Doppelbrechungsstudien zur
molekularen Erkennung bei der Kristallisation
langkettiger Diacylperoxide**

Von J. Michael McBride* und Steven B. Bertman

Viele neuere Arbeiten iiber molekulare Erkennung sind
durch das Studium biologischer Prozesse wie Enzymkata-
lyse und Antigen-Antikorper-Bindung angeregt worden.
Auch wenn im Vergleich zur Beschiftigung mit der biolo-
gischen Spezifitdt die mit einer alten Routinemethode wie
der Reinigung durch Umkristallisation auf den ersten
Blick einem anderen Zeitalter anzugehéren scheint, so ist
das ausgezeichnete Unterscheidungsvermédgen, mit dem
wachsende Kristalle Molekiile ihrer eigenen Art aus einer
verunreinigten Losung selektieren, dennoch nicht weniger
eindrucksvoll. Ahnlich wie aktive Zentren von Enzymen
akzeptieren die Wachstumszentren von Kristallen manch-
mal auch ,,Ersatzmolekiile® anstelle des eigentlichen Sub-
strats. Durch den Einbau solcher Ersatzmolekiile kann das
Wachstumszentrum desaktiviert werden oder eine feste
Ldsung entstehen; auch kénnen beide Phinomene gleich-
zeitig auftreten!'. Von derartigen Substitutionsstudien er-
hofft man sich grundlegende Erkenntnisse iiber nichtkova-
lente Wechselwirkungen, die Struktur des Wachstumszen-
trums sowie den Mechanismus des Kristallwachstums.

Lahav, Leiserowitz et al. haben gezeigt, daB ein Kristall
eine strukturell dhnliche Verunreinigung in unterschiedli-
chem MaBle an Gitterstellen einbaut, die symmetriever-
kniipft sind”. Diese Unterscheidung beruht darauf, daB
viele Aspekte der Kristallstruktur durch die Wachstumski-
netik und nicht durch die Thermodynamik bestimmt wer-
den und das Wachstum an der Kristalloberfliche stattfin-
det, wo die Symmetrie niedriger ist als im Kristallinneren.
Wachstumszentren auf verschiedenen Kristallflichen miis-
sen sich zumindest in ihrer Orientierung unterscheiden.
Vaida et al. haben einen verunreinigten Einkristall in Seg-
mente unterteilt, von denen jedes durch Wachstum an ei-
ner anderen Kristallfliche entstanden wart?. Réntgenbeu-
gungsexperimente ergaben, daB jedes dieser Segmente eine
charakteristische Verteilung der Verunreinigungsmolekiile
enthielt, welche die lokale Symmetrie der reinen Wirtver-
bindung herabsetzte.

Bei der Anwendung dieser Rontgenbeugungsexperi-
mente auf Fettsdure-Diacylperoxide fanden wir ein sicht-
bares Phinomen, mit dem man halbquantitative Aussagen
tiber diese Art der molekularen Erkennung erhalten kann
und das die Rontgenbeugungsanalyse vereinfacht. Das
Phdnomen wird polarisationsmikroskopisch beobachtet;
bei dieser lange bekannten Technik betrachtet man den
Kristall und eine doppelbrechende Platte zwischen ge-
kreuzten Polarisationsfiltern™.

Tritt Licht einer bestimmten Frequenz durch ein Medi-
um, so hingen seine Geschwindigkeit und seine Wellen-
linge vom Brechungsindex, das heiit von der elektrischen
Polarisierbarkeit senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des
Lichts, ab. In den meisten Kristallen ist die elektrische Po-
larisierbarkeit richtungsabhingig, so daB die Wellenlidngen
fiir Licht unterschiedlicher optischer Polarisation verschie-
den sind. Tritt in solche Kristalle ein Lichtstrahl ein, des-
sen Polarisationsebene die Richtung des maximalen und
des minimalen Brechungsindexes gerade halbiert, so brei-
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tet sich dieser Lichtstrahl in Form von zwei Wellen glei-
cher Amplitude, aber unterschiedlicher Wellenlinge aus.
Wenn sich die Wellen beim Austritt aus dem Kristall wie-
der vereinigen, so beeinfluf3t ihre relative Phasenverschie-
bung die Polarisation. Entspricht diese Phasenverschie-
bung einem ganzzahligen Vielfachen der Wellenldnge, so
hat das austretende Licht dieselbe Polarisationsebene wie
der eintretende Strahl und wird durch einen senkrecht
dazu stehenden Analysator vollstindig geloscht. Bei ande-
ren relativen Phasenverschiebungen werden unterschiedli-
che Mengen an Licht durchgelassen, und zwar am meisten
bei einer Phasenverschiebung um eine halbe Wellenlinge.
Somit hiangt es von der Wellenldnge ab, wieviel Licht zum
Betrachter gelangt.

In Kristallen bestimmter Dicke und Doppelbrechung
fithrt die unterschiedliche Ubertragung von Licht verschie-
dener Frequenz dazu, daB weiBles Licht in Licht einer
Farbe des Newtonschen Interferenzspektrums umgewan-
delt wird". Phasenverschiebungen (Kristalldicke multipli-
ziert mit der Brechungsindexdifferenz) von 250-2000 nm
ergeben charakteristische sichtbare Farben, wobei das
Auge auf kleine Verdnderungen besonders empfindlich im
Bereich des ,sensitiven Violetts“ (575 nm) reagiert. Pha-
senverschiebungen unter 250 nm ergeben undeutliche
Grautdéne. Solche Phasenverschiebungen kénnen durch
Einbringen eines doppelbrechenden , Violett“-Filters in
den Strahlengang ausgeschaltet werden, das die kleinen
Phasenverschiebungen des Kristalls in den blauen oder
gelben Bereich verschiebt, in Abhingigkeit davon, ob der
groBere Brechungsindex des Kristalls parallel oder senk-
recht zu dem des Filters verlduft. Auf diese Weise zeigt das
Filter also auch die Richtungen maximaler und minimaler
Polarisierbarkeit im Kristall an.

Um den Nutzen dieser Technik fiir Untersuchungen zur
molekularen Erkennung zu verdeutlichen, beschreiben wir
zwei Fille, bei denen sich an den Enden einer symmetri-
schen langen Kette ein Bromatom und eine Methylgrup-
pe befinden, die beide dhnlich groB sind'®. Wir haben
Kristalle des reinen 11-Bromundecanoyl-lauroylperoxids

Abb. 1. Stereobild von funf aufeinanderfolgenden Schichten des Br- - Br-Kri-
stalls. Jede Schicht ist als 10 x 10-Block aus paratlelen Molekiilen dargestellt,
wobei die Eckmolekiile hervorgehoben sind. Die Kanten der Blocke haben
die Indices [100] und {010]. Folgendes ist zu beachten: die Neigung der Mo-
lekiile in Richtung der vertikalen vierzéihligen Achse, [001]; die Drehung um
90° von Schicht zu Schicht; die Ausbuchtungen und Vertiefungen in den Sei-
tenflichen. Der Br- - CH;-Kristall hat die gleiche Struktur mit Ausnahme da-
von, daB sich in den geschwirzten Zonen Methylreste anstelle von Bromato-
men gegeniiberstehen.

(Br--CH,)!® untersucht sowie solche, in denen Br.-CHj,
als 15proz. Verunreinigung in einem Wirtkristall von
Bis(11-bromundecanoyl)peroxid (Bt- - Br)” vorliegt.

Im Wirtkristall bilden parallel zueinander angeordnete
Br- - Br-Molekiile monomolekulare Schichten von 21 A
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Dicke, in denen die Bromatome auf den beiden Oberfli-
chen angeordnet sind (Abb. 1)®. Die Schichten sind so ge-
stapelt, da Bromatome an Bromatome stoBen, wobei jede
Schicht in Stapelrichtung entlang einer vierzihligen
Schraubenachse um 90° versetzt ist, so daf} sich die Raum-
gruppe P4;2,2 ergibt®®l. Reine Br--CH;-Molekiile bilden
isomorphe Kristalle aus monomolekularen Schichten, in
denen die Bromatome die eine und die Methylgruppen die
andere Oberfliche bilden. Dadurch wird die vierzihlige
Schraubenachse in eine zweizdhlige umgewandelt, und
die Kristallsymmetrie verringert sich zur Raumgruppe
P2,2,2". Die Schichten sind so gestapelt, daB abwech-
selnd Br/Br- und CH;/CH,-Oberflichen aneinandergren-
zen, was man aus der Bedingung fiir 00/-Reflexionen
(I=2n) ersehen kann. Die herabgesetzte Symmetrie veran-
schaulicht, dal der wachsende Kristall zwischen Brom-
und Methylresten unterscheidet, 146t aber nicht erkennen,
wie oft dabei Fehler gemacht werden. Leider erméglichten
die Rontgenbeugungsdaten der Br--CHj-Kristalle nicht
die Bestimmung der Gitterpositionen.

Eine Mikrophotographie mit gekreuzten Polarisations-
filtern (Abb. 2b) zeigt, daB der Br- - CH,-Kristall innerhalb
der Schichtebene verschiedene Polarisierbarkeiten auf-
weist, wie man es fiir abwechselnde Grenzflichen von
Bromatomen und Methylgruppen, aber nicht fiir eine Zu-
fallsverteilung von Bromatomen und Methylgruppen er-
wartet'?). Weitaus interessanter ist Abbildung 2c unter
Verwendung des Violett-Filters. Ein Ende des Kristalls er-
hoht die relative Phasenverschiebung des Filters in den
blauen Bereich, wihrend das andere Ende sie in den gel-
ben Bereich herabsetzt. Daraus geht hervor, daB3 die Struk-
turen dieser beiden Doménen zueinander um 90° gedreht
sind. Die beiden Domainen sto3en an einer scharfen, aber
unregetmiBigen Grenze aneinander.

Wir glauben, daB an der Grenze zwischen den Doménen
die iibliche Molekiilorientierung (Br/Br, CH;/CH;) umge-
kehrt ist. Da die langkettigen Molekiile schrig in den
Schichten angeordnet sind, sollte eine einzelne Schicht
keine Molekiile tolerieren, die zur Schichtnormalen um
90° gedreht sind. Dreht man die Sidulen von Br--CH;-
Schichten (sieche Abb. 1) im Uhrzeigersinn um 90° um die
Stapelachse, so wiirde man eine Sdule erhalten, die auf der
linken Riickseite zwischen der zweiten und dritten Schicht
eine Ausbuchtung und zwischen der vierten und fiinften
Schicht eine Vertiefung hat. Diese gedrehte Sidule pafit
nicht mit der rechten Vorderseite der urspriinglichen Siule
zusammen, die eine Vertiefung zwischen der dritten und
vierten Schicht und Ausbuchtungen am oberen Ende der
fiinften sowie zwischen der ersten und zweiten Schicht auf-
weist. Damit Ausbuchtungen und Vertiefungen ineinander
passen, muf3 die gedrehte Sdule um eine Schicht angeho-
ben werden, so dafB3 sich an der Grenze Bromatome und
Methylgruppen gegeniiberstehen. Derselbe Effekt lieBe
sich durch Gegeniiberstellung von Bromatomen und Me-
thylgruppen innerhalb der urspriinglichen Saule erzielen,
d.h. durch Umkehr jedes einzelnen Molekiils. Aus der
GroBe der Dominen ist ein hohes MaB an Orientierungs-
korrelation innerhalb der Schichten zu ersehen. Die
scharfe Farbgrenze weist auf eine starke Korrelation zwi-
schen den Schichten einer Doméne hin; unterschiedliche
Grenzflichen in den verschiedenen Schichten sollten im
Ubergangsbereich zu einer Vielzahl von Farben fithren.

Jede Kristalldomine enthilt einige kleine Inseln entge-
gengesetzter Orientierung (Abb. 2d). Einige dieser Inseln
zeigen dieselbe blaue und gelbe Farbe wie die groBien Do-
minen, andere ergeben dagegen keine Doppelbrechung,
sondern erscheinen violett. Die violetten Inseln konnen
entweder durch Zufallsverteilung entstehen oder durch
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Uberlagerung von Schichten gleicher Dicke, aber entge-
gengesetzter Orientierung. Folgendes Experiment zeigte,
daB letzteres Phinomen in Br--CH,-Kristallen auftreten
kann: Mit Hilfe eines Klebestreifens wurde die obere der
Kristallschichten abgehoben. Die darunterliegende Schicht
zeigte eine einheitliche Doppelbrechung auch fiir die Be-
reiche, die zuvor violett erschienen. Es ist vermutlich kein
Zufall, daB die beiden einander kompensierenden Schich-
ten von gleicher Dicke sind, denn solche violett erschei-
nenden Bereiche sind in vielen Kristallen beobachtet wor-
den. Wir nehmen an, daB Kristalle ausgehend von einer
diinnen Platte mit gleicher Geschwindigkeit in entgegenge-
setzte Richtungen wachsen und dafl in den violetten Re-
gionen das Wachstum in eine Richtung mit invertierten
Schichten erfolgt. An der Grenze zwischen den gelb und
blau erscheinenden Dominen tritt eine sehr schmale vio-
lette Zone auf (siche Abb. 2d), welche - dhnlich den violet-
ten Inseln in Abbildung 2c - in Abbildung 2b dunkel er-
scheint.

Abb. 2. Ansicht eines Br: - CH;-Kristalls (Grofie 3.6 x 1.6 x ca. 0.04 mm) ent-
lang der [001]-Achse senkrecht zu den Molekiilschichten. Die Polarisations-
maxima, [100] und [010], verlaufen in einem 45°-Winkel zur Vertikalen. a) In
unpolarisiertem Licht, b) zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern in vertika-
ler und horizontaler Ausrichtung, c) zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern
mit Violett-Filter (Achse um 45° gegen den Uhrzeigersinn zur Vertikalen ge-
dreht), d) zweifache VergréBerung von c). Auffillig sind: spiralfrmige Ter-
rassen um die Mitte bei a), kleine blaue und gelbe Inseln bei d), violette
Linien und Inseln bei c) und d), die bei b) schwarz erscheinen.

Da reines Br- - Br mit einer vierzihligen Schraubenachse
senkrecht zu den Schichten kristallisiert, zeigen diese Kri-
stalle in alle Richtungen senkrecht zur vierzihligen Achse
gleiche Polarisierbarkeit. Strahlt man in solche Kristalle
Licht in Richtung der vierzdhligen Achse ein, so tritt keine
Doppelbrechung auf, d.h. die lineare Polarisierung des
Lichts bleibt erhalten, und die Kristalle erscheinen zwi-
schen gekreuzten Polarisationsfiltern dunkel"'. Br--Br-
Kristalle, die 15% Br--CH, enthalten, sind - wie Abbil-
dung 3b zeigt - doppelbrechend. Bringt man das Violett-
Filter in den Strahlengang, so ergeben sich vier durch die
Diagonalen auf der quadratischen Platte getrennte Sekto-
ren, die abwechselnd blau und gelb erscheinen (Abb. 3c).
Dreht man das Filter (oder den Kristall) um 90°, so tau-
schen die Farben erwartungsgemi8 aus. Daraus geht her-
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vor, dal die aneinandergrenzenden Sektoren zueinander
iquivalent sind, ihre Polarisierbarkeits-Tensoren aber zu-
einander um 90° gedreht sind.

Abb. 3. Ansicht eines Br--Br-Kristalls mit 15% Br--CH; (GroBe
2.0 x 2.0 x 0.08 mm}) betrachtet entlang [001]. Der Kristall ist so ausgerichtet,
daB zwischen den gekreuzten Polarisationsfiltern eine maximale Menge an
Licht durchgelassen wird. Die Kristallkanten liegen in der Nihe von [100]
und [010]. a)-c) entsprechen a)-c) in Abb. 2, d) wie c¢), aber das Violett-Filter
um 45° im Uhrzeigersinn zur Vertikalen gedreht. Auffillig sind ein Anstieg
der Doppelbrechung vom Mittelpunkt zum Rand (b-d), die leichte Wellen-
form der Sektorgrenzen (c, d) und der Farbwechsel zwischen ¢) und d).

Die Doppelbrechung in den einzelnen Sektoren wird
durch unsymmetrischen Einbau von Br--CHs;-Molekiilen
verursacht?. Die Wachstumszentren, die diesen selekti-
ven Einbau bestimmen, sind - entsprechend den dufleren
Kanten des Kristalls - von Sektor zu Sektor um jeweils 90°
gedreht. Die lokale Doppelbrechung eines Wirtkristalls, der
eine geringe Menge einer Verunreinigung enthdlt, liefert so-
mit einen permanenten optischen Nachweis fiir die Orientie-
rung seiner Wachstumszentren'®, Der Br- - Br-Kristall von
Abbildung 3 hat seinen Keimpunkt eindeutig an der Stelle,
an der sich die Sektoren treffen, und der Kristall ist von
dort in beide Richtungen entlang der a- und b-Achsen des
tetragonalen Gitters gewachsen.

Wir haben viele Kristalle von X--Y-Verbindungen so-
wohl in reiner Form als auch in Form von Mischkristallen
untersucht. Bei einigen Kombinationen ist die molekulare
Erkennung, mit der wihrend des Kristallwachstums X von
Y unterschieden wird, sehr ausgeprigt, in anderen Fillen
ist sie dagegen nur schwach. Die Doppelbrechungsmuster
sind sehr unterschiedlich und liefern viele Informationen
iiber das Wachstumsstadium des Kristalls. Fiir ein umfas-
sendes Verstindnis der Selektivitdt der Wachstumszentren
sind griindliche Réntgenbeugungsexperimente wie die von
Vaida et al.” notwendig. Die optische Mikroskopie ist da-
gegen viel einfacher und empfindlicher zum Studium be-
stimmter Phanomene, z. B. der multiplen Keimbildung und
der Keimbildung auBerhalb des Zentrums, sowie fiir die
Bestimmung der Wachstumsrichtung. Die optische Mikro-
skopie wird zur vergleichenden Betrachtung vieler ver-
schiedener Kristalle, zur Katalogisierung ihres Wachs-
tumsmusters und zur Identifizierung von Doménen, die fiir
Rontgenbeugungsexperimente interessant sind, unerldf3-
lich sein!™.
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Totalsynthese des
Antitumor-Antibioticuams WF-3161**

Von Ulrich Schmidrt*, Ulrich Beutler und
Albrecht Lieberknecht

Uber die Tsolierung, biologische Aktivitit und Struktur-
aufkldrung von WF-3161 1 wurde 1983 berichtet’.. Die
Konfiguration der Aminosduren und die Konformation
des Cyclopeptids in Loésung haben Rich et al. bestimmt!,
Der Wirkstoff 1 gehort zur Gruppe der biologisch hoch
aktiven Cyclotetrapeptide Chlamydocin® 2, HC-Toxine
I 3, 1™ 4, 1119 5, Cyl-1" 6 und Cyl-2¥® 7, die als cha-
rakteristischen Baustein (25,95)-2-Amino-9,10-epoxy-8-
oxodecansiure (Aoe) und eine (R)-Aminosiure enthalten.
3-7 sind Phytotoxine, 1 und 2 gehéren zu den in vitro
stirksten Cytostatica, wobei WF-3161 1 die biologisch ak-
tivere Verbindung ist. Seine hohe cancerostatische Aktivi-
tat und die Schwierigkeit des Aufbaus der (S)-Pip-(S,S)-
Aoe-Sequenz haben uns zur Synthese stimuliert (Pip = Pi-
peridin-2-carbonsiure).
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