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Der Entwurf von synthetischen Katalysatoren fur die Hydro- 
lyse von Phosphorsaurediestern ist von betrachtlichem Interes- 
sell - 31, da solche kiinstlichen Nucleasen potentielle antivirale 
oder Antikrebstherapeutica sindC4- '1. Eine wichtige Strategie 
zur Entwicklung kiinstlicher Enzyme ist der Einbau von funk- 
tionellen Gruppen in das synthetische Geriist, die auch im akti- 
ven Zentrum des naturlichen Enzyms vorkommen und essentiell 
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fur dessen katalytische Aktivitat sind. Das DNA- und RNA-hy- 
drolysierende Enzym Staphylococcus-Nuclease (SN) enthalt 
zwei Argininreste, Arg35 und Arg87, an Schlusselstellen im 
aktiven Zentrum[']. Die ortsspezifische Mutagenese hat erge- 

daD nur Arg35 das monoanionische Substrat bindet, 
aber beide Reste fur die Phosphorsaureesterhydrolyse notwen- 
dig sind. Mit Blick auf diese entscheidenden Merkmale von SN 
wurden von uns[' und anderen"' - ''I Mo no- und Bis(guani- 
dinium)-Verbindungen entworfen, die in organischen Losungs- 
mitteln Phosphorsaurediester binden. Einige der Bis(guanidi- 
nium)-Rezeptoren beschleunigen wie SN die Umesterung von 
Phosphorsaurediestern. Wesentlich fur diese" 91 und venvandte 
Katalysatorsysteme['. "* 211 ist die Zugabe einer Base, z.B. 
Lutidin, Tetramethylguanidin und Imidazol, durch die das 
Hydroxy-Nucleophil deprotoniert wird (Schema 1, A). Urn zu 

' 1 H  

LLvH L : B a s e  

Schema 1, Umesterungen von HPNPP, katalysiert durch einen Bis(guanidinium)- 
Rezeptor und eine zusatzliche Base (A) sowie durch einen Bis(guanidinium)-Rezep- 
tor, der eine basische Gruppe enthilt (B). 

einem Rezeptor zu gelangen, der alle notwendigen Komponen- 
ten fur die Katdyse enthilt, haben wir eine basische Gruppe rnit 
einem Guanidinium-Rezeptor verkniipft. Der Rezeptorentwurf 
basiert auf Bis(alky1guanidinium)-Verbindungen, die in Gegen- 
wart von vielen unterschiedlichen basischen Gruppen proto- 
niert bleiben. Diese Rezeptoren sollten Phosphordureesterspal- 
tungen beschleunigen, indem sie die Elektrophilie des an einer 
Bindungsstelle durch Wasserstoffbruckenbindungen komple- 
xierten Phosphats erhohen und so einen nucleophilen Angriff 
auf das Phosphoratom erleichtern (Schema 1, B). Hier stellen 
wir die Alkylguanidinium-Ionen 1-5 vor, die eine Stickstoff- 

R N~ H ~ R  

base enthalten, und vergleichen ihre Fahigkeit, die Umesterung 
der RNA-Modellverbindung 2-Hydroxypropyl-para-nitrophe- 
nylphosphat (HPNPP)[22* 231 zu beschleunigen. 

Nach einer allgemeinen Vorschrift zur Synthese von substi- 
tuierten G~anidinen[ '~.  251 wurden die N,N'-disubstituierten 
Guanidinium-Rezeptoren aus einem Thiouroniumsalz und ei- 

Angen.  Chem. 1995, 107, Nr. 1 1 0 VCH Verlagsgesellschuft mbH, 0-69451 Weinheim, 1995 0044-8249195jilil-1343 B 10.00+ .2S/0 1343 



ZUSCHRIFTEN 

nem geeigneten Diamin hergestellt. Benzoylisothiocyanat wur- 
de dabei in situ aus Ammoniumthiocyanat und Benzoylchlorid 
erhalten und rnit 1,3-Bis(aminomethyl)benzol zum Bis(benzoy1- 
thioharnstoff) 6 umgesetzt (Schema 2). Die Hydrolyse von 6 in 
10proz. Natronlauge lieferte den Bis(thioharnst0ff) 7, aus dem 
mit Methyliodid in Methanol das Hydroiodid des gewiinschten 
Thiouroniumsalzes 8 erhalten wurde. Dieses wurde rnit unter- 
schiedlichen Aminen in tert-Butylalkohol unter RiickfluB zu 
den Rezeptoren 1-4 umgesetzt. Salze des Bis(alky1guanidi- 
nium)-Ions 1 sind dariiber hinaus in einem Schritt aus 1,3-Bis- 
(aminomethy1)benzol und Pyrazol-l-carboxamidin-hydrochlo- 
rid zuganglich'261. 

+ A * * I -  + 2.21- 

H3CSYIrH HJYSCH3 
NH2 NHZ 

8.21- 

Schema 2. a) NH,SCN, Aceton, RuckfluI.3; b) 1,3-(H,NCH,),C,H,. RuckfluI.3; c) 
NaOH (10%). 80°C; d) MeI, MeOH, RuckfluD; e) NH,CH,CH,N(CH,),, fer f -  
Butylalkohol, RuckfluI.3. 

DaB die Phosphoryltransferreaktion von HPNPP in Gegen- 
wart der Guanidinium-Rezeptoren den cyclischen Phosphor- 
saureester und p-Nitrophenol liefert, wurde durch 31P-NMR- 
Spektroskopie bzw. durch HPLC gezeigt. Die Geschwindigkeit 
der Umesterung von HPNPP folgt einer Michaelis-Menten- 
Kinetik mit Sattigungsverhalten bei steigender Rezeptorkon- 
zentration (Abb. 1). Anhand von Eadie-Hofstee-Diagrammen 
wurden die Werte fur k,,, und K, ermittelt (Tabelle 1). Wird der 
Phosphorsaureester vollstandig an den Rezeptor mit monosub- 
stituierten Guanidiniumgruppen, 1, gebunden, verliiuft die 
Spaltung 14mal schneller (k,,, = 5.5 x 10-6s-') als die Hinter- 
grundreaktion (k,,,,, = 3.8 x IO-'s-'). Die Rezeptoren rnit 
basischen Gruppen, 2-4, spalten HPNPP effizienter, wobei 

1.2, I 

0.20j 

0.0 J-I 
0 5 10 15 20 25 30 35 

C l m M  - 
Abb. 1. AuftrdgUng der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Rezeptorkonzentrd- 
tion fur die durch 2 (e), 5 (0) oder 1 (A) katalysierten Umesterungen von HPNPP. 

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten der Umesterung von HPNPP durch die 
Guanidinium-Reaeptoren 1, 2 und 5 [a]. 

~ 

Rezeptor K m  b M 1  k,,, [s- 'I k,,,/k""'*, 

2 1.6 1.1 290 
5 13.8 8.5 x 10-6 22 
1 [bl 12.6 5.5 x 10-6 14 

[a] HPNPP (1.1 x I K 4  M) in CH,CN bei 25°C. [b] Mit Lutidin (1.25 x M). 

der wirkungsvollste Katalysator der Trialkylamin-Rezeptor 2 
ist. Bei einer Konzentration von 5 mM beschleunigt 2 (kobs = 
8.5 x s-l)  die Spaltung von HPNPP 45mal stirker als 1 
(kobs = 1.9 x s - l ) ,  und die Geschwindigkeit der durch 2 
katalysierten Reaktion ist 290mal hoher als die der nicht- 
katalysierten (Tabelle 1). Die im Vergleich mit 3 und 4 hohe 
Effzienz von 2 liegt zum Teil an der erhohten Basizitat der 
internen Base. In 3 (Pyridin) und 4 (Imidazol) entspricht diese 
der von Lutidin. Im Vergleich zu 1 in Gegenwart von Lutidin 
erhohen 3 und 4 in 5 mM Konzentration die Geschwindigkeit der 
Umesterung von HPNPP um den Faktor 6. Die Dirnethylethyl- 
amingruppe in 2 ist basischer als die Stickstoffbasen in 3 und 4 
und beschleunigt daher die Phosphorylgruppeniibertragung am 
wirkungsvollsten. Jedoch ist die Basizitat des Amins in 2 wegen 
der elektronenziehenden Wirkung der Guanidiniumgruppe und 
der Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu dieser Grup- 
pe wesentlich niedriger als die von einfachen Trialkylaminen. 
Aus diesem Grund wurden Kontrollexperimente rnit 5 durchge- 
fuhrt, da dessen Basizitat der von 2 entsprechen sollte. 

Die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung der durch 
den ,,Halbrezeptor" 5 (10 mM) katalysierten HPNPP-Spaltung 
betragt 4.0 x 10-6s-'. Mit dem Rezeptor 2 ist bei nur halb so 
hoher Konzentration (5 mM) die Geschwindigkeit im Vergleich 
dazu um mehr als den Faktor 20 hoher (kabs = 8.5 x 10-5s-') 
(Abb. 1). Die Bindungsmoglichkeit an beide Guanidiniumreste 
von 2 ist also essentiell, um g r d e  Geschwindigkeitssteigerungen 
zu erreichen. Die beiden Guanidiniumgruppen stabilisieren ko- 
operativ das dianionische, trigonal-bipyramidale Intermediat 
durch Bildung von vier Wasserstoffbriickenbindungen und neu- 
tralisieren dadurch die Ladung des Anions. 

Die Bindungskonstante K, von 2 ist im Vergleich zu der von 
1 in Gegenwart von Lutidin (Ka = %OM-') groI3er ( K ,  = 
625 M - I ) .  Durch Zugabe eines Uberschusses Lutidin wird die 
Bindungsaffinitat zum Rezeptor gesenkt, was vermutlich mit 
der erhohten Polaritat des Mediums zusammenhangt. Durch 
31P-NMR-Titrationen von Diethylphosphat mit 2 oder 5 wur- 
den die Bindungsverhaltnisse untersucht (Abb. 2). Die Bin- 
dungsisothermen fur 2 und 5 unterscheiden sich deutlich, wobei 
der Verlauf der Kurven auf mehrere Bindungsgleichgewichte 
hindeutet[l3% ", '@. Die Bindungsisotherme fur 2 weist eine Ver- 
schiebung des 31P-NMR-Signals zu tieferem Feld (A6 > 0) fur 
den 1 : 2-Rezeptor-Diethylphosphat-Komplex und eine Ver- 
schiebung zu hoherem Feld (A6 < 0) fur den 1 : 1 -Komplex auf, 
die fur 5 eine Tieffeldverschiebung fur den 1 : 1 -Komplex und 
eine etwas geringere Tieffeldverschiebung fur den 2: I-Komplex. 
Die unterschiedlichen Formen der beiden Titrationskurven deu- 
ten auf drastische Unterschiede in den Mikroumgebungen, die 
dem Diethylphosphat durch 2 und 5 geboten werden. Bei hohen 
Wirt-Cast-Verhaltnissen (2-4) unterscheiden sich die chemi- 
schen Verschiebungen des gebundenen Phosphats um mehr als 
2 ppm. Dies weist darauf hin, d d f l  2 unter Beteiligung von bei- 
den phosphatbindenden Guanidiniumgruppen einen starken 
1 : I-Komplex und 5 einen wesentlich schwiicheren 2:  I-Rezep- 
tor-Diethylphosphat-Komplex bildet. Die Unterschiede in der 
Komplexzusaminensetzung und -stabilitat ubertragen sich auf 
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Abb. 2. Relative Anderungen der Lage der 3'P-NMR-Signale von Diethylphos- 
phat (Cast) hei steigender Rezeptor(Wirt)-Konzentration von 2 (0)  und 5 ( 0 )  in 
CD,CN. 

die Effizienz der Rezeptoren bei der Beschleunigung der Phos- 
phorylgruppeniibertragung. Die kinetischen Experimente wur- 
den mit eineni groBen nberschul3 an Rezeptor beziiglich des 
Phosphorsiiurediesters durchgefuhrt. Unter diesen Bedingun- 
gen bindet der Bis(guanidinium)-Rezeptor nur ein Substratmo- 
lekul (Schema 1, B) . 

Durch die Kombination von zwei fur die Katalyse wesent- 
lichen Elementen in einem synthetischen Rezeptor wurde ein 
wichtiger Schritt in Richtung auf die Entwicklung kiinstlicher 
Nucleasen getan. So konnen Bis(guanidinium)-Rezeptoren die 
Geschwindigkeit einer Phosphorylgruppenubertragung erheb- 
lich erhohen, wenn sie eine intramolekulare basische Gruppe 
enthalten und die elektrostatische Komplementaritat von Re- 
zeptorbindungsstelle und trigonal-bipyramidalem Intermediat 
gewahrleistet ist. 

Experimentelles 
Die intramolekularen Uinesteruiigen von HPNPP wurden photometrisch anhand 
der Absorption des freigesetzten 4-Nitrophenols bei 324 nm verfolgt. Alle Rezepto- 
ren wurden als Tetraphenylhoratsalze eingesetzt. Die Reaktionen wurden in 
CH,CN unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung mit HPNPP-Anfangskonzen- 
trationen von I x M sowie mit dem Rezeptor (3-30 mM) und gegebenenfalls 
Lutidin (12.5 mM) im uberschui3 durchgefuhrt. In einem typischen kinetischen Ex- 
periment wurde eine Kuvette mit 2 mL einer Losung des Rezeptors (5 mM) in 
CH,CN und - wenn erforderlich - 50 pL einer 0.5 M Losung von Lutidin in CH,CN 
beschickt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pL einer 0.01 M Losung von 
HPNPP in CH,CN [29] gestartet. Die Geschwindigkeitskonstanten wurden aus 
mindestens drei Halbwertszeiten uber eine Geschwindigkeitsgleichung erster Ord- 
nung erhalten; fur die langsameren Reaktionen wurden sie aus den Anfangsge- 
schwindigkeiten berechnet. Aus den Steigungen der linearen Auftragungen der Ab- 
sorption gegen die Zeit wurden durch Umrechnung in Konzentrationen 
( E  = 4500 ~ - ' c m - ' )  und bezogen auf die Ausgangskonzentration des Phosphor- 
slureesters die Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung berechnet. Alle kineti- 
schen Experimente wurden wenigstens zweimal durchgefuhrt und wren  innerhalb 
eiiier Fehlergrenze von 5 70 reproduzierbar. 
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Ein stabiler Aquaeisen(rr1)-Komplex mit S = 1 : 
Struktur und spektroskopische Eigenschaften"" 
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Wegen der Bedeutung von Eisenzentren fur Oxidationen in 
biologischen Systemen zieht die Chemie von Eisenverbindungen 
in hohen Oxidationsstufen weiterhin grol3e Aufmerksamkeit auf 
sich. Wir haben makrocyclische Tetraamide entwickelt, die Ver- 
bindungen mit Eisen in hohen Oxidationsstufen stabilisieren ; 
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