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Am auffallendsten ist der kleine K,-Wert fiir Ethanol, der
eine halbe GroB3enordnung unterhalb dem von Noradrenalin
liegt: Das Rezeptormolekiil erkennt klar den Brenzcate-
chinring des Hormons (vgl. 13 mit 10). Dies wird durch die
starke Hochfeldverschiebung der Arenprotonensignale in
vielen Gastmolekiilen mit einem 2-Phenylethylamin-Geriist
unterstrichen (bis zu 0.5 ppm). Solche Hochfeldverschiebun-
gen der aromatischen Signale sind bei Sandwich-Anordnun-
gen tblich, wie sie fiir Komplexe von Wirt 2 postuliert
wurden.

Ein anderer interessanter Zusammenhang ist die Abnahme
der Bindungsenergie, wenn die phenolischen Hydroxygrup-
pen aus der Gaststruktur entfernt werden (vgl. 11 mit 12), was
darauf hindeutet, dass 2 selektiv Catecholamine bindet. Freie
phenolische Hydroxygruppen verstiarken den elektronenrei-
chen Charakter eines Benzolrings wegen ihres starken
—I-Effekts nur unwesentlich. Deswegen muss die beobach-
tete Abnahme der Bindungsenergie dahingehend erklirt
werden, dass nun keine Wasserstoffbriicken zwischen den
Brenzcatechin-Hydroxygruppen und der Isophthalamid-
Kopfgruppe der Wirtverbindung mehr gebildet werden kon-
nen. Ein Kontrollexperiment in DMSO ergab eine starke
Tieffeldverschiebung eines der beiden Hydroxyprotonensi-
gnale von Noradrenalin bei der Komplexbildung mit 2, ein
anderer starker Indikator fiir Wasserstoffbriicken. In der 1:1-
Mischung aus Wasser und Methanol kann der Beitrag der
Wasserstoffbriicken zu den Brenzcatechin-Hydroxygruppen
zu ca. 2.1 kJmol~! abgeschitzt werden, wihrend die Bildung
von m-Stapeln mit dem Brenzcatechinring ca. 1.6 kJmol™!
beisteuert.

Die Daten in Tabelle 1 lassen aber auch eine bemerkens-
werte Formselektivitidt des neuen Adrenalinrezeptors erken-
nen: Im Allgemeinen ist das schlanke Dopamin-Grundgeriist
ein giinstiges Bindungsmotiv fiir 2 (9-15). Dagegen werden
Verbindungen wie Aminosduren mit einem zusitzlichen
Substituenten in a-Position zum Ammoniumzentrum viel
schwicher gebunden und fithren zu Komplexen anderer
Stochiometrie. Offensichtlich werden diese Géste nicht im
Innern des neuen Wirts eingeschlossen (16-—20). Hierin
unterscheidet sich 2 wesentlich vom Wirt 1, der aufgrund
seiner gerdumigen Cavitéit nicht zwischen Aminosduren und
Adrenalinderivaten unterscheiden kann. Alle oben diskutier-
ten Effekte bestdtigen, dass der makrocyclische Wirt 2
Adrenalinderivate in Wasser/Methanol (1/1) durch mehrere
nichtkovalente Wechselwirkungen erkennt. Hier ergénzen
sich elektrostatische Anziehung, Waserstoffbriicken, m-Sta-
pelung und hydrophobe Krifte.

Das hier vorgestellte Wirtmolekiil fiir Adrenalin bindet
selektiv dopaminférmige Giste. Die Bindungskonstante in
Wasser liegt dabei drei GroBenordnungen unterhalb der des
natiirlichen Vorbilds (10°M~!). Gegenwirtig optimieren wir
die Wirtstruktur, indem starrere Elemente eingebaut werden,
um eine noch bessere Priaorganisation und Desolvatation zu
erzielen.
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Supramolekulare funktionelle Materialien sind zurzeit von
groBem Interesse.l'”! Fiir deren Eignung ist letztendlich
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molekularen Maschinen, mit welcher Geschwindigkeit sie
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arbeiten und funktionieren. Eine Vorhersage und Optimie-
rung dieser Geschwindigkeit erfordert die Kenntnis der
Reihenfolge und der Geschwindigkeitskonstanten der ele-
mentaren supramolekularen Prozesse. Hiermit beschiftigt
sich das in der Entwicklung begriffene Gebiet der supramo-
lekularen Kinetik.! Wir haben vor kurzem eine Fluoreszenz-
sonde fiir die Messung der Wirt-Gast-Komplexierung mit
Cyclodextrinen eingefiihrt®™ und untersuchen in dieser Studie
die Faktoren, die fiir das andere Extrem einer sehr langsamen
Wirt-Gast-Komplexierungskinetik zwischen Cyclohexylme-
thylamin 1 und der Containerverbindung Cucurbit[6]uril
(CB6) verantwortlich sind. Die Kinetik wies eine starke pH-
Abhingigkeit auf. Es stellte sich jedoch heraus, dass die
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Geschwindigkeitskonstanten nicht von der Thermodynamik
der Komplexierung abhingen, sondern vom AusmafBl der
Protonierung des Gastes. Die besondere pH-Abhingigkeit
der Kinetik deutet darauf hin, dass die Wirt-Gast-Komplexie-
rung iiber zwei Mechanismen ablduft, wobei der Eintritt des
protonierten Gastes durch die Bildung eines Assoziations-
komplexes verlangsamt wird. Der unprotonierte Gast dringt
dagegen direkt in die Cavitit ein, und zwar mit einer um einen
Faktor 20 groBeren Geschwindigkeitskonstanten. Eine derar-
tige pH-Regulation einer supramolekularen Kinetik zwischen
einem organischen Gast und einem Containermolekiil als
Wirt wurde bisher noch nicht beschrieben.

CB6 ist ein Glycoluril-Makrocyclus mit zwei ,,Kronen* aus
jeweils sechs Ureido-Carbonylgruppen an beiden Réndern,
der sich zur Komplexierung organischer Ammoniumsalze
iber Ionen-Dipol-Wechselwirkungen und Wasserstoffbrii-
ckenbindungen eignet.!> 7 Man kann die kleinen Offnungen
des Hohlraums von CB6 als Einlasspforten betrachten, da
deren GroBe (ca. 4 A)® entscheidet, ob und wie rasch die
Komplexierung vonstatten geht. Der innere, gro3ere Hohl-
raum (5.5 A breit und 6 A hoch)® eignet sich zur Aufnahme
von nichtpolaren organischen Gisten durch stabilisierende
van-der-Waals-Wechselwirkungen. CB6 ist eine wasserlosli-
che molekulare Containerverbindung® mit molekularen Er-
kennungseigenschaften® und bildet Komplexe, die denen von
»Molecule-within-molecule“-Strukturen,!'* '] Hemicarceple-
xen'?l und Caviplexen!"¥ sehr #hnlich sind. Neben diesen
Anwendungen wurde CB6 bereits erfolgreich als supramole-
kulare Komponente bei der Konstruktion von supramoleku-
laren Schaltern,® Polyrotaxanen!'* ] und Catenanen!'! ein-
gesetzt. Zudem wurde auch iiber Anwendungen zur Dekon-
tamination von Wasser und Luft!'” berichtet sowie iiber den
Einsatz in fluoreszierenden Feststoffen.'! Es sollte auch
erwihnt werden, dass Cucurbit[n]urile verschiedener Grofie
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(n=35-8)" sowie ein permethyliertes Derivat charakterisiert
worden sind.

Die Kinetik der Komplexierung von CB6 mit den meisten
organischen Giésten ist langsam auf der NMR-Zeitskala,
sodass zwei separate Signalgruppen beobachtet werden, die
der komplexierten und der unkomplexierten Komponente
zugeschrieben werden konnen.l> 2! Auf diese Weise gelang
es Mock et al., die Komplexierungskinetiken von Cycloalkyl-
methylaminen mit Hilfe eines Verdriangungs-Konkurrenz-
Verfahrens sowie einer NMR-Koaleszenzmethode zu bestim-
men (Tabelle 1).2!! Das beobachtete Maximum der Bindungs-
konstante (K) fiir den mittelgroBen Gast Cyclobutylmethyl-
amin deutet auf ein Wechselspiel zwischen stabilisierenden
und abstoBenden van-der-Waals-Wechselwirkungen des
Gastes mit den Hohlraumwénden hin. Interessanterweise
haben wir nun auch eine Komplexierung von Cyclohexylme-
thylamin 1 nachweisen kénnen, welches vorher fiir zu grof3
gehalten wurde, um gebunden zu werden.? Fiir dieses groBte
Amin findet der Austausch innerhalb von Stunden bis Tagen

Tabelle 1. Eintritts- (kjpges) und Austrittsgeschwindigkeitskonstanten
(Kegress) sowie Bindungskonstanten (K = Kiygress/Kegress) fiir die Einschluss-
komplexe zwischen CB6 als Wirt und Cycloalkylmethylaminen als Géste.l?!

Gast kingress kegress K
[Mts™] [s™'] [M]
Cyclopropylmethylamin!®! >10° > 107 1.5 x 10*
Cyclobutylmethylamin[®! 5.9x10° 1.6 x102  37x10°
Cyclopentylmethylamin[®! 5.5x10° 1.6x10°5  33x10°
Cyclohexylmethylamin 11/ 8.8x10* 11x105  8.0x 10!

[a] '"H-NMR-Spektroskopisch in D,0O/Ameisensdure (1/1, v/v) bei 40°C
bestimmt. [b] Daten aus Lit. [6, 21]. [c] Diese Arbeit; ¢(CB6)=3 mwm,
¢(1)=6 mMm. Die Fehler der angegebenen Werte betragen 5%. Werte in
D,0-Losung mit 0.2mM Na,SO, bei 40°C und pH7.0: Kjpgres =82 X
107 M's7!, kegress =7.3 x 107 s7 und K =1.1 x 10*m~%.

statt. Somit kann die Kinetik in der klassischen Weise, also
durch Aufnahme von Spektren zu verschiedenen Zeiten,
direkt verfolgt werden, sodass eine indirekte Messung iiber
Koaleszenz oder Konkurrenzreaktionen?!l iiberfliissig wird.

Die Tatsache, dass die Komplexierungskinetik von CB6
(Tabelle 1), welches nur zwei enge Offnungen hat, viel
langsamer ist als diejenige von Wirtverbindungen mit grof3e-
ren Offnungen wie Cyclodextrinenl® oder Calixarenen?’!
deutet auf eine physikalische (sterische) Barriere bei der
Komplexierung und Dekomplexierung hin. Die Geschwindig-
keitskonstanten fiir den Eintritt (Kigess) und Austritt (Kegress)
dhneln denjenigen, die fiir einige Hemicarceranden erhalten
wurden, bei denen der Eintritt des Gastes durch die Ein-
lassoffnung ebenfalls geschwindigkeitsbestimmend ist.?+2]
Eine derartige konstriktive Bindung’l kann auch fiir CB6
angenommen werden, welches Hemicarceranden beziiglich
der GroBe der Offnungen sehr zhnelt (ca. 4 A).[62122] Diese
Annahme wird durch die beobachtete Abnahme der ki
Werte mit zunehmendem sterischen Anspruch des Gastes
(Tabelle 1) und der leichten Abnahme des K.y..-Wertes beim
Ubergang von Cyclopentylmethylamin zum gréBeren Cyclo-
hexylmethylamin (Tabelle 1) gestiitzt. Letzteres war ange-
sichts der Bindungskonstanten dieser beiden Amine ein
unerwartetes Ergebnis.
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Die Untersuchung von Geschwindigkeitskonstanten unter
verdanderten Reaktionsbedingungen ist ein wichtiges mecha-
nistisches Hilfsmittel. Wir haben die pH-Abhingigkeit von
Kingress UNd Kegress fiir 1im Detail analysiert und diese mit den
Bindungskonstanten (K) verglichen, welche aus den Gleich-
gewichtskonzentrationen bei geniigend langen Zeiten erhal-
ten werden (Tabelle 2, Abbildung 1). Das Experiment konnte

Tabelle 2. Eintritts- (kiygess) und Austrittsgeschwindigkeitskonstanten
(Kegress) sowie Bindungskonstanten (K = Kipgress/Kegress) fiir die Einschluss-
komplexe zwischen CB6 und 1 in Abhéngigkeit vom pH-Wert.[?!

pH 10* Kingress 10° Kegress K
[M's!] [s7] (]
0.6 0.18 0.49 37
1.6 4.0 3.1 130
2.4 6.5 4.0 165
3.6 7.6 4.6 165
4.2 7.6 4.5 170
4.8 8.1 4.9 165
6.0 8.1 4.8 170
7.5 8.1 4.8 170
8.2 8.7 52 170
8.6 9.7 5.7 170
10.0 52 30 170
11.0 110 92 120
1222 140 1100 13
14.0 145101 14501 100!

[a] 'TH-NMR-Spektroskopisch in D,0 bei Raumtemperatur mit ¢(CB6) =
3 mM und c¢(1) =6 mM bestimmt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von
D,SO,- oder NaOH-Losungen eingestellt. Die Natrium-Gesamtkonzentra-
tion wurde durch Zugabe entsprechender Mengen Na,SO, auf 0.2m
eingestellt, um eine ausreichende Loslichkeit von CB6 zu gewihrleisten.
Die Fehler der angegebenen Werte betragen 5%. [b] Extrapoliert durch
Anpassung der Gleichungen (1) und (2) an die experimentellen Daten,
siche Text.

aufgrund zu schwacher Bindung, einer sehr raschen Kinetik
und der konkurrierenden Bindung von Natriumionen bei sehr
hohen NaOH-Konzentrationen!"3 nicht bei sehr hohen pH-
Werten durchgefiihrt werden. Die pH-Abhingigkeit der
Bindungskonstanten (Abbildung 1b) kann in einfacher Weise
erklart werden. Der Komplex ist aufgrund der Protonierung
von CB6["! bei niedrigen pH-Werten (<2) destabilisiert,
wodurch sich die Triebkraft zur Komplexierung von organi-
schen Ammoniumsalzen verringert. Aber auch bei hohen pH-
Werten (>11) kommt es zu einer Destabilisierung des
Komplexes, da der Ammoniumkomplex zum Aminkomplex
deprotoniert wird und letzterem die stabilisierenden Ionen-
Dipol-Wechselwirkungen mit den Ureido-Carbonylgruppen
von CB6 fehlen. Zwischen den beiden extremen pH-Werten
erreicht die Bindungskonstante einen Plateauwert von
170m.

Die Kipgress- und K grei- Werte decken einen Bereich von mehr
als zwei GroB3enordnungen ab. Allerdings stellte sich heraus,
dass Kipgess nicht von der Triebkraft der Komplexierung
abhingt. Die Daten bei hohen pH-Werten zeigen, dass das
Amin den groBeren k;,,..,- Wert hat, obwohl dessen Komplex
eine niedrigere Bindungskonstante aufweist. Ein schlagarti-
ger Anstieg tritt jenseits von pH 10 auf. Daher war das
Gleichgewicht fiir die Bildung des Einschlusskomplexes bei
pH 7.5 erst nach einer Woche erreicht, bei pH 10.0 dagegen
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Abbildung 1. pH-Abhéngigkeit der kinetischen und thermodynamischen
Parameter der Komplexierung zwischen CB6 und 1 (Tabelle 2): a) Auf-
tragung der Eintritts- (ki ®, linke Skala) und Austrittsgeschwindig-
keitskonstanten (keges, O, rechte Skala) gegen den pH-Wert. Die Ab-
weichung der drei Datenpunkte bei den niedrigsten pH-Werten ist auf eine
kompetitive Protonierung von CB6 zuriickzufiihren, siehe Text; diese
Datenpunkte wurden in den Regressionsanalysen geméf3 Gleichungen (1)
und (2) (interpolierte Kurven) nicht beriicksichtigt. Der Einschub zeigt
représentative kinetische Kurven bei pH 7.5 (o) und pH 10.0 (o). b) Auf-
tragung der Bindungskonstanten (K = Kjygress/Kegress) gegen den pH-Wert.

bereits nach einigen Stunden (Einschub in Abbildung 1a).
Demgegentiber lief die Freisetzung des Gastes aus dem
Komplex in verdiinnter Losung bei pH 7 mit einer Halb-
wertszeit von ca. 40 h ab, wihrend bei pH 11 lediglich 2 h
erforderlich waren, wobei sich die Thermodynamik der
Komplexierung in diesem pH-Bereich kaum 4dndert.

Die sprunghaften Anderungen der kinetischen Parameter
treten in der Nédhe des pK,-Wertes von 1 auf. Dieser betragt
'"H-NMR-Messungen zufolge 10.50, was in guter Uberein-
stimmung mit einem friiheren Wert ist.?] Es lag daher nahe,
eine Konkurrenz der Ein- und Austrittsprozesse zwischen
dem protonierten und dem unprotonierten Amin sowie
dessen Komplex gemifl Schema 1 anzunehmen. Die Ein-
und Austrittsprozesse sind hierbei langsam und geschwindig-
keitsbestimmend, wihrend sich die Protonierungsgleichge-
wichte des freien Amins (K,) und des Komplexes (K;*) rasch
einstellen. Das steht im Einklang mit dem Befund, dass sich
die protonierten und unprotonierten Spezies auf der NMR-
Zeitskala in einem dynamischen Gleichgewicht befinden. Die

0044-8249/01/11317-3250 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 17



ZUSCHRIFTEN

langsam, geschwindigkeitsbestimmend

1
kingress
a————): 1 |

kl

egress

1+CB6

k~1H+
ingress

- ™ CB6°1H*
kelgess

1H" + CB6

Schema 1. Kinetik des Ein- und Austritts und der Sdure-Base-Gleich-
gewichte in der Komplexierung von 1 und seiner Ammoniumform 1H* mit
CB6.

groBeren Kipges- Und Keyei-Werte bei hoheren pH-Werten
signalisieren, dass die Aminform (1) schneller in CB6 eintritt
und auch daraus austritt als die Ammoniumform (1HT).
GemiB Schema 1 konnen die gemessenen kiyyeqm UNd Kegress
Werte als Summe der Geschwindigkeitskonstanten fiir den
Eintritt und Austritt der protonierten (ki k%) und der
unprotonierten Form (kfgess, Kigess) ausgedriickt werden,
wobei jede mit dem Anteil der betreffenden Konzentration
bei einem bestimmten pH-Wert zu gewichten ist [Gl. (1), (2)].

_ W,
[IH*] + 1] ™

[H*] K (1)
= | | Kl + e e
K, + [HY] K, + [H']

[CB6 - 1H*]
7 [CB6 - 1H*] + [CB6 - 1]

) Ny K @
= | ) Rl K
K+ [H]) T K3 + [H]

[1H"] .
k Iliress +

ingress — m ingress

. [CB6-1]
thress T+ Klgress
[CB6 - 1H'] + [CB6-1]

k

Gleichung (1) kann direkt an die experimentellen ke
Werte angepasst werden, wobei man den bekannten pK,-Wert
von 1 verwenden kann. Die durch Anpassung der Gleichun-
gen erhaltene Kurve in Abbildung 1a liefert einen Wert von
0.0145m!s7! fiir die Eintrittsgeschwindigkeitskonstante des
freien Amins (kl,.), die damit nahezu 20-mal groBer ist als
die der Ammoniumform (kfii.s=8.0x10"*M"'s7"). Glei-
chung (2) kann an die experimentellen k.,..-Werte angepasst
werden, sofern der unbekannte K-Wert des Komplexes
gemidB dem thermodynamischen Kreisprozess in Schema 1
ausgedriickt wird [GL. (3)].

Felgress Kelress
Ki = e G)

egress Mingress

Einsetzen von Gleichung (3) in Gleichung (2) und die
Verwendung der bekannten Werte fiir K, ke und kfig
erlaubt eine hervorragende Kurvenanpassung (Abbil-
dung 1a), und man erhilt Werte fiir die Austrittsgeschwindig-
keitskonstanten des Amin- und des Ammoniumkomplexes,
klyess und kML, von 1.45x 1073 bzw. 4.7x107¢s.. Das
Verhiltnis der Geschwindigkeitskonstanten fiir das freie
Amin (k}yess/kiyess) liefert eine niedrige Bindungskonstante

von 10M™! fiir den unprotonierten Komplex. Die kinetischen
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und thermodynamischen Konstanten des freien Amins sind in
Tabelle 2 als extrapolierte Werte fiir pH 14 eingetragen. Diese
Werte konnen nun in Gleichung (3) eingesetzt werden und
liefern einen pK;-Wert von 11.75 fiir den CB6-Komplex.
Dieser Wert liegt mehr als eine Einheit {iber dem des freien
Amins. Es ist erwdhnenswert, dass es sich bei den angepassten
pH-Geschwindigkeitsprofilen in Abbildung 1a de facto um
Titrationskurven handelt, aus denen die betreffenden pK,-
Werte und Geschwindigkeitskonstanten (Plateauwerte) di-
rekt abgelesen werden konnen. Die Zunahme des pK,-Wertes
bei der Komplexierung (von 10.50 auf 11.75) ist aufgrund der
zusitzlichen Stabilisierung der Ammoniumform durch Ionen-
Dipol-Wechselwirkungen im Komplex durchaus erwartet.
Derartige komplexierungsinduzierte Verschiebungen des
pK,-Werts von Ammoniumionen sind nicht nur in der
supramolekularen Chemie, sondern auch in biomolekularen
Systemen von groBer Bedeutung.*?

Das gesamte Phidnomen kann qualitativ im Sinne eines
Wechsels des bevorzugten Komplexierungs- und Dekomple-
xierungsweges verstanden werden (Schema 1). Bei niedrigem
pH-Wert dominieren die Komplexierung der freien Ammo-
niumform und die Dekomplexierung des Ammoniumkom-
plexes. Oberhalb von pH 10 lduft die Komplexierung haupt-
sédchlich tiber das freie Amin ab, aber erst oberhalb von pH 11
gewinnt die Dekomplexierung des Aminkomplexes an Be-
deutung und bestimmt dann die Austrittsgeschwindigkeit.
Wie man aus dem Vergleich der pH-Abhingigkeit der
kinetischen und der thermodynamischen Daten erkennen
kann (Abbildung 1a bzw. b), existiert ein sehr schmaler
Bereich zwischen pH 10 und 11, in dem die Bindungskon-
stante den Werten bei niedrigeren pH-Werten dhnelt, wih-
rend die kinetischen Parameter schlagartig ansteigen. Aus
kinetischer Sicht ist es daher empfehlenswert, die Komplexie-
rung bei pH = pK, durchzufiihren. Die Kenntnis derartiger
Protonierungseffekte ist von grofler Bedeutung, da Amino-
und Ammoniumgruppen in der supramolekularen Chemie
sehr hiufig angetroffen werden.['! 3333

Die Tatsache, dass die Bindungskonstante in einem Bereich
grof3 bleibt, in dem das Amin zum gréften Teil deprotoniert
vorliegt, ist eine Folge des hoheren pK;-Wertes des Kom-
plexes. Dementsprechend erfolgt die Komplexbildung zwi-
schen pH 10 und 11 nicht iiber eine direkte Komplexierung
der verbleibenden Ammoniumionen, sondern iiber eine
rasche Komplexierung des Amins, der eine unverziigliche
Protonierung des basischeren Komplexes folgt (Schema 1).
Unterhalb von pH 11 ist der Komplex zum GroBteil pro-
toniert, sodass K., nahezu konstant bleibt. Erst bei hoheren
pH-Werten kommt es zu einer signifikanten Deprotonierung
des Komplexes, die in einer Zunahme von kg, und damit
einhergehend einer Abnahme der Bindungskonstanten resul-
tiert. Fiir das vorliegende System bleibt die Bindungskon-
stante in dem Bereich, in dem ki, stark ansteigt, unver-
andert. Mit dem allgemeinen Reaktionsmechanismus in
Schema 1 kann allerdings auch prinzipiell eine Zunahme der
Bindungskonstanten in der pH ~ pK,-Region erklédrt werden,
sofern pK; > pK, gilt.

Der niedrigere kg Wert der Ammoniumform steht mit
dessen hoherer Bindungskonstanten in Einklang. Dagegen
entspricht der niedrigere Kjygyes-Wert der Ammoniumform

0044-8249/01/11317-3251 $ 17.50+.50/0 3251



ZUSCHRIFTEN

nicht den thermodynamischen Erwartungen. Eine mecha-
nistische Erkldarung muss beriicksichtigen, dass sowohl das
AusmaB der Protonierung der Aminogruppe (Tabelle 2) als
auch die GroBe des organischen Restes (Tabelle 1) die
Kinetik beeinflussen. Basierend auf den Ergebnissen von
Molekiildynamikrechnungenl®! schlagen wir daher die Reak-
tionsmechanismen in Schema 2 vor.

Demnach dringt das Amin direkt mit seinem organischen
Rest in den unpolaren Hohlraum ein. Diesen Weg schligt das
Ammoniumion nicht ein, da es sehr rasch einen intermedié-
ren Assoziationskomplex bildet, in dem die Ammoniumgrup-
pe durch die Ureido-Carbonylgruppen am Rand von CB6
koordiniert ist, wihrend der organische Rest noch immer der
wissrigen Phase ausgesetzt ist.”) Der nachfolgende geschwin-
digkeitsbestimmende Eintritt des organischen Restes bein-
haltet einen Umklappprozess, d.h., er verlduft iiber einen
anderen Ubergangszustand. Dieser Ubergangszustand der
Umwandlung des Assoziations- in den Einschlusskomplex
erfordert eine merkliche Verzerrung der Offnung, was diesen
Prozess gegeniiber demjenigen mit dem Amin verlangsamt,
aber einen vollstindigen Verlust der stabilisierenden Ionen-
Dipol-Wechselwirkungen verhindert, da das Ammoniumion
zumindest noch teilweise durch die Carbonylgruppen koor-
diniert bleiben kann. Typische berechnete Strukturen fiir den
Eintritt der Amin- und Ammoniumform sind in Abbildung 2

2

A

NH;
1 CB6
Tl rasch
T i CERH,
— —
+ - -
ENH;
1H* CB&

gezeigt. Die Beteiligung von verschiedenen Ubergangszu-
stinden wird insbesondere auch durch die Austrittsgeschwin-
digkeitskonstanten gestiitzt, die sich um mehr als einen Faktor
300 fiir den protonierten und den unprotonierten Komplex
unterscheiden. Dieser Unterschied kann nicht in vollem
Umfang auf Unterschiede in den Grundzustandsenergien
zuriickgefiihrt werden (K,/KX~18), sodass man zusitzlich
unterschiedliche ~ Ubergangszustandsenergien —annehmen
muss.

Alternative Erkldrungen fiir die beobachteten kinetischen
Effekte wurden ebenfalls in Betracht gezogen. Eine unter-
schiedlich rasche Desolvatation der Amin- und der Ammo-
niumform kann nicht fiir die beobachteten Geschwindigkei-
ten entscheidend sein, da Ionen und Losungsmittelmolekiile
in Nano- bis Mikrosekunden ausgetauscht werden, wie fiir die

3252 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

Abbildung 2. Reprisentative Strukturen aus Molekiildynamikrechnun-
gen, die das Eindringen von unprotoniertem (oben) und protoniertem 1
(unten) in CB6 zeigen. Die Strukturen in der Mitte und auf der rechten
Seite sind als Schnitte dargestellt. Die Rechnungen wurden mit einem an
der unteren Offnung komplexierten Natriumkation durchgefiihrt; dieses ist
aus experimentellen Griinden erforderlich, um die Loslichkeit des Gastes
zu verbessern. Beachtenswert ist, dass beim Eindringen des Ammoni-
umions (unten) die Ionen-Dipol-Wechselwirkungen und Wasserstoffbrii-
ckenbindungen zu den Carbonylgruppen am CB6-Rand aufrechterhalten
werden, wihrend dies beim Amin (oben) nicht der Fall ist.

raschen Komplexierungsgleichgewichte
von Kronenethern mit anorganischen
. Kationen, einschlieBlich Ammonium,
bekannt ist.’*! Die Assoziationskomple-
xe sollten also Teil eines raschen vorge-
lagerten Gleichgewichtes sein, unter-
scheiden sich aber spektroskopisch nicht
geniigend, um direkt nachgewiesen wer-
den zu konnen. Zudem wurde die Mog-
lichkeit untersucht, dass die Bildung des
Assoziationskomplexes die Konzentra-
tion von freiem Amin und unkomple-
xiertem CB6 herabsetzt und auf diese
Weise die Kinetik verlangsamt. In die-
sem Falle lagert sich der Assoziations-
komplex nicht in den Einschlusskom-
plex um, sondern stellt praktisch eine
Sackgasse dar und dient lediglich als Reservoir. Damit
allerdings ein derartiger Reservoireffekt die beobachtete
Erniedrigung der Eintrittsgeschwindigkeitskonstante (um
den Faktor 20) erkldren kann, muss die Bindungskonstante
des Assoziationskomplexes viel grofer als die des Einschluss-
komplexes sein, was der angenommenen schwachen Bindung
in diesen Assoziationskomplexen widerspricht.’”! Auch kann
ein Reservoireffekt nicht die grole Abnahme der unimole-
kularen Austrittsgeschwindigkeitskonstanten erkldaren, da
diese grofler ist als man aufgrund der Grundzustandsenergie-
differenz erwarten wiirde (siehe oben). Ein andersartiger
Ubergangszustand, wie der in Schema 2 vorgeschlagene, ist
daher erforderlich. Es ist zu beachten, dass die kinetische
Behandlung gemiB Gleichung (1) und (2) trotz der Verfeine-
rung des Mechanismus in Schema 2 nicht veréndert werden

CBA1H'
Schema 2. Vorgeschlagene Mechanismen fiir die Komplexierung von 1 und 1H" mit CB6.
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muss, solange der Assoziationskomplex in einem raschen
vorgelagerten Gleichgewicht gebildet wird.

Eine interessante Implikation dieser mechanistischen Be-
sonderheit besteht darin, dass die Ionen-Dipol-Wechselwir-
kungen, die den Komplex thermodynamisch stabilisieren, die
Komplexierungskinetik durch die Bildung eines intermedié-
ren Assoziationskomplexes verlangsamen. Dessen Bildung
verhindert eine direkte Einlagerung. Ein eng verwandter Fall,
bei dem ein derartiger Assoziationskomplex die Kinetik einer
Komplexierung ebenfalls verlangsamt, wurde von Rebek
et al. fiir die langsame Komplexierung von Organoquecksil-
berverbindungen mit Kronenethern beschrieben.) Es ist
offensichtlich, dass die mechanistischen Details der elemen-
taren Reaktionsschritte, die durch Messungen von Geschwin-
digkeitskonstanten unter verschiedenen Reaktionsbedingun-
gen zuginglich werden, fiir das Verstidndnis und die Optimie-
rung der Kinetik und Thermodynamik von supramolekularen
Prozessen unabdingbar sind. Viele supramolekulare Aggre-
gate basieren auf einer Kombination von verschiedenen
nichtkovalenten Wechselwirkungen wie van-der-Waals-Kréf-
ten, Wasserstoffbriickenbindungen, m,-Wechselwirkungen,
Charge-Transfer-Stabilisierung oder Ionen-Dipol-Anzie-
hung.'3l Wie hier reprisentativ fiir ein Wirt-Gast-System
gezeigt wurde, in dem Ionen-Dipol- und van-der-Waals-
Wechselwirkungen sowie sterische Hinderung eine Rolle
spielen, sind die relativen Geschwindigkeitskonstanten der
Prozesse, die von einer dieser Wechselwirkungen abhéngen,
und die Reihenfolge, in der sie ablaufen, wesentliche Krite-
rien fiir das Design supramolekularer Systeme.

Wir kehren nun wieder auf den urspriinglichen Zusam-
menhang der supramolekularen Funktionalitit zuriick und
stellen fest, dass wir experimentelle Belege dafiir erhalten
haben, dass die hier untersuchte Funktion (Einlagerung eines
organischen Ammoniumions in CB6) nicht nur ,an- und
ausgeschaltet“ werden kann (Abbildung 1b), sondern dass
auch die Geschwindigkeit dieses Prozesses innerhalb einer
GroBlenordnung durch Einstellung des pH-Wertes ,,justiert*
werden kann (Abbildung 1a). Dieses Wirt-Gast-System kann
als ein Modell fiir einen pH-abhéngigen kinetischen Regler
betrachtet werden, der von einem thermodynamischen Schal-
ter zu unterscheiden ist. Eine kinetische Regulation von
supramolekularen Funktionen kann unabdingbar sein, z. B. im
Falle von supramolekularem Wirkstofftransport,* um eine
beschleunigte oder verlangsamte Freisetzung innerhalb von
Stunden oder Wochen durch natiirliche oder externe Stimuli
zu erreichen. Vor diesem Hintergrund sind der pH-anhéngige
Gastaustausch von CB6 auf dieser attraktiven, allerdings
selten angetroffenen Zeitskalal?® 34l als auch die Wasser-
loslichkeit von CB6 bei physiologischen Elektrolytkonzen-
trationen viel versprechende Eigenschaften.

Experimentelles

Das Cyclohexylmethylammoniumsalz wurde aus dem kéuflichen Amin
(Fluka) durch Ausfillung mit Diethylether nach Zugabe von D,SO,
erhalten. CB6 wurde von Merck, Ameisensiure, NaOH und Na,SO, (alle
>98%) von Fluka bezogen. D,O (Glaser AG, Basel, Schweiz, >99.8%)
wurde als Losungsmittel fiir alle Messungen eingesetzt. Die NMR-
Spektren wurden zu verschiedenen Zeiten nach Probenbereitung mit
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einem Bruker-DPX-400MHz-Avance-Spektrometer aufgenommen, und
die Datenanalyse wurde mit dem SwaN-MR-Programm durchgefiihrt.[*?!

Kinetische Analyse: Die Kinetik war mit einer reversiblen 1:1-Wirt-Gast-
Komplexierung in Einklang. Wegen der eingeschrinkten Loslichkeit von
CB6 in nichtsaurer Losung und der relativ geringen Empfindlichkeit der
NMR-Integrationsmethode war es nicht moglich, kinetische Bedingungen
pseudo-erster-Ordnung einzustellen. Wir haben die von Mauser®! be-
schriebene Methode verwendet, um die Geschwindigkeitskonstanten fiir
den Eintritt und Austritt unter kinetischen Bedingungen zweiter Ordnung
zu erhalten. Die Abnahme der Konzentration des Gastes, die am
exaktesten verfolgt werden konnte, ist durch die Gleichungen (4) und (5)

Gast] = [Gast ([GaSt]g - [Gast]x) re " A
[Gast] = [Gast]..—~ + Kingress ([Gast]y — [Gast] ) (re™ — 1) “)

F = (b + Ko (Wit — [Gast]y))” + 4K g K (G, (5)

gegeben, die fiir die verwendeten Bedingungen zutreffen, d.h. [Gast],+
[Wirt], und [Komplex],= 0. Hierbei sind die Konzentrationen von Wirt und
Gast die Summe der Konzentrationen von protonierten und unprotonier-
ten Formen, die sich in einem beziiglich der NMR-Zeitskala dynamischen
Gleichgewicht befinden. Die Kinetik wurde verfolgt, bis keine weitere
Konzentrationsanderung mehr festgestellt werden konnte. Eine nicht-
lineare Kleinste-Quadrate-Anpassung an die experimentellen Daten
lieferte die betreffenden Geschwindigkeitskonstanten und Bindungskon-
stanten in Tabelle 2.
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Von Split-Pool-Molekiilbibliotheken zu
raumlich adressierbaren Mikro-Arrays und
deren Einsatz in der funktionellen Proteomik™**

Nicolas Winssinger, Jennifer L. Harris,
Bradley J. Backes und Peter G. Schultz*

Zur Untersuchung zellulédrer, das gesamte Genom umfas-
sender Vorgidnge wurden bereits zahlreiche Verfahren ent-
wickelt. Oligonucleotid-Arrays liefern wichtige Informatio-
nen iiber Anderungen des mRNA-Expressionsniveaus als
Antwort auf eine Reihe von physiologischen Stimuli.[?
Zweidimensionale Gelelektrophoresel’! sowie andere chro-
matographische Trennverfahren ermoglichen in Kombination
mit der Massenspektrometrie® eine direktere Analyse von
Proteom-Funktionen.”! Auch zur Genom-umfassenden Ana-
lyse von Proteinstrukturen wurden bereits Verfahren entwi-
ckelt.l Zielgerichtetere Untersuchungen von Protein-Funk-
tionen fiihrten zur Kartierung von Protein-Protein-"! und
Protein-DNA-Wechselwirkungen® und gelten als Wegberei-
ter der Entwicklung von Proteinchips.[) Methoden, mit denen
die katalytische Aktivitdit von Proteinen eines gesamten
Genoms festgestellt werden kann, liefern auch entscheidende
Erkenntnisse iiber zelluldre Aktivitdten.!l% 1

Niedermolekulare organische Verbindungen werden be-
reits seit geraumer Zeit als Agonisten oder Antagonisten von
Rezeptoren sowohl zur Analyse und Steuerung der kataly-
tischen Aktivitit von Enzymen als auch zur Modulierung
biologischer Netzwerke eingesetzt.'”) Demnach sind Mikro-
Arrays mit niedermolekularen Inhibitoren oder Substraten
ein Instrument zur Charakterisierung zelluldarer Aktivitdten.
Um zwischen mehr als 30000 potentiellen Genprodukten im
Menschen unterscheiden zu konnen, braucht man unbedingt
Mikro-Arrays mit einer grolen Zahl an Verbindungen. Es
wurde bereits von hochdichten Mikro-Arrays mit Peptiden
oder nichtnatiirlichen Oligomeren berichtet (40000 Verbin-
dungen pro cm?),®l doch ist wegen der angewendeten
photolithographischen Techniken die zugéngliche molekulare
Diversitdt stark eingeschrdnkt. Unlidngst wurden mehrere
niedermolekulare Verbindungen auf eine Glasplatte ge-
druckt, mit dem Bestreben, automatische Druckvorginge
mit Split-Pool-Molekiilbibliotheken zu verbinden.'¥ Das
Split-Pool-Verfahren™” ist bei der Erzeugung molekularer
Diversitt viel effizienter als die Parallelsynthese,l'" jedoch ist
bei ihm die Identitdt jedes Mitglieds der Molekiilbibliothek
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