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Selektivitat und Wirkungsmechanismus
neuer DN A-spaltender Sulfone **

Von K. C. Nicolaou*, S. Wendeborn, P. Maligres, K. Isshiki,
N. Zein und G. Ellestad

DNA ist der Angriffspunkt verschiedener Cytostatika und
Antibiotika ™). Nicht zuletzt deshalb wurden in den vergan-
genen Jahren groBe Anstrengungen unternommen, DNA-
spaltende Verbindungen zu synthetisieren %), wobei besonde-
rer Wert auf Spezifitit gelegt wurde!®!. Kiirzlich berichteten
wir[#! {iber einfache Propargylsulfone, die DNA in Abhin-
gigkeit vom pH-Wert spalten. Hier beschreiben wir a)die
ortsselektive Spaltung doppelstringiger DNA durch das
Sulfon 1, b) eine Erh6hung der Wirkung dieses Verbindungs-
typs durch den Einbau einfacher Intercalatoren (Verbindun-
gen 2 und 3) und c¢) den Wirkungsmechanismus dieser Ver-
bindungsklasse.

In Schema 1 sind die beiden urspriinglich vorgeschlage-
nen!*! Wirkungsmechanismen der Dipropargylsulfone zu-
sammengefaBt: der Garratt-Braverman-Weg!>-®! iiber die
Bis(allene) II und die Diradikale III (Weg A) sowie der Alky-
lierungsweg iiber die Zwischenstufen Il und V (Weg B). Die
Verbindung 1 verursacht Briiche von circulédrer Einzel- und
Doppelstrang-DNA#l, Zur Kldrung von Fragen beziiglich
des Mechanismus dieser DNA-Spaltung und der Reaktivitit
der Propargylsulfone wurden die Verbindungen 2—4!") syn-
thetisiert und getestet 8,

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse aus Spaltungsversuchen
mit Supercoiled-@X174-DNA bei pH 8.5 und 37 °C. Die Ver-

[*} Prof. Dr. K. C. Nicolaou, S. Wendeborn, P. Maligres. Dr. K. Isshiki
Department of Chemistry Research Institute of Scripps Clinic
10666 N. Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA)
und
Department of Chemistry
University of California, San Diego
La Jolla, CA 92093 (USA)

Dr. N. Zein, Dr, G. Ellestad
American Cyanamid Co. Lederle Research Division
Lederle Laboratories, Pearl River, NY 10965 (USA)

[**] Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health geférdert. S. W.
dankt dem Fonds der Chemischen Industrie fiir ein Doktorandenstipen-
dium (1989 1990); K. /. arbeitete als Gastwissenschaftler von der Firma
Mercian (Japan) an diesem Projekt.
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bindungen 2 (Spur 3) und 3 (Spur 4) erwiesen sich als sehr
viel wirksamere (500-1000fach) DNA-Spalter als das Sul-
fon 1 (Spur 2); erwartungsgemdl keine Aktivitdt zeigte hin-
gegen die gesittigte Verbindung 4 (Spur 5). Ethidiumbro-
mid, ein bekannter DNA-Intercalator, hemmte die Wirkung
von 2 (Spur 8) und 3 (Spur 9), hatte aber keinen Effekt auf
die DN A-spaltende Aktivitdt von 1. Verbindung 4 inhibierte
etwas die Aktivitdt von 2 und 3 (Spur 11 bzw. 12), aber nicht
die von 1. Weder Katalase noch Superoxid-Dismutase®! be-
einfluBten die Spaltungsaktivitdt von 2 und 3, die sich aller-
dings als stark pH-abhingig erwies (Optimum bei pH 7.4-
9.0). Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, daB a) die
Wirkungsweise der Verbindungen 1-3 bevorzugt (oder aus-
schlieBlich) nach dem Alkylierungsmechanismus (Weg B in
Schema 1) erfolgt, und daB b) eine Intercalation des Naph-
thylrests der Verbindungen 2 und 3 vor der Alkylierung statt-
findet [*°,

1 23 45678 9101112

Form i
Form il
Form |

Abb. 1. @X174-DNA (Form I) wurde 24 h bei 37 'C mit den Verbindungen
1 3in Pufferldsung (50 mm Tris-HCI, pH 8.5) inkubiert und dann durch Elek-
trophorese (1% Agarosegel, Ethidiumbromidfarbung) analysiert. Spur 1:
DNA-Kontrolle; Spur 2: 1 (100 uM); Spur 3: 2 (5 pM); Spur 4: 3 (5 uMm); Spur
5: 4 (10 mM); Spur 6: Ethidiumbromid (100 pm): Spur 7: 1 (100 pm) +
Ethidiumbromid (100 um); Spur 8: 2 (5 uM) + Ethidiumbromid (5 uM); Spur 9:
3(5 uM) + Ethidiumbromid (5 um); Spur 10: I (100 uM) + 4 (10 mm); Spur 11:
2 (5uM) + 4 (10 mM); Spur 12: 3 (5 uM) + 4 (10 mm).
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Um weiteren Einblick in den Alkylierungsmechanismus
zuerhalten (und ihn zu bestétigen), wurden sowohl am §'- als
auch am 3'-Ende markierte Restriktionsfragmente von
pBR322 mit den Verbindungen 1-3 umgesetzt. Abbildung 2
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Abb. 2. Hochaufgelostes, denaturierendes Gel-Autoradiogramm der Spaltung
des am S'-Ende *2P-markierten 275 bp-Sal-1/BamH-1-Restriktionsfragments
von pBR322 durch das Sulfon 1 (gezeigt sind die Basen 18- 68). Alle Inkubatio-
nen wurden mit 5 mm-Konzentrationen 1 bei 37 'C 16 h durchgefiihrt. Spur 1:
keine weitere Behandlung; Spur 2: 90°C, 0.5 h; Spur 3: Piperidin {1 m), 90°C,
0.5 h; Spur 4: T4-Polynucleotid-Kinase, 37°C, 0.5 h; Spuren 5 und 6: Maxam-
Gilbert-G- bzw. -AG-Reaktion; Spuren 7 und 8: Maxam-Gilbert-G- bzw. -AG-
Reaktion, anschlieBend T4-Polynucleotid-Kinase, 37°C, 0.5 h.
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Abb. 3. Hochaufgelostes, denaturierendes Gel-Autoradiogramm der Spaltung
des am 3'-Ende *2P-markierten 351bp-Cla-I/BamH-I Restriktionsfragments
von pBR322 durch die Verbindungen 1-3 (gezeigt sind die Basen 12- 76). Spur
1:1(5mm), 37°C, 16 h; Spur 2: 1 (§ mm), 37°C, 16 h, dann alkalische Kilber-
darm-Phosphatase (CIAP), 37°C. 1 h: Spur 3: Maxam-Gilbert-G-Reaktion;
Spur 4: Maxam-Gilbert-G-Reaktion, anschlieBend CIAP, 37°C, 1 h; Spur 5:

zeigt die Ergebnisse der Spaltung der am 5'-Ende markierten
DNA durch Verbindung 1. Vergleiche der Spaltprodukte
(Spur 3) mit chemisch hergestellten Maxam-Gilbert-Mar-
kern*'! ergaben, daB bevorzugt am Guanin angegriffen
wird und dal} eine hohe Selektivitit fiir die Sequenzen
5-GCA, 5-GCG und 5-GCC besteht (vgl. horizontale Pfeile
in Abb. 2). Guaninreste an anderen Stellen wurden kaum
oder gar nicht angegriffen. Im Gel-Autoradiogramm wur-
den zwei Produkte, X und XI (Spuren 1-3), beobachtet.
Wihrend das Erhitzen auf 90 °C nach der Inkubation keine
signifikanten Anderungen bewirkte (Spur 2), fiihrte die Be-
handlung mit Piperidin zur Umwandlung der Bande X in XI
(Spur 3). Letztere wandert gemeinsam mit den 3’-phosphory-
lierten Maxam-Gilbert-Markern (Spuren 5 und 6), und beide
zeigten gleiche Wanderungsgeschwindigkeit nach der Be-
handlung mit T,-Polynucleotid-Kinase 21, (XII, Spur 4 und
Spuren 7 und 8). Diese Beobachtungen lassen sich mit dem
in Schema 2 gezeigten Wirkungsmechanismus erkliren.

Ahnliche Versuche mit am 3'-Ende markierter DNA und
den Verbindungen 1-3 (Abb. 3) bestitigen die Bildung dieser
Zwischenstufen und den in Schema 2 postulierten Alkylie-
rungsmechanismus. So wurden fiir Verbindung 1 die Zwi-
schenstufen XIIT und XIV (Abb. 3, Spur 2 bzw. 3) beobach-
tet. Ferner wurde gezeigt, daf3 die Verbindungen 2 und 3
gleiche Spaltungsmuster (Abb. 3, Spuren 7 bzw. 9) verursa-
chen, die sich jedoch von dem der Verbindung 1 (Abb. 3,
Spur 1) unterscheiden. Die Empfindlichkeit konjugierter
Sulfone gegeniiber einem nucleophilen Angriff palit eben-
falls zum vorgeschlagenen Mechanismus!'?.
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Die Selektivitdt der Verbindungen 1-3 bei der Erkennung
von DNA-Regionen spiegelt nicht nur ihre Reaktivitit ge-
geniiber einzelnen Basen wider, sondern auch gegeniiber be-
stimmten DNA-Fragmenten. Diese Selektivitit sollte sich
durch Verkniipfung der hier vorgestellten DNA-Spalter mit
sequenzspezifischen DNA-bindenden Systemen synergi-
stisch verstdrken lassen.
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Chemistry of Plant Protection. Vol. 4: Synthetic Pyrethroid
Insecticides. Von K. Naumann. Springer, Berlin 1990. X VI,
241 S., geb. DM 224.00. — ISBN 3-540-51313-2

Die Buchserie ,,Chemistry of Plant Protection™ tritt die
Nachfolge des bekannten Handbuches von R. Wegler ,,Che-
mie der Pflanzenschutz- und Schidlingsbekdmpfungsmittel*
an. Nicht nur die Sprache hat sich gedndert, es ist auch ein
Wandel in der Herausgeberpolitik eingetreten. Wihrend das
Weglersche Handbuch sich in klassischer Weise nach Herbi-
ziden, Fungiziden und Insektiziden gliedert, sind die
Binde des Nachfolgewerks nach aktuellen Einzelthemen
(., Topics**) geordnet. So widmet sich der erste Band der Inhi-
bierung der Sterolbiosynthese, der zweite dem biologischen
Abbau von Pestiziden, der Entlaubung und Austrocknung
von griinen Pflanzen sowie der Beeinflussung von Acetyl-
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