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Erster kiinstlicher Koffeinrezeptor — ein neues
Konzept zur Komplexierung alkylierter
Oxopurine**

Siegfried R. Waldvogel,* Roland Frohlich
und Christoph A. Schalley

Professor Richard R. Schmidt zum 65. Geburtstag gewidmet

Molekulare Erkennung und spezifische Reaktionen mit
Signalwirkung kénnen zu neuartigen Sensoren fiihren.!
Besonders interessant ist die Detektion kleiner, biorelevanter
Molekiile, die im tédglichen Leben allgegenwartig sind. Alky-
lierte Oxopurine wie Koffein 1, Theophyllin oder Theobromin
sind die am héufigsten konsumierten Alkaloidwirkstoffe.

[*] Dr. S. R. Waldvogel, Dr. R. Frohlich
Westfilische Wilhelms-Universitit Miinster
Organisch-chemisches Institut
Corrensstraf3e 40, 48149 Miinster (Deutschland)
Fax: (+49)251-83-39772
E-mail: waldvog@uni-muenster.de
Dr. C. A. Schalley
The Scripps Research Institute, La Jolla (USA), und Universitdt Bonn
(Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der chemischen Industrie (Liebig-
Stipendium fiir S.R.W. und C.A.S.) und von der Deutschen Akademie
der Naturforscher Leopoldina/BMBF (Postdoktoranden-Stipendium
fir C.A.S.) unterstiitzt. Wir danken besonders Prof. Dr. Julius
Rebek, Jr., fiir die fruchtbaren Diskussionen und die Unterstiitzung
in diesem Projekt.
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Naturstoffe wie das Catechinl® oder die

O CH
Cyclodextrine! vermogen Koffein so- HaC. N
wie Theobromin relativ unspezifisch )\JTL »
iiber hydrophobe Wechselwirkungen zu o~ N
binden. Der mafigeschneiderte Rezep- CHa 1

tor von Kelly et al. fiir die strukturell

verwandte Harnsdure nutzt ausschlie3-

lich Wasserstoffbriicken zur Bindung des Substrats.’! Eine
Ausweitung dieses Prinzips der molekularen Erkennung in
zwei Dimensionen ist nicht auf 1 anwendbar.

Wir stellen hier ein neues Konzept zur Komplexierung von
alkylierten Oxopurinen vor. Unsere Rezeptoren 2 und 3
nutzen die dritte Dimension und umgreifen das Substrat als
C;-symmetrische Klammer (Schema 1). Das neuartige Re-

LCoeH1z
HN):O
HN
CeH
CeHis o0 LeHis un es

all-syn

2 3

Schema 1. Funktionalisierte Triphenylenketale: der starre Rezeptor 2 und
der flexible 3.

zeptorsystem verwendet als Riickgrat trifunktionalisierte
Triphenylenketale.l! Die Kombination von drei in einem
Abstand von 11 A angeordneten orientierten funktionellen
Gruppen und einer elektronenreichen aromatischen Fliache in
der Mitte ermdglicht die Komplexierung von C;- bzw. pseudo-
C;-symmetrischen Gésten. Besonders geeignet sind elektro-
nenarme Gastmolekiile, da neben spezifischen Wasserstoff-
briickenbindungen auch eine Donor-Acceptor-Wechselwir-
kung moglich ist. Wahrend die Methylgruppen von Koffein
eine Wechselwirkung mit dem Rezeptor von Kelly et al.
verhindern wiirden, passen diese bei unserem System genau in
die Freirdume zwischen den Ankergruppen.

Der starre Rezeptor 2 mit seinen bicyclischen Spiroketal-
einheiten wurde aus der leicht zuginglichen Verbindung 4
aufgebaut (Schema 2).I1 Die Produkte der Standardreaktio-
nen konnen durch Kristallisation getrennt werden und sind
somit gut zugénglich. Schliisselschritt ist die oxidative Trime-
risierung der Brenzcatechinketale mit MoCls.[%! Aufgrund der
starren Molekiilstruktur gelingt die Trennung der Isomere
problemlos. Eine chromatographische Reinigung der Verbin-
dungen 2 und 7 ist zweckmiBig.[> /! Der flexible Rezeptor 3
wurde analog synthetisiert.

Zunichst wurde die Wirt-Gast-Wechselwirkung von Re-
zeptor und Koffein in Losung untersucht. Eine NMR-Titra-
tion bestdtigte die 1:1-Stochiometrie des supramolekularen
Aggregats und lieferte eine Komplexbildungskonstante von
35600M~!, was einer Bindungsenergie von etwa 6 kcalmol™!
entspricht.['”] Die iiber Verdiinnungsexperimente zuvor be-
stimmten Dimerisierungskonstanten wurden bei der Ermitt-
lung der Bindungskonstanten beriicksichtigt.'!]
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Schema 2. Synthese des starren Rezeptors 2. a) 4 (Mischung der Doppel-
bindungsisomere), Brenzcatechin, TsOH, Wasserabscheider, Toluol, 86 %;
b) H,, Pd/C, 100 %; c) MoCls, CH,Cl,, dann Trennung der Isomere, 18 %;
d) BuOK, THF, H,0; ¢) (PhO),P(O)N;, NEt;, DMF, dann Benzylalkohol,
49 %, bezogen auf 6; f) H,, Pd(OH),, THF; g) Hexylisocyanat, CH,Cl,,
65 %, bezogen auf 7. Cbz = Benzyloxycarbonyl, Ts = p-H;CC:H,SO,.

o, 0
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Bei der 'H-NMR-Titration von 2 mit Koffein verindern
sich die Lagen der Signale der proximalen und der distalen
(d.h. der zur Triphenyleneinheit niheren bzw. von dieser
weiter entfernt befindlichen) N-H-Protonen unterschiedlich
stark (Abbildung 1). Das Signal der proximalen N-H-Pro-

N-H N-H
distal proximal

| /

"
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o
T
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Abbildung 1. "H-NMR-Titration von 2 mit Koffein (N-H-Bereich). n(1) =
Zahl der Aquivalente an Koffein 1.

tonen wird nur wenig verschoben (+0.6 ppm), das der
distalen hingegen sehr stark (4 1.5 ppm). Dies ldsst auf eine
wesentliche Beteiligung der distalen N-H-Funktionen an
Wasserstoffbriickenbindungen schliefen, wéihrend die pro-
ximalen Amidprotonen wohl nur unwesentlich zur Wasser-
stoffverbriickung beitragen. Nach Zugabe von einem Aqui-
valent Koffein knicken die Titrationskurven ab und die N-H-
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Signale verschieben sich bei weiterer Zugabe nur noch
unwesentlich, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
der Rezeptor 2 mit Koffein einen 1:1-Komplex bildet, bei dem
das Koffeinmolekiil zwischen den Harnstoffgruppen festge-
halten wird und nicht durch bloBe 7-mt-Stapelung, t-Donor-rt-
Acceptor- oder hydrophobe Wechselwirkungen auf der Un-
terseite des Rezeptors gebunden wird.['%

Ein Vergleich der Bindungseigenschaften der Rezeptoren
2, 3 und 7 bei der Komplexierung von Koffein (Tabelle 1)
zeigt eine klare Uberlegenheit des starren Rezeptors 2. Sind

Tabelle 1. Komplexbindungskonstanten K.

Nr. Rezeptor Substrat K[m]

1 2 1 35600 + 2000
2 3 1 170+ 50

3 7 1 <10£5

4 2 8 9240 +220
5 2 9 —lal

6 2 10 1240 £115
7 2 11 420+70

8 2 12 130 £50

[a] Nicht bestimmbar, da 9 unloslich in CD,Cl, ist.

die Ankergruppen fiir die Wasserstoffbriickenbindung wie in
2 prdorganisiert, so ist die Bindungskonstante um einen
Faktor von mehr als 200 hoher als bei der flexiblen Verbin-
dung 3. Der Wirt 7 wechselwirkt nur duflerst schwach mit
Koffein, was bestitigt, dass die proximalen N-H-Funktionen
bei der Bindung von Koffein von geringer Bedeutung sind.
Dieses Ergebnis ist auch in Einklang mit der beobachteten
Kreuzung der Signallagen fiir die proximalen und distalen
Amidprotonen bei der Titration. Die Ergebnisse dieser
NMR-Experimente werden durch die massenspektrometri-
sche Analyse der Koffein-Rezeptor-Komplexe und den IR-
spektroskopische Nachweis der sich bildenden H-Briicken
untermauert.

Durch Variation des Substrats bei der Komplexbildung mit
2 lasst sich der geometrische Anspruch des Substrats unter-
suchen. Die Komplexierungskonstante von 8-Methoxykoffein
821 ist bereits niedriger, da die Methoxygruppe die Wasser-
stoffbriickenbindung zur Harnstoffgruppe des Rezeptors
stort. 1,3,7-Trimethylharnsiure 902 bindet stark an 2, eine
Quantifizierung ist jedoch aufgrund der schlechten Loslich-
keit von freiem 9 in CD,Cl, nicht mdglich. Die Zugabe von
etwa einem Aquivalent 2 zu einer Suspension von 9 fiihrt
allerdings spontan zu einer klaren Losung, ein deutlicher
Hinweis fiir die Bindung des Substrats an den Rezeptor.
N,N',N"-Triallylcyanursdure 10 ging aufgrund lokalisierter
Amidbindungen und einer geringen Ausdehnung des plana-
ren Systems nur eine schwache Dispersionswechselwirkung
ein. Diese ist noch schwicher, wenn ein Stickstoffatom durch
eine Methylengruppe ersetzt wird (11), die die coplanare
Anordnung von Substrat und Rezeptor stort. In N,N'-Dime-
thyluracil 12 sind nur noch zwei Acceptorgruppen vorhanden.
Das Substrat tragt der Symmetrie des Rezeptors nicht mehr
Rechnung und die Affinitdt zum Rezeptor sinkt.

Durch temperaturabhidngige NMR-Spektroskopie wurde
der Bindungsmodus in Losung aufgekliart. Wird ein Gemisch
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aus dem Rezeptor 2 und zwei Aquivalenten Koffein in CD,Cl,
auf 196 K abgekiihlt, so tritt im 'H-NMR-Spektrum jeweils
ein Signalsatz fiir komplexiertes und freies Koffein auf. Die
Komplexierung des Koffeins bricht die C;-Symmetrie des
Rezeptors und fiihrt bei tiefer Temperatur zu einer Auf-
spaltung der Signale. So lassen sich erwartungsgemaif3 sechs
Signale fiir die Harnstoffprotonen identifizieren. Die Triphe-
nylen-Protonen sind ebenfalls aufgespalten.

Beim Einengen einer Losung von Koffein und 2 in
Methanol bildeten sich Kristalle, die fiir eine Einkristall-
Rontgenstrukturanalyse tauglich waren (Abbildung 2).1%1 Die
Festkorperstruktur spiegelt ein Komplexierungsverhalten

Abbildung 2. Struktur des Wirt-Gast-Komplexes aus 2 und Koffein im
Kiristall. Seitenansicht (oben) und Aufsicht (unten); das Koffeinmolekiil
und die bindenden Gruppen sind jeweils als Kugelstabmodell dargestellt.
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wider, das dem in Losung @hnelt. Die drei distalen Harnstoff-
protonen bilden dabei Wasserstoffbriickenbindungen zum
Koffeinmolekiil. Wie die Festkorperstruktur zeigt, ist das
Koffeinmolekiil fiir den Rezeptor etwas zu klein und deshalb
neigen sich die bicyclischen Reste der Spiroketale um 11-15°
in Richtung auf die Triphenyleneinheit. Dadurch sind die
proximalen N-H-Funktionen auf die Triphenyleneinheit ge-
richtet und koénnen somit nur schwach mit dem Koffeinmo-
lekiil wechselwirken. Der Abstand zwischen den coplanaren
aromatischen Ebenen betrdgt 3.42 A, was optimal fiir eine
Donor-Acceptor-Wechselwirkung sein sollte. Mit kiirzeren
Alkylketten als n-Hexyl war es uns nicht moglich einen
Rezeptor-Koffein-Komplex zu erhalten, dessen Festkorper-
struktur ermittelt werden konnte. Die Hexylketten miissen im
Festkorper gepackt werden. Dazu knicken zwei Reste platz-
sparend ab, wihrend die verbleibende Alkylkette die Sym-
metrie bricht und so eine Vorzugsrichtung resultiert. Fehl-
geordnetes Koffein wird nicht beobachtet. Es war uns sogar
moglich die Wasserstoffbriickenbindungen zu lokalisieren.['*]
Die gefundenen Werte sind im typischen Bereich.

Auf der Grundlage starrer funktionalisierter Triketale von
Hexahydroxytriphenylen konnen neuartige Rezeptoren auf-
gebaut werden, die alkylierte Oxopurine selektiv erkennen.
Die Bindungssituation im Komplex mit Koffein in Losung
konnte direkt spektroskopisch betrachtet werden. Mit der
Festkorperstruktur ergibt sich ein mit den iibrigen Ergebnis-
sen konsistentes Bild der Bindung des Gastmolekiils.

Eingegangen am 3. Februar 2000 [Z14639]
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2: Schmp. 198°C; 'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,, 25°C, TMS): 6 =0.78

(t, 3/(H,H)=7 Hz, 9H, CH;), 1.06-1.18 (m, 24H), 1.64-1.73 (m,

12H), 2.12-2.31 (m, 21 H), 2.78 -2.88 (m, 12H), 4.51 (breit, 3H, N-H
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[10] Die Bindungskonstanten wurden mit dem Programm Specfit durch

Anpassung an die durch NMR-Titrationen ermittelten Titrations-
kurven bestimmt: Specfit Version 2.12, Spectrum Software Associates,
Chapel Hill, NC, USA; H. Gampp, M. Maeder, C.J. Meyer, A. D.
Zuberbiihler, Talanta 1986, 33, 943, zit. Lit. Der angebene Fehler
beruht auf dem beschriebenen Verfahren; Mehrfachbestimmungen
deuten auf eine sehr gute Reproduzierbarkeit mit geringer Streuung.
Die 1:1-Stochiometrie wurde auflerdem iiber eine Job-Plot-Analyse
belegt.
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[11] Die Rezeptoren neigen nur sehr schwach zur Selbstaggregation. Aus
Verdiinnungsreihen wurden mit dem Programm Specfit die Dimeri-
sierungskonstanten ermittelt. Diese Konstanten wurden im Modell fiir
die Anpassung zur Ermittlung der Bindungskonstanten beriicksich-
tigt. Der Einfachheit halber wurde eine Aggregation zu hoheren
Aggregaten nicht beriicksichtigt. Nimmt man Trimere mit in das
Modell auf, so éndert das nichts an der sehr guten Ubereinstimmung
zwischen der gemessenen und der rechnerisch angepassten Titra-
tionskurve.

Synthese der Substrate: 8: R. C. Huston, W. F. Allen, J. Am. Chem.
Soc. 1934, 56, 1356-1358; 9: E. Fischer, Ann. 1882, 215, 253 -320.
[13] Rontgenstrukturanalyse des Komplexes aus 2 und Koffein:
CH0oN(Oy; - 3.5 CH;0H, M, =1417.79, leicht gelber Kristall, 0.5 x
0.35x0.25mm, a=13.596(1), b=13.794(1), c=22.979(1) A, a=
80.09(1), B=8240(1), y=6741(1)°, V=3909.2(4) A3, pper=
1.204 gem =3, 1 =0.83 cm™~!, Absorptionskorrektur mit dem Programm
SORTAV (0.971 < T<0.992), Z=2, triklin, Raumgruppe P1 (Nr. 2),
A=0.71073 A, T=198 K, w- und ¢-Scans, 22410 gemessene Reflexe
(£h, £k, +1), [(sinf)/A] =0.59 A1, 13700 unabhingige (R;, = 0.033)
und 8862 beobachtete Reflexe [ >20(1)], 911 verfeinerte Parameter,
R=0.094, wR?>=0.267, max./min. Restelektronendichte 1.09/ —0.69
e A3 in der Nihe der Solvatmolekiile, Fehlordnung in diesen mit
geometrischen Constraints verfeinert, Wasserstoffatome an den
Stickstoffatomen aus der Differenz-Fourier-Rechnung, die iibrigen
geometrisch berechnet und alle als reitende Atome verfeinert. Die
kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supplementary
publication no. CCDC-139021“ beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
folgender Adresse in GroBbritannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (4 44) 1223-336-033; E-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk).

Wasserstoffbriicken zwischen den distalen N-H-Funktionen und dem
Koffeinmolekiil: C2-O---H-N: 1.95 A, 0.96 A, 171°; C6-O---H-N:
226 A,0.73 A, 161°; N9--- H-N: 1.96 A, 1.01 A, 176".
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Methanophenazin: Struktur, Totalsynthese und
Funktion eines neuartigen Cofaktors aus
methanogenen Archaea**

Uwe Beifuss,* Mario Tietze, Sebastian Bdumer
und Uwe Deppenmeier

Professor Sir Alan R. Battersby zum 75. Geburtstag gewidmet

Methanogene Organismen gehoren zum Reich der Ar-
chaea und unterscheiden sich deutlich von den Eukarya und
Bacteria.ll Die ubiquitdr verbreiteten methanogenen Ar-
chaea sind strikt anaerobe Organismen, die bevorzugt in
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TammannstraBe 2, 37077 Gottingen (Deutschland)
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E-mail: ubeifus@gwdg.de
Dipl.-Biol. S. Baumer, Priv.-Doz. Dr. U. Deppenmeier
Institut fiir Mikrobiologie und Genetik der Georg-August-Universitat
GrisebachstraBe 8, 37077 Gottingen (Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(Sonderforschungsbereich 416; Sachbeihilfen De 488/6-1 und De 488/
4-2) sowie vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Dr. J. Paust
und Dr. H. Jaedicke (BASF AG, Ludwigshafen) sowie Dr. R. K.
Miiller (Hoffmann-La Roche Ltd., Basel) danken wir fiir groBziigige
Chemikalienspenden.
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Sedimenten von Gewissern sowie im Pansen von Wieder-
kduern vorkommen. Sie stehen am Ende der anaeroben
Nahrungskette und wandeln einfache Substrate wie Wasser-
stoff/Kohlendioxid, Ameisensdure, Methanol, Methylamine
und Essigsdure in Methan um, das anschlieBend unter
aeroben Bedingungen oxidiert werden kann und damit dem
Kohlenstoff-Kreislauf wieder zugefiihrt wird. Aufgrund zivi-
lisatorischer Einfliisse ist der Gehalt der Atmosphire an
Methan, das zu den Treibhausgasen zahlt, wiahrend der letzten
100 Jahre deutlich angestiegen.l”! An der Bildung des Methans
durch methanogene Archaea sind zahlreiche aulergewohnli-
che Enzyme und ungewohnliche Cofaktoren beteiligt. Me-
thyl-S-CoM, die zentrale Zwischenstufe aller methanogenen
Stoffwechselwege, wird unter dem katalytischen Einfluss der
Methyl-CoM-Reduktase reduktiv zu Methan demethyliert.!
Die beiden hierfiir benotigten Elektronen entstammen CoB-
SH und fiithren zur Bildung eines Heterodisulfids (CoB-S-S-
CoM) aus CoB-SH und CoM-SH. Ein energieckonservieren-
der Schritt im Stoffwechsel methylotropher methanogener
Organismen ist die Reduktion von CoB-S-S-CoM (Sche-
ma 1).’) Am membrangebundenen Elektronentransfer von

innen | Cytoplasma-| auRen
membran

H;
membrangebundene .
Hydrogenase 2H
2HY
CoB-8-S-CoM
+
2H*
Heterodisulfid-
Reduktase — » 2H*
CoM-SH
+
CoB-SH
2H*
2e™
F490H
Fa20H2- 42072 L - 2H
Dehydrogenase
Fazo

Schema 1. Modell des membrangebundenen Elektronentransfers von
Methanosarcina mazei G61. CoM-SH = Coenzym M; CoB-SH = Coen-
zym B; F,,, = Coenzym F,y; FyH, =reduzierte Form des Coenzyms Fy;
MP = Methanophenazin; Dihydro-MP =reduzierte Form von Methano-
phenazin.

Methanosarcina mazei Go1 sind zwei vor kurzem entdeckte,
protonentranslozierende Enzymsysteme, die H,:Heterodisul-
fid-Oxidoreduktase und die F,,,H,:Heterodisulfid-Oxidore-
duktase, beteiligt.l’! Der Elektronentransport von F, H, auf
CoB-S-S-CoM wird durch eine F, H,-Dehydrogenase ver-
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