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Nachweis einer gefalteten Konformation von
Methotrexat in Losung

Von Peter Faupel und Volker Buf3*

Methotrexat (MTX) ist ein wirkungsvolles Antimetaboli-
cum, das durch Komplexierung der Dihydrofolat-Reduk-
tase (DHFR) die Reduktion von Dihydrofolat zu Tetrahy-
drofolat hemmt und damit einen wichtigen Schritt bei der
Biosynthese von Nucleobasen blockiert. Wihrend die Bin-
dung dieses breit angewendeten Chemotherapeuticums an
DHFR in E. coli durch Rontgenstrukturanalyse bereits gut
untersucht wurde!", ist die Kristallstruktur von MTX erst
seit kurzem bekannt!®: Das Molekiil ist an der CH,-
Gruppe zwischen den Ringen etwa rechtwinklig abge-
knickt.

N 7 CH,—COOH
HZNYN INj\ o,
al
NS N7 CHZ—T—QCO—NH—CH—COOH
NH2 CHy
MTX

Die Frage nach der Struktur in Ldsung ist noch unge-
kldrt. Wir fanden nun durch Tieftemperatur-UV- und -CD-
Spektroskopie in unpolarem Losungsmittel, daB MTX in
[*1 Prof. Dr. V. BuBi, Dipl.-Chem. P. Faupel
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einer gefalteten Konformation vorliegt, die durch intramo-
lekulare H-Briickenbindungen stabilisiert wird.

Das UV-Spektrum von MTX in THF/CH,Cl; (10:1)
zeigt eine deutliche Temperaturabhingigkeit (Abb. 1,
links). Bei Abkiihlung auf —130°C verschiebt sich die
Hauptabsorptionsbande bei 290 nm um ca. 13 nm langwel-
lig, wihrend zwei Banden bei 265 und 380 nm verschwin-
den und zwei neue Banden bei 253 und 350 nm entstehen.
Ahnlich verindert sich das UV-Spektrum von MTX in
Wasser in Abhingigkeit vom pH-Wert; dabei entspricht
das Tieftemperaturspektrum in THF/CH,Cl. der aciden
Form in Wasser (Abb. 1, rechts)*. Man beobachtet meh-
rere isosbestische Punkte und weiterhin einen hypsochro-
men Effekt im Temperaturintervall von —40 bis —60°C.

Zl— 2+
t 1\
~N
]
S oy b }
200 200 £o 200 200 e
Alnm] —= Alnm] —=
Abb. . Links: Temperaturabhidngiges UV-Spektrum von MTX in THE~

CH;Cl, (10:1), ¢=7.7-10 > mol L.~': dic abgebildeten Kurven entsprechen
Messungen bei + 10, —40, —60, —80, — 110 und — 130°C. Pfeile kennzeich-
nen die spektralen Verinderungen mit abnehmender Temperatur an den Ma-
xima bei 254, 265, 350 und 383 nm. Rechts: pH-abhingiges UV-Spektrum:
die abgebildeten Kurven entsprechen den pH-Werten | und 5.6 (¢=8.0-:0""
mol L™ ') sowie > 10 (¢=5.0-10 * mol L '). Pfeile kennzeichnen die spek-
tralen Verinderungen mit zunehmender Aciditit an den Maxima bei 244,
259, 335 und 373 nm.

Die unter nahezu gleichen Bedingungen aufgenomme-
nen CD-Spektren spiegeln die Verinderungen der UV-Ab-
sorption wider (Abb. 2, links). Bei Raumtemperatur findet
man drei breite, diffuse Banden geringer Intensitét bei 260,
290 und 350 nm; beim Abkiihlen entwickeln sich stattdes-
sen drei intensive Banden mit alternierenden Vorzeichen
und Extremwerten bei 280, 307 und 345 nm.

50

o

| -2.5+
i Alrm] -

Abb. 2. CD-Spekiren von MTX in THF/CH:Cl; (10: 1), korrigiert tur Volu-
menkontraktion. Links: Temperaturabhangig; die abgebildeten Kurven ent-
sprechen den Messungen bei + 10, --40, — 60, —80, — 100 und -- 115°C,
¢=8-10 > mol L '. Rechts: Konzentrationsabhangig: c=10-10 * (a).
8107 (b),4.5-10 *mol L ' (c), T'=—120°C.

Innerhalb der durch Loslichkeit und MeBgenauigkeit
gesetzten Grenzen sind die Tieftemperaturspektren kon-
zentrationsunabhingig (Abb. 2, rechts). Dies schliefit eine
intermolekulare Wechselwirkung, z. B. Dimerisierung oder
Stackingprozesse, aus und weist auf eine bei tiefen Tempe-
raturen bevorzugte Molekiilkonformation hin.
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UV- und CD-Spektren legen die Annahme einer gefalte-
ten Struktur nahe, dic durch den engen Kontakt des Pteri-
din- mit dem Benzolchromophor charakterisiert ist (Abb.
3). Fur Folsdure in hochverdiinnter wifiriger Losung hat
man nach Hinweisen auf eine elektronische Wechselwir-
kung zwischen diesen beiden Gruppen bereits eine dhnlich
gefultete Konformation vorgeschlagen®).

Die gefaltete Konformation von MTX wird durch eine
Wasserstoffbriickenbindung, hdchstwahrscheinlich  zwi-
schen der y-Carboxygruppe des Glutaminsdure- und N1
des Pteridinteils, zusammengehalten. Mit einer Protonie-
rung an NI sind jedenfalls die spektralen Verschiebun-
gen erklidrt worden, die beim Ansduern von 2,4-Diamino-
pteridin auftreten®®.

In Einklang mit diesen Beobachtungen ergaben unsere
Berechnungen fiir die protonierte Form von MTX eine
hypsochrome Verschicbung der 380-nm-Bande um 30 nm
und eine bathochrome Verschiebung der 265-nm-Bande
um 20 nm'®. Diese Bande zeigt sich vermutlich als Schulter
der starken Tieftemperatur-300-nm-Absorption, die im we-
sentlichen cine Anregung des p-Aminobenzoesiure-Chro-
mophors ist. Auch nach STO-3G-Rechnungen!” wird N1
bei der Protonierung gegeniiber den anderen Ringstick-
stoffatomen bevorzugt, obwohl sterische Effekte Unter-
schiede in der Basizitét leicht wettmachen konnten.

MTX ist chiral, weil es nichtplanare Konformationen
annimmt und ein Chiralititszentrum an C, des Glutamin-
sdurefragments aufweist. Der Grund, weshalb die in Abbil-
dung 3 gezeigte absolute Konformation der (unterscheid-
barein) invertierten Form vorgezogen werden solite, ist
leicht einzuschen: In der nach vorn geklappten Bricke
zeigt das H-Atom an C, (nicht abgebildet) in Richtung des
Betrachters; damit erhilt die a-Carboxygruppe eine ideale
Orientierung, um eine zweite Wasserstoffbriicke zu bil-
den.

Abb. 3. Vorgeschlagene Konformation von MTX in Losung. Offene Kreise
reprisentieren Kohlenstoffatome, schrafficrte Stickstoffatome, schwarze
Sauerstoffatome. Kleines Bild oben rechts: Aus CNDQ/S-Rechnungen er-
haltene Ubergangsmomente der beiden chromophoren Systeme.

Die Vorzeichen der drei Hauptbanden des CD-Spek-
trums lassen sich anhand der vorgeschlagenen Struktur be-
griinden (Abb. 3, oben rechts). Nach unseren Berechnun-
gen liegt die Richtung des Ubergangsmoments der 300-nm-
Bande (1) innerhalb des spitzen Winkels, der durch die
Ubergiinge bei 330 nm (2) und 280 nm (3) gebildet wird.
Fiir diese Ubergiinge resulticren, in der vorgegebenen ab-
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soluten Konformation, positive Rotationsstirken aus der
Wechselwirkung mit der 300-nm-Bande, wihrend fiir die
300-nm-Bande selbst negative Rotationsstirken erwartet
werden - in Einklang mit dem experimentellen CIDD-Spek-
trum. Quantitative Rechnungen, die die vorgeschlagene
Struktur genauer charakterisieren sollen, sind beabsich-
tigt.
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[(m5-CsMe,EQ)Rh(i,n*-P2),Rh(n°-CsMe,Et)l,
ein Sandwichkomplex mit P,-Rechteck**

Von Orto J. Scherer*, Magdalena Swarowsky und
Gotthelf Wolmershduser

Tripeldecker-Sandwichkomplexe mit einem cyclo-P,-
Mitteldeck sind fiir cyclo-P3!", cyclo-Ps und cyclo-Ps™ be-
kannt. Noch unbeantwortet!®! ist die Frage, in welcher
Form sich planares P, (Quadrat A, Rechtecke B oder C)
in derartigen Komplexen stabilisieren 1463t.

P P P p— — -P
1O I l lFlj

P—p p——FP P- - -

Eine Teilantwort gibt die Strukturaufklidrung des zwei-
kernigen Sandwichkomplexes 2b, den wir aus 1b und wei-
Bem Phosphor (P,) erhielten.

2[LRR(CO),} = 2o [LRh(P,)RhL]

1 2
a, L=(n"-CsMes); b, L=(n*-CsMc,Et)

2a,b bilden orange Kristalle, die an der Luft handhab-
bar sind und sich in n-Pentan miBig, in Dichlormethan
und Toluol sehr gut 16sen. Die 'H- und *'P{"H}-NMR-Da-
ten'™ von 2a,b unterscheiden sich kaum. Bemerkenswert
ist in beiden Fillen die kleine 'J(RhP)-Kopplung von ca.
27 Hz; diese GroBenordnung findet man auch bei 3! und
4a,b, die 1,3-Diphosphacyclobutadien als Ligand enthal-
ten’). Im Massenspektrum!™ von 2a,b ist jeweils der Mo-
lekiilpeak der intensitdtsstirkste; als P,-Bruchstiicke treten
P, und P, auf.

[*] Prof. Dr. O. J. Scherer, Dipl.-Chem. M. Swarowsky,
Dr. G. Wolmershiuser [']
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