ZUSCHRIFTEN

Mit DMEM (unter Zusatz von 10% FKS) wurde ein ED.,,-
Wert von 3.6 uM fiir 11 ermittelt. Eine dhnliche toxische Wir-
kung auf die Tumorzellen (ED;, = 3.3 pum) tritt auch bei geziel-
ter Zugabe von 0.2 U/mL p-p-Galactosidase zum seco-CI-
Galactosid 11 im Inkubationsmedium DMEM auf, da 11 in
beiden Medien schnell unter Freisetzung von 3 gespalten wird.

Das cytotoxisch hochwirksame seco-CI-Derivat 3 des Anti-
bioticums CC-1065 1 kann durch Uberfithrung in O-Glycoside
effektiv detoxifiziert werden; durch enzymatische Spaltung der
Glycoside kann die Cytotoxizitit wieder generiert werden. In-
vivo-Experimente mit den Prodrugs unter Verwendung der
Konjugate aus Glycohydrolasen und monoklonalen Antikor-
pern sind Gegenstand unserer aktuellen Arbeiten.

Experimentelles

Adhirent wachsende Zellen einer humanen Tumorzellinie wurden in den Konzen-
trationen 10, 10%, 10* und 10° Zellen/Kavitit in Triplikaten in 6-Multiwellplatten
ausgesit und mit frisch verdiinnter Priifsubstanz in unterschiedlichen Konzentratio-
nen inkubiert. Als Lésungsvermittier diente DMSO (Endkonzentration 0.2%).
Nach einer Expositionsdauer von 24h wurde die Priifsubstanz entfernt, und die
Zellen wurden mit frischem Kulturmedium versehen. Nach 12d Kultivierung bei
37°C und 7.5% CO; in Luft wurde das Medium abgesaugt; die Klone wurden
getrocknet, anschlieBend mit Lofflers Methylenblau angefirbt und makroskopisch
ausgezahlt. Die relative Klonbildungsrate wurde nach folgender Formel bestimmt:
relative Klonbildungsrate [%] = (Zahl der Klone nach Exposition)/(Zahl der Klone
in der Kontrolle} x 100.

Die Zellen fiir die Toxizitétstests wurden in Stamimkulturen bei 37 °C und 7.5% CO,
in Luft in DMEM (Biochrom) kuttiviert, das mit 4 mm L-Glutamin (Gibco), 44 mm
NaHCO, (Biochrom) und 10% fetalem Kilberserum FKS (inaktiviert durch Hitze,
30 min bei 56 °C, Gibco) supplementiert war. Wihrend der Exposition der Zellen
mit den Priifsubstanzen wurden unterschiedliche Inkubationsmedien eingesetzt.
Das Grundmedium DMEM enthielt entweder (a) 4 mM L-Glutamin und 44 mm
NaHCO, oder (b) zusitzlich 10% BMS (Biochrom) oder (c) zusitzlich 10% FKS
oder (d) zusitzlich 0.2 U/mL §-p-Galactosidase (G 5635 Sigma).
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Molekulare Redoxschaltungen durch
Ligandenaustausch**

Christophe Canevet, Jaqueline Libman und
Abraham Shanzer*

Das wachsende Interesse an Technologien, die auf molekula-
ren Vorgingen beruhen ', regt derzeit die intensive Erforschung
von funktionalen Molekiilen an, wozu molekulare Drihte!?:3),
Dioden!* 3!, Lichtumwandler!®! und Schalter!” !4 zihlen.
Kiirzlich wurden einige molekulare Schalter vorgestellt, die auf
duBere Impulse wie Photonen, Protonen oder Elektronen rea-
gieren. Beispiele sind photochrome Stoffe, die reversible, lichtin-
duzierte Cyclisierungen eingehen™ '), Rotaxane, bei denen
Makrocyclen auf einem stabférmigen Molekil hin- und her-
wandern!'?!, Catenate, bei denen Redoxprozesse eines Gastions
Schwingbewegungen der beiden Ringe relativ zueinander aus-
16sen!* 3! und dreistringige Helices, bei denen eine elektronen-
induzierte Wanderung eines Eisenatoms von einem Hohlraum
in den Nachbarhohlraum auftritt!*4!. Hier stellen wir einen neu-
artigen Redoxschalter vor, der zwei Zustinde einnehmen kann,
zwischen denen durch Ligandenaustauschprozesse hin- und her-
geschaltet wird. Kernstiick dieses Schalters ist ein Molekiil, das
zwei Sitze von ionenbindenden Gruppen aufweist: einen Satz
harte und einen weiche Tonen bindende Gruppen. Diese sind an
einem Calix[4]arenring™*! alternierend angeordnet, so daf sie
entweder einen Innenraum bilden, in dem harte lonen gebunden
werden oder einen, der weiche lonen komplexiert. Es kann je-
weils nur ein Innenraum gleichzeitig existieren. Calix[4]aren
wurde als Anker gewahlt, da es beide Sétze der ionenbindenden
Gruppen auf dieselbe Seite des Ringes dirigiert, was es beiden
ermoglicht, sich durch eine Drehbewegung einander zu nihern.
Nach Beladen mit Fe™-Ionen treten die beiden harte Tonen bin-
denden Gruppen, Hydroxamate, zusammen, um das harte Me-
tallion zu koordinieren, wahrend die weichen Gruppen sich von-
etnander entfernen.
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Wird das Metallion reduziert, so lagert sich der Ligand um,
und das Fe'“Ton wird von den weiche Tonen koordinierenden
Pyridylgruppen komplexiert (Abb. 1), wihrend die Hydroxa-
matgruppen auseinandergehen. Durch eine nachfolgende
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Redoxschalters. X = Molekiile der Puffer-
16sung.

Oxidation wird dieser Vorgang umgekehrt. Definierte Unter-
schiede in den Spektren der reduzierten und der oxidierten Ver-
bindung ermdglichen ein einfaches Verfolgen dieses Schaltpro-
zesses in Echtzeit: Die Losung verfirbt sich bei der Reduktion
von orange nach rosa.

Die aus den gemischten Liganden zusammengesetzten Ver-
bindungen 3 und 5 sowie die Referenzverbindungen 1, 2 und 4
wurden aus Calix[4]aren nach der in Abbildung 2 gezeigten Se-
quenz hergestellt. Die Strukturen der Verbindungen wurden
mittels *H-NMR- und FTIR-Spektroskopie sowie durch FAB-
Massenspektrometrie bestimmt, wobei die grollen Verschie-
bungsdifferenzen zwischen den Signalen der Ankermethylen-
briickenprotonen ™ (AS(Ar-CH ,H,-Ar) = 0.88, 0.96,0.72, 1.02
und 1.10 fiir 1, 2, 3, 4 bzw. 8) das Vorliegen von cone-Konforma-
tionen bestédtigen.

Nach Zugabe von FeCl; zu einer gepufferten Losung von 3
bildete sich, wie am Absorptionsmaximum des UV/Vis-Spek-
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trums zu erkennen war, der Bishydroxamatkomplex Fe'-3
(Aar(8) = 464 nm (1900))16). Wurde danach Ascorbinsdure zu-
gegeben, entstanden neue, bathochrom verschobene Maxima
(2rar(€) = 494 nm (3000), 526 nm (3000)), die fiir den Fe"-Bipy-
ridyl-Komplex Fe"-3 charakteristisch sind''”), Die Zugabe von
Ammoniumpersulfat kehrte diesen ProzeB um (Abb. 3). Durch
Vergleich mit Spektren des Fe''-3-Komplexes, der durch Reak-
tion von 3 mit FeCl, unter Argon hergestellt worden war, lieB
sich nachweisen, daB nach der Reduktion tatsichlich Fe"'-3 vor-
lag. Eine unabhédngige Charakterisierung jedes Schaltzustandes,
Fe'-3 und Fe!-3, wurde FAB-massenspektrometrisch vorge-
nommen; danach liegen Calixaren-Eisen-Komplexe in einem
Verhiltnis von 1:1 ohne Verunreinigung durch héhere Oligome-
re vor (siche Experimentelles). Weiterhin wurde die Stabilitat
von 3 gegeniiber den durchgefiihrten Reduktionen und Oxida-
tionen diinnschichtchromatographisch nachgewiesen.

Diese Redoxprozesse verlaufen hochstwahrscheinlich intra-
molekular, denn die fiir die Reduktionen ermittelte Halbwerts-
zeit (t,,, = 30 min) ist kiirzer als die fiir die Komplexierung von
solvatisierten Fe'-Jonen durch 3 (7,,, > 2 h)!"®]. Die Koordina-
tionschemie von Eisenionen macht es plausibel, daB jeder einzel-
ne Satz der bindenden Gruppen des Calixarens das Gastion in
einer cisoiden, quadratisch-planaren Anordnung umgibt; diese
Einheit wird durch zwei Molekiile der Pufferlésung zu einer
oktaedrischen Geometrie vervollstindigt (Abb. 1). Die Redox-
prozesse des Gastions sind somit von einer Umlagerung beglei-
tet, bei der die beiden Sitze der bindenden Ketten die Positionen
tauschen.

Das 3 stark dhnliche Calix[4]aren 5, an das die Bipyridylreste
mit den 6- statt mit den 5-Positionen gekniipft waren, bildete
dagegen keine wohldefinierten Fe-5-Hydroxamat- und Fe'-5-
Bipyridyl-Komplexe. 5 gab gemischte Ligandenkomplexe, wie
den Absorptionsspektren der Fe™-5- und Fe™-5-Komplexe ent-
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Abb. 2. Syntheseschema fiir die Herstellung der Verbindungen 1~5. Einzelheiten siehe Experimentelles.
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Abb. 3. UV- (oben) und Vis-Spektren (unten) 0.27 mm Lésungen von Fe'™-3 (ge-
strichelte Linie) und Fe''-3 (Strichpunkte); Veriinderungen des Vis-Spektrums (un-
ten) von Fe™-3 nach Behandeln mit Ascorbinsiure in verschiedenen Zeitintervallen
(durgezogene Linien), und abschlieflende Vis- (unten) und UV- (oben) Spektren
unmittelbar nach dem Behandeln mit Ammoniumpersulfat (gepunkitete Linie).
A = Absorption.

nommen werden konnte, und versagte somit als Schalter. Das
unterschiedliche Verhalten der Verbindungen 5 und 3 148t sich
mit Hilfe von Molekillmodellen leicht verstehen. In 5 liegen die
beiden Ligandengruppen in derselben imaginiren Ebene ober-
halb des Calixarenrings, weshalb sie die Gastionen simultan
einschlieBen koénnen. In 3 befinden sie sich in verschiedenen
Ebenen, welches eine simultane Bindung verhindert. Der am-
phiphile Charakter dieses Schalters 148t ihn fiir das Einbringen
in Luft/Wasser- oder Lipid/Wasser-Grenzflichen als besonders
geeignet erscheinen!!®). Dies wird zur Zeit ebenso untersucht
wie die Moglichkeit, die Orientierung solcher organisierten An-
ordnungen durch gezielte Konformationsinderungen innerhalb
solcher Schalter umzukehren.

Experimentelles

I: Zu einer Losung von Tetra-zert-butylcalix{4Jaren [15] (0.25 g, 0.38 mmol) in was-
serfreiem DMSO (10 mL) wurde BrCH,CON(OBn)Me (0.40 g, 1.5 mmol) und was-
serfreies Kaliumcarbonat (0.25 g, 1.8 mmol) gegeben, und das Reaktionsgemisch
wurde zwel Tage bei Raumtemperatur gerithrt. Zugabe der Losung zu 10proz.
wiliriger HC1 (40 mL), Filtration des Prizipitats, zweimaliges Waschen mit Wasser
und chromatographische Reinigung lieferten geschiitztes disubstituiertes 1 (0.15 g,
40% Ausbeute). Dieses wurde bei Atmosphirendruck in Gegenwart von Pd/C hy-
driert und gab 1. Schmp. 208—-213°C; '"H-NMR (400 MHz, CDCl,, 25°C, TMS):
8 =703, 693 (je s, je 4H, ArH), 4.82 (s, 4H, CH,), 4.26, 3.38 (je d. je 4H,
Ar-CH,Hg-Ar, Ad = 0.88, J, 5 =13 Hz),3.40(s, 6 H, CH;), 1.25,1.06 (je s.je 18H,
(Bu); IR(CDCL,): ¥ =1657 cm™* (C=0); FAB-MS: m/z 845.4 [(M + Na)*].
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2: Zu ciner Losung von Tetra-tert-butylcalix[4]aren [15} (0.50 g, 0.77 mmo}) in was-
serfreiem DMF (20 mL) wurde 5-Brommethyl-2,2'-bipyridin [20] (1.0 g, 4.0 mmol)
und wasserfreies Kaliumcarbonat (0.5 g, 3.6 mmol) gegeben, und das Reaktionsge-
misch warde 20 h bei 70 °C geriihrt, anschlieBend gekiihlt, in Wasser (100 mL)
gegeben und das Prazipitat abfiltriert und gesammelt. Eine chromatographische
Reinigung lieferte reines 2. Schmp. 161-163°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl,,
25°C, TMS): 6 = 8.88, 8.60, 8.47, 8.39, 8.18,7.71, 7.27-7.13 (d, md, dd, td. dd, dt,
bzw. m, je 2H, PyH), 7.13 (s, 2H, OH), 7.05, 6.81 (je s, je 4H, ArH), 5.18 (s, 4H,
CH,), 4.24,3.28 (je d.je 4H, Ar-CH,Hy-Ar, Ad = 0.96, J,, =13 Hz), 1.29, 0.96 (je
s, je 18H, (Bu); FAB-MS: m/z 985.7 (M + H)*].

3: Das Bisbipyridin 2 (0.21 g, 0.21 mmol) wurde in wasserfreiem THF (20 mL}) mit
BrCH,CON(OTHP)Me (0.84 g, 3.3 mmol), Kaliumiodid (0.31 g, 1.9 mmol) und
Natriumhydrid (37 mg, 1.2 mmol) versetzt und 14 h unter RiickfluB erhitzt. Das
Produkt wurde abfiltriert und chromatographisch gereinigt, wobei 70 mg (25%
Ausbeute) geschiitztes 3 erhalten wurde. Deblockierung dieser Verbindung durch
Behandeln mit TFA, Neutralisation mit Diethylaminomethylpolystyrol und chro-
matographische Reinigung gaben 3 in 20% Ausbeute. Schmp. 213-215C; 'H-
NMR (400 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): § = 8.68, 8.65, 8.26, 8.12, 7.91, 7.79, 7.41
(d.s,d.d,t,d, m, je 2H, PyH), 7.05, 6.97 (je s, je 4H, ArH), 5.22, 4.49 (je s, je 4 H,
CH,), 3.83, 3.11 (je d, je 4H, Ar-CH,Hy-Ar, A8 = 0.72, J,; =12 Hz), 3.73 (s, 6 H,
CH,), 1.14,1.07 (je s, je 18 H, rBu); IR(CDCl,): ¥ = 1653 cm~ ! (C=0); FAB-MS:
mfz 1181.7 [(M + Na)*].

4: In einem zur Herstellung von 2 analogen Verfahren wurde Tetra-ferz-butylca-
lix{4Jaren [15] (0.20 g, 0.31 mmol) in wasserfreiem DMF (10 mL) mit 6-Bromme-
thyl-6'-methyl-2,2'-bipyridin {21] (0.43 g, 1.6 mmol) und wasserfreiem Kaliumcar-
bonat (0.20 g, 1.4 mmol) versetzt; dies ergab 0.17 g 4 (55% Ausbeute). Schmp.
108-110°C; "H-NMR (400 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): 6 = 8.34,8.20,7.73-7.62,
7.15(d, t,m, d, 2H, 4H, 4H, 2H, PyH), 7.34, (s, 2H, OH), 7.08, 6.82 (je s, je 4H,
ArH), 5.26 (s, 4H, CH,), 4.37, 3.35 (je d, je 4H, Ar-CH,H4-Ar, A6 =1.02,
Jys =13 Hz), 2.65 (s, 6 H, CH;), 1.30, 0.95 (je s, je 18 H, tBu); FAB-MS: m/z 1013.5
M+ H)*].

5:Ineinem zur Herstellung von 3 analogen Verfahren wurde das Calixaren 4 (0.35 g,
0.35 mmol) in wasserfreiem THF (25mL) mit BrCH,CON(OTHP)Me (1.25 g,
5.0 mmol), Kaliumiodid (0.50 g, 3.0 mmol) und Natriumhydrid (60 mg, 2.0 mmol)
versetzt, wobel 200 mg des geschiitzten Produkts (45% Ausbeute) erhalten wurden.
Die Deblockierung durch Versetzen mit TFA lieferte 5 in einer Ausbeute von 40 %.
Schmp. >300°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): § = 8.19, 7.90, 7.74,
7.67,7.56,7.17(d, t,d, t, d, d, je 2H, PyH), 7.03, 6.94 (je 5. je 4H, ArH), 5.15, 445
(jes,je 4H, CH,), 4.17,3.07 (je d, je 4H, Ar-CH,Hy-Ar, Ad =1.10, J,, =12 Hz),
3.57, 2.59 (je s, je 6H, CHy), 1.15, 1.04 (je s, je 18H, rBu); IR(CDCl,):
v =1654 cm™ ' (C=0); FAB-MS: m/z 1209.6 {(M + Na)*].

Herstellung des Fe'-3-Komplexes: 1.0 mL einer Lésung von 3 (1.2mM in
CF,CH,O0H) wurde mit 1.0 mL CH,OH verdiinnt, wonach 1.2 mL einer FeCl,-L6-
sung (0.90mM in CH,OH) und 0.80 mL einer 2-(N-Morpholino)ethansulfon-
sdure(MES)-Lésung (0.10 M in H,0) zugegeben wurden. Der pH-Wert wurde mit
NaOH (1.0 Nin H,0) auf 6.2 eingestelit. FAB-MS: m/z 1213.44 (M + Fe'—2H*).

Herstellung des Fe"-2-Komplexes: Hierbei wurde eine zur Herstellung von Fe''-3
analoge Vorschrift angewendet, mit der Ausnahme, daB eine Losung von FeCl,
verwendet und die Versuche unter Argon durchgefithrt wurden.

Redoxreaktionen: 3.0 mL einer Losung von Fe'™-3 wurden mit 30 pL einer Losung

von Ascorbinsdure (0.20 M in H,0) versetzt, und der Fortgang der Reduktion wur-
de durch Aufnahme von VIS-Spektren in regelmiBigen Zeitabstdnden verfolgt. Die
reduzierte Losung wurde FAB-massenspektrometrisch untersucht. FAB-MS: m/z
1215.2 (M + Fe"), m/z 12371 (M + Fe" + Na*). 2.0 mL des so erhaltenen Ge-
mischs warden daraufthin durch Versetzen mit 26 uL einer Losung von Ammonium-
persulfat (0.40 M) in H,O bei 70 °C 5 min lang oxidiert. Die Oxidation wurde durch
den Farbwechsel der Lésung von rosa nach orange sowie durch deren UV/Vis-
Spektren angezeigt.
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Berichtigung

In der Zuschrift ,,Wittig-Olefinierung von Lactonen* von
M. Lakhrissi und Y. Chapleur (Angew. Chem. 1996, 108,
833-834) muf in Formel II die Ethyl- durch eine Methylgruppe
ersetzt werden. Auflerdem stammt das im Experimentellen ge-
nannte 'H-NMR-Signal von 3 bei 8 = 5.12 nicht von H-4, son-
dern von H-2.
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