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1 Einleitung

1.1 Chiralitat

1.1.1 Isomerie

Molekiile mit derselben Summenformel, aber unterschiedlichem rdumlichen Aufbau,
bezeichnet man als Isomere.' Strukturisomere unterscheiden sich in der Reihenfolge der
aneinander gebundenen Atome. Mit dem Begriff Stereoisomere bezeichnet man Isomere,
deren Atome in derselben Reihenfolge aneinander gebunden sind, die aber in der rdumli-
chen Anordnung verschieden sind, oder aber Konfigurationsisomere, das sind die relativ
stabilen cis-trans-Isomere. So konnen bei organischen Verbindungen durch Rotation um
eine  Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfachbindung = Konformationsisomere (Konformere,
Rotamere) entstehen.

Ein dritter Typ von Stereoisomeren sind Enantiomere (griech. enantios, entgegengesetzt):
das sind Verbindungen, bei denen sich das Bild nicht mit dem Spiegelbild zur Deckung
bringen lidsst. Diese Verbindungen besitzen keine Spiegelebene, sie sind chiral (griech.
cheir, Hand oder Héandigkeit). Im Gegensatz dazu bezeichnet man Strukturen, die sich mit
threm Spiegelbild zur Deckung bringen lassen, als achiral. Achirale Verbindungen besitzen
mindestens ein Symmetriezentrum oder eine Symmetrieebene.

Enantiomere sind einander sehr dhnlich: alle Bindungen sind identisch, ihr Energiegehalt
ist derselbe, deswegen sind auch die meisten physikalischen Eigenschaften von zwei
verschiedenen Enantiomeren identisch. Man kann zwei Enantiomere nur unterscheiden,
wenn man sie in eine chirale Umgebung bringt oder ihre Wechselwirkung mit linear

polarisiertem Licht untersucht.”

1.1.2 Physikalische Grundlagen der Drehung von linear polarisiertem
Licht

Elektromagnetische Wellen sind transversal, d. h. der elektrische und der magnetische

Feldvektor stehen senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Licht, in dem das elektrische Feld

immer nur in einer Richtung (oder der Gegenrichtung dazu) steht, heif3t linear polarisiert.

Die Richtung des elektrischen Vektors heillit Polarisationsrichtung. Die zu dieser Richtung
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senkrechte Ebene, in der die Ausbreitungsrichtung und der Magnetfeldvektor liegen, wird
manchmal irrefithrenderweise Polarisationsebene genannt.

Kristalle oder Filter, die aus natiirlichem Licht polarisiertes machen, heilen Polarisatoren.
Ein linearer Polarisator ldsst nur Licht einer bestimmten Schwingungsebene passieren. Die
Amplitude, die den Polarisator passiert, sei A. Ein anderer Polarisator, der gegen den
ersten um den Winkel a verdreht ist, ldsst von A wieder nur die Komponente A’ = A cos a
durch, die in seine Durchlassebene fillt. Medien, in denen die Lichtgeschwindigkeit in
allen Richtungen gleich ist, nennt man optisch isotrop, so z. B. Gase, die meisten homoge-
nen Fliissigkeiten und feste Korper, sofern sie amorph sind (Glas) oder dem regulidren
(kubischen) Kristallsystem angehoren (Steinsalz, Diamant). Die meisten Kristalle sind
jedoch optisch anisotrop, d. h. die Geschwindigkeit des Lichtes ist im Kristall nicht in allen
Richtungen gleich, sondern abhiingig von seiner Polarisationsrichtung.

Manche Stoffe drehen linear polarisiertes Licht auch im fliissigen oder geldsten Zustand,
weil ihre Molekiilstruktur asymmetrisch ist: Man kann sich eine ebene, linear polarisierte
Welle in zwei zirkular polarisierte Wellen zerlegt denken, die sich mit der gleichen Fre-
quenz und Phasengeschwindigkeit ausbreiten. Haben diese beiden zirkular polarisierten
Wellen die gleiche Frequenz und Phasengeschwindigkeit, dann ist das Medium optisch
inaktiv, und es resultiert zu jedem Zeitpunkt t die urspriingliche Schwingungsrichtung des
Vektors E. Haben diese beiden zirkular polarisierten Wellen die gleiche Frequenz, aber
unterschiedliche Phasengeschwindigkeit, so resultiert daraus eine Drehung des linear
polarisierten Lichtes. Moge die rechtsdrehende zirkular polarisierte Welle eine grofere
Phasengeschwindigkeit haben als die linksdrehende. Wenn der Vektor E, der linksdrehen-
den Welle nach mehreren Umldufen wieder die Anfangslage erreicht hat, hat der Vektor
E, der rechtsdrehenden Welle am gleichen Ort schon dariiber hinaus gedreht. Die Resul-
tierende liegt nun in einer Ebene, die den Winkel zwischen E, und Er halbiert. Um diesen
Winkel W/2 = o hat sich also die Schwingungsrichtung der linear polarisierten Welle
gedreht. Wenn nach der gleichen Zahl von Umléufen, also nach der doppelten Zeit, der
Vektor der linksdrehenden Welle wieder die Anfangslage erreicht hat, ist der Winkel ¥ =
2a, den der Vektor der rechtsdrehenden Welle mit E, einschlieft, doppelt so grofl gewor-
den. Die resultierende lineare Schwingung hat sich wieder um Y/2 = o gedreht. So
schraubt sich die linear polarisierte Welle auf einer Schraubenfliche durch die drehende
Substanz hindurch. Der Winkel wiéchst mit jeder Schwingung, und daher muss der Dreh-

winkel der Schichtdicke proportional sein (siehe Abbildung 1.1-1).?
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optisch aktives
Medium:

t()
| r
optisch inaktives
Medium:
t()

Abbildung 1.1-1: Zerlegung der linear polarisierten Lichtwelle in eine rechts- und eine

linkszirkular polarisierte Lichtwelle.

Der Drehwinkel a hidngt von der verwendeten Wellenldnge ab:

180(n, —n, )l .
o=—"— Gleichung 1.1-1

Ay
mit o = Drehwinkel in Grad
1 = Schichtdicke
Ao = Vakuum-Wellenldnge in denselben Langeneinheiten

n, n; = Brechzahlen*

1.1.3 Arten der Chiralitat

Hat ein Molekiil mehr als ein Chiralitdtszentrum, kommt es zur Bildung von Diastereome-
ren. Dies sind Stereoisomere, die sich zueinander nicht wie Bild und Spiegelbild verhalten.
Sie haben unterschiedliche physikalische Eigenschaften. Es ist nicht erforderlich, dass die
Chiralititszentren bei Diastereomeren direkt benachbart sind. Bei zwei gleich substituier-
ten Chiralitdtszentren gibt es nur drei anstatt vier Stereoisomere, eines davon ist die meso-
Form (mesos, griech. Mitte). Alle Mesoverbindungen besitzen eine Spiegelebene, die das
eine Chiralititszentrum auf das andere abbildet. Sie sind also achiral.®

Je nach den in den Molekiilen vorhandenen Chiralitdtselementen kann man unterscheiden

zwischen



Einleitung

e zentraler Chiralitit: mit Chiralititszentrum

e axialer Chiralitét: mit Chiralitdtsachse

e planarer Chiralitt: mit Chiralititsebene

e helicaler Chiralitit: spiralig gebaute Molekiile

Die weitaus meisten organisch optisch aktiven Verbindungen sind von zentraler Chiralitit,
sie enthalten ein Kohlenstoffatom, das mit vier verschiedenen Substituenten verbunden ist.
Es gibt jedoch auch eine ganze Reihe optisch aktiver Verbindungen ohne asymmetrisch
substituierte C-Atome, und ebenso existieren Substanzen, die zwar asymmetrisch substitu-
ierte C-Atome enthalten, aber trotzdem nicht optisch aktiv sind. Das Vorhandensein eines
asymmetrisch substituierten C-Atoms ist also weder eine notwendige, noch eine ausrei-
chende Bedingung fiir das Auftreten optischer Aktivitit.

Optische Aktivitit ist sogar dann moglich, wenn das Chiralitdtszentrum mit zwei verschie-
denen Isotopen ein und desselben Elements verbunden ist. a-Deuteroethylbenzen

(Abbildung 1.1-2) tritt in zwei optisch aktiven Enantiomeren auf.

CgHs

.-CH
D" 'H

3

Abbildung 1.1-2: a-Deuterethylbenzen

Selbst wenn die ,,symmetriestorenden‘ Isotopen vom Chiralitdtszentrum weiter entfernt
sind, wie etwa in den Verbindungen CH3;-CHOH-CD; oder C¢Hs-CHOH-CD3, lassen sich
die Enantiomere trennen und durch ihre spezifische Drehung charakterisieren. Diese ist in

solchen Fillen allerdings meist sehr klein.’

1.1.4 Nomenklatur von chiralen Verbindungen
Ein Nomenklaturprinzip, welches die eindeutige Wiedergabe der Konfiguration eines
asymmetrisch substituierten C-Atoms erlaubt, wurde von Cahn, Ingold und Prelog angege-
ben (Sequenzregel). Zu diesem Zweck ordnet man die an ein asymmetrisch substituiertes
C-Atom gebundenen Substituenten nach abnehmender Prioritdt. Dazu gilt es, drei Grund-
regeln zu beachten
1. Die Prioritit ergibt sich aus der Ordnungszahl des gebundenen Atoms. Ein Substi-
tuent mit hoherer Ordnungszahl hat hohere Prioritét als einer mit niedrigerer Ord-
nungszahl. Bei Isotopen desselben Elements hat dasjenige mit der gro3eren Masse

die hohere Prioritit.
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2. Besitzen zwei Substituenten dieselbe Prioritdt, wenn man die direkt ans Chiralitéts-
zentrum gebundenen Atome betrachtet, fiihrt man dieselbe Einstufung entlang bei-
der Ketten solange weiter, bis in beiden Ketten ein Unterschied in der Prioritdt auf-
taucht.

3. Doppel- und Dreifachbindungen werden wie gesittigte Verbindungen behandelt,

wie im Folgenden gezeigt:

H H H H
>:< wird angesehen als %_% R

R C C

C C

C C

wird angesehen als

0 0O

H H
0 0 ¢
44 wird angesehen als 4’*0

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration kann man das Vorzeichen der optischen
Drehung nicht heranziehen. Stattdessen muss man besondere Verfahren der Rontgenbeu-

gung oder chemische Korrelationen benutzen.’

1.2 Pharmazeutische Relevanz von Enantiomeren

Eine Vielzahl von klinisch relevanten Arzneistoffen wird in Form von Racematen, d. h. aus
gleichen Teilen von zwei Enantiomeren eingesetzt. Die Interaktion mit einem ebenfalls
chiralen korpereigenen Protein (z. B. einem Rezeptor) ldsst somit starke Unterschiede
zwischen beiden Enantiomeren erwarten. In der Pharmakokinetik sind Unterschiede
zwischen den Enantiomeren allerdings nur bei solchen kinetischen Prozessen zu erwarten,
bei denen chirale korpereigene Makromolekiile beteiligt sind und mit den Enantiomeren
Diastereomere mit unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften bilden. In der
Resorption als einem in der Regel passiven Diffusionsvorgang unterscheiden sich Enanti-
omere nur selten. Beim aktiven Transport hingegen wird haufig ein Enantiomer bevorzugt.

Bei der Plasmaproteinbindung und der Bindung an Gewebsproteine ist ebenfalls ein
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Unterschied zwischen den Enantiomeren zu erwarten, da Proteine, wie oben schon er-
wihnt, hochchirale Molekiile darstellen.®”

Die stirksten Unterschiede in der Enantiomerenkinetik findet man jedoch in der Biotrans-
formation. Durch Bindung eines Racemats an die optisch aktiven biotransformierenden
Enzyme entstehen diastereomere Enzym-Substrat-Komplexe mit der Folge, dass die beiden
Enantiomere mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und damit in verschiedenem Ausmal
metabolisiert werden kénnen. '

Das stiarker wirksame Enantiomere wird nach Ariens Eutomer, das schwicher (bis nicht)

wirksame Enantiomer Distomer genannt.'"'*"

Beziiglich der pharmakodynamischen
Unterschiede gilt die Pfeiffersche Regel: Je wirksamer eine Substanz ist, desto groBer sind
im Allgemeinen die Wirkungsunterschiede zwischen den Enantiomeren. Oder anders
ausgedriickt: Da hohe Wirkstdrke voraussetzt, dass das Pharmakon gut an bzw. in die
Rezeptorbindungsstelle passt, machen sich Verdnderungen in der Geometrie von hochakti-
ven Substanzen stark bemerkbar.

Aber nicht immer haben zwei Enantiomere unterschiedliche pharmakologische Wirkun-
gen, wie das Beispiel des Lovastatins'* zeigt. Hier sind beide Enantiomere gleich wirksam.
Dieser Effekt wurde von Ariens als ,,silent chirality* bezeichnet, was bedeutet, dass das
Asymmetriezentrum an der Wechselwirkung mit dem Rezeptor oder dem Enzym nicht
beteiligt ist, weshalb die unterschiedliche Stereochemie keinen Einfluss auf die pharmako-
logische Wirkung hat.

Da eine Vielzahl von Arzneistoffen als Racemate und nicht als reine Enantiomere im
Handel ist, hat die unterschiedliche Wirkung von Enantiomeren groBe theoretische und
praktische Bedeutung. Sofern ein Enantiomer wirkt, das andere dagegen nicht, so bedeutet
das nach Ariens, dass bei Gabe des Racemats 50 % des applizierten Arzneistoffs als
unwirksame ,,Verunreinigung®, als ,isomerer Ballast“ anzusehen sind.!"121314 Diege
globale Verdammung der Racemate ist allerdings nicht unbedingt berechtigt.15 Es ist zu
beachten, dass Eutomer und Distomer sich aufgrund eines verschiedenen Wirkmechanis-
mus auch ergéinzen konnen, wie z. B. beim Bupivacain,16 oder das Distomer die Metaboli-
sierung des Eutomers positiv beeinflussen kann, wie z. B. beim Amphetamin.'” Die US-
amerikanische ,,Food and Drug Administration® (FDA) und andere arzneimittelrelevante
Behorden fordern verstidrkt von den Arzneimittelherstellern vor der Einfithrung eines
neuen Produkts Nachweise iiber die Wirkung, d. h. Pharmakologie und Toxikologie der

einzelnen Enantiomere und des Racemats.'®
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1.3 Cyclodextrine

Cyclodextrine entstehen durch enzymatische Hydrolyse von Stidrke mittels Glucosyltrans-
ferasen wie sie z. B. in Bacillus macerans vorkommen. Sie wurden zuerst im Jahre 1891
von Villiers entdeckt,19 ausfiihrlich beschrieben wurden sie jedoch 1903 von Schardin-
ger,”*! weswegen man in der Literatur auch hiufig den Namen ,,Schardinger-Dextrine
findet. Sie bestehen aus sechs bis acht ringformig a-1-4-verkniipften Glucosemolekiilen
und stellen dadurch hochchirale Molekiile dar. Abbildung 1.3-1 zeigt die Strukturformel

von B-Cyclodextrin, das aus 7 Glucosemonomeren besteht.
OH
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Abbildung 1.3-1: Struktur von B-Cyclodextrin

Durch die ‘C;-Konformation der Glukopyranoseeinheiten ergibt es sich, dass sich alle
sekundiren Hydroxylgruppen am oberen, weiteren Rand des Torus befinden, wohingegen
sich alle primdren Hydroxylgruppen am unteren, engeren Rand des konischen Zylinders
befinden. Im Inneren der Kavitét befinden sich die Wasserstoffatome und die glykosidi-
schen Sauerstoffbriicken. Die nichtbindenden Elektronen der glykosidischen Sauerstoff-
briicken weisen in das Innere der Kavitit hinein und erzeugen dort eine hohe Elektronen-
dichte, was der Kavitit Lewis-Basen-Charakter verleiht. Der Durchmesser der Cyclo-
dextrin-Kavitdt ist auf der Seite, auf der sich die sekundidren Hydroxylgruppen befinden,
etwas grofer als auf der Seite mit den primédren Hydroxylgruppen, nachdem freie Rotation

der letzteren den effektiven Durchmesser der Kavitit reduzieren.
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(H1) Hydrophil (He)

Abbildung 1.3-2: schematische Darstellung eines nativen Cyclodextrins

Die C-2-Hydroxylgruppe einer Glukopyranoseeinheit kann mit der C-3-Hydroxylgruppe
der benachbarten Glukopyranoseeinheit eine Wasserstoffbriickenbindung bilden. Im B-
Cyclodextrin bildet sich ein kompletter Giirtel aus diesen Wasserstoffbriickenbindungen,
so dass sich eine rigide Struktur ausbildet. Das erklért vermutlich, warum B-Cyclodextrin
die geringste Loslichkeit von allen Cyclodextrinen besitzt. Im a-Cyclodextrin ist dieser
Giirtel unvollstindig, weil sich eine Glukopyranoseinheit in einer verschobenen Position
befindet, deswegen bilden sich statt der sechs moglichen Wasserstoffbriickenbindungen
nur vier aus. Das y-Cyclodextrinmolekiil besitzt eine nichtplanare, flexiblere Struktur und
ist deswegen das am besten 16sliche der drei nativen Cyclodextrine.**

Einige Eigenschaften der drei nativen Cyclodextrine sind in Tabelle 1-1 dargestellt:

Tabelle 1-1: Charakteristische Eigenschaften von a-, B- und y-CD*

Parameter a-CD B-CD v-CD
Anzahl der Glucoseeinheiten 6 7 8
Molmasse [Da] 972 1135 1297
Loslichkeit in H>O bei R. T. [g/100 ml] 14,5 1,85 23,5
[a]p bei 25 °C 150 £0,5 162 £0,5 177,4 £0,5
¢ der Kavitit [pm] 470 - 530 600 - 650 750 - 830
Hohe des Torus [pm] 790 £ 10 790 £ 10 790 £ 10
AuBerer ¢ [pm] 1460 £ 40 1540 + 40 1750 + 40
Volumen der Kavitit [10° pm] 174 262 427
pK; bei 25 °C 12,332 12.202 12, 81

1.4 Cyclodextrin-Einschlusskomplexe

Durch ihre ringformige Struktur sind Cyclodextrine geradezu priadestiniert, andere kleinere
Molekiile einzuschlieBen. Da dabei keine kovalenten Bindungen gebildet werden, ist das
Dissoziations-Assoziations-Gleichgewicht eine der charakteristischsten GroBen, um die

Bildung eines Einschlusskomplexes in Losung zu beschreiben.
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Der Einschluss eines Gastmolekiils in die Cyclodextrin-Kavitit ist im Wesentlichen eine
Substitution der eingeschlossenen Wassermolekiile durch ein weniger polares Gastmole-
kiil. Die Triebkraft dieser Komplexierung ist noch immer noch nicht vollstindig aufge-
klirt. Sie ist aber in jedem Fall durch das Zusammenspiel mehrerer Effekte bedingt.”
Je nach Art des Gastes und des Cyclodextrins kdnnen dies in mehr oder weniger ausge-
priagtem Male sein:

e Sterische Anpassung (,,fit*)

e Van-der-Waals-Wechselwirkungen

¢ Dispersionskrifte

¢ Dipol-Dipol-Wechselwirkungen

® Charge-Transfer-Wechselwirkungen

e FElektrostatische Wechselwirkungen

e Wasserstoffbriickenbindungen®
Van-der-Waals-Krifte resultieren aus Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und sind verhilt-
nismaBig schwach. Ihr Energiegehalt ist proportional zur molekularen Polarisierbarkeit, die
wiederum proportional zur molekularen Refraktion ist.
Wasser spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen, nachdem die Hydratisierung des Cyclodextrin-Einschlusskomplexes
gegeniiber der Hydratisierung der einzelnen Komponenten energetisch begiinstigt ist.
Dieses Phianomen wird als hydrophobe Wechselwirkungen bezeichnet und wird hauptsich-
lich durch die intrinsische Kohésion des Wassers und nicht durch die Anziehung der
beiden Komponenten hervorgerufen.
Die Bildung eines Cyclodextrin-Komplexes geschieht in den folgenden Schritten:

1. Die in der CD-Kavitit eingeschlossenen Wassermolekiile verlassen die Kavitit, wo-
bei ihr Energieniveau gleich dem in der Gasphase ist.

2. Im Falle von a-CD und mit einem Deckel iiberbriicktem B-CD (capped B-CD) ver-
ringert sich durch Entspannung des CD-Ringes seine Konformationsenergie.

3. Das apolare Gastmolekiil streift seine Hydrathiille ab und nimmt ebenfalls den Status
eines idealen Gases an. Die leere Hydrathiille verliert ihre Struktur und arrangiert
sich neu.

4. Das Gastmolekiil dringt in die leere CD-Kavitit ein. Der Komplex wird durch van-
der-Waals-Wechselwirkungen und manchmal auch durch Wasserstoffbriicken-

bindungen stabilisiert.
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5. Die aus der Kavitit ausgetretenen Wassermolekiile, deren Energieniveau gleich dem
in der Gasphase ist (siehe Schritt 1), ,.,kondensieren® in die fliissige Phase. Die daraus
resultierenden Anderungen von Enthalpie und Entropie sind identisch mit denen der
Wasser-Kondensation.

6. Die Struktur des Wassers um den aus der Kavitit herausragenden Teil des Gastmole-

kiils herum wird wiederhergestellt und in die Cyclodextrin-Hydrathiille integriert.22

1.5 Trennung von Enantiomeren mit Hilfe von Cyclodextrinen
Die analytische und/oder préaparative Trennung von Molekiilen, insbesondere von Enanti-
omeren, findet ihre Anwendung in vielen Bereichen der Chemie, so z. B. in der pharma-
zeutischen Chemie, Naturstoff- und Lebensmittelchemie. Dabei wird groe Aufmerksam-
keit auf den Mechanismus der Bildung von Einschlusskomplexen gelegt mit dem Ziel,
selektivere, effizientere und empfindlichere Methoden zu entwickeln.

In Tabelle 1-2 sind einige Wirtsmolekiile aufgefiihrt, die in Chromatographie und Elektro-
phorese verwendet werden. Cyclodextrine und ihre Derivate haben dabei eine herausra-
gende Stellung wegen ihrer ungewohnlichen Eigenschaften, die es erlauben, eine grof3e

Bandbreite von Molekiilen einzuschlief3en.

Tabelle 1-2: Wirtsmolekiile fiir Einschlusskomplexe, die in Chromatographie und/oder

Elektrophorese verwendet werden.

Kristall- Form der Kavitdt
struktur Kiifige Kandile Schichten
variabel Hydrochinon Harnstoff Cycloveratryl

Werner-Komplexe Thioharnstoff Me-Naphthalin
tri-O-Thymotid

permanent | Cyclodextrine Zeolithe Graphit
Kronenether Stéarke Bentonit
Calixarene Zellulose
tri-O-Thymotid Cyclodextrine
Kronenether

Die zurzeit iiblichen Anwendungen von Cyclodextrinen und ihren Derivaten bei analyti-

schen Trennmethoden sind in Tabelle 1-3 dargestellt.
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Tabelle 1-3: Die Verwendung von Cyclodextrinen bei analytischen Trennmethoden

Methode System  Verwendung des Cyclodextrins im System

Chromatographische
Methoden:

Aufbringen auf inertes Tragermaterial oder

Gaschromatographie GSC immobilisiert (chemisch gebunden)

Selektive Komponente einer fliissigen
GLC  stationdren Phase oder fliissige CD-Derivate
oder chemisch gebunden

Flissigchromatographie HPLC chemisch gebundene stationidre Phase oder
TLC " Additiv zur mobilen Phase
HPTLC

Uberkritische Fliissigchroma-

. SFC  chemisch gebunden - immobilisiert
tographie

Elektromigrationsmethoden:

Kapillarzonenelektrophorese CZE  Additiv zum Hintergrundelektrolyten
(Mizellare) Elektrokinetische EKC/  geladene CD-Derivate als Transporter oder
Chromatographie MEKC Additiv zu mizellaren Elektrolytsystemen
Elektrochromatographie und BC/ chemisch gebunden an die innere Kapillar-
Kapillargelelektrophorese CGE .Wan.d oder . .

in die Gelmatrix inkorporiert
Isotachophorese ITP Additiv zum Leitelektrolyten

In der Gaschromatographie werden CDs und ihre Derivate immer als stationdre Phase
verwendet, im Gegensatz zu den fliissigchromatographischen Methoden. Feste CDs auf
inerten Tragern, chemisch gebundene oder auf andere Weise immobilisierte CDs werden in
der Gas-Festphasenchromatographie (gas solid chromatography, GSC) verwendet, wohin-
gegen niedrig schmelzende CD-Derivate oder CDs in Losung die stationédre Phase in der
Gas-Fliissigchromatographie (gas liquid chromatography, GLC) darstellen. Die Bildung
von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen, die die Grundlage der selektiven Trennung
darstellen, wurde zunichst in fester und fliissiger Phase untersucht und beschrieben. Diese
Prozesse finden jedoch auch in der Gasphase statt, so dass sich Cyclodextrine und ihre
Derivate als Trennmedien in der Gaschromatographie (GC) einsetzen lassen, und zwar
einerseits zur Trennung chemisch und physikalisch sehr dhnlicher Komponenten und
andererseits zur Trennung von Enantiomeren.*

Die iiberkritische Fliissigchromatographie (supercritical fluid chromatography, SFC) ist in
vielen Aspekten eine Zwischentechnik zwischen GC und LC. Die GC ist auf fliichtige
Substanzen beschrinkt, und Substanzen, die ohne sich zu zersetzen verdampft werden

konnen, beispielsweise durch Derivatisierung, Pyrolyse oder spezielle chemische Reaktio-
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nen. Im Falle der Enantiomerenanalytik kann hier eine Derivatisierung zu Racemisierung
und Schwierigkeiten in der Spurenanalytik fithren. Die SFC erweitert das Anwendungsge-
biet auf nichtfliichtige Verbindungen von hoher molekularer Masse, z. B. Pharmaka,
Herbizide, Pestizide und thermolabile Substanzen. Ein anderer Vorteil, verglichen mit der
Fliissigchromatographie, ist die Moglichkeit, einen Flammenionisationsdetektor (FID), wie
in der GC iiblich, einzusetzen. Mit angemessenen mobilen und stationdren Phasen und
gepackten Saulen kann mit der SFC die Effizienz der Gaschromatographie mit der Selekti-
vitiit der Fliissigchromatographie kombiniert werden.”>>%%’

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) macht sich ebenfalls die hervorragenden Trenneigenschaften der Cyclodextrine
zunutze, und zwar werden CDs einerseits als Additiva zur mobilen Phase verwendet, wie
in der Diinnschichtchromatographie und in der Kapillarelektrophorese (s. u.), andererseits
auch kovalent an das Packmaterial der Siule, meist Kieselgel, gebunden.24

Die Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE) und ihre Modifikationen stellen
eine andere effektive Anwendung fiir Cyclodextrine in analytischen Hochleistungstrenn-
systemen dar. Die Trennung wird in einer fliissigen Umgebung durchgefiihrt und kann
sowohl Molekiile mit niedriger als auch mit hoher molekularer Masse beriicksichtigen.
Einige Verfahren und/oder Ergebnisse sind vergleichbar mit fliissigchromatographischen
Trennungen, aber im Groflen und Ganzen ist die CE eine zur Chromatographie orthogonale
Technik. Die elektrophoretischen Methoden basieren auf der Trennung von Molekiilen in
einem elektrischen Feld. Die zu analysierenden Molekiile werden aufgrund ihrer unter-
schiedlichen effektiven Mobilitidt in einem geeigneten Trennmedium getrennt. Die Ver-
wendung von Cyclodextrinen in diesem Gebiet ist wegen der Schnelligkeit und hoher
Auflosung der Methode sehr verbreitet. Dabei werden die Cyclodextrine sowohl im Hin-
tergrundelektrolyten verwendet als auch an die Oberfliche der Kapillare gebunden oder in
das gegebenenfalls verwendete Polymergel eingebettet. In allen Féllen konnen die Cyclo-
dextrine unterschiedlich starke Komplexe mit den zu trennenden Analyten bilden. Das
kann zu unterschiedlichen effektiven Mobilitdten der komplexierten Spezies und somit zu
einer Trennung fiihren.?®

Was bei all diesen Trenntechniken einen enormen Vorteil darstellt, ist, dass die nativen
Cyclodextrine und auch die meisten ihrer Derivate durchsichtig fiir UV-Licht sind, d. h. die
bei diesen Trenntechniken vorherrschende UV-Detektion kann storungsfrei angewendet

werden.?*
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Enantiomere lassen sich NMR-spektroskopisch nicht unterscheiden. Um dennoch feststel-
len zu konnen, ob ein reines Enantiomer oder ein Enantiomerengemisch vorliegt, kann man
mit einem chiralen Hilfsreagenz Diastereomere erzeugen. Dabei ist es nicht notwendig,
zwischen den beiden Komponenten eine kovalente Bindung zu kniipfen, sondern es ge-
niigt, wenn diastereomere Komplexe gebildet werden. Bestimmte Signale konnen dabei
»auseinander rutschen®, und es ldsst sich durch die Integration der nunmehr doppelt vor-
handenen Signale das Enantiomerenverhiltnis (die ,,optische Reinheit) bestimmen.?’

Die Durchsichtigkeit der Cyclodextrine im Bereich des UV-Lichtes trifft fiir die '"H-NMR-
Spektroskopie nicht zu. Hier konnen Cyclodextrine zwar auch zur ,,Enantiomerentren-
nung®, in diesem Fall zur Aufspaltung bestimmter Signale des Analyten verwendet wer-
den; es kommt also nicht zu einer wirklichen physikalischen Trennung. Jedoch nehmen die
Cyclodextrin-Signale relativ viel Platz im 'H-NMR-Spektrum ein, da die Cyclodextrine ja
aus sechs bis acht chemisch dquivalenten Glucose-Einheiten bestehen, so dass ihre Signale
bei einer 1:1-Mischung aus Analyt und Cyclodextrin sechs- bis achtfach groBer sind als die
des Analyten. Andererseits ist der Bereich der Cyclodextrin-Signale jedoch relativ schmal
(er liegt zwischen 3,4 und 5,2 ppm, dazu kommen noch Signale von eventuellen Substi-
tuenten, z. B. Acetyl-Wasserstoffe bei ca. 2 ppm); Analyt-Signale, die nicht in diesem
Bereich liegen, konnen sehr gut integriert und zur Bestimmung des Enantiomeren-
verhéltnisses herangezogen werden. Im Gegensatz zu anderen chiralen Verschiebungsrea-
gentien (chiral shift agents, CSA) fithren Cyclodextrine nicht zu Signalverbreiterungen und
weisen eine gute Wasserloslichkeit auf. Durch Ausweichen auf das Untersuchen anderer
Kerne als 1H, so zum Beispiel 5N oder * 1P, wird das Problem der storenden Cyclodextrin-
Signale ginzlich umgangen. Voraussetzung dafiir ist natiirlich das Vorhandensein entspre-
chender Kerne im Analyten.”

Viele organische Analyte und auch einige Metallkomplexe, die schwach oder gar nicht in
wissrigen Losungen fluoreszieren, weisen eine immense Fluoreszenz in organischen
Losungsmitteln auf. Fiir viele dieser Analyte fiihrt das Hinzufiigen von Cyclodextrinen zu
wissrigen Losungen derselben zu einem starken Anstieg der Fluoreszenz, vorausgesetzt,
das entsprechende Molekiil wird von der Cyclodextrinkavitit komplexiert. Die Kavitét
bietet eine ,,Mikroumgebung®, die dhnlich einem organischen Losungsmittel ist. Die
mikroskopische Polaritéit der Cyclodextrinkavitit ist vergleichbar mir der von organischen

Losungsmitteln wie Dioxan, 1-Octanol, Isopropylether und z-Amylalkohol.**
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1.6 Aminoséauren und Dipeptide

1.6.1 Aminosauren

Proteine sind die hdufigsten Makromolekiile in lebenden Zellen. Sie stellen 50% oder mehr
der Zelltrockenmasse dar und finden sich in allen Zellen und Zellteilen. Alle Proteine, egal
ob sie aus den dltesten Bakterienarten stammen oder aus den hochsten Formen des Lebens,
bestehen aus demselben Satz von 20 Aminosiduren, die kovalent zu charakteristischen
Sequenzen miteinander verbunden sind. Da jede dieser Aminosduren eine fiir sie typische
Seitenkette besitzt, welche ihr eine chemische Individualitéit verleiht, kann diese Gruppe
von 20 Bausteinmolekiilen als das ,,Alphabet* der Proteinstruktur angesehen werden.?!

Der menschliche (und tierische) Organismus kann nicht alle proteinogenen Aminosiduren
selbst herstellen. Auf dieser Tatsache beruht die Einteilung der Aminosduren in zwei
Gruppen: zum einen die essentiellen Aminosduren, die mit der Nahrung aufgenommen
werden miissen, zum anderen die nicht-essentiellen Aminoséduren, die im Korper meist
iiber wenige Stufen aus a-Ketocarbonsiduren durch Transaminierung synthetisiert werden.
Unter bestimmten Umsténden (z. B. schnelles Wachstum, Stress, Trauma) kann der Korper
keine ausreichenden Mengen an Arginin und Histidin herstellen und muss diesen erhohten
Bedarf mit der Nahrung ausgleichen. Man bezeichnet diese beiden Aminosiduren deswegen
hiufig als semiessentiell. Beim Sédugling zdhlen auch Cystein und Tyrosin in den ersten
Wochen zu den so genannten essentiellen Aminosiduren, da der Intermediirstoffwechsel
noch nicht geniigend ausgebildet ist, um diese Aminosiuren selbst zu synthetisieren.**>>
Aus pharmazeutischer Sicht sind Aminosduren von gro3em Interesse. Sie werden einge-
setzt als Nutritiva (z. B. Infusionslésungen fiir die parenterale Erndhrung, perorale Spezial-
didten, Nahrungsmitteladditiva), Salzbildner fiir Wirkstoffe (z. B. Lysin-
Acetylsalicylsdure), Puffersubstanzen (z. B. Glycin in Antacida), Elektrolytschlepper (z. B.
Kalium-Magnesium-Aspartat), Stoffwechselregulantien (z. B. Leucin, Isoleucin und Valin
bei Leberzirrhose), Precursorsubstanzen fiir biogene Amine sowie als Ausgangsprodukte
bei der Synthese zahlreicher wichtiger Arzneistoffe.”>**

In allen Aminosduren aufler Glycin besitzt das o-Kohlenstoffatom vier verschiedene

Substituenten, die Amino- und die Carboxylgruppe, ein Wasserstoffatom und eine Seiten-

kette R und ist daher chiral.
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COOH
HN—+—H
R

Abbildung 1.6-1: Allgemeine Struktur der in Proteinen enthaltenen Aminosduren

Fast alle biologisch vorkommenden Verbindungen, die chirale Zentren enthalten, werden
in der Natur nur in einer ihrer stereoisomeren Formen gefunden. Mit Ausnahme von
Glycin, das kein chirales C-Atom besitzt, und Cystein, dessen (-Kohlenstoffatom eine
Thiolgruppe triagt und deswegen erhohte Prioritét erhilt, was zur R-Konfiguration (nach
Cahn-Ingold-Prelog) fiihrt, haben die 20 proteinogenen Aminosduren, die in Tabelle 1-4
dargestellt sind, alle die S-Konfiguration (mit Ausnahme des Cysteins, das die R-
Konfiguration besitzt) bzw. die L-Konfiguration (auch Cystein wird mit L bezeichnet). Bei
Zuckern und Aminosduren wird immer noch die D, L-Nomenklatur benutzt. Dabei steht
,,D fur lateinisch ,,dexter”, das bedeutet ,rechts und L fiir lateinisch ,Jlaevulus®, also
,links®“. Dazu wurde als Referenzverbindung Glycerinaldehyd gewihlt, der einfachste
Zucker mit einem asymmetrisch substituierten C-Atom. Seine Stereoisomeren, deren
Konfigurationen durch Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurden, sind in Abbildung 1.6-2
dargestellt. Die beiden korrespondierenden Stereoisomeren der Aminosdure Alanin sind

ebenfalls dargestellt.”’

CHO CHO
HO=——H H=——OH
CH,OH CH,OH

L-Glycerinaldehyd D-Glycerinaldehyd

COOH COOH
H,N——H H——NH,
CH, CH,
L-Alanin D-Alanin

Abbildung 1.6-2: Sterische Beziehung der Enantiomere des Alanins zur absoluten Konfi-

guration des L- und D-Glycerinaldehyds

Aminosduren sind in wissriger Losung ionisiert und konnen als Sduren oder Basen wirken.
Die in wiissriger Losung sauer wirkende Gruppe einer Aminosiure ist die -NH;3"-Gruppe,

und der potentiometrisch bestimmbare pK -Wert misst die Sdurestirke der protonierten
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Aminogruppe. Die Basizitdt der Aminosdure (und der dazugehorige pKy-Wert) wird durch
die basische Wirkung der -COO™-Gruppe hervorgerufen. Dadurch existieren die freien
Aminosduren als ,,Zwitterionen®, weil das Carbonyl-Proton von der Aminogruppe gebun-
den wird.’

COO-

+
H3N-—H

R

Abbildung 1.6-3: Zwitterionische Aminoséure
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Tabelle 1-4: Die 20 proteinogenen Aminosiuren (nach Lit.>)
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Man unterscheidet vier Hauptklassen von Aminosiuren, ndmlich solche mit

a) unpolaren oder hydrophoben Seitenketten

b) polaren, aber ungeladenen Seitenketten

¢) negativ geladenen Seitenketten und

d) positiv geladenen Seitenketten
Hydrophobe Seitenketten sind ihrer Natur nach Kohlenwasserstoffe. Zu den Aminosduren
mit hydrophober Seitenkette zédhlen fiinf Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten,
namlich Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin und Prolin, zwei mit aromatischen Ringen,
Phenylalanin und Tryptophan und eine schwefelhaltige, Methionin. Beim Prolin liegt die
a-Aminogruppe nicht frei vor, sondern ein Wasserstoff-Atom ist durch die Seitenkette
unter Bildung einer cyclischen Struktur substituiert.
Aminosduren mit ungeladenen polaren Seitenketten enthalten funktionelle Gruppen, die
Wasserstoffbriicken mit Wasser ausbilden. Zu ihnen gehoren Glycin, Serin, Threonin,
Cystein, Tyrosin, Asparagin und Glutamin. Cystein kann in Proteinen in zwei Formen
vorkommen, entweder als Cystein selbst oder als Cystin. Letzteres besteht aus zwei
Cysteinmolekiilen, kovalent verbunden durch eine Disulfidbriicke, die durch Oxidation der
Thiolgruppen entsteht. In manchen Proteinen sind die beiden Hilften des Cystinmolekiils
als Bausteine in zwei verschiedenen Peptidketten verankert und verkniipfen diese durch die
Disulfidbindung miteinander. Solche Quervernetzungen werden fiir gewohnlich nicht in
intrazelluldren Proteinen gefunden, aber sie sind verbreitet in Proteinen, die in extrazelluli-
re Fliissigkeiten sezerniert werden und dort ihre Funktion ausiiben.
Die beiden Aminosiuren, die bei pH 7 eine negativ geladene Seitenkette besitzen, sind
Asparaginsidure und Glutaminséure.
Die Aminosduren, die bei pH 7 eine positiv geladene Seitenkette haben, sind Lysin, wel-
ches eine zweite Aminogruppe in der e-Position seiner aliphatischen Kette hat, Arginin,
welches eine positiv geladene Guanidinogruppe besitzt, und Histidin, welches eine

schwach ionisierte Imidazolgruppe enthilt.”!

1.6.2 Dipeptide
Zwei Aminosduren konnen formal unter Wasserabspaltung zu einem Dipeptid kondensie-

ren, man spricht von der Bildung einer Amidbindung (siehe Abbildung 1.6-4)
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Abbildung 1.6-4: Kondensation zweier Aminosduren (R = Seitenkette) zu einem Dipeptid

Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt bei Raumtemperatur allerdings ganz auf der
linken Seite, da die Aminogruppe viel zu schwach nucleophil ist, um direkt mit der Carbo-
xylgruppe ein Amid zu liefern. Die reaktiven Gruppen miissen also zunichst aktiviert
werden, sei es nun im Labor durch chemische Modifikation der Carboxylgruppe oder im
Organismus durch enzymatische Aktivierung. Man kann natiirlich beliebig viele Amino-
sduren aneinanderhingen; ein Molekiil aus zwei Aminoséduren nennt man Dipeptid, eines
aus drei Aminosduren Tripeptid usw. bis hin zum Oligo- oder Polypeptid (griechisch:
oligos = wenig, klein; polymeres = aus vielen Teilen).>”

Polypeptidketten bilden das primére Strukturelement der Proteine. Auch gewisse Oligo-
peptide sind von groBler biologischer Bedeutung: Glutathion, ein Tripeptid (y-Glutamyl-
cysteyl-glycin), das in den meisten lebenden Zellen auftritt, ist an Redoxvorgédngen betei-
ligt. Gramicidin S ist ein cyclisches Peptid-Anibiotikum, das sich aus zwei identischen
Pentapeptidketten zusammensetzt, die Kopf an Schwanz verbunden sind. Es enthilt als
Besonderheit zwei Molekiile D-Phenylalanin sowie Ornithin, ein niederes Homologes von
Lysin. Aspartam (N-L-a-aspartyl-L-Phenylalanin-methylester, a-L-Asp-L-PheOMe, siche
Abbildung 1.6-5) ist ein kalorienarmes SiiBungsmittel, das in zahlreichen Nahrungsmitteln,
Getriinken und pharmazeutischen Produkten angewendet wird.>”

Obgleich verhiltnisméBig bestindig in trockenem Zustand bei niedrigen Temperaturen,
macht Aspartam einen pH- und temperaturabhingigen Abbau in Losung durch. Die Ab-
baureaktionen schliefen eine Zyklisierung sowie eine Hydrolyse der Ester- und Peptidbin-
dungen ein.’*”’ Die terminalen Abbauprodukte sind L-Asparaginsiure (Asp) und L-
Phenylalanin (Phe). Zusétzlich wurde die Bildung von isomerem B-Aspartam (B-L-Asp-L-
PheOMe)*® sowie die Racemisierung von Asp- und Phe-Resten®”*’ beobachtet. Die Halb-
wertzeiten der Racemisierung von Asp und Phe scheinen vom pH-Wert der Losung abhén-
gig zu sein.

Die Hydrolyse und die Oxidation, Isomerisierung und Racemisierung von Aminoséureres-
ten sind als Mechanismen, die beim Altern von natiirlichen Peptiden und Proteinen und bei
der Inaktivierung von peptidischen pharmazeutischen Produkten wéhrend der Produktion

und Lagerung eine Rolle spielen, erkannt worden.*'*> Asn und Asp neigen besonders zur
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Isomerisierung und zur Racemisierung. Deswegen wurden die Enantiomere kleiner Asp-
Peptide im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. G. K. E. Scriba an der Universitit Jena mit der
Kapillarelektrophorese getrennt.*’

Die Kapillarelektrophorese (CE) ist eine wichtige analytische Technik geworden, die zur
HPLC und zur Gaschromatographie komplementir ist, fiir die Analyse von polaren Sub-
stanzen besonders gut anwendbar ist, und sich deshalb fiir die Analyse der Abbauprodukte
von Aspartam gut eignet. In der chiralen CE ist eine Umkehr der Migrationsreihenfolge ein
wichtiges Thema. Im Gegensatz zu chromatographischen Techniken, in denen normaler-
weise ein ,,Peak-Tailing* beobachtet wird, kann in der CE sowohl ein ,, Tailing* als auch
ein ,,Fronting* der Peaks beobachtet werden. Abhingig von der Migration der Minorkom-
ponente verglichen mit der Migration des Hauptbestandteils, ist es hdufig wiinschenswert,
die Migrationsreihenfolge zu @ndern, um die Nachweisgrenze und die quantitative Be-

44.4 . . . .. 4 . .
4> und die Reproduzierbarkeit zu erhohen. ® Dieses ist

stimmungsgrenze zu senken
besonders wichtig, wenn nur kleine Mobilitdtsunterschiede zwischen der Verunreinigung
und dem Hauptbestandteil beobachtet werden. Die pH-abhingige Umkehr der Migrations-
reihenfolge der Enantiomere von kleinen Peptiden ist ein relativ neues Phiinomen.*”*%*

Ausgehend von den Abbauprodukten des Aspartalms50 wurden dann im Arbeitskreis von
Herrn Prof. Dr. G. K. E. Scriba an der Universitit Jena systematische Studien iiber die
Trennung von Enantiomeren verschiedener Dipeptide mit einer Vielzahl von nativen und
derivatisierten Cyclodextrinen bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt (siehe

Abbildung 1.6-5), 51:52:53.54,55.56

H2
m *m A
COOH O COOCH
OH

Aspartam H, Ala-Phe Ala-Tyr

Abbildung 1.6-5: Aspartam und zwei der untersuchten Dipeptide

Bei der Trennung der Enantiomere von z. B. Ala-Phe oder Ala-Tyr mit B-Cyclodextrin
wurde eine Umkehr der Migrationsreihenfolge bei Erhohung des Puffer-pH-Werts von 2,5
auf 3,5 festgestellt.”' Mit Heptakis-(6-sulfato)-B-cyclodextrin (HS-B-CD), Heptakis-(2,3-
O-diacetyl)-B-cyclodextrin ~ (Diac-B-CD) und  Heptakis-(2,3-diacetyl-6-sulfato)-[3-
cyclodextrin (HDAS-B-CD) wurde diese Umkehr der Migrationsreihenfolge nicht beo-
bachtet. Eine Ubersicht liefert Tabelle 1-5.°'%°
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Tabelle 1-5: Migrationsreihenfolge der Ala-Phe und Ala-Tyr-Enantiomere bei pH 2,5 und
pH 3,5 mit jeweils 20 mg/ml des jeweiligen Cyclodextrins

B-CD HS-B-CD

| pH25 pH35 | pH25 pH35 |
Ala-Phe ‘ LL>DD? DD>LL ‘ LL>DD LL>DD ‘
Ala-Tyr LL>DD DD>LL LL>DD LL>DD

Diac-B-CD HDAS-3-CD

| pH25 pH35 | pH2S5 pH35 |
Ala-Phe DD>LL kt® DD>LL DD>LL ‘
Ala-Tyr kt kt DD>LL DD>LL

* Das schneller migrierende Enantiomer ist zuerst aufgefiihrt. Die pH-abhingige Umkehr
der Migrationsreihenfolge ist durch kursiven Fettdruck angedeutet.
b kt, keine Trennung

Um Einblicke in die jeweiligen chiralen Erkennungsmechanismen zu bekommen, sollten in
der vorliegenden Arbeit die Einschlusskomplexe von B-CD und den ,,Single Isomer*-
Derivaten HS-B-CD, Diac-B-CD und HDAS-B-CD mit Alanyl-Dipeptiden mit Hilfe der
Potentiometrie, CD-Spektroskopie, 1H—NMR—Spektroskopie und ,,Molecular Modelling*-

Methoden niher untersucht werden.

1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war, den Mechanismus der Wechselwirkungen zwischen Cyclo-
dextrinen und Aminosduren bzw. Dipeptiden griindlich und umfassend zu untersuchen.
Dabei ging es in erster Linie um die Untersuchung der Mechanismen der chiralen Erken-
nung durch Cyclodextrine, die mit Hilfe von verschiedensten Analysenmethoden, so vor
allem potentiometrische Titration und NMR-Spektroskopie, untersucht werden sollte.
Andere spektroskopische Methoden, v. a. die UV- und CD-Spektroskopie, sowie die

Kapillarelektrophorese kamen als ergidnzende Methoden zum Einsatz.
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2 Potentiometrische Bestimmung der Bindungs-
konstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen

2.1 Einleitung

2.1.1 pKs-Werte

Wenn ein Stoff in Wasser gelost wird, kann er in seine korrespondierenden Ionen dissozi-
ieren. Starke FElektrolyte sind in Wasser vollstindig dissoziiert, schwache Elektrolyte
dagegen nur unvollstindig dissoziiert; dabei stehen geloste Molekiile im Gleichgewicht mit

Ionen. Fiir die Dissoziation einer Sdure HA in Wasser gilt:
HA + H,0 — H;0" + A Schema 2.1-1

Das Massenwirkungsgesetz fiir die Dissoziationskonstante K lédsst sich wie folgt formulie-

ren:

K = c(H,0")-c(A") Gleichung 2.1-1
c(HA) - c(H,0)

Die Stoffmenge an H,O, die zur Bildung von H30"-Ionen benétigt wird, ist sehr klein im
Vergleich zur Stoffmenge des vorhandenen Wassers. Deshalb kann in verdiinnten Losun-
gen die Konzentration des Wassers als konstant angesehen werden. Die konstante Grof3e
c(H,0) wird in die Gleichgewichtskonstante, die die Siuredissoziationskonstante Kg
darstellt, mit einbezogen. Der Einfachheit halber wird die Bezeichnung c¢(H") fiir c(H;0™")
verwendet; das so formulierte Massenwirkungsgesetz entspricht einer vereinfachten

Reaktionsgleichung, in der das Wasser nicht vorkommt:

HA - H "+ A Schema 2.1-2
c(H)-c(A7) Gleichung 2.1-2
YT C(HA)

Daraus lasst sich die ,,Henderson-Hasselbalch-Gleichung* (Gleichung 2.1-4) ableiten, die

fiir Puffersysteme aus einer schwachen Siure und ihrer konjugierten Base gilt:
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c(H") =K c(HA) Gleichung 2.1-3
A
HA) Gleichung 2.1-4
H=pK, —log""
PH=PR, QC(A_)

Wenn c¢(HA) = ¢(H"), dann wird der Term log[c(HA)/c(A")] gleich 0 und pH gleich pK,
oder mit anderen Worten: der pK,-Wert einer Sdure ist der pH-Wert, an dem das Verhiltnis

von Sdure und konjugierter Base 1:1 betr'aigt.1

2.1.2 Potentiometrie

Im Prinzip beruht die potentiometrische pH-Wert-Messung auf der Messung von Potenti-
aldifferenzen zwischen zwei Halbzellen. Dafiir hat man Messelektroden durch Kombinati-
on verschiedener Redoxpaare entwickelt, wobei sich heute die Einstabmessketten
(Abbildung 2.1.1) durchgesetzt haben. Diese bestehen aus einem Doppelglasrohr aus zwei
Halbzellen, einer duBBeren Referenzelektrode und einer inneren Referenzelektrode, die uiber
eine semipermeable Glasmembran mit der Messlosung verbunden ist. An dieser Glas-
membran bildet sich eine Potentialdifferenz aus, die nur vom pH-Wert der Messlosung

abhédngt und von der Messkette gemessen wird.

_Einfulloffnung

N\ KC-Losung

“4—— Bezugselekirodan

“~ Diaphragma

gepufferte KCHLosung
(pH 7)

“aktive Glasmermbran

Abbildung 2.1.1: Lingsschnitt durch eine pH-Einstabmesskette (nach Lit>).
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Eine Glaselektrode muss stets gut gewissert sein, was eine Quellung der dufleren Glas-

membranwand zur Folge hat:
,Na;Si0,“ + 4 H,0 — 4 Na* + 4 OH™ + Si0,-2 H,0 Gleichung 2.1-5

Si0,-2 H,0 reagiert amphoter, d.h. es kann sowohl Protonen aufnehmen als auch abgeben.
Besitzt nun die Messlosung einen geringen pH-Wert und demnach einen Uberschuss an
Hydroniumionen, so werden Protonen von der duleren Glasmembranwand aufgenommen.
Die duflere Seite der Glasmembran 14dt sich damit positiv auf. Der Ladungstransport dieser
positiven Ladung zur inneren Seite der Glasmembran erfolgt iiber die sich im Glas befind-
lichen Natrium-Ionen. An der inneren Seite der Glasmembran werden schlielich Protonen
abgegeben, die von der Pufferlésung neutralisiert werden. Da fiir diesen Neutralisations-
prozess Anionen verbraucht werden, miissen fiir einen Ladungsausgleich von der
Ag/AgCl-Elektrode CI'-Tonen nachgeliefert und die dabei freiwerdenden Ag*-Ionen an der
Ag-Elektrode reduziert werden. Die innere Bezugselektrode wird dadurch zur Kathode
(Elektronen-Akzeptor). Gleichzeitig wird die dullere Bezugselektrode zur Anode (Elektro-
nen-Donator). Dies bewirkt insgesamt eine Potentialdifferenz, die allein von der H-
Konzentration der Messldsung abhingt.”

Die GroBe der Potentialspriinge an der Vergleichs- und an der Ableitungselektrode sind fiir
eine bestimmte Elektrode stets konstant, da ihr Potential nicht von der H'-
Ionenkonzentration beeinflusst wird. Auch das Potential zwischen der inneren Gelschicht
und der Pufferlosung dndert sich nicht. Lediglich das Potential an der Grenzfliche zwi-
schen der Analysenlosung und der duBleren Gelschicht ist variabel und wird beschrieben

durch die Gleichung:

*. *. Gleichung 2.1-6
R 1y CHLSLSE) 59 vt -1 - 15 s

E= SR b 2
F  c(H";Gel) c(H"; Gel)

c(H™; Gel) ist aber wegen der Pufferwirkung des Kieselsiure-Silicat-Puffers ebenfalls von
der H™-Tonenkonzentration der Analysenldsung praktisch unabhingig, so dass der Potenti-
alsprung an der Grenzfliache zwischen der Analysenlosung und der dufleren Gelschicht nur

von c(H"; Lsg.) abhiingig ist:
E=E’+0,059 Volt - 1g c(H"; Lsg.) Gleichung 2.1-7

Das Potential verschiebt sich bei einer Anderung der Konzentration um eine Zehnerpotenz

(= eine pH-Einheit) um 59 mV.”
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Die Potentiometrie kann eine schnelle Moglichkeit zur Bestimmung von pK,-Werten von
Substanzen sein, vorausgesetzt, die Loslichkeit der Substanz betrdgt mindestens 10* M.
Losungen, die bis zu einer Konzentration von 10° M verdiinnt wurden, konnen dennoch
analysiert werden, aber es muss der Elektrodenkalibrierung besondere Aufmerksamkeit
geschenkt werden. Kohlendioxid aus der Auflenluft muss ausgeschlossen werden (oder es
miissen Korrekturen im System fiir seine Anwesenheit gemacht werden). In der vorliegen-
den Arbeit wurde eine Prozedur zum Kalibrieren der Glaselektrode verwendet, die auf
einer Vier-Parameter-Gleichung® basiert und eine Fortfiihrung der fritheren Arbeit von
Van Uitert und Haas darstellt.®’

Die Reaktion der Glaselektrode ist abhingig von der Ionenstidrke im Bereich von 0,05 bis
0,20 M (KC1)60. Es ist moglich, akkurat im pH-Bereich von 1,5 bis 12,5 zu arbeiten, wenn

entsprechende Sorgfalt angewendet wird.

2.1.3 Potentiometrische Bestimmungsmethode

Cyclodextrine konnen mit zahlreichen organischen (und anorganischen) Verbindungen
Einschlusskomplexe bilden.®” Mit Hilfe der potentiometrischen Titration kann die Bin-
dungskonstante solcher Einschlusskomplexe unter der Voraussetzung bestimmt werden,
dass das Gastmolekiil eine oder mehrere saure oder basische Gruppe(n) besitzt. Deren
Dissoziationskonstanten in wéssriger Losung, die mittels potentiometrischer Titration
ermittelt werden, konnen bei Komplexierung mit einem Cyclodextrin im Vergleich zum
unkomplexierten Gastmolekiil groBer oder kleiner werden.®® Je mehr Cyclodextrin zu der
Losung hinzugegeben wird, desto groBer sind die Verschiebungen der scheinbaren Disso-

ziationskonstanten von z. B. Aminosiduren.

niedriger pH > hoher pH
NH,+ NH,+ NH,
—— %\ i CO0
H <+~—— R COO- =— R -
R : COO He ¥ + H* H

K1 (COO)

K14 (COOH) _ K1 (NH;)
Ky1a (NH5%)

Abbildung 2.1.2: Verschiedene Protonierungszustiande fiir Aminosduren bei verschiedenen
pH-Werten (der Index ,,11 bezeichnet einen 1:1-Komplex, a und b stehen fiir die acidi-

sche bzw. basische Form der jeweiligen funktionellen Gruppe)
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Mit Hilfe eines Benesi-Hildebrand-Plots®* konnen die Bindungskonstanten fiir die proto-
nierte und die deprotonierte Form des Gastmolekiils bestimmt werden. Da Aminoséduren
mindestens zwei Dissoziationskonstanten aufweisen, eine fiir die Carboxylgruppe und eine
fiir die Aminogruppe, kann fiir jede der drei verschiedenen Spezies der Aminosédure eine
Bindungskonstante gefunden werden (siehe Abbildung 2.1.2).

In der vorliegenden Arbeit wurden viele verschiedene aliphatische und aromatische Ami-
nosduren mit Seitenketten unterschiedlicher Lange und unterschiedlichem Verzweigungs-
grad untersucht; ebenso die Dipeptide Ala-Phe und Ala-Tyr. Besonderes Augenmerk

wurde auf Unterschiede zwischen den Enantiomeren gelegt.

Aliphatische Aminoséuren

0 0 0 0
NH, NH, NH, NH,

Alanin Norvalin Valin Leucin
0O 0 0O
\\//L\T/M\OH /7;\T/M\OH OH
NH, NH, NH,
Isoleucin tert.-Butylglycin Neopentylglycin

Aromatische Aminoséauren

0 0 0O
OH OH OH
NH, NH, HO NH,
Phenylglycin Phenylalanin Tyrosin
0 0
N
( jr/\T/ﬂ\OH \ OH
NH
N 2 NH
H N 2
Histidin Tryptophan
Dipeptide
NH NH
2 H 2 H
N N
H,C H,C
) COOH ) COCH
OH
Ala-Phe Ala-Tyr

Abbildung 2.1.3: Aminosduren und Dipeptide zur Komplexbildung mit Cyclodextrinen
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2.2 Theoretische Grundlagen der angewandten Methode zur
Bestimmung von Bindungskonstanten

2.2.1 Begriffsbestimmung

Die Gleichgewichtskonstante fiir die Bildung eines Komplexes ist ein fundamentales Maf}
fiir die Stabilitit des Komplexes relativ zu den einzelnen Spezies unter den gegebenen
Versuchsbedingungen (Medium, Temperatur, Druck). Die Terme ,,Stabilitdtskonstante®,
,Assoziationskonstante®, ,,Bindungskonstante* und ,,Bildungskonstante* sind synonym.
Die Reziproke einer Stabilititskonstante ist eine ,Instabilitits-“ oder ,,Dissoziati-
onskonstante®. Im Folgenden wird die Komplexbildung als ein Gleichgewicht zwischen
einem Wirt W und einem Gast G beschrieben, wobei im hier vorliegenden Fall immer ein

Cyclodextrin den Wirt darstellt.

2.2.2 Herleitung

Eine potentiometrische Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen kann nur erfolgen, wenn das eingeschlossene Molekiil eine Séure-
oder Basenfunktion besitzt. Hiufig ist es so, dass sich bei Komplexierung durch ein Cyc-
lodextrin-Molekiil die Dissoziationskonstante der Siurenfunktion (K;) bzw. der Basen-
funktion (K;) der Gastverbindung verindert. Diese Verschiebung ist um so grof3er, je mehr
Cyclodextrin sich in der Losung befindet, d. h. je mehr Gastmolekiile komplexiert werden.

Nach Ref.®* sei
ApK = pKy~ - pK,, Gleichung 2.2-1

wobei pK~ der (scheinbare) pK,-Wert nach Komplexierung mit Cyclodextrin ist. Wenn
ApKy~ positiv ist, wird die Sdure schwicher und die Base (Salz) wird stirker, wenn ApK;~
negativ ist, wird die Sdure stirker und die Base (Salz) wird schwicher. ApK;~ ist eine
Funktion der Cyclodextrinkonzentration.

In einer wiissrigen Losung sei nun H,A™ die protonierte Spezies einer Aminosiure, HA das
Zwitterion und A" die deprotonierte Spezies und W der Wirt (in diesem Fall a- oder B-
Cyclodextrin). Wenn man annimmt, dass nur 1:1-Komplexe vorliegen, dann enthilt die
Losung ionisierte und nichtionisierte Formen des Gastes, die alle vom Wirt komplexiert
werden konnen. Die Siuredissoziationsgleichgewichte fiir die komplexierte und un-

komplexierte Saure lassen sich wie folgt beschreiben:

H,A* <—= H*+HA Schema 2.2-1
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HA =— H++ A- Schema 2.2-2
H AW+ o-—*= H+ + HAW Schema 2.2-3
HAW =—" H*+ AW- Schema 2.2-4

In dieser Arbeit konnten die Dissoziationskonstanten fiir die protonierte Spezies wegen
apparativer Restriktionen nicht bestimmt werden, deswegen werden im weiteren nur das
Zwitterion (HA) und das Anion (A") betrachtet. Die korrespondierenden Dissoziati-

onsgleichgewichte zu Schema 2.2-3 und Schema 2.2-4 sind:

« _[HA]

. Gleichung 2.2-2
[HA]

. [H'[AW~ .
K, = M, Gleichung 2.2-3

[HAW]
Die Komplexierungsgleichgewichte und Komplexstabilitdtskonstanten (K;;, und K;;, sind

die jeweiligen 1:1-Stabilititskonstanten fiir die Sdure und die Base) verhalten sich wie

folgt:

HA +W =——= HAW Schema 2.2-5
A+W =—/= AW Schema 2.2-6

[HAW]
Ky =—7— Gleichung 2.2-4

e T THATIW] eichung
AW

K = g Gleichung 2.2-5

[AT][W]

Diese Gleichungen kann man leicht zu folgender Gleichung kombinieren:

= , Gleichung 2.2-6
KS Ky 8

S

K, _Ky,

was zeigt, dass nur drei der vier Konstanten voneinander unabhéngig sein konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde jeweils eine scheinbare Konstante Ky’ gemessen, die
nicht identisch mit K° ist, weil bei den potentiometrischen Messungen das Substrat im
freien und komplexierten Zustand vorliegt.

Die scheinbare Assoziationskonstante K’ ldsst sich wie folgt definieren:

30



Potentiometrische Bestimmung der Bindungskonstanten von CD-Einschlusskomplexen

_ [H1(AT]+[AW"]) .

. Gleichung 2.2-7
[HA]+[HAW]

Substitution aus den vorherigen Gleichungen ergibt:

(1+K,,,[W]
K/=K——">——, Gleichung 2.2-8
(1+K,, [W]) g

was auch folgendermalen geschrieben werden kann:

(1+K,,[W])

ApK,'=log .
(1+K,,,[W])

Gleichung 2.2-9

Die Kombination von Gleichung 2.2-7 und Gleichung 2.2-8 ergibt

K, K =Ky W
K, 1+K,,,[W]

Gleichung 2.2-10

was in einer doppelt reziproken Form (Benesi-Hildebrandt oder Lineweaver-Burk) wie

folgt aussieht:

K 1 K

S

7 = +
(K, —-K,) Ky =Ky ) ¥ W] (K, =Ky

Gleichung 2.2-11

Um Stabilititskonstanten mit Hilfe o. a. Gleichung bestimmen zu kdnnen, ist es notwendig,
die Konzentration des freien Wirts [W] zu kennen. Seien W, und A jeweils die totalen
(formalen) Konzentrationen von Wirt und Gast, dann konnen die Massengleichgewichts-

gleichungen wie folgt geschrieben werden:

W, = [W] + [HAW] + [AW-] Gleichung 2.2-12

A, = [HA] + [A-] + [HAW] + [AW-] Gleichung 2.2-13
Wenn W, >>> A, dann mag es akzeptabel sein, [W] = W, zu setzen. Bei den vorliegenden
Messungen war das jedoch nicht moglich, da die optimale Konzentration an Aminoséure
geritebedingt 0,0025 M betrug und die maximale Konzentration an B-Cyclodextrin, bei der
es sich noch verhdltnisméBig gut 16ste, 0,015 M betrug. Wenn man die vorherigen Glei-
chungen mit Hilfe der vorher definierten Gleichgewichtskonstanten erweitert, dann erhilt

man:

HA][W
W, =[W]+K, , [HA][W]+ KK, , % Gleichung 2.2-14
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A, =[HA]+K, % +K, [HAI[W]+K K, % Gleichung 2.2-15

Nachdem K;;, # K;;, und mit Fortschreiten der Titration ein steigender Anteil des Sub-
strats in der anionischen Form vorliegt, variiert die effektive Stabilititskonstante im Ver-
lauf der Titration und [W] variiert gemél diesen Gleichungen. Um [W] abzuschitzen, kann

die Beziehung

[W]= W - A Gleichung 2.2-16
verwendet werden, denn die Kombination von Gleichung 2.2-12 und Gleichung 2.2-13

ergibt:

W - A;=[W] - ([HA] + [A-]) Gleichung 2.2-17
Dabei wird der Term ([HA] + [A’]) vernachlissigbar klein, wenn ein Uberschuss an W,

vorliegt.

2.3 Experimentelles

2.3.1 Graphische Auswertung der Daten
Die Auswertung der gemessenen K- bzw. pK-Werte fand mit Hilfe der Microsoft®
Excel™ 2002-Software statt. Dazu werden die gemessenen Werte in einer linearisierten
Form aufgetragen, man erhilt so eine Gerade. Jede Gerade lésst sich durch ihre Steigung
und die jeweilige Anfangsordinate (y-Achsenabschnitt) beschreiben:
y-Achsenabschnitt (By): Der y-Achsenabschnitt ist der y-Wert des Punktes, in dem die
Gerade die y-Achse schneidet.
Steigung (B;): Die Steigung B; einer Geraden ldsst sich aus zwei Punkten der Geraden,
(x1,y1) und (X2,y2), gemil der Beziehung

p =220 Gleichung 2.3-1

X, — X,

berechnen.

Die Gleichung einer solchen Geraden lautet:

y =PBo + Pi-x Gleichung 2.3-2
Dabei ist der abhingige y-Wert eine Funktion der unabhingigen x-Werte. Sobald die
Werte von By und B; bekannt sind, kann man jeden Punkt der Geraden berechnen, indem

man den jeweiligen y- oder x-Wert in die Gleichung einsetzt.
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Fiir die Auswertung der gemessenen K- bzw. pK-Werte zur Bestimmung der Bindungs-
konstanten wird Gleichung 2.2-11 verwendet, die die Beziehung in einer linearisierten

Form darstellt:

K 1 K

s + 11a

(KS, -K,) ) Ky =Ky ) * W] Ky, = K,)

Gleichung 2.2-11

wobei

[W] = Konzentration des freien Liganden; = W, - A;

W, = Ausgangskonzentration des Liganden

A; = Ausgangskonzentration der Siure

K1, = Komplexbildungskonstante der protonierten Verbindung mit dem Liganden

K1 = Komplexbildungskonstante der deprotonierten Verbindung mit dem Liganden

K
Aufgetragen wird ————— = egen =X
getrag K -K) y geg WA
Daraus ergibt sich dann
_ By .
K, = ? Gleichung 2.3-3
1+
K, = ( BBO) : Gleichung 2.3-4

mit By = Abschnitt der Geraden auf der y-Achse und 3 = Steigung der Geraden.

2.3.2 Berechnung des Fehlers der ermittelten Bindungskonstanten

Die RGP-(=Regressionsparameter)-Feldfunktion in Microsoft® Excel™ 2002 berechnet
die Statistik fiir eine Linie unter Verwendung der Methode der kleinsten Quadrate zur
Berechnung einer geraden Linie, die fiir die Daten am geeignetsten ist, und gibt eine
Matrix zuriick, die die Linie beschreibt. RGP kann dariiber hinaus zusitzliche Regressi-
onskenngroBen bereitstellen, z. B. die Standardabweichung von B und Bo.%

Da gemif Gleichung 2.3-3 und Gleichung 2.3-4 die Bindungskonstanten aus dem Quo-
tienten aus Achsenabschnitt By und der Steigung  berechnet werden, ist es notig, die je-
weiligen Fehler, die sich fiir diese beiden Parameter ergeben, nach dem Gauf3schen Fehler-

fortpflanzungsgesetz zu betrachten. Dieses besagt, dass bei mehreren Messreihen mit den

Ergebnissen x; + ms (i=1,2,...,r) die Funktion y = f(xy, Xy, ..., X;) den mittleren Fehler
2
m, == 2 K m. ? Gleichung 2.3-5
’ v=I a'xv '
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. 66
aufweist.

So betrégt der Fehler fiir K;;, (aus Gleichung 2.3-3)

B B

mit ¢ = Standardabweichung der Steigung bzw. des Achsenabschnitts.

my = i\/(ljz -o(f,) J{ﬁf o(B) . Gleichung 2.3-6

Der Fehler fiir K, (aus Gleichung 2.3-4) betrdgt dann

S [V AT [ R

mit ¢ = Standardabweichung der Steigung bzw. des Achsenabschnitts.

2.3.3 Titrationsmethode

Die potentiometrischen Titrationen im MikromaBstab wurden mit einem Sirius PCA-101
(Sirius Analytical Instruments Ltd., Forest Row, East Sussex, United Kindom) und die
anschlieende computergestiitzte Berechnung der Dissoziationskonstanten mit Hilfe des
Programms pKaLOGP (V 5.1, © 1989-1998 Sirius Analytical Instruments Ltd., Forest
Row, East Sussex, United Kindom) durchgefiihrt. Um eine konstante Ionenstédrke in der
wissrigen Losung wihrend der gesamten Titration zu gewéhrleisten, wurde wissrige 0,15
M KCI-Losung als Losungsmittel verwendet. Das Volumen der Losung betrug 20 mL. Der
pH-Wert der Losung wurde mit Hilfe von 0,5 M HCI auf 1,8 gesenkt. Dann wurde mit 0,5
M KOH nach pH 12,2 titriert. Die erhaltenen Titrationskurven wurden mit dem Programm
pKaLOGP (s. o0.) ausgewertet. Die Elektrode wurde mit Hilfe einer ,,Blank*“-Titration, bei
der nur die 0,15 KCI-Losung titriert wurde, und anschlieBender computergestiitzter Be-
stimmung der ,,Four Plus™%"-Parameter kalibriert. Zu diesem Zwecke wurde die vier-

Parameter-Gleichung
pH = o + S(-log[H™]) + ju[H'] + jouKw/[H'] Gleichung 2.3-8

verwendet. Die ,,Four Plus™“-Parameter wurden durch eine gewichtete nichtlineare
Prozedur der kleinsten Quadrate bestimmt. Der Achsenabschnittsparameter o korrespon-
diert in wéssriger Losung hauptsidchlich mit dem negativen Logarithmus des Aktivititsko-
effizienten von H3;O" bei gegebener Arbeitstemperatur und Ionenstirke. S beschreibt die
Nernstsche Steigung. Der Term jy[H'] korrigiert die gemessenen nichtlinearen pH-Werte,
die in miBig saurer Losung (pH 1,5 bis 2,5) auftreten, wohingegen der Term jouK./[H']
die nichtlinearen Effekte bei hohen pH-Werten (pH > 11) korrigiert.®” Die Faktorbestim-
mung der 0,5 M KOH wurde mit Hilfe der Urtitersubstanz Kaliumhydrogenphthalat
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durchgefiihrt und die so gefundenen Faktoren in die Computerdatensitze zur Bestimmung
der pK,-Werte eingefiigt. Die Konzentration der jeweiligen Aminosiure, die titriert wurde,
betrug 2,5 mM, die Cyclodextrinkonzentrationen betrugen jeweils 5,0 mM, 7,5 mM, 10, 0
mM, 12,5 mM und 15,0 mM. Fiir jede Cyclodextrinkonzentration wurden fiinf Messungen

durchgefiihrt.

2.3.4 Chemikalien

a-Cyclodextrin und B-Cyclodextrin waren ein Geschenk der Wacker-Chemie (Burghausen,
Deutschland), 0,5 M HCI, KCI und pH-7-Pufferlésung wurden von Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen. Die meisten der D- and L-Aminosduren wurden von Fluka (Buchs
SG, Schweiz) bezogen, L-tert-Butylglycin und 0,5 M KOH von Merck-Schuchard (Ho-
henbrunn, Deutschland), D-Alanin and D-Tyrosin von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland), D-Tryptophan von Acros Organics (Geel, Belgien), D- und L-
Neopentylglycin, D-Ala-D-Phe, L-Ala-L-Phe und L-Ala-L-Tyr von Bachem (Weil am
Rhein, Deutschland). D-Ala-D-Tyr wurde durch die Reaktion von N-Benzyloxycarbonyl-
geschiitztem D-Alanin-N-Hydroxysuccinimid mit D-Tyrosin in Dimethylformamid herge-

stellt,>%8

gefolgt von einer hydrogenolytischen Entschiitzung. Die Ala-Tyr-Dipeptide
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. G. K. E. Scriba, Universitit Jena, Deutschland, zur

Verfiigung gestellt.

2.4 Ergebnisse

Die erhaltenen Daten wurden geméal} 2.3.1 ausgewertet und der Standardfehler gemaf3 2.3.2
berechnet. Beispielhaft wird hier die Vorgehensweise fiir den K-Wert der Aminogruppe
von L-Phenylalanin bei Komplexierung mit B-Cyclodextrin gezeigt. Die entsprechenden

Ergebnisse der RGP-Feldfunktion werden in Tabelle 2-1 bis Tabelle 2-3 dargestellt.

Tabelle 2-1: Werte zur Berechnung der Geraden fiir die Auswertung der Titration von L-

Phenylalanin und B-CD

x-Werte [1/(Wt - At)] y-Werte [Ka/(Ka’ - Ka)]
404.5450093 6.999947495
201.1280626 4.281645221
133.4048235 3.099752898
100.1607625 2.565644692
80.14115948 2.406348429
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Tabelle 2-2: Ausgabeformat der RGP-Parameter, wie sie durch Microsoft® Excel™

dargestellt werden

Regressionskoeffizient 3

Regressionskoeffizient 3y

Standardabweichung (B;)

Standardabweichung (Bo)

Bestimmtheitsmal (Rz) Standardabweichung (y)
F-Statistik Freiheitsgrade
Quadratsumme der Regression Fehlerquadratsumme

Tabelle 2-3: Die von Excel® ausgegebenen Regressionsparameter fiir die Auswertung der

Titration von L-Phenylalanin und $-CD

B1 =0.014394758

Bo = 1.223817664

Stabw (B;) = 0.000446638

Stabw. (o) = 0.097518773

R%=0.997120138

y =0.117584603

F-Stat.: 1038.716724

Freiheitsgrade: 3

QS der Regr. = 14.36144175

FQS =0.041478417

Daraus ergeben sich dann fiir K;;, ein Wert von 85 M, berechnet nach Gleichung 2.3-3
und fiir K;;, ein Wert von 154 M'l, berechnet nach Gleichung 2.3-4. Der Standardfehler
fir K;1, betriagt 7 M und der Standardfehler fiir Kiip betrdagt 8 M'l, berechnet nach
Gleichung 2.3-6 und Gleichung 2.3-7. Eine graphische Darstellung ist in Abbildung 2.4.1

zu sehen.

Ks (Aminogruppe)

10 T
9 1
8 1
—_ 7 T
g 6+
g 5
g 40
3+ y = 0.0144x + 1.2238
2 1 R? = 0.9971
1 .
0 1 1 1 1 !
0 100 200 300 400 500

1/(Wt-At)

Abbildung 2.4.1: Graph fiir L-Phenylalanin mit B-Cyclodextrin

Die so erhaltenen Bindungskonstanten sind in Tabelle 2-4 bis Tabelle 2-8 aufgefiihrt. Zum
Vergleich sind die Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen, die in der

Literatur gefunden wurden, und die jeweiligen Bestimmungsmethoden mit angegeben.

36



Potentiometrische Bestimmung der Bindungskonstanten von CD-Einschlusskomplexen

Dabei handelte es sich um Kalorimetrie (Cal), "H-NMR- und UV-Spektroskopie (NMR
bzw. UV), spektrophotometrische Verdringungstitration mit Methylorange (SRT = Spec-
trophotometric Replacement Titration), spektrale Inhibierungstitration (SIT = Spectral
Inhibition Titration), konzentrationsabhingige Anderung der Spannung zwischen den
Phasen in Benzol/Wasser (CIT = Concentration-dependent Interfacial Tension in benze-

ne/water) und Kapillarelektrophorese (CE = Capillary Electrophoresis).

Tabelle 2-4: Bindungskonstanten (in M-1) aliphatischer Aminosauren mit a-CD*

. .. K1 la K1 1b Literaturwerte
Aminoséure (NH3") (NH») fir K Ref. Methode
D-Alanin ka ka 14.1* 69 SRT
L-Alanin ka ka 17.8% 69 SRT
D-Valin ka ka 28.2° 69 SRT
L-Valin ka ka 32.4% 69 SRT
D-Norvalin ka ka nu
L-Norvalin ka ka 12° 70 Cal
D-tert-Butylglycin 586 + 88 477 £ 74 nu
L-tert-Butylglycin 268 £76 | 223 £69 nu
D-Isoleucin ka ka nu
L-Isoleucin ka ka 74.1% 69 SRT
D-Leucin 136 + 37 197 £ 42 46.8" 69 SRT
L-Leucin 211 £ 26 272 +30 114.8* 69 SRT
D-Neopentylglycin 72 +£27 123 £ 30 nu
L-Neopentylglycin 507 £218 | 622 £260 nu

*ka, keine Assoziation feststellbar; nu, nicht untersucht; SRT = Spektrophotometrische

Verdrdngungstitration, Cal = Kalorimetrie

“pH 1.0, °pH 7.0

Tabelle 2-5: Bindungskonstanten (in M'l) aromatischer Aminosduren mit a-CD*

. . K1 la K1 1b . .
Aminosiure Literaturwerte fiir K Ref. Methode
(NHz" (NH»)
D-Histidin ka ka nu
L-Histidin ka ka 9? 12¢ 70 Cal
D-Tyrosin ka ka ka 70 Cal
L-Tyrosin ka ka ka, 794* 70,71 Cal
D-Phenylglycin ka ka nu
L-Phenylglycin ka ka nu
D-Phenylalanin ka ka 18.1°, 20.6° 72 Cal, SIT
L-Phenylalanin ka ka 15%, 259 8%, 12589° 70,71, Cal, NMR,
33.3% 12.4% 15.5% 15.9°|72,73,74 UV, SIT

D-Tryptophan 805 £ 327 | 651 +269 nu 70 Cal
L-Tryptophan 190 + 32 154 £ 30 19, 28° 31.6° 70,71 Cal

*ka, keine Assoziation feststellbar; nu, nicht untersucht; Cal, Kalorimetrie; SIT, Spektro-
photometrische Verdringungstitration; NMR, "H-NMR-Spektroskopie; UV, UV-Spektros-
kopie. “pH 7.0, °pH 9.0, pH 11.0, “pH 11.3, °pH 13.6
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Tabelle 2-6: Bindungskonstanten (in M aliphatischer Aminosiuren mit -CD*

. .. Kiia Kip Literaturwerte
Ref. Meth
Aminosiure (NH+") (NH) fir K e ethode

D-Alanin ka ka

L-Alanin ka ka 9.8% 75 CIT
D-Valin ka ka nu

L-Valin ka ka 11.7¢ 75 CIT
D-Norvalin ka ka nu

L-Norvalin ka ka nu

D-tert-Butylglycin 33+44 98 +48 nu

L-tert-Butylglycin 104 + 47 182 + 56 nu

D-Isoleucin ka ka nu

L-Isoleucin ka ka nu

D-Leucin 196 + 77 234 + 84 nu

L-Leucin 258 +£ 248 301 £273 18.5% 75 CIT
D-Neopentylglycin 281 +78 896 + 201 nu

L-Neopentylglycin 196 + 46 699 + 115 nu

*ka, keine Assoziation feststellbar; nu, nicht untersucht; CIT = konzentrationsabhingige
Anderung der Spannung zwischen den Phasen in Benzol/Wasser

“pH 7.0

Tabelle 2-7: Bindungskonstanten (in M'l) aromatischer Aminoséduren mit -CD*

P Kiia Kimn . .
Aminoséure Literaturwerte fiir K Ref. Methode
(NH3") (NH»)

D-Histidin ka ka nu
L-Histidin ka ka nu
D-Tyrosin 66 =16 233 +23 nu
L-Tyrosin 41 %9 180 + 11 147° 70 Cal
D-Phenylglycin ka ka nu
L-Phenylglycin ka ka nu
D-Phenylalanin 83 +20 164 +23 nu
L-Phenylalanin 85 +7 154 £ 8 187, 106 ka, 11.3* |70,71,75 Cal, CIT
D-Tryptophan 88 +17 140 + 18 nu
L-Tryptophan 447 £83 | 571 £102 nu

*ka, keine Assoziation feststellbar; nu, nicht untersucht; Cal = Kalorimetrie, CIT = kon-
zentrationsabhingige Anderung der Spannung zwischen den Phasen in Benzol/Wasser

“pH 7.0, °pH 11.3

Tabelle 2-8: Bindungskonstanten (in M™) von Alanyl-Dipeptiden mit B-CD*

. . Kiia Kimw . .
Dipeptid Literaturwerte fiir K Ref. Methode
Pep (NH3") (NH,) |
D-Ala-D-Phe 105+45 | 135+51 42° 33° 259 12°, 32" | 48,55 CE
L-Ala-L-Phe 274435 | 403 +46 40°, 28, 259, 14‘“’,36f 48,55 CE
D-Ala-D-Tyr 309 +76 | 450 + 102 173°, 110°, 33 53,55 CE
L-Ala-L-Tyr 217 +110 | 293 £ 130 125°, 82¢, 36! 53,55 CE

*CE, Kapillarelektrophorese
“pH 1.8, °pH 2.5, °pH 2.7, “pH 3.0, °pH 3.5, pH 9.5
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Die Verschiebungen der pKs-Werte der Carboxylatgruppe konnten nicht bestimmt werden,
weil diese pK-Werte zu niedrig sind (etwa 2 fiir Aminosduren und etwa 3 fiir Dipeptide),
um mit der verwendeten Glaselektrode korrekt gemessen werden zu konnen. Deswegen
wurden nur die Bindungskonstanten K, (NH3") und K, (NH,), die die zwitterionische
bzw. die anionische Spezies der entsprechenden Aminosdure oder des entsprechenden

Dipeptids reprisentieren, bestimmt.

2.4.1 Diskussion der Ergebnisse

Die Standardabweichungen der Bindungskonstanten sind in den Fillen von Neopentylgly-
cin und Tryptophan mit a-CD und tert-Butylglycin, Leucin und den Dipeptiden mit B-CD
sehr hoch. Dies konnte auf das Vorhandensein einer gemischten Komplexstochiometrie
hinweisen, nachdem die Bestimmung der Bindungskonstanten auf der Annahme einer 1:1-
Komplexstochiometrie beruht.”® Wenn andere Komplexstochiometrien auftreten, resultie-
ren die aufgetragenen Daten in einer gekriimmten Linie, die zu hohen Standardabweichun-
gen fiihrt, was in den oben genannten Féllen zu beobachten war. Insgesamt gesehen sind
deshalb die Absolutwerte der erhaltenen Bindungskonstanten mit einer gewissen Unsi-
cherheit behaftet. Die Unterschiede der Bindungskonstanten der Enantiomere sind jedoch
grof3.

Im Gegensatz dazu weisen tert-Butylglycin und Leucin mit a-CD und die aromatischen
Aminosduren und Neopentylglycin mit B-CD relativ kleine Standardabweichungen der
Bindungskonstanten auf, was auf das iiberwiegende Vorhandensein des angenommenen
1:1-Komplexes schlieBen lidsst (die Existenz eines 1:1-Komplexes wurde durch mas-
senspektrometrische Untersuchungen untermauert’”"’®).

In allen anderen Fillen sind die Bindungskonstanten, die mit Hilfe von SRT und CIT und
auch der Kalorimetrie bestimmt wurden, nicht im Einklang mit den Ergebnissen der
vorliegenden Untersuchung. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass all diese abweichenden
Bindungskonstanten sehr klein sind, moglicherweise zu klein, um mit der potentiometri-
schen Titrationsmethode (PT) bestimmt werden zu konnen. Auflerdem wurden die SRT-
Werte bei einem pH-Wert von 1 bestimmt, wo das Kation die vorherrschende Spezies ist,
wohingegen die PT-Werte die Bindungsverhiiltnisse bei ungefihr pH 4 bis 8 (K, NH;")
und pH >11 (K5, NH,) widerspiegeln, wo das Zwitterion bzw. das Anion vorherrschen.
Die Referenzwerte fiir die Bindungskonstanten von L-Phenylalanin und B-CD sind sehr
unterschiedlich, aber zumindest der kalorimetrisch bestimmte Wert fiir pH 11,370 ist dem

durch potentiometrische Titration erhaltenen Wert sehr dhnlich.
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Nachdem die Wechselwirkungen mit Cyclodextrinen hauptsidchlich hydrophober Natur
sind,” sind die Aminosiuren in den Tabellen 1 bis 3 nach steigender Lipophilie80 geordnet.
Die GroBe und rdumliche Ausdehnung des Gastmolekiils spielen jedoch eine weitere
wichtige Rolle bei der Bildung eines Cyclodextrin-Einschlusskomplexes. Die aliphatischen
Aminosduren Alanin, Valin und Norvalin sind wegen ihrer geringen Hydrophobizitit und
ihrer kurzen aliphatischen Seitenkette nicht in der Lage, die CD-Kavitit auszufiillen und so
stabile Einschlusskomplexe mit a- oder B-CD zu bilden. Deswegen sind die betreffenden
Bindungskonstanten zu klein, um gemessen werden zu konnen. Wenn man die rdumliche
Ausdehnung der aliphatischen Aminoséduren betrachtet, scheinen z. B. die tert-Butyl- oder
Neopentyl-Seitenketten, wie in fert-Butylglycin oder Neopentylglycin, pradestiniert fiir
eine starke hydrophobe Wechselwirkung mit der a- oder B-CD-Kavitdt zu sein. Sogar eine
1-Methylpropyl-Seitenkette wie im Leucin ist anscheinend raumfiillend genug, um mit der
a- oder B-CD-Kavitit wechselzuwirken. Fiir diese Aminosiduren wurden Bindungskonstan-
ten im Bereich von 72 bis 896 M gefunden. Im Gegensatz dazu ist die 2-Methylpropyl-
Seitenkette wie im Isoleucin offensichtilich zu klein fiir eine ausreichende Wechselwir-
kung; deswegen konnte keine Bindungskonstante bestimmt werden.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Aminosduren sind ferz-Butylglycin und Phe-
nylglycin starre Molekiile mit nur einer drehbaren Bindung. Aber wihrend die ters-Butyl-
Gruppe sowohl mit a- als auch B-CD Wechselwirkungen eingeht, wahrscheinlich in der
Néhe des breiteren Randes des Cyclodextrins, kann der Phenylring des Phenylglycins nicht
weit genug in die Kavitédt eintauchen, um ausreichende Wechselwirkungen einzugehen.
Dies geschieht, weil sich der Aromat zu nah an der Aminogruppe befindet, die mit den
Hydroxylgruppen in Position 2 und 3 des Cyclodextrins iiber Wasserstoffbriicken wech-
selwirkt und deswegen davon abgehalten wird, hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
Inneren der Kavitit einzugehen. Im Gegensatz dazu scheint Phenylalanin, das eine Methy-
lengruppe zwischen dem aromatischen Ring und der polaren Aminocarboxygruppe auf-
weist, wenigstens mit B-CD hydrophobe Wechselwirkungen einzugehen, was zu einer
messbaren Bindungskonstante fiihrt. Dieses ist auf eine hohere Flexibilitit des Molekiils,
einen groeren Abstand zwischen hydrophoben und hydrophilen Molekiilteilen und tiefe-
res Eintauchen in die Cyclodextrinkavitit zuriickzufiihren. Mit einem B-CD enthaltenden
Trennpuffer kénnen jedoch die Enantiomere von Phenylalanin in der Kapillarelektrophore-
se nicht getrennt werden,”* was wahrscheinlich auf die geringen Unterschiede der Bin-

dungskonstanten der Enantiomere zuriickzufiihren ist.
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Die aromatische Aminosédure Histidin ist viel zu hydrophil, um in die Cyclodextrinkavitét
eingeschlossen werden zu konnen (ihr logP-Wert liegt bei -3%%) und weist deswegen keine
messbare Bindungskonstante auf.

Interessanterweise bindet die aromatische Aminosdure Tryptophan sowohl an a-
Cyclodextrin als auch an B-Cyclodextrin, wobei das D-Enantiomer viel stirker an a-CD
und viel schwiécher an B-CD bindet als das L-Enantiomer. Die Bindungskonstanten fiir
Tryptophan und a-CD sind fiir das Zwitterion grofler als fiir das Anion. Abgesehen von
tert-Butylglycin und o-CD sind in allen anderen Féllen die Bindungskonstanten fiir das
Anion grofler als fiir das Zwitterion. In diesen zwei Fillen scheint eine protonierte Ami-
nogruppe wichtig als Donor fiir Wasserstoffbriicken, die moglicherweise am breiteren
Rand der Kavitit gebildet werden, zu sein.

Es ist bekannt,62 dass die Kavitit von a-CD nur einen Benzolring einschlieen kann,
wohingegen die Kavitit von B-CD ein Naphthalinringsystem komplexieren kann.®' Des-
wegen ist es naheliegend, dass der Indolring des Tryptophans in die Kavitidt von B-CD
hineinpasst. Dahingegen kann die Bindung von Tryptophan zu a-CD durch eher oberfléch-
liche Wechselwirkungen am breiteren Rand der Kavitit wie in Referenz®® und in
Abbildung 2.4.2 B beschrieben werden. Die dort vorgeschlagene Struktur beruht auf
NMR-spektroskopischen, insbesondere durch ROESY-NMR-Experimente erhaltenen
Befunden.® Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der Wechselwirkung mit $-CD wahr-
scheinlich, wie weiter oben schon erwéhnt, um einen klassischen Einschlusskomplex.
Diese unterschiedlichen Bindungsmodi konnten eine Erklidrung fiir die gegensitzlichen

Bindungskonstanten der Enantiomere mit den beiden Cyclodextrinen (a- und B-CD) sein.

Q _
[ A
OI NH, “
(A) (B)

\gl N
NH,+O
Abbildung 2.4.2: Mogliche Strukturen des Einschlusskomplexes von L-Tryptophan mit a-

CD basierend auf ,,CPK space-filling*-Modellen.

Obwohl die Bindungskonstanten mit Unsicherheiten behaftet sind, sollten die Unterschiede

zwischen den Enantiomeren von Tryptophan grofl genug sein, um in der Kapillarelektro-
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phorese mit einem o- oder B-CD enthaltenden Trennpuffer getrennt zu werden. Stu-

. 83,848
dien®33483

iber die Trennung der underivatisierten Enantiomere von Tryptophan mit einem
a-CD enthaltendem Trennpuffer berichten, dass das L-Enantiomer, das die kleinere Bin-
dungskonstante aufweist, schneller migriert als das D-Enantiomer. Das L-Enantiomer von
Tryptophan wird sehr viel stirker an f-CD gebunden als das D-Enantiomer, deswegen
erscheint eine Enantiomerentrennung mittels CE mit einem -CD enthaltendem Trennpuf-
fer moglich, obwohl kein Bericht dariiber gefunden werden konnte. Bei Versuchen im
Rahmen dieser Arbeit, die Enantiomere von Tryptophan unter Standardbedingungen (100
mM Phosphatpuffer, pH 2,5, 12 mM B-CD) in der Kapillarelektrophorese zu trennen,
konnten keinerlei Anzeichen einer moglichen Trennung gefunden werden. In diesem Falle
wird die Trennung wohl nicht von Unterschieden in den Bindungskonstanten, sondern von
den verschiedenen elektrophoretischen Mobilititen der Einschlusskomplexe, die iiber die
Unterschiede der Bindungskonstanten wiéhrend der Trennung die Oberhand gewinnen,
beherrscht.

Der Unterschied der Bindungskonstanten mit a- und B-CD fiir tert-Butylglycin und Neo-
pentylglycin ist dhnlich gro8 wie fiir Tryptophan. Weil diese Aminosduren jedoch keinen
Chromophor fiir eine UV-Detektion besitzen, finden sich keine Berichte iiber eine kapilla-
relektrophoretische Trennung dieser beiden Aminosiduren mit a- oder B-CD, obwohl eine
grofBe Wahrscheinlichkeit fiir das Gelingen dieser Enantiomerentrennung besteht. Weiter-
hin finden sich keine Berichte iiber eine kapillarelektrophoretische Enantiomerentrennung
von Tyrosin mit B-CD, obwohl diese Aminosédure pridestiniert fiir eine UV-Detektion ist.
Sie zeigt jedoch nur kleine Unterschiede in den Bindungskonstanten der Enantiomere bei
Komplexierung mit B-CD, deswegen sind die Enantiomere wohl nicht trennbar und des-
wegen in der Literatur auch nicht erwéhnt.

Wenn man die Bindungskonstanten der einzelnen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin
mit den entsprechenden Alanyl-Dipeptiden vergleicht, stellt man fest, dass die Dipeptide
stirker an B-CD binden, was darauf hinweist, dass die Verldngerung der aliphatischen
Seitenkette durch einen Peptidteil zu mehr Interaktionsmoglichkeiten und damit zu grof3e-
ren Bindungskonstanten einerseits und zu einer Diskriminierung zwischen den Enantiome-
ren andererseits fiihrt. Jedoch fiihrt eine starke Bindung nicht notwendigerweise zu einer
Trennung in der Kapillarelektrophorese.™

Die mittels der potentiometrischen Methode ermittelten Bindungskonstanten fiir die
Dipeptide Ala-Phe und Ala-Tyr mit B-Cyclodextrin weisen einen groleren Wert auf als die

mittels Kapillarelektrophorese ermittelten.*®**>> Nachdem jedoch letztere bei einem pH-
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Wert von 1,8 (wo die kationische Spezies des Dipeptids dominiert) und 3,5 (was nahe am
pKa-Wert der Carboxygruppe liegt und deswegen in einer 1:1-Mischung aus der kationi-
schen und der zwitterionischen Spezies des Dipeptids resultiert) ermittelt wurden, be-
schreiben die Ergebnisse dieser Arbeit die Gegebenheiten bei viel hoheren pH-Werten, i. e.
4-8 (zwitterionische Spezies des Dipeptids) bzw. >11 (anionische Spezies des Dipeptids).
Wie in dieser Arbeit und auch von SiiB et al.> festgestellt wurde, wird das DD-Enantiomer
von Ala-Tyr stirker an B-CD gebunden als das LL-Enantiomer. Im Gegensatz dazu weisen
die CE-Methoden®° nur einen geringen Unterschied in den Bindungskonstanten zwischen
den Enantiomeren von Ala-Phe auf. Dennoch kénnen die Enantiomere von Ala-Phe mittels
CE unter den gleichen Bedingungen wie zur Ermittlung der Bindungskonstanten getrennt
werden. Dies weist darauf hin, dass in diesem Falle eher die unterschiedlichen elektropho-
retischen Mobilitdten der jeweiligen Einschlusskomplexe und nicht so sehr die Unterschie-

de in den Bindungskonstanten die Trennung bestimmen.®"**

2.5 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die potentiometrische Titrationsmethode verniinftige
Bindungskonstanten fiir Cyclodextrin-Einschlusskomplexe mit Aminosduren liefert.
AuBerdem konnte eine Analyse der Struktur-Aktivititsbeziehungen fiir Aminosduren und
Cyclodextrine zeigen, dass ein gewisses Volumen der Aminosdure-Seitenkette und damit
ein gutes Ausfiillen der Cyclodextrin-Kavitdt notig ist, um den vollen Nutzen aus den
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen der Aminosdure-Seitenkette und der Cyclo-
dextrin-Kavitdt zu ziehen. Eine Verldngerung des hydrophilen Restes, der aus der Kavitit
herausragt, fiihrt zu der Moglichkeit der Ausbildung von Wasserstoff-Briickenbindungen
mit den Wasserstoffatomen am breiteren Rand der Cyclodextrin-Kavitdt und damit zu

einer stirkeren Bindung an das Cyclodextrin.
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3 Untersuchung von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen
mit UV- und CD-spektroskopischen und massenspek-
trometrischen Methoden

3.1 Allgemeines

3.1.1 Spektroskopie
Spektroskopie ist ein Sammelbegriff fiir eine Klasse experimenteller Verfahren, die unter-
suchen, wie eine Probe Energie aufnehmen oder abgeben kann. Historisch bezeichnet der
Begriff in erster Linie solche Verfahren, die die Absorption oder Emission von Licht
untersuchen. Mit Hilfe eines Spektrometers wird dabei ein Lichtspektrum, das ist die
Intensitét des absorbierten oder ausgestrahlten Lichts in Abhingigkeit von der Wellenlidn-
ge, gemessen. Neben dem Bereich des sichtbaren Lichts deckt die Spektroskopie heute
einen grofen Teil des elektromagnetischen Spektrums ab, von den Radiowellen bis zur
Gammastrahlung. Zur Spektroskopie werden auch solche Verfahren gezihlt, bei denen die
Wechselwirkung der Probe mit Teilchen, zum Beispiel Elektronen, abhéingig von deren
Energie, untersucht wird. Ziel der Spektroskopie ist es, aus dem erzielten Spektrum Riick-
schliisse auf die Probe zu ziehen, zum Beispiel auf deren innere Struktur, stoffliche Zu-
sammensetzung oder Dynamik. Die analytische Spektroskopie erkennt Atome oder Mole-
kiile an der charakteristischen Form ihrer Spektren. Die Prézisionsspektroskopie setzt sich
zum Ziel, aus der genauen Lage von Spektrallinien physikalische Groflen, zum Beispiel
Naturkonstanten zu bestimmen oder Hypothesen iiber Naturgesetze zu testen. Die ver-
schiedenen spektroskopischen Methoden, die in der Analytik verwendet werden, sind:
1. Atomspektroskopie
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS/OAS)
Graphitrohrtechnik
Hydridtechnik
Atomemissionsspektroskopie (AES/OES)
Induktiv
Mikrowellen-Plasmafackel-AES
Atomfluoreszenzspektroskopie (AFS)

Elektronenspektroskopie
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Auger-Elektronen-Spektroskopie
Rontgenspektroskopie (XRS)
Rontgenfluoreszenzanalyse
Rontgenbeugungsspektroskopie
Rontgenabsorptionsspektroskopie
2. Molekiilspektroskopie
Fluoreszenzspektroskopie
Infrarotspektroskopie (IR)
Kernresonanzspektroskopie (NMR)
Mikrowellenspektroskopie
Ramanspektroskopie
UV/VIS-Spektroskopie (UV/Vis)
3. Massenspektrometrie (MS)
4. Ultrakurzzeit-Spektroskopie
5. Laserspektroskopie
Die Massenspektrometrie ist kein spektroskopisches Verfahren im eigentlichen Sinne.
Dennoch wird sie in diesem Zusammenhang hiufig genannt, weil sie in der Analytik einen

dhnlichen Zweck erfiillt.””%’

3.1.2 Bestimmung von Bindungskonstanten mittels spektroskopischer
Methoden

3.1.2.1 Arten der Datenauftragung
Bei der Bestimmung von Bindungskonstanten geht es in den meistem Féllen darum, eine
Eigenschaft (meist eine spektrale) des Gastmolekiils oder auch des Wirtsmolekiils zu
messen und ihre Veridnderung bei Komplexierung zu bestimmen. Meist ist es so, dass die
Verinderung groBer wird, je mehr man vom Komplexierungsreagenz zum Gastmolekiil
hinzufiigt. Diese Veridnderung in Abhingigkeit von der Konzentration des Wirtsmolekiils
kann man auf verschiedene Arten auswerten. Fiir die graphische Auswertung bietet es sich
an, die Zusammenhinge zu linearisieren. Die 1:1-Bindungsisotherme®® hat normalerweise
eine hyperbolische Form, und um sie zu linearisieren, werden drei unterschiedliche Ansit-
ze verwendet: '
1. die x-reziproke Form oder Scatchard-Plot.”* Hier ist eine Extrapolation zu unend-
lich verdiinnten Losungen notwendig. Der Datensatz ist geschlossen, d. h. die Ge-

rade schneidet beide Achsen des Graphen.
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2. die y-reziproke Form oder Scott-Plot.” Diese graphische Methode wird recht selten
verwendet.

3. die doppelt reziproke Form oder Benesi-Hildebrand-Plot.** Hier sind die Daten fiir
hohere Konzentrationen des Gastmolekiils dicht zusammengedringt. Der Datensatz
ist offen, d. h. die beiden Achsen reichen mit steigender Verdiinnung bis in die Un-
endlichkeit hinein.

Alle drei Ansitze gehen von einem grofen Uberschuss an Wirtsmolekiil und vom Vorhan-
densein eines 1:1-Komplexes aus. Um die Stochiometrie eines Komplexes in Losung
bestimmen zu konnen, gibt es verschiedene Moglichkeiten, allen voran die so genannten
,Job-Plots* (siehe 3.2.2 und 3.2.3). Im Folgenden werden die verwendeten Arten der
graphischen Auswertung bei den verschiedenen hier verwendeten Methoden néher erldu-

tert.

3.1.2.2 Potentiometrie

Die potentiometrische Titration als Methode zur Bestimmung von Bindungskonstanten ist
zwar keine spektroskopische Methode, dennoch wird an dieser Stelle auf sie verwiesen,
weil im Kapitel ,,Potentiometrische Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclo-
dextrin-Einschlusskomplexen* eine detaillierte Herleitung der Benesi-Hildebrand-
Gleichung zu finden ist, die, wie in 3.1.2.1 erldutert, auch fiir nicht-spektroskopische

Methoden ihre Anwendung finden kann.

3.1.2.3 UV-Spektroskopie

Verwendet man die UV-Spektroskopie (siehe 3.2) zur Bestimmung von Bindungskonstan-
ten, ist die graphische Auswertung wie folgt: Seien [G] die Konzentration der Aminoséure
(Konzentration des Gastmolekiils), Ay die gemessene Absorption bei der Cyclodextrin-
Konzentration (Konzentration des Wirtsmolekiils) [W] = 0 und A; die gemessene Absorp-
tion bei [W]; = 1*[G] mit1 = 1,2, ..., 6. Es sei auBerdem AA = Ay - A;. Die typische Bin-
dungsisotherme® fiir einen angenommenen 1:1-Komplex (Wirt:Gast) lisst sich dann
gemiB Lit.* folgendermaBen beschreiben:

AA  [G]-K-Ae-[W], Gleichune 3.1-1
1 1+ K.[G] eichung 3.1-

mit d = Schichtdicke (d = 1 cm) und Ag = €1 - €as - €cD.

Die Transformation von Gleichung 3.1-1 nach Benesi-Hildebrandt™ fiihrt zu
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d 1 1

= + . )
AA [G] K- Ag- [W]l [G] . Ag GlGlChung 3.1-2

Aufgetragen wird 1/[W] gegen 1/AA, die sich daraus ergebende Gerade besitzt dann den
Achsenabschnitt By = 1/[G]-Ae und die Steigung = 1/[G]-K-Ae. Die Bindungskonstante K
(inM™) betrigt dann

K= % Gleichung 3.1-3

Der Fehler der Bindungskonstante wird analog zum Fehler der Bindungskonstante K, der

durch die potentiometrische Methode ermittelten Bindungskonstante errechnet (siehe dort).

3.1.2.4 CD-Spektroskopie
Verwendet man die CD-Spektroskopie (siehe 3.3) zur Bestimmung von Bindungskonstan-
ten, ist die graphische Auswertung wie folgt: Die Unterschiede in der molaren Elliptizitét
am Maximum bzw. Minimum wurden als Funktion der CD-Konzentration gemessen. Die
Daten wurden gemil einer modifizierten Scott—Gleichung93 24

[W]o : [G]o — Kd + [W]o + [G]()
AO® A[O] A[O]

aufgetragen:

Gleichung 3.1-4

Aufgetragen wird ([W]p[G]o)/A® gegen ([W]o+[G]o), die sich daraus ergebende Gerade
besitzt dann die Steigung = 1/A[®] und den Achsenabschnitt By = K/A[®]. Die Dissozia-

tionskonstante Ky (in M'l) betrigt dann

K, = % Gleichung 3.1-5

Die Assoziations- oder Bindungskonstante K stellt den Kehrwert der Dissoziationskonstan-

ten Ky dar® und betrdgt dann (in M'l)

K =B£ Gleichung 3.1-6
0

Der Fehler der Bindungskonstante wird analog zum Fehler der Bindungskonstante K, der
durch die potentiometrische Methode ermittelten Bindungskonstante errechnet (siehe dort).
Allerdings miissen in der Gleichung zur Fehlerberechnung der Achsenabschnitt By und die

Steigung  gegeneinander ausgetauscht werden.
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3.2 UV-Spektroskopie

3.2.1 Theoretische Grundlagen
Elektromagnetische Strahlung wird durch ihre Wellenlidnge A oder ihre Frequenz v charak-

terisiert. Diese Grofen sind durch die Gleichung
Av=c Gleichung 3.2-1

miteinander verkniipft. ¢ ist die Lichtgeschwindigkeit (im Vakuum ca. 2,998-10'° cm-s™).

Ein Lichtquant der Frequenz v hat die Energie
E=hv Gleichung 3.2-2

Das Plancksche Wirkungsquantum h betriigt ca. 6,63-107* Js. Die Wechselwirkung zwi-
schen elektromagnetischen Wellen und Molekiilen fiihrt bei der Absorption im Bereich des
ultravioletten und sichtbaren Lichts zur Anregung von Elektronen, im Allgemeinen Va-
lenzelektronen. Trifft Licht mit geeigneter Frequenz v auf ein Molekiil im Grundzustand
Yo, dann kann es absorbiert werden und das Molekiil in einen elektronisch angeregten
Zustand y; anheben. Durch spontane Emission bzw. durch zusitzlich unter dem Einfluss
der Lichtwelle stimulierte Emission kann das System in den Grundzustand zuriickkehren.
Das Wort ,.kann* driickt dabei die Ubergangswahrscheinlichkeiten fiir beide Strahlungs-
prozesse Absorption und Emission aus.

Fillt ein Lichtstrahl der Intensitit Iy auf ein homogenes, isotropes Medium der Schichtdi-
cke d, dann kann er abgesehen von Reflexions- und Streuungsverlusten durch die Absorp-
tion geschwicht werden. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz folgt dann fiir die Absorp-

tion A
I, .
A= logT =¢g-c-d Gleichung 3.2-3

mit I = Intensitédt des austretenden Strahles (Transmission), € = substanzspezifische Kon-
stante, ¢ = Konzentration des geldsten Stoffes in mol/l, d = Schichtdicke in cm. Dieses
Gesetz gilt fiir monochromatisches Licht und verdiinnte Losungen (¢ < 102 mol/l).

Bestimmt man nun nach dem Lambert-Beerschen Gesetz fiir alle Wellenldngen A; die
Absorption und daraus die substanzspezifische GroBe €, so gewinnt man die Absorptions-
kurve €(A) und damit das UV-Spektrum. Aufgrund der Energiebreite der elektronischen
Niveaus ist es ein Bandenspektrum. Die einzelnen Banden werden durch ihre Eigenschat-

ten Lage, Intensitit, Gestalt und Feinstruktur charakterisiert.
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Eine Klassifizierung der Elektroneniibergénge (Banden) lidsst sich mit Hilfe der beteiligten
Molekiilorbitale treffen. Aus besetzten bindenden o- oder mn-Orbitalen oder aus den nicht-
bindenden n-Orbitalen (einsame Elektronenpaare) kann ein Elektron in die leeren, antibin-
denden o*- oder m*-Orbitale angehoben werden. Entsprechend werden die Elektronen-
tibergiinge (Banden) kurz mit 6 — ¢*, 1 — ¥, n — ¢*, n — w* usw. bezeichnet. Die Lage
einer Absorptionsbande héngt von der Natur des betreffenden Elektroneniibergangs ab. Es
konnen o-, n- und n-Elektronen unterschiedlicher chromophorer Gruppen angeregt werden.
Besitzt ein Molekiil mehrere - oder n-Orbitale, die nicht miteinander in Wechselwirkung
stehen, so ist im Allgemeinen ein Spektrum zu erwarten, das sich additiv aus den Absorp-

. . . . 4
tionen der einzelnen isolierten Chromophore zusammensetzt.

3.2.2 Bestimmung der Stochiometrie von Cyclodextrin-Einschluss-
komplexen

Um verlidsslich eine Bindungskonstante bestimmen zu konnen, muss die Stéchiometrie des
Komplexes bekannt sein. Es ist die iibliche Prozedur, zundchst eine 1:1-Stdchiometrie
anzunehmen und dann zu iiberpriifen, ob verschiedene Hinweise mit dieser Annahme
tibereinstimmen oder ihr widersprechen. Informationsquellen, die verwendet werden
konnen, sind:

e Die Methode der kontinuierlichen Variation (J ob—Plot)95

e [solierung und chemische Analyse von kristallisierten Komplexen

¢ Interpretation von Loslichkeits-Phasen-Diagrammen

e Vergleich von Stabilititskonstanten, die mit verschiedenen Methoden ermittelt

wurden

e Spezifische experimentelle Hinweise wie z. B. isosbestische Punkte

e Schlussfolgerungen im Hinblick auf die Substratstruktur

® Anwendung eines erfolgreichen stochiometrischen Modells auch fiir andere Kon-

zentrationen

Informationen aus den Kiristallstrukturen der CD-Einschlusskomplexe konnen zwar
hilfreich sein, es muss aber beriicksichtigt werden, dass die Art der Komplexierung in
Losung eine vollig andere sein kann.
Haufig liegt bei CD-Einschlusskomplexen eine 1:1-Stochiometrie vor, nichtsdestotrotz
sind andere Verhiltnisse moglich, wie z. B. 1:2 (GW,) oder 2:1 (G,W). Vereinzelt wird
auch von 2:2-Komplexen berichtet. In manchen Systemen scheinen sich auch ,,ternédre*

Komplexe der Stchiometrie 1:1:1 (Gast:CD:Zusatz) zu bilden.®”
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3.2.3 Job-Plots

Bei der Methode der kontinuierlichen Variation (Job-Plot) wird der Stoffmengenanteil
G¢/(G+W,) variiert, wihrend die Summe G+W; konstant gehalten wird (G und W, sind die
totalen Konzentrationen von Gast- und Wirtsmolekiil).”” Dabei wird eine Eigenschaft der
Losung wie z. B. Absorption, Fluoreszenz oder (induzierter) Circulardichroismus gemes-
sen. Wenn eine definierte Stochiometrie m:n vorliegt, wird bei dem Wert G/(G+W,), der
dem entsprechenden stochiometrischen Verhéltnis entspricht, ein Maximum vorliegen.
Diese Methode kann sehr hilfreich sein, wenn eine Komplexstochiometrie dominiert, birgt
aber Probleme in sich, wenn verschiedene Komplexstochiometrien vorliegen.”®"”*%%

In der vorliegenden Arbeit wurden die Job-Plots mit Hilfe der UV-Spektroskopie ermittelt.
Die Bestimmung der Stochiometrie mittels NMR-Spektroskopie liefert zwar im Allgemei-
nen gute Ergebnisse, jedoch ergeben sich bei der NMR-Spektroskopie von Proben, die
Cyclodextrine enthalten, Probleme, die aus dem Vorhandensein von sechs bis acht che-
misch dquivalenten Glucopyranoseringen im Cyclodextrinmolekiil herrithren. Bei 1:1-
Mischungen von einem Cyclodextrin mit einem Gast sind dann die Cyclodextrin-Signale
im Falle des B-Cyclodextrins siebenfach grofler als die Signale des Gastes. Fiir einen Job-
Plot verwendet man {iiblicherweise Mischungsverhiltnisse von 1:9 bis 9:1 (bzw. 2:8 bis
8:2), d. h. im ungiinstigsten Falle wiren dann die Cyclodextrin-Signale dann 56- bzw. 42-

mal so grof} wie die Signale des Gastmolekiils, was eine Auswertung sehr schwierig macht.

3.2.3.1 Experimentelles

Die untersuchten Aminosduren und Cyclodextrine sind in Tabelle 3-1 dargestellt. Die
Bezugsquellen der Chemikalien finden sich im Kapitel ,,Potentiometrische Bestimmung
der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen®.

Der verwendete Puffer war immer ein 50 mM Phosphat-Puffer, nur bei dem mit * gekenn-
zeichneten Experiment wurde ein 50 mM Acetat-Puffer verwendet. Die Mischungsverhilt-
nisse betrugen 1:9 bis 9:1 bei gleicher Konzentration der Stammldsungen. Aufgetragen
wurden AA = A; - Ag gegen G/(G+W,).

Die Messungen wurden auf einem Shimadzu UVmini-1240-Spektrometer (Shimadzu,

Duisburg, D) bei einer Wellenlidnge von 254 nm durchgefiihrt.
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Tabelle 3-1: Die untersuchten Aminosduren und Cyclodextrine

Aminosiure Cyclodextrin ~ pH-Wert
L-Phenylalanin a-CD 2.5
L-Phenylalanin a-CD 8.0
L-Phenylalanin B-CD 2.5
L-Phenylalanin B-CD 5.5%
L-Phenylalanin B-CD 8.0
L-Phenylalanin B-CD 11.5
D-Phenylalanin a-CD 2.5
D-Phenylalanin a-CD 8.0
D-Phenylalanin B-CD 2.5
D-Phenylalanin B-CD 8.0
L-Phenylglycin a-CD 2.5
L-Phenylglycin B-CD 2.5
D-Phenylglycin a-CD 2.5
D-Phenylglycin B-CD 2.5
L-Tyrosin a-CD 2.5
D-Tyrosin a-CD 2.5
L-Tryptophan a-CD 2.5
D-Tryptophan a-CD 2.5

3.2.3.2 Ergebnisse und Diskussion

D- und L-Tryptophan wiesen mit der potentiometrischen Methode zur Bestimmung der
Bindungskonstanten recht hohe Bindungskonstanten mit a-CD auf (siehe dort und Lit.'").
Die Job-Plots fiir das D- und das L-Enantiomer sind qualitativ dhnlich, mit lokalen Maxi-
ma bei 0.3 und 0.5 und lokalen Minima bei 0.4 und 0.8. Hier konnte eine Mischung aus
einem 1:2- (Aminosdure:CD) und einem 1:1-Komplex vorliegen. Diese Mischung aus
unterschiedlichen Komplexstochiometrien in Losung fithrt mit der potentiometrischen
Methode zu hohen Bindungskonstanten, die jedoch auch mit groBem Fehler behaftet sind,
wohingegen im Job-Plot keine befriedigende Auflosung der Stochiometrien erreicht wird.
Die Mischung aus unterschiedlichen Komplexstéchiometrien erklirt auch die hohen Fehler
der Bindungskonstanten (fiir D-Tryptophan und o-CD betragen die Bindungskonstanten
805 + 327 bzw. 651 + 269 M, fiir L-Tryptophan und a-CD 190 # 32 bzw. 154 + 30 M.
Solche hohen Fehler treten immer dann auf, wenn die angenommene 1:1-Stochiometrie

nicht ausschlieBlich auftritt. Dies wird auch im Kapitel ,,Potentiometrische Bestimmung

der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen® diskutiert.
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D-Tryptophan + a-CD, pH 2.5 L-Tryptophan + a-CD, pH 2.5
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Abbildung 3.2-1: Job Plots fiir D- und L-Tryptophan mit a-CD, pH 2.5

Die Enantiomere von Phenylalanin zeigen bei allen pH-Werten und sowohl mit a- als auch
mit B-CD keine definierten Komplexstochiometrien, die Job-Plots sind noch weniger
interpretierbar als die des Tryptophans. Mit o-CD war mit Hilfe der potentiometrischen
Titration keine Bindungskonstante messbar, die mittels UV-Spektroskopie ermittelten
Bindungskonstanten liegen bei 2.32 bzw. 2.60 M, sind also sehr klein. Die potentiomet-
risch ermittelten Bindungskonstanten der Phenylalanin-Enantiomere mit B-CD sind mit 83
bzw. 86 M ebenfalls relativ klein. Wahrscheinlich sind diese Bindungen, die eine bis zwei
Zehnerpotenzen geringer ausfallen als die des Tryptophans (s. 0.) zu klein, um mit Hilfe
eines Job-Plots erfasst zu werden.

Phenylglycin scheint weder mit a- noch mit B-CD eine Bindung einzugehen'®!, deswegen
verwundert es nicht, dass die Job-Plots keine definierte Komplexstochiometrie liefern,
sondern ganz und gar unauswertbar sind.

70,100

Tyrosin geht mit a-CD anscheinend ebenfalls keine Bindung ein und liefert deswegen

nicht auswertbare Job-Plots.

3.2.4 Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen mittels UV-Spektroskopie

3.2.4.1 Experimentelles

Die Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen mittels
UV-Spektroskopie wird analog zu der Bestimmung durch potentiometrische Titration
durchgefiihrt.”'® Zu einer festen Konzentration des den Chromophor tragenden Kom-
plexpartners (in diesem Fall die Aminosédure) wird das Cyclodextrin in steigender Kon-
zentration hinzu gegeben. Gemessen wird bei einer immer gleich bleibenden Wellenlidnge

am Maximum der unkomplexierten Aminosdure/des unkomplexierten Dipeptids. Die mit
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Hilfe dieser Methode untersuchten Aminosiduren in Kombination mit a-CD sind in Tabelle
3-2 dargestellt. Der pH-Wert betrug dabei immer 2.5 (50 mM Phosphat-Puffer).
Die Bezugsquellen der Chemikalien finden sich im Kapitel ,,Potentiometrische Bestim-

mung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen®.

Tabelle 3-2: Die untersuchten Aminosiuren

Konzentration der Konzentrationsbereich

Aminosdure Aminosdure des a-Cyclodextrins
D-Phenylalanin 6 mM 0-54 mM
L-Phenylalanin 6 mM 0 - 54 mM
D-Phenylglycin 3 mM 0-27mM
L-Phenylglycin 3 mM 0-27 mM
D-Tyrosin 0,06 mM 0-0,54 mM
L-Tyrosin 0,06 mM 0-0,54 mM

Die Messungen wurden auf einem Shimadzu UVmini-1240-Spektrometer (Shimadzu,

Duisburg, D) durchgefiihrt.

3.2.4.2 Ergebnisse und Diskussion
Die nach 3.2.4.1 erhaltenen Bindungskonstanten sind in Tabelle 3-3 dargestellt:

Tabelle 3-3: Bindungskonstanten (in M) aromatischer Aminosiuren mit a-CD bei pH

2.5%

Aminoséiure K Literaturwerte fir K Ref. Methode
D-Tyrosin ka ka 70 Cal
L-Tyrosin ka ka, 794% 70,71 Cal
D-Phenylglycin ka nu
L-Phenylglycin ka nu
D-Phenylalanin 2.32+0.57 18.1°, 20.6° 72 Cal, SIT
L-Phenylalanin | 2.60 + 0.40 15%, 259 8¢, 12589° 70,71, Cal, NMR,

33.3%, 12.4% 15.5° 15.9° 72,73,74 UV, SIT
*ka = keine Assoziation feststellbar; nu = nicht untersucht; Cal = Kalorimetrie;

SIT = Spektrophotometrische Verdringungstitration; NMR = 'H-NMR-Spektroskopie; UV
= UV-Spektroskopie
“pH 7.0; °pH 9.0; °pH 11.0; “pH 11.3; °pH 13.6

In Abbildung 3.2-2 werden die Graphen fiir D- und L-Phenylalanin mit a-CD bei pH 2.5
gezeigt.
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140 7 p-Phenylalanin + 0-CD, pH 2.5 140 7 L.Phenylalanin + a-CD, pH 2.5
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Abbildung 3.2-2: Plots fiir die Bindungskonstanten von D- und L-Phenylalanin mit a-CD
bei pH 2.5

Die UV-Spektra der Enantiomere von Phenylalanin weisen einen bathochromen Shift von
Amax Del Anwesenheit von a-CD auf. Dies ist wahrscheinlich auf die hohe Elektronendichte
im Innern der hydrophoben Kavitidt zuriickzufiihren, die eine partielle Abschirmung der
anregbaren Elektronen der Aminosidure bewirken, wenn sie sich im Innern der CD-Kavitit
befinden.

Die erhaltenen Bindungskonstanten fiir die Enantiomere von Phenylalanin mit a-CD sind
recht klein, erheblich kleiner als die mit anderen Methoden ermittelten Werte. Dies recht-
fertigt die im Kapitel ,,Potentiometrische Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclo-
dextrin-Einschlusskomplexen* Vermutung, die Bindungskonstanten fiir Phenylalanin und
a-CD seien moglicherweise zu klein, um mit der potentiometrischen Methode erfasst zu
werden. Dennoch weisen die relativ kleinen Standardabweichungen der mittels UV-
Spektroskopie ermittelten Bindungskonstanten darauf hin, dass es sich um echte Bin-
dungsphinomene und nicht um zufillige Ubereinstimmungen mit dem Auftreten der
entsprechenden Komplexe und der angenommenen 1:1-Stochiometrie handelt. Die Unter-
schiede der Bindungskonstanten fiir D-Phenylalanin/a-CD und L-Phenylalanin/a-CD sind

nicht signifikant.

3.3 CD-Spektroskopie

3.3.1 Theoretische Grundlagen

Bei der CD-Spektroskopie handelt es sich um eine chiroptische Methode, also eine opti-
sche Messmethode, die auf der Chiralitit der untersuchten Stoffe basiert. Wie schon in
Kapitel 1, Einleitung - Chiralitit, erldutert, ist der Refraktionsindex a der Drehwinkel des

linear polarisierten Lichtes in Abhingigkeit von Schichtdicke und Wellenlidnge.
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Einen Graphen, in dem der Refraktionsindex o gegen die Wellenldnge aufgetragen ist,
nennt man Dispersionskurve. Die normale optische Rotationsdispersion (ORD) a(A) bzw.
®(A) hat einen monotonen Kurvenverlauf, wohingegen die anomale ORD-Kurve im
Bereich von Absorptionsbanden durch Uberlagerung mit einem S-formigen Anteil entsteht

(siehe Abbildung 3.3-1).

a A

de ORD : a (A)
_ G_(iEfel)
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Abbildung 3.3-1: Cotton-Effekt: Zusammenhang zwischen ORD- und CD-Kurve; in
diesem Beispiel ist der Circulardichroismus (CD) negativ und die normale optische Rotati-

onsdispersion (ORD) (gestrichelte Kurve) positiv (nach Lit. 4)

|E,| # IE)l bedeutet, dass die E-Vektoren der beiden entgegengesetzt zirkular polarisierten
Lichtstrahlen nach dem Durchgang durch das optisch aktive Medium infolge unterschiedli-
cher Schwiichung unterschiedliche Linge haben. Dadurch resultiert bei ihrer Uberlagerung
keine linear polarisierte Welle mehr, sondern das Vektordiagramm wird elliptisch. Durch-
lauft die Spitze des E-Vektors die Ellipse im Uhrzeigersinn, spricht man von einem positi-
ven, anderenfalls von einem negativen Circulardichroismus (CD). Den Graphen der Funk-
tion Ag(A), also Circulardichroismus in Abhingigkeit von der Wellenldnge, nennt man
Circulardichroismus-Spektrum oder kurz CD-Spektrum. Anomale optische Rotationsdis-
persion und Circulardichroismus bilden zusammen den Cotton-Effekt.*

Die Bezeichnung ,,Circulardichroismus® wird verwendet, weil die urspriinglichen Studien
im sichtbaren Bereich durchgefiihrt wurden und dort festgestellt wurde, dass die betreffen-
de Losung ihre Farbe dnderte, wenn sie mit rechts- oder linkspolarisiertem Licht bestrahlt

103
wurde.!°
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Ein Cotton-Effekt ist also an die Anwesenheit eines Chromophors gebunden. Nach Mos-
cowitz!® unterscheidet man zwei Typen: ,,Inhdrent dissymmetrische* Chromophore sowie
Chromophore mit lokaler Symmetrie. Bei der Absorption von Licht wird ein Elektron aus
einem (doppelt) besetzten Orbital in ein antibindendes unbesetztes Orbital iiberfiihrt, und
wenn diese beiden Orbitale (bedingt durch ein entsprechendes Gertist) chiral sind, so ist bei
der Wechselwirkung mit dem Lichtstrahl ein starker Cotton-Effekt zu erwarten.'”

Die meisten Chromophore haben hingegen eine lokale Symmetrie (Symmetrieebene); ihr
Elektronensystem ist somit achiral und sollte mit einem links- und einem rechtszirkular
polarisierten Lichtstrahl gleich stark interferieren. Sind derartige Chromophore aber in eine
chirale Umgebung eingebaut, dann ist zumindest noch eine dissymmetrische Storung der
ansonsten symmetrischen Orbitale festzustellen, die sich ebenfalls im Auftreten eines
Cotton-Effektes duBert. Derartige Chromophore gehdren dem Typ der ,,inhdrent symmetri-
schen, aber dissymmetrisch gestorten* Chromophore an.'”

SchlieBlich lassen sich auch noch Verbindungen ohne Chromophor (im iiblichen Sinne)
erfolgreich untersuchen, wenn man sie in Derivate iiberfiihrt, die einen Cotton-Effekt
geben: Wenn man z. B. ein Cyclodextrin zu einer wiassrigen Losung eines achiralen poten-
tiellen Gastes gibt, wird der Gast chiral und man kann einen induzierten Cotton-Effekt in
seinem Circulardichroismus-Spektrum beobachten. Dieser Effekt kann hauptsichlich auf
die induzierte optische Aktivitit zuriickgefiihrt werden, die entsteht, wenn das Gastmolekiil
in eine chirale Umgebung gebracht wird. Der Cotton-Effekt wird nur dann beobachtet,
wenn das Gastmolekiil, oder genauer gesagt, seine chromophore Gruppe, in die Cyclo-
dextrin-Kavitit eingeschlossen wird. Eine oberfldchliche Wechselwirkung des Gastes mit
dem AuBeren des Cyclodextrins mag zwar u. U. andere spektrale Eigenschaften verindern,
sie fiihrt jedoch nicht zu einem induzierten Circulardichroismus. Das Vorzeichen und die
Intensitidt des induzierten Circulardichroismus sind abhidngig von der Orientierung des
Chromophoren in der Cyclodextrin-Kavitidt. Wenn das elektrische Dipolmoment mit der
Achse des Cyclodextrins iibereinstimmt, ist ein positiver Cotton-Effekt zu beobachten,
wenn sie senkrecht zueinander stehen, fiihrt dies zu einem negativen Cotton-Effekt.?

An Stelle von Ag(A) wird hédufig die molare Elliptizitit [®]y in Abhingigkeit von der
Wellenlidnge aufgetragen:

0-M
[©], = T00el" 33-10° - Ae Gleichung 3.3-1
.c.

[©],, =107 -[@] M Gleichung 3.3-2
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[B] = % Gleichung 3.3-3
mit
G = Elliptizitit in Grad
C = Konzentration in g/ml
L = Schichtdicke in dm
M = Molmasse'”

3.3.2 Experimentelles

Die Bestimmung der Komplexbindungskonstanten mittels CD-Spektroskopie wird analog
den Bestimmungen mittels UV-Spektroskopie und potentiometrischer Titration durchge-
fiihrt: Zu einer festen Konzentration des den Chromophor tragenden Komplexpartners (in
diesem Fall das Dipeptid) wird das Cyclodextrin in steigender Konzentration hinzu gege-
ben. Es wird ein CD-Spektrum von 400-190 nm aufgenommen und das entsprechende CD-
Spektrum des jeweiligen Cyclodextrins in der entsprechenden Konzentration subtrahiert.
Die CD-Spektren wurden mit Hilfe eines Jasco J-715-Spektrometers (JASCO Corp.,
Japan) aufgenommen. Sie wurden in 1-nm-Schritten aufgenommen mit jeweils drei Wie-
derholungsmessungen bei einer Temperatur von 25 °C. Mit Hilfe dieser Methode wurden
die DD- und LL-Enantiomere von Ala-Phe und Ala-Tyr in Kombination mit 3-CD, HS-B-
CD (und HDAS-B-CD) in einem 50 mM Phosphat-Puffer bei einem pH-Wert von 2.5 bzw.
3.5 untersucht.

Die Konzentration des Dipeptids betrug immer 0.07 mM, die CD-Konzentrationen betru-
gen 0.6 mM, 1.2 mM, 3.0 mM, 6.0 mM und 9.0 mM.

Die Bezugsquellen der Chemikalien finden sich im Kapitel ,,Potentiometrische Bestim-
mung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen*. HS- und HDAS-

B-Cyclodextrin wurden von Beckman (Fullerton, CA, USA) bezogen.

3.3.3 Ergebnisse und Diskussion

Es wurden die DD- und LL-Enantiomere der Dipeptide Ala-Phe und Ala-Tyr mit -
Cyclodextrin (B-CD), Heptakis-6-sulfato-pB-cyclodextrin (HS-B-CD) und Heptakis-2,3-
diacetyl-6-sulfato-B-cyclodextrin (HDAS-B-CD) bei pH 2.5 und pH 3.5 untersucht, um die
Ergebnisse beziiglich dieser Dipeptide in Kombination mit diesen Cyclodextrinen, die mit

48,53,55,105

Hilfe der Kapillarelektrophorese und der NMR-Spektroskopie (siehe Kapitel

,INMR-Spektroskopie* und Lit.wl) gewonnen wurden, weiter zu beleuchten.
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Der Effekt, der sich bei Zugabe eines Cyclodextrins (B-CD oder HS-B-CD) zu einer Lo-
sung von Ala-Phe oder Ala-Tyr einstellen kann, ist immer der Gleiche: Das Extremum bei
197 nm (Ala-Phe) bzw. 201 nm (Ala-Tyr) wird im Betrag immer kleiner, je mehr Cyclo-
dextrin man zugibt. Dies sieht man z. B. deutlich bei den Enantiomeren von Ala-Phe bei
pH 2.5 und Zugabe von B-CD, wie in Abbildung 3.3-2 dargestellt. Die Untersuchungen mit
HDAS-B-CD fiihrten zu nicht auswertbaren CD-Spektren, da das HDAS-B-CD eine Eigen-
absorption besitzt, die auch durch Subtraktion der Spektren von HDAS-B-CD in Puffer
(ohne Dipeptid) von den Spektren mit Dipeptid und HDAS-B-CD &duBerst stoérend war.

D-Ala-D-Phe + B-CD, pH 2.5

Molare Elliptizitat [@]y

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Wellenlange [nm]

L-Ala-L-Phe + B-CD, pH 2.5

Molare Elliptizitat [@]y

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Wellenldnge [nm]

Abbildung 3.3-2: CD-Spektren von D-Ala-D-Phe und L-Ala-L-Phe bei variierenden -CD-

Konzentrationen: 0 mM, 0.6 mM, 1.2 mM, 3.0 mM, 6.0 mM und 9.0 mM (von A nach B).
Die Konzentration von Ala-Phe betrigt jeweils 0.07 mM.
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In Tabelle 3-4 und Tabelle 3-5 sind die nach 3.3.2 ermittelten Bindungskonstanten bei den
pH-Werten 2.5 und 3.5 dargestellt.

Tabelle 3-4: Bindungskonstanten (in M') von Alanyl-Dipeptiden mit p-CD

K K
pH 2.5 pH 3.5
D-Ala-D-Phe | 126+37 | 438 +193 42°,33 25° 12 32" | 48,55 | CE*
L-Ala-L-Phe | 185+63 | 281 +271 40°,28 25 14 36" | 4855| CE
D-Ala-D-Tyr | 319 +123 ka* 173 110°, 33" 53,55 CE
L-Ala-L-Tyr | 453 +150 ka 125°, 82°, 36' 5355| CE
*ka = keine Assoziation/Plot nicht auswertbar; CE = Kapillarelektrophorese

“pH 1.8; °pH 2.5; °pH 2.7; “pH 3.0; °pH 3.5; ‘pH 9.5

Dipeptid Literaturwerte fiir K Ref. | Methode

Tabelle 3-5: Bindungskonstanten (in M™') von Alanyl-Dipeptiden mit HS-B-CD

Dipeptid pHK2. 5 pHK3. 5 Literaturwerte fiir K Ref. | Methode
D-Ala-D-Phe | 370 +51 433 + 122 214% 13.3° 105 CE*
L-Ala-L-Phe | 662 + 282 ka* 169°, 13.4° 105 CE
D-Ala-D-Tyr ka 555+ 142 429°,19° 105 CE
L-Ala-L-Tyr ka 388 + 148 3072, 23° 105 CE

*ka = keine Assoziation/Plot nicht auswertbar; CE = Kapillarelektrophorese

“pH 2.5; °pH 5.3

Wie bereits erwiahnt, wird theoretisch ein Circulardichroismus induziert, wenn man ein
achirales Molekiil in eine chirale Umgebung bringt (in diesem Fall das Innere der Cylo-
dextrin-Kavitit). Dies lieBe vermuten, dass der in den vorliegenden, chiralen Dipeptiden
inhédrente Circulardichroismus noch verstirkt wiirde. Das ist jedoch in keinem der unter-
suchten Fille passiert. Vermutlich hat der induzierte Circulardichroismus in unserem Fall
ein genau entgegengesetztes Vorzeichen wie der inhédrente Circulardichroismus, was das
Kleinerwerden des Circulardichroismus bei Zugabe von Cyclodextrin erkldren wiirde.

Die ermittelten Bindungskonstanten sind zwar groBtenteils von der gleichen Gréfenord-
nung wie die in der Literatur gefundenen, aber dennoch mit Vorsicht zu betrachten. Leider
sind die Standardabweichungen relativ hoch, so dass sich die Bindungskonstanten fiir die

unterschiedlichen Enantiomere nicht signifikant voneinander unterscheiden.
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3.4 Massenspektrometrie

3.4.1 Theoretische Grundlagen

Befinden sich in einem Massenspektrometer in der Gasphase beschleunigte, positiv gela-
dene Teilchen, so werden sie durch ein homogenes Magnetfeld proportional zu ihrer Masse
aufgetrennt. Die Ionenerzeugung und die Vorginge im so genannten Analysatorteil des
Massenspektrometers finden im Hochvakuum statt, um unfreiwillige Zusammenstof3e
zwischen Ionen und Molekiilen oder Atomen zu vermeiden.

Von einem der Einlasssysteme (Gas- oder Direkteinlass) stromt ein feiner, moglichst
konstanter Molekiilstrahl in die Ionenquelle und trifft dort senkrecht auf einen Elektronen-
strahl (zwischen Glithkathode und Anode). Durch Wechselwirkung der Elektronen mit den

neutralen Molekiilen entstehen positiv geladene Molekiil-lonen:

M+e > M"+2¢ Schema 3.4-1
oder seltener

M +e — M* + 3¢ Schema 3.4-2

Die nichtionisierten Teilchen werden durch die Hochvakuum-Pumpen aus dem Ionenquel-
len-Raum entfernt. Die in der Ionenquelle entstandenen Molekiil-Ionen hingegen werden
nun beschleunigt und fokussiert. Die Beschleunigung der Teilchen geschieht durch Anle-
gen einer Spannung an die Quelle, wobei die Endgeschwindigkeit am Austrittsspalt er-
reicht wird. Die Fokussierung, d. h. Biindelung der Ionen, wird durch elektrostatische
Zusatzfelder erreicht, am Austrittsspalt wird ein enger zentraler und damit homogener
Bereich des Ionenstrahls in den Analysatorteil durchgelassen. Die Geschwindigkeit der

Ionen ergibt sich dabei wie folgt:

U = m’; Gleichung 3.4-1
y= 22U Gleichung 3.4-2
m

wobei z die lonenladung (= n-e), m die lonenmasse, v die lonengeschwindigkeit und U die
Beschleunigungsspannung darstellt.

Im Analysatorteil erfolgt die Auftrennung der lonen aufgrund ihrer Masse. Die Auftren-
nung geschieht in einem Feld eines Elektromagneten, in dem unter den Teilchen gleicher

Ladung die leichten stirker abgelenkt werden als die schwereren, d. h. die verschieden
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schweren Teilchen fliegen auf masseabhédngigen Ablenkradien. Fiir den Ablenkradius r,,

gilt:

ro="Y Gleichung 3.4-3
Z .

dabei ist B die Magnetfeldstirke.

Aus Gleichung 3.4-1 und Gleichung 3.4-3 ergibt sich die massenspektrometrische Grund-

gleichung

2 2
m_n. B Gleichung 3.4-4
Z 2-U

Das Masse/Ladungsverhiltnis ist also abhiingig von der Magnetfeldstirke, dem Ablenkra-

dius und der Beschleunigungsspannung.

3.4.2 Experimentelles

Es wurden 0.6 mM L-Phenylalanin und 0.6 mM B-Cyclodextrin in Millipore-Wasser
gelost, filtriert und direkt in die Ionenfalle (Agilent LC-MSD-Trap-SL, Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, D) injiziert. Es wurde im positiven Modus mit Elektronenspray-
Ionisierung (ESI) gearbeitet. Proben mit geringerer Konzentration als 0.6 mM erbrachten
keine befriedigenden Ergebnisse.

Die Bezugsquellen der Chemikalien finden sich im Kapitel ,,Potentiometrische Bestim-

mung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen®.

3.4.3 Ergebnisse und Diskussion

Die Massenspektrometrie kann Hinweise iiber die Komplexbildung in der Gasphase geben.
Obwohl in dieser vollig 16sungsmittelfreien Umgebung die Komplexbildung u. U. ganz
anderen Mechanismen folgt, kann man doch einige Hinweise und Schlussfolgerungen
dariiber erhalten, wie der Komplex in Losung vorliegt. Um festzustellen, ob die Methode
fiir unsere speziellen Fragestellungen geeignet ist, wurde als ,,Schnellschuss* der Komplex
zwischen L-Phenylalanin und -Cyclodextrin untersucht, weil dieser mit Hilfe der poten-

tiometrischen Methode (siehe dort und Lit.'?

) einigermaBlen grofBe und verldssliche Bin-
dungskonstanten mit kleinem Fehler aufweist (85 £ 7 bzw. 154 + 8 M) und weil die
beiden Komponenten preiswert und in ausreichender Menge verfiigbar sind.

Das Massenspektrum der in 3.4.2 beschriebenen Probe liefert einige auffillige Signale, wie
in Abbildung 3.4-1 zu sehen ist. Die Zuordnung dieser Signale ist in Tabelle 3-6 zusam-

mengestellt.
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X106] +MS, 18.6min (#1500)
1 1157.4
3_
2-
1] 1201 nast
1 587.2
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Abbildung 3.4-1: Massenspektrum einer 1:1-Mischung aus B-Cyclodextrin und L-
Phenylalanin (jeweils 0.6 mM)

Tabelle 3-6: Signale des Massenspektrums von L-Phe (M; = 165) und B-CD (M, = 1135)
im Verhéltnis 1:1 (jeweils 0.6 mM) und ihre Zuordnung zu den entsprechenden Fragmen-

ten

m/z Zuordnung
120.1 m(L-Phenylalanin) + m(H") - m(CO,)
166.0 m(L-Phenylalanin) + m(H")

369.1 ?
587.2 ?
669.6 ?
752.5 ?
1157.4 m(B-CD) + m(Na")
1173.4 ?

1300.4 | m(B-CD) + m(L-Phenylalanin) + m(H")
1320.4 m(B-CD) + m(L-Phenylalanin) + m(Na®)
13444 ?

Es dominiert hier das Signal fiir das unkomplexierte Cyclodextrin (m/z = 1157.4), ebenso
sind Signale fiir die unkomplexierte Aminosédure (m/z = 120.1 und m/z = 166.0) zu finden.
Jedoch ist auch ein kleiner Anteil des 1:1-Komplexes zu sehen (m/z = 1300.4 und m/z =
1320.4), wohingegen Signale, die einem 1:2- oder 2:1-Komplex entsprechen wiirden, nicht
beobachtet werden. Die Stochiometrie des p-CD/L-Phenylalanin-Komplexes betrigt
demnach 1:1. Was bei diesen massenspektrometrischen Untersuchungen immer eine
Unsicherheitsquelle darstellt, ist das Auftreten von Addukten bzw. Anlagerungs- und nicht

106

Einlagerungskomplexen.”” Um dieses ausschlieBen zu konnen, miissten jedoch weitere,

detaillierte Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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3.5 Zusammenfassung

Es wurden UV-spektroskopisch die Stochiometrien der Komplexe der D- und L-
Enantiomere von Phenylalanin und Phenylglycin mit a- und B-CD und von Tyrosin und
Tryptophan mit a-CD mittels so genannter ,,Job-Plots* bestimmt. Dabei zeigte nur Tryp-
tophan mit a-CD Anzeichen fiir ein tatsdchliches Auftreten eines Einschlusskomplexes,
und zwar wahrscheinlich mit einer Mischung aus den Stochiometrien 1:2 (AS:CD) und
1:1. Alle anderen Job-Plots waren nicht auswertbar.

Massenspektrometrische Untersuchungen einer 1:1-Mischung von L-Phenylalanin und B-
CD ergaben das Auftreten eines 1:1-Komplexes. Andere Komplexstochiometrien wurden
nicht beobachtet.

Des Weiteren wurden die Bindungskonstanten der D- und L-Enantiomere von Phenylala-
nin, Phenylglycin und Tyrosin mit a-CD UV-spektroskopisch bestimmt. Auch hier zeigten
Phenylglycin und Tyrosin keine Anzeichen fiir das Auftreten eines Einschlusskomplexes
mit o-CD. Fiir D-Phenylalanin und a-CD ergab sich eine Bindungskonstante von 2.32 +
0.57, fiir L-Phenylalanin und a-CD eine Bindungskonstante von 2.60 + 0.40.

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurden die Bindungskonstanten der Einschlusskomplexe
der DD- und LL-Enantiomere der Dipeptide Ala-Phe und Ala-Tyr mit f-CD und HS-B-CD
bestimmt. Die gefundenen Bindungskonstanten weisen alle recht hohe Standardabwei-
chungen auf, so dass sich die Enantiomere nicht signifikant voneinander unterscheiden und
teilweise im Widerspruch zu den im Zuge dieser Arbeit mit anderen Methoden gefundenen

Bindungsphinomenen stehen.
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4 NMR-spektroskopische Untersuchungen von
Cyclodextrin-Einschlusskomplexen

4.1 Einleitung

4.1.1 Grundlagen der NMR-Spektroskopie
Die meisten Atomkerne besitzen einen Eigendrehimpuls P (Kernspin) und damit ein

magnetisches Moment
u=y-P Gleichung 4.1-1

Das magnetische Verhiltnis y ist eine fiir die einzelnen Kernarten charakteristische Kon-
stante und gibt an, ,,wie stark magnetisch* ein bestimmtes Isotop ist. Der Eigendrehimpuls
P ist gequantelt:

h
P=\II+1) 2— Gleichung 4.1-2
T

Nach Einsetzen von Gleichung 3.2-1 ergibt sich daraus:
h
w=yI(I1+1) e Gleichung 4.1-3
T

I ist die Kerndrehimpuls- oder Kernspin-Quantenzahl des betreffenden Atomkerns und
kann ganz- oder halbzahlige Werte haben (I = 0, 1/2, 1, 3/2, 2, 5/2, 3, ...). Im homogenen,
statischen Magnetfeld By nimmt der Drehimpuls-Vektor P bestimmte ausgewéhlte Winkel
zum By-Vektor ein (Richtungsquantelung). In diesen Stellungen betrigt die Komponente
von P in Feldrichtung

h
P,=m-— Gleichung 4.1-4
2n

Fiir die Orientierungs- oder magnetische Quantenzahl m gilt dabei m = +I, I-1, I-2, ..., -
I+1, -1. Die insgesamt (21 + 1) Eigenzustdnde sind energetisch aufgespalten. Fiir Wasser-
stoff ist [ = 1/2 und somit m = + 1/2. Im thermischen Gleichgewicht gehen die '"H-Kerne eine
Boltzmann-Verteilung ein. Da die Energiedifferenz

h
AE =y > B, Gleichung 4.1-5
T
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im Vergleich zur mittleren thermischen Energie sehr klein ist, wird der energiedrmere
Zustand nur ganz geringfiigig stirker besetzt. Als Resonanzbedingung erhidlt man die

Beziehung

h
hv=y-—B, Gleichung 4.1-6
2

Bei erfiillter Resonanzbedingung wiirde durch Absorptionsvorginge der Besetzungsunter-
schied der beiden Energieniveaus bald aufgehoben, das System wiirde gesittigt werden,
wenn nicht in ausreichendem Umfang der riickldufige Prozess, die Relaxation, stattfinde.
Die beim Ubergang eines Kerns vom hoheren ins tiefere Niveau frei werdende Energie
kann in Form von Wirme an die Umgebung abgegeben werden (Spin-Gitter-Relaxation).
Dieser Prozess vollzieht sich mit einer Geschwindigkeitskonstante 1/T;. Man nennt T, die
longitudinale Relaxationszeit, weil dabei die Magnetisierung der Kerne in Feldrichtung
gedndert wird. Auch die transversale Magnetisierung unterliegt durch die Wechselwirkung
der Kernmomente untereinander einer zeitlichen Anderung (Spin-Spin-Relaxation). Dem-
entsprechend definiert man eine transversale Relaxationszeit T».

Die exakte Resonanzfrequenz einer bestimmten Kernsorte hédngt in charakteristischer
Weise von der Kernumgebung ab. Die am Kernort effektive Magnetfeldstdrke unterschei-

det sich von By um das induzierte Feld oBy.
Boy = By - 0By Gleichung 4.1-7
Die dimensionslose Abschirmungskonstante o geht in die Resonanzbedingung ein

v=-""B (I-0) Gleichung 4.1-8
27

Je stirker ein Kern abgeschirmt ist, je groBer also o ist, desto kleiner wird B,y d. h. desto
grofler muss bei konstanter Frequenz das angelegte Feld By sein, um den Kern in Resonanz
zu bringen. Analog dazu muss v bei konstantem By-Feld mit wachsender Abschirmung
abnehmen.

Die Lage der Kernresonanz-Absorptionen ldsst sich wegen v = f (By) nicht durch eine
absolute Skala von v oder By angeben. Stattdessen bezieht man die Signallage auf eine
Referenzverbindung. Bei der 'H- und *C-NMR-Spektroskopie hat sich dafiir Tetramethy-
silan (TMS, Si(CHs3)4) bewihrt. Bei der Messfrequenz v ergibt sich fiir die Differenz der

Signallagen von untersuchtem Kern X und TMS:
AB = B(X) - B(TMS) Gleichung 4.1-9

und entsprechend auf der Frequenzskala in Hz
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Av =v(X)—=v(TMS) = 2 4B Gleichung 4.1-10

T
Zur Bestimmung der Signallage definiert man als chemische Verschiebung (chemical shift)
o des Kernes X den Zahlenwert

A
§(X) =108 =Y Gleichung 4.1-11
v

mit 0 (TMS) = 0. J ist eine dimensionslose, von Messfrequenz bzw. Magnetfeldstirke
unabhingige, fiir den betrachteten Kern in seiner Umgebung charakteristische Grofie. Da
Av im Vergleich zu v sehr klein ist, hat man den Faktor 10° eingefiihrt und gibt J in ppm

(parts per million) an.’

4.1.2 Ziel der Untersuchungen

Die Strukturen von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen wurden bereits intensiv mit Hilfe
der NMR-Spektroskopie untersucht.'” Es ist bekannt, dass im Bereich der 'H-NMR-
Spektroskopie die Komplexierung von Cyclodextrinen mit einem aromatischen Molekiil
eine signifikante Hochfeldverschiebung der Signale der Wasserstoffatome an C-5 und/oder
an C-3, die sich im Innern der Cyclodextrin-Kavitit befinden, bewirkt. Diese Hochfeldver-
schiebung wird durch einen Ringstromeffekt durch den eingeschlossenen Aromaten
bewirkt. Dabei erhalten die verschiedenen Glucopyranoseeinheiten einen identischen
Abschirmungseffekt bedingt durch viele mittelwertbildende Faktoren. Der sich am stirks-
ten auswirkende Faktor ist dabei, dass die Rotation des Molekiils im Innern der Kavitit
zusammen mit dem Assoziations-Dissoziationsprozess der Komplexierung durch das
Cyclodextrin sehr schnell auf der NMR-Zeitskala ist.

Um Einblicke in die jeweiligen chiralen Erkennungsmechanismen zu bekommen, wurden
die Einschlusskomplexe von B-CD und den ,,Single Isomer*“-Derivaten HS-B-CD, Diac-f3-
CD und HDAS-B-CD mit Alanyl-Dipeptiden mit Hilfe der "H-NMR-Spektroskopie unter-
sucht (siehe Abbildung 4.1-1). Dariiber hinaus wurden 2D-ROESY-Experimente durchge-

fiihrt, die mehr Informationen iiber den jeweiligen Einschlussmodus liefern sollten.
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Aminoséauren

O 0 o}
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NH, NH, NH,
Alanin Phenylglycin Phenylalanin
Dipeptide
NH, NH,
H H
N N
H,C H,C
) COOH o} COCH
OH

Ala-Phe Ala-Tyr

Cyclodextrine
OH 0—SO,H OH 0—SO;H

HO
— HO — o]
HO [-0—1, HO { O0—], \n/ o [-0—1, \ﬂ/ o (- 0—1],
O >:o 0 0
B-Cyclodextrin HS-B-Cyclodextrin Diac-B-Cyclodextrin HDAS-B-Cyclodextrin

Abbildung 4.1-1: Die untersuchten Verbindungen

4.2 pH-Wert-abhédngige Untersuchungen von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen

Besondere Aufmerksamkeit wurde auf die pH-Wert-abhiingige Bestimmung der Verschie-
bungen der chemischen Verschiebungen (,,complexation induced chemical shifts®, CICS
oder A8-Werte) in wiissrigen Puffern gerichtet. Da in ,,normalen 'H-NMR-Messungen das
Wassersignal so grof3 wird, dass es alle anderen Signale iiberdeckt, wird normalerweise
deuteriertes Wasser (Deuteriumoxid oder D,O) verwendet. Der in Deuteriumoxid mit einer
normalen pH-Elektrode gemessene pH-Wert, bzw. korrekt ausgedriickt der pD-Wert,
unterscheidet sich jedoch von dem pH-Wert, der gemessen werden wiirde, wire der Analyt
im Wasser (H,0) gel6st.

Der Korrekturwert fiir pD-Werte, die mit einer Glaselektrode gemessen werden, wird z. B.

von Hart'®

mit +0,4 pH-Einheiten angegeben, was von einer friiheren Untersuchung'®
abweicht, in der der Korrekturwert mit 0,26 angegeben wird. Lumry ez al.''® geben den
Korrekturwert wiederum mit +0,4 pH-Einheiten in 99,8 % D,0O an. Mikkelsen und Niel-
sen'!! geben den Korrekturwert mit +0,44 pH-Einheiten an, ebenso Fife und Bruice.!!?

Glasoe und Long'"” und Mikkelsen und Nielsen''' haben die folgenden Fakten beziiglich

des Korrekturwerts ApD etabliert:

67



NMR-spektroskopische Untersuchungen von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen

1. Die Potentialdifferenz ist nur von der Glaselektrode und nicht von Diffusionsphé-
nomenen an der Fliissigkeitsbriicke (liquid junction) oder dhnlichem abhingig
2. Der Wert von ApD ist nicht davon abhéngig, ob die Elektrode in HO oder in D,O
eingeweicht wurde.
3. ApD hingt nicht von der Aciditit der untersuchten Losungen ab, sondern bleibt in-
variant von pH 4 bis pH 12
4. Der ApD-Wert scheint unabhingig vom Typ der verwendeten Glaselektrode zu sein
Die Einzelionenaktivititen oy und oap sind genau genommen nicht durch experimentelle
Messungen zu bestimmen,114 aber ihre Summe oy + op kann mit hinreichender Genauig-

keit durch p(DH)-Messungen bestimmt werden (Gleichung 4.2-1):
p(DH) = -log (on + op) Gleichung 4.2-1

Um oy und op einzeln zu bestimmen, muss man weitere extrathermodynamische Annah-
men treffen. Dies geschieht z. B. in der Theorie von Gross und Butler,115 die von Purlee!'®
iiberarbeitet wurde. Die Gross-Butler-Purlee-Theorie fiihrt zu folgender Gleichung:

a I1-n
A=y Gleichung 4.2-2
o n

wo n = D/[(D) + (H)] den Stoffmengenanteil von Deuterium im wissrigen Losungsmittel

und L = 11.0 bei 25°C die Gleichgewichtskonstante fiir die Reaktion
2 D30+ +3 Hzo — 2 H30+ +3 DZO Schema 4.2-1

darstellt. Wenn man ag+op und ag/op kennt, ist es moglich, oy und ap separat zu berech-
nen.

Um dieses Problem der genauen Bestimmung des pD-Wertes zu umgehen, sollten die
Messungen in H,O bei genau eingestelltem pH-Wert durchgefiihrt werden, was zu Mes-

sungen mit unterdriicktem Wassersignal fiihrte.

4.3 Vergleich der verschiedenen 'H-NMR-Messmethoden

Um grofle Wassersignale in den 1H—Spektren zu vermeiden, wurde entweder eine ,,Presatu-
ration”’-Methode zur Wasserunterdriickung verwendet oder lyophilisierte Probeldsungen
wurden in D,O wieder aufgenommen und dann vermessen. Diese beiden Methoden wur-
den auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede der CICS und auf ihre gegenseitige Ver-

gleichbarkeit gepriift.
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4.3.1 Methoden der Wasserunterdriickung
Das Ziel einer Wasserunterdriickung ist es, die Groe der Wasserresonanz zu reduzieren
und die Beobachtung von kleineren NMR-Signalen daneben zu ermdglichen. Man kann die
Methoden zur Wasserunterdriickung in drei Bereiche einteilen:

e Methoden, die die Wasserresonanz vorabsittigen

e Methoden, die eine Netto-Anregung des Wassersignals von null erreichen

e Methoden, die die Wasserresonanz mit Hilfe von gepulsten Feldgradienten zersto-

ren bzw. dephasieren'"’

Eine Ubersicht iiber verschiedene Methoden der Wasserunterdriickung, die hier angewen-

det wurden, liefert Tabelle 4-1.

Tabelle 4-1: Ubersicht iiber die verwendeten Pulssequenzen

Name Beschreibung Referenz(en)

zgpr cw-Vorabsittigung (cw presaturation) 118,119

zgeppr | Cw-Vorabsittigung mit zusammengesetzter Impulsfolge 120
(presaturation using composite pulse)

p3919gp | Wasserunterdriickung mittels 3-9-19 Impulssequenz mit 121, 122
Gradienten (WATERGATE)

zggpw5 | Wasserunterdriickung  mittels ~ WATERGATE ~ W5- 123
Impulssequenz mit Gradienten durch Doppel-Echo

4.3.1.1 Presaturation

Eine einfache, robuste und weit verbreitete Methode zur Wasserunterdriickung ist die
Vorabsittigumg (,,Presaturation). Ein Nachteil ist jedoch, dass austauschende Wasser-
stoffe ebenfalls unterdriickt werden kénnen.

Fiir die ,,Presaturation“-Methode wird ein Impuls niedriger Energie und kontinuierlicher
Wellenldnge im Frequenzbereich des zu reduzierenden Signals eingestrahlt, z. B. 1 bis 3

Sekunden vor der eigentlichen Messung, um so die Resonanz abzusiittigen.'"’

Zgpr

p1
dt

pI9 VVVVVVVV

Abbildung 4.3-1: Schematische Darstellung der ,,Presaturation‘-Impulssequenz

Ein wichtiger Parameter zur Durchfithrung dieses Experiments ist die Einstrahlungsleis-

tung. Eine zu geringe Radiofrequenz-Leistung bedeutet, dass das abgesittigte Signal nicht
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geniigend unterdriickt wird. Eine zu hohe Radiofrequenz-Leistung kann zu groflen negati-
ven oder dispersiven Signalen in der Nihe der Absittigungsfrequenz oder Dimpfung von
benachbarten Signalen sowie zu einer deutlichen Erwdrmung der Probe fiihren. Im Vorfeld
wurden dazu Versuche durchgefiihrt: so wurde die Einstrahlfrequenz auf das Wassersignal
so optimiert, dass die Verstarkung des detektierten Signals moglichst hoch war. Die Leis-
tung wurde zunidchst mit 57 dB gesetzt, in spiteren Messungen jedoch auf 60 dB ernied-
rigt, da dieses keinen Nachteil fiir die Messungen darstellte.

Ebenso wurde die Reproduzierbarkeit der einzelnen Messungen iiberpriift, indem dieselben
Proben an zwei aufeinander folgenden Tagen und eingefrorene und wieder aufgetaute

Proben Wochen spiter vermessen wurden. Sie lieferten gute Ubereinstimmungen.

4.3.1.2 WATERGATE

Der zurzeit effektivste Ansatz zur Wasserunterdriickung ist die Zerstorung der Netto-
Losungsmittel-Magnetisierung mittels gepulster Feldgradienten (,,pulsed field gradients®,
PFG). Eine der populdrsten Methoden ist hier die WATERGATE-Sequenz.

Die WATERGATE-Sequenz besteht aus zwei Gradientenimpulsen und einem selektiven
180°-Impuls. Zunichst findet eine Quermagnetisierung statt, die dann eine modifizierte
Spin-Echo-Sequenz durchliduft. Die Gradienten verdndern das Magnetfeld um die Probe
herum; so konnen z. B. Spins, die sich am oberen Ende des Probenrohrchens befinden, eine
grofere Frequenz haben als Spins am Boden des Rohrchens. Der 180°-Impuls ist so
ausgelegt, dass alle Signale mit Ausnahme des Wassersignals invertiert werden (Wasser ist
normalerweise ,,on-resonance‘). Jeder so invertierte Spin wird durch den zweiten Gradien-
tenimpuls refokussiert. Jeder Spin, der nicht invertiert wurde (z. B. der von Wasser), wird
durch den zweiten Gradientenpuls weiter defokussiert. Um dieses zu erreichen, eignet sich

besonders ein ,,3—9—19“—Pu1s.117

p3919gp
| ) )
G, J\
G, G,

Abbildung 4.3-2: Schematische Darstellung der WATERGATE-Impulssequenz
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4.3.2 Vor- und Nachteile von WATERGATE und ,,Presaturation

Die WATERGATE-Methode hat sich neben der ,,Presaturation“-Methode weitestgehend
etabliert.'** Jedoch war es fiir die speziellen Anforderungen der durchzufiihrenden Studien
erforderlich, gerade den Bereich dicht neben dem zu unterdriickenden Wassersignal genau
untersuchen zu koénnen. Deswegen wurden Vorversuche mit L-Phenylalanin (L-Phe), das
ebenso wie Ala-Phe und Ala-Tyr das fiir unsere Messungen wichtige Wasserstoffsignal
fiir HS bei ca. 4.1 ppm aufweist (im Vergleich zu den Dipeptiden, fiir die das entsprechen-
de Signal bei ca. 4.45 ppm liegt, ist es allerdings etwas hochfeldverschoben), und B-
Cyclodextrin (B-CD) durchgefiihrt. Bei der WATERGATE-Methode werden die Signale
dicht neben dem zu unterdriickenden Signal ebenfalls unterdriickt und kénnen so u. U.
nicht mehr genau genug ausgewertet werden, wie in Abbildung 4.3-3 zu sehen ist. Deswe-
gen wurde in der vorliegenden Arbeit die ,,Presaturation“-Methode zur Wasserunterdrii-

ckung verwendet.

A H1 HDO
B-Cyclodextrin /

N

T T T T T T T 1 T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 ppm

B HDO

H1
B-Cyclodextrin H5
\ L-Phe
~ L
I

I | T T I T [ I I
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 ppnm

Abbildung 4.3-3: Unterschied der Signalstirke der Nachbarpeaks des zu unterdriickenden
Wassersignals. A: Wasserunterdriickung mittels ,,Presaturation®, B: Wasserunterdriickung

mittels WATERGATE
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4.3.3 Wasserunterdriickung versus Lyophilisation und Wiederauflésen
in Deuteriumoxid

Ein Teil der Messungen wurden auch mit im entsprechenden wissrigen Puffer gelosten,
lyophilisierten und in D,O wieder aufgelosten Proben wiederholt, um einen ganz anderen
Ansatz zur Vermeidung grofler Wassersignale zu testen. Dieses Verfahren ist fiir die
Messungen von Losungen mit genau eingestelltem pH-Wert durchaus anwendbar, da fiir
Peptide und Proteine, die auf diese Weise behandelt werden, ein so genannter ,,pH-
Memory-Effekt” auftritt. Das bedeutet, dass der Protonierungszustand der im Puffer
gelosten Peptide oder Proteine erhalten bleibt, auch wenn das Wasser ausgefroren
wird, 125126

Die lyophilisierten und in D,O wieder aufgeldste Proben benotigen eine (zeit)aufwéndigere
Probenvorbereitung, hohere Kosten (grolere Mengen an deuteriertem Losungsmittel).
Jedoch ist die Messung unkompliziert und kann unter Standardbedingungen mit einem
Breitband-Direkt-Messkopf (broad band observer, BBO) durchgefiihrt werden. Beim
BBO-Messkopf liegt die Breitbandspule innen und die Protonenspule auflen.

Die Messungen mit Wasserunterdriickung (in unserem Falle die ,,Presaturation*“~-Methode)
bietet eine einfache Probenvorbereitung und geringe Kosten (Millipore-Wasser als Lo-
sungsmittel). Andererseits ist der Messaufwand groB: Es sollte ein Breitband-Invers-
Messkopf (BBI) anstatt des standardmiBig verwendeten BBO-Messkopfes eingebaut
werden. Beim BBI-Messkopf liegt die Breitbandspule auflen und die Protonenspule innen,
was fir '"H-Messungen zu einem besseren Signal-Rausch-Verhiltnis fithrt. Der BBI-
Messkopf verfiigt iiber kein automatisches ,,Tuning and Matching®, d. h. fiir jede Messung
muss ein manuelles ,,Tuning and Matching* durchgefiihrt werden.

In unserem Falle war es aufgrund der Menge der durchzufiihrenden Messungen sinnvoll,
die Messungen mit Wasserunterdriickung durchzufiihren, weil die Lyophilisation einen
erheblichen zeitlichen und finanziellen Aufwand darstellt.

Die CICS fiir die wissrigen und die lyophilisierten und in D,O wieder aufgelosten Proben
sind sehr dhnlich. Allerdings ist das Signal fiir das Dipeptid-Proton H5 in D,0, wie zu
erwarten, ein Dublett eines Dubletts, wohingegen dasselbe Signal in H,O, mit einer ,,Presa-
turation“-Technik gemessen, weit mehr aufgespalten ist und andere Kopplungskonstanten

aufweist (siehe Abbildung 4.3-4).
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D-fla-D-Tyr Gk pll 2.5

B
e

4,54 4,52 4,60 4.48 4,46 4.4 4,42

Abbildung 4.3-4: Signal fiir das Proton H5 von D-Ala-D-Tyr: A) in D,O (schwarz) und B)

in H,O mit Wasserunterdriickung durch ,,Presaturation® (grau)

Das betreffende Signal liegt sehr nahe am Wassersignal, deswegen liegt die Vermutung
nahe, dass es im Zuge des Absittigungsprozesses, der mit einer Leistung von 60 dB statt-
findet, beeinflusst wird. Eine andere Erkldrungsmoglichkeit konnte sein, dass die Signale
fiir die protonierten Stickstoffatome, die vom Wassersignal iiberlappt werden, vom Absit-
tigungsprozess beeinflusst werden und so zu der Verdnderung des Signals fiir das Wasser-
stoffatom HS5 fiihren, das im molekularen Kontext sehr nahe am Stickstoffatom liegt. Alle
anderen Kopplungskonstanten bleiben in beiden Losungsmitteln (H,O und D,0O) gleich.

Die Kopplungskonstanten von Dipeptid- und Cyclodextrin-Protonen bleiben in komple-
xiertem wie unkomplexiertem Zustand gleich, was darauf hindeutet, dass weder Dipeptid
noch Cyclodextrin ihre Konformation bei Komplexierung verdndern. Dies liegt wohl
daran, dass die Cyclodextrin-Kavitdt ausreichend Platz bietet, um den aromatischen Ring

des Dipeptids vollstindig einzuschlieB3en.

4.4 Vergleich: Referenzierung auf HDO-Peak vs. ,,Interner
externer Standard*:

Es ist eine allgemein iiblich, beim Vermessen von NMR-Proben eine geeignete chemische
Verbindung als Referenz fiir die chemische Verschiebung in die Probe zu geben (interne
Referenzierung, interner Standard). In organischen Losungsmitteln wird hidufig Tetra-

methylsilan (TMS, 0.0 ppm) verwendet. Das wasserlosliche Aquivalent dazu ist teilweise
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deuteriertes Natrium-3-trimethylsilylpropionat-d4 (TSP-ds), das ebenfalls zu 0.0 ppm
referenziert wird. Manchmal fiigt man gar keine externe Referenzsubstanz hinzu, sondern
referenziert auf ein Losungsmittel-Signal. Im Falle von wissrigen Losungen ist dies der
HDO-Peak bei 4.65 ppm.

Eine Alternative zum Hinzufiigen von zusitzlichen Referenzierungsverbindungen ist die so
genannte externe Referenzierung, wo das Spektrum einer separaten Referenzsubstanz vor
und/oder nach der eigentlichen Messung aufgenommen wird und in das eigentliche Spekt-
rum iibertragen wird. Dazu miissen bei allen Messungen exakt die gleichen Geriteparame-
ter eingestellt werden. H7

Die Referenzierung auf den HDO-Peak ist immer problematisch, da die Lage dieses Peaks
stark pH-abhéngig ist. Bei den Messungen mit Wasserunterdriickung ist diese Referenzie-
rung ohnehin nicht moglich, da das Wassersignal verschwindet bzw. verzerrt wird. Auch
bei den Messungen nach Lyophilisierung (Siehe 4.3.3), die bei definierten pH-Werten
ablaufen, ist trotzdem eine Referenzierung auf einen externen Standard vorzuziehen, da die
Unterschiede in den CICS der Enantiomere verglichen werden sollen, die in der Regel sehr
klein sind. Schon kleinste pH-Wert-Schwankungen und damit kleinste Schwankungen in
der Lage des Referenzpeaks konnen die Ergebnisse verfilschen.'*’

Fiir den hier verwendeten ,,internen externen Standard“ bendtigt man spezielle NMR-
Rohrchen, in die ein koaxialer Einsatz eingefiihrt werden kann. Die Innen- und Auflenrhr-
chen sind so gearbeitet, dass das innere Rohrchen genau zentriert ist. Diese Methode hat
den entscheidenden Vorteil, dass sich der Standard direkt in der aktuell vermessenen Probe
befindet, ohne jedoch mit der eigentlichen Probe Wechselwirkungen einzugehen.

Es wurden im Vorfeld auch Versuche mit Methanol und DSS als interne Standards in der
Probenlosung durchgefiihrt, die keine Probleme beziiglich Wechselwirkungen mit den
eingesetzten Cyclodextrinen in Losung aufwerfen sollen.'”!'*1*%13! Djese internen Stan-
dards wurden dann aber zugunsten des ,,internen externen Standards® verworfen. Beim
»internen externen Standard* wird die geloste Referenzsubstanz in einem genau passenden,
koaxialen Innenrohrchen in das NMR-Rohrchen eingefiihrt und geht so keinerlei Wech-
selwirkung mit der Probelosung ein (siehe Abbildung 4.4-1). Die Probenvolumina betragen
bei dieser Methode 530 ul im dufleren Rohrchen (Probe) und 65 ul (Referenz) im inneren
Rohrchen.

Als Referenzsubstanz wurde Maleinsiure gewihlt, weil deren einziger Peak im '"H-NMR-
Spektrum bei 6.3 ppm liegt und sich damit in den Spektren weder mit Signalen von Ami-

nosiure/Dipeptid-Wasserstoffatomen noch mit Cyclodextrin-Wasserstoffatomen iiberlappt.

74



NMR-spektroskopische Untersuchungen von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen

Abbildung 4.4-1: NMR-Ro6hrchen mit koaxialem Innenréhrchen

4.5 Bestimmung von Ao-Werten

Vermessen wurden sowohl die einzelnen Aminosduren, Dipeptide und Cyclodextrin als
auch 1:1-Mischungen von jeweils einem Enantiomer der Aminosdure bzw. des Dipeptids
und dem jeweiligen Cyclodextrin. Die Peaks wurden den jeweiligen Wasserstoffatomen
zugeordnet und die Anderungen (A) der chemischen Verschiebung (8) bestimmt. Hierbei
wurde vom o-Wert der Einzelsubstanz der o-Wert der komplexierten Verbindung subtra-
hiert, und zwar sowohl fiir die Wasserstoffatome der Aminosdure bzw. des Dipeptids als

auch fiir die Wasserstoffatome des jeweiligen Cyclodextrins.
AS = b (Einzelsubstanz) - & (1:1-Gemisch) Gleichung 4.5-1

Die Ad-Werte sind also ,,Verschiebungen der chemischen Verschiebungen, die durch

Komplexbildung induziert wurden” (complexation induced chemical shifts, CICS).

4.5.1 Experimentelles

Die 'H-NMR-Experimente wurden auf einem Bruker Avance 400 FT NMR-Spektrometer
(Bruker, Rheinstetten, D) mit einer Betriebsfrequenz von 400,132 MHz durchgefiihrt. Die
verwendete Software war das XWIN-NMR Programm-Paket Version 3.5 mit Microsoft®
Windows™ NT 4.0 als Betriebssystem. Die Spektren wurden mit 128 Scans und einem
Frequenzbereich von 4006.410 Hz in 48 K Datenpunkte aufgenommen, resultierend in
einer digitalen Auflosung von 0,16 Hz/Punkt. Vor der Fouriertransformation wurde eine
angemessene Fensterfunktion verwendet, um die spektrale Auflosung zu erhohen.

Die Stammlosungen bestanden aus jeweils 12 mM (wegen der schlechten Loslichkeit von
B-CD) Cyclodextrin, Aminosédure oder Dipeptid in einem Phosphatpuffer mit dem entspre-
chenden pH-Wert und wurden vor der Messung im Verhiltnis 1:1 gemischt. Im 1:1-

Gemisch lagen dementsprechend Konzentrationen von 6 mM vor. Einzelsubstanzen
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wurden 1:1 mit Puffer gemischt, um die Konzentration von 6mM/L zu erhalten. Tyrosin
(Tyr) konnte aufgrund der sehr schlechten Loslichkeit in Wasser (maximal 2 mM) nicht
vermessen werden. Die Messungen wurden jeweils bei den pH-Werten 2.5 und 3.5 durch-
gefiihrt. Um das Autreten von CICS generell zu iiberpriifen, wurden zunichst Messungen
bei pH 4.5 durchgefiihrt, indem fiir den Puffer 50 mM KH,PO, in D,0O geldst wurden, was
einem pH-Wert von 4.5 entspricht. Bei den Messungen mit Wasserunterdriickung bestan-
den die Puffer aus 50 mM Natriumphosphat in H,O, die pH-Werte von 2,5 und 3,5 wurden
mit Phosphorsdure (10 %) eingestellt. Die Wasserunterdriickung wurde mit Hilfe der
,Presaturation“-Methode durchgefiihrt. Der Transmitter-Offset war dabei auf die Wasser-
Resonanz eingestellt. Die Spektren wurden auf den Maleinsidure-Peak bei 6,3 ppm referen-
ziert. Die Maleinsdure wurde als ,,interner externer Standard® (s. 0.), 50 mM in D,0O, mit

Hilfe eines Kapillarinnenrohrchen der Firma Wilmad (Buena, NJ, USA) eingefiihrt.

4.5.2 Chemikalien

Die Bezugsquellen der Chemikalien finden sich im Kapitel ,,Potentiometrische Bestim-
mung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen*. HS- und HDAS-
B-Cyclodextrin wurden von Beckman (Fullerton, CA, USA) bezogen, Diac-f-Cyclodextrin

wurde gemiB Lit."* synthetisiert.

4.6 ROESY-Experimente

4.6.1 Kern-Overhauser-Effekt

Der Kern-Overhauser-Effekt (,,Nuclear Overhauser Effect”, NOE) bezeichnet eine Art der
Wechselwirkung zwischen Kernen, die nicht, wie in 4.1.1 beschrieben ist, eine skalare
Kopplung darstellt, sondern direkte durch den Raum reichende Wechselwirkungen (dipola-
re Kopplungen). Der NOE ist von der molekularen Rotationszeit 1. und der Resonanzfre-
quenz o abhingig. 1. ist die Zeit, die ein Molekiil fiir eine 360° Drehung benétigt. Sie wird
hauptsichlich durch die molekulare Masse bestimmt. Je groBer ein Molekiil ist, desto

langsamer die Neuorientierung der Spins, d. h. desto groBer 1.

T. [ps] = Molmasse [Da] Gleichung 4.6-1

NOE ~ log(m-t.) Gleichung 4.6-2

T. wird aber auch von anderen Parametern beeinflusst:

e  Temperatur (je hoher die Temperatur, desto kleiner t.)
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e  Viskositit des Losungsmittels (je viskoser das Losungsmittel, desto groBer 1)
® Aggregationsvorginge in der Losung etc.
Gleichung 4.6-2 fiihrt zu einem Nulldurchgang des NOEs. Fiir Cyclodextrine liegt der
NOE mit den zur Verfiigung stehenden Spektrometern nahe an 0. Dies wird durch
Abbildung 4.6-1 illustriert.
+100 %y
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Abbildung 4.6-1: Abhingigkeit des NOE vom Produkt aus Resonanzfrequenz o (MHz)

und molekularer Korrelationszeit t. (ms) (nach Lit.''"

Eine lange Korrelationszeit bedeutet eine schwerfillige Rotation und sehr kleine Hochfre-
quenz-Anteile. Eine kurze Korrelationszeit bedeutet eine schnelle zufillige Rotation, d. h.

eine viel breitere Frequenzstreuung und mehr Hochfrequenz-Anteile.

4.6.2 2D-NOESY-Experiment

Im zweidimensionalen (2D) NOESY-Experiment (Nuclear Qverhauser Enhancement
Spectroscopy) resultieren Kreuzpeaks aus 1H,1H—Wechselwirkungen, die durch dipolare
Kopplungen vermittelt wurden (Abstand < 5 A). Die GroBe der Kopplungen hingt nur vom
Abstand der miteinander koppelnden Spins, jedoch nicht von der Anzahl der dazwischen
liegenden Bindungen ab. Artefakte im NOESY konnen sein:

e EXSY-(Austausch)-Peaks; sie haben meistens sehr hohe Intensititen und dieselbe
Signalphase wie die Diagonalpeaks (auch bei kurzen Mischzeiten). Solche Peaks
werden z.B. zwischen Wasser und labilen OH-, NH-Protonen beobachtet.

¢ (COSY-Peaks (anti-Phase COSY-Typ-Peak); u.a. bei miteinander skalar und dipolar
koppelnden Protonen, wie z.B. geminale Protonen.

e t;-Noise und ,,rapid scanning“-Artefakte.
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4.6.3 2D-ROESY-Experiment

Der NOE-Effekt beim NOESY-Experiment wird in einem statischen Magnetfeld (,,labora-
tory frame*) beobachtet. Im NOESY-Experiment wird eine spezielle Relaxation (,,cross
polarisation®) verwendet. Im ROESY-Experiment hingegen, das ein ,,Spinlock*-
Experiment darstellt, wird ein rotierendes Koordinatensystem (,,rotating frame‘) verwen-

det 117

Abbildung 4.6-2: ,,Laboratory Frame* versus ,,Rotating Frame*'*?

Im ROESY-Spektrum sind genauso wie im NOESY-Spektrum auf beiden Frequenzachsen
'H-chemische Verschiebungen aufgetragen. Kreuzpeaks resultieren ebenfalls aus dipolaren
'H,'H-Wechselwirkungen (Abstand < 5 A). Das Problem des Vorzeichenwechsels der
Signalphase der Kreuzsignale kann umgangen werden; der ROE ist fiir alle Molekiile
unabhiingig von der MolekiilgroBe positiv (siche Abbildung 4.6-3).""”

+100 %y

ROE

100
1 Ty

Abbildung 4.6-3: ROE und NOE (nach Lit.'"")

Die Impulssequenz ist dhnlich der TOCSY-Impulssequenz. Die ROESY-Impulssequenz ist
in Abbildung 4.6-4 dargestellt.
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roesyph
p1 p15
0 pl11
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Abbildung 4.6-4: Schematische Darstellung der ROESY-Impulssequenz'®* (2D ROESY
mit “continuous wave (cw) spin lock”, phasensensitiv) mit: pl = 90°-Impuls; dO = Inkre-
mentierte Verzogerung (2D); p15 = Impuls fiir ROESY ,,spin lock*; pl11 = Energieniveau
fiir ROESY ,,spin lock*

Das ROESY-Experiment ist besonders gut fiir Molekiile mittlerer Groe (1000 — 2000
Dalton) geeignet, fiir die mit dem NOESY-Experiment keine befriedigenden Spektren
erhalten werden konnen. Fiir grole Molekiile mit kurzen transversalen Relaxationszeiten
ist das ROESY-Experiment ungeeignet. Artefakte im ROESY konnen sein:

e TOCSY-Peaks, (in-Phase, positiv)

e Spin-Diffusions-Peaks (ROE-ROE-Relay) (in-Phase, positiv)

e TOCSY-ROESY-Transfer-Peaks (in-Phase, negativ)

4.6.4 Experimentelles

Die ROESY-Experimente wurden auf einem Bruker DMX FT-NMR-Spektrometer mit
einer Betriebsfrequenz von 600.13 MHz durchgefiihrt. Die verwendete Software war das
XWIN-NMR Programm-Paket Version 2.0 mit Microsoft® Windows™ NT 4.0 als Be-
triebssystem. Der ,,Spin lock*“-Impuls hatte eine Dauer von 200 bzw. 300 ms. Alle Proben
wurden bei einer Temperatur von 300 K vermessen. Die Proben wurden im entsprechen-
den Puffer (siche 4.5.1, "H.NMR-Spektroskopie) gelost und gemischt, lyophilisiert, in D,O
wieder aufgeldst und in einem Schott (Mainz, Deutschland) NMR-R6hrchen ohne koaxia-
les Innenrdhrchen vermessen. Die erhaltenen zweidimensionalen Diagramme wurden mit

Hilfe von XWin-NMR hinsichtlich der Intensitit der Kreuzsignale analysiert.

4.7 Ergebnisse und Diskussion

4.7.1 'H-NMR-Experimente
B-Cyclodextrin und HS-B-Cyclodextrin bilden mit Ala-Phe und Ala-Tyr echte Einlage-

rungskomplexe (belegt durch Ad-Werte der Cyclodextrin-Wasserstoffatome H-3 und H-5
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sowie die Ad-Werte der arylischen und benzylischen Dipeptid-Wasserstoffatome) und
durch die Ergebnisse der ROESY-Experimente. Einen Einblick in typische Spektren gibt
Abbildung 4.7-1, hier werden exemplarisch die Spektren von D-Ala-D-Phe mit -

Cyclodextrin gezeigt.

H6
A
H3 H5
H2 H4
[ T T T T T T T T T T T 1
4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 ppm
B
H5
i
[ T T T
4.5 4.4 4.3
C
H5
Ala-Phe
MU

Abbildung 4.7-1: Der Bereich von 4.6 bis 3.4 ppm A: B-Cyclodextrin, B: D-Ala-D-Phe, C:
B-CD + D-Ala-D-Phe (1:1); der pH-Wert betrigt jeweils 2.5

Diac-B-Cyclodextrin und HDAS-B-Cyclodextrin zeigen nur sehr schwache Wechselwir-
kungen mit Ala-Phe (Ergebnisse werden nicht gezeigt) und Ala-Tyr (siche Abbildung
4.7-2); es bildet sich wahrscheinlich kein Einlagerungskomplex, sondern es findet eine
andere Art der Wechselwirkung statt, vermutlich am engeren Rand der Cyclodextrin-
Kavitit.

Deswegen ist es unmoglich, Einblicke in die Komplexstruktur zu erlangen. Die schwachen

Wechselwirkungen spiegeln sich auch in den Ergebnissen der Kapillarelektrophorese

80



NMR-spektroskopische Untersuchungen von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen

wieder: Mit der Ausnahme von Ala-Phe bei einem pH-Wert von 2.5 kann keine Trennung

von Ala-Phe oder Ala-Tyr mit Diac-B-CD oder HDAS-B-CD erzielt werden.”

4.7.1.1 Einfluss auf die Cyclodextrin-Wasserstoffe

Wenn man -CD und HS-B-CD in Kombination mit Ala-Phe betrachtet, sind die CICS fiir
die Cyclodextrin-Wasserstoffe H3” und HS5’ recht hoch (Abbildung 4.7-3), was auf einen
Einschluss von Ala-Phe in die Cyclodextrin-Kavitédt hinweist. Nachdem die CICS von HS’
immer hoher sind als die von H3’, taucht der Phenylring wahrscheinlich tief in die Kavitét
ein.

HS-B-CD induziert sehr groe Unterschiede der chemischen Verschiebungen bei Komple-
xierung mit beiden Dipeptiden (sie sind sogar noch hoher als mit B-CD), und zusétzlich
dazu noch Wechselwirkungen mit dem Cyclodextrin-Wasserstoff H1’, welches sich am
weiteren Rand der Cyclodextrin-Kavitidt befindet. Bei beiden pH-Werten sind die CICS
groBBer bei Wechselwirkung mit dem DD-Enantiomer von Ala-Phe, was auf eine stirkere
Bindung als mit dem LL-Enantiomer hinweist. Mit B-CD sind die CICS sehr dhnlich fiir
beide Enantiomere, deswegen konnen keine Aussagen iiber Unterschiede zwischen den
Enantiomeren gemacht werden.

Bei Komplexierung mit -CD oder HS-B-CD verursacht Ala-Tyr sogar noch hohere CICS
fiir die Wasserstoffe im Innern der Kavitit als Ala-Phe (Abbildung 4.7-3). Wie schon mit
Ala-Phe beobachtet, zeigt HS-B-CD zusitzliche Interaktionen fiir den Wasserstff H1’. Die
CICS fiir HS-B-CD bei Komplexierung mit Ala-Tyr sind sehr dhnlich fiir beide Enantiome-
re; nur HS’ zeigt eine stiarkere Wechselwirkung mit dem LL-Enantiomer.

Ein anderes Bild ergibt sich fiir B-CD: Hier sind die CICS fiir den Wasserstoff H3* grofer
fiir das LL-Enantiomer bei pH 2.5 und grofer fiir das DD-Enantiomer bei pH 3.5. Fiir den
Wasserstoff HS’ passiert genau das Gegenteil: Die CICS sind grofler fiir das DD-
Enantiomer bei pH 2.5 und groBer fiir das LL-Enantiomer bei pH 3.5. Wenn man in Be-
tracht zieht, dass sich der Wasserstoff H5’ tiefer in der Kavitit befindet als H3’, kann man
daraus schlieBen, dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer tiefer in die Kavitit eintaucht und

bei pH 3.5 das LL-Enantiomer.
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Abbildung 4.7-2: CICS fiir Ala-Tyr mit Diac-B-CD und HDAS-B-CD, CD- und Ala-Tyr-

Wasserstoffe
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Abbildung 4.7-3: CICS fiir Ala-Phe und Ala-Tyr mit B-CD und HS-B-CD, CD-

Wasserstoffe
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4.7.1.2 Einfluss auf die Dipeptid-Wasserstoffe

Wenn man die Ala-Phe-Wasserstoffe betrachtet, finden sich in der Tat Unterschiede
zwischen den Enantiomeren bei beiden pH-Werten und mit sowohl B-CD als auch HS-B-
CD (siehe Abbildung 4.7-4).

Bei Komplexierung mit 3-CD sind fiir das DD-Enantiomer von Ala-Phe die CICS von H2
und HS groBer als fiir das LL-Enantiomer. Fiir den benzylischen Wasserstoff H6-b sind die
CICS fiir das LL-Enantiomer groBer. Mit steigendem pH-Wert werden die CICS fiir die
benzylischen Wasserstoffe groler und fiir die Wasserstoffe der aliphatischen Seitenkette
kleiner, was auf eine groflere Wechselwirkung mit dem aromatischen Teil des Molekiils
hindeutet. Mit HS-B-CD sind die CICS der benzylischen Wasserstoffe und des Wasserstof-
fes HS sogar noch unterschiedlicher als mit B-CD. Hier verursacht das DD-Enantiomer
deutlich groBere CICS und wird dementsprechend auch stirker gebunden.

Ala-Tyr weist grole CICS fiir die aromatischen und benzylischen Wasserstoffe bei Kom-
plexierung mit B-CD und groBe CICS fiir die benzylischen Wasserstoffe und Wasserstoff
HS5 bei Komplexierung mit HS-B-CD auf. Bei pH 2.5 sind letztere grofler fiir das DD-
Enantiomer, daraus ldsst sich schlieen, dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer stirker an
HS-B-CD gebunden wird als das LL-Enantiomer.

Die Muster der CICS der Wasserstoffe von sowohl Ala-Phe als auch Ala-Tyr mit B-CD
und auch HS-B-CD sind sehr dhnlich, was darauf schlielen ldsst, dass ein @hnlicher Ein-
schlussmodus fiir beide Dipeptide mit dem jeweiligen Cyclodextrin vorhanden ist.
Nachdem die CICS generell bei pH 2.5 groBer sind als bei pH 3.5, ist wohl auch die
Wechselwirkung groer beim niedrigeren pH-Wert, was auf ein weniger tiefes Eintauchen
bei pH 3.5 hinweist. Der pK-Wert der Carboxylgruppe betrigt nach eigenen Messungen
3.1, so sind bei pH 2.5 80 % der kationischen und 20 % der zwitterionischen Spezies
vorhanden. Andererseits sind bei pH 3.5 30 % der kationischen und 70 % der zwitterioni-
schen Spezies vorhanden. Dies fiihrt zu dem Schluss, dass die kationische Spezies mehr
Moglichkeiten zur Wechselwirkung und damit auch mehr Orte zur Wechselwirkung bietet
als die zwitterionische Spezies.

Fir Alanin (Daten nicht abgebildet) konnten keine signifikanten Wechselwirkungen mit
keinem der verwendeten Cyclodextrine beobachtet werden. Fiir Phenylalanin (Daten nicht
abgebildet) waren die Wechselwirkungen qualitativ dieselben, aber weniger ausgeprigt als

bei Ala-Phe.
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Abbildung 4.7-4: CICS fiir Ala-Phe und Ala-Tyr mit B-CD und HS-B-CD, Dipeptid-

Wasserstoffe
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Wenn man die CICS der Aminosdure mit dem korrespondierenden Dipeptid vergleicht,
sieht man, dass das Dipeptid eine stirkere Bindung aufweist, was darauf hindeutet, dass die
Verldangerung der aliphatischen Seitenkette durch eine peptidische Einheit die Zahl der
Bindungsstellen zu erhdhen scheint und in groeren CICS resultiert.

Tyrosin, eine weitere einzelne Aminosdure, die mit den untersuchten Dipeptiden in Ver-
bindung steht, wurde aufgrund ihrer schlechten Wasserloslichkeit nicht untersucht.
Phenylglycin, das keine Wechselwirkung mit Cyclodextrinen bei den potentiometrischen
Untersuchungen zeigte,'™ wurde als Negativkontrolle ebenfalls untersucht und zeigte
erwartungsgemil keine signifikanten CICS mit den verwendeten Cyclodextrinen (Daten

nicht abgebildet).

4.7.2 ROESY-Experimente

Um weitere Einblicke in den hier auftretenden chiralen Erkennungsmechanismus zu
erlangen, wurden ROESY-Experimente durchgefiihrt, um die Interaktion des DD- und des
LL-Enantiomers von Ala-Tyr mit B-CD und HS-B-CD bei pH 2.5 und pH 3.5 zu studieren.
Ala-Tyr wurde deswegen ausgewihlt, weil es im '"H-NMR-Spektrum zwei Dubletts fiir den
aromatischen Bereich liefert, was durch die para-Substitution des aromatischen Ringes
hervorgerufen wird, die leicht den Molekiilregionen Ar-a und Ar-b zugeordnet werden
konnen (siehe Abbildung 4.7-5) und damit weitere Interpretationsmoglichkeiten beziiglich
der Lage des aromatischen Ringes bieten. Ala-Phe dagegen liefert fiir den Aromatenbe-
reich nur ein nicht aufgelostes Multiplett, was schwer zu analysieren ist.

In Abbildung 4.7-5 ist zu sehen, dass starke Kreuzsignale zwischen den aromatischen
Wasserstoffen von Ala-Tyr und den Wasserstoffen H3’ und HS’, die sich im Innern der
Kavitit befinden, den Einschluss des aromatischen Restes in die Kavitdt von sowohl B-CD
als auch HS-B-CD bestiitigen.'>> Ala-Tyr taucht vom weiteren Rand her in die Kavitit von
B-CD hinein, und zwar mit dem Phenylring zuerst. Dies wird dadurch belegt, dass die
Kreuzsignale zwischen H-Ar-b (Ala-Tyr) und H6’ (B-CD) grofer sind als die Kreuzsignale
zwischen H-Ar-a (Ala-Tyr) und H6’ (B-CD).

Fiir B-CD sind die Kreuzsignale zwischen H-Ar-a (Ala-Tyr) und H3* (B-CD) grof3er als die
Kreuzsignale zwischen H-Ar-b (Ala-Tyr) und H3’ (B-CD) und die Kreuzsignale zwischen
H-Ar-b (Ala-Tyr und H5’ (B-CD) sind groBer als die Kreuzsignale mit H3’ (B-CD). Diese
Fakten bestitigen zusitzlich das Eindringen des Dipeptids mit dem Phenylring voran vom

weiteren Rand aus in die Kavitit.
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Die Erhohung des pH-Wertes von 2.5 auf 3.5 fiihrt im Allgemeinen zu schwicheren
Kreuzsignalen der aromatischen Dipeptidwasserstoffe mit Wasserstoff H5’ (B-CD). Wahr-
scheinlich dringt der aromatische Rest bei pH 3.5 nicht so tief ein wie bei pH 2.5, was mit

den Ergebnissen der CICS-Messungen iibereinstimmt.

63
Wasserstoffe Wasserstoffe
(Ala-Tyr) (Ala-Tyr)

6;
Wasserstoffe s " Wasserstoffe
(Ala-Tyr) (Ala-Tyr)

Abbildung 4.7-5: Relative Intensititen der Kreuzsignale der ROESY-Experimente fiir Ala-
Tyr mit B-CD und HS-B-CD (Signalintensitéten sind in willkiirlichen Einheiten)

Bei pH 2.5 taucht das DD-Enantiomer tiefer in die Kavitit ein als das LL-Enantiomer, weil
schwichere Wechselwirkungen mit H3’ (B-CD) auftreten, das iiber H5* (B-CD) liegt, und
starkere Wechselwirkungen mit H5” (B-CD), das tiefer in der Kavitit liegt. Auerdem

finden sich groBere Kreuzsignale fiir die benzylischen Wasserstoffe des Dipeptids mit den
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Wasserstoffen, die sich im Innern der Kavitit befinden, was den tieferen Einschluss des
DD-Enantiomers in die f-CD-Kavitét weiter bestitigt. Bei pH 3.5 finden sich kaum Unter-
schiede zwischen den beiden Enantiomeren. Dies kann auch durch Experimente mit Hilfe
der Kapillarelektrophorese, die zu keiner Trennung der Enantiomere von Ala-Tyr bei pH
3.5 in einem B-CD-haltigen Puffer (ohne Zugabe von Harnstoff) bestitigt werden.'*®
Zusitzliche Kreuzsignale zwischen den benzylischen Wasserstoffen von D-Ala-D-Tyr und
den Cyclodextrin-Wasserstoffen H2’ und H4’, die sich auB3erhalb der Cyclodextrin-Kavitét
befinden, sind ziemlich hiufig anzutreffen und werden normalerweise dadurch erklart, dass
ein dipolarer Transfer iiber ihre J-Kopplung zu H3” und HS’ stattfindet und nicht, dass sich
ein externer Wirts-Gast-Komplex bildet."’

Die Kreuzsignale, die bei Komplexierung mit HS-B-CD auftreten, sind schwieriger zu
interpretieren. Sie stimmen nicht mit dem tieferen Einschluss eines bestimmten Enantio-
mers iiberein, obwohl kleine Unterschiede zwischen den Enantiomeren zu finden sind. Das
Komplexierungsverhalten von HS-B-CD kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht

abgeleitet werden.

4.8 Zusammenfassung

Um den chiralen Erkennungsprozess von B-Cyclodextrin (B-CD) und einigen seiner Deri-
vate, ndmlich Heptakis-(6-sulfato)-p-cyclodextrin (HS-B-CD), Heptakis-(2,3-O-diacetyl)-
B-cyclodextrin  (Diac-B-CD) und Heptakis-(2,3-O-diacetyl-6-sulfato)-B-cyclodextrin
(HDAS-B-CD), zu verstehen, wurden NMR-Experimente, vor allem die Messung von
,Verschiebungen der chemischen Verschiebungen, die durch Komplexbildung induziert
wurden” (complexation induced chemical shifts, CICS) und ROESY-Experimente, durch-
gefiihrt. Betrachtet man die CICS, die fiir die Diastereomeren der Paare Diac-f-CD/Ala-
Phe, HDAS-B-CD/Ala-Phe, Diac-B-CD/Ala-Tyr und HDAS-B-CD/Ala-Tyr auftreten, dann
zeigt sich, dass sie relativ klein sind und demnach auf eine eher schwache Wechselwirkung
des jeweiligen Gastmolekiils mit dem Wirt hindeuten. Die CICS fiir §-CD und HS-B-CD
bestdtigten einen Einschluss des aromatischen Restes in die Cyclodextrin-Kavitit. Es
konnte gezeigt werden, dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer von Ala-Tyr tiefer in die
Kavitidt von B-CD eintaucht als das LL-Enantiomer. Auflerdem ist bei pH 3.5 die Eintauch-
tiefe in die Kavitét geringer als bei pH 2.5, was durch die ROESY-Experimente unterstiitzt

werden konnte.
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5 ,,Molecular Modelling“-Studien Uuber Cyclodextrin-
Dipeptid-Einschlusskomplexe

5.1 ,,Molecular Modelling*
Der Begriff ,,Molecular Modelling* steht fiir verschiedene computergestiitzte Techniken
fiir die Berechnung, Darstellung und Bearbeitung der realistischen dreidimensionalen
Molekiilstrukturen und ihren physikochemischen Eigenschaften. Als Rohmaterial dienen
Daten aus der Strukturanalyse. Das Handwerkszeug stellen quanten- und molekiilmechani-
sche Rechenverfahren dar.
Die wichtigsten Methoden des ,,Molecular Modelling* sind:
¢ Erstellung interaktiver Computergraphiken (3D-Strukturen darstellen)
® Modellierung kleiner Molekiile (Strukturen erzeugen, Anwenden von
quantenmechanischen Verfahren, Molekiilmechanik und -dynamik, Konforma-
tionsanalyse, Berechnung von physikochemischen Eigenschaften)
e Molekiilvergleiche (Volumenvergleiche, 3D-QSAR, Uberlagerung von Molekiilen
nach Ahnlichkeit)
® Modellierung von Proteinen (Sequenzvergleiche, Simulation von Faltungen und
Modellierung von Protein-Homologien)
® Modellierung von  Protein-Ligand-Wechselwirkungen  (Berechnung  von
Bindungskonstanten, Bestimmung von Dockingpositionen)
¢ Ligandendesign (strukturbasiertes und De novo-Design, 3D-Datenbankensuche)
Das Ziel des ,,Molecular Modelling* ist der Aufbau eines Struktur-Modells. Hierzu nutzt
man einerseits genaue Rechenverfahren (Quantenmechanik, Kraftfelder) und zusitzlich
versucht man bei bekannten experimentellen Daten die Geometrie und physikochemische
Eigenschaften zu extrapolieren. Man beginnt mit der Erzeugung eines Startmodells. Um
moglichst nah an den experimentellen Daten zu bleiben, sucht man in Datenbanken nach
Molekiilen mit sehr dhnlichen experimentellen Eigenschaften. Anschliefend wird das
Startmodell mit Hilfe von Kraftfeldmethoden oder quantenmechanischen Berechnungen

optimiert.'*®
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5.1.1 Wissensbasierte Ansatze
Bei einem wissensbasierten Ansatz versucht man, moglichst viel experimentelles Wissen
(Molekiil-, Kristall- und Proteinstrukturen usw.) fiir die effiziente Losung der aktuellen
Problemstellung zu nutzen. Dies geschieht z. B. durch Extrapolation beziiglich der Geo-
metrie und der physikochemischen Eigenschaften der aktuellen Struktur.'* Die experimen-
tellen Daten konnen aus umfangreichen Datenbanken stammen, in denen man sowohl
strukturelle (meist aus Kristallstrukturanalysen) als auch physikochemische Informationen
findet:

e (Cambridge-Datenbank (enthdlt mehr als 300.000 Kristallstrukturen von kleinen

organischen Molekiilen)'*

e Brookhaven-Protein-Datenbank (ca. 30.000 Protein- und DNA—Strukturen)141
e Beilstein-Datenbank  (ca. 9,1 Millionen chemische  Strukturen und

physikochemische Eigenschaften)'**!**!144

5.1.2 Kraftfeldmethoden
Unter Kraftfeldmethoden versteht man empirische Verfahren zur Berechnung von Mole-
kiilgeometrien und -energien. Sie basieren auf der klassischen Newtonschen Mechanik und
Elektrostatik. Man benutzt ein mechanisches Molekiilmodell, in dem man die Atomen als
Kugeln mit definierter Masse und die Bindungen (kovalente und nichtkovalente) als
Federn betrachtet. Ziel ist es, die dreidimensionale Molekiilstruktur mit minimaler Energie
zu finden. Die zentrale Idee ist dabei, dass Bindungslingen und Bindungswinkel des
Molekiils nach Moglichkeit Standardwerte einnehmen (dort haben sie die minimale Ener-
gie). Durch sterische Wechselwirkungen (z.B. AbstoBung von benachbarten Gruppen)
werden die Molekiile jedoch gezwungen, teilweise in Bezug auf Bindungsldngen oder
Bindungswinkeln von ihren Idealwerten abzuweichen. Auf der Suche nach der besten
Kompromisslosung berechnet man die Energie verschiedener moglicher Konformationen
fiir das Molekiil, die sich aus folgenden Termen zusammensetzt:

¢ Bindungsdehnung oder -stauchung (Bindungsstreckungen)

¢ Bindungswinkeldehnung oder -stauchung (Winkeldeformationen)

® Drehungen um eine Bindung (Verdnderungen des Torsionswinkels)

¢ van-der-Waals-Wechselwirkungen (Anziehung und Absto3ung)

e clektrostatischen Wechselwirkungen (Anziehung und AbstoBung)
Die einzelnen Terme werden unabhingig voneinander berechnet und anschlieBend zur

Gesamtenergie aufsummiert. Anhand der Gesamtenergie kann man Aussagen iiber die
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Wabhrscheinlichkeit der Existenz der jeweiligen Konformation machen. Wichtig fiir die
richtige Berechnung sind hierbei auerdem die Wahl des richtigen Systems (Beriicksichti-
gen der Losungsmittel-Wechselwirkungen, in biologischen Systemen meist Wasser) und
die Wahl der Startgeometrie (die Berechnung kann in einem lokalen Minimum "héngen
bleiben"). Mit Hilfe der Molekiilmechanik kann man fast alle organischen Verbindungen
berechnen. Da der Rechenaufwand im Vergleich zu den quantenmechanischen Verfahren
relativ gering ist, eignen sich Kraftfeldmethoden auch fiir Verfahren, die eine grole Anzahl
von Berechnungen erfordern:
e Berechnung von Molekiillen in Solvensumgebung (Beriicksichtigung der
Wassermolekiile in der Umgebung)
e Konformationsanalyse (Berechnung mehrerer  Konformationen eines
Makromolekiils)
e Molekiildynamik

e Docking'?

5.1.3 Molekiildynamik

Molekiile besitzen bei Raumtemperatur nicht nur potentielle, sondern auch kinetische
Energie, da sie sich bewegen. Sie konnen diffundieren und ihre Gestalt verdndern und
nehmen somit unterschiedliche Konformationen ein. Die Flexibilitdt der Molekiile ist z. B.
bei der Protein-Ligand-Wechselwirkung von grofSer Bedeutung (Konformation von Ligand
und Bindungstasche miissen zueinander passen). Die Molekiildynamiksimulation (MD),
auch ,,discrete element method*!*® genannt, soll diese Konformationsidnderungen beschrei-
ben. Dabei verfolgt man die Bewegung einiger Atome oder Molekiile unter festen Umge-
bungsbedingungen (bestimmtes Kraftfeld). Die Bewegungen der Teilchen beschreibt man
mit Newtonschen Bewegungsgleichungen, die schrittweise iiber numerische Verfahren fiir
alle Teilchen gleichzeitig gelost werden.

Man beginnt die MD-Simulation mit einer Startstruktur (z.B. ein experimentell bestimmter
Protein-Ligand-Komplex) und legt den Umfang der Solvathiille (nur Bindungstasche,
komplettes Molekiil, etc.) fest (siche Abbildung 5.1-1). Daraus bestimmt man die Startko-
ordinaten. Danach bekommt jedes Atom eine zuféllige Anfangsgeschwindigkeit, so dass
im Mittel die gewiinschte Temperatur erreicht wird. Jetzt berechnet man fiir jedes Atom
die Krifte, die von umgebenden Teilchen auf es einwirken. Man simuliert daraus eine
Bewegung und berechnet die neuen Koordinaten. So kann man bei einer Schrittweite von

meist 1 Femtosekunde (10'15 s) bis zu 107 Schritte berechnen. Das entspricht einer Simula-
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tionsdauer von bis zu 10 Nanosekunden. Damit kann man Bewegungen von Seitenketten
und Protein-Doménen beobachten. Um die Diffusion eines Wirkstoffs in die Proteinbin-
dungstasche oder einer Proteinfaltung zu simulieren, reicht diese Zeit nicht aus.

Startkoordinaten erzeugen

Anfangsgeschwindigkeiten wahlen

l

— = Kréfte berechnen
(Paarn&herung)

Geschwindigkeiten und neue
Koordinaten berechnen

l

Koordinaten speichern

l

noch ein Schritt?

ja
l nein

Ende

Abbildung 5.1-1: Ablaufschema einer Molekiildynamik-Simulation

Anwendungen von MD-Simulationen
¢ Simulation der Bewegung von Molekiilen im Losungsmittel
e Berechnung von Bindungsaffinititen

e Berechnung giinstiger Konformationen fiir die Konformationsanalyse'*’

5.2 Molekiildynamik-Simulationen von Dipeptiden mit B-Cyclo-
dextrin

Um einen besseren Einblick in die Bindungsmodi der Enantiomere von Ala-Phe und Ala-
Tyr mit B-Cyclodextrin (B-CD) bei unterschiedlichen pH-Werten zu erhalten, wurden
Molekiildynamik-Simulationen (MD-Simulationen) durchgefiihrt. Die Simulationen
wurden mit jedem Enantiomer von Ala-Phe und Ala-Tyr in jedem mdglichen Protonie-
rungszuzustand durchgefiihrt, d. h. Kation, Zwitterion und Anion. Nachdem der pK -Wert
der Carboxylgruppe von sowohl Ala-Phe als auch Ala-Tyr mit 3.1 gemessen wurde (siehe

auch Kapitel ,,NMR-Spektroskopie*), spiegeln die Simulationen fiir das Kation und das

92



,Molecular Modelling*-Studien iiber Cyclodextrin-Dipeptid-Einschlusskomplexe

Zwitterion jeweils die Zustinde, die bei den vorher durchgefiihrten NMR-Experimente bei

den pH-Werten 2.5 und 3.5 herrschen, gut wieder.

niedriger pH hoher pH

NH3+ H NH3+
N
w0y = ey - Hcﬁ(
O COOH +H +H
OH)

Abbildung 5.2-1: Die unterschiedlichen Protonierungszustinde der Dipeptide

Zum ersten Mal wurden MD-Simulationen fiir eine groflere Serie von unterschiedlichen
Komplexen von Enantiomeren in verschiedenen Protonierungszustinden systematisch iiber
den langen Zeitraum von 1 ns (=1000 ps) ausgefiihrt. Es sind viele MD-Simulationen
beziiglich Cyclodextrin-Einschlusskomplexen in der Literatur zu finden (eine Ubersicht

148,149

bietet Lit.'*’). Sie sind jedoch in allen Fillen entweder kiirzer, oder sie beschiftigen

sich nur mit einem einzigen Einschlusskomplex.150’151’152’153’154 AuBerdem wurden viele

} . . . 155,15
frithere Simulationen in vacuo durchgefiihrt, 35.156

was Vergleiche mit experimentellen
Daten sehr schwierig, wenn nicht sogar unmdoglich macht.

Ein hauptsichliches Ziel der MD-Simulationen war die Charakterisierung der Eintauchtie-
fe des untersuchten Gastmolekiils. Die von uns zunichst durchgefiihrten Experimente, in
denen die Eintauchtiefe durch Messung der Distanz zwischen jeweils einem einzelnen
Atom von Wirt und Gast bestimmt wurde, lieferten nur eine unzureichende Beschreibung
des Komplexes.

Um die Eintauchtiefe besser beschreiben zu konnen, wurde eine Ebene in die Cyclo-
dextrin-Kavitidt eingepasst. Diese Methode spiegelt das Prinzip, mit dem NMR-Daten
generiert werden, besser wider (in der NMR-Spektroskopie sieht man die durchschnittliche
Wechselwirkung des Gastmolekiils mit allen chemisch dquivalenten H5’-Atomen des -

Cyclodextrins). Ein dhnlicher Ansatz wurde z. B. in Lit."* fiir die Untersuchung von

Cyclodextrinen angewendet.

5.2.1 Experimentelles

Nachdem die Dipeptide ihre Konformation bei der Komplexierung nicht éindern (siehe 'H-
NMR-Ergebnisse: keine Anderung der Kopplungskonstanten), ist es legitim, das Dipeptid-
Molekiil zuerst hinsichtlich seiner Energie zu minimieren und es dann in der Cyclodextrin-
Kavitit zu platzieren. Zundchst wurde jede Dipeptid-Struktur von zweidimensional nach

dreidimensional mittels ,,Accelrys DS Viewer Pro“!*” konvertiert. Die anschlieBende
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Energieminimierung wurde mit dem Tripos-Programm SYBYL'"®

ten CHARMM-KTraftfeld in vacuo durchgefiihrt.

und dem darin integrier-

Es wurde dann eine dreidimensionale Ausgangsstruktur jedes B-CD-Komplexes mit dem
spezifischen Dipeptid erstellt. Dazu wurde eine Struktur eines B-CD-Komplexes mit einer
den zu simulierenden Dipeptiden &dhnlichen Einschlussverbindung in der “Cambridge
Structural Database” (CCD)'* gesucht und mit der Struktur von B-Cyclodextrin/N-Acetyl-
L-phenlyalaninchlathrat'”, Code: AGAZIR, auch gefunden. Der entsprechende Datensatz

wurde der CCD entnommen und mit Hilfe des ,,Accelrys DS Viewer Pro“!’

wie folgt
modifiziert:

Ein einzelner Komplex wurde aus der Kristallstruktur extrahiert und als Vorlage gespei-
chert. Danach wurde jede energieminimierte Dipeptid-Struktur (s. 0.) manuell in das
Zentrum der Cyclodextrin-Kavitit platziert, und zwar in gleicher Art und Weise wie das
urspriingliche Gastmolekiil (N-Acetyl-L-phenylalanin). Letzteres wurde danach entfernt.
Auf diese Weise wurde fiir jeden Dipeptid-B-CD-Komplex ein einzelner Datensatz gene-
riert.

Diese Strukturen wurden nun in das Tripos-Programm SYBYL'® mit ,,OpenBabel“'®
transferiert (Dateiformatkonvertierung). Die Molekiile wurden mit Hilfe der SYBYL-
Standardprozedur in einer Wasserbox, bestehend aus zwei Lagen des Losungsmittels,
gelost und mit Hilfe von ,,VEGA“'®"10%1%3 ynd selbst entwickelten Konvertierungsskripten
zu NAMD-Startdateien'®*!% umgewandelt. NAMD, das fiir die MD-Simulationen ver-
wendet wurde, wurde von der ,,Theoretical and Computational Biophysics Group” im
,Beckman Institute for Advanced Science and Technology* an der ,,University of Illinois
at Urbana-Champaign” entwickelt. Die Simulationen liefen auf einer Dual-3-GHz-Xeon-
Maschine mit dem in NAMD integrierten CHARMM-Kraftfeld.'®

Zu Beginn der Simulation wurde jeder der vorher erwihnten Einschlusskomplexe, die
bereits in Wasser gelost waren (Wasserbox), fiir einen Zeitraum von 1000 fs in Zeitschrit-
ten von 0.5 fs energieminimiert (das macht insgesamt 2000 Schritte). Danach wurde die
MD-Simulation des Komplexes in der Wasserbox fiir 1 ns (1000 ps) in Zeitschritten von
0.5 fs bei einer Temperatur von 300 K durchgefiihrt. Wahrend der Simulation wurde alle
500 fs eine Momentaufnahme in eine Datei zur weiteren Analyse geschrieben. Fiir jeden
Komplex wurden sieben Atome - sechs vom B-Cyclodextrin, und zwar sechs der sieben

C5’-Atome, die dann mit p; bis ps benannt wurden, und eines vom eingeschlossenen

Dipeptid (C-Ar-1 bzw. C5, siehe Abbildung 5.2-2) - herausgenommen und in MATLAB'®’
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mit Hilfe von MATDCD'®® eingelesen. Danach wurde eine Ebene durch die Cyclodextrin-

Kohlenstoffe C5* gelegt, um die Eintauchtiefe d; zu bestimmen.

Ci

Abbildung 5.2-2: Ebene durch die Cyclodextrin-Kohlenstoffe C5’, Eintauchtiefe d; und
Zuweisung der Dipeptid- und Cyclodextrin-Kohlenstoffe. Die CD-Kavitit ist im Vorder-

grund aufgeschnitten, um die Position des Dipeptids besser sichtbar zu machen.

Die Werte fiir die Eintauchtiefe d; wurden wie folgt ermittelt: Angefangen von den Karte-
sischen Koordinaten der B-Cyclodextrin-C5’-Atome fiir die Punkte p; bis pe wurden zwei
Datensitze fiir die Datenanpassung berechnet: Fiir den ersten Datensatz wurden Punkt
pi(first), ps(second) und ps(third), fiir den zweiten wurden Punkt p(first), ps(second) und
pe(third) verwendet. Beide Datenanpassungen verwenden dieselben Koordinaten des
Atoms C-Ar-1 eines jeden Dipeptids. Die Gleichungen zur Berechnung der Eintauchtiefe

d; sind wie folgt definiert:

I = Psecond ~ Pirst Gleichung 5.2-1
"y = Piira ~ Prirst Gleichung 5.2-2
f=nxn Gleichung 5.2-3
v=[pr — P f Gleichung 5.2-4
d; = ﬁ Gleichung 5.2-5
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wobei pg die Kartesischen Koordinaten des Dipeptidatoms représentiert. Der Operator ,,x“
steht fiir das normale Kreuzprodukt von Vektoren, der Operator II...Il bezeichnet die
Euklidische Lénge des entsprechenden Vektors.

Die Eintauchtiefe d; wurde fiir jede zuvor gespeicherte Momentaufnahme berechnet.
Nachdem d; die Position des Dipeptidatoms C-Ar-1 relativ zu der Ebene représentiert,
konnen sowohl positive als auch negative Werte resultieren. Fiir positive d; ist C-Ar-1
oberhalb der Ebene, fiir negative d; unterhalb der Ebene lokalisiert. Die endgiiltige Ein-
tauchtiefe d; wurde als Mittelwert der zwei verschiedenen Datenanpassungen iibernommen
(s. 0.). Es stellte sich jedoch heraus, dass die Verwendung nur einer Datenanpassung die
Resultate nicht wesentlich verdnderte. Auch wurde zusitzlich die Eintauchtiefe des Dipep-
tid-Kohlenstoffatoms C5 bestimmt, das sich zwei Bindungslidngen iiber dem hier ange-
sprochenen Kohlenstoffatom C-Ar-1 befindet. Die daraus erhaltenen Diagramme wurden

mit denen fiir C5 verglichen (siehe 5.2.2).

5.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Nachdem das Dipeptidmolekiil manuell in die Cyclodextrin-Kavitéit platziert und dann
energieminimiert wurde, wurden die ersten 250 ps der Simulation als Aquilibrierzeitraum
angesehen und deswegen in Abbildung 5.2-3 und Abbildung 5.2-4 nicht gezeigt. In diesen
beiden Abbildungen werden die Eintauchtiefen von C-Ar-1 gezeigt, die Diagramme fiir C5
weisen qualitativ sehr dhnliche Eintauchtiefen auf und werden deshalb nicht gezeigt, da die

Diagramme fiir C-Ar-1 zur Interpretation ausreichen.
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Abbildung 5.2-3: Eintauchtiefe d; fiir C-Ar-1 von
A) D-Ala-D-Phe-Kation (Linie) und L-Ala-L-Phe-Kation (Punkte)
B) D-Ala-D-Phe-Zwitterion (Linie) und L-Ala-L-Phe-Zwitterion (Punkte)
C) D-Ala-D-Phe-Kation (Punkte), D-Ala-D-Phe-Zwitterion (Strichpunkte) und
D-Ala-D-Phe-Anion (Linie)
D) L-Ala-L-Phe-Kation (Punkte), L-Ala-L-Phe-Zwitterion (Strichpunkte) und
L-Ala-L-Phe-Anion (Linie)

Die Simulationen fiir die kationische Spezies von Ala-Phe, die die Verhiltnisse bei pH 2.5
widerspiegeln, bestitigen einen tieferen Einschluss des DD-Enantiomers im Vergleich zum
LL-Enantiomer in die Cyclodextrin-Kavitit. Im Gegensatz dazu zeigen die Simulationen
fiir das Zwitterion einen tieferen Einschluss des LL-Enantiomers (sieche Abbildung 5.2-3).

In Abbildung 5.2-4 A sieht man, dass die Eintauchtiefen fiir das DD- und LL-Enantiomer
des Ala-Tyr-Kations sehr dhnlich sind; im Mittel taucht jedoch das DD-Enantiomer ein
wenig tiefer in die Kavitét ein, was mit den '"H- und ROESY-NMR-Ergebnissen iiberein-

stimmt.
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Abbildung 5.2-4: Eintauchtiefe d; fiir C-Ar-1 von
A) D-Ala-D-Tyr-Kation (Linie) und L-Ala-L-Tyr-Kation (Punkte)
B) D-Ala-D-Tyr-Zwitterion (Linie) Und L-Ala-L-Tyr-Zwitterion (Punkte)
C) D-Ala-D-Tyr-Kation (Punkte), D-Ala-D-Tyr-Zwitterion (Strichpunkte) und
D-Ala-D-Tyr-Anion (Linie)
D) L-Ala-L-Tyr-Kation (Punkte), L-Ala-L-Tyr-Zwitterion (Strichpunkte) und
L-Ala-L-Tyr-Anion (Linie)

Abbildung 5.2-4 B zeigt klare Unterschiede im Einschlussverhalten der Enantiomere des
Ala-Tyr-Zwitterions. Im Gegensatz zum DD-Enantiomer, das im Laufe der Simulation
eine mehr oder weniger konstante Eintauchtiefe zeigt, taucht das LL-Enantiomer zunéchst
tief in die Kavitit ein. Schrittweise wird dann die Eintauchtiefe im Verlauf der Simulation
reduziert. Diese Unterschiede zwischen den Enantiomeren konnen mit der NMR-
Spektroskopie nicht erfasst werden, da bei dem dort verwendeten pH-Wert von 3.5 ein
Verhiltnis von ca. 30 % Kation zu 70 % Zwitterion vorliegt und immer ein Mittelwert aus

beiden Protonierungszustinden im Spektrum zu sehen ist.
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In Abbildung 5.2-4 C und D ist zu erkennen, dass die kationische Spezies von Ala-Tyr im
Mittel die groBte Eintauchtiefe aufweist, danach folgen die zwitterionische und dann die
anionische Spezies. Diese Rangordnung wird durch die 'H- und ROESY-NMR-
Experimente bestitigt. Wie schon erwéhnt, verhilt sich das L-Ala-L-Tyr-Zwitterion etwas
abweichend.

Alanin und Phenylglycin, die keine Wechselwirkung mit Cyclodextrinen in den potentio-
metrischen und NMR-spektroskopischen Untersuchungen (siehe die entsprechenden

Kapitel dieser Arbeit und Lit.'**'"!

) zeigten, wurden als Negativkontrollen untersucht. Die
Enantiomere von Phenylglycin (D und L) wiesen keine Wechselwirkungen mit der 3-CD-
Kavitit auf und verlieBen deshalb die Kavitit recht schnell. Alanin scheint viel zu klein fiir
die notigen Wechselwirkungen mit der Kavitit zu sein und ,,tanzt* innerhalb und auflerhalb

der Kavitét hin und her (Daten nicht gezeigt).

5.3 Zusammenfassung

Die Eintauchtiefe der untersuchten Dipeptide wurde mit Hilfe einer in die Cyclodextrin-
Kavitit eingepassten Ebene berechnet. Auf diese Weise konnten Informationen iiber das
unterschiedliche Einschlussverhalten der untersuchten Dipeptide erhalten werden. Die
angewendete Methode ldsst sich leicht auf andere Wirts-Gast-Komplexe iibertragen und
erleichtert die Datenerfassung auch in anderen Féllen.

Es konnte gezeigt werden, dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer von Ala-Phe tiefer in die
Kavitidt von B-Cyclodextrin eintaucht als das LL-Enantiomer, wohingegen bei pH 3.5 der
umgekehrte Fall vorliegt. Betrachtet man das Dipeptid Ala-Tyr, dann dringt bei pH 2.5 das
DD-Enantiomer tiefer ein, wohingegen keine klare Aussage iiber das Eindringverhalten der

Enantiomere bei pH 3.5 gemacht werden kann.
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6 Kapillarelektrophoretische Untersuchungen von
Cyclodextrin-Einschlusskomplexen mit
ungewohnlichen Aminosauren

6.1 Einleitung

6.1.1 Elektrophorese

Mit dem Begriff , Elektrophorese bezeichnet man die Wanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld in einer nichtleitenden Fliissigkeit. Dabei konnen sie mit unterschiedli-
chen Geschwindigkeiten in unterschiedliche Richtungen wandern. Durch die Ladung der
Ionen ist die Migrationsrichtung vorgegeben. Unterschiede in der Wanderungsgeschwin-
digkeit haben folgende Ursachen: Verschiedene Ladungszahlen m/z (mit m = Masse des
Teilchens und z = Ladung des Teilchens) bedeuten unterschiedliche elektrophoretische
Mobilitdten im elektrischen Feld. Aulerdem widersetzen sich die Ionen der elektrophoreti-
schen Migration durch unterschiedlichen Reibungswiderstand aufgrund unterschiedlicher
GroBe bei gleicher effektiver Ladung.

Die Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE) benutzt einerseits die Trenn-
technik der klassischen Elektrophorese auf Platten, andererseits werden die Methoden der
Detektion der Chromatographie (v. a. Hochleistungsfliissigchromatographie, HPLC)
verwendet, ndmlich die direkte Detektion der getrennten Proben in der Kapillare und damit
eine einfach durchzufiihrende Identifizierung und Quantifizierung der Analyten.'®’

In diinnen Kapillaren sind die Konvektionsstrome bedingt durch die kleinen Innendurch-
messer relativ gering. Die grofle Oberflidche der Kapillare, bezogen auf das Puffervolumen,
erlaubt den schnellen effektiven Abtransport der Jouleschen Wirme W = QU (mit Q =
Ladung und U = Spannung)’ durch geeignete Kiihlung bzw. Temperierung, so dass relativ
hohe Spannungen verwendet werden konnen, d. h. hohe Analysegeschwindigkeiten mog-
lich sind.'”

6.1.2 Apparatur

Ublicherweise iiberbriickt eine diinne Quarzkapillare (Innendurchmesser 20 bis 100 pm),

oder korrekt ausgedriickt, eine Kapillare aus amorphem Siliziumdioxid (fused silica), mit
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einer Linge von 20 bis 100 cm die beiden Puffergefidle, zwischen denen eine Spannung
von bis zu etwa 30 000 Volt angelegt wird.

Die Detektion erfolgt in der Kapillarelektrophorese meist direkt in der Trennkapillare
(online). Die Schichtdicke ist dabei die mittlere Weite der Trennkapillare, so dass die
Konzentrationsempfindlichkeit geringer ist als z. B. in der HPLC. Deswegen werden hohe
Anforderungen beziiglich Empfindlichkeit, Rauschen, Streulichteinfluss etc. an die Detek-

toren gestellt.'®!"

6.1.3 Elektroosmotischer Fluss

Der elektrophoretischen Wanderung kann ein mehr oder minder starker elektroosmotischer
Fluss (electroosmotic flow, EOF) iiberlagert werden, der aktiv zum Transport der Probezo-
nen, nicht aber zu ihrer Trennung beitrdgt. Dieser EOF hingt stark vom pH-Wert des
Puffers und von den Oberfldcheneigenschaften der Kapillare ab. Er kann so grof} sein, dass
nicht nur neutrale Molekiile bewegt werden, sondern selbst negative Ionen entgegen ihrer
elektrophoretischen Migration zum Detektor bewegt werden.

Der EOF hingt von der Verteilung der Ladungen in der Nidhe der Kapillaroberfldche ab.
Nahezu alle Oberflachen tragen eine Ladung. Im Falle von Quarzkapillaren sind das
negative Ladungen durch Dissoziation der Silanolgruppen. Diesen Oberflichenladungen
stehen entsprechend gegensinnig geladene lonen der Fliissigkeit gegeniiber. In dieser
Doppelschicht iiberwiegen in Quarzkapillaren die positiven Ionen, die sich in einer starren
und einer beweglichen Schicht an der Oberfliche anordnen. Das sich aufgrund der La-
dungsverteilung aufbauende Potential nimmt im Bereich der starren Grenzschicht linear
und im Bereich der beweglichen Grenzschicht exponentiell ab. Diese exponentielle Ab-
nahme ist verantwortlich fiir die Elektroosmose und wird als {-Potential bezeichnet. Wird
nun parallel zur Oberflidche ein elektrisches Feld angelegt, so zieht das Feld die Gegenio-
nen in der mobilen Schicht ldngs der Achse an und bewegt so die gesamte Fliissigkeit in
der Kapillare mit. In diesem Falle geht der EOF in Richtung der Kathode, weshalb in der
tiblichen Anordnung der Apparatur der Detektor in der Niahe des Kathodenraums ange-

bracht wird.'¢%!"!

6.1.4 Methoden der Kapillarelektrophorese

Die wichtigste und gebriuchlichste Methode der Kapillarelektrophorese ist die Kapillarzo-
nenelektrophorese (capillary zone electrophoresis, CZE), die in ausschlieBlich mit Elektro-
Iyt gefiillten Kapillaren durchgefiihrt wird. Die Trennung beruht auf den Mobilititsdiffe-

renzen der Proben.
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Fiir nichtionische Verbindungen steht dariiber hinaus ein zusitzliches Trennverfahren in
Form der mizellaren elektrokinetischen Chromatographie (micellar electrokinetic chroma-
tography, MEKC) zur Verfiigung. Hierbei handelt es sich um eine echte chromatographi-
sche Trenntechnik, da der elektrophoretischen Migration die Verteilung der Analyten
zwischen dem Puffer und den Mizellen iiberlagert ist und dies wesentlich zur Selektivitit
beitridgt. Dem Puffer werden mizellbildende Detergentien beigesetzt, die neutralen Mole-
kiile verteilen sich zwischen Puffer und den Mizellen nach ihrer Hydrophobie. Die Tren-
nung erfolgt aufgrund der Verteilung in die Mizellen und den Unterschieden im Transport
der Proben innerhalb der Mizellen und auB3erhalb der Mizellen mit dem elektroosmotischen
Fluss.'”

Als Optimierungsparameter fiir eine kapillarelektrophoretische Trennung sind neben dem
pH-Wert die Konzentrationen des evtl. zugesetzten Selektors im verwendeten Puffersys-
tem, das verwendete Puffersystem selbst (Art des Hintergrundelektrolyten) sowie andere
Pufferadditive wie SDS, organische Losungsmittel (organic modifier), Harnstoff u.v.m zu

nennen. 169

6.1.5 Enantiomerentrennungen mit Cyclodextrinen

Die Auftrennung eines Enantiomerenpaares geschieht bei der elektrophoretischen Wande-
rung durch die ,,quasistationidre Phase* (hier Cyclodextrin). Nachdem die Selektivitdten oft
sehr niedrig sind (im Allgemeinen sind nur sehr geringe Unterschiede in den Mobilitédten
zu beobachten), erhidlt man vollstindige Auftrennung nur bei relativ grofen Wanderungs-
strecken, auch wenn ein passender Selektor gefunden wurde.

Die Cyclodextrinkonzentration hat einen entscheidenden Einfluss auf die Trennung: schon
geringe Mengen an zugesetzten neutralen Cyclodextrin bewirken eine starke Mobilititsver-
ringerung der Analyten. Die Trennung ist hier auf unterschiedliche Aufenthaltszeiten der
Proben im Cyclodextrin aufgrund unterschiedlicher Wirts-Gast-Stabilitdtskonstanten der
beiden Enantiomere zuriickzufiihren. Das Enantiomer mit der lingeren Aufenthaltszeit im
Cyclodextrin weist die geringere Mobilitit auf und wird niher zum EOF hin detektiert.
Durch eine Konzentrationserhohung des chiralen Selektors kann die Mobilitit der Analy-
ten so weit eingeschrinkt werden, dass diese sehr nahe am EOF detektiert werden, was zu
einem Verlust der chiralen Auftrennung fithren kann.

Bei geladenen Cyclodextrinen liegt der Fall natiirlich etwas anders, sie bewegen sich mit
oder gegen den EOF, je nach Art der Ladung und Detektionsmodus. Zudem nimmt bei

hoheren CD-Konzentrationen die Viskositit des Puffers zu, wodurch der EOF verlangsamt
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wird und die Analysenzeit erhoht wird. Mit Hilfe von Cyclodextrinen kann auch in vielen

Fillen die Selektivitit anderer, nichtchiraler Trennprobleme verbessert werden, 9173174

6.2 Kapillarelektrophoretische Trennung der Enantiomere von
tert.-Butylalanin sowie dessen Germanyl- und Silyl-Analoga

Enantiomerenreine Aminosduren mit unnatiirlichen Seitenketten gewinnen immer mehr an
Bedeutung in Chemie und Lebenswissenschaften.”*'”>!7!"7 Synthetische unnatiirliche
Aminosduren haben sich als niitzlich erwiesen, um die strukturellen Anforderungen hin-
sichtlich einer biologischen Aktivitdt von unzihligen Peptiden und Proteinen zu evaluieren
und dienen als Bausteine fiir die Synthese neuer biologisch aktiver Proteine. Dariiber
hinaus gewinnen unnatiirliche Aminosduren an Interesse fiir die Anwendung als Prekurso-
ren fiir Arzneistoffe und Pflanzenschutzmittel und werden als chirale Hilfsreagentien in
asymmetrischen organischen Synthesen verwendet. Im Rahmen der systematischen Unter-
suchungen iiber Bioorganosilicium- und Bioorganogermanium-Chemie im Arbeitskreis
von Herrn Prof. Dr. R. Tacke stieBen Silicium- und Germanium-enthaltende a-
Aminosduren und Peptide auf Interesse, vor allem die Silicium- und Germanium-
enthaltenden Aminosduren des Formeltyps H,NCH(CH,SiR3)COOH und
H,NCH(CH,GeR3)-COOH (R = Organyl).!”®!"*18"181 Mit jhren CH,SiR3- und CH,GeR3-
Gruppen sind diese B-(Triorganylsilyl)alanin- und B-(Triorganylgermyl)alanin-Derivate
einzigartige Aminosduren, die Hydrophobizitit und Fiillung des Raumes durch grofe,
sterisch anspruchsvolle Reste mit dem iiblichen hydrophilen Charakter von Aminosiuren
vereinen.
Um die Enantiomerenreinheit der o. a. Synthesen iiberpriifen zu konnen, sollte eine Me-
thode entwickelt werden, um die Enantiomere von fert.-Butylalanin (Neopentylglycin)
sowie dessen Germanyl- und Silyl-Analoga zu trennen.

NH | NH, | NH,
OH /G/e OH

2

OH /S/i

tert.-Butylalanin Silyl-tert.-butylalanin Germanyl-tert.-butylalanin

Abbildung 6.2-1: Die untersuchten Aminosduren

Die zu analysierenden Aminosduren wurden vor der Trennung mit FMOC (9-
Fluorenylmethylchloroformat) derivatisiert, um eine UV-Detektion mdglich zu machen. 9-

Fluorenylmethylchloroformat (FMOC) ist ein Derivatisierungsreagenz vom Chloroformat-
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typ. Die Reaktionsbedingungen sind simpel und die entstehenden Derivate sehr stabil. Das
tiberschiissige Reagenz hydrolysiert relativ schnell und es kann zusammen mit seinem

Hydrolyseprodukt (FMOC-OH) mit n-Pentan extrahiert werden.

6.2.1 Experimentelles

Alle Aminosdureproben wurden in einem Boratpuffer (0.4 M Borsdure/Natriumhydroxid,
pH 9,3) gelost. Die Derivatisierung der Aminosdauren mit FMOC (9-
Fluorenylmethylchloroformat) geschah folgendermafBlen: Zu 1,2 ml Probelosung wurden
0,8 ml der FMOC-Losung (eine 300 mM (ca. 80 mg/ml) Losung von FMOC in Acetonitril)
zugegeben. Die Mischung wurde fiir ca. 15 Sekunden vorsichtig homogen vermischt und
fiir 2 Minuten bei RT unter Lichtausschluss stehengelassen. Der Reagenziiberschuss und
sein Hydrolyseprodukt wurden dreimal jeweils mit 2 ml n-Pentan extrahiert. AnschlieBend
wurde die Probe zehnfach mit einer 20 mM Borsédurelosung 20 verdiinnt.

Die Trennungen wurden auf einem Beckman Coulter P/ACE System MDQ (Fullerton, CA,
USA), ausgestattet mit einem UV-Detektor, durchgefiihrt. Die verwendete Kapillare war
eine Kieselgelkapillare mit einer Gesamtlinge von 60 cm (Polymicro Technologies,
Phoenix, Arizona, USA); die Linge bis zum Detektor betrug 50 cm und der innere Durch-
messer 75 um. Die Proben wurden durch Druckinjektion von 10 Sekunden bei 6895 Pa in
die Kapillare geladen; die Injektion fand auf der Anodenseite statt. Die Spannung betrug
20 kV, die Temperatur 25 °C. Die Detektion fiir die Versuche mit derivatisierten Amino-
sduren fand bei 254 nm statt (UV-Detektor).

Der endgiiltige Trennpuffer war ein 20 mM Boratpuffer, pH 9.3, 100 mM SDS, 23 %
Methanol, 15 mM y-Cyclodextrin.

6.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Die Methodenentwicklung resultierte in einem Puffer aus: 20 mM Borat, pH 9.4, 100 mM
SDS, 23 % Methanol, 15 mM y-Cyclodextrin, Detektion bei 254 nm im normalen Modus.
Es handelt sich also hierbei um eine MEKC-Methode.

In Abbildung 6.2-2 ist die Zuordnung der Peaks fiir die Enantiomere von tert.-Butylalanin
und iiberschiissiges Derivatisierungsreagenz zu sehen. Das FMOC-Signal ist weit genug

von den Signalen des Analyten entfernt, so dass eine Zuordnung problemlos moglich ist.
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Abbildung 6.2-2: Trennung von D- und L-tert.-Butylalanin, A: mit FMOC derivatisiertes

tert.-Butylalanin (D-Enantiomer gespikt), B: Lauf ohne Zusatz des Analyten (,,Blank*)

In Abbildung 6.2-3 sind die Trennungen der Enantiomere aller drei zu untersuchenden

Aminosduren, namlich fert.-Butylalanin und seine Silyl- und Germanyl-Analoga, zu sehen.
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Abbildung 6.2-3: Trennung der mit FMOC derivatisierten C-, Si- und Ge-Analoga von D-
und L-fert.-Butylalanin (20 mM Boratpuffer, pH 9.3, 100 mM SDS, 23 % Methanol, 15
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mM y-Cyclodextrin), A: FMOC-tert.-Butylalanin, B: FMOC-Silyl-tert.-butylalanin, C:
FMOC-Germanyl-tert.-butylalanin

Die Trennung ist zwar relativ zeitaufwindig (der Lauf fiir Silyl-tert.-butylalanin dauert
zwei Stunden), nichtsdestotrotz lisst sich die Methode zur Uberpriifung der Enantiomeren-
reinheit verwenden, da die Enantiomere aller drei Aminosduren basisliniengetrennt wur-
den. Die Auflosungen R, der Enantiomeren liegen bei 2.73 fiir tert.-Butylalanin, 8.17 fiir
Silyl-tert.-butylalanin und 2.07 fiir Germanyl-zert.-butylalanin.

Interessanterweise steigen die Migrationszeiten nicht mit steigendem Atomradius des a-
standigen Atoms (C < Si < Ge) an, sondern die Silicium-enthaltende Aminosidure migriert
deutlich spiter (ca. 120 Minuten) als die das noch grolere Germanium-Atom enthaltende
Aminosdure (ca. 75 Minuten). Das Kohlenstoff-Analogon weist die kiirzeste Migrations-

zeit von ca. 35 Minuten auf.

6.3 Trennung der Enantiomere von tert.-Butylglycin mit
indirekter Detektion

Um die Bindungskonstanten der Aminosduren mit Cyclodextrinen zu bestimmen, miissen
sie underivatisiert verwendet werden, weil ansonsten die Bindungskonstante der derivati-
sierten Verbindung (in unserem Falle FMOC-tert.-butylalanin) mit dem Cyclodextrin
bestimmt wiirden. Da tert.-Butylalanin keinen Chromophor aufweist, eine direkte UV-
Detektion also nicht moglich ist, wurden Versuche zur Trennung der Enantiomere von
tert.-Butylalanin mit indirekter Detektion durchgefiihrt. Auch bei der indirekten UV-
Detektion gilt das Lambert-Beersche Gesetz. Durch Zusatz eines UV-absorbierenden Ions
zum Puffer wird ein hohes Hintergrundsignal erzeugt. Durch Verdringung von UV-
absorbierenden Ionen des Puffers durch Probenionen am Peakmaximum wird das Hinter-
grundsignal erniedrigt. Die hochste Empfindlichkeit erreicht man, wenn die Probenmole-
kiile iiberhaupt keine eigene Absorption aufweisen.'® %2

Fiir die Bestimmung der Bindungskonstanten von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen
benotigt man Pufferzusitze, die nicht mit dem Cyclodextrin in Wechselwirkung treten. In
der Literatur sind Informationen zur chiralen CE mit indirekter Detektion kaum zu finden;
entweder werden die Cyclodextrine nur als Pufferzusidtze zur besseren Auflosung der
Peaks von nicht-chiralen Trennproblemen verwendet, oder der Hintergrungelektrolyt tritt
ebenfalls mit dem Cyclodextrin in Wechselwirkung, was zwar trotzdem zu einer Trennung
der Enantiomere fithren kann, aber zur Bestimmung von Bindungskonstanten nicht geeig-

net ist.'® Deswegen fiel die Wahl schlieBlich auf Chromat als Hintergrundelektrolyten
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(Detektion bei 254 nm) und ggf. Diethanolamin oder Borat als puffernde Substanz, nach-
dem die Pufferwirkung von Chromat sehr gering ist,184185:186

Diese Pufferzusitze verlangen einen basischen pH-Wert, d. h. die Aminosdure liegt hier als
Anion vor. Die Trennung von Anionen in der CE in normaler Anordnung (mit dem Detek-
tor auf der Seite der Kathode) ist etwas problematisch, da die Anionen gegen den EOF
migrieren. Es gelingt nur, diejenigen Anionen zu detektieren, deren vektorielle Wanderung
zur Anode geringer ist als der zur Kathode gerichtete EOF. Schnell wandernde Anionen
entziehen sich der Detektion. Durch Umpolung der Spannungsquelle kann man diese
schnellen Anionen detektieren, aber die langsameren Anionen wandern nach der Injektion
mit dem EOF ins Kathodengefal3 zuriick. Kehrt man zusétzlich mit dem elektrischen Feld
auch noch den EOF um, z. B. durch Beschichtung der Kapillaroberfldche mit einem Tensid
mit quaterndren Ammoniumgruppen, so gelingt die Trennung sowohl schneller als auch
langsamer Anionen in einem Lauf.

Die Umkehrung des Elektroosmotischen Flusses geschieht folgendermaBlen: Das kationi-
sche Tensid CTAB wird mit seinen positiv geladenen Molekiilenden an den negativen
Silanolgruppen der Kapillarwand adsorbiert und bildet in sehr kleinen Konzentrationen
(kleiner als 0,1 mM) eine Schicht, die die Ladung der Oberfldchensilanolgruppen kompen-
siert. Durch diese Behandlung der Kapillare wird der elektroosmotische Fluss unterdriickt.
Erhoht man die Konzentration auf 0,2 mM CTAB und hoher, wird eine Doppelschicht an
der Kapillarwand aufgebaut. Durch hydrophobe Wechselwirkungen lagert sich an die erste
Schicht eine zweite, die nun mit den positiven Ladungen der CTAB-Molekiile ins Innere
der Kapillare gerichtet ist. Die positiven Ladungen an der AuBenseite dieser Doppelschicht
sind nun Ursache fiir den elektroosmotischen Fluss, der folglich nicht mehr kathodenge-
richtet ist, sondern zur Anode verldauft. Bei noch groferen Konzentrationen besteht die
Gefahr, dass das CTAB wie bei der MEKC Mizellen bildet und die Trennung aufgrund des

vollig anderen Trennmechanismus nicht mehr effektiv ist,'09187

6.3.1 Experimentelles

Die Apparatur war die gleiche wie in 6.2.1 beschrieben, nur wurde bei den Versuchen zur
indirekten Detektion ein Dioden-Array-(PDA)-Detektor mit variabler Wellenldnge ver-
wendet.

Es wurden drei verschiedene Trennsysteme getestet, die in Tabelle 6-1 beschrieben wer-

den.
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Tabelle 6-1: Ubersicht iiber die getesteten Trennsysteme
Kapillare | fused silica 50 um L.D., 60,2/50 cm Léinge
Detektion | PDA-Detektor, 254 nm
System 1 | Puffer 5 mM Na,CrQOy4, 0,2 mM CTAB, 10 mM B-CD, pH 11,3
Analyt 1 mM D,k;tert.—Butyalanin, Detektion im umgekehrten Modus
(nach Lit. )
Kapillare | fused silica 50 um L.D., 60,2/50 cm Lénge
Detektion | PDA-Detektor, 254 nm
25 mM Diethanolamin, pH 10,7, 5 mM Na;CrOy, 15 mM o-CD
System 2 | Puffer oder 15 mM B-CD
Analyt 18 mg/mllglg,L—tert.—Butylalanin, Detektion im normalen Modus
(nach Lit.”™)
Kapillare | fused silica 50 um 1.D., 60,2/50 cm Linge, PDA-Detektor
Detektion | PDA-Detektor, 254 nm
System 3 | Puffer 5 mM Na,CrO4, 3 mM Borat, 10 mM B-CD, pH 9,2
Analyt 1 mM Dl,glg—ltgegrlté(—)Butylalanin, Detektion im normalen Modus
(nach Lit. ™™ "7

6.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Die Kombination von Chromat und Cyclodextrinen in einem CE-Trennpuffer ist recht
hiufig beziiglich der Trennung von anorganischen Anionen zu finden, als Beispiel sei
Lit."" angefiihrt. Es handelt sich jedoch hierbei um keine chiralen Trennungen, sondern
die Cyclodextrine werden zur Verbesserung der Auflosung, Verringerung der Migrations-
zeit etc. verwendet. Mit einer Methode, die sich der Gefrierpunktserniedrigung zur Be-
stimmung von Bindungskonstanten bedient, konnten fiir den Komplex von Chromat und a-
CD eine Bindungskonstante von 32.7 M-1, mit $-CD eine Bindungskonstante von 10.2 M-
1 und mit y-CD eine Bindungskonstante von 18.3 M-1 ermittelt werden,'** es kann also die
Bildung eines Einschlusskomplexes stattfinden. Diese Bindungskonstanten sind jedoch u.
U. so klein im Verhiltnis zu den zu ermittelnden Bindungskonstanten der Cyclodextrin-
Einschlusskomplexe mit den zu untersuchenden Aminosduren, dass sie nicht in Gewicht
fallen. Jedoch zeichneten sich alle drei verwendeten Trennsysteme durch Probleme in der
Detektion (die Peaks waren nicht identifizierbar) und @uflerst schlechte Reproduzierbarkeit
aus. Die Verwendung von Chromat als Puffersubstanz ist demnach nicht zu empfehlen,
abgesehen davon, dass diese Substanz aufgrund ihrer Toxizitdt und Cancerogenitit erheb-
liche Vorsichtsmanahmen im Umgang erfordert.

Die Verwendung von Diethanolamin als zusitzlichen Puffersubstanz hat sich als problema-
tisch erwiesen, da es anscheinend mit B-Cyclodextrin einen stidrkeren Einschlusskomplex
bildet als die zu untersuchenden Aminosduren,'”> obwohl das System Cyclo-

dextrin/Diethanolamin weit verbreitet ist.'s°

108



Kapillarelektrophoretische Untersuchungen von CD-Einschlusskomplexen

Da es sehr schwierig ist, ein System zu finden, das einen Chromophor fiir die indirekte
Detektion enthilt, aber nicht mit dem zur Enantiomerentrennung verwendeten Cyclo-
dextrin in Wechselwirkung tritt, wurde dieser Ansatz zur Bestimmung der Bindungskon-
stanten zwischen underivatisierten, aliphatischen (d. h. keinen Chromophor enthaltenden)

Aminoséduren und Cyclodextrinen nicht weiter verfolgt.

6.4 Zusammenfassung

Es wurde eine Methode zur Trennung der Enantiomere von tert.-Butylalanin und seiner
Silyl- und Germanyl-Analoga entwickelt, die in einem Puffer aus: 20 mM Borat, pH 9.4,
100 mM SDS, 23 % Methanol, 15 mM y-Cyclodextrin, Detektion bei 254 nm im normalen
Modus resultierte. Es handelt sich hierbei um eine MEKC-Methode mit der Auflosungen
R, der Enantiomeren zwischen 2.07 und 8.17 erreicht werden konnten.

Versuche zur Trennung der underivatisierten Enantiomere von tert.-Butylalanin mit indi-
rekter Detektion schlugen fehl, da der verwendete Hintergrundelektrolyt in allen seinen
Modifikationen, der als Chromophor Chromat enthielt, keine identifizierbaren Peaks und

nicht reproduzierbare Ergebnisse lieferte.
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7 Vergleich der Ergebnisse aus den spektroskopischen,
kapillarelektrophoretischen und potentiometrischen
Messungen und den MD-Simulationen

Um den chiralen Erkennungsprozess von B-Cyclodextrin (B-CD) und einigen seiner Deri-
vate, namlich Heptakis-(6-sulfato)-pB-cyclodextrin (HS-B-CD), Heptakis-(2,3-diacetyl)-f3-
cyclodextrin (Diac-B-CD) und Heptakis-(2,3-diacetyl-6-sulfato)-p-cyclodextrin (HDAS-B-
CD), zu verstehen, wurden NMR-Experimente, vor allem die Messung der ,,Verschiebun-
gen der chemischen Verschiebungen, die durch Komplexbildung induziert wurden”
(complexation induced chemical shifts, CICS) und ROESY-Experimente, durchgefiihrt.
Betrachtet man die CICS, die fiir die Paare Diac-B-CD/Ala-Phe, HDAS-B-CD/Ala-Phe,
Diac-B-CD/Ala-Tyr und HDAS-B-CD/Ala-Tyr auftreten, dann zeigt sich, dass sie relativ
klein sind und demnach auf eine eher schwache Wechselwirkung des jeweiligen Gastmo-
lekiils mit dem Wirt hindeuten. So wundert es nicht, dass in den Kapillarelektrophorese-
Versuchen (capillary electrophoresis, CE) nicht alle Dipeptide mit allen Cyclodextrinen
getrennt werden konnen. Dies gilt insbesondere fiir die Paare Diac-B-CD mit jeweils Ala-
Phe und Ala-Tyr bei pH 3.5 sowie mit Ala-Tyr bei pH 2.5, keine Trennung der Enantiome-
re erreicht werden. Bei Trennung mit HDAS-B-CD migrierte immer das DD-Enantiomer
sowohl von Ala-Phe als auch von Ala-Tyr vor dem LL-Enantiomer.

Ausgeprigter sind die Ergebnisse mit B-CD und HS-B-CD. Die CICS-Messungen zeigten,

dass bei pH 3.5 generell die Eintauchtiefe des aromatischen Restes des Dipeptids in die
Kavitidt von B-CD oder HS-B-CD geringer ist als bei pH 2.5, was durch die Ergebnisse der
ROESY-Experimente sowie im Falle von B-CD durch Molekiilldynamik-(MD-)-
Simulationen abgesichert werden konnte. In der CE migriert bei pH 2.5 das DD-
Enantiomer von Ala-Tyr mit -CD langsamer als das LL-Enantiomer, was auf eine stirke-
re Komplexbildung des DD-Enantiomers bei diesem pH-Wert hinweist. Entsprechend
konnte durch die CICS gezeigt werden, dass das DD-Enantiomer von Ala-Tyr bei pH 2.5
tiefer in die Kavitit von B-CD eintaucht als das LL-Enantiomer, was durch die ROESY-
Experimente und die MD-Simulationen bestitigt wird. Bei pH 3.5 migriert das LL-
Enantiomer dagegen langsamer in der CE, was sich in einem tieferen Eintauchen des LL-
Enantiomers wiederspiegelt und durch die CICS NMR-spektroskopisch bestitigt wird.

Mit HS-B-CD migriert in der CE das DD-Enantiomer von Ala-Tyr bei pH 2.5 langsamer,

ebenso wie bei pH 3.5. Bemerkenswerterweise bestitigen die CICS fiir pH 2.5 zwar kein
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tieferes Eintauchen des Dipeptids, wohl aber sind stirkere Wechselwirkungen mit den
Dipeptid-Protonen zu erkennen. Bei pH 3.5 sind mittels NMR-Spektroskopie (sowohl
CICS als auch ROESY) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Enantiomeren zu
erkennen, lediglich die CD-Spektroskopie liefert fiir HS-B-CD mit D-Ala-D-Tyr eine
groBBere Bindungskonstante. Vermutlich werden in diesem Falle die unterschiedlichen
Migrationszeiten der beiden Enantiomere in der CE durch kleinste Unterschiede in den
Wechselwirkungen hervorgerufen, die sich im Verlauf der Trennstrecke zum beobachteten
Effekt einer Enantiomerentrennung aufsummieren.

Wie bereits erwéhnt, konnte durch die MD-Simulationen gezeigt werden, dass bei pH 2.5
das DD-Enantiomer von Ala-Phe tiefer in die Kavitit von f-Cyclodextrin eintaucht als das
LL-Enantiomer, wohingegen bei pH 3.5 der umgekehrte Fall vorliegt. Die Potentiometrie
liefert auch fiir pH 3.5 eine grofere Bindungskonstante fiir das LL-Enantiomer. Damit
werden die Ergebnisse aus der CE, nach denen bei pH 2.5 das DD-Enantiomer und bei pH
3.5 das LL-Enantiomer langsamer migriert, untermauert.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Studien iiber das Einschlussverhalten der Enantio-
mere von Ala-Phe und Ala-Tyr mit B-CD und HS-B-CD bei den pH-Werten 2.5 und 3.5 ist
in Tabelle 7-1 nochmals zusammengefasst und in Tabelle 7-2 visualisiert. Dabei sind die
Eintauchtiefen der Dipeptide so dargestellt, wie sie die meiste Zeit iiber in den Molekiildy-
namik-Simulationen zu sehen sind. Teilweise ist der Aromat sehr weit in die Kavitit
eingedrungen bzw. sogar durch die Kavitit hindurch ,,gerutscht®, so dass er sich schon fast
wieder auBlerhalb der Kavitit befindet. Wechselwirkungen des Aromaten mit H3’ des
Cyclodextrins sollten bei einer so groen Eintauchtiefe eigentlich nicht mehr auftreten.
Dennoch wurden im ROESY-NMR-Experiment Kreuzsignale der aromatischen Protonen
des Dipeptids mit H3* beobachtet. Dies mag daran liegen, dass die NMR-Zeitskala sehr
grof} ist und man immer einen Mittelwert der tatsdchlichen Verhiltnisse sieht. Deswegen

spielen die Momente, in denen sich das Dipeptid weiter oben befindet, hier eine Rolle.
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Tabelle 7-1 Vergleich der Ergebnisse aus den durchgefiihrten Experimenten
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Tabelle 7-2: Graphische Darstellung der erhaltenen Ergebnisse (die Darstellungen sind rein

schematisch und spiegeln hiufig auftretende Geometrien wieder)

Kation

Zwitterion

Sekundéare
Hydroxylgruppen

Sekundare
Hydroxylgruppen

Ala-Tyr
mit B-CD -
Primare . - _\’ Primare
Hydroxylgruppen h - Hydroxylgruppen
NI
DD-Enantiomer: dunkel DD—En;ntiomer: dunkel
LL-Enantiomer: hell LL-Enantiomer: hell
Sekundéare Sekundéare
Hydroxylgruppen Hydroxylgruppen
Ala-Tyr
mit HS-B-CD
Sulfatgruppen Sulfatgruppen
DD-Enantiomer: dunkel DD-Enantiomer: dunkel
LL-Enantiomer: hell LL-Enantiomer: hell
§)</é: Sekundare Sekundare
- Hydroxylgruppen
Ala-Phe
mit B-CD
Primére
Hydroxylgruppen - Hydroxylgruppen
DD-Enantiomer: dunkel DD-Enantiomer: dunkel
LL-Enantiomer: hell LL-Enantiomer: hell
Sekundare Sekundare
Hydroxylgruppen Hydroxylgruppen
Ala-Phe
mit HS-B-CD

DD-Enantiomer: dunkel
LL-Enantiomer: hell
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8 Zusammenfassung

Die Cyclodextrin-modifizierte Kapillarelektrophorese (CE) ist eine wichtige chirale analy-
tische Technik geworden, die zur HPLC und zur Gaschromatographie komplementir ist
und sich deshalb fiir die Analyse der Abbauprodukte von Aspartam gut eignet. Ausgehend
von diesen Abbauprodukten wurden im Arbeitskreis Scriba an der Universitit Jena syste-
matische Studien iiber die Trennung von Enantiomeren verschiedener Dipeptide mit einer
Vielzahl von nativen und derivatisierten Cyclodextrinen bei verschiedenen pH-Werten
durchgefiihrt. Bei der Trennung der Enantiomere von z. B. Ala-Phe oder Ala-Tyr mit -
Cyclodextrin wurde eine Umkehr der Migrationsreihenfolge bei Erhohung des Puffer-pH-
Werts von 2,5 auf 3,5 festgestellt. Mit Heptakis-(6-sulfato)-B-cyclodextrin (HS-B-CD),
Heptakis-(2,3-O-diacetyl)-B-cyclodextrin  (Diac-B-CD) und Heptakis-(2,3-diacetyl-6-
sulfato)-p-cyclodextrin (HDAS-B-CD) wurde diese Umkehr der Migrationsreihenfolge
nicht beobachtet.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Mechanismus der Wechselwirkungen zwischen
Cyclodextrinen und Aminoséduren bzw. Dipeptiden griindlich und umfassend zu untersu-
chen. Dabei ging es in erster Linie um die Untersuchung der Mechanismen der chiralen
Erkennung durch Cyclodextrine, die mit Hilfe von verschiedensten Analysenmethoden,
vor allem potentiometrische Titrationen und spektroskopische Methoden, wie der NMR-,
UV- und CD-Spektroskopie durchgefiihrt werden sollten. Damit sollte auch die beobachte-
te Umkehr der Migrationsreihenfolge bei Erhohung des pH-Wertes des Laufpuffers in der
CE erklirt werden.

Die potentiometrische Titrationsmethode lieferte verniinftige Bindungskonstanten fiir
Cyclodextrin-Einschlusskomplexe mit Aminosduren. Eine Analyse der Struktur-
Aktivitiatsbeziehungen fiir Aminosduren und Cyclodextrine ergab, dass ein gewisses
Volumen der Aminosiure-Seitenkette und damit ein gutes Ausfiillen der Cyclodextrin-
Kavitit notig ist, um den vollen Nutzen aus den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
der Aminosdure-Seitenkette und der Cyclodextrin-Kavitit zu ziehen. Eine Verlangerung
des hydrophilen Restes, der aus der Kavitit herausragt, wie es bei den untersuchten Dipep-
tiden Ala-Phe und Ala-Tyr der Fall, fiihrt zu der Moglichkeit der Ausbildung von Wasser-
stoff-Briickenbindungen mit den Hydroxylgruppen am breiteren Rand der Cyclodextrin-

Kavitidt und damit zu einer stiarkeren Bindung an das Cyclodextrin.
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UV-spektroskopisch wurden die Stochiometrien der Komplexe der D- und L-Enantiomere
von Phenylalanin und Phenylglycin mit a- und B-Cyclodextrin (CD) und von Tyrosin und
Tryptophan mit a-CD mittels so genannter ,,Job-Plots* bestimmt. Dabei zeigte nur Tryp-
tophan mit a-CD Anzeichen fiir ein tatsdchliches Auftreten eines Einschlusskomplexes,
und zwar wahrscheinlich mit einer Mischung aus den Stochiometrien 1:2 (Aminosdure:a-
CD) und 1:1. Alle anderen Job-Plots waren nicht auswertbar. Massenspektrometrische
Untersuchungen einer 1:1-Mischung von L-Phenylalanin und B-CD ergaben allerdings
Hinweise fiir das Auftreten eines 1:1-Komplexes. Andere Komplexstochiometrien wurden
nicht beobachtet. Des Weiteren wurde versucht, die Bindungskonstanten der D- und L-
Enantiomere von Phenylalanin, Phenylglycin und Tyrosin mit a-CD UV-spektroskopisch
zu bestimmen, was aber zu keinen eindeutig auswertbaren Ergebnissen fiihrte.

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurden die Bindungskonstanten der Einschlusskomplexe
der DD- und LL-Enantiomere der Dipeptide Ala-Phe und Ala-Tyr mit 3-CD und HS-B-CD
bestimmt. Die gefundenen Bindungskonstanten weisen alle recht hohe Standardabwei-
chungen auf, so dass sich die Enantiomere im Verhalten nicht signifikant voneinander
unterscheiden und teilweise sogar im Widerspruch zu den im Zuge dieser Arbeit mit
anderen Methoden gefundenen Bindungsphinomenen stehen.

Um den chiralen Erkennungsprozess von B-CD und einigen seiner Derivate, nimlich HS-
B-CD, Diac-B-CD und HDAS-B-CD, zu verstehen, wurden NMR-Experimente durchge-
fiihrt, und zwar wurden ,,Verschiebungen der chemischen Verschiebungen, die durch
Komplexbildung induziert wurden” (complexation induced chemical shifts, CICS) vermes-
sen und mittels ROESY-Experimenten die Komplexgeometrie untersucht. Betrachtet man
die CICS, die fiir die Paare Diac-B-CD/Ala-Phe, HDAS-B-CD/Ala-Phe, Diac-B-CD/Ala-
Tyr und HDAS-B-CD/Ala-Tyr auftreten, dann zeigt sich, dass sie relativ klein sind und
demnach auf eine eher schwache Wechselwirkung des jeweiligen Gastmolekiils mit dem
Wirt hindeuten. Die CICS fiir f-CD- und HS-B-CD-Dipeptid-Komplexe bestdtigten einen
Einschluss des aromatischen Restes in die Cyclodextrin-Kavitit. Es konnte gezeigt werden,
dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer von Ala-Tyr tiefer in die Kavitidt von f-CD eintaucht
als das LL-Enantiomer. Auflerdem ist bei pH 3.5 die Eintauchtiefe in die Kavitit geringer
als bei pH 2.5, was durch die Ergebnisse der ROESY-Experimente bestitigt werden
konnte.

Um einen besseren Einblick in die Bindungsmodi der Enantiomere von Ala-Phe und Ala-
Tyr mit B-CD bei unterschiedlichen pH-Werten zu erhalten, wurden Molekiildynamik-

(MD-)-Simulationen durchgefiihrt. Die Simulationen wurden mit jedem Enantiomer von
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Zusammenfassung

Ala-Phe und Ala-Tyr in jedem moglichen Protonierungszustand durchgefiihrt, d. h. Kation,
Zwitterion und Anion. Zum ersten Mal wurden MD-Simulationen fiir eine groBere Serie
von unterschiedlichen Komplexen von Enantiomeren in verschiedenen Protonierungs-
zustdnden systematisch iiber den langen Zeitraum von 1 ns (=1000 ps) ausgefiihrt.

Die Eintauchtiefe der untersuchten Dipeptide wurde mit Hilfe einer in die Cyclodextrin-
Kavitit eingepassten Ebene berechnet. Auf diese Weise konnten Informationen iiber das
unterschiedliche Einschlussverhalten der untersuchten Dipeptide erhalten werden. Die
angewendete Methode ldsst sich leicht auf andere Wirts-Gast-Komplexe iibertragen und
erleichtert die Datenerfassung auch in anderen Féllen.

Es konnte gezeigt werden, dass bei pH 2.5 das DD-Enantiomer von Ala-Phe tiefer in die
Kavitidt von B-Cyclodextrin eintaucht als das LL-Enantiomer, wohingegen bei pH 3.5 der
umgekehrte Fall vorliegt. Betrachtet man das Dipeptid Ala-Tyr, dann dringt bei pH 2.5 das
DD-Enantiomer tiefer ein, wohingegen keine klare Aussage iiber das Eindringverhalten der
Enantiomere bei pH 3.5 gemacht werden kann. Die CICS und die Ergebnisse der Kapillar-
elektrophorese weisen jedoch auf ein tieferes Eindringen des LL-Enantiomers hin.

Um die Enantiomerenreinheit der im Rahmen der systematischen Untersuchungen iiber
Bioorganosilicium- und Bioorganogermanium-Chemie im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr.
R. Tacke synthetisierten Silicium- und Germanium-enthaltenden o-Aminosiduren und
Peptide des Formeltyps H,NCH(CH,SiR3;)COOH und H,NCH(CH,GeR3)-COOH (R =
Organyl) iiberpriifen zu konnen, wurde eine Methode entwickelt, um die Enantiomere von
tert.-Butylalanin sowie dessen Germanyl- und Silyl-Analoga zu trennen. Die Methode zur
Trennung und Quantifizierung der Enantiomere von tert.-Butylalanin und seiner Silyl- und
Germanyl-Analoga, resultierte in einem Puffer aus: 20 mM Borat, pH 9.4, 100 mM SDS,
23 9% Methanol, 15 mM vy-Cyclodextrin, Detektion bei 254 nm im normalen Modus. Es
handelt sich hierbei um eine MEKC-Methode mit der Auflosungen Ry der Enantiomeren

zwischen 2.07 und &.17 erreicht werden konnten.
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9 Summary

Cxclodextrin-modified capillary electrophoresis (CE) has become an important chiral
analytic tool which is complementary to gas chromatography and HPLC. It is applicably
for the analysis of polar substances particularly well, and is therefore suitable for the
analysis of the degradation products of aspartame. On the basis of these degradation
products, systematic studies on the separation of enantiomers of different dipeptides with a
variety of native and derivated cyclodextrins at different pH values were accomplished by
the group of Scriba at the University of Jena. While increasing the buffer pH value from
2.5 to 3.5, the separation of the enantiomers of Ala-Phe or Ala-Tyr with B-cyclodextrin
revealed a reversal of the migration order. With heptakis-(6-sulfato)-B-cyclodextrin (HS-f-
CD), heptakis-(2,3-O-diacetyl)-B-cyclodextrin (Diac-B-CD) and heptakis-(2,3-diacetyl-6-
sulfato)-B-cyclodextrin (HDAS-B-CD), this reversal of the migration order was not ob-
served.

The goal of this work was to examine the interaction mechanisms between cyclodextrins
and amino acids and/or dipeptides. The primary goal was the investigation of the chiral
recognition mechanisms of cyclodextrins, which were examined by most diverse analysis
methods, e. g. potentiometric titration and NMR spectroscopy as well as UV and CD
spectroscopy. In addition, it was aimed to elucidate the reason of the reversed migration
order observed with increasing pH value of the running buffer in CE.

The potentiometric titration method led to reasonable binding constants for cyclodextrin
inclusion complexes with amino acids. An analysis of the structure activity relationship for
amino acids and cyclodextrins resulted in the fact that a certain volume of the amino acid
side chain and thus a good fit to the cyclodextrin cavity are necessary in order to take full
advantage of the hydrophobic interactions between the amino acid side chain and the
cyclodextrin cavity. An extension of the hydrophilic moiety, which protrudes out of the
cavity, as present with the examined dipeptides Ala-Phe and Ala-Tyr, leads to the possibil-
ity of developing hydrogen bonds with the hydrogyl groups at the wider rim of the cyclo-
dextrin cavity and thus to a stronger binding to the cyclodextrin.

The stoichiometries of the complexes of the D and L enantiomers of phenylalanine and
phenylglycine with a- and B-cyclodextrin (CD) and tyrosine and tryptophan with o-CD
were determined by means of so-called "Job plots". Only tryptophan in combination with

a-CD showed an actual occurrence of an inclusion complex, probably a mixture of 1:2
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Summary

(amino acid:a-CD) stoichiometry and 1:1 stoichiometry. All other Job plots could not be
analysed. Mass spectrometric investigations of a 1:1 mixture of L-phenylalanine and $-CD
resulted in the occurrence of a 1:1 complex. Other complex stoichiometries were not
observed. Moreover, the binding constants of the D and L enantiomers of phenylalanine,
phenylglycine and tyrosine with a-CD were to be determined by UV spectroscopy, which
did not lead to defined results.

Using CD spectroscopy, the binding constants of the inclusion complexes of the DD and
LL enantiomers of the dipeptides Ala-Phe and Ala-Tyr with B-CD and HS-B-CD were
determined. All binding constants found exhibit relatively high standard deviations, so that
the enantiomers do not differ significantly from each other and, even worse, contradict in
parts the binding phenomena found with other methods during the course of this work.

In order to understand the chiral recognition process of f-CD and some of its derivatives,
i.e. HS-B-CD, Diac-B-CD and HDAS-B-CD, NMR experiments were accomplished,
namely “complexation induced chemical shifts” (CICS); and the complex geometry was
examined by means of ROESY experiments. Regarding the pairs of Diac-f-CD/Ala-Phe,
HDAS-B-CD/Ala-Phe, Diac-B-CD/Ala-Tyr and HDAS-B-CD/Ala-Tyr, the CICS occured
to be relatively small and thus exhibit rather weak interactions of the respective guest
molecule with the host. The CICS for B-CD- and HS-B-CD-dipeptide complexes confirmed
an inclusion of the aromatic moiety into the cyclodextrin cavity. It could be shown that at
pH 2.5 the DD enantiomer of Ala Tyr immerses more deeply into the -CD cavity than the
LL enantiomer. Additionally, the immersion into the cavity is shallower at pH 3.5 than at
pH 2.5, which could be confirmed by the results of the ROESY experiments.

In order to receive a better view of the binding modes of the Ala-Phe and Ala-Tyr enanti-
omers with B-CD at different pH values, molecular dynamics simulations (MD simula-
tions) were carried out. The simulations were accomplished with each Ala-Phe and Ala-
Tyr enantiomer in each possible state of protonation, i.e. cation, zwitterion and anion. For
the first time MD simulations for a larger series of different complexes of enantiomers in
different states of protonation were implemented systematically during the long period of 1
ns (= 1000 ps).

The immersion depth of the examined dipeptide was computed with the help of a plane fit
into the cyclodextrin cavity. In this way information about the different inclusion behav-
iour of the examined dipeptide could be received. The applied method can be transferred

easily to other host-guest complexes and facilitates the data acquisition in other cases, too.
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It could be shown that at pH 2.5, the DD enantiomer of Ala-Phe immerses more deeply
into the B-cyclodextrin cavity than the LL enantiomer, whereas at pH 3.5, the reversal is
the case. Regarding the dipeptide Ala-Tyr, at pH 2.5 the DD Enantiomer penetrates the
cavity more deeply, whereas no clear statement about the penetration behaviour of the
enantiomers can be made at pH 3.5. The CICS and the capillary electrophoresis results
refer, however, to a deeper penetration of the cavity by the LL enantiomer.

In order to be able to examine the enantiomeric purity of the silicon- and germanium-
containing o-amino acids of the formula type H,NCH(CH,SiR3;)COOH and
H,NCH(CH,GeR3)COOH (R = organyl), which were synthesised within the course of the
systematic investigations on bioorganosilicium and bioorganogermanium chemistry in the
group of. Tacke in Wiirzburg, a method was developed in order to separate the enantiomers
of tert.-butylalanine as well as its germanyl and silyl analogues. The method for the separa-
tion and quantification of the enantiomers of fert.-butylalanine and its silyl and germanyl
analogues resulted in a buffer consisting of 20 mM borate, pH 9.4, 100 mM SDS, 23 %
methanol, 15 mM y-cyclodextrin, detection at 254 nm (normal mode). The applied method
is a MEKC method which results in resolution of the enantiomers in a range of 2.07 to

8.17.
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