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Biotechnologische Anwendungen von katalytischen Antikor- 
pernrll sind wegen der hohen Kosten bei ihrer Gewinnung und 
wegen ihrer Instabilitat bei hoheren Temperaturen sowie in 
nichtwahigen Losungsmitteln nicht unproblematisch. Die mei- 
sten dieser Probleme konnten dadurch gelost werden, daf3 syn- 
thetische Verbindungen rnit ahnlichen Bindungseigenschaften 
und vorhersagbaren biologischen Aktivitaten verwendet wer- 
den, wobei ais Leitfaden fur das Design dieser Verbindungen die 
in den Kristallstrukturen der Antikorper-Antigen-Komplexe er- 
kennbaren Bindungsmotive dienen konnen. Wir berichten hier 
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Tknica (DGICYT PB93 0283) gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde von der Direccibn General de Investigacion Cientifica y 
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DOPC PC ACh 

iiber den nichtpeptidischen, abiotischen Rezeptor 1, der Diocta- 
noyl-L-a-phosphatidylcholin (DOPC) bindet, wobei Bindungs- 
prinzipien genutzt werden, die auch im Festkorper in der 
Fab-Domane des rnit Phosphorylcholin (PC) komplexierten 
Antikorpers McPC603 auftreten''. 'I. In diesem Komplex 
(Abb. 1) wechselwirkt die PC-Phosphatgruppe mit dem positiv 
geladenen Arg 52H, und die quartare Ammoniumgruppe geht 
sowohl ionische (Asp 97L) als auch Kation-n-wechselwirkun- 
gen (Trp 107H, Tyr 33H und Tyr 1OOL) ein. Beide Arten von 
Wechselwirkungen werden als notwendige Bedingung fur spezi- 
fische Bindungen angesehenr4! 

Der Rezeptor 1 wurde so konzipiert, daD er eine chemische 
Komplementaritat sowohl zur Phosphat- als auch zur Trimethyl- 
ammoniumgruppe von DOPC aufweist. Er enthalt eine bicycli- 
sche Guanidiniumeinheit zur selektiven Komplexierung des 
Phosphat-Monoanions und eine Calix[6]areneinheit zur Kom- 
plexierung des quartaren Ammoniumsalzes durch Kation-n- 
Wechselwirkungen. Die beiden Bauelemente sind durch einen 
kurzen Spacer uber eine Amidbindung miteinander verbunden. 
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Trp 107H % 

Abh. 1. Die Phosphocholin-Bindungsstelle von McPC603 [ 2 ] .  

Die Synthese von 1 gelang in funf Schritten ausgehend vom 
leicht zuganglichen Mononitrocalix[6]aren 4IS1 und der bicycli- 
schen Guanidiniumverbindung 5 (TBDPS = tert-Butyldiphe- 
nylsilyl)[6] in 30 % Gesamtausbeute (Schema 1). Die Verbin- 
dung 1 wurde FAB-massenspektrometrisch, NMR-spektro- 
skopisch (500 MHz) und mikroanalytisch vollstandig charakte- 
risiert. Das NMR-Spektrum ist in Einklang mit einer im Mittel 
vorliegenden Symmetrieebene durch den Calix[6]aren-Makro- 
cyclus. Die vollstandige Signalzuordnung gelang durch COSY- 
und ROESY-Experimente. ROE-Kreuzsignale zwischen den 
aromatischen Protonen der benachbarten Phenolringe deuten 
darauf hin, daf3 die zum Einschluf3 von Trimethylammonium- 

teu 
I tBu 

Ionen notwendige cone-Konformation dominiert. Allerdings 
lassen die Singuletts fur die Methylengruppen vermuten, daO 
der Konus bei Raumtemperatur schnell invertiert. 

Die Zugabe von einem Aquivalent DOPC zu einer CD,CI,- 
oder CDC1,-Losung von 1 fuhrt zu NMR-Signalen, die sich 
erheblich von denen der Komponenten unterscheiden. Auch 
hier gelang die Zuordnung durch COSY- und ROESY-Experi- 
mente. In CDCl, deuten die groBen Tieffeldverschiebungen von 
Ad = 1.76 fur das Amidproton HA in der Seitenkette und von 
Ad = 0.81 fur das sich naher am Calixaren-Ring befindliche 
Guanidinium-NH-Proton (HG1) auf starke Wasserstoffbruk- 
kenbindungen hin. Das andere Guanidinium-NH-Proton (HG2) 
ist im Komplex um A6 = 0.51 hochfeldver~choben~~~. Ahnliche 
Veranderungen der Signallagen wurden in CD,C12 festgestellt 
(Abb. 2). 

OBn 
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Schema 1. Synthese von 1. a) K,CO, (1.1 Aquiv.), CH,CN, Raumtemperatur, 1 h, dann Methoxye- 
thoxymethylchlorid (MEMCI, 1.5 Aquiv.), Raumtemperatur, 24 h, 85%; b) HJPtO, (1 Aquiv.), THF, 
Raumtemperatur, 48 h, 100%; c) Et,N (kat.), 3-Benzyloxyhenzoylchlorid (1.1 Aquiv.), THF, Riick- 
flu& 16 h, 88 %; d) H,/lO% Pd-C, THE Raumtemperatur. 24 h, 85%; e) K,CO, (1 Aquiv.), CH,CN, 
RiickfluR, 1 h, dann 5 (1.3 Aquiv., 20 h, 0.3 Aquiv. 24 h, 0.1 Aquiv. 24 h), 55 "C, dann wi5rige HCI, 
Raumtemperatur, 16 h, 48%. 

10.0 9.0 8.0 7.0 
- 6  

Abb. 2 .  Veranderungen der Signale der aromatischen Protonen 
im 'H-NMR-Spektrum von 1 in CD,CI, durch Komplexierung 
mit DOPC: a) 1; b) der DOPC-I-Komplex (1:l). 

Die Signale der Protonen der Methyl- und Me- 
thylengruppen am quartaren Stickstoffatom der 
Cholingruppe sind um A6 = 0.51 bzw. 0.35 
hochfeldverschoben. Dies kann darauf zuruck- 
gefuhrt werden, daI3 die Cholingruppe in das In- 
nere der durch die aromatischen Gruppen des 
Calixarens gebildeten Cavitat hineinragt. Ein 
derartiger EinschluD wird in CD,Cl, auch durch 
einen Rotating-frame-NOE-Effekt zwischen ei- 
ner Methylgruppe des Cholinrestes und den Pro- 
tonen Ha,, des aromatischen Rings 1 belegt. 

Darj das Calix[6]aren im Komplex eine cone- 
Konformation einnimmt, wird durch ROE- 
Kreuzsignale zwischen den aromatischen Proto- 
nen benachbarter Ringe sowie durch die chemi- 
schen Verschiebungen der Calixaren-Methylen- 
kohlenstoffatome gestiitzt['I. Die Inversion des 
Konus ist im Komplex langsamer als im freien 
Calixaren, so daB fur die Methylengruppen zwi- 
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schen den Ringen 2 und 3 ein AB-System erhalten wird. Die 
Befunde, daD die ubrigen Methylenprotonen-Signale Singuletts 
sind und daU zwischen den Methoxyprotonen von Ring 4 und 
jeweils einem der aromatischen Protonen in den Ringen 3 und 5 
ROE-Effekte auftreten, deuten darauf hin, daD ein gewisses 
Ma0 an Flexibilitat erhalten bleibt. 

Auch der Spacer scheint im Komplex starker fixiert zu sein. 
Besonders das Ha.-Proton weist starke ROE-Effekte zum Amid- 
proton HA und zu den Protonen H,, und H,, der Methylen- 
briicke zum Guanidinrest auf. Die Seitenkette wird demnach so 
gefaltet sein, daR gleichzeitig sowohl die Guanidinium- als auch 
die Amidprotonen zur Phosphatgruppe des Gastmolekiils Was- 
serstoffbriicken bilden konnen. 

An dem DOPC-1-Komplex wurden umfangreiche Molecular- 
Modeling-Untersuchungen durchgefuhrt. Ausgehend von den 
Ergebnissen der NMR-Experimente wurde fur das Calix[6]aren- 
Grundgerust zunlchst eine alI-s?/~-cone-Konformation mit der 
in die Cavitat eingelagerten Trimethylammoniumgruppe des 
DOPC angenommen. Um mit den NOE-NMR-Daten in Ein- 
klang stehende, energiearme Konformationen zu finden, wurde 
anschlieI3end eine beschrankte 500-ps-Molekiildynamik(MD)- 
Simulation in vacuo durchgefuhrt. Die fur das Vakuum opti- 
mierte Konformation diente dann als Startgeometrie fur eine 
unbeschrankte 500-ps-MD-Simulation bei 298 K in Chloro- 
form[g1 (Abb. 3). In volliger Ubereinstimmung mit den NMR- 

Abb. 3. Stereobild der energieminimierten, gemittelten Struktur des DOPC-1- 
Komplexes in Chloroform. Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wurden die Octa- 
noylketten auf Butanoylreste gekurzt. Wasserstoffbruckenbindungen zu Protonen, 
die im 'H-NMR-Spektrum entschirmt sind. sind gestrichelt dargestellt. 

Daten nimmt die Calixareneinheit in der berechneten Struktur 
eine cone-Konformation ein, wobei der Cholinrest im Innern der 
Cavitat gebunden ist, wahrend die Phosphatgruppe uber Was- 
serstoffbriickenbindungen stark rnit dem proximalen Guanidi- 
nium- (HGJ und dem Amidproton (HA) wechselwirkt. Die fur 
den DOPC-1-Komplex in Chloroform berechneten Strukturen 
sind mit den relativen Intensidten der gemessenen NOE-Effekte 
vollstgndig in Einklang. 

Die Struktur des DOPC-1-Komplexes ahnelt stark der Anti- 
gen-Bindungsstelle im McPC603-PC-Komplex. In beiden Fal- 
len nimmt der Phosphocholinrest eine lineare Konformation 
ein, ist in der Bindungsstelle gleich orientiert und geht ahnliche 
Wechselwirkungen ein: 1) Die Phosphatgruppe wechselwirkt 
stark mit einem der Stickstoffatome einer Guanidiniumgruppe 
(Arg 52H in McPC603, die bicyclische Guanidiniumeinheit in 
1); 2) eine ahnlich orientierte Wasserstoffbruckenbindung wird 
zwischen einem der Phosphdtsauerstoffatome und entweder der 
Hydroxygruppe von Tyr 33H oder dem Amidstickstoffatom der 
Rezeptorseitenkette gebildet; 3) die aromatischen Ringe sind so 
in Richtung der Methylgruppen des Cholinrestes gedreht, daD 
jeder der N-C-Vektoren senkrecht zur gegenuberliegenden 
Ringebene orientiert ist; 4) der Boden der Bindungsstelle be- 
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steht aus elektronenreichen Gruppen, der Seitenkette von 
Asp 97L im Antikorper sowie den Methoxygruppen und der 
zusatzlichen Hydroxygruppe im synthetischen Rezeptor. 

Fur den DOPC-1-Komplex wurde in Chloroform eine 
hohe Bindungskonstante von K,,, =73 000 & 5000 M-'  (AGO = 
- 6.7 kcalmol-', 298 K) bestimmt["I, die rnit dem fur den 
McPC603-PC-Komplex in Wasser bestimmten Wert sehr gut 
ubereinstimmt (AGO = - 6.6 k ~ a l m o l - ' ) [ ~ ~ .  Da die NMR- 
Spektren der Modellverbindungen 2 und 3 (TBDMS = tert-Bu- 
tyldimethylsilyl) nach Zugabe von DOPC nicht signifikant ver- 
andert waren, war in diesen Fallen die Bestimmung der 
Bindungsstarke NMR-spektroskopisch nicht moglich. Das ein- 
fache quartare Ammoniumsalz Acetylcholin (ACh) wird von 1 
und 2 rnit Ka,, =730 f 30 bzw. 138 27 M - ~  komplexiert. Des- 
gleichen wurden weniger stabile Komplexe aus einfachen Phos- 
phodiestersalzen und Guanidinium-Modellverbindungen erhal- 
ten. So wird Triethylammoniumdihexadecylphosphat von 3 mit 
K,,, z 7000 M-  gebunden. Daraus wird ersichtlich, daD in 1 
sowohl die Guanidinium- als auch die Calixareneinheit an der 
Komplexierung von DOPC beteiligt sind, was rnit den aus den 
NMR-Experimenten erhaltenen Strukturdaten iibereinstimmt. 
Die Tatsache, daB die experimentell bestimmte Bindungskon- 
stante kleiner ist als die, die man auf der Grundlage von Modell- 
verbindungen jeweils fur die an der Bindung beteiligten Baustei- 
ne erhalt, deutet darauf hin, daR der Spacer in 1 noch verbessert 
werden kann. Durch Titrationen von 1 rnit DOPC in Tetra- 
chlorethan bei 330-350 K wurden die thermodynamischen 
Daten der Komplexierung bestimmt (van't-Hoff-Plot): 
AGO (298 K) = - 6.4 kcalmol-', AH" = -10 kcalmol-' und 
AS' = - 12 cal K - ' mol - '. Die Komplexierung ist also im 
wesentlichen enthalpisch gesteuert. 

Sowohl an einer reprasentativen Struktur des DOPC-1-Kom- 
plexes als auch an der Kristallstruktur des variablen Bereichs 
des McPC603-PC-Komplexes wurden Energieberechnungen 
durchgefuhrt (Tabelle 1). Die Gibbs-Bindungsenergie wurde 
dabei als Summe aus elektrostatischen und nichtelektro- 
statischen Beitragen faktorisiert" 'I .  Die Komplexierung scheint 
in den beiden Fallen durch unterschiedliche Effekte gesteuert zu 
werden: Die Bindung von DOPC an 1 in Chloroform ist wegen 

Tabelle 1. Gibbs-Bindungsenergien [kcalmol-'1 und dle Aufschlusselung in die 
Energiebeitrage der PC-McPC603- und DOPC-I-Komplexe. 

PC-McPC603 - 6.6 - 5.4 - 2.4 - 23.0 11.0 9.0 
DOPC-1 - 6.1 ~ 5.6 - 25.4 0.0 9.8 10.0 

[a] Experimentell bestimmte Werte bei 298 K aus Lit. [3] fur PC-McPC603 und aus 
dem UV-spektrometrisch bestimmten Ka,. fur DOPC-I. [b] AGYb, = AG,,, + 
AGEyd + AG:,,,, + AG; + R ;  tot = total, ele = elektrostatisch, hyd = hydrophob, 
conf = konformativ, T + R = Transbation und Rotation; nach Lit. [ i t] .  Die 
Bindungs-Konforrnationen waren die der energieoptimierten Kristdllstrukturen 
von PC-McPC603 und einer reprisentativen, gemittelten Struktur [9] von DOPC-I. 
Zur Bildung des nichtkovalenten Komplexes wurde ein starres Modell vorausge- 
setzt. [c] Elektrostatische Gibbs-Bindungsenergie, berechnet aus der Losung der 
Poisson-Boltzmann-Gleichung mit dem Programm Delphi [13]. [d] Hydrophobe 
Gibbs-Energie der Komplexbildung, berechnet aus der dem Losungsmittel 
zuganglichen Oberfliche [14] von PC und McPC603, die durch Komplexbildung 
vermindert wird (400 A2) und Multiplikation mit dem Faktor - 57.42 cal mol-' A' 
[ I l l .  Es wird angenommen, dalj in Chloroform kein hydrophober Effekt auftritt. 
[el Der Entropieverlust durch das Einfrieren von Torsionsfreiheitsgraden wihrend 
des Bindungsvorgdngs. In DOPC-I werden acht Torsionswinkel eingefroren, von 
denen jeder 1.22 kcalmol-' beitrigt [ll]. Fur PC-McPC603 wurde die von Novot- 
ny et al. [4a, b] ermittelte untere Grenze von neun eingefrorenen Torsionswinkeln 
verwendet. [fl Entropieverlust infolge Translation und Rotation. Fur PC wurde der 
Wert aus Lit. [4a. b] verwendet. Fur DOPC wurde wegen der Zunahme des 
Molekulargewichts [l 11 zusltalich 1 kcalmol- ' addiert. 
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der giinstigen elektrostatischen Gibbs-Bindungsenergie in 
ubereinstimmung rnit den A H -  und AS"-Werten enthalpiege- 
steuert. Die Bindung von PC an McPC603 in Wasser wird hinge- 
gen durch einen hydrophoben Effekt gesteuert, da die Desolva- 
tisierung des geladenen Liganden in Wasser den elektro- 
statischen Beitrag zur Gibbs-Bindungsenergie betrachtlich ver- 
ringert. Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung einer ge- 
nauen Abschatzung der Energieverluste, die bei Molekiilasso- 
ziationen in waljrigem Medium rnit der Desolvatation der 
wechselwirkenden Gruppen verbunden sind[lZ1. Die Tatsache, 
daB die elektrostatische Komponente der DOPC-l-Komplexie- 
rung in Chloroform und der hydrophobe Beitrag der McPC603- 
PC-Bindung in Wasser nahezu den gleichen Betrag haben, ist 
eher zufallig. Allerdings deutet die Zusammensetzung der 
Gibbs-Energie darauf hin, daB mit einem wasserloslichen Deri- 
vat von 1 betrachtliche, fur biologische Anwendungen bedeut- 
same Affinitaten in Wasser erzielt werden konnen, da die 
hydrophoben und elektrostatischen Beitrage zur Gibbs-Bin- 
dungsenergie ahnlich grol3 sein sollten wie die von McPC603. 
Daruber hinaus sollten die Entropieverluste beim Einfrieren 
von Torsionsfreiheitsgraden bei beiden Rezeptoren nahezu 
gleich groB sein. 

Wir konnten also zeigen, dalj ein synthetischer, nicht- 
peptidischer Rezeptor rnit den Bindungseigenschaften eines 
vollstandigen Antikorpers durch Nachahmung der wichtigsten 
Wechselwirkungen, die kristallstrukturanalytisch an einem 
Hapten-Antikorper-Komplex festgestellt werden konnen, ent- 
wickelt werden kann. Durch Einbindung geeigneter syntheti- 
scher Reaktionszentren in die Bindungsstelle sollten so neue 
Wege fur die Forschung auf dem Gebiet der Antikorper- und 
Enzymmimetica eroffnet werden. 

Eingegangen am 29. Januar, 
verinderte Fassung am !0. April 1996 [Z 87671 

Stichworte: Calixarene * Molekiildynamiksimulationen - Mole- 
kulare Erkennung * Phospholipide 
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Ubergangsmetall-induzierte Radikalreaktionen 
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C-Disaccharide, bei denen eine Methylengruppe das Glyco- 
sid-Sauerstoffatom ersetzt, sind eine interessante Substanzklas- 
se[']. In den letzten Jahren wurden die Konformationen dieser 
Oligosaccharid-Analoga intensiv untersucht[']. Neben ioni- 
schen[la-d. 'I und enzymatischenrle] Verfahren haben sich be- 
sonders Radikalreakti~nen[~I zur Darstellung von C-Disaccha- 
riden bewahrt, wobei C-Analoga von Monosacchariden als 
Edukte bei den Syntheserouten dienten. Wahrend sich Kohlen- 
stoffsubstituenten am anomeren Zentrum von Kohlenhydraten 
(C-Glycoside) leicht einfuhren la~sen '~] ,  erfordern C-Funktio- 
nalisierungen an anderen Positionen mehrere Reaktionsstu- 
fen[** 'I oder den Einsatz von toxischen Zinn- und Quecksilber- 
verbindungenr6]. Wir berichten hier iiber eine einfache Synthese 
von 2-C-Analoga von D-Glucose, die sich durch leicht zugang- 
liche Edukte auszeichnet. 

Glycale konnen im MultigrammaBstab dargestellt und in viel- 
faltiger Weise funktionalisiert werden. Zu den wichtigsten Re- 
aktionen zahlen Epoxidierungen, Cycloadditionen und die Ein- 
fuhrung von Heteroatomen in der 2-Po~ition'~I. Allerdings 
wurde das Synthesepotential von Glycalen bisher nicht fur in- 
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[**I Ubergaiigsmetall-induzierte Radikalreaktionen, 3. Mitteilung. Diere Arbeit 
wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Li 556/3-I, SFB 347 
,.Selektive Reaktionen Metall-aktivierter Molekule") und der Volkswagen- 
Stiftung gefordert. Wir danken Prof. W. Adam fur seine Unterstutzung. - 
2. Mitteilung: [8 b]. 
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