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Templateftfekte — die Beschleunigung von Reaktionen durch
komplementire Oberflichen — spielen in vielen chemischen und
biologischen Prozessen eine wichtige Rolle!'!. Eine spezielle
Form der Templatbildung tritt dann auf, wenn zwei komple-
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mentire Molekiile kovalent verkniipft sind!%. Wenn das Pro-
dukt seine eigene Bildung beschleunigt, ist, wie im Falle kurzket-
tiger Nucleinsduren® und anderer selbstkomplementirer
Strukturen!® *!, Replikation mdglich. Wir beschreiben hier ein
neues replizierendes System, das durch seine Geometrie den
EinfluB von unvermeidlichen Hintergrundreaktionen, die mit
einem solchen System gekoppelt sind, minimiert. Wir zeigen,
daB Templateffekte die beobachtete Autokatalyse bewirken,
und schlieBen daraus, daB sie auch die Replikation férdern.
Das Carbazolderivat 1 ist ein nahezu ideales komplementares
System zur Purineinheit von Adeninderivaten!® 7': Die Imid-

Pr Pr
P Pr N
N'H H- <N
Pr O =0 0=<0 pr N Nfl
H- N-H
O
1 HoN

0{2

funktionen konnen die Purineinheit durch simultane Watson-
Crick- und Hoogsteen-Basenpaarung chelatisieren, und die
Carbazoleinheit kann mit ihrer ausgedehnten Oberfliche mit
der Purineinheit Stapelwechselwirkungen eingehen. Hieraus re-
sultiert eine hohe Bindungsaffinitat in CDCl, (K, ~10°M),
MeOH (X, =130) und sogar in H,0 (K, =150)'®1. Die feste
Bindung bewirkt auch die eindeutige Positionierung der zwei
komplementiren Komponenten!”. Die hier beschriecbenen Re-
plikatoren nutzen diese Eigenschaften und enthalten einen Bi-
phenylspacer zwischen dem Carbazolstickstoffatom und einem
elektrophilen Teil (7). Die komplementdre Struktur fiir das
Replikationsexperiment ist 5'-Amino-5'-desoxy-2',3"-O-isopro-
pylidenadenosin 2.

Abbildung 1 zeigt die Anordnung, wie sie anhand der Ergeb-
nisse von Modelling-Studien fiir einen bimolekularen Komplex

|
CH,CO,Me

Abb. 1. Durch Molecular Modelling [9] vorhergesagte Struktur eines Komplexes
aus 2 und 6.

zwischen 2 und dem Biphenylcarbazol als Methylester 6 voraus-
gesagt wird™®!. Die Amino- und die Esterfunktion sind deutlich
voneinander getrennt; ihr Abstand betrigt mindestens 5.8 A.
Dieser Abstand ist erzwungen; die Diimid-gebundene Adenin-
einheit hat innerhalb des Komplexes nur begrenzte Bewegungs-
freiheit. Da sich die beiden reaktiven Zentren innerhalb des
Komplexes nicht anndhern konnen, miissen sich kovalente Bin-
dungen zwischen Amin und Ester intermolekular bilden.

Das Biphenylcarbazolderivat 6 wurde wie folgt synthetisiert:
Ullmann-Kupplung!®! von 4-Methyloxycarbonyl-4'-iodbiphe-
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nyl und Carbazol fiihrt zu 3; anschlicBende Nitrierung (HNO,/
HOACc) ergibt 4, das zum Diamin 5§ reduziert wird (H,/Pd-C,
THF)!'Y. Kondensation von 5 mit dem Tripropylderivat des
Imidséurechlorids der Kempschen Tricarbonsdure liefert
schlieBlich den Methylester 62!, Die Demethylierung von 6
erreichte man durch Sy2-Desalkylierung mit Thiolat!'*!; Kon-
densation des entsprechenden Sdurechlorids (hergestellt durch
Reaktion mit Oxalylchlorid) mit dem Adenosin 2 liefert das
sclbstkomplementidre Amid 8. Aus der demethylierten Verbin-
dung 6 wurde durch Kupplung mit Pentafluorphenol (1-Ethyl-
3-(3-dimethylamino)carbodiimid (EDC), 4-Dimethylamino-
pyridin (DMAP), THF) auch 7 hergestellt.

R R Pr
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7 X=0CgF5,R = O-(O Pr
8 R= N
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o o S
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Verbindung 6 hat, wie erwartet, eine sehr hohe Affinitat fiir
Adenin. Die langsamen Austauschprozesse des Molekiils wih-
rend der Titration in CDCI, fithren zu stark verbreiterten Si-
gnalen im NMR-Spektrum, so daf} der Betrag der Bindungs-
konstanten von 10°M™! nur ein Schitzwert ist. Im stirker
konkurrierenden [Dy]THF betrigt die durch NMR-Titration
bestimmte Assoziationskonstante zwischen 6 und 2',3-Iso-
propylidenadenosin 570 M~ ! bei 298 K. Dieser Wert basiert auf
der Tieffeldverschiebung des Imidprotons wihrend der Titra-
tion von & = 9.65 auf ¢ = 12.87.

Fiir die kinetischen Studien der Kupplungsreaktionen!#]
wurde der Pentafluorophenyl-Aktivester 7 und das Amin 2 ver-
wendet; die Versuche wurden in CDCI,-THF-Gemischen
durchgefiihrt. Das Auftreten des Amidprodukts 8 wurde durch
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) verfolgt,
wobei mehrere Kontrollsubstanzen zugesetzt wurden. So hat
z.B. das Benzoesdurederivat 9 cine sekundire Amidfunktion in
einer sterischen Umgebung, die der von 8 dhnelt, der Struktur
von 9 fehlen jedoch die Erkennungselemente. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 1 zusammengefaB3t und zeigen folgendes:

1) Die Autokatalyse findet mit dem komplementdren System
statt. Durch Zugabe des Produkts 8 erhght sich die Geschwin-
digkeit der Kupplungsreaktion des Esters 7 mit 2. Experimente
bei Konzentrationen von 7 und 2 von je 6.2 mM zeigen, dal3
die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei Zugabe von
0.5 Aquiv. 8 um 54% ansteigt (Tabelle 1). Dieser Zuwachs dh-
nelt dem, den wir auch mit unseren urspriinglich eingesetzten
Replikatoren!™! beobachtet haben.
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Tabelle 1. Durchschnittliche Anfangsgeschwindigkeiten » der Reaktionen von 2
mit 7 und 11 [14].

Reak- Zusitze v Rcak- Zusitze v
tanten (0.5 Aquiv.) [uMmin~'], +5% tanten (0.5 Aquiv.) [ummin~'], +5%

2+7 1.70 2+7 6 1.47
247 8 2.62 2411 3.80
247 10 1.73 2+11 12 4.08
247 9 1.51

2) Das Benzoesdureamid katalysiert die Reaktion nicht. Die
Geschwindigkeit der Kupplung von 7 mit 2 steigt bei Zugabe des
sekundédren Amids 9 nicht. Weiterhin wird die Kupplung von 2
mit 11 unter identischen Bedingungen durch Addition des
Amids 12 nicht signifikant beschleunigt; die Bildung von sekun-
didren Amiden ist un-
ter diesen Bedingun- F
gen nicht merklich N1 o F
autokatalytisch. Diese
Ergebnisse stehen in
Einklang mit den bei
anderen selbstreplizie-
renden Systemen er-
haltenen, bei denen
Adeninerkennung be-
teiligt ist 51,

3) Die Adenosinein- H 0 N
heit ist kein effektiver
Katalysator  fiir  die
Bildung  sekunddrer
Amine. Das wird da-
durch gezeigt, daB3 das
Produkt 12 nicht in der Lage ist, dic Kupplung von 2 mit 11 zu
katalysieren,

4) Die Imidfunkition allein ist nicht der Ursprung der Autokata-
Iyse. Dies wurde durch das Kontrollexperiment mit dem
Methylester 6 bestitigt. Dieser katalysiert die Reaktion von 7
mit 2 nicht, sondern hat eher eine hemmende Wirkung, und
zwar dadurch, daB 2 in einem unproduktiven Komplex festge-
halten wird. Auch zusitzliche Experimente mit 10, das mit
Adenosinen nur schlecht konkurriert, stiitzen den SchluB, daB
die Imidgruppe keine katalytisch wirksame Einheit ist.

5) Das Ergebnis ist Selbstreplikation. Getrennt sind die einzel-
nen Merkmale und Funktionalititen von 8 nicht in der Lage, die
beobachtete Autokatalyse zu bewirken. Statt dessen ist der Ef-
fekt des gesamten Molekiils groBer als die Summe der Effekte
seiner Einzelteile. Die naheliegendste Erklérung fiir die autoka-
talytische Natur von 8 ist die, daB das Molekiil als Templat fir
seine eigene Replikation dient: Wahrend die Reaktion von 2 mit
7 bzw. zweier Komplexe 2 - 7 langsam ist, vermag Templat 8 die
Reaktanten 2 und 7 in einem produktiven termolekularen Kom-
plex zusammenzubringen. Innerhalb dieses Komplexes sind die
funktionellen Gruppen so angeordnet, daB sich leicht eine tetra-
edrische Zwischenstufe bilden kann (siche Modelling-Studie™?,
Abb. 2).

Was sind die Auswirkungen der Komplexierung fiir Replika-
toren? Vergleicht man die Bildungsgeschwindigkeit von 8 mit
der von 12, so zeigt sich, daB unter sonst gleichen Bedingungen
die Erkennung die Geschwindigkeit der Kupplung um den Fak-
tor 2 verlangsamt; in Gegenwart von 2 sind Pentafluorphenyl-
ester, die 2 nicht komplexieren kdnnen, z.B. 11, gegeniiber Ami-
nen doppelt so reaktiv wie der Ester 7. Aus demselben Grund
sind nicht-komplexierte Ester jedoch auch anfilliger fiir Neben-
reaktionen. Strukturen, die sich gegenseitig erkennen und Kom-
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Abb. 2. Durch Molecular Modelling vorhergesagte Struktur [9] der tetraedrischen Zwischenstufe im

termolekularen Komplex aus 2, 7 und 8.

plexe bilden, werden stabilisiert; ihre Oberflachen sind bei Kon-
takt gegen duBere Einfliisse, meist unerwiinschie Reagentien,
abgeschirmt, und die so geschiitzten Strukturen reagieren
hauptsédchlich mit den Molekiilen, die spezifisch mit ihnen kom-
plexiert sind!**!. Folglich bietet molekulare Erkennung Vorteile
fiir die Evolution auf molekularer Ebene: Uberleben wird ge-
nauso gefordert wie Replikation.

Unser Ziel sind jetzt Molekiile, in denen die funktionellen
Gruppen in Template eingebaut sind, die den Replikations-
schritt chemisch katalysieren''®l. Dies beinhaltet Funktionen,
die den Protonentransfer innerhalb der tetraedrischen Zwi-
schenstufe, die im Laufe der Kupplung gebildet und zerstort
wird, beschleunigen konnen. Dariiber hinaus sind diese
hoch affinen Molekiile eine gute Ausgangsbasis fur die Synthese
von Strukturen, die zur Replikation in wiBrigen Medien fahig
sind.

Eingegangen am 4. Mirz 1994 [Z 6727]

1] S. Anderson, H. L. Anderson, J. K. M. Sanders, dAce. Chem. Res. 1993, 26,
469-475; T. R. Kelly, G.J. Bridger, C. Zhao, J. Am. Chem. Soc. 1990, 112,
8024 --8034.

[2] J. Rebek, Jr., Chem. Ind. 1992, 171 174,

[3] G. von Kiedrowski, B. Wlotzka, J. Helbing, M. Matzen, S. Jordan, Angew.
Chem. 1991, 103, 456-459; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 423-426;
L. E. Orgel, Nature 1992, 358, 203-209.

4] A. Terfort, G. von Kicdrowski, Angew. Chem. 1992, 104, 626-62R8; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 31, 654—-656.

[5] T. Tjivikua, P. Ballester, J. Rebek, Jr., J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 1249-1250;
J S. Nowick, Q. Feng, T. Tjivikua, P. Ballester, J. Rebek, Jr., ibid. 1991,
113, 8831-8839; V. Rotello, J. I. Hong, J. Rebek, JIr., ibid. 1991, 113, 9422
9423,

[6] A. Galan, J. de Mendoza, C. Toiron, M. Bruix, G. Deslongchamps, J. Rebek,
Jr.. J Am. Chem. Soc. 1991, 113, 9424-9425; GG, Deslongchamps, A. Galan, 1.
de Mendoza, J. Rebek, Jr., Angew. Chem. 1992, 104, 58-60; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1992, 31, 61-63.

[7] M. M. Conn, G. Deslongchamps, J. dec Mcndoza, J. Rebek, Jr., J Am. Chem.
Soc. 1993, 7115, 3548-3557.

[8] Y. Kato, M. M. Conn, ] Rebek, Ir., /. Am. Chem. Soc., im Druck.

[9] MacroModel 3.5X. F. Mohamadi, N. G. Richards, W. C. Guida, R. Liskamp,
M. Lipton, C. Caufield, G. Chang, 1. Hendrickson, W. C. Still, J. Comput.
Chem. 1990, 11, 440 467.

{10] Ubersicht dber die Ulimann-Kupplung: J. Lindley, Tetrahedron 1984, 40,
1433-1456.

[11] K. S. Jeong, A. V. Muchldorf, J. Rebek, Jr., J dm. Chem. Soc. 1990, (12,
61446145,

{12] Alle neuen Verbindungen wurden spektroskopisch (*H-NMR, IR) und durch
Hochauflésungs-Massenspektrometrie charakterisiert.

[13] Ubersicht iiber Ester-Desalkylicrungen: 1. McMurry, Org. React. 1976, 24,
187-224.

[14] Kinetische Studicn: Die gezeigten Anfangsgeschwindigkeiten wurden aus dem
Anstieg der Kurve ermittelt, die sich fir die ersten 5% Umsatz ergab. Alle
Reaktionen wurden bei ciner Anfangskonzentration der Reaktanten von
6.2mM in 13proz. THF/CHCl; mit 1% Et,N als Base durchgefiihrt. Die

Angew, Chem. 1994, 106, Nr. 15/16 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Bildung der Produkte verfolgte man durch HPLC mit
UV-Detektion bei 270 nm auf einemn Waters-600E-Geriit
mit Waters-717-Autosampler und Waters-490E-UV-De-
tektor. Die Temperatur innerhalb des Autosamplers
wurde konstant bei 22 +1°C gehalten. Die analytische
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Reziproke Templateffekte in einem
Replikationscyclus**

Roland I. Pieters, Ivan Huc und Julius Rebek, Jr.*

Die Erhéhung der Geschwindigkeit chemischer Reaktionen
durch komplementire Oberflichen — Templateffekt — ist bei
biologischen und chemischen Prozessen weit verbreitet!!). Die
Replikation der DNA ist das Paradebeispiel: Ein Strang fun-
giert als Templat fir die Bildung des anderen. Selbstkomple-
mentéire Strukturen!™ und ihre Fihigkeit, als Template in selbst-
replizierenden Systemen und als Untereinheiten flir Assoziate
von Molekiilen zu fungieren, haben wir bereits beschrieben.
Nun zeigen wir, daB reziprok, d. h. wechselseitig wirkende Tem-
plate — in einem Replikationscyclus — noch effizienter als selbst-
replizierende Systeme sein kdnnen.

Die molckulare Erkennung beruht bei unserem System auf
der Chelatisierung des Purinkerns eines Adeninmolekiils durch
zwei Imidgruppen eines Carbazolderivats. Die Imide sind so-
wohl fiir die Bildung von Watson-Crick- als auch fiir die von
Hoogsteen-Basenpaaren geeignet, und der Carbazolbaustein
wechselwirkt mit dem Purinrest im Sinne einer n-Stapelung. In
organischen Lésungsmitteln wurden hohe Bindungsaffinititen
zwischen diesen beiden Komponenten festgestellt (Bindungs-
konstanten K, von 10*—10°m~ 1)), Wir haben nun die beiden
Komponenten mit komplementéren chemisch reaktiven Funk-
tionen — einer nucleophilen Amin- und einer elektrophilen akti-
vierten Esterfunktion — ausgestattet, so daB} eine kovalente Bin-
dung gebildet werden kann. Dazu wurden die Amine 1 und 3
sowie die p-Nitrophenylester 2 und 4 synthetisiert (Schema 1).
In einer langsamen Reaktion wurde dann in Gegenwart von
Triethylamin das Amid 5 aus 1 und 2 gebildet'), wobei 1 und 2
jeweils in einer Konzentration von 0.05mwm in Chloroform ein-
gesetzt wurden. Die Anfangsgeschwindigkeit v, der Reaktion
betrug 1.5 x 10~ #Mmin ! (Tabelle 1). Das Amid 6 wurde unter
den gleichen Bedingungen analog aus 3 und 4 hergestellt
(v =4.3x 10" "Mmin~1).
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