ZUSCHRIFTEN

Reversibler Protonentransfer-bedingter
Phaseniibergang im 4,4’-Bipyridiniumsalz

der Quadratsiiure **

Manfred T. Reetz*, Sigurd Hoger und Klaus Harms

Protonentransfer-vermittelte Elektroneniiberginge in orga-
nischen Materialien bieten eine Moglichkeit, elektronische Fi-
genschafien von Festkorpern zu regulieren!!!. Intramolekulare
Protoneniibertragungen in N-Salicylidenanilinen bewirken die
photo- und thermochromen Figenschaften der Kristalltypen
dieser Verbindungsklasse!?). Protoneniibertragungen unter hy-
drostatischem Druck in Chinhydronen gehen mit einer Verin-
derung der Absorptionsspektren einher!. Die Farbiinderung
bei der Phasenumwandlung von 3,6-Dichlor-2,5-dihydroxyte-
rephthalsiuredimethylester ist mit einem Protonentransfer ver-
bunden!®. Untersuchungen der Kristallstrukturen von sich
selbst organisierenden, iiber Wasserstoffbriickenbindungen ver-
kniipften Aggregaten gewinnen daher an Bedeutung!®l, Wir be-
schreiben hier ein neues Wasserstoffbriickenbindungssystem,
welches unter thermischer Belastung einen reversiblen Ein-
kristall-Einkristall-Phaseniibergang vollzicht, der von einem
Protonentransfer und einer damit verbundenen Farbinderung
begleitet ist.

Die Reaktion von 4,4'-Bipyridin 1 (farblos) und Quadrat-
sdure 2 (farblos) in Wasser liefert einen leicht gelbbraunen Nie-
derschlag 3161 (Schema 1). Nach dem Umkristallisieren fallt
der groBte Anteil als leicht ockerfarbene [4,,,(Festkorper) =
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390 nm] quaderférmige Kristalle4 an. Ein weiteres Poly-
morph §, welches ein wenig dunkler erscheint [, (Festkor-
per) = 460 nm), entsteht nur in Form einzelner weniger Kri-
stallel™.

o) o]
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Schema 1.

Abbildung 1 zeigt die (erweiterten) asymmetrischen Einheiten
der Salze 4 (monoklin) und § (triklin)!®.. Es handelt sich um
unendliche, iiber Wasserstoffbriickenbindungen verkniipfte
Ketten, die sich zu Stapeln anordnen. Diese liegen in der kristal-
lographischen c-Richtung. Die Position der geordneten Proto-
nen in diesen Ketten 148t sich im Lichte der Acidititskonstanten
der beiden Komponenten verstehen (Quadratsiure: pK, =1.2—
1.7, pK,; = 3.2-3.5; 4,4 -Bipyridindihydrochlorid: pK, = 2.73,
pK, = 487)) Im Salz 4 liegt eine Bipyridineinheit (Torsion

Abb. 1. Erweiterte asymmetrische Einheit von a) 4
und b) 5.

24°) pro asymmetrischer Einheit vor, in 5 sind es zwei unter-
schiedliche Bipyridineinheiten (C301 bis C310, Torsion 8°; C201
bis C210, Torsion 12°). Abbildung 2 zeigt eine Ansicht von 4 in
Stapelrichtung.

Das charakteristische Merkmal beider Strukturen sind die
starken Wasserstoffbriickenbindungen des Typs N—H --- O und
O—H:---N (Tabelle1). Die Atomabstinde innerhalb der
Anionen zeigen (Tabelle 2), daB die Geometrie der Anionen in
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Abb. 2. Ansicht auf die Stapel von 4 (Stereodarstellung).

Tabelle 1. Starke Wasserstoftbriickenbindungen in 4 und 5.

Krist. Donor H  Acceptor D--A[A] D-H[A] H--A[A] Winkel []

4 o1 H1 N101  26133) 1.131(34) 1.488(35) 173.8G31)
4 N102 H2 O4 26023)  1.023(2)  1.582(2)  174.3(1)
5 01 H3 N302  2616(d) 0.972(54) 1.666(53) 164.6(41)
5 N202 Hi 04 2613(4)  0.974(40) 1.671(38)  161.4(33)
5 0101  H4 N201  2.572(4)  1.100(47) 1.483(46)  169.2(39)
5 N301  H2 0102  2.580(4) 1.098(45) 1.509(45)  162.9(38)

den Salzen 4 und § sehr stark durch diese Wasserstoffbriicken-
bindungen beeinflufit wird. Die formale Spiegelebene eines un-
komplexierten Quadratsdure-Monoanions ist hier nicht zu
finden. Verwirklicht wird diese ideale Geometrie im Oxamid-
dioxonium-dihydrosquarat (monodeprotoniertes Quadrat-
sidure-Anion)!*%. Unsere Strukturen sind ,,Intermediate* zwi-
schen dem ungestorten Monohydrogensquarat und der freien
Quadratsdure. Daher sind sie Beispiele fiir das von Burgi und
Dunitz aufgestellte Strukturkorrelationsprinzipt!!, Sie repri-
sentieren einen Punkt auf der Reaktionskoordinate der Depro-
tonierung der Quadratsiure.

Tabelle 2. Atomabstinde in den Anionen in 4 und 5.

Krist. X Y Abstand [A] X Y Abstand [A]
4 ct c2 1.443(3) c1 01 1.3173)
4 c2 C3 1.500(3) 2 o2 1.231(3)
4 C3 Cd 1.481(3) C3 03 1.222(3)
4 c4 C1 1.414(3) c4 04 1.269(3)
5 c1 2 1.451(5) c1 o1 1.326(5)
5 c2 c3 1.489(6) c2 02 1.236(5)
5 c3 c4 1.485(8) C3 03 1.230(5)
5 c4 C1 1.397(5) c4 04 1.268(5)
5 c1o1 C102 1.403(5) C101 0101 1.308(5)
5 c102 C103 1.471(6) C102 0102 1.281(5)
5 C103 C104 1.480(5) Ci03 0103 1.229(5)
5 Ci4  C101 1.464(5) C104 0104 1.237(5)

Ebenfalls ungewohnlich ist die thermische reversible Phasen-
umwandlung der monoklinen Form 4. Erhitzt man Kristalle
von 4 auf 180 °C, so dndert sich deren Farbe von Gelb nach Rot.
Dieser Phaseniibergang beginnt stets an einem Ende eines Kri-
stalls und durchlduft denselben in Lingsrichtung innerhalb des
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Bruchteils einer Sekunde (Abb. 3 links). Aus der Bestimmung
der Lage der Achsen der Elementarzelle relativ zu den dulleren
Kanten des Kristalls ergibt sich, daf} die lingste Kante des Kri-
stalls der kiirzesten Zellachse, die kiirzeste Kante (also die Platt-
chendicke) der ldngsten Zellachse und die Plattchenbreite der
mittleren Zellachse entsprechen.

Abb. 3. Links: Erstes Aufheizen einer Kristallprobe von 4 auf 180°C. Der rote
Kristall liegt bereits in der Hochtemperaturform vor. Rechts: Erstes Abkiihlen
unter 150°C.

Nach DSC-Messungen (DSC = Differential Scanning Calo-
rimetry) betragt die Energiecaufnahme fiir diese Transformation
19.8 Jg~1. Wird diese Hochtemperaturphase, in der immer
noch ein Einkristall vorliegt, wieder auf unter 150 °C abgekiihlt,
dndert sich die Farbe des Kristalls erneut nach Gelb (Abb. 3
rechts). Die augenscheinliche Umkehr in die urspriingliche Pha-
se ist aber nicht vollstindig, es wird vom System nur eine Ener-
gie von 15.5 Jg~! abgegeben. Dabei bricht der Kristall in meh-
rere Bruchstiicke. Es war nicht méglich, von diesem Produkt
eine Einkristall-Rontgenstrukturanalyse durchzufithren. Wird
diese neue Phase erhitzt, so wandelt sie sich bei 173 °C wieder in
die rote Hochtemperaturphase um, wobei 15.7 J g~ ! aufgenom-
men werden. Anschlieendes Abkiihlen unter 150 °C fithrt bei
einer Freisetzung von 15.5 Jg™ ! wied:r zu einer Umwandlung
in die gelbe Form. Weiteres Erhitzen und Abkiihlen bringt we-
der in der Ubergangstemperatur noch in der Energiebilanz eine
Anderung mit sich. Der Unterschied zwischen der urspriing-
lichen und der neu gebildeten Raumtemperaturmodifikation
wird nicht nur durch den um ca. 4 Jg~! héheren Energiegehalt
der letzteren, sondern auch durch die unterschiedlichen Absorp-
tionskoeffizienten in der UV-Region und die unterschiedlichen
Intensitdten der Signale im Pulverdiffraktogramm bestatigt: Im
Festkoérper-UV-VIS-Spektrum steigt nach Erhitzen und Ab-
kiihlen der monoklinen Form die relative Intensitit der Absorp-
tionsbande im UV-Bereich (Maximum bei 240 nm) im Vergleich
zur Charge-Transfer(CT)-Bande (390 nm) deutlich. Betragen
die Verhéltnisse der Maxima vorher etwa 3:4 (UV:CT), so sind
sic nach dem Erhitzen auf etwa 6:5 verindert. Die Lage der
Banden bleibt davon unberithrt. Auch die relativen Intensititen
der Signale im Pulverdiffraktogramm unterscheiden sich in der
urspriinglichen und in der zundchst erhitzten und dann abge-
kithlten Form. Die dabei unverinderte Lage der Signale zeigt,
daB die Abmessungen der Elementarzelle erhalten bleiben. Le-
diglich die Atomlagen innerhalb dieser Zelle sind unterschied-
lich. Von der Form 5 konnte keine ausreichende Menge isoliert
werden, um analoge Versuche durchzufilhren. Bemerkenswert
ist jedoch der Befund, dafl beim Erhitzen von 5 keine Farbinde-
rung wie in 4 beobachtet werden konnte.

Durch Umkristallisieren von 3 aus Deuteriumoxid werden die
aciden Protonen in 4 durch Deuterium ersetzt. Die Einkristall-
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Rontgenstrukturanalyse dieser Form (6) bei Zimmertemperatur
zeigt im Vergleich mit der protonierten Form 4 bei gleicher
Temperatur eine Zunahme des O1-N101-Abstands von 2.620(3)
auf 2.641(2) A8 Zugleich wiichst der 04-N102-Abstand von
2.593(2) A auf 2.623(2) A. Dies ist vergleichbar mit der Zunah-
me des O-O-Abstands bei der Deuterierung der freien Quadrat-
sdure!*?! und deutet auf das Vorliegen eines Doppelminimum-
potentials hin!'?. Wird die deuterierte Form 6 erhitzt, so ist bis
zur Zersetzungstemperatur von ca. 225 °C keine Farbinderung
zu beobachten.

Ein solch starker Isotopeneffekt (Erhohung der Phasenum-
wandlungstemperatur) wurde auch bei der freien Quadratsdure
gefunden!'*). Dies gibt Grund zu der Annahme, daf3 auch in
unserem Fall die rote Hochtemperaturmodifikation durch Pro-
tonentransfer aus der gelben Zimmertemperaturmodifikation
gebildet wird. Dadurch werden die Elektronen-Donor-Accep-
tor-Eigenschaften der beteiligten Ionen beeinfluft.

Erste Versuche weisen darauf hin, daB 4 auch unter hydrosta-
tischem Druck einen reversiblen Phaseniibergang durchlduft.
So dhneln das Festk6rper-UV-VIS-Spektrum und das Pulver-
diffraktogramm einer fiir 60 s auf 11 kbar gepreten Pulverpro-
be von 4 nach dem Entspannen denen der ehemals erhitzten
Form.
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Calicheamicin 6} : durch Molekiildesign zu einer
Verbindung, die DNA selektiv und effizient
spaltet und Zelltod auslost **

K. C. Nicolaou*, T. Li, M. Nakada, C. W. Hummel,
A. Hiatt und W. Wrasidlo

Calicheamicin 0! 1 (Abb. 1 A), ein biologisch aktives und se-
lektiv wirksames Endiin!!!, wurde, in Kenntnis der Wirkungs-
weise des natiirlich vorkommenden Calicheamicins v} 212, de-
signed. Dieses neue Endiin wurde so konstruiert, daB es —anders
als sein natiirliches Analogon — unter mild basischen Bedin-
gungen!®* von Hydroxid-Ionen (Abb. 1 B) aktiviert wird. Hierbei
entstehen 1,4-Phenylen-Diradikale', die Doppelstrang-DNA
spalten konnen. Durch Totalsynthese hergestelltes Calicheami-
cin 8 1 spaltet DNA wirksam (Konzentrationen <10™% m ge-
niigen) und selektiv (an TCCT-, TTTT- und CTCT-Sequenzen)
bei pH 7.5 und 37°C. Es 16st den programmierten Zelltod
(Apoptose)®! in einer Konzentration <10~ *° M aus und tétet
Zellen in noch geringerer Konzentration (< 1072 m); die Wirk-
samkeit Gibertrifft in einigen Fillen die von Calicheamicin v! 2,
MRA-CN (= 3-Cyan-4-morpholinylderivat des Anthracy-
clins Doxornbicin)!® und Ricin!”!, Substanzen, die zu den to-
xischsten Verbindungen iiberhaupt gehoren.

Die Wirkungsweise von Calicheamicin v! 28] (Abb. 1 B), bei
dem ein starkes Nucleophil, z.B. ein Thiolat-Ion, eine Kette von
Reaktionen ausldst, die zur DNA-Schidigung fithren'® 19, und
unsere Absicht, ein Molekiil zu konstruieren, das auf andere
Weise aktiviert wird, fiihrten uns zu Calicheamicin 6 1, das
anstelle der Trisulfidfunktion eine Thioacetylgruppe als reaktives
Zentrum enthdlt. 1 sollte von sauerstoffhaltigen Nucleophilen, -
z.B. Hydroxid-lonen, oder schwefel- oder stickstofthaltigen Nu-
cleophilen aktiviert werden; 2 wird normalerweise von Thiolen
aktiviert. Calicheamicin & 1 sollte sowohl in vitro als auch in
vivo Vorteile bieten, da es besonders einfach zu aktivieren ist.
Nicht nur die Art und Weise der Aktivierung unterscheidet 1
von 2; trotz der strukturellen Ahnlichkeit zwischen den Verbin-
dungen kann 1 nicht aus dem Naturstoff 2 hergestellt werden.
Die hierfiir benétigten chemischen Reaktionen wiirden 1 zu-
gleich aktivieren und damit zerstéren. Unsere Befunde sind des-
halb unter den Aspekten Molekiildesign!'!), chemische Synthe-
se und biologische Eigenschaften von Bedeutung.

Calicheamicin 8} 1 wurde durch eine Totalsynthese erhalten,
fiir die ein vor kurzem beschriebener Syntheseweg!!?~ 19! fiir
Calicheamicin v} 2 variiert wurde. Danach wurde das frither
synthetisierte Zwischenprodukt 3t127151 bei Raumtemperatur
48 h mit para-Toluolsulfonsiure in waBrigem Tetrahydrofuran
behandelt. Zugabe von wasserhaltigem Diethylamin fiihrte dann
in 75% Ausbeute zu 1, dessen physikalische Eigenschaften in
der Legende zu Abbildung 1 zusammengefaBt sind.

Die superspiralisierte DNA des Phagen ®X 174 wurde bei
37°C in Pufferlésungen verschiedener pH-Werte mit 1 und 2
inkubiert und die Spaltung mit Agarose-Gelelektrophorese ver-
folgt (Abb. 2). Das synthetische Calicheamicin #, 1 schneidet
schon in sehr niedrigen Konzentrationen Doppel- und Einzel-
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