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Abb. 3. Rontgenbeugungsdiagramm des Komplexes [L2-CuCljCl (K*).

ihnen nicht zugrunde. Sie weisen eine trigonal-bipyramidale Ko-
ordinationsgeometrie auf, lediglich die untersuchten Nickel-
komplexe sind oktaedrisch. Die Ubergangstemperaturen aller
Komplexe sind — bei Abwesenheit einer kristallinen Phase — fiir
Metallomesogene relativ niedrig. Die hexagonal-kolumnare
Phase scheint dann gebildet zu werden, wenn der gréBere Li-
gand L? oder das Zn"-Ion vorliegen. Erste Messungen ergaben,
dal3 auch die hier beschriebenen Nickelkomplexe paramagne-
tisch sind.

Experimentelles

LY: Tris(2-aminoethyl)amin wurde mit 3.4-Bis(decyloxy)benzoylchlorid umge-
setzt [14] und das Produkt zum Amin reduziert [3] (54% Ausbeute); IR (KBr):
¥=3302cm ™', 2925, 2855, 1606, 1589, 1512, 1467, 1380, 1264, 1231, 1134, 1044,
801,722; 'H-NMR (250 MHz, CDCl,): 6 = 6.85(s, 1 H, arom.), 6.65—-6.80 (m, 2H.
arom.). 3.95 (m, 4H, OCH,), 3.65 (s, 2H, ArCH,), 2.60 (m, 4H, CH,N), 1.75 (m,
4H, OCH,CH,), 1.10-1.60 (m, 28 H, Alkoxy-CH,), 0.85 (t, 6H, CH,); EI-MS
(70 eV): mjz (%): 1352 (11) [M *], 460 (100); Elementaranalyse (%): ber. fir
Ce-H,50N,O4 (1354.15 gmol™1): C 77.17, H 11.61, N 4.14, O 7.09; gef.: C 77.17,
H 11.55, N 4.08.

L?: Dieser Ligand wurde wie an anderer Stelle beschrieben [15] hergestellt.
K'-K®: Zu L' bzw. L? in EtOH wird bei 60 °C eine dquimolare Menge an Metall-
salz, geldst in EtOH, getropft. Nach 3 h Rihren bei 60 °C und Stehenlassen im
Kihischrank (12 h) wird filtriert, der Riickstand aus EtOH umkristallisiert und der
in Benzol aufgenommene Feststoff gefriergetrocknet. Zur Synthese von K® wurde
7u K* in Aceton bei 50 °C eine #quimolare Menge an NaSCN in Aceton gegeben.
Nach 30 min wurde heiB filtriert, wie beschrieben aufgearbeitet und aus Benzol
umkristallisiert. 85-92% Ausbeute.

Komplexe mit L' (exemplarisch: L!-ZnCl,): IR (KBr): 5 = 3193 cm ™", 2925, 2855,
1606, 1589, 1515, 1467, 1380, 1265, 1141, 1044, 812, 722; 'H-NMR (250 MHz,
CDCl,): 6 =7.05 (br., 1H, arom.), 6.95 (br.. 1H, arom.), 6.75 (d. 1H, arom.),
3.8-4.1 (m, 6H, OCH,, ArCH,N}), 2.5-2.8 (br., 4H, NCH,CH,N), 1.6-1.9 (m,
4H,O0CH,CH,),1.1-1.5(m, 28 H, Alkoxy-CH,), 0.9 (t, 3H, CH,;); Elementarana-
lysen (%): [L'-CoCI|Cl (K"): ber. fiir C4,H,sCl,CoN,O, (1483.99 gmol™!): C
70.42, H 10.60. N 3.78, C1 4.78, Co 3.97, O 6.47; gef.: C 70.25, H 10.60, N 3.94;
L' NiCl, (K?): ber. fiir Cg,H, ¢,C1,NiN,O, (1483.75 gmol ~ 1): C 70.43, H 10.60, N
3.78, C1 4,78, Ni 3.96, O 6.47: gef.: C 70.17. H 10.87, N 3.80; [L'- Ni(NO,),] (K*):
ber. fiir Cq,H,;x,NiNO,, (1536.85 gmol™'): C 67.99, H 10.23, N 5.47. Ni 3.82,
O 1249; gef.: C 68.05, H 10.11, N 537; [L'-CuCliCl. (K*): ber. fir
Cg,H 56CL,CuN,O, (1488.60 gmol ~*): C 70.20, H 10.56, N 3.76, C1 4.76, Cu 4.27,
O 6.45; gef.: C 69.69, H 10.95, N 4.28: [L'-Cu(NCS)}(SCN) (K*): ber. fiir
CyoH, 1,CuN,O,S, (1533.93 gmol ™ 1): € 69.68. H 10.25. N 5.48, Cu 4.14. S 4.18, 0
6.47; gef.: C 68.80, H 10.35, N 6.55, Cu 4.30, S4.10; [L'- Cu(NO,){NO,) (K®): ber.
fiir Cg;H,56CuN,O,, (154170 gmoi~"): C 67.78, H 10.20, N 5.45. Cu 4.25, O
12.45; gef.: C 67.64, H 10.05. N 5.45; L' ZnCl, (K”): ber. fiir Cy,H,:,C1,ZnN,O,
(1490.45 gmol™'): C 70.11, H 10.55, N 3.76, C14.76, Zn 4.39, O 6.44; gef.: C 68.95,
H 10.38, N 4.07.

Komplex mit L?: [L? CuCI|Cl (K®): IR (KBr): ¥ = 3304 cm ™!, 2924, 2855, 1635,
1602, 1581, 1508, 1468, 1392, 1270, 1131, 1040, 761, 722; Elementaranalyse (%):
ber. fiir C,goH,;,CLCUN 40,5 (3038.81 gmol~): C 71.15, H 10.35, N 4.61. CI
233, Cu 2.17. 0 9.48; gef.: C 70.42, H 10.47. N 4.35, C12.32, Cu 2.34.

Eingegangen am 13. Mérz 1996 [Z8922]

Stichworte: Dendrimere <+ Komplexe mit Stickstoffliganden -
Koordination + Mesophasen *+ Metallomesogene
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Untersuchung molekularer Erkennung durch
EPR-, ENDOR- und NMR-Spektroskopie **

Martin Jiger und Hartmut B. Stegmann*

Molekulare Erkennung wird die Komplexbildung zwischen
Modellrezeptoren und -substraten genannt!*!, Sie bildet die Ba-
sis natiirlicher Phdnomene wie Transport, Katalyse, Regulation
und hat daher ein auBergewohnliches Interesse an intermoleku-
laren Wechselwirkungen hervorgerufen. Bei derartigen Schliis-
sel-SchloB-Interaktionen handelt es sich um dynamische Syste-
me beziiglich des Bildungsgleichgewichts und der Konforma-
tionen aller Reaktionspartner. Daher haben wir uns entschlos-
sen, solche Systeme parallel mit kernmagnetischer (‘H-NMR;
250 MHz) sowie mit elektronparamagnetischer (EPR; 10 kMHz)
und Elektron-Kern-Doppel-Resonanzspektroskopie (ENDOR)
zu untersuchen. Die unterschiedliche Zeitauflésung der Metho-
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den bedingt komplementiren Informationsgewinn. Fiir diese
Untersuchungen geeignet erschien uns der bekannte Rezeptor A
(Schema 1), dessen funktionelle Gruppen einen schlofzylin-
derihnlichen Hohlraum mit spezifischer Affinitdt gegeniiber

A+1/2/3 A1/ A2/ A3
[Ox.] [Ox.]
A+ 1% 2% 3~ A1* A2*/ A3*

RcH,

ool mm i

A 1, R=C(H,), 3
2;R=Hp

Schema 1. Rezeptor(A)-Substrat(1/1*, 2/2%, 3/3*)-Beziehung und Wege der oxidati-
ven Radikalgenerierung; Nomenklatar der Sonden am Formelschema.

Purin- und Benzimidazolstrukturelementen bilden'*). Als po-
tentiell paramagnetischen Molekiilteil haben wir diese Hetero-
cyclen mit geeigneten Phenolbausteinen an einer die intermole-
kularen Wechselwirkungen nicht beeintrichtigenden Position
substituiert, so daB die resultierenden Verbindungen 1-3 als
Substrate erkannt werden kénnen. Die paramagnetischen Kom-
plexe A1*—A 3* kénnen durch monovalente Oxidation der Phe-
nole 1-3 erhalten werden (Schema 1).

Sowohl die Spektren der diamagnetischen als auch die der
paramagnetischen Assoziate sind konzentrations- und tempera-
turabhingig. Die Zahl der NMR-Absorptionen bleibt bei Varia-
tion dieser Parameter konstant — bei den gemessenen chemi-
schen Verschiebungen handelt es sich also um Mittelwerte.
Jedoch werden charakteristische!® #! Signalverschiebungen be-
obachtet, die bei den aromatischen Protonen am deutlichsten
ausgeprdgt sind. Beispiele dafiir liegen mit den in Abbildungen 1

0.2 T —— T y T Y - T
H;

0.1 Lm B

0 H\i\L I

Ad

~0.6 L

233 243 253 263 273 283 293 303 313 323
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Abb. 1. Chemische Verschiebungsdifferenz Ad von H,. H, 4. H, 5. H , H; in Ab-
hingigkeit von der Temperatur fir das Gleichgewicht A + 1=A1 in CDCl;.
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Abb. 2. Chemische Verschiebungsdifferenz Ad von Hy. H, 4, H, ;. H,. H; in Ab-
hiingigkeit von der Temperatur fiir das Gleichgewicht A + 2=A2 in CDCl,.

und 2 in Abhingigkeit von der MeBtemperatur gezeigten Ad-
Werten vor. Die Differenz der chemischen Verschiebungen von
komplexierter und freier Form, Ad = &, — 9y, €liminiert
die Temperaturabhangigkeit der freien Spezies, beinhaltet somit
nur noch auf Komplexierung zuriickzufiithrende Eigenschaften
und kann daher als Hinweis fiir die Existenz intermolekularer
Wechselwirkungen gewertet werden. Im einzelnen unterliegt Ad
den Einfliissen aus dem Komplexbildungsgleichgewicht, den
Komplexkonformationen sowie einem zusitzlichen Protonie-
rungsgleichgewicht, wie im folgenden diskutiert wird.

Im wesentlichen konvergieren die temperaturabhingigen
|AS |-Werte gegen Null, wie in den Abbildungen 1 und 2 gezeigt.
Ebenso 148t sich bei systematischer Variation des Konzentra-
tionsverhéltnisses der Komponenten und konstanter Tempera-
tur eine Anndherung der gemessenen chemischen Verschiebun-
gen an die der reinen Komponenten finden (lim g pn,m0Adp.
=0, limg. ;. oAS,m, =0). Somit wird das Vorliegen eines
gegeniiber der NMR-Zeitskala schnellen Gleichgewichts be-
statigt.

Die Protonen Hy, H, 5, H, 4 des Acridingeriists von A unter-
liegen bei Komplexierung dem Shielding-Effekt der Purin- und
der Benzimidazoleinheit und absorbieren daher bei hdherem
Feld. Dariiber hinaus ist auch das intramolekulare Protonen-
libertragungsgleichgewicht!™ zu beriicksichtigen, auf das weiter
unten eingegangen wird. Bei den Purinderivaten 1 und 2 wird
durch den ,,Griff der Carboxylzangen* die Elektronendichte im
Imidazolring verringert, woraus eine Tieffeldverschiebung der
H;-Signale resultiert. Die quantitative Untersuchung der Kon-
zentrationsabhéingigkeit des Substrats (NMR-Titration) er-
moglicht die Abschidtzung der Komplexbildungskonstanten.
Dazu haben wir als CIS-Werte!®! (CIS = complexation induced
shifts) fiir bei Raumtemperatur vollstindig gebundenes Sub-
strat die bei groftem experimentell zugdnglichem Rezeptor-
Substrat-Verhéltnis gefundenen chemischen Verschiebungen
angenommen, da eine numerische Approximation (Kurvenan-
passung ilber Non-linear-least-squares-Verfahren nach einem
Marquardt-Algorithmus) diese als Grenzwerte ausweist. Eine
Analyse der MeBdaten unter Verwendung eines Hill-Plots!”-8
liefert einen Hill-Koeffizienten von ny =1 und damit die Bestéiti-
gung der erwarteten Komplexbildung mit einem Rezeptor-Sub-
strat-Verhdltnis 1:1 sowie die Ermittlung folgender Asso-
ziationskonstanten: K, =t1x10°M~' fir A1 und K, =
3x 103 M~ ! fiir A2. Ein Vergleich mit Daten der unsubstituier-
ten heterocyclischen Basen!! zeigt, da3 der Benzylsubstituent
die molekulare Erkennung fast nicht beeinfluf3t.
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UV- und VIS- sowie Fluoreszenzmessungen belegen die Exi-
stenz des Gleichgewichts zwischen protoniertem und deproto-
niertem Acridingeriist. Das Fluoreszenzanregungsspektrum
zeigt eine deutlich bathochrome Verschiebung des S,-S,-Uber-
gangs {Bande bei 410-430 nm) der protonierten Form von A
gegeniiber demselben Ubergang der deprotonierten Spezies
(Bandenmaximum bei 390 nm). Das Emissionsspektrum (Anre-
gung bei 360 nm) ist ein Mischspektrum, das beide Formen
enthilt; KonzentrationsmeBreihen ergeben iiber die Anderung
der Anteile beider Formen, dal3 durch Zusatz von 1, 2 oder 3 die
Autoprotolyse des Rezeptors zuriickgedriangt wird. Im Gegen-
satz zu den 'H-NMR-Spektren sind die EPR- und ENDOR-
Spektren wegen der schnelleren Zeitskala dieser Methoden als
Uberlagerung getrennter Signale fiir Schliissel bzw. Schliissel-
SchloB-Komplex zu interpretieren. So zeigt z.B. Abbildung 3,

et

a)

! 5 MHz

Abb. 3. ENDOR-Spektren unterschiedlicher Konzentrationsverhiltnisse in CH,Cl,
bei T =243 K von 1* (a), [1*]:[A] = 1:1, [1*]:[A] = 1:2(c). Pfeil: Larmor-Fre-
quenz des freien Protons bei v =14.32 MHz.

daB im ENDOR-Spektrum von 1* durch Zusatz von A zunéchst
weitere Linien auftreten, die sich bei nochmaliger Erhéhung der
Rezeptorkonzentration zwar wieder auf die urspriinglichen sie-
ben abgebildeten, jedoch hinsichtlich ihrer Frequenz verdnder-
ten Absorptionen reduzieren.

Wir ordnen das Spektrum in Abbildung 3¢ dem Kom-
plex A1* zu; Abbildung 3b zeigt demnach ein Mischspektrum
von 1* und A1* Das Phenoxyl-Radikal 1* ist bei T = 243 K
durch die in Tabelle 1 wiedergegebenen Parameter charakteri-
siert. Zusatz des Rezeptors A bedingt eine Abnahme der -Pro-
tonenkopplung und eine Zunahme von ay,. Die Zuordnung der

Tabelle 1. EPR- und ENDOR-Daten von 1*, A1*, 2* A2* 3* aufgenommen in
CH,Cl,.

1* Al* 2% A2* 3

(T'=243K) (T=243K) (T=298K) (T=252K) (T'=1298K)

Uy, =695G 4y, =537G dal)=918GC a,,=1090G i =1180G
e = 832G

ay=181G ay=215G ay=2.04G an=1.25G

aP =181G &P =181G 4 =188G 4P =188G ap) =1.84G

af =0.49 a) =071 G

g = 2.00456 g = 2.00455 g =2.00458
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Kopplungskonstanten konnte zusitzlich durch General-Triple-
Experimente gesichert werden. Bei T = 203 K werden dariiber
hinaus neue Signale beobachtet, die im Frequenzbereich der
B-Protonenkopplung des Komplexes A 1* liegen, so dal3 wir sie
analog Lit.!** auf unterschiedliche Konformationen des
Schliissels im Schlof3 zuriickfiihren.

In Analogie 146t sich Abbildung4b als Mischspektrum
von freiem und komplexiertem 3* deuten. Das Signal des
Phenoxyls 3* kann mit den in Tabelle 1 angegebenen Daten
interpretiert werden. Durch Zugabe von A dndert sich die
Hyperfeinstruktur (HFS) (Abb. 4b). Offenbar findet eine Uber-

c)

b)

10G

Abb. 4. EPR-Spektren in CH,Cl, bei 7= 293 K von 3* (a), 3* + A(b), Differenz-
spektrum b — a(c).

lagerung der Signale mindestens zweier Spezies statt. Tatsdch-
lich liefert die Subtraktion des Spektrums des freien 3* die in
Abbildung 4c gezeigte Hyperfeinstruktur.

Dieses Spektrum ist nur zu verstehen, wenn eine Beeinflus-
sung der innermolekularen Beweglichkeit von 3* durch die
Komplexierung angenommen wird. Wihrend bei unkomple-
xiertem 3* diese Prozesse, die zur Aquivalenz der beiden S-Pro-
tonen fiihren, schnell genug sind, um eine Triplettstruktur zu
erzeugen, wird durch die Wechselwirkung mit dem Rezeptor A
das Signal bei gleicher Temperatur in den Koaleszenzbereich
verschoben.

Der Einflufl der Temperaturvariation auf die Dynamik des
Substrats bei konstantem Konzentrationsverhéltnis ist an Sy-
stem A2* in Abbildung 5 dargestellt. Wahrend das Signal von

3285 -~

Abb. 5. EPR-Spektren von 2* + A in CH,Cl, bei verschiedenen Temperaturen.
I = Intensitit (willkiirliche Einheiten).
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freiem 2* durch eine aus der Aquivalenz der f-Protonen resul-
tierende Triplettstruktur mit Intensitétsverhaltnis 1:2:1 (aff) =
9.18 G, weitere HF-Parameter in Tabelie 1) bei T = 293 K cha-
rakterisiert ist, schrinkt Rezeptorzusatz die Beweglichkeit von
2* schon bei Raumtemperatur ein, so daf} die drei auf die f-Pro-
tonenkopplungen zuriickzufihrenden Signalgruppen annd-
hernd gleiche Intensitit aufweisen. Mit abnehmender Tempera-
tur werden die mittleren HFS-Komponenten zunchmend
breiter, um nach dem Koaleszenzgebiet wieder an Intensitit zu
gewinnen. Aus Abbildung 5 lassen sich bet 7= 252K ay, =
10.90 G und ay, = 8.32 G (iibrige Daten in Tabelle 1) als fir
den Komplex A2* charakteristische Hyperfeinkopplungskon-
stanten entnehmen. Damit hat diese HFS jetzt Quartett-Cha-
rakter. Die fiir freies 2* gefundene f-Protonenkopplung
(aff) = 9.18 G) stellt also noch nicht den Mittelwert beider
B-Kopplungen von A2* dar. In Abwesenheit von A 1d3t sich
fiir 2* keine vergleichbare Temperaturabhdngigkeit finden, so
daB fir 2* die magnetische Indquivalenz der f-Protonen bei
T < 272K eine Konsequenz der Schliissel-Schlo3-Interaktion
1st.

Die quantitative Auswertung dieser Molekulardynamik von
A2* nach Arrhenius liber den experimentell zuginglichen Tem-
peraturbereich zwischen 252 K und 333 K unter Annahme eines
Two-jump-Mechanismus ergibt eine Aktivierungsenergie von
8.2 kcalmol ™! und k,4,=47 MHz.

Ein derartiger, in Abbildung 6 dargestellter Two-jump-Me-
chanismus als Interpretation des beobachteten Temperaturver-

RHN P NHR

Hy, H,

Abb. 6. Schematische Durstellung des Mechanismuos des Two-jump-Prozesses.
R = Purinyl, E: Ebene der aromatischen Einheit des Phenoxyls, P: p-Orbitaldar-
stellung senkrecht zu E.

haltens wird in der Literatur™ '® fiir analoge Systeme mit ter-
tidrem Stickstoffatom auf Hinderung der Rotation um die C,—
Cacoxn-Bindung sowie eine Stickstoffinversion zuriickgefiihrt,
wobel die Gréfe der gefundenen Aktivierungsenergie hier die
Inhibierung der Rotation als Erkldrung favorisiert. Aroxyle, die
mit einer sekundidren Aminogruppe am Methylenkohlen-
stoffatom substituiert sind, zeigen iiber den gesamten unter-
suchten Temperaturbereich Aquivalenz der 8-Protonen, so daB3
erst der Schliissel im Schlof3 eine hinreichend groBe Aktivie-
rungsenergie aufweist, die fiir die Beobachtung der Koaleszenz
unter den vorliegenden Bedingungen erforderlich ist.

Experimentelles

Der Rezeptor A ist bekannt {5]. T wurde durch Addition von Adenin an 3,5-Di-ters-
butylchinonmethid dargestellt [11]. 2 und 3 wurden durch Kondensation von 4-
Brommethyl-2.6.-di-terr-butylphenol mit Adenin bzw. 2-Aminobenzimidazol erhal-
ten {10]. Alle Verbindungen wurden mit den iblichen Methoden charakterisiert.

Die Aufnahme der "H-NMR-Spektren erfolgte in CDCI; mit einem Bruker-AC-
250-Spektrometer (250 MHz).

Die Radikale 1*, 2*. 3* wurden in CH,Cl, durch Oxidation der entsprechenden
Phenole mit PbO, generiert, wobei A vor oder nach der Radikalerzeugung zugesetzt
werden kann. Zur Entfernung des Sauerstoffs wurden die Proben mit Argon ge-
spiilt. Die Spektren wurden mit einem Bruker-ESP-300 E-Spektrometer, erginzt
durch eine Bruker-ER-810-ENDOR-Einheit. aufgezeichnet. Typische Instrumen-
tenparameter fir ENDOR-Untersuchungen waren: MW-Leistung 30 mW: RF-
Leistung 7 dB. 500 W: Modulation 70 kHz.
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DNA-Spaltung durch ein neungliedriges
maskiertes Endiin, ein Kedaricidin- und
C-1027-Chromophor-Analogon®*

Takashi Takahashi*, Hiroshi Tanaka, Haruo Yamada,
Takuyuki Matsumoto und Yukio Sugiura

Kedaricidin (KD)™ und C-1027"! gehdren zu einer neuen
Gruppe von Chromoproteinen mit Antitumor- und antibioti-
scher Wirkung. Sie bestehen aus einem 1:1-Komplex aus einer
Proteinkomponente (Apoprotein) und einem cytotoxischen
Chromophor, das keinen Proteincharakter hat. Das zentrale
Strukturelement der Chromophore, KD-Chr 1 und C-1027-Chr
2, ist ein neungliedriger Endiin-Ring. Die biologische Aktivitdt
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dieser Verbindungen beruht auf der ausgeprigten Fihigkeit,
DNA-Strangbriiche auszuldsen. Als Mechanismus der DNA-
Spaltung wird die Bildung von Diradikal-Molekiilspezies aus
dem stark gespannten neungliedrigen Endiin vorgeschlagen, die
Wasserstoffatome aus der Desoxyribose abstrahieren kon-
nen!'® 24 Tm Unterschied zu anderen Endiinen spaltet C-1027
auch in Abwesenheit von Thiolen oder Reduktionsmitteln
DNA mit hoher Aktivitét; dies ist ein wichtiger Hinweis fiir die
Verwendung der Verbindung als potentes Tumor-Chemothera-
peuticum,
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