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Kooperative Wechselwirkungen bei der molekularen
Erkennung — die Bindung von Diaminen
an eine Tetracarbonsiure **

Von Frank Ebmeyer und Julius Rebek, Jr.*

Das Konzept der Priorganisation ist fiir Untersuchungen
zur molekularen Erkennung in den letzten Jahren praktisch
schon zum Paradigma geworden. Dieses Konzept besagt,
daB Bindungsselektivitit und starke Affinitdten erhalten
werden konnen, wenn die Konformation des freien Wirtmo-
lekiils der im Komplex nahekommt!!!, Es war jedoch immer
schwierig, die Enthalpie-Beitrdge zur Destabilisierung des
Grundzustandes von den Beitrigen, die durch entropische
Faktoren wie eingeschriankte Beweglichkeit bestimmt wer-
den, zu unterscheiden. In der hier beschriebenen Arbeit nutz-
ten wir einen allosterischen Effekt zur Praorganisation und
ermittelten die Affinitdtsverstirkung, die man aufgrund
solcher weitreichender Wechselwirkungen erwarten kann.
Die Studien wurden mit der Tetracarbonsiure 1, einem Deri-
vat der Kempschen Tricarbonsédure, durchgefiihrt. In 1 kon-
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nen die sauren OH-Gruppen von bis zu vier Carboxygrup-
pen ins Zentrum des Molekiils ragen.

1 wurde aus dem Dinitrobenzophenon 2! iiber dessen
Hydrazon synthetisiert. Oxidation des Hydrazons mit
Pb(QACc), in CH,Cl, lieferte die entsprechende Diazoverbin-
dung, die in heiBem Benzol mit Cu(acac), als Katalysator
zum Tetraphenylethylen-Derivat 3 umgesetzt wurde; das
entsprechende Ketazin und das Keton 2 entstanden dabei als
Nebenprodukte. Reduktion von 3 mit Raney-Nickel in Di-
oxan lieferte das Tetraamin, aus dem 1 durch Kondensation
mit vier Aquivalenten Kempscher Tricarbonsiure!® darge-
stellt wurde (Schema 1).

NO, NO,
o
OZNI)/'\(INOz al.b),c} dl.e) 1
2
NO, NO,
3

Schema 1. a) Hydrazin, Ethanol, 82%; b) Pb(OAc),, CH,Cl,, 96%; c) Cu-
(acac),, Benzol, 35%; d) H,, Raney-Ni, Dioxan, 3 bar, 95% ¢) Anhydrid-
sdurechlorid der Kempschen Tricarbonsiure, Pyridin, Dimethylaminopyridin
(DMAP), 30%.

Nach Molecular-Modelling-Studien sollten sich einige Di-
amine als Gastmolekiile fiir 1 eignen. Hydrazin, Ethylendi-
amin, 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) und 2-Ami-
nopyrimidin wurden ausgewihlt, und es wurden 'H-NMR-
Titrationen von 1 mit diesen Diaminen in CDCI, durchge-
fiihrt.

Es wurden die Tieffeldverschiebungen (Ad = 0.15-0.60)
der aromatischen Protonen des Gasts in 2, 2’, 2" und 2"
verfolgt. Die Titrationskurven sprechen fiir die Bildung eines
1:2-Komplexes; Modelle fiir 1:1-Komplexe wie die Eadie-
Hofstee-Auftragung ¥ passen nicht zu den experimentellen
Daten, lediglich Hill-Auftragungen ergeben sigmoide Kur-
ven. Wihrend bei Raumtemperatur ein schneller Austausch
stattfindet, zeigt der DABCO-Komplex in CDCl,/CD,Cl,
einen langsamen Austausch; es treten dabei Signale des 1:1-
und des 1:2-Komplexes sowie des freien Wirts auf. Strahlt
man bei einer 1:2-Mischung von 1 und DABCO in CDCl; in
die DABCO-Resonanz ein, so ist ein intermolekularer NOE-
Effekt von + 30% fiir die aromatischen 2,2’,2”,2""-Proto-
nen des Wirts zu beobachten. Die Ergebnisse sind mit der
in Schema 2 gezeigten Struktur in Einklang. Schnellatom-
bombardierungs(FAB)-Massenspektren (Matrix: m-Nitro-

Schema 2. Vorschlag fiir die Struktur des 1:2-Komplexes von 1 mit DABCO.
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benzylalkohol, 8kV-Xe-Bombardierung) von Mischungen
von 1 mit den Gastverbindungen enthalten intensive Signale
fiir die 1:1-Komplexe; Signale fiir 1:2-Komplexe konnten
hingegen nicht beobachtet werden. Die statistisch korrigier-
ten Assoziationskonstanten (Tabelle 1) wurden iiber Hill-
Auftragungen ermittelt ),

Tabelle t. Statistisch korrigierte Assoziationskonstanten fir die 1:1- und 1:2-
Komplexe von 1 mit vier Diaminen[a].

Gast K(1:1) [Lmol ™'} K(1:2) [Lmol ']
Hydrazin 630 35000
Ethylendiamin 9 1700
DABCO 150 360
2-Aminopyrimidin 1400 90

[a] T=25°C; e =1x107 mol L™}, cgu = 5x 107 mol L. Geschitz-

ter Fehler: 10%.

Hydrazin und Ethylendiamin zeigen einen ausgepragten
positiven kooperativen Effekt. Beit DABCO ist der koopera-
tive Effekt schwicher, wihrend er bei 2-Aminopyrimidin
negativ ist. Wahrscheinlich stabilisieren Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen benachbarten Carboxygruppen den
Wirt im freien Zustand. Chelatbildung zwischen einem Mo-
lekiil Hydrazin oder einem Molekil Ethylendiamin und
nicht benachbarten Sduregruppen von 1 zwingt die verblei-
benden Sduregruppen auf die gegeniiberliegende Seite der
Ethylenebene in eine Konformation, in der sie fiir eine Che-
latbildung mit einem zweiten Aminmolekiil in der richtigen
Position stehen, d.h. ,,praorganisiert” sind. Dies koénnte zu
dem 55- bzw. 200fachen Anstieg der Assoziationskonstanten
fiir die Bindung des zweiten Molekiils fithren. DABCO weist
mit 2.6 A einen N-N-Abstand auf, der etwas groBer als der
Idealabstand fiir den Bindungshohiraum ist; Bindung auf
einer Seite konnte die freie zweite Bindungsstelle stabilisieren
und so die Kooperativitit des Systems reduzieren. Die Che-
latbildung mit 2-Aminopyrimidin erfolgt wahrscheinlich an
benachbarten Carboxygruppen, aber wir konnten nicht fest-
stellen, um welches Isomer es sich handelt. Wenn eine dritte
Carboxygruppe in dem 1:1-Komplex eine bindende Wech-
selwirkung eingeht, wiirde ein negativer kooperativer Effekt
resultieren.

Zusammenfassend kann man feststellen, dall bei diesen
Systemen eine wesentlich groBere Bindungskooperativitét
besteht, als bei frither untersuchten Kronenether-Deriva-
ten'®); ob dies auf den Verlust von Rotationsfreiheitsgraden
oder auf die Freilegung von vorher nicht zugénglichen Bin-
dungsstellen zuriickzufiihren ist, bleibt zu kliren!"l.
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Ein synthetisches allosterisches System
mit hoher Kooperativitit zwischen
polaren und hydrophoben Bindungszentren **

Von Hans-Jorg Schneider* und Dieter Ruf

Allosterische Systeme sind dadurch charakterisiert, daB3
die Besetzung von rdumlich getrennten Bindungszentren
durch unterschiedliche oder auch gleichartige Effektormole-
kiile zu einer wechselseitigen Beeinflussung der Bindungs-
zentren fiihrt. Thre Rolle bei der Regulation biologischer
Vorginge ist seit langem bekannt; sie beruht auf konformati-
ven Kopplungen, deren molekularer Mechanismus wegen
der Komplexitat der beteiligten Proteine nur schwer zu ana-
lysieren ist. Bei den wenigen bisher beschriebenen einfacher
gebauten synthetischen Rezeptormolekiilen mit allosteri-
schem Verhalten beruht dieses auf der gegenseitigen Beein-
flussung von zwei Metall-lonen-Bindungszentren!'!. Nicht-
natiirliche Systeme mit signifikanten Allosterie-Effekten,
z.B. zwischen einem ionischen und einem lipophilen Bin-
dungszentrum!?}, sind bisher nicht beschrieben worden. Wir
stellen nun ein besonders einfaches und wirkungsvolles Mo-
dell vor, bei dem die Besetzung eines polaren Zentrums —
z.B. durch ein Metall-Ion — zum SchlieBen einer lipophilen
Tasche fithrt. Dadurch entsteht in wéBrigem Medium ein
hydrophobes Bindungszentrum, in welchem ein lipophiles
Gastmolekiil komplexiert wird (Schema 1). Zur Realisierung

SGgLEeE R CE

Schema 1. Schematische Veranschaulichung der kooperativen Bildung von
Bindungszentren. S = Scharnier, M = Metall-Ion, A = hydrophobes Bin-
dungszentrum, B = polares Bindungszentrum, L = lipophiles Gastmolekiil.

des Modells wurde der Rezeptor 4 mit einer Ethylendiamin-
einheit als Metallbindungszentrum B aus dem Bis(p-anilino)-
methan 1 iiber 2 und 3 synthetisiert!*]. Die Alkanketten

NH-Tos N\/\/\/\B
O 1) Br(CH ), Br d
__ HCONMe, | Mel/CaCO,
—_—
‘ ) HBr/PROH McOH/H,0
NH-Tos N/\/\/\/Br

1 2
Me, Me,
N—-CH, ! N\/\/\/\NH/\/NHz
O Te ) HaN(CHp), N, ‘ &
McOH
- -4 HClI
McOH/HC!
ST e
N_{_CHZA)ZI N/\/\/\/NH\/\NH
Me,
3 4-4 HCI
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