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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 9 ( 4 ) ,  489-497 ( 1 9 9 0 )  

PSEUDO-ADP: DARSTELLUNG UND BIOMIMETISCHE 

Martina Kinzig und Karl-Siegfried 

EIGENSCHAFTEN 

Boos* 

Laboratory for Biological Chemistry 
University of Paderborn 

P.O.Box 1621 
D-4790 Paderborn 

Federal Republic of Germany 

Abstract: By the preparation o f  (3) via an amide bond like linkage of the 
diarylmonoazo dye ( l a )  with adenTsine-5'-uronic acid (2) we succeeded, 
for the first t i m e 7  in the substitution of the pyropfiosphate chain of 
adenosine-5'-diphosphate with a bioanalogeus, synthetic structural ele- 
ment. The biomimetic properties of (3) are demonstrated by its binding 
and transport properties with respecT to the highly ADP-specif ic mito- 
chondrial adenine-nucleotide carrier using the phenol- [u-14C] labeled 
compcund of ( 3 ) ,  - which was prepared additionally in a microsynthesis. 

Die molekulare Erkennung der Liganden von Nucleotid-Bindungszentren 
an Enzymen oder Rezeptoren kann erfolgreich mit Hilfe von Substratanalo- 
gal y 2  oder P~eudosubstraten~'~ untersucht werden. So konnte aus derar- 
tigen Struktur-Wirkungsstudien an einem --fur Adenosin-5' -diphosphat 
(ADP) hochspezif ischen-- Model!rezeptor, dem in der inneren Mitochon- 
dr ienmembran integrierten Adeninnuc leot id-Carrier6-8, das mu1 t i 1 aterale 
Erkennungsraster fur den Liganden sowie die jeweils komplementaren 
Determinanten am Bindungszentrum abgeleitet9-" und mit Hilfe eines 

Analoge Studien mit einer homologen Reihe von metallkomplexierenden 
Diary lmonoazofarbs to f fen  ergaben4, daO ich die Verbindung 1 -(2'-Hydroxy- 
phenylazo)-2-hydroxy-4-naphthalinsulfonsaure (lc) - bioisoster zur 5'- 
Diphosphatkette des naturl ichen Liganden verhalt. Dieser Farbstoff hemmt 
das Transportsystem kompetitiv uber eine chelatbildende Wechselwirkung 
der 2,2'-standigen Hydroxygruppen mit einem am Bindungszentrum 

minimal-strukturierten ADP-Analogon experimentell bestatigt werden 12 . 
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KINZIG AND BOOS 490 

postulierten zweiwertigen Metallion l 3  sowie uber eine ionische Wechsel- 
wirkung der Sulfonsauregruppe mit einem fur die spezif ische Bindung 
essentiellen Arginin- oder Lysinrest. Uber die Substitution des 5'- 
Diphosphatrestes des naturlichen Liganden durch das biomimetische 
Strukturelement 1 - ( 2 '  -Hydroxy-phenyl azo) -2-hydroxy-4-naphtha 1 i nsulf on- 
saure (Ic) - sollte daher ein semisynthetisches ADP-Analogon (3) - zugang- 
lich sein, das sich bioanalog zu ADP verhalt und folglich als pseudo-ADP 
bezeichnet werden kann. 

Ausgehend von der nach Lit.14 hergestel lten 5'-Uronsaure des Adeno- 
sins (2) - gelang es uns (3) - uber eine saureamidartige Verknupfung mit dem 
entsprechenden Diarylmonoazofarbstoff (la) in guter Ausbeute darzustel- 
len. Die zur Azobrucke para-standige Aminogruppe in (la) beeinfluRt das 
kcmpeti ti ve Inhibit ionsverhal ten dieses Azof arbstoffes gegenuber dem 
Modellrezeptor nicht. Daruber hinaus bietet diese Funktionalisierung den 
Vorteil, daR sich (la) anschlieRend leicht mit ( 2 )  kondensieren laRt und 
3-Aminophenol als benotigte Kopplungskomponente in [u- '%]-isotopenmar- 
kierter Form im Handel (Fa. Amersham Buchler, Braunschweig) erhaltlich 
ist. 
Durch Verwendung von eisgekuhltem DMF als Reaktionsmedium fur die 

Azokupplung konnte das im wassrigen Mi 1 ieu beobachtete vielfaltige 
Nebenproduktspektrum erheblich vermindert werden. Die bei der Reaktion 
anfallenden Konstitutionsisomere (la) und (lb) konnten mit Hilfe der 
semipraparativen HPLC aufgetrennt und l3 C-NMR-spektroskopisch zugeordnet 
werden. Die Zuordnung erfolgt aufgrund der chemischen Verschiebungen der 
Kohlenstoffatome C-4' ((la): 6 = 156.34, (Ib): 6 162.98) und C-2' 
((la): - 6 = 154.39, (Ib): - 6 = 146.41), die auf den Elektronegativitats- 
unterschieden der funktionel len Gruppen beruhen. 

Versuche, (la) - mit (2) - saureamidartig nach Aktivierung der Carboxyl- 
gruppe mit Dicyclohexylcarbodi imid (DCC) in Gegenwart von I-Hydroxyben- 
zotriazolen l5 oder nach Uberfuhrung in den entsprechenden N-Hydroxysuc- 
cinimidester16 zu verknupfen, lieferten nur geringe Ausbeuten an ( 3 ) .  
Dagegen verl ief die Kondensation zufriedenstellend nach Aktivierung der 
Adenosin-5'-uronsaure (2) - mit N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-I ,2-di hydro- 
chi no1 in ( EEDQ) zum entsprechenden gemi schten Carbonsaureanhydrid ''. Die 
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PSEUDO-ADP 491 

in Lit.' fur 01 igopeptid-Synthesen beschriebenen Reaktionsmedien wie 
Benzol, Ethanol, THF und deren Mischungen fuhrten jedoch zu keinem 
Umsatz. Schlienlich erwiesen sich DMF und eine Reaktionstemperatur von 
60°C als erfolgreich. Das Auftreten eines Signals bei 6 = 10.80 das dem 
Amidproton zuzuordnen ist, und das Fehlen des Signals der Aminogruppe 
von (la) - bei 6 =  6.3 im 'H-NMR-Spektrum von (3) - beweist die erfolgreiche 
Kondensation zum Saureamid. 
Aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitat zu gangigen stationaren Phasen 

gelang es nicht, die Produkte (la), - -  (lb) und (3) - an Kieselgel, Cellulose 
oder Polymertragern zu reinigen und zu isolieren. Als Trennsystem der 
Wahl stellte sich jedoch die Ionenpaarchromatographie an einer C-18- 

Umkehrphase heraus. Als Ionenpaarbildner wahlten wir Triethylammoniumhy- 
drogencarbonat, dessen UberschuO sich leicht mit Methanol durch mehr- 
maliges Eindampfen im Vakuum aus der Produktfraktion entfernen la8t. 

HO3S 

OH & 
6\ / 

7 8  

HO OH 

N=N 

R' 

6' 5'  

I R' R2 

%I OH NH2 
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0.4  
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Kon Zen t r at i on 

- Abb.1 Konzent ra t ionsabhang igke i t  der spezifischen, in vitro Bindung von 
[~-~~C]-pseudo-ADP ((3) ,E#jB) und 14C-ADP El an dem mitochondrialen 
Adeninnucleotid-Carrier. Inkubationszeit: 5 min. Inkubationsbe- 
dingungen9910 . 

Die Untersuchung des Bindungs- und Transportverhaltens von Phenol- 
-[u-'~C] markiertem (3) - gegenuber dem fur ADP hochspezif ischen mitochon- 
drialen Adeninnucleotid-Carrier aus Rattenleber wurde wie in Lit.', l o  
beschrieben durchgefuhrt. Wie die Balkendiagramme in Abb. 1 zeigen, wird 
(3) spezif isch an das cytosolseitig orientierte ADP-Bindungszentrum des 
Transportproteins gebunden und zeitabhangig (Abb.2) uber die innere 
Mitochondrienmembran transportiert. Diese Ergebnisse beweisen, daR es mit 
der Darstellung von (3) - erstmalig gelungen ist, die 5'-Diphosphatkette 
des ADP durch ein bioanaloges, synthetisches Strukturelement zu ersetzen. 

Die gegenuber dem naturlichen Liganden urn den Faktor 10 reduzierte 
Transportrate von (3) - laRt sich mit dem -in Lit.'3 fur die matrixseitige 
Freisetzung von ADP postulierten- geschwindigkeitsbestimmenden Proto- 
nierungsschritt der nicht koordinativ wirksamen Hydroxyfunktion der ter- 
minalen Phosphatgruppe erklaren. Diese Protonierung fuhrt beim natur- 
lichen Liganden zu einer Erniedrigung der Metall-ADP-Komplexstabilitat um 
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1.5 - 

1 -  

0 5 -  

i ? : m / m g  mltochondriales Protein 

, i t  
/ ' 

1 

1.97 

5 

0.41 

10 
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Abb.2 Zeitabhangigkeit des in vitro Transportes von [u-14C] -pseudo-ADP 
( ( 3 )  3 , 105 M )  und 14C-ADP (I, 105 M) durch den mitochon- 
dryalen Adeninnucleotid-Carrier. Inkubationsbedingungengj10 . 

den Faktor 30 und sornit zur Freisetzung des Transportsubstrates in den 
mitochondrialen Matrixraurn. Irn pseudo-ADP (3) - hingegen kann die bioiso- 
stere Sulfonsauregruppe unter physiologischen pti-Bedingungen weder proto- 
niert vorliegen, noch besitzt sie einen EinfluR auf die Metallkomplex- 
Stabilitat. 

EXPERIMENTELLER TEIL 
VIS/UV-Spektren: Shimadzu VIS/UV-200-Spektrometer. Ext inktionskoef- 

fizienten: 'H-NMR- und 13C-NMR-Spektren: Bruker WP 250 F8; 
i n  8-Werten relativ zu Tetrarnethylsilan (TMS). Die Zahl der Protonen 
wurde durch "Off-resonance"-Entkopplung ermi ttelt. Massenspektren: (la) 
Varian-MAT 331 A-Spektrometer und (3) - Finnigan MAT 90 (FAB-Gun: Firma 
Ion-Tech, Plasmagas: Xenon). Schrnelzpunkte (nicht korrigiert): SMP 20 
Schrnelzpunktgerat (Buchi , Schweiz) . Elernentaranalysen: Mikroanalyti sches 
Labor Beller, Gottingen. Flussigszint i l la t ionszahler :  Tricarb 544 

Zeiss PMQ 3. 
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494 K I N Z I G  AND BOOS 

(Packard Instruments). pKa-Wert-Bestimmung: Digital-pH-Meter E 632 
(Met rohm, Hoc hdruckf 1 uss ig kei t sc hromatograph i e (HPLC ) : -semi - 
praparative HPLC: LiChrosorb-RP-18-Saule, 7 um, 18 x 1.0 cm (Fa. Merck, 
Darmstadt), FlieRmittel : 0.1 M Triethylarnmoniumhydrogencarbonat/Methanol 
( 1  :I v,v) mit 2 ml/min; -analytische HPLC: LiChrosorb-RP-18-Saule, 7 IJ m, 
25 x 0.4 cm (Fa. Merck, Darmstadt), FlieRmittel: 0.1 M Triethylammonium- 
hydrogencarbonatlMethano1 (1 : 1 v,v) mit 1 ml/min, Detektion: UV 260nm. 

Sc h we i z ) . 

1 - (4 -Ami no-2 I -hydroxy-phenyl azo) -2-hydroxy-4-naphtha1 insulfonsaure 
( 1  - a) und 1 -(2' -Amino-4'-hydroxy-pheny1azo)-2-hydroxy-4-naphtha1 insulfon- 
- -  saure (lb): Zu 4 ml 1 N Natriumhydroxid werden bei 4OC 0.2 g (1.84 mmol) 
3-Aminophenol in 20 ml DMF und 0.44 g (1.81 mmol) 4-Sulfo-l-diazonium-2- 
naphtholnatriumsalz in 20 ml DMF gegeben. Nach Beendigung der Reaktion 

123.37 (C-9) 
101.07 (C-3' 
(HS03), 79 
Wert von (la 
OH). 

- 

(15 min) wird das Reaktionsmedium im Rotationsverdampfer unter Hochvakuum 
entfernt. Unter semipraparativen HPLC-Bedingungen laRt sich das para- und 
ortho-Produkt (la - bzw. - lb) direkt mit 99proz. Reinheit erhalten. 
Ausbeute: 0.528 g (80%) (la) - und 0.054 g (8.5%) (lb). - Schmp. (la, - - I b )  
250°C (Zers.); VIS/UV (H20): von (la): h max = 500 nm ( E  = 22.609 cm'2 x 

2- umo1-l) und 255 nm ( E  = 11.047 cm x p mol"), von (lb): h max = 493 nm 
2 2- ( E  = 12.457 cm xpmol-l) und 294 nm ( E  = 5.3 cm x Umol-1); 'H-NMR 

([D6]-DMSO) VOn (la): 6 = 15.19 ( s ,  HS03), 8.73 (d, lH, 6-H, J6,7 = 
8.3 HZ), 8.63 (d, lH, 9-H, J, = 8.4 Hz), 7.76 (d, IH, 6'-H, J61,5, = 

lH, 

8.8 Hz), 7.6-7.3 ( m ,  5H, 3-H, 7-H, 8-H, OH), 6.3-6.2 (m, 3H, 5'-H, N H 2 ,  
J51,6' = 9.0 HZ), 6.22 (S, 1H, 3'-H); 13C-NMR ([D6]-DMSO) von (la): - 6 =  
156.34 ( s ,  C-4'1, 154.39 ( 5 ,  C-2'), 151.18 ( s ,  C-2), 147.00 ( s ,  C-4), 

C-101, 127.92 (m, C-l', C-6'1, 126.69 (d, C- 
(d, C-61, 120.84 (m, C-7, C-81, 118.88 (d, C- 
4 (d, C-3'); 13C-NMR ([D6]-DMSO) von (lb): - 6 =  
, 146.98 (C-2'), 145.74 (C-2), 131.63 (C-I), 
) ,  128.02 (C-lo), 126.96 (C-6), 124.17 (C-5), 

121.32 (C-7), 120.67 (C-8), 118.34 (C-3), 107.20 (C-5'), 
; MS (ES): m/e = 109 (Aminophenol), 93 (C6H50t, C6H5Nt'), 81 
C6Hf), 77 (Phenylradikal), 28 (N;), 17 (OH'), 16 (NH;); pKa- 
: pK = 4.95 (4'-NH2), pKa2= 8.95 (2'-OH), PKa3= 10.26 (2- a1 

131.80 ( 5 ,  C-l), 128.87 (S 

9), 123.95 ( s ,  C-5), 123.28 
5'), 108.17 (d, C-3), 99. 
161.56 (C-4'), 148.69 (C-4 
128.97 (C-l'), 128.84 (C-6 
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PSEUDO-ADP 495 

Elementaranalyse: C16H12N305S x 0.2 (C2H5l3NHf (378.76) 

Ber.: C 54.54 H 4.04 N 11.83 S 8.47 
Gef.: C 54.62 H 4.10 N 11.08 S 8.50 

4' -N- [( 2Il-Hydroxy-phenyl azo) -2' I I -hydroxy-naphtha1 in-4' I I -sulf on- 
saure]-adenosin-51-uronsaureamid (3): - 0.1 g (0.356 mmol) Adenosin-5'- 
uronsaure (2), - 0.06 g (0.167 mmol) Diarylmonoazofarbstoff ( l a )  - und 0.1 g 
(0.4 mrnol) EEDQ werden in 50 mI DMF bei 60°C uber einen Zeitraum von 3 
Tagen geruhrt. Der Reaktionsansatz wird am Hochvakuum eingedampft. Die 
sich anschl iefiende direkte Isolierung von (3)  erfolgt unter semiprapara- 
tiven HPLC-Bedingungen. Ausbeute: 0.071 g (69%). Schmp. 
214OC (Zers); V I S / U V  (H20): Amax = 550 nrn ( E  = 13.892 cm x vrnol-l) und 
260 nrn ( E  18.482 C ~ T I ~  x pmol-I); 'H-NMR ([06]-DMSo): 6 =  16.03 (S, IH, 
HS03), 10.80 ( s ,  lH, Amid-NH), 8.7-8.6 ( m y  3H, 6ll1-H, 8-H, 9I1'-H, 

2 

J61 I I ,71 I I = 8.8 Hz, Jgi I I ,81 I I = 8.3 Hz), 8.2-8.1 ( m y  2H, 6''-H, 5"-H, 
J ~ I I , ~ I I  = 9.0 HZ, J511,611 = 9.0 HZ), 7.96 (S, IH, 2-H), 7.7-7.34 ( m y  

6H, 
8.3 H Z ) ,  

Y9'" = 7l1'-H, 8I1'-H, 3'"-H, 3I1-H, OH, J7111 6111 = 8.3 Hz, J ~ I I I  
7.50 ( s ,  2H, NH2), 6.06 ( d ,  lH, lI-H, Jll,2, = 7.0 Hz), 5.9-5.6 

(m, 2ibose-OH), 4.7-4.3 ( r n ,  3H, 4'-H, 3'-H, 2'-H, J41,31 = 4.7 Hz, 
J31,4, = 4.7 Hz, Jz1,,' 7.1 Hz); MS (ES): m/e = 621; pKa-Wert: pKal= 

a3 

2-H, 

6.8 (NH2), pKa2= 9.35 (2I"-OH), pK = 10.35 (2'l-OH). 

Elernentaranalyse: C26H21N80gS x (C2H5)3NH+ x 1.5 H20 (759.77) 

Ber.: C 51.19 H 5.37 N 16.79 S 4.27 
Gef.: C 51.14 H 5.33 N 16.37 S 4.14 

Mikrosynthese von (la), ( l b )  und (3): Die rnikrosynthetische Darstellung 
von Phen~l-[u-~~C] markiertern (3) - gelang in analoger Weise, wobei zu- 
nachst fur die Azokupplung 18.40 pmol 3-Amino-[~-~~C]-phenol (spezif ische 
Aktivitat: 16 x 10 cpm/mmol) sowie 18.1 pmol 4-Sulfo-I-diazonium-2- 
-naphtholatnatriumsalz eingesetzt wurden. Die Reaktionslosung (0.4 ml DMF 

und 0.03 rnl 1 N Natriurnhydroxyd) wurde im Hochvakuum zur Trockne ein- 

~-- - -  
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K I N Z I G  AND BOOS 496 

geengt, mit 0.4 ml 0.1 M Triethylammoniumhydrogencarbonat/Methanol (1 : 1 ) 
aufgenommen und nach 0.08 ml Injektionen unter analytischen HPLC-Be- 
dingungen mit Ausbeuten von 62% an (la) - (Rt = 11.60 rnin) und 22% an (9) 
(Rt = 6.81 min) aufgereinigt. Die Kondensationsreaktion von 1 1  pmo 

Phen~l-[u-~~C] markiertem (la) - rnit 28 pmol (2) - in Gegenwart von 32 pmo 

EEDQ lieferte nach Aufreinigung mit Hilfe der analytischen HPLC Phenol 
-[u-~~C] markiertes (3) ( R  = 19.64 min) in 34% Ausbeute. - t  

Frau R. Wissmann (Universitat-GH-Paderborn) danken wir fur die Aufnahme 
der NMR-, Frau W. Lenhart (Institut fur Spektrochemie und angewandte 
Spektroskopie, Oortmund) und Herrn E. Jonk (Universitat-GH-Paderborn) fur 
die der Massenspektren sowie dem Minister fur Wissenschaft und Forschung, 
Nordrhein-Westfalen, fur finanzielle Unterstutzung. 
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