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Bestimmung der Linge von bis zu 2.8 nm
langen TEMPO-Diradikalen mit einem neuen
Vier-Puls-Doppel-Elektron-Elektron-
Resonanz-Experiment**

Rainer E. Martin, Matthias Pannier,
Francois Diederich,* Volker Gramlich,
Michael Hubrich und Hans W. Spiess*

Organische Di- und Polyradikale mit zwei oder mehreren
schwach miteinander wechselwirkenden Elektronen haben
wihrend der letzten Jahre aufgrund ihrer vielversprechenden
Materialeigenschaften betrédchtliches Interesse als organische
molekulare Ferromagneten oder Supraleiter gefunden.!t! Ste-
risch abgeschirmte Nitroxidradikale weisen dabei im Ver-
gleich zu vielen anderen freien Radikalen eine oft bemerkens-
werte chemische Reaktionstragheit auf, was sie zum Gegen-
stand intensiver theoretischer und experimenteller Unter-
suchungen macht. Die Verwendung solcher freier Radikale
als Reportergruppen hat sich rasch als eines der bedeutend-
sten und vielseitigsten Werkzeuge der Biophysik fiir das
Studium biologischer Systeme entwickelt.>* Speziell die Be-
stimmung von Abstédnden zwischen funktionellen Gruppen und
den sich daraus ergebenden Topologien in biologischen Syste-
menP! und amorphen Festkorpern oder der GroBe und Gestalt
von ionischen Multiplets in Tonomeren®*® ist von grundlegender
Bedeutung und ist als herausforderndes und attraktives
Forschungsgebiet von weitreichendem Interesse. Durch das
Fehlen von periodischen Strukturen in solchen Systemen wird
dabei die Verwendung klassischer Streutechniken leider sehr
oft eingeschréinkt oder sogar génzlich unmdoglich.

Freie Radikale konnen durch paramagnetische Elektro-
nenresonanz(EPR)-Spektroskopie bequem untersucht wer-
den.”! Diese Technik nutzt die schwachen dipolaren Kopp-
lungen zwischen Spinsonden zur Bestimmung interatomarer
Abstdnde bis in den Nanometerbereich. Dabei fiihrt die
Kopplung zu kiirzeren longitudinalen Relaxations- (7}) und
Phasengedéchtniszeiten (7,,), was zu Abstandsbestimmungen
in spinmarkierten Eisenporphyrinen verwendet wurde.['"] Die
quantitative Bestimmung von Abstdnden hingegen bedarf
anspruchsvollerer Methoden, wie etwa der durch die grund-
legenden Arbeiten von Milov und Tsvetkovl!l eingefiihrten
sowie von Larsen und Singell'?! weiterentwickelten gepulsten
Doppel-Elektron-Elektron-Resonanz(DEER)-Spektroskopie.
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Unserer Kenntnis zufolge wurde diese Methode bisher
noch nicht zur quantitativen Bestimmung von Abstdnden in
unbekannten Strukturen herangezogen. Allein {iiber erste
Ansitze zum Studium von Abstdnden zwischen dem einen
und dem anderen Ende bei einer Serie aliphatischer Kohlen-
wasserstoffe wurde berichtet.¥] Dies mag einerseits auf
technische Limitierungen der gepulsten EPR-Methode (Tot-
zeit)!" und andererseits auf das Fehlen solcher Messungen an
einer Serie mit wohldefinierten End-Zu-End-Absténden bis
in den Nanometerbereich zuriickzufiihren sein. Im folgenden
mochten wir daher einen solchen Datensatz zur Verfiigung
stellen, wobei eine Erweiterung der Drei-Puls-DEER-Se-
quenz[®! auf eine Vier-Puls-Sequenz angewendet wird, die
durch Echobildung die Totzeitproblematik iiberwindet. Un-
tersucht wurden die 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-N-oxyl-
(TEMPO)-Diradikale 1a—e, bei welchen die beiden TEM-
PO-Einheiten durch starre, konjugierte Spacer verbunden
sind und damit grofle, wohldefinierte End-End-Absténde
ermoglichen. Solche Verbindungen sind auch in Hinblick auf

OH

1a

1b

1c

1d

236 A
OH — e /—\/
.O—% = /== 7 :HO/\%_O. 1e
I |
27.7A !
R = SitBuMe,

hochkonjugierte Polymere fiir elektronische, photonische und
andere optische Anwendungen von besonderem Interesse.['”]

4 4'-(Butadiin-1,4-diyl)bis(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpi-
peridin-N-oxyl) (BIPO) 1al'® wurde iiber eine neue, einfache
und kurze Syntheseroute hergestellt (Schema 1 A). Langsame
Zugabe von lithiiertem Triisopropylsilylacetylen in THF mit
einer Spritzenpumpe zu 2,2,6,6-Tetramethyl-4-oxopiperidin-
N-oxyl 201 in THF bei 0°C fiihrte in 64% Ausbeute zu 3.
Interessanterweise zeigte die Rontgenstrukturanalyse von 3,
daB die Triisopropylsilylacetyleneinheit und nicht etwa die
Hydroxygruppe die axiale Position einnimmt (Abb. 1).1!8]
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Abb. 1. Molekiilstruktur des TEMPO-Radikals 3. Die ORTEP-Darstel-
lung zeigt thermische Ellipsoide fiir 30 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit.
Ausgewihlte Bindungslingen [A] und -winkel [°]: O(1)-N(1) 1.283(4),
N(1)-C(2) 1.494(5), C(2)-C(3) 1.520(6), C(3)-C(4) 1.516(6), C(4)-C(7)
1.465(7), C(7)-C(8) 1.208(6); O(1)-N(1)-C(2) 115.5(3), N(1)-C(2)-C(3)
109.6(3), C(2)-C(3)-C(4) 117.9(3), C(3)-C(4)-C(7) 113.9(3), C(4)-C(7)-C(8)
176.5(4).

Weiter ergab eine Untersuchung des Kristallgitters, da} in der
bevorzugten Konformation keine intermolekulare Wasser-
stoffbriickenbindung gebildet wird, da der Abstand zwischen
dem Sauerstoffatom der Nitroxylgruppe und dem Wasser-
stoffatom der Hydroxyruppe eines benachbarten Molekiils
4.57 A betriigt. Nachfolgende Entfernung der Silylschutz-
gruppe von 3 mit nBu,NF in wasserhaltigem THF lieferte die
eine freie Acetylengruppe aufweisende Verbindung 4 (96 %
Ausbeute), die unter Hay-Bedingungen!"! oxidativ zu 1al'®
in 79% Ausbeute umgesetzt wurde. Die Synthese der
Diradikale 1b-e (Schema 1B) erfolgte durch Zugabe von
dilithiiertem (E)-3,4-Bis[(fert-butyldimethylsilyloxy)methyl]-
hex-3-en-1,5-diin 5! oder p-Diethinylbenzol 6C! zu 2
(2 Aquiv.) in THF bei hohen LiBr-Konzentrationen (bis zu
10 Aquiv.)® und lieferte sowohl Mono- als auch Bisaddi-
tionsprodukte (7: 28 %, 1b:39 % und 8:25%,1¢:9%). Durch
oxidative Hay-Kupplung von 7 und 8 wurden schlieBlich die
Diradikale 1d und 1e erhalten (Tabelle 1).

Das DEER-Signal wurde im wesentlichen wie beim kon-
ventionellen Drei-Puls-DEER-Experiment ausgewertet, wel-
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Schema 1. Herstellung der TEMPO-Diradikale 1a—e.
Reagentien und Reaktionsbedingungen: a) iPr;C=CH,
nBuLi, THF, 0°C, 1 h, dann 20°C, 2 h, 64 %; b) nBu,-
NF, wasserhaltiges THF, 96%; c) CuCl, N,N,N'.N'-
Tetramethylethylendiamin (TMEDA), O,, CH,Cl,, 4-
A-Molekularsieb, 3h, 1a: 79%, 1d: 55%, 1e: 86%;
d) 5, nBuLi (2 Aquiv.), wasserfreies LiBr (10 Aquiv.),
2, THF, 0°C, 1 h, dann 20°C, 2 h, 7: 28%, 1b: 39%;
e) 6, nBuLi (2 Aquiv.), wasserfreies LiBr (1 Aquiv.), 2,
THEF, 0°C, 1 h, dann 20°C, 2 h, 8: 25%, 1¢: 9%.

Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Daten von 1b—e.[?)

1b: Schmp.: 124-125°C; UV/Vis (EtOH): A, (€) =270 (25400), 277 nm
(22600, sh); FT-IR (CHCL): #=3689m, 3589m, 3300m, 3000m, 2958s,
2933s, 2856s, 2356m, 2332m, 1600m, 1494w, 1472m, 1463m, 1433w, 1421w,
1379w, 1361m, 1343m (N—O-), 1261m, 1237w, 1183m, 1100s, 1006m, 939w,
915w, 891w, 839s cm~'; FAB-MS: m/z: 707.5 (100, [MHZ]), 706.4 (90,
[MHJ]), 705.4 (37, [MH*]), 704.4 (33, [M*]), 692.4 (16, [MH; — CH;]*),
691.4 (36, [MH, — CH;]*), 690.4 (53, [MH — CH;]*), 689.4 (84, [M —
CH;]*); Elementaranalyse: ber. fiir C;HgN,OqSi, (705.15): C 64.73, H
9.72, N 3.97; gef.: C 64.73, H 9.50, N 3.74

1c: Schmp.: 182-183°C; UV/Vis (EtOH): A,. (¢) =212 (18400), 217
(18100), 270 (42100), 282 nm (41700); FT-IR (CHCL;): ¥ =3622s, 3467m,
3011s, 2978s, 2889m, 2467w, 1600w, 1483w, 1444w, 1396w, 1373w, 1342w
(N—0Or), 1250w, 1044s, 878m cm~!; FAB-MS: m/z: 469.3 (100, [MH;]"),
468.3 (28, [MH,]*), 467.3 (10, [MH]"), 466.3 (5, [M]*); HR-FAB-MS: m/z:
gef.: 469.3077 ([MH;]*, 2C,sHyyN,O7), ber.: 469.3066; Elementaranalyse:
ber. fiir CsH3sN,0, - 0.5H,0 (475.63): C 70.71, H 8.26, N 5.89; gef.: C 70.30,
H 8.04, N 5.70

1d: Schmp.: 114°C (Zersetzung); UV/Vis (EtOH): 4, (¢) =267 (26600),
280 (27200), 294 (25600), 314 (21600), 343 (25800), 367 nm (22700); FT-IR
(CHCl,): 7=3689w, 3589m, 3360w, 3000m, 2959s, 2933s, 2856s, 2356m,
2332m, 1600m, 1472m, 1463m, 1379w, 1361m, 1343w (N—O°), 1256m,
1237w, 1100s, 1042w, 1020w, 1006w, 939w, 916w, 891w, 839s cm~'; FAB-MS:
miz: 1053.4 (16, [MH; — O]*), 1052.4 (31, [MH, — O]*), 1051.4 (38, [MH —
0]%), 10504 (29, [M—0O]*"), 6322 (100); HR-FAB-MS: m/z: gef.:
1051.6842 ([MH — O]+, 2CsH,(3N,0,2Si,), ber.: 1051.6842

le: Schmp.: 169-170°C (Zersetzung); UV/Vis (EtOH): 1., (¢) =224
(17100), 233 (15100), 261 (17000), 277 (18400), 292 (24 600), 310 (33400),
332 (41000), 356 nm (35000); FT-IR (CHCL): 7 =3622s, 3467m, 3022s,
2974s, 2889m, 1444w, 1389w, 1342w (N—O), 1250m, 1044s, 878m cm'; EI-
MS: m/z: 593.2 (3, [MH;]*), 592.2 (6, [MH,]*), 591.1 (10, [MH]*), 590.2 (3,
[M]*), 559.2 (92, [M —HNO]J*), 140.0 (100); HR-EI-MS: m/z: gef.:
590.3136 (M*, 2C3H,N,07), ber.: 590.3144

[a] Alle neuen hier beschriebenen Verbindungen wurden vollstédndig durch
Schmelzpunkt, FT-IR- und UV/VIS-Spektren, EI- oder FAB-Massen-
spektren sowie hochaufgeloste Massenspektren und/oder korrekte Ele-
mentaranalyse charakterisiert.

ches von den Gruppen Tsvetkov!"'l und Singel'! beschrieben
wurde. Das Signal I,,(DEER) in der Zeitdimension besteht
aus zwei unmittelbar aufeinanderfolgenden Exponentialfunk-
tionen, die durch eine Modulation entsprechend [Gl. (1)—(4)]
iiberlagert werden, wobei C die Konzentration ungepaarter
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L,(DEER)(At) = cos(wspAt)exp(kCFgAtr) 1)

wsp = 0pp(3c08?0,p —1) (2)
8’ uBgAgH HBga8s 1

k = ———=— = — 3,4

o3 Wpp B rg (3,4)

Elektronenspins, Fy der Bruchteil der durch den Mikro-
wellenpuls bei der Frequenz v, angeregten Elektronenspins
(AbD.2), uy das Bohrsche Magneton, g, und gz die g-
Faktoren der entsprechenden Elektronen und r,z der Elek-
tron-Elektron-Abstand ist. Weiterhin ist At =tz — 27 (Abb. 2),
0,5 der Winkel zwischen dem Magnetfeld B, und der
Dipolachse, die die beiden Elektronen miteinander verbindet,
und wpp die Dipol-Kopplungskonstante in Winkelfrequenz-
einheiten. Gleichung (1) beschreibt entsprechend der dipola-
ren Kopplung beider ungepaarter Elektronen innerhalb des
Diradikals eine Oszillation mit der Frequenz v g = w /2™,
welche aufgrund der wesentlich schwécheren Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen verschiedenen Diradikalen zusatz-
lich von einem exponentiellen Zerfall iiberlagert wird.? 24

T2 T n
W JL 1 A
T 27 T
v s
’ [
5 tg >

Abb. 2. Die neu entwickelte Vier-Puls-DEER-Sequenz setzt sich aus
einem refokusierten Echo der Mikrowellenfrequenz v, und einem m-Puls
bei v, zusammen, der im Verlauf des Experimentes zeitlich verschoben
wird. Unter der Zeit fz wird die inkrementierte Zeit verstanden, welche bei
tg =7 beginnt und bei tz3 =37 endet. 7 ist die feste Evolutionszeit der
refokusierten Hahn-Echo-Pulssequenz. Alle eingesetzten Mikrowellenpul-
se wiesen eine Dauer von 32 ns und eine Frequenzdifferenz von Av=
60 MHz auf.

Die Information iiber die End-End-Abstdnde r,p liegt
verschliisselt in w,p vor. Fiir Pulver werden diese Abstidnde
iiber eine Mittelung der verschiedenen Orientierungsvekto-
ren bestimmt, die ein Spektrum mit zwei Singularititen bei
0,5 =90° ergeben und dem in der kernmagnetischen Re-
sonanz wohlbekannten Pake-Spektrum eines Spinpaares ent-
sprechen.!

Das symmetrische Vier-Puls-DEER-Signal in der Zeit-
dimension des in dieser Serie langsten Diradikales 1e in einer
Polystryrolmatrix wurde bei 15 K aufgenommen und ist in
Abbildung 3a dargestellt. Sowohl der exponentielle Zerfall
als auch die iiberlagerte Modulation sind deutlich erkennbar.
Nach Subtraktion des Zerfalls und Fourier-Transformation
wird ein Pake-dhnliches Spektrum erhalten (Abb.3b). Im
Unterschied zum klassischen DEER-Experiment, welches
nur die Beobachtung von Singularitdten ermoglicht, konnen
mit der Vier-Puls-DEER-Sequenz auch breite Anteile der
Linienform erfaBt werden.!'> ¥ Das Fehlen einer Totzeit beim
Vier-Puls-DEER-Experiment ist somit ein wesentlicher Vor-
teil und ermoglicht nun erstmals die Messung breiter Vertei-
lungen von dipolaren Kopplungen.

In der hier vorgestellten Arbeit weisen die Singularitéten,
welche die Dipol-Kopplungskonstante und damit den Elek-
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Abb. 3. a) Vier-Puls-DEER-Zeitbereichssignal des in eine Polystyrolma-
trix gelosten Diradikals 1e bei 15 K. Alle Pulse hatten eine Dauer von t, =
32 ns und die Evolutionszeit 7 betrug 1200 ns. b) Vier-Puls-DEER-Spek-
trum von le nach Subtraktion zweier Exponentialfunktionen, Auffiillen
mit Nullen und anschlieBender Fourier-Transformation der Zeitbereichs-
daten. Der Balken zeigt die Distanz 2vpp zwischen den beiden Singula-
ritdten des unverbreiterten Pake-Musters, das die beste Anpassung an das
experimentelle Spektrum ergibt.

tron-Elektron-Abstand definieren, eine sehr enge Verteilung
auf und sind klar erkennbar. Nur der , FuB“ des Pake-
Spektrums ist nicht sichtbar, wie die Orientierungsselektion
aufgrund nur teilweise erfolgter Anregung des inhomogen
verbreiterten “N-Nitroxid-EPR-Spektrums erwarten 143t.[2]
Die gemessenen Kopplungskonstanten und die berechneten
Elektron-Elektron-Abstinde der Serie 1a—e sind in Tabelle 2
aufgefiihrt und den durch Molekiildynamiksmulationen er-
mittelten Abstdnden im Bereich von 1.5 (1a) bis 2.8 nm (1e)
gegeniibergestellt.’]

Die Unsicherheit von etwa +1 A ist dabei nicht etwa auf
spektroskopische Limitierungen zuriickzufithren, sondern
spiegelt die konformative Freiheit der Nitroxidgruppen wider,
die sowohl durch eine axiale/dquatoriale Position der Alkin-
substituenten an den Sechsringen als auch durch C(sp)-
C(sp?)-Bindungsrotationen zustandekommt. Fiir das kiirzeste
Diradikal 1a konnte experimentell keine Kopplungskonstan-
te erhalten werden, da Mikrowellen-m-Pulse von einer
kiirzeren Dauer als 32 ns, wie sie fiir eine Anregung des
Dipol-Subspektrums erforderlich gewesen wéiren, nicht er-
zeugt werden konnten. Diese Einschrinkung der Bandbreite
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Tabelle 2. Dipol-Kopplungskonstanten vy, und Interradikalabstinde r,g
fiir 1a—e, erhalten durch Molekiildynamiksimulationen und experimentell
ermittelte Daten.

Verb. Vpp Avppl il replel
[MHz] [MHz] [A] [A]

1a - - 14.4+1.0 -

1b 14.16 0.49 16.5+1.0 154402

1c 10.25 0.49 18.8+1.0 172403

1d 4.88 0.49 23.6+1.0 22.0+0.7

le 3.05 0.49 277410 257414

[a] Experimenteller Fehler der Dipol-Kopplungskonstante. [b] Gemittelte
0O-O-Abstidnde zwischen terminalen N—OH-Gruppen, abgeschitzt durch
Molekiildynamiksimulationen.? [c] Experimentell erhaltene Abstéinde.

fiihrte zu einer unteren Grenze mef3barer Interradikalabstidn-
de von etwa 1.5 nm. Dagegen sollten mindestens fiinf voll-
stdndige Schwingungen mit der den Singularitdten im Pake-
Muster entsprechenden Frequenz in einem Intervall der
Lénge 7 beobachtet werden konnen, um eine prézise Distanz-
ermittlung zu ermoglichen (siehe Abb. 3b). Aus Empfindlich-
keitsgriinden sollte die Linge der gesamten Sequenz (47) die
Phasengedéchtniszeit 7, nicht wesentlich iiberschreiten.
Diese beiden Bedingungen lassen erwarten, dafl die Methode
bis zu einem Distanzlimit von etwa 8 nm anwendbar ist.
Die experimentellen und abgeschétzten Abstdnde sind in
guter Ubereinstimmung, wenn man bedenkt, daB die
DEER-Experimente in einer Matrix bei 15K, die Mole-
kiildynamiksimulationen hingegen fiir Molekiile in Gasphase
bei Raumtemperatur durchgefithrt wurden. Fiir die ex-
perimentell ermittelten Abstédnde wurden systematisch Ab-
weichungen von etwa 8 % hin zu kiirzeren Distanzen erhalten,
aber wir mochten daraus keine weitergehenden Schliisse
ziehen.

Mit der Diradikalseric 1a—e haben wir die Moglichkeit
aufgezeigt, mit einer weiterentwickelten Fourier-Transforma-
tions-Elektron-Elektron-Doppelresonanz-Spektroskopie Ab-
stinde von Elektronen im Bereich von 1.6 bis 2.8 nm zu
messen. Dadurch wird die Voraussetzung geschaffen, diese
Technik an komplexeren Systemen anzuwenden, deren Ab-
stdnde zwischen den Gruppen nicht so genau definiert sind.
Derzeit untersuchen wir die praktischen Grenzen des Vier-
Puls-DEER-Experimentes fiir die Bestimmung von Ab-
standsverteilungen bis hin zur erwarteten theoretischen
Grenze, die bei etwa 8 nm liegen sollte.

Experimentelles

Typische Arbeitsvorschrift fiir die Kupplung von lithiierten Acetylenen
und dem TEMPO-Radikal 2. Verbindungen 1b und 7: Zu einer Losung von
5 (0.050 g, 0.138 mmol) und wasserfreiem LiBr (0.12 g, 1.38 mmol) in
wasserfreiem THF (30 mL) unter N, bei 0°C wurde langsam nBuLi
(0.17mL, 028 mmol, 1.6M Losung in n-Hexan) zugegeben und die
Mischung 30 min geriihrt. Daraufhin wurde 2 (0.12 g, 0.69 mmol), gelost
in wasserfreiem THF (4 mL, iiber 4-A-Molekularsieb), in 1 h mit einer
Spritzenpumpe zugefiigt und die Losung 2h bei 20°C geriihrt. Die
Mischung wurde anschlieBend mit geséttigter, waBriger NH,CI-Losung
(100 mL) verdinnt, mit CH,Cl, extrahiert und die organische Phase
getrocknet (MgSO,). Flash-Chromatographie (SiO,, n-Hexan/AcOEt, 5/1)
lieferte 7 (0.021 g, 28 %) als einen leicht orangefarbenen Festkorper, und
durch préparative Diinnschichtchromatographie (SiO,, n-Hexan/AcOEt,
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1/1) des Riickstandes wurde 1b (0.038 g, 39 % ) in Form eines orangefarbe-
nen Feststoffes erhalten.

Typische Arbeitsvorschrift fiir oxidative Hay-Kupplungen. Verbindung 1d:
Zu 7 (0.042 g, 0.079 mmol) in wasserfreiem CH,Cl, (5mL) iiber 4-A-
Molekularsieb wurden in 5 min CuCl (0.003 g, 0.03 mmol) und TMEDA
(0.016 mL, 0.11 mmol) bei 20°C gegeben. Nach 3 h Riihren an der Luft
wurde eine EDTA-Losung (EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure, pH 8)
zugefiigt und die Mischung mit CH,Cl, extrahiert, bis die Extrakte farblos
blieben. Die organische Phase wurde mit geséttigter, waBriger NaCl-
Losung gewaschen und getrocknet (MgSO,). Flash-Chromatographie
(SiO,, n-Hexan/AcOEt, 3/1) gab 1d (0.023 g, 55%) als orangefarbenen
Feststoff.

Abstandsbestimmungen: Die Vier-Puls-DEER-Messungen wurden mit
einem modifizierten Bruker-ESP380E-X-Band-FT-ESR-Spektrometer
durchgefiihrt. Ein Kanal der Pulsformereinheit wurde fiir eine zweite
Mikrowellenfrequenz verwendet. Ein HP-86290B-RF-Einschubmodul in
einem HP-8350B-Frequenzgenerator wurde als Quelle fiir die zweite
Frequenz verwendet. Die vom HP-86290B-RF-Einschubmodul abgege-
bene Mikrowellenleistung wurden mit einem Miteq-AMF-5S-8012-18-
Verstdrker erhoht. Der verwendete Probenkopf war ein kommerziell
erhiltlicher Elektron-Kern-Doppelresonanz(ENDOR)-Resonator von
Bruker (EN4118X-MD4), der iiberkoppelt wurde, um eine breite Re-
sonatorlinie zu erhalten. Die Auflgsung des Vier-Puls-DEER-Experimen-
tes hdngt von der Lidnge des konstanten Zeitintervals 2t ab. Fiir die
genaue Bestimmung von groen Distanzen verwendeten wir 7= 1200 ns.
Dadurch wird allerdings auch eine Meftemperatur von 15 K notwendig,
um trotz Phasenrelaxation eine gentigend hohe Signalintensitédt nach einer
Zeitdauer von 4.8 us zu gewihrleisten. Die Wahl einer Frequenzdifferenz
von 60 MHz zwischen den beiden Mikrowellen erméglichte das Arbeiten
mit einem Resonator mit nur einer Mode, wobei gleichzeitig Uber-
ginge der zwei Nitroxidgruppen gerade noch selektiv angeregt werden
konnten.

Eingegangen am 21. April 1998 [Z11762]

Stichworter: Diradikale - Doppel-Elektron-Elektron-Reso-
nanz-Spektroskopie - EPR-Spektroskopie

[1] a) A. Rajca, Chem. Rev. 1994, 94, 871-893; b) J. S. Miller, A.J.
Epstein, Angew. Chem. 1994, 106, 399-432; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1994, 33, 385-415; ¢) J. S. Miller, Adv. Mater. 1992, 4, 435-438;
d) J. H. Zhang, A.J. Epstein, J. S. Miller, C. J. O’Connor, Mol. Cryst.
Lig. Cryst. 1989, 176, 271-276; ¢) D. W. Wiley, J. C. Calabrese, J. S.
Miller, Mol. Cryst. Liq. Cryst. 1989, 176, 277 —288.

[2] J. E. W. Keana, Chem. Rev. 1978, 78, 37 -64.

[3] Spin Labeling-Theory and Applications (Hrsg.: L. J. Berliner), Aca-
demic Press, London, 1976.

[4] ..Resolved Electron-Electron Spin-Spin Splittings in EPR Spectra“:
G. R. Eaton, S.S. Eaton in Biological Magnetic Resonance, Vol. 8
(Hrsg.: L. J. Berliner, J. Reuben), Plenum, New York, 1989, S. 339
398.

[5] Y.-K. Shin, C. Levinthal, F. Levinthal, W. L. Hubbel, Science 1993, 259,
960-963.

[6] Ionomers, Characterization, Theory, and Applications (Hrsg.: S.
Schlick), CRC, New York, 1996.

[7] V. Schidler, A. Franck, U. Wiesner, H. W. Spiess, Macromolecules
1997, 30, 3832 -3838.

[8] V. Schidler, V. Kniese, T. Thurn-Albrecht, U. Wiesner, H. W. Spiess,
Macromolecules 1998, eingereicht.

[9] J. E. Wertz, J. R. Bolton, Electron Spin Resonance, McGraw-Hill, New
York, 1972.

[10] M. H. Rakowsky, K. M. More, A. V. Kulikov, G. R. Eaton, S. S. Eaton,
J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2049 -2057.

[11] a) A. D. Milov, K. M. Salikhov, M. D. Shirov, Fiz. Tverd. Tela 1981, 23,
975-982; b) A.D. Milov, A. B. Ponomarev, Y. D. Tsvetkov, Chem.
Phys. Lett. 1984, 110, 67-72.

[12] R. G. Larsen, D. J. Singel, J. Chem. Phys. 1993, 98, 5134 -5146.

[13] V. Pfannebecker, H. Klos, M. Hubrich, T. Volkmer, A. Heuer, U.
Wiesner, H. W. Spiess, J. Phys. Chem. 1996, 100, 13428 —13432.

0044-8249/98/11020-2997 $ 17.50+.50/0 2997



ZUSCHRIFTEN

[14] Modern Pulsed and Continuous-Wave Electron Spin Resonance
(Hrsg.: L. Kevan, M. K. Bowman), Wiley, New York, 1990.

[15] Electronic Materials: The Oligomer Approach (Hrsg.: K. Miillen, G.
Wegner), Wiley-VCH, Weinheim, 1997.

[16] a) P. G. Hamill, A. E. Yost, J. D. Sandman, Mol. Cryst. Liq. Cryst. Sci.
Technol. Sect. A 1992, 211, 339-346; b) J. S. Miller, D. T. Glatzhofer,
J. C. Calabrese, A.J. Epstein, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1988,
322-323; ¢) Yu. V. Korshak, T. V. Medvedeva, A. A. Ovchinnikov,
V. N. Spector, Nature (London) 1987, 326, 370-372.

[17] a) M.B. Neiman, E.G. Rozantzev, Yu.G. Mamedova, Nature
(London) 1962, 196, 472-474; b) G. Sosnovsky, M. Konieczny,
Synthesis 1976, 735 -736; c) Ubersichtsartikel zur Chemie gehinderter
Piperidine: M. Dagonneau, E.S. Kagan, V.I. Mikhailov, E.G.
Rozantsev, V. D. Sholle, Synthesis 1984, 895-916.

[18] Rontgenstrukturanalyse von 3 bei 293 K: C,,H;NO,Si, M,=352.6,
triklin, Raumgruppe P1, ppe. =1.056 gem®, Z=4, a=7.741(9), b=
8.516(10), c¢=33.80(3) A, a=91.84(8), f=92.46(8), y=94.41(9)°,
V=2218(4) A%. Die Daten wurden auf einem Syntex-P21-Diffrakto-
meter mit Moy,-Strahlung (1=0.71073 A) und w-Scans aufgenom-
men. Die Struktur wurde mit Direkten Methoden gelost und ergab
nach Verfeinerung mit dem Volle-Matrix-Verfahren (SHELXTL-
PLUS; Schweratome anisotrop, H-Atome aufgrund stereochemischer
Uberlegungen lokalisiert) R1=0.0663, wR2 =0.1711 fiir 4142 unab-
hingig beobachtete Reflexe und 570 Variable (I >2.00(1), 2.4<6<
20.0°). Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in
dieser Veroffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supple-
mentary publication no. CCDC-101294“ beim Cambridge Crystallo-
graphic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten kénnen kostenlos
bei folgender Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC,
12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Fax: (+44)1223-336-033;
E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

[19] A.S. Hay, J. Org. Chem. 1962, 27, 3320-3321.

[20] R.R. Tykwinski, M. Schreiber, R. Pérez Carlén, F. Diederich, V.
Gramlich, Helv. Chim. Acta 1996, 79, 2249 —2281.

[21] S. Takahashi, Y. Kuroyama, K. Sonogashira, N. Hagihara, Synthesis
1980, 627 -630.

[22] P.E. van Rijn, S. Mommers, R. G. Visser, H. D. Verkruijsse, L.
Brandsma, Synthesis 1981, 116, 459 —460.

[23] K. M. Salikhov, S. A. Dzuba, A. M. Raitsimring, J. Magn. Reson. 1981,
42,255-2176.

[24] V. V. Kurshev, A. M. Raitsimring, Y. D. Tsvetkov, J. Magn. Reson.
1989, 81, 441 -454.

[25] A. Abragam, The Principles of Nuclear Magnetism, Clarendon,
Oxford, 1983.

[26] CVFF-Kraftfeld, InsightII (Version95.0), Biosym Technologies, San
Diego, 1995. Anstelle von N—O* wurde der Parametersatz der N—OH-
Gruppe fiir die Simulationen verwendet. Hartman et al. empfahlen als
Ersatz fiir die Nitroxyleinheit N—O* bei Simulationen die C=O-
Gruppe (D. Hartmann, R. Philipp, K. Schmadel, J. J. Birktoft, L. J.
Banaszak, W. E. Trommer, Biochemistry 1991, 30, 2782-2790). Der
Fehler in den End-End-Abstinden, bedingt durch die Verwendung
von N—OH anstelle von C=O und durch das Ausfiihren der
Simulationen ohne Losungsmittelmolekiile, wird jedoch durch die
konformative Freiheit der Nitroxidgruppen aufgrund der sowohl
axialen als dquatorialen Position der Acetylensubstituenten an den
Sechsringen und durch C(sp)-C(sp®)-Bindungsrotationen mehr als
ausgewogen.

2998 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

Erweiterung der Bindungs- und Katalyse-
eigenschaften von DNA : hochfunktionalisierte
dUTP-Derivate als Substrate fiir thermostabile
DNA -Polymerasen**

Kandasamy Sakthivel und Carlos F. Barbas I1T*

Nucleinsdurebibliotheken bieten auBlerordentliche Mog-
lichkeiten zur Selektion neuartiger Liganden und Katalysa-
toren, da mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) Bibliotheken mit mehr als 10 ver-
schiedenen Molekiilen synthetisiert und selektiert werden
konnen. Es gibt mittlerweile viele ausgewéhlte Nucleinsdu-
ren, die Proteine und niedermolekulare Verbindungen binden
und eine begrenzte Zahl von Reaktionen katalysieren.['*l Der
katalytische und mechanistische Anwendungsbereich von
Nucleinsduren ist begrenzt, da die natiirlichen Nucleotidmo-
nomere im Vergleich zu den in der Natur vorherrschenden
Biokatalysatoren, den Proteinen, nur eine sehr begrenzte
Funktionalitdt aufweisen. Daher war man sehr daran inter-
essiert, funktionalisierte Nucleotide, die sich fiir die In-vitro-
Selektion eignen, zu entwickeln, in der Hoffnung, die
Moglichkeiten der Nucleinsduren zur Bindung und Katalyse
zu erweitern.[¥! Funktionalisierte Nucleotidtriphosphate wur-
den als Substrate fiir RNA-Polymerasen“*" eingesetzt, und
von den dabei erhaltenen RNAs wurden katalytisch aktive
Spezies selektiert, deren Aktivitit von der modifizierten
Basel”! abhiingig ist. Wie RNA ist auch DNA in der Lage,
Proteine und niedermolekulare Verbindungen zu binden und
Reaktionen zu katalysieren.l'*] Das Fehlen der 2'-Hydroxy-
gruppe verleiht zwar der DNA eine grofiere Stabilitdt im
Vergleich zur RNA, ist aber auch fiir die geringere Funk-
tionalitdt verantwortlich. Im Unterschied zum erfolgreichen
Einsatz modifizierter Nucleotidtriphosphate beim Aufbau
von RNA-Bibliotheken gibt es nur ein Desoxynucleotidtri-
phosphat, 5-(1-Pentinyl)-2'-desoxyuridintriphosphat, das sich
als brauchbares Substrat fiir eine thermostabile DNA-Poly-
merase erwiesen hat und in einer In-vitro-Selektionsstudie
eingesetzt worden ist.l) Die Schwierigkeiten, geeignete mo-
difizierte Desoxynucleotidtriphosphate als Substrate thermo-
stabiler Polymerasen fiir die PCR zu finden, fithrte zur
Entwicklung neuer Methoden zur In-vitro-Selektion ohne
enzymatische Amplifikation.[! Das groBte Hindernis bei der
Entwicklung neuer, funktionell modifizierter DNAs ist daher
die Ermittlung der Strukturen der Substrate, die von thermo-
stabilen Polymerasen erkannt und umgesetzt werden. Mit der
systematischen Synthese und Untersuchung von Desoxyuri-
dintriphosphat-Derivaten zeigen wir hier eine Losung dieses
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The Scripps Research Institute
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[**] Diese Arbeit wurde vom Skaggs Institute gefordert. Wir danken R.
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