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Kiinstliche Adrenalinrezeptoren

Hochempfindliche Erkennung von Substraten
adrenerger Rezeptoren an der Luft-Wasser-
Grenzschicht**

Oliver Molt und Thomas Schrader*

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) sind eine
der wichtigsten Rezeptorklassen im menschlichen Korper.[!
Zur Erkennung des Hormonsignals verfiigen sie iiber eine
spezielle hydrophobe Bindungstasche, die in der Phospholi-
pidmembran durch sieben transmembrane Helices gebildet
wird.”! Die Familie der adrenergen Rezeptoren ist eine der
bedeutendsten GPCR-Unterklassen. Sie binden selektiv
Aminoalkohol-Liganden mit unterschiedlicher Kettenldnge
und Polaritdt und steuern so diverse Signaltransduktions-
prozesse. Die enorme biologische und pharmazeutische
Bedeutung dieser Rezeptoren® wirft die Frage auf, ob es
moglich ist, ihre Umgebung in der Lipidschicht zu imitieren
und zur effizienten und selektiven kiinstlichen Erkennung zu
nutzen.™

Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet der kiinstlichen
Catecholamin-Rezeptoren beruhten auf Bipyridinium-Gold-
nanopartikel-Anordnungen,”! Phenylboronaten! und pyra-
zolhaltigen Kryptanden.”! Mit RNA-Aptameren™ oder kup-
ferhaltigen Redoxenzymen!” wurden bioorganische Alterna-
tiven vorgestellt. Ausgehend von der natiirlichen Bindungs-
einheit!'”! haben wir einen kiinstlichen Adrenalinrezeptor mit
folgenden Erkennungseinheiten entwickelt: 1) eine p-Xyly-
lenbisphosphonat-Einheit dient als etablierte Aminoalkohol-
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bindende Funktion! mit ausreichender Beweglichkeit fiir
einen ,,induced fit“; 2) an diese zentrale Einheit sind starre
Bausteine gebunden, die fiir eine hohe Pridorganisation
sorgen."” Die Tolangruppen dienen als starre aromatische
Seitenwinde!" eines tiefen hydrophoben Hohlraumes mit
nach innen orientierten Amidprotonen, der Catechol-Hydro-
xygruppen iiber Wasserstoffbriicken binden kann. Monte-
Carlo-Simulationen eines Komplexes dieses Wirts mit Nor-
adrenalin deuten darauf hin, dass der Platz im unteren Teil
des Rezeptorhohlraums zur Bindung der a-Aminoalkohol-
Einheit ausreicht; in allen stabilen Konformationen bleibt der
Gast im Hohlraum des Wirts. Molekiildynamik-Rechnungen
zeigen eine hohe Mobilitdt des Wirt-Gast-Komplexes und
somit eine entropisch giinstige Situation.!"!

Durch modulare Retrosynthese wurden drei Bausteine
ermittelt: ein bisphosphonatmodifiziertes p-Xylylendibromid
(6), ein 4,4’-Tolandicarbonsédure-Derivat (4) und m-Xylylen-
diamin. Diese Bausteine wurden problemlos hergestellt
(Schema 1): Eine Arbuzov-Reaktion mit anschlieBender
NBS-Bromierung ergab das Bisphosphonat 6, zwei aufeinan-
der folgende Sonogashira-Kupplungen lieferten den Mono-
tert-Butylester 3 der Tolandicarbonsiure.'”! Die Siurefunk-
tion dieser Seitenwandeinheit wurde in das Sé&urechlorid
umgewandelt, das mit dem Diamin umgesetzt wurde; nach
Spaltung der Esterfunktionen erhielt man die Cyclisierungs-
vorstufe 4. Bei der anschlieBenden Makrocyclisierung mit
dem Bisphosphonat 6 wurde der intramolekular dirigierende
Effekt von Cisiumionen genutzt."® Im letzten Schritt erfolgte
die milde Monodesalkylierung der Phosphonate mit LiBr in
guter Ausbeute.'"”! Der Wirt 1 ist gut loslich in polaren
Losungsmitteln wie DMSO, Methanol oder Wasser.

Im 'H-NMR-Spektrum zeigt 1 deutlich verbreiterte
Signale fiir die P-CH,- und O-CH,-Methylengruppen. Tief-
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temperatur-Experimente in Methanol zeigen eine grof3e
Aufspaltung fiir die diastereotopen Protonen bei —45°C.
Dies wird durch die Bildung eines zehngliedrigen Chelatrings
aus dem Lithiumkation, der Phosphonatgruppe und dem
Carbonylsauerstoffatom der benachbarten Esterfunktion er-
klart (Schema 1). Der Phosphonatarm wird dadurch nach
innen orientiert und steht zur Bindung des Aminoalkohol-
Gasts bereit.'¥! Bei Messungen in D,0 beobachtet man keine
scharfen Signale; in einer Verdiinnungstitration wurden
grole Differenzen der chemischen Verschiebungen fiir die
unpolaren aromatischen Gruppen von 1 beobachtet, anhand
derer eine Selbstassoziationskonstante von 10°-10°m~!
berechnet wurde.' Die strukturelle Ahnlichkeit mit amphi-
philen Phospholipiden legte eine Einlagerung des neuen
Wirts 1 in Lipidmonoschichten nahe, um das Verhalten der
natiirlichen adrenergen Rezeptoren zu imitieren.

Zur quantitativen Untersuchung der Bindungseigenschaf-
ten des neuen Rezeptors haben wir NMR-Titrationen in
Methanol durchgefiihrt und die Bindungskonstanten durch
nichtlineare Regressionsmethoden berechnet.’! Die vermu-
tete 1:1-Stochiometrie wurde durch einen Job-Plot besté-
tigt.*!l In den meisten Fillen verschoben sich die Signale aller
Gastprotonen, und man erhielt d4hnliche Bindungskonstanten.
Die Ergebnisse einer systematischen Anderung der Struktur
des Aminoalkohol-Substrats waren aber enttduschend: Vom
kleinen Ethanolamin zum sterisch anspruchsvollen Propra-
nolol variierten die K,-Werte lediglich zwischen 700 und
1600m~! (Tabelle 1). Nur Aminosiuren mit einem zusitz-
lichen o-Substituenten wurden um eine Grofenordnung
schlechter gebunden. Unter Beriicksichtigung der relativ
kleinen Verschiebungen der Signale fiir die aromatischen
Protonen folgern wir, dass der makrocyclische Wirt 1 die
Adrenalinderivate in polarer Losung nicht umschlief3t, son-
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Schema 1. Synthese von Makrocyclus 1. a) SOCl,, MeOH, 0°C (92%); b) 2-Methylbut-3-in-2-ol, [Pd(PPh;),Cl,], Cul, PPh;, NEt,, Pyridin, A (98%);
c) NaOH, 1-Butanol, A (99%); d) SOCl,, kat. DMF, CHCl;, 0°C (99%); €) Phenol, NEt;, THF (45 %), f) 4-lodbenzoesaure-tert-butylester,
[Pd(PPh,),Cl,], Cul, PPh,, NEt;, 80°C (93%); g) 1. Na,CO,, H,0,, Dioxan, H,0, A; 2. KHSO, (86%); h) (COCI),, kat. DMF, CH,Cl, (99%); i) m-
Xylylendiamin, NEt;, CH,Cl, (899%); j) TFA, CH,Cl, (99%); k) P(OMe);, A (99%); ) NBS, AIBN, CCl,, A (64%); m) 6, Cs,CO;, DMF, hohe Verdiin-
nung (28%); n) LiBr, CH;CN, A (81%). (AIBN = Azoisobutyronitril, NBS = N-Bromsuccinimid, TFA=Trifluoressigsaure.)
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Tabelle 1: Ay, und AAy,-Werte von Stearinsidure-Monoschichten mit ein-
gelagertem Rezeptor 1 tiber verschiedenen Subphasen.

Monoschicht®  wissrige Subphase Ay AASM
[A*Molekal™"]  [A*Molekil™]

S - 21.2 -
S+1 - 21.6 0
S+1 Phenethylamin 21.9 0.3
S+1 (R/S)-Isoproterenol  21.9 0.3
S+1 Ethanolamin 22.0 0.4
S+1 L-Tyrosinmethylester ~ 22.0 0.4
S+1 Dopamin 22.2 0.6
S+1 (R/S)-Adrenalin 227 1.1
S+1 (R/S)-Noradrenalin ~ 25.6 4.0
S+1 (R/S)-Atenolol 273 5.7
S+1 (R)-Propranolol 173 —4.3

[a] S=Stearinsdure. [b] Ay=Fliche eines Stearinsduremolekiils in fliis-
sig-kondensierter Phase. [c] Nettoeinfluss des Gastes: AA,=A, (Mono-
schicht mit 1 tiber Subphase mit Gast)—A, (Monoschicht mit 1 iiber
Wasser).

dern ihre Catecholeinheit lediglich unselektiv an seine
hydrophoben Bereiche angelagert. Weitere spektroskopische
Untersuchungen stiitzen diese Interpretation: Ein ESI-Mas-
senspektrum in Methanol lieferte ausschlieflich Peaks fiir 1
und den 1:1-Komplex (Abbildung 1), aber bei einem UV/Vis-
Experiment im gleichen Losungsmittel wurde keine Ver-
anderung der Rezeptorbande beobachtet.

a) 631 b)
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Abbildung 2. BAM-Bilder (4.8 x6.4 mm?) einer reinen Stearinséure-
Monoschicht (links) und einer Schicht mit eingelagertem Rezeptor 1
(rechts, dunkelgraue Bereiche) in flissig-kondensierter Phase.

die hauptséchlich aus selbstaggregierten Rezeptormolekiilen
aufgebaut sind.?*! Neuere bioanalytische Ergebnisse zeigen,
dass auch die natiirlichen adrenergen Rezeptoren Dimere
bilden.!

Bei der anschlieBenden Zugabe von Noradrenalin in die
Subphase blieben die Doménen im BAM-Bild (Abbildung 2)
weiterhin stabil, die -A-Isotherme wurde jedoch zu héheren
A-Werten verschoben. Dieser Effekt héngt stark von der
Natur des in der wéssrigen Subphase gelosten Gasts ab. Da
die polaren Aminoalkohol-Bindungsstellen der Wirtmole-
kiile in die wissrige Phase ragen, werden die Gastmolekiile
zunichst durch die Bisphosphonat-Funktion gebunden und
dann in die Monoschicht transportiert. Dabei wirkt ein neuer
Bindungsmodus, der zwischen kleinen Strukturunterschieden
hochempfindlich differenzieren kann: Abbildung 3 zeigt die

m-A-Diagramme fiir die Liganden Noradrenalin,
Adrenalin und Isoproterenol, die sich nur in ihren
] N-Alkylsubstituenten unterscheiden (Schema 2).
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Abbildung 1. a) ESI-Massenspektrum (Detektion negativer lonen) einer Methanol-
|6sung von Rezeptor 1 und NA-Hydrochlorid. Wirt: m/z=631 [4-H*]~, 949
[1-2Lit4+H*", 955 [1-Li*]; 1:1-Komplex: m/z=1118 [1-2Li*+NA-CI"]~, 1130
[1-2H*+NA-CI]"; b) Schematische Darstellung der geplanten Einlagerung von
protoniertem NA in den starren Hohlraum von 1, die durch ,induced fit* der

Bisphosphonat-Einheit bewirkt werden sollte.

Dieses Verhalten dnderte sich, als wir den neuen amphi-
philen Rezeptor in eine Stearinsdure-Monoschicht an der
Luft-Wasser-Grenzfliche einlagerten.” Eine deutliche Ver-
groBerung der Werte in den Druck(xr)-Fliche(A)-Diagram-
men einer Langmuirschen Filmwaage zeigte dabei immer die
Einlagerung in die Monoschicht an.””! Dies ging mit dem
Auftreten grofler, stabiler Bereiche in Brewster-Winkel-
Mikroskop(BAM)-Bildern einher (Abbildung 2). Wir inter-
pretieren diese Bereiche als Doménen in der Monoschicht,
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I Der Vergleich dieser Kurven mit denen der 3-Blo-
= cker Propranolol und Atenolol verdeutlicht die
. aullerordentliche  Selektivitit der Bindung:
Obwohl der einzige strukturelle Unterschied der
beiden blutdrucksenkenden Mittel im Austausch
einer a-Naphthyleinheit gegen eine Phenylacet-
amido-Funktion besteht, fiihrt die Rezeptor-Ligand-
& Wechselwirkung im einen Fall zur grofiten positiven
Substratverschiebung und im anderen zu einer
groflen negativen Verschiebung der 7-A-Isotherme.

Die Affinitdt der in der Monoschicht eingela-
gerten Rezeptormolekiile fiir ihre Giste ist so grof3,
dass Noradrenalin auch in mikromolaren Konzen-
trationen noch nachgewiesen werden kann.?" Eine
erste Schitzung fiir die Bindungskonstante an der
Luft-Wasser-Grenzflache ergibt einen K,-Wert von
mindestens 10°M~'; daher konnte sich der neue
Rezeptor als Adrenalinsensor eignen. Alle anderen
Catecholamine zeigten bei Konzentrationen zwi-
schen 10° und 10~°M keine nennenswerten Sub-
stratverschiebungen in den 7-A-Diagrammen. Ihre Bindungs-
konstanten miissen daher mindestens um eine Gro3enordung
kleiner sein als die von Noradrenalin. Tabelle 1 fasst alle
durch die Géste verursachten Verdnderungen in den m-A-
Diagrammen zusammen.

Mithilfe der Langmuir-Blodgett(LB)-Technik konnten
Multischichten aus 160 (2 x 80, siche Hintergrundinformatio-
nen) dieser rezeptorhaltigen Stearinsdure-Monoschichten auf
Quarzplatten immobilisiert werden. Das Extinktionsmaxi-
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Abbildung 3. Druck(r)-Fliche(A)-Isothermen von Stearinsiure (S) und
1 in einer Stearinsdure-Monoschicht tiber wissrigen Subphasen:

a) Isoproterenol (IPT), Adrenalin (Adr) oder Noradrenalin (NA);

b) Propranolol (Propr) oder Atenolol (Aten).
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Schema 2. Gastverbindungen mit struktureller Ahnlichkeit zu Adrena-
lin. NA=Noradrenalin, Adr=Adrenalin, IPT = Isoproterenol, Dop=
Dopamin, Tyr =Tyrosinmethylester, Aten = Atenolol, Propr=Proprano-
lol. Abgebildet sind die Hydrochloride, die bei den Untersuchungen
eingesetzt wurden.

mum fiir die Rezeptoren in diesen Multischichten zeigte im
UV/Vis-Spektren eine grofe hypsochrome Verschiebung.””
Nach dem Entfernen der Multischichten vom Glastrdager mit
Methanol erhilt man wieder das UV/Vis-Spektrum des freien
Wirts 1 (Abbildung 4). Da solvatochrome Effekte mit der
Lipidschicht eine bathochrome Verschiebung verursachen
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Abbildung 4. UV /Vis-Spektren der Stearinsiure(S)-LB-Schichten: rein,
mit 1 und mit Zusatz einer Gastverbindung; auf Quarzplatten und in
Methanolldsung. a) Hypsochrome Verschiebung beim Ubergang
Lésung—LB-Schicht; b) bathochrome Verschiebung durch Zugabe von
NA in die Subphase.

wiirden,” muss der beobachtete Effekt auf die Selbstassozia-
tion der Rezeptoren in der Monoschicht zuriickzufiihren sein,
die auch im BAM-Bild beobachtet wird (Abbildung 2). Die
Gegenwart von Noradrenalin in der Subphase verursacht in
den LB-Schichten auf Quarz eine deutlich geringere hypso-
chrome Verschiebung, die von der Analytkonzentration
abhingt und ebenfalls nach Losen in Methanol vollstandig
wieder aufgehoben wird. Dieser Effekt erklart die Bindung in
der Monoschicht: Wir vermuten, dass die bathochrome
Verschiebung von der Einlagerung der elektronenreichen
Catecholringe in Stapel der elektronenarmen aromatischen
Substituenten der umgebenden Rezeptormolekiile her-
rithrt.’) Diese bathochrome Verschiebung konnte noch bei
Noradrenalin-Konzentrationen von 5x107°M in der Sub-
phase beobachtet werden; die LB-Experimente deuten also
auf dhnliche Mindestwerte fiir die Dissoziationskonstanten
der Komplexe hin wie die 7-A-Diagramme aus Experimenten
mit der Filmwaage (Abbildung 3).

Aus den Ergebnissen der beschriebenen Experimente
leiten wir den folgenden Mechanismus der Noradrenalin-
Bindung durch die modifizierte Monoschicht ab: Gastmole-
kiile, die sich in der wéssrigen Subphase befinden, werden
durch solvatisierte Rezeptormolekiile gebunden. Die nega-
tiven Ladungen der Wirtmolekiile werden dadurch teilweise
neutralisiert, wodurch ihre Lipophilie steigt. Dies fiihrt zur
Einlagerung des Komplexes in die Monoschicht (Abbil-
dung 5). Der Catecholring wird dabei nicht in in die

Hohrdume einzelner Wirtmolekiile, sondern zwischen
: . I + Gast " %
8 [\ Wik e 2 Ve
Luft [ 11 )8 = =)
ot GE(JLJLE wm LM
Wasser COW @ W 80 c.:....{\g
« > -l
\Wirt ! -

— HLE
Desen e OO0
Abbildung 5. Vorschlag fiir den Bindungsmodus in der Monoschicht.
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mehrere Wirtmolekiile in den Rezeptordoménen der Lipid-
monoschicht eingelagert. Diese neue Umgebung fiihrt zu der
beobachteten hohen Empfindlichkeit gegeniiber kleinsten
Anderungen der Analytstruktur.

Die Einlagerung eines kiinstlichen Rezeptors fiir Sub-
strate der adrenergen Rezeptoren in eine Monoschicht fiihrt
also zu einer enormen Steigerung der Effizienz und Selek-
tivitdt der Erkennung fiir eine grof3e Bandbreite von Ligan-
den. Noradrenalin kann so in mikromolaren Konzentrationen
nachgewiesen werden. Maf3geblich fiir diesen grofSen Fort-
schritt im Vergleich zur Erkennung in Losung ist die verin-
derte Umgebung in der Monoschicht:®” Zum einen ist die
Dielektrizitdtskonstante deutlich kleiner als in wissriger
Losung, zum anderen aggregieren die Rezeptormolekiile zu
Wirtdoménen, die hochempfindlich auf kleine Unterschiede
in der Struktur der Géste reagieren. Als néchsten Schritt
werden wir versuchen, den neuen makrocyclischen Rezeptor
in Lipid-Polydiacetylen-Vesikel einzulagern und zum colori-
metrischen Nachweis von Adrenalinderivaten zu verwen-
den.PY
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