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Supramolekulare Katalyse des H/D-Austausches 
in der a-Position bei Malonat-Ionen durch 
makrocyclische Polyamine : ein Modell-Enzym rnit 
Enolase- Aktivi ta t* * 
Hicham Fenniri, Jean-Marie Lehn* und 
Annie Marquis-Rigault 

Die Enolisierung von Carbonylverbindungen wie Carbonsau- 
ren und Ketonen ist bei vielen Schliisselreaktionen chemischer 
und biochemischer Umsetzungen['] entscheidend. Beispiele 
hierfiir sind die enzymkatalysierte Kniipfung von C-C-Bindun- 
gen"], Racemisierungen 13], P-Eliminierungen 14] und Isomerisie- 
r ~ n g e n [ ~ ] .  Modellsysteme wurden hergestellt und Reaktions- 
schemata vorgeschlagen, um die vielen Schritte dieses Prozes- 
sesL6] aufzuklaren. Von besonderem Interesse ist die Frage. wie 
die katalytisch aktive Gruppe eines Enzyms, deren pK,-Wert 
gewohnlich kleiner als 8 ist, effektiv ein Proton von einem Sub- 
strat mit einem pKa-Wert groBer als 20 abstrahieren kann['. ']. 

Wir berichten hier, daD die Bindung von Malonat-Ionen an 
mehrfach protonierte Formen der makrocyclischen Polyamine 
1 und 2 den H/D-Austausch an der CH,-Gruppe enorm be- 

schleunigt. Dies riihrt von einem supramolekularen Katalyse- 
p r~ze f i [~ ]  her, durch den die Enolisierung betrachtlich erleich- 
tert wird. Dariiber hinaus sind so Informationen iiber den Me- 
chanismus der Enolisierung zuganglich. 

Makrocyclische Polyamine zeichnen sich dadurch aus, daB sie 
gleichzeitig infolge Protonierung mehrfach positiv geladen sein 
konnenr'O, ' '1, unprotonierte nucleophile Zentren aufweisen 
und als potentielles Protonenreservoir bei der Reaktion rnit ei- 
nem gebundenen Substrat dienen konnen. Diese Eigenschaften 
spielen bei der Katalyse der ATP-Hydrolyse und von Phospho- 
rylierungen mit einigen makrocyclischen Polyaminen, beson- 
ders rnit dem [24]aneN60,-Makrocyclus l['". ''I, eine Rolle und 
sollten ebenso Enolisierungen erleichtern. 

Protonierte makrocyclische Polyamine bilden mit Polycar- 
boxylaten stabile Komplexe[' ', ''I. So bindet die protonierte 
Verbindung 1 Mal~nat-Ionen['~', die das geometrische und 
elektrostatische Gegenstiick zu diesem Rezeptor sind" 'I. Bei 
pH z 7 ist der Komplex aus dem vierfach protonierten Makro- 
cyclus und dem Dianion['61 der Malonsaure die vorherrschende 
Spezies. Er weist eine Stabilitatskonstante von 240 M- ' auf. Das 
Polyamin 1 ist daher eine geeignete Verbindung, um den EinfluB 
der Komplexierung auf den H/D-Austausch in der a-Position 
von Malonat-Ionen zu untersuchen. Die Studien wurden mit der 
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leichter zuganglichen Verbindung 1 durchgefiihrt und durch Ex- 
perimente mit dem Makrocyclus 2 erganzt. 

Der Reaktionsverlauf wurde 'H-NMR-spektroskopischL"] 
(D,O > 98 %) unter unterschiedlichen Bedingungen verfolgt, 
um den EinfluD von pH-Wert, Ionenstarke und Temperatur auf 
den Enolisierungsprozefi in Gegenwart und in Abwesenheit von 
1 zu studieren. Der ProzeB verlauft nach einer Michaelis-Men- 
ten-Kinetik rnit Sattigungsverhalten (Abb. 1). Die Lineweaver- 
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Abb. 1. Michaelis-Menteu- und Lineweaver-Burk-Auftragungen (Einschub) fur 
den durch 1 katalysierten H/D-Austausch in der cc-Position von Malon,it-Ionen; 
[l] = 2 mM, [Malonat] = 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15 und 20 mki, yD =7. 25 C. D,O: 
K , = ~ . ~ x ~ O - ~ M ,  k,,,=1.7Sx10~3s~'. urn,,= 3 . 5 ~ 1 0 - ~ ~ s - ' .  

Burk-Auftragung der Daten (Einschub in Abb. I )  lieferte einen 
K,-Wert von 3.8 x M und eine Geschwindigkeitskonstante 
k,,, fur die katalysierte Reaktion von 1.75 x s - ' ,  was im 
Vergleich zur unkatalysierten Reaktion (k,,,,, = 1.2 x s- ', 
Tabelle 1) eine starke Beschleunigung bedeutet (kcl,;kUnCdl 

Tabelle 1. Kinetische Daten fur den H/D-Austausch in der a-Position \on  Malo- 
nat-Ionen rnit sowie ohne Katalysator (25°C pD = 7  in D,O). 

- 1.2 x [b] - - - 

1 1.75 x l o - '  3.8 x 3.5 x 1.4 103 
(1 .62~ 10-3) ( 4 . 0 ~  10-3) (3.2s 10-6) (1.3 103) 

DET 7.2 x [c] - - - 

2 0.22 7 x 2.16x10-' t .8x  lo5 
(0.215) (6.6 x (2.15 x (2.0 x 10') 

[a] Die Daten wurden aus Lineweaver-Burk- oder aus Eddie-Hofstee-Auftragun- 
gen (Werte in Klammern) in ahnlicher Weise fur beide Katalysatoren erhdlren (Be- 
dingungen siehe Legende zu Abb. I (1) und Lit. [23] (2)).  Der pD-Wert wurde durch 
Zugdbe von kleinen Mengen an NaOH oder HCI eingestellt und am Ende der 
Reaktion uberpruft (Abweichung kleiner i 0.1 pD-Einheiten). [b] k,,,,, entspricht 
der Steigung in der Beziehung u = k,,,,, . [Malonat] rnit [Malonat] = 2.  5 und 
10 mM. [c] k,,, erhalten fur [DET] = 2 mM und [Malonat] = 10 mM; untrr diesen 
Bedingungen wurde mi1 1 koba = 225 x s - l  erhalten. 

x 1.4 x lO3)[''I. Ahnliche Werte wurden aus Eadie-Hofstee- 
Auftragungen der Reaktionsgeschwindigkeit v gegen v [Malo- 
nat] (Tabelle 1) erhalten. Im Vergleich dazu wurde rnit Diethyl- 
entriamin (DET), das die reaktive Strukturuntereinheit von 1 
reprasentiert, nur eine Erhohung der Geschwindigkeit um etwa 
den Faktor 6 erreicht (Tabelle 1). Wie erwartet ist der HID-Aus- 
tausch bei Malonat-Ionen ohne 1 gegeniiber Saurekatalyse 
empfindlicher als gegeniiber Basenkatalyse, wobei die Ge- 
schwindigkeitskonstante im pH-Bereich 7-  l l am kleinsten 
ist"'] (Abb. 2). 
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Abb. 2 .  pD-Abhlingigkeit dcr gemesaenen (ietch~indigkcitskonst~intc des H I)- 
Aust.iusches 111 dcr x-I'o\irion \'on blalonat-loncn rnit (a) und ohnc I (0 ) :  

[ I ]  = 2 mc. [Malon:it] = 10 m i .  [S.ICIOJ = 100 inhi. ?S C. D I 0 .  

In Gegenwart von I hiingt die GriiDe der Gcschwindigkeits- 
konstante vom AusmaW dcr Protonicrung dcs Polyamins ab. Rei 
niedrigem pH-Wert ( < 2 )  wird das MMalonat-Anion proto- 
niert"'] und wechselwirkt deshalb nicht n i t  dcm protonierten 
Polyamin: bei hohem pH-Wert (> 10) 1st das Polyamin nicht 
protonicrt und kann dahcr nicht rnit dem Malonat-Anion wech- 
selwirken. Im Neutralen liegt das Malonat-Dianion vor und das 
Polyamin ist vierfach protoniert[lnl. so daf3 ein recht stabiler 
Komplex gebildet wirdfI4l. Die Tatsache, dal3 die Reaktion in 
diesem pH-Bcreich bcschleunigt wird. deutet darauf hin. dal3 
der H;D-Austausch durch die Koniplexbildung erleichtcrt wird. 
was in Ubereinstimmunp init der Siittigungskinetik 1st. nach dcr 
die Reaktion untcr Bildung cines Michaelis-Menten-Komplcxes 
abliiuft. 

Die Ionenstirkc hat eincn vernachliissigbaren Einflul3 auf die 
unkatalysiertc Reaktion: hingegen kann eine grol3e Mcnge an 
NaCl ( S O 0  Aquiv.) bei der katalysierten Reaktion das Polyamin 
vollstiindig bIockierenf2"l. Die griil3te Erhohung der Reaktions- 
geschwindigkeit wurdc in Gcgenwart des Octaamins [36]anc- 
N n J  0 2 [ 2 1 . 2 2 1  festgestellt (kCilllkunFP, = 1.8 x 105)1'".231 (Tabel- 
le 1). Dieses Ergebnis steht offenbar im Widerspruch zu den 
Strukturbesonderheiten von 2, wie dessen Ringgrolk. und 
konnte ein Hinweis darauf sein, daO das protonierte Polyamin 
2 eine spezielle Konformation einnimnit, in der es eine hohe 
Aktivitat aufwcist. Tatsiichlich x i g t  die Kristallstruktur des 
Octahydrobromids von 2I2'l. dal3 dcr Makrocyclus in einer 
taschenformigcn Konformation vorliegt. in die cin Malonat-Ion 
put passen wurde. 

Die Komplexierung des dianionischcn Substrates durch dic 
mehrfach protonierten Rczeptoren konnte die Geschwindigkeit 
des H;D-Austauschs dadurch erhiihen. daM die Enolisierung 
durch die Kombination mehrerer Effekte eingeieitet wird: Die 
negativen Ladungcn des Substrats werden unter Bildung cines 
dikationischen Komplexes neutralisiert. die Anniherung einer 
elektronenrcichen Base wird clektrostatisch erleichtcrt, und cs 
werden saure Protonentransferzentrcn NH . und schwach basi- 
sche Zentrcn (das mittlere I\'-Atom jcder Triaminuntcreinhcit). 
die an der Protonenabstraktion tcilnehmcn konncn, eingcfuhrt. 

Bei der Enolisierung von Mandelsiiure kann bei Katalyse mit 
Elektrophilen dcr pK,-Wcrt des r-CH-Zcntrums durch Proto- 
nierung der Carbonylgruppe um bis zu IS Einheiten abneh- 
menf43. Rh. cl . und durch konzertierte Siiure-Base-Katalyse kann 
der Weg fur den a-Proton-Austausch energetisch abgesenkt wer- 
denr4". lrn vorliegendcn Fall wiirde eine mehr oder weniger 
konrerticrte Protonenabstraktion von der CH,-Gruppe und ein 
Protonentransfer zu einer der Carboxylatgruppen des Malonat- 
Uianions das Uianion -O,CCH=C(O-)OH licfern; indem der 
dianionische Charaktcr des Substrates erhalten bleibt. ist sicher- 

gestellt, daW es wihrend dcr Reaktion gebunden bleibt. Solch 
ein durch Wdsscrstoffhrucken (stark) gebundenes Enolat-lnter- 
mediat konnte die richtigcn Eigenschaften fur die elektrophile 
Katalyse des r-Protoncn-Austauschs haben14"1. Der Transfer 
eincs zweitcn Protons wurde xu dcm weniger gut (aber vielleicht 
ausreichend) gcbundencn Intermediat -0 ,CCH =C(OH), fuh- 
ren. Die schnclle Protonierung beider Spezies am r-C-Atom und 
dcr Rucktransfer der HO-Protonen fiihren zum Malonat-Anion 
rnit ausgetauschten r-Protonen. Wie gron die Menge an der 
gcbildeten ncgativen Ladung oder wie der Verlauf dcr Protonen- 
transferprozesse auch sein mogen, klar ist, daf3 die Stabilisic- 
rung des Intermediats und der Ubergangszustinde im Vergleich 
mit den Prozessen rnit ungcbundenen Malonat-lonen aus einer 
starken elektrostatischcn Wechsclwirkung zwischen dem anio- 
nischcn Substrat und dem kationischen Rezeptor resultiert. 
Eine der moglichen Anordnungen von Substrat und Rezeptor in 
der reaktivcn supramolekularen Spej.ies rnit einer externen Base 
als protoncnabstrahierendcm Agens ist schematisch in 3 gezeigt. 

Das vorliegende Rezeptor- 
Substrat-System ist ein Modell 
fur supramolekularc elektrophile 
Katalyse zur Aktivierung des r- 
Protonen-Austauschs bei Car- HN 

bonsiiuren. Die starke Zunahme 
der Reaktionsgeschwindigkcit 
wird durch hinsichtlich ihrer 
Struktur sehr einfache makrocy- 
clische Polyaminrezeptoren er- 
zielt, wobci die Wcrte in der glei- 

3 

chen GroDenordnung wie die von Reaktionen mit katalytischen 
Antikiirpern liegen (kC1,:kUnEal z Ahnlich grol3e Be- 
schleunigungen wurden auch bei Keaktionen mit wasserstoff- 
bruckengebundenen supramolekularen Spczies in organischen 
Liisungsniitteln festgestellt (kca,;  k,,,,, z 103)12h1. Durch Struk- 
turvariationen bei den Polyaminen sind moglicherweise weiterc 
Erhiihungcn der Reaktionsgeschwindigkcit zu crzielen. Dar- 
uber hinaus konnen der HiD-Austausch bei Ketosauren (etwa 
Pyruvaten)l2'I und Aldolreaktionen in Betracht gezogen wer- 
den. Derartige Untersuchungen geben uber die Faktoren Auf- 
schlul3. die die Aktivierung des Protonentransfers und die Kata- 
lyse von Reaktionen rnit einem Protonentransfer kontrollieren. 

Eingegangcn am 29. April. 
verlindcrte F;issung am 16. Oktobcr 1995 [Z 79441 
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Synthese von mallgeschneiderten Glycokonjuga- 
ten, die AT-111-vermittelt die Blutgerinnungs- 
faktoren Xa und Thrombin inhibieren ** 
Pieter Westerduin, Jan E. M. Basten, Marc A. 
Broekhoven, Vera de Kimpe, Will H. A. Kuijpers und 
Constant A. A. van Boeckel" 

Das sulfatierte Glycosaminoglycan Heparin bindet mit hoher 
Affinitat an das Plasmaprotein Antithrombin 111 (AT 111) und 
erhoht dadurch dessen Inhibitoraktivitat gegeniiber Faktor Xa 
und Thrombin, zwei an der Blutgerinnung beteiligten Serin-Pro- 
teasen", 'I. Die AT-111-bindende Region des Heparins besteht 
aus einer besonderen Penta~accharid(PS)-Domane[~~ 41. deren 
synthetisches Aquivalent zwar ebenfalls die AT-111-vermittelte 
Inhibierung von Faktor Xa fordert, nicht jedoch die von 
Thrombin['. 'I. Im Rahmen eines Programms zur Herstellung 
von PS-Analoga['* *I wurden die molekularen Grundlagen der 
spezifischen Bindung von PS an AT I11 aufgeklart und ein raum- 
liches Model1 der Wechselwirkungen zwischen PS und AT 111 
entw~rfen[~. lo]. Dariiber hinaus wurden leicht zugangliche, sehr 
wirksame 0-sulfatierte/O-methylierte PS-Analoga wie 1 identi- 

osog coo- ,osog osog 

H3CO @ o ~ o * o c H 3  

OCH3 OCH3 osog OCH3 osog 
1 

fiziert" - l3 l .  Als nachstes war das Konzept der AT-III-vermit- 
telten Inhibierung von Faktor Xa durch PS hinsichtlich der 
Synthese von Derivaten mit sowohl Anti-Faktor-Xa- als auch 
Anti-Thrombin-Aktivitat zu erweitern. 

Fur die AT-111-vermittelte Inhibierung von Thrombin wird 
ein Heparinfragment rnit einer Lange von mindestens 18 Sac- 
charidresten benOtigt[l4], das AT I11 und Thrombin an der- 
selben Polysaccharidkette binden kann (,,Brucken"- oder 
,,Templat"-Mechanisrnu~)~~~~ (Abb. 1 ) .  Fur die Bildung des ter- 

I nichtreduzierendes Ende 

ABD (PS 1) 

Glycokonjugat 

TBD neutraler Spacer 

Abb. 1. Schematische Darstellung des Heparin/AT-III/Thrombin-Komplexes; die zum 
Konzept der synthetischen Heparin-Analoga wie der Glycokonjugate I-VI fuhrte. 
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