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Die supramolekulare Chemiel'! beschiftigt sich mit der
Synthese und den Eigenschaften von Verbindungen mit
gerichteten und spezifischen nichtkovalenten Wechselwir-
kungen zwischen maf3geschneiderten organischen Baustei-
nen. Grofle Bedeutung kommt hierbei synthetischen Wirt-
Gast-Systemen zu, die supramolekulare Strukturen von
hoher Komplexitéit bilden konnen. Supramolekulare Systeme
sind hinsichtlich Spezifitdt und Funktionalitit (,,molekulare
Schalter®) plan- und optimierbar, woraus sich Konzepte fiir
die Entwicklung von neuen Materialien fiir molekulare
Erkennung, molekulare Uberstrukturen und Selbstorganisa-
tion ableiten. Mithilfe mechanischer Einzelmolekiil-Kraft-
spektroskopie untersuchten wir die Bindung von einzelnen
Wirt-Gast-Komplexen aus Resorc[4]arenen als Rezeptoren
und Ammoniumderivaten als Liganden. Durch die Verwen-
dung von verdiinnten Proben des Wirtmolekiils und von
Gastmolekiilen, die durch einen langen Polymerlinker an
einer AFM-Spitze immobilisiert waren, liel sich Mehrfach-
bindung vermeiden, sodass erstmalig einzelne Wirt-Gast-
Dissoziationsereignisse in einem supramolekularen System
beobachtet werden konnten. Die molekularen Bindungskréf-
te, ihre Abhéngigkeit von der dufleren Beladung, die Disso-
ziationsgeschwindigkeit und die molekulare Reaktionslénge
héngen direkt mit den molekularen Eigenschaften des supra-
molekularen Systems zusammen und sind in Einklang mit
einem aktivierten Zerfall eines metastabilen gebundenen
Zustands; dhnliche Ergebnisse wurden auch fiir biologische
Rezeptor-Ligand-Systeme erhalten. Die Resultate geben
Aufschluss iiber Mechanismen, Kinetik und Thermodynamik
der intermolekularen Assoziation in Chemie und Biologie
und zeigen neue Konzepte fiir die Entwicklung synthetischer
Rezeptorsysteme auf.
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Calixarene sind gut untersuchte Modellsysteme fiir Re-
zeptoren, die synthetische Hohlrdume fiir den Einschluss
kleiner kationischer Géste wie Alkalimetall- oder Ammoni-
umionen bereitstellen.”! Organische Kationen wie Ammo-
niumionen spielen eine wichtige Rolle bei molekularen
Erkennungsprozessen in der Natur (z.B. in Proteinseitenket-
ten). Calix[n]arene sind eine Klasse makrocyclischer Verbin-
dungen, die durch basenkatalysierte Kondensation von n
Phenolderivaten und Formaldehyd gebildet werden.>*! Die
hier verwendeten Resorc[4]arene!®”! bestehen aus vier Re-
sorcin-Bausteinen, die iiber Methingruppen verbriickt sind.
Dieses Strukturprinzip ldsst Freiheitsgrade fiir Rotationen
um die Methin-C-C-Bindungen zu, sodass sich fiinf mogliche
Konformationen ergeben: Krone (C,,), Boot (C,,), Sessel
(C,,), Diamant (C,) und Sattel (D,;). Um die konformative
Flexibilitdt in Resorc[4]arenen einzuschranken, konnen z.B.
die Hydroxygruppen am oberen Rand des Molekiils durch
Kondensation verkniipft werden, wodurch das Molekiil in der
Kronen-Konformation fixiert wird. Die neue Verbindung
wird als Cavitand® bezeichnet, und der starre Hohlraum des
Wirtes dient nun als Templat fiir den Einschluss kleiner Gast-
Ionen. Die Bindung kleiner Kationen an den Resorc[4]aren-
Cavitanden wird durch Ion-Dipol-Wechselwirkungen ermog-
licht, wobei Wasserstoffbriicken und Kation-m-Wechselwir-
kungen zwischen dem positiv geladenen Ion und dem aro-
matischen Ringsystem des Cavitanden von grofler Bedeutung
sind.’! Die Sperzifitit der Bindung ist durch die sterische
Komplementaritdt von Wirt und Gast gegeben: Nur Katio-
nen, die klein genug sind, um in den Hohlraum zu passen,
werden durch den Resorc[4]aren-Rezeptor erkannt. In unse-
rem Experiment wurde ein 2,8,14,20-Tetra[10-(decyl-
thio)decyl]-Cavitand mit einer berechneten Hohlraumweite
von 0.7 nm auf die spezifische Erkennung von Ammonium-
ionen und Ammoniumderivaten untersucht (Abbildung 1).”!

Zur Untersuchung dieser Wechselwirkungen verwende-
ten wir die Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie. Bei dieser
Methode wird die Verbiegung des Kraftsensors (,,cantilever*)
eines Rasterkraftmikroskops (AFM) detektiert. Die Technik
ermoglicht die Messung sehr kleiner Krifte (Pikonewton)
unter physiologischen Bedingungen. Zusammen mit ihrer
rdumlichen Auflosung bis in den Subnanometerbereich bietet
die Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie einzigartige Moglich-
keiten zur Untersuchung und Manipulation einzelner Mole-

Abbildung 1. Gasphasenstruktur des Wirt-Gast-Komplexes aus dem
Cavitanden und einem Ethylammoniumion (a) oder einem Trimethyl-
ethylammoniumion (b). Die Struktur wurde auf dem B3LYP/3-21G*-
Niveau optimiert.

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

Chemie

439



Zuschriften

490

kille und zur Bestimmung von Kréften in und zwischen
individuellen Molekiilen, wodurch Informationen iiber die
molekulare Energielandschaft zuginglich werden. Die Ras-
terkraftmikroskopie und verwandte Einzelmolekiiltechniken
mit ultraempfindlichen Kraftsensoren wurden zur Untersu-
chung der molekularen Erkennung und spezifischen Bindung
bei einer Vielzahl von Systemen eingesetzt. Beispiele sind
Biotin-Streptavidin/Avidin-,'*'"  Antikorper-Antigen-,>!
Selectin-Ligand-"! und DNA-Protein-Komplexel sowie
Komplexe aus DNA-Stringen®”! und Zelladhisions-
proteoglycanen.””

Untersucht wurden auch Wirt-Gast-Wechselwirkungen
bei B-Cyclodextrin-Ferrocen® 2" und 18-Krone[6]-Ammoni-
um.” ! In beiden Fillen wurde die Wirt-Gast-Wechselwir-
kung zwischen Einzelmolekiilen nur anhand einer statisti-
schen Analyse der Kriftehistogramme identifiziert. Es wurde
kein von der Beladungsrate abhéngiges Kraftspektrum er-
halten, das auf eine thermisch aktivierte Dissoziation hitte
hinweisen konnen oder Informationen zur Energielandschaft
der Wechselwirkung geliefert hitte. Im Unterschied zu diesen
Experimenten nutzten wir verdiinnte Cavitand-Monolagen
auf einer Goldoberfldche in einem 1:40-Gemisch mit Dide-
cylsulfid. Die Gast-Ionen (Ammonium, Trimethylammonium
und Triethylammonium; jedes mit einem weiteren Rest
funktionalisiert) wurden iiber einen flexiblen Polyethylengly-
col(PEG)-Linker kovalent an die AFM-Spitze gebunden
(Abbildung 2). Diese Immobilisierungsmethode erhoht die
sterische Flexibilitdt, was die Komplexbildung sowie die
Bindung eines einzelnen Wirt-Gast-Paares und dessen Iden-
tifizierung erleichtert. Die funktionalisierte AFM-Spitze
wurde mit einer regulierbaren konstanten Geschwindigkeit
periodisch an die mit dem Cavitanden bedeckte Oberfliche
(in Ethanol) angenihert und wieder zuriickgezogen.
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Abbildung 2. a) Prinzip der AFM-Experimente: Der Cavitand wird zu-
sammen mit Didecylsulfid im molaren Verhiltnis 1:40 auf einem Gold-
substrat immobilisiert. Der (Tetraorganyl)ammoniumrest (schattierter
Kreis) wird iiber einen flexiblen Polymerlinker an eine AFM-Spitze aus
Siliciumnitrid gebunden. b) Typische Kraft-Distanz-Kurve (nur retrakti-
ver Teil gezeigt); die Dehnung des PEG-Linkers tiber eine bestimmte
Strecke vor dem Bruch der Bindung (Abriss der Spitze von der Oberfla-
che und Relaxation des Kraftsensors) zeigt ein spezifisches Bindungs-
und anschlieRendes Dissoziationsereignis an.
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Molekulare Dissoziationsereignisse konnten durch Auf-
tragung der Kraftantwort des Kraftsensors gegen die z-
Position des Piezoaktuators identifiziert werden (Abbil-
dung 2). Die elastische Dehnung des PEG-Linkers vor dem
Abriss, die eine Elastizititskurve nach dem ,,worm-like
chain“-Modell beschreibt, diente als Kriterium zur Unter-
scheidung zwischen echten Bindungsereignissen und unspe-
zifischer Adhésion. Da die Kraftwerte der molekularen
Dissoziationsereignisse stochastisch verteilt sind, wurden die
Abrisskrifte von typischerweise 200 Abrissen in einem
Krafthistogramm aufgetragen. Durch Gauf-Regression
wurde das Maximum der Verteilung als die wahrscheinlichste
Dissoziationskraft bestimmt. Der experimentelle Fehler
beruht auf dem statistischen Fehler (Standardabweichung)
und der Unsicherheit in der effektiven Federkonstanten; die
Fehler, die im Folgenden fiir die Geschwindigkeit der ther-
mischen Dissoziation bei verschwindender du3erer Kraft und
fuir die Weite der Bindungstasche angegeben sind, wurden aus
diesen Werten durch Fehlerfortpflanzung berechnet.

In Abbildung 3 sind die erhaltenen Krafthistogramme fiir
die Bindung des Cavitanden an die Ammonium-, Trimethyl-
ammonium- und Triethylammoniumreste zusammen mit
Kompetitionsexperimenten in Losungen der freien Ionen
gezeigt. Die Gesamtdissoziationswahrscheinlichkeiten (die
Zahl der identifizierten Abrisse geteilt durch die Zahl der
Kraftspektroskopiezyklen insgesamt) fiir die Ammonium-
und Trimethylammoniumreste liegen bei etwa 25%. Um die
Spezifitit der Wirt-Gast-Wechselwirkung zu {iberpriifen,
wurden in Kontrollexperimenten freie Ammonium- oder
Tetramethylammoniumionen dem Losungsmittel als konkur-
rierende Liganden zugesetzt, woraufhin in beiden Féllen die
Gesamtdissoziationswahrscheinlichkeit signifikant sank. Der
Effekt war bei Sittigung mit Tetramethylammoniumionen
starker ausgeprigt (Abbildung 3b,e). Durch Waschen der
Spitze und der Probe mit reinem Ethanol wurde die Bin-
dungsfunktionalitit der Systeme vollstindig reaktiviert (Ab-
bildung 3c,f). Dieser starke Einfluss der freien Ionen, die mit
den an der Spitze funktionalisierten Resten konkurrieren,
dient als eindeutiger Beleg fiir die Spezifitit der molekularen
Erkennung zwischen Wirt und Gast.

Im Falle des Triethylammoniumrestes findet sich ein
anderes Ergebnis. Aus Abbildung 3 ist ersichtlich, dass die
Gesamtdissoziationswahrscheinlichkeit viel niedriger ist als
bei Ammonium- oder Tetramethylammoniumionen, wihrend
die Abrisskraft von dhnlicher Gréenordnung ist. Dariiber
hinaus sinkt die Gesamtdissoziationswahrscheinlichkeit nur
unwesentlich, wenn das Losungsmittel durch Ethanol ausge-
tauscht wird, das mit dem Kompetitor gesittigt ist (Abbil-
dung 3h). Das Waschen mit reinem Ethanol blieb ebenfalls
ohne Effekt (Abbildung 3i). Diese Ergebnisse sind mit der
Tatsache in Einklang, dass der Triethylammoniumrest mit
einem berechneten Durchmesser von 0.8 nm den Durchmes-
ser des Rezeptorhohlraums des Resorc[4]aren-Cavitanden
klar tiberschreitet: Unsere Einzelmolekiilexperimente liefern
also deutliche Belege fiir eine spezifische und selektive Wirt-
Gast-Wechselwirkung.

Nach der Theorie des thermisch aktivierten Zerfalls eines
metastabilen gebundenen Zustands®®*” sind die gemessenen
Kréfte nicht konstant, sondern hidngen von der zeitlichen
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Abbildung 3. Ergebnisse der AFM-Experimente in Ethanol (a,d,g) und der Kompetitionsexperi-
mente in gesittigten ethanolischen Lésungen der freien lonen (b, e, h). Durch Waschen mit Etha-
nol wurden die urspiinglichen Dissoziationswahrscheinlichkeiten (P) wiederhergestellt (c,f,i).

Kraftentwicklung auf den molekularen Komplex ab, die man
als Beladungsrate (,,loading rate“) bezeichnet. Die Bela-
dungsrate errechnet sich aus dem Produkt der experimentel-
len Geschwindigkeit und der molekularen Elastizitit. Die
Elastizitdt des molekularen Systems wurde aus der Steigung
der Kraft-Distanz-Kurve (korrigiert auf die molekulare Aus-
dehnung) auf den letzten 20 Datenpunkten vor dem Abriss
erhalten und die Beladungsrate dann als Produkt aus Elas-
tizitdt und Riickziehgeschwindigkeit berechnet.

Mithilfe der dynamischen Kraftspektroskopie wurden
Details der Bindungskinetik und Informationen iiber die
Léangenskala der Wechselwirkung erhalten. Die Ergebnisse
fiir die Geschwindigkeiten der natiirlichen thermischen Dis-
soziation sind in Abbildung 4 gezeigt; man erhdlt k.=
(0.99+0.81)s™" fiir den Ammoniumrest und k.= (1.87 +
0.75) x 1072 s™! fiir den Trimethylammoniumrest, was Lebens-
dauern der Bindungen von 7=1.01s bzw. 7=53.5s ent-
spricht. Dieses Ergebnis deutet ebenso wie die Resultate der
Kompetitionsexperimente darauf hin, dass sich der Trime-
thylammoniumrest besser, d. h. mit hoherer Bindungsaffinitat
in den Rezeptorhohlraum einfiigt als der Ammoniumrest. Bei
Rezeptor-Ligand-Bindungen wird die Affinitdt der Wechsel-
wirkung (Gleichgewichtskonstante der Dissoziation K=
koilk,,) durch die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
ko dominiert (und variiert), wihrend die Assoziationsge-
schwindigkeitskonstanten k,, weniger stark variieren.'’]
Unter der Annahme diffusionskontrollierter Assoziation
mit einer typischen Assoziationsgeschwindigkeit von k,,=
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10°m~'s7'0%% fiir die Bindung eines
Liganden in die Bindungstasche des
Rezeptors lassen sich Gleichgewichts-
konstanten  von K ,=0.99s7"/
10°mM 's7'~107°m fiir Ammonium
und K, =2x1072s/10°m s ' =2x
10""™ fiir Trimethylammonium ange-
ben. Aus den Gleichgewichtskonstan-
ten leiten sich die Differenzen der
freien Reaktionsenthalpien (Gibbs-
Energien) gemifl AG =RTInKy, ab.
h Es ergeben sich ungefihre Werte von
AG ~ —28 kJmol™' (Ammonium) und
AG~ —38kImol ' (Trimethylammo-
nium). Diese AG-Werte stimmen gut
mit kalorimetrisch und NMR-spektro-
skopisch ermittelten Werten fiir dhnli-
che supramolekulare Systeme wie Cy-
clodextrine™?! und wasserlosliche
Cavitanden® {iberein. Dieser Befund
ist aus zwei Griinden von Bedeutung:
1) Es wurde belegt, dass die Raster-
kraftspektroskopie fiir die Untersu-
chung von Wechselwirkungen zwi-
schen Einzelmolekiilen mit einer
zehn GroBenordnungen umfassenden
Bandbreite der Affinitdt anwendbar
ist (107”m (Biotin-Streptavidin) bis
10°m (diese Arbeit)). 2) Durch An-
wendung dieser Technik ist es nun
moglich,  Gleichgewichtskonstanten
und Bindungsenergien einzelner (supra)molekularer Kom-
plexe abzuschétzen. Dies ist von allgemeinem Interesse, da
z.B. in NMR-Experimenten die Bestimmung von Gleichge-
wichtskonstanten und den zugehorigen Bindungsenergien fiir
ionische Bindungspartner mit stark unterschiedlichen Los-
lichkeitseigenschaften sehr schwierig ist (so sind uns fiir das
hier betrachtete System keine Werte bekannt).
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Abbildung 4. Halblogarithmische Auftragung der Dissoziationskraft
gegen die Beladungsrate fiir die Bindung des Ammonium- und des Tri-
methylammoniumrestes an den Resorc[4]aren-Cavitanden. 0o: Ammoni-
umrest (kyg=0.99 s, x;=0.22 nm), A: Trimethylammoniumrest
(ko7=0.0187 s, x;,=0.38 nm).
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Aus der inversen Steigung der Auftragung der Kraft gegen
die Beladungsrate erhilt man molekulare Reaktionslédngen
von x;=(0.2240.04) nm fiir den Ammoniumrest und x;=
(0.38+0.06) nm fiir den Trimethylammoniumrest. Diese
Werte sind vergleichbar mit den berechneten Van-der-
Waals-Durchmessern von 0.3 nm fiir den Ammonium- und
0.6 nm fiir den Trimethylammoniumrest.””) Es lisst sich also
schlieBen, dass der Passgenauigkeit (sterischen Komple-
mentaritit), mit der sich das Gastmolekiil in den Rezeptor-
hohlraum einfiigt, eine groe Bedeutung bei der Wechselwir-
kung zukommt, wobei Kation-n-Wechselwirkungen betracht-
lich zum molekularen Bindungsmechanismus beitragen.
Dieser Sachverhalt trifft auch fiir den Trimethylammonium-
rest zu, da gezeigt werden konnte, dass an den Wasserstoff-
atomen der Methylgruppen eine positive Partialladung vor-
liegt.l?1:32

Wir haben gezeigt, dass die spezifische Wechselwirkung
einzelner Gastmolekiile mit ihren Rezeptoren wie auch ihre
Dissoziation mit dem Mechanismus des aktivierten Zerfalls
eines metastabilen Zustandes in Einklang sind. Die Dissozia-
tion ist thermisch aktiviert, wie es bereits theoretisch vorher-
gesagt und an biologischen Ligand-Rezeptor-Systemen expe-
rimentell verifiziert worden ist. Die gemessenen Reaktions-
langen entsprechen den berechneten Van-der-Waals-Durch-
messern der Gastliganden und ermoglichen eine Abschit-
zung, wie tief ein Ligand in den Rezeptorhohlraum des
Calixaren-Cavitanden eindringt. Die gemessenen Reaktions-
geschwindigkeiten stimmen mit den fiir eine niederaffine
Wirt-Gast-Wechselwirkung erwarteten Werten iiberein. Mit-
hilfe der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie konnten schlief3-
lich erstmals die untersuchten Liganden beziiglich ihrer
Affinitdt zum Rezeptor klassifiziert und abgestuft werden.
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