HIGHLIGHTS

Cyclodextrine — wohlfeile Bausteine fiir den Aufbau molekularer Systeme

mit mechanischen Verkniipfungen
Von J. Fraser Stoddart*

Wenn es gegenwdrtig ein Thema gibt, das bei der Entwick-
lung neuer Konzepte in der Synthesechemie immer stirkeren
Einfluf} gewinnt, dann ist es sicherlich das der molekularen
Selbstorganisation!!). DaB dieses Phinomen gerade jetzt,
mit einer gewissen Verspédtung, in alle Teilgebiete der Chemie
vordringt, liegt vor allem an der beschleunigten Entwicklung
und wachsenden Akzeptanz der supramolekularen Che-
miel?, Lange bevor Chemiker begannen, sich theoretisch
und praktisch mit synthetisch hergestellten Systemen jenseits
der Chemie einzelner Molekiile zu beschiftigen, hat die Na-
tur die besondere Bedeutung der molekularen Erkennung
herausgestellt, indem sie raffinierte molekulare und supra-
molekulare Anordnungen schuf, die Form und Funktion in
sich vereinen.

Wenn es einer Verbindungsklasse gelungen ist, die Briicke
zwischen natiirlich vorkommenden und synthetischen Wirt-
molekiilen zu schlagen, dann sind es die Cyclodextrine — oder
,CDs*, wie sie von Insidern genannt werden. Auch wenn
Chemiker sich schon seit iiber hundert Jahren"* intensiv mit
ihnen beschiftigen, so haben sie doch nie aufgehért, die Che-
mikergemeinde zu faszinieren®™. Und das aus gutem
Grund: Zum einen sind es dsthetische Molekiile, zum ande-
ren befliigeln sie immer wieder aufs neue. Die erst kiirzlich
erschienenen Verdffentlichungen! ™7 von vier Arbeitsgrup-
pen aus vier Lidndern zur Selbstorganisation von Systemen
mit CDs in Rotaxane und Polyrotaxane (Abb. 1) zeigen nur
einmal mehr, da3 auch nach hundert Jahren noch immenser
Freiraum fiir Innovationen rund um die CDs existiert.
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Abb. 1. Schematische Darstellung von «-Cyclodextrin (2-CD) und g-Cyclodex-
trin ($-CD) (oben) sowie eines [2}-Rotaxans (unten links) und eines Poly-
rotaxans (unten rechts).

Wylie und Macartney™ von der Queen’s University in
Kingston, Ontario (Kanada) beschrieben ein Metallkom-
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plex-[2]-Rotaxan mit a-CD-Komponente (Schema 1), dessen
spontane Bildung unabhingig von der Reihenfolge ist, in der
man die Reaktionspartner — a-Cyclodextrin, o,w-Alkandiyl-
bis-4,4'-bipyridiniumbromid und festes Na,[Fe(CN)(NH,)] -
3H,0 (Vorldufer fiir [Fe(CN);(OH,)]*>~-Ionen als Endgrup-
pen) — zum wéfllrigen Reaktionsgemisch gibt. Das [2]-Rota-
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Schema 1. Das Metallkomplex-[2]-Rotaxan von Wylie und Macartney [4].

xan bildet sich sogar dann, wenn man o-CD zu der hantelf6r-
migen Verbindung [(NC);Fe(bpy(CH,),bpy)Fe(CN),]*~
gibt. Dies deutet auf ein langsames Abdissoziieren einer der
[Fe(CN);]>~ -Endgruppen hin, gefolgt von der Bildung
des Semirotaxans [{bpy(CH,),bpy - -CD}Fe(CN);]~ und
anschlieBender  schneller =~ Rekomplexierung  durch
[Fe(CN)4;(OH,)1*~ zum [2]-Rotaxan. Den Beweis fiir die
Entstehung eines [2]-Rotaxans liefert unter anderem das *H-
NMR-Spektrum, in dem die Signale zueinander symmetri-
scher Protonen der [bpy(CH,),bpy]>*-Untereinheit in zwei
Signalsitze aufgespalten sind. Dies ergibt sich unmittelbar
aus der asymmetrischen Orientierung des a-CD-Rings be-
ziglich der Enden des Rotaxans. Aufgrund der Tatsache,
daf} 4,4-Bipyridin im ,,Faden* des Rotaxans durch Pyrazin
ersetzt werden kann und andere [M(CN),]""- und
[M(NH,),]"*-Ionen mit redoxaktiven d5-Metall-Zentren
wie Co, Ru, Os und Fe als alternative Endgruppen denkbar
sind, wire es nicht iiberraschend, wenn in Kirze eine ganze
Familie solcher [2]-Rotaxane bekannt wiirde!* .

Gegen Ende letzten Jahres berichteten Isnin und Kaifer!!
von der University of Miami in Florida (USA) iiber die
selbstorganisierte Bildung eines asymmetrischen, zwitterio-
nischen [2]-Rotaxans mit a-Cyclodextrin und er6ffneten da-
mit einen ebenso bestechend einfachen wie logischen Zugang
zu vergleichsweise komplizierten Verbindungen (Schema 2).
Ausgehend von der Tatsache, daB Alkyldimethyl(ferrocenyl-
methyl)ammonium-Ionen iiber die Alkylgruppen und die
Ferrocen-Untereinheiten mit a- und B-CD in Wechselwir-
kung treten kénnen, wurde die Alkylkette mit einer endstin-
digen Carboxygruppe versehen: 1; n=7; 2; n=11. Die
Bindung von «-CD wird dadurch zwar pH-abhingig
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Schema 2. Die zwitterionischen [2]-Rotaxane von Isnin und Kaifer [3].

(fir 1-«-CD: K, =425 M~ ! bei pH 2.6; K, =71 M~ ! bei
pH = 8.0), bleibt aber in wéBriger Losung bestehen.
Dies ermoglicht die anschlieBende Amidierung der Carb-
oxygruppe mit Kalium-5-amino-2-naphthalinsulfonat unter
Verwendung des wasserl6slichen Kondensationsmittels 1-[3-
(Dimethylamino)propyl]- 3 -ethylcarbodiimid - hydrochlorid
(EDC). In beiden Fillen konnten die isomeren, zwitterioni-
schen [2]-Rotaxane 3a/b und 4a/b in 15% Ausbeute isoliert
werden. Mittlerweile ist es gelungen, die Isomere zu tren-
nen® und die relativen Orientierungen des a-CD-Rings auf
den asymmetrischen hantelfrmigen Grundkérpern zu be-
stimmen: Dabei stellte sich heraus, daB eines der Isomere
stabil ist, wihrend das andere das «-CD-Molekiil langsam
abstreift! Auch hier sind sich die Autoren der breiten An-
wendbarkeit ihrer Methode bewufit und erwarten fiir die
Zukunft ,,eine Vielzahl von Rotaxan-Strukturen mit aufge-
fidelten Cyclodextrinen*.

Um buchstiblich eine Dimension erweitert wird das ge-
schilderte Isomeriephdnomen in Polyrotaxanen, bei denen
sich mehr und mehr die Ansicht durchsetzt!®, daB die Cy-
clodextrine unter Gleichgewichtsbedingungen mit alter-
nierender Orientierung aufgefidelt werden sollten. Da-
bei stehen benachbarte Ringe in einer Kopf-Kopf- oder
Schwanz-Schwanz-Anordnung, die jeweils eine optimale
Ausbildung von Wasserstoffbriicken ermdglichen.

Von Polyethylenglycol(PEG)-Ketten wulite man, dal sie
a-CD-,,Perlen* wie zu einer Halskette auffideln'®. Harada,
Liund Kamachi!®! von der Universitit Osaka in Japan ist es
jetzt gelungen, die Kettenenden eines Polyethylenglycoldi-
amins (PEG-DA; Molmasse 3450) mit Dinitrophenyl-Ein-
heiten als Endkappen zu versehen. Die Reaktion wurde mit
einer Losung von PEG-DA in Dimethylformamid (DMF)
durchgefiihrt, wobei diese mit a-CD gesdttigt und mit
1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (groBer UberschuB, 46 Aquiv.)
versetzt wurde. Nach einer aufwendigen Reinigungsopera-
tion ergab die vollstindige Charakterisierung des in hoher
Ausbeute (60%) erhaltenen Produkts eine mittlere
Molmasse von 23200 (*H-NMR) bis 26400 (UV). Die-
se Werte entsprechen 20 bzw. 23 aufgefidelten «-CD-
Molekiilen je Polyrotaxan-Molekiill (Abb. 2). Die unge-

Abb. 2. Schematische Darstellung des Polyrotaxans von Harada et al. [6], das
durch Auffidelung von a-Cyclodextrin-,,Perlen* auf eine Poly(ethylenglycol)-
diamin-Kette (PEG-DA) und Kupplung mit Dinitrophenyl(DNP)-Endgrup-
pen entsteht.

wohnliche Struktur des Molekiils erinnert an einen moleku-
laren Abacus'!'®!, und zwar sowoh! hinsichtlich Struktur als
auch Dynamik.
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Ganz unabhingig davon konnten Wenz und Keller”! vom
Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung in Mainz zeigen,
wie CD-Molekiile von den folgenden beiden Polymerketten
aufgefidelt werden (Schema 3): Poly(iminoundecanmethy-
len) Sa mit P, = 43 + 5 und Poly(iminotrimethylen-imino-
decamethylen) 5b mit P, =23 +2. Sowohl 'H-NMR-
spektroskopische Untersuchungen als auch Viskositéts-
messungen zeigten, daB das Auffideln von a-CDs auf 5a nur
einige Stunden in Anspruch nimmt, wihrend es bei 5b in
wilBriger Losung mehr als eine Woche dauert, bis die maxi-
mal mogliche Zahl von a-CD-Molekiilen aufgenommen ist.
Dementsprechend benétigte die Trennung via Gleichge-
wichtsdialyse von 5a - (x-CD), in die Komponenten lediglich
15 Stunden, wihrend sie bei 5b - (¢-CD), auch nach zwei
Wochen noch nicht anndhernd vollstindig war. Zur Ein-
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Schema 3. Die [2]-Rotaxane und das Polyrotaxan von Wenz und Keller [7].

fiihrung von mindestens zwei hydrophilen Nicotinoyl-
Blockadegruppen an beliebigen Positionen entlang der
Poly(iminooligomethylen)-Kette wurde 5b - (a-CD), mit Ni-
cotinsdurechlorid umgesetzt. Dabei entstand ein Poly-
rotaxan vom Typ 6 der Molmasse 55000 + 5000 (bestimmt
durch Laserlichtstreuung) mit durchschnittlich 37 perma-
nent aufgefddelten a-CD-Molekiilen.

All diese aufregenden Entwicklungen rund um Cyclodex-
trine!**! sind vor dem Hintergrund der Aktivititen anderer
Arbeitsgruppen zu sehen, die sich mit vollsynthetischen Ro-
taxanen!!2~'%! und Polyrotaxanen!'®! beschiftigen. Mole-
kulare Selbstorganisation ist dabei das iibergeordnete Kon-
zept fiir den Aufbau dieser molekularen Systeme mit
mechanischen Verkniipfungen. In dem MaB, wie wir das Ver-
halten der unterschiedlichen Systeme in verschiedenen Lo-
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sungsmitteln durchschauen, wird auch unser Verstdndnis der
molekularen Erkennung sprunghaft wachsen. Praktische
Anwendungen werden sich daraus freilich erst in fernerer
Zukunft ergeben. Gegenwirtig moge der Hinweis geniigen,
daB3 es groBe Hoffnungen gibt, Materialien mit neuartigen
Formen und Eigenschaften zu finden.
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Protein Engineering: Modifiziertes Himoglobin als Blutersatzstoff

Von Timm-H. Jessen und Rolf Hilgenfeld*

Der Enthusiasmus, mit dem die gezielte Verdnderung der
Eigenschaften von Proteinen auf gentechnischem Wege, ge-
nannt Protein Engineering!"], noch vor wenigen Jahren mit
nationalen und internationalen Programmen gefordert wur-
de, scheint allméhlich abzuflauen. Die Schlagworte von heu-
te sind eben andere (Nanotechnologie, Glycobiologie) als
vor fiinf Jahren — in unserer kurzlebigen Zeit ein ganz nor-
maler Vorgang. Und es scheint, als ob einige Protagonisten
des Protein Engineering in der Tat mehr versprochen haben
als sie — zumindest kurzfristig — halten konnten. Das Design
mafgeschneiderter Enzyme fiir die Katalyse organischer Re-
aktionen mit hoher Stereoselektivitit hat bisher nur in Aus-
nahmefillen funktioniert — kein Wunder, ist doch unser
Verstindnis der Struktur-Funktions-Beziehungen von Pro-
teinen nach wie vor ziemlich eingeschrinkt. Wihrend die
schnellen und spektakuliren Erfolge, abgesehen von einigen
Waschmittelproteasen, also weitgehend ausgeblieben sind,
tritt das Protein Engineering nunmehr in eine Konsolidie-
rungsphase, in der realistische Fragestellungen wissenschaft-
lich solide bearbeitet werden konnen — und siehe da, die
Friichte der Arbeit reifen allméhlich heran. Dies zeigt sich
insbesondere bei Proteinen, die als Therapeutika eingesetzt
werden oder werden sollen, und deren Eigenschaften durch
gezielte Modifizierung besser den Erfordernissen angepal3t
werden kénnen. So 148t sich etwa der Wirkungseintritt von
Humaninsulin durch den spezifischen Austausch bestimmter
Aminoséurereste beschleunigen!?, wihrend wieder andere
Modiftkationen des Hormons zu einer verlingerten Wirk-
dauer fithren und damit die Zahl der notwendigen Injektio-
nen verringert werden kann®®! — unnétig zu erwihnen, wel-
che Erleichterung dies fiir den Diabetiker sein wird.

Fiir ein rationales Design eines solchen Austauschs von
Aminosduren ist natiirlich eine genaue Kenntnis der dreidi-
mensionalen Struktur des Proteins erforderlich, wie sie in
bestimmten Fillen (bei kleinen Proteinen) durch NMR-
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Techniken und in der Regel durch die Proteinkristallogra-
phie geliefert wird. So bildete die Rontgenstrukturanalyse
von Hémoglobin durch M. Perutz et al. (MRC Cam-
bridge)™! die Grundlage fiir gentechnische Modifikationen
dieses Blutproteins, iiber die K. Nagai et al. (MR C) kiirzlich
zusammen mit Forschern der Firma Somatogen (Boulder,
Colorado) in Nature berichteten!®l. Mit diesem verinderten
Hémoglobin scheint nach Jahrzehnten intensiver Forschung
erstmals ein wirkungsvoller und gleichzeitig sicherer Bluter-
satzstoff in greifbare Nihe geriickt.

Dem Hémoglobin kommt die entscheidende Aufgabe
beim Sauerstofftransport im Koérper zu. Eingeschlossen in
die roten Blutkdrperchen wird das Protein in der Lunge mit
Sauerstoff beladen, um diesen in den KapillargefdBen des
Gewebes in die Atmungskette einzuschleusen. Himoglobin
besteht aus zwei o- und zwei f-Polypeptidketten (a,f,-Tetra-
mer), die je ein Fe?*-haltiges Protoporphyrin IX, das Him,
enthalten. Lokal unterschiedliche Gaspartialdriicke, alloste-
rische Effektoren sowie die Kooperativitit des Tetramers
modulieren die Sauerstoffaffinitit des Himoglobins in ide-
aler Weise!®). Da Himoglobin der entscheidende Bestandteil
des Blutes ist, lag sein Einsatz als Blutersatzstoff nahe; der
Bedarf fiir einen solchen war angesichts der Probleme von
Transfusionen mit Blutkonserven (Verfiigbarkeit, Blutgrup-
penzugehdrigkeit und Lagerstabilitdt) immer vorhanden,
wird aber angesichts der zunehmenden Belastung mit patho-
genen Viren in jingster Zeit dringlich!".

Da aber Hamoglobin selbst als Blutersatzstoff nicht un-
problematisch ist, wurden auch véllig andere Ansétze ver-
folgt. Mit den Perfluorkohlenwasserstoffen wurden voll-
synthetische Sauerstofftransporter entwickelt, die bei Appli-
kation als Emulsion Sauerstoff proportional zu seinem Par-
tialdruck binden kdnnen. Die geringe Viskositdt der Emul-
sionen sowie die Verwendbarkeit in Fillen, bei denen
religiése Griinde dem Patienten Bluttransfusionen verbieten,
erhShten die Attraktivitit dieser Entwicklung!®!. Mit Per-
fluoroctylbromid ist derzeit eine Verbindung in der klini-
schen Priifung, die das Problempotential dieser Ersatzstoffe
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