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Auf dem Weg zu synthetischen
Adrenalinrezeptoren — formselektive
Adrenalin-Erkennung in Wasser**

Michael Herm, Oliver Molt und Thomas Schrader*
Professor Giinter Wulff zum 66. Geburtstag gewidmet

Die Familie der Adrenalinrezeptoren gehort zu den Re-
zeptortypen, die am intensivsten untersucht werden. IThre
G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion beeinflusst viele
lebenswichtige Korperfunktionen, u.a. die Atmung und den
Blutdruck.!! Jedes Jahr erscheinen ca. 3000 Publikationen
iiber biochemische, medizinische und pharmazeutische As-
pekte dieser wichtigen Rezeptoren. Thre Tertidrstruktur und
der genaue Funktionsmechanismus konnten jedoch bis heute
nicht vollstéandig aufgekldrt werden, vor allem, weil Kristall-
strukturen dieser integralen Membranproteine fehlen.?l Ein
synthetisches Modell, das die postulierten Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen nachahmt, konnte neues Licht auf die
Effizienz der hier wirksamen Kombination von schwachen
Anziehungskriften werfen. Solch ein Modell konnte auch ein
neuer Prototyp fiir kiinstliche Adrenalinsensoren werden.
Viele Versuche sind unternommen worden, um synthetische
Rezeptormolekiile fiir Catecholamine zu erhalten. Die meis-
ten diese Molekiile sind monotop: In jiingerer Zeit ist eine
gewisse Selektivitdt fiir Dopamin mit einem pyrazolhaltigen
Podanden, einem Homocalix[3]aren-Triether sowie mit einem
Sol-Gel-Prozess erreicht worden.Pl Eine enantioselektive
DOPA-Erkennung  (DOPA = 3,4-Dihydroxyphenylalanin)
gelang unter Verwendung eines Peptid-Pyridinium-Cyclo-
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phans. In neueren ditopen Rezeptormolekiilen sind
Boronsduren zur molekularen Erkennung des Cate-
chol(Brenzcatechin)-Rings eingesetzt worden.P** Alter-
nativ dazu wurden Brenzcatechine durch eine symmet-
rische hydrophobe Cavitit gebunden, die periphere
Carboxylate zur Dopamin-Erkennung trugen.l Alle
diese kiinstlichen Wirtmolekiile sind jedoch weit entfernt
vom Begriff ,,biomimetisch® und nicht selektiv fiir Ca-
techolaminoalkohole.

Wir haben kiirzlich das makrocyclische Rezeptormo-
lekiil 1 mit einer hydrophoben Cavitdt zur starken
Adrenalinbindung in Methanol vorgestellt.[’! Dieses am-
phiphile Wirtmolekiil geht jedoch in Wasser eine starke

Schema 1. a) Nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen Noradrenalin und
dem p-Adrenalinrezeptor; b) energieminimierte Struktur des Komplexes aus

Noradrenalin und dem makrocyclischen Bisphosphonat 2; die gestrichelten

NO2
+
O 2Li

MeO 1

Selbstassoziation ein und ist nicht selektiv fiir Adrenalinde-
rivate. Um die natiirliche Bindungstelle optimal nachzuah-
men, sollte ein kiinstlicher biomimetischer Adrenalinwirt in
der Lage sein, zumindest nach einem Induced-fit-Prozess eine
Mikroumgebung anzubieten, die zur geometrischen Form
seines Gastes komplementir ist. Eine groe Zahl von van-
der-Waals-Kontakten wiirde die Desolvatation in Wasser
erleichtern und zu starker hydrophober Anziehung fiihren.["!
Dariiber hinaus sollten die funktionellen Gruppen des kiinst-
lichen Rezeptormolekiils viel priziser angeordnet sein, sodass
nach dem Andocken des Substrats mehrere nichtkovalente
Wechselwirkungen gleichzeitig gebildet wiirden, die sich
gegenseitig verstirken. Weitreichende Modeling-Untersu-
chungen fiihrten zu einem neuen Konzept. Diesmal wird die
Xylylenbisphosphonat-Einheit in einen Makrocyclus inte-
griert, der einerseits die Sandwich-Anordnung des natiir-
lichen Vorbilds nachbilden kann und andererseits Haftgrup-
pen fiir die Brenzcatechin-Hydroxygruppen am entgegen-
gesetzten Ende trégt.

Schema 1 zeigt unsere Losung fiir dieses Problem: Im
makrocyclischen Rezeptormolekiil 2 kénnen die Nitroarene
doppelte n-Stapel-Wechselwirkungen mit dem Brenzcate-
chinring von Adrenalin eingehen, ohne dadurch die Ring-
spannung im Rezeptormolekiil zu erhéhen. Die Isophthal-
amid-Einheit ihrerseits ist ideal vororientiert, um Wasser-
stoffbriicken zu den phenolischen OH-Gruppen zu bilden.
Molekiilmechanikrechnungen sagen hohe Bindungsenthal-
pien voraus, die aus dem gleichzeitigen Zusammenspiel aller
nichtkovalenten Wechselwirkungen resultieren.®l Monte-Car-
lo-Simulationen in Wasser finden reproduzierbar Minimums-
energie-Strukturen, die sehr nahe an der postulierten Kon-
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Linien zeigen die Schnittstellen der Retrosynthese.

formation im Komplex aus Noradrenalin und 2 in Schema 1
liegen (Abbildung 1). Sogar die Geometrie des freien Wirtes
wird in den Rechnungen als offene Konformation bestitigt,
welche Giste vom Adrenalintyp aufnehmen kann. In Ab-
wesenheit von Metallkationen werden die Phosphonate mehr
oder weniger nach auflen gedreht, um eine elektrostatische
AbstoBung zu vermeiden und Solvatationsenergie zu gewin-
nen.

g,

Abbildung 1. a) Struktur des Komplexes aus Noradrenalin und dem
makrocyclischen Bisphosphonat 2 nach Monte-Carlo-Simulationen in
Wasser; b) iiberlagerte Momentaufnahmen aus der anschlieBenden Mole-
kiildynamikrechnung.

In der retrosynthetischen Analyse (Schema 1b) fiithren
zwei offensichtliche Schnitte zu einer aktivierten p-Xylylen-
bisphosphonat-Einheit und einem Isophthalsdurederivat. Was
iibrig bleibt, ist der zentrale, hochfunktionalisierte Diphenyl-
methan-Baustein, mit einem unsymmetrischen Substitutions-
muster.

Diese Zielmolekiil kann effizient durch eine modifizierte
Negishi-Kupplung hergestellt werden, einer Pd-katalysierten
Kreuzkupplung des aromatischen Iodids 3e mit dem Ben-
zylzinkreagens aus 4b (Schema 2).°] Entschiitzung der O-
Acetylgruppen in Sa, gefolgt von doppelter Esterbildung mit
p-Xylylenbisphosphonsduredimethylesterdichlorid 6 liefert
die U-formige Vorstufe 7a. Nach milder Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe wird der kritische Makrocyclisierungs-
schritt mit Isophthaloyldichlorid unter Hochverdiinnungsbe-
dingungen durchgefiihrt. SchlieBlich wird selektiv der Me-
thylester mit einer dquimolaren Menge LiBr als mildem
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Schema 2. Modulare und konvergente Synthese von 2 aus 4-Amino-2-
nitrotoluol, m-Kresol und p-Xylylenbisphosphonsiuredimethylesterdi-
chlorid: a) 1.) NaNO,, 2.) KI (61%); b) NBS, CCl, (46%); c) Kalium-
phthalimid, [18]Krone-6, Toluol (94%); d) N,H,, Ethanol (65%); e)
Boc,0, CH,Cl, (95%); f) Ac,O (89%); g) NBS, CCl, (47%); h) 1.) Zn,
Riickfluss, 2.) [Pd(PPh;),]/DIBAL-H (58%); i) K,CO;, Methanol, RT
(94%); j) CH,ClL,, Et;N (57%); k) TFA, CH,Cl,, 0°C (99%); 1) Iso-
phthaloyldichlorid, Et;N, THF, Benzol, RT (38%); m) LiBr, Acetonitril,
80°C (66%). NBS=N-Bromsuccinimid, Boc = tert-Butoxycarbonyl,
DIBAL-H = Diisobutylaluminiumhydrid, RT = Raumtemperatur, TFA =
Trifluoressigsdure.
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Elektrophil gespalten. Das Rezeptormolekiil 2 wird als
farbloser, hygroskopischer Feststoff erhalten, der sich in
zahlreichen polaren Solventien (von DMSO bis Wasser) 16st.

Erste Bindungsexperimente wurden mit 2 und Noradre-
nalin-Hydrochlorid in DMSO, Methanol und Wasser durch-
gefiihrt. Ein Job-Plot (Abbildung 2a) bewies eindeutig, dass

a) 0.006 7

L ]
o ®
0.004 b

Xg*Ad b
0.0021{ 4 L

0.000 *—o

b) 0.20
T 0.16

0.42 {

AS 008 1

0.04
0.00

n2) ——s

Abbildung 2. a) Job-Plot fiir die Komplexbildung zwischen dem Wirt 2
und dem Gast (G) Noradrenalin-Hydrochlorid (CH-N-Proton) in D,0O/
Methanol (1/1); b) 'H-NMR-Titrationskurve, gezeigt sind die Komplexie-
rungs-induzierten Verschiebungen (complexation-induced shift, CIS) des
CH-N- (0) und des CH-O-Signals (@) von Noradrenalin-Hydrochlorid bei
dessen Komplexbildung mit dem Wirt 2 (n [Aquiv.]) in Methanol.

in allen Losungsmitteln ein 1:1-Komplex aus dem Wirt- und
dem Gastmolekiil gebildet wird.'”) Im Elektrosprayionisie-
rungs(ESI)-Massenspektrum tritt ein intensiver Molekiilio-
nenpeak fiir den 1:1-Komplex aus Noradrenalin und 2 auf
(m/z 1046). Molekiilionenpeaks hoherer Masse werden nicht
beobachtet. Weitere Strukturinformationen wurden aus den
NOESY-NMR-Spektren beider Komplexpartner sowie des
Komplexes in DMSO erhalten.

Intramolekularen NOE-Effekten des Gastmolekiils zufolge
wird Noradrenalin in seiner thermodynamisch giinstigen,
bioaktiven Konformation gebunden. Zwei der kritischen
flexiblen Wirtuntereinheiten, die p-Xylylenbisphosphonat-
Einheit und das Diphenylmethan-Mittelstiick, sind, wie
zahlreiche NOE-Wechselwirkungen nahelegen, fiir die Bin-
dung des Gastes schon nahezu optimal priorganisiert. Die
intramolekularen NOE-Effekte von Wirt und Gast im Kom-
plex sind demgegeniiber kaum verédndert; dies bestéatigt die
gute Vororientierung der Wirtstruktur. Erfreulicherweise
treten auch einige intermolekulare NOE-Effekte auf, die
Riickschliisse auf die relative Anordnung der beiden Kom-
plexpartner zulassen. Sie stimmt genau mit der durch die
Molecular-Modeling-Untersuchungen vorhergesagten {iiber-
ein (Schema 3): Der Aminoalkohol bindet an das Bisphos-
phonat, der Brenzcatechinring liegt in der Néhe der Nitro-
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Schema 3. Intermolekulare NOE-Wechselwirkungen im Komplex aus
dem Wirt 2 und Noradrenalin. Die C-stdndigen Wasserstoffatome wurden
aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen. IR-aktive funktionelle
Gruppen, die Wasserstoffbriicken eingehen, sind fettgedruckt.

arengruppen, und sogar zwischen den phenoli-
schen OH-Gruppen des Brenzcatechinrings und
den Isophthalamid-Protonen bestehen NOE-
Wechselwirkungen.!"!

Einen weiteren Hinweis auf die Komplexgeo-
metrie liefern die FT-IR-Spektren. Im Komplex
von 2 mit Noradrenalin werden sowohl die
Phosphonat-P=0-Valenzbanden als auch die
der Amidcarbonylgruppen zu niedrigeren Wel-
lenzahlen verschoben. Beides kann durch starke
Wasserstoffbriickenbindungen erkldrt werden,
die die Aminoalkohol-Einheit und die Brenzca-
techin-Hydroxygruppen bei der Erkennung ein-
gehen.

Wir fiihrten darauthin NMR-Titrationen durch
(Abbildung 2b) und berechneten die Assozia-
tionskonstanten durch nichtlineare Regres-
sion."”l Die Abnahme der Bindungskonstanten
von 10*mM~! in DMSO iiber 10°M~! in Methanol 16
auf 10°M~! in Wasser ist 100-mal kleiner als im

OH
OH

OH
NH,R*CI-

910

NHy*+CH

hezu vollstdndig auf elektrostatischen Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriicken mit dem Substrat beruht. Dies deutet auf
zusitzliche anziehende Wechselwirkungen hin, die besonders
wirksam in Wasser sind. Die schwache Selbstassoziation des
freien Wirtes in reinem Wasser (270m7!) ist in einer 1:1-
Mischung aus Wasser und Methanol vollstdndig unterdriickt.
Dieses Losungsmittelsystem wurde fiir fast alle folgenden
Untersuchungen verwendet.

Um die Selektivitdt des neuen Wirtmolekiils zu iiberpriifen,
untersuchten wir eine Reihe von eng verwandten biogenen
Aminen und Aminoalkoholen. Wir variierten die Gaststruk-
tur systematisch, indem wir ausgewéhlte funktionelle Grup-
pen vom Zielmolekiil Adrenalin entfernten; auf diese Weise
sollte es moglich sein, ihren jeweiligen Beitrag zur gesamten
Freien Bindungsenthalpie abzuschidtzen. Die untersuchten
Gastmolekiile 9-20 werden im Schema 4 vorgestellt; die
entsprechenden Bindungskonstanten und AG-Werte sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

OH OO NO,

OH

0
OH
l/\oH NHCF o oH
NH3*CI- NH,*+CI- NH,*CF \r NH,*CI
11 12 13 14 15
OH
NH NH
NO, % Yz
MeO,C MeO,C._~ MeO,C tBuO,C.
§H3+CI- RHs*CH NH3*CI- NHz*CI-
17 18 19 20

Schema 4. Gastmolekiile fiir die Bindungsexperimente mit 2. Die Struktur von Adrenalin

Fall der offenkettigen p-Xylylenbisphosphonat-
Rezeptormolekiile, deren Rezeptorwirkung na-

wurde systematisch verkleinert, um den Beitrag spezifischer nichtkovalenter Wechselwir-
kungen zu ermitteln.

Tabelle 1. Durch NMR-Titrationen in D,0/MeOD (1/1) bestimmte Bindungskonstanten der Komplexe aus dem Wirt 2 und verschiedenen Gastmolekiilen
ohne (9-15) sowie mit einem Alkyl- oder Arylsubstituenten in a-Position zum N-Atom (16 -20).

Gastl K, (1:1)0 AG Adg, [P Stoéchiom. ]
[M1] [kImol ']

Adrenalin 9 (R =Me) 153 +14% 12.5 0.17+10% 1:1
Noradrenalin 10 (R =H) 215+12% 13.3 0.12+8% 1:1
Dopamin 11 246 £38% 13.6 0.20+26% 1:1
2-Phenylethylamin 12 102+14% 11.5 041+11% 1:1
Ethanolamin 13 54+45% 9.9 0.07 £34% 1:1
Propranolol 14 204 +5% 13.2 023+3% 1:1
D-threo-2-Amino-1-(4-nitrophenyl)-1,3-propandiol (ANP) 15 137+7% 12.1 0.36 6% :1
a-Methyl-4-nitrobenzylamin 16 schwache Bindungl®! - keine Sattigung komplex
L-Tyrosinmethylester 17 schwache Bindung - keine Sattigung komplex
L-Alaninmethylester 18 schwache Bindung - keine Sattigung komplex
D-Tryptophanmethylester 19 schwache Bindung - keine Sattigung komplex
D-Tryptophan-tert-butylester 20 schwache Bindung - keine Sittigung komplex

[a] Eingesetzt als Hydrochlorid. [b] Die angegebenen Fehler [%] sind die Standardabweichungen aus der nichtlinearen Regression. [c] Komplexierungs-
induzierte Verschiebung bei 100 % Komplexierung, erhalten aus der Kurvenanpassung (ausgewihlte CH-Protonen). [d] Aus Job-Plots und Kurvenanpassung
an die Titrationskurven. [e] Maximale beobachtete chemische Verschiebungen Ad =0.03; K, wurde zu <10M~" abgeschiitzt.
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Am auffallendsten ist der kleine K,-Wert fiir Ethanol, der
eine halbe GroB3enordnung unterhalb dem von Noradrenalin
liegt: Das Rezeptormolekiil erkennt klar den Brenzcate-
chinring des Hormons (vgl. 13 mit 10). Dies wird durch die
starke Hochfeldverschiebung der Arenprotonensignale in
vielen Gastmolekiilen mit einem 2-Phenylethylamin-Geriist
unterstrichen (bis zu 0.5 ppm). Solche Hochfeldverschiebun-
gen der aromatischen Signale sind bei Sandwich-Anordnun-
gen tblich, wie sie fiir Komplexe von Wirt 2 postuliert
wurden.

Ein anderer interessanter Zusammenhang ist die Abnahme
der Bindungsenergie, wenn die phenolischen Hydroxygrup-
pen aus der Gaststruktur entfernt werden (vgl. 11 mit 12), was
darauf hindeutet, dass 2 selektiv Catecholamine bindet. Freie
phenolische Hydroxygruppen verstiarken den elektronenrei-
chen Charakter eines Benzolrings wegen ihres starken
—I-Effekts nur unwesentlich. Deswegen muss die beobach-
tete Abnahme der Bindungsenergie dahingehend erklirt
werden, dass nun keine Wasserstoffbriicken zwischen den
Brenzcatechin-Hydroxygruppen und der Isophthalamid-
Kopfgruppe der Wirtverbindung mehr gebildet werden kon-
nen. Ein Kontrollexperiment in DMSO ergab eine starke
Tieffeldverschiebung eines der beiden Hydroxyprotonensi-
gnale von Noradrenalin bei der Komplexbildung mit 2, ein
anderer starker Indikator fiir Wasserstoffbriicken. In der 1:1-
Mischung aus Wasser und Methanol kann der Beitrag der
Wasserstoffbriicken zu den Brenzcatechin-Hydroxygruppen
zu ca. 2.1 kJmol~! abgeschitzt werden, wihrend die Bildung
von m-Stapeln mit dem Brenzcatechinring ca. 1.6 kJmol™!
beisteuert.

Die Daten in Tabelle 1 lassen aber auch eine bemerkens-
werte Formselektivitidt des neuen Adrenalinrezeptors erken-
nen: Im Allgemeinen ist das schlanke Dopamin-Grundgeriist
ein giinstiges Bindungsmotiv fiir 2 (9-15). Dagegen werden
Verbindungen wie Aminosduren mit einem zusitzlichen
Substituenten in a-Position zum Ammoniumzentrum viel
schwicher gebunden und fithren zu Komplexen anderer
Stochiometrie. Offensichtlich werden diese Géste nicht im
Innern des neuen Wirts eingeschlossen (16-—20). Hierin
unterscheidet sich 2 wesentlich vom Wirt 1, der aufgrund
seiner gerdumigen Cavitéit nicht zwischen Aminosduren und
Adrenalinderivaten unterscheiden kann. Alle oben diskutier-
ten Effekte bestdtigen, dass der makrocyclische Wirt 2
Adrenalinderivate in Wasser/Methanol (1/1) durch mehrere
nichtkovalente Wechselwirkungen erkennt. Hier ergénzen
sich elektrostatische Anziehung, Waserstoffbriicken, m-Sta-
pelung und hydrophobe Krifte.

Das hier vorgestellte Wirtmolekiil fiir Adrenalin bindet
selektiv dopaminférmige Giste. Die Bindungskonstante in
Wasser liegt dabei drei GroBenordnungen unterhalb der des
natiirlichen Vorbilds (10°M~!). Gegenwirtig optimieren wir
die Wirtstruktur, indem starrere Elemente eingebaut werden,
um eine noch bessere Priaorganisation und Desolvatation zu
erzielen.
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