kultivierung von U373-G-Zellen

Die Kultur der Zelllinie U373-G erfolgte in 150 cm®-Zellkulturflaschen unter Verwendung
des phenolrothaltigen Mediums EMEM. Das Medium wurde von den Zellen entfernt und
diese zweimal mit je 20 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 3 ml Trypsin-EDTA-
Losung versetzt und fiir ca. 2 min geschwenkt bis die Zellen anfingen sich abzurunden. Nach
Entfernen der Trypsin-EDTA-L6sung wurde fiir 4 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen
wurden vom Flaschenboden geklopft und mit 20 ml frischem Medium suspendiert. 5 ml
Zellsuspension wurden in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt, die bereits 45 ml frisches

Medium enthielt. Zum Wachstum wurde die Zellkulturflasche in den Brutschrank gelegt.
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5.3.3 Kulturvierung von LNCaP-Zellen

Die Kultur der Zelllinie LNCaP erfolgte in 75 cm*Zellkulturflaschen unter Verwendung des
phenolrothaltigen Mediums RPMI. Das Medium wurde von den Zellen entfernt und diese
zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1,5 ml Trypsin-EDTA-LSsung
versetzt und flir 5 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen vom
Flaschenboden geklopft und mit 10 ml Medium suspendiert. Die Zellsuspension wurde bei
1000 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 10 ml
RPMI suspendiert. 2 ml Zellsuspension wurden in eine neue Zellkulturflasche {iberiihrt, die
bereits 8 ml frisches Medium enthielt. Zum Wachstum wurde die Zellkulturflasche in den

Brutschrank gelegt.

5.3.4 Kulturvierung von HL-60-Zellen

Die Suspensionszellen HL-60 wurden in 150 cm?-Zellkulturflaschen unter Verwendung des
phenolrotfreien Mediums RPMI kultiviert. 5 ml der Zellsuspension wurden in eine neue
Zellkulturflasche tiberfiihrt, die bereits 45 ml frisches Medium enthielt, und im Brutschrank

weiter kultiviert.

5.3.5 Durchflusszytometrie

5.3.5.1 Passagieren, Inkubation und Vorbereitung der adh&renten Zelllinien
HelLa und U373-G

Die adhérenten Zellen HeLa und U373-G wurden nach ihrer Kultivierungsvorschrift (5.3.1,
5.3.2) behandelt. Anstatt die Zellsuspension in neue Zellkulturflaschen zu geben, wurden
500 pl entnommen und mittels Durchflusszytometrie die Zellzahl pro pl bestimmt. Eine
definierte Menge der Zellsuspension wurde zentrifugiert (1000 rpm, 7 min). Nach Entfernen
des Mediums wurden die Zellen in neuem Medium aufgenommen und auf eine Zellzahl von
200000 Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml dieser Zellsuspension wurde in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte (24 Vertiefungen) gegeben. Die Platte wurde fiir 24 h im Brutschrank
aufbewahrt, um Zelladhdsion zu ermdglichen. Am nichsten Tag wurden die Zellen mit je

1 ml PBS gewaschen, anschlieBend mit 500 ul Komplexlésung (20 uM in phenolrotfreiem
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DMEM) versetzt und fiir die entsprechende Inkubationszeit im Brutschrank (oder im
Kiihlschrank) aufbewahrt. Nach der Inkubationszeit wurde die Komplexldosung entfernt und
die Zellen mit je 500 ul PBS gewaschen. AnschlieBend wurden diese mit 100 ul Trypsin-
EDTA-Losung (1 min, RT) behandelt, die Trypsin-EDTA-Ldsung entfernt und die
Mikrotiterplatte fiir 4 min zuriick in den Brutschrank gestellt. Die Zellen wurden in 500 pl
phenolrothaltigem EMEM Medium suspendiert, in Reaktionsgefde (Eppendorf 1,5 ml)
iberfiihrt und bei 1000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen in
200 pl PBS suspendiert und die Fluoreszenzintensitédtsverteilung mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.

5.3.5.2 Passagieren, Inkubation und Vorbereitung der adharenten Zelllinie
LNCaP

Die adhérenten Zellen LNCaP wurden nach ihrer Kultivierungsvorschrift (5.3.3) behandelt.
Anstatt die Zellsuspension in neue Zellkulturflaschen zu geben, wurden 500 ul davon
entnommen und mittels Durchflusszytometrie die Zellzahl pro pl bestimmt. Eine definierte
Menge der Zellsuspension wurde zentrifugiert (1000 rpm, 7 min). Nach Entfernen des
Mediums wurden die Zellen in neuem Medium aufgenommen und auf eine Zellzahl von
200000 Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml dieser Zellsuspension wurde in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte (24 Vertiefungen) gegeben. Die Platte wurde fiir 48 h im Brutschrank
aufbewahrt, um Zelladhédsion zu ermdglichen. Anschliefend wurden die Zellen mit je 1 ml
PBS gewaschen, mit 500 pl Komplexldsung (20 uM in phenolrothaltigem RPMI) versetzt und
fiir die entsprechende Inkubationszeit im Brutschrank (oder im Kiihlschrank) aufbewahrt.
Nach der Inkubationszeit wurde die Komplexldsung entfernt und die Zellen mit je 500 pl PBS
gewaschen. 100 ml Trypsin-EDTA-L6sung wurden auf die Zellen gegeben und diese fiir
3 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden in 500 pl phenolrothaltigem RPMI
Medium suspendiert, in Reaktionsgefdlle (Eppendorf 1,5 ml) iiberfiihrt und bei 1000 rpm fiir
3 min zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen in 200 ul PBS suspendiert und die

Fluoreszenzintensitdtsverteilung mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
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5.3.5.3 Passagieren, Inkubation und Vorbereitung der Suspensionszelllinie
HL-60

500 pl der Zellsuspension wurden entnommen und mit dem Durchflusszytometer die Zellzahl
pro ul bestimmt. Eine definierte Menge an Zellsuspension wurde bei 1000 rpm flir 7 min
zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und das Zellpellet in soviel Medium suspendiert,
dass eine Zellzahl von 1000000 Zellen/ml eingestellt wurde. Nach Zugabe der
Komplexldsung wurde die Zellsuspension zu je 200 pl in sterile Reaktionsgefdfie (Eppendorf
1,5 ml) verteilt und im Brutschrank (oder im Kiihlschrank) fiir die entsprechende Zeit
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension zentrifugiert (1000 rpm, 3 min),
das Medium entfernt und mit 200 ul PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurden
die Zellen in 200 ul PBS aufgenommen und die Fluoreszenzintensititsverteilung mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

5.3.5.4 Durchfihrung der Durchflusszytometrieexperimente

Die Zellen wurden ohne Komplexldsung und jeweils nach Versetzen mit 20 uM Komplex-
16sung nach 0,5h, 1 h, 1,5h, 2 h, 3 h, 4 h, 5h, 6 h und 24 h Inkubationsdauer gemessen. Zur
Bestimmung des Aufnahmemechanismus wurden die Zellen fiir 1 h mit 20 uM Komplex-
16sung bei 4 °C (Kiihlschrank) bzw. 37 °C (Brutschrank) inkubiert. Es wurden immer Doppel-
bestimmungen durchgefiihrt. Dabei wurde ein Schwellenwert von 1000000 festgesetzt, 20000
Ereignisse gemessen und tote Zellen von der Analyse ausgeschlossen. Die Komplexe wurde

mit 488 nm angeregt und die Fluoreszenz der Wellenldngen > 670 nm detektiert.

5.3.6 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die adhérenten Zelllinien HelLa, U373-G und LNCaP wurden wie in 5.3.5.1, 5.3.5.2 bzw.
5.3.5.3 beschrieben behandelt. Die Zellzahl wurde nach Zahlen und Zentrifugieren auf 20000
Zellen pro ml eingestellt. Davon wurden je 300 ul in eine Vertiefung der Ibidi p-Slide 8 well
der Firma Ibidi (Martinsried, Deutschland) gegeben. Es ergibt sich eine Zellzahl von 6000
Zellen pro Vertiefung. Nach der entsprechenden Adhédsionszeit wurden die Zellen mit 300 pl
PBS gewaschen und mit 20 uM Komplexldsung fiir 4 h inkubiert. Nach einmaligem Waschen
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mit PBS wurden die Zellen in phenolrotfreien Medium mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7,4)
unter dem Mikroskop beobachtet.

HL-60-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 40000 Zellen pro Milliliter eingestellt, zu je
150 pl in ReaktionsgefdBe (Eppendorf 1,5 ml) verteilt und direkt mit der entsprechenden
Menge an Komplexldsung versetzt. Nach Inkubation fiir 4 h wurden die Zellen zentrifugiert,
einmal in 300 ul PBS gewaschen, in 300 ul phenolrotfreien RPMI-Medium mit 20 mM
HEPES-Puffer (pH 7,4) aufgenommen und zum Mikroskopieren in Ibidi-Vertiefungen
gegeben.

Die Komplexe wurden mit 488 nm angeregt und die Fluoreszenz von 600-750 nm mit PMT
(100 %) bzw. mit APD 630 nm +/- 37,5 nm detektiert. Gleichzeitig wurde ein Durchlichtbild

aufgenommen.
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5.4 Synthesen zu ,,Poly(pyridyl)ruthenium(ll)-Komplexe als mmDNA-
Sensor*
(Literaturbekannte Verbindungen sind mit * gekennzeichnet)

5.4.1 Synthese des Transportmolekils Dipyrido[3,2-a:2¢,3‘-c]phenazin

(dppz*)”
| I
NN 20 HN EtOH
. -
N = (o) HoN A, 30 min
l P

504 mg 1,10-Phenanthrolin-5,6-dion (2,4 mmol, 1eq) in 8 ml Ethanol wurden unter
Riickfluss erhitzt. 560 mg 1,2-Phenylendiamin (2,4 mmol, 1 eq) wurden in 2 ml Ethanol in
der Warme geldst und iiber den Riickflusskiihler zu der Phenanthrolindionsuspension unter
Ausbildung einer braunen Losung gegeben. Nach 30 min Erhitzen unter Riickfluss bildete
sich ein Feststoff. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension filtriert und der
Feststoff mit eiskaltem Ethanol (30 ml) und Diethylether (5 ml) gewaschen. Nach Trocknen
an der Luft wurde ein schwach gelber Feststoff erhalten (626 mg, 2,2 mmol, 92 %);
(Literaturausbeute: 80 %).

'H-NMR (300 MHz, (CDs),SO): & [ppm] = 7,95 (dd, J=8,1 Hz, J=4,5 Hz, 2 H, H 2), 8,06
(dd, J=6,5Hz, J=3,5Hz, 2 H, HS), 8,39 (dd, J=6,5Hz, J=3,5Hz, 2 H, H4), 9,21 (dd,
J=45Hz,J=1,8Hz 2H,H3),9,53 (dd, J=8,1 Hz, J= 1,8 Hz, 2 H, H 1).

ESI-MS: 283 [dppz+H]" 100 %.

5.4.2 Synthese von N-Methyl-di-2-pyridylamin (27*)"

-~ W
N THF N

HN + NaH + HiC—l ——= —N
N A 17T h N
7o 7o

171 mg Di-2-pyridylamin (1,0 mmol, 1,0 eq) wurden in 2 ml absolutem Tetrahydrofuran
gelost und fiir 15 min mit Argon gespilt. 24 mg Natriumhydrid (1,0 mmol, 1,3 eq) wurden

vorsichtig hinzugegeben und die Reaktionsmischung fiir 15 min mit Argon gespiilt. 185 mg
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Methyliodid (1,3 mmol, 1,3 eq) wurden tropfenweise hinzugegeben. Nachdem die Lésung fiir
15 min mit Argon gespiilt wurde, wurde die Reaktion unter Argonatmosphére fiir 17 h unter
Riickfluss erhitzt. Am nichsten Tag wurden 5 ml Wasser hinzugegeben und mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung auf pH =10 -eingestellt. Das Produkt wurde mit
Dichlormethan (viermal 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
10 ml geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und im Vakuum getrocknet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel,
vorbehandelt mit 10 % Triethylamin in Hexan, Hexan/Essigsaureethylester 7:1) wurde 27 als

gelbes Ol erhalten (50 mg, 0,27 mmol, 27 %).

i
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): o [ppm] =3,62 (s, 3 H, HS), 6,86 (ddd, J=7,2 Hz, J=5,0 Hz,
J=1,0Hz, 2H, H2), 7,17 (dd, J=8,6 Hz, J=1,0Hz, 2H, H4), 7,53 (ddd, J=28,6 Hz,
J=7,2Hz,J=2,0Hz 2H, H3),835(ddd, J=5,0Hz,J=2,0Hz,J=0,8 Hz,2 H, H 1).
ESI-MS: 186 [27+H]" 100 %.

5.4.3 Darstellung der Rutheniumkomplexe [Ru(R-DPA),(dppz)z.n]**
(n=1,2)

5.4.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von cis-Dichloro-bis-(N-R-

di-2-pyridylamin)ruthenium(l11)chlorid

1) HoO/EOH, A, 4 h N o]
RUCIy 3 Hs0 + HCI > |[R-N Ru__ [CI
2) R-DPA, HCI, A, 2 h N cl
/RN

Eine braune Losung aus Rutheniumtrichlorid-Trihydrat (1,0 eq) in einer Wasser/Ethanol-
Mischung (3:5) wurde fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Wihrend des Erhitzens dnderte sich die
Farbe von braun {iber griin zu dunkelblau. Eine Losung aus N-R-Di-2-pyridylamin (R-DPA)
(2,6 eq) und konzentrierter Salzsédure (13,5 eq) in Ethanol wurde tiber den Riickflusskiihler
zur Reaktionsmischung gegeben und fiir 2 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde die griine Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde umkristallisiert (Ethanol/Diethylether) und lieferte den gewiinschten Komplex
[Ru(R-DPA),Cl,]Cl, der ohne weitere Reinigung verwendet wurde.
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cis-Dichloro-bis-(di-2-pyridylamin)ruthenium(l11)chlorid (28*)**
Ausbeute: 40 mg (0,07 mmol, 37 %)
ESI-MS: 443 [28-3 C1]" 35 %, 479 [28-2 CI]" 80 %, 514 [28-C1]" 100 %.

cis-Dichloro-bis-(N-methyl-di-2-pyridylamin)ruthenium(l11)chlorid (29)
Ausbeute: 44 mg (0,08 mmol, 73 %)
ESI-MS: 186 [27+H]" 37 %, 507 [29-2 CI]" 5 %, 542 [29-C1]" 100 %.

cis-Dichloro-bis-(N-heptyl-di-2-pyridylamin)ruthenium(l11)chlorid (30)

Ausbeute: 115 mg (0,15 mmol, 150 %)
ESI-MS: 270 [HeptDPA'*'+H]" 100 %, 675 [30-2 CI]" 70 %, 710 [30-C1]" 100 %.

5.4.3.2  Synthese von [Ru(HDPA),dppz]** (31*)"

W 4 g\ r;(\
N cl 1. EtOH, 4, 20 min

HN Ru _ |Cl + dppz ———————— |[HN Ry
N c 2.HC, 4,3 h N
Yoo ¥
—/ /2 —//2

Eine Mischung aus 28 (27 mg, 49 umol, 1,0 eq) und dppz (14 mg, 49 umol, 1,0 eq) in 4 ml
Ethanol wurden unter Argonatmosphére fiir 20 min unter Riickfluss erhitzt. Nachdem die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekiihlt war, wurden 14 mg Hydrochinon
(123 pumol, 2,5 eq) hinzugegeben und unter Argonatmosphére fiir 3 h unter Riickfluss erhitzt.
Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand aus
Ethanol/Diethylether umkristallisiert. Der Niederschlag wurde in wenig Wasser gelost und auf
eine semipraparative Umkehrphasen-HPLC aufgebracht. Das Produkt eluierte nach 26,3 min.
Nach Trocknen im Vakuum erhielt man 1,7 mg eines orangefarbenen Feststoffs (2 umol,

41 %).

ESI-MS: 363 [31]*" 100 %, 725 [31]" 100 %.

UV/IVis (H20): Amax [nm] (e [M-em™]) =279 (120300), 360 (32700), 373 (32900), 437
(11700), 479 (10600).

Fluoreszenz (ACN): Aen [nm] = 655.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,866 +/- 0,083.

Retentionszeit (semipraparative HPLC): 26,3 min.
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5.4.3.3  Synthese von [Ru(HDPA)(dppz).]** (32)

WA W
;:N cl HC, E1CH N,

HN Ru__|Cl +dppz ——— g |HN  Ru
N Cl
ABh N
7o 7o
—_— 2 —_—

2+

27 mg 28 (49 umol, 1 eq), 18 mg dppz (98 umol, 2 eq) und 14 mg Hydrochinon (123 umol,
2,5 eq) wurden in 4 ml Ethanol gelost und fiir 8 h unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mit kaltem Diethylether gewaschen, der
Niederschlag in wenig Wasser gelost und auf eine semipréipartive Umkehrphasen-HPLC
aufgebracht. Das Produkt eluierte nach 35,8 min. Nach Trocknen im Vakuum erhielt man

1,8 mg eines orangefarbenen Feststoffs (2 pmol, 41 %).

ESI-MS: 419 [32]* 70 %, 836 [32]" 100 %.

UVNVis (H20): Amax [nm] (e [M-em™]) =279 (99200), 360 (27500), 373 (27900), 463
(10300).

Fluoreszenz (ACN): Aem [nm] = 655.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,478 +/- 0,014.

Retentionszeit (semipréaparative HPLC): 35,8 min.

5.4.3.4  Synthese von [Ru(27).dppz]** (33)

— — N ”
W7 W
N el 1. HC, EtOH, A, 1 h N /“J Na
—N Ru__|CI = |[—N Ru
N ¢ 2. AgOTf, 4,3 h NT N NP
R 3.dppz, A, 23 h 7 |

—/ /2

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Syntheseroute basiert auf einer Kombination von
literaturbekannten Protokollen.”* ** ' 20 mg 29 (35 pmol, 1,0 eq) und 10 mg Hydrochinon
(875 pmol, 2,5 eq) wurden in 4 ml Ethanol unter Argonatmosphére fiir 1 h unter Riickfluss
erhitzt. AnschlieBend wurden 27 mg Silbertriflat (105 pmol, 3,0 eq) hinzugegeben und fiir
weitere 2 h erhitzt. Die gelbe Suspension wurde heif3 filtriert und der Riickstand mehrmals mit
Ethanol (10 ml) gewaschen. Zum Filtrat wurden 10 mg dppz (35 umol, 1,0 eq) gegeben und
fiir 23 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die
orangefarbene Reaktionslosung im Vakuum eingeengt, in 10 ml Wasser aufgenommen und
zentrifugiert, um das {iberschiissige Edukt zu entfernen. Zum Zentrifugat wurden 57 mg

Ammoniumhexafluorophosphat (350 umol, 10 eq) gegeben. Der entstandene Niederschlag
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wurde durch Zentrifugieren abgetrennt, zweimal mit Wasser gewaschen und im Hochvakuum
getrocknet. Der erhaltene orangefarbene Feststoff wurde in Acetonitril/Wasser (3:2) gelost
und auf eine Sephadex QAE-125 Anionentauschersiule gegeben. Die orangefarbene Bande
wurde gesammelt, im Vakuum getrocknet, in wenig Wasser aufgenommen und per
semipraparativer Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Das Produkt hatte eine Retentionszeit von

27,5 min und wurde in 29 % Ausbeute (1 mg, 1 umol) erhalten.

ESI-MS: 377 [33]*" 100 %.

UVVis (H20): Amax [nm] (¢ [M-em™]) =279 (117300), 360 (34600), 373 (35000), 437
(15500), 479 (12600).

Fluoreszenz (ACN): Aem [nm] = 670.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -1,040 +/- 0,018

Retentionszeit (semipréaparative HPLC): 27,5 min.

5.4.3.5  Synthese von [Ru(HeptDPA).dppz]** (34)

N cl EtOH/H,0 N

N Ru__|Cl +dppz ——— = N Ru

N Cl A 23h N \N
7o 7o
—/ /2 —/ /2

40mg 30 (54 umol, 1,0eq) und 17mg dppz (59 umol, 1,1 eq) wurden in -einer
Ethanol/Wasser-Mischung (1:1) fiir 23 h unter Riickfluss erhitzt. Anschliefend wurde das

Losungsmittel im Vakuum entfernt und sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgelsdule,
Acetonitril/Wasser/gesittigte Kaliumnitratlosung 50:1:1). Nach Einengen der Bande wurde
der Riickstand mit wissriger Ammoniumhexafluorophosphatlésung versetzt und iiber Nacht
bei 4 °C aufbewahrt. AnschlieBend wurde der Niederschlag abzentrifugiert, zweimal mit
Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. Nach Umkristallisation aus
Acetonitril/Diethylether wurde der Feststoff in wenig Acetonitril/Wasser (3:2) geldst und das
Hexafluorophosphatanion an einer Sephadex QAE-125 Anionentauscherséule durch Chlorid
ersetzt. Das Chloridsalz eluierte in 22 % Ausbeute (12 mg, 12 umol). Die Reinheit von 34
wurde mit einer semipriaparativen Umkehrphasen-HPLC bestdtigt. Die Retentionszeit betrug

51,4 min.



110 Experimenteller Teil

ESI-MS: 461 [34]*" 100 %.

UV/IVis (H20): Amax [nm] (e [M-em™]) =279 (118800), 360 (33700), 373 (34000), 437
(13600), 479 (11600).

Fluoreszenz (ACN): Aem [nm] = 670.

Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: -0,203 +/- 0,053.

Retentionszeit (semipréaparative HPLC): 51,4 min.

5.4.4 Oligonukleotid-Synthese

Folgende 27-mer Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer mittels Standard-

phosphoramiditchemie synthetisiert (R steht fiir eine Tetrahydrofuran-abasic-Stelle):

forward Strang 5°“GAC CAG CTT ATC ACC CCT AGA TAA GCG-3°
match Strang 3°-CTG GTC GAA TAG TGG GGA TCT ATT CGC-5¢
mismatch Strang 3°-CTG GTC GAA TAG TCG GGA TCT ATT CGC-5°
abasic site Strang  3°-CTG GTC GAA TAG TRG GGA TCT ATT CGC-5°

Die DNA wurde mit einer 5°‘-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe synthetisiert. Die Abspaltung
von den Beads wurde durch Reaktion mit konzentriertem Ammoniak bei 60 °C {iber Nacht
erreicht. Nach HPLC-Aufreinigung wurden die freien Oligonukleotide mittels Essigséure
(80 %ig) fiir 15 min bei 4 °C entschiitzt. Die Oligonukleotide wurden mit absolutem Ethanol
gefdllt und ein zweites Mal mit HPLC gereinigt. Die Identifizierung der Oligonukleotide
erfolgte ebenso wie die Bestimmung der Reinheit durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie.
Die Konzentration wurde iiber UV/Vis-Spektroskopie unter Zuhilfenahme des bei 260 nm fiir
Einzelstrang-DNA berechneten Extinktionskoeffizient ermittelt. Entsprechende Mengen von
forward Strang wurden mit match, mismatch bzw. abasic site Strang vereint, 10 min auf

90 °C erhitzt und wahrend des Abkiihlens iiber Nacht anneliert.

forward Strang: berechnete Masse: 8213 MALDI-TOF: 8213
match Strang: berechnete Masse: 8346 MALDI-TOF: 8347
mismatch Strang: berechnete Masse: 8306 MALDI-TOF: 8309
abasic site Strang:  berechnete Masse: 8197 MALDI-TOF: 8196



Experimenteller Teil 111

5.5 Zellexperimente zu ,,Poly(pyridyl)ruthenium(ll)-Komplexe als
mmDNA-Sensor*

5.5.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

HeLa-Zellen (ATCC, CCL-2) wurden in o-MEM mit 10 % FCS und 1% Penicillin-
Streptomycin in 75 cm”-Zellkulturflaschen bis zu ~40 % Konfluenz kultiviert. Um die Zellen
zu passagieren, wurden diese mit EDTA-L6sung (0,48 mM PBS) vom Flaschenboden gelost,
mit einer Neubauer Zdhlkammer gezdhlt und auf die entsprechende Zellzahl eingestellt. Es
wurden 3000 Zellen pro Vertiefung einer 96-Mikrotiterplatte pipettiert und diese fiir 24 h im
Brutschrank adhériert. Nach Waschen mit HBSS wurden die Zellen mit entsprechenden
Konzentrationen an Komplexldsung fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
erneut mit HBSS gewaschen und in HBSS an einem Zeiss LSM 510 mikroskopiert. Die
Komplexe wurde mit 488 nm angeregt und die Fluoreszenz mit Wellenldnger > 560 nm

detektiert. Gleichzeitig wurde ein Durchlichtbild aufgenommen.

5.5.2 ICP-MS-Messung von Zelllysat und des Zellkernextrakt®

HeLa-Zellen wurden trypsiniert, mit kalten PBS gewaschen und zentrifugiert. Die Zellen
wurden entweder in 1 %iger Salpetersdure suspendiert und durch wiederholtes Einfrieren in
fliissigem Stickstoff und Auftauen in einem Wasserbad (37 °C) lysiert oder in
Extraktionspuffer (320 mM Saccharose, 5 mM Magnesiumchlorid, 10 mM HEPES, 1%
Triton X-100, pH 7,4) suspendiert, kurz geschiittelt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die
Zellkerne wurden durch Zentrifugation (2000 g, 3-4 min) gewonnen und zweimal mit
Waschlosung (320 mM Saccharose, 5 mM Magnesiumchlorid, 10 mM HEPES) gewaschen.

Zur ICP-MS-Analyse wurden die Zellkerne in 1 %iger Salpeterséure aufgenommen.
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7 Anhang
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7.2 HPLC-Spektren
Komplexe
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7.3 'H-NMR-Spektren  ausgewdhlter  Tris(bipyridyl)ruthenium(l1)-

Komplexe
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