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1 Einleitung  

1.1 Brustkrebs  

Krebs ist in Deutschland nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithäufigste Todes-

ursache. 

Brustkrebs (Mammakarzinom, MaCa) stellt die häufigste Krebsneuerkrankung bei Frauen 

dar (Abb. 1), wobei das mittlere Erkrankungsalter sinkt. Frühzeitig erkannt ist das MaCa oft 

heilbar, die Sterblichkeit ist daher trotz steigender Inzidenz rückläufig. 

 

 

Abb.  1:  Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in 
Deutschland 2008 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) 

[1]
 

 

Circa 60 % der Mammatumore sind hormonabhängig, d. h. die Zellen besitzen Estrogen-

rezeptoren und benötigen Estradiol (E2) für ihr Wachstum [2]. Brusttumore, die hormon-

empfindlich sind, können mit selektiven Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs), Aromatase-

inhibitoren oder Hormonantagonisten behandelt werden. Antiestrogene Substanzen belasten 

die Patientinnen in der Regel weniger als eine zytostatische Therapie mit Alkylantien, Anti-

metaboliten oder Mitosehemmstoffen. Bei der Wahl der Therapie spielt daher die Unter-

scheidung zwischen hormonabhängigen und hormonunabhängigen Tumoren eine große 

Rolle [3]. 
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1.2 Der Estrogenrezeptor  

Der Estrogenrezeptor (ER) gehört zur Klasse der ligandeninduzierbaren Transkriptions-

faktoren und damit zur Familie der Steroidhormonrezeptoren [4]. ER steht nachfolgend als 

Synonym für die Subtypen des (humanen) Estrogenrezeptors alpha und beta ([h]ERa und 

[h]ERb). Beide Subtypen werden durch unterschiedliche Gene codiert. Während sich das 

Gen für ERa auf Chromosom 6 befindet, befindet sich das für ERb auf Chromosom 14 [5, 6]. 

 

Die beiden ER-Subtypen weisen unterschiedliche Gewebeverteilung im Körper auf [7]. In der 

Prostata, den Eierstöcken, den Hoden sowie im Gastrointestinaltrakt wird vor allem ERb 

exprimiert. Im zentralen Nervensystem, kardiovaskulären System, Urogenitaltrakt und in den 

Knochen liegen beide ER-Subtypen nebeneinander vor. Im Uterus und in der Brustdrüse 

überwiegt ERa [8]. Im MaCa verschiebt sich das Verhältnis der ER-Subtypen zugunsten 

des ERa [9]. 

 

1.2.1 Aufbau  

Als Steroidhormonrezeptor gehört der ER zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren und 

besitzt sechs Regionen (A-F, Abb. 2) [10]. 

 

 AF-1  AF-2   

H2N A/B C D E F COOH 

    

  DNA-Bindungs- 
domäne (DBD) 

Ligandenbindungs- 
domäne (LBD) 

 

 

 

Abb.  2:  Allgemeiner Aufbau der Estrogenrezeptoren ERa und ERɓ, schematische Darstellung 

 

Der N-Terminus wird durch die A/B-Domäne gebildet. Sie ist Träger der ligandenunab-

hängigen Aktivierungsfunktion-1 (AF-1) und aktiviert die Transkription, indem sie mit dem 

Präinitiationskomplex der Transkription oder Koaktivatoren in Wechselwirkung tritt. 

 

Die Region C (DNA-Bindungsdomäne, DBD) ist für die Erkennung bestimmter DNA-

Sequenzen innerhalb des Promotors der estrogenabhängigen Zielgene, den sogenannten 

Estrogen-responsiven Elementen (EREs), und für die Rezeptordimerisierung verantwortlich. 

Sie ist die am höchsten konservierte Region der Steroidhormonrezeptoren. 
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Die wenig charakterisierte Domäne D (Ăhinge regionñ) ermöglicht die der Ligandenbindung 

folgende Rezeptorkonformationsänderung. 

 

Am C-terminalen Ende befindet sich die Region E, in der die Ligandenbindungsdomäne 

(LBD) und die hormonabhängige AF-2 lokalisiert sind. Die Region E ist für Dimerisierung, 

nukleare Lokalisation und Transaktivierung zuständig. Durch die Domäne F werden die 

agonistische und antagonistische Aktivität von Antiestrogenen beeinflusst. 

 

Die Homologie von ERa und ERb liegt im Bereich der LBD bei 47 % [11]. Eine deutlich höhere 

Übereinstimmung (97 %) weist die DBD beider Rezeptortypen auf. Der physiologische 

Ligand E2 wird an beide ER-Subtypen gebunden. 

 

1.2.2 Liganden  

Agonisten 

Die drei nativen Formen der endogenen Estrogene sind E2, Estron und Estriol (Abb. 3), 

wobei E2 das potenteste Estrogen darstellt. Sie gehören ebenso wie die Gluko- und Mineral-

kortikoide zur Klasse der Steroidhormone. Neben dem physiologischen Liganden E2, 

existiert eine Vielzahl sehr unterschiedlicher Strukturen, die eine Affinität zum ER aufweisen. 

Dabei kann in Typ-I- und in Typ-II-Estrogene unterschieden werden [11, 12]. 

 

HO

OH

H

H H

CH3

                  HO

O

H

H H

CH3

                  HO

OH

H

H H

CH3
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Abb.  3:  Native Formen der endogenen Estrogene: E2, Estron, Estriol (von links nach rechts) 

 

Typ-I-Estrogene sind dem E2 strukturell ähnlich und zeigen einen mit E2 vergleichbaren 

Bindungsmodus: Für die Wechselwirkung mit dem ERa spielen sowohl der Abstand der 

beiden OH-Gruppen als auch deren Positionierung in der ERa-Bindungstasche sowie der 

lipophile Teil des Moleküls eine entscheidende Rolle. Die Ligandenbindung erfolgt durch die 

Kombination spezifischer Wasserstoffbrücken und Van-der-Waals-Wechselwirkungen. 
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Beim physiologischen Liganden E2 geht die phenolische Hydroxygruppe Wechselwirkungen 

mit den Aminosäuren Glutamin 353 und Arginin 394 ein, die Hydroxygruppe in Position 17 

bildet eine Wasserstoffbrücke zur Aminosäure Histidin 524 aus. Van-der-Waals-Wechsel-

wirkungen finden mit den lipophilen und aromatischen Aminosäuren in näherer Umgebung, 

insbesondere Leucin 346 und 384, Tryptophan 383 sowie Phenylalanin 404, statt. 

 

Beispiele für Typ-I-Estrogene sind die synthetischen Estrogene Diethylstilbestrol (DES) und 

Hexestrol (Abb. 4). Weitere Molekülmodifikationen führten zur Entwicklung von ER-Liganden, 

die aufgrund ihrer Struktur als fluoreszierende ER-Liganden eingesetzt werden können 

(Kap. 1.3). 

 

OH

HO   HO

OH

H

H

 

Abb.  4:  Typ-I-Estrogene: DES (links), Hexestrol (rechts) 

 

Typ-II-Estrogene weisen aufgrund ihrer Struktur einen anderen Bindungsmodus als E2 auf. 

Beispiele für Typ-II-Estrogene sind etliche Derivate von 2-Imidazolinen, Imidazolen und 

Triarylalkenen (Abb. 5). 

 

N N

HO OH

Cl Cl

                              

N

N

OH

HO OH

                              

OH

HO OH

H

 

Abb.  5:  Typ-II-Estrogene: jeweils ein Beispiel für ein 2-Imidazolin, Imidazol und Triarylalken (von 
links nach rechts) 
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Selektive Estrogenrezeptormodulatoren 

Nachdem die Bedeutung der Estrogene für das Wachstum und die Entstehung vom MaCa 

erforscht wurde, führte dies konsequenterweise zur Entwicklung der SERMs. Diese 

ER-Modulatoren sollen die nützlichen agonistischen Effekte beispielsweise im Knochen und 

im kardiovaskulärem System beibehalten, aber keine estrogene Wirkung im Brustgewebe 

und Uterus zeigen [13-15]. Beispiele für SERMs sind nichtsteroidale Verbindungen wie 

Tamoxifen (TAM) und Raloxifen (Abb. 6) [16]. 

 

S

O
N

OH

HO

O

                              

O

N

 

Abb.  6:  Raloxifen (links), TAM (rechts) 

 

Antagonisten 

Ein reiner ERa-Antagonist und selektiver Estrogenrezeptor-Down-Regulator (selective 

estrogen receptor downregulator, SERD) ist z. B. Fulvestrant (ICI 182 780, Abb. 7). 

Fulvestrant bindet kompetitiv an den ERa und unterbindet durch die lange Seitenkette die 

Konformationsänderung des ERa. Dadurch wird die Aktivierung der AF-1 und AF-2 sowie die 

Rezeptordimerisierung verhindert. Der ERa bleibt inaktiv und wird abgebaut [17]. 

 

HO

OH

H

H H

CH3

S

O F F

F

F F  

Abb.  7:  Fulvestrant (ICI 182 780) 

 



6 1 Einleitung 

 
1.2.3 Ligandenbindung und Signaltransduktion  

Der ER liegt ohne Ligand inaktiv an Hitzeschockproteine (Hsps) z. B. an Hsp90 gebunden im 

Zytosol als Monomer vor [18]. Nach der Ligandenbindung wird das Hitzeschockprotein vom 

ER abgespalten, der Rezeptor ändert seine Konformation und dimerisiert (Abb. 8) [19]. Bei der 

Dimerisierung des ER werden sowohl Homodimere als auch Heterodimere aus ERa und 

ERb gebildet. ERa/ERb-Heterodimere und ERa/ERa-Homodimere weisen gegenüber den 

ERb/ERb-Homodimeren eine größere Affinität zur DNA auf [20, 21]. 

 

 

 

Abb.  8:  Modell der Transkriptionsaktivierung, vereinfacht nach Katzenellenbogen 
[22]

 

 

Der aktivierte Ligand-Rezeptor-Komplex bindet im Zellkern an die EREs. Neben den 

Wechselwirkungen zwischen dem ER und den an der TATA-Box gebundenen Trans-

kriptionsfaktoren, sind Interaktionen mit Koaktivatoren erforderlich, um den Präinitiations-

komplex zu bilden. Anschließend kann die RNA-Polymerase II (Pol II) die Transkription 

aktivieren (Abb. 8). 

 

Neben dem ER-vermittelten Weg der Signaltransduktion kommt es nach Ligandenbindung 

am ER auch zu Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsfaktoren beispielsweise mit 

dem Nuklearfaktor-kappa B [23]. Auf diesem Weg kann die Transkription von Genabschnitten 

aktiviert werden, die nicht die EREs, sondern die DNA-Sequenz anderer Zielgene beinhalten. 

 

Zellmembran

E2

E2

E2

E

2

EREs DNA

Koregulatoren

TATA-Box Pol II

Transkription

Hsp90

ER

Hsp90
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Kernmembran
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1.3 Fluoreszenzmarkierte  Estrogenrezeptorl iganden  

Die Visualisierung des ER in den Zellen ist Inhalt zahlreicher Forschungsarbeiten [24-27]. Die 

Bestimmung seiner Konzentration und Verteilung in humanen Brusttumoren liefert für 

prognostische und prädiktive Faktoren wichtige Informationen. Neben radioaktiven Verfahren 

mit tritiummarkierten Liganden und Iod-125-markiertem E2 finden auch rezeptorspezifische 

monoklonale Antikörper in biochemischen Assays Verwendung [28-31]. 

 

Eine weitere Möglichkeit zur Bestimmung der ER-Konzentration und -Verteilung in Brust-

krebszellen basiert auf dem Einsatz fluoreszierender ER-Liganden in der Durchfluss-

zytometrie und Fluoreszenzmikroskopie [32]. Mit Hilfe fluoreszierender ER-Liganden kann 

ebenfalls die Ligand-Rezeptor-Assoziation und -Dissoziation in Echtzeit mittels Fluoreszenz-

korrelationsspektroskopie oder Fluoreszenzpolarisation untersucht werden. Ihre Anwendung 

ist auch in Ligand-Rezeptor-Bindungsstudien anstelle radioaktiv markierter Liganden 

vorstellbar. 

 

Strukturelle Voraussetzungen für die Fluoreszenz 

Voraussetzungen für die Fluoreszenz einer Substanz sind das Vorhandensein eines 

Systems konjugierter Doppelbindungen und die Absorption von Licht. Die Präsenz eines 

Fluorophors, dem für die Fluoreszenz eines Moleküls verantwortlichen Teil, bedingt nicht 

zwingend das Auftreten von Fluoreszenz. Strahlungslose Inaktivierung und Spinumkehr 

sowie Eigenlöschung können die Fluoreszenz auf Null absenken oder sie so stark 

verringern, dass ihre Messung nicht möglich ist. 

 

Fluoreszenz, die jedoch bei sehr niedrigen Wellenlängen auftritt, kann bereits bei einfachen 

Aromaten wie Phenol (lEm = 300 nm) und Anilin (lEm = 350 nm) gemessen werden. Durch 

Erhöhung der Planarität und Rigidität werden die Vibrationen und Rotationen der aroma-

tischen Ringe eingeschränkt, so dass eine Bandenverschiebung der Emissionsmaxima zu 

höheren Wellenlängen sowie eine gesteigerte Intensität des Fluoreszenzlichtes erreicht 

werden. Die Emission bei höheren Wellenlängen ist Voraussetzung für Untersuchungen der 

Lokalisation der Substanzen in den Zellen. 
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Anforderungen an fluoreszierende ER-Liganden 

Fluoreszierende Verbindungen müssen für den Einsatz als ER-Liganden folgende Voraus-

setzungen erfüllen: Sie sollten eine hohe Affinität zum ER zeigen und dabei eine geringe 

nicht spezifische Bindung an andere zelluläre Proteine aufweisen [33]. Sie sollten eine hohe 

Intensität des Fluoreszenzlichtes (großer molarer Absorptionskoeffizient, hohe Quantenaus-

beute) besitzen und ein Emissionsmaximum im langwelligen Bereich (> 400 nm) zeigen, 

damit eine Abgrenzung gegen die Hintergrundfluoreszenz vorliegt. Diese wird durch die 

Emission der Zellen und Proteine, ausgehend von z. B. Tyrosin- und Tryptophanresten 

(Tyrosin: lEm = 303 nm, Tryptophan: lEm = 348 nm), erzeugt. Des Weiteren sollte die 

Anregung der Fluoreszenz mit gebräuchlichen Lasern der Fluoreszenzkorrelationsspektro-

skopie oder Fluoreszenzmikroskopie möglich sein. 

 

In der Literatur werden zahlreiche Versuche beschrieben, niedermolekulare fluoreszierende 

Verbindungen für Untersuchungen des ER zu entwickeln. Diese Substanzen können in 

Konjugate aus ER-Liganden und Fluoreszenzfarbstoffen (Kap. 1.3.1), photofluorogene 

(Kap. 1.3.2) sowie inhärent fluoreszierende ER-Liganden (Kap. 1.3.3) unterschieden werden. 

 

1.3.1 Konjugate  

Fluoreszenzfarbstoff (Fluorophor) und ER-Ligand sind direkt oder über einen Spacer 

verbunden [34]. Beispiele sind nichtsteroidale ER-Liganden mit Hexestrolgrundkörper, die in 

o-Stellung zur phenolischen Hydroxygruppe (R1), an der Ethylkette (R2) oder durch 

Veretherung der phenolischen Hydroxygruppe (R3) mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert 

sind (Abb. 9) [35, 36]. 

 

R2HO

OR3

R1

                

O NN
Cl

H
N

O

O

 

Abb.  9:  Fluoreszenzmarkierte Hexestrolanaloga: Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
in o-Stellung zur phenolischen Hydroxygruppe (R1), an der Ethylkette (R2) oder durch 
Veretherung der phenolischen Hydroxygruppe (R3) (links); mit Rhodamin B markiertes 
TAM-Analogon (rechts) 
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Solche Konjugate weisen in der Regel hohe Fluoreszenzintensitäten und zu höheren Wellen-

längen verschobene Emissionsmaxima auf. Allerdings können sie sich aufgrund ihrer Größe 

oft nicht mehr in die lipophile Bindungstasche des ER legen, so dass es häufig zur Reduktion 

der Bindungsaffinität kommt. 

 

Ein Forschungsschwerpunkt im Arbeitskreis um Prof. Gust war die Versuchsdurchführung 

mit fluoreszierenden Verbindungen der mit Rhodamin B markierten TAM-Analoga 

(Abb. 9) [24]. Diese zeigten jedoch zu geringe ER-Affinitäten, um in Rezeptorbindungsstudien 

eingesetzt werden zu können. 

 

1.3.2 Photofluorogene Verbindungen  

Durch UV-Strahlung können nichtfluoreszierende Liganden mit hoher relativer Bindungs-

affinität (RBA) für den ER in einen Fluorophor umgewandelt werden [37]. Eine photo-

chemische Zyklisierung mit anschließender Oxidation findet zum Beispiel bei Nafoxidin statt. 

Nafoxidin ist eine dem TAM ähnliche nichtsteroidale Verbindung. Es reagiert zu einem 

fluoreszierenden Phenanthren (Abb. 10) [38]. 

 

O

N

H3CO
     

O

N

H3CO

h 

Oxidation

 

Abb.  10: Photochemische Zyklisierung und Oxidation von Nafoxidin zum Phenanthren 

 

Die so erhaltenen Moleküle haben im Vergleich zu den Konjugaten eine deutlich geringere 

Größe. Durch die Veränderung der räumlichen Anordnung kommt es zu einer hohen Plana-

rität und damit zu einer Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften. Aufgrund der zu 

geringen RBA-Werte sind die photofluorogenen Verbindungen für Rezeptorbindungsstudien 

allerdings ungeeignet. Ihr Einsatz ist beispielsweise bei der klinischen Bestimmung des 

Plasmalevels von TAM und seinen Metaboliten möglich [39, 40]. 

 

n 
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1.3.3 Inhärent  fluoreszierende ER -Liganden  

Unter dem Begriff der inhärent fluoreszierenden Verbindungen wird der Einsatz von 

Substanzen verstanden, die den Fluorophor bereits im Molekül integriert haben. Die 

Fluoreszenz der Zielstruktur wird erst durch Präparation mit der fluoreszierenden Substanz 

erzeugt, es handelt sich somit um induzierte Fluoreszenz. 

 

H
N

NH2

H2N
NH2

NH2

Cl

Cl

 

Abb.  11:  DAPI 

 

Ein Beispiel für einen etablierten Fluoreszenzfarbstoff ist 4',6-Diamidin-2-phenyl-

indoldihydrochlorid (DAPI, Abb. 11), das auch im Rahmen dieser Arbeit zur Visualisierung 

des Zellkerns verwendet wird. DAPI bindet an die Adenin-Thymin-reichen Regionen der DNA 

und kann bei Anregung mit ultraviolettem Licht als blaue Farbe unter dem Fluoreszenz-

mikroskop wahrgenommen werden. 

 

Ausgehend von der Stilbenstruktur sind in der Literatur zahlreiche Versuche zur 

Visualisierung des ER mittels Fluoreszenzmikroskopie beschrieben [41-47]. Beispiele sind 

Donor-Akzeptor-Tetrahydrochrysene (Donor-Akzeptor-THCs, Abb. 12), 2,3-Diarylindene 

(Abb. 12), 2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)indole (Abb. 13) und Styrylpyridine (Abb. 13) [48-50]. 

 

HO

X

  HO

OH

OH

 

Abb.  12:  Fluoreszierende Donor-Akzeptor-THCs, X = COCH3, CONH2, CN (links); ein Beispiel für 
ein 2,3-Diarylinden (rechts) 

 

Donor-Akzeptor-THCs, die ersten inhärent fluoreszierenden Verbindungen mit guten 

Fluoreszenzeigenschaften und ausreichender Rezeptoraffinität, ermöglichen die 

Visualisierung des ER unter Verwendung konventioneller Epifluoreszenzmikroskopie [48, 51, 52]. 
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Die gewünschte Verschiebung der Lage der Emissionsmaxima zu höheren Wellenlängen 

konnte bei den THCs durch Einführen einer Protonenakzeptorgruppe anstelle der Hydroxy-

gruppe (Donor) erreicht werden. Ähnliche Molekülmodifikationen führten bei den 2,3-Diaryl-

indenen zu Verbindungen mit guten Fluoreszenzeigenschaften, jedoch mit zu geringen 

ER-Affinitäten. 

 

Die Einführung eines Stickstoffatoms in den Phenylring und somit die Einbeziehung des 

n-ˊ* Zustandes stellt eine weitere Möglichkeit dar, die photochemischen Eigenschaften der 

Stilbenstruktur zu verbessern [33, 50]. Die erhaltenen Styrylpyridine (Abb. 13) weisen zwar gute 

RBA-Werte, aber geringe Fluoreszenzintensitäten auf. 

 

N

OH

HO   

N
HO

OH

OH

 

Abb.  13:  Ein Beispiel für ein Styrylpyridin (links) und ein 2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)indol (rechts) 

 

Da die 2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)indole (Abb. 13) aufgrund der Torsion der 2- und 3-Arylringe 

eine geringe Planarität des Moleküls aufweisen, zeigen sie eine relativ geringe Emission des 

Fluoreszenzlichtes. Dabei konnte in Untersuchungen eine Abhängigkeit der Fluoreszenz-

intensitäten und Lage der Emissionsmaxima von der Polarität und vom pH-Wert des 

Lösungsmittels (LM) gezeigt werden. Die am Stickstoff alkylierten Indole zeigten gute RBA-

Werte [46]. 

 

Die Donor-Akzeptor-THCs zeigen die besten Fluoreszenzeigenschaften, bzgl. der 

ER-Affinität zeigen sich dagegen die stickstoffhaltigen Verbindungen vielversprechend. Die 

Kombination der Strukturmerkmale soll in einem Molekül vereint werden, um eine 

Verbindung mit guten Fluoreszenzeigenschaften und ausreichender Rezeptoraffinität zu 

erhalten. 
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1.4 Problemstellung  

Mit inhärent fluoreszierenden ER-Liganden konnte bisher im Bereich der niedermolekularen 

Verbindungen der größte Erfolg erzielt werden [53, 54], so dass dieser Ansatz im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit weiter verfolgt wird. Eine interessante Methode ist die Visualisierung des 

Estrogenrezeptors mittels hormonell aktiver, fluoreszierender 2,2'-Bisbenzimidazole (BBIs). 

 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von BBIs, deren Struktur durch N-Substitution, 

N,N'-Verbrückung und durch Variation des Grundkörpers modifiziert werden soll. Sie sollen 

neben ausreichender Rezeptoraffinität über gute Fluoreszenzeigenschaften (hohe 

Fluoreszenzintensitäten und zu höheren Wellenlängen verschobene Emissionsmaxima) 

verfügen und damit zur Visualisierung des ER dienen können. 

 

Strukturelle Voraussetzungen für eine Bindung an den Rezeptor sind phenolische Hydroxy-

gruppen an einem lipophilen, planaren Grundgerüst, deren Abstand bei E2 11 Å und bei 

DES 12 Å beträgt [55]. So kann bei den BBIs mit einem O-O-Abstand von 13 Å die Voraus-

setzung für Interaktionen mit dem ER gegeben sein. 

 

N

N

N

N

R

R´

HO OH

 

Abb.  14:  BBIs, die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Abhängig vom gewählten Syntheseweg können Verbindungen mit 5,5'-, 5,6'- oder 

6,6'-Stellung der phenolischen Hydroxygruppen erhalten werden (Abb. 14). Die Positionen 

der phenolischen Hydroxygruppen werden sowohl auf die ER-Bindung als auch auf die 

Fluoreszenzeigenschaften Einfluss haben. In der Literatur sind von der OH-Gruppenstellung 

abhängige RBA-Werte bei Typ-I-Estrogen beschrieben [55]. Deutliche Unterschiede bzgl. der 

Lage der Emissionsmaxima und Fluoreszenzintensitäten zeigten im Arbeitskreis um 

Prof. Gust durchgeführte Untersuchungen mit Benzimidazolen abhängig vom Substitutions-

muster der Hydroxygruppen [56, 57]. 
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N
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N

N

R

R´

HO OH

 

Abb.  15:  BBIs, Variation der N-Substitution (R, R'): Mono- und Dialkylierungen oder -arylierungen, 
die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Die N-Substitution hat eine Steigerung der Lipophilie zur Folge, die die lipophilen Wechsel-

wirkungen mit der Rezeptorbindungstasche erhöhen kann. Durch ein aromatisches System 

mit konjugierten Doppelbindungen ist außerdem die Voraussetzung für Fluoreszenz 

gegeben. Die verschiedenen N-Substituenten (R, R') in Form von Mono- und Dialkylierungen 

oder -arylierungen (Abb. 15) können dabei sowohl die Lage der Emissionsmaxima als auch 

die Intensität der Fluoreszenz beeinflussen. 

 

N

N

N

N

R

OHHO

 

Abb.  16:  N,N'-verbrückte BBIs, 
die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 2 oder 3 und 10 oder 11 

 

Des Weiteren sollen N,N'-verbrückte 2,2'-Bisbenzimidazole synthetisiert werden (Abb. 16). 

Durch diese Strukturveränderung kann eine Erhöhung der Rigidität und Planarität und somit 

eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität und Verschiebung des Emissionsmaximums zu 

höheren Wellenlängen erreicht werden. Ob die neu synthetisierten N,N'-verbrückten BBIs 

ausreichende Fluoreszenzeigenschaften zeigen und als ER-Liganden eingesetzt werden 

können, soll ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 
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HN N

HNN

HO OH

R
 

Abb.  17:  2,2'-überbrückte Benzimidazole: Modifikation der 2,2'-Überbrückung (R = H, OH), 
die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Eine weitere Variationsmöglichkeit des 2,2'-Bisbenzimidazolgrundkörpers besteht in der 

Modifikation der 2,2'-Überbrückung (Abb. 17). Dabei soll ein System mit konjugierten Doppel-

bindungen erhalten bleiben, damit die Voraussetzung für ausreichende Fluoreszenz-

eigenschaften gegeben ist. Durch Verwendung von o-Dicarbonsäuren sollen Verbindungen 

synthetisiert werden, die aufgrund ihrer Struktur den Typ-II-Estrogenen zugeordnet werden 

können. 

 

Die neu synthetisierten BBIs sollen hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften 

analysiert werden. Dabei sind insbesondere UV- und fluoreszenzspektroskopische Unter-

suchungen zur Charakterisierung erforderlich. Weitere Aufgaben bestehen in der Testung 

der (anti-)proliferativen Eigenschaften an der hormonabhängigen MCF-7- und der hormon-

unabhängigen MDA-MB-231-Zelllinie sowie in der Untersuchung der Wechselwirkungen mit 

dem ER. 

 

Bei ausreichenden Fluoreszenzeigenschaften, d. h. wenn die Emission der Liganden 

außerhalb der Eigenfluoreszenz der Zellen liegt und die Fluoreszenzintensität hoch genug 

ist, und bei ausreichender Bindungsaffinität zum ER soll die Bestimmung der ER-Konzen-

tration und -Verteilung im Brustkrebsgewebe unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie 

durchgeführt werden. 
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2 Ergebnisse und Diskussion  

2.1 Synthe se 

2.1.1 Übersicht der  Synthesewege  

Im Folgenden wird ein Überblick (Abb. 18) über die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 

Syntheseschritte dargestellt. 

 

4-Methoxy-2-nitroanilin und 5-Methoxy-2-nitroanilin werden mit verschiedenen Alkylhalo-

geniden (R-Hal) am Stickstoff substituiert und nach der Reduktion zum entsprechenden 

Diamin mittels Ringschluss in das jeweilige N-substituierte symmetrische 2,2'-Bisbenz-

imidazolderivat überführt. Auf diese Weise können BBIs mit 5,5'- oder 6,6'-Stellung der 

beiden Methoxygruppen erfolgreich dargestellt werden. BBIs mit 5,6'-Stellung der beiden 

Methoxygruppen sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf diesem Weg nicht zugänglich. 

 

Eine weitere Möglichkeit substituierte BBIs darzustellen, bietet der Syntheseweg über 

5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol. Auf diese Weise können die Stellungs-

isomerengemische der N-alkylierten BBIs mit 5,5'-, 5,6'- oder 6,6'-Stellung der beiden 

Methoxygruppen synthetisiert werden. Die dem Ringschluss sonst aus sterischen Gründen 

hinderlichen Reste können am 5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol ebenso 

erfolgreich substituiert werden. Durch die Verwendung von Dihalogenidverbindungen 

(Hal-R-Hal) können N,N'-verbrückte BBIs dargestellt und durch Verwendung von o-Dicarbon-

säuren in den Positionen 2 und 2' unterschiedliche Überbrückungen der beiden Benz-

imidazolringe synthetisiert werden. 

 

Nach Abspaltung der Methylschutzgruppen werden die entsprechenden Dihydroxyverbin-

dungen erhalten. 

 

Die detaillierten Beschreibungen der Synthesen und Angaben zu den Substituenten erfolgen 

in den anschließenden Kapiteln (Kap. 2.1.2 - Kap. 2.1.11). Die genauen Synthese-

vorschriften befinden sich im experimentellen Teil (Kap. 5.1). 
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Abb.  18:  Überblick über die im Rahmen dieser Arbeit vorrangig verwendeten Syntheseschritte, 
Angaben zu den Substituenten erfolgen in den anschließenden Kapiteln (Kap. 2.1.2 - 
Kap. 2.1.11) 

 



2 Ergebnisse und Diskussion 17 

 
2.1.2 Synthese von  5-Methoxy -2-nitroanilin  

Die 2-Nitroverbindung, die den Ausgangsstoff für die Synthesen der N1-alkylierten 

5-Methoxy-o-phenylendiamine und damit der N-alkylierten 6,6'-Dimethoxy-2,2'-bisbenz-

imidazole darstellt, wird im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert. Die Darstellung des 

5-Methoxy-2-nitroanilins (1) erfolgt aus 5-Chlor-2-nitroanilin und Natriummethanolat in 

Methanol (MeOH) (Abb. 19). 

 

Cl NH2

NO2

H3CO NH2

NO2

NaOMe

in MeOH

5 1

2

 

 1 

Abb.  19:  Synthese von 5-Methoxy-2-nitroanilin (1) 

 

Die Synthesevorschrift wird anhand einer in der Literatur beschriebenen Synthese auf die 

Anwendung in der Synthesemikrowelle übertragen. Nozary et al. beschreiben die Umsetzung 

des 5-Chlor-2-nitroanilins mit Natriummethanolat in MeOH in einem Autoklaven, bei einer 

Temperatur von 100 °C und einer Reaktionsdauer von 24 h [58]. Durch die Übertragung der 

Parameter auf die Anwendung in der Synthesemikrowelle kann die Reaktionszeit auf 45 min 

gekürzt werden. 

 

 

Abb.  20:  Synthesemikrowelle und Zubehör: Synthesemikrowelle, druckstabiles Quarzreaktorsystem 
(mit Silikonschutzüberzug) mit Thermorohr, Reaktionsbehälter monoPREP

®
 mit Tempera-

turfühler, Belüften des Reaktionsgefäßes vor dem Öffnen (Bilder von links nach rechts) 

 

Für die Temperaturkontrolle der Reaktion in der Synthesemikrowelle steht neben der Tempe-

raturmessung am äußeren Bereich des Reaktionsgefäßes (T2) per Infrarot (IR) auch die 

Bestimmung der Temperatur im Inneren des Gefäßes (T1) zur Verfügung. Durch ein 

integriertes Thermorohr kann ein phaseroptischer Sensor als Temperaturfühler die tatsäch-

liche Temperatur des Reaktionsgemisches bestimmen (Abb. 20). Diese genaue Temperatur-

kontrolle ermöglicht eine angepasste Energiezufuhr durch die Synthesemikrowelle. 
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Abb.  21:  Leistungs- und Temperaturkurvenverläufe der Synthesemikrowelle während der Synthese 
von Verbindung 1; T1: Temperatur im Inneren des Reaktionsgefäßes, T2: Temperatur am 
äußeren Bereich des Reaktionsgefäßes, P: Leistung (Angabe in Watt) 

 

Abb. 21 zeigt den Kurvenverlauf der Temperatur von T1 und T2 sowie der Leistung (P). Die 

Parameter werden gegen die Zeit (t) aufgetragen. Die tatsächlich eingesetzte Leistung der 

Synthesemikrowelle ist dabei immer so groß, dass die Kurve von der Temperatur im Inneren 

des Gefäßes (T1) dem gewünschten Kurvenverlauf der Reaktion entspricht. 

 

Das Arbeiten bei Temperaturen über dem Siedepunkt ermöglicht neben einer Temperatur- 

auch eine Druckvariation. Durch die Verwendung eines druckstabilen Quarzreaktorsystems, 

das als geschlossenes System eingesetzt wird, kann bei Erhöhung der Temperatur eine 

adäquate Druckerhöhung berücksichtigt werden. Die Steigerung von Temperatur und Druck 

verkürzen die Reaktionszeit. 

 

Nach dem Ablauf der Reaktion in der Synthesemikrowelle wird das Gefäß nach einer 

Abkühlphase entnommen und vor dem Öffnen belüftet, um den Überdruck vorsichtig abzu-

lassen und ein Überschießen der Lösung zu vermeiden (Abb. 20). 

 

Nach Entfernen des LM im Vakuum und Aufnahme des Reaktionsgemisches in Wasser folgt 

die Extraktion des gewünschten Produkts mit Diethylether (DE). DE kann anstelle des chlor-

kohlenwasserstoffhaltigen LM Dichlormethan verwendet werden, welches Nozary et al. 

zwecks Auftrennung angeben [58]. 
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Die 2-Nitroverbindung mit der Methoxygruppe in Position 4 für die Synthese von den 

N1-alkylierten 4-Methoxy-o-phenylendiaminderivaten und damit von den N-alkylierten 

5,5'-Dimethoxy-2,2'-bisbenzimidazolen ist käuflich erwerbbar. 

 

2.1.3 N-Alkylierung von  2-Nitro aniline n 

Die N-Alkylierung der 2-Nitroaniline (2-NAs) erfolgt durch den Einsatz eines Alkylhalogenids 

in Anwesenheit eines Kronenethers (Abb. 22) [59]. Als aprotisches LM wird Acetonitril (ACN) 

verwendet. 

 

R-Hal

18-Krone-6, K2CO3,
ACN

NH2 NH

R

NO2 NO2

H3CO H3CO

 

Abb.  22:  N-Alkylierung der 2-NAs, die Methoxygruppe befindet sich in Position 4 oder 5 (R = Alkyl) 

 

Für die Deprotonierung der NH-aciden Verbindungen wird Kaliumcarbonat eingesetzt. Der 

verwendete Kronenether 18-Krone-6 komplexiert bevorzugt mit Kaliumionen [60]. Dies führt zu 

einer Erhöhung der Löslichkeit des anorganischen Salzes K2CO3 in dem organischen LM 

ACN und zur Steigerung der Reaktivität des Carbonations [60, 61]. 
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Abb.  23:  18-Krone-6 komplexiert das Kaliumion, das Carbonation liegt frei vor 

 

Bei 18-Krone-6 handelt es sich um einen makrozyklischen Polyether mit einem gesättigten 

achtzehngliedrigen Ring, der das Kaliumion in seinem Hohlraum aufnimmt (Abb. 23) [62]. 

Infolge dessen kommt es zu einem drastischen Anstieg der Basizität und damit zur 

Steigerung der Reaktivität des Carbonations. Die frei vorliegenden Carbonationen 

begünstigen die für die N-Substitution erforderliche Deprotonierung der Stickstoffatome. 

 



20 2 Ergebnisse und Diskussion 

 
Die Übertragung der konventionellen Methode auf eine Vorschrift für die Synthesemikrowelle 

erfolgt bei der N-Alkylierung ähnlich der Parameterabwandlung für die Synthese von 

Verbindung 1 (Kap. 2.1.2). Durch Erhöhung der Reaktionstemperatur über den Siedepunkt 

und Verwendung eines geschlossenen Reaktorsystems, kann die Reaktionszeit gegenüber 

dem Erhitzen unter Rückfluss drastisch gekürzt werden. Nach der Reaktionsgeschwindigkeit-

Temperatur-Regel (RGT-Regel) kann eine zwei- bis dreifache Erhöhung der Reaktions-

geschwindigkeit bei einer Temperaturerhöhung um 10 K kalkuliert werden. Während die 

Reaktionszeit bei 82 °C, dem Siedepunkt von ACN, acht Stunden betragen würde, braucht 

man gemäß der RGT-Regel lediglich 30 min bei einer Erhöhung der Reaktionstemperatur 

um 40 K. Für die N-Alkylierung der 2-NAs erweist sich eine Plateauphase von 30 min als 

angemesse Reaktionszeit für die Synthesemikrowelle. 

 

In der Dünnschichtchromatographie (DC) haben die N-alkylierten Verbindungen bei 

Verwendung des Laufmittels PE/DE (5+1) größere Rf-Werte als ihre jeweiligen Edukte. Der 

Rf-Wert stellt den Retentionsfaktor dar, der das Verhältnis der Entfernung des Substanz-

fleckes vom Start zur Entfernung der Fließmittelfront vom Start angibt. Unter Verwendung 

einer hydrophilen stationären Phase (Kieselgel) und einer lipophilen mobilen Phase (PE/DE) 

zeigen die Edukte stärkere Wechselwirkungen mit dem Kieselgel als die N-alkylierten 

Produkte und folglich eine kürzere Laufstrecke. Je länger die Alkylkette ist, desto lipophiler 

ist die Substanz und desto größer ist ihr Rf-Wert. Mit Hilfe der DC kann dementsprechend die 

Zusammensetzung der Reaktionsgemische untersucht werden. 

 

Interessant ist das Phänomen der sichtbaren Farben der 2-NAs, nicht N-alkyliert und 

N-alkyliert. Die Feststoffe der 2-NAs mit der Methoxygruppe in Position 4 sind rot, die Fest-

stoffe der 2-NAs mit der Methoxygruppe in Position 5 sind gelb. Die gleichen Farben zeigen 

sich auch nach der Entwicklung der DC-Platte. Die Farbe der sich in Lösung befindlichen 

2-NAs ist vom LM abhängig (Solvatochromie). So ist beispielsweise die Farbe der 

5-Methoxy-2-nitroaniline für den Feststoff gelb, dagegen für die Lösung in MeOH rot. Solche 

Farbphänome wurden bereits im Jahr 1910 von Hantzsch für die Nitroaniline beschrieben [63]. 

 

Der im Reaktionsgemisch vorhandene Kronenether kann mittels Iodkammer auf der 

DC-Platte sichtbar gemacht werden. In der Iodkammer zeigt sich durch reversible adsorptive 

Effekte eine Braunfärbung der Flecken des Kronenethers. 

 

Nach säulenchromatographischer Aufreinigung der Reaktionsgemische werden die zu sehr 

geringem Anteil entstehenden dialkylierten Nebenprodukte abgetrennt und die N-alkylierten 

2-NAs (Tab. 1) in reiner Form erhalten. 
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NH

NO2

R1

R3

R2  

2-11 

Tab. 1:  N-alkylierte 2-NAs 

Verbindung  R1 R2 R3 

2 CH3 OCH3 H 

3 CH2CH3 OCH3 H 

4 CH2CH2CH3 OCH3 H 

5 CH(CH3)2 OCH3 H 

6 CH2CſCH OCH3 H 

7 CH3 H OCH3 

8 CH2CH3 H OCH3 

9 CH2CH2CH3 H OCH3 

10 CH(CH3)2 H OCH3 

11 CH2CſCH H OCH3 

 

Für die N-Alkylierung werden Alkylreste verschiedener Kettenlänge und -art gewählt, da 

unterschiedliche Eigenschaften der aus diesen Molekülen synthetisierten BBIs bzgl. UV- und 

Fluoreszenzspektroskopie und Untersuchungen in der Zelltestung zu erwarten sind. 

 

Die N-Alkylierung der 2-NAs mit sperrigen Resten wie 2-Methylpropan kann zwar erfolgreich 

durchgeführt werden, allerdings ist nach erfolgter Reduktion der Nitrogruppe der anschlie-

ßende Ringschluss zum BBI nicht möglich. Deshalb wird auf die Darstellung entsprechender 

2-NAs verzichtet. Für die Synthese von BBIs mit sterisch hinderlichen Resten für den Ring-

schluss wird die N-Alkylierung von 5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol (24) 

gewählt (Kap. 2.1.6.2). 

 

Auch die N-arylierten Verbindungen sind über den Syntheseweg mit Hilfe der aus den 2-NAs 

gewonnenen o-Phenylendiaminen (OPDs) nicht zugänglich. Die N-arylierten Verbindungen 

werden wie die BBIs mit sperrigen Alkylresten im Rahmen der N-Substitution mit Hilfe der 

Verbindung 24 dargestellt (Kap. 2.1.6.2). 
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2.1.4 Synthese von  4,5-Dinitroveratrol  

Die Synthese von 4,5-Dinitroveratrol (12) erfolgt durch die Umsetzung von Veratrol mit 

Schwefelsäure in Salpetersäure (Abb. 24). Das Gemisch aus konz. HNO3 und konz. H2SO4 

wird als Nitriersäure bezeichnet und für die Nitrierung von Aromaten eingesetzt [60, 64]. Es 

handelt sich dabei um eine elektrophile aromatische Substitution, bei der das Nitroniumion 

als Elektrophil das elektronenreiche -́System des Aromaten angreift. 

 

NO2

NO2O

O

H2SO4

HNO3

O

O  

 12 

Abb.  24:  Synthese von 4,5-Dinitroveratrol (12) aus Veratrol 

 

Die Methoxygruppen dirigieren bei der Zweitsubstitution die Nitrogruppen bevorzugt in die 

Positionen 4 und 5. Neben dem gewünschten Produkt entstehen auch Mono- und wenig Tri-

nitroveratrol. Die Auftrennung kann säulenchromatographisch mit dem Fließmittelgemisch 

EA/PE (1+1) oder durch Umkristallisation aus EtOH erfolgen. Man erhält gelbe Nadeln des 

isolierten 4,5-Dinitroveratrols. 

 

2.1.5 Synthese von  o-Phenylend iamine n 

Die Synthese von OPDs erfolgt durch Reduktion der entsprechenden Nitroverbindungen. 

 

Aus 4-Methoxy-2-nitroanilin kann durch Reduktion der Nitrogruppe 4-Methoxy-o-phenylen-

diamin hergestellt werden (Abb. 25). Dieses Diamin kann käuflich erworben werden, so dass 

im Rahmen dieser Arbeit auf das käufliche Produkt zurückgegriffen wird. 

 

NH2

NO2O

NH2

NH2O

H2 / Pd/C

MeOH

 

Abb.  25:  Reduktion der Nitrogruppe 

 

Eine selektive Monoalkylierung am Stickstoff kann nur bei einem 2-NA erfolgen [65], d. h. die 

N-Alkylierung muss bereits vor der Reduktion der Nitrogruppe stattfinden. Auf diese Weise 

werden nach der Reduktion der Nitrogruppe N1-alkylierte OPDs erhalten, deren Methoxy-

gruppe in ihrer Position fest ist. Diese OPDs ermöglichen die Synthese von BBIs mit vorge-

gebener Stellung der Methoxygruppen (Kap. 2.1.6.2). 
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2.1.5.1 Reduktion  von  Nitrogruppen  mit Wasserstoff  

Reduktion von N-alkylierten 2-Nitroanilinen 

Zur Umwandlung der Nitro- zu Aminogruppen kann die Hydrierung mit Wasserstoff (H2) 

verwendet werden [66]. Als Katalysator wird Palladium/Kohle (Pd/C) eingesetzt. MeOH stellt 

ein geeignetes LM für die Reduktion dar. Die Reaktion findet in einem Autoklaven statt. Die 

N-substituierten 2-NAs werden auf diese Weise quantitativ zum entsprechenden OPD 

reduziert (Abb. 26). 

 

NH

NH2

H2 / Pd/C

MeOH

R1

R3

R2

NH

NO2

R1

R3

R2  

 2-5, 7-10 13-20 

Abb.  26:  Reduktion der Nitrogruppe mit H2 und Pd/C, R1 - R3 siehe Tab. 2 

 

Tab. 2:  OPDs 

Verbindung  R1 R2 R3 

13 CH3 OCH3 H 

14 CH2CH3 OCH3 H 

15 CH2CH2CH3 OCH3 H 

16 CH(CH3)2 OCH3 H 

17 CH3 H OCH3 

18 CH2CH3 H OCH3 

19 CH2CH2CH3 H OCH3 

20 CH(CH3)2 H OCH3 

 

Die Verlaufskontrolle der Reduktion kann mit Hilfe der Dünnschichtchromatographie durch-

geführt werden. Als Laufmittel wird EA/EtOH (9+1) verwendet. Die Diamine haben einen 

geringeren Rf-Wert als ihre entsprechenden Vorstufen. Die jeweilige Nitroverbindung zeigt im 

Fall der 5-Stellung der Methoxygruppe einen gelben Fleck und im Fall der 4-Stellung der 

Methoxygruppe einen roten Fleck auf der DC-Platte. Die aus den 2-NAs entstandenen OPDs 

zeigen jeweils einen farblosen Fleck mit Löschung bei einer Wellenlänge von 254 nm unter 

dem UV-Betrachter, der sich nach einiger Zeit violett bis rotbraun färbt. 
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Die bei 254 nm erkennbare Löschung des Substanzflecks beruht auf der Art der im Rahmen 

dieser Arbeit verwendeten DC-Platten. Diese sind mit einem Fluoreszenzindikator imprä-

gniert, der bei einer Anregungswellenlänge von 254 nm fluoresziert. Das Vorhandensein 

einer Substanz mit einem aromatischen System bedingt eine Löschung. 

 

NNH2

R R
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Abb.  27:  Primäres aromatisches Amin und Ehrlich-Reagenz (4-Dimethylaminobenzaldehyd) zeigen 
ein farbiges Imin, R = 2-NH2, 4/5-OCH3 

 

Folgt unmittelbar nach dem Entwickeln der DC-Platte eine Detektion mit Ehrlich-Reagenz, 

ergibt sich eine Gelbfärbung des farblosen Flecks vom Diamin. Es handelt sich dabei um 

eine Reaktion eines primären aromatischen Amins mit einem Aldehyd, wobei ein farbiges 

Imin entsteht (Abb. 27). 

 

Für die sich anschließende Synthese nach Holan[67] wird das gleiche LM (MeOH) verwendet, 

so dass die oxidationsempfindlichen OPDs sofort nach Abfiltrieren des Katalysators ohne 

weitere Aufarbeitung für den Ringschluss zum BBI eingesetzt werden können (Kap. 2.1.6). 

Das Umschließen der Gefäße mit Aluminiumfolie zwecks Lichtschutzes und zügiges Arbeiten 

sind für den Umgang mit den OPDs von Bedeutung. 

 

Reduktion von 4,5-Dinitroveratrol 

Für die Reduktion von 4,5-Dinitroveratrol (12) zum 4,5-Dimethoxy-o-phenylendiamin (21) 

kann ebenfalls die Methode im Autoklaven mit H2 und Pd/C in MeOH eingesetzt werden 

(Abb. 28). Die Reaktion läuft auch bei zwei Nitrogruppen quantitativ ab. 
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Abb.  28:  Reduktion von 4,5-Dinitroveratrol (12) zu 4,5-Dimethoxy-o-phenylendiamin (21) 
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2.1.5.2 Reduktion von  Nitrogruppen mit Zinn(II) -chlorid  

Für die Reduktion von Verbindungen mit Propargylrest wird eine milde und selektive Variante 

unter Verwendung von Zinn(II)-chlorid in EtOH gewählt (Abb. 29). Mit dieser Methode ist es 

möglich, nur die Nitrogruppe zu reduzieren, die Dreifachbindung des Propargylrestes bleibt 

dabei erhalten. Die Synthesevorschrift lehnt sich an den Angaben von Bellamy et al. an [68], 

die herausgefunden haben, dass unter diesen Bedingungen säurelabile und andere 

reduktionsempfindliche Gruppen nicht beeinflusst werden. 
 

NH

NH2

SnCl2 
. 2 H2O
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R2

NH

NO2

R1

R3

R2  

 6, 11  22, 23 

Abb.  29:  Reduktion der Nitrogruppe mit SnCl2 Ö 2 H2O, R1 - R3 siehe Tab. 3 
 

Tab. 3:  OPDs mit Propargylrest 

Verbindung  R1 R2 R3 

22 CH2CſCH OCH3 H 

23 CH2CſCH H OCH3 

 

Für eine erfolgreiche Reduktion ist das Erhitzen des Ansatzes unter Rückfluss erforderlich. 

Die Verlaufskontrolle der Reaktion kann mit Hilfe der DC durchgeführt werden. Als Laufmittel 

dient PE/DE (1+1). Das entstandene OPD hat aufgrund der geringeren Lipophilie einen 

geringeren Rf-Wert als das Edukt. Dabei zeigt sich der Fleck des aus dem 2-NA 

entstandenen OPD charakteristisch: Der Fleck zeigt bei einer Wellenlänge von 254 nm eine 

Löschung unter dem UV-Betrachter und färbt sich nach kurzer Zeit braun. Der Fleck des 

2-NA zeigt weiterhin im Fall der 5-Stellung der Methoxygruppe einen kräftigen Gelbton und 

im Fall der 4-Stellung der Methoxygruppe eine rote Färbung. Zum Beenden der Reaktion 

wird das Reaktionsgemisch in Eiswasser gegossen, da die Hydrolyse des entstandenen 

Zinn(IV)-chlorids unter starker Erwärmung zu Zinndioxid und Salzsäure erfolgt. Anschließend 

wird zur Extraktion des OPD ein pH-Wert von 7-8 eingestellt. Ein höherer pH-Wert kann nicht 

gewählt werden, da sonst Zinn(IV)-hydroxid und somit ein Gallert entsteht, welches die 

Extraktion des OPD erschwert. Nach der Aufarbeitung liegt das OPD mit Propargylrest in 

reiner Form vor (Abb. 29). Es folgt sofort die Umsetzung zum entsprechenden BBI. 
 

Wegen der aufwendigen Aufarbeitung des Reaktionsgemisches und der geringen Ausbeute 

an OPD, wird die Reduktion mit SnCl2 lediglich für die Verbindungen mit Propargylrest einge-

setzt. 
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2.1.6 Synthese von  2,2'-Bisbenzimidazol en 

2.1.6.1 Synthese von  2,2'-Bisbenzimidazol en aus o-Phenylendiaminen  

Für die Synthese von BBIs werden in der Literatur verschiedene Verfahren beschrieben. Die 

häufig genannten Kondensationsreaktionen nach Phillips [69] von OPDs mit wasserfreien 

aliphatischen Dicarbonsäuren sind für die Synthese von den im Rahmen dieser Arbeit 

gewünschten BBIs nicht erfolgreich anwendbar. Weitere Synthesevorschriften unter 

Verwendung von Oxalsäure oder deren Ester [70, 71] erwiesen sich ebenfalls als nicht 

geeignet. Die Synthese von BBIs aus OPDs mit Hexachloraceton wurde von Rezende et al. 

beschrieben [72]. Allerdings ist ein deutlicher (10facher) Überschuss an OPD nötig, um 

akzeptable Ausbeuten zu erzielen. 

 

Eine weitere Methode zur Darstellung der BBIs ist die Synthese nach Holan et al. [67]. Diese 

Synthese bietet die Möglichkeit, sowohl 5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol (24, 

Abb. 30) als auch N-substituierte BBIs (Verbindungen 25-34, Tab. 4) herzustellen. 

 

Für die Synthese von BBIs nach Holan et al. [67] werden 4-Methoxy-o-Phenylendiamin oder 

seine Derivate mit 2,2,2-Trichloracetimidsäuremethylester (TCA) in abs. MeOH umgesetzt 

(Abb. 30). Die Reaktion erfolgt bei Raumtemperatur (RT) unter Verwendung von Stickstoff 

als Schutzgas. Das oxidationsempfindliche OPD wird durch das Umschließen der Reaktions-

gefäße mit Aluminiumfolie vor Licht geschützt. 
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 24 (R = R' = H) 

Abb.  30:  Ringschluss nach Holan 
[67]

; 
OPDs: die Methoxygruppe befindet sich in Position 4 oder 5; 
BBIs: die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Durch den Ringschluss von 4-Methoxy-o-phenylendiamin (R = H) mit TCA entsteht 

5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol (24, Abb. 30), welches als Tautomer vor-

liegt. Weitere Angaben zur Tautomerie werden in Kap. 2.1.6.2 beschrieben. 
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Optimierungsversuche mit Variationen der Edukt- und Lösungsmittelmengen sowie der 

Reaktionsbedingungen bringen keine Steigerung der Ausbeute. Deshalb werden mehrere 

Ansätze mit 2 mmol OPD und 1 mmol TCA in 30 mL abs. MeOH unter N2-Schutzbegasung 

bei RT durchgeführt, um eine ausreichende Menge vom gewünschten Produkt zu erhalten. 

 

Die Verlaufskontrolle der Reaktion kann mittels DC erfolgen. Nach dem Entwickeln der 

DC-Platte im Laufmittel EA/EtOH (9+1) zeigt sich das gewünschte Produkt bei einem 

größeren Rf-Wert als sein Edukt. Dieses Laufverhalten ist aufgrund der Lipophilieerhöhung 

durch den Ringschluss zu erwarten. Unter Verwendung einer hydrophilen stationären Phase 

und einer lipophilen mobilen Phase zeigt das hydrophile OPD stärkere Wechselwirkungen 

mit dem Kieselgel als das entstandene BBI. Der Fleck des BBI zeigt sowohl bei einer Wellen-

länge von 254 nm als auch von 366 nm unter dem UV-Betrachter blaue Fluoreszenz. 

 

Nach dem Abstoppen der Reaktion durch Wasserzugabe erfolgt die Aufarbeitung der 

Reaktionsmischung. Die Auftrennung kann entweder säulenchromatographisch an Kieselgel 

mit dem Fließmittelgemisch EA/EtOH (9+1) oder durch Extraktion mit DE durchgeführt 

werden. Nach der Extraktion wird das erhaltene Feststoffgemisch mit Aceton gewaschen. 

Der durch Zentrifugation erhaltene gelbe Rückstand stellt das gewünschte BBI in reiner Form 

dar. 

 

Die Synthese von 1,1'-disubstituierten BBIs erfolgt in gleicher Weise wie die der 

Verbindung 24. Als Edukte werden hier OPDs verwendet, die bereits am Stickstoff alkyliert 

sind. 
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Abb.  31:  OPDs mit 4- (links) oder 5-Stellung (rechts) der Methoxygruppe 

 

Wenn der Stickstoff (N1) des OPD alkyliert ist, ist die Methoxygruppe in ihrer Position fest 

(Abb. 31) und die Base kann zur Synthese von BBIs mit vorgegebener Stellung der Methoxy-

gruppen verwendet werden. 
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Abb. 32 zeigt die Synthese nach Holan et al. [67] am Beispiel der 1,1'-dialkylierten 5,5'-Di-

methoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazolderivate. 
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Abb.  32:  Synthese (Ringschluss) nach Holan et al. 
[67]

 am Beispiel der Synthese von 
1,1'-dialkylierten 5,5'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazolderivaten (R = R' = Alkyl) 

 

Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Einfluss des +I-Effekts der Methoxy-

gruppe den Ringschluss aus dem N1-alkylierten 4-Methoxy-o-phenylendiamin zum entspre-

chenden 5,5'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol im Vergleich zum Ringschluss aus dem 

N1-alkylierten 5-Methoxy-o-phenylendiamin zum entsprechenden 6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-

benzimidazol begünstigt [72, 73]. Dies wird durch die Ausbeute der jeweiligen Stellungsisomere 

untermauert: Die BBIs mit 5,5'-Stellung der Methoxygruppen werden in höherer Ausbeute als 

die BBIs mit 6,6'-Stellung der Methoxygruppen erhalten. 

 

Das in Position 1 alkylierte 6-Methoxy-2-(trichlormethyl)-1H-benzimidazol kann laut Literatur 

als Zwischenstufe isoliert werden [67, 74]. Durch Umsetzung dieser Zwischenstufe mit einem 

N1-alkylierten 5-Methoxy-o-phenylendiamin anstelle eines N1-alkylierten 4-Methoxy-

o-phenylendiamins könnte ein BBI mit 5,6'-Stellung der beiden Methoxygruppen erzielt 

werden. Die Zwischenstufe konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht isoliert werden, so 

dass lediglich die symmetrischen BBIs mit 5,5'- oder 6,6'-Stellung der beiden Methoxy-

gruppen auf diesem Weg zugänglich sind (Tab. 4). 
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25-34 

Tab. 4:  5,5'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazole, 1,1'-disubstituiert 

Verbindung  R1 = R1' R2 = R2' R3 = R3' 

25 CH3 OCH3 H 

26 CH2CH3 OCH3 H 

27 CH2CH2CH3 OCH3 H 

28 CH(CH3)2 OCH3 H 

29 CH2CſCH OCH3 H 

30 CH3 H OCH3 

31 CH2CH3 H OCH3 

32 CH2CH2CH3 H OCH3 

33 CH(CH3)2 H OCH3 

34 CH2CſCH H OCH3 

 

Nach dem Entwickeln der DC-Platten im Laufmittel EA/n-Hexan (9+1) zeigen sich die 

entstandenen BBIs analog der Verbindung 24 bei größeren Rf-Werten und die jeweiligen 

Edukte bei geringeren Rf-Werten. Die Flecke der BBIs zeigen sowohl bei einer Wellenlänge 

von 254 nm als auch von 366 nm unter dem UV-Betrachter blaue Fluoreszenz. Die Eigen-

fluoreszenz der N-alkylierten BBIs hat im Vergleich zur Eigenfluoreszenz der Verbindung 24 

eine höhere Intensität. 

 



30 2 Ergebnisse und Diskussion 

 
2.1.6.2 Synthese von  N-substituierten 2,2'-Bisbenzimidazol en aus 

5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy -2,2'-bi -1H-benzimidazol  

5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol (24) wird als Ausgangssubstanz für die 

Substitution der Positionen 1 und 1' verwendet, da nicht sämtliche Verbindungen auf dem im 

Kap. 2.1.6.1 beschriebenen Syntheseweg zugänglich sind. Zudem bietet die Synthese aus 

Verbindung 24 die Möglichkeit, auf den Umgang mit den giftigen Nitroverbindungen zu 

verzichten. 
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Abb.  33:  Tautomerie der Verbindung 24 

 

Verbindung 24 liegt als Tautomer vor, so dass die Positionen der Methoxygruppen nicht fest 

sind. Es ergeben sich drei mögliche Stellungen für die Methoxygruppen: Sie können sich 

sowohl in den Positionen 5,5' und 6,6' als auch in den Positionen 5,6' befinden (Abb. 33). 

Dall'Oglio et al. haben die 6,6'-Stellung der beiden Methoxygruppen als die energetisch 

günstigere und damit wahrscheinlich vorliegende Form beschrieben [75]. 

 

Stellungsisomerie 

Die Summenformel eines Moleküls allein sagt noch nichts über die Stellung und Bindung der 

einzelnen Atome in dem Molekül aus [61]. Erst aus der Konstitutionsformel ergibt sich, wie 

Atome miteinander verbunden sind. Stellungsisomere sind Strukturisomere und können auch 

als Konstitutionsisomere bezeichnet werden. Es handelt sich hierbei um Moleküle, die bei 

gleicher Summenformel unterschiedliche Verknüpfungen der Atome aufweisen [76]. Folglich 

zeigen Stellungsisomere Unterschiede in ihrem chemischen, physikalischen und biolo-

gischen Verhalten. Für die Konstitutionsaufklärung werden die physikalischen Methoden wie 

die Massenspektrometrie (MS), die IR- und insbesondere die NMR-Spektroskopie (Kap. 2.2) 

eingesetzt. 
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Die N-Substitution der Stickstoffe beider Benzimidazolringe von Verbindung 24 kann folglich 

drei mögliche Stellungsisomere ergeben. Durch die Substitution sind die Stickstoffe in ihren 

Positionen 1 und 1' festgelegt und den beiden Methoxygruppen können die Positionen 5,5', 

5,6' oder 6,6' zugeordnet werden. Verbindung 24 und die Isomerengemische sollen im 

Folgenden vereinfacht wie in Abb. 34 dargestellt werden. 
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Abb.  34:  N-Substitution von Verbindung 24, 
die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Die Substitution am Stickstoff kann wie in Abb. 34 dargestellt jeweils einmal an einem Stick-

stoff der beiden Benzimidazolringe erfolgen. Neben diesen 1,1'-disubstituierten BBIs können 

auch 1-monosubstituierte BBIs entstehen. Diese BBIs sind nur an einem Stickstoff eines 

Benzimidazolrings subsituiert, der zweite Benzimidazolring liegt weiterhin als Tautomer vor. 

Die Monosubstitution von Verbindung 24 kann somit die in Abb. 35 dargestellten möglichen 

Stellungsisomere ergeben und ist insbesondere bei sterisch hinderlichen Resten zu 

erwarten. 
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Abb.  35:  N-Monosubstitution von Verbindung 24, 
die Methoxygruppe befindet sich in Position 5' oder 6' 

 

N-Alkylierung mit Hilfe von 18-Krone-6 und Kaliumcarbonat 

Als einfache und schnelle N-Alkylierungsmethode wird auch hier die Methode der N-Alky-

lierung wie bei den 2-NAs (Kap. 2.1.3) verwendet. Verbindung 24 wird in ACN suspendiert, 

18-Krone-6 und K2CO3 sowie das entsprechende Alkylhalogenid werden zugeben und der 

Ansatz in der Synthesemikrowelle erhitzt (Abb. 36). Die Aufreinigung der erhaltenen 

Reaktionsgemische erfolgt säulenchromatographisch unter Verwendung von 

EA/n-Hexan (9+1) als Fließmittelgemisch. 
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Abb.  36:  N-Alkylierung der Verbindung 24, R = R' siehe Tab. 5, 
die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Tab. 5:  Stellungsisomerengemische der 5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bisbenzimidazole, 
1,1'-disubstituiert 

Verbindung  R = R' 

35 CH3 

36 CH2CH3 

37 CH2CH2CH3 

38 CH(CH3)2 

39 CH2CH2CH2CH3 

40 CH2CH(CH3)2 

41 CH2CſCH 

42 4-Methylbenzyl 

 

Bei der Synthese von Verbindung 40 (Abb. 36) ist als Nebenprodukt ein lediglich mono-

substituiertes BBI entstanden, das durch säulenchromatographische Aufarbeitung isoliert 

werden kann (Verbindung 43). Beim N-alkylierten Benzimidazolring der Verbindung 43 zeigt 

sich die Methoxyguppe in Position 6 (Abb. 37). 
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Abb.  37:  Synthese von Verbindung 44 (rechts; die Methoxygruppe befindet sich in Position 5 oder 6) 
aus Verbindung 43 (links; die Methoxygruppe befindet sich in Position 5' oder 6') 
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Ein Teil der Verbindung 43 wird in einer weiteren N-Alkylierung mit Iodethan mit Hilfe von 

18-Krone-6 und K2CO3 in ACN in Verbindung 44 überführt (Abb. 37). Das hierbei 

entstandene Isomerengemisch wird als solches für die später folgende Etherspaltung 

verwendet. 
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Abb.  38:  Verbindung 45 

 

Des Weiteren kann aus dem Stellungsisomerengemisch der Verbindung 40 die dialkylierte 

Verbindung mit 6,6'-Stellung der Methoxygruppen isoliert werden (Verbindung 45, Abb. 38). 

Die Substanzmenge der Verbindung 45 reicht lediglich für analytische Zwecke (MS, NMR-

Spektroskopie) und wird nicht für die anschließende Etherspaltung eingesetzt. 

 

Die Auftrennung der Stellungsisomerengemische wird nur von ausgewählten Verbindungen 

durchgeführt, da sie zeitintensiv sowie aufwendig ist und zudem nur sehr geringe Ausbeuten 

liefert. Die auf diesem Wege gewonnenen Stellungsisomere können für analytische Zwecke 

(MS, NMR-Spektroskopie) und teilweise für die Zelltestung verwendet werden. 

 

Die N-Substitution mit Phenylbromid und 3-Brompyridin ist auf diese Weise nicht erfolgreich 

durchführbar. Hierfür wird die Methode mit Kupfer(I)-iodid als Katalysator angewendet. 

 

Kupfer(I)-iodid-katalysierte N-Arylierung 

Die Kupfer(I)-iodid-katalysierte N-Arylierung wird ähnlich der von Wu et al. angegebenen 

Synthesevorschrift durchgeführt [77]. Verbindung 24 wird in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) 

suspendiert. Kupfer(I)-iodid (CuI) und K2CO3 sowie das entsprechende Arylhalogenid werden 

zugegeben. Die Reaktionsparameter sind der verwendeten Synthesemikrowelle inkl. 

Zubehör und Substanzen entsprechend angepasst. 
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Für die Aufarbeitung der Reaktionsgemische wird der Kugelrohrofen zum Entfernen des LM 

NMP eingesetzt. Die weitere Auftrennung erfolgt säulenchromatographisch, man erhält die in 

Abb. 39 dargestellten Verbindungen. 
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Abb.  39:  N-Arylierung der Verbindung 24, 
die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Die N-arylierten Verbindungen zeigen lediglich eine Monosubstitution, d. h. nur einer der 

beiden Benzimidazolringe wird an einem Stickstoff aryliert. 

 

2.1.7 Synthese von  5,5',6,6'-Tetramethoxy -2,2'-bis benzimidazol en 

Für die Synthese von 5,5',6,6'-Tetramethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol und der anschlie-

ßenden N-Alkylierung werden die gleichen Methoden wie bereits beschrieben eingesetzt: 

Der Ringschluss erfolgt aus 4,5-Dimethoxy-o-phenylendiamin (21) und TCA in MeOH für 

24 h bei RT unter N2-Schutzbegasung (Synthese nach Holan et al. [67], Kap. 2.1.6.1). Nach 

säulenchromatographischer Aufarbeitung an Kieselgel mit EA als FM oder alternativ nach 

Extraktion mit DE erfolgt die N-Alkylierung mit Iodethan mit Hilfe von 18-Krone-6 und K2CO3 

in ACN. Die Auftrennung dieses Reaktionsgemisches wird mittels SC an Kieselgel mit dem 

Fließmittelgemisch EA/n-Hexan (9+1) durchgeführt. Die schematische Darstellung der 

Reaktionen sowie die aus ihnen entstandenen Verbindungen werden in Abb. 40 wieder-

gegeben. 
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Abb.  40:  Ringschluss nach Holan 
[67]

 mit anschließender N-Alkylierung 
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2.1.8 Synthese von N,N'-verbrückte n 2,2'-Bisbenzimidazole n 

Die N,N'-Verbrückung der BBIs an den Stickstoffen der beiden Benzimidazolringe kann auf 

verschiedenen Synthesewegen erfolgen. Eine elegante Methode stellt die folgende Variante 

dar: Es werden ein mit einem Alkylhalogenid N-alkyliertes OPD und TCA eingesetzt. Das 

hierbei entstehende 2-(Trichlormethyl)-1H-benzimidazol wird im nächsten Schritt mit 

4-Methoxy-o-phenylendiamin umgesetzt, so dass der Ringschluss zum BBI erfolgen kann. 

Das nur an einem Stickstoff der beiden Benzimidazolringe mit einem Alkylhalogenidrest 

alkylierte BBI wird den Reaktionsbedingungen der N-Alkylierung ausgesetzt, um eine intra-

molekulare N-Alkylierung und damit die N,N'-Verbrückung der beiden Benzimidazolringe zu 

erreichen. 
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Abb.  41:  Synthese N,N'-verbrückter BBIs, dargestellt am Beispiel des N-substituierten 2-(Trichlor-
methyl)-6-methoxy-1H-benzimidazols, die Methoxygruppe befindet sich in Position 10 
oder 11, wenn R = CH2CH2 

 

Auf diese Weise wird einer der beiden Benzimidazolringe in der Stellung festgelegt und es 

könnten theoretisch nur noch zwei Stellungsisomere entstehen (Abb. 41). Allerdings konnten 

die in der Literatur beschriebenen Erfolge für die in dieser Arbeit gewünschten Derivate nicht 

erreicht werden, weil das N-substituierte Derivat vom 2-(Trichlormethyl)-1H-benzimidazol 

weder mit 5- noch mit 6-Stellung der Methoxygruppe zugänglich war [67, 74]. 

 



36 2 Ergebnisse und Diskussion 

 

N

H
N N

N
H

OCH3

N

N N

N

Hal-R-Hal

18-Krone-6, K2CO3,

ACN

H3CO

R

H3CO OCH3

3

2

10

11

5

5´6

6´

 

 24  50 (R = CH2CH2) 

N

N N

N

R

Hal

H3CO

R

Hal

OCH3
5

5´6

6´

 

Abb.  42:  Synthese von N,N'-verbrückten BBIs; die Methoxygruppen befinden sich in den 
Positionen 2 oder 3 und 10 oder 11, wenn R = CH2CH2 (Verbindung 50); 
bei den BBIs befinden sich die Methoxygruppen in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Eine weitere Möglichkeit der Darstellung von N,N'-verbrückten BBIs stellt die Synthese aus 

Verbindung 24 dar. Mit Hilfe der N-Alkylierungsmethode in ACN unter Verwendung von 

18-Krone-6 und K2CO3 kann die N,N'-Verbrückung erfolgreich durchgeführt werden 

(Abb. 42). Durch den Einsatz von 1,2-Dibromethan oder 1-Brom-2-chlorethan ist ein 

N,N'-ethanverbrücktes BBI (Verbindung 50) als Stellungsisomerengemisch zugänglich. 

Allerdings entsteht zu einem nicht unerheblichen Anteil die dialkylierte Form als Neben-

produkt, d. h. dass anstelle der N,N'-Verbrückung jeder Benzimidazolring einmal N-alkyliert 

ist (Abb. 42). Die Reaktionsbedingungen werden so gewählt, dass eine N,N'-Verbrückung 

erfolgt. Da in der Synthesemikrowelle bevorzugt die N-Alkylierung beider Benzimidazolringe 

erfolgt, wird für die Darstellung der N,N'-verbrückten BBIs die konventionelle Methode 

gewählt: Der Reaktionsansatz wird vier Stunden unter Rückfluss erhitzt. 
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Abb.  43:  Detektion mittels Fluorescein/H2O2 (Bromierung von Fluorescein-Na zu Eosin) 
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Die Verlaufskontrolle der Reaktion kann mittels DC durchgeführt werden. Dabei kann nach 

dem Entwickeln der DC-Platte im Fließmittelgemisch EA/n-Hexan (9+1) die Detektion mit 

dem Sprühreagenz Fluorescein/H2O2 unterstützt werden. Die Bromide befinden sich nach 

dem Entwickeln der DC-Platte am Start und zeigen unmittelbar nach dem Besprühen eine 

Rosafärbung ihres nicht per Löschung erkennbaren Flecks. Bei der Farbreaktion wird 

Fluorescein-Na (gelb) zu Eosin, dem Natriumsalz des Tetrabromfluoresceins (rot), bromiert 

(Abb. 43). Die organisch gebundenen Bromatome der dialkylierten Form, die beim Einsatz 

von 1,2-Dibromethan noch an den Alkylresten gebunden sind, zeigen erst nach der 

Erwärmung im Trockenschrank eine Rosafärbung des Flecks. Wenn anstelle von 

1,2-Dibromethan das 1-Brom-2-chlorethan für die N,N'-Verbrückung eingesetzt wird, ist keine 

Rosafärbung des Flecks vom dialkylierten Nebenprodukt zu erkennen, da das Bromid als 

bessere Abgangsgruppe am Start bleibt und das noch am Alkylrest vorhandene Chlor die 

Farbreaktion nicht eingeht. Für den Nachweis des organisch gebundenen Chloratoms kann 

die Beilstein-Probe angewendet werden. Bei der Beilstein-Probe werden Halogene in 

organischen Verbindungen nachgewiesen, in dem mit Hilfe von Kupfer in der nicht 

leuchtenden Bunsenbrennerflamme verdampfende Kupferhalogenide erzeugt werden. Diese 

zeigen dann eine charakteristische Grünfärbung der Flamme. Die Beilstein-Probe wird aus 

der Fraktion durchgeführt, so dass keine Anionen, sondern nur organisch gebundene 

Halogene nachgewiesen werden. 
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Abb.  44:  Verbindung 51 

 

Nach der Aufarbeitung mittels SC an Kieselgel mit dem Fließmittelgemisch 

EA/n-Hexan (9+1) kann die gewünschte N,N'-ethanverbrückte Verbindung als Stellungs-

isomerengemisch (Verbindung 50, Abb. 42) isoliert werden. Für die geringe Ausbeute ist es 

nicht von Bedeutung, ob die Reaktion mit 1,2-Dibromethan oder mit 1-Brom-2-chlorethan 

durchgeführt wird. Aufgrund der unterschiedlichen Löslichkeitseigenschaften der Isomeren-

gemische in verschiedenen Lösungsmitteln (beispielsweise in Aceton und MeOH) kann die 

Verbindung mit 3,10-Stellung der Methoxygruppen (Verbindung 51, Abb. 44) isoliert werden. 

 

Weitere Molekülvariationen wie beispielsweise die N,N'-Verbrückung mit a,a'-Dibrom-o-xylol 

waren im Rahmen dieser Arbeit nicht zugänglich. 
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2.1.9 Synthese von 2,2'-überbrückt en Benzimidazole n 

Weitere Variationen des Bisbenzimidazolgrundkörpers sind durch die Veränderung der 

Überbrückung der Benzimidazole in den Positionen 2 und 2' möglich. Dabei sollen die 

Strukturen so ausgewählt werden, dass die Substanzen Emissionsmaxima bei Wellenlängen 

> 400 nm und hohe Fluoreszenzintensitäten zeigen. Die dafür notwendigen Voraus-

setzungen können durch die Überbrückung mit einem Ringsystem und der damit 

verbundenen guten Delokalisierbarkeit der Elektronen gegeben sein. 

 

In der Literatur werden verschiedene Verfahren zur Synthese von 2,2'-überbrückten Benz-

imidazolen beschrieben [78-80]. Als Edukte für die Kondensationsreaktionen werden aroma-

tische o-Dicarbonsäuren und OPDs eingesetzt. Weder die Synthese in Polyphosphorsäure 

noch die in Methansulfonsäure führen im Rahmen dieser Arbeit zum gewünschten Produkt 

oder lassen dieses nur in sehr kleiner Menge entstehen. Erfolgreich und in ausreichender 

Menge sind die 2,2'-überbrückten Benzimidazole mittels einer Feststoffsynthese zugänglich 

(Abb. 45). 
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Abb.  45:  Darstellung der 2,2'-überbrückten Benzimidazole, 
die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Bei der Durchführung der Feststoffsynthese ist langsames Erwärmen bei guter Homogeni-

sierung von Bedeutung. Die Auftrennung erfolgt säulenchromatographisch an Kieselgel mit 

DM/MeOH (9+1) als Fließmittelgemisch mit anschließender Umkristallisation aus EtOH. Die 

so erhaltenen Stellungsisomere werden als Gemische für die spätere Etherspaltung 

verwendet. 
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2.1.10 Etherspaltung von Methoxyschutzgruppen  

Die Etherspaltung mit Bortribromid [81] wurde an Verbindung 31, einem diethylierten BBI, 

getestet. Diese Methode führte nicht zum gewünschten Produkt, da aus dem entstandenen 

Stoffgemisch kein BBI isoliert werden konnte. Aus diesem Grund wird ein milderes Verfahren 

für die Etherspaltung unter Verwendung von Ethanthiol (EtSH) und Aluminiumchlorid (AlCl3) 

gewählt [82]. Die Etherspaltung von Arylalkylethern ist durch den Einsatz von Ethanthiol in 

Gegenwart von wasserfreiem AlCl3 in abs. Dichlormethan (DM) möglich (Abb. 46). Die 

Lewissäure AlCl3 unterstützt durch die polarisierende Wirkung auf die O-Alkylbindung den 

Angriff der stark nucleophilen Mercaptoverbindung am O-gebundenen Kohlenstoff der Alkyl-

gruppe. Neben dem Ethylmethylthioether entsteht die gewünschte Verbindung mit freier 

phenolischer Hydroxygruppe [83]. 
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Abb.  46:  Etherspaltung unter Verwendung von AlCl3 und Ethanthiol, am Beispiel der Verbindung 54, 
die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Die hydrophilen Phenole zeigen nach dem Entwickeln der DC-Platten im Fließmittelgemisch 

DM/MeOH (9+1) geringere Rf-Werte als ihre Edukte, da sie mit den Silanolgruppen der 

stationären Phase stärker in Wechselwirkung treten als die lipophilen Ether. Die Flecken der 

Phenole färben sich nach einiger Zeit gelb bis gelb-braun. Dieser Farbwechsel kann durch 

die Bestrahlung mit UV-Licht unter dem UV-Betracher beschleunigt werden. Eine weitere 

Möglichkeit, die Flecken der Phenole sichtbar zu machen, ist der Einsatz der Iodkammer 

(Kap. 2.1.3). 

 

Die Reaktionsmischung wird 30 min auf Eis sowie weitere 30 min bei RT gerührt und dann 

durch die Zugabe von Wasser abgestoppt. Anschließend erfolgt die Extraktion mit DM. Die 

weitere Aufarbeitung erfolgt säulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Fließmittel-

gemisch DM/MeOH (9+1). 

 

In den folgenden Tabellen und Abbildungen werden die nach erfolgreicher Etherspaltung 

erhaltenen Hydroxyverbindungen dargestellt. Die Hydroxyverbindungen werden für die 

weiteren Untersuchungen wie die Strukturuntersuchungen mit Hilfe der NMR-, UV- und 

Fluoreszenzspektroskopie (Kap. 2.2) sowie für die pharmakologischen Untersuchungen 

(Kap. 2.3) eingesetzt. 
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Tab. 6:  [2,2'-Bi-1H-benzimidazol]-5,5'/6,6'-diole, 1,1'-disubstituiert 

Verbindung  R1 = R1' R2 = R2' R3 = R3' 

55 CH3 OH H 

56 CH2CH3 OH H 

57 CH2CH2CH3 OH H 

58 CH(CH3)2 OH H 

59 CH2CſCH OH H 

60 CH3 H OH 

61 CH2CH3 H OH 

62 CH2CH2CH3 H OH 

63 CH(CH3)2 H OH 

64 CH2CſCH H OH 
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Tab. 7:  Stellungsisomerengemische der [2,2'-Bi-1H-benzimidazol]-5,5'/6,6'-diole, 1,1'-disubstituiert 

Verbindung  R R' 

65 CH3 CH3 

66 CH2CH3 CH2CH3 

67 CH2CH2CH3 CH2CH2CH3 

68 CH(CH3)2 CH(CH3)2 

69 CH2CH2CH2CH3 CH2CH2CH2CH3 

70 CH2CH(CH3)2 CH2CH(CH3)2 

71 CH2CſCH CH2CſCH 

72 4-Methylbenzyl 4-Methylbenzyl 
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Verbindung  R R' 

73 Phenyl H 

74 3-Pyridinyl H 
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Abb.  47:  Stellungsisomerengemische: Verbindung 75, die Hydroxygruppe befindet sich in Position 5' 
oder 6' (links); Verbindung 76, die Hydroxygruppe befindet sich in Position 5 oder 6 (rechts) 

 

Durch die Auftrennung mit Hilfe der Mitteldruckchromatographie (Kap. 2.1.11) kann aus dem 

Stellungsisomerengemisch der Verbindung 66 die Verbindung 77 mit 5,6'-Stellung der 

beiden phenolischen Hydroxygruppen isoliert werden (Abb. 48). 
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Abb.  48:  Verbindung 77 

 

Die Etherspaltung der 5,5',6,6'-Tetramethoxy-BBI-Derivate ergibt lediglich Verbindungen mit 

zwei Hydroxygruppen: Jeder der beiden Benzimidazolringe zeigt weiterhin eine Methoxy-

gruppe (Abb. 49). 
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Abb.  49:  6,6'-Dimethoxy-BBI-5,5'-diol-Derivate: Verbindung 78 und 79 
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Abb.  50:  N,N'-verbrückte BBIs: Verbindung 80 (Isomerengemisch), die Hydroxygruppen befinden 
sich in den Positionen 2 oder 3 und 10 oder 11 (links); 
Verbindung 81 (Stellungsisomer) (rechts) 

 

HN

N

N
H

N

OH

OH

R

5

5´

6

6´

4´´

 

 82 (R = H), 83 (R = OH) 

Abb.  51:  2,2'-überbrückte Benzimidazole: Verbindung 82 und 83, 
die Hydroxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

2.1.11 Hochleistungsf lüssigkeitschromatogra phie zur Isomerentrennung  

Bei der N-Alkylierung der Verbindung 24 entsteht ein Stellungsisomerengemisch 

(Kap. 2.1.6.2). Die Trennung der Stellungsisomere wird nach erfolgter Etherspaltung durch-

geführt. Durch herkömmliche säulenchromatographische Verfahren an Kieselgel und durch 

Umkristallisieren aus verschiedenen Lösungsmitteln wie Aceton und MeOH kann die 

Verbindung mit 6,6'-Stellung der phenolischen Hydroxygruppen isoliert, aber nicht quantitativ 

aus dem Isomerengemisch entfernt werden. Aus diesem Grund wird für das Isomeren-

gemisch die Mitteldruckchromatographie (MPLC) als Trennmethode gewählt. 

 

Stellvertretend für sämtliche Isomerengemische wird die Gemischtrennung anhand der 

diethylierten Hydroxyverbindung Verbindung 66 per MPLC untersucht. 

 

Zuerst wird eine geeignete Methode im analytischen Maßstab mit Hilfe der HPLC entwickelt, 

die anschließend auf eine präparative Säule (MPLC) übertragen wird. Die gewählten 

Bedingungen führen bei kurzen Retentionszeiten zu einer guten Auftrennung der Isomere. 
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Auswahl der Trennmethode 

Die Trennung eines Stoffgemisches durch chromatographische Methoden wird im 

Wesentlichen durch eine stationäre Phase, eine mobile Phase, die Fließgeschwindigkeit und 

durch die Eigenschaften des zu trennenden Stoffgemisches bestimmt. 

 

Umkehrphasenchromatographie 

Im Gegensatz zur klassischen Chromatographie, bei der polare stationäre Phasen wie 

Kieselgel oder Aluminiumoxid und weniger polare Fließmittel (FM) verwendet werden, 

kommen bei der Umkehrphasenchromatographie unpolare stationäre Phasen und polare FM 

zum Einsatz. Dadurch werden unpolare Stoffe stärker zurückgehalten, während polare Stoffe 

leichter eluiert werden können [84]. 

 

Stationäre Phase 

Zur Auftrennung des synthetisierten Isomerengemisches wird eine Trennsäule mit 

Umkehrphase gewählt. Das mit Octadecylgruppen modifizierte Kieselgel zeichnet sich durch 

hohe chemische und mechanische Stabilität aus. 

 

Mobile Phase 

Durch Variation der Fließmittelkomponenten und ihrer prozentualen Zusammensetzung wird 

das FM optimiert. Mobile Phasen aus den Komponenten Wasser und ACN mit 

unterschiedlicher Zusammensetzung zeigen keine ausreichende Trennung der Isomere. 

Eine mobile Phase aus den Komponenten Wasser und MeOH im Verhältnis 55+45 erweist 

sich für das Trennungsproblem der Stellungsisomere als geeignet. Es wird eine Trennung 

mittels isokratischer Elution durchgeführt. 

 

Detektion 

Die Detektion der zu trennenden Isomere erfolgt mit Hilfe eines UV/VIS-Detektors. Die 

UV-Messung erfolgt bei 300 nm, da die Stellungsisomere bei dieser Wellenlänge eine 

ausreichende Absorption aufweisen. 
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Analytische HPLC-Methode 

Die Chromatogramme (Abb. 52, Abb. 53) zeigen die unterschiedlichen Retentionszeiten (tR) 

der einzelnen Stellungsisomere. Verbindung 61 (6,6'-Stellung) weist unter den gewählten 

Bedingungen die kürzeste Retentionszeit mit tR = 20,85 s auf (Abb. 52, Bild a). Eine längere 

Retentionszeit zeigt Verbindung 56 (5,5'-Stellung) mit tR = 21,70 s (Abb. 52, Bild b). 

Verbindung 66 (Isomerengemisch) zeigt drei Peaks (Abb. 52, Bild d), wobei die ersten 

beiden den Stellungsisomeren der Verbindungen mit 6,6'- und 5,5'-Stellung der phenolischen 

Hydroxygruppen zugeordnet werden können, der dritte Peak hat eine Retentionszeit von 

tR = 23,23 s. 

 

Wie bereits in Kap. 2.1.6.2 beschrieben, ergeben sich bei der N-Alkylierung von 

5,5'/5,6'/6,6'-Dimethoxy-2,2'-bi-1H-benzimidazol (24) drei mögliche Stellungsisomere: die 

5,5'- und die 6,6'-Stellung sowie die 5,6'-Stellung der phenolischen Hydroxygruppen. Um 

nachzuweisen, dass es sich bei dem dritten Peak um die Verbindung mit 5,6'-Stellung 

handelt, soll diese isoliert und analysiert werden. 

 

Präparative MPLC zur Isomerentrennung 

Die Bedingungen für die Durchführung der analytischen HPLC werden ebenfalls für die 

MPLC angewendet. So kann aus dem Stellungsisomerengemisch 1,1'-Diethyl-[2,2'-bi-1H-

benzimidazol]-5,5'/5,6'/6,6'-diol 66 die Verbindung 77 (5,6'-Stellung) isoliert werden. 

 

Für die Analyse der isolierten Verbindungen werden Chromatogramme mit der HPLC 

(Reinheit) und Kernresonanzspektren (Strukturzuordnung) aufgenommen. Das Chromato-

gramm der Verbindung 77 (5,6'-Stellung) ist in Abb. 52, Bild c dargestellt. Mittels NOE kann 

das Vorliegen der 5,6'-Stellung belegt werden (Kap. 2.2.1). 

 

Dass es sich bei Verbindung 66 tatsächlich um ein Gemisch der drei Stellungsisomere 

handelt, kann durch Zugabe der einzelnen Stellungsisomere zum Gemisch gezeigt werden. 

Nach Zuspiken einer definierten Menge vergrößert sich genau die Fläche unter dem Peak, 

der dem jeweiligen Isomer zugeordnet werden kann (Abb. 53). 
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Abb.  52:  HPLC-Chromatogramme (das Detektorsignal ist gegen tR in min aufgetragen): 
a: Verbindung 61: 6,6'-Stellung (gekennzeichnet mit einer durchgehenden Linie), 
b:  Verbindung 56: 5,5'-Stellung (gekennzeichnet mit einer gestrichelten Linie), 
c:  Verbindung 77: 5,6'-Stellung, 
d:  Verbindung 66: Isomerengemisch 

 

 

Abb.  53:  HPLC-Chromatogramme des Isomerengemisches nach Zuspiken des jeweils reinen 
Stellungsisomers (das Detektorsignal ist gegen tR in min aufgetragen): 
a: Verbindung 66 (Isomerengemisch) + Verbindung 61 (6,6'-Stellung), 
b:  Verbindung 66 (Isomerengemisch) + Verbindung 56 (5,5'-Stellung), 
c:  Verbindung 66 (Isomerengemisch) + Verbindung 77 (5,6'-Stellung), 
d:  Verbindung 66 (Isomerengemisch) 
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2.2 Strukturuntersuchungen  

Die Stellungsisomere unterscheiden sich sowohl in den physikalischen als auch in den 

chemischen Stoffeigenschaften. Kernresonanz-, Absorptions- und Emissionsspektroskopie 

werden zur Untersuchung der physikalischen Eigenschaften eingesetzt. Im Folgenden sollen 

mit Hilfe dieser Verfahren die Unterschiede der Strukturen analysiert werden. 

 

2.2.1 Kernresonanzspektroskopie  

Die Protonen einer Verbindung weisen in Protonenresonanzspektren (1H-NMR-Spektren) 

charakteristische chemische Verschiebungen auf. Die chemische Verschiebung (d) ist die 

relative Entfernung des Signals einer Substanz vom Signal des Standards, in diesem Fall 

Tetramethylsilan (TMS), und wird in ppm (parts per million) angegeben: 

 

ɿ
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Wasserstoffkerne werden von Elektronenhüllen umgeben, die den Kern vom äußeren 

Magnetfeld abschirmen. Effekte, die die Elektronendichte am Wasserstoffkern beeinflussen 

können, sind mesomere Effekte, elektrische Dipole in der Umgebung des Wasserstoffkerns, 

van der Waals-Kräfte, Wasserstoffbrückenbindungen und die Elektronendichte des Kohlen-

stoffatoms, an dem der Wasserstoffkern gebunden ist. Wird die Elektronendichte am 

Wasserstoffkern erhöht, wird dieser folglich von einer dichteren Elektronenhülle umgeben 

und damit stärker abgeschirmt. Um den Kern trotz starker Abschirmung in Resonanz zu 

bringen, muss ein entsprechend höheres Feld eingesetzt werden (Hochfeldverschiebung). 

Die Kernresonanzsignale zeigen sich bei kleineren d-Werten. Umgekehrt erscheinen die 

Signale bei größeren d-Werten (Tieffeldverschiebung), wenn das Proton eine Entschirmung 

des äußeren Feldes erfährt. 

 

In den 1H-NMR-Spektren wird auf der Abszisse die Stärke des äußeren Magnetfeldes und 

auf der Ordinate die der Resonanzenergie entsprechende Spannung der Empfängerspule 

dargestellt. Im Folgenden werden die Werte der Abszisse in ppm angegeben. 
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2.2.1.1 1H-NMR-Spektren  bei variablen Temperaturen  

1H-NMR-Spektren der Verbindung 24 

Für die Strukturuntersuchungen soll neben dem Lösungsmittel auch die Temperatur variiert 

werden, wobei die Temperatur während einer Messung konstant bleibt. 

 

Die Zahl der unter den gewählten Bedingungen im 1H-NMR-Spektrum auftretenden Signale 

wird durch die Eigenschaften des Moleküls bestimmt. 

 

Die 1H-NMR-Spektren der Verbindung 24 zeigen sowohl in verschiedenen LM als auch bei 

variablen Temperaturen Unterschiede in der chemischen Verschiebung und verschiedene 

Signale der Protonen im Aromatenbereich (Abb. 54 - Abb. 56) [75]. Ursachen können in den 

unterschiedlichen Viskositäten der LM und in der damit verbundenen Geschwindigkeit des 

Austausches der Protonen liegen. 

 

 

Abb.  54:  
1
H-NMR-Spektrum von Verbindung 24 in [D6]-DMSO, 20 °C, 0-15 ppm; 

die Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 
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Abb.  55:  
1
H-NMR-Spektren der Verbindung 24 in [D6]-DMSO, oben: 20 °C, Mitte: 90 °C, unten: nach 

D2O-Austausch, 20 °C; Darstellung der Signale der Aromaten-H, 6,8-7,7 ppm 

 

Das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 24 in [D6]-DMSO zeigt bei 20 °C breite Signale der 

Protonen im Aromatenbereich (Abb. 54, Vergrößerungsausschnitt in Abb. 55). Wird diese 

Probe erwärmt und bei 90 °C vermessen, zeigen die Protonen im Aromatenbereich gute 

Signalaufspaltungen. Das 1H-NMR-Spektrum bei 90 °C (Hochtemperatur, HT, Abb. 55) 

erlaubt eine Strukturzuordnung der Protonen im Aromatenbereich und die Bestimmung der 

jeweiligen Kopplungskonstante (J). Die einzelnen Signale der Protonen zeigen sich bei dem 

Mittelwert der chemischen Verschiebung der Signalbereiche der entsprechenden Protonen 

des 1H-NMR-Spektrums bei 20 °C (Tab. 8). Das Integral der Protonen wird jeweils mit zwei 

beziffert. 
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Abb.  56:  
1
H-NMR-Spektren der Verbindung 24 in oben: [D6]-Aceton (20 °C), Mitte: [D4]-Methanol 

(20 °C), unten: [D6]-Aceton/[D4]-Methanol (1+1) (20 °C); Darstellung der Signale der 
Aromaten-H, 6,8-7,7 ppm 

 

Tab. 8:  Chemische Verschiebungen der Protonen im Aromatenbereich der Verbindung 24 
aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm (LM: [D6]-DMSO) bei variablen Temperaturen 

Temperatur  

in °C 

H5,H5' / H5,H6' / 

H6,H6' 

H4,H4'/ H4,H7' / 

H7,H7' 

H4,H4'/ H4,H7' / 

H7,H7' 

20 6,84 - 6,96 6,96 - 7,24 7,37 - 7,65 

90 6,90 7,11 7,52 
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Die Signale der Protonen mit ortho+meta-Kopplung (H5,H5' / H5,H6' / H6,H6') zeigen bei 

20 °C ein Multiplett in einem Bereich von 6,84-6,96 ppm; bei 90 °C zeigen sie ein Doppel-

dublett (dd) bei 6,90 ppm, 3J = 8,78 Hz und 4J = 2,44 Hz (Abb. 55). Die Signale der Protonen 

mit m-Kopplung (H4,H4' / H4,H7' / H7,H7') zeigen bei 20 °C ein Dublett in einem Bereich von 

6,96-7,24 ppm; bei 90 °C zeigen sie ein Dublett (d) bei 7,11 ppm, 4J = 2,32 Hz. Die Signale 

der Protonen mit o-Kopplung (H4,H4' / H4,H7' / H7,H7') zeigen bei 20 °C ein Dublett in einem 

Bereich von 7,37-7,65 ppm; bei 90 °C zeigen sie ein Dublett (d) bei 7,52 ppm, 3J = 8,79 Hz. 

Nach Abkühlen der Probe, wird diese erneut bei 20 °C vermessen und zeigt wieder das 

gleiche 1H-NMR-Spektrum wie bei der ersten Messung bei 20 °C. 

 

Der Nachweis, dass es sich bei dem Singulett bei 13,28 ppm um das Signal der beiden am 

Stickstoff gebundenen Protonen (NH) handelt, kann durch die Zugabe von D2O geführt 

werden. Die Deuteriumionen tauschen mit den beiden Protonen am Stickstoff aus. Das 

Signal der beiden Protonen (NH) ist bei erneuter Messung im 1H-NMR-Spektrum nicht mehr 

vorhanden. 

 

D2O hat als weiteres LM Einfluss auf die chemische Verschiebung. So zeigen sich die 

Signale der Protonen im Aromatenbereich bei anderen d-Werten als das im 1H-NMR-

Spektrum im reinen [D6]-DMSO der Fall ist. 

 

Ein weiterer Einfluss von D2O zeigt sich in der Signalaufspaltung der Protonen. Die Messung 

erlaubt bereits bei 20 °C eine Strukturzuordnung der Aromaten-H (Abb. 55). 

 

Tab. 9:  Chemische Verschiebungen der Protonen im Aromatenbereich der Verbindung 24 
aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm in verschiedenen Lösungsmitteln 

Lösungsmittel  H5,H5' / H5,H6' / 

H6,H6' 

H4,H4'/ H4,H7' / 

H7,H7' 

H4,H4' / H4,H7' / 

H7,H7' 

[D6]-Aceton 6,93 7,17 7,57 

[D4]-Methanol 6,99 7,17 7,59 

[D6]-Aceton / [D4]-Methanol 1+1 6,96 7,18 7,59 

 

Der Einfluss der Viskosität des LM wird auch durch die Wahl niedrig viskoser LM belegt: Die 

1H-NMR-Spektren in [D6]-Aceton, in [D4]-Methanol und in deren 1+1-Mischung zeigen 

ähnlich der Hochtemperaturaufnahme in [D6]-DMSO eine gute Signalaufspaltung der 

Protonen im Aromatenbereich (Abb. 56). 
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Der Einfluss des LM auf die chemische Verschiebung ist ebenfalls in den 1H-NMR-Spektren 

in [D6]-Aceton und in [D4]-Methanol oder in deren 1+1-Mischung deutlich erkennbar: Das 

1H-NMR-Spektren der 1+1-Mischung zeigt in etwa die Mittelwerte der chemischen 

Verschiebung gegenüber den Werten in den reinen LM (Tab. 9). Allerdings sind in 

[D6]-Aceton, in [D4]-Methanol und in deren 1+1-Mischung kaum bis keine Aussagen zu 

Protonen am Stickstoff (NH) möglich. 

 

 [D6]-DMSO erlaubt Aussagen bzgl. der Protonen am Stickstoff (NH) und Sauerstoff (OH), 

da es aufgrund eines verlangsamten Austausches die Beobachtung der Kopplungen dieser 

Protonen ermöglicht. Die Darstellung der Protonen am Stickstoff (NH) ist auch für die spätere 

Kontrolle der Mono- und Disubstitution des 2,2'-Bisbenzimidazolgrundkörpers von 

Bedeutung. Die Signale der Hydroxygruppen (OH) dienen der Erfolgs- und Reinheitsprüfung 

der nach der Etherspaltung erhaltenen Dihydroxyverbindungen. [D6]-DMSO ist daher ein 

geeignetes LM für die Protonenresonanzspektroskopie der BBIs. 

 

Ferner empfiehlt sich die Verwendung eines einheitlichen LM zwecks Vergleichbarkeit der 

chemischen Verschiebung und Signalaufspaltung der Protonen. 

 

1H-NMR-Spektren der Verbindung 53 

Verbindung 53 zeigt im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 57, Vergrößerungsausschnitt in Abb. 58) 

ein ähnliches Verhalten wie die zuvor dargestellte Verbindung 24. Auch bei Verbindung 53 

können durch Vermessen bei HT gute Signalaufspaltungen der Protonen der Benzimidazol-

körper im Aromatenbereich erreicht werden (Abb. 58). 

 

Verbindung 53 ist kein symmetrisches Molekül, so dass die Protonen der beiden Benz-

imidazolkörper unterschiedliche chemische Verschiebungen zeigen (Tab. 10). Die Protonen 

mit ortho+meta-Kopplung (H5,H5' / H5,H6' / H6,H6') zeigen bei 6,82-6,88 ppm bereits bei 

20 °C eine ähnliche Signalaufspaltung wie bei 90 °C, wobei die beiden Protonen sich in ihrer 

chemischen Verschiebung so ähnlich sind, dass die Signale sich teilweise überlappen. Die 

Protonen mit m-Kopplung (H4,H4' / H4,H7' / H7,H7') zeigen sich bei 20 °C als ein Dublett bei 

7,10-7,20 ppm. Erst bei 90 °C sind die Dubletts der beiden Protonen einzeln bei 7,12 ppm 

und 7,15 ppm erkennbar (4J = 2,34 Hz und 4J = 2,28 Hz). 
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Abb.  57:  
1
H-NMR-Spektrum der Verbindung 53 in [D6]-DMSO, 20 °C, Darstellung von 0-15 ppm; die 

Methoxygruppen befinden sich in den Positionen 5,5'/5,6'/6,6' 

 

Tab. 10:  Chemische Verschiebungen der Protonen im Aromatenbereich der Verbindung 53 
aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm (LM: [D6]-DMSO) bei variablen Temperaturen 

Temp.  

in °C 

H5,H5' / 

H5,H6' / H6,H6' 

H5''  H4,H4' / 

H4,H7' / H7,H7' 

H4,H4' / 

H4,H7' / H7,H7' 

H3''  H6''  

20 6,82 - 6,88 7,06 7,10 - 7,20 7,50 - 7,59 7,61 7,94 

90 6,82 - 6,87 7,04 7,12 + 7,15 7,48 - 7,54 7,66 7,97 

 

Die Protonen mit o-Kopplung (H4,H4' / H4,H7' / H7,H7') zeigen bei 20 °C ein Signal bei 

7,50-7,59 ppm, das sich bei 90 °C als ein Pseudotriplett darstellt: Die Signale der beiden 

Protonen weisen ähnliche chemische Verschiebungen auf, so dass die beiden Dubletts teil-

weise übereinander liegen und man ein Triplett bei 7,48-7,54 ppm beobachtet. Die Protonen 

H3'', H5'' und H6'' zeigen bereits bei 20 °C die dem Substitutionsmuster entsprechenden 

Signalaufspaltungen, die bei höheren Temperaturen unverändert bleiben (chemische 

Verschiebungen bei 20 °C: H5'' bei 7,06 ppm mit 3J = 8,62 Hz und 4J = 2,61 Hz, H3'' bei 

7,61 ppm mit 4J = 2,59 Hz und H6'' bei 7,94 ppm mit 3J = 8,61 Hz). 
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Abb.  58:  
1
H-NMR-Spektren der Verbindung 53 in [D6]-DMSO, oben: 20 °C, unten: 90 °C, 

Darstellung der Signale der Aromaten-H, 6,8-8,0 ppm 

 

1H-NMR-Spektren der Verbindung 75 

Wie die Verbindungen 24 und 53 zeigt auch Verbindung 75 bei Hochtemperaturmessung 

eine entsprechende Aufspaltung der Signale der Protonen im Aromatenbereich (Abb. 59, 

Abb. 60). Dem 1H-NMR-Spektrum sind ebenso Informationen wie die der N-Alkylierung und 

die der erfolgreichen Etherspaltung zu entnehmen. 

 

Bei Verbindung 75 handelt es sich um ein monoalkyliertes 2,2'-Bisbenzimidazolderivat, d. h. 

in Verbindung 75 ist nur einer der beiden Benzimidazolkörper an einem Stickstoff alkyliert, 

der zweite Benzimidazolkörper liegt weiterhin als Tautomer vor. Das Signal bei 4,71 ppm 

steht für die CH2-Gruppe des 2-Methylpropanrestes am Stickstoff und zeigt sich als Dublett 

mit einem Integral von zwei. Ein weiterer Beleg für die N-Alkylierung von nur einem Benz-

imidazolkörper ist das Vorhandensein des breiten Singuletts bei 13,00 ppm. Dieses Signal 

wird durch das am Stickstoff gebundene Wasserstoffatom (NH) erzeugt und kann mit den 

Deuteriumatomen des D2O ausgetauscht werden. Die breiten Singuletts der beiden Hydroxy-

gruppen (OH) zeigen die für die BBIs charakteristische chemische Verschiebung zwischen 

9 und 10 ppm. Auch hier können die Deuteriumatome des D2O mit den Wasserstoffatomen 

der Hydroxygruppen austauschen. 
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Abb. 59:  
1
H-NMR-Spektrum der Verbindung 75 in [D6]-DMSO, 20 °C, Signale der Aromaten-H, 

0,0-15,0 ppm; die Hydroxygruppe befindet sich in Position 5' oder 6' 

 

Tab. 11:  Chemische Verschiebungen der Protonen im Aromatenbereich der Verbindung 75 
aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm (LM: [D6]-DMSO) bei variablen Temperaturen 

Temp.  

in °C 

H5'/H6' H5 H4'/H7' H7 H4'/H7' H4 

20 6,73 6,81 6,91 6,94 7,45 7,53 

70 6,74 6,80 6,92 6,94 7,43 7,50 

 

Die Zuordnung der Protonen zum N-alkylierten und nicht N-alkylierten Benzimidazolkörper ist 

ebenfalls möglich. Wie beschrieben, unterliegt der nicht N-alkylierte Benzimidazolkörper 

weiterhin der Tautomerie und ist wieder an den teilweise breiten Signalen der Protonen im 

Aromatenbereich erkennbar. Während das Proton mit ortho+meta-Kopplung (H5'/H6') bereits 

bei 20 °C ein Doppeldublett bei 6,73 ppm zeigt, können das Proton mit m-Kopplung (H4'/H7') 

bei 6,91 ppm und das Proton mit o-Kopplung (H4'/H7') bei 7,45 ppm erst bei 70 °C mit 

entsprechender Signalaufspaltung dargestellt und die Kopplungskonstanten bestimmt 

werden. 
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Abb.  60:  
1
H-NMR-Spektren der Verbindung 75 in [D6]-DMSO, oben: 20 °C, unten: 70 °C, Signale 

der Aromaten-H, 6,7-7,6 ppm 

 

Die chemischen Verschiebungen der Protonen im Aromatenbereich des N-alkylierten Benz-

imidazolkörpers weisen auf eine Verbindung mit 6-Stellung der Hydroxygruppe hin (Tab. 11). 

Insbesondere die zur Hydroxygruppe o-ständigen Protonen H5 (Doppeldublett bei 6,81 ppm) 

und H7 (Dublett bei 6,94 ppm) zeigen die für die Verbindungen mit 6-Stellung charakte-

ristischen chemischen Verschiebungen (Kap. 2.2.1.2). Die weitere Strukturaufklärung erfolgt 

mit Hilfe des Kern-Overhauser-Effekts (Kap. 2.2.1.3). 

 

2.2.1.2 Protonenresonanzspektren  der Stellungsisomere  

Für die Emission und Intensität der Fluoreszenz sowie für die Interaktionen der in dieser 

Arbeit neu synthetisierten Verbindungen mit dem ER sind die Positionen der Hydroxy-

gruppen am Bisbenzimidazolgrundgerüst von besonderer Bedeutung. Die Unterschiede der 

Stellungsisomere zeigen sich bereits deutlich in der Analytik mittels Kernresonanzspektro-

skopie. Dabei können verschiedene Effekte die Elektronendichte am Wasserstoffkern 

beeinflussen. Neben den Dihydroxyverbindungen sollen auch deren Vorstufen, die 

entsprechenden Dimethoxyverbindungen, betrachtet werden. 

 



56 2 Ergebnisse und Diskussion 

 
Protonenresonanzspektren der Dimethoxyverbindungen 

Befinden sich die Methoxygruppen in den Positionen 5,5' oder 6,6', besteht die Möglichkeit 

der Spiegelung an der in Abb. 61 eingezeichneten Ebene. In diesem Fall zeigen die 

Protonen beider Benzimidazolkörper dieselbe chemische Verschiebung, es handelt sich um 

chemisch und magnetisch äquivalente Protonen. 
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Abb.  61:  BBIs mit den phenolischen Hydroxygruppen in den Positionen 5,5' oder 6,6' zeigen nach 
Drehung um die Achse der 2,2'-Verknüpfung die Möglichkeit der Spiegelung an der 
eingezeichneten Ebene (Verbindung 24: R = R' = H) 

 

Die Protonen im Aromatenbereich weisen charakteristische chemische Verschiebungen auf 

(Tab. 12). Die Protonen mit ortho+meta-Kopplung (H6, H6') und die Protonen mit 

m-Kopplung (H4, H4') der Verbindung 26 (5,5'-Stellung) zeigen gegenüber den Protonen mit 

ortho+meta-Kopplung (H5, H5') und Protonen mit m-Kopplung (H7, H7') der 

Verbindung 31 (6,6'-Stellung) eine Tieffeldverschiebung. In Abb. 62 sind die 1H-NMR-

Spektren der diethylierten Verbindungen als jeweiliger Vertreter der beiden Stellungen 

exemplarisch dargestellt. Das Integral der Protonen wird jeweils mit zwei beziffert, da es sich 

bei den Stellungsisomeren um symmetrische Moleküle aus zwei identischen Benzimidazol-

körpern handelt. 

 



2 Ergebnisse und Diskussion 57 

 

 

Abb.  62:  
1
H-NMR-Spektren in [D6]-DMSO, Signale der Aromaten-H, 6,90-7,70 ppm, 

oben: Verbindung 26 (5,5'-Stellung), unten: Verbindung 31 (6,6'-Stellung) 

 

Tab. 12:  Chemische Verschiebungen relevanter Protonen der 5,5'- und 6,6'-Stellungsisomere 
der Dimethoxyverbindungen aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm (LM: [D6]-DMSO) 

Verbindung  R = R' 5,5'-OCH3 H6, H6' H4, H4' H7, H7' 

25 CH3 3,83 7,03 7,32 7,61 

26 CH2CH3 3,84 7,02 7,31 7,64 

27 CH2CH2CH3 3,84 7,01 7,29 7,64 

28 CH(CH3)2 3,83 6,98 7,32 7,80 

29 CH2CſCH 3,85 7,09 7,38 7,68 

Verbindung  R = R' 6,6'-OCH3 H5, H5' H7, H7' H4, H4' 

30 CH3 3,88 6,94 7,23 7,67 

31 CH2CH3 3,86 6,96 7,23 7,64 

32 CH2CH2CH3 3,87 6,92 7,25 7,65 

33 CH(CH3)2 3,84 6,88 7,17 7,57 

34 CH2CſCH 3,87 6,99 7,31 7,73 
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Protonenresonanzspektren der Dihydroxyverbindungen 

Nach erfolgter Etherspaltung liegen die gewünschten Endstufen, die Dihydroxyverbindungen, 

vor. Wie bei den Dimethoxyverbindungen befinden sich die Hydroxygruppen in den 

Positionen 5,5' oder 6,6'. Auch hier handelt es sich um symmetrische Moleküle. Die 

entsprechenden Protonen beider identischen Benzimidazolkörper sind chemisch und 

magnetisch äquivalent, so dass sie dieselbe chemische Verschiebung zeigen. 

 

Tab. 13:  Chemische Verschiebungen relevanter Protonen der 5,5'- und 6,6'-Stellungsisomere 
der Dihydoxyverbindungen aus 

1
H-NMR-Spektren in ppm (LM: [D6]-DMSO) 

Verbindung  R = R' H6, H6' H4, H4' H7, H7' 5,5'-OH 

55 CH3 6,91 7,08 7,49 9,31 

56 CH2CH3 6,89 7,06 7,51 9,24 

57 CH2CH2CH3 6,90 7,07 7,54 9,35 

58 CH(CH3)2 6,88 7,07 7,70 9,37 

59 CH2CſCH 6,95 7,11 7,56 9,38 

Verbindung  R = R' H5, H5' H7, H7' H4, H4' 6,6'-OH 

60 CH3 6,81 6,91 7,57 9,31 

61 CH2CH3 6,82 6,94 7,57 9,60 

62 CH2CH2CH3 6,80 6,94 7,55 9,50 

63 CH(CH3)2 6,81 7,11 7,57 9,51 

64 CH2CſCH 6,86 7,02 7,62 9,69 

 

Die Protonen der Dihydroxyverbindungen weisen ebenso wie die der Dimethoxyverbin-

dungen charakteristische chemische Verschiebungen auf (Tab. 13). Die Protonen mit 

ortho+meta-Kopplung (H6, H6') und die Protonen mit m-Kopplung (H4, H4') der 

Verbindung 56 (5,5'-Stellung) zeigen gegenüber den Protonen mit ortho+meta-Kopplung 

(H5, H5') und Protonen mit m-Kopplung (H7, H7') der Verbingung 61 (6,6'-Stellung) eine Tief-

feldverschiebung. Dagegen zeigen die Protonen mit o-Kopplung (H7, H7') der 

Verbindung 56 (5,5'-Stellung) gegenüber den Protonen mit o-Kopplung (H4, H4') der 

Verbingung 61 (6,6'-Stellung) eine Hochfeldverschiebung. Die Hydroxyguppen der 

Verbindung 56 (5,5'-Stellung) weisen gegenüber denen der Verbingung 61 (6,6'-Stellung) 

eine Hochfeldverschiebung auf. In Abb. 63 sind die 1H-NMR-Spektren der diethylierten 

Verbindungen als jeweiliger Vertreter der beiden Stellungen exemplarisch dargestellt. Das 

Integral der Protonen wird jeweils mit zwei beziffert. 
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Abb.  63:  
1
H-NMR-Spektren in [D6]-DMSO, Signale der Aromaten-H, 6,75-7,65 ppm, 

oben: Verbindung 56 (5,5'-Stellung), unten: Verbindung 61 (6,6'-Stellung) 

 

Protonenresonanzspektrum der Verbindung 77 (5,6'-Stellung) 

Die Kenntnisse der Signalzuordnung in den 1H-NMR-Spektren der symmetrischen BBIs kann 

für die Strukturuntersuchungen der aus dem Isomerengemisch isolierten Verbindungen 

genutzt werden. 

 

 

Abb.  64:  
1
H-NMR-Spektrum der Verbindung 77 (5,6'-Stellung) in [D6]-DMSO, Signale der 

Aromaten-H, 6,75-7,65 ppm 
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Tab. 14:  Chemische Verschiebungen relevanter Protonen der 5,5'-, 5,6'- und 6,6'-Stellungsisomere 

der 1,1'-diethylierten Dihydoxyverbindungen aus 
1
H-NMR-Spektren in ppm, Auflistung der 

relevanten Protonen nach steigender Tieffeldverschiebung (LM: [D6]-DMSO) 

Verb indung   H6, H6'  H4, H4' H7, H7'  5,5'-OH  

56  6,89  7,06 7,51  9,24  

Verbindung  H5' H6 H7' H4 H7 H4' 5-OH 6'-OH 

77 6,82 6,88 6,94 7,05 7,50 7,57 9,24 9,56 

Verbindung  H5, H5'  H7, H7'   H4, H4'  6,6'-OH 

61 6,82  6,94   7,57  9,60 

 

Die mit Hilfe der MPLC (Kap. 2.1.11) isolierte Verbindung 77 (5,6'-Stellung) zeigt Verschie-

bungen der Signale der Protonen im Aromatenbereich, die in Tab. 14 im Vergleich zur 

Verbindung 56 (5,5'-Stellung) und Verbindung 61 (6,6'-Stellung) dargestellt werden. Die 

Darstellung ist so gewählt, dass die Protonen der Verbindung 77 (5,6'-Stellung) jeweils 

denen der Verbindung 56 (5,5'-Stellung) beziehungsweise Verbindung 61 (6,6'-Stellung) 

gegenüber gestellt werden können. Das Integral der einzelnen Protonen im Aromatenbereich 

ist mit eins beziffert, da Verbindung 77 kein symmetrisches Molekül ist und damit die 

Protonen nicht äquivalent sind (Abb. 64). 

 

2.2.1.3 Kern -Overhau ser-Effekt und zweidimensionale Protonenkorrelation  

Die Daten der Protonenresonanzspektren der symmetrischen BBIs bilden die Grundlage für 

die Strukturzuordnung der isolierten Verbindungen aus dem Isomerengemisch. 

 

Im Fall der drei möglichen Stellungen der beiden Hydroxygruppen bei den 1,1'-disubstitu-

ierten BBIs sind lediglich die symmetrischen Verbindungen mit 5,5'- und 6,6'-Stellung, aber 

nicht die Verbindungen mit 5,6'-Stellung zugänglich (Kap. 2.1.6.1). Die Verbindungen mit 

5,6'-Stellung der phenolischen Hydroxygruppen können wie in Kap. 2.1.6.2 dargestellt durch 

N-Alkylierung der Verbindung 24 und anschließender Isolierung aus dem entstandenen 

Stellungsisomerengemisch erhalten werden. Die Stofftrennung wird wie beschrieben 

mit Hilfe der MPLC durchgeführt (Kap. 2.1.11). Die Kernresonanzspektroskopie, insbe-

sondere der Kern-Overhauser-Effekt, belegt das Ergebnis. 

 

Auch im Fall der sterisch hinderlichen Reste beispielsweise dem 2-Methylpropanrest sind die 

BBIs nur über die Synthese aus Verbindung 24 zugänglich. Dabei werden sowohl die mono- 

als auch die disubstituierten Verbindungen erhalten (Kap. 2.1.6.2). 

 



2 Ergebnisse und Diskussion 61 

 
Für die Strukturzuordnung der isolierten Verbindungen werden der Kern-Overhauser-Effekt 

und die zweidimensionale Protonenkorrelationen hinzugezogen. Im Folgenden sollen 

Spektren ausgewählter Verbindungen beschrieben werden. 

 

Kern-Overhauser-Effekt 

Der Kern-Overhauser-Effekt (NOE, Nuclear Overhauser Effect) ist in der 1H-NMR-Spektro-

skopie für die Strukturaufklärung von Bedeutung. Wenn die Resonanz eines Protons durch 

Einstrahlen einer Anregungsfrequenz gesättigt wird, nimmt die Signalintensität eines 

räumlich sehr nahe gelegenen Protons (< 5,5 Å) zu. Die Intensitätszunahme ist unter-

schiedlich stark ausgeprägt; in der Literatur werden bei homonuklearen Systemen Werte bis 

zu 45 % beschrieben [85, 86]. 
 

Für solche Entkopplungsexperimente wird zuerst das normale 1H-NMR-Spektrum und dann 

das Spektrum mit NOE gemessen. Das Spektrum mit NOE wird durch Einstrahlen einer 

Anregungsfrequenz (n0) erhalten. Anschließend werden beide Spektren voneinander 

subtrahiert, d. h. ein NOE-Differenzspektrum gebildet. In diesem NOE-Differenzspektrum 

zeigen sich nur dort Signale, wo zwischen dem Spektrum ohne und dem mit NOE 

Intensitätsunterschiede vorhanden sind [84]. Das mit der Anregungsfrequenz gesättigte 

Proton zeigt ein negatives Signal. Das Proton, bei dem der NOE registriert wird, zeigt ein 

postitives Signal. Somit können mit Hilfe des NOE Aussagen zu den benachbarten Protonen 

und damit Aussagen zur Konstitution der Stellungsisomere getroffen werden. Die Aufnahme 

der Spektren erfolgt in [D6]-DMSO; die Betriebsfrequenz beträgt 400,13 MHz. 

 

NOE-Differenzspektrum der Verbindung 77 

Wird die Resonanz der Protonen der beiden am Stickstoff gebundenen Methylen-

gruppen (CH2) mit der Frequenz n0 = 1905 Hz (4,76 ppm) (negatives Signal) gesättigt, zeigen 

die Protonen der Methylgruppen (CH3) der beiden Ethylreste bei 544 Hz (1,36 ppm) wie 

erwartet ein positives Signal. Von besonderem Interesse sind die in unmittelbarer Nachbar-

schaft zu den Methylengruppen gelegenen Protonen im Aromatenbereich. Dort zeigen zwei 

Protonen je ein positives Signal: Zum einen zeigt das Signal des Protons mit 

m-Kopplung (H7') bei 2777 Hz (6,94 ppm) ein Dublett mit der Kopplungskonstanten 

4J = 1,97 Hz und zum anderen zeigt das Signal des Protons mit o-Kopplung (H7) bei 

3001 Hz (7,50 ppm) ein Dublett mit 3J = 8,73 Hz. Die Zuordnung der Protonen im Aromaten-

bereich ist in Kap. 2.2.1.2 in Tab. 14 bereits dargestellt. Abb. 65 zeigt sowohl das NOE-

Differenzspektrum als auch den gleichen Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrums. Das mittels 

NOE bestätigte Kopplungsmuster belegt die Zuordnung der Protonen und damit die 

5,6'-Stellung der Hydroxygruppen der Verbindung 77. 
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Abb.  65:  oben: NOE-Differenzspektrum der Verbindung 77 in [D6]-DMSO (300 K), n0 = 1905 Hz; 
unten: 

1
H-NMR-Spektrum der Verbindung 77 in [D6]-DMSO; 0-8 ppm 

 

NOE-Differenzspektrum der Verbindung 75 

Kernspinresonanzspektren mit Kern-Overhauser-Effekt beweisen im Fall der Verbindung 75 

die 6'-Stellung der Hydroxygruppe des N-alkylierten Benzimidazolkörpers. Wenn die 

Resonanz der Protonen der beiden Methylgruppen (CH3) des 2-Methylpropanrestes mit der 

Frequenz n0 = 352 Hz (0,88 ppm) (negatives Signal) gesättigt wird, zeigen das Methin-

Proton (CH) bei 913 Hz (2,28 ppm) und die Protonen der am Stickstoff gebundenen 

Methylengruppe (CH2) des Alkylrestes bei 1883 Hz (4,71 ppm) wie erwartet je ein positives 

Signal (Abb. 66). Im Bereich der Protonen im Aromatenbereich zeigt lediglich das Dublett 

des Protons mit m-Kopplung (H7) bei 2778 Hz (6,94 ppm) mit der Kopplungskonstanten 

4J = 1,97 Hz ein positives Signal. Die Zuordnung der Protonen ist bereits in Kap. 2.2.1.1 

dargestellt. Das mittels NOE bestätigte Kopplungsmuster beweist die 6-Stellung der 

Hydroxygruppe. 
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Abb.  66:  oben: NOE-Differenzspektrum der Verbindung 75 (die Hydroxygruppe befindet sich in 

Position 5' oder 6') in [D6]-DMSO (300 K), n0 = 352 Hz; unten: 
1
H-NMR-Spektrum der 

Verbindung 75 in [D6]-DMSO; 0,0-7,6 ppm 

 

Zweidimensionale Protonenkorrelation der Stellungsisomere 

Zum weiteren Nachweis der Stellungen der Hydroxygruppen wird mittels zweidimensionaler 

Protonenkorrelation, im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe eines ROESY-Experiments (Rotating-

frame Overhauser Effect Spectroscopy), untersucht, welche Kerne sich in enger räumlicher 

Nachbarschaft befinden. Hierbei wird durch Relaxation im rotierenden Koordinatensystem 

ein NOE hervorgerufen. Diagonalsignale verbinden die gleichen Signale der beiden 1H-NMR-

Spektren und stellen die Wechselwirkungen zwischen jeweils gleichen Protonen dar. Den 

außerhalb der Diagonalen in Wechselwirkung stehenden Protonen können Kreuzsignale 

zugeordnet werden, die durch die zweidimensionale Präsentation der ROESY-NMR-

Spektren zweimal sichtbar sind. Die Darstellung der so erhaltenen Spektren erfolgt am 

Beispiel der diethylierten Verbindungen (Verbindung 56 in Abb. 67 und Verbindung 61 in 

Abb. 68). 
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Abb.  67:  2D-ROESY-NMR-Spektrum der Verbindung 56 (5,5'-Stellung) in [D6]-DMSO, 310 K; 
Die Kreuzsignale sind mit Hilfslinien verbunden und mit Pfeilen gekennzeichnet. 
In der horizontalen Ebene sind sie in schwarz und in der vertikalen in grau beschriftet. 
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Abb.  68:  2D-ROESY-NMR-Spektrum der Verbindung 61 (6,6'-Stellung) in [D6]-DMSO, 310 K; 
Die Kreuzsignale sind mit Hilfslinien verbunden und mit Pfeilen gekennzeichnet. 
In der horizontalen Ebene sind sie in schwarz und in der vertikalen in grau beschriftet. 
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Wie erwartet zeigen die Protonen der Methylgruppen (CH3) mit den Protonen der Methylen-

gruppen (CH2) Wechselwirkungen (CH3/CH2), da es sich um vicinale Protonen handelt. Die 

zur jeweiligen Hydroxygruppe benachbarten Protonen im Aromatenbereich (Aromaten-H) 

zeigen Wechselwirkungen mit den Protonen der entsprechenden Hydroxygruppe (OH). Es 

handelt sich hierbei um die Aromaten-H mit ortho+meta-Kopplung und mit m-Kopplung. Von 

besonderem Interesse sind die sich in unmittelbarer Nachbarschaft zur Methylengruppe 

gelegenen Protonen im Aromatenbereich. Anhand des Kopplungsmusters ist der 

Unterschied zwischen den Verbindungen mit 5,5'- und 6,6'-Stellung der OH-Gruppen 

eindeutig sichtbar: Im Fall der Verbindung 56 (5,5'-Stellung) treten die Aromaten-H mit 

o-Kopplung (H7, H7') und im Fall der Verbindung 61 (6,6'-Stellung) die Aromaten-H mit 

m-Kopplung (H7, H7') mit den Methylengruppen in Wechselwirkung (in Abb. 67 und Abb. 68 

jeweils fett dargestellt). 

 

2.2.2 UV-spektr oskopische Untersuchungen  

Zur Charakterisierung der neu synthetisierten BBIs werden UV-spektroskopische Unter-

suchungen durchgeführt. Bei der UV-Spektroskopie handelt es sich um eine Elektronen-

spektroskopie, bei der Valenzelektronen angeregt und Absorptionen ultravioletter Strahlung 

untersucht werden. Die Lage des Absorptionsmaximums wird maßgeblich durch die Struktur 

des Moleküls und durch die Art des Lösungsmittels bestimmt. Des Weiteren ist das 

Absorptionsmaximum (Amax) konjugierter Systeme umso mehr zu höheren Wellenlängen 

verschoben (bathochrom) und umso intensiver (hyperchrom), je ausgedehnter das 

konjugierte System (Chromophor) ist [84]. Chromophore sind Gruppierungen, die Strahlung 

absorbieren und Elektronenübergänge ermöglichen [61]. 

 

Die Bestimmung der molaren Absorptionskoeffizienten el erfolgt nach dem Lambert-

Beerschen Gesetz: 

 

! elϽ Ã Ͻ Â 

 

A = Absorption 

el = molarer Absorptionskoeffizient (in LÖmol-1Öcm-1) (bei einer bestimmten Wellenlänge) 

c = molare Konzentration (in molÖL-1) 

b = Schichtdicke der Küvette 
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Aus den Absorptionsmaxima (Amax) können bei bekannter Konzentration (c) und Schichtdicke 

der Küvette (b = 1 cm) die el-Werte berechnet werden: 
 

el
ὃ

Ã Ͻ Â
 

 

Die in der Arbeit dargestellten Absorptionsspektren sind Diagramme, die auf der Abszisse 

die Wellenlänge (l) des eingestrahlten Lichtes und auf der Ordinate die Absorption (A) 

zeigen. A ist der durch die Probe absorbierte Anteil der eingestrahlten Lichtintensität. Die 

erhaltenen Kurven stellen die Absorptionskurven dar. 

 

Die Absorptionsspektren werden in einem Wellenlängenbereich von 200/ 240 nm - 450 nm 

aufgenommen. Die Konzentrationen der Proben werden jeweils so gewählt, dass die 

Absorption in einem Bereich zwischen 0,2 und 0,8 liegt. Dieser Bereich wird gewählt, damit 

das Lambert-Beersche Gesetz anwendbar ist. 

 

2.2.2.1 pH-abhängige Absorptionsspektroskopie  

Sowohl für die spektroskopischen Untersuchungen als auch für den Einsatz in der Zell-

testung ist das Verhalten der Verbindungen in unterschiedlichen Lösungsmitteln, aber auch 

im Wässrigen bei unterschiedlichen pH-Werten von Interesse. Um die Fähigkeiten der 

Verbindungen, Protonen aufzunehmen oder abzugeben, zu untersuchen, werden 

Absorptionsspektren ausgewählter Verbindungen bei verschiedenen pH-Werten aufge-

nommen (Abb. 69 - Abb. 71). Als Lösungsmittel wird Wasser gewählt. Die Substanzen 

werden zu Beginn in 0,1 M HCl gelöst. Der pH-Wert wird schrittweise durch NaOH-Zugabe 

erhöht. Nach Erreichen des höchsten pH-Wertes werden die Lösungen mittels HCl wieder 

auf den ursprünglich sauren pH-Wert eingestellt und erneut UV-spektroskopisch vermessen. 

Die Lösungen zeigen wieder das gleiche Absorptionsspektrum wie bei der ersten Messung. 

 

Für die Untersuchungen der pH-abhängigen Absorptionsspektroskopie werden 

Verbindung 54 sowie die dimethylierten BBIs Verbindungen 55 und 60 eingesetzt. Aufgrund 

der geringen Ausbeuten stehen von den diethylierten BBIs Verbindungen 56 und 61 keine 

ausreichenden Substanzmengen für diesen Versuch zur Verfügung. 

 


























































































































































































































































































