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Abstract: Tern�re Komplexe des makrocyclischen Wirts Cu-
curbit[8]uril mit dikationischen Farbstoffen und chiralen aro-
matischen Analyten zeigen starke induzierte Circulardichro-
ismus(ICD)-Signale im Nah-UV- und sichtbaren Bereich. Dies
ermçglicht eine neuartige Herangehensweise zur Chiralit�ts-
sensorik und Sequenzerkennung in Wasser mit mikromolaren
Analytkonzentrationen. Chemische Reaktionen kçnnen
zudem in Echtzeit verfolgt werden, da die reversible und
nichtkovalente Bindung augenblicklich auf Konzentrations-
�nderungen anspricht. Die hier vorgestellte supramolekulare
Methode eignet sich f�r viele bioanalytische Anwendungen,
z. B. f�r Enzymassays, die Wirkstoffanalytik und die kontinu-
ierliche Verfolgung enantioselektiver Reaktionen, insbesonde-
re asymmetrischer Katalyse.

Die meisten biologischen Analyten sind chiral, aber im
sichtbaren Spektrum transparent.[1] Die Kombination von
chiralen Rezeptoren mit chromophoren Signaleinheiten
stand daher im Mittelpunkt der Entwicklung supramoleku-
larer Chemosensoren. Dabei f�hrt die Zugabe eines chiralen
Analyten entweder zu einer direkten Bindung an den chiralen
chromophoren Rezeptor oder zu einer Verdr�ngung eines
Indikatorfarbstoffs aus dem chiralen Wirt.[1] In beiden F�llen
ist das Design des stereodiskriminierenden Rezeptors die
eigentliche Herausforderung, besonders wenn die Analytde-
tektion in Wasser erfolgen soll. Ein alternativer, neuerer
Ansatz zur Detektion von Chiralit�t beruht auf Circulardi-
chroismussonden,[2] die stçchiometrische chemische Reak-
tionen, typischerweise mittels Metall-Ligand-Bindungen, mit
dem Analyt eingehen. Hierf�r sind allerdings reaktive funk-
tionelle (Hydroxy- oder Amino-)Gruppen und ausreichend
lange Reaktionszeiten Voraussetzung.

Die Induktion von Circulardichroismus (CD) durch
nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen chiralen Analy-
ten und achiralen Chemosensoren sollte sowohl das Design
chiraler Wirte als auch die Bildung kovalenter Addukte
�berfl�ssig machen. Daher kçnnen solche nichtkovalenten
ICD-Sonden ein breites Spektrum von Analyten detektieren,

auch von chemisch unreaktiven. Sie eignen sich auch zur
Reaktionsverfolgung selbst von raschen chemischen Reak-
tionen. Es gibt bereits Beispiele f�r messbare ICD-Effekte
mittels nichtkovalenter Bindung an aromatische Wirte.[2b,3]

Diese haben allerdings kein praktisches Anwendungspoten-
zial, weil die Cotton-Banden im Bereich der harten UV-
Strahlung liegen oder hohe millimolare Konzentrationen von
Analyten bençtigt w�rden.[2a] Die supramolekularen Chira-
lit�tssensorik-Ensembles, die wir hier vorstellen, bestehen aus
einem achiralen Wirt und achiralen Farbstoffen als Hilf-
schromophoren (Abbildung 1).

Es ist zun�chst erw�hnenswert, dass die intrinsischen CD-
Signale von vielen chiralen Analyten, z.B. Aminos�uren,
Peptiden, Proteinen und Zuckern sowie von synthetischen
Wirkstoffen, schwach sind und in der Region der harten UV-
Strahlung liegen (Abbildung 1, links). Nach Zugabe des
achiralen Wirt·Farbstoff-Rezeptors erscheinen starke ICD-
Banden (rechts), bedingt durch die Bildung eines chiralen
Wirt·Farbstoff·Analyt-Komplexes. Dieser supramolekulare
Ansatz zur Chiralit�tssensorik hat folgende Vorteile:
1) Ein breites Spektrum an chiralen aromatischen Verbin-

dungen kann detektiert werden, und deren Konfiguration
l�sst sich durch die gegens�tzlichen ICD-Effekte zuord-
nen.

2) ICD-Spektren sind zwar schwer vorherzusagen,[4] aber
hinreichend diagnostisch, um verschiedene Analyten, z. B.
Peptidsequenzen, zu unterscheiden.

3) Die St�rke des optischen Signals ermçglicht eine emp-
findliche (mikromolare) Detektion, und zwar selektiv f�r
chirale Analyten.

Abbildung 1. Die Komplexierung eines chiralen Analyten durch ein
selbstorganisiertes Wirt-Farbstoff-Chemosensorik-Ensemble verst�rkt
und verschiebt das schwache intrinsische CD-Signal aus der Region
der harten UV-Strahlung in den Nah-UV- und sichtbaren Bereich.
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4) Die ICD-Effekte stellen sich augenblicklich ein,[5] sodass
eine Echtzeitverfolgung von (katalytischen) Reaktionen
der chiralen Analyten mçglich ist.

5) Die Signale der tern�ren Komplexe sind in den Nah-UV-
oder sichtbaren Bereich verschoben, sodass die Methode
auch f�r biologische Proben und zum Screening mit
Einweg-Mikrotiterplatten (aus Plastik) einsetzbar ist.

Diese Vorz�ge, in Kombination mit dem Einsatz in
w�ssriger Lçsung, garantieren analytische Funktionalit�t.

Wirt-Gast-Komplexe der fassfçrmigen, makrocyclischen
Cucurbit[n]urile (CBn, n = 5–14)[6] zeigen hohe Bindungsaf-
finit�ten und sind daher von besonderem Interesse f�r eine
hochempfindliche Detektion in Wasser.[7] Der simultane
Einschluss eines Farbstoffs und eines Ana-
lyten in der großen Kavit�t von CB8 wurde
zur optischen Bestimmung von aromati-
schen Kohlenwasserstoffen,[8] Neurotrans-
mittern[9] und Trp/Phe-substituierten Pepti-
den[10] herangezogen. Allerdings kann keine
der bekannten Methoden zwei Enantiomere
voneinander unterscheiden, da diese identi-
sche Affinit�ten haben und daher exakt das
gleiche Signal bei Fluoreszenz-, UV/Vis-,
ITC- und Raman-spektroskopischen Mes-
sungen liefern. Unsere Idee war nun, dass
chirale Analyten starke und charakteristi-
sche ICD-Signale mit achiralen CB8·Farb-
stoff-Komplexen generieren sollten.[11] Das
CB8-Farbstoff-Chemosensorik-Ensemble
hat eine ausreichend große Bindungstasche,
um mit der gew�nscht breit gef�cherten
Selektivit�t eine Vielzahl von chiralen
Analyten mit aromatischen Gruppen als
gemeinsamem Erkennungsmotiv zu binden.

Das Screening einer kleinen Bibliothek
aus stark absorbierenden Farbstoffen liefer-
te die dikationischen MDAP, MDPP und
MVE (Abbildung 2) als beste Kandidaten
(siehe die Hintergrundinformationen (SI)),
weil diese mit hoher Affinit�t an CB8
binden, kompatibel mit einer Vielzahl von
Analyten sind und genauso starke ICD-Si-
gnale liefern wie in fr�heren Studien (siehe
Tabellen S1–S3 (SI)).[3] Einer der Farbstoffe
kann f�r einen bestimmten Zweck, z. B. die
Detektion bei einer spezifischen ICD-Wel-
lenl�nge, am besten geeignet sein; f�r die
folgenden Anwendungsbeispiele sind die
drei Farbstoffe allerdings im Prinzip aus-
tauschbar.

Abbildung 3 zeigt alle hier untersuchten Analyten. Das
Aminos�urederivat NAcTrpNH2 (40 mm) hat z. B. eine kaum
detektierbare intrinsische CD-Bande bei 280 nm (Abbil-
dung 4a). Wenn der gleiche Analyt allerdings zum
CB8·MDPP-Reporterpaar (jeweils 20 mm) hinzugegeben
wird, entstehen starke ICD-Banden in der Region, in welcher
der Farbstoff absorbiert (bis 550 nm). ICD-Effekte werden
allgemein durch konstruktive Orbital�berlappung (beg�ns-

tigt Exzitonen-Kopplung) und durch eine eingefrorene mo-
lekulare Konformation verst�rkt.[2a, 12] Offensichtlich ist
beides f�r die parallele Anordnung von Farbstoff und Analyt
in der CB8-Kavit�t der Fall (Abbildung 1).[6c,13]

Die Affinit�ten der mehr als 30 strukturell vielf�ltigen
Analyten erstreckten sich von 103 bis 106

m
�1 (siehe Tabel-

len S1 und S2 (SI)), was ihre empfindliche Detektion er-
mçglicht. Es wurde eine gute �bereinstimmung zwischen den

Abbildung 2. Chemische Strukturen und Cartoondarstellungen des Ma-
krocyclus CB8 und der Farbstoffe.

Abbildung 3. Chemische Strukturen der chiralen Analyten.
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Bindungskonstanten aus UV/Vis- und ICD-Titrationen ge-
funden. CB8 agiert in jedem der Beispiele als unentbehrliches
Templat. In einem Kontrollexperiment konnte �berzeugend
demonstriert werden, dass die Zugabe von Memantin den
CB8·MDPP·NAcTrpNH2-Komplex zerstçrt, indem es stark
an CB8 bindet (Ka� 1011

m
�1)[14] und damit die ICD-Effekte

vernichtet aufhebt (Abbildung 4a). Der Einsatz von MDAP
und MVE als alternative Farbstoffe f�hrte erwartungsgem�ß
zu anderen ICD-Spektren, aber wiederum bei niedrigen
Analytkonzentrationen (40–100 mm ; Abbildung S2 und Ta-

belle S2 (SI)), sodass auch mit diesen eine empfindliche De-
tektion in Wasser mçglich ist.

Die meisten auf einem einzelnen Rezeptor basierenden
optischen Detektionsverfahren liefern qualitativ �hnliche Si-
gnale f�r strukturell unterschiedliche Analyten, z. B. eine
Fluoreszenzlçschung, sodass diese nicht unterschieden
werden kçnnen. F�r die weit verbreiteten Indikatorverdr�n-
gungsassays ist dies stets der Fall, denn die spektrale Antwort
des freigesetzten Farbstoffs sagt nichts �ber die Struktur des
Analyten aus. Verschiedene Derivate der Aminos�ure Trp
und Phe erzeugten hingegen unterschiedliche ICD-Spektren
in Gegenwart unseres Chemosensorik-Ensembles (Abbil-
dungen S3, S4 und Tabellen S1, S2 (SI)). Dadurch ermutigt
haben wir eine kleine Bibliothek von Di-, Tri- und Hepta-
peptiden mit N- oder C-terminalen Trp/Phe-Resten unter-
sucht. Wiederum wurden Analyt-spezifische ICD-Spektren
bei mikromolaren Konzentrationen erhalten (Abbildun-
gen 4b und S3, S4 sowie Tabelle S1 (SI)). Auch interne Trp-
Reste erzeugen charakteristische ICD-Signale (Abbildung S3
und Tabelle S1 (SI)). Ein einziger Trp-Rest reicht hierbei f�r
die Detektion von Peptiden aus, wie f�r das cyclische Pep-
tidhormon Somatostatin (Abbildung 3) gezeigt werden
konnte. �berraschenderweise ist das ICD-Muster spezifisch
genug, um durch Vergleich mit kleineren Modellpeptiden Trp
(und nicht die beiden Phe-Reste) als bevorzugte Bindungs-
stelle in Somatostatin zu identifizieren (Abbildung S3 und
Tabelle S1 (SI)). Derartige Strukturinformationen sind in
Lçsung allenfalls NMR-spektroskopisch bei wesentlich hç-
heren Konzentrationen zug�nglich. Uns ist kein anderer Re-
zeptor bekannt, welcher derartig spezifische optische Signale
f�r vergleichbare Peptidsequenzen liefert. Von der Proteomik
inspirierte Ideen zur Peptidsequenzerkennung oder „Peptid-
Fingerprinting“ mithilfe von Hauptkomponenten- oder Dis-
kriminanzanalyse liegen nahe.[15] Doch sogar ohne diese ma-
thematischen Verfahren kann man viele N-terminal Trp-
funktionalisierte Heptapeptide (Abbildung 3) bei � 50 mm

voneinander unterscheiden (Abbildung 4 b): Die Peptid-
startsequenzen TrpGly, TrpVal, TrpAsp und TrpPro zeigen
n�mlich charakteristische Cotton-Banden, nur TrpAla,
TrpGlu, and TrpLeu liefern �hnliche ICD-Spektren.[16]

Zucker sind sehr schlecht mit direkten optischen Metho-
den nachweis- oder unterscheidbar. Leider binden unmodi-
fizierte Zucker nicht an die CB8·Farbstoff-Komplexe, jedoch
werden starke Komplexe mit Phenyl-b-d-galactose und
Phenyl-b-d-glucose gebildet (Tabellen S1 und S2 (SI)). Diese
beiden Epimere zeigen in Wasser identische Spektren im
Bereich der harten UV-Strahlung; sogar ihre schwachen in-
trinsischen CD-Spektren sind praktisch gleich. In Gegenwart
des CB8·MDAP-Rezeptors zeigen sie jedoch starke ICD-
Banden mit definierten isodichroitischen Punkten, sodass die
Epimere nun leicht unterschieden werden kçnnen (Abbil-
dung S7 (SI)). Interessanterweise sind die ICD-Effekte f�r
die biomolekularen Analyten stark, obwohl deren Stereo-
zentren nicht in der Kavit�t des Wirts eingeschlossen sind.

Die große Mehrzahl (ca. 80 %) aller oral verabreichten
Wirkstoffe enth�lt mindestens einen aromatischen Rest,[17]

der wiederum als Anker f�r unsere Rezeptoren fungiert. Ein
Beispiel ist der chirale, Naphthol-basierte Wirkstoff Propra-
nolol (Abbildung 3), der zwar im Nah-UV-Bereich absorbiert

Abbildung 4. Beispiele f�r Chiralit�tsdetektion. a) CD-Spektren von
NAcTrpNH2 (40 mm, schwarze Linie) nach Zugabe von CB8·MDPP
(20 mm in H2O, rote Linie) und anschließender Komplexierung von
CB8 durch Memantin als konkurrierenden Gast (60 mm, gr�ne Linie).
b) CD-Spektren von CB8·MDPP (20 mm in H2O) in Gegenwart verschie-
dener Trp(Xaa)6NH2-Heptapeptide (�3 �quiv.). c) CD-Spektren von In-
sulin (50 mm, pH 2.7) in Gegenwart von CB8·MDPP (20 mm) und nach
anschließender kompetitiver Komplexierung von CB8 durch Memantin
(60 mm).
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aber wegen seiner konformativen Flexibilit�t nur sehr
schwache CD-Signale zeigt.[4, 12a] Die Zugabe des CB8·Farb-
stoff-Paars generiert jedoch deutliche Cotton-Banden (Ta-
bellen S1 und S2 (SI)). �hnliches wurde f�r Penicillin-G und
Ampicillin beobachtet (Abbildung S4 (SI)). Die Methode
kann logischerweise zur Bestimmung des Enantiomeren-
�berschusses von Wirkstoffen, einer sehr wichtigen prakti-
schen Anwendung,[2a, 18] erweitert werden, weil 1) racemische
Gemische keine ICD-Effekte ergeben (Abbildung 5a) und
2) beide Enantiomere zwar die gleiche Affinit�t f�r den
achiralen Chemosensor haben, aber gespiegelte ICD-Spek-
tren zeigen (Abbildung S3 (SI)).

Wir untersuchten die ICD-Chiralit�tsdetektion auch f�r
Insulin. Dieses Protein hat an seiner B-Kette einen sterisch
zug�nglichen, N-terminalen Phe-Rest;[7c] die sechs internen
Phe- oder Tyr-Reste liegen im Inneren verborgen. Zugabe des
CB8·MDPP-Rezeptors zu Insulin (50 mm) erzeugte eine
markante ICD-Bande bei 335 nm (Abbildung 4c und Tabel-
le S1 (SI)); anschließendes Versetzen mit Memantin zerstçrte
den Komplex wieder, und die ICD-Bande verschwand, sodass
eine unspezifische Bindung des Farbstoffs an das Protein
ausgeschlossen werden kann (Abbildung 4c). Rinderserum-
albumin (BSA) und Lysozym fungierten als Negativkontrol-
len: Deren aromatische Aminos�uren, und die der meisten
anderen Proteine, sind im hydrophoben Proteininneren ab-
geschirmt, und in der Tat wurden hierf�r keine ICD-Effekte
beobachtet.

Wegen des f�r viele chirale Analyten beobachtbaren,
starken ICD-Effekts war es uns mçglich, eine neuartige,
empfindliche Echtzeitmethode zur markierungsfreien Ver-
folgung von chemischen Reaktionen, z. B. der enzymatischen
Umsetzung chiraler Metaboliten, zu entwickeln. Dies wird
dadurch mçglich, dass die nichtkovalente Bindung des Ana-
lyten an den supramolekularen Chemosensor reversibel ist
und einen schnellen Austausch zeigt,[5] wodurch sich unser
Ansatz von komplement�ren chiroptischen Methoden un-
terscheidet, die auf der Bildung kovalenter Addukte basie-
ren.[2] Die dynamische Gleichgewichtseinstellung zwischen
dem Analyten und Reporterpaar ermçglicht es zudem, dass
nichtstçchiometrische Mengen des Wirtes und sogar ein
�berschuss an Farbstoff verwendet werden kçnnen. Wir lie-
fern hier die experimentellen Nachweise f�r diesen neuen
Ansatz.
1) Die von b-Galactosidase katalysierte Hydrolyse von

Phenyl-b-d-galactose war leicht verfolgbar. Dessen Spal-
tung in Phenol und Galactose f�hrte zur erwarteten Ab-
nahme des ICD-Signals (Abbildung S7 (SI)), weil der sich
bildende Chemosensor·Phenol-Komplex achiral ist.

2) Die kompakte Struktur von BSA (siehe oben) wird durch
Zugabe der Protease Pepsin zerstçrt, und die aromati-
schen Aminos�uren werden f�r den Chemosensor zu-
g�nglich. Diese strukturelle und chemische Umwandlung
kann im Beisein des Reporterpaares kontinuierlich durch
die auftretenden ICD-Effekte verfolgt werden (Abbil-
dung S8 (SI)).

3) Da die ICD-Muster der Peptide sequenzspezifisch sind,
kann man darauf neuartige, markierungsfreie Enzymas-
says aufbauen, z. B. f�r Exopeptidasen wie Carboxypep-
tidase A.[19] Dieses Enzym spaltet bevorzugt C-terminale

Phe-Reste, wie durch die Verdauung des Modellsubstrats
Hippuryl-Phe mithilfe des ICD-Assays direkt beobachtet
werden konnte (Abbildung 5b).

4) Auch Leucinaminopeptidase (LAP) wurde f�r die En-
zymverdauung eingesetzt, z.B. von AlaPhe zu Ala und
Phe (Abbildung S9 (SI)) oder von GlyTrpGly. Die En-
zymverdauung von GlyTrpGly wurde sowohl durch die
ICD-Banden in der Nah-UV- als auch in der sichtbaren
Region verfolgt (Abbildung S10 (SI)).

Abbildung 5. Beispiele f�r Reaktionsverfolgung. a) CD-Spektren von
CB8·MDPP (20 mm) in Gegenwart von racemischem Gly-d/l-Phe vor
und nach dessen enzymatischer Hydrolyse mit Leucinaminopeptidase
(LAP), pH 7.8. b) Kinetiken f�r die Hydrolyse von Hippuryl-Phe
(160 mm) mit Carboxypeptidase A, pH 7.8. Der Reaktionsfortschritt
wurde mit CD (329 nm) in Gegenwart von CB8·MDPP (20 mm, rote
Linie) und als Kontrolle direkt mit UV/Vis-Spektroskopie (254 nm,
schwarze Linie) verfolgt. c) Racemisierung von (S)-1-Phenylethanol
(0.08m in H2O) mit Amberlyst-H bei 65 8C, gemessen durch Zugabe
von Teilproben der Reaktionsmischung (10 mL, 400 mm Endkonzentrati-
on) zu einer CB8·MVE-Lçsung (beide 40 mm).
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5) Chirogenese kann ebenfalls gut verfolgt werden, denn
jede enantiospezifische Umsetzung eines racemischen
Substrats in Gegenwart des achiralen chromophoren Re-
zeptors sollte zu messbaren ICD-Effekten f�hren. Die
enzymatische Verdauung von racemischem Gly-d/l-Phe
mit LAP lieferte in der Tat den dichroitischen Fingerab-
druck von l-Phe, weil nur das Gly-l-Phe-Dipeptid hy-
drolysiert wurde (Abbildungen 5 a und S11 (SI)).

Von großer praktischer Relevanz ist der Umstand, dass
die ICD-Methode die Verfolgung von enzymatischen Reak-
tionen im Nah-UV-Bereich (> 310 nm) ermçglicht und somit
biologische Matrixeffekte, z. B. durch absorbierende und/oder
CD-aktive Verunreinigungen oder Additive verringert
werden. Letztere kçnnen mit alternativen optischen Assays in
der Region der harten UV-Strahlung – die im �brigen auch
von uns eingesetzt wurden, um die mit der ICD-Methode
ermittelten Kinetiken zu verifizieren - nicht vermieden
werden (Abbildungen 5b und S8 (SI)). Die �bereinstimmung
beider Assays lieferte eine weitere Best�tigung, dass die
Additive (CB8 und Farbstoff) keinen starken Einfluss auf die
enzymatische Aktivit�t hatten.

Vor Kurzem haben wir supramolekulare Tandem-Assays
als zeitaufgelçste Varianten von Indikatorverdr�ngungsassays
eingef�hrt.[7a, 20] Damit konnten wir bisher aber weder eine
Racemisierung noch eine Umwandlung zweier Enantiomere
ineinander beobachten, weil dies das schwierige Design eines
chiralen Rezeptors vorausgesetzt h�tte.[7a,20] Die ICD-Me-
thode mit einem achiralen Wirt-Farbstoff-Paar ermçglicht es
uns nun, Racemisierungen mit Leichtigkeit zu verfolgen, hier
gezeigt f�r eine heterogene Katalyse (Abbildung 5c). Unsere
Wahl fiel auf eine Amberlyst-katalysierte Reaktion wegen
deren industrieller Relevanz f�r die Isomerisierung von
pharmazeutischen Grundstoffen.[21] Anstatt die Racemisie-
rung von (S)-1-Phenylethanol direkt in der Reaktionsmi-
schung zu messen, bevorzugten wir es hier, Testproben aus
der Reaktionsmischung zu entnehmen und diese zu einer
K�vette mit unserem Chiralit�tssensorik-Ensemble, hier
CB8·MVE, zu geben. Die Abnahme des ICD-Signals bei
348 nm kann in diesem Fall direkt mit der Racemisierungs-
geschwindigkeit korreliert werden, was wiederum eine emp-
findlichere Detektion als die Verwendung von direkten chir-
optischen Substrateigenschaften ermçglicht. Dieses ab-
schließende Beispiel zeigt auch, dass die ICD-Methode nicht
auf enzymatische Reaktionen beschr�nkt ist.

Zusammenfassend haben wir eine vielseitige Methode auf
Grundlage selbstorganisierter, achiraler Wirt-Farbstoff-Paare
vorgestellt, welche die Detektion von chiralen wasserlçsli-
chen Analyten bei niedriger Konzentration durch ICD-Ef-
fekte im bevorzugten Nah-UV- und sichtbaren Bereich er-
mçglichen. Die Methode kann auf viele strukturverwandte
Analyten angewendet werden, in unserem Fall auf solche mit
einem sterisch zug�nglichen aromatischen Erkennungsmotiv.
Außer der einfachen Analytdetektion vieler Biomolek�le und
synthetischer Wirkstoffe kann die supramolekulare Methode
zur Chiralit�tsdetektion auch bei der Sequenzerkennung von
Peptiden und der Reaktionsverfolgung von enzymatischen
und katalytischen Reaktionen Einsatz finden. Da Chiralit�t
und Affinit�t von Reaktanten und Produkten die einzigen

Voraussetzungen f�r die Anwendbarkeit der Methode sind,
ergeben sich vielf�ltige Einsatzmçglichkeiten, z. B. zur De-
tektion im Durchfluss mit immobilisierten Chemosensoren.
Mehrere achirale wasserlçsliche Wirte, z. B. Makrocyclen mit
kovalent angebundenen Chromophoren, sind bekannt,[3b, 7d,22]

die ein untersuchenswertes Potenzial in der Chiralit�tssen-
sorik haben.
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