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Abstract: Der Nachweis und die Charakterisierung von
eingeschlossenen Wassermolekiilen in chemischen Ge-
bilden und Biomakromolekiilen ist weiterhin eine Her-
ausforderung fiir feste Materialien. Wir prisentieren
hier Protonen-detektierte Festkorper-Kernspinreso-
nanzspektroskopie (NMR) Experimente bei Rotations-
frequenzen von 100 kHz um den magischen Winkel und
bei hohen statischen Magnetfeldstirken (28.2T), die
den Nachweis eines einzelnen Wassermolekiils ermogli-
chen, das im Calix[4]aren-Hohlraum eines Lanthan-
Komplexes durch eine Kombination von drei Arten
nicht-kovalenter Wechselwirkungen fixiert ist. Die Pro-
tonenresonanzen des Wassers werden bei einer chemi-
schen Verschiebung nahe Null ppm nachgewiesen, was
wir durch quantenchemische Berechnungen bestétigen.
Berechnungen mit der Dichtefunktionaltheorie zeigen,
wie empfindlich der Wert der chemischen Verschiebung
der Protonen auf Wasserstoff-n-Wechselwirkungen rea-
giert. Unsere Studie unterstreicht, wie sich die Proto-
nen-detektierte Festkorper NMR zur Methode der Wahl
fiir die Untersuchung schwacher nicht-kovalenter Wech-
selwirkungen entwickelt, die einen ganzen Zweig mole-
kularer Erkennungsvorgidnge in der Chemie und Biolo-

gie bestimmen. )

Einleitung

Wasser spielt eine essentielle Rolle in einer Vielzahl von
chemischen und biologischen Prozessen. Viele biologische
Funktionen, z.B. Protonen- und Elektronentransferreaktio-
nen in biologischen Kanilen,!"! Proteinfaltung und Struk-
tur,>* sowie Zellaktivititen, werden durch einzelne Wasser-
molekiile reguliert,’) manchmal sogar unter Involvierung
ganzer Wassercluster.l So wurde unter anderem berichtet,
dass Wassermolekiile als allosterische Mediatoren in dime-
rem Hémoglobin fungieren, dass sie Protein-Liganden-Er-
kennung in Trypsinkomplexen!”! vermitteln und Protein-
Protein-Interaktionen stabilisieren. Kristalline Wasserhydra-
te sind dariiber hinaus fiir pharmazeutische Verbindungen
von Bedeutung und wurden bei der Herstellung von Temp-
laten fiir nanoporose Materialien verwendet.®

Die besondere Bedeutung von Wasser liegt insbesondere
in dessen Féhigkeit begriindet, Wasserstoffbriicken auszubil-
den, typischerweise zwischen einem elektronegativen Ele-
ment (z.B. N und O) und einem Wasserstoffatom.”! Die
Definition einer Wasserstoffbriicke ist allerdings nicht nur
auf solche Fille begrenzt."” So wurden auch Wasserstoff- -
Briicken zwischen delokalisierten n-Elektronen-Wolken von
aromatischen Ringen und N-, O- und C-gebundenen Was-
serstoffatomen beschrieben!""! und auch in Biomolekiilen
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beobachtet.'”! Solche Wasserstoffbriicken wurden als schwa-
che Wasserstoffbriicken klassifiziert mit Bindungsenergien
von weniger als 4 kcalmol™,/*"! in welchen das Wassermole-
kiil ungewohnlich kurze O-H-Bindungslingen aufweist.”
Solche Interaktionen spielen potentiell eine Rolle an hydra-
tisierten biologischen Oberflichen.™™ Vom chemischen
Standpunkt aus betrachtet, wurden Wasserstoff-n-Bindun-
gen zwischen aromatischen Ringen und einem Wassermole-
kil beispielsweise mittels Rontgenkristallographie in
Calix[4]aren-Einheiten beobachtet, welche einen hydropho-
ben Hohlraum besitzen, der in Abwesenheit von hydropho-
ben Gastmolekiilen von einem Wassermolekiil besetzt
wird,"” sowie mittels Einkristallneutronenbeugung.!”! Ein
Netzwerk von Wassermolekiilen wurde in den Strukturen
einer Vielzahl an Calix[n]arenen beschrieben.!*!®!

Die genaue Bestimmung von Wassermolekiilen ist mit
Rontgenbeugungsmethoden aufgrund des bekanntlich gerin-
gen Streufaktors von Wasserstoffatomen schwierig. Die
Einkristallneutronenbeugung wurde jedoch eingesetzt, um
die genaue Position von Wassermolekiilen zu ermitteln.
Die Protonen-detektierte NMR-Spektroskopie ist eine wei-
tere wichtige Technik, mit der sich Wassermolekiile in
chemischen und biologischen Zusammenhéngen direkt
nachweisen lassen, wobei sie insbesondere von der Empfind-
lichkeit der chemischen Verschiebung der Protonen gegen-
uber der chemischen Umgebung und der Stiarke der Wasser-
stoffbriickenbindungen profitiert.'”7 Dies ermoglicht die
Untersuchung von Wassermolekiilen, die an Wasserstoffbrii-
ckenbindungen beteiligt sind, was zu stirker entschirmten
Resonanzen fiihrt. Protonen, die an Wasserstoff- n-Bindun-
gen beteiligt sind und sich daher oberhalb einer aromati-
schen Ebene befinden, diirften dagegen niedrigere Reso-
nanzfrequenzen aufweisen (starker abgeschirmt), was auf
die zirkulierende Elektronenwolke in aromatischen Einhei-
ten (Ringstromeffekte) zuriickzufiihren ist."*! Die Aromati-
zitdt wird beispielsweise auf der Grundlage quantenche-
misch berechneter kernunabhingiger Werte fiir die
chemische Verschiebung definiert (nucleus independent che-
mical-shift values),"> die auch im festen Zustand ermittelt
wurden.! Die Entwicklung der schnellen Magic-Angle-
Spinning (MAS)-Technologie, mit der typischerweise Pro-
benrotationsfrequenzen von 110kHz (oder sogar 150-
170 kHz®*") erreicht werden konnen, bietet heutzutage
eine ausreichende Auflosung fiir die Untersuchung von
Protonen-detektierten Spektren auch im Festkorper, die
hauptsichlich bei Biomakromolekiilen (fiir eine aktuelle
Ubersicht siehe"), aber beispielsweise auch in der Pharma-
zie (fiir ausgewihlte Beispiele siehe2**") angewandt wird,
die in fritheren Jahrzehnten ein Bereich war, der nur der
NMR im Losungszustand vorbehalten war. Zusétzlich zum
schnellen MAS wurde iiber einen Ansatz berichtet, der
reine isotrope Protonen-Festkorper NMR-Spektren lie-
fert.” Protonen-detektierte Festkorper NMR bei langsame-
ren MAS-Frequenzen (<35 kHz) wurde bereits erfolgreich
zur Untersuchung supramolekularer Wirt-Gast-Wechselwir-
kungen eingesetzt,”*" beispielsweise durch den Nachweis
der zu tiefen Frequenzen verschobenen 'H-Resonanzen von
Gastmolekiilen (Toluol und Pyridin) in p-tert-Butylcalix-
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[4]aren-Komplexen, was eine Strukturbestimmung mittels
der “NMR-Kristallographie” ermoglicht.**!

Wir berichten hier iiber einen neuartigen, Vanillylamin-
beinhaltenden Calix[4]aren-La*"/K*-Komplex, der ein ein-
zelnes Wassermolekiil im Calix[4]aren-Hohlraum durch eine
Kombination von drei Arten nicht-kovalenter Wechselwir-
kungen beherbergt, was ihn zu einem geeigneten Ziel fiir
die Erforschung der jiingsten Fortschritte auf dem Gebiet
der Festkorper NMR zur Untersuchung solcher Wechselwir-
kungen macht. Festkorper-NMR-Experimente mit einer
MAS-Frequenz von 100 kHz ermoglichen nicht nur die
spektroskopische Charakterisierung des eingeschlossenen
Wassermolekiils, sondern auch eine vollstandige Strukturun-
tersuchung des Komplexes. Die hohe Magnetfeldstirke
(282T entsprechend 1200 MHz Protonen-Larmor-Fre-
quenzP?) macht eine spezifische Isotopenmarkierung iiber-
fliissig, und eine Zuordnung der NMR-Resonanzen durch
Protonen-detektierte heteronukleare *C,'H-Korrelationsex-
perimente wird moglich, einschlieBlich der spektroskopi-
schen Identifizierung der eingeschlossenen Wassersignale.
Dichtefunktionaltheoretische (DFT)-Berechnungen unter-
stiitzen die Resonanzzuordnungen. Die ungewohnlichen,
stark abgeschirmten Resonanzen der Wasserprotonen deu-
ten tatsidchlich auf den Einschluss eines isolierten Wasser-
molekiils hin. DFT-Berechnungen wurden ebenfalls durch-
gefithrt, um die Rolle einer Wasserstoff-n-Wechselwirkung
auf die beobachteten Werte der chemischen Protonenver-
schiebung weiter zu entschliisseln, und zeigen, dass ein
maximaler Abschirmungseffekt von etwa —1.5 ppm fiir Was-
serstoff-n-Wechselwirkungen moglich ist. Unsere Festkor-
per NMR-Ansétze lassen sich auf den Nachweis von Proto-
nen erweitern, die an schwachen, nicht-kovalenten
Wechselwirkungen beteiligt sind, die einen ganzen Zweig
von Molekiilerkennungsvorgéngen in der Chemie und Bio-
logie bestimmen. Ein besonders wichtiges Beispiel ist der
heute intensiv diskutierte Bereich der Fliissig-Fliissig-Pha-
senseparation, der oftmals durch Kationen-n-Wechselwir-
kungen bestimmt zu sein scheint, was die fundamentale
Rolle solcher Wechselwirkungen in biologischen Prozessen
verdeutlicht.*”

Ergebnisse und Diskussion

Das mit Vanillylamin modfizierte Calix[4]aren, im Folgen-
den als H,L abgekiirzt, wurde nach einem publizierten
Verfahren hergestellt.”” Die Behandlung des Triethylam-
moniumsalzes von H,L mit Lanthan(III)-nitrathexahydrat
und Kaliumcarbonat in einem Molverhéltnis von 1:1:1 bei
Raumtemperatur in einer CH,ClL,/MeOH-Losung (1:1) er-
gibt reproduzierbar eine blassgelbe Losung, aus der der
blassgelbe neutrale Komplex [K(H,O)LaL] (Verbindung 1)
in nahezu quantitativer Ausbeute ausfillt (Schema 1). Die
Struktur des diamagnetischen K*/La’"-Komplexes in Lo-
sung wurde durch Massenspektrometrie und ein-, sowie
zweidimensionale NMR-Spektroskopie in Losung unter-
sucht (sieche Abbildungen S1-S10).

Blassgelbe Einkristalle von [K(H20)LaL] (1), die sich
fiir die rontgenkristallografische Analyse® eignen, wurden
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HyL

MeOH/CH,Cl,

[K(Hx0)LaL] (1)

Schema 1. Synthese des neutralen La-Komplexes 1 ausgehend von dem mit Vanillylamin-modifizierten Calix[4]aren H,L.

aus CH,Cl,-d,-Losungen gewonnen, die fiir die NMR-Unter-
suchungen verwendet wurden (zur rontgenkristallografi-
schen Charakterisierung des freien Liganden H,L sieche
Supporting Informationen und Abbildung S11 darin®). Die
Kristallstruktur von 1 umfasst neutrale [K(H,O)Lal]-Kom-
plexe, die durch intermolekulare Wasserstoffbriickenbin-
dungen miteinander verbunden sind (Abbildung 1). Das
Kaliumion befindet sich im Calix[4]aren-Hohlraum und
wird von zwei Phenolat-O-Atomen und zwei Arylringen des
Calix[4]arens sowie einem Wassermolekiil koordiniert. Die
K*-n® Aren (Schwerpunkt)-Abstinde von 294 A und
2.97 A unterscheiden sich geringfiigig, liegen aber in einem
typischen Bereich fiir K*-n Wechselwirkungen.”* Die
freie Koordinationsstelle des K*-lons wird durch einen
Vanillinring eines benachbarten Komplexes abgeschirmt.
Dieser intermolekulare K*-#° Aren-Abstand (Schwer-
punkt) von 4.36 A ist jedoch recht lang und lisst vermuten,
dass das m-System dieses Rings nicht mit dem K*-ITon
wechselwirkt. Das einzelne H,O-Molekiil in 1 scheint an
drei nicht-kovalenten Wechselwirkungen beteiligt zu sein.
Die K*--OH,-Wechselwirkung kann als elektrostatische “Io-
nen-Dipol”-Wechselwirkung betrachtet werden, und ihr Ab-
stand (2.71 A) ist typisch fiir achtfach koordinierte K*
-Wasserkomplexe.* *! Das Wassermolekiil ist auBerdem an
einer intramolekularen HOH--n Wechselwirkung mit einem
der Phenolatringe beteiligt, wie der relativ kurze O--Aren-
Abstand (Schwerpunkt) von 3.24 A belegt.***l So wurde
experimentell ein Wert von 3.3 A fiir den Abstand zwischen
dem Massenschwerpunkt von Wasser und dem C¢H¢H,O-
Komplex ermittelt.'! Das Wassermolekiil bildet auch eine
schwache intermolekulare Wasserstoffbriicke mit einer La-
gebundenen Aryloxidgruppe eines benachbarten Komplexes
(09--05' 2.95 A). Obwohl beide H-Atome in den endgiilti-
gen Fourier-Karten lokalisiert werden konnten, sind ihre
genauen Positionen aufgrund der Schwierigkeiten, sie bei
der erreichten Auflosung der Elektronendichte genau zu
lokalisieren, schwer zu bestimmen.?! Das ATR-FTTR-Spek-
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Abbildung 1. Molekiilstruktur des [K(H,0)LaL]-Komplexes im festen
Zustand (50 %ige thermische Ellipsoide). Die H-Atome (aufer H,0)
sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen. Die gestrichelten
Linien beziehen sich auf die Wasserstoffbriickenbindungen H,O--x und
HOH--O. Ausgewihlte Abstinde in A: La--O1 2.732(4), La-~O2
2.336(4), La--O3 2.692(4), La-~O4 2.349(4), La~O5 2.398(4), La-O7
2.360(4), La~-N1 2.643(6), La~-N2 2.672(5), K~O02 3.117(5), K-~O4
2.801(4), K09 2.713(6), 09--O5' 2.950(8), O1 (arene)"..0-
(3)arene™™ 5.8135(2). Verwendeter Symmetriecode zur Erzeugung
dquivalenter Atome: 1+x, y, z ().

trum von [K(H,O)LaL] (Abbildung S12) zeigt zwei Banden
fiir OH-Streckschwingungen bei 3574 cm™' und 3400 cm™.
Diese Werte sind gegeniiber den fiir isolierte H,O-Molekiile
berichteten Werten rot verschoben, wie es fiir das Vorhan-
densein von Wasserstoffbriickenbindungen zu erwarten
ist." Dieser Trend wird auch qualitativ durch Schwingungs-
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frequenzberechnungen auf dem semiempirischen GFN2-
xTB¥! Theorieniveau unter Verwendung des Single-Point-
Hessian (SPH)-Ansatzes™ reproduziert (sieche Supporting
Informationen, z.B. Tabelle S1, fiir weitere Details). Die
La’*-Tonen werden von vier Calix[4]aren-O-Atomen und
zwei Imin-N- und -O-Atomen der anhédngenden Vanillyli-
min-Schiff-Base-Einheiten achtfach koordiniert. Die Koor-
dinationsumgebung ldsst sich am besten als zweifach iiber-
kapptes  trigonales Prisma  beschreiben, wie der
Formsymmetriefaktor'*! von 4.13 nahelegt (Tabelle S2). Die
La-O- und La-N-Abstinde sind typisch fiir die Koordinati-
onszahl 8 und reichen von 2.33 bis 2.73 A4
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Das *C NMR-Spektrum von 1 in Losung (Abbildung 2a,
blau) zeigt 14 Signale fiir das Calix[4]aren-Fragment und
sechs Signale fiir die beiden Salicylidenfragmente, was auf
eine zeitlich gemittelte C,-Symmetrie und/oder einen schnel-
len Austausch von K*-gebundenen Co-Liganden schlieBen
lasst. C,-Symmetrie konnte auch entstehen, wenn die beiden
freien Koordinationsstellen des K*-Ions von identischen
Losungsmittelmolekiilen (L'=H,0) besetzt sind, wie in
Schema 2 dargestellt. In der Tat wurde iiber solche K*
-Koordinationsumgebungen berichtet, wie zum Beispiel im
Komplex [K(L'),Ti(calix[4]arene)(acac)] mit L'=MeOH
oder THF.¥ Es ist bekannt, dass das "C-Signal fiir C-

a C
F Hear Healix
H8/20H2/14 H2/14
H3° 8 H38H'38
H30  H29 H3 50130 H,O
luti

Lo ol o)) gsoen ;
30 3 L AL
3 © o § cotn O, |
= 8/20 8/20 I
“C CP-MAS 403 H¥2 H —_—
50 3 . H® Hs3o o 3:
T - T "~ T T~ T T T "~ T T 1 60 o © - TR oo @ :
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ] H3° H3°CH383 :
b 8(**C)/ppm 70 E !
& & 80 3 @ :
€ ] Hz2e I
& 90—: |
I“ & 1003 :
2 3 I
solution J . “I n 00*110—: BED HIHTH?H* !
Her 1203 . .
E C I
H29/30 calix 130 Her |
) ; :
H2/14/38 140_: |
i’ 1503 :
% 5 . |
1603 I
1 3is |
1703 H?! |

3(*H)/ ppm

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
3,("H)/ ppm

Abbildung 2. Die spektroskopische NMR-Charakterisierung von 1 im festen Zustand wird mit schnellem MAS und einem hohen statischen
Magnetfeld erreicht. a) *C NMR-Spektrum in Lésung, aufgenommen bei 11.7 T (blau) und "*C-detektiertes 'H,"*C-CP-MAS NMR-Spektrum im
festen Zustand von 1 (schwarz), aufgenommen bei 60 kHz MAS und 16.4 T. Die blau schattierten Spektralbereiche zeigen die im festen Zustand
beobachtete Resonanzaufspaltung. b) 'H-detektiertes MAS-Spektrum von 1, aufgenommen bei 100 kHz und 28.2 T. Das obere Spektrum stellt das
NMR-Spektrum in Lésung dar, aufgenommen bei 11.7 T. Einige Resonanzzuordnungen (see below) sind im Spektrum angegeben. Die rot
hervorgehobenen Resonanzen sind in Lésung nicht vorhanden. c) hCH-Korrelationsspektroskopie erméglicht eine Resonanzzuordnung. 2D-hCH-
Korrelationsspektrum von 1 in natiirlicher Haufigkeit, aufgenommen bei 100 kHz MAS und 28.2 T externer Magnetfeldstarke. Das niedrigste
Konturniveau ist bei der 2-fachen Rausch-RMSD aufgetragen. Der Abstand der Konturlevel betrigt 1.1. Das 'H-MAS-Spektrum, das unter denselben
experimentellen Bedingungen aufgenommen wurde, ist oberhalb des 2D-Experimentes in Rot dargestellt. Die Zuordnungen wurden durch
Vergleich mit dem ">C-Spektrum in Lésung aus (a) ermittelt. Die Nummerierung der Atome ist in Schema 1 angegeben. Die vertikale gestrichelte
Linie kennzeichnet die Position der chemischen Verschiebung der eingelagerten Wasserresonanzen bei niedrigen ppm-Protonen. * zeigen Kontakte
zwischen verschiedenen C-H-Gruppen an.
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[K(L)zLaL] (1)

proposed structure in solution
(L' = solvate molecules)

2-fold symmetry

[K(H2O)LaL] (1)

in solid state
crystals isolated from wet
CH20|2

no symmetry

Schema 2. Symmetriereduktion von 1 beim Ubergang von der Lésung zum festen Zustand. Die hier verwendete Atomnummerierung ist auf der

linken Seite angegeben.

Atome, die phenolische O-Atome tragen, stark vom Proto-
nierungszustand und der Umgebung abhiingt,***! es reicht
von Grenzwerten von etwa 154 ppm fiir die neutrale PhOH-
Form bis zu ~ 174 ppm fiir nackte PhO-Anionen (in CH,Cl,-
d,-Losung). Die Werte der chemischen Verschiebung fiir die
entsprechenden C-Atome in 1 liegen bei 160.7 ppm fiir die
anhédngenden Vanillylimin-Gruppen bzw. bei 164.1 ppm fiir
das Calix[4]aren-Geriist. Diese Werte weichen deutlich von
dem Wert von 174 ppm ab, der fiir nackte Phenolatanionen
ermittelt wurde, was ein weiterer Beleg dafiir ist, dass die
Aryloxidgruppen mit den K*- und La*"-Ionen wechselwir-
ken. Das '"H NMR-Spektrum von 1 (Abbildung S13) zeigt
auch eine Resonanz bei 1.4 ppm, die freiem Wasser im
Losungsmittel CD,Cl, zugeordnet wird.P

AnschlieBend fiihrten wir Festkorper NMR-Experimen-
te durch und nahmen "C-detektierte 'H,"*C-Kreuzpolarisa-
tions (CP)-MAS-Experimente auf. Der Vergleich von Lo6-
sungs- und Festkorper NMR-Spektren ist in Abbildung 2a
dargestellt. Interessanterweise zeigen mehrere *C-Resonan-
zen eine Aufspaltung der Resonanzen, die in Losung nicht
beobachtet wurde, was auf kristallografisch unterschiedliche
Spezies hinweist (in Abbildung 2a blau hervorgehoben). Wir
filhren diesen Effekt auf eine strukturelle Indquivalenz der
beiden Vanillylimin-Schiffbaseneinheiten und damit auf ei-
nen Bruch der C,-Symmetrie zuriick, die in Losung vorhan-
den ist (wie in Schema 2 dargestellt). Dies steht im Einklang
mit der Kristallstruktur, in der die unsymmetrische Koordi-
nationsgeometrie um das K*-Ton (eingeschlossenes Wasser-
molekiil) fiir die Symmetrieverringerung verantwortlich ist
(Abbildung 1).

Protonen-detektierte Festkorper NMR bei schnellen
MAS-Frequenzen sollte einen direkten Nachweis des einge-
schlossenen Wassermolekiils ermoglichen und damit weitere
Einblicke in das Bindungsverhalten liefern und unsere
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bisherigen Erkenntnisse aus der Rontgenstruktur erweitern.
Abbildung 2b zeigt die 'H-detektierten MAS-Spektren von
1, die bei 100 kHz MAS und einem Magnetfeld von 28.2 T
aufgenommen wurden, wobei nur Probenmengen im Sub-
milligrammbereich verwendet wurden. Wir beobachten die
erwartete Zunahme der spektralen Auflosung mit zuneh-
mender MAS-Frequenz, wie er in biologischen und chemi-
schen Kontexten aufgrund einer effizienteren Ausmittelung
der durch homonukleare dipolare Protonenkopplung indu-
zierten Verbreiterung bei schnellem MASP**3! berichtet
wurde (siche Abbildung S13 und S14). Die homogene Ver-
breiterung bei 1200 MHz ist fiir die meisten Resonanzen
geringer als bei 850 MHz (Abbildung S14), was den Vorteil
von hohen stationdren Magnetfeldern unterstreicht.
Insgesamt ist die spektrale Auflosung bei 1200 MHz
hoher als bei 850 MHz (siche Abbildung S15 fiir einen
Vergleich mit dem Spektrum bei 850 MHz), obwohl die
Protonenlinienbreiten in 1 erheblich durch inhomogene
Verbreiterungseffekte beeinflusst werden, die entweder
durch strukturelle Heterogeneititen (z.B. leichte strukturel-
le Storungen in den aromatischen Einheiten) oder anisotro-
pe magnetische Suszeptibilitidtseffekte verursacht wer-
den. >33 Man beachte, dass zusitzliche spektrale
Uberlappungen in solchen Spektren aus der kristallographi-
schen Inédquivalenz der beiden Vanillylimin-Schiff-Basen-
Einheiten und dem lokalen C,-Symmetriebruch, der durch
das eingeschlossene Wassermolekiil hervorgerufen wird,
resultieren (siche oben), was 1 zu einem besonders heraus-
forderndem Zielobjekt fiir die Festkorper NMR macht.
Interessanterweise zeigt das Festkorper-NMR-Spektrum zu-
sitzliche Resonanzen bei niedrigen ppm-Werten (0.4, 1.8
und 2.4 ppm), die in Losung nicht beobachtet werden (in
Abbildung 2b rot hervorgehoben). An dieser Stelle speku-
lieren wir, dass mindestens eine der zusidtzlichen Resonan-
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zen, die im Festkorper-NMR-Spektrum bei niedrigen Fre-
quenzen erscheinen, dem Wassermolekiil zugeordnet wer-
den konnte, das im Calixaren-Teil eingeschlossen ist und
kristallographisch beobachtet wurde (sieche Abbildung 1).
Fiir isolierte Wasserprotonenresonanzen in der Gasphase
wurden chemische Verschiebungswerte um 0 ppm beschrie-
ben, wohingegen fliissiges Wasser bei deutlich hoheren
chemischen Verschiebungswerten (um 4.8 ppm) im Spek-
trum erscheint.’”* Stark niederfrequent verschobene Pro-
tonenwasserresonanzen wurden bereits im Festkorper nach-
gewiesen, beispielsweise fiir Wassermolekiile, die an
kohlenstoffhaltigen Materialien sorbiert sind.!

Um festzustellen, welche der Protonenresonanzen zu
dem eingeschlossenen Wassermolekiil gehoren, haben wir
ein Protonen-detektiertes CP-basiertes 2D-hCH-Spektrum
mit kurzen CP-Kontaktzeiten aufgenommen. Dieses Experi-
ment filtert Protonen heraus, die kein direkt gebundenes
Kohlenstoffatom besitzen. Die Verfiigbarkeit eines hohen
stationdren Magnetfelds (1200 MHz) in Kombination mit
schnellem MAS (100 kHz) erméglichte die Aufnahme eines
solchen Spektrums in nur 22 Stunden Messzeit unter Ver-
wendung von Submilligramm-Mengen einer nicht Isotopen-
markierten Probe. Abbildung 2c zeigt das hCH-Spektrum
und die erhaltenen Resonanzzuordnungen, wobei zuvor
zugeordnete *C NMR-Verschiebungen in Losung als Orien-
tierung dienen (siehe Tabelle 1). Und tatsdchlich fehlt die
Resonanz bei 0.4 ppm (markiert mit einer vertikalen gestri-
chelten Linie) im Spektrum, was die Zuordnung zum einge-
schlossenen Wassermolekiil bestétigt. Die gleiche Beobach-
tung macht man beim Vergleich eines 1D-hcH-Spektrums
mit dem '"H-MAS-Spektrum, in dem ebenfalls die Resonanz
bei 0.4 ppm fehlt (Abbildung S16). Die beiden anderen
Resonanzen bei niedrigen Frequenzen (1.8 und 2.4 ppm),
die in den NMR-Spektren im gelosten Zustand nicht
vorhanden sind, werden den Protonen der Methylgruppe
(H*H"™) und des Calixarens (HYH'") zugeordnet. Die
Beobachtung von zwei Methylgruppen, die beide auf der
NMR-Zeitskala schnell rotieren, wird durch ihre Kristallo-
grafische Indquivalenz unterstiitzt, was zeigt, dass die Proto-
nen-detektierte Festkorper NMR sehr empfindlich ist, wenn

Tabelle 1: Vergleich der Werte fiir die chemische Verschiebung von
Protonen in Festkérper- und Fliissig NMR-Experimenten.

Protonenarten &F("H) [ppm] §="¢("H) [ppm]
H,0 0.4 n.d.F

H*8/H 1.8; 2.4 3.8

H* 3.2/6.0; 4.1/5.4 3.5/5.8

H? 43 4.4

H8/H® 3.1/4.8 3.3/4.7

HY/H™ 2.4/3.9 3.2/4.1

H3HY [H3 H* 5.3-6.8 6.3-6.8

H* 8.7 8.2

[a] Das Fehlen der Resonanz im NMR-Spektrum im gel6sten Zustand
ist méglicherweise auf einen schnellen Austausch mit dem restlichen
H,0-Gehalt im CD,Cl,-Lésungsmittel zuriickzufihren. Fur H*/H?
werden zwei aufgeléste Resonanzen festgestellt, die auf die kristallo-
grafische Ungleichheit der beiden Vanillylimin-Schiffbaseneinheiten
zurtickzuftihren sind.
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es darum geht, die kleinen strukturellen Unterschiede in
den beiden Vanillylimin-Schiff-Basen-Einheiten zu detektie-
ren. Wir haben auch “C-detektierte dipolare Dephasie-
rungs-CP-MAS-Spektren aufgenommen, in denen CH- und
CH,-Gruppen stark abgeschwicht sind (oder sogar ver-
schwinden), wihrend quartire Kohlenstoffatome und Me-
thylgruppen sichtbar bleiben (sieche Abbildung S17, auch fiir
einen Vergleich mit dem Spektrum in Losung einschlieBlich
Resonanzzuordnungen). Und in der Tat weisen die beiden
Methylgruppen unterschiedliche “C chemische Verschie-
bungswerte auf (53 und 59 ppm), was die Resonanzzuord-
nungen weiter unterstiitzt. Unter den verwendeten experi-
mentellen Bedingungen sind wir sogar in der Lage, die
Intra-Methylen-Protonen (z.B. H*, HYH* und H¥H") zu
unterscheiden, die signifikante Unterschiede in der chemi-
schen Verschiebung aufweisen, wie sie auch bei der NMR
im Losungszustand beobachtet wurden. Die Resonanz mit
der hochsten Frequenz (8.7 ppm) wird dem Iminoproton der
Schiffsbase zugeordnet.

Als Nichstes nahmen wir ein 2D-'H-'"H-Einzelquanten-
(SQ)/  Doppelquanten(DQ)-Korrelationsspektrum — bei
100kHz MAS unter Verwendung der Back-to-Back
(BaBa)-Sequenz® mit 80 ps Mischzeit auf, um die Zuord-
nung der Resonanz bei 0.4 ppm zu einem Wassermolekiil-
proton weiter zu unterstiitzen und die Position der zweiten
Wasserprotonenresonanz zu klaren (Abbildung 3a). In dem
Fall, in dem beide Wasserprotonen eine dhnliche Resonanz-
frequenz in der Nihe von 0.4 ppm aufweisen (nahezu
entartete chemische Verschiebungen), sollte ein Korrelati-
onspeak bei der Summe der beiden Werte der chemischen
Verschiebung (0.8 ppm) in der indirekten Dimension er-
scheinen. Und tatsdchlich wird dies fiir die dem Wassermo-
lekiil zugeordnete Resonanz bei niedrigen ppm-Werten
beobachtet. Die Wasserprotonen haben also innerhalb der
experimentell erzielten Linienbreiten dhnliche Werte fiir die
chemische Verschiebung. Auflerdem ist die Peak-Intensitét
der Resonanz bei 0.4 ppm mit zwei Protonen vereinbar,
wenn man sie beispielsweise mit der Intensitdt der Imino-
Protonen bei 8.7 ppm vergleicht. Das BaBa-Spektrum wird
aulerdem zur Unterstiitzung der bisher abgeleiteten Reso-
nanzzuordnungen verwendet (siche die blau gestrichelten
horizontalen Linien in Abbildung 3a, die Protonen in unmit-
telbarer rdaumlicher Nihe zeigen). Insbesondere die che-
misch unterschiedlichen Protonen der Methylengruppen
sind deutlich zu erkennen. Dariiber hinaus haben wir "H-'H-
Spektren auf der Grundlage der Spin-Diffusion (SD) mit
unterschiedlichen Mischzeiten aufgenommen (siche Abbil-
dung 3b fiir das Spektrum mit 100 ms Mischzeit und Abbil-
dung S18 fiir die Spektren mit 10 und 50 ms Mischzeit).
Solche Spektren werden haufig fiir die Zuordnung von
Protonenresonanzen verwendet,®** obwohl ihre Interpreta-
tion im vorliegenden Fall aufgrund der erheblichen spektra-
len Uberlappung in den 2D-Spektren, der Abhingigkeit des
Spin-Diffusions-Mechanismus von den Unterschieden in der
chemischen Verschiebung und der MAS-Frequenz sowie
ihrer allgemein mangelnden Selektivitidt schwierig bleibt.
Das Spektrum bei langen Mischzeiten (Abbildung 3b) zeigt
jedoch deutlich Kreuzpeaks und damit Spin-Diffusion fiir
die Wasserresonanz bei niedrigen ppm-Werten zu weiteren
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Abbildung 3. 'H-'H-Korrelationsspektroskopie zeigt die raumliche Nihe des eingeschlossenen Wassermolekiils. a) SQ-DQ-'H-Spektrum von 1
unter Verwendung von BaBa-Wiedereinkopplung mit 80 us Mischzeit bei 100 kHz MAS und 28.2 T. Die rdumliche Nihe ist durch horizontale blau-
gestrichelte Linien hervorgehoben. Die schwarze durchgezogene Linie kennzeichnet die Doppelquantendiagonale. Die niedrigste Konturebene ist
beim 15-fachen RMSD des Rauschens aufgetragen. Es werden 64 Konturstufen mit einer Schrittweite von 1.1 gezeigt. b) 'H-'H-Spindiffusions-
basiertes Spektrum von 1, aufgenommen bei 100 kHz MAS und 20.0 T mit Mischzeiten von 100 ms. Die niedrigste Konturebene ist bei der 8-
fachen Rausch-RMSD aufgetragen. Es werden 64 Konturstufen mit einer Schrittweite von 1.1 gezeigt. Die blauen Rechtecke heben Korrelationspe-
aks hervor, die Informationen tiber die raumliche Nihe des eingeschlossenen Wassers kodieren. Die cyanfarbenen Peaks stellen negative
Konturwerte dar. + zeigt an, dass méglicherweise ein zweites Wassermolekiil in dem Komplex eingeschlossen ist.

Resonanzen der Lanthanidkomplexe, was ein klarer Beweis
dafiir ist, dass wir tatsdchlich ein eingeschlossenes Wasser-
molekiil nachweisen. Interessanterweise werden weitere
Kreuzpeaks fiir die Resonanz mit niedriger Intensitdt bei
~1.1 ppm beobachtet, moglicherweise ein zweites Wasser-
molekiil, das im Komplex eingeschlossen ist (in Abbil-
dung 3b mit + gekennzeichnet).

Wir haben auch mehrere Kreuzpeaks mit den Methyl-
gruppenprotonen mit negativer Intensitit in den 'H-'H-
Spektren beobachtet (d.h. anderes Vorzeichen relativ zur
Diagonalen), die bei kiirzeren Mischzeiten besonders inten-
siv sind (Abbildung S18), was moglicherweise auf inkohi-
rente Kreuzrelaxationseffekte zuriickzufiihren ist, die durch
die schnell rotierenden Methylgruppen induziert werden,
wie sie in NOESY-Spektren!® bei kurzen Korrelationszeiten
beobachtet werden,”” was fiir den vorliegenden Fall noch
weiter untersucht werden muss. Negative Kreuzpeaks in auf
Spin-Diffusion basierenden Spektren wurden ebenfalls be-
richtet, die auf einen kohdrenten Mechanismus zuriickzufiih-
ren sind,®” was ebenfalls eine mogliche Erklirung fiir die
beobachteten negativen Kreuzpeaks darstellt. Interessanter-
weise zeigt das SD-Spektrum mit der kiirzesten Mischungs-
zeit von 10 ms (Abbildung S18) bereits einen Kontakt zwi-
schen den Wasserprotonen und einer Methylgruppe, der nur
durch einen intermolekularen Kontakt realisiert werden
kann, wihrend die kiirzeren Kontakte zu den aromatischen
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Protonen unbeobachtet bleiben, was hdchstwahrscheinlich
auf einen ineffizienten SD-Prozess aufgrund der groflen
Unterschiede in der chemischen Verschiebung zuriickzufiih-
ren ist.[*

Um die Zuordnung der stark abgeschirmten Resonanz
zum gebundenen Wassermolekiil weiter zu untermauern,
haben wir uns DFT-Berechnungen bedient. Fiir den Kom-
plex 1 im Vakuum sind die am stdrksten abgeschirmten
Protonen die des Wassermolekiils mit —0.60 und 0.03 ppm
auf der PBEO0/pcSseg-2-Theorieniveau in angemessener
Ubereinstimmung mit dem experimentellen Wert (0.4 ppm,
siche unten). Verbindung 1 ist eine besonders geeignete
Verbindung, um den Einfluss der Wasserstoff-n-Wechselwir-
kung und damit der aromatischen Ringstromeffekte auf die
Werte der chemischen Verschiebung der Wasserprotonen
weiter zu untersuchen. Um den Beitrag dieser Wechselwir-
kung von anderen lokalen Effekten auf die magnetische
Abschirmung der Wasserprotonen zu trennen, haben wir
Berechnungen unter Verwendung eines Modells durchge-
fiihrt, das aus der Kristallstruktur extrahiert wurde und ein
Wasser- und ein Benzolmolekiil mit relaxierten Positionen
der Wasserstoffatome umfasst (iiber eine Constraint-Opti-
mierung unter Verwendung des r*SCAN-3c!®! Composite-
Dichtefunktionals). Abbildung 4 zeigt die Abstandsabhin-
gigkeit der chemischen Verschiebung der Wasserprotonen
(angegeben als relative Anderung in Bezug auf die Dissozia-
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Abbildung 4. Die Protonen chemische Verschiebung in der NMR ist ein empfindlicher Indikatoren fiir Wasserstoff-n-Wechselwirkungen, wie
quantenchemische Berechnungen zeigen. Relative (in Bezug auf die Dissoziationsgrenze) chemische 'H NMR-Verschiebungen Ad eines
Wassermolekiils (Protonen H,, Hg und ihr Mittelwert) in Abhéngigkeit von seinem Abstand zu einem Benzolmolekiil, dargestellt als Projektion des
H,-Atoms auf die aromatische Ebene. Die Berechnungen wurden unter Verwendung der PBEO-Dichtefunktionalniherung mit dem pcSseg-2-
Basissatz durchgefiihrt (Einzelheiten siehe Suppoting Information). Der Pfeil gibt den Abstand an, der in der Kristallstruktur von Verbindung 1

gefunden wurde.

tionslimit, A8) von der Benzolebene, wie sie auf der PBE0/
pcSseg-2I"".Theorieniveau berechnet wurde (die durch
hochgenaue Coupled Cluster-CCSD(T)/TZ 4+ extrap/> "l
Rechnungen bestétigt wird; siehe hierzu Abbildung S19 in
den Supporting Informationen und weitere technische De-
tails). Die Kurve des der Benzol-Ebene zugewandten Pro-
tons (H,) dhnelt einer Potentialenergie-Kurve mit einer
maximalen Anderung der chemischen Verschiebung von
—1.9 ppm fiir den Abstand von 2.25 A, was dem Wasser-
stoff-Benzol-Abstand in der Kiristallstruktur von Verbin-
dung 1 entspricht. Das zweite Wasser-Proton (Hg) weist bei
dem gemessenen Abstand eine viel geringere Anderung der
chemischen Verschiebung auf, da es von der aromatischen
Ebene weg zeigt und somit den Ringstromeffekten weniger
ausgesetzt ist. Diese Analyse zeigt deutlich, dass NMR selbst
empfindlich genug ist, um die Beteiligung von Protonen an
solchen Wechselwirkungen zu untersuchen, was z.B. in
Biomakromolekiilen von besonderer Bedeutung ist.'”) Wie
bereits erwihnt, weisen die beiden Wasserprotonen in 1
jedoch experimentell recht dhnliche Werte fiir die chemische
Verschiebung auf, was entweder durch eine noch unzurei-
chende Auflosung in den Festkorper-NMR-Spektren oder
durch chemische Austauscheffekte, z.B. einem Zwei-Seiten-
Austausch des H,O-Molekiils, erklart werden kann. Im
letzteren Fall wird die Abstandsabhéngigkeit am besten
durch den Mittelwert der beiden chemischen Verschiebungs-
werte (graue Kurve in Abbildung 4) beschrieben, der immer
noch eine maximale Anderung von —1.65 ppm (bei einem
etwas kiirzeren Abstand von 2.03 A) zeigt, was immer noch
signifikant genug fiir eine experimentelle Unterscheidung
zwischen einem (nicht kovalent) gebundenen und einem
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ungebundenen Zustand ist. Die Werte der chemischen 'H-
Verschiebung der Benzolprotonen reagieren weit weniger
empfindlich auf den Wasser-Benzol-Abstand und damit auf
die Wasserstoff-n-Wechselwirkung (siche Abbildung S20).
Man beachte, dass die experimentell beobachteten nieder-
frequenten Verschiebungen der Methylgruppen (H* und
H™*) von Verbindung 1 (1.8 und 2.4 ppm) durch intermole-
kulare Ringstromeffekte®?'! verursacht werden, wie in den
Supporting Informationen ausfiihrlich erldutert (siehe Ab-
bildung S21).

Zusammenfassung

Wir haben die spektroskopische Charakterisierung eines
isolierten, eingeschlossenen Wassermolekiils in einem Calix-
[4]aren-Lanthan-Komplex mittels Festkorper NMR présen-
tiert. Die Kombination von schnellem MAS mit hohen
stationdren Magnetfeldern hat es uns erméglicht, die Was-
serprotonenresonanzen bei eher ungewohnlichen niederfre-
quenten chemischen Verschiebungswerten nahe Null ppm
zu identifizieren, dhnlich wie bei berichteten Wasserver-
schiebungen in der Gasphase. Durch DFT-Berechnungen
haben wir gezeigt, dass Wasserstoff-n-Wechselwirkungen,
die eine wichtige molekulare Interaktion in der Chemie und
Biologie darstellen, zu einer weiteren Abschirmung der
Protonenresonanzen fithren konnen, die wesentlich vom
Abstand der Protonen zur aromatischen Ebene abhingt.
Der hier vorgestellte Lanthankomplex dient als Modell fiir
die weitere Untersuchung von Wasserstoff-n-Wechselwir-
kungen, um beispielsweise die Abstandsabhéngigkeit der
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chemischen 'H-Verschiebung durch den Austausch des Ka-
liumions gegen weitere Alkalimetallionen experimentell zu
untersuchen. Unsere Studie ebnet den Weg fiir die weitere
Untersuchung der Empfindlichkeit von NMR-Beobachtun-
gen zur Erforschung der Rolle schwacher nicht-kovalenter
Wechselwirkungen bei voriibergehenden molekularen
Erkennungsvorgingen.
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