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Diffusions-NMR-Spektroskopie

l ntermolekulare Wechselwirkungen in Losung spielen eine wichtige
Rolle bei der molekularen Erkennung und sind somit von besonderer
Bedeutung in der Supramolekularen und Kombinatorischen Chemie.
Die Untersuchung der molekularen Diffusion liefert Aufschliisse iiber
solche Wechselwirkungen, wobei sich die hochaufgeloste Diffusions-
NMR-Spektroskopie als Methode der Wahl fiir die gleichzeitige Be-
stimmung von Diffusionskoeffizienten in einem Mehrkomponenten-
system erwiesen hat. Der Diffusionskoeffizient ist dabei ein Maf} fiir
die effektive Grofie und Form eines Molekiils. Zu den Anwendungen
dieser Technik gehoren die Abschitzung von Assoziationskonstanten,
die Kartierung intermolekularer Wechselwirkungen in Mehrkompo-
nentensystemen sowie Untersuchungen zum Aggregationsverhalten,
zur lonenpaarbildung, zur Bildung von Einschlussverbindungen und
zur Bestimmung der Grofle und Struktur von labilen Systemen. Mit-
hilfe der Diffusions-NMR-Spektroskopie kann man aber auch Ge-
mische virtuell auftrennen und gezielt nach Liganden fiir Rezeptoren
suchen. Diese Methode kann so bei der Identifizierung von Leitver-
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bindungen von Nutzen sein.

1. Einleitung

1.1. Die NMR-spektroskopische Untersuchung von
Diffusionsvorgdingen

In den vergangenen zehn Jahren haben sich gepulste
Feldgradienten-NMR-Experimente (pulsed field gradient,
PFG) als Methode der Wahl zur Messung der Diffusion
chemischer und biologischer Systeme in Losung erwiesen.
Der Diffusionskoeffizient eines Molekiils hidngt unter gege-
benen Bedingungen (z.B. Losungsmittel, Druck) von seinem
effektiven Molekulargewicht sowie seiner effektiven Grofie
und Form ab. Es liegt damit auf der Hand, dass durch die
Untersuchung der Diffusion Kenntnisse iiber intermolekula-
re Wechselwirkungen in Losung erhalten werden konnen.
Derartige Wechselwirkungen spielen in chemischen und
biologischen Systemen eine wichtige Rolle und sind die
Grundlage der molekularen Erkennung, eines auch fiir die
Supramolekulare und die Kombinatorische Chemie bedeu-
tenden Prinzips." Die Diffusions-NMR-Spektroskopie wird
jedoch erst seit kurzer Zeit in diesen Bereichen eingesetzt.

Bereits zu einem frithen Zeitpunkt in der Entwicklung der
NMR-Spektroskopie wurde erkannt, dass sich die molekulare
Diffusion mit den Methoden der NMR-Spektroskopie be-
stimmen lisst.] Die am besten geeignete Pulssequenz zur
NMR-spektroskopischen Bestimmung der Diffusion wurde
bereits 1965 von Stejskal und Tanner eingefiihrt,” lange
bevor die heute gebriuchliche 2D-NMR-Spektroskopie [
ihren Einzug hielt. Seit dieser Zeit sind Diffusions-NMR-
Messungen zunehmend eingesetzt worden; fiir den Zeitraum
bis 1987 sind die meisten dieser Anwendungen in Losung in
Ubersichtsartikeln von Stilbs, Kirger et al. zusammengefasst
worden, 1%

In den letzten zehn Jahren war eine exponentielle Zu-
nahme im Gebrauch von Gradienten auf allen Gebieten der
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NMR-Spektroskopie, von der Kohédrenzselektion in der
hochaufgelosten NMR-Spektroskopie!'! bis zu bildgebenden
Magnetresonanzverfahren (magnetic resonance imaging,
MRI),"™ zu verzeichnen. Tatsichlich hat besonders das
Diffusions-MRI des Zentralnervensystems (ZNS) in dieser
Zeit enorm an Bedeutung gewonnen.!"” Dies liegt zum Teil an
der tiberraschend effizienten Frithdiagnose von Schlaganfil-
len mithilfe diffusionsgewichteter MRI-Verfahren!" sowie an
den Vorteilen der Diffusions-Tensor-Bildgebung (diffusion
tensor imaging, DTI) beim Kartieren der Nervenbahnen des
ZNSM

Vor diesem Hintergrund ist es iiberraschend, dass in der
Supramolekularen und Kombinatorischen Chemie die Diffu-
sions-NMR-Spektroskopie als Werkzeug zum Studium mole-
kularer Wechselwirkungen erst in letzter Zeit ihren Eingang
gefunden hat. Ein Grund dafiir ist vermutlich, dass die
bendtigten Gradienten fiir ein gepulstes Gradienten-Spin-
Echo-NMR-Experiment (pulsed gradient spin echo, PGSE),
mit dem sich die Diffusion NMR-spektroskopisch bestimmen
lasst, bis vor kurzem kommerziell nicht zur Verfiigung
standen. Im Zuge des Aufkommens der hochaufgelosten
gradientenverstirkten Spektroskopie (gradient enhanced
spectroscopy)!"! und dank technischen Verbesserungen der
Gradienteneigenschaften, die wiederum auf die Entwicklung
des MRI zuriickzufiihren sind, wurden implementierte Gra-
dienten kommerziell erhiltlich und gehoren heute zur Stan-
dardausstattung moderner Hochfeld-NMR-Spektrometer.
Mit entsprechenden Probenkopfen lassen sich fiir einen
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vollstandigen Signalsatz in einem hochaufgelosten Spektrum
die Diffusionskoeffizienten simultan mit hoher Empfindlich-
keit und groBer Genauigkeit ermitteln. Es ist anzumerken,
dass mithilfe der Diffusions-NMR-Spektroskopie, wie im
Folgenden gezeigt werden wird, die Diffusion auch in Syste-
men bestimmt werden kann, in denen keine Konzentrations-
gradienten vorliegen. Zudem sind neue Pulssequenzen und
Methoden entwickelt worden, mit denen man an modernen
NMR-Spektrometern auch komplexe Diffusions-NMR-Ex-
perimente routinemifBig durchfithren kann. Einige davon
werden in diesem Aufsatz vorgestellt.

1.2. Anwendungen der Diffusions-NMR-Spektroskopie

Diffusions-NMR-Messungen werden in einer Vielzahl
von Disziplinen eingesetzt, von der Medizin !> bis hin zu
den Materialwissenschaften.'*'®! Vor kurzem sind im Zu-
sammenhang mit der Entwicklung der hochaufgelosten gra-
dientenverstirkten Spektroskopie mehrere allgemeine Uber-
sichtsartikel erschienen, die sich mit den theoretischen und
praktischen Aspekten der Gradienten-NMR-Spektroskopie
beschiftigen."'""! Auch sind mehrere Aufsitze erschienen,
die sich mit spezielleren Themen wie der Diffusion in
Polymeren,'® in Zeolithen und pordsen Systemen!!®®!®l
sowie mit oberflichenaktiven Substanzen'” in Fliissigkristal-
len und Membranen!®! befassen. Die Diffusions-NMR-Spek-
troskopie ist ein vollkommen nichtinvasives Verfahren, was
sie fiir Untersuchungen der Molekiildynamik sowie der
translatorischen Diffusion und damit fiir die Aufkldrung von
Strukturdetails in biologischen und physiologischen Systemen
besonders geeignet macht. So sind die Anwendungen der
Diffusions-NMR-Spektroskopie bei der Untersuchung des
Membrantransports kiirzlich in einem Ubersichtsartikel zu-
sammengefasst worden,”! und mehrere Versffentlichungen
von Callaghan und Price befassen sich mit der Diffusion in
Systemen mit begrenzter raumlicher Ausdehnung.'”! Die g-
Space-Diffusions-NMR-Spektroskopie®?? bildete die Grund-
lage fiir entsprechende Experimente zum Erhalt von Infor-
mationen Uber die Struktur und Grofle des untersuchten
Kompartiments. Da diese Technik nichtinvasiv ist und die
Untersuchung von Kompartimenten von nur wenigen Mikro-
metern Durchmesser ermoglicht, wurde die q-Space-Diffusi-
ons-NMR-Spektroskopie auch zur Untersuchung biologi-
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scher Systeme eingesetzt.”>! Wir haben diese Methode
zum g-Space-MRI des Zentralnervensystems ausgebaut.?*"]
Callaghan und andere haben Diffusions-NMR-Spektroskopie
und MRI zur Untersuchung komplexer Fluide eingesetzt.”®!
Van As und Mitarbeiter nutzten diese Technik, um den Fluss
durch in der Chromatographie eingesetzte, porose Materia-
lien zu untersuchen.””

In diesem Aufsatz soll die Anwendung der hochaufgelos-
ten Diffusions-NMR-Spektroskopie in Losung diskutiert
werden, mit besonderem Augenmerk auf Anwendungen in
den Bereichen der Supramolekularen und der Kombinatori-
schen Chemie. Dabei wird der Schwerpunkt dieses Aufsatzes
auf den Anwendungen und nicht auf einer tiefgehenden
Diskussion der Theorie von Diffusions-NMR-Experimenten
liegen, da auf diese bereits in vielen der unldngst erschiene-
nen Ubersichtsartikel eingegangen wurde.’ 1162281 1m Fol-
genden erldutern wir kurz den Begriff der Diffusion im
Kontext von NMR-Messungen (Abschnitt 2) und geben eine
grundlegende Einfiihrung in die NMR-Verfahren, mit denen
sich die Diffusion messen lédsst. Dabei liegt die Betonung auf
den einfachsten und gebriuchlichsten Verfahren zur Diffusi-
onsmessung in isotropen Losungen (Abschnitt3). Im sich
anschlieBenden Hauptteil dieses Ubersichtsartikels (Ab-
schnitte 4-5) diskutieren wir die Anwendungen der Diffusi-
ons-NMR-Spektroskopie und wollen so anhand ausgewéhlter
Arbeiten das Potenzial einfacher Diffusions-NMR-Messun-
gen fiir die Supramolekulare und die Kombinatorische
Chemie herausstellen. Im letzten Abschnitt geben wir einen
Ausblick auf zukiinftige Entwicklungen der Diffusions-NMR-
Spektroskopie (Abschnitt 6).

2. Konzepte der molekularen Diffusion

2.1. Translatorische Diffusion in isotropen Systemen —
+freie Diffusion“

Die translatorische Diffusion ist der vielleicht wichtigste
Modus des molekularen Transports.®™” Unter der Eigendiffu-
sion versteht man die willkiirliche (ziellose) translatorische
Bewegung von Partikeln, die in der thermischen Energie der
Teilchen ihren Ursprung hat. Im Falle der Eigendiffusion
wirken de facto keinerlei Krifte auf die Molekiilpartikel,
sodass im statistischen Mittel keine Fortbewegung beobachtet
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in Chemie von der School of Chemistry der
Tel Aviv University. Sie hat gerade ihre Pro-
motion unter der Anleitung von Prof. Yoram
Cohen beendet. Ihre Forschungsinteressen
konzentrieren sich auf Anwendungen der
Diffusions-NMR-Spektroskopie in der Supra-
molekularen Chemie.

Angew. Chem. 2005, 117, 524 —560


http://www.angewandte.de

Diffusions-NMR-Spektroskopie

wird. In einem isotropen homogenen System ist die durch
Randbedingungen  eingeschriankte Wahrscheinlichkeit
P(ry,r.ty), dass sich ein Molekiil, welches sich urspriinglich
an Position r, befand, nach der Zeit t; an der Position r
befindet, durch Gleichung (1) gegeben, wobei D der Eigen-

) m

diffusionskoeffizient ist. Dies bedeutet, dass das von einem
Molekiil an einer Position r, relativ zu einer willkiirlich
gewdhlten Referenzposition eingenommene Volumen in
einem nicht eingeschrdnkten System durch eine GauB3-Ver-
teilung beschrieben wird, die mit wachsender Diffusionszeit ¢,

P(ro.rty) = dnDty) > exp <f

a) b) 15

_/\td =305 ms
12
b

Angewandte

zunehmend breiter wird (Abbildung 1). Daher ist die Positi-
onsdnderung eines sich willkiirlich bewegenden Partikels
gemittelt {iber alle drei Raumrichtungen unter diesen Bedin-
gungen null. In derartigen Systemen ist jedoch die Wurzel des
Quadrats der gemittelten Positionsidnderung,/(X?), durch
die Einstein-Gleichung gegeben [GL. 2],°!! wobei # bei ein-,
(X)) = (nD1y)""? @)
zwei- und dreidimensionaler Diffusion die Werte 2, 4 bzw. 6
annimmt. Aus dieser Gleichung geht hervor, dass die mittlere
Positionsdnderung linear mit der Quadratwurzel der Diffusi-
onszeit zunimmt.

Der wohlbekannte Zusammenhang
zwischen der Diffusion und der moleku-
laren GroBe wird durch die Einstein-
Smoluchowski-Gleichung [GI. (3)] ausge-

kT RT
D= 3
FONF ©)
driickt.?3% Hierbei ist k, die Boltzmann-
Konstante, T die absolute Temperatur, f
der so genannte hydrodynamische Frikti-

V(X% 6
um
3
ty=35ms
0
-40 =20 0 20 40 60 0.0 0.2
X/pm ——
c) d) 15
_——Ltd =305 ms 12
T 9
P ty=125ms m /6
um
3
td =35ms

tdl/2 AT p——

ol

onskoeffizient, N die Avogadro-Zahl und
R die ideale Gaskonstante. Fiir eine Kugel
in einem kontinuierlichen Medium der
Viskositdt # wird f durch die Stokes-
Gleichung [Gl. 4] gegeben.P” In dieser

0.4 0.6

[ =6mr, )

Gleichung ist r; der hydrodynamische
Radius, hiufig auch Stokes-Radius ge-
nannt. Die Kombination von Glei-
chung (3) mit Gleichung (4) liefert die

-4 0.0 0.2

X/pym ——

Abbildung 1. (a), (b) Freie Diffusion in einer tert-Butanol-Lésung; (c), (d) eingeschrinkte

Diffusion (Wasser im Sehnerv).

a), c) Profile der Verteilung der Positionsinderung X;

0.4 0.6 bekannte Stokes-Einstein-Beziehung
PRTY7 S— [GL (5)]. Es ist zu beachten, dass fiir
d

kT
~ 6y )

b),d) mittlere Quadratwurzel von X, berechnet aus der Signalhalbwertsbreite der Positions-
dnderungsverteilung aus (a) bzw. (c) und der Quadratwurzel der Diffusionszeiten. Die Stei-
gung der Geraden in (b) liefert den Eigendiffusionskoeffizienten von tert-Butanol

(2.7x10"

6 cm? 571) 126¢]
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Molekiile anderer Struktur auch eine
andere Gleichung fiir die Beschreibung
von f verwendet werden muss.”!

Aus der Gleichung geht hervor, dass
unter kontrollierten Bedingungen {iber
die Messung des Eigendiffusionskoeffizienten eines Molekiils
auch Informationen {iiber dessen Eigenschaften erhalten
werden konnen: sein Gewicht, seine Grofe und Form, aber
auch seine Bindungsverhiltnisse, seine Aggregation und seine
molekularen Wechselwirkungen. Zudem sind die Diffusions-
koeffizienten direkt mit der Translationsbewegung des Mo-
lekiils im Laborkoordinatensystem korreliert, sofern die
Diffusion in einem homogenen Medium stattfindet, das eine
freie und isotrope Diffusion erlaubt. In nicht homogenen
Proben hingegen, in denen andere Diffusionsmodi vorherr-
schen, ist die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten aus
Diffusions-NMR-Experimenten ein sehr viel schwierigeres
Unterfangen.
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2.2. Andere Arten der Diffusion:
eingeschrinkte und anisotrope Diffusion

Wie wir in Abschnitt 3 anhand der unterschiedlichen, zur
Untersuchung der Diffusion herangezogenen NMR-Metho-
den sehen werden, werden die Spins durch die Pulsverfahren
zu mindestens zwei Zeitpunkten angesprochen.1%1321 Der
Signalabfall in einem Diffusions-NMR-Experiment hangt
daher von der mittleren Positionsédnderung der Teilchen ab,
die diese innerhalb einer gewissen Zeit, der Diffusionszeit,
erfahren. In Abbildung 1 sind zum einen die Positionsdnde-
rungsprofile fiir unterschiedliche Diffusionszeiten bei freier
und bei eingeschrinkter Diffusion (Abbildung 1a und c), zum
anderen die mittlere Positionsinderung als Funktion der
Quadratwurzel der Diffusionszeit bei freier und bei einge-
schréankter Diffusion (Abbildung 1b und d) aufgetragen. Man
erkennt, dass, wie aufgrund von Gleichung (2) zu erwarten,
im Fall freier Diffusion die mittlere Positionséinderung eines
diffundierenden Molekiils linear mit der Quadratwurzel der
Diffusionszeit zunimmt. Durch die Auftragung der mittleren
Positionsénderung als Funktion der Quadratwurzel der Dif-
fusionszeit erhélt man eine Gerade, aus deren Steigung sich
der Diffusionskoeffizient ermitteln ldsst (Abbildung 1b).
Man kann sich vorstellen, dass bei einem System mit einge-
schriankter Diffusion eine Verlingerung der Diffusionszeit
nicht mehr zu einer Vergréerung der mittleren Positionsin-
derung des diffundierenden Teilchens fiihrt. Wie man anhand
von Abbildung 1d erkennt, besteht in einer solchen Situation
kein linearer Zusammenhang mehr zwischen der mittleren
Positionsdnderung und der Quadratwurzel der Diffusionszeit.
Unter diesen Bedingungen kann lediglich ein scheinbarer
Diffusionskoeffizient bestimmt werden.'*'"! Es ist klar, dass
eine solche Einschrankung dann auftreten wird, wenn die
Diffusionszeit ¢y > /2D ist (I: Linge des Kompartiments, D:
Diffusionskoeffizient). Das bedeutet, dass die in solchen
Systemen ermittelten, scheinbaren Diffusionskoeffizienten
durch die Diffusionszeiten t; im Diffusions-NMR-Experi-
ment beeinflusst werden. Wenn Barrieren, die eine raumliche
Einschriankung bewirken, nicht gleichmiBig angeordnet sind,
kann die so genannte anisotrope Diffusion auftreten.
Sowohl die eingeschrédnkte als auch die anisotrope Diffusion
sind wichtige Phédnomene in heterogenen Systemen, z.B.
porosen Materialien und biologischen Systemen, und liefern
unter geeigneten experimentellen Bedingungen Informatio-
nen zur Struktur des untersuchten Systems.”?! Da diese
Diffusionsarten in homogenen Losungen jedoch nur eine
untergeordnete Rolle spielen, werden wir diese Thematik
hier nicht weiter vertiefen.

3. NMR-Methoden zur Messung der Diffusion

In jiingster Zeit haben NMR-Methoden das herkommli-
che Verfahren zur Bestimmung von Eigendiffusionskoeffizi-
enten mit radioaktiven Markern weitgehend verdrangt, da
NMR-Messungen leichter durchfithrbar und nichtinvasiv
sind, und dariiber hinaus die simultane Bestimmung mehrerer
Diffusionskoeffizienten in Mehrkomponentensystemen er-
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moglichen. Im Folgenden wollen wir die Auswirkungen von
magnetischen Feldgradienten auf das zu messende NMR-
Signal betrachten.’**11118 Im Anschluss daran werden wir
einige der niitzlichsten NMR-Verfahren diskutieren, mit
denen sich Diffusionskoeffizienten in Losung bestimmen
lassen.

3.1. Modifizierte Spin-Echo-Experimente:
das gepulste Gradienten-Spin-Echo-NMR-Experiment

Die Grundlage fiir Diffusionsbestimmungen mit der
NMR-Spektroskopie ist die Tatsache, dass magnetische Feld-
gradienten indirekt dazu genutzt werden konnen, die Position
NMR-aktiver Kerne tiber ihre Larmorfrequenz zu markieren.
Dies geschieht durch das Anlegen eines externen Gradienten
des Magnetfelds, was durch Gleichung (6) beschrieben wird.

7aBZA.

0Bz. OBz
Wl'i‘

G vt ©6)

Dabei sind , j und k die Einheitsvektoren in die Richtungen x,
y und z. Das vollstandige externe Magnetfeld an der Position
r ist dann gemdB Gleichung (7) definiert. Die Spins préze-

B(r)=By+Gr (7)

dieren mit einer Winkelfrequenz gemif3 Gleichung (8). Der
so eingestellte Phasenwinkel hiangt linear sowohl von B(r) als

w(r) = —yB(r) &)

auch von der Dauer des angelegten Gradienten 6 ab. Im
Folgenden wollen wir annehmen, dass nur ein z-Gradient
wirksam ist. Ein solcher Gradient fithrt zum positionsabhén-
gigen Phasenwinkel @(z) [Gl. (9)]. Daraus wird deutlich, dass

®(z) = —yB(z)d )

der magnetische Feldgradient dazu genutzt werden kann, die
z-Position von Spins zu markieren.

Die am héufigsten verwendete Methode zur Untersu-
chung von Diffusionsvorgingen ist das gepulste Gradienten-
Spin-Echo-NMR-Experiment (pulsed gradient spin echo,
PGSE)," eine Variante des Hahn-Spin-Echo-Experiments.
Bei der PGSE-Sequenz werden zwei identische Pulsgradien-
ten angelegt, jeweils einer pro Periode t der Spin-Echo-
Sequenz (Abbildung 2).°*'" Die PGSE-Sequenz und eine
schematische Darstellung ihrer Auswirkung auf die Magne-
tisierung eines Ensembles von Spins sind in Abbildung 2 zu
sehen. Zu Beginn des Experiments ist die Nettomagnetisie-
rung entlang der z-Achse orientiert, sodass sich das Ensemble
der Spins im thermischen Gleichgewicht befindet. Wird dann
ein 90°-Rf-Puls eingestrahlt, rotiert die Magnetisierung von
der z-Achse zur x-y-Ebene. Zu einem Zeitpunkt ¢, wird ein
Pulsgradient der Dauer ¢ und der Stirke G angelegt. Als
Folge davon hat jeder Spin am Ende der ersten Periode 7 und
unmittelbar vor Einstrahlung des 180°-Rf-Pulses eine Pha-
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Abbildung 2. a) Die PGSE-Pulssequenz.” G ist die Amplitude des
Pulsgradienten, 0 seine Dauer und 4 die Zeit vom Anfang eines Puls-
gradienten bis zum Anfang des nichsten. Gezeigt ist auerdem die
Auswirkung der Diffusion (c) auf die Phasenverschiebung und die Sig-
nalintensitit in einem PGSE-Experiment; (b): ohne Diffusion. Bei der
in (a) gezeigten Sequenz gibt der Term (4—0/3) die Diffusionszeit
wieder. Mit Genehmigung aus Lit [17a].

schwaches Signal

senverschiebung erfahren, die sich gemif Gleichung (10)

H+0
Pi(t) = yByt + yG / z;()dt

I

(10)

beschreiben ldsst. Hier entspricht der linke Term der Pha-
senverschiebung, die auf das statische Magnetfeld zuriickzu-
fithren ist, wihrend der rechte Term die Phasenverschiebung
beschreibt, die durch den angelegten magnetischen Pulsgra-
dienten hervorgerufen wird.

Im néchsten Schritt wird ein 180°-Rf-Puls eingestrahlt,
wodurch, wie in Abbildung 2 gezeigt, (Wechsel von leeren zu
vollen Kreisen), das Vorzeichen der Prizession und das
Vorzeichen des Phasenwinkels umgekehrt werden. Zum
Zeitpunkt f,+4 wird ein zweiter Gradient, der in Dauer
und Stidrke mit dem ersten identisch ist, eingestrahlt. Ab
diesem Moment sind zwei Szenarien denkbar: Im ersten Fall
(Abbildung 2b) bewegen sich die Spins nicht entlang der z-
Achse, d.h., wihrend dieses Zeitintervalls findet keine Dif-
fusion statt. In diesem Fall ist die Phasenverschiebung jedes
Spins nach der ersten Periode 7 im Betrag identisch mit der
Phasenverschiebung der Spins nach der zweiten Periode 7.
Die Wirkungen der beiden Pulsgradienten heben sich also
gegenseitig auf, und alle Spins werden refokussiert. In diesem
Fall wird daher das maximale Echosignal erhalten. Finden
jedoch Diffusionsvorginge statt (das zweite Szenario, Abbil-
dung 2¢), hat die Phasenverschiebung jedes Spins nach der
ersten t-Periode einen anderen Wert als die nach der zweiten.
Dieses Phénomen tritt auf, weil sich jedes diffundierende
Teilchen zum Zeitpunkt ¢, +4 an einer anderen Position
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entlang der z-Achse befindet als zum Zeitpunkt #, und daher
jedes Teilchen auch einem anderen Magnetfeld ausgesetzt ist
[(GL. (7)]. In den unterschiedlichen Zeitperioden prizedieren
die Spins also mit unterschiedlichen Winkelfrequenzen
[GL. (8)]. Daher wird die Verteilung der Phasenwinkel ein-
zelner Spins zumindest teilweise aufgefichert, wodurch das
Echosignal schwicher wird. Man kann daher intuitiv davon
ausgehen, dass sich eine verstdrkte Diffusion in einer gerin-
geren Refokussierung der Spins und somit in einem schwéi-
cheren Echosignal widerspiegelt.

Aus den Gleichungen wird zudem deutlich, dass mit
starkeren und lidngeren Pulsgradienten die Refokussierung
der Spinphasen und somit die Signalstirke des Echosignals
der diffundierenden Spins abnimmt. Es leuchtet auch ein,
dass bei Zunahme der Zeit 6 (der Dauer zwischen den
Pulsgradienten) die Echosignalintensitit abnimmt. So wird
auch ohne eine Herleitung der vollstindigen mathematischen
Zusammenhinge verstindlich, dass die Signalintensitit durch
Gleichung (11) beschrieben werden kann, wobei Iy, und

27
Loy = Lpgexp <_ Tz)f(avG#‘,D) = 115:0f(6,G,4,D) (11)

I3, die Signal- und die Echointensitét unmittelbar nach dem
ersten 90°-Rf-Puls bzw. bei 27 sind und f(d,G,4,D) eine
Funktion ist, die die Signalabschwéchung durch Diffusions-
vorginge beschreibt.

Wird das PGSE-Experiment so durchgefiihrt, dass 7
konstant bleibt, ist eine Unterscheidung der 7,-Relaxations-
anteile und der Diffusionsanteile moglich. Wird daher die auf
T,-Relaxation zuriickzufithrende Signalabschwichung durch
Normalisierung herausgefiltert, verbleibt lediglich eine von
der Diffusion abhéngige Signalabschwichung [GL. (12)]. Stej-

e

= f(6,G.4,D) (12)

Lo

skal und Tanner haben gezeigt, dass fiir ein einzelnes, frei
diffundierendes Teilchen die Signalintensitdt im Falle recht-
eckiger Pulsgradienten geméiB Gleichung (13) gegeben ist, die
sich zu Gleichung (14) umformen ldsst (y: gyromagnetisches

27
Torg) =1 op) eXP(f) exp(—y* G* 6*(4-6/3)D)

(13)
=) eXP(_VZ G’ 52(4‘_5/3)[))
I
ln( ””3)) =—y>G*6*(4-6/3)D = —bD (14)
I(Zr.O)

Verhiltnis, G: Stirke des Pulsgradienten, 4: Zeitspannen
zwischen den Pulsgradienten, J: Pulsdauer, D: Diffusionsko-
effizient).P’! Dabei ist y? G*0*(4—0/3) der so genannte b-Wert.
Im Fall einer isotropen Losung sollte daher eine Auftragung
von In({p, /1.0 gegen die b-Werte eine Gerade mit der
Steigung —D ergeben. Im Prinzip kann jeder der Parameter 9,
A und G wihrend eines Experiments verdndert werden, um
eine deutlichere Signalabschwichung zu erhalten. Technische
Faktoren und Relaxationseigenschaften der Probe konnen
die Variationsmoglichkeiten jedoch einschrianken. Der Term
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(4-06/3) wird im Allgemeinen als Diffusionszeit bezeich-
net."!

In Abbildung 3 sind die Ergebnisse eines PGSE-Experi-
ments dargestellt, in dem die Stdrke des Pulsgradienten unter

a)

v S

[ — A G

Abbildung 3. Signalabschwichung in Abhingigkeit von G bei folgen-
den Diffusionskoeffizienten: a) D=1.81x10"° cm?s ™" und

b) D=0.33x107° cm?s™', zusammen mit den entsprechenden graphi-
schen Auswertungen;

In(I/l)=In (lare)/aro)-

Konstanthaltung von 6 und 4 in zehn Schritten von 0 auf ca.
30 Gem ™! erhoht wurde. In Abbildung 3a ist die Signalab-
schwéchung eines kleinen Molekiils mit dem Diffusionskoef-
fizienten 1.81 x 10~ cm?s~! wiedergegeben, in Abbbildung 3b
die eines anderen Molekiils mit dem Diffusionskoeffizienten
0.33x 1077 cm®s™". Aus diesen Abbildungen geht hervor, dass
schneller diffundierende Spezies eine deutlichere Signalab-
schwichung zeigen. Dies resultiert in einer groBeren Steigung
der Geraden, die man aus der Auftragung In(/, /.0
gegen die entsprechenden b-Werte erhilt. In({, /1. )) wird
im Allgemeinen als In(7/1,) abgekiirzt.

3.2. Die Diffusionssequenz mit stimuliertem Echo

Das herkommliche Diffusionsexperiment mit stimulier-
tem Echo (stimulated echo, STE) ist in Abbildung4a ge-
zeigt.’! Diese Sequenz besteht aus drei 90°-Pulsen. Das Echo
nach dem dritten Rf-Puls wurde von Hahn das ,,stimulierte
Echo® genannt. Die Signalintensitdt des STE-Diffusionsex-
periments ist im Falle rechteckiger Pulsgradienten durch
Gleichung (15) gegeben.” Aus ihr geht hervor, dass sich auch

I(TM+2LG) =

27 Ty 2 252
(100 /2) exp T, ) \T, exp(—y* G*8*(4-0/3)D) = (15)
L7y 420) eXP(—VZ G 52(4‘_5/3)]3)
hier die auf Relaxation beruhenden Abschwichungseffekte
von den durch Diffusion verursachten trennen lassen. Durch

das Ausfithren des STE-Diffusionsexperiments mit konstan-
ten Zeitintervallen konnte gezeigt werden, dass die norma-
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Abbildung 4. a) Die STE-Diffusions-Pulssequenz,*? b) die LED-Pulsse-
quenz?® und c) die bipolare LED-Pulssequenz.?*

lisierte Signalabschwéchung dieselbe Abhingigkeit zeigt wie
die des PGSE-Experiments."* Beim Vergleich von Glei-
chung (15) mit dem Ausdruck fiir die Signalintensitdt im
PGSE-Experiment [Gl. (13)] werden zwei Unterschiede zwi-
schen den Gleichungen deutlich: Die Amplitude ist in
Gleichung (15) nur halb so groB3, und — im Zusammenhang
mit der Diffusion der wichtigere Punkt — die relaxationsbe-
dingte Abschwichung des stimulierten Echos ist wiahrend des
Gro8teils des Diffusionsintervalls (im Zeitintervall zwischen
dem zweiten und dem dritten 90°-Puls) abhingig von T.
Somit liegt auf der Hand, dass sich die STE-Sequenz zur
Aufnahme von Diffusionsspektren von Systemen eignet, fiir
die kurze T,-Zeiten charakteristisch sind. Dies ist ein ein-
deutiger Vorteil, denn in vielen Systemen ist 7 deutlich
langer als T,. Die STE-Diffusionssequenz ermdoglicht es, die
Gewichtung der Diffusion auf Kosten der 7;- und nicht der
T,-Relaxationszeit zu erhohen. Langere Diffusionszeiten zur
Erhohung der b-Werte sind notig bei der Bestimmung
niedriger Diffusionskoeffizienten oder bei einer Abhéingig-
keit der Diffusionskoeffizienten von der Diffusionszeit (d.h.
in Fillen, in denen chemischer Austausch oder eingeschrank-
te Diffusion auftreten). Die STE-Diffusionssequenz ist auch
besser zur Bestimmung der Diffusion in Systemen mit Spin-
Spin-Kopplung geeignet.

Die PGSE- und STE-Diffusionssequenzen wurden bereits
lange vor der Entwicklung der 2D-NMR-Spektroskopie
eingefiihrt. Eine bedeutende Weiterentwicklung zu Beginn
der neunziger Jahre war daher die diffusionsgewichtete
Spektroskopie (diffusion ordered spectroscopy, DOSY) von
Johnson, Jr. und Mitarbeitern.?>=
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3.3. Das DOSY-Verfahren

DOSY bietet die Moglichkeit der ,virtuellen Auftren-
nung“ von Verbindungen. Dazu wird in einer zweidimensio-
nalen Darstellung auf einer Achse die chemische Verschie-
bung, auf der anderen der Diffusionskoeffizient aufgetra-
gen.?*®! Das Verfahren beruht auf longitudinaler Verzoge-
rung von Wirbelstromen (longitudinal eddy current delay,
LED) und bipolaren LED-Sequenzen. Vor kurzem wurde
auch iiber 3D-DOSY-Experimente berichtet. Da wir hier nur
eine kurze Einfiihrung in das DOSY-Verfahren geben, seien
interessierte Leser auf einen Kkiirzlich erschienenen, ausfiihr-
lichen Ubersichtsartikel verwiesen.[*]

3.3.1. Die grundlegenden LED und BPLED-Experimente

Eine wichtige Voraussetzung fiir das DOSY-Verfahren ist
die Féhigkeit, einzelne Diffusionskoeffizienten zu unterschei-
den, selbst wenn die Signale dhnlich groBer Molekiile sich
gegenseitig tiberlagern. Zum Erreichen dieses Ziels miissen
spektrale Verzerrungen, die von elektrischen Wirbelstromen
herriihren, minimiert werden. Diese Wirbelstrome werden
durch den Pulsgradienten hervorgerufen. Der beste Weg, die
Auswirkungen der Wirbelstrome zu vermeiden, ist, sie erst
gar nicht auftreten zu lassen. Dies gelingt jedoch nicht immer,
besonders, wenn starke Pulsgradienten in Kombination mit
kurzen Verzogerungszeiten verwendet werden. Aus diesem
Grund wurde die in Abbildung 4b gezeigte LED-Sequenz
entwickelt,® die eine Modifikation der STE-Sequenz aus
Abbildung 4 a ist.

Wie in Abbildung 4 dargestellt, besteht der Unterschied
zur reinen STE-Sequenz in zwei zusétzlichen 90°-Pulsen und
einer Verzogerung ¢, am Ende der Sequenz. Als Folge des
vierten 90°-Pulses wird die Magnetisierung in der longitudi-
nalen Richtung gespeichert, wihrend die Wirbelstrome ab-
klingen. Nach der Abklingzeit 7, wird die Magnetisierung
durch einen weiteren 90°-Puls abgefragt und registriert
(Abbildung 4b).

Die bipolare LED-Sequenz (BPLED),* eine Modifi-
zierung des LED-Verfahrens, ist in Abbildung 4 c gezeigt. Bei
dieser Sequenz wird jeder Pulsgradient der urspriinglichen
LED-Sequenz durch zwei Pulse unterschiedlicher Polaritét
ersetzt, die durch einen 180°-Puls voneinander getrennt sind.
Das BPLED-Experiment hat gegeniiber dem LED-Experi-
ment zwei Vorteile: Zum einen werden dabei die Wirbel-
strome auf ein Minimum reduziert, zum anderen wird die
effektive Stirke des Gradienten verdoppelt.’™ Diese Se-
quenz ist daher in solchen Fillen niitzlich, in denen zur
Bestimmung relativ kleiner Diffusionskoeffizienten relativ
grofBe Gradienten benotigt werden. Aus diesen Griinden ist
die BPLED-Sequenz derzeit die Sequenz der Wahl fiir viele
DOSY-Experimente. DOSY wurde aber auch mit anderen
Verfahren wie INEPT und DEPT kombiniert.[*!

3.3.2. Das 2D-DOSY-Verfahren
Die Ergebnisse der oben diskutierten Diffusionsexperi-
mente konnen in Form einer zweidimensionalen Matrix

dargestellt werden, in der auf einer Achse die chemischen

Angew. Chem. 2005, 117, 524—560

www.angewandte.de

Angewandte

p— 1.10-5

- 2-10-¢ D/em*s™

- 3.10—5

- 4-10%

T T T T T T 510
6 5 4 3 2 1
<« 5/ppm

&

Abbildung 5. 2D-DOSY-Spektrum fiir vier Spezies mit unterschiedli-
chen Diffusionskoeffizienten.

Verschiebungen, auf der anderen die Diffusionskoeffizienten
aufgetragen werden (Abbildung 5). Wihrend die Information
iiber die chemische Verschiebung aus der Fourier-Transfor-
mation (FT) der Daten aus der Zeitdoméne erhalten wird,
erhdlt man die Information iiber die Diffusion aus der
inversen Laplace-Transformation (LT) der Daten der Signal-
abschwichung (Abbildung 6). Das Ziel des DOSY-Verfah-
rens besteht darin, einzelne Spezies in einem Gemisch von
Verbindungen spektroskopisch (nicht physisch) aufzutren-
nen. In diesem Sinne erinnert DOSY an die physische
Auftrennung von Substanzgemischen mit chromatographi-
schen Methoden. Daher wird DOSY auch als NMR-Chro-
matographie bezeichnet.’”) Abbildung 5 illustriert dieses
Konzept. Jede horizontale Linie repriasentiert einen bestimm-
ten Diffusionskoeffizienten; daher korrelieren alle Signale
auf dieser Horizontalen mit Signalen aus der Dimension der
chemischen Verschiebung und koénnen so bestimmten Mole-
kiilen zugeordnet werden.

a) S(@) FID — NMR-Spektrum
FFT
‘ '
Diffusic " > glffusmnsgewnchtetes
LT pektrum
b) S
b-Werte D

Abbildung 6. Vergleich der FFT- und ILT-Transformationen. Anders als
bei der FT-Transformation gibt es bei der inversen Laplace-Transforma-
tion (ILT) nicht nur eine Lésung (in Anlehnung an [34], mit Genehmi-

gung).
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Wird bei einer bestimmten Frequenz ein Kontinuum von
Diffusionskoeffizienten betrachtet, lassen sich die Datensétze
I(s), die die Abschwichung des Signals beschreiben, geméif
Gleichung (16) ausdriicken (1= D(4—6/3) und s =y*0*G?).

I(s) = / a(A) exp(—As)di (16)

Man erkennt an dieser Gleichung, dass I(s) die Laplace-
Transformation von a(4) und a(1) das Laplace-Spektrum der
Diffusionskoeffizienten ist. Das gewiinschte Spektrum a(4) ist
daher die inverse Laplace-Transformation der Signalab-
schwichungsfunktion I(s).

Eine perfekte Transformation liefert eine Laplace-Trans-
formation von Deltafunktionen, und daher sollte auch die
inverse Transformation existieren. Die Voraussetzung dafiir
ist, dass es eine eindeutige Transformation gibt, wie es bei der
in Abbildung 6a gezeigten FT der Fall ist. In der Realitét gibt
es jedoch keine perfekten Transformationen. Die gepunkte-
ten Linien in Abbildung 6b sind die experimentellen Befun-
de, die diese Aussage verdeutlichen. Ein DOSY-Experiment
gelingt also umso besser, je deutlicher sich die Diffusionsko-
effizienten voneinander unterscheiden und je kleiner der
Fehler bei der Bestimmung der Diffusionskoeffizienten ist.

3.3.3. Das 3D-DOSY-Verfahren

Bei 3D-DOSY-Experimenten wird eine Diffusionskoor-
dinate zur konventionellen 2D-Auftragung hinzugefiigt. Wie
bei der zweidimensionalen Auftragung verringert dieses
Experiment die Wahrscheinlichkeit einer Signaliiberlappung,
da die NMR-Signale einer Spezies nun nicht nur auf einer
Achse liegen, sondern iiber eine Fliche verteilt sind,["®! und
die verschiedenen Spezies entlang der dritten Achse nach
ihren jeweiligen Diffusionskoeffizienten aufgetragen werden.
So konnten im ersten verdffentlichten 3D-DOSY-Experi-
ment,?! einer DOSY-NOESY-Sequenz, die iiberlappenden
Signale eines DNA-Duplex und eines Dinucleotids aufgelost
werden.

In Abbildung 7a ist die Pulssequenz eines DOSY-COSY-
Experiments gezeigt.” Diese Pulssequenz entsteht durch
die Verkniipfung der BPLED- und der COSY-Sequenz mit
einer Verzogerungszeit f, zwischen den beiden Einzelsequen-
zen. Nach dem gleichen Muster sind andere 3D-DOSY-
Sequenzen, z.B. DOSY-TOCSY™"! und DOSY-HMQC,**
entwickelt worden. Abbildung 7b zeigt die schematische
Darstellung der Ergebnisse einer 3D-DOSY-Sequenz, aus
der deutlich wird, dass damit die ,virtuelle Auftrennung*
unterschiedlicher Verbindungen gelingt. Zunéichst werden die
einzelnen Verbindungen spektroskopisch nach den jeweiligen
Diffusionskoeffizienten aufgetrennt. Jede von der Diffusi-
onsachse ausgehende Ebene durch den aufgespannten Wiirfel
représentiert das 2D-Spektrum einer bestimmten Spezies. So
zeigt Abbildung 7b zwei schematische COSY-Spektren der
Verbindungen A und B mit unterschiedlichen Diffusionsko-
effizienten. Allerdings ist das 3D-DOSY-Verfahren wie alle
dreidimensionalen Verfahren sehr zeitaufwéndig. In der Tat
ist dies sein gravierendster Nachteil.
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Abbildung 7. a) Die DOSY-COSY-Pulssequenz,®® b) eine schematische
Darstellung der 3D-DOSY-Daten, die mit der Pulssequenz aus (a) er-
halten wurden. Das DOSY-COSY-Experiment liefert nach der 3D-Trans-
formation 2D-COSY-Spektren in jeder Ebene des Wiirfels. Jede Ebene
korreliert mit einem anderen Diffusionskoeffizienten. In Anlehnung an
Lit. [34], mit Genehmigung.

4. Anwendungen von Diffusions-NMR-Messungen in
der Supramolekularen Chemie

4.1. Molekulare Wechselwirkungen

Molekulare Wechselwirkungen, die in der Supramoleku-
laren und der Kombinatorischen Chemie so wichtig sind,
wurden bereits mit vielerlei spektroskopischen Methoden
untersucht.”*”) NMR-spektroskopische Methoden spielen eine
bedeutende Rolle in diesen Gebieten, die Diffusions-NMR-
Spektroskopie wird aber bei weitem noch nicht voll genutzt,
obwohl sie, wie wir glauben, ein grofles Potenzial zur Cha-
rakterisierung derartiger Systeme hat. Dieses Potenzial wurde
in den vergangenen Jahren durch eine wachsende Zahl von
Anwendungen verdeutlicht. Einige dieser Anwendungen
werden wir im Folgenden unter Betonung der chemischen
Informationen, die sich aus ihnen erhalten lassen, erortern.

4.1.1 Bindungs- und Assoziationskonstanten

Die Assoziationskonstante K, ist eine wertvolle Grof3e
zur Quantifizierung molekularer Wechselwirkungen. In den
vergangenen Jahrzehnten wurden Zehntausende dieser Kon-
stanten durch viele unterschiedliche Methoden bestimmt und
dokumentiert.***] Die NMR-Spektroskopie hat sich in den
vergangenen zwanzig Jahren als wichtige Methode zur Be-
stimmung von Assoziationskonstanten erwiesen — Diffusions-
NMR-Verfahren zur Untersuchung von Wirt-Gast-Wechsel-
wirkungen werden jedoch in den meisten entsprechenden
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Ubersichtsartikeln der jiingeren Zeit noch nicht einmal
erwahnt.**** Nur einige wenige kiirzlich erschienene Artikel
bertiicksichtigen jeweils in kurzen Abschnitten die Anwen-
dung der Diffusions-NMR-Spektroskopie zur Bestimmung
von Assoziationskonstanten.*!

Die Nutzung der Diffusion zur Ermittlung von Assozia-
tionskonstanten wurde bereits vor vielen Jahren vorgeschla-
gen.! Das erste Beispiel fiir eine solche Anwendung wurde
von Stilbs und Mitarbeitern, die mit selbst angefertigten
Gradienten die Diffusions-NMR-Spektroskopie chemischer
Systeme einfithrten, anhand eines organischen Wirt-Gast-
Systems beschrieben.*! Im Jahr 1983 bestimmten sie die K-
Werte von Alkoholen mit a- und 3-Cyclodextrinen (a-CD (1)
und B-CD (2)) in D,O."! Die experimentellen Fehler der so

OH
H/O
H - H
H OH
OH 0.
1 n=6 n
2 n=7
3 n=8

bestimmten Assoziationskonstanten waren in einigen Fillen
relativ hoch.*®) Heute sind jedoch dank den beschriebenen
Fortschritten in der Gradiententechnik solche Messungen
sehr viel verlésslicher durchfiihrbar.

Tatsdchlich konnen Diffusions-NMR-Koeffizienten als
direkte NMR-Observablen in ganz dhnlicher Weise wie die
chemische Verschiebung zur Bestimmung der Stochiometrie
und der Assoziationskonstanten von Komplexen herangezo-
gen werden.>*44 Fiir den einfachen Fall eines Wirt-
Gast(WG)-Komplexes der Stochiometrie 1:1 von Wirt und
Gast ist K, durch Gleichung (17) definiert, wobei [W], [G]

(17)

und [WG] die Gleichgewichtskonzentrationen von Wirt, Gast
und Wirt-Gast-Komplex sind. Ist der Austausch auf der
NMR-Zeitskala langsam, lésst sich die Assoziationskonstante
durch eine einfache Integration der Signale einer Losung
bekannter Konzentrationen bestimmen. In diesen Fillen
konnen Diffusionsmessungen nur dazu verwendet werden,
um die Assoziation der unterschiedlichen Spezies zu testen,
numerische Werte fiir K, konnen aber nicht erhalten werden.
Ist der Austausch hingegen schnell, ldsst sich auch der Wert
der Assoziationskonstanten bestimmen.

Der Grund fiir die Bestimmung des Anteils an assoziier-
ten Spezies durch Diffusions-NMR-Messungen ist ein-
fach:[3#-447 Wirt und Gast haben im ungebundenen Zu-
stand ihre charakteristischen Diffusionskoeffizienten, abhén-
gig von ihrem Molekulargewicht und ihrer Form. Wird ein
Komplex gebildet, in dem Wirt und Gast fest aneinander
gebunden sind, sollte daraus ein einziger Diffusionskoeffizi-
ent resultieren.****7 Ist die Assoziation schwach oder ver-
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nachléssigbar klein, bleiben die jeweiligen Diffusionskoeffi-
zienten von Wirt und Gast unveréndert. Unter der Voraus-
setzung eines schnellen Austauschs auf der NMR-Zeitskala
ist der gemessene Diffusionskoeffizient D.,, in allen anderen
Fillen das gewichtete Mittel aus den Diffusionskoeffizienten
der freien und der gebundenen Spezies (Dy,; bzw. Dy, ). Aus
diesem Wert lésst sich daher gemiB Gleichung (18) der Anteil
D.yy. = X Dyepp + (1-X) Dy (18)
an gebundener Spezies X errechnen. Die Berechnung erfolgt
dabei analog der Anteilsbestimmung iiber chemische Ver-
schiebungen. Im Prinzip konnen daher die gleichen graphi-
schen Kurvenausgleichsverfahren wie bei Titrationsexperi-
menten!* zur Bestimmung der K,-Werte aus den Differenzen
der chemischen Verschiebungen verwendet werden. Der
wesentliche Unterschied besteht darin, dass in vielen Fillen
eine vollstdndige Titration zur Bestimmung der D,,-Werte
des Gastes nicht notig ist, ndmlich dann, wenn sich die
jeweiligen Molekulargewichte von Wirt und Gast stark
unterscheiden (typischerweise hat der Gast ein sehr viel
kleineres Molekulargewicht als der Wirt). In diesem Fall kann
man a priori voraussagen, dass der Wert D,,, des Gastes dem
Wert Dy,; des sehr viel groBeren Wirts sehr dhnlich sein
wird.¥"

Eines der ersten Beispiele in der Supramolekularen
Chemie fiir den Einsatz der Diffusions-NMR-Spektroskopie
bei der Bestimmung von Assoziationskonstanten an einem
konventionellen hochauflésenden NMR-Spektrometer war
die Bestimmung der Assoziationskonstanten von Methylam-
moniumchlorid mit [18]Krone-6-Ether (4) und dem

VARYAR
O o

¥ [

G a7 xu » t/

4

[2.2.2]Cryptanden 5 in Wasser und Methanol.”! Abbildung 8
zeigt die Signalabschwichung von 4 und von Methylammo-
niumchlorid in Gegenwart und in Abwesenheit von 4 in
Methanol in Abhéngigkeit von der Gradientenstirke G.
Daraus wird ersichtlich, dass die Signalabschwichung von
Methylammoniumchlorid in Gegenwart von 4 wegen der
Komplexbildung sehr viel geringer ist. Die Diffusionskoeffi-
zienten wurden hier mithilfe der Stejskal-Tanner-Gleichung
[GL (14)] ermittelt. In Abbildung 9 sind die normalisierten
Signalverldufe von 4, Methylammoniumchlorid und ihrem
1:1-Gemisch in CD;OD in Abhiingigkeit von G? dargestellt.
Die Diffusionskoeffizienten der FEinzelverbindungen und
ihres 1:1-Gemischs sowie die entsprechenden Assoziations-
konstanten, die sich aus den Anderungen der Diffusionsko-
effizienten ergeben, sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Im
Fall der Komplexierung von Methylammoniumchlorid mit 4
erwiesen sich die Verdnderungen der chemischen Verschie-
bungen als sehr klein — hier stellte sich die Diffusions-NMR-
Spektroskopie zur Bestimmung der Assoziationskonstanten
als attraktive Alternative heraus.*”
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Tabelle 1: Diffusionskoeffizienten D und Logarithmen der Assoziationskonstanten K, des
Methylammoniumkomplexes von [18]Krone-6 (4) und dem [2.2.2] Cryptanden 5.FI1*7]

MeN*H,CI 4 MeN*H;CI~

(komplexiert in (komplexiert  (frei in MeOH)

MeOH) in MeOH)

4 1

A |

N
L .
L _ G
=
L 1 1 L
2.6 4.0 35 2.6
5/ ppm

Abbildung 8. Die Signalabschwichung in Stejskal-Tanner-Diffusionsex-
perimenten mit einer 50 mm Lésung von 4 und MeNH,*Cl™ (1:1) in
CD;0D (Mitte und links) und mit einer 50 mm CD;0OD-Lésung von
freiem MeNH,;*Cl™ (rechts). Die Pfeile markieren die verinderten
Intensitidten des Tetramethylammoniumsignals in Gegenwart und in
Abwesenheit von 4. Mit Genehmigung aus Lit. [47].

Prinzipiell zeigt die Bestimmung von Assoziationskon-
stanten mithilfe von Diffusions-NMR-Messungen die Vor-
und Nachteile, die bei jedem NMR-spektroskopischen Ver-
fahren festgestellt werden.*® Einerseits wird dieses Verfahren
daher gegeniiber UV- oder Fluoreszenzmethoden weniger
durch Verunreinigungen beeintrichtigt,*! andererseits lassen
sich mit der Diffusions-NMR-Spektroskopie auf direkte
Weise nur Assoziationskonstanten mit Werten im Bereich
von 10-10°m~' bestimmen. Einer der Hauptvorteile der
Diffusions-NMR-Spektroskopie liegt darin, dass Verdnde-
rungen der chemischen Verschiebung aufgrund von Séure-
Base-Reaktionen nicht als Bindungsprozess fehlinterpretiert
werden kénnen.*”) Damit ist eine der Hauptfehlerquellen bei

Y. Cohen et al.

lnI—0

1

L 1 L
0 500 1000 1500
G*/Grem™? —
Abbildung 9. Normalisierte Signalabschwichung in Abhingigkeit von
G? einer Probe aus Methylammoniumchlorid in CD;0D sowie einer
Mischung aus Methylammoniumchlorid und 4 (1:1) in 50 mm CD;OD-
Lésung. m: MeNH;tCl™ (frei), ®: MeNH,"CI~ (komplexiert), A: 4.

NMR-Titrationen von vornherein ausgeschlossen, denn Pro-
tonentransfers haben einen deutlich geringeren Einfluss auf
die Diffusionskoeffizienten als auf die chemischen Verschie-
bungen.””! So gelang die Bestimmung der Assoziationskon-
stanten von Methylammoniumchlorid mit §, wo § wie erwar-
tet partiell protoniert vorliegt.

Da die Diffusion eines Molekiils von der effektiven
MolekiilgréBe abhingt, die sich wiederum mit jeder Ande-
rung der intermolekularen Wechselwirkungen verdndern
sollte, ist klar, dass zwischen Diffusionskoeffizient, Aggrega-
tion und intermolekularer Wechselwirkung ein unmittelbarer
Zusammenhang besteht. Das bedeutet, dass nur bei Diffusi-
onsmessungen die beobachtbaren Parameter des gebundenen
Gastes a priori vorhergesagt werden konnen, ohne dass eine
vollstdandige Titration erfolgen muss. Die Verwendung des
Diffusionskoeffizienten als Parameter zur Be-
stimmung der Assoziationskonstanten ist haupt-
sdchlich dann limitiert, wenn die wechselwirken-
den Spezies im gebundenen und freien Zustand

dhnliche Diffusionskoeffizienten aufweisen. In

—5 2.1 -5 21 -1
Substanz tm.  T/K Dn[07em’s ] Duewss 107 cm's’] KoM 1  gocen Fallen ist die Methode nicht empfindlich
4 + MeNH,* D,0 298 0.55+0.01 1.23£0.02 0.67 oder sogar unpraktikabel.
4 D,0 298 0.56+0.01 - Besonders interessante Wirt-Gast-Systeme
MeNH;* D,0 298 - 1.36£0.01 . . .
4 + MeNH;* CD,OD 298 1.34+0.01 1.3740.02 3.69 sind solche, in denen der Gast wiederum als
4 CD,OD 298 1.35+0.02 _ Wirt fiir einen noch kleineren Gast dienen kann.
MeNH,* CD,OD 298 - 1.70+0.01 Ein frithes Beispiel dafiir sind die von Vogtle und
5 + MeNH;* D,0O 298 0.4640.02 0.9540.04 1.53 Muller bereits 1979 beschriebenen makrocycli-
5 D,0 298 0.45+0.04 - schen Komplexe von y-CD (3).1*) Diese Systeme,
MeNH;* . D,0 298 - 1.38+£0.01 deren Festkorperstrukturen durch Rontgenstruk-
5 + MeNH,™ D0 277 0.21£001 0.5940.01 1.67 turanalyse untersucht worden sind,**>! konnten
5 D,0 277 0.2040.01 - L . " s
MeNH, " D,0 277 0.7240.01 VO'I' ell?lgen Jahren auch in Losung mithilfe \_7011
5 + MeNH,* CD,OD 298 1.14+0.03 1144003 >4 Diffusions-NMR-Messungen analysiert
MeNH,* CD,0D 298 - 1.64+0.01 werden.””) Dabei wurde
5 + MeNH,* CD,OD 213 0.28+0.01 0.2940.01 >4 die Komplexierung von me 6 X=0
MeNH;* CD,OD 213 - 0.42+£0.06 [12]Kr0ne_4 (6)7 Cyclen [ j 7 X=N
[a] Die aufgefiihrten Werte sind die Mittelwerte & Standardabweichungen aus drei Mes- (7) und 1,47,10-Tetra- X X 8 X=§
sungen. Lm: Lésungsmittel, m: Makrocyclus. thiacyclododecan  (8) /
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mit y-CD in Gegenwart und in Abwesenheit von Salzen in
unterschiedlichen Losungsmitteln sowie in D,O bei unter-
schiedlichen pH-Werten untersucht.’? In diesen Systemen
mit sehr kleinen Verinderungen der 'H-chemischen Ver-
schiebungen ermoglichte der Unterschied in den Molekular-

0.0
—0.54

In 1—0
-1.54
-2.0

—2.54

1000 1500 2000

0 500

G/Gtem? —
Abbildung 10. Normalisierte Signalabschwichung in Abhangigkeit vom
Quadrat der Gradientenstirke (G?) in D,O; m: 6, @: 6 (+3), A 6
(+ LiOAc + 3), ¥ 6 (4 LiOAc), 3 (+ LiOAc + 6), * 3 (+ 6). Alle
Messungen wurden bei 298 K und pD =7.6 durchgefiihrt. In Anleh-
nung an Lit. [52], mit Genehmigung.

gewichten von y-CD (3) und den Makrocyclen eine genaue
Bestimmung der kleinen Assoziationskonstanten der relativ
schwachen Assoziation.”? In Abbildung 10 ist als Beispiel die
normalisierte Signalabschwéchung von 6 vor und nach der
Zugabe von y-CD (3) sowie mit und ohne Zusatz von
Lithiumacetat (LiOAc) dargestellt. Die Diffusionskoeffizien-
ten dieser Systeme und die daraus ermittelten Assoziations-
konstanten sind in Tabelle 2 gegeniibergestellt. Interessan-
terweise nahmen in Gegenwart von Alkalisalzen die Asso-
ziationskonstanten der Komplexe aus den Makrocyclen und
v-CD ab, wiahrend der pH-Wert so gut wie keine Auswirkung
auf die Assoziationskonstanten hatte. Dies deutet darauf hin,
dass Wasserstoffbriicken kein dominierender Faktor bei der
Komplexbildung zwischen Wirt und Gast sind.®? Auch hy-
drophobe Wechselwirkungen, die bei vielen Cyclodextrin-
komplexen mit organischen Gésten in Wasser die Haupt-
triebkraft fiir die Komplexbildung sind, spielen in diesem
speziellen Fall keine Rolle.’*> In den hier untersuchten
Systemen sind die Anderungen der chemischen Verschiebun-
gen recht klein. Zudem beeinflussen sowohl die Kationen als
auch y-CD in gewissem Malle die chemischen Verschiebun-
gen der Makrocyclen, was die Bestimmung der Assoziations-
konstanten auf der Basis dieses Parameters sehr schwierig
macht. Dies ist also ein gutes Beispiel fiir eine vorteilhafte
Verwendung von Diffusionskoeffizienten zur simultanen
Abschitzung von Wechselwirkungen zwischen mehreren
Spezies.

Gafni et al. haben zum ersten Mal gezeigt, dass mithilfe
von Diffusions-NMR-Messungen zwischen den Enantiome-
ren lipophiler Cyclodextrine unterschieden werden kann."
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Tabelle 2: Diffusionskoeffizienten D und berechnete Assoziationskonstanten K,
der y-CD:Makrocyclus-, der Makrocyclus:Salz- und der Dreikomponenten-Systeme
bei 298 K.E}bIE

System D;[107° ecm?s™" D, [107° cm?s™'] Doac- [107° cm?s™'] K, [M7]
6+3+LiOAc 0.2740.01 0.56+0.01 0.86+0.02 1
6+3 0.2740.01 0.4840.01 - 187
6 - 0.68+0.02 -

3 0.3240.02 - -

LiOAc - - 1.02+0.01

6+ LiOAc - 0.6040.01 0.90+0.01 40
7+3+4LiOAc 0.3040.01 0.53+£0.01 0.96+0.01 19
7+3 0.29+0.01 0.42+0.01 - 165
7 - 0.6040.01 -

3 0.3240.02 - -

LiOAc - - 1.09+0.01

7+ LiOAc - 0.58+0.01 0.96+0.01 29
8+3+LiOAc 0.1940.02 0.36+0.02 0.82+0.01 21
8+3 0.1940.01 0.3440.02 - 69
8 - 0.41+0.02 -

3 0.2440.02 - -

LiOAc - - 0.8740.02

8+ LiOAc - 0.39+0.01 0.84+0.01 10

[a] Die aufgefiihrten Werte sind Mittelwerte =+ Standardabweichung aus drei
Messungen. [b] Die 6 und 7 wurden in D,O-Lésung bei pD=7.6 vermessen. 8
wurde in [D6]DMSO bestimmt. m: Makrocyclus.

Sie konnten zeigen, dass das a-Cyclodextrinderivat 9 und sein
B-Analogon (10) enantioselektiv Amphetamin (12), Ephedrin
(13) und Propranolol (14) binden. Der hochste K, /K _,-Wert
wurde bei der Bindung von Propranolol (14) mit 10 beob-
achtet. Wurde die 3-Position von 9 oder 10 wie in 11 gezeigt
blockiert, wurde bei der Komplexierung interessanterweise
keine Enantioselektivitit mehr beobachtet.” In diesen Sys-
temen wurden die Verdnderungen sowohl der chemischen
Verschiebungen als auch der T;-Relaxationszeiten bestimmt.
Die Verdanderungen dieser Parameter zeigten im Verlauf der
Komplexbildung unterschiedliche Tendenzen, daher erwiesen
sich auch hier die Diffusionskoeffizienten als verlésslichster
Parameter zur Bestimmung der Assoziationskonstanten
dieser Systeme.

($--12
R=H

n

9: R=C,H,; R=H n=6
10: R=C,H,; R'=H n=7
11: R=C,,Hys R'=CH, oder CgH,; n=7

i
z 1
H

N*H,CH;3

(1S.2R) - (+) - 13

niQ

(R) - (+)-14
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In den meisten Wirt-Gast-Systemen ist der Wirt sehr viel
groBer als der Gast, was wie bereits erwdhnt dazu fiihrt, dass
D,, nicht stark von Dy,; abweicht. Daher kann in einigen
(nicht jedoch in allen) Fillen auf eine vollstindige Titration
von Wirt mit Gast verzichtet werden. Diese Nidherung sollte
umso zutreffender sein, je stdrker sich die GroBen der
beteiligten Molekiile unterscheiden. Vor kurzem priiften
Cameron und Fielding diese Annahme sowohl auf theoreti-
scher als auch auf experimenteller Basis.” Sie konnten
zeigen, dass bei der Komplexbildung von 3-CD (Molekular-
gewicht My =1135 gmol') mit Phenylessigsiure (15, My =
136 gmol™) mit K, = 1800 & 100 der Diffusionskoeffizient von

B-CD durch Zugabe von 15 zwar geringfiigig kleiner wurde,
die Anderung aber noch im Bereich der Fehlergrenzen der
Diffusionsmessung lag. Wurden die Versuche hingegen mit
Cholséure (16, My, = 420 gmol ') durchgefiihrt, wurden nach
Zugabe von 16 sehr viel deutlichere Verdnderungen von Dy,
beobachtet. Dygmpiex ist also in diesem Fall von Dy, verschie-
den, und somit wird eine vollstidndige Titration oder zumin-
dest eine punktuelle Messung bei mehreren Mischungsver-
héltnissen zur Bestimmung der Bindungskurve dieses Kom-
plexes notwendig. Diese Ergebnisse legen nahe, dass bei
einem geringen Grofenunterschied der beiden Bindungs-
partner eines Wirt-Gast-Systems das Ergebnis eines einzel-
nen Diffusions-NMR-Experiments mit Vorsicht zu interpre-
tieren ist.*>31:%]

Kiirzlich wurden Diffusionsmessungen zur Untersuchung
der Wechselwirkungen von a-CD-basierten Pseudorotaxanen
mit Diaminoalkanen (17) herangezogen.’®! Die Motivation
dieser Studie war unter anderem die Frage, ob sich die
Pseudorotaxane durch Protonierung in Rotaxane umwandeln

Y. Cohen et al.

HZNW NH,

n
17a: n=1 17f: 17a-2HCI
17b: n=2 17g: 17b-2HCI
17¢: n=3 17h: 17¢ - 2HCI
17d: n=4 17i: 17d-2HCI
17e: n=5 17j: 17e-2HCI

lassen.’”) Die Assoziationskonstanten der Diaminoalkane
mussten dazu vor und nach der Protonierung ermittelt
werden.”®! Die Anderung der chemischen Verschiebung bei
der Bildung der Pseudorotaxane war gering, und zudem sollte
verhindert werden, dass die verdnderte chemische Verschie-
bung aufgrund der Protonierung der Amine félschlicherweise
als Bindungsphdnomen interpretiert wurde — daher wurden
die Bestimmungen mithilfe von Diffusionsmessungen und
nicht von NMR-Titrationen durchgefiihrt. Einige reprisen-
tative Koeffizienten dieser Systeme und die ermittelten 1g K-
Werte sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Nur im Fall des
letzten Eintrags, der Bildung eines Pseudorotaxans aus a-CD
mit 17e, wurde eine geringe Auswirkung auf den Diffusions-
koeffizienten von 1 beobachtet. Wie in Abbildung 11 darge-

4.0 4 o
3.54

3.0

2,54
T 2.0
18K, 5]

1.0

4

0.5

4

0.0

T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11 12
NCH2 R —

Abbildung 11. Aus Diffusionsdaten erhaltene Ig K,-Werte in Abhingig-
keit von der Zahl N, der CH,-Gruppen in den a-CD-Pseudorotaxanen
aus a,w-Diaminoalkanen (17 a-e) (@) sowie ihren entsprechenden Di-
salzen vor (A) und nach Zugabe von DCI (m). Die Experimente wurden
an ca. 3 mm Proben mit einer Messzeit von 20 Minuten durchgefiihrt.
Mit Genehmigung aus Lit. [56a].

Tabelle 3: Diffusionskoeffizienten D und die berechneten Ig K,-Werte des Wirtes a-CD sowie der Giste 17a-e in D,O bei 298 K.F®!

System Dpmin [¥107° cm?s™] Dep [x107° em?s™] Dyasser [¥107° cm?s 7] X lgK, [M™]
a-CD [2.8 mM] 0.30+0.01 1.9640.01 / /

17a 0.76 £0.01 / 1.9740.01 / /
17a:0-CD (1:2.9) 0.71£0.01 0.29+0.01 1.9740.01 0.11£0.03 1.184+0.14
17b 0.65+0.01 / 1.9640.01 / /
17b:a-CD (1:5.1) 0.4940.02 0.3040.01 1.96+0.01 0.4640.04 1.8140.07
17c 0.60+0.01 / 1.9640.01 / /
17c:a-CD (1:0.8) 0.47+0.01 0.29+0.01 1.9540.01 0.42+0.05 2.83+0.21
17d 0.5540.01 / 1.96+0.01 / /
17d:0-CD (1:0.7) 0.38+0.01 0.29+0.01 1.9640.01 0.65+0.06 4.13+0.30
17e 0.50+0.01 / 1.9440.01 / /
17e:0-CD (1:0.9) 0.32+0.01 0.264+0.01 1.9440.01 0.7540.10 3.8540.27

[a] X: gebundene Molfraktion.
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stellt, ergab sich eine Korrelation zwischen der Lange der
Diaminoalkane und den Assoziationskonstanten ihrer Kom-
plexe mit 1.5% Es zeigte sich, dass eine Protonierung die
Stabilitdt der Pseudorotaxane mit kiirzeren Diaminoalkanen
deutlich verringert. Nur fiir das ldngste hier untersuchte
Diaminoalkan, das Diaminododekan 17 e, wurden identische
Assoziationskonstanten fiir die Komplexe mit dem Diamino-
alkan selbst und mit seiner Doppelsalzform gefunden.

Das einfache PGSE-Verfahren wurde auch bei der Un-
tersuchung der Bindungsaffinitit des Peptidocalixarens 18,

H23C"\H/OH ot o
0 N
H,3Cyy ITI OH
19 H O H cH,
22
O H cH, Onyc H
N OH N OH
H,;,Cyy I}I H;C ITJ
H O H O
20 23
O H;C R OH,C H III (0]
M X on S N\ej\
H,;Cyy II\I H,C l\lI OH
Lo L oHCH
21 24

einem von Ungaro und Mitarbeitern entwickelten Vancomy-
cin-Mimetikum, eingesetzt.®” Vancomycin ist ein wichtiges
Antibiotikum, das durch Anbindung an die terminale D-
Alanyl-p-Alanin-Sequenz der Mucopeptidvorstufen der bak-
teriellen Zellwand wirkt." Vor einiger Zeit wurde jedoch
iiber das Auftreten von Resistenzen gegen dieses Antibioti-
kum berichtet, die zu einem Bedarf an synthetischen Vanco-
mycin-Analoga fiihrten.®! Da 18, ebenso wie Vancomycin
selbst, mehrere unterschiedliche funktionelle Gruppen tragt,
kann seine Wechselwirkung mit der p-Alanyl-D-Alanin-Sei-
tenkette durch eine Uberlagerung elektrostatischer und/oder
hydrophober Wechselwirkungen zustande kommen, wobei
moglicherweise auch s-Wasserstoff- und Dipol-Dipol-Wech-
selwirkungen sowie Wasserstoffbriicken eine Rolle spielen.
Die Assoziationskonstanten mussten daher in unterschiedli-
chen Losungsmitteln sowie mit Gésten mit und ohne D-
Alanyl-pD-Alanin-Seitenkette (19-24) ermittelt werden.
NMR-Titrationen waren an diesem System entweder schwie-
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rig durchzufithren oder lieferten inkonsistente, mit relativ
groBBen Fehlern behaftete Ergebnisse. Daher wurde auch in
diesem Fall die Diffusions-NMR-Spektroskopie eingesetzt.
Aus den Verdnderungen der Diffusionskoeffizienten der
Gastmolekiile nach Zugabe von 18 in unterschiedlichen
Losungsmitteln ergab sich, dass 18 in CDCIl; mit Laurinsdure
(19) miBig starke Komplexe bildet (IgK,=2.7+0.2).> Mit
Gisten hingegen, die einen Alaninrest tragen, wurden in
CDCl; starkere Komplexe gebildet (Ig K, ~4.0). In mit Wasser
kompetitiven Losungsmitteln ergaben sich niedrigere K,-
Werte, die bei Komplexen mit den alaninhaltigen Gésten 20,
23 und 24 wiederum kleiner als beim Komplex aus 18 und 19
waren. Die so erhaltenen K, -Werte sind in Einklang mit der
bedeutenden Rolle von Wasserstoffbriicken bei der Kom-
plexbildung in Chloroform. Mit diesen Studien gelang erst-
mals die quantitative Bestimmung der Bindungskonstanten
von 18 mit mehreren Dipeptiden, deren Bestimmung zuvor
durch klassische Methoden der 'H-NMR-Spektroskopie nicht
moglich gewesen war. Dies belegt, dass Diffusions-NMR-
Messungen den Standard-NMR-Verfahren iiberlegen sein
konnen, wenn die Komplexierung mit Protonenaustausch
einhergeht.

Anhand des Calix[4]aren-Cs-CH;CN-Komplexes 25 in
CDCI; wurde eindrucksvoll unter Beweis gestellt, dass es

tBu

OH

Bu O OH HO Q Bu
R
ol

tBu

25 R: O™ X:Cs* ----N=C-CH,4

moglich ist, tiber die schnelle, qualitative Bestimmung der
Diffusionskoeffizienten die Wechselwirkungen zwischen un-
terschiedlichen Molekiilen zu untersuchen.®? Bei diesem
Komplex, dessen Festkorperstruktur ein an das Caesium
koordiniertes CH;CN-Molekiil zeigt, ging man aufgrund
seines Cs-NMR-Spektrums in Losung davon aus, dass die
Festkorperstruktur auch in Losung erhalten bleibt.* Das 'H-
NMR-Spektrum der isolierten Kristalle von 25 sowie eine
Seitenansicht seiner Struktur im Kristall sind in Abbil-
dung 12a bzw. b aufgefiihrt. Abbildung 12¢c zeigt die Ab-
schwéchung der fert-Butylsignale von 25, der CH;CN-Mole-
kiile aus den gelosten Kristallen sowie des Losungsmittels
CHCI;. Aus dieser Abbildung geht eindeutig hervor, dass die
CH;CN-Molekiile einen deutlich groeren Diffusionskoeffi-
zienten haben als der Komplex — einen solchen Befund wiirde
man erwarten, wenn zwischen dem kleinen CH;CN-Molekiil
und dem viel groeren Komplex keine Wechselwirkungen
auftreten. Der Vergleich des Diffusionskoeffizienten von
CH;CN aus dem gelosten Kristall von 25 mit dem von reinem
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tBu

a)

CHCl, J I I!_“_
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< §/ ppm

c) CH,CN von 25 tBu von 25 CHCly
[ 1.’\__
A
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\ -
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*j& — —J&=

D=2.02£0.02- 105 em?® s~ D=0.75£0,02- 107 em® s~ P=2.0540.03- 10~ cm?® 5~

Abbildung 12. a) Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum (500 MHz)
von 25 (kristallisiert aus CH;CN) in einer CDCl;-Lésung; b) Seitenan-
sicht der Struktur von 25 im Kristall;** ¢) Signalabschwichungen der
tert-Butylgruppe von 25, von CH;CN aus dem Komplex 25 sowie von
CHCl; im Verlauf eines PGSE-Experiments in Abhingigkeit von der
Gradientenstirke (G), Diffusionskoeffizienten D fiir jedes Signal.*2

CH,CN in CDCl; (2.0140.02x10° cm?s") fithrt zu der
Schlussfolgerung, dass wie erwartet zwischen CH;CN und
dem Komplex in CHCI; keine nennenswerte Wechselwirkung
stattfindet.” Tatsichlich liefert Abbildung 12¢ bereits beim
bloBen Anschauen eine eindeutige Visualisierung fiir die
nicht vorhandene Wechselwirkung. Es muss betont werden,
dass das gesamte in Abbildung 12c¢ dargestellte Diffusions-
experiment, das einen eindeutigen Beweis fiir die nicht
vorhandene Wechselwirkung zwischen CH;CN und dem
anderen Teil von Komplex 25 liefert, in einer Messzeit von
nur 10 Minuten aufgenommen wurde. Allein die Aufnahme
eines '*Cs-NMR-Spektrums, mit der man sicherstellen
wollte, dass der erwartete Komplex 25 tatsédchlich gebildet
worden war, dauerte dagegen mehrere Stunden.

Die Bestimmung von Assoziationskonstanten mittels
Diffusions-NMR-Spektroskopie basiert auf dem schnellen
Austausch zwischen der freien und der gebundenen Form des
Gastes. Es gibt jedoch auch Fille, bei denen die Diffusions-
NMR-Spektroskopie bei einem langsamen Austausch zum
Einsatz kommt — z. B. bei Untersuchungen von molekularen
Kapseln und von Einschlussphdnomenen, die im folgenden
Abschnitt erldutert werden.

4.1.2. Verkapselung und Molekulare Kapseln

Molekulare Kapseln im Allgemeinen, %! besonders aber
solche, die durch Selbstorganisationsprozesse erhalten
wurden, sind ein faszinierendes Forschungsgebiet.**°l Mo-

lekulare Kapseln sind Molekiile mit Hohlrdumen, in denen
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kleinere Molekiile aufgenommen und somit von der unmit-
telbaren Umgebung abgekapselt werden konnen. Molekulare
Kapseln konnen als Mikroreaktoren betrachtet werden,”!
und in der Tat sind in den vergangenen Jahren solche Systeme
bereits zur Stabilisierung reaktiver Zwischenstufen!® und
zur Beschleunigung von Reaktionsgeschwindigkeiten einge-
setzt worden. 7!

Der Diffusionskoeffizient sollte ein niitzlicher Parameter
fiir die Untersuchung von Verkapselungsphinomenen sein,®!
da der eingeschlossene Gast in aller Regel ein viel kleineres
Molekiil als die Kapsel ist und so die freien Gastmolekiile
einen sehr viel groferen Diffusionskoeffizienten haben soll-
ten als die eingeschlossenen Molekiile, die lediglich in
langsamem Austausch mit der Umgebung stehen. Diese
sollten denselben Diffusionskoeffizienten wie die Kapsel
haben, da Kapsel und eingeschlossenes Molekiil wie eine
Einheit diffundieren.*!

Kiirzlich wurde der Einschluss von Benzol in das dimere
Tetraharnstoffcalix[4]aren 2626 untersucht.®® In Abbil-

4
HN
o
HN
© 26 R=C](]H'_7]
CH;

dung 13a ist ein Ausschnitt aus dem '"H-NMR-Spektrum des
Dimers 26-26 in einem 80:20-Gemisch aus C,Hy und C¢Ds
gezeigt. Man erkennt ein Signal bei 4.4 ppm, das dem
eingeschlossenen Benzol zugeordnet wurde. Abbildung 13b
zeigt die Abschwichung dieses Signals, die des Signals von
»freiem* Benzol (bei 6 =7.15 ppm) sowie die eines charak-
teristischen Signals des Dimers (bei 6 =1.95 ppm) gegen den
Gradienten G. Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass dem
Signal bei d =4.4 ppm ein sehr viel niedrigerer Diffusionsko-
effizient zuzuordnen ist als dem von freiem Benzol. Tatséch-
lich ist der aus diesem Signal berechnete Diffusionskoeffizi-
ent (0.3440.01x107° cm®*s™') genauso groB wie der des
Dimers,® was belegt, dass das eingeschlossene Benzol und
das Dimer wie erwartet als molekulare Einheit diffundieren.
Aus Titrationsexperimenten, in denen DMSO zu einer Ben-
zollosung von 2626 zugesetzt und die Anderung des Diffu-
sionskoeffizienten des Dimers mittels Diffusions-NMR-Spek-
troskopie beobachtet wurde, geht hervor, dass zum Aufbre-
chen des Dimers etwa vier DMSO-Molekiile pro 26 benétigt
werden.[®®!

Frish etal. nutzten daraufhin Diffusionsmessungen in
ganz dhnlicher Weise, um den Einschluss von Tropylium-
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Abbildung 13. a) Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum (500 MHz)
von 26 in einer 80:20-Lésung (v/v) von Benzol und C¢Ds. b) 'H-NMR-
Spektren (500 MHz) derselben Probe (aufgenommem mit dem Stej-
skal-Tanner-Diffusionsexperiment). Die Abbildung zeigt die abnehmen-
de Signalintensitit gegen G. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur
das Signal von 26 bei d =1.95 ppm sowie die Signale bei 6=7.15 und
4.4 ppm, die dem ,freien“ und dem eingeschlossenen Benzol zugeord-
net werden, abgebildet.®®!

Kationen in 26-26 zu untersuchen. Dabei sollte die Bedeutung
elektronischer Effekte, und zwar besonders die Rolle der -
Kationen-Wechselwirkung!®! bei der Affinitit des Gastes
gegen den Hohlraum des Dimers aufgekldart werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die n-Kationen-Wechselwirkun-
gen tatsdchlich einen grofien Einfluss ausiiben, denn die
Affinitdt von Tropylium-Kationen ist ungefahr viermal hoher
als die von Benzol, das in etwa die gleiche GroBe hat.[""!
Durch analoge Untersuchungen gelang der Nachweis, dass
die Affinitdt von Cobaltocenium um mindestens fiinf Gro-
Benordnungen hoher als die von Ferrocen ist."® Das DOSY-
Spektrum in Abbildung 14 zeigt, wie leicht die Analyse und
die Zuordnung von Wechselwirkungen gelingt, die in Losung
zwischen den unterschiedlichen Spezies, wie hier zwischen
Ferrocen, gebundenem und freiem Cobaltocenium und dem
Dimer 2626, vorliegen.

Die hier beschriebenen kleinen Kapseln sind relativ
einfache Systeme, die in den meisten Féllen aus nur drei
molekularen Einheiten aufgebaut sind. Wie wir noch sehen
werden, liegt der Vorteil der Diffusions-NMR-Spektroskopie
darin, die Zuordnung von viel komplexeren Wechselwirkun-
gen auch bei einer hoheren Zahl von Komponenten zu
ermoglichen.

Vor kurzem wurde das Potenzial einfacher Diffusions-
NMR-Messungen zur Kartierung molekularer Wechselwir-
kungen am Beispiel der spektakuldren, hexameren Resorcin-
aren-Kapsel,V die zuerst von Atwood und Mitarbeitern
charakterisiert wurde,”’” demonstriert. Die Gruppe von
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Abbildung 14. Das DOSY-Spekrum (400 MHz, 298 K) einer C,D,Cl,-
Losung von 26, Ferrocen und Cobaltocenium. Das Signal bei

0=2.72 ppm, vermutlich vom eingeschlossenen Cobaltoceniumkation
herriihrend, hat denselben Diffusionskoeffizienten wie alle anderen Sig-
nale von 26-26. Mit den Signalen von freiem Ferrocen und dem freien
Colbaltocenium bei 0 =4.06 bzw. 5.61 ppm sind wie erwartet wesent-
lich groRere Diffusionskoeffizienten assoziiert.

Atwood konnte zeigen, dass 27a im Festkorper ein Hexamer
des Typs [(27a)4(H,0);] bildet.” Kurze Zeit spiter berich-
teten Rebek und Shivanyuk, dass auch 27b in mit Wasser
gesittigtem CDCI; in Gegenwart geeigneter Gastmolekiile
derartige Hexamere bildet.””) Man beobachtete, dass ein
Tetrahexylammonium-Kation (THA®, 29) im Innern des
groBen Hohlraums des Hexamers eingeschlossen wurde.™!
Die Zugabe von THABr zu 27b fiihrte zu einer Veridnderung
dessen chemischer Verschiebung und zu neuen Hochfeldsig-
nalen bei 0 ~ —1.00 ppm. Anhand dieser Daten war daher die
Vermutung logisch, dass der Gast 29 die Bildung der hexa-

CeHis CeHyy
N+

Br
Cellys” \C6H13

29

27a: R=CH, R'=H
27b: R=C|H,; R'=H

28: R=C H, R'=0OH
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meren Kapsel herbeifiihrt. Durch einfache Diffusionsexperi-
mente konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Vermutung
nicht korrekt war: Diffusionsmessungen an 27b vor und nach
der Zugabe von 29 lieferten innerhalb der Fehlergrenzen
identische  Diffusionskoeffizienten (d.h. 0.28 +0.01 x
107% cm?s~! einer 3 mM Losung bei 298 K) fiir beide Systeme.
Dieses Ergebnis ist der klare Gegenbewesis fiir die Annahme,
dass 27b monomer vorliegt und sich die Monomere erst in
Gegenwart von 29 in CDCI; zu einem Hexamer zusammen-
lagern. Es wurde daher vorgeschlagen, dass 27b in mit Wasser
gesittigtem CDCIl; spontan zu einer hexameren Kapsel
selbstassoziiert."!l Tatsichlich konnte man beim Losen von
27b in mit Wasser gesittigtem CHCl; neu auftretende
Hochfeldsignale bei 4.8-5.1 ppm beobachten. Vorldufig
wurden diese Singulettsignale eingeschlossenen CHCl;-Mo-
lekiilen zugeordnet; dies wird auch dadurch gestiitzt, dass die
Signale mit denselben Diffusionskoeffizienten korreliert
werden konnen wie die Resorcinaren-Einheit. Die Zugabe
von 29 zu dieser Chloroformlosung fiihrte zum sofortigen
Verschwinden der Signale — dies ist wiederum ein Indiz dafiir,
dass 27b tatsédchlich in mit Wasser geséttigtem Chloroform zu
einer hexameren Kapsel selbstassoziiert. Vor kurzem kamen
Shivanyuk und Rebek mithilfe anderer Untersuchungsme-
thoden zum selben Schluss.”"

Die Ergebnisse von Titrationsexperimenten, bei denen
der Diffusionskoeffizient der Resorcinaren-Einheit in CDCl,
abhingig von der Menge an zugegebenem DMSO ermittelt
wurde, sind in Abbildung 15 gezeigt.”!! Aus ihr geht hervor,
dass der Diffusionskoeffizient von 27b bei Zugabe von
DMSO steigt. Ahnliche Titrationskurven wurden im Falle
des Hexamers sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit
von 29 erhalten.” Die durch DMSO-Zugabe hervorgerufe-
nen, geringfiigigen Verdnderungen der chemischen Verschie-
bung gehen mit einer Erhohung des Diffusionskoeffizienten
von 27b einher (nach DMSO-Zugabe wiirde man eher eine
Erhohung der Viskositdt erwarten) — dies ist ein starker
Hinweis darauf, dass durch die DMSO-Zugabe das Hexamer
in seine Monomere aufbricht.

0.45 4

Ar—=t

0.42
T 0.39 1

D/ 0.36
10~% em?s7! 1
0.33 4

0.30 1

0.27

L] hd L] hd L] hd L M L] hd L v L]
0 100 200 300 400 500 600
Nipgomso —

Abbildung 15. Anderung der Diffusionskoeffizienten D von 27b (m)
und 27b in Lésungen mit H,O-gesittigtem CDCl; in Gegenwart von
29 () bei Zugabe von [DDMSO (Njpomso: Aquivalente an zugegebe-
nem [Dg]DMSO). In Anlehnung an Lit. [71], mit Genehmigung.
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Die Funktion von Wasser bei der Bildung der hexameren
Kapseln von 27b und 28 in mit Wasser gesattigtem Chloro-
form wurde durch Messungen der Diffusionskoeffizienten der
Signale von Wasser und der Hexamere in Losungen mit
unterschiedlichen 27b,28/H,0O-Verhiltnissen untersucht. In
den Proben wurde nur ein einziges Wassersignal beobachtet —
die Wasserreservoirs des Systems befinden sich also wahr-
scheinlich auf der NMR-Zeitskala in einem schnellen Aus-
tausch.”* Da sich jedoch herausstellte, dass die chemische
Verschiebung und die Signalbreite auch stark von anderen
Parametern und von den Messbedingungen abhingen (Ab-
bildung 16 a), wurde der Diffusionskoeffizient zur Ermittlung
der Rolle von Wasser gewihlt. Abbildung 16b zeigt den
Effekt, den die Anderung des 27b/H,O-Verhiltnisses auf die
Diffusionskoeffizienten von Wasser und 27b in Gegenwart
und in Abwesenheit von THABr hat.>” Man beobachtet eine
Abnahme des Diffusionskoeffizienten von Wasser mit ab-
nehmendem relativem Wassergehalt. Interessanterweise ist,
selbst bei einem 27b/H,O-Verhiltnis von 6:8.4, der Diffusi-
onskoeffizient von Wasser nahezu doppelt so grof3 wie der des
Hexamers. Betrédgt das Verhiltnis jedoch weniger als 6:8 (z.B.
6:7.2), ist der Diffusionskoeffizient identisch mit dem des
Hexamers. Bei den 29@27h¢-Systemen betrédgt der Diffusi-
onskoeffizient immer noch ein Mehrfaches des Diffusionsko-
effizienten des Hexamers, selbst wenn das Verhiltnis 27b/
H,0 den Wert 6:8 unterschreitet (Abbildung 16b)." Die
Ergebnisse der Diffusions-NMR-Messungen deuten somit
darauf hin, dass die Wassermolekiile bei der Bildung der
beiden Kapseln unterschiedliche Rollen spielen. In CDCl;-
Losung in Abwesenheit von THABr sind die Wassermolekiile
anscheinend Teil der supramolekularen Kapselstruktur. Man
fand tatsichlich pro sechs Molekiile 27b etwa acht Wasser-
molekiile, die den gleichen Diffusionskoeffizienten wie 27b
im Hexamer haben. Man sollte jedoch beachten, dass man mit
Diffusionsmessungen nicht zwischen eingeschlossenen Was-
sermolekiilen und Wassermolekiilen als Teil der Hexamer-
struktur unterscheiden kann, da in beiden Féillen bei langsa-
mem Austausch der Diffusionskoeffizient von Wasser mit
dem des Hexameren iibereinstimmen sollte. Wegen des
raschen Austauschs der gebundenen Wassermolekiile mit
dem Wasser aus der Umgebung und da auch im Festkorper
Kapseln vom Typ [(27b)s(H,O)s] beobachtet wurden,™
spricht jedoch mehr dafiir, dass die acht Wassermolekiile in
Losung Teil der supramolekularen Struktur sind. Die Befun-
de in Gegenwart von THABr deuten hingegen darauf hin,
dass keine Wassermolekiile zum Aufbau der supramolekula-
ren Kapsel notig sind.™ Unter Verwendung derselben
Methoden (Abbildung 16¢) findet man, dass bei der Bildung
der Kapsel von 28 in CDCl;-Losung Wasser keine Rolle
spielt.’” Dieses Ergebnis ist in Einklang mit dem Resultat
der Rontgenstrukturanalyse dieses Systems.”*¢! Kombiniert
man die Ergebnisse der chemischen Verschiebungen und der
Diffusionsmessungen, kann man schlussfolgern, dass die
Kapsel von 27b Trialkylamine und Tetraalkylammoniumsalze
einschlieft — die Kapsel von 28 hingegen schlief3t lediglich
Trialkylamine ein, die jedoch nach der Zugabe von DCI und
In-situ-Bildung von Ammoniumsalzen wieder aus dem Hohl-
raum des Hexamers ausgeschleust werden.””" Die hier auf-
gefiihrten Beispiele verdeutlichen, dass die Diffusions-NMR-
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Abbildung 16. a) Ausschnitt aus 'H-NMR-Spektren unterschiedlicher
Herkunft von 27b in CDCl; in Abhingigkeit vom 27 b/H,0-Verhiltnis.
Sowohl die Signalform als auch die chemische Verschiebung kénnen
selbst bei dhnlichen 27 b/H,0-Verhiltnissen sehr unterschiedlich sein.
b) Diffusionskoeffizienten von 27b und das Wassersignal in Gegenwart
(0 bzw. A) und in Abwesenheit von 29 (m bzw. @) in Abhangigkeit von
den Wasseriquivalenten Ny, o pro sechs Aquivalente 27b."*" ¢) Diffusi-
onskoeffizienten von 28 und das Wassersignal (m bzw. 0) in Abhingig-
keit von den Wasseriquivalenten Ny, o pro sechs Aquivalente 28. Nach-
druck der Abbildungen 16b und c in Anlehnung an Lit. [75b,c], mit Ge-
nehmigung.

Spektroskopie mit relativ einfachen Mitteln die Charakteri-
sierung molekularer Wechselwirkungen in Multikomponen-
tensystemen ermdoglicht. Eine Auswahl molekularer Wech-
selwirkungen in solchen Systemen ist in Abbildung 17 zu-
sammengefasst./’" 7~
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Abbildung 17. Schematische Darstellung molekularer Wechselwirkun-
gen und Aggregationszustinde groRer molekularer Kapseln, die mithil-
fe der Diffusions-NMR-Spektroskopie nachgewiesen wurden.’"7>*=

Aus den in diesem Abschnitt vorgestellten Untersuchun-
gen lasst sich schliefen, dass die Wechselwirkungen zwischen
Wasser und organischen Systemen in nichtwéssrigen Lo-
sungsmitteln generell mithilfe der Diffusions-NMR-Spektro-
skopie bestimmt werden konnen — darauf wird im folgenden
Abschnitt ndher eingegangen.

4.1.3. Wasserstoffbriicken und Hydratation in organischen Lé-
sungsmitteln

Wegen der grofSen Bedeutung von Wasser-Biomolekiil-
Wechselwirkungen wurde zu ihrer Untersuchung eine Viel-
zahl von NMR-Methoden entwickelt.” Die zur Untersu-
chung der Hydratation von Biomolekiilen hauptsédchlich
verwendeten NMR-Verfahren beruhen auf dem Nuclear-
Overhauser-Effekt (NOE) und auf der kernmagnetischen
Relaxationsdispersion (magnetic relaxation dispersion,
MRD).”™ Die Wechselwirkung zwischen Wasser und
einem Biomolekiil sollte sich wegen des ausgepréagten Gro-
Benunterschieds der beiden Spezies problemlos mithilfe der
Diffusions-NMR-Spektroskopie bestimmen lassen. Eine Dis-
kussion der Studien, die die Wechselwirkung von Wasser mit
Biomolekiilen in wissrigem Medium zum Gegenstand haben,
wiirde allerdings den Umfang dieses Artikels sprengen.”"!
Daher wollen wir uns im Folgenden auf einige ausgewdihlte
Beispiele fiir die Wechselwirkung zwischen Wasser und
organischen Verbindungen in nichtwissrigen Losungsmitteln
beschréinken.

Bereits vor den in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Studien
zur Rolle von Wassermolekiilen in durch Wasserstoffbriicken
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zusammengehaltenen Kapseln™* wurde iiber die Hydrata-
tion, genauer gesagt die Wechselwirkung von [18]Krone-6 (4)
und seinem KI-Komplex (4¢;) mit Wassermolekiilen in mit
Wasser gesittigten CDCl,-Losungen berichtet.”) Man beob-
achtete die Verédnderungen der chemischen Verschiebung
und des Diffusionskoeffizienten von Wasser bei Variation des
H,0/4- und des H,0/4y;-Verhiltnisses und fand heraus, dass
der durchschnittliche Anteil an gebundenem Wasser bei 4,
unabhingig vom Verhiltnis H,0/4; ist, bei 4 jedoch bei einer
Erhohung von H,0/4 betrichtlich wichst. Die Schlussfolge-
rungen aus Titrationsexperimenten unter Verfolgung der
chemischen Verschiebung und aus Diffusions-NMR-Messun-
gen stimmten dabei iiberein.””! Den Ergebnissen zufolge ist
der Anteil an gebundenem Wasser beim nicht komplexierten
Kronenether hoher (Abbildung 18). Beim 4;-System wurden
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Abbildung 18. Mittlere Zahl der Wassermolekiile, die mit 4 und 4, in
CDCl;-L6sung wechselwirken (Ny,0 4eb). Berechnet wurden die Zahlen
aus der Anderung der chemischen Verschiebung (0) sowie aus dem
Diffusionskoeffizienten von Wasser in Abhéngigkeit von den Wasser-
aquivalenten Ny, in der CDCl;-Lésung. m: 4, (aus D), @: 4, (aus 9),
A: 4 (aus D), V¥: 4 (aus 0).""

im Mittel 0.3 Wassermolekiile pro Komplex gefunden. Das
stimmt mit den Ergebnissen von Iwachido et al. tiberein, die
zeigen konnten, dass eine Nitromethanphase, die den Kali-
umkomplex von 4 enthilt, durchschnittlich 0.3 Wassermole-
kiile pro Komplex aufnehmen kann, wihrend im Fall von 4 bis
zu 1.6 Wassermolekiile pro Molekiil aufgenommen werden.*”
Diese Resultate deuten darauf hin, dass 4 fiir das Kaliumion
eine effiziente Hiille gegen Hydratation bildet. Im Fall von 4
beobachtet man, dass die gebundene Menge Wasser vom
H,0/4-Verhiltnis abhidngt. Man kann daher nicht ausschlie-
Ben, dass Wassermolekiile in den Hohlraum von 4 einge-
schlossen werden.

Die Hydratation von Makromolekiilen ist ein komplizier-
ter Vorgang, und mehrere Arten von Hydratsphédren wurden
definiert, die sich in der mittleren Lebensdauer des gebun-
denen Zustands der Wassermolekiile unterscheiden.”®7®!
Eines der Hauptprobleme in wissrigem Medium ist das
Unterdriicken des starken Signals von ungebundenen Was-
sermolekiilen, die sich im Allgemeinen in schnellem Aus-
tausch mit den gebundenen Wassermolekiilen befinden — in
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organischen Losungsmitteln ist dieses Problem hingegen viel
weniger gravierend. Man muss zudem beachten, dass Diffu-
sionsmessungen nur ein gemitteltes Bild wiedergeben: Ein
Anteil von 0.3 an gebundenen Wassermolekiilen kann heif3en,
dass ein Molekiil ca. ein Drittel seiner Zeit in gebundenem
Zustand verharrt, aber auch, dass insgesamt zwei Molekiile
nur 15% ihrer Zeit in diesem Zustand vorliegen.”!

Wasserstoffbriicken manifestieren sich in der NMR-Spek-
troskopie® in Form von Tieffeldverschiebungen,®! inter-
molekularen NOEs®®! und Spin-Spin-Kopplungen, die gele-
gentlich aufgrund von Wasserstoffbriicken auftreten.
Berger et al. konnten zeigen, wie man mithilfe von DOSY
die Stidrke von Wasserstoffbriicken zwischen unterschiedli-
chen Spezies in Losung qualitativ bestimmt.’™ Das diesen
Messungen zugrunde liegende Prinzip ist klar: Die Bildung
einer Wasserstoffbriicke fiihrt zu einem kleineren Diffusi-
onskoeffizienten des Molekiils als wegen seines Molekular-
gewichts und seiner Grofe im gegebenen Medium bei
gegebener Temperatur erwartet. DOSY wurde zur Untersu-
chung dieses Phdnomens eingesetzt, da sich bei dieser Me-
thode der Effekt selbst in komplexen Gemischen sehr klar
visualisieren lisst.[*

Es konnte gezeigt werden, dass bei Zugabe von DMSO
(einem Wasserstoffbriickenacceptor) zu Phenol der Diffusi-
onskoeffizient stirker abnimmt als bei DMSO-Zugabe zu
Cyclohexanol. Dies wurde mit der hoheren Tendenz des
acideren Phenols zur Bildung von Wasserstoffbriicken mit
den zugegebenen DMSO-Molekiilen erklirt.®*! Ahnliches
wurde fiir phosphorhaltige Verbindungen beobachtet: Trime-
thylphosphat (30a), Triphenylphos- o
phinoxid (30b), Triethylphospinoxid _ 4
(32) und Dibutylphosphit (31) RsP=0 (BHO)ZP\H
wurden mithilfe von *'P-DOSY un- 3, R=OCH, 31
tersucht. Die Spektren vor und nach 3g. gRopp
Zugabe von Triethanolamin sind in 33. gop
Abbildung 19a bzw. b gezeigt. Man
erkennt, dass sich der Diffusionskoeffizient bei 32, von dem
man die Bildung der starksten Wasserstoffbriicken erwartet,
am deutlichsten verédndert. Bei genauerer Betrachtung sieht
man allerdings, dass die Zugabe von Triethanolamin bei allen
Proben zu einer Abnahme der Diffusionskoeffizienten fiihrt,
was darauf hindeutet, dass die Viskositdt der Losungen durch
Zugabe des Wasserstoffbriickenacceptors beeinflusst wird.
Kiirzlich hat dieselbe Arbeitsgruppe vorgeschlagen, Tetra-
methylsilan (TMS) als Referenz zur quantitativen Untersu-
chung dieses Effekts zu verwenden, indem man vor und nach
der Zugabe des Wasserstoffbriickenacceptors das Verhiltnis
der Diffusionskoeffizienten der untersuchten Verbindungen
zum Diffusionskoeffizienten von TMS bestimmt. Man kann
davon ausgehen, dass TMS durch Wasserstoffbriicken nicht
beeinflusst wird; somit sollten sich tiber die Anderung seines
Diffusionskoeffizienten Aussagen iiber Verdnderungen der
Viskositit der Losung machen lassen.®!

4.2. Molekulare Gréfie und Gestalt

Diffusionskoeffizienten, die durch die Stokes-Einstein-
Gleichung [siehe Gl. (5)] mit dem hydrodynamischen Radius
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30a
32 30b 31
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b) 32 30b 31
R
— }-88
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F— | --9.0 Ig D
_— -9.1

60 40 20 0
-~— §/ppm
Abbildung 19. a) Das *'P-DOSY-Spektrum eines Gemischs aus Trime-
thylphosphat (30a), Triphenylphosphinoxid (30b), Triethylphosphinoxid
(32) und Dibutylphosphit (31); b) das *'P-DOSY-Spektrum derselben
Mischung mit Triethanolamin als zusitzlicher Komponente. Das Spek-
trum wurde mit der BPLED-Sequenz erhalten, wobei die Feldstérke in-

nerhalb von 2 ms in 32 Schritten erhéht wurde. Mit Genehmigung aus
Lit. [83a].

von Molekiilen verbunden sind, wurden auch zur Bestim-
mung von GroBe und Gestalt supramolekularer Gebilde, der
so genannten Rosetten, verwendet.*% So wurde PGSE
verwendet, um mehrere Rosetten, die in der Gruppe von
Reinhoudt hergestellt worden waren, zu studieren.* Bei
dieser Untersuchung wurden Einzel-, Doppel- und Tetraro-
setten wie in Schema 1 gezeigt mithilfe ihrer Diffusionskoef-
fizienten charakterisiert.® Man beobachtete eine relativ gute
Ubereinstimmung zwischen den aus Diffusions-NMR-Mes-
sungen bestimmten hydrodynamischen Durchmessern und
den Durchmessern, die man aus fiir die Gasphase optimierten
Strukturen berechnet hatte.® Des Weiteren ergab sich aus
dem Diffusionskoeffizienten der Einzelrosette 33a;-34; nach
Zugabe von 33a, dass 33a;-34; kinetisch labil ist und sich auf
der NMR-Zeitskala unter diesen Versuchsbedingungen
(2mMm Probe in CDCl;, 298K, 500 MHz) in schnellem
Austausch mit seinen Monomeren befindet. Mithilfe dieses
Verfahrens konnte auch die kinetische Stabilitdt von Dop-
pelrosetten bestimmt werden — diese Informationen waren
mit herkommlichen NMR-Methoden nur schwer zu erhalten.

In einer weiteren Anwendung aus jiingerer Zeit nutzten
Stang und Mitarbeiter®™ PGSE, um die Bildung eines
spektakuldaren Dodekaeders aus 50 molekularen Bausteinen
zu bestdtigen (Schema 2). Die Diffusionskoeffizienten der
beiden Dodekaeder 40 und 41 mit einem Molekulargewicht
von 41656 bzw. 61955 Da betragen 0.18 +0.005 x 107> cm?s~!
bzw. 0.134£0.006 x 107 cm?*s™* in einer Losung aus Aceton
und Dichlormethan.®®  Diese Diffusionskoeffizienten
wurden bei der Simulation der Molekiilbewegung durch das
Medium (unter Beriicksichtigung seiner Viskositét) verwen-
det und so Molekiildurchmesser von 5.2 bzw. 7.5 nm be-
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Einzelrosetten Doppelrosetten Tetrarosetten

33 : 1 .-“"I"q_
Draufsicht

v

o~ i o
Seitenansicht o

Ipa—L o

35, M,

36, - 34y5

333 o 34_;
33a X=C(CH:CH;),

Schema 1. Einzel- (33;-34;), Doppel- (35;-34¢) und Tetrarosetten
(365-34,,), die mithilfe ihrer Diffusionskoeffizienten charakterisiert
werden konnten.

o1t

RyP—Pt—PR;
CH,Cl,, Aceton
v+ 30 B T’

RP—Pt—PR, = E

oTr
38: R=Et n=1
39: R=Ph n=2

d: R=Et n=1
41: R=Ph n=2

Schema 2. Synthese der Dodekaeder 40 (R=Et, n=1,

Mw =41656 Da) und 41 (R=Ph, n=2, Mw=61955 Da), die aus 20
Monomeren 37 sowie 30 Monomeren 38 (R=Et, n=1) bzw. 39
(R=Ph, n=2) bestehen.®’
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stimmt, in guter Ubereinstimmung mit den berechneten
Durchmessern von 5.5 und 7.5 nm. Kiirzlich verwendeten
Viel et al. DOSY fiir den Nachweis von nt-rt-Stapelwechsel-
wirkungen in der hydrophoben Verbindung Metolachlor, 42,

CH; CH;
LCH—CH,OCH;

\

co
(‘3H2 CH,C1
CH;

42

in konzentrierter wissriger Losung.®” Bei hohen Konzen-
trationen traten zusitzliche Signale mit sehr niedrigen Diffu-
sionskoeffizienten auf, woraus die Autoren auf die Bildung
eines durch m-m-Wechselwirkungen zusammengehaltenen
Polymers schlossen.*™ Dass das gebildete Aggregat in der
Tat kein Dimer oder Trimer, sondern ein Polymer ist, ergab
sich aus dem Vergleich der iiberraschenden DOSY-Daten mit
den Daten aus anderen NMR-Verfahren (z.B. 2D-
NOESY).F™

Die Diffusions-NMR-Spektroskopie wurde in mehreren
Fillen zum Nachweis der Bildung doppelstriangiger Helicate
in Losung eingesetzt.’®* Larive und Mitarbeiter charakteri-
sierten vor kurzem mithilfe von Diffusions-NMR-Messungen
eine Reihe von Liganden (43-47) und ihren Rheniumkom-

43 44 45

oC ¢o
Quadrat
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plexen, die sich zu molekularen Quadraten zusammenfiigen
lassen. Eine massenspektrometrische Charakterisierung
gelang in diesen Fillen jedoch nicht.®! Wie in Abbildung 20

b)

Ligand
12

10 -
T ]
P "
n/
107%em?*s™ 4 .
&>
OQuadreat e [
0

00 0l 0.2 03y 04 05

Lir fA" —

Abbildung 20. a) Angeniherte Molekilradien der Liganden 43—47
sowie der entsprechenden monomeren (,Ecken“) und quadratischen
Komplexe; b) die Korrelation zwischen den Diffusionskoeffizienten und
dem Kehrwert der geschitzten Stokes-Radien (1/r,) der Liganden (e),
Ecken (A) und Quadrate (m). Mit Genehmigung aus Lit. [88c].

gezeigt, ergab sich aber eine gute Korrelation zwischen den
Diffusionskoeffizienten und dem Kehrwert der geschétzten
Stokes-Radien (1/r,) der Liganden und Komplexe. Auf der
Grundlage dieser Diffusions-NMR-Mes-
sungen schlussfolgerten die Autoren, dass
die beobachtete Komplexitét einiger Spek-
tren eher auf die Bildung dieser supramo-
lekularen Systeme zuriickzufiihren sei als
auf niedermolekulare  Verunreinigun-
gen.™ Die Daten dieser Messungen zeigt
Tabelle 4.

Ein Gebiet, in dem die GroBenbestim-
mung durch Diffusions-NMR-Spektrosko-
pie bei der Charakterisierung des Systems
in Losung hilfreich sein kann, ist die Den-
drimerchemie. Dendrimergenerationen
lassen sich leicht mit der Diffusions-NMR-
Spektroskopie untersuchen, wie im Folgen-
den kurz erldutert werden soll.

4.3. Dendrimere und Dendrone: Grifie,
Gestalt und Funktion

Diffusions-NMR-Messungen  konnen
auch die Charakterisierung von Dendrime-
ren™®! erleichtern, dennoch wurde diese
Methode bis vor kurzem nur relativ selten
eingesetzt.”***l Eine der ersten Anwendun-
gen der Diffusions-NMR-Spektroskopie
auf diesem Gebiet war die Untersuchung
der ersten, zweiten, dritten und vierten
Generationen der dendritischen aliphati-
schen Polyester aus 2,2-Bis(hydroxyme-
thyl)propionsdure und 1,1,1-Tris(hydroxy-
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Tabelle 4: Diffusionskoeffizienten D der Liganden 43-47 und ihrer Rheniumkomplexe.®

Angewandte

von Diffusions-NMR-Messungen

Molekiil D, Dy, Dis Das D,y nachweisen lassen.”™ So konnte

[x107%em?®s™"  [x10%em?s™"]  [x10°cm?s™"]  [x10°cm?s”"]  [x10°cm’s7 gezeigt werden, dass die Diffusi-
Ligand  9.680.09 6.03+0.04 3.53+£0.04 2.24+0.02 1.94+0.06 onskoeffizienten — und somit die
JEcke*  3.6240.08 2.69+0.02 1.61+0.03 hydrodynamischen Radien — Aus-
Quadrat 2.37+0.11 1.4240.05 0.87+0.02 1.2040.04 1.04+0.03 kunft iber Strukturinderungen

phenyl)ethan.” Die bei diesen Dendrimeren beobachtete
Signalabschwichung wurde mithilfe der modifizierten Stej-
skal-Tanner-Gleichung (19) ausgeglichen. Dabei ist D,,, der

app

Liorgy = L) exp(—y* G* ¢ (4‘*5/3)[)@;;)ﬁ (19)
beobachtete scheinbare Diffusionskoeffizient, und f3 ist ein
MaB fiir die Verteilungsbreite (0 < <1). Beim Ausgleichen
der Daten stellte sich heraus, dass =1 war, d.h., die
Dendrimere waren anndhernd monodispers. Eine sphérische
Gestalt vorausgesetzt, berechneten die Autoren die hydrody-
namischen Radien r, der Dendrimere mithilfe der Stokes-
Einstein-Gleichung. Die so bestimmten Werte betrugen 7.8,
10.3, 12.6 und 17.1 A fiir die erste, zweite, dritte bzw. vierte
Dendrimergeneration und entsprachen damit den aus Mole-
kiilsimulationen erhaltenen Werten.""

In einer der ersten DOSY-Anwendungen konnte demon-
striert werden, dass sich die durch duBlere Stimulation her-
beigefiihrten Strukturdnderungen der Dendrimere mithilfe

2 lpdds—®
s-lpe4
'/"SFI/FC\
| FES
_N s »
0
48 GOflex 9
Ss—Fe
Si\\l‘".ebs
Feqs\ |
49 Glflex s~ §—Fe

J SO
l

50 G2flex

l

51 G3flex »

dieser Materialien bei der Verin-
derung des pH-Wertes geben:
Dendrimere mit -CO,H-Endgruppen schwellen bei neutra-
lem pH-Wert an und schrumpfen bei niedrigem pH-Wert
zusammen; Dendrimere mit -CH,NH,-Endgruppen schrump-
fen dagegen bei hohem pH-Wert zusammen und solche mit -
CH,OH-Endgruppen bleiben bei pH-Wertdanderungen prak-
tisch unverindert.”™ Interessanterweise indern sich die
chemischen Verschiebungen aller untersuchten Systeme bei
pH-Wertdnderungen nur sehr geringfiigig. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass die Diffusions-NMR-Spektro-
skopie die Methode der Wahl ist, um Strukturédnderungen und
Packungsformen von Dendrimeren mit ihrer Funktionsfahig-
keit zu verkniipfen.

Gorman et al. kombinierten Diffusions-NMR-Messungen
mit der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten des
Elektronentransfers und Molecular Modeling, um einen
Einblick in die Zusammenhénge zwischen Molekiilstruktur
und FElektronentransfer in dendritischen Systemen zu erlan-
gen.’ Interessanterweise zeigten die Diffusions-NMR-Un-
tersuchungen der in Schema 3 und 4 gezeigten flexiblen und

52 G4flex

Schema 3. Bei den flexiblen elektroaktiven Dendrimeren 48-52 wurde ein starker Einfluss des Lésungsmittels auf den hydrodynamischen Radius
festgestellt (kompakte Struktur in DMF, leicht vergréRRerte Struktur in THF).
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Schema 4. Die starren elektroaktiven Dendrimere 53-57 haben wahrscheinlich eine nicht-sphirische und eher aufgelockerte Struktur.

starren elektroaktiven Dendrimere 48-52 bzw. 53-57 im Falle
der flexiblen Dendrimere einen iiberraschend grof3en Effekt
des Losungsmittels (DMF, THF) auf die hydrodynamischen
Radien. In DMF ergab sich bei den Dendrimeren 48-52 eine
bessere Korrelation zwischen den hydrodynamischen Radien
und den aus Molekiildynamik-Rechnungen erhaltenen
Radien der Kreisbewegung. In diesem Losungsmittel liegen
die Dendrimere in kompakten Struktu-
ren (dhnlich wie harte Bille) vor, wih-
rend in THF ein gewisses Schwellen der
Dendrimere beobachtet wird."” Bei den OO
starren Dendrimeren war die Korrelation O
zwischen diesen beiden Parametern we-
niger ausgeprégt. Dies deutet darauf hin,
dass die elektroaktiven starren Dendri-
mere 53-57 eine nicht-sphirische und
weniger kompakte Gestalt haben. Der
Vergleich der Struktureigenschaften
dieser beiden Dendrimerklassen in den
unterschiedlichen Losungsmitteln mit
den Elekronentransfergeschwindigkeiten
in diesen Systemen ermdoglichte den Au-
toren die Formulierung einer Struktur-
Eigenschafts-Beziehung fiir die Distanz-
abhingigkeit des Elektronentransfers.’”
Riley et al. verglichen die Diffusions-
eigenschaften und das photophysikali-
sche Verhalten von Pyren-markierten
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Polyarylether-Monodendronen (Schema 5).* Interessanter-
weise nehmen die Stokes-Radien in THF mit wachsender
Dendrongeneration sehr viel stirker zu als in CH;CN (Ta-
belle 5). Der Vergleich zwischen experimentellen und theo-
retischen Daten zeigt jedoch, dass selbst in THF die Den-
drone nicht vollstdndig expandiert vorliegen (7, < Fryeore) Und
dass die kleineren Dendrone offener vorliegen und flexibler

59 GIpy —— 60 G2Py —— 61 G3Py

& /

Q 0 0
o4

Schema 5. Pyren-markierte Polyarylether-Monodendrone 58-62.

Angew. Chem. 2005, 117, 524 —560


http://www.angewandte.de

Diffusions-NMR-Spektroskopie

Tabelle 5: Diffusionskoeffizienten D, Radien r, Volumina V und Dichten p aus Pulsgradienten-NMR-

Experimenten.®

Angewandlfe .

der Diffusions-NMR-Spektrosko-
pie bei organischen reaktiven Zwi-

Verb. M, Dy fem’s [ n (A Voo IRTY Psioies DAY e [A]? Vineore [A]1 - schenstufen, Tonenpaaren und me-
Tetrahydrofuran ta}llorgamschen Systemen, Fhe in
Pyren 82 1.7x10°° 2.8 92 2.19 (3.5) 180 einem Zusammenhang mit der
58 308 1.3x107° 3.7 210 1.47 7.2 1560 Supramolekularen Chemie stehen,
59 521  0.97x107° 4.9 490 1.06 10.1 4320 sollen jedoch in diesem Abschnitt
60 932 0.78x107° 6.1 950 0.99 13.0 9200 angesprochen werden. In der Tat
61 1822 0.48x10°° 10 4200 0.43 15.9 16800 sollte die Diffusions-NMR-Spek-
-5

62 3495 0.34x10 14 - 11500 0.30 18.8 27800 troskopie eine leistungsﬁihige Me-
Acetonitril thode in der Chemie der reaktiven

Pyren 82  2.3x107° 2.6 74 2.72 (3.5) 180 ¢ : i ,
58 308 1.8x10° 33 150 2.06 72 1560 Zwischenstufen sein, da die meis-
59 521 1.4x10°° 4. 289 1.80 10.1 4320 ten dieser Spezies instabil sind und
60 932 1.2x10°° 4.9 490 1.92 13.0 9200 sich somit der Untersuchung durch
61 1822 1.1x10°° 5.4 660 2.72 15.9 16800 klassische Methoden zur Diffusi-
o 8 94x10-¢ CYCI‘;hgxa” 24 573 63) 150 onsmessung wie die Raleigh-In-

yren Ax . . . - [96] .

53 308 8.7x10- 28 97 259 75 1560 terferometrie™™ oder die Messung

mit radioaktiven Markern®” ent-

[a] Aus Diffusions-NMR-Daten berechnet. [b] Berechnet aus Gleichung 4 mit 7=4.56x10"* Pas fiir
THF. [c] Berechnet aus Rgy.s Wie oben angegeben, Vs e =47 (Rsiores)’- [d] Berechnet aus Vs Wie
oben angegeben und My, Osiores = M/ Vstores- [€] Radien voll ausgestreckter Strukturen, ermittelt aus
Modellrechnungen. [f] Volumina voll ausgestreckter Strukturen, errechnet aus den oben angegebenen
Radien, Vineore = */37 (Frheorie) - Messungen wurden bei 298 K durchgefiihrt.

sind als die grofSeren. In CH;CN sind die Strukturen sehr viel
komprimierter, und man beobachtet eine deutliche Struktur-
veranderung beim Ubergang von G2 (60) nach G3 (61),
wobei G3 offensichtlich kompakter ist. Ein Vergleich der
Strukturdaten aus Diffusions-NMR-Messungen mit Fluores-
zenzloschungsexperimenten zeigt, dass G0-G3 (58-61) in
THF und GO-G2 in Acetonitril den Durchgang des als
Fluoreszenzloscher dienenden molekularen Sauerstoffs nur
minimal behindern. Dagegen sind die gro8eren Dendrone G4
(62) in THF und G3-G4 in CH,;CN dichter und weniger
durchlissig. In Cyclohexan ist die Struktur sogar noch
dichter.’ In THF #ndert sich das Diffusionsverhalten von
G2 nach G3, wohingegen bei der Fluoreszenzldschung die
Anderung von G3 nach G4 auftritt. Die Eigenschaftsspriinge
zwischen unterschiedlichen Dendrongenerationen sind den
Autoren zufolge auf die Verwendung unterschiedlicher
Sonden (THF oder molekularer Sauerstoff) zuriickzufiih-
ren.”!

Die Diffusions-NMR-Spektroskopie ermdoglicht also
einen besseren Einblick in die Struktur dendritischer Mate-
rialien in Losung, die wiederum direkt die Eigenschaften
dieser Materialien beeinflusst, und hat daher ein hohes
Potenzial bei der Etablierung von Struktur-Aktivitits-Bezie-
hungen solcher komplexen Systeme."!

4.4. Reaktive Zwischenstufen, lonenpaarbildung und
metallorganische Systeme

Die Wechselwirkungen von Ionen mit unterschiedlichen
Systemen und Polyelektrolyten, ihre Bindung an Micellen
und ihre Rolle bei der Bildung von Mikroemulsionen wurden
intensiv mithilfe der Diffusions-NMR-Spektroskopie unter-
sucht, liegen aber auflerhalb des Rahmens dieses Aufsat-
zes*1%19209] Einjge ausgewihlte Beispiele fiir Anwendungen
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ziehen. Mit der storungsfreien Dif-
fusions-NMR-Spektroskopie soll-
ten sich dagegen auch die Diffusi-
onseigenschaften instabiler Spezies
bestimmen lassen. Zudem neigen
viele Ionen und metallorganische
Verbindungen zur Dimerisierung oder Selbstaggregation, was
die Diffusion zu einem wichtigen Parameter solcher Systeme
macht. Daher wurde in den letzten fiinf Jahren die Diffusions-
NMR-Spektroskopie auch auf diesem Gebiet héufiger ver-
wendet.

FEine der ersten Anwendungen der hochaufgelosten Dif-
fusions-NMR-Spektroskopie bei der Untersuchung reaktiver
Zwischenstufen war die Bestimmung der Diffusionskoeffizi-
enten einer Reihe von polycyclischen Verbindungen wie 63—
69 sowie ihren doppelt und vierfach geladenen ionischen
Derivaten.” Bei dieser Untersuchung wurden sowohl exter-

3 65
oS ®
SN
2 OO0
Ay q
g
66 67

SN
N

68
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ne als auch interne Standards verwendet, da man davon
ausging, dass die Reduktion der Polycyclen zu ihren Anionen
Einfluss auf die Viskositdt der Losung und damit auf die
Diffusionskoeffizienten haben wiirde — in diesem Fall wire
der Diffusionskoeffizient als charakteristischer Parameter des
Systems nur von eingeschranktem Nutzen. Wie in Tabelle 6

Tabelle 6: Diffusionskoeffizienten D von Polycyclen und ihren Anionen
in [D8]THF bei 298 K.F#

Verb. D (CH,Cl,; ext. D (Benzol; int. D (Polycyclus)
Standard) Standard) [x107° cm?s™"]
[x107° ecm?s™] [x107° cm?s™]
63 3.734+0.002 2.87+0.017 1.57+0.017
637/ 3.734+0.002 2.9010.041 0.84+0.017
4Lt
65 3.834+0.031 2.96+0.027 1.83+0.032
65%/ 3.79+0.006 2.86+0.039 0.96+0.038
2Lt
(2 mg)
65%/ 3.78+£0.000 2.39+0.043 0.71+0.020
2Lt
(20 mg)
2.86+0.039 0.86+0.0179
65%/ 3.80+0.003 2.74+0.014 0.94+0.015
2Na*
65%/ 3.7940.004 el 0.9440.014
2K*
64 3.824+0.017 2.86+0.025 1.90£0.011
64>/ 3.78+0.015 2.82+0.048 1.06+0.057
2Lt
66 3.8040.002 2.97+0.014 1.38£0.021
66>/ 3.82+0.002 2.99+0.003 1.05+0.014
2Nat
67 3.7940.000 2.8510.041 1.17£0.008
67%/ 3.72+0.030 2.84+0.003 0.93+0.030
2Nat
68 3.79+0.002 2.90+0.015 1.38+0.010
68>/ 3.80+0.002 2.97+0.032 1.10+0.026
2Nat

[a] Nach Berticksichtigung der Viskositatsinderung. [b] Sehr breites
Signal von Benzol, mit Spin-Echo nicht detektierbar.

gezeigt, beobachtet man nach der Reduktion tatséchlich eine
starke Abnahme der Diffusionskoeffizienten der Polycyclen,
jedoch nur eine geringe Viskositdtsanderung. Da eine Zwei-
elektronenreduktion keine Auswirkungen auf das Moleku-
largewicht der Verbindungen hat, ist klar, dass die Abnahme
des Diffusionskoeffizienten von einer stirkeren Solvatation
und vermutlich auch einer partiellen Selbstaggregation der
geladenen Molekiile herriihrt.”™ Bei den Dilithium-, Dina-
trium- und Dikaliumsalzen des Tetracendianions (65°°) be-
obachtete man sehr dhnliche Diffusionskoeffizienten, was
darauf hindeutet, dass die Ionenpaarbildung unter den Un-
tersuchungsbedingungen nur eine sehr geringe Rolle spielt.”®!
Ein interessantes Ergebnis lieferte der Vergleich der Diffu-
sionskoeffizienten von geladenen und neutralen Polycyclen:
Verbindungen, die besser zur Selbstaggregation geeignet
waren, zeigten eine stirkere Abnahme der Diffusionskoeffi-
zienten. Bei diesen Verbindungen wurde eine Abnahme des
Diffusionskoeffizienten um 50% beobachtet — dies wurde mit

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Y. Cohen et al.

partieller Selbstaggregation begriindet.” Vom Corannulen-
tetraanion, 63, bei dem eine deutliche Abnahme des
Diffusionskoeffizienten beobachtet wurde, war die Bildung
von Dimeren bereits zuvor bekannt.”” Als Ergebnis dieser
Studie stand somit fest, dass Selbstaggregation und Dimeri-
sierung bei solchen Verbindungen sehr viel wichtiger sein
konnen als bisher angenommen.”®

Rabinovitz und Mitarbeiter konnten anschlieend mithil-
fe der Diffusions-NMR-Spektroskopie zeigen, dass eine
zufriedenstellende bis gute Korrelation zwischen 1/D und
den Van-der-Waals-Radien der neutralen Polycyclen be-
steht."™ Etwas geringer ist die Korrelation zwischen den
aus den Diffusionskoeffizienten bestimmten Stokes-Einstein-
Radien und den Van-der-Waals-Radien der neutralen Poly-
cyclen. Die Autoren schlagen zumindest als Teilerklarung vor,
dass die Stokes-Einstein-Gleichung nicht richtig erfiillt ist,
wenn die diffundierenden Teilchen kleiner sind als das
Fiinffache des Radius der Losungsmittelmolekiile. Bei den
geladenen Verbindungen fand man praktisch keine Korrela-
tion zwischen 1/D und den ermittelten Stokes-Einstein-Ra-
dien."™ Dies kann mit der unterschiedlichen Solvatation der
Anionen zusammenhéngen, die dartiber hinaus in der Zahl
der Ladungen variierten. In einer anderen Untersuchung!'®!
setzte dieselbe Arbeitsgruppe die Diffusions-NMR-Spektro-
skopie ein, um zu bestimmen, ob das Oktaanion von 69
dimerisiert. Sie fanden fiir 69°~ in [Dg]THF einen Diffusions-
koeffizienten von 0.55 x 10~ cm?s™!, wihrend der des Dimers
von 63* 0.76 x 107> cm?s ! betrigt. Sie folgerten daraus, dass
69%" ein intermolekulares Sandwich bildet.['™"!

Pochapsky, der die Ionenpaarbildung sehr intensiv mit-
hilfe der NMR-Spektroskopie untersucht hat,'*!! setzte vor
kurzem in einer Untersuchung zur Aggregation von Tetra-
butylammoniumchlorid (70) die Diffusions-NMR-Spektro-
skopie ein.'®®! In dieser Studie wurde das Verhiltnis der
Diffusionskoeffizienten von 70 und Tetrabutylsilan (71), einer
nicht aggregierenden Vergleichssubstanz mit dhnlichem Mo-
lekulargewicht und dhnlicher Gestalt, in Abhéngigkeit von
der Konzentration ermittelt. Die Gruppe von Pochapsky fand
heraus, dass dieses Verhiltnis mit abnehmender Konzentra-
tion kleiner wird und zu einem Wert von etwa 1.0 in sehr
verdiinnten Losungen (~107*m) konvergiert. Bei einer Kon-
zentration von ca. 30 mm wurde als Aggregationszahl von 70
in CDCl;-Losung der Wert 3 geschitzt.' Auf dieser
Grundlage untersuchte die Arbeitsgruppe von Pochapsky
die Ionenpaare von Tetrabutylammoniumtetrahydroborat
(72) durch gleichzeitiges Beobachten der Diffusionskoeffizi-
enten von Anion und Kation""" und konnte zeigen, dass sich
die Diffusionskoeffizienten von Kation und Anion in CDCl;
nicht sehr unterscheiden, jedoch deutlich kleiner sind als die
von 71. Dies wurde durch das Vorliegen eines stark wechsel-
wirkenden Ionenpaars im Fall des Ammoniumsalzes erklart.
Die Konzentrationsabhéngigkeit des Verhiltnisses der Diffu-
sionskoeffizienten weist eindeutig auf eine Aggregatbildung
in CDCl; hin, was wegen der geringen Solvatationskraft des
Losungsmittels nicht ganz unerwartet ist.'%®! Vor einiger Zeit
konnten Keresztes und Williard zeigen, dass man mithilfe von
Diffusions-NMR-Experimenten das Dimer und das Tetramer
von n-Butyllithium in [Dg]THF identifizieren kann."'" Dies
gelang durch einen Vergleich der Diffusionskoeffizienten, die
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man zum einen experimentell aus Diffusions-NMR-Untersu-
chungen erhielt und zum anderen aus den bekannten Ront-
genstrukturparametern dieser Verbindung errechnete. Die
Daten wurden auch in DOSY-Form dargestellt.!'*!

Auch in der Metallorganischen Chemie, in der die Ligan-
deninsertion und/oder -dissoziation sowie die Aggregation
eine bedeutende Rolle spielen, kann die Diffusions-NMR-
Spektroskopie andere NMR-Verfahren bei der Charakteri-
sierung von Teilchen in Losung komplementieren. Da hier-
iiber kiirzlich von Pregosin und seinen Kollegen berichtet
wurde,'™ wollen wir im Folgenden nur einige Beispiele
erlautern. Beck etal. vertreten auf der Grundlage von
Diffusions-NMR-Experimenten die Ansicht, dass die in
Schema 6 gezeigte Bildung von Ionendoppelpaaren (B) aus
einfachen Ionenpaaren (A) in Zirconocen-Katalysatorsyste-
men sehr viel wichtiger ist als bisher angenommen.!'” Zu
diesem Schluss kamen die Forscher nach der Bestimmung der
Diffusionskoeffizienten der Zirconocene 73-77 (Schema 6)
und nach einem Vergleich der erhaltenen Werte mit denen
einer Reihe von Ionenpaaren wie zum Beispiel 73a/b, 77a/b
sowie mit dem Wert von 73¢, fiir das im Festkorper eine
zweikernige Struktur belegt ist."®®! Da der Diffusionskoeffi-
zient von 73b von denen der Verbindungen 73-74 abweicht,
jedoch dem des zweikernigen Komplexes 73 ¢ dhnelt, schloss
man, dass 73b als Ionendoppelpaar vorliegt (B in Schema 6).
Die Messungen wurden in Benzol im Konzentrationsbereich
zwischen 1.6-4.7 mm durchgefiihrt. In einer vor kurzem
erschienenen Untersuchung ganz dhnlicher Komplexe (78—
82) und von (p-Tolyl),Si (83) als Referenz (Schema 6) konnte
jedoch gezeigt werden, dass zwischen den aus PGSE-Diffu-
sionsdaten ermittelten hydrodynamischen Volumina der
Komplexe und den fiir 1:1-Ionenpaare aus Rontgenstruktur-
daten errechneten Van-der-Waals-Volumina eine gute Kor-
relation besteht (Abbildung 21).'" Die Konzentrationen
der dabei untersuchten Metallocene lagen deutlich auf3erhalb
des iiblicherweise bei Polymerisationen verwendeten Be-
reichs zwischen 107*~10~3m. Man kam daher zu dem Schluss,
dass die Aggregation der Metalloceniumkatalysatoren beim

800

lonenpaar

T 600-

vi'l;.‘ii'_"r
A
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Abbildung 21. Auftragung der durch PGSE ermittelten hydrodynami-
schen Radien Vpcse der Metallocenium-lonenpaare gegen die Van-der-
Waals-Volumina Vggaen, die aus den kristallographischen Daten der
1:1-lonenpaare errechnet wurden. Die Gerade ergibt sich aus
Vicse = Vronigen W: 78, @: 79, A: 80, V: 81, #:82a, *: 82b, 0: (p-Tolyl),Si
(83). Nachdruck in Anlehnung an Lit. [106b], mit Genehmigung.
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Schema 6. Mégliche Bildung von lonendoppelpaaren (B) aus einfa-
chen lonenpaaren (A).

Kettenwachstum in Olefinpolymerisationen nur eine unter-
geordnete Rolle spielt.['%]

Zuccaccia et al. bestimmten die Diffusionskoeffizienten
des kationischen Komplexes 84 und seines neutralen Analo-
gons 85 in unterschiedlichen Losungsmitteln und Konzentra-
tionen.'"”! In dieser Untersuchung wurde die einfache STE-
Pulsgradientensequenz fiir die Diffusionsmessungen einge-
setzt. Die Ergebnisse lassen eindeutig darauf schlieen, dass
84 in CDCl; in Form eines festgebundenen Ionenpaars
vorliegt; in CD;NO, hingegen scheint das Gleichgewicht zu
einem eher locker zusammengehaltenen Ionenpaar verscho-
ben zu sein, denn der Diffusionskoeffizient von BPh, ist hier
groBer als der des Kations. In diesem Losungsmittel betréagt
der Unterschied zwischen den Diffusionskoeffizienten von 84
und 85 lediglich 10%;:'" in CDCl;- und CD,ClL,-Lésungen
hingegen ist der Unterschied sehr viel ausgeprigter und
zudem konzentrationsabhiingig.""”! Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse schlagen die Autoren fiir diese Losungen das
Vorliegen hoherer Aggregate vor. Es sollte jedoch darauf
hingewiesen werden, dass die Vergleichssubstanz 85 ein
niedrigeres Molekulargewicht als 84 hat, fiir dessen Moleku-
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largewicht Kation und Anion zu beriicksichtigen sind. Au-
Berdem ist 85 vermutlich weniger solvatisiert als 84, da es sich
bei 85 um ein Neutralmolekiil mit einem dementsprechend
hoheren Diffusionskoeffizienten handelt. Die kleineren An-
derungen der Diffusionskoeffizienten in Losungsmitteln mit
groBerem Solvatationsvermogen und die Konzentrationsab-
héngigkeit der Diffusionskoeffizienten sprechen bei 84 fiir
das Vorliegen hoherer Aggregate in chlorierten Losungsmit-
teln unter den beschriebenen Versuchsbedingungen.'””!

In einer vor wenigen Jahren erschienenen Veroffentli-
chung berichteten Pregosin und Mitarbeiter iiber die Diffu-
sionskoeffizienten einer Reihe von Pd"-Arsinkomplexen des
Typs PACLL, (86-89; L = AsMe,Ph;_, (x =3-0)) und anderen
metallorganischen Komplexen unterschiedlicher Grofie (90—
93; Tp’'=Hydrotris(3,5-dimethylpyrazolyl)borat, Ar=p-
Tolyl, dba=trans,trans-Dibenzylidenaceton). Aus diesen
Daten wurde unter Zuhilfenahme der Stokes-Einstein-Be-

[PACL,(AsMe,Ph),] [PACL,(AsMePhy),]
86 87
PdCL(AsMes), PACl,(AsPhy),
88 89
Clu oy
[Tp'W(CO);H] P>~ pd:

~ ‘B

90 R B
A
OO S|
O
MeO -Ph Pd,(dba),
MeO. Pg Br 93
Y,

ziehung [siehe Gl. (5)] r, berechnet.'®! Dabei wurde eine
gute Korrelation zwischen den r,-Werten und den berechne-
ten Radien, die aus Rontgenstrukturanalysen dieser Kom-
plexe ermittelt wurden, beobachtet (Abbildung 22).[1%
Diese Untersuchung wurde anschlieend auch fiir Rutheni-
um(II)-Komplexe unter Einsatz von “F- und 'H-PGSE-
Messungen durchgefiihrt,1%

Die Diffusions-NMR-Spektroskopie eignet sich auch zur
Charakterisierung metallorganischer reaktiver Zwischenstu-
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Abbildung 22. Auftragung von r, gegen die aus kristallographischen
Daten berechneten Radien rgyuge, von 86-93. Die Radien von 86-89 im
Festkorper wurden unter Verwendung der publizierten Strukturen der
analogen Phosphine anstelle jener der Arsine abgeschitzt. In Anleh-
nung an Lit. [108a], mit Genehmigung.

fen in Losung: Berger und Mitarbeiter erhielten einen
Schnappschuss der Reaktion von “CO, mit [Cp,Zr(Cl)H]
(94) mithilfe der "“C-Diffusions-NMR-Spektroskopie
(Schema 7).'*1 3CO, wurde zur Erhohung der Empfindlich-
keit verwendet. Des Weiteren kombinierten die Autoren die
DOSY- mit einer INEPT-Sequenz (INEPT =insensitive
nuclei enhanced by polarization transfer), um die Signale
der wasserstoffsubstituierten Kohlenstoffatome wihrend der
Umsetzung zu verstirken.'"” Durch den Vergleich der Dif-
fusionskoeffizienten (und damit von r,) der gebildeten Inter-
mediate 96 mit denen von bekannten Zirconocenderivaten
wie 97-99 konnte die Struktur der dimeren Zwischenstufe 96
aufgeklart werden (siehe Tabelle 7). Diese Untersuchung ist
ein Beispiel fiir den enormen Nutzen der Diffusions-NMR-
Spektroskopie bei der Untersuchung der Struktur metallor-
ganischer Komplexe, bei denen Aggregationen, Dimerisie-
rungen und Ligandeninsertionen auftreten kénnen.

5. Anwendungen von Diffusions-NMR-Messungen in
der Kombinatorischen Chemie

In den vergangenen Jahren hat sich die Kombinatorische
Chemie zu einem wichtigen Werkzeug in der organischen und
pharmazeutischen Forschung entwickelt.*''*!"] Die Kombi-
natorische Chemie liefert Gemische einer grofen Zahl von
Verbindungen in kleinsten Konzentrationen, wodurch NMR-
Methoden mit hohem Probendurchsatz benétigt werden. Es
miissen daher Methoden entwickelt werden, die — vorzugs-
weise ohne Isolierung — eine Signalzuordnung von Verbin-
dungen in Gemischen erméglichen. Da eines der Hauptziele
der Kombinatorischen Chemie darin liegt, Leitverbindungen
und spezifische Liganden fiir unterschiedliche Rezeptoren zu
identifizieren, werden auch effiziente Durchmusterungsme-
thoden zum Nachweis der Wechselwirkung zwischen poten-
ziellen Liganden und den jeweiligen Rezeptoren benotigt.
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Schema 7. Mithilfe einer kombinierten DOSY- und INEPT-Sequenz konnte bei der Reaktion von CO, mit [Cp,Zr(Cl)H] die Struktur der dimeren

Zwischenstufe 96 aufgeklirt werden.

Tabelle 7: Experimentelle und berechnete Diffusionskoeffizienten D und
hydrodynamische Radien r, einiger Zirconiumkomplexe.'®

Experimentell Berechnet
r, [A® D[cm?s7] r. [A] D[cm?s |
99 3.0 1.61x107° 3.1 1.55x107°
97 3.7 1.31x107° 3.9 1.30x107°
98 4.2 1.55x107° 3.6 1.81x10°°
96 6.3 1.05x10° 6.1¢ 1.07x10°

[a] Berechnet mithilfe der Stokes-Einstein-Gleichung. [b] Berechnet aus
Réntgenstrukturdaten unter Annahme einer spharischen Form. [c] Be-
rechnet aus der energieminimierten Gasphasenstruktur (PM3).

Zudem kann die Kinetik von Festphasenreaktionen von der
Schwellfdhigkeit der festen Hilfsphase sowie von der Fahig-
keit der Reagentien abhingen, die Oberfldche des Festkor-
pers zu erreichen. Es erscheint daher logisch, im Zusammen-
hang mit der Kombinatorischen Chemie, wo Charakterisie-
rung und Screening potenzieller neuer Liganden zentrale
Themen sind, die Diffusions-NMR-Spektroskopie einzuset-
zen. Wir werden im Folgenden einige entsprechende Anwen-
dungen skizzieren, wobei der Schwerpunkt bei DOSY-An-
wendungen liegen wird, die urspriinglich in der Gruppe von
Johnson, Jr.?3%! entwickelt und von Shapiro und Mitarbei-
tern®” 12l sowie einigen anderen Arbeitsgruppen!'®! ange-
wendet wurden. Dieser Abschnitt soll das Potenzial, aber
auch die Grenzen von Diffusions-NMR-Verfahren in der
Kombinatorischen Chemie aufzeigen, wobei wir uns auf die
beiden Aspekte der Charakterisierung von Gemischen und
des Ligandenscreenings konzentrieren wollen.

5.1. DOSY zur Bestimmung von Gemischen

DOSY ist ein effizientes Verfahren zur ,,virtuellen Auf-
trennung® von Gemischen.P**>3181 Wie bereits in Ab-
schnitt 3.3 erlédutert, liefert DOSY 2D-Spektren, in denen
auf einer Achse die chemische Verschiebung, auf der anderen
die Diffusionskoeffizienten aufgetragen sind. Tatsdchlich
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wurde die Eignung des DOSY-Verfahrens zunichst anhand
von Gemischen belegt.}**71121151 Apbildung 23 zeigt eine der
ersten DOSY-Anwendungen, mit welcher der Nachweis
gelang, dass Gemische tatsdchlich auf der Grundlage des

L1y

HOD ¢ i
=107
Glucose f ¢ ao o D/
ATP " 1 3 T em?s?!
SDS- 6
Micelle P 00 ¢ |F 10
8 7 6 5 4 3 2 1
-— §/ppm

Abbildung 23. 2D-DOSY-Spektrum eines Gemischs aus HOD, Glucose,
ATP und SDS-Micellen. Mit Genehmigung aus Lit. [36a].

Molekulargewichts der einzelnen Verbindungen ,virtuell
aufgetrennt“ werden konnen. Bei dieser Untersuchung
wurden Verbindungen deutlich unterschiedlicher GroBe wie
HOD, Glucose, ATP und Natriumdodecylsulfat(SDS)-Micel-
len nachgewiesen.”® Im Zuge der Fortschritte bei der
Gradiententechnik sowie bei Erhalt und Auswertung von
DOSY-Spektren konnten wie in Abbildung 24 gezeigt mit
hochaufgelostem DOSY (HR-DOSY) auch anspruchsvollere
Gemische charakterisiert werden.!'"''7 In dieser Abbildung
erkennt man, dass eine Reihe von Metaboliten, deren Mo-
lekulargewichte sich zum Teil nur unwesentlich unterschei-
den, aufgelost werden konnen ')

Mit den heute zur Verfiigung stehenden konventionellen
Methoden zur Untersuchung nicht iiberlappender Signale (in
derselben Probe) lassen sich Diffusionskoeffizienten unter-
scheiden, die nur um wenige Prozent differieren. Bei iiber-

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

551


http://www.angewandte.de

Aufsitze

TR N R e

|

] | GPcC

5- I } | g | +NAA

D/ | I ‘| | C
106 cm?s! 7 ‘ | | | h | |
l 6 .crl cr||| suce " .| I
1 GABA GABA
cre |

7'lacn ‘ l alal l:lc
] tauH l jche

8 n etn l ac

40 36 32 28 24 20 16 12

-~— §/ppm

Abbildung 24. 2D-DOSY-Spektrum (500 MHz) des Perchlorsiureextrakts des
Hirns einer Wiistenspringmaus in D,0O. Die Zuordnungen sind wie folgt:

ac =Acetat, ala=Alanin, cho=Cholin, cr=Creatinin, etn = Ethanolamin,

GABA =y-Aminobutansiure, glu=Glutamin, GPC= Glycerophosphocholin,
lac= Lactat, m-ino=myo-Inositol, NAA= N-Acetylaspartat, succ = Succinat und
tau=Taurin. Mit Genehmigung aus Lit. [115].

lappenden Signalen miissen sich die Diffusionskoeffizienten
mindestens um den Faktor 2-3 unterscheiden, um sie in einem
konventionellen DOSY-Spektrum auflésen zu konnen. 112!
Beim DOSY-Verfahren miissen eine Reihe von 1D-Spektren
mit gutem Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio,
SNR) aufgenommen werden, daher wird dieses Verfahren am
leichtesten 'H-NMR-spektroskopisch durchgefiihrt. Uberlap-
pende Signale kénnen zu einem Problem werden, wenn in
einem Vielkomponentengemisch oder in einzelnen, komple-
xen Verbindungen viele Protonen mit unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen vorliegen. Eine Moglichkeit,
dieses Problem zu minimieren, ist die Kopplung von DOSY
mit einer 2D-Sequenz, fiir die iiberlappende Signale ein
geringeres Problem sind; dies fiihrt zu einer dreidimensiona-
len Sequenz, dem 3D-DOSY. Da sich die Diffusionskompo-
nente relativ einfach in 2D-Sequenzen integrieren lésst, sind
viele 3D-DOSY-Verfahren leicht zugénglich,33%112]
Neben den Experimenten, die dem prinzipiellen Eig-
nungsnachweis fiir das Verfahren dienen, sind nur wenige
Anwendungen in der Kombinatorischen Chemie bekannt.
Die Hauptgriinde mogen sein, dass die 3D-DOSY-Sequenz
besonders zeitintensiv ist und viel Speicherplatz fiir die
gesammelten Daten benétigt — der erste Punkt ist dabei
sicher der wichtigere. Abbildung 25 zeigt zum Beispiel ein
3D-DOSY-HMQC-Spektrum (HMQC = heteronuclear mul-
tiple quantum coherence) eines Gemisches aus Chinin (100),
Camphen (101) und Geraniol (102) in CD,0D.®™ Das 3D-
DOSY-Spektrum zeigt keine Signaliiberlappung, sodass es
sehr viel einfacher ist, aus diesem Spektrum Strukturinfor-
mationen zu erhalten und die Signale den Verbindungen des
Gemischs zuzuordnen. Die Methode eignet sich allerdings
nur fiir relativ konzentrierte Proben; eine bessere Losung
sind Hybridsequenzen, die eine Diffusionsgewichtung in das
2D-NMR-Spektrum einbringen, ohne die Akquisitionszeit zu
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Abbildung 25. 3D-DOSY-HMQC Spektrum von Chinin (100), Camphen
(101) und Geraniol (102) in CD;0OD. Links: Projektion der Integrale auf
die Diffusionsachse. Mit Genehmigung aus Lit. [39¢].
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verlingern."'®! Eine andere Moglichkeit besteht darin, auf
NMR-aktive Kerne auszuweichen, deren chemische Ver-
schiebungen sich iiber einen groBeren Bereich erstrecken.
Die Gruppe von Morris hat dafiir vor kurzem ein Beispiel
geliefert: Ein Gemisch aus Siliciumverbindungen konnte
durch ein ¥Si-DOSY-Experiment charakterisiert werden.[''”)
Man erkennt eine klare Auflésung der Signale der vier
Hauptkomponenten dieses Gemischs, ndmlich des monome-
ren Silicats (103), des cyclischen Trimers (105), des prisma-
tischen Hexamers (107) und des kubischen Oktamers (108;
Abbildung 26). Dariiber hinaus scheinen auch die Signale des
Dimers (104) und des cyclischen Tetramers (106) aufgelost zu
sein. In diesem Experiment konnten die einzelnen Verbin-
dungen gut aufgeldst werden, allerdings sollte darauf hinge-
wiesen werden, dass hierbei eine konzentrierte Probe von mit
»Si-angereicherten Silicaten verwendet wurde (99.35%
»Si0,) und dass zur Aufnahme des Spektrums mehrere
Stunden Messzeit notig waren.

Diese aktuellen Ergebnisse, die unter Verwendung kon-
ventioneller Instrumente erzielt worden sind, belegen, dass
die derzeit verfiigbare Technik bereits dazu ausreicht, subtile
Unterschiede in den Molekulargewichten nachzuweisen und
zur virtuellen spektroskopischen Auftrennung von Verbin-
dungen zu nutzen.
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Abbildung 26. Si-DOSY-Spektrum (99.34 MHz) von Silicaten (0.5 M,

angereichert mit 99.35% Si); oben: *Si-Spektrum, seitlich: Projektion
der Integrale auf die Diffusionsachse. Die Messzeit der zehn bipolaren
STE-Spektren, die mit je 320 Scans erhalten wurden, betrug insgesamt
7 h. Mit Genehmigung aus Lit. [117].

104

5.2. Liganden-Screening mit Diffusions- und Affinitdts-NMR-
Spektroskopie

Fir NMR-Screenings ist die Nutzung einer Reihe von
Parametern, die sich im Verlauf einer Komplexbildung ver-
andern, zum Beispiel der chemischen Verschiebung, des
Nuclear-Overhauser-Effekts (NOE), der Relaxation oder der
Diffusion, vorgeschlagen worden.'"¥! Die am hiufigsten ver-
wendete NMR-Screeningmethode ist die von Fesik und
Mitarbeitern entwickelte SAR-by-NMR-Methode (SAR=
Struktur-Aktivitits-Beziehungen)."! Der Diffusionskoeffi-
zient lédsst sich prinzipiell dazu nutzen, beim Screening die
Wechselwirkungen zwischen kleinen Molekiilen und spezifi-
schen Rezeptoren nachzuweisen und die Spektren unter-
schiedlicher Molekiile voneinander zu trennen, ohne die
Komponenten eines Gemischs physikalisch aufzutrennen.
Wie wir in Abschnitt 4.1.1. gezeigt haben, lésst sich aus der
Anderung des Diffusionskoeffizienten unter der Vorrausset-
zung eines schnellen Austauschs eine Assoziationskonstante
ermitteln. Dazu ist eine quantitative Bestimmung der Diffu-
sionskoeffizienten notig, was wiederum eine vollstindige
Charakterisierung der Signalabschwichung als Funktion der
Diffusionsgewichtung voraussetzt. Beim Screening dagegen,
wo lediglich Hinweise auf Komplexbildungen oder Aussagen
tiber die relative Bindungsstidrke gefragt sind, miissen nur
wenige Datenpunkte erfasst werden, um nach erfolgreichen
Anbindungen von Liganden an einen Rezeptor zu su-
Chen.[lZOa‘b]

Ein Verfahren, bei dem nur ein Datenpunkt erfasst wird,
wurde von Shapiro und Mitarbeitern entwickelt und ist in
Abbildung 27 dargestellt."*” Dabei wurde zunichst das 1D-
'"H-NMR-Spektrum eines Gemischs aus acht potenziellen
Liganden (109-116) und dem Hydrochinin-9-phenanthryle-
ther 117 als Rezeptor aufgenommen (Abbildung27a). An-
schlieBend wurden die experimentellen Bedingungen des
PFG-Experiments bestimmt (Stirke des Gradienten und
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Abbildung 27. Screening mit NMR-Methoden: a) 1D-"H-NMR-Spek-
trum (400 MHz) einer Mischung aus den neun Komponenten 109-117
in CDCl; in 10 mm Konzentrationen. b) Mit der LED-Sequenz aufge-
nommenes 1D-Pulsgradienten-"H-NMR-Spektrum der gleichen Mi-
schung, jedoch ohne 117. ¢) 1D-Pulsgradienten-'"H-NMR-Spektrum der
Achtkomponentenmischung nach Zugabe von 117 unter denselben
Messbedingungen wie in (b). Signale von 109 und 110 sind markiert.
Alle anderen Signale sind der Verbindung 117 zuzuordnen. Mit Geneh-
migung aus Lit. [120b].

Dauer), mit denen sich das Spektrum des Gemischs in
Abwesenheit von 117 eliminieren lidsst (Abbildung 27b).
Erneut wurde dann, jedoch nach Zugabe von 117, unter
diesen Bedingungen ein PFG-1D-'H-NMR-Spektrum aufge-
nommen. Nur Verbindungen, die mit dem Rezeptor wech-
selwirken, sollten einen verminderten Diffusionskoeffizien-

pmﬂ Y
o i
109 coon 110 Wg 111 NHCCH;

»ww.: )
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ten aufweisen, und die Signale dieser Verbindungen sollten
daher unter den zuvor optimierten spektroskopischen PFG-
Aufnahmebedingungen wieder auftreten — tatsidchlich konn-
ten in diesem Spektrum auBler den Signalen von 117 auch die
Signale von 109 und 110 beobachtet werden, die mit dem
Rezeptormolekiil 117 wechselwirken (Abbbildung 27c).

Diese einfache Methode zum Screening potenzieller
Liganden und Rezeptoren hat einige Vorteile: Der gemesse-
ne Parameter, d.h. der Diffusionskoeffizient, ist direkt mit
dem beobachteten Phédnomen verbunden, da man bei Ligan-
den, die mit dem Rezeptor wechselwirken, eine Abnahme des
Diffusionskoeffizienten erwartet und tatséchlich auch beob-
achtet. Dies ist ein Unterschied zu anderen (Nicht-NMR-
)Parametern sowie zur chemischen Verschiebung und zur
Relaxationszeit, die sowohl zu- als auch abnehmen konnen.
Dariiber hinaus ldsst sich ein quantifizierbares Ergebnis aus
einem Gemisch mehrerer Liganden schon innerhalb weniger
Minuten erhalten. Ein weiterer wichtiger Vorteil beim Scree-
ning mithilfe der Diffusions-NMR-Spektroskopie ist die
Tatsache, dass diese Methode prinzipiell auf alle Rezeptoren
anwendbar ist — sogar auf Systeme mit zuvor unbekannten
Liganden und Rezeptoren. Dies ist ein deutlicher Unter-
schied zur SAR-NMR-Spektroskopie, dem Hauptkonkurrent
auf dem Gebiet des NMR-Screenings."'*”l Diese Methode
beruht auf dem Nachweis von Anderungen der 'H-"N-
heteronuclearen Einquantenkohirenz (single quantum co-
herence, HSQC) eines einheitlich "N-markierten Rezeptors
nach der Zugabe potenzieller Liganden. Diese Methode lasst
sich daher nur auf bekannte Rezeptoren anwenden, von
denen eine ausreichende Menge (ca. 200 mg) markierter
Substanz verfiigbar sein muss. Der Rezeptor sollte eine
moglichst hohe Loslichkeit und ein Molekulargewicht haben,
das 30000 Da nicht iibersteigt."”?!! Die Diffusions-NMR-
Spektroskopie ist dagegen eine unspezifische Methode und
kann daher auch zum Screening moglicher Liganden mit
moglichen Rezeptoren genutzt werden, und dies praktisch
ohne Begrenzung bei der Rezeptorgrofie. Sie kann im Prinzip
auch in Kombination mit anderen NMR-Sequenzen unter
Nutzung aller NMR-aktiven Kerne verwendet werden. Wie
alle NMR-Verfahren ist auch das Screening mithilfe der
Diffusions-NMR-Spektroskopie weniger anfillig fiir Kompli-
kationen, die durch Verunreinigungen verursacht sind.
Zudem ist diese Methode umso empfindlicher, je deutlicher
sich Ligand und Rezeptor in ihrer GroBe unterscheiden. Es
kann sogar von Vorteil sein, Ligandenanlagerungen an grofle
Rezeptoren zu verfolgen, die selbst keine NMR-Signale
ergeben, denn der grofite Nachteil des einfachen Ligandensc-
reenings mithilfe der Diffusions-NMR-Spektroskopie liegt,
wie aus Abbildung 27 deutlich wird, darin, dass sowohl die
Signale der mit dem Rezeptor wechselwirkenden Liganden
als auch die des Rezeptors selbst im Spektrum zu sehen
sind.'?%] Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit von Signaliiber-
lappungen, und die Identifizierung der wechselwirkenden
Liganden wird erschwert. Relativ groBle Rezeptoren, die
wegen kurzer T)-Relaxationszeiten unter den gewéhlten
Aufnahmebedingungen kein NMR-Signal geben, erleichtern
daher die Charakterisierung bindender Liganden."'! In sol-
chen Systemen erscheinen nur die Signale der wechselwir-
kenden Liganden im Spektrum.
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Es wurden mehrere Methoden vorgeschlagen, mit denen
sich die Zuordnung von Signalen beim Screening mit der
Diffusions-NMR-Spektroskopie verbessern lédsst: Fesik und
Mitarbeiter schlugen vor, die erhaltenen Spektren zu editie-
ren und auf diese Weise zu vereinfachen; dazu sollten die
Signale des Rezeptors durch Subtraktion eliminiert werden,
sodass nach wenigen Subtraktionsschritten lediglich die Sig-
nale der bindenden Liganden im Spektrum verbleiben.!'?
Die Autoren bestitigten die Eignung dieses Verfahrens
anhand von Liganden fiir das FK506-Bindungsprotein und
fiir die katalytisch aktive Domédne von Stromelysin. Im Falle
von Stromelysin wurden der Ligand 118 sowie die acht

HO 0/ HO' OH
118 119 120

N=— COOH
123

OH H
N~ N
@(l NH2
125

kleineren Molekiile 119-126, von denen man keine Wechsel-
wirkungen mit Stromelysin erwartet, untersucht (Abbil-
dung 28). Zunichst wurden bei geringer Gradientenstiarke
die '"H-NMR-Spektren von 118-126 in Gegenwart und in
Abwesenheit (Abbildung 28a) von Stromelysin aufgenom-
men. Die Signale des Proteins wurden dann durch Subtrak-
tion eines bei hoheren Gradientenstdrken aufgenommenen
Spektrums (Daten nicht gezeigt) des Ligandengemischs mit
Stromelysin eliminiert (Abbildung 28b). Durch Bildung der
Differenz der Spektren aus Abbildung28a und Abbil-
dung 28b gelang so die Identifizierung der Signale des
bindenden Liganden, 118 (Figure 28c¢). Diese Vorgehenswei-
se ist sicher nur in solchen Fillen praktikabel, wo sich die
chemischen Verschiebungen der beteiligten Komponenten im
Verlauf der Komplexierung nicht stark @ndern und sich
Ligand und Rezeptor deutlich in ihrer GroBe unterscheiden.
So beobachteten Shapiro und Mitarbeiter, dass das Verfahren
von Fesik beim Durchmustern von zehn Tetrapeptiden (zwei
Liganden und acht nicht bindenden Tetrapeptiden) in Bezug
auf ihr Bindungsverhalten an Vancomycin nicht funktionier-
te.” Sie schlugen daher ein alternatives Verfahren zur
Identifizierung der bindenden Liganden vor, ndmlich die
Kombination der Diffusionsgewichtung mit einer 2D-
TOCSY-Sequenz (TOCSY =total correlation spectros-
copy).'> Dieses Verfahren nannten sie DECODES (diffu-
sion encoded spectroscopy). Die Autoren konnten durch
einen Vergleich der DECODES- mit den TOCSY-Spektren
der Serie von Tetrapeptiden in Gegenwart von Vancomycin
zeigen, dass lediglich die Signale der Aminosduren D, F, S und
A im Spektrum verbleiben. Das deutet darauf hin, dass nur

/
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Abbildung 28. Analyse der Ligandenbindung an das katalytische Zen-
trum von Stromelysin durch Editieren eines Diffusions-NMR-Spek-
trums."? a) PFG-STE-Spektrum eines Gemischs von 118-126 in Abwe-
senheit von Stromelysin unter Verwendung von Pulsgradienten niedri-
ger Intensitit. b) Das gleiche Spektrum wie in (a) nach Eliminierung
der Proteinsignale durch Subtraktion eines mit intensititsstarken Puls-
gradienten aufgenommenen Spektrums derselben Probe. c) Differenz-
spektrum (a)—(b). Die Signale von 118 bei 6 =7.84, 7.70 und

7.06 ppm sind durch vertikale gestrichelte Linien markiert. Die Signale
von TRIS (2-Amino-2-(hydroxymethyl) propan-1,3-diol; 0 =3.74 ppm)
und AcNHOH (Acetohydroxamséure; 6 =1.94 ppm) sind deutlich ab-
geschwicht, jedoch nicht vollstindig eliminiert. d) Referenzspektrum
von 118 in Reinsubstanz. Sterne (x) markieren Verunreinigungen des
Puffers. e) Differenzspektrum wie in (c), jedoch vom Gemisch der acht
Substanzen (119-126), die nicht an Stromelysin binden. Mit Genehmi-
gung aus Lit. [122].

die beiden Peptide DDFA und DDFS an Vancomycin binden
(siche Abbildung 29). Diese einfache Methode ermoglichte
also das Screening eines Systems, in dem nur relativ schwache
Bindungskrifte vorherrschen, in dem die Liganden alle eine
dhnliche GroBe haben und sich dariiber hinaus nur wenig von
der GroB3e des kleinen Rezeptormolekiils Vancomycin unter-
scheiden.'"”! Dieses Verfahren wurde auch fiir Bindungsstu-
dien an einem DNA-Dodekamer genutzt.['*

Einige DOSY-Spektren konnen im Prinzip zum Screening
potenzieller Liganden auf ihre Bindungsaffinitdt an bekannte
oder unbekannte Rezeptoren verwendet werden.**! Dazu
miissen lediglich die DOSY-Spektren eines Gemischs poten-
zieller Liganden in Gegenwart und in Abwesenheit des zu
untersuchenden Rezeptors aufgenommen werden — es muss
allerdings sichergestellt werden, dass der Rezeptor keinen
Einfluss auf die Viskositdt der Probe hat. Durch den Ver-
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Abbildung 29. a) TOCSY-NMR-Spektrum des Gemischs aus den Tetra-
peptiden DDFA, YPFV, GLGG, GPRP, RGDS, GRGD, RGFF, KDEL,
DASV und DDFS in Gegenwart von Vancomycin. b) Das entsprechende
DECODES-Spektrum mit den verbleibenden Signalen der Aminosauren
D, F, Sund A. In Anlehnung an Lit. [123b], mit Genehmigung.

gleich der Anderungen in den DOSY-Spektren sollten sich
bindende Liganden identifizieren lassen. Bei diesem Verfah-
ren sollte die Signalauflosung deutlich besser sein, da die
Information nun iiber zwei Dimensionen verteilt ist und man
die beiden zweidimensionalen Spektren des DOSY-Experi-
ments miteinander vergleicht. Sollten dennoch Signale iiber-
lappen, kann man auf eine 3D-DOSY-Sequenz ausweichen,
wobei man jedoch Signaliiberlappungen nur auf Kosten einer
langeren Akquisitionszeit vermeiden kann.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die hochaufgeloste Diffusions-NMR-Spektroskopie ist
eine sehr einfache, flexible und akkurate Methode zur
Bestimmung von Diffusionskoeffizienten. Mit diesem
NMR-spektroskopischen Standardverfahren ist es moglich,
ganze Ensembles von Signalen simultan zu untersuchen,
indem mit dem Diffusionskoeffizient ein weiterer Parameter
zur Charakterisierung von Systemen in Losung eingefiihrt
wird. In diesem Aufsatz wollten wir die Vielfalt chemischer
Problemstellungen aufzeigen, die mithilfe der Diffusions-
NMR-Spektroskopie angegangen werden konnen, darunter
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die Bestimmung von Assoziationskonstanten, die Untersu-
chung der Aggregation, der Einschlussverbindungen, der
Solvatation und Hydratation und der Ionenpaarbildung, die
Abschitzung von Wechselwirkungen in Mehrkomponenten-
systemen sowie die Bestimmung der effektiven Grofle und
Struktur reaktiver Zwischenstufen und metallorganischer und
supramolekularer Systeme wie der Rotaxane, Catenane und
molekularen Kapseln. In vielen Mehrkomponentensystemen
bietet die Kombination von Diffusions-NMR-Spektroskopie
mit anderen NMR-Verfahren bessere Moglichkeiten zur
Kartierung der Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Komponenten. Mithilfe des Diffusionskoeffizienten lisst sich
auch die kinetische Stabilitdt von Supramolekularen Syste-
men aus mehreren Komponenten auf einfache Weise unter-
suchen, indem die Auswirkung eines kleinen Uberschusses
einer der Komponenten auf den Diffusionskoeffizienten des
supramolekularen Systems analysiert wird. Dariiber hinaus
konnen mit der Diffusions-NMR-Spektroskopie Gemische
oder nicht zu groe Verbindungsbibliotheken ,,virtuell auf-
getrennt* werden. Die Methode bietet daher eine effiziente
und generelle Moglichkeit, ohne Einschrankungen fiir das
untersuchte System ein Screening nach Leitverbindungen und
potenziellen Liganden selbst fiir unbekannte Rezeptoren
durchzufithren. Ein wichtiges Charakteristikum der Diffusi-
ons-NMR-Spektroskopie ist die Tatsache, dass der Diffusi-
onskoeffizient sehr viel direkter mit den beobachteten Pha-
nomenen zusammenhéngt als dies bei den herkommlichen
und hédufiger genutzten NMR-Parametern, der chemischen
Verschiebung und der Relaxationszeit, der Fall ist. Die
Diffusion ist ein Filter, der relativ einfach zu erhalten ist
und sich leicht mit beinahe jeder bekannten NMR-Sequenz
kombinieren ldsst.

In diesem Aufsatz sind wir nicht ausfiihrlich auf techni-
sche Details und auf theoretische Aspekte der Diffusion
eingegangen, die aber in anderen hier zum Teil zitierten
Abhandlungen umfassend dokumentiert sind. Der Schwer-
punkt dieses Aufsatzes lag vielmehr auf der Priasentation von
Anwendungen mit Bezug zur Supramolekularen und Kom-
binatorischen Chemie. Obwohl wir auf die Schilderung
technischer Details verzichtet haben, sollte durch die hier
vorgestellten Anwendungsbeispiele deutlich geworden sein,
dass bei geeigneten Systemen mit der derzeit verfiigbaren
Technik (mit konventionellen Instrumenten und Program-
men) eine leichte und akkurate Bestimmung von Diffusions-
koeffizienten in hoher Auflosung moglich ist. Die Untersu-
chung der hier vorgestellten Systeme mit ihren relativ langen
T,-Relaxationszeiten und ihren groBen Diffusionskoeffizien-
ten ist beim derzeitigen Stand der Technik bereits einfach.
Zudem ist absehbar, dass die Gradiententechnik sténdig
weiterentwickelt wird, da sie eine wichtige Rolle fiir andere
MR-Anwendungen spielt. Bereits mit der derzeit verfiigbaren
Gradiententechnik liefern die PGSE- und STE-Diffusionsse-
quenzen bei weniger anspruchsvollen Systemen mit nicht zu
kurzen T,-Relaxationszeiten sehr gute Ergebnisse. Es besteht
daher sehr viel weniger Bedarf fiir die LED- und die BPLED-
Sequenzen, die wegen der in den Laboratorien seinerzeit
verfiigbaren, weit weniger ausgereiften Gradiententechnik in
der Anfangszeit des DOSY-Verfahrens so wichtig waren.
Heutzutage haben kommerzielle Gerdte DOSY-Verfahren
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und Sequenzen mit eingearbeiteten Diffusionsgewichtungen
bereits vorinstalliert. Wir gehen daher davon aus, dass die
Diffusions-NMR-Spektroskopie in der ndchsten Zukunft
wesentlich stidrker in der Supramolekularen und Kombinato-
rischen Chemie eingesetzt werden wird.

Das Hauptproblem der Diffusions-NMR-Spektroskopie
wie das von NMR-spektroskopischen Verfahren im Allge-
meinen ist ihre relative niedrige Empfindlichkeit, die kon-
zentrierte Proben und lange Akquisitionszeiten notig macht.
Es kommt hinzu, dass die Diffusionsgewichtung ein weiteres
Herausfiltern des Signals bedeutet. In einer konventionellen
DOSY-Sequenz werden 1D- und 2D-NMR-Sequenzen in 2D-
bzw. 3D-NMR-Experimente umgewandelt. Daraus folgt, dass
relativ lange Akquisitionszeiten benétigt werden. Dieses
Problem wird in der Zukunft jedoch zumindest teilweise
gelost werden, wenn an Hochfeldmagneten (iiber 600 MHz)
Gradientensysteme in Kombination mit Kryoprobenkopfen
zur Verfiigung stehen. Die hier geschilderten Limitierungen
sind jedoch nicht sonderlich gravierend, da bereits mit der
heute verfiigbaren Technik PGSE- oder STE-Diffusionsex-
perimente an Wirt-Gast- oder supramolekularen Systemen
durchgefiihrt werden konnen, deren Molekulargewicht einige
wenige kDa betrédgt und deren Signalbreite akzeptabel (d.h.
Av,,=10Hz) ist. Bei einer Konzentration von ca. 5 mm
betrdgt die Messzeit an einem konventionellen 400- oder
500-MHz-Spektrometer etwa eine Stunde.

Zwei weitere Anwendungsgebiete fiir die Diffusions-
NMR-Spektroskopie, die in diesem Aufsatz nicht beriicksich-
tigt werden konnten, sollen an dieser Stelle kurz erwdhnt
werden: die Biochemie und die Proteinforschung! sowie
der sich gerade erst entwickelnde Bereich der Halbfestkor-
per, wo die Diffusions-NMR-Spektroskopie mit Rotationen
um den magischen Winkel (magic angle spinning, MAS)
kombiniert wird.">! In der Biochemie und der Proteinfor-
schung wurden Diffusionsmessungen dazu verwendet, Selbst-
aggregation, Anlagerungen von Liganden an DNA sowie
Proteinfaltungen zu untersuchen.'?*1%! Die derzeit aufsehen-
erregendste Entwicklung ist der FEinsatz der Diffusions-
NMR-Spektroskopie bei der Beobachtung von Proteinfal-
tungen in Echtzeit."””! Buevich und Baum konnten mit der
anspruchsvollen '"H-"N-LED-HSQC-Diffusionssequenz den
Faltungsprozess des spezifisch *N-markierten Proteins T1-
892 beobachten. Dazu verfolgten sie mithilfe der Diffusions-
NMR-Spektroskopie das allméihliche Verschwinden des Mo-
nomers bei gleichzeitigem Auftreten des Trimers und anderer
kinetischer Intermediate. Dieser Durchbruch gelang zwar bei
einem relativ langsamen Faltungsvorgang, doch ldsst sich
vorstellen, dass mit der Entwicklung hochempfindlicher
Kryoprobenkopfe in Kombination mit Hochfeldmagneten
und schnellen 2D-Pulssequenzen in Zukunft auch Untersu-
chungen schnellerer Prozesse moglich werden.

Durch die Methode der Diffusionsmessung an halbfesten
Proben mithilfe der MAS-Technik,'?! die erst seit kurzem zur
Verfiigung steht, konnte zwischen eingeschlossenen und
kovalent gebundenen kleinen Molekiilen in geschwollenen
Wang-Harzkiigelchen unterschieden werden. Mit einer Kom-
bination aus bipolaren LED- und CPMG-Sequenzen
(CPMG = Carr-Purcell-Meiboom-Gill) kann die Wechsel-
wirkung von Molekiilen mit Harzen untersucht werden.
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Dieses Gebiet ist auch fiir die Kombinatorische Chemie von
herausragender Bedeutung.['>*]

Vor dem Hintergrund der bereits publizierten Anwen-
dungen und im Hinblick auf die raschen Fortschritte bei der
Entwicklung von Instrumenten und Programmen ist vorher-
zusehen, dass die Diffusions-NMR-Spektroskopie immer
populdrer werden wird. Sie wird dann ihren Hohepunkt
erleben, wenn sie so transparent wie andere NMR-Methoden
geworden ist. Mit diesem Aufsatz wollten wir dazu beitragen,
dass Chemiker auf den Gebieten der Organischen, Anorga-
nischen, Metallorganischen und Supramolekularen Chemie
die hochaufgeloste Diffusions-NMR-Spektroskopie vermehrt
in das Repertoire ihrer analytischen Methoden zur Untersu-
chung molekularer Wechselwirkungen in Losung aufnehmen.
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