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1 Einleitung

Im Bereich der Supramolekularen Chemie steht die Wechselwirkung zwischen Molekilen im
Vordergrund. Fir die Ausbildung stabiler Aggregate ist Komplementaritat notwendig — zum
einen hinsichtlich der Baugruppen, welche die bedeutendsten Wechselwirkungen beitragen.
Zum anderen hinsichtlich der Symmetrie. Wenn diese bei Wirt und Gast gut aufeinander
abgestimmt ist, lassen sich besonders effiziente und stabile Systeme erzielen. Molekiile mit
hoéheren Symmetrien haben zudem noch den Vorteil, dass sich aus gleichen Fragmenten
zusammensetzen und lassen sich in ihren Wechselwirkungen mit anderen Molekilen oft
einfacher beschreiben als nicht-symmetrische Vertreter. Folgt die Symmetrie des Liganden der
des zu bindenden Gastes, lassen sich extrem effiziente Systeme erhalten. Im Folgenden werden
die Gs-symmetrischen Systeme in diesem Feld naher beleuchtet.

Ein natlirlicher Vertreter dieser Klasse ist Enterobactin (Abbildung 1), welches von Bakterien wie
E. coli genutzt wird, um lebenswichtiges Eisen aus der Umgebung zu binden und dem
Organismus zur Verfligung zu stellen. Selbst in einem kompetitiven Umfeld (im menschlichen
Serum ist die Konzentration an freiem Fe®* durch verschiedene Regelmechanismen auf 10 * m
limitiert) versorgt dieses Molekdl das Bakterium erfolgreich mit dem lebenswichtigen Element.™
Die Bindungskonstante fiir Eisen(l1l) liegt mit tiber 10°> m™ signifikant hoher als die , klassischer”
kinstlicher Liganden wie EDTA (Kis = 10 M) Neben besonders giinstigen
Protonierungsgleichgewichten unter physiologischen Bedingungen tragt auch die strukturelle
Komplementaritat des Systems zu der hohen Bindungskonstante bei. Das Cs;-symmetrische
Enterobactin kann mit seinen drei zweizdhnigen Catecholateinheiten die oktaedrische

Koordinationsgeometrie des Eisens besonders gut bedienen.

Rickgrat

Bindungseinheit

Abbildung 1: Enterobactin, ein Cs-symmetrischer, natiirlicher Ligand zur hocheffizienten Bindung von Fe®*.
Links: Molekulare Struktur und Einteilung in Riickgrat und Bindungseinheiten; rechts: Festkdrperstruktur des
Fe(lll)-Komplexes.!"

Es wurden mehrere Ubersichten fiir Molekiile erstellt, die primar nur (iber ihre C-Symmetrie
verwandt sind.®™ Insbesondere der Artikel von Moberg aus dem Jahr 1998 tiber die Bedeutung
und Anwendbarkeit von C;-Symmetrie beim Aufbau neuer Strukturen ist hier bahnbrechend
gewesen und wurde bis 2011 tGber 160 mal zitiert.



1.1 Topologien und allgemeine Struktur

Bei der Beschreibung von C;-symmetrischen Liganden hat in vielen Fallen sich die Einteilung in
Rickgrat und Bindungseinheit bewadhrt, wie sie am Beispiel des Enterobactins (Abbildung 1)
dargestellt ist.?

Das Riickgrat hat vor allem eine mechanische Funktion und ist selten direkt in das
Bindungsgeschehen verwickelt. Im Zentrum des Rickgrats verlauft die Drehachse, auBerdem
laufen hier die verschiedenen funktionalen ,Strange” zusammen. Das Rickgrat ist meist so
gebaut, dass die Positionierung der funktionalen Gruppen im Abstand von 120° bevorzugt ist.
AulRerdem orientiert es oft die Bindungseinheiten auf einer Seite des Rickgrats (all-syn-
Anordnung). Des Weiteren limitiert das Riickgrat schon aufgrund mechanischer Griinde die
GroRe des zu bindenden Gasts. Weitere Selektivitdat wird durch die funktionellen Gruppen der
Bindungseinheiten erzielt, welche fiir die primdren Wechselwirkungen mit dem Gast zustdndig
sind. Hierbei handelt es sich meist um ionische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken,
gerade bei den anorganisch orientierten Systemen auch um koordinative Wechselwirkungen.
Van der Waals-Wechselwirkungen und andere tragen zwar zur Stabilitdt der gebildeten
Komplexe bei, fallen gerade bei der molekularen Erkennung wegen ihres geringen
Energiebeitrags und ihres ungerichteten Charakters in den Hintergrund.

a b C

Abbildung 2: Topologien der diskutierten Cs-symmetrischen Molekiile; FG = Funktionelle Gruppe, welche
die Bindung bewirkt.

Von den zahlreichen fiir C;-symmetrische Liganden in Frage kommenden Topologien[‘” werden
hier ausschlieRlich die einseitig gedffneten und sowie eine Auswahl beidseits geschlossener
Systeme diskutiert.

Der im Folgenden dargestellte Uberblick zeigt die wichtigsten Architekturen und neuesten
Entwicklungen in diesem Bereich. Dabei wird die Gruppierung zunachst nach der GréRe und
Struktur des Rickgrats vorgenommen. Als verkniipfende Einheit werden einzelne Atome
(Abbildung 2, a), sowie (poly)cyclische Einheiten wie Benzenringe, Cyclopeptide und
Triphenylene vorgestellt. Innerhalb der Einheiten wird noch einmal hinsichtlich maoglicher
Anwendungsfelder gruppiert.

" Dies gilt nicht fir makrocyclische Systeme wie Kronenether, bei denen die Bindungseinheit direkt im

Gerist enthalten ist.



1.2 Monoatomar verknupfte Ruckgrate

Der einfachste Vertreter eines Riickgrates ist ein einzelnes, dreifach substituiertes Atom. Daran
konnen gegebenenfalls die funktionellen Gruppen direkt angehadngt sein, wie zum Beispiel bei
den Tris(pyrazolyl)hydroboraten (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Tris(pyrazolyl)hydroborat-Ligand nach Chisholm (rechts); Lactidpolymerisation (links)."!

Diese Substanzen werden zum Beispiel in der kationischen ringéffnenden Polymerisation von
Lactid eingesetzt. Polylactid ist ein neuartiger Kunststoff, der wegen seiner potentiellen
Abbaubarkeit und der Herstellung aus nachwachsenden Rohstoffen von Interesse ist. Als aktive
Zentren dienen meist Zink, Magnesium oder Kalzium. Der Kalziumkomplex lieferte in der
Polymerisation von rac-Lactid bei 0.05 mol% schon nach einer Minute einen 90%igen Umsatz
und einer Stereoselektivitit von tiber 90% zugunsten des heterotaktischen Polylactids.'®

Abbildung 4: Metallaboratrane nach Bourissou (links), unterschiedliche Bindungsgeometrien an
Eisenboratran-Stickstoffverbindungen (rechts).”®!

Vor kurzem wurde von Bourissou ein Metallaboratran vorgestellt, in welchem das Bor-Atom
einen Partner in einer dativen Bindung mit dem Metall darstellt (Abbildung 4).”’ Die Bindung
wird primar Uber drei Phoshpingruppen hergestellt. In einem aktuellen Bericht wird dieser
Ligand genutzt, um ein Eisenzentrum in verschieden valenten Stickstoff- bzw. Imido-Komplexen
zu stabilisieren. Die daflir notwendigen Geometrieanderungen werden durch eine flexible Ldange



der Bor-Eisen-Bindung méglich.[8] Diese Systeme sollen als molekulare Studienobjekte zur

natirlichen Stickstoff-Fixierung dienen.

Oxazolin-Einheiten sind spatestens seit der Einfihrung der Bisoxazolin-Liganden durch Pfaltz
(box) gidngige Baugruppen in der Ubergangsmetall-Katalyse. Tris(oxazolin)-Liganden des in

Abbildung 5 dargestellten Typs wurden vor allem in der Gruppe von Gade intensiv untersucht.”®
12]

1]

Abbildung 5: Tris(oxazolin)-Liganden nach Gade.

Nicht immer sind alle drei Affinitatsgruppen fir die Bindung zustandig. So ist im Fall der
enantioselektiven Mannich-Reaktion unter Kupferkatalyse (Abbildung 6, a) das Kupfer(ll) an zwei
der drei Oxazolingruppen gebunden.[m] Trotzdem ist essentiell, dass der Ligand die C3-Symmetrie
aufweist, da ansonsten Ausbeute und Enantioselektivitat der Reaktion deutlich einbrechen. In
der beschriebenen Reaktion sind sie den BOX-Liganden in Enantioselektivitdt (90%) wie auch in
der Ausbeute (84% bei 10 mol% Katalysatorbeladung) lberlegen. Im Gegensatz zu den BOX-
Liganden sind diese Werte auch bei Reduktion der Beladung stabil.

Auch bei der asymmetrischen allylischen Alkylierung konnten mit den Tris(oxazolin)-Liganden die
Ergebnisse von BOX-Systemen (ibertroffen werden (Abbildung 6, b). Neben der
Enantioselektivitit steigen auch die Ausbeute sowie die Reaktionsgeschwindigkeit.!*"!
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Abbildung 6: Anwendungen von Tris(oxazolin)-Liganden in der kupferkatalysierten Mannich-Reaktion (a),
der allylischen Alkylierung (b), sowie der asymmetrischen Nazarov-Cyclisierung (c).



Vor kurzem wurde von einer asymmetrischen Nazarov-Cyclisierung berichtet, die ebenfalls
durch Verwendung eines Tris(oxazolin)-Liganden verbessert werden konnte (Abbildung 6, c). Mit
einem modifizierten Tris(oxazolin)-Liganden wurden gute Ausbeuten und sehr gute

Enantiomereniberschiisse (bis 98%, Referenz: pybox nur 30%) erzielt.!**!

Eine modifizierte Fassung des Riickgrats besteht aus kurzen Kohlenstoffketten, welche die
zentrale Verkniipfungsstelle mit den funktionellen Einheiten verbinden. Besonders prominent ist
hier das Tris(2-aminoethyl)amin (TREN) zu nennen Dieses Riickgrat wird wegen der enthaltenen
Donor-Atome besonders in der anorganischen Chemie intensiv zur Darstellung von Metall-

Liganden genutzt. Beispielhaft ist ein Gadolinium-Komplex dargestellt, der als neuartiges
(14]

Kontrastmittel fir MRT-Untersuchungen getestet wurde.

Abbildung 7: Gadolinium-Komplex mit Tris(2-aminoethyl)amin-Grundgeriist.'"*!

Es sind aber auch einige Anwendungen in der molekularen Erkennung beschrieben.™ Ein
Beispiel hat die Gruppe um Anslyn mit der Entwicklung eines Phosphatrezeptors gezeigt.®
Dabei wird der eigentlich sehr flexible TREN-Ligand (iber die Bindung an ein Kupfer(ll)-Kation
stark in seiner Flexibilitdt eingeschrankt und die funktionellen Gruppen — in diesem Fall
Benzylammoniumeinheiten — in eine geeignete Position gebracht. Zugleich liefert das Kupfer
auch den groBten Beitrag bei der Bindung des Phosphat-Anions. Durch das apikale Kation wird

zugleich auch die tetraedrische Symmetrie des Phosphats strukturell besser erfasst.

Parallel dazu wurde auch ein verwandter Tris(2-pyridyl)methylamin-basierter Rezeptor mit
Guanidiniumgruppen entwickelt (Abbildung 8). Obwohl sich sowohl die Flexibilitat des Riickgrats
als auch die Affinitatsgruppen unterscheiden, liegen die Bindungskonstanten fir Phosphat fir
beide Systeme im Bereich von 2 x 10* M. Dies wurde auf sich kompensierende Unterschiede bei
der Solvatation der H-Briicken-Donoren zurl'.'lckgeﬂjhrt.[m Beiden Systemen gemein ist die hohe
Selektivitdt zugunsten von Phosphat gegeniber allen anderen bei pH 7.4 vorliegenden, in
biologischem Kontext relevanten Anionen. Daher ist die Nutzung als Chemosensor fiir Phosphat
in biologischen Proben moglich. Mittels eines Indikator-Verdrangungs-Assay unter Verwendung
von Fluoresceincarbonsaure ist ein kolorimetrischer Nachweis von Phosphat in Serum und

Speichel leicht und schnell durchfiihrbar.™®!
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Abbildung 8: Phosphatrezeptoren mit zwei verschiedenen Trialkylamin-Riickgraten nach Anslyn.!"”)

1.3 Benzen als zentrale Einheit

Die mit Abstand groRte Gruppe an Cs-symmetrischen Systemen nutzt den Benzolring als
Grundbaustein. Dieser ermoglicht die Bindung kleiner organischer Molekile und seine
entsprechenden Derivate lassen sich gut herstellen.

Der Ursprung dieser Chemie geht auf Arbeiten von MacNicol und Végtle zuriick.™ Beide haben
erstmals die supramolekularen Eigenschaften (allerdings identisch) hexasubstitutierter Benzene
diskutiert. Erst die Beschreibung der Struktur von Hexaethylbenzen von Mislow eroffnete das
volle Potential dieser Baugruppe.[zol Die sterische ,Verzahnung” der nebeneinander liegenden
Ethylsubstituenten bedingt, dass immer abwechselnd eine terminale Methylgruppe lber bzw.
unter die Ringebene weist. Mit der Entwicklung einer Synthese, die ein 1,3,5-Tribrommethyl-

t,[21]

2,4,6-triethylbenzen in guter Ausbeute liefer wurde die Entwicklung einer Vielzahl von

Systemen maglich.??

1.3.1 Chemosensoren und molekulare Erkennung

Einer der bekanntesten Vertreter aus dieser Reihe ist der Citrat-Rezeptor (Abbildung 9), welcher
in wassriger Losung bei pH 7.4 Citrat mit einer Bindungskonstante von 7 x 10> M™ bindet."
Nachfolgend wurde auch ein optischer Nachweis von Citrat in Erfrischungsgetranken
vorgestellt.[B] Hier wurde wieder Carboxyfluorescein als zu verdrangender Indikator eingesetzt.
Da dieses unter den gewdahlten Bedingungen eine deutlich kleinere Bindungskonstante hat als
Citrat, konnte dessen Konzentration direkt kolorimetrisch und fluorimetrisch nachgewiesen

werden.
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Abbildung 9: Citrat-Rezeptoren nach Anslynm (links) und Schmuck (rechts; vereinfachte Darstellung. Es ist
nur eine der drei identischen, an den Benzylpositionen angehangten Bindungseinheiten gezeigt.)**!

Schmuck prasentierte 2005 eine weiter optimierte Version des Rezeptors, die sich durch die
Insertion einer 2,5-Dicarbonylpyrroyl-Einheit auszeichnet (Abbildung 9).[24] Da diese Einheit fir
sich schon ein Chromophor ist, kann auf die Zugabe eines kompetitiven farbgebenden Gasts
verzichtet werden. Fluoreszenz und UV kdnnen fiir eine direkte Analyse des Bindungsgeschehens
genutzt werden.? In reinem Wasser wird die Bindungskonstante um zwei GroRenordnungen
verbessert, und selbst in Puffer in Gegenwart eines 1000fachen Uberschusses an Chlorid liegt die
Bindungskonstante noch immer bei 8.6 x 10* M™. Die Autoren schreiben diesen Effekt starkeren
elektrostatischen Wechselwirkungen durch die hydrophobere Tasche zu.

Ein weiterer aktueller Chemosensor auf Benzen-Basis ist das Benzimidazolsystem zum Nachweis
von lodid (Abbildung 10).?®" Auch hier ist eine direkte optische Auswertung via UV und
Fluoreszenz méglich. Die Bindungskonstante bedarf mit 1 x 10° M noch Verbesserungen, ist
aber fir erste Untersuchungen geeignet. Zur Selektivitdt des Systems gibt es nur begrenzte

Informationen, andere Halogenide, Cyanide und Acetate scheinen aber die Messung nicht zu

N
a1
N

storen.

Abbildung 10: lodid-Rezeptor mit Aminobenzimidazolen als Bindungsgruppe.

2002 publizierte Ahn seine Arbeiten zur Bindung von a-chiralen primaren Ammoniumionen
durch chiral modifizierte Tris(oxazolin)-Systemen am Benzen-Rickgrat (Abbildung 11).*"! Die
Affinitdten wurden durch Verteilungsexperimente zwischen Wasser und Chloroform bestimmt.

Trotzdem wurde auch ein colorimetrischer Ansatz analog dem Anslyn-Ansatz beschrieben.?”



Es zeigte sich, dass vor allem a-Arylammoniumsalze mit hoher Effizienz (bis 90%) und moderater
Enantioselektivitdt ((R):(S) = 70:30 fur a-Phenethylamin) extrahiert werden. Dies gelang
allerdings nur, wenn am stereogenen Zentrum des Oxazolins eine Phenylgruppe fixiert war. Dies
wurde als Indiz fiir eine attraktive Wechselwirkung zwischen den aromatischen Substituenten
gesehen.”

[27]

Abbildung 11: Chiraler Tris(oxazolin)-Rezeptor nach Ahn“" zur chiralen Erkennung von Ammoniumsalzen.

Auch B-chirale Ammoniumionen lassen sich mittels der Tris(oxazolin)-Systeme unterscheiden,
allerdings nur, wenn die Bindungen zwischen Ammonium und chiraler Einheit durch eine

Wasserstoffbriicke konformativ eingeschrankt ist.!?®!

Durch Erweiterung des Systems zu einer geschlossenen Kapsel war eine weitere Verbesserung
der Diskriminierung erwartet worden, da ein festeres Gerist vorliegt (Abbildung 12). Trotz
Abkiihlung auf unter —-10 °C gelang es aber nicht einmal, die Ergebnisse des ,offenen Systems”
zu erreichen. Die Enantiomerenverhaltnisse der extrahierten Ammonium-Salze lagen durchweg
bei ca. 60:40.”%%' Durch die geschlossene Struktur wird der Innenraum etwas enger und die
Phenyl-Gruppen kdnnen offenbar weniger gut mit dem Gast interagieren.

CH;

HC 0

CH;

Abbildung 12: Ké&figverbindung auf der Basis eines Tris(oxazolin)-Rezeptors nach Ahn.?9

Dies wird weiter untermauert durch die nicht nachweisbare Selektvititat an Alaninmethylester.



Die Gruppe um Roelens veroffentlichte 2006 ebenfalls eine Kafigverbindung mit Benzen-Kern,
welche sich in einem self assembly-Ansatz bildete (Abbildung 13).[3°] Nach Reduktion der Imine
wurde ein Rezeptor erhalten, welcher mit hoher Affinitat B-Glucopyranoside (Kas = 4.8 x 10* m?
fur das B-Octyl-Derivat in CDCl;) bindet. Ein Grund fiir die hohe Bindungskonstante ist sicher in
der schlechten Loslichkeit der des Glucosids in den gewahlten Losungsmitteln zu suchen. Weder
die entsprechenden a-Anomere noch Galaktose oder Mannose-Stereoisomere werden vom
System gebunden. Daher miissen neben der lipophoben Wechselwirkung auch geometrische
und elektronische Faktoren von Bedeutung sein.

NH, \w \
HoN N /—#
N= HN-HN
A\ N N NecNBH, W
NH, « — ZHN | — —_ NH JHUN
/ e/
< N
HN
[ Y N N NH

N ; \ HN

O H o ; \

Abbildung 13: Der Vorlaufer einer Kapsel nach Roelens bildet sich durch self-assembly. Nach Reduktion
der Imin-Gruppen bindet die Kapsel GIucopyranoside.lSO]

Im Zuge weiterer Entwicklungen an diesen Systemen wurde gefunden, dass die um eine 1,2-
Diaminocyclohexaneinheit erweiterte, aber offene Struktur hervorragend geeignet ist fur die

enantioselektive Erkennung von Octylmannosiden.®

Ein erfolgreiches Beispiel fiir die Erkennung von Polyglykosiden ist der Heparin-Sensor von
Anslyn (Abbildung 14). Nachdem gezeigt wurde, dass die GréRe des Benzen-Riickgrats nicht

B2l \wurde eine Erweiterung mittels Alkinyl-Gruppen vorgenommen.® Durch

ausreichte,
Anderung des Aufstellwinkels der Seitenarme kann nun ein gréBerer Bereich des Heparins
umfasst werden. Auch die Phenylboronsauren, welche den Zucker (iber Acetalbildung reversibel
binden, kdnnen nun besser mit dem Substrat interagieren. Die Bindungskonstante liegt bei 1 x
10® M™ in einer Pufferldsung. Auch in Serum ist mit diesem System ein direkter Heparin-

Nachweis moglich.
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Abbildung 14: Heparin-Rezeptor nach Anslyn (links) und Ausschnitt aus dem Heparingerust (rechts).

1.3.2 Chirale Erkennung mittels Cs;-symmetrischer Rezeptoren:
Konzeptionelle Debatten

Eine groRere Kontroverse im Kreise der Entwickler von Systemen mit einer dreizdhligen
Drehachse hat sich an einer Publikation von Végtle aus dem Jahr 1985 entzlindet. Nachdem bis
zu diesem Zeitpunkt die chiral erweiterten Kronenether mit D;-Symmetrie keine erfolgreiche
Diskriminierung von enantiomeren Gasten gezeigt hatten, mutmaliten die Autoren, dass dies
wohl der Symmetrie der Molekiile geschuldet war.** Dies wurde in einem Review von /zatt und
Bradshaw wiederholt. Danach seien makrocyclische Rezeptoren mit Ds;-Symmetrie im

Allgemeinen schlechter fiir chirale Erkennung geeignet.®'®

Die Argumentation lasst sich an Abbildung 15 erlautern. Darin ist der Wirt mit drei homochiralen
Substituten R versehen, der Gast liegt darin/darauf und hat die Substituenten S/M/L mit
unterschiedlicher GroRRe. Der verbleibende Substituent steht senkrecht und kann hier ignoriert
werden. Végtle kam zu dem Schluss, dass das Vertauschen zweier Gast-Substituenten, z.B. S und
L, zu einer energetisch identischen Situation fiihren misse, da es auch in der neuen Situation
einen gleichwertigen L-R sowie S-R-Kontakt gebe. Daher sei eine chirale Erkennung schon
konzeptionell durch Ds;-symmetrische Molekile nicht moglich. (Es wurde nicht auf C;-Systeme
eingegangen, wenn die Argumentation richtig wére, betréafe sie diese aber genauso.)

Allerdings wird die Einschrankung gemacht, dass Makrocyclen mit C;-Symmetrie hierzu durchaus in der

Lage waren, wohl auch vor dem Hintergrund der Publikation von Still aus dem Jahr 1993 Uber die

enantioselektive Erkennung von Peptiden durch einen makrotricyclischen Rezeptor.BG]
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R R

L R L R

Abbildung 15: Schematische Darstellung zur chiralen Erkennung mittels Cs;-symmetrischer
Rezeptoren.

Obwohl sich die Autoren beider Veroffentlichungen sehr vorsichtig geduBert haben, ist
insbesondere aus den Publikationen von Moberg und Ahn zu erkennen, dass bei Végtle eine
verallgemeinerte negative Aussage Uber die Leistungsfahigkeit von dreizdhligen Liganden

gesehen wurde.”?”!

Ahn fordert nun, die Wechselwirkung von drei Gruppen zu beriicksichtigen und so den Rest R im
Umfeld der Substituenten M und L zu betrachten. Wenn man dem Schema im Uhrzeigersinn
folgt, muss somit die Sequenz M-R-L unglinstiger sein als L-R-M, da es hier zu starkeren
AbstoRBungen des grofRen Substituenten kommt. Daher kann nicht schon konzeptionell davon
ausgegangen werden, dass die Erkennung mittels dreizahliger Systeme nicht moglich ist.

1.3.3 Enantioselektive Katalyse

Urspringlich hatte sich die Gruppe von Ahn nicht mit der chiralen Erkennung beschaftigt,
sondern mit der enantioselektiven Organokatalyse. Unter Verwendung des Tris(oxazolin)-
Systems mit tert-Butylgruppen an den chiralen Zentren wurde bei einer Michael-Addition an
Acrylsduremethylester ein Enantiomereniiberschuss von bis zu 82% erzielt (Abbildung 16). Hier
wurden 10 mol% des Katalysators benotigt. Die Autoren vermuten, dass das Kalium-lon im
Rezeptor gebunden ist und somit auch das Enolat in die chirale Umgebung bringt.!*”!

(S,S,S)-Ligand, Ph
KOtBu
Ph™ “COMe + < “CO,Me MeOQC/'\ACOzMe

Abbildung 16: VVon Ahn untersuchte Michael-Addition in Anwesenheit des chiralen Tris(oxazolin)-Rezeptors.

Ein verwandtes System, welches auf chiralen 2-Aminomehtylpyrrolidinen basiert, liefert bei der
Michael-Addition an Nitroalkenen durchweg gute Enantiomereniiberschiisse von 80-98% bei
ansprechenden Ausbeuten (Abbildung 17).%® Der Katalysator bindet die Keton-Komponente als
Enamin und aktiviert diese zugleich, dies ist also ein klassischer Vertreter moderner
Organokatalyse auf Basis von Prolin und seinen Derivaten. Weiterhin gehen die Autoren von der
Bindung der Nitrogruppe Uber Wasserstoffbriicken ausgehend von den proximalen Amin-
Protonen aus. Mit dieser Methode konnten cyclische und acyclische Ketone sowie B-Diketone
umgesetzt werden. Es sei angemerkt, dass die entsprechenden Prolinderivate hinsichtlich der
Enantioselektivitat vollig versagten. Offenbar ist eine gewisse Flexibilitdt des Systems hier
entscheidend fir die Katalyse.
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Abbildung 17: Enantioselektive, organokatalytische Nitro-Michael-Addition.®®

Fujioka beschrieb nahezu gleichzeitig einen weiteren Organokatalysator fiir diese Reaktion. Als
funktionalen Gruppen dienen C,-symmetrische, chirale Imidazolin-Einheiten, die in 1,3,5-Position
am Benzolring angebracht sind (Abbildung 18). Es gelingt die Umsetzung mit cyclischen B-
Ketoestern mit ca. 95% ee und Ausbeuten >90% sowie sehr guten Diastereoselektivititen.>”!
Zwei benachbarte Imidazoline sind jeweils an der Reaktion beteiligt, in dem eines als Brgnsted-
Base die Enolisierung des [-Ketoesters bewirkt, das zweite als Protonendonor eine
Wasserstoffbriicke zur Nitrogruppe des Michael-Akzeptors aufbaut. Fehlt schon eine der drei
Imidazolin-Gruppen oder wird durch Methylierung der Protonenibertrag verhindert, kommt es

zu einem signifikanten Einbruch der Selektivitat.!*”!

o Ph Ph
o)
* o X-NO2 N NH
O/
L*, — L*
24d
H
N N
00— Phi. | /\>‘Ph
o N HN —
~ > No, Ph Ph
PR H

Abbildung 18: Tris(imidazolinyl)benzen-System nach Fujioka, welches firr eine Variante der Michael-
Addition getestet wurde.**!

Bringmann hat durch seine Methode zur enantioselektiven Offnung von Biaryllactonen einen
Zugang zu axial chiralen, enantiomerenangereicherten Biarylen eréffnet. Diese wurden Uber
einen Benzen-Kern zu einem Cs-symmetrischen Triol kombiniert, welches in der Lage ist, in situ
Titan(IV) zu inkorporieren (Abbildung 19). Dieser Komplex zeigte sich als geeignet fir die
enantioselektive Alkylierung aromatischer Aldehyde mittels Diethylzink. Es wurden Ausbeuten
und Enantiomereniiberschiisse oberhalb von 90% erzielt.!*! Angesichts der GroRe des
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Katalysators und dessen eingesetzter Menge (20 mol%) ist dieser Ansatz wohl eher von
akademischem Interesse.

o
)‘J\ + Et,Zn
Ph”” “H
L*
OH
ph”” "

Abbildung 19: Chiraler Titankomplex nach Bringmann zur enantioselektiven Alkylierung von Aldehyden.[‘”]

1.3.4 Neuartige Gerustsynthesen

In den bislang vorgestellten chiralen Systemen wird die chirale Information ,nachtraglich” mit
der funktionellen Gruppe eingefiihrt. Hier sollen noch zwei aktuelle Zugdnge zu chiralen

Rickgraten vorgestellt werden.

Die Synthese eines syn-Benzotriborneols basiert auf einer dreifachen Kupplung von stannylierten
Brom-borneolen (Abbildung 20).1*% Als Katalysator dient ein Kupfer(l)-thiophencarboxylat. Der
Methyl-geschitze Vorlaufer liefert 100% syn-Produkt, die anderen Schutzgruppen fihren zu
syn:anti-Gemischen im Verhaltnis von =85:15. Da derartig gute Verhdltnisse nur erhalten
werden, wenn Heteroatome in den Substraten enthalten sind, liegt nahe, eine Wechselwirkung
zwischen dem Kupfer und den geschiitzten Ethern als Ursache fiir die Selektivitdt der Reaktion
zu sehen.t In ersten Untersuchungen binden die syn-Triole (1-Phenylethyl)ammoniumchlorid mit

geringer Enantioselektivitat.

RO,, RO,,

Br  CuTC,NMP,0°C WOR ‘
OR SnMe3 Q OR
OR

Qe
A

syn anti

Abbildung 20: Die Synthese von syn-Benzotriborneol durch Trimerisierung eines stannylierten Vorlaufers
filhrt in Abhangigkeit vom Rest R zu syn/anti-Gemischen oder zu reinem syn-Produkt .1

£ Wirde die Regiochemie zuverldssig liber die Abgangsgruppen gesteuert, sollte in jedem Fall exklusiv

das syn-Produkt erhalten werden.
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In einem Verfahren von Gibson wird ein 1,3,5-Tri(methoxymethyl)benzen in die entsprechende
Chromtricarbonylverbindung tberfiihrt (Abbildung 21). Diese wird enantioselektiv mit einem
chiralen Diamin und n-Butyllithium deprotoniert. Abfangen mit Alkylhalogeniden oder
Propylenoxid liefert dann das dreifach modifizierte Produkt in >70% Ausbeute und mit einem ee
>90%. Oxidative Ablosung des Chrom-Fragments mittels Cer(IV)ammoniumnitrat liefert das freie
Gerust.*® Unter Verwendung leichter abzuspaltender Schutzgruppen am Sauerstoff (z.B. MOM)

gelingt die enantioselektive Funktionalisierung."*”

OMe OMe
Cr(CO)s
| AN
S
MeO MeO / P
OMe (OC)sCY OMe
1. nBuLi
Ph,  Ph OMe
R-NH HN-R
2. Mel | A
> MeO »

85%, >95% ee
OMe

(OC)sCr

Abbildung 21: Darstellung chiral modifizierter Rezeptorplattformen auf Benzen-Basis.

1.4 Cyclopeptide als Ruckgrat

Zu den groRten Cz-symmetrischen Gerlisten gehoren die Cyclopeptide. Aufgrund ihrer Bausteine
sind diese Geriste inhdrent chiral.

Kubik stellte ein aus (-Prolin und einer 2-Aminobenzoesdure ein alternierend aufgebautes
Hexapeptid fiir die Erkennung von Glykosiden her (Abbildung 22). Die Ringkonformation bedingt
eine aufrechte Position der Reste R oberhalb einer Ringseite. Die Bindungskonstanten liegen mit
ca. 500 M™ in Acetonitril/Methanol-Gemischen im unteren Bereich. Vor allem konnte keine

signifikante Praferenz fur bestimmte Monoglycoside ermittelt werden.!*!
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Abbildung 22: Cyclopeptid-Riickgrat nach Kubik."**!

Inspiriert von marinen macrocyclischen Naturstoffen hat Rebek, jr. eine weitere Klasse von
kleineren Peptiden als Baugruppe fiir supramolekulare Gertiste vorgeschlagen. Auch diese lassen
die funktionellen Gruppen fiir spatere Bindungseinheiten nur Uber einer Seite der Ringebene
aufragen.[46] Sie zeichnen sich durch Azole aus, die in den Ring eingebaut sind. Wahrend die
synthetischen Ansatze zu dieser Chemie anfanglich noch sehr komplex und ineffizient waren,
erzielt Haberhauer inzwischen eine glinstige konvergente Synthese, die in einer Trimerisierung
direkt den gewiinschten Ring in 60% Ausbeute liefert (Abbildung 23). Diese Synthese lasst sich
im Gramm-MaRstab durchfiihren.””! Die weitere Funktionalisierung erfolgt an den sekundaren
Stickstoffatomen der Imidazolringe. Die Ausrichtung der funktionellen Gruppen erfolgt analog
den Benzen-Systemen wieder ({ber sterische Verzahnung mit den benachbarten
Isopropylgruppen. Vor kurzem wurde eine weitere Synthese vorgestellt, in welcher der

Alkylsubstituent im Imidazol modifiziert werden kann."®

HN
NH HN
\3\(0 o
N >
NH, OH  Ppentafluorphenyl- 7 "N H NH
diphenylphoshpinat, HN / N AN
iPr,NEt

Abbildung 23: Cyclisches Tripeptid nach Haberhauer.""!

1.5 Triphenylenketal-basierte Rezeptoren

Zu den grolRen Rickgraten gehort auch die Triphenylenketal-Plattform, welche von Waldvogel
und Rebek jr. vorgeschlagen wurde (Abbildung 24)."°' Diese zeichnet sich durch einen stark
fixierten Abstand der Bindungseinheiten aus. Des Weiteren bietet die elektronenreiche Flache
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des Hexaalkoxytriphenylens eine zusatzliche Wechselwirkung mit Gasten an. Diese konnte bei
der Entwicklung des ersten kiinstlichen Koffeinrezeptors (1)erfolgreich genutzt werden.

Abbildung 24: Kiinstlicher Koffeinrezeptor nach Waldvogel; links: Strukturformel, rechts: Molekdlstruktur
des Koffeinkomplexes aus der Réntgenstrukturuntersuchung eines Einkristalls.®

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des freien Hexahydroxytriphenylens hat sich eine
Dehydrotrimerisierung der ketalisierten Brenzcatechin-Einheiten als glinstigster Zugang

erwiesen. Diese kann sowohl tibergangsmetallvermittelt wie auch elektrochemisch erfolgen.®*%

Die elektrochemische Umsetzung ist nur fiir ausgewdhlte Derivate durchfihrbar. Es ist
notwendig, dass das gebildete Produkt zligig aus der Losung ausfallt, da es ansonsten zu dessen
Uberoxidation kommt. Neben dem all-syn- wird das statistisch bevorzugte anti,anti,syn-Trimer
erhalten, welches nach der Reaktion getrennt und dann durch repetitive Isomerisierung in das
gewlinschte Stereoisomer liberfiihrt wird.

Bei der Umsetzung mittels Molybdanpentachlorid wird hingegen bei einer groReren Zahl von
Substraten unter geeigneten Bedingungen (Struktur des Ketals, Heteroatome in der
Bindungseinheit, ggf. Additive) ein Produktgemisch erhalten, welches sich weitab des statistisch
erwartbaren befindet.®**® In diesem Fall kommt es offenbar zu einer Templatwirkung des
Metallfragments, welche die Bildung des all-syn-Produktes bevorzugt.

Fir die Entwicklung des Koffeinrezeptors erwies sich die extrem starre Bicyclononan-Einheit zur
Positionierung der Bindungsgruppen als glinstig. Die Vororientierung durch tert-Butylgruppen
war hier nicht stark genug.“gl Da Koffein in einer pseudo- C;-symmetrischen Anordnung
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren  aufweist, wird mit drei Harnstoffeinheiten ein
strukturkomplementdres Bindungsmotiv aufgebaut. Diese werden als n-Hexylisocyanat
eingefiihrt. Mittels NMR wurde eine Bindungskonstante in CDCl; von 36500 M ermittelt.””
Dieser Wert ist fiir den Komplex von zwei Neutralmolekiilen beachtlich. Aus Loslichkeitsgriinden
liegen keine weiteren Daten zur Selektivitat gegentliber anderen Oxopurinen vor.
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2 Aufgabenstellung

Die Leistungsfahigkeit von Rezeptoren auf Triphenylenketalbasis wurde erfolgreich am Beispiel
von Koffein konzeptionell demonstriert. Unter Laborbedingungen konnte die Bindung via NMR
nachgewiesen und hinsichtlich ihrer Stabilitdt untersucht werden. Offen blieb aber die Frage,
inwiefern sich Systeme dieses Typs dann auch wirklich fir Anwendungen eignen. Diese Arbeit
beschaftigt sich mit der Beantwortung dieser Frage.

Die Entwicklung eines Chemosensors ist der naheliegendste Ansatz. Als Vorbild dienten die
Chemosensoren nach Anslyn, die vor allem wegen ihrer leichten Handhabbarkeit sowie dem
einfachen Auslesen durch photometrische Methoden tberzeugen.

Im Zug dieser Arbeiten sollte zugleich auch das Bindungsverhalten der Rezeptoren zu
zahlreichen anderen Gasten bestimmt werden.

Der Schwerpunkt der Arbeit sollte aber in der enantiofacialen Differenzierung liegen. Nachdem
schon die chirale Erkennung mittels Cs-symmetrischer Systeme nachweislich mehrere Jahre in
Frage gestellt wurde, war die Seitendifferenzierung an einem ganzen prochiralen Substrat eine
besondere Herausforderung.

Als Testsystem sollte zunachst Koffein untersucht werden. Bei erfolgreicher Ubertragung auf
andere Substrate sollte es moglich sein, eine Seite des Gastes reversibel zu schiitzen und dann
auf der anderen z.B. Hydrierungen durchzufiihren. Eine Beispielanwendung ware die Reduktion
der Pteridin-Einheit von Folsdure, um zur Tetrahydrofolsdure zu gelangen (Abbildung 25). Diese

Reaktion wird bislang nicht enantioselektiv durchgefihrt.®

O
N_ R
j/R H, / Kat. HN | j/
HNT SN N

Abbildung 25: Reduktion der Pteridineinheit der Folsdure zur Tetrahydrofolsaure.

In dieser Arbeit sollten daher die Methoden zur Untersuchung und Quantifizierung der
enantiofacialen Diskriminierung entwickelt und zahlreiche Wirt-Gast-Systeme hinsichtlich dieses
Effektes untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Enantiofaciale Differenzierung durch Supramolekulare
Rezeptoren

Dieses Kapitel fasst die Ergebnisse aus zwei Publikationen zusammen, welche im Anhang
als Original beigefligt sind.

M.C. Schopohl, C. Siering, O. Kataeva, S.R. Waldvogel, Angew. Chem. 2003, 115, 2724—
2727.

C. Siering, S. Grimme, S.R. Waldvogel, Chem. Eur. J. 2005, 11, 1877—1888.

Die bislang vorgestellten Konzepte zur enantiofacialen Differenzierung durch supramolekulare
Systeme sind auf meist exponierte und kleine Baugruppen fokussiert. Ganzlich planare und
prochirale Molekiile wie Koffein missen dagegen als Ganzes abgetastet werden. Die
Unterscheidung der beiden Seiten der Molekile kann somit auch lediglich in der Molekiilebene

geschehen.

Das Konzept lasst sich mit einer Mulde in Form einer Hand erkldren (Abbildung 26). Liegt der
Daumen in der Mulde links, ldsst sich die rechte Hand mit der Flache hineinlegen. In die
spiegelverkehrte Form passt die rechte Hand nur mit Handricken voraus. Die Unterscheidung
gelingt also durch die rein mechanische Analyse der Abfolge der Finger. Dies gilt natirlich nur,
sofern zumindest bekannt ist, welche Hand genutzt wird. Fir die linke Hand ist die Zuordnung

umgekehrt.
“Rezeptor”
“Substrat”
rechte Hand oben unten
linke Hand unten oben

Abbildung 26: Schematisches Konzept zur enantiofacialen Differenzierung mittels eines einseitig offenen
Rezeptors.

Die supramolekulare enantiofaciale Differenzierung soll an Koffein und verwandten
Verbindungen aus der Gruppe der Oxopurine untersucht werden. Diese lagern sich wie schon
gezeigt im Koffeinrezeptor coplanar zur Triphenylen-Ebene ein und werden an drei Positionen
via Wasserstoffbriicken fixiert. Um eine passende ,,Mulde” fir diese Substrate zu bilden, soll der
sterische Anspruch in direkter Umgebung der Bindungsstellen asymmetrisch werden.
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Abbildung 27: Konzept zur enantiofacialen Differenzierung an Oxopurinen mittels Cs-symmetrischen
Rezeptoren. Die Kugeln reprasentieren den Raumanspruch der Substituenten.

Insbesondere die Methylsubstituenten der Oxopurine dirften mit diesen raumgreifenden
Gruppen eine repulsive Wechselwirkung erfahren. Ziel ist, diese so zu gestalten, dass eine der
beiden Formen deutlich bevorzugt wird.

Zur Benennung der diastereomeren Komplexe wird die Nomenklatur von Rose aufgegriffen.[55]

Hierzu werden zunachst die Oxopurine systematisch nach IUPAC nummeriert. Folgen die
aufsteigenden Indizes im Pyrimidin-Teil dem Uhrzeigersinn schaut man auf die a-Seite. Die
diastereomeren Komplexe werden mit jeweils der Seite des Gastes bezeichnet, der zum
Triphenylen weist. (Abbildung 27)

Die Einfihrung der chiralen Information mit sterischem Anspruch erfolgte mittels einfacher a-
chiraler Isocyanate und lieferte 4 und 5 (Abbildung 28). (Die Synthese der in dieser Arbeit
untersuchten Rezeptoren wurde von Dr. Matthias Schopohl durchgefiihrt.)

Der hochdynamische Austausch im Komplex konnte erst in Tieftemperatur-NMR-Experimenten
so verlangsamt werden, dass die Detektion von zwei Spezies moglich ist. Flir die Analyse der
Bindungssituation lassen sich gut die distalen Harnstoff-Protonen nutzen, da diese im Bereich
von 5.5-6.5 ppm gut isoliert liegen und direkt in die Bindung involviert sind. Flir Rezeptor 5
wurden bei 183 K zwei Satze a drei Signalen gefunden. Diese werden den zwei diastereomeren
Komplexen und den drei verschiedenen Bindungsstellen am Koffein zugeordnet. Eine bevorzugte
Spezies bildet sich nicht. Es liegt nahe, dass die Phenylgruppe sich aus dem Innenraum
,wegdreht”. Fiir 4 wurde hingegen ein Verhaltnis von 3:1 bei 183 K ermittelt.

Die absolute Konfiguration der Einlagerung sollte mittels CD-Spektroskopie untersucht werden.
Die Positionierung des Gastes auf dem Triphenylen mit einer ,Vorzugsseite” sollte den
Triphenylenchromophor so storen, dass es zur Ausbildung eines Cotton-Effektes kommt.

5 hat wegen der drei Phenylsubstituenten schon einen intrinsischen CD und zeigt erhebliche
Signalverschiebungen nach Zugabe von Koffein. Allerdings ist die Trennung von intrinsischem
und induziertem Signal ohne weitere Informationen von Vergleichsverbindungen nicht moglich.
4 lieferte extrem schwache Signale, die ebenfalls nur fiir erste Annahmen geeignet waren.
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Abbildung 28: Untersuchte Rezeptoren auf Triphenylenketal-Basis

Um den Einfluss der Struktur der Gaste auf die enantiofaciale Differenzierung zu untersuchen,
wurde eine kleine Bibliothek zusammengestellt (Abbildung 29). Diese lassen sich anhand des
Platzbedarf in der Nahe der H-Briickenakzeptoren zu klassifizieren. Wenn dieser Platzbedarf
nicht symmetrisch ist, wird dieser als Gradient zum gréReren Freiraum hin dargestellt. Dieser
Drehsinn ist bei einigen Gasten identisch mit dem der Nummerierung, bei anderen
entgegengesetzt. In der Analogie zur Hand: Die vom Drehsinn der Nummerierung abgeleitete
a/B-Nomenklatur wire das Aquivalent zur Bezeichnung Handriicken/Handfliche. Der
vorgeschlagene sterische Gradient entsprache dann dem Drehsinn beim Gang vom Daumen zu
den anderen Fingern.

H;C R
O CH, ’ Y-CH
HCy HaC. N
A Y Ni 65 7
gleichsinnig )\ 3k ) 34| />5—H
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,C\ &
HL H H' Qi H
7 R=H 8
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H H O H, ’H

gegensinnig N r p—H
HON RN CHs HaCo A N

C, A o oA
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CH; H

CHs

10
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Abbildung 29: Untersuchte Gaste. Die Bindungsstellen mit unsymmetrischer Umgebung wurden mit einem
Pfeil versehen, welcher in Richtung des gréReren Platzbedarfs weist.
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Im Rahmen der Dissertation wurde die Bibliothek um die Rezeptoren 2 und 3 ergédnzt (Abbildung
28). Auch die Rezeptoren lassen sich in vier Kategorien hinsichtlich des Platzbedarfs der
Kopfgruppen in ihrer Vorzugskonformation am Rezeptor einteilen. Wahrend der groRte
Substituent in der gewahlten Darstellung bei den Menthyl-Derivaten aus der Papierebene
herausragt, liegt er bei Rezeptor 4 hinter der Ebene. Diese Inversion im Platzbedarf sollte auch
hinsichtlich der Vorzugsorientierung des Gastes nachweisbar sein.

Bei den neu hinzugefiigten Menthyl-Derivaten sollte die enantiofaciale Differenzierung noch
einmal deutlich zunehmen, da der Cyclohexylrest auch die Bewegung der angehangten
Substituenten einschrdnkt. Insbesondere der Isopropylrest sollte nach Modelling-Studien den
Innenraum des Rezeptors besonders gut erreichen.

Die Ermittlung der Diastereomeren-Verhaltnisse in Losung erfolgte wieder mittels NMR. Dies
war jedoch anhand der der Amid-Protonen nicht mehr moglich, da hier zu viele Prozesse zu
einer Linienverbreiterung fiihrten und somit die Analyse verhinderten. Auch die Signale der
Methylgruppen entzogen sich wegen Signalliberlagerungen der Analyse. Somit blieb das
Imidazol-Proton des Koffeins als ,Sonde”.

Da es auch hier bei tiefer Temperatur zur Uberlagerung mit Signalen aus dem Triphenylen kam,
musste die Zuordnung ,lber Umwege” durchgefiihrt werden. Durch Reduktion von 8-
Bromkoffein mit NaBD, wurde [8D]-Koffein hergestellt. Durch den Vergleich der Spektren der
natiirlichen und der deuterierten Verbindung im Komplex lieRen sich im Fall des Rezeptors 2 die
zugehorigen Signale identifizieren und das Diastereomerenverhéltnis bestimmen (Abbildung 30).
Dabei zeigte sich, dass die Differenzierung nur unmerklich besser ist als fiir 4 (ca. 3:1 bei 190 K).
In Kristallstrukturen, die Schopohl erhielt, findet sich ein a:B-Verhaltnis von ca. 60:40. In dieser
Struktur drehen sich die Isopropylgruppen des Menthylsubstituenten so, dass das Proton in das
Rezeptorinnere weist.
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Abbildung 30: Tieftemperatur-NMR-Spektren der menthyl-abgeleiteten Rezeptoren mit Koffein (gestrichelt)
und [8D]-Koffein (durchgezogen, diinn) sowie Differenz der Spektren (fett). (oben 2, unten 3) mit Koffein und
[8D]-Koffein und deren Differenz. Die stereochemische Zuordnung erfolgte zunachst anhand von
Analogieschlissen aus Kristallstrukturen

Diese Moglichkeit besteht bei 3 nicht mehr. Folgerichtig verbessert sich die enantiofaciale
Differenzierung: Per NMR ist lediglich eine Spezies nachweisbar. Angesichts der Auflosung der
Methode kann das Verhaltnis mit >9:1 angegeben werden. Konsistent wurden auch in der
Kristallstruktur lediglich ein Diastereomer gefunden.

Tabelle 1: Mittels Tieftemperatur-1H—Spektroskopie (<90 °C) erhaltene Werte fiir die enantiofaciale

Differenzierung an Koffein in Losung. Die stereochemische Zuordnung erfolgte anhand von
Analogieschlissen zur Kristallstrukturen.

Rezeptor o:p
5 1:1
4 1:3
2 3:1
3 >9:1

Die stereochemische Zuordnung der Komplexe anhand von Kristallstrukturen ist zwar plausibel,
aber zur Beschreibung der Situation in Losung nicht belastbar. Daher wurden die Komplexe via
CD-Spektroskopie untersucht.
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Alle aliphatisch substituierten Rezeptoren zeigen keinen Cotton-Effekt im unbelegten Zustand.
Dies ist auf die raumliche Distanz von chiraler Information und Chromophor zurtickzufiihren. Bei
Zugabe der Gaste werden wieder extrem schwache CD-Effekte gemessen (AA <10°), welche sich
nur durch extrem lange Messzeiten tiberhaupt vom Hintergrundrauschen trennen lassen.

Die Koffeinkomplexe der aliphatisch substituierten Systeme weisen Vorzeichenwechsel bei 260
und 295 nm auf (Abbildung 31). Der Vorzeichenverlauf des Rezeptors 4 ist genau umgekehrt wie
bei den Menthyl-abgeleiteten Systemen. AuBerdem ist das Signal bei letztgenannten groRer.
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Abbildung 31: CD-Spektren der Rezeptoren mit Koffein (7)(oben) sowie mit 1,3,7-Trimethylharnsaure (11)
(unten).

Um auszuschlieBen, dass die abweichende Signalintensitat auf eine schwachere Affinitat
zuriickzufihren ist, wurden mittels Titrationen die Bindungskonstanten fiir alle Rezeptoren
ermittelt. Diese liegen durchweg im Bereich von 5 x 10° M. Das schwéchere Signal von Rezeptor
4 ist somit einer schlechten a:B-Selektivitdt zuzuschreiben, da hierdurch der grofite Teil des
Signals kompensiert wird.

Eine besondere Rolle kommt 1,3,7-Trimehtylharnsdure (11) zu. Diese Substanz ist in
Dichlormethan nahezu unléslich, geht aber in Anwesenheit von Rezeptoren sofort in Losung. Der
Komplex zeigt eine andere Signalform im CD, der auch den gednderten elektronischen
Verhiltnissen geschuldet sein kdonnte. Trotz der groRBeren Verdinnung kann auch hier noch
keine Bindungskonstante zuverlassig bestimmt werden. Sie wird auf >10” M™ abgeschitzt.
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Abbildung 32: Titration von Rezeptor 4 mit 1,3,7-Trimethylharnsaure

Als diagnostisch signifikant wird das CD-Vorzeichen bei 283 nm erkannt. Wie in Abbildung 33
gezeigt, fihrt Umkehr des sterischen Anspruchs am Rezeptor wie auch Wechsel der Gasteklasse
nach o.g. Kriterien zu einem Vorzeichenwechsel.

Rezeptor HS\O Q\.
3

Gast 4

2

gleichsinnig 7 +
S & - f
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Abbildung 33: Vorzeichen des CD bei 283 nm bei verschiedenen Wirt-Gast-Kombinationen

Obwohl mittels der CD-Spektroskopie somit eine gute Klassifikation der Wirt-Gast-
Wechselwirkung moglich ist, besteht keine Moglichkeit, ohne Verwendung weiterer
Informationen die absolute Konfiguration des Komplexes zu bestimmen. Die fiir kovalent-chirale
Verbindungen Ubliche Zuordnung Gber den Vergleich mit strukturell verwandten,
konfigurationsbekannten Substanzen war nicht moglich. Daher wurde auf die Simulation von
Spektren zuriickgegriffen.

Die GrofRe des Systems machte Strukturoptimierungen mittels quantenmechanischer Methoden
sehr zeitaufwandig. Es zeigte sich, dass die Minima sehr flach und die glinstigste Struktur nicht
gut definiert ist. AuBerdem wurde gefunden, dass die Lage des Koffeins tiber dem Triphenylen
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einen direkten Einfluss auf den berechneten CD bei 290 nm hat: Bei Drehung in der Ebene
oberhalb des Riickgrats liefert der a-Komplex nur in drei Bereichen von je 80° einen positiven
Wert. Festkorperstrukturen legen nahe, dass der Winkel im Komplex nahe an den Enden diese
Bereiche liegt. Die Spektrenbetrachtung anhand eines einzelnen, falsch gefundenes Minimums
hatte somit deutliche Folgen fir die Interpretation.

Daher wurde auf eine molekulardynamische Simulation mittels Kraftfeldmethoden
zuriickgegriffen. Hierfir musste zunachst das Kraftfeld hinsichtlich der Beschreibung des
Triphenylens optimiert werden, da diese Baugruppe anhand der verfligbaren Parameter nicht
korrekt beschrieben wurde. Danach wurde die eigentliche Simulation mittels eines Monte
Carlo/Stochastic Dynamics Algorithmus durchgefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil, dass ein
groRerer Konformationsraum im Rahmen der Simulation untersucht werden kann, da verhindert
wird, dass sich der Komplex in einer Potentialmulde ,verfangt”. Der jeweilige Komplex wurde in
der o- bzw. B-Konfiguration vorgegeben und fir die thermische Equilibrierung (fiir alle
Simualtionen wurde T=298 K vorgegeben) durch Fixierung der Wasserstoffbriicken vorbereitet.
Nach Abschluss der Equilibrierung wurden dann die Abstandsvorgaben entfernt und die
eigentliche Simulation durchgefiihrt. Nachdem sichergestellt war, dass die Simulation plausible
und konvergierende Ergebnisse lieferte, wurden Trajektorien jeweils mehr als 200 Strukturen
extrahiert. Fiir jede der Strukturen wurde mittels des semi-empirischen TD-PPP-Verfahrens das
UV- und CD-Spektrum berechnet. Da dieses Verfahren Linienspektren liefert, wurden die
Einzelspektren einer Linienverbreiterung mittels GauR-Kurven unterzogen und danach danach
gemittelt.

Die erhaltenen Spektren (sowohl UV wie auch CD) sind in guter Ubereinstimmung mit den
gemessenen Werten. Bei allen Spektren findet sich ein Nulldurchgang bei ca. 265 nm, sowie ein
Bereich mit einem klar definierten Vorzeichen von dort bis ca. 320 nm.(Abbildung 34)
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Abbildung 34: Berechnetes und erhaltenes Spektrum fur Rezeptor 4 mit Koffein.

Die zur x-Achse spiegelsymmetrischen Spektren fiir die diastereomeren a/B-Komplexe erwecken
den Anschein, dass ein Enantiomerenpaar vorliegt. Betrachtet man lediglich die Gast-
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Triphenylen-Anordnung und igoniert somit die chiralen Substituenten, trifft dies in den
Simulationen auch weitgehend zu.

Bei 5 gilt dies nicht mehr, da auch die Phenylsubstituenten zum CD beitragen. Die Simulation
erfasst diesen Umstand korrekt und liefert Spektren ohne Symmetrie zur x-Achse. Da im NMR
keine Diskriminierung gefunden wurde, wurde eine 50:50-Mischung der simulierten Spektren
berechnet. Diese liefert in guter Ubereinstimmung mit dem Experiment durchweg positive CD-
Signale im Bereich von 240 — 290 nm.

Nach quantitativer Abschatzung der systematischen Fehler in der Berechnung der Intensitaten
konnte sogar gezeigt werden, dass gemessenen CD-Signalintensitaiten mit der per NMR
bestimmten enantiofacialen Diskriminierung korrelieren.

Fiir das System Oxopurin-Triphenylen konnte somit ein konsistentes Verfahren fir die
Bestimmung der absoluten Stereochemie in Losung erhalten werden. Daneben wurde erstmals
ein optisches Verfahren fir die Bestimmung der Bindungskonstanten zu verschiedenen Gasten
genutzt.

Durch Kombination von NMR-Methoden, CD-Spektroskopie und theoretischen Methoden
konnte somit ein schlissiges Bild zur enantiofacialen Differenzierung von Hetereoaromaten
entwickelt werden, welches auch in gutem Einklang mit rontgenkristallographischen Daten ist.

Insbesondere die CD-Spektroskopie lieferte hinsichtlich der Verwendung von Rezeptoren auf
Triphenylenketalbasis als enantiofacial differenzierende, reversible , Schutzgruppen” hilfreiche
Informationen, da sie in Losung und bei Raumtemperatur durchfiihrbar ist.

Da die Entwicklung neuartiger chiral modifizierter Systeme auf Triphenylenketalbasis weiter
voranschreitet, wird diese Methode wird fiir die Bewertung und Untersuchung zukilnftiger
Rezeptoren von grofRer Bedeutung sein.
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3.2 Spektroskopische Verfahren zur Bestimmung von
Affinitaten und zur Entwicklung einer schnellen Koffein-
Analytik

Ein Nebenergebnis der Untersuchung chiraler Rezeptoren via CD-Spektroskopie ist die bislang
erste Bestimmung von Bindungskonstanten durch eine optische Methode. Dies hat im Vergleich
zu den bislang verwendeten NMR-Messungen erhebliche Einsparungen an benétigter Substanz
zur Folge, da NMR wegen der schlechteren Sensitivitat deutlich héhere Gesamtkonzentrationen
an Rezeptor benétigt.” Dies hat bei hochaffinen Systemen den weiteren Vorteil, dass im Lauf der
Titration auch die ungebundenen Spezies vermehrt vorliegen. Beides beglinstigt die Bestimmung
der Gleichgewichtskonstanten.

Trotzdem birgt diese Technik Nachteile: Zum einen ist sie auf den Einsatz chiraler Rezeptoren
und prochiraler Gaste beschrankt, zum anderen ist die Aufnahme eines CD-Spektrums
zeitintensiv und bedingt durch die Anschaffungskosten des komplexen Spektrophotometers

teuer.

Im Folgenden werden daher nun zwei Ansatze vorgestellt, die mittels Transmission bzw.
Fluoreszenz im UV/Vis-Bereich die Bindung detektierbar machen. Im ersten Schritt ist zundchst
die Untersuchung der Bindungskonstanten fiir die Diskussion der chemischen Grundlagen von
Bedeutung. In einem zweiten Schritt sollen die Verfahren auch auf ihre Eignung zur Bestimmung
von Koffein in natirlichen Proben untersucht werden.

3.2.1 Bindungsstudien im UV-Vis-Bereich

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden bislang nicht veroffentlicht, sind
aber fir die weiteren Schritte von Belang. Weiterhin wurde auf Basis dieser Arbeiten ein
TNT-Sensor entwickelt.”®

Die Bindung von Koffein fihrt zur Ausbildung einer schwach gelben Farbung und einer
Absorptionsbande im Bereich von 560 nm. Hierbei handelt es sich um eine charge transfer-
Bande, bei der die Anregung zur Ubertragung eines Elektrons vom elektronenreichen
Triphenylen zum elektronenarmen Koffein fihrt.

Dieser Effekt ist fliir eine analytische Verwendung zu schwach. Analog zu dem von Anslyn

[18,23]

mehrfach beschriebenen Indikator-Verdrdangungs-Assay sollte nun ein kompetitiver Gast

eingesetzt werden, der selbst einen starker gefarbten charge transfer-Komplex liefert.

F Typischerweise wurden 20 mg Rezeptor fiir NMR-Messungen eingesetzt. Eine CD-Titration, obwohl als

Batch-Titration durchgeflihrt, verbraucht weniger als 0.5 mg Rezeptor.
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| Trialkylxanthin

( i Konkurrenzgast

Abbildung 35: Konzept zum kompetitiven Nachweis von Koffein im sichtbaren Bereich. Der Komplex mit
Koffeinderivaten ist transparent, dagegen absorbiert der Komplex mit dem Konkurrenzgast.

Da das Triphenylen sehr elektronenreich ist, wurde als Konkurrenzgast ein moglichst
elektronenarmer m-Akzeptor gewdhlt. Zu bevorzugen sind Substanzen, die auch strukturelle
Eigenschaften des Koffeins, insbesondere Planaritdt, Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und ggf.
sogar pseudo- Cs-Symmetrie aufweisen. Besonders gut werden diese Anforderungen von 1,3,5-
Trinitrotoluen (13) erfillt, doch auch mehrere andere Substanzen scheinen geeignet fiir die
beschriebene Anwendung (s. Abbildung 36).

NC.__CN
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| O,N NO, NC Cl NCI:[CN NCICN
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NO, o)

NC™ CN
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Abbildung 36: Elektronenarme Gaste, die zur Ausbildung von charge transfer-Komplexen eingesetzt
wurden.

Ein Kristallisationsansatz mit TNT (13) lieferte dunkelrote, nahezu schwarze Kristalle. Die starke
Farbung spricht fiir eine sehr ausgepragte Charge-Transfer-Wechselwirkung. Bei Auflésung der
Kristalle in Dichlormethan kommt es zur Entfarbung. Selbst bei einer Konzentration von jeweils
0.5 mM Rezeptor 1 und TNT (13) wurde keine ausgepragte Farbung ermittelt. Dies deutete eine
vergleichsweise schwache Bindungskonstante flir TNT an. Aus diesem Grund wurde TNT im
Rahmen dieser Arbeit als chromogener kompetitiver Gast nicht weiter behandelt.

Auch das Chinodimethan 12 schied schon im Vorversuch aus, da die Substanz eine intensive
Eigenfarbung aufweist, die sich bei Zugabe des Rezeptors nicht dndert. Daher wurde das
Augenmerk auf die beiden Gaste 15 und 16 gerichtet. Das letztgenannte fiihrt zu einer
signifikanten Absorption bei 505 nm und einer extrem breiten Bande oberhalb von 650 nm. Die
charge transfer-Bande des Komplexes von 15 liegt bei 550 nm. Diese Absorptionen fiihren zu
deutlich sichtbar gefarbten Losungen.
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Abbildung 37: UV-Spektren von dquimolaren Gemischen von Rezeptor 1 und TCB (15, —) bzw. TCNE (16,
— —). c(Rezeptor) = ¢(Gast) = 0.5 mm.

Wenngleich mit dem Auge schon gut zu erkennen, kénnte die Farbung noch deutlich intensiver
sein. Aus diesem Grund sollten fiir die Titrationen zur Bestimmung der Bindungskonstanten
nochmals deutlich konzentriertere (> 10 mm) Losungen eingesetzt werden. Diese konnen
aufgrund schlechter Loslichkeit von 15 in Dichlormethan nicht hergestellt werden, so dass auch
15 fir die weiteren Untersuchungen ausschied.
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Abbildung 38: Titration von Rezeptor 1 mit 16. c(Rezeptor)= 1.01 mMm, crie(Gast) = 10 mm.

Abbildung 38 zeigt den Signalzuwachs bei 500 bzw. 850 nm in einer Titration von Rezeptor 1 mit
Tetracyanoethylen (16). Solche Losungen zeichnen sich durch eine deutliche Rotfarbung aus.

Die Eigenvektoranalyse dieser Titration zeigt die Existenz von zwei linear unabhangigen
Komponenten im System. Dabei handelt es sich wohl um den unbesetzten Rezeptor und den
Komplex.G Unter diesen Annahmen ergibt sich eine Bindungskonstante von Kus=100 M. Dieser
Wert ist im Vergleich zu Koffein (Kas = 36500 m™) extrem klein. Die Ursache dirfte in der
geringen lateralen Ausdehnung des Gastes liegen. 16 ist nicht mehr in der Lage, alle drei Arme
des Gastes gleichzeitig zu  erreichen. AufRerdem sind Cyano-Gruppen als

Wasserstoffbriickenakzeptoren deutlich schlechter geeignet als amidische Carbonyleinheiten.””

16 st in dem hier untersuchten Wellenlingenbereich véllig transparent, wie durch eine Untersuchung

einer 10 mm Losung von 16 bestatigt wurde (o. Abb.).
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Der Komplexstabilitdat zutraglich diirfte der ausgepragtere charge transfer-Charakter der
Wechselwirkung sein. Allerdings wird diesen Wechselwirkungen in der Literatur nur eine

untergeordnete Rolle beigemessen.[58]

Um die Eignung fiir einen kompetitiven Nachweis zu priifen, wurde der Rezeptor mit 20
Aquivalenten 16 versetzt und dann mit einer Koffeinldsung titriert (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Kompetitive Titration von Rezeptor 1 und 16 mit Koffein; c(Rezeptor)=1.01 mm,
c(16)=20.0 mm, c(Koffein)=0.01 m.

Es zeigt sich ein deutlicher Rickgang in allen Signalbereichen. Der , Knick” in der Kurve bei einer
Konzentration von ca. 1 mM weist auf den Aquivalenzpunkt hin. Angesichts der schon mittels
anderer Methoden bestimmten Bindungskonstanten und der hier angesetzten hohen
Konzentrationen ist davon auszugehen, dass der vorliegende Rezeptor nahezu vollstdndig in den
Koffeinkomplex Uberfiihrt wird. Legt man die zuvor bestimmte Assoziationskonstante fir 16
zugrunde, so wird diese Interpretation auch von der Eigenvektor-Analyse der
Titrationsergebnisse bestatigt. Bei den beschriebenen Bedingungen liegt zu Beginn der Titration
der Rezeptor zu fast 70% als TCNE-Komplex und ca. 30% in der freien Form vor. Nach Zugabe von
1 Aquivalent des Gastes sind diese beiden Spezies nur noch mit 11 bzw. 6% prasent, wihrend
nun der Koffein-Komplex mit Gber 80% dominiert. Anhand der gleichen Analyse ldsst sich auch
eine Assoziationskonstante fiir Koffein von 40 000 + 5000 M ermitteln."” Dieser Wert stimmt gut
mit den aus den NMR-Titrationen erhaltenen Werten Uberein und liefert somit ein stimmiges
Ergebnis.

Auch mit bloBem Auge lasst sich die Entfarbung des charge transfer-Komplexes gut verfolgen
(Abbildung 40). Von der roten Farbe des 16-Komplexes kommt man bei Zugabe von Koffein zur
leicht geblichen Eigenfarbung von Rezeptor und 16.

Diese Titration wurde jeweils mit 0.01 bzw. 0.1 m Losungen von Koffein durchgefiihrt.
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Abbildung 40: Batch-Titration einer Losung von Rezeptor 1 (c=11 mm) und 16 (c=22 mm) mit Koffein. Die
angegebenen Werte entsprechen den zugesetzten Aquivalenten an Koffein (bezogen auf den Rezeptor).

Die Natur der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und TCNE bedurfte noch einer Klarung. Sollte
die charge transfer-Wechselwirkung mafRgeblichen Anteil an der Bindung des Gastes haben,
dirfte die Entfernung der Harnstoffeinheiten keinerlei negativen Effekt auf die Farbwirkung
haben. Aus diesem Grund wurde in einem Kontrollversuch das nicht-funktionalisierte System (s.
rechts) mit Koffein versetzt. Obwohl sowohl Triphenylen als

auch der Gast in hohen Konzentrationen von 11 bzw. 22 mm
eingesetzt wurden, konnte keine Farbanderung beobachtet O><:>
werden. Auch die Zugabe von einem Aquivalent Koffein fiihrt zu e

3

keinen sichtbaren Effekten. Insofern liegt nahe, dass fiir die
Wechselwirkung von TCNE und Rezeptor durchaus die
Harnstoffeinheiten von Bedeutung sind.

Da das Nachweisprinzip auch die Anwendung als Chemosensor nahelegt, wurden daraufhin
Kreuzempfindlichkeiten mit typischen Bestandteilen von Kaffeegetranken untersucht. Einige der
in Frage kommenden Analyten sind nur in Anwesenheit von Methanol I6slich, daher wurde
zundchst dessen Einfluss auf den Komplex Gberprift.
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Abbildung 41: Untersuchung von 16+1 auf Empfindlichkeit gegentber Methanol; ¢(16)=20 mm, ¢(1)=1.0 mm.



32

Die Zugabe von Methanol fiihrt zu einer deutlichen Signalabnahme (Abbildung 41). Diese ist zum
einen auf die Storung der Wasserstoff-Briicken zuriickzufiihren. Auch eine Aggregation der
Rezeptoren und damit verbundene Zerstérung der Komplexe ist denkbar. (s. Kapitel 3.2.3.6)
Beim Einsatz von Analyt-Lésungen mit einem gewissen Methanol-Anteil muss also dieser Effekt

bericksichtigt werden.

In einem ersten Versuch wurde Chinasdure (s. rechts) als kompetitiver

Gast zugesetzt. Diese ist Bestandteil der Chlorogensauren im Kaffee und OH
wird im Aufbriihvorgang freigesetzt. Chinasdure ist in Dichlormethan HOOC OH
oder Dichlormethan/Methanol-Gemischen nicht 16slich. Daher wurde OH OH

sie in MeOH eingesetzt. Wie aus Abbildung 42 ersichtlich, unterscheidet 17

sich der Titrationsverlauf nur unmerklich von den mit reinem Methanol

erhaltenen Werten. Der zundchst etwas steilere Signalabfall konnte in der der Wirkung der
Chinasaure begriindet sein, fiir eine schliissige Aussage reichen diese Befunde allerdings nicht
aus.
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Abbildung 42: Titration von Rezeptor 1 mit Chinasdure (17, zugesetzt als methanolische Ldsung), als
Referenzwert sind die Daten flir die Zugabe von reinem Methanol angegeben (m); c(17) = 100 mm, ¢(1) =
1 mm, ¢(16) =20 m.

Catechin (s. rechts) 16st sich in einem Gemisch aus Dichlormethan OH

und Methanol (4:1). Diese sehr elektronenreiche Substanz erweist

sich allerdings als instabil gegenlber TCNE, was sofort nach der HO O

Catechinzugabe zu einer Tribung des TCNE—Rezeptorgemisches

fihrt. OH
OH

Dieser Versuch zeigt zugleich das Kernproblem des Farbnachweises

auf der Basis von charge transfer-Komplexen: Zum einen sollten die kompetitiven Gaste
moglichst elektronenarm sein, um einen stabilen und intensiv gefarbten Komplex zu bilden, zum
anderen dirfen sie nicht mit Substrat oder dem Rezeptor reagieren.

So fiihrten Versuche mit DDQ (14) zu einer spontanen Griinfarbung die Losung, welche auf die
Oxidation des Triphenylens zum Radikalkation zurlickgefiihrt wird. Diese ist auch aus der
Elektrosynthese der Triphenylene bekannt. Auch Koffein reagiert direkt mit DDQ.

OH
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Trotz der vielversprechenden erste Ansatze zum kolorimetrischen Nachweis von Koffein mittels
Rezeptoren auf Triphenylenketal-Basis wurden die Arbeiten an dieser Stelle eingestellt.
Insbesondere die schlechte Bindungskonstanten flir die kompetitiven Gaste, vor allem aber
deren chemische Reaktivitat machten diesen Ansatz fiir weitere Anwendungen uninteressant.
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3.2.2 Direkte Koffein-Analytik durch Fluoreszenz

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden veroffentlicht unter
C. Siering, B. Beermann, S. R. Waldvogel, Supramol. Chem. 2006, 18, 23-27.

Das Triphenylen ist ein guter Fluorophor und liefert eine blauliche Fluoreszenz. Absorptions- und
Emissions-Spektrum sind in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum des Rezeptors 1.

Die sehr schwache Bande Absorptionsbande bei 352 nm wird dem symmetrieverbotenen
Ubergang So—S; zugeordnet.”*®% Das S;-Niveau ist fiir die Fluoreszenz von zentraler Bedeutung.
Die stabile Lage des Emissionsmaximums (389 nm) bei Verdnderungen der
Anregungswellenlange belegt, dass die Fluoreszenz ausschlieRlich aus diesem Niveau erfolgt.

In natlirlichen Proben (z.B. Kaffee) kommen oft Zimtsdurederivate vor, welche bis 315 nm stark
absorbieren.®™ Um diesen Stérungen von vornherein aus dem Weg zu gehen, wird das
Triphenylen im langewelligsten Ubergang, bei 352 nm angeregt.'

Die schwache Absorption in diesem Bereich birgt zudem noch den Vorteil, dass bei
vergleichbaren Konzentrationen (1-50 uM) wie in den vorangegangenen Kapiteln gearbeitet
werden kann. Anregung im Absorptionsmaximum wiirde eine deutliche Verdiinnung zwingend
erfordern, da ansonsten der inner filter effect die Ergebnisse stark verfélscht. Einen Eindruck von
diesem Effekt vermittelt eine Konzentrationsreihe im Bereich von 30-50 um (Abbildung 44).
Diese wird durch Verdinnung einer entsprechenden Rezeptorldsung erhalten. Bei einem
Verhalten nach Lambert-Beer sollte die ,molare” Fluoreszenz F/c (analog E/c = ed) konstant sein.
Die Zunahme dieser GroRe bei fortschreitender Verdiinnung deutet jedoch an, dass trotz
Anregung bei 352 nm der inner filter effect noch immer zu berlicksichtigen ist. Bei einer
Verdiinnung von 50 uM um 30% gewinnt F/c immerhin 10%. Um diesen Effekt bei den
Messungen moglichst gering zu halten, werden bei Titrationen moglichst kleine Volumina (<10%
Vol.) zur Rezeptorldsung zugesetzt und/oder Rezeptorkonzentrationen <<50 uM eingesetzt.

In technischen Studien wie der Bestimmung von Bindungskonstanten erfolgte die Anregung in
manchen Experimenten bei 330 nm. Dies sollte keinen Einfluss auf die ermittelten Konstanten haben.
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Abbildung 44: Abhangigkeit der ,molaren” Fluoreszenz (A = 389 nm) von der Konzentration des Rezeptors
1.

Die Zugabe von Koffein oder 7-Octyltheophyllin (18, s. rechts) zu einer 0] R
Losung des Rezeptors 1 fihrt zu signifikanten Veranderungen der SN N
Rezeptor-Fluoreszenz (Abbildung 45; links). Zum einen kommt es zu einer )\)ﬁ />
leichten Signalzunahme (fast im gesamten Emissionsbereich), zum O 'Tl N

anderen zu einer bathochromen Verschiebung um ca. 2 nm. Da diese
R=CgHq; 18

auch im Absorptionspektrum auftritt, kann als Ursache eine Verdnderung H' 19

des S;-Niveaus ermittelt werden. (Abbildung 45; rechts).’
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Abbildung 45: links: Signalzuwachs bei der Zugabe von 18 zu Rezeptor 2. cy(2) = 12.5 pm, Vo(2) = 2.00 mL,
c(Koffein) = 5.29 mwm; rechts: Einfluss der Zugabe von 18 auf das Absorptionsspekirum des Rezeptors am
roten Ende des Spektrums. ¢(1)=10.0 ym, ¢(18)=75 pum.

Wegen der Breite der Bande und der héheren Auflosung bei der Intensitdatsbestimmung wird fur
die weiteren Untersuchungen nicht die bathochrome Verschiebung sondern die
Fluoreszenzintensitat bei 392 nm genutzt.

! Vergleichbare Effekte wurden schon an 2,3,6,7,10,11-Hexaalkoxytriphenylenen beim Ubergang von der

Lésung in die kolumnare Mesophase gefunden.*®”
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Im verwendeten Versuchsaufbau mit Magnetriihrer in der Kiivette wurde spatestens 10 s nach
Zugabe des Gast-Aliquots Signalstabilitat erreicht. Dies entspricht den Ergebnissen aus NMR-

spektroskopischen Untersuchungen,

die dem System eine hohe Dynamik

.. [50]
bescheinigt haben. Tabelle 2: Bindungskonstanten (log Kass) fur verschiedene

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Rezeptor/Gast-Kombinationen

Titrationen, welche eine gute

.. L ) . . Gast Rezeptor

Ubereinstimmung mit den fir Koffein 1 2
verflgbaren Werten aus den anderen 7 4.45 +0.05 4.48 +0.02
Messmethoden (NMR, CD, UV) 18 4.49 +0.02 44+0.1
aufweisen. Bemerkenswert an diesem 19° 4.66 + 0.05 4.44 +0.03

Ergebnis ist die vergleichbare Affinitat
fiir Koffein (7) und 7-Octyltheophyllin

Titrationsbedingungen: c(Rezeptor) = 10 um; T = 25 °C.
® unter Vernachl3ssigung von Theophyllin-Aggregaten

(18). CD-spektroskopisch wurde schon

gezeigt, dass verzweigte
Substituenten in Position 7 des Oxopurins die Bindungskonstante negativ beeinflussen. Hier
wurde nun gezeigt, dass dies nicht fiir eine lineare Erweiterung des Substituenten an dieser

Stelle gilt.

Im Gegensatz zu Theobromin kann von Theophyllin (19) zumindest eine geeignete Stammlésung
zur Titration (2.6 mmMm) erhalten werden. Die ermittelte Konstante ist vergleichbar zum Wert fir
Koffein. Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass Theophyllin in Losung nicht vollig frei,
sondern zum Teil noch als Dimer vorliegt. Dies wiirde zu einer negativen Verfadlschung der
Bindungskonstante fiihren."
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Abbildung 46: Fluoreszenzspektren (links) und Verteilungsdiagramm (rechts) einer Titration von Rezeptor 1
mit Theophyllin (19); co(1) = 10.0 pym, ¢(19) = 2.55 mm.

Dr. M. Bomkamp zeigte in einem radiometrischen Verteilungsexperiment in Toluol fiir Koffein
eine logarithmische Bindungskonstanten von 5.0 — 5.6. Dieser unerwartet hohe Wert wurde

Die Dimerisierung lasst sich fluoreszenzspektroskopisch nicht quantifizieren, da es keine auswertbare
Grofle gibt. Auch ein NMR-spektroskopischer Ansatz ist wegen der geringen Loslichkeit in
Dichlormethan nicht durchfiihrbar.
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daher in wasserfreiem Toluol auch fluorimetrisch bestimmt. Fir die Rezeptoren 1 und die
analoge Verbindung mit Octylketten am Harnstoff wurden Werte von 5.9 erhalten. Der groRe
Unterschied zu den Messungen aus Dichlormethan sind vornehmlich auf solvophobe Effekte
zurtckzufihren.

Wegen ihrer extrem schlechten Loslichkeit ist zuvor auch schon 1,3,7-Trimethylharnsdure (11)
aufgefallen. Hinreichend konzentrierte und handhabbare Lésungen lassen sich nur in einem
Gemisch von Dichlormethan und Methanol (20% Vol.) erhalten. Die Zugabe einer solchen Losung
zu Rezeptor 1 (im gleichen Losungsmittelgemisch) flihrt ebenso wie die anderen Oxopurine zu
einer bathochromen Verschiebung des Emissionsmaximums um 2 nm." Dabei ergibt sich auch
die zuvor beschriebene Signalzunahme um mehr als 30% bezogen auf die Fluoreszenz des
unbelegten Rezeptors."

1,4 -
- | |
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n
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— n
[0]
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360 380 400 420 0.0 1.0x10°  2,0x10°  3.0x10% ¢
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Abbildung 47: Fluoreszenz von Rezeptor 1 bei Zugabe von 1,3,7-Trimethylharnsaure; co(1) = 10 um, ¢(1) =
0.105 mm bzw. 1.05 mm. In dieser Messung wurden grof3e Volumina der Gastldsung zugesetzt. Daher wird
hier in Fyorrdie Verdiinnung des Rezeptors um bis zu 30% bertcksichtigt.

Wegen der Verwendung eines LOosungsmittelgemisches wurde von der Bestimmung einer
Bindungskonstante abgesehen. Trotzdem ist die Bindung des Gastes in Gegenwart von Methanol
hochst beachtlich, denn am System 1e7 zeigt Methanol einen starken Effekt: Je hdher dessen
Anteil in der Losung, desto geringer sind die Intensitdt und die bathochrome Verschiebung
(Abbildung 48). Bei einem Methanolgehalt von 20% Vol. ergibt sich eine Signalabnahme in
Fior/Fo von 1.30 auf ca. 1.05. Bei vergleichbaren Konzentrationsverhaltnissen wird flr
1,3,7-Trimethylharnsaure ein Wert von ~1.15 gefunden.

Das Verdriangungsexperiment mit Methanol belegt den Zusammenhang zwischen
Komplexbildung und Fluoreszenz. Sofern andere triviale Aspekte (z.B. Streulicht, Anregung des

Wegen der geringeren Konzentration des Gastes in der Stammldsung miissen groRere Volumina
zugesetzt werden. Daher wird hier als KenngréRe For = FV/V, (V, ist die Ausgangsvolumen, V das
Volumen bei der Messung) verwendet, welche die Verdiinnung des Rezeptors berlicksichtigt.

M Der hier bestimmte Effekt ist deutlich groBer als die zuvor beschriebene Erhohung der molaren

Fluoreszenz. Dort wurde bei Verdiinnung um 30% lediglich ein Zuwachs um 9% ermittelt.
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Koffeins, fluoreszente Verunreinigungen) fir den Signalzuwachs verantwortlich waren, darfte
dieser Effekt nicht durch die Zugabe von Methanol zurickfihrbar sein.
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Abbildung 48: Einfluss von Methanol auf die Fluoreszenz von Komplex 1+7; links: Emissionsspektren,
gestrichelt ist das Spektrum des unbesetzten Rezeptors; Rechts: Verdunnungskorrigierte
Fluoreszenzintensitat bezogen auf die Intensitat des unbesetzten Rezeptors (Fo). co(1) = 9.1 um; co(7) =
91 uM, Aex= 340 nm.

Im Rahmen der Untersuchungen mit Methanol im Losungsmittel wird beobachtet, dass sich die
Fluoreszenz Uber eine Zeitspanne von 20-30 min nach der Zugabe des Methanols leicht erhoht.
Der Intensitatszuwachs ist bei weitem nicht so ausgepragt wie bei der Bindung von Oxopurin-
Gasten, dennoch ist er gut messbar. Die Experimente werden unter verschiedenen Bedingungen
mit den Rezeptoren 1 und 2 durchgefiihrt. Auch wird untersucht, ob die Anwesenheit von
Gasten den Effekt verzogert oder sogar verhindern kann.
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Abbildung 49: Ausgewahlte Experimente zum Langzeitverhalten nach Methanolzugabe. 1(e), 2 (20 pm) +15
Aquiv. Koffein (A), 1 (23 um) + 14 Aquiv. Koffein (m). Die Zugabe des Methanols (0.5 mL) erfolgte zum
Zeitpunkt t = 0 min. Alle Experimente wurden unter Temperaturkontrolle (25.00 + 0.05 °C) durchgefiihrt. Vor
jedem Experiment wurde die Signalstabilitét Gber einen Zeitraum von mehr als 10 Minuten Uberprift. Aex=
352 nm, Aem= 389 nm.
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Das Ergebnis ist nicht einheitlich. Die in Abbildung 49 dargestellten ,Kinetiken” sind eine
Auswahl aus einer Vielzahl von Messungen. Unabhangig von der Anwesenheit von Gasten ist
allen Systemen ein Signalzuwachs um 3-4% bezogen auf den tiefsten gemessenen Wert (kurz
nach Zugabe des Methanols) gemein. Temperaturschwankungen oder andere dufRere Einfliisse
sind auszuschlieRen, da alle Proben vor der Methanol-Zugabe mindestens 10 Minuten auf
Signalstabilitat Gberprift wurden.

Es wurde eine Aggregation der Rezeptoren in Losung vermutet, daher wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Bernd Beermann" dynamische Lichtstreuungsexperimente
durchgefihrt.

Tabelle 3: Dynamische Lichtstreuung an den Rezeptoren 1 und 2 vor und nach Zugabe von Methanol. Alle

angegebenen Werte beziehen sich auf die kleinste Spezies, welche nicht als Lésungsmittel identifiziert
wurde. D ist der translationale Diffusionskoeffizient, R, stellt den hydrodynamischen Radius dar.

Rezeptor Lésungsmittel D,/cm?*s™  Rn/nm M/kDa
1 CH,Cl, 3.78x10°  0.48 0.64
1 CH,Cl,/MeOH 4:1 2.85x10°  0.64 1.18
2 CH,Cl, 2.66x10° 0.7 1.46
2 CH,Cl,/MeOH 9:1 4.8 x10" 29 9110

Fir Rezeptor 1 wird in Abwesenheit von Methanol ein Molgewicht von 640 g/mol ermittelt. Die
Abweichung zum wirklichen Molekulargewicht ist in den zahlreichen Annahmen zur Bestimmung
dieses Wertes bedingt. Nach Zugabe von Methanol und einer ausreichenden Inkubationszeit (>1
h) ist in Losung diese Spezies nicht mehr nachweisbar. Das kleinste nachweisbare Teilchen weist
in etwa die doppelte Masse (1180 g/mol) auf. Wihrend der Messung werden auch hdhere
Aggregate gefunden, deren GroRe aber nicht mit ausreichender Genauigkeit bestimmt werden
kann. Im Fall des Menthyl-Rezeptors kann auch das Dimer nicht gefunden werden. Hier wird als
kleinstes Aggregat eine Partikelgr6Re von 9100 g/mol ermittelt. Auch bei Rezeptor 2 ist nach
Zugabe von Methanol also keine ,,monomere” Spezies nachweisbar.

Die direkte fluorimetrische Beobachtung der Bindung von Oxopurinen an die Rezeptoren auf
Triphenylenketalbasis konnte somit als eine schnelle und einfache Bestimmung von
Bindungskonstanten etabliert werden. Fir die Anwendung als Chemosensor ist sie aber nur
maRig geeignet. Als Hauptgrinde sind vor allem der maRige maximale Intensitdtszuwachs um
nur 30% anzufiihren.

Institut fur Physikalische Chemie, Westf. Wilhelms-Universitat Miinster
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3.2.3 Indirekter Koffein-Nachweis

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden veroffentlicht unter
C. Siering, H. Kerschbaumer, M. Nieger, S. R. Waldvogel, Org. Lett. 2006, 8, 1471-1474.

Da die direkte Umsetzung von Koffein mit den Koffeinrezeptoren keinen ausreichenden
Signalzuwachs liefert, wurde analog zu Kapitel 3.2.1 die Verwendung eines kompetitiven
Nachweises entwickelt.

3.2.3.1 Konzeptionelle Uberlegungen

Es soll ein modularer Ansatz zur Anwendung kommen, welcher die einfache Variation der
kompetitiven Gaste ermoglichen sollte. Gewahlt wird eine Struktur aus einer Bindungseinheit,
einem Verbindungsstiick und einer Signaleinheit.

Als Bindungseinheit werden 1,3,7-Trialkylxanthine verwendet. Als Linker wird an N7 ein Alkylrest
eingesetzt, da aus dem vorausgegangenen Kapitel bekannt ist, dass Alkylketten an dieser Stelle
die Bindung nicht erheblich storen. Unterstitzt wird dies durch Analyse der rontgenographisch
erhaltenen Molekilstrukturen, in denen der Methylsubstituent an dieser Position genau in den
Bereich zwischen den Bindungsstellen weist.

Zu Beginn der Arbeiten standen verschiedene fluoreszenzbasierte Signalwege zur Auswahl, die in
Abbildung 50 dargestellt sind. Kerngedanke war die Einfihrung einer weiteren fluoreszenten
Gruppe, die moglichst im sichtbaren Bereich emittiert. Dies sollte unter Umstinden zur
Entwicklung eines gerdateunabhdngigen (,naked-eye”) Schnelltests fihren. So konnte
beispielsweise eine Wellenldngenverschiebung beim Ubergang vom ungebundenen
Konkurrenzgast IV zum Komplex lll auftreten. Auch Uber die Entwicklung eines ,on-off“-
Mechanismus wurde nachgedacht, bei dem im freien Konkurrenzgast die Fluoreszenz des
Markers geléscht wird (V1) und erst bei Bindung an den Rezeptor in Erscheinung tritt (V).

Trialkylxanthin

j Rezeptor
.
v

Fluoreszenzmarker

X
0 Strahlungsloser PN X
Energietransfer
V
Abbildung 50: Fluoreszenzbasierte Nachweiskonzepte flir Trialkylxanthine mit triphenylenbasierten
Rezeptoren. Die dargestellten Farben symbolisieren die Wellenlange des emittierten und absorbierten
Lichts.

VI

Weitere Anforderung an den eingesetzten Fluorophor war eine moglichst einfach
durchzufiihrende w-Kupplung am Abstandshalter. Da von einem Halogenid ausgegangen wird,
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lasst sich dieser leicht mit einer Amino- oder Hydroxyfunktion versehen. Diese Funktionen sind
hervorragend geeignet zur Anbindung von kommerziell erhaltlichen Marker-Vorlaufern, welche
oft in der Biochemie oder medizinischen Chemie zur Markierung von Proteinen genutzt werden
und somit schon geeignete Ankergruppen anbieten. In dieser Arbeit wurden zur
Fluoreszenzmarkierung 4-Chlor-7-nitrobenzofurazan (22), Anthracen-9-carbaldehyd (23),
Fluoresceinisothiocyanat (20) sowie Dansylchlorid (21) getestet. Diese sollten sich (ber einfache
Kondensations- oder Substitutionsreaktionen mit einem Amino-funktionalisierten Vorlaufer
verbinden lassen.
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Abbildung 51: Vorlaufer zur Einbringung eines Fluoreszenzmarkers fir die Darstellung des kompetitiven
Gastes.

3.2.3.2 Darstellung fluoreszenzmarkierter Géste

Deprotonierung des Theophyllins mit Natriumhydrid und anschlieBende Alkylierung mit einem
Uberschuss an o,o-Dibromhexan bzw. -butan fiihrt zu den gewiinschten Produkten. Die
Massenspektrometrie zeigt in beiden Fallen das charakteristische Isotopenmuster einer
monobromierten Verbindung, im 'H-NMR findet man das charakteristische Triplett der N7-
Methylengruppe. Bei der anschliefenden Umsetzung mit Natriumazid kann das intermediar
gebildete Alkylazid massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Auf eine Isolierung wird
wegen der geringen Stabilitat der Substanz verzichtet. Stattdessen erfolgt direkt die heterogene
Hydrierung an Palladium/Kohle, welche die entsprechenden Amine in ordentlichen Ausbeuten
lieferte. Neben den massenspektrometrischen Untersuchungen belegt im C-NMR die Lage der
terminalen Aminomethylgruppe bei 42 bzw. 41 ppm die erfolgreiche Umsetzung.

O 4 1.NaH 0 " 1. NaN,

NN 2BrCHIeBr N/< )5 2. PdIC, 2.PAC, H,
- N
W | />
0" >N~ N RT, 74% O)\N N> 99"/ él\
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Abbildung 52: Synthese des Theophyllin-Bausteins, welcher als Vorlaufer fir die markierten
Konkurrenzgéaste dient.

Die Umsetzung des Vorldufers mit Anthracen-9-carbaldehyd (23) erweist sich
Uberraschenderweise als problematisch. Anwesenheit von Molekularsieb und Erwarmung auf 60
°C kann die Umsetzung zum Imin nicht foérdern. Stattdessen werden lediglich die
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Ausgangsmaterialien reisoliert. Die Umsetzung unter gleichen Bedingungen in Methanol ergibt
einen zusatzlichen Fleck auf der DC-Platte, jedoch kann eine entsprechende Fraktion
saulenchromatographisch trotz zligiger Arbeit nicht isoliert werden, obwohl die Substanz laut
Massenspektrometrie im Reaktionsgemisch nachgewiesen wird.

Bei der Darstellung des Fluorescein-modifizierten Gastes liegen die Schwierigkeiten vornehmlich
in der Aufreinigung. Das gewlinschte Produkt enthalt eine freie Carboxy-Funktion sowie einen
Thioharnstoff. Die Aufreinigung dieser hoch polaren Substanz an konventionellem Kieselgel ist
nicht moglich. Nur der Einsatz von Umkehrphasen zeigt hier einen nennenswerten Effekt. In
einem Wasser/Methanol-Gemisch kénnen zwei Fraktionen abgetrennt werden, von denen eine
auch das gewiinschte Produkt (MS) enthalt, allerdings nur in sehr kleinen Ausbeuten. Die gute
Wasserloslichkeit der Substanz stellt eine weitere Schwierigkeit fur die geplante Anwendung dar,
da diese im deutlich weniger polaren Dichlormethan erfolgt.

Die Umsetzung mit Dansylchlorid zum entsprechenden Sulfonamid gelingt ohne Komplikationen.
In Gegenwart von Triethylamin wird der entsprechende Gast in 67% Ausbeute erhalten, welcher
massenspektrometrisch als [M+Na]" und [2M+Na]® nachgewiesen wird. Auch die NMR-
spektroskopischen Untersuchungen belegen die erfolgreiche Umsetzung.

Die 7-Nitrobenzofurazyl-Gruppe ist ein duRerst beliebter Fluorophor. Uber eine SyAr-Reaktion
lassen sich leicht Amine am entsprechenden Arylring verankern. Fangt man die entstehende
Salzsdure durch Zugabe adaquater Mengen Triethylamin ab, so ldsst sich nach 8 h bei milden
Bedingungen das gewdinschte Produkt 24 gewinnen. Bei der sdulenchromatographischen
Aufreinigung lassen sich Verunreinigungen nicht vollstindig oder unter erheblichen
Produktverlusten entfernen. Umbkristallisation aus Toluol liefert aber das Produkt als
analysenreines Cokristallistat mit dem Losungsmittel. Das Ergebnis der réntgenographischen
Untersuchung dieser Einkristalle ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Molekdulstruktur von 24 mit eingelagertem Toluol (fehlgeordnet).

Es zeigt sich eine coplanare Anordnung der Purin- und Benzofurazyleinheiten, der Abstand
zwischen den Heterocyclen betragt ca. 7 A. Der Zwischenraum wird durch ein interkaliertes
Toluol-Molekiil ausgefiillt. Durch diese Anordnung ergibt sich ein Abstand von ca. 3.5 A, welcher
typisch ist flir gestapelte w-Systeme. Die Bindung dieses Gastes an den Rezeptor diirfte zu einer
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dhnlichen Situation fiihren: Wahrend die Xanthin-Einheit im Inneren des Rezeptors verweilt,
kann die Benzofurazylgruppe mit der ,Aullenseite” des Triphenylens
Dispersionwechselwirkungen aufbauen und eine zusétzliche Stabilisierung des Komplexes
ergeben. AulRerdem diirfte dieser Kontakt einen deutlichen Einfluss auf die Fluoreszenz der
Benzofurazylgruppe haben.

3.2.3.3 Spektroskopische Untersuchung am Benzofurazyl-System

Die Untersuchung der spektroskopischen Eigenschaften wurde zunachst an 24 durchgefihrt.
Wie in Abbildung 54 ersichtlich, absorbiert der modifizierte Gast deutlich weniger als der
Rezeptor. Die Absorption im Bereich von 250-300nm ist auf die Xanthinyleinheit
zuriickzufiihren. Die Bande mit dem Maximum bei 325nm wird einem n—n*-Ubergang
zugeordnet, welcher entlang der Hauptachse des Chromophors polarisiert ist.®? Bei 450 nm liegt
die Bande, welche aus einem intramolekularen Ladungstransfer (intramolecular charge transfer,
ICT) vom elektronenreichen Amin in 4-Position zur Nitrogruppe an Position 7 resultiert. Durch
die gleichzeitige Darstellung mit den Spektren des Rezeptors zeigt sich ein glinstiger Bereich von
350-400 nm, in dem die Absorption durch den Fluoreszenzgast gering ist. In diesen Bereich
fallen zugleich die letzten Ausldufer des Absorptionsspektrums der Rezeptoren (insbesondere
der oben erwdhnte Ubergang bei 352 nm) sowie das Emissionsmaximum. Wie gewiinscht
emittiert der markierte Gast im sichtbaren Bereich, die breite Bande liegt bei 510 nm.
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Abbildung 54: UV-Spektren (durchgezogen) und Fluoreszenzspektren (gestrichelt) von 24 (schwarz) und
Rezeptor 1 (rot). Die Intensitaten der zwei Fluoreszenzspektren sind untereinander nicht direkt vergleichbar,
da keine Quantenausbeuten bestimmt wurden.

Wie in Abbildung 55 ersichtlich, sinkt bei Zugabe von 10 Aquivalenten des Rezeptors 1 zu einer
Losung von 24 dessen Fluoreszenz um mehr als 30%. AulRerdem sinkt die Fluoreszenz im Bereich
um 510nm starker als bei 520 nm. Verdinnung kann als Ursache fir diesen Effekt
ausgeschlossen werden, da zum einen nur geringe Volumina zugesetzt wurden (ZV,4q < 5% Vol.),
zum anderen eine extrem verdiinnte Lésung (2.5 uM) des ohnehin schwach absorbierenden 24
eingesetzt wurde. Da somit ein inner filter-Effekt ausgeschlossen ist, wird zu einer Mischung von
Rezeptor und markiertem Gast nach und nach Koffein zugesetzt (Abbildung 55, rechts). Der
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leichte Anstieg der Fluoreszenz ist wiederum im Bereich um 510 nm ausgepragter als bei
520 nm.
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Abbildung 55: links: Titration von 24 (2.5 ym) mit 1 (580 pm). Rechts: Einfluss von Koffein auf das Spektrum
des markierten Gastes, wenn dieser aus dem Komplex verdrangt wird. (c(24) = 2.2 pm, c(1) = 7.3 um)

Im Rahmen dieses Experimentes ist es allerdings nicht moglich, in Intensitat oder Profil das
urspriingliche Signal des Gastes wiederherzustellen, obwohl das Koffein in mehr als 40fachem
(bzw. 10fachem) Uberschuss bezogen auf 24 (bzw. 1) vorliegt.

Die geringe Signalveranderung bei Zugabe des Koffeins macht die Betrachtung der Emission des
fluoreszenzmarkierten Gastes flr eine analytische Anwendung ungeeignet. Trotzdem sollen
anhand dieses Effektes noch Untersuchungen zur molekularen Wechselwirkung mit dem Gast
beschrieben werden.

In Anlehnung an Abbildung 50 VI koénnte die Unterbrechung einer intramolekularen
Wasserstoffbriicke zwischen dem Xanthinyl-Substituenten und dem sekundaren Amin Ursache
fir den beobachteten Effekt sein. Dies wird durch Vergleich der UV-Spektren von 24 und 25
(Abbildung 56) ausgeschlossen.® Wie in Abbildung 56 ersichtlich, liegen die Absorptionsmaxima
der Benzofurazyleinheit in beiden Spektren an der gleichen Stelle. In Anwesenheit der Xanthinyl-
Gruppe kommt es also nicht zur Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung,
welche das Spektrum des Gastes maRgeblich verschiebt.”

©  Zum Nachweis von Wasserstoffbriicken ist IR-Spektroskopie eigentlich die geeignetere Methode. In

diesem Experiment ging es primdr um deren Einfluss auf die elektronischen Eigenschaften von 24.
Intermolekulare Wasserstoffbriicken zu anderen 25-Molekilen sind bei den hier verwendeten
Konzentrationen (50 um) nicht nachweisbar, da die Wechselwirkungsenergie und somit die
Bindungskonstante viel zu gering ausfallt.
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Abbildung 56: UV-Spektren der Verbindungen 24 (durchgezogen) und 25 (gestrichelt). In beiden Spektren
liegen Banden bei 450 und 330 nm. Die Bande bei 270 nm im Spektrum von 24 ist dem
Xanthinylsubstituenten zuzuordnen.

Fiir die Verschiebung des Spektrums kommt somit nur die direkte Wechselwirkung mit dem
Rezeptor in Frage. Hier kommt vor allem der Aufbau einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen
den Harnstoff-Carbonylgruppen des Rezeptors und dem sekundaren Amin des Gastes in Frage.
So hangt die Lage des Absorptionsmaximums direkt von der Starke des elektronenschiebenden
(-NHR) bzw. —akzeptierenden (-NO,) Charakters der Substituenten ab.®® AuRerdem wurde durch
Kamlet-Taft-Analyse von solvatochromen Effekten an 4-Methylamino-7-nitrobenzofurazan
gezeigt, dass Wasserstoffbriicken-Akzeptoren im Losungsmittel einen groReren Effekt auf das

Spektrum zeigen als Donoren.®

Die Untersuchung der spektroskopischen Eigenschaften von 24 und seinen Komplexen mit dem
Rezeptor konnte somit zeigen, dass der Gast 24 vom Rezeptor reversibel gebunden wird. Auch
finden sich Hinweise auf eine spezifische Wechselwirkung zwischen der Aminobenzofurazyl-
Einheit und einem Wasserstoffbriicken-Akzeptor, augenscheinlich der  Harnstoff-
Carbonylgruppe. Diese dirfte neben den beschriebenen Verdanderungen im Spektrum auch die
Affinitat des Gastes zum Rezeptor erhohen. Nutzbar fiir eine quantitative Koffeinanalytik ist
dieser Spektralbereich jedoch kaum, da die beobachteten Veranderungen zu gering sind.

3.2.3.4 Fluoreszenzléschung am Rezeptor

Dergleichen gilt jedoch nicht fur die Fluoreszenz des Rezeptors. Die Zugabe des markierten
Gastes zu einer Rezeptorlosung fiihrt zu drastischen Intensitdtseinbuflen im gesamten
Emissionsbereich (>80% bei Zugabe von nur 7 Aquivalenten). Die Lage des Emissionsmaximums
verschiebt sich nicht. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Erkenntnissen aus der direkten
Titration: Hier flhrte die Bindung eines Xanthin-Gastes generell zu einer leichten bathochromen
Verschiebung des Maximums.
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Abbildung 57: Spektren und Verlaufsdiagramm einer Titration von 1 mit 24; co(1) = 10 pm.

Darum muss zundchst sichergestellt werden, dass der markierte Gast (berhaupt mit der
Xanthineinheit an den Rezeptor bindet. Analog zu den in Kapitel 3.1 vorgestellten Experimenten
wird im 'H-NMR die chemische Verschiebung der Harnstoffprotonen bei Zugabe von 24 zum
Rezeptor beobachtet (Abbildung 58). Dabei zeigt sich das typische Muster: Die Signale der
distalen Protonen sind am Ende um mehr als 1 ppm tieffeldverschoben, die der proximalen um
mehr als 0.5 ppm. Bemerkenswert ist allerdings das Auftreten der schwachen und breiten Bande
bei 6.2 ppm. Diese findet man zwar auch unter Verwendung von Koffein als Gast, allerdings erst
nach Abklhlung auf unter 213 K. Nach bisherigen Erkenntnissen ist sie dem distalen N-H
zuzuordnen, welches an den Imidazolring des Gastes gebunden ist. Offensichtlich wird der
schnelle Austausch bzw. die Rotation des Gastes im Rezeptor durch den zusatzlich angebrachten
linearen Alkylrest effektiv verhindert. Die NMR-Daten geben somit ein schliissiges Bild von der
bindenden Wechselwirkung der Xanthingruppe mit dem Rezeptor.
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Abbildung 58: 1H-NMR-Spektren der Harnstoff-Protonen bei Titration von Rezeptor 1 mit 24. Die distalen N-
H werden von 4.25 ppm extrem tieffeldverschoben. Sie spalten in ein scharf aufgeléstes sowie ein
schwaches und breites Signal auf. Lésungsmittel CD.Cl, ¢(1)~1mM. Eine quantitative Auswertung war nicht
moglich, da sich von 24 keine Stamml&sung hinreichend grofer Konzentration erzielen lie. Am Ende des
Experimentes lag 24 in ca. 20fachem Uberschuss vor.
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Da 24 also an den Rezeptor bindet, kommt nur Fluoreszenzléschung als Erklarung fir die
Signalabnahme in Frage. 24 die Emission des gebundenen Rezeptors verhindert, wiirde das
bathochrom verschobene Spektrum emittiert und die Verschiebung nicht messbar.

Die grafische Auswertung nach Stern und Volmer liefert einen ausgepragte linearen
Zusammenhang und zeigt somit das fir Fluoreszenzldschung typische Ergebnis (Abbildung 59,
links). Wie aus den drei dargestellten Messreihen ersichtlich, ist im Einklang mit der Theorie die
Konzentration des Rezeptors fiir die Steigung der Stern-Volmer-Gerade nicht von Belang. Es fallt
allerdings eine geringfligige Krimmung bei Verwendung hoherer Konzentrationen (10 um) auf.

Im Fall des Rezeptors 2 findet man eine etwas ausgepragtere Kriimmung in den Stern-Volmer
Graphen (Abbildung 59, rechts, zu vergleichen sind die Punkte fiir T = 20 °C). Aber auch hier zeigt
sich, dass bei reduzierter Konzentration des Rezeptors eine hohere Linearitat erzielt wird.

Eine nach oben gekriimmte Kurve ist oft das Indiz fiir die Prasenz zusatzlicher, die Fluoreszenz
reduzierender Mechanismen. Hier kommt insbesondere die einfache Absorption von
emittiertem oder anregendem Licht in Betracht: Das Absorptionsspektrum des Gastes Uberlappt
leicht mit dem Emissionsspektrum des Rezeptors. Allerdings widersprechen hier die Befunde mit
1 dieser Theorie. Hier wurde nur eine aulerst geringe Kriimmung gefunden, obwohl bei
vergleichbaren Konzentrationen gearbeitet wurde.
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Abbildung 59: Stern-Volmer-Diagramme; links: Titrationen von Rezeptor 1 mit 24 bei c(1) =1 um (A ,m) und
10 um (e); rechts: Titration von 2 (c = 12.5 pm) mit 24 bei 15 (o), 20 A und 25 °C (m) sowie bei ¢ = 2.5 ym und
20 °C (durchgezogene Linie).

Titration von 1 mit 25 (Abbildung 60) belegt, dass eine statische Fluoreszenléschung vorliegt. Im
Gegensatz zur Titration mit 24 nimmt die Fluoreszenzintensitat des Rezeptors nur langsam und
vor allem nahezu linear mit fortschreitender Zugabe von 25 ab. Da diese Substanz nicht (iber die
Xanthineinheit verfiigt, kann sie sich auch nicht an den Rezeptor binden. Lage ein dynamischer
Prozess vor, dirfte die Entfernung der Xanthineinheit keinen negativen Einfluss auf die
Fluoreszenzldschung haben.

Die leichte Abnahme der Fluoreszenzintensitat ist auf einen inner filter effect zurlickzufihren.
Wie aus Abbildung 56 ersichtlich, ist 25 bei der Anregungs- und Emissionswellenlange des
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Rezeptors (352 bzw. 391 nm) nicht vollig transparent. Da die spektroskopischen Eigenschaften
von 24 und 25 im Bereich oberhalb 300 nm vergleichbar sind, kann anhand dieses Experiments
auch der absorptionsbedingte Anteil der Fluoreszenzabnahme bei Zugabe von 24 ermittelt
werden.
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Abbildung 60: Titration von Rezeptor 1 mit 24 (A) bzw. 25 (m). c(1)=10 pm.

Unter der Voraussetzung, dass lediglich ein statischer Mechanismus vorliegt, entspricht Ksy
zugleich der Komplexbildungskonstante. Die linearen Stern-Volmer-Plots mit Rezeptor 1 (c =
1 um) liefern Werte von 79000 + 3000 M™. Die gekriimmten Kurven ergeben Werte von 60000 —
87000 M. Diese Bindungskonstante fiigt sich nahtlos in die bisherigen Erkenntnisse zum
Bindungsverhalten von 24 ein: Die im NMR nachgewiesenen Wasserstoffbriickenbindungen
lassen eine zumindest gleichwertige Affinitdt von 24 und Koffein zu den Rezeptoren erwarten.
Dass die Bindungskonstante noch leicht héher liegt als bei Koffein, kénnte auf eine zusatzliche
stabilisierende Wechselwirkung zuriickzufiihren sein, allerdings kommen daneben weitere
Effekte in Betracht wie z.B. unterschiedlicher Solvatation der Gaste in der Losung.

3.2.3.5 Kompetitive Experimente mit Koffein

Zugabe von Koffein zur einer Losung von 24 und Rezeptor 1 liefert eine drastische
Signalzunahme sowie eine bathochrome Verschiebung des Emissionsmaximums (Abbildung 61,
links). Damit ergibt sich folgendes Konzept (Abbildung 62): Zunachst liegt der Rezeptor
ungebunden vor (l), die Zugabe von 24 fihrt zur Fluoreszenzléschung (ll). Eine Verschiebung
wird nicht festgestellt, da gebundene Rezeptoren nicht emittieren und somit nicht erfasst
werden. Gibt man nun Koffein zu, wird der Komplex Il zugunsten von lll zerstort. Dieser Komplex
ist aber wieder fluoreszent, die Intensitat steigt wieder und die bathochrome Verschiebung wird
nun festgestellt. Dieses Ergebnis stellt eine erhebliche Verbesserung im Vergleich zur direkten
Titration dar, wie aus Abbildung 61 (rechts) leicht ersichtlich ist. Wahrend im direkten Verfahren
nur ein Zuwachs um 30% erzielt wurde und schon bei 50 uMm eine ausgepragte Sattigung
beobachtet wird, steigt bei den kompetitiven Methoden das Signal um ein Vielfaches an. Dabei
lasst sich Uber die Menge an zugesetztem 24 die Krimmung der Kurve beeinflussen. In
Anwesenheit von 100 um 24 ist die Kurve deutlich flacher als bei 50 um, zugleich ein weiterer
Beleg fiir den kompetitiven Charakter dieser Nachweismethode. Somit kann mit der gleichen
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Menge an Rezeptor nun eine grollere Koffeinkonzentration mit zugleich gréRerem
Signalzuwachs bestimmt werden.
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Abbildung 61: links: Titration von 124 mit Koffein; ¢(1)=10 pm, c(24)=50 pm, co(Koffein) = 5.3mM; rechts:
Intensitatsverlauf bei der Zugabe von Koffein zu 1 (m) oder einem Gemisch von Rezeptor und 24 (50 pm (e);
100 pm (A)). Fo bezieht sich auf die Fluoreszenz von 1+24.
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Abbildung 62: Vereinfachende schematische Darstellung des kompetitiven Koffeinnachweises unter
Verwendung von 24 als konkurrierendem Gast.

3.2.3.6 Storsubstanzen

DMF und Alkohole stéren den Komplex von 1 mit 24, wie an der Zunahme der Fluoreszenz
erkennbar ist (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Losungsmitteleffekte auf eine Lésung von 24 (50 pm) und 1 (1 pm); Aem=391 nm.

Die Quantifizierung der Losungsmitteleffekte ist auch notwendig fiir die Untersuchung der
Querempfindlichkeiten des Systems fiir strukturell ahnliche Verbindungen. Wegen der schlechte
Loslichkeit der Barbitursdure (27), des 6-Azauracils (29) und des Phloroglucins (31) in reinem
Dichlormethan erweist sich die Bereitung geeigneter Stammldsungen als Problem. Daher
missen diese Losungen in einem Gemisch von Dichlormethan/Methanol (93:7) angesetzt
werden.? Dieses wird dann dem Gemisch von 24 und 1 in reinem Dichlormethan zugesetzt. Bei
der Messung liegt der Methanolgehalt im Bereich von 0.4%. Anhand der vorgenannten
Messreihe ergibt sich fiir diesen Gehalt ein methanolinduzierter Zuwachs um weniger als 1%, ist
also weitgehend zu vernachlassigen.
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Abbildung 64: Alternative Gaste, die zur Untersuchung auf Querempfindlichkeiten getestet wurden.

In der Testreihe sind Substanzen aufgenommen, die eine dem Koffein vergleichbare Anordnung
der Wasserstoffbriickenakzeptoren aufweisen (Abbildung 64). Hier sind insbesondere das
Cyanursaurederivat 26, die Barbitursdure (27) und das Phloroglucin (31) zu nennen. Das
Triacetylbenzol 28 verfligt liber ebenfalls Cs-symmetrisch angeordnete, aber weiter entfernte

@ Zudem miissen die Losungen bis zur vollstindigen Homogenisierung tiber Nacht stehen. Der
Auflésungsprozess ist extrem langsam.
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Wasserstoffbriickenakzeptoren. Die Benzimidazole werden wegen struktureller Ahnlichkeit zum
Purin-Kern ausgewahlt. Da Phenole oft in Kaffeeprodukten vorkommen, werden 30 und 34
untersucht.®

Alle Substanzen wurden hinsichtlich der Fluoreszenzzunahme bei Zugabe zu einem Gemisch von
1 und 24 untersucht. Die Referenz bei den in Abbildung 65 vorgestellten Experimenten stellt die
Zugabe von Koffein dar. (Unter den hier verwendeten Bedingungen wird ein Signalzuwachs um
80% erzielt.) Dieser ist erheblich groBer als bei den meisten der anderen untersuchten
Substanzen. Lediglich die Ferulasdure zeigt eine erhebliche Fluoreszenz. Diese ist aber nicht auf
eine direkte Interaktion mit dem Rezeptor zuriickzufiihren, vielmehr Uberlagert die Fluoreszenz
der Ferulasdure die des Rezeptors. Dieser Effekt lasst sich apparativ nicht umgehen, da die
Anregungs- und Emissionswellenlangen schon durch den Rezeptor und 24 festgelegt sind. Ein
Ziel der Probenvorbereitung aus natlrlichen Proben wird somit die Entfernung der
Zimtsdurederivate sein.
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Abbildung 65: Querempfindlichkeiten des Systems 1+24 gegeniber verschiedenen Wasserstoffbriicken-
aktiven Substanzen; c(24)= 50 pm, c(24)=1 um, c(Konkurrenzgast)= 50 pm.

3.2.3.7 Anwendung in realen Proben

Die Anwendung dieser Methode soll an handelsiiblichen koffeinhaltigen Getranken demonstriert
werden. Hierzu gehoren zum einen koffeinierte Erfrischungsgetranke wie z.B. Coca-Cola oder
Red Bull, zum anderen klassische Kaffeegetranke. Die Kernanforderung bei der
Probenvorbereitung ist der Wechsel des Losungsmittels, da in wassriger Lésung nicht gemessen
werden kann. Eine besondere Herausforderung stellen die Kaffeegetranke wegen der grofRen
Vielfalt an enthaltenen Stoffen dar.

Die Probenvorbereitung gelingt mittels einer Festphasenextraktion an Polyamidgel. Diese polare
Umkehrphase trennt effektiv die Zimtsaurederivate und alle geférbten Substanzen ab. Auch die

R Auf die Untersuchung von Theophyllin wird verzichtet, da schon in friheren Experimenten gezeigt

wurde, dass die Affinitaten des Rezeptors zu Theophyllin und Koffein weitgehend vergleichbar sind.



52

Kaffeedle werden abgetrennt, denn es wird ein klarer und farbloser wassriger Auszug erhalten.
Nach Flussig-flissig-Extraktion mit Dichlormethan werden die organischen Phasen auf ein
definiertes Volumen gebracht und dann zur Analyse tberfihrt.®

Die Liste der Inhaltsstoffe ist bei Erfrischungsgetranken deutlich Gbersichtlicher, die Matrix
weniger komplex. Ein bloRes Eindampfen ist aber auch hier nicht sinnvoll, da die sirupdsen
Rickstande sich nicht mehr auflosen lassen. Darum erfolgt hier die Aufreinigung an einer
»klassischen” Umkehrphase, bei der zunachst mit der wassrigen Phase alle polaren Substanzen
eluiert werden. Nach Trocknen der Saule im Luftstrom wird dann direkt mit Dichlormethan das
Koffein eluiert und die Analysenlosung erhalten.
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Abbildung 66: links: Beispiel fir eine lineare Kalibration, ¢(1)=50 um, ¢(24)=100 pm, co(Koffein)=1mM.
rechts: Vergleich von gefundenen (O,+) und Referenzwerten (m) fiir verschiedene Lebensmittelproben.

Fir die Gehaltsbestimmungen werden zunachst Kalibrationsgeraden ermittelt (Abbildung 66).
Hierflir werden bis zu drei Messreihen aufgenommen. Die Streuung der Datenpunkte ist dabei
sehr gering. Da keine weiteren Interferenzen auftreten, wird auf das Standardzusatzverfahren
verzichtet. Die erhaltenen Werte fiir den Koffeingehalt geben fiir alle Proben eine verniinftige
Ubereinstimmung mit den Werten, die mittels HPLC bestimmt’ oder vom Hersteller angegeben
wurden. Dabei wird ein Konzentrationsbereich von 50-600mg abgedeckt." Die
Wiederfindungsraten liegen in einem Bereich von 91-114%. Damit ist die generelle
Anwendbarkeit dieser Methode fiir die Koffeinanalytik bestatigt

Fiir die Analyse groRerer Stiickzahlen ist die Flissig-Flissig-Extraktion wenig hilfreich, da diese nur
schwer parallelisierbar ist. Abhilfe schafft z.B. eine zweite, kurze Festphasenextraktion an einer
konventionellen Umkehrphase, die einen schnellen Wechsel vom wdssrigen zum organischen Medium
erlaubt. (s. Softdrinks)

Herrn Bernd Schwarz vom Institut fur Lebensmittelchemie der Westf. Wilhelms-Universitdat Miinster
sei herzlich fur die Durchfiihrung der HPLC-Untersuchungen und die hilfreiche Beratung in Fragen der
Probenaufbereitung gedankt.

Zwar unterscheidet sich die Probenaufbereitung zwischen Erfrischungsgetranken und dem
Kaffeegetrdnk. Die eingesetzten Volumina (2 mL Probe, Verdiinnung der aufgereinigten Probe auf
5 mL) sind jedoch einheitlich.
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Ein entscheidender Vorteil dieser Methode mit gangigen HPLC-Techniken liegt in der kurzen
Messdauer. Schnelle HPLC-Techniken erlauben Analysezeiten von 3-7 Minuten, die Messung per
Fluoreszenz ist nach 30 Sekunden abgeschlossen. Die Anwendung von vorgepackten Einweg-
Umkehrphasen erlaubt auRerdem eine erhebliche Parallelisierung, ggf. sogar Automatisierung
der Probenvorbereitung. Gerade wenn es um die Koffeinbestimmung bei einer groRen Zahl von
Proben geht, ist diese Technik der HPLC zumindest ebenbrtig.

3.2.3.8 Fazit und Ausblick

Die kompetitive Fluoreszenzspektroskopie stellt die mit Abstand beste Methode zur
quantitativen Analyse von Koffein unter Anwendung von triphenylenbasierten Rezeptoren dar.
Es werden erheblich geringere Mengen an Rezeptor bendtigt, auch ist der Einsatz von teils
giftigen und hochreaktiven Substanzen wie bei der UV-spektroskopischen Methode nicht
erforderlich. Der Konkurrenzgast ist leicht aus kommerziell erhéaltlichen Vorstufen herzustellen.
Gerade in Bezug auf die Geschwindigkeit ist sie den gangigen HPLC-Methoden deutlich
Uberlegen, da die Vorbereitung stark parallelisiert werden kann und die eigentlichen Messzeiten
sehr kurz sind.

Flr eine bessere Handhabbarkeit ist wiinschenswert, dass die zu quantifizierende Emission im
sichtbaren Bereich erfolgt. Vielversprechend ist die Verwendung eines Marker-Fluorophors,
dessen Lumineszenz durch das Triphenylen gel6scht wird. Wie Audebert zeigte, bieten sich
hierfir insbesondere Tetrazine an, da deren Fluoreszenz leicht von elektronenreichen
aromatischen Verbindungen (u.a. Triphenylamin und Phenol) geldscht wird.®™ An der in
Abbildung 67 gezeigten Substanz existiert eine negative Korrelation zwischen dem Logarithmus
der Stern-Volmer-Konstante und dem Standardelektrodenpotential des Ldschers. Die starkste
Loschung erfolgte somit durch Triphenylamin (E° = +0.85V gegen Standardkalomelelektrode).
Dieser Wert wird durch die erste Oxidation von Hexamethoxytriphenylen deutlich unterboten
(E° =+0.5 V).IGG] Wenn nun eine Tetrazineinheit gegen eine Xanthinylgruppe ausgetauscht wiirde
und dieses bindet am Rezeptor, ist somit auch eine Léschung durch das Triphenylen zu erwarten

Auch die spektroskopischen Eigenschaften dieser Gruppe sprechen fiir deren Verwendung: Die
Anregung kann bei 495 nm erfolgen, wahrend die Emission bei 550-620 nm geschieht. Somit
sind auch beide Bereiche deutlich im sichtbaren Bereich angeordnet, was den apparativen
Aufwand (dies betrifft insbesondere die Lichtquelle) deutlich vereinfacht.
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Abbildung 67: Synthese eines Ditetratzins mit Alkylenbriicke nach Audebe
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindung von Koffein und verwandten Oxopurinen in Cs-
symmetrischen Rezeptoren auf der Basis von Triphenylenketalen untersucht. Dabei stand vor
allem die Evaluierung flr eine spatere Anwendung im Vordergrund.

Fir die Anwendung als Chemosensor wurden mehrere optische Verfahren getestet. Die
Verwendung von UV/Vis-Spektroskopie gelingt nur unter Einsatz eines elektronenarmen
Konkurrenzgastes, welcher durch das starker bindende Koffein unter Entfarbung verdrangt wird.
Obwohl dieser Effekt sogar mit bloRem Auge zu erkennen ist und somit eine einfache
Untersuchung ermdoglichen wiirde, machen die besondere Reaktivitdt des Konkurrenzgastes und
dessen geringe Affinitdt zum Rezeptor eine weitere Anwendung als Chemosensor fiir Koffein
unwahrscheinlich.

Den entscheidenden Durchbruch lieferte der Wechsel auf Fluoreszenzspektroskopie. Die
Bindung von Gasten lasst sich mit dieser Methode direkt beobachten und fiir quantitative
Studien nutzen. Die Signalzunahme bei Zugabe von Koffein liegt bei maximal 30%. Durch
Verwendung eines vom Koffein abgeleiteten Konkurrenzgastes kdnnen weitere Verbesserungen
erzielt werden. So konnte eine maximale Signaldynamik von fast 400% erzielt werden.

Durch die Entwicklung eines geeigneten Probenvorbereitungsprotokolls war es moglich, mit dem
fluoreszenzbasierten System einen Nachweis von Koffein an kommerziell verfligbaren
Getrankeproben durchzufiihren. Die Ergebnisse waren in guter Ubereinstimmung mit HPLC-
Kontrollexperimenten.

Die Eignung von Rezeptoren auf Triphenylenketalbasis fir die enantiofaciale Differenzierung an
Heteroaromaten wurde durch Untersuchung verschiedener Wirt-Gast-Komplexe mittels CD-
Spektroskopie und Tieftemperatur-NMR systematisch demonstriert. Rezeptoren mit Menthyl-
Substituenten liefern laut NMR die starkste Seitendifferenzierung. Anhand des CD wird ein
vollstandiges und schliissiges Bild Gber den Zusammenhang zwischen dem Raumbedarf am Gast,
der Ausrichtung der chiralen Gruppen am Wirt und dem erhaltenen CD hergestellt. Durch
umfangreiche molekulardynamische Simulationen und nachfolgende semiempirische
Berechnungen wurden Referenzspektren berechnet, welche die Zuordnung der Stereochemie
anhand des CD eindeutig belegen. Die Ergebnisse sind zudem in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus rontgenkristallographischen Untersuchungen. (Diese Methode lieR sich
erfolgreich auf die helicale Faltung von Alkanen in Kapseln von Rebek, jr. umsetzen.) Obwohl die
Energieunterschiede zwischen den diastereomeren Komplexen klein sind, konnte anhand der
CD-Spektroskopie somit erstmalig die enantiofaciale Differenzierung an einem heterocyclischen
System bei Raumtemperatur beobachtet werden.

Die beste enantiofaciale Differenzierung erzielen die Menthyl-abgeleiteten Rezeptoren. Diese
sind hinsichtlich einer moéglichen Anwendung als chirales , Auxiliar” ungeeignet, da sie mit den
sperrigen Cyclohexylgruppen auch den Raum oberhalb des gebundenen Gastes blockieren.
Daher wird fiir die weitere Entwicklung auf die praktische Einfihrung chiraler Information in
Form des Isocyanats verzichten werden miussen. Stattdessen zielen aktuelle Bemiihungen auf
den Aufbau chiraler Rickgrate, welche den Raum in der unteren Peripherie des Gastes
beeinflussen.
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