
Einfaches Umdrehen der Anordnung der DNA-bindenden Strukturelemente (DSA-CDPI,+CDPI,-DSA) fuhrt dazu, daR sich ein 
Substrat trotz der in der Natur vorkommenden Konfiguration der Alkylierungseinheit wie das Enantiomer des Naturstoffs verhalt. 
Die Erklarung liefern Modeling-Studien zur Bindung der Enantiomere an DNA. 
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CC-1065 und die Duocarmycine : mechanistische Studien zum Verstandnis ihrer 
biologischen Funktion* * 

Dale L. Boger* und Douglas S. Johnson 

Wir fassen hier Arbeiten zusammen, die 
sich mit den DNA-Alkylierungs-Eigen- 
schaften einer Klasse wirksamer Cyto- 
statica/Antibiotica, zu denen CC-1065 
und die Duocarmycine zahlen, befafiten, 
sowie Untersuchungen, die fur diese 
Verbindungen die elementaren Zusam- 
menhange zwischen Struktur, funktio- 
neller Reaktivitat und biologischem 
Verhalten ermittelten. Neben dem Stu- 
dium der Naturstoffe selbst haben Un- 
tersuchungen mit strukturell stark ver- 
anderten, synthetischen Substraten und 
den nicht in der Natur vorkommenden 
(,,nichtnaturlichen") Enantiomeren der 
Naturstoffe und verwandter Analoga 
dazu beigetragen, die strukturelle 
Grundlage fur die sequenzselektive Al- 
kylierung von Duplex-DNA zu bestim- 
men, und den Schlussel zum Verstandnis 

der elementaren Zusammenhange zwi- 
schen chemischer Struktur, funktionel- 
ler Reaktivitat und biologischem Ver- 
halten geliefert. Die charakteristische 
DNA-Alkylierung erfolgt durch reversi- 
ble, stereoelektronisch gesteuerte Ade- 
nimN3-Addition an das am wenigsten 
substituierte Kohlenstoffatom des akti- 
vierten Antibioticum-Cyclopropanrings 
innerhalb AT-reicher Bindungsstellen in 
der kleinen Furche. Sowohl die naturli- 
chen als auch die nichtnaturlichen En- 
antiomere alkylieren DNA, und in bei- 
den Fallen wird die Sequenzselektivitit 
durch die bevorzugte nichtkovalente 
Bindung der Substrate an AT-reiche Re- 
gionen innerhalb der schmaleren und 
tieferen kleinen Furche und durch die 
Zuganglichkeit der Alkylierungsstelle 
beim Eindringen in diese Furche ge- 

steuert und dominiert. Unter den ele- 
mentaren Beziehungen zwischen Struk- 
tur und Eigenschaften Tallt besonders 
der direkte Zusammenhang zwischen 
chemischer oder funktioneller Stabilitat 
und biologischer Wirksamkeit auf. In 
kurzer Zeit wurden vereinfachte, auf 
Naturstoff-Leitbildern basierende und 
leicht zugangliche synthetische Substra- 
te mit einer vergleichbaren und aukrge- 
wohnlichen biologischen Wirksamkeit 
(ICs0 = 1-50 PM) und einer verbesser- 
ten Wirkung entwickelt. Die bisher defi- 
nierten elementaren Zusammenhange 
konnten den Grundstein fur kiinftige 
Entwicklungen und Fortschritte legen. 

Stichworte: Antibiotica . Cytostatica . 
DNA-Alkylierung . Duocarmycine 

1. Einleitung 

Auf der Suche nach dem Ursprung der sequenzselektiven Er- 
kennung von Duplex-DNA durch kleine organische Molekiile, 
zu denen auch eine grol3e Zahl naturlich vorkommender Cyto- 
statica/Antibiotica zahlt, sind erhebliche Fortschritte erzielt 
worden['-5]. Das Interesse daran resultiert vor allem aus dem 
Wunsch, die Basis fur die therapeutischen Eigenschaften natur- 
lich vorkommender Cytostatica/Antibiotica zu verstehen, von 
denen nachgewiesen ist, da13 sie an DNA binden, die Art der 
DNA-Schadigungen zu ermitteln, die durch toxische, mutagene 
oder carcinogene Substanzen ausgelost werdenC6], die Trans- 
kription, Translation oder Proteinexpression zu verandern und 
diese Auswirkungen fur therapeutische Zwecke zu nutzen. 

Bei der Untersuchung von DNA-bindenden Substanzen mus- 
sen drei elementare Fragen erortert werden: die Ursprunge der 
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Bindungsaffinitat, der Bindungsselektivitat und der Reaktions- 
selektivitat einschliefilich DNA-Alkylierung oder -Spaltung. Je- 
der dieser Faktoren kann unabhangig die Steuerung der se- 
quenzselektiven DNA-Erkennung ubernehmen, und die relative 
Bedeutung sowie der Ursprung dieser Effekte sind ein wichtiges 
Thema der meisten Untersuchungen. Die Entwicklung experi- 
menteller Verfahren fur eine schnelle Sequenzierung von 
DNAt7-''], fur die Bestimmung der DNA-Bindungs-Selektivi- 
tat und -Affinitat - darunter auch Footprinting- und Affinitats/ 
Spaltungstechniken'' '3 - und fur die Bestimmung modifizier- 
ter DNA-Ab~chnitte['~] hat in Verbindung mit der Charak- 
terisierung von definierten DNA-Komplexen durch Rontgen- 
str~kturanalyse[ '~~ l5], NMR-Spektroskopie[' 6 ,  l7l und Mole- 
cular Modeling['8. ''] zu einem besseren Verstandnis der fur die 
sequenzselektive Erkennung von DNA wesentlichen molekula- 
ren Wechselwirkungen gefuhrt. 

Bei von Naturstoffen abgeleiteten DNA-bindenden Substan- 
Zen bieten die Synthese und anschlieBende Untersuchung von 
Schlusselteilstrukturen, von Substanzen rnit tiefgreifenden 
Strukturlnderungen sowie von deren Enantiomeren eine lei- 
stungsfihige Erganzung zum oben genannten Handwerkszeug. 
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Mit Hilfe von gut durchdachten, tiefgreifenden Strukturande- 
rungen konnen sowohl die strukturelle Grundlage fur die se- 
quenzselektive Erkennung von D N A  als auch die elementaren 
Zusammenhange zwischen Struktur, funktioneller Reaktivitlt 
und biologischen Eigenschaften direkt untersucht und bestimmt 
werden. Dies ist besonders wichtig im Fall von Naturstoffen, die 
durch zielgerichtete Screening-Verfahren identifiziert wurden. 
Anders als bei der Untersuchung der biologischen Bedeutung 
von Primarmetaboliten fuhren die Gegenwart von Sekundarme- 
taboliten und Annahmen uber den Ursprung der identifizierten 
Leitstruktur haufig zu falschen Vorstellungen. Die Natur liefert 
mit ihrem umfangreichen Angebot an Sekundiirmetaboliten ei- 
ne mannigfaltige Samrnlung kleiner organischer Molekiile fur 
Zufalls-Screening. Nicht immer, vielleicht sogar nur selten, be- 
steht ein Zusammenhang zwischen der Funktion der identifi- 
zierten Naturstoffe und der biologischen Basis der Screening- 
Verfahren, die zu ihrer Entdeckung und Identifizierung fiihrten. 
Infoigedessen kann es ein Fehler sein anzunehmen, daB die Na- 
tur den Wirkstoff fur Zwecke, die mit dem biologischen ProzeB, 
fur den das Screening angesetzt wurde, im Zusammenhang ste- 
hen, optimiert oder gar entwickeit hat. Es ist vielmehr richtiger 
anzunehmen, daB uns die Natur nur ein neues Leitbild oder eine 
neue Losung geliefert hat, die noch nicht optimiert sind. Es 
bleibt eine herausfordernde Aufgabe, die schonen Losungen 
und kunstvollen Designelemente, die uns die Natur in Form 
eines Naturstoffs zur Verfugung stellt, zu durchschauen und die 
Losung des Problems durch rationales Design zu verbessern, um 
noch selektivere, effizientere und leistungsstarkere Substrate, 
die spezifisch auf das gerade interessierende Problem oder Ziel- 
molekul abgestimmt sind, zu erhalten. 

Zu einer der jiingsten Wirkstoffklassen, von denen nachge- 
wiesen wurde, daB sie DNA alkylieren, zihlen (+)-CC-I065 
1 [20 - 231 , (+)-Duocarmycin A 2[24-291 und (+)-Duocarmy- 
cin SA 3 [ 3 0 - 3 3 1  (Abb. 1) .  Wegen ihrer bemerkenswerten cytoto- 
xischen Wirksamkeit sind erhebliche Anstrengungen unternom- 
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Abb. 1. Strukturen von CC-I065 und den Duocarmycinen. 

men worden, urn ihre Eigenschaften zu b e ~ t i m m e n [ ~ ~ -  Bei 
diesen Untersuchungen fand man heraus, daB die Verbindungen 
ihre biologische Wirkung durch eine sequenzselektive Alkylie- 
rung von DNA ausuben. Es zeigte sich, daB die reversible, ste- 
reoelektronisch gesteuerte Adenin-N3-Addition an das am we- 
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nigsten substituierte Cyclopropan-Kohlenstoffatom innerhalb 
ausgewahlter, AT-reicher Bindungsstellen in der kleinen Furche 
stattfindet. Es sind erhebliche Anstrengungen unternommen 
worden, um den Ursprung der Selektivitat bei der DNA-AI- 
kylierung herauszufinden, den Zusammenhang zwischen der 
DNA-Alkylierung und den sich daraus ergebenden biologi- 
schen Eigenschaften zu ergriinden[slJ und die elementaren Prin- 
zipien hinter den Beziehungen zwischen Struktur, chemischer 
Reaktivitat und biologischer Aktivitat zu definieren. Die ersten, 
begrenzten Untersuchungen, die rnit dem aus Naturstoffen ge- 
wonnenen Duocarmycin SA 3, dem jiingsten Vertreter dieser 
Wirkstoffklasse, durchgefiihrt wurden, ergaben eine Kombina- 
tion von Eigenschaften, die diesen Wirkstoff zum aufregendsten 
unter den bisher identifizierten Naturstoffen macht. Abgesehen 
davon, daB ihm die fur (+)-CC-1065 1 charakteristische ver- 
zogerte Toxizitat fehlt[”I, ist 3 der stabilste und wirksamste 
Vertreter dieser Wirkstoffklasse. (Die Bezeichnung Duocarmy- 
cin SA ist eine Kurzform des urspriinglichen Namens 
,,Duocarmycin Stable A“, der der Verbindung vor ihrer struktu- 
rellen Charakterisierung gegeben worden war.) Wie wir zeigen 
werden, fiihrt diese Kombination von Eigenschaften nicht zufal- 
lig zu der hoheren biologischen Wirksamkeit, vielmehr ist die 
verbesserte funktionelle Stabilitat von 3 direkt fur diesen Effekt 
verantwortlich. Die hier diskutierten Arbeiten sind eine Ergan- 
zung zu Untersuchungen, die rnit anderen DNA-Alkylierungs- 
rnitteln, wie Stickstoff-Senfolen, Mitomycinen, Aflatoxin, Epo- 
xiden polyaromatischer Kohlenwasserstoffdiole, Azinomycin, 
Saframycin, Anthramycin und verwandten Verbindungen sowie 
Dichloroplatin- und verwandten Verbindungen“ durchge- 
fuhrt wurden. 

h I  OPOiODl 

2. DNA-Alkylierungs-Eigenschaften 

2.1. Die Selektivitat der Naturstoffe bei der 
DNA- Alkylierung 

Fur die vorherrschende Art der DNA-Alkylierung durch 1-3 
sind Auftreten, Sequenzselektivitat, Mengenverhaltnisse, Re- 
versibilitat und Alkylierungsgrad aufgeklart ~ o r d e n [ ’ ~ -  721 .  Die 
Identifizierung der Alkylierungsposition und die Bestimmung 
der relativen Selektivitat erfolgten rnit markierter DNA durch 
thermisch induzierte Depurinierung und Strangspaltung nach 
dem Einwirken der Substrate (Schema 1). Die Alkylierungs- 
selektivitaten von (+)-Duocarmycin A 2 und (+)-Duocarmy- 
cin SA 3 enviesen sich als kaum ~nterscheidbar[’~* 561. Die Al- 
kylierung wurde in allen Fallen an einem Adeninrest nachge- 
wiesen, der von zwei 5‘-A- oder -T-Basen flankiert war, und es 
zeigte sich eine Bevorzugung dieser Dreibasensequenz in der 
Reihenfolge 5’-AAA > 5’-TTA > 5’-TAA > S-ATA. Dariiber 
hinaus dominierten als vierte 5’-Base A und T ganz deutlich 
iiber G und C, und man fand heraus, daB sich Bindungsstellen 
hoher und niedriger Affinitat in diesem Punkt unterscheiden. 
Fur die dem alkylierten Adeninrest benachbarte 3‘-Base konnte 
eine zusatzliche schwache Praferenz fur Purin (Pu) gegeniiber 
Pyrimidin (Py) nachgewiesen werden, die sich am deutlichsten 
bei Bindungsstellen niedriger Affinitat zeigt. In Tabeile 1 sind 
die aus den Alkylierungen rnit 2[561 und 3Ls41 abgeleiteten 
Sequenziibereinstimmungen zusammengefaBt. Obwohl beide 
Substrate an denselben Positionen alkylierten, konnten zwei 
wichtige Unterschiede festgestellt werden : Das weniger reaktive 
Substrat, (+)-Duocarmycin SA 3, alkyliert DNA rnit groBe- 

H+-, 

o”;C*/”‘ OMe HO-t+ 

O q O M e  OMe OMe 
OMe 

H04uru~uu iv~  

OPOpODNA H o ~ & 0 2 0 D N A  Me L,, 
3 

3-HOP020DNA + 1 1 HO H N & ) I ! - - N H  
/ I  

0 
H 

10 OMe 
Schema 1. Ablauf der DNA-Alkylierung durch 3 und Strukturen der charakterisierten Adeninaddukte von 1 (lo), 2 (8) und 3 (9).  
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Tabelle I .  Sequenzuhereinstimmung hei der DNA-Alkylierung durch 1-3 und ihre nichtnaturlichen Enantiomere [a] 

Substrat Base [b] 5' 4 3 2 1 0 -1 -2  - 3  -4 3' 

I A!T (56) 67 78 94 98 100 55 

2 und 3 A:T ( 5 6 )  58  19 100 100 100 69 - 

<Vll-3 AiT (56) 93 100 96 73 56 

m t - l  AIT ( 5 6 )  88 100 93 x2 13 56 

- - 

Ubereinslininiung A T 2 C A T > G C  A T  A:T A P u t  Py - 

Ubcreinstirnmung N A ~ T  > G,C A . T  A:'T A Pu > Py - - - 

- 

- 

- - Uhereinstininiung A , T  A A;T AIT > GlC N 
- 

Uhereinstimmung - - A:T A A: T A T >  G:C A / T > G / C  N 

[a] Die Zahlen unter den Positioncn gebeii den Prozentsatz an, rnit dern die ieweilige Base in dieser Position relativ zur Adenin-N3-Alkylierungsstelle auftritt. [h] In  Klammern 
prozentualer Anteil in dcr untersuchtcn DNA 

liert DNA rnit groBerer Wirksamkeit (10 bis 100mal) und beziig- 
lich der zuganglichen Bindungsstellen mit hoherer Selektivitat. 
Dariiber hinaus fand man heraus, daR die verwandten, natiirlich 
vorkommenden Substrate 4-7 (siehe Abb. 1) eine DNA-Alky- 
lierungs-Selektivitiit zeigen, die von der von 2 nicht zu unter- 
scheiden ist, was auf eine leichte Bildung des 2 charakterisieren- 
den Cyclopropanrings unter den Versuchsbedingungen zu- 
riickgefuhrt werden konnte[s4. 561. Dieses Verhalten der Verbin- 
duiigen 4-7 setzt voraus. da13 ein RingschluD zu 2 erfolgt, bevor 
die DNA-Alkylierung stattfindet, und daR 2 die biologisch 
wichtige und wirksame Form dieser Substrate 1st. Die bei 4-7 
gemachten Beobachtungen treffen auf alle bisher untersuchten 
Wirkstoffe zu. In der Tat sind nicht nur die DNA-Alkylierungs- 
Selektivitaten der seco-Verbindungen 4-7 nicht von der von 2 
zu unterscheiden, sondern oftmals werden auch fur die DNA- 
Alkylierungs-Effizienz und die biologische Wirksamkeit keine 
Unterschiede beobachtet, was darauf hinweist, daM der Ring- 
schluB zum Cyclopropanderivat kein limitierender Faktor ist. 
AusschlieRlich im Fall der schwierigeren oder langsameren Spi- 
rocyclisierungen konnten Unterschiede in der DNA-Alkylie- 
rungs-Effizienz oder der biologischen Wirksamkeit beobachtet 
~ e r d e n l ~ ~ .  561. 

Die vorausgegangenen Untersuchungen rnit ( + )-CC-1065 1 
ergaben eine ahnliche, aber sich uber fiinf AT-reiche Basenpaare 
erstreckende Alkylierung~selektivitat[~~. 6 4 -  721 . T abelle 1 ent- 
halt auch die fur 1 ermittelten Sequenzubereinstimmun- 
gen[53. 7 1 ,  "I. Jede Alkylierungsposition erwies sich als ein 
Adeninrest neben zwei 5'-A- oder -T-Basen. Die Praferenz fur 
die Sequenzfolge in der drei Basenpaare umfassenden AT-rei- 
chen Umgebung der Alkylierungsposition entspricht der fur 2 
ermittelten: 5'-AAA = 5'-TTA > 5'-TAA > 5'-ATA. Dariiber 
hinaus zeigte der Wirkstoff eine starke Bevorzugung von Posi- 
tionen rnit A oder T als vierter 5'-Base, eine geringere von sol- 
chen mit A oder T als fiinfter 5'-Base und eine schwache von 
solchen rnit einer Purinbase als 3'-Base. Es stellte sich heraus, 
daR die AT-Praferenz hinsichtlich der vierten und fiinften 5'-Ba- 
se zwischen Bindungsstellen hoher und niedriger Affinitat un- 
terscheidet und dalj die Bevorzugung einer 3'-Purin- gegeniiber 
einer 3'-Pyrimidinbase vor der Alkylierungsposition an Bin- 
dungsstellen rnit geringerer Affinitat am auffilligsten waren. 
Die Notwendigkeit von AT-Basenpaaren innerhalb der ersten 
drei Basenpaare bedeutet, dalj eine Kombination der urspriing- 
lichen 3'-Adenin-N3-Alkylierungsstelle mi t einer benach barten, 
zwei 5'-Basen umfassenden AT-Bindungsstelle notwendig ist, 
um die Bindung der zentralen Untereinheit des Substrats zu 
crmoglichen. Die schwlchere AT-Prlferenz fur die vierte und 

fiinfte 5'-Base spiegelt - wie a n  Bindungsstellen rnit hoher Affi- 
nitiit beobachtet werden konnte - die Bevorzugung einer AT-rei- 
chen Bindungsstelle fur die dritte, ebenfalls in der kleinen Fur- 
che gebundene Untereinheit wider. Die Untersuchung kurzerer 
und langerer Analoga von CC-1065 fiihrte zu der Erkenntnis, 
daR die AT-Selektivitat gut mit der Lange des Substrats und 
damit der GroRe, die die Bindungsstelle haben muR, korrespon- 

Aus Abbildung 2 werden die Ahnlichkeiten von 2 und 3 und 
die feinen Unterschiede zu 1 im Verhalten gegeniiber DNA deut- 
lich: (+)-Duocarmycin SA 3 alkyliert DNA etwa zehnmal ef- 
fektiver als ( +)-Duocarmycin A 2 und ein klein wenig effektiver 
als (+)-CC-1065 1 ,  wie sich aus den zum Nachweis einer Alky- 

diert[53, 711, 

(+)-DUO SA (+)-Duo A DNA G C A T  (+)-CC-lOGJ 
1 1 0 . 5 ~  Iti'MI 110-5M 1 0 h I  n n I1tiBM 1O~'Ml 

f C 

G 
5' 

Abh. 2. Aiialyse des durch 30minut1ges Erhitien auf 100 'C ausgelosten Strang- 
brucha bei doppelstringiger DNA (SV40-DNA-Fragment. 144 Basenpaare. 
Nucleotid-Nr. 5238-138, Klon w794) nach 24stundiger Inkubdtion mit dem 
Substrat hei 25 'C und Entfernung des nicht gebundenen Substrats durch &OH- 
FHllung durch denaturierende PAGE (8%) und Autoradiographie. Spuren 1-4: 
3 ( 1 ~ 1 0 ~ ~ - 1  x l O ~ ' M ) ; S p u r e n 5 - 8 : 2 ( 1  x I O - ~ - I  ~ l O - ~ ~ ) : S p u r 9 : V e g l e i c h s -  
DNA: Spuren 10-13: Sanger-G-. -C-, -A- und -T-Reaktionen; Spuren 14- 16: 1 
(1 x 10-6-1 x 1 0 - 8  M ) .  
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lierung erforderlichen Konzentrationen ableiten la&. Obwohl3 
und 2 dieselben Positionen alkylieren, unterscheidet 3 starker 
zwischen den zur Verfiigung stehenden Bindungsstellen. Dies ist 
aus den relativen Unterschieden in den Konzentrationen ersicht- 
lich, die zum Nachweis der Nebenalkylierungsstellen erforder- 
lich sind. Ahnlich gilt, daB die Alkylierungsstelle hoher Affinitlt 
in diesem DNA-Segment sowohl von 1 als auch von 2 und 3 
alkyliert wird, daB sich aber dennoch bei der Alkylierung der 
untergeordneten Bindungsstellen Unterschiede erkennen lassen. 
Dazu zihlt ein Fehlen der Alkylierung durch ( +)-CC-1065 1 an 
der kurzeren, drei AT-Basen umfassenden Stelle 5'-GCAAA. 

Es konnte gezeigt werden, daB die Alkylierung von intrazellu- 
larer SV40-DNA im wesentlichen dieselbe Sequenzselektivitat 
zeigt wie die von gereinigter SV40-DNA, nur daB hohere Kon- 
zentrationen an 1 erforderlich ~ i n d ' ~ ~ -  761. In-vitro-Analysen 
rnit gereinigter DNA spiegeln somit die sequenzselektive Reak- 
tivitat von 1 gegenuber intrazellularer DNA wider. 

2.2. Die Selektivitat der nichtnaturlichen Enantiomere bei 
der DNA-Alkylierung 

Eine der entscheidenden Erkenntnisse, die durch die Verwen- 
dung synthetischer Substanzen gewonnen wurde, ist, daR auch 
die Enantiomere mit der entgegengesetzten Konfiguration wie 
der Naturstoff und die von ihm abgeleiteten Analoga wirksame 
DNA-Alkylierungsmittel und starke cytotoxische Wirkstoffe 
sein konnen[53' 54,  " 9  711. AuBerdem envies sich die Moglichkeit, 
das Verhalten der beiden Enantiomere zu vergleichen, als 
Schlussel zum Verstandnis des strukturellen Ursprungs der Se- 
quenzselektivitat bei der DNA-Alkylierung. Man fand heraus, 
daB (-)-Duocarmycin SA - in Ubereinstimmung rnit seiner re- 
lativen cytotoxischen Wirksamkeit - DNA bei Konzentrationen 
alkyliert, die etwa zehnmal so hoch sind wie die fur das natiirlich 
vorkommende E n a n t i ~ m e r ' ~ ~ ] .  In Tabelle 1 1st die Sequenzuber- 
einstimmung fur die Alkylierung durch ent-3 wiedergegeben. 
Die Alkylierungsstelle war in allen Fallen ein Adeninrest und im 
wesentlichen waren allen Alkylierungsstellen eine 3'- und eine 
5'-A- oder -T-Base rnit folgender Sequenzpraferenz benachbart : 
S-AAA > S-AAT > S-TAA > S-TAT. Daneben wurde eine 
zusatzliche starke Praferenz fur eine A- oder T-Base als zweite 
3'-Base beobachtet. In dieser Hinsicht verlief die Alkylierung 
mit (-)-Duocarmycin SA analog zur Alkylierung mit dem 
natiirlich vorkommenden Enantiomer, nur daB die Bindungs- 
orientierung iiber eine AT-reiche, 3.5 Basenpaare umfassende 
Bindungsstelle umgekehrt ist (5' + 3'). Wahrend das (+)-En- 
antiomer eine AT-reiche, 3.5 Basenpaare umfassende Bindungs- 
stelle ausgehend von der Adenin-N3-Alkylierungsstelle in 
3' -+ 5'-Richtung iiber die benachbarten zwei bis drei 5'-Basen 
(d. h. S-AAAAJ abdeckt, erstreckt sich die 3.5 Basenpaare um- 
fassende Bindungsstelle fur das nichtnatiirliche (-)-Enantio- 
mer in entgegengesetzter 5' -+ 3'-Richtung, und zwar ausge- 
hend von der ersten 5'-Base vor der Adenin-N3-Alkylie- 
rungsstelle iiber diese bis zur ersten und zweiten benachbarten 
3'-Base (d. h. S-AAAA) . Die entgegengesetzte Bindungsorien- 
tierung ist notwendig, damit die Adenin-Bindung an das nied- 
rigstsubstituierte Cyclopropan-Kohlenstoffatom erfolgen kann, 
und die Selektivitat fur AT-reiche Abschnitte ist die natiirliche 
Folge der diastereomeren Beziehung der Addukte zueinander. 

In ahnlicher Weise hatten vorausgegangene Untersuchungen 
gezeigt, daB auch (-)-CC-1065 DNA alkyliert, und zwar 21111- 

lich effizient wie das natiirliche Enantiomer, jedoch niit einer 
geringeren Geschwindigkeittbs- ''I. In Ubereinstimmung mit 
diesen Beobachtungen stellte sich heraus, da13 die beiden Enan- 
tiomere von CC-1065 eine nicht unterscheidbare cytotoxische 
Wirksamkeit und In-vivo-Antitumor-Aktivitat zeigenI6*. ' 1 .  

Tabelle 1 enthalt die Sequenzubereinstimmung fur die Alkylie- 
rung durch (-)-CC-1065, die der von (-)-Duocarmycin SA 
ahnlich ist, nur daB sich die AT-Selektivitlt auf fiinf Basenpaare 
e r ~ t r e c k t ~ ~ ~ .  681. Jede Alkylierungsstelle entsprach einer 5'-Ade- 
nin-N3-Alkylierung, wobei das Substrat in der kleinen Furche 
in der Weise gebunden war, daB es ausgehend von der Alkylie- 
rungsstelle in 5' -+ 3'-Richtung einen AT-reichen Abschnitt von 
fiinf Basenpaaren abdeckte. Bei allen in den Sequenzierungsstu- 
dien nachgewiesenen Alkylierungsstellen handelte es sich um 
Adeninreste, und fast alle der ihnen benachbarten 3'- und 5'-Ba- 
sen erwiesen sich als A- oder T-Basen, wobei eine Sequenzprife- 
renz in folgender Reihenfolge beobachtet wurde: 5'-AAA > 5'- 
TAA > 5'-AAT, S-TAT. AuDerdem wurde eine starke Prlferenz 
fur eine A- oder T-Base als zweite und dritte 3'-Base nachge- 
wiesen. 

Anders als im Fall von Duocarmycin SA war bei Duocarmy- 
cin A das nichtnatiirliche Enantiomer mehr als 100mal weniger 
effektiv bei der Alkylierung von DNA und mehr als lOOmal 
weniger wirksam in cytotoxischen Tests'591 als das natiirlich 
vorkommende E n a n t i ~ m e r ' ~ ~ ] .  Diese zunachst verwirrenden 
Befunde konnten eindeutigen Unterschieden in den von den 
beiden Enantiomeren gebildeten diastereomeren Addukten zu- 
geschrieben werden, auf die Duocarmycin A besonders emp- 
findlich reagie~- t [~~.  731. Die Inversion der Konfiguration an C6 
von 2, die zum (+)-epi-Duocarmycin A 11 (Abb. 3) fuhrt. hatte 

G N '  

0 o*::: o*::: 

U N '  

OMe 

0 

OMe 
2, (+)-Duocarmycin A (-)-Duocarmycin A 

11, (+)-epi-Duocarmycin A (-)-epi-Duocarmycin A 

Abb. 3. Stereoisomere von (+)-Duocarmycin A 2 .  

keine Auswirkung auf die Sequenzselektivitat bei der DNA-Al- 
kylierung und nur einen geringen EinfluB auf die Effizienz der 
DNA-Alkylierung und die cytotoxische Wirksamkeit des Sub- 
strats (Tabelle 2). 

Wie in den folgenden Abschnitten im einzelnen erlautert wird, 
erwiesen sich die DNA-Alkylierungs-Eigenschaften und die Se- 
lektivitat der nichtnaturlichen Enantiomere als auBerordentlich 
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Tabelle 2. Cytotoxische Wirksamkeiten von 1-3 und ihren Isomeren sowie relative 
Efizienzen der DNA-Alkylierung durch sie. 

Substrat IC,,, L1210 [PM] rel. Alkylierungsefizienz 

3, (+)-Duocarmycin SA 
en(-3. (-)-Duocarmycin SA 
2, (+)-Duocarmycin A 
ent-2, (-)-Duocdnnycin A 
11, epi-( +)-Duocarmycin A 
en!-1 1, epi-( - )-Duocarmycin 
1, (+)-CC-1065 
ef71-1, (-)-Cc-1065 

10 
100 
200 

> 22000 
1 600 

A 224000 
20 
20 

1 
0.1 
0.05 

<0.0005 
0.01 

<0.0005 
0.5 
0.5 

wertvoll fur die Bestimmung der fur die Polynucleotiderken- 
nung essentiellen Schlusselbausteine und Strukturmerkmale. 
Die Synthese der nichtnaturlichen Enantiomere und ihre an- 
schliel3ende Bewertung Seite an Seite rnit den naturlichen Isome- 
ren fuhrten aul3erdem zu tieferen Einsichten in das Verhalten der 
Naturstoffe selbst und zur Entwicklung von Modellen, die die 
fur die DNA-Alkylierung erforderlichen Eigenschaften und den 
Ursprung der Selektivitat genau beschreiben. 

2.3. Die Alkylierung des Adenin-N3-Atoms 

Da die zur Identifizierung der Alkylierungsstellen verwendete 
thermisch induzierte DNA-Spaltung nur Addukte erfaBt, die 
einer thermischen Spaltung von Glycosidbindungen zuganglich 
sind (Alkylierung von Adenin-N3 oder Guanin-N3 oder -N7), 
kann unter diesen Bedingungen das Vorkommen zusatzlicher 
Alkylierungsreaktionen nicht bemerkt werden. Aus diesem 
Grund wurde an der Quantifizierung der Adenin-N3-Alkylie- 
rung, dem Strukturbeweis durch Isolierung und Charakterisie- 
rung der thermisch erzeugten Addukte und der Suche nach nicht 
erfal3ten Alkylierungsstellen gearbeitet. Diese Untersuchungen 
ergaben, dal3 die in Schema 1 dargestellte Adenin-N3-Alkylie- 
rung von im UberschuR vorhandener DNA durch (+)-Duocar- 
mycin A 2, (+)-Duocarmycin SA 3, (-)-Duocarmycin SA und 

80-90 % [661 des Verbrauchs dieser Substrate ausmacht und dal3 
diese Alkylierung nahezu die einzige ist. Durch vollstandige 
Charakterisierung der Addukte gelang die zweifelsfreie Bestim- 
mung ihrer Strukturen als 8-10 (siehe Schema I), was die Addi- 
tion des AdeninN3-Atoms an das nicht substituierte Cyclopro- 
pan-Kohlenstoffatom der Substrate bestatigte. Die Tatsache, 
dal3 die Verbindungen 6 und 7 ebenfalls das Addukt 8 lie- 
fern[56, 571, erfordert, daR 6 und 7 zunachst zu 2 reagieren, bevor 
sie DNA alkylieren. 

(+)-CC-1065 1 86-92%'57', 90-100%[s41, 86-92%uS4I bzw. 

2.4. Adenin-N3- und Guanin-N3-Alkylierung 

Alle drei Substrate und ihre entsprechenden seco-Vorstufen 
fuhren ubenviegend oder ausschliealich zu Adenin-N3-Adduk- 
ten (> 90 %). In einigen Fallen konnte jedoch mit 2 - und weni- 
ger ausgeprigt auch rnit 1 - in geringem Umfang eine Guanin- 
"3-Alkylierung nachgewiesen werden, und zwar bei der 
Isolierung von thermisch freigesetztem Addukt nach einer Um- 
setzung von DNA rnit dem Substrat im ~berschu13[61.621, bei 

Oligodesoxynucleotiden, denen eine Adenin-N3-Alkylierungs- 
stelle mit hoher Affinitat fehlt[621, und wenn die Adenin-Alky- 
lierungsstellen innerhalb der AT-reichen DNA-Regionen rnit 
Substraten wie Distamycin geschutzt wurden, die mit hoher Af- 
finitat an AT-reiche Stellen in der kleinen Furche b i n d e ~ ~ ' ~ ~ ' .  
Aus einer Untersuchung dieser untergeordneten Guanin-N3- 
Alkylierung mit 2 ging hervor, daR bei einer Anderung des Sub- 
strat/Basenpaar-Verhlltnisses im Reaktionsgemisch von 1 : 10 
auf 1 : 160 das Verhaltnis von Adenin-N3- zu Guanin-N3-Al- 
kyiierung stetig von 1.4: 1 auf 11 : 1 (92: 8) anstieg1611, woraus 
eindeutig hervorgeht, dalj die Adenin-N3-Alkylierung, wenn 
moglich, bevorzugt isttS7]. Im Gegensatz dazu trat mit (+)- 
Duocarmycin SA 3 keine Guanin-N3-Alkylierung auf, wenn 
man es unter ahnlichen oder noch energischeren Reaktionsbe- 
dingungen einsetztets4I. Selbst unter drastischen Reaktionsbe- 
dingungen wurde nicht reagiertes Substrat zuruckgewonnen, 
und die Selektivitat Adenin-N3/Guanin-N3-Alkylierung war 
> 25: 1. Diese hohere Selektivitat von 3 kann auf seine geringere 
Reaktivitat zuruckgefuhrt werden. Es ist bemerkenswert, dal3 
selbst (+)-Duocarmycin A 2, im UnterschuD eingesetzt, fast 
ausschliel3lich Adenin-N3-Alkylierung ergibt[571. Da 3 sehr vie1 
wirksamer ist als 2, kann dessen untergeordnete Guanin-N3-Al- 
kylierung fur die biologischen Eigenschaften nicht wichtig sein 
und ist wahrscheinlich als nichtproduktive Konkurrenzreaktion 
zu sehen. 

Die DNA-Alkylierungs-Selektivitat wird somit vermutlich 
durch die relative Reaktivitat der Substrate beeinflufit. Untersu- 
chungen unter den Bedingungen eines begrenzten Wirkstoffan- 
gebots und eines Uberschusses an DNA, unter denen keine oder 
nur eine sehr geringe Guanin-N3-Alkylierung stattfindet, haben 
gezeigt, dal3 die stabileren und weniger reaktiven Wirkstoffe 
effektiver sind und selektiver zwischen den vorhandenen Alky- 
lierungsstellen unterscheiden. Es konnte von groljem Wert sein, 
diese Unterschiede zu nutzen. 

2.5. Die Reversibilitat der Alkylierungsreaktion : 
durch nichtkovalente Wechselwirkungen unterstiitzte 
Bindungsbildung 

Auch wenn sich die DNA-Alkylierungen durch CC-1065 und 
die Duocarmycine sehr ahnlich sind, gibt es doch ein wichtiges 
Merkmal, in dem sich die beiden Substrate deutlich unterschei- 
den. Wahrend 1 DNA irreversibel alkyliert, ist die Alkylierung 
rnit den Duocarmycinen 2 und 3 r e ~ e r s i b e l ~ ~ ~ ,  581. Die Leichtig- 
keit der Ruckreaktion erweis sich als abhangig von der relativen 
Reaktivitat des Substrats und folglich als abhangig von der 
Stabilitat des Addukts sowie vom Ausmal3 nichtkovalenter bin- 
dender Wechselwirkungen (Abb. 4). In Ubereinstimmung mit 
der relativen Reaktivitat der Substrate und der envarteten Sta- 
bilitat der Addukte zeigte sich, dal3 die Retroalkylierung mit 
(+)-Duocarmycin A 2 langsamer verlief als mit (+)-Duocar- 
mycin SA 3. Daruber hinaus haben wir bei N-BOC-DSA 12 
(siehe Abb. 5) eine sehr viel hohere Geschwindigkeit fur die 
Retroalkylierung und eine sehr viel geringere Produktstabili- 
tat beobachtet als bei 3. Diese Tatsache kann der bei 12 fehlen- 
den Stabilisierung durch die Trimethoxyindol-Einheit zuge- 
schrieben werden. (+)-CC-1065 1 ist weniger reaktiv als (+)- 
Duocarmycin A 2, aber reaktiver als (+)-Duocarmycin SA 3. 
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CH betrachtet werden [Gl. (a)]. Die groBen Unterschiede im nach- 
weisbaren ReversibilitatsausmaI3 lassen vermuten, daI3 zwei der 

5' Substrat + D N A  Substrat---DNA Substrat-DNA (a) 

ODNA wichtigeren unter den bisherigen V e r ~ u c h e n [ ~ ~ *  461 nicht beruck- 

ka X u ,  

Pctroalr 

H+ 

OMe OMe 

Abb. 4. Fur die reversible DNA-Alkylierung (hier mit 3 gezeigt) gelten folgende 
Befunde: Die Ruckreaktion wird mit steigendem pH, steigender Temperatur und 
steigender Ionenstarke wicbtiger, sie ist bei Duocarmycin SA groBer als bei Duocar- 
mycin A, verringert sich mit steigender Stabilitat des Addukts und mit steigender 
Substratreaktivitat, ist bei den Duocarmycinen groBer als bei CC-1065 und sogar 
bei N-BOC-DSA groI3er als bei Duocarmycin SA und verringert sich rnit zuneh- 
mender Stabilisierung durch nichtkovalente bindende Wechselwirkungen. 

Der fehlende Nachweis fur die Reversibilitat der Alkylierung 
durch ( + )-CC-1065 unter vergleichbaren Reaktionsbedingun- 
gen kann als weiterer Hinweis auf eine Abhangigkeit der Rever- 
sibilitHt vom Grad der Stabilisierung durch nichtkovalente 
Wechselwirkungen dienen. Diese Interpretation ist in Einklang 
mit der Beobachtung, daB zu CC-3065 analoge Verbindungen 
rnit derselben Alkylierungseinheit, aber kleineren und einfache- 
ren Teilstrukturen fur die bindenden Wechselwirkungen die er- 
sten derartigen Substrate waren, die DNA reversibel alkylier- 
ten[701. 

Somit kommt nicht nur der kovalenten Bindung eine ent- 
scheidende Funktion bei der Stabilisierung des DNA-Alkylie- 
rungs-Produkts zu, sondern auch den durch hydrophobe und 
van-der-Waals-Beziehungen entstehenden, stabilisierenden 
Wechselwirkungen. Das bedeutet, dal3 aus der reversiblen Al- 
kylierungsreaktion durch nichtkovalente, stabilisierende Wech- 
selwirkungen eine weniger reversible oder irreversible werden 
kann. Die Bedeutung dieser Beobachtungen wird klar, wenn 
man die Eigenschaften der Substrate vergleicht. Die auI3erge- 
wohnlich hohe cytotoxische Aktivitat der Naturstoffe im Ver- 
gleich zur relativ geringen der einfachen Derivate der Alkylie- 
rungseinheiten (Abb. 5) kann teilweise einfach auf die Verringe- 

Me02C 

H i b ;  rh 
)-O'Bu 

0 
XO'Bu  

0 
12, N-BOC-DSA 13, N-BOC-CPI 

Abb. 5. Derivate der Alkylierungseinheiten von 1-3 

rung der Reversibilitat der von Haus aus reversiblen Alkylie- 
rungsreaktion durch nichtkovalente Wechselwirkungen zuruck- 
gefuhrt werden. 

Diese Reversibilitat der Alkylierungsreaktion selbst macht es 
zusammen mit dem Gleichgewicht fur das nichtkovalente Bin- 
den an die DNA erforderlich, daR fur die Bewertung der se- 
quenzselektiven Alkylierung vier Geschwindigkeitskonstanten 

sichtigten Reaktionsgeschwindigkeiten die relativen Geschwin- 
digkeiten der Retroalkylierung an konkurrierenden oder mog- 
lichenveise nicht entdeckten Bindungsstellen und die Geschwin- 
digkeiten, mit denen die nichtkovalenten Bindungen zu den ver- 
fugbaren Bindungsstellen wieder gelost werden (,,off rates"), 
sind. Letztere konnten fur einige ,,nichtkovalente" Komplexe 
qualitativ als recht gering nachgewiesen werdenC8']. 

Diese Beobachtungen fuhrten zusammen rnit Untersuchun- 
gen, die vermuten lassen, daB die Gleichgewichtseinstellung fur 
das nichtkovalente Binden durch Dekomplexierung und nicht 
durch Wanderung entlang der kleinen Furche erfolgt, zu der 
Annahme, daI3 den Dissoziationsgeschwindigkeiten und nicht 
allein den Assoziationsgeschwindigkeiten oder Kb ( = k,/k,) 
eine besondere Bedeutung beizumessen istLg6I. In Untersuchun- 
gen mit definierten Oligonucleotiden, die iiber fur ein nicht- 
kovalentes Binden sehr wirksame, jedoch nicht zu alkylierende 
Stellen verfiigen, stellte sich heraus, daI3 bei diesen die Ge- 
schwindigkeit der DNA-Alkylierung verringert ist. Dies konnte 
darauf schlieDen lassen, daB k, und k, [Gl. (a)] moglicher- 
weise klein sind und dal3 die Dissoziationsgeschwindigkeit oder 
der relative K,-Wert und nicht die Assoziationsgeschwindig- 
keit oder die Alkylierungsgeschwindigkeit geschwindigkeits- 
bestimmend sein konnte. Weiterhin war es fur die Hemmung 
der Alkylierung egal, ob sie durch eine inter- oder eine intra- 
molekulare Stelle fur nichtkovalentes Binden ausgelost wurde. 
Diese Untersuchungen legen nahe, dal3 die Einstellung des 
ersten Gleichgewichts in Gleichung (a) im Vergleich zur Alky- 
lierung langsam ist und dal3 die ,,off rates" oder relativen Kb- 
Werte von Bedeutung sind und nicht vernachlassigt werden 
sollten. 

2.6. Modelle fur die DNA-Akylierungs-Addukte der 
nichtnaturlichen Enantiomere 

Die Untersuchung der Naturstoffe, ihrer nichtnaturlichen 
Isomere sowie von Schliisselteilstrukturen fuhrte nicht nur zu 
der unerwarteten Beobachtung, daB die nichtnatiirlichen Enan- 
tiomere effektive DNA-Alkylierungsmittel und wirksame Cyto- 
statica/Antibiotica sind, sondern ermoglichte auch die Entwick- 
lung eines detaillierten mod ell^[^^^ 541 der Strukturmerkmale, 
die fur die selektive DNA-Alkylierung verantwortlich sind. Die 
Charakterisierung der Verbindungen 8- 10, die eindeutige Be- 
stimmung der absoluten Konfiguration der Substrate und die 
Bestimmung der Sequenziibereinstimmung bei der Alkylierung 
durch 1-3 und ihre Enantiomere lieferten die notwendige Infor- 
mation, um genaue Modelle fur die Adenin-N3-Alkylierung zu 
entwerfen. Abbildung 6 zeigt Modelle fur die Alkylierung mit 
(+)- und (-)-Duocarmycin SA an einer haufigen Bindungsstel- 
le in w794-DNA, 5'-CTAATT, die eine Bindungsstelle hoher 
Affinitat fur das nichtnatiirliche Enantiomer und eine unterge- 
ordnete fur das naturliche Enantiomer Abbildung 7 zeigt 
Hhnliche Modelle fur die Alkylierung rnit (+)- und (-)-CC- 
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Abb 6. Stab- und Kalottenmodelle fur die Alkylierung derselhen Stelle in w794- 
D N A  (Duplex-S-d(G ACTAATTTTT)) durch ( +)-Duocarniycin SA (links) und 
(-)-Duocarmycin SA (rechts). Die Bindung des naturlichen Enantiomers erstreckt 
sich in .i’+S-Richtung von der Adenin-N3-Alkylierungsstelle iiber die Sequenz 
S-CTAB. die des nichtnaturhchen Enantiomers in 5’+3’-Richtung iiher die Se- 
quenz 5’-AATT. 

Abb. 7 .  Stab- und Kalottenrnodelle fur die Alkylierung derselben Stelle in w794- 
DNA (Duplex-5’-d(CACTAATTTTT)) durch (+)-CC-1065 (links) und (-)-CC- 
1065 (rechts). Die Bindung des naturlichen Enantiomers erstreckt sich in 3’-5’- 
Richtung von der Adenin-N.i-Alkylierungsstelle iiber die Sequenz 5’-ACTAA, 
die des nichtnatiirlichen Enantiomers in S’-?’-Richtung uber die Sequenz 
5’~  A ATTT. 

1065[531. In beiden Fallen ist die hydrophobe Seite des Substrats 
tief in die kleine Furche eingebettet, wahrend die polaren funk- 
tionellen Gruppen auf der auSeren Seite des Komplexes angesie- 
delt sind. Die helixartige Konformation des Substrats ist der 
topologischen Kriimmung und Steigung der kleinen Furche an- 
gepaDt und iiberdeckt eine AT-reiche Region von 3.5 bzw. 5 
Basenpaaren. Im Falle von (+)-Duocarmycin SA reicht die 
Bindung uber 3.5 Basenpaare; sie beginnt an der 3I-Adenin-Al- 
kylierungsstelle und setzt sich in 3’+5’-Richtung iiber die 2-3 
folgenden 5’-Basenpaare fort (5‘-CTAA). Im Falle des Enantio- 
mers iiberdeckt die Bindung in ahnlicher Weise eine 3.5 Basen- 
paare umfassende AT-reiche Bindungsstelle, die jedoch notwen- 
digerweise an der der Alkylierungsstelle benachbarten 5’-Base 
beginnt und sich in 5’-+3’-Richtung iiber die Alkylierungsstelle 
und die nachsten 1-2 3’-Basen erstreckt (5’-AATT). Diese ver- 
setzte Selektivitat innerhalb eines AT-reichen Bindungsgebiets 
ist eine natiirliche Folge der diastereomeren Beziehung zwischen 
den Addukten, und die in bezug auf die Alkylierungsstelle ent- 
gegengesetzte Bindungsorientierung in der kleinen Furche ist 
erforderlich, um die Addition des Adenin-N3-Atoms an das am 
wenigsten substituierte Kohlenstoffatom des elektrophilen Cy- 
clopropanrings zu ermoglichen. Die vierte Base (A/T > G/C) in 
der Bindungssequenz ist der Grund dafiir, daD diese Position 
eine hohe Affinitat fur das nichtnaturliche Enantiorner aufweist, 
wahrend sie fur das naturliche Enantiomer nur eine untergeord- 
nete Rolle spielt. Die CC-1065-M0delle[~~~ geben in ahnlicher 
Weise die ausgedehntere, funf Basenpaare umfassende AT-rei- 
che Bindungsstelle, die Alkylierungsselektivitaten der enantio- 
meren Wirkstoffe, i hre entgegengesetzte Bindungsorientierung 
in der kleinen Furche sowie ihre bezogen auf die Alkylierungs- 
stelle versetzte AT-Selektivitat wieder. 

Es konnte gezeigt werden, daB die scheinbar verwirrenden 
Unterschiede in der relativen Wirksamkeit der DNA-Alkylie- 
rung durch das naturliche und das nichtnatiirliche Enantiomer 
sowohl von dem AusmaD an Stabilisierung der inharent reversi- 
blen Addukte durch nichtkovalente Wechselwirkungen als auch 
vom Grad der sterischen Hinderung um das C7-Zentrum des 
Wirkstoffs abhangen. In Ubereinstimmung mit den aus den 
Modelluntersuchungen resultierenden Erwartungen reagieren 
die nichtnaturlichen Enantiomere auf letzteres besonders emp- 
findlich[53. 54.731 

3. Schlusselteilstrukturen 

3.1. N-BOC-DSA: ein DNA-Alkylierungsmittel mit einer 
von der absoluten Konfiguration unabhiingigen Selektivitat 
und Wirksamkeit 

Die Richtigkeit der Modelle bestatigte sich, als man heraus- 
fand, daD sie eine gute Erkllrung fur die ungewohnliche Beob- 
achtung lieferten, daD bei einfachen Derivaten der Alkylierungs- 
einheit, z.B. N-BOC-DSA 12[54] und N-BOC-CPI 13[53,681 
(siehe Abb. 5 ) ,  beide Enantiomere DNA an denselben Positio- 
nen alkylieren. Zusatzlich dam, daB die DNA-Alkylierung mit 
(+)- und (-)-12 wesentlich weniger effizient (ca. 104mal) und 
weniger selektiv (Selektivitat: 5‘-AA > 5’-TA) ist und im Ver- 
gleich zu der mit (+)- oder (-)-Duocarmycin SA oder -CC- 
1065 ein anderes Profil zeigt, ergaben die Untersuchungen, daD 
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Tabelle 3. Sequeiizubereinstimmuiig bei der DNA-Alkylierung durch Schlusselteilstrukturen und Analoga von CC-1065 und den Duocarmycinen [a]. 

Substrat Base [b] 5' 6 5 4 3 2 1 0 - 1  -2 -3 -4 -5 3' 

natiirliche Enimtiomere 
(+)-CPI-CDPI, A/T (56) 
(+ ) - I7  ubereinstimmung 
(+)-CC-l065 AIT (56) 
I ubereinstimmung 
(+)-CPI-CDPI, A/T (56) 
(+)-16 Ubereinstimmung 

(+)-14 obereinstimmung 

(+!-I5 bereinstimmung 
(+)-Duocarmycin SA A/T (56) 
3 Ubereinstimmung 
(+)-N-BOC-CPI A/T (56) 
(+)-13 Ubereinstimmung 
(+)-N-BOC-DSA A/T (56) 
( + ) - I t  ubereinstimmung 

~ i c ~ t n a t u ~ f ~ c ~ ~  Enanrionrrre 
(-)-N-BOC-DSA A/T (56) 
( - ) -I2 Ubereinstimmung 
(-)-N-BOC-CPI A/T (56) 
(-)-13 obereinstimmung 
(-)-Duocarmycin SA A/T (56) 
mi-3 Ubereinstimmung 
(-)-CPI-CDPI, AIT (56) 
(-)-I6 Ubereinstimmung 

ent-1 Ubereinstimmung 
(-)-CPI-CDPI, A/T (56) 
(-1-17 Ubereinstimmung 

(+)-CPI-PDE-I, A/T (56) 

(+)-CPI-CDPI, A/T (56) 

(-)-CC-1065 AIT (56)  

72 
A/T 

77 
' z G/C A/T z G/C 

69 69 
A/T z G/C 
67 78 
A/T 2 G/C 
67 78 
A/T t G/C 
- 65 

- 65 

- 79 

A/T z G/C 

A/T z G/C 

A/T z G/C 

A/T 2 G/C 

A/T t G/C 

A/T z G/C 

100 100 54 - 

A/T A N 
98 100 55 - 

A/T A Pu2Py 
98 100 55 - 

A/T A Pu2Py 
100 100 58 - 
A/T A Pu2Py 
100 100 58 - 
A/T A P u t P y  
100 100 69 - 

A/T A Pu>Py 
97 100 66 - 

A/T A P u z P y  
95 100 65 - 

A/T A Pu>Py 

- - - - 95 100 65 
A/T A Pu>Py 

- - 97 100 66 
A/T A Pu>Py 

- - - - 93 100 96 
A/T A A/T 

- - 88 100 93 
A/T A A/T 

- 88 I00 93 
A/T A A/T 

- - 100 100 100 
A/T A A/T 

- ~ - 

- 

- - - 

- - - - 

- 

- 

- 

13 
A/T 7 G/C 
82 

A/T>G/C 
82 

A/T > GjC 
I00 
A/T 

56 - 
N 
73 56 - 

A/TzG/C N 
73 56 - 

A/T>G/C N 
86 86 51 
A/T>G/C A/T>G/C' N 

- 

la] Die Zahlen unter den Positionen geben den Prozentsatz an, mit dem die jeweilige Base in dieser Position relativ zur Adenin-N3-Alkylierungsstelle auftritt. [b] I n  Klammern 
prozentualer Anteil in der untersuchten DNA 

die beiden Enantiomere von 12 - unabhangig von ihrer absolu- 
ten Konfiguration - dieselben Bindungsstellen mit im wesentli- 
chen derselben Wirksamkeit alkylieren[541. Dieses Verhalten zei- 
gen alle solchen einfachen Substrate, und es wurde auch fur die 
N-Acetylderivate nachgewiesen. In Abbildung 8 sind diese Be- 
sonderheiten gut veranschaulicht, und die ubereinstimmende 
Alkylierungsselektivitat von ( +)- und ( -)-N-BOC-DSA/N- 
BOC-CPI ist Tabelle 3 zu entnehmen. Obwohl diese Beobach- 
tungen ungewohnlich erscheinen mogen, so sind sie doch die 
naturliche Folge der diastereomeren Beziehung zwischen den 
Addukten. Das naturliche Enantiomer bindet in 3'+5'-Rich- 
tung ausgehend von der Alkylierungsstelle iiber die benachbarte 
5'-Base, das nichtnatiirliche in entgegengesetzter 5'+3'-Rich- 
tung, aber so, daB dieselbe benachbarte 5'-Base an der Bindung 
beteiligt ist. Diese in Abbildung 9 veranschaulichten Modellvor- 
stellungen uber die Alkylier~ngsstelle[~~. 541 passen gut zu der 
fur beide Enantiomere beobachteten Selektivitat von 5'- 
AA > 5'-TA. Die scheinbare Bevorzugung von 5'-AA gegen- 
iiber 5'-TA (ca. 2:  I ) ,  wenn nur ein Strang einer einfach endmar- 
kierten DNA untersucht wurde, ist statistischer und nicht 
struktureller Natur : Der nichtmarkierte, komplementire Part- 
nerstrang einer 5I-TA-Sequenz enthalt eine identische, konkur- 
rierende Bindungsstelle, deren Alkylierung die meJ3bare Eff- 
zienz der Alkylierung des markierten Strangs verringert. Die 
Alkylierung wird einfach dariiber gesteuert, wie tief das jeweili- 
ge Alkylierungsmittel in die kleine Furche einzudringen vermag. 
Davon hangt es ab, ob die Adenin-N3-Alkylierung durch den 
elektrophilen Cyclopropanring stattfinden kann. Bei einfachen 
Wirkstoffen wie 12 und 13 geniigt es, wenn die benachbarte 
5'-Base eine A- oder T-Base ist, und Modelle fur die nicht beob- 

(+)-N-BOC (-bN-BOC 
(+)-Duo SA (-)DUOS* G C A T  DNA DSA USA 

La-@ 10' ioW m a n m m m  

Abb. 8. Analyse des durch 30minutiges Erhitzen auf 100 "C ausgelosten Strang- 
bruchs bei w794-DNA (SV40-DNA-Segment, 144 Basenpaare, Nucleotid- 
Nr. 5238-138) nach 24stundiger lnkubation mit (+)- oder (-)-Duocdrmycln SA 
bei 25 "C und mit (+)- oder (-)-N-BOC-DSA bei 37 "C sowie Entfernung des nicht 
gebundenen Substrats durch EtOH-FPllung durch dendturierende PAGE (8%)  und 
Autoradiograpbie. Spuren 1-3: 3 (1 x 10-'-1 x lo-' M); Spuren 4 und 5: enr-3 
(1 x bzw. 1 x lo-' M); Spuren 6-9: Sanger-G-, -C-, -A- und -T-Reaktionen; 
Spur 10: Vergleichs-DNA; Spuren 11 und 12: ( + ) - I 2  (1 x bzw. 1 x M); 
Spuren13undl4:(-)-12(IxlO~*bzw. I x I O - ~ M ) .  
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Abb. 9. Stab- und Kalotlenmodelle fur die Alkylierung derselben Stelle in w794- 
DNA (Duplex-S-d(CiACTAATTTTT)) durch (+ ) - I2  (links) und (-)-12 (rechts). 
Die Bindung des natiirlichen Enantiomers erstreckt sich in 3'+5'-Richtung von der 
Adenin-N3-Alkylierungsstelle uber die Sequenz 5'-AA, die des nichtnatiirlichen 
Enantioiners in 5'+3'-Richtung. erfant aber dieselbe 5'-AA-Sequenz. 

achtete 5'-GA-Alkylierung stutzen diese A n ~ ~ a h m e [ ~ ~ .  541. Im 
Falle von 3 oder 1 ist ein ausgedehnteres, 3.5 bzw. 5 Basenpaare 
umfassendes AT-reiches Umfeld der Alkylierungsstelle erfor- 
derlich, um ein fur die Alkylierung ausreichendes Eindringen in 
die Furche zu ermoglichen; dazu kommt noch die bevorzugte 
nichtkovalente Anbindung der Substrate in der schmaleren, tie- 
feren, AT-reichen kleinen Furche[821. 

Diese Unterschiede siiid von Bedeutung, werden jedoch bis 
heute nicht allseits akzeptiert. Wahrend unsere Untersuchungen 
erhebliche Unterschiede in der Alkylierungsselektivitit zwi- 
schen den Naturstoffen und den einfachen Derivaten der Alky- 
lierungseinheit ergdben, haben die gemeinsamen Untersuchun- 
gen der Arbeitsgruppen von Hurley und Upjohn rnit 
CPI-Derivaten eine nicht oder kaum unterscheidbare Alkylie- 
rungsselektivitat von ( +)-CC-1065 1 und (+ )-N-Acetyl-CPI 
ergeben143,46,47,67*6x1. Dardus folgerten sie, daR alle struktu- 
rellen Erfordernisse fiir die mit 1 beobachtete Alkylierungsse- 
lektivitiit in der CPI-Alkylierungseinheit enthalten sind. 

Trotz des ahnlichen Verhaltens von N-BOC-DSA 12 und N- 
BOC-CPI 13 konnten zwei wichtige Unterschiede entdeckt wer- 
den: Zum einen alkylieren das naturliche und das nicht- 
naturliche Enantiomer von 12 DNA effizienter und sind zudem 
biologisch wirksamer als die entsprechenden Enantiomere von 
13. Dieser Unterschied kann mit der hoheren Stabilitat von 12 
begriindet werden, die eine effektivere DNA-Alkylierung be- 
wirkt. Zum anderen wurde zwischen dem naturlichen und dem 
nichtnaturlichen Enantiomer von 12 kein Unterschied in der 
Alkylierungseffizienz beobachtet, wlhrend fur das naturliche 
Enantiomer von 13 eine 10- bis 100mal groljere Effizienz und 
eine 10- his 100mal hohere Cytotoxizitat als fur das nicht- 
ndturliche Enantiomer nachgewiesen werden konnten. Wie wir 

spater noch genauer erllutern werden, hangt dieses scheinbar 
verwirrende Verhalten der Enantiomerenpaare rnit dem Aus- 
maB an sterischer Hinderung um das C7-Zentrum zusammen, 
ein Faktor, auf den die diastereomeren Addukte der nicht- 
naturlichen Enantiomere besonders empfindlich reagieren. 

3.2. CPI-PDE-I, : eine Schlusselteilstruktur von CC-1065 

Fur friihe Versuche rnit dem Ziel, die Bedeutung der einzelnen 
Untereinheiten von CC-1065 aufzuklCren, sind beide Enantio- 
mere von CPI-PDE-I, 14 (Abb. 10) hergestellt  ord den'^^]. Die- 

1, (+)-CC-1065 I H P N k O  ~ 1 (+)-14, (+)-CPI-PDE-I. 
P 1\1 

' I  OMe 

Me 

Abb. 10. CPI-PDE-I, 14, eine Schlusselteilstruktur von CC-1065. 

se fruhe Untersuchung fuhrte zu einer Reihe interessanter Beob- 
achtungen, von denen wir im folgenden alterdings nur zwei be- 
sonders wichtige beschreiben wollen. Zum einen zeigte ( +)- 
CPI-PDE-I, in vitro eine cytotoxische Aktivitiit, die von der von 
(+)-CC-1065 nicht zu unterscheiden war. Dies wies darauf hin, 
dalj die gesamte ,,rechte" Teilstruktur von CC-1065 fur die volle 
biologische Wirksamkeit nicht benotigt wird. Die spatere Ent- 
deckung der Duocarmycine, denen dieses dritte Strukturele- 
ment ebenfalls fehlt, lieferte einen unabhangigen Beweis fur die 
relative Bedeutungslosigkeit dieser Struktureinheit fur die bio- 
logischen Eigenschaften der natiirlichen Enantiomere. Zum an- 
deren zeigte das naturliche Enantiomer (+)-14 eine ahnliche, 
aber dennoch merklich von der rnit ( +)-CC-1065 beobachteten 
DNA-Alkylierungsselektivitat abweichende Selektivitiit. Tabel- 
le 3 (Abschnitt 3.1) enthalt auch die Sequenzubereinstimmung 
bei der Alkylierung rnit (+)-14. Wie im Falle von (+)-CC-1065 
handelt es sich bei jeder nachgewiesenen Alkylierungsstelle um 
einen Adeninrest, und jede dieser Alkylierungsstellen ist von 
zwei 5'-A- oder -T-Basen flankiert. Fur  diese dreibasigen, AT- 
reichen Alkylierungsstellen wurde dieselbe Praferenz wie rnit 
(+)-CC-1065 nachgewiesen: 5'-AAA % 5'-TTA > 5'-TAA > 
5'-ATA. Wir fanden heraus, daR die Unterschiede zwischen 
(+)-14 und (+)-CC-1065 aufder aufdie vierte und funfte 5'-Ba- 
se ausgedehnten AT-Praferenz beruhen: Bei (+)-14 war die 
Praferenz fur eine A- oder T-Base als vierte 5'-Base geringer und 
die fur eine bestimmte funfte 5'-Base gar nicht vorhanden. (+ )- 
14 zeigt also, genau wie spater bei DuocarmycinA und SA 
beobachtet, eine kurzere, sich nur uber 3.5 Basenpaare erstrek- 
kende Selektivitat fur AT-reiche Regionen. Folglich stellte sich 
heraus, daR die Gegenwart der DNA-bindenden Untereinheiten 
die Sequenzselektivitlt der DNA-Alkylierung beeinfluBte, und 
eine umfassende Untersuchung kurzerer und llngerer Analoga 
von (+)-CC-1065 ergab, daI3 die beobachtete Selektivitat fur 
AT-reiche Regionen gut mit der Lange des Alkylierungsmittels 
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und mit der GroRe der Bindungsstelle um die Alkylierungsstelle, 
die fur dieses Alkylierungsmittel notwendig ist, ubereinstimmt 
(siehe Tabelle 3)[53* 'll. 

Die relativen cytotoxischen Wirksamkeiten von verwandten 
Alkylierungsmitteln, unter denen auch solche waren, denen alle 
DNA-bindenden Untereinheiten fehlten, deuteten auf eine wei- 
tere wichtige funktionelle Rolle der DNA-bindenden Unterein- 
heiten hin. (+ )-N-BOC-CPI und (+ )-N-Acetyl-CPI, die kein 
DNA-bindendes Strukturelement enthalten, enviesen sich als 
1000- bis 10000mal weniger wirksam als (+)-CC-1065. Im Ge- 
gensatz dazu zeigten die natiirlichen Enantiomere von 14-17 
(siehe Abb. 10 und 12) mit ein bis drei DNA-bindenden Unter- 
einheiten eine mit der des Naturstoffs vergleichbare Wirksam- 
keit (Tabelle 4). Ebenso alkylieren (+)-N-BOC-CPI und (+)- 
N-Acetyl-CPI DNA wesentlich weniger effkient (1000- bis 

Tabelle 4. Cytotoxische Aktivitat von Schlusselteilstrukturen von CC-1065 und den 
Duocarmycinen in vitro. 

Substrat 

naiiirliche Enantiomere 
(+)-I& (+)-N-BOC-DSA 
(+)-13, (+)-N-BOC-CPI 
3, (+)-Duocarmycin SA 
1, (+)-CC-1065 
(+)-14, (+)-CPI-PDE-I, 
(+)-15, (+)-CPI-CDPI, 
(+)-16, (+)-CPI-CDPI, 

niehtnatiirliche Enantiomere 
(-)-lZ, (-)-N-BOC-DSA 
enr-3, (-)-Duocarmycin SA 
enr-1, (-)-CC-1065 
(-)-14, (-)-CPI-PDE-I, 
( - ) -I% (-)-CPI-CDPI, 
(-)-16, (-)-CPI-CDPI, 
(-)-17, (-)-CPI-CDPI, 

(+)-17, (+)-CPI-CDPI, 

6000 
300000 

10 
20 
20 
40 
20 
20 

60000 
100 
20 

- > 2400 
26300 

20 
50 

10000mal), wahrend (+)-14-( +)-17 und 1 vergleichbare 
DNA-Alkylierungs-Effizienzen, aber verschiedene DNA-Alky- 
lierungs-Geschwindigkeiten und - entsprechend ihrer GroRe - 
leicht unterschiedliche Selektivitaten bezuglich AT-reicher Re- 
gionen zeigen. Diese Beobachtungen fuhrten uns in Verbindung 
mit Computerstudien, Molecular-Modeling-Untersuchungen 
und einer Abschatzung der inneren Stabilitat der Alkylierungs- 
mittel zu der Annahme, dal3 die DNA-Alkylierung inharent 
reversibel ist und nur durch nichtkovalente Wechselwirkungen 
zwischen der DNA und DNA-bindenden Strukturelementen ir- 
reversibel wird. Daruber hinaus lag die Vermutung nahe, daD 
diese Stabilisierung bei den natiirlichen Enantiomeren durch ein 
einziges DNA-bindendes Strukturelement erfolgt und daD allein 
der Stabilisierungsvorgang die volle Entfaltung der biologischen 
Eigenschaften bewirkt. Zu diesem Zeitpunkt war der reversible 
Charakter der DNA-Alkylierung noch nicht erkannt, und die 
Arbeitsgruppen von Hurley und Upjohn vermuteten, daI3 die 
Unterschiede den Geschwindigkeiten der DNA-Alkylierung 
und den kinetischen Aspekten der Bildung der DNA-Addukte 
zuzuschreiben ~ e i e n [ ~ ~ ] .  Diese abweichenden Vorstellungen gin- 
gen der spateren Entdeckung voraus, daR die DNA-Alkylierung 
reversibel ist und daI3 die Addukte nur durch das Vorhandensein 
und die GroRe der DNA-bindenden Strukturelemente stabili- 
siert ~ e r d e n [ ' ~ ,  "1. 

3.3. CPI-CDPI, : ein genaues funktionelles Analogon von 
CC-1065 

Unter den ersten Analoga von CC-1065, die wir untersucht 
haben, erwies sich das durch Entfernen der Methoxy- und Hy- 
droxysubstituenten aus den mittleren und ,,rechten" Abschnit- 
ten entstehende Derivat als besonders aufschluDreich (Abb. 11). 

H2N 
1, (+)-CC-1065 k0 

Me 

Abb. 11. CPI-CDPI, 

N Y O H  
OMe 

(+)-16, (+)-CPI-CDPI, 

Me 

ein 

H 

genaues funktionelles Analogon vou CC-1065. 

Seine Untersuchung schien unter der damals wachsenden Er- 
kenntnis, daR die polaren Substituenten von CC-1065 einen er- 
heblichen Beitrag zu dessen Eigenschaften leisten, aul3erordent- 
lich wichtig. Bei der Untersuchung von CPI-CDPI, wurde drei 
wichtigen Fragen nachgegangen : dem Beitrag der Substituenten 
zur Bindung an DNA, den daraus resultierenden Alkylierungs- 
eigenschaften des Naturstoffs und ihrem Beitrag zu den biologi- 
schen Eigenschaften. Obwohl wir anfanglich ewartet hatten, 
daD die Substituenten die DNA-Alkylierungs-Eigenschaften si- 
gnifikant beeinflussen, konnte eine derartige Rolle der Substi- 
tuenten durch ausfiihrliche Molecular-Modeling-Studien nicht 
bestltigt ~ e r d e n [ ~ ~ , ~ l ] .  In ahnlicher Weise war vermutet wor- 
den, daI3 die C4-Hydroxygruppe die Bindung an DNA erleich- 
tern konnte, indem sie Wasserstoffbruckenbindungen mit Car- 
bonylgruppen anderer Untereinheiten einginge und dadurch 
eine fur die Bindung in der kleinen Furche erforderliche ge- 
krummte, helicale Konformation stabilisierte. Bei kritischer 
Untersuchung dieser Annahme kamen wir jedoch zu der Er- 
kenntnis, daR CC-1065 durch diese intramolekulare Wasser- 
stoffbruckenbindung eine zu starke Kriimmung der Helix- 
konformation erfahrt und daD die weniger starke Kriimmung 
der Helixkonformation von (+)-16 der fur die Bindung in 
der schmalen Furche erforderlichen Konformation sehr vie1 
naher k ~ m m t [ ~ ~ '  ", SchlieBlich hatten wir angenommen, 
daI3 die Oxidation des mittleren und rechten Strukturelements 
von CC-1065 zu einem para-Chinonimin moglicherweise eine 
Erklarung fur die verzogerte Toxizitat von (+)-CC-1065 liefern 
konnte["]. 
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Die Synthese beider Enantiomere von CPI-CDPI,[771 und ihr 
direkter Vergleich rnit den Enantiomeren von CC-1065 ergab, 
daB beide Alkylierungsmittel ununterscheidbar sindL7']. Beide 
Enantiomere von CPI-CDPI, 16 zeigten die gleiche cytotoxi- 
sche Aktivitlt und In-vivo-Antitumor-Aktivitat sowie identi- 
sche DNA-Alkylierungs-Effizienzen und Selektivitaten wie das 
entsprechende CC-1065-Enantiomer. AuBerdem wurde mit 
( +)-CPI-CDPI, auch die fur (+)-CC-1065 charakteristische 
verzogerte Toxizitat beobachtet, wlhrend die beiden nicht- 
natiirlichen Enantiomere diese Besonderheit nicht zeigten"". 
Die Untersuchung von 16 fuhrte somit zu dem Ergebnis, daB die 
Hydroxy- und Methoxysubstituenten im mittleren und rechten 
Strukturelement von CC-1065 fur die Eigenschaften des Natur- 
stoffs ohne Bedeutung sind. Eine erglnzende und zeitgleich 
durchgefuhrte Untersuchung ergab zwar zunlchst abweichende 
Ergebnis~e''~]: diese wurden aber spater k ~ r r i g i e r t ~ ~ ~ l .  

Die nicht unterscheidbaren DNA-Alkylierungs-Profile wur- 
den besonders deutlich im Vergleich rnit den Alkylierungsprofi- 
len einer Reihe strukturell verwandter Verbindungen, die iin 
folgenden Abschnitt beschrieben werden. Die Untersuchungen 
wurden durch die Entwicklung einer Methode erleichtert, mit 
der schnell groBere, der Durchfuhrung derartig umfangreicher 
Vergleichsstudien angemessene Mengen an einfach 32P-endmar- 
kierter DNA erhalten werden konnenr721. 

3.4. CPI-CDPI,: langere und kiirzere Analoga yon CC-1065 

Um die funktionelle Bedcutung der einzelnen Strukturemhei- 
ten von CC-1065 zu ergrunden, hatten wir einen vollstlndi- 
gen Satz kiirzerer und llngerer Analoga. 15- 17, hergestellt 
(Abb. 12)'711 und getestet. Dabei konnten zwischen CPI-CDPI, 

und zu (+ )-CPI-CDPI, aufwiesen. Erstere zeigten eine kiirzere, 
iiber 3.5 Basenpaare reichende AT-Selektivitat, wlhrend bei 
letzteren eine ausgedehntere, iiber 6.5- 7 Basenpaare reichende 
AT-Selektivitat beobachtet w ~ r d e [ ~ ~ ] .  In Tabelle 3 (Abschnitt 
3.1) sind die Sequenziibereinstimmungen bei der Alkylierung 
sowohl fur natiirliche als auch fur nichtnaturliche Enantiomere 
dieser Schliisselteilstrukturen von CC-1065 wiedergegeben. 

Eine anfiinglich verwirrende Entdeckung war die Tatsache, 
daB die nichtnatiirlichen Enantiomere von CPI-CDPI, und 
CPI-PDE-I,, anders als (-)-CC-1065, DNA nicht effizient 
alkylieren und vergleichsweise schwach cytotoxisch wirken 
(Tabelle 4). Obwohl diese Beobachtung zum Zeitpunkt ihrer 
Entdeckung nicht einfach zu verstehen war, kann sie mittlerwei- 
le mit dem AusmaS an Stabilisierung durch nichtkovalente 
Wechselwirkungen und rnit der sterischen Belastung im Umfeld 
des C7-Zentrums der CPI- oder DSA-Alkylierungseinheit (12 
bzw. 13), auf die die diastereomeren Addukte der nichtnatiir- 
lichen Enantiomere besonders sensibel reagieren, erklart wer- 
den. Bei den nichtnatiirlichen Enantiomeren ist dies die Folge 
destabilisierender sterischer Wechselwirkungen rnit der 5'-Base, 
die sich auf dem alkylierten DNA-Strang vor dem alkylierten 
Adeninrest befindet, wodurch die DNA-Alkylierung langsamer 
und die Reversibilitat der Adduktbildung erhoht wird. Das 
natiirliche CPI-Enantiomer benotigt zur Stabilisierung des 
reversibel gebildeten Addukts nur ein einziges DNA-bindendes 
Strukturelement, wlhrend das nichtnatiirliche CPI-Enantiomer 
zwei derartige Strukturelemente benotigt. Im krassen Gegensatz 
dazu geniigt beim natiirlichen wie auch beim nichtnatiirlichen 
Enantiomer von DSA ein einziges DNA-bindendes Strukturele- 
ment, da die den Addukten der nichtnatiirlichen Enantiomere 
eigenen, destabilisierend wirkenden sterischen Wechselwirkun- 
gen an C7 in diesem Fall geringer sind. 

Auf Studien mit Alkylierungsmitteln mit tiefgreifenden Mo- 
difikationen und Vereinfachungen der DNA-bindenden Einhei- 
ten werden wir in Abschnitt 10 genauer eingehen. 

1, (+)-CC-1065 OMe 

(+)-13, n = 0, (+)-N-BOC-CPI HN&) Nw '"I (+)-15, n = 1, (+)-CPCCDPI, 
(+)-<s, n = 2, (+)-CPI-CDPI~ 0 ' 
(+)-17, n = 3, (+)-CPCCDP13 

0 
n 

Ahb 12 CPI-CDPI,,. Lingere und kurzere Analog't von CC-1065 

15 und CPI-PDE-I, 14 keine Unterschiede festgestellt werden, 
und die naturlichen Enantiomere von CPI-CDPI, ( n  = 1-3) 
und CPI-PDE-I, (n  = 1. 2) zeigten dieselbe cytotoxische Wirk- 
samkeit. Vor dem Hintergrund, den Ursprung der DNA-Alky- 
lierungs-Selektivitiit herauszufinden, war es aufschluBreich, daB 
die natiirlichen Enantiomere ( +)-CPI-CDPI, und (+)-CPI- 
PDE-I , sowie ( + )-CPI-CDPI, Unterschiede zum Naturstoff 

4. Affinitat und Selektivitat bei der nichtkovalenten 
Bindung an DNA 

4.1. PDE-I,, CDPI,, ACDPI, und TACDPI, 

Wichtige fruhe Erkenntnisse iiber den strukturellen Ursprung 
der sequenzselektiven DNA-Alkylierung konnten anhand der 
Charakteristika der nichtkovalenten Bindung der Verbindungen 
18-21 an DNA gewonnen werden. 18-21 sind Schliisselteil- 
strukturen der Substrate 1-3, die keine kovalente Bindung mit 
DNA eingehen konnen (Abb. 13). Die Untersuchungen wurden 
mit einer ganzen Reihe von Verbindungen und unterschiedli- 
chen DNAs durchgefuhrt[" -841. , in ' Abbildung 13 sind nur die 
wichtigsten Ergebnisse zusammengefaBt. Es wurden sowohl die 
relativen als auch die absoluten Bindungskonstanten bestimmt, 
und es stellte sich eine ausgeprlgte Selektivitiit der Substrate fur 
eine Bindung in AT-reichen Regionen der kleinen Furche heraus 
(Tabelle 5 ) [ * * 3  831. Dariiber hinaus erwies sich CDPI, als das am 
besten bindende Substrat innerhalb der CDP1,-Reihe (Abb. 13 
unten). Die Bindung von CDPI, in der kleinen Furche erstreckt 
sich iiber fiinf Basenpaare oder eine halbe Helixdrehung, was 
der groljtmoglichen Bindungsstelle entspricht, die - bei gleich- 

1554 A n g ~ w .  Chem. 1996. ION, 1542 - 1580 



AU FSATZ E DNA-Alky lierung 

8.5 7 

8.0 - 
7.5 - 
7.0 - 1 6.5; 

1°gKb 6.0 - 

5.5 - 

5.0 - 

Tabelle 5. Bindungskonstanten und Gibbs-Bindungsenergien fur die nichtkovalente Bindung an drei DNAs 

Poly[dA]-Polj[dTJ 

CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDP1,-OrBu 
PDE-I, 
PDE-I, 
Distamycin 

6.4 x lo4 
3.2 x 10, 
1.8 x 107 
1 . 4 ~  106 
2.1 x 10' 

[a1 1.5 x 10' 
1.6 x 10' 

1 4 . 8  x 10' 
>1.1 x 108 

Poly[d(A-T) J-Poly[d(A-T)] 

CDPI, 6.1 x 104 
CDPI I 9.6 104 

CDPI, 6.7 105 

PDE-I, > 2 . 6 ~  10' 
Distamycin >7.2x 10' 

CDPI, 8 . 9 ~ 1 0 ~  
CDPI, 6.1 x 10' 

CDPI,-OIB~ pa] 7.3 x lo6 
PDE-I, 4.6 x lo6 

Pol.v[ dG]-Poly[dC] 

CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDPI, 
CDPI,-OtBu [a] 
PDE-1, 
PDE-I, 
Distamycin 

5.1 x 104 
6.9 x lo4 
2.0 x 105 
4.1 x 105 
4.9 x 10' 
2.1 x 10' 

> 1 . 7 ~ 1 0 5  
~ 

> 2.9 x 10' 

-6.6 
-1.5 
-9.9 
-8.4 
-8.6 
-9.8 
-9.8 
- 

(- 11.4) 

-6.5 
-6.8 
-9.5 
- 8.0 
- 8.0 
-9.3 
-9.1 

(-12.6) 
- 

- 6.4 
-6.6 
-1.2 
-7.7 
-1.8 
- 7.3 

- 8.0 
- 

- 

ACDPI, 5.1 x lo3 -5.1 TACDPI, 3.8 x 105 - 1.6 
ACDPI, 2.8 x 104 -6.1 TACDPI, 1 . 4 ~ 1 0 '  -9.8 
ACDPI, 9.6 x 10' - 8.2 TACDPI, 1.3 x 10' -11 1 
ACDPI, 5.6 x 10' -7.8 

ACDPI, 
ACDPI, 
ACDPI, 
ACDPI, 

ACDPI, 
ACDPI, 
ACDPI, 
ACDPI, 

4.3 x 103 -5.0 TACDPI, 
TACDPI, 2.1 x 104 - 5.9 

1.4 x 10' - 8.4 TACDPI, 
2.2 x 105 -1.3 

3.2 x 103 -4.8 TACDPI, 
4.3 x 103 -5.0 TACDPI, 
1 . 4 ~ 1 0 '  -7.0 TACDPI, 
I .o x 105 - 6.8 

4.5 x 105 - 7.7 
2.1 107 - 10.0 
5.4 x 108 -11.9 

2.1 x 104 -5.9 
1.ox 106 ~ 8.2 
1.6 x lob -x.4 

[a] NH,-Gruppe in CDPI, durch OrBu-Gruppe ersetzt. 

Me02C 

18, CDPI, 19, PDE-I, 

Me02C 

20, ACDPI, 21, TACDPI, 

POly[dA]-Poly[dTJ 
X POly[d(A-T)]-P~ly[d(A-l)] 

POly[dG]-Poly[dC] 

CDPlj 

4.5 I I 

0 1 2 3 4 5 6 
n (18) __I) 

Abb. 13. Strukturen (oben) und Bindungskonstanten (unten) von Substraten, die 
nicht kovalent an DNA binden. 

zeitiger Bindung beider Enden - durch ein starres Substrat abge- 
deckt werden kann. Es konnte gezeigt werden, daI3 von groI3eren 
Substraten Teilabschnitte gebunden wurden (z.B. CDPI, nur 
uber eine CDPIJJntereinheit) und dabei effektiv stabile nicht- 
kovalente Komplexe entstehen, da8 aber CDPI, und CDPI, 
weniger effektiv waren als CDPI, . Das Entfernen der Hydroxy- 
und Methoxysubstituenten (PDE-I,+CDPI,) hatte nur eine 
geringe Auswirkung auf die Bindungsaffinitat und keine Aus- 
wirkung auf die AT-Selektivitat[821. Das Fehlen funktioneller 
Gruppen in den CDP1,-Derivaten, die zur Bildung von Wasser- 
stoffbriickenbindungen oder zu einer elektrostatischen Stabili- 
sierung beitragen konnten, laRt vermuten, daI3 die Affinitat in 
der Hauptsache auf stabilisierenden van-der-Waals-Kontakten 
beruht und daI3 die Praferenz fur eine Bindung in der AT-rei- 
chen kleinen Furche auf ein tieferes Eindringen der Substrate in 
diese engere Furche zuriickzufuhren ist, wodurch die stabilisie- 
renden Wechselwirkungen maximal werden. 

Die Untersuchungen fuhrten folglich zu der Erkenntnis. da13 
( +)-CC-1065 als eine dem starren CDP1,-Gerust aufgepfropfte 
selektive Alkylierungsgruppe[s21 und nicht als ein mit einem 
DNA-bindenden Substrat (PDE-I,) verkniipftes reaktives AI- 
kylierungsmittel (CPI) anzusehen ist. Die Substrate weisen eine 
ausgepragte Vorliebe fur eine nichtkovalente Bindung in der 
AT-reichen kleinen Furche auf, die fur das starre Trimer optimal 
ist. Unter den zur Selektivitat fur die Bindung in der kleinen 
Furche beitragenden Eigenschaften sind mindestens zwei Struk- 
turmerkmale eines AT-Basenpaares oder einer Folge von AT- 
Basenpaaren fur Substrate, die auf die Stabilisierung durch 
van-der-Waals-Wechselwirkungen und hydrophobe Bindungen 
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bauen, besonders wichtig : Zunachst ragt beim GC-Basenpaar 
ein Aminosubstituent in die kleinere Furche hinein, wahrend 
ein AT-Basenpaar keinen derartigen Substituenten aufweist 
(Abb. 14). Dieser sterisch besser zugangliche Bereich in der Na- 
he eines AT-Basenpaares ermoglicht dem SUbStrdt ein tieferes 

H groOe Furche Me grol3e Furche 

I H dR 
kleine Furche kleine Furche 

...................................................................... 

Bereich und Mittelwerl aus rontgenographischen 
Studien an folgenden vier Desoxyoligonueotiden 

d(CGCGATATCGCG), Netropsin 

0 5  d(CGCGAATTCGCG), 
d / A  4 

3 

Phosphatpaar 

Abb 14 GC- und AT-Bnsenynaic und die Vernnderlichkeit der Breite der DNA- 
Furche d = elfektivc Breitc dei kleinen Fuiche 

Eindringen in die kleine Furche und erhoht die von den van-der- 
Waals-Wechselwirkungen ausgehende Stabilisierung. Zusatzlich 
sind durch rontgenkristallographische Untersuchungen von 
Oligodesoxynucleotiden, die in der Mitte ihrer Struktur eine 
Folge von AT-Basenpaaren enthalten, chardkteristische Merk- 
male entdeckt worden, zu denen auch die ge- 
ringere Breite der AT-reichen kleinen Furche 
~ a h l t [ ' ~ . ' ~ ~ .  Abbildung 14 zeigt ein Dia- 
gramm, in dem die effektive Breite der klei- 
nen Furche von vier derartigen Desoxyoligo- 
nucleotiden dargestellt ist, das diese engere 
AT-reiche kleine Furche betont. Dieses wich- 
tige Konformationsmerkmal einer D N A  mit 
mehreren aufeinander folgenden AT-Basen- 
paaren tragt hauptsachlich zur Selektivitat 
von Substraten bei, die bei der nicht- 
kovalenten Bindung auf Stabilisierung durch 
van-der-Waals-Wechselwirkungen angewie- 
sen sind. Es ist anzunehmen, daR sich die 
nichtkovalenten Komplexe derartiger Sub- 
strate mit DNA bevorzugt in der engeren, 
sterisch besser zuganglichen AT-reichen klei- 
nen Furche bilden, in der die stabilisierenden 
van-der-Waals-Wechselwirkungen am besten 
zum Tragen konimen. 

Die Untersuchung der DNA-bindenden 
Eigenschaften von ACDPI, (20, n = 1-4) 
und TACDPI, (21, n = 1-31 ergab folgen- 
desIa3]: Ahnlich wie im Fall der CDP1,-Sub- 
strate 1st ACDPI, das am besten in der klei- 
nen Furche bindende Substrat und zeigt eine 
Selektivitat fur AT-reiche D N A  gegenuber 

GC-reicher DNA. Auch TACDPI, ist durch eine ausgepragte 
Selektivitat fur AT-reiche DNA charakterisiert (n  = 3, 
BAG" = - 2.7 his 3.5 kcalmol-I). Der Vergleich der CDP1,- 
mit den ACDP1,-Substraten macht deutlich, da13 das Anbringen 
eines stark elektronegativen Substituenten auf der aul3eren Seite 
des Substrats die Bindungsaffinitat durch das Auftreten destabi- 
lisierender elektrostatischer Wechselwirkungen mit dem Phos- 
phatruckgrat der DNA herabsetzt. Das Verhalten von 
TACDPI, dagegen zeigte, daR die Einfiihrung einer quartlren 
Ammoniumgruppe an C5 die Bindungsaffinitat durch das Auf- 
treten stabilisierender elektrostatischer Wechselwirkungen niit 
dem Phosphatriickgrat wesentlich erhoht (Abb. 15). 

Des weiteren stellte sich im Verlauf der Untersuchungen her- 
aus, daR die endstandige Urethaneinheit zur Bindungsaffinitat 
und -selektivitat von CC-1065 keinen Beitrag leistet[821. 

4.2. Affinitatsspaltung: die Stellen fur nichtkovalentes 
Binden und Alkylieren sind identisch 

Eine Untersuchung der DNA-Spaltungs-Effizienz und -Se- 
lektivitat des Fe"'-Komplexes des Affinitltsspaltungsreagens 
22[851 (Abb. 16) lieferte einen weiteren direkten Nachweis dafur, 
daD sowohl im Falle von (+)-CC-1065 als auch im Falle von 
( -)-CC-1065 alle DNA-Alkylierungsstellen in AT-reichen Re- 
gionen fur die nichtkovalente Bindung liegent"'; keine der be- 
obachteten DNA-Alkylierungsstellen war auljerhalb jener be- 
vorzugten Stellen fur das nichtkovalente Binden zu finden. In 
erster Naherung verlief die relative Alkylierungseffizienz paral- 
lel zur relativen Spaltungseffizienz von Fe"'-22 beziiglich der 
konkurrierenden Bindungsstellen. Das Affinitatsspaltungsrea- 
gens 22 fuhrte zu einer sauberen Spaltung an beiden Enden einer 

- Affinitat 
n = 3  > 4 , 5 > 2  > 1 
R = NMe3+ > H > NH2 

. Spezifitat 
AT > GC 
MG' = 2.2 - 2.7 kcal mol-' 

Poly[dAl-Poly[dT], AG' (25 'C, kcal mol-') 
R n = l  2 131 4 5 
NH7 -5.1 -6.1 1-8.2 1-73 

CDPl f 

Arninogruppe 

TACDPI 

, Aminogruppe 

, Arnmoniurngruppe 

Arnrnoniurngruppe 

Abb. 15. EinfluB des CS-Substituenten von in  der kleinen DNA-Furche bindenden Substraten auf deren 
Affinitlt und Selektivitiit 
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N-COOH 

22 

Abb. 16. Struktur des Affinit~tsspaltungsreagens 22. 

fiinf Basenpaare umfassenden Bindungsstelle, die zu den beiden 
Orientierungen im gebundenen Zustand pafit. Die weiter auDer- 
halb liegenden H-Abstraktionsstellen, iiber die die Spaltung 
herbeigefiihrt wird, stiitzen die Bindung in der kleinen Furche. 
In Abbildung 17 ist diese Beziehung zwischen den Stellen der 
DNA-Spaltung durch 22 und der funf Basenpaare umfassen- 
den, AT-reichen w794-DNA-Stelle, die mit hoher Affinitat 
durch CC-1065 alkyliert wird, dargestellt. Man beachte, daD 
(+)-CC-1065 in dieser Sequenz nur eine Stelle und nur einen 
DNA-Strang alkylieren kann, da der aktivierte Cyclopropan- 
ring bei entgegengesetzter Bindungsorientierung zwei 3'-T-Ba- 
sen benachbart ist. 

4.3. Circulardichroismus-Untersuchungen 

Differenz-Circulardichroismus-Untersuchungen ergaben, daD 
CC-1065 in der kleinen Furche von AT-reichen Regionen dop- 
pelstrangiger B-DNA bindetLn7 ~ 971. Mit dieser Technik konnte 
auch nachgewiesen werden, daR (+)-CC-1065 mit dem Dicker- 
son-Dodecamer d(CGCGAATTCGCG), einen stabilen nicht- 
kovalenten Komplex bildet["* 92.  9 h 1 .  Wie eine voriibergehende 
Absorption bei 390 nm deutlich macht, gehen alle Adenin ent- 
haltenden Duplex-Desoxyoligonucleotide zunachst eine nicht- 
kovalente Bindung mit (+)-CC-1065 ein und reagieren erst an- 
schlieljend unter Bildung eines kovalenten Addukts, das eine 
maximale Elliptizitat bei 370 nm In den Ausnah- 
mefallen, in denen zwar eine Bindung von CC-1065, aber keine 
anschlienende AI kylierung erfolgt, verfiigen die Bindungsstellen 
uber keinen fur eine Alkylierung passend angeordneten Adenin- 
rest. So befindet sich der aktivierte Cyclopropanring von (+)- 
CC-1065 bei beiden Bindungsausrichtungen in der Nahe von 
zwei 3'-T-Basen des Dickerson-Dodecamers, so daD keine Alky- 
lierungsstelle erreichbar ist. Im Widerspruch zur Annahme der 
Einzigartigkeit der Alkylierungsreaktion ist die Lage der nu- 
cleophilen Adenin-N3-Alkylierungsstelle nicht scharf festgelegt, 
es ist jedoch erforderlich, daIj sie sich am rechten Ende der 
Bindungsstelle befindet. In Ubereinstimmung mit dieser Aussa- 
ge alkyliert das nichtnaturliche Enantiomer von CC-1065 das 
Dickerson-Dodecamer ohne Schwierigkeiten. Der aktivierte 
Cyclopropanring von (-)-CC-1065 ist dabei auf den anderen 
Strang in unmittelbarer NBhe der beiden 5'-A-Basen gerichtet. 
Es ist falsch anzunehmen, daR derartige Untersuchungen zei- 
gen, die nichtkovalente Bindung sei fur die DNA-Alkylierung 

h 

32P-markiertes 5-Ende 

H-Abstraktion 
durch Fe"'-22 

Alkylierung durch 

(-)-CC-I065 
-t 

3 A l k z n g  (-)-CC-l 065 durch 

6 3 (+)-CC-1065 A l z n g  durch 

D ctFMio" P durch Fe"'-22 Bo G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

32P-markiettes 5'-Ende 
5'-Ende 3-Ende 

Abb. 17. Modell zur Illustration der Zusammenhinge zwischen den Positionen der 
Spaltung durch Fe"'-22, den C4-  und CS-H-Abstraktion,stellen, der sich iiber fiinf 
AT-reiche Bascnpaare erstreckenden Region fur die nichtkovalente Bindung und 
den Stellen der Adenin-N3-Alkylierung durch (+)- und (-)-CC-l065 im Bereich 
hoher Affnit l t  von w794-DNA. 

nicht essentiell, wenn man zu dieser Aussage durch die Untersu- 
chung nur einer einzigen unpassenden Bindungsstelle ge- 
langt [46, 961. Wie die Untersuchungen mit dem Affinitiitsspal- 
tungsreagens 22 verdeutlichen, garantiert die nichtkovalente 
Bindung in einer AT-reichen kleinen Furche zwar nicht die Al- 
kylierung, ist aber eine notwendige Voraussetzung fur sie. 

5. Hypothesen iiber den Ursprung der 
Polynucleotiderkennung 

Im Verlauf der Untersuchungen mit CC-1065 und den Duo- 
carmycinen sind mehrere Hypothesen iiber den Ursprung der 
Alkylierungsselektivitlt der naturlichen Enantiomere aufge- 
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stellt worden. So ist sie der sequenzabhangigen Aktivierung 
durch Protonierung der C4-Carbonylgruppe durch ein stra- 
tegisch gunstig positioniertes Phosphat im DNA-Ruck- 

, er konformdtiven Flexibilitat der DNA und 
der Alkylierung an Knotenpunkten gebogener DNA[98- 
oder der bevorzugten nichtkovalenten Bindung und anschlie- 
Benden Alkylierung in der schmaleren und tieferen kleinen Fur- 
che AT-reicher DNA (Schema 2) zugeschrieben w ~ r d e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  

grat[43-47, 67-69] d 

CH3 
CH3 

Alkylierunasmodell: 
* Die Alkylierungsselektivitaten von (+)-CPI und (+)-CC-1065 sind identisch; die 

* Die Alkylierungsselektivitat ist unabhangig von der Bindungsselektivitat. 
* Die Alkylierung durch (-)-CC-1065 wird uber andere Eigenschaften gesteuert. 
* konformative Flexibilitat der DNA mit Alkylierung an Knotenpunkten 
* sequenzabhangige Aktivierung durch Protonierung der C4-Carbonylgruppe durch 

Selektivitat ist der CPI-Alkylierungseinheit und der Alkylierungsreaktion inharent. 

das Phosphatruckgrat; die C4-Carbonylgruppe ist fur die Aktivierung und die 
Alkylierungsselektivitat erforderlich. 

Modell der nichtkovalenten Binduna: 
* Die Alkylierungsselektivitaten von (+)-CPI und (+)-CC-1065 unterscheiden sich; 
CPI ist ein maOiges Elektrophil, das einem in AT-reichen Regionen uber funf 
Basenpaare bindenden Substrat aufgepfropft ist. 
Die Alkylierungsselektivitat wird uber die Bindungsselektivitat und die 
Zuganglichkeit der Alkylierungsstelle gesteuert. 

* Die Alkylierung durch (-)-CC-1065 wird uber dieselben Eigenschaften gesteuert. - Alkylierung innerhalb geeigneter, AT-reicher Bindungssequenzen - Die Aktivierung durch Phosphatgruppen steuert die Alkylierungsselektivitat nicht; 
die C4-Carbonylgruppe ist nicht erforderlich. 

Schema 2. Zusammenfassung der Hauptmerkmale der vorgeschlagenen Modelle. 

Im Mittelpunkt der verschiedenen Interpretationen stehen die 
festgestellten A h n l i ~ h k e i t e n [ ~ ~ - ~ ~ '  64-681 oder Unterschie- 
de[34-42, 5 3 ,  541 hinsichtlich der Alkylierungsselektivitat einfa- 
cher Derivate wie 12 und 13 und der Naturstoffe 1-3. Die ersten 
beiden Hypothesen, die von den Arbeitsgruppen von Hurley 
und Upjohn vertreten werden, beruhen auf der Pramisse, daB 
(+)-13 und (+)-1 dieselben Positionen alkylieren und daB die 
Alkylierungseinheit oder die Alkylierungsreaktion die Selektivi- 
tat ohne die Beteiligung nichtkovalenter Bindungen steuert. Im 
Gegensatz dazu fordert die letzte, von uns favorisierte Hypothe- 
se, daB die Selektivitat der Substrate fur die nichtkovalente Bin- 
dung an AT-reiche Regionen und die Leichtigkeit des Zugangs 
zur Alkylierungsstelle die Sequenzselektivitat steuern. D i e m  
Modell ist den entgegengesetzten und versetzten, sich uber 3.5 
oder funf Basenpaare einer AT-reichen Region erstreckenden 
Adenin-N3-Alkylierungs-Selektivitaten der naturlichen und 
nichtnaturlichen Enantiomere von 3 bzw. 1 gut angepaBt und 

1558 

erfordert, da13 sich 12 und 13 sowie 1-3 in den Alkylierungsse- 
lektivitiiten unterscheiden (siehe Abb. 8 und Tabelle 3)[53, 5 4 3  "I. 

Alle Arbeitsgruppen sind zu dem Ergebnis gekommen, daB 
die DNA-Alkylierungs-Selektivitat der nichtnaturlichen Enan- 
tiomere - wie wir in unseren Arbeiten vertreten - durch die 
Selektivitat der Substrate fur die nichtkovalente Bindung an 
AT-reiche Regionen bestimmt ~ i r d l ~ ~ ,  5 3 ,  54, 681. Die Hurley- 
Upjohn-Hypothese fur die naturlichen Enantiomere verlangt 
jedoch, daB bei den natiirlichen und den nichtnatiirlichen Enan- 
tiomeren verschiedene grundlegende Polynucleotid-Erken- 
nungselemente aktiv sind[681. Wir wollten von diesen unter- 
schiedlichen Interpretationen wegkommen und den Ursprung 
der DNA-Alkylierungs-Selektivitat endgultig klaren. Dies war 
damals besonders wichtig, weil die Alkylierung von Duplex- 
DNA durch (+)-CC-1065 als ein prototypisches Beispiel fur 
sequenzabhingige DNA-Reaktivitat dargestellt und oft als sol- 
ches zitiert w ~ r d e [ ~ ~ .  46* 471. Bevor eine solche Vorstellung allge- 
mein anerkannt wird, sollte sie experimentell uberpruft und be- 
stiitigt werden. 

5.1. Zweifelsfreie Uberpriifung der vorgeschlagenen 
Modelle zur Erklarung der DNA-Alkylierungs-Selektivitat 
von CC-1065 und den Duocarmycinen 

5.1.1. U&evpvufung dev Bedeufung dele Profonievung der 
C4-Cavbonylgvuppe 

Die Vorstellung einer sequenzabhiingigen Aktivierung als 
Folge einer Protonierung der C4-Carbonylgruppe durch eine 
strategisch giinstig angeordnete Phosphatgruppe im DNA- 
Ruckgrat ist verlockend; eine direkte Uberprufung dieser Idee 
ergab aber, daB der Ursprung fur die Sequenzselektivitat der 
DNA-Alkylierung hier nicht zu finden war. In der entscheiden- 
den Unters~chung[''~. 0 5 ]  wurde nachgewiesen, daB 23-26 
(Abb. 18) ~ unabhangig von ihrer absoluten Konfiguration - 

OSOpCH3 

0 cb RGd- 
h0'0u 

ho'Bu 24, R = O H  0 0 
25, R = OMe 

23, N-BOC-CI 26, R = H 

k o  H2N 

H 

28, R = OH 

30, R = H 
29, R = OMe 

,r- OSOpC H3 

H2N go NH 

0 

Abb. 18. Strukturen der Substrate 23-30 ohne Angabe der Konfiguration 
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dieselben Alkylierungsselektivitaten (5'-AA > 5'-TA) zeigen 
und daR diese mit den Alkylierungsselektivitaten der beiden 
Enantiomere von 12 und 13 identisch sind. Dariiber hinaus zei- 
gen die natiirlichen Enantiomere der Verbindungen 27-30 
(Abb. 18, 19) dieselben DNA-Alkylierungs-Selektivitaten wie 
(+)-CC-1065 und sind sehr vie1 selektiver und effizienter als die 

G C A T  DNA (+)-CC-1065 2 8 , R . W  29,R-OM. 30,R.H 30,R.H 

-*zzzA---- 

Abb. 19. Analyse des durch 30minutiges Erhitzen auf 100 "C ausgelosten Strang- 
hruchs bei doppelstrangiger DNA (SV40-DNA-Fragment, 144 Basenpaare, Nu- 
cleotid-Nr. 138-5238, Klon w794) nach 24stiindiger Inkubation bei 4 oder 37 "C 
sowie Entfernung des nicht gebundenen Substrats durch EtOH-Fillung durch dena- 
turierende PAGE (8%)  und Autoradiographie. Spuren 1-4: Sanger-G-, -C-, -A- 
und -T-Reaktionen; Spur 5 :  Vergleichs-DNA; Spuren 6-8: 1 (2.5 x 
2 . 5 ~ 1 0 ~ ~ ~ , 4 " C ) ; S p u r e n 9 - 1 1 : 2 8 ( 2 . 5 ~ 1 0 ~ ~ - 2 . 5 ~ 1 0 ~ ~  ~ , 4 ' C ) ; S p u r e n  12- 
14: 29 (2.5 x 10-'-2.5 x M, 4°C); Spuren 15-17: 30 (2.5 x lo- '-  
2.5 x lo-' M, 4°C); Spuren 18-20: 30 ( 2 . 5 ~  10- '-2.5x M, 37°C). Die 
hier fur die Racemate von 28-30 gezeigten Befunde unterscheiden sich nicht von 
den unter analogen Bedingungen rnit den reinen natiirlichen Enantiomeren er- 
haltenen. 

von 23-26[lo4]. Die Beobachtung, dal3 Verbindungen wie 25, 
26, 29 und 30, denen die C4-Carbonylgruppe fehlt, dieselben 
Bindungsstellen wie 23 oder 27 alkylieren, bestatigte, dal3 eine 
sequenzabhangige Protonierung und Aktivierung durch das 
Phosphatruckgrat nicht der die Alkylierungsselektivitat bestim- 
mende Vorgang sein konnte. Weiterhin ist die - unabhangig von 
der Art des Elektrophils - sehr vie1 selektivere DNA-Alkylie- 
rung durch 27-30/1-3 als durch 23-26/12,13 nicht in Einklang 
mit den Behauptungen, da13 die Alkylierungsreaktion und der 
Charakter der Alkylierungseinheit die Alkylierungsselektivitat 
steuern. Dagegen sind diese Beobachtungen in Einklang mit 
dem Modell der nichtkovalenten Bindung. 

AuBerdem ist es nicht wahrscheinlich, daB die DNA-Alkylie- 
rung - wie von Warpehoski und Harper[106] vertreten wird - bei 
pH 7-7.6 saurekatalysiert ist, sondern es ist vielmehr zu vermu- 
ten, da13 Metall-Kationen, die an das deprotonierte Phosphat- 
riickgrat gebunden sind, als Lewissaure-Katalysatoren fungie- 
ren. Versuche, die Geschwindigkeit der DNA-Alkylierung zu 
erhohen, miissen auf die Erwagung einer Lewis- oder Brmstedt- 
saurekatalysierten Reaktion abgestimmt sein. 

5.1.2. Wechsel der gegebenen Enantiomerselektivitat durch 
Umkehrung der Substvatorientierung: ein definitiver Beweis 
fur den Ursprung der AIkyIierungsseIektivitat 

Der Schlussel zur zweiten und eindeutigen Studie['osl uber 
den Ursprung der Alkylierungsselektivitat war die Entdeckung, 
daI3 sowohl das naturliche als auch das nichtnaturliche Enantio- 
mer von Duocarmycin SA DNA wirksam a l k ~ l i e r t [ ~ ~ I .  Eine Be- 
sonderheit von 3 ist der C6-Methylester auf der linken Seite der 
Alkylierungseinheit, der die die rechte Seite anbindende Amid- 
funktion erganzt. Dies schafft die Moglichkeit, auf beiden Sei- 
ten der Duocarmycin-SA-Alkylierungseinheit DNA-bindende 
Strukturelemente anzubringen. In unseren Arbeiten haben wir 
sowohl die natiirlichen als auch die nichtnaturlichen Enantio- 
mere der verlangerten und reversen Duocarmycin-SA-Analoga 
31 und 32 untersucht (Abb. 20). Es war zu erwarten, daB (+)- 
und (-)-DSA-CDPI, 31 eine ausgedehntere (iiber funf Basen- 
paare reichende) Alkylierungsselektivitat zeigen wurden als 3 
und sich wie (+)-CC-1065 (d. h. 5'-AAAAA-Selektivitat) bzw. 
(-)-CC-1065 (d. h. 5'-AAAAA-Selektivitat) verhalten wiir- 
den1531. GemaB dem Modell der nichtkovalenten Bindung war 
zu erwarten, daB die reversen Substrate (+)- und (-)-CDP1,- 
DSA 32 eine ahnliche uber fiinf Basenpaare reichende Alkylie- 
rungsselektivitat zeigen sollten, die sich jedoch in die atypische, 

OMe 

Me02C 
L I  

(+)-31, (+)-DSA-CDPl* 

'BUO 
>-o 

MeOpC I 

(+)-32, (+)-CDPIz-DSA 

H 

Abb. 20. Verlangerte (oben) und reverse (unten) Analogd von (+)-Duocarmy- 
cin SA 3. 
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Tdbek 6. Sequenzubereinstimmung bei der DNA-Alkylierung durch die verlangerten (31) und reversen Duoearinycin-SA-Anaioga (32) [a1 

Substrat Base [b] 5' 4 3 2 1 0  - 1  -2 - 3  -4 3' 

narurlrc he Ennn tiornet P 

(+)-CC-l065 (1) 

(+)-DSA-CDPI, (( +)-31) 

(+)-CDP1,-DSA (( +)-32) 

A!T (56) 67 
Uhereinstimmung A/T > G/C 
A;T ( 5 6 )  71 
Ubereinstimmung AlT > G!C 
A'T (56) - 
Ubereinstimmung - 

78 94 
A/T > GlC A/T 
85 100 
A / T > G / C  A T  

nichmnriirliche Ennntioniere 
( -)-DSA-CDP12 (( -)-31) 

(-)-CDP1,-DSA ((-)-32) 

(-)-CC-l065 (em-I) 

A!T (56) - 

Ubereinstimmung - 

A/T (56) 69 
Uhereinstimmung A ) T  > G,:C 
A/T (56) 
Uhereinstimmung - 

- - 

- - 

81 98 
A/T > G , C  A,T 

98 100 
A T  A 
100 100 
A T  A 

95 100 
A!T A 

100 100 
A'T A 

98 100 
A T  A 

88 100 
A T  A 

55 
Pu 2 

63 
Pu > 

98 
A . 7  

100 
A,T 

59 
Pu > 

93 
A T  

PY 

- 
- 

85 
A T > G ' C  

YO 
A 'T 

- 

82 
A T > G,C 

- - 

- - 

70 55 
A;T>G!C N 

73 5x 
A / T > G / C  N 

- 

- - 

I 3  56 
A/T > G'C N 

[a] Die Zahleii linter den Positionen geben den Prozentsatz an. rnit dem diejeweilige Base in dieser Position relativzur Adenin-N3-Alkylierungsstelle auftritt. [b] In Klammern 
prozentualer Anteil in der untersuchten DNA 

entgegengesetzte Richtung bezuglich der Alkylierungsstelle er- 
strecken sollte. Weiterhin war zu erwarten, dalj die Alkylie- 
rungsstellen fur das reverse Substrat (+)-32 mit denen fur ent-1 
und (-)-31 ubereinstimmen und daR Analoges fur (-)-32, 1 
und (+)-31 gilt. In1 Gegensatz dazu fordert das andere Modell, 
das davon ausgeht, daD die Alkylierungsselektivitat in der Alky- 
lierungseinheit enthalten und von der Bindungsselektivitat un- 
abhangig ist, daR die beiden naturlichen Enantiomere (+)-31 
und (+)-32 dieselben Stellen alkylieren. Die Untersuchung der 
DNA-Alkylierungs-Selektivitaten der beiden Enantiomere von 
31 und 32 bot somit einen eindeutigen Test fur die beiden Mo- 
delle mit einer definitiven Losung. 

Es stellte sich heraus, dalj (+)- und (-)-31 DNA rnit der- 
selben Selektivitlt alkylieren wie (+)- bzw. (-)-CC-1065 
(Tabelle 6)['09]. Das naturliche Enantiomer des reversen Sub- 
strats, (+)-32, alkylierte DNA mit derselben Selektivitat wie 
(-)-31 und ent-l['0831091. Diese Ergebnisse sind in Abbil- 
dung 21 sehr schon verdeuthcht, in der nicht nur die Alkylie- 
rungsselektivitaten der Enantiomere von 31 sondern auch die 
der Enantiomere des reversen Substrats 32 gezeigt sind. Diese 

Umwandlung eines naturlichen Enantiomers der Duocar- 
mycin-SA-Alkylierungseinheit in ein Substrat rnit der DNA- 
Alkylierungs-Selektivitat eines typischen nichtnaturlichen 
Enantiomers durch einfaches Umdrehen der Anordnung der 
DNA-bindenden Strukturelemente ist nur rnit einem Mo- 
dell vereinbar, bei dem die Wahl der Alkylierungsstellen 
durch die Bindungsselektivitat und die Tiefe des Eindringens 
in die kleine Furche in der Umgebung der Alkylierungsstelle 
gesteuert wird. Uberdies sind diese Beobachtungen definitiv 
nicht mit Modellen vereinbar, die auf der PrHmisse basieren, 
dal3 die Alkylierungseinheit des naturlichen Enantiomers die 
Alkylierungsselektivitat steuert. In Bhnlicher Weise fand man 
heraus, dalj das nichtnaturliche Enantiomer des reversen 
Substrats, (-)-32, dieselben Stellen alkyliert wie die typi- 
schen naturlichen Enantiomere (+)-31 und 1 .  Diese Umkehr 
der Alkylierungsselektivitat, die rnit dem einfachen Um- 
drehen der Substratorientierung einhergeht (Abb. 22), ist 
allgemeingultig und bestatigt, daR bei den naturlichen und 
den nichtnaturlichen Enantiomeren dieselben elementaren 
Erkennungsmerkmale wirksam sind. 

Dieses Verhalten der Substrate mag 
aus der zweidimensiona-len Darstel- 

Abb. 21. Analyse des durch 30minutigcs Erhitzen auf 100 'C ausgeliisten Strangbruchs bei w836-DNA (146 Basen- 
paare. Nucleotid-Nr. 5189-91) nach lnkubation hei 25 'C sowie Entfernung des nicht gebundenen Substrats durch 
EtOH-FBllung durch denaturierende PAGE (8%) und Autoradiographie. Spuren 1 - 3 :  3 (1 x 10-'-1 x M); 
Spuren 4.- 7: Sanger-G, -C-, -A- und -T-Sequenzierungsstandards; Spur 8 :  Vergleichs-DNA; Spuren 9 ~ 11 : (+)-31 
(1 x 10-6-1 x M ) ;  Spuren 12-14: (-)-31 ( I  x 10-'-1 x I ~ - ' M ) :  Spuren 15SlX. (+) -32  (1 x lo-'- 
1 x M): Spuren 1% 22. (-)-32 ( 1  x 1 V - 1  x lo - '  M). 

lung von 31 und 32 nicht klar zu erken- 
nen sein, doch eine einfache horizonta- 
le Drehung von 32 verdeutlicht die 
bemerkenswerte strukturelle Ahnlich- 
keit rnit 31 und Ialjt erkennen, dalj es 
das Paar naturliches/nichtnaturliches 
Enantiomer von 31/32 ist, in dem der 
Cyclopropanring relativ zu den DNA- 
bindenden Strukturelementen ahnlich 
angeordnet ist. In Abbildung 23 sind 
Modelle fur die Alkylierung der 5'- 
AATTA-Bindungsstelle hoher Affini- 
tat durch (+)-31 und (-)-32 gezeigt 
und in Abbildung 24 solche fur die Al- 
kylierung der 5'-AATTT Bindungs- 
stelle hoher Affinitat durch (-)-31 
und (+)-32. Die Bedeutung dieser Ge- 
genuberstellungen sollte nicht unter- 
schatzt werden. Die Ergebnisse for- 
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H 
(+)-31, (+)-DSA-CDPI;, 

H 
(-)-32, (-)-CDPlyDSA 

(-)-31, (-)-DSA-CDPlz (+)-32, (+)-CDPIz-DSA 

Abb. 22. Darstellungen der Enantiomere von 31 und 32, die die Ahnlichkeiten im experimentellen Verhalten 
verdeutlichen. Der Pfeil gibt die horizontale Drehung um 180” an (siehe Text). 

Abb. 23. Stab- und Kalottenmodelle fur die Alkylierung derselhen Bindungsstelle 
hoher Aftinitat in w794-DNA (5’-CTCAATTAGTC) durch (+)-31 (links) und (-)- 
32 (rechts), Die Bindung des naturlichen Enantiomers erstreckt sich in 3’+5’-Rich- 
tung von der Adenin-N3-Alkylierungsstelle iiber die fiinf Basenpaare umfassende, 
AT-reiche Sequenz 5’-AATTB. Das nichtnatiirliche Enantiorner des reversen Sub- 
strats bindet in derselben 3’-5’-Richtung an dieselbe fiinf Basenpaare umfassende, 
AT-reiche Sequenr 5‘-AATTA. 

Abb. 24. Stab- und Kalottenrnodelle fur die Alkylierung derselben Bmdungsstelle 
hoher Aftinitat in w794-DNA (5’-GACTAATTTTT-3‘) durch (-)-31 (links) und 
(+)-32 (rechts). Das nichtnaturliche Enantiomer bindet in 5‘+3’-Richtung an die 
fiinf Basenpaare umfassende, AT-reiche Sequenz 5’-AATTT. Das natiirliche Enan- 
tiomer des reversen Substrats bindet in derselben S’+3’-Richtung an dieselbe fiinf 
Basenpaare umfassende, AT-reiche Sequenr 5’-AATTT. 

dern nicht nur dieselben Erkennungsmerkmale fur beide Enan- schiedlicher Positionen des Cyclopropanrings identischen 
tiomere, sondern liefern auch einen eindeutigen Beweis dafiir, DNA-Alkylierungs-Selektivitaten von ( + )-31/( -)-32 und (-)- 
daD die nichtkovalente Bindung an die AT-reichen Regionen die 31/( +)-32 lassen daruber hinaus vermuten, daB die Positionie- 
Wahl der DNA-Alkylierungsstellen bei den naturlichen und den rung nicht exakt sein muB; es genugt offenbar, wenn die Reak- 
nichtnaturlichen Enantiomeren bestimmt. Die trotz unter- tanten einander erreichen konnen. 
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Tabelle 7 .  Sequenziibereinstimmung hei der DNA-Alkylierung durch die naturlichen und nichtnatiirlichen Enantiomere der Duocarmycin-SA-Sandwichanaloga [a] 

Substrat Base [b] 5' 4 3 2 1 0 -1  -2 -3  -4 3' 

nntiir.liclie Ennntiomcrr 
(+)-CC-l065 (1) A,T (56)  

(+)-CDP1,-DSA-CDPI, ( (+) -33)  A!T ( 5 6 )  
Ubereinstimmung 

Ubereinstimmung 

niclirnururliclw E n u n ~ i m i ~ c ~ r c  
(-)-CDPI,-DSA-CDPI, ((-)-33) A ' T  (56 )  

U bereinstimmung 

Uhereinstimmung 
(-)-CC-1065 (cnr-I) A/T (56 )  

67 78 94 
A , T > G / C  A ' T > G i C  A,T 

68 87 
N A I T  > G / C  

~ 64 86 
N A,'T > G,C 

~ ~ 

100 55 
A Pu Z P y  ~ 

100 95 74 68 
A A T  A T > G C  N 

~ 

~ 

too 94 78 68 
A AIT A / T >  G/C N 
100 93 82 7 3  56 
A A T  A i T > G , C  A ! T > G C  N 

~ 

[a] Die Zahlen unter den Positionen geben den Prozentsatz an. mit dem diejeweilige Base in dieser Position relativ zur Adenin-N3-Alkylierungsstelle auftritt [b] In Klammern 
prozentualer Anted in der untersuchten DNA. 

3, (+)-Duocarmycin SA (+)-33, (+)-CDPI1-DSA-CDPI1 H2N\ 

OMe 0 

0 
HN 0 

0 0 

Abb. 25. Sandwichanaloga von Duocarmycin SA 

5.1.3. ,,Sandwich"analoga von Duocarrnycin SA: 
eine Substratklasse rnit von der absoluten Konfiguration 
unabhangiger DNA-Alkylierungs-Selektivitat 

Bei einer spateren eleganten Uberpriifung dieser Beobachtun- 
gen sind durch Verkniipfung beider Enden der Duocarmycin- 
Alkylierungseinheit mit einem DNA-bindenden Strukturele- 
ment das natiirliche und das nichtnaturliche Enantiomer von 33 
hergestellt und untersucht worden (Abb. 25)['09]. In Einklang 
mit dem Modell der nichtkovalenten Bindung zeigen (+)- und 
( - )-33 identische DNA-Alkylierungs-Selektivitaten, die sich 
entweder von denen der natiirlichen oder von denen der nicht- 
naturlichen Enantiomere der verlangerten oder reversen Sub- 
strate 31 bzw. 32 unterscheiden (Tabelle 7). 

6. Die Strukturen von Oligonueleotid-Substrat- 
Komplexen 

Spektroskopische Untersuchungen von Komplexen zwischen 
den Substraten und bestimmten Stellen von Desoxyoligonu- 
cleotiden haben die Richtigkeit der Modelle bestatigt und dabei 
geholfen, Feinheiten in den Strukturen aufzudecken. Besonders 
wichtig war die Bestatigung der Bindungsorientierung der na- 
tiirlichen und nichtnaturlichen Enantiomere in der kleinen Fur- 
che relativ zu dem zu alkylierenden Strang sowie die Versetzung 
der vom Substrat eingenommenen Bindungsstelle relativ zur 

0 

Alkylierungsstelle. Eine detaillierte NMR-spek- 
troskopische Untersuchung des Komplexes zwi- 
schen (+)-Duocarmycin SA und dem Duplex 
d(GACTAATTGAC) . d(GTCAATTAGTC) , 
der die Sequenz der Alkylierungsstelle hoher Af- 
finitat in w794-DNA enthalt" ''I, lieferte eine 
hochaufgeloste Struktur des kovalenten Kom- 
plexes in Losung und bestatigte die Richtigkeit 
der urspriinglichen Modelle, in dem sie die Ade- 
nin-N3-Alkylierung und eine 3'+ 5'-Bindung in 
der kleinen Furche uber die 5'-ATTA-Stelle er- 
gab (Abb. 26). 

Auch ein Komplex aus (+)-CC-1065 und 
d(CGATTAGC) . d(GCTAATCG) wurde NMR- 
spektroskopisch untersucht" "I. Das Substrat 
ist kovalent an das N3-Atom des Adeninrests A6 
gebunden und bindet in 3'+5'-Richtung iiber 
funf Basenpaare in der kleinen Furche. Ein 

Komplex aus (+)-CC-1065 und d(GGCGGAGTTAGG) . 
d(CCTAACTCCGCC) konnte ebenfalls charakterisiert wer- 
denr6'% '12]. Diese Unter- 
suchungen zeigten, daB 
der alkylierte Adeninrest 
in protonierter Form 
vorliegt, wobei sich die 
beiden Wasserstoffatome 
an der exocyclischen 
C6-Aminogruppe befin- 
den[' l2I. Da keine Phos- 
phatgruppe des Riick- 
grats so nahe liegt, da13 
sie die C4-Carbonyl- 
gruppe hatte protonieren 
konnen, wurde vermutet, 
daR ein Wassermolekiil 
diese Protonierung durch 
eine Briicke zwischen 
dem phenolischen Pro- 
ton von CPI und der 
Phosphatgruppe zwi- 
schen A16 und A17 ver- 
mitteln konnte. Ein sehr 
kleiner "O(H, 70)-Is0- 
topeneffekt auf die Brei- 
te des NMR-Signals die- 

Abb. 26. Kalottenmodell des kovalenten 
Komplexes zwischen (+)-Duocarmycin 
SA und d(GACTAATTGAC) d(GTCAA- 
TTAGTC). Diese Struktur in Losung 
wurde durch Molekiildynamikrechnungen 
unler Verwendung von NMR-spektrosko- 
pisch bestimmten Abstinden und Beschrin- 
kungen bei den Diederwinkeln erhalten 
[ I lO] .  
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ses phenolischen Protons wurde dazu verwendet, 
diese Hypothese[691 sowie die Vorstellung zu stutzen, 
daB diese Wechselwirkung die molekulare Grundlage 
fur die Sequenzselektivitat von (+)-CC-1065 und sei- 
nen Analoga liefern konnte. Es stellte sich jedoch spa- 
ter heraus, daB die Ergebnisse der "0-Experimente 
nicht - wie zuvor ~ e r m u t e t ' ~ ~ ]  - einfach einem dem 
Anschein nach fest gebundenen Wassermolekul zuge- 
schrieben werden konnen. Im AnschluB an die Ad- 
duktbildung krummt sich der 12mer-Doppelstrang 
(17-22"), wobei der Schwerpunkt der Krummung 
zwischen T8 und T9 liegt, was zu einer Verengung der 
kleinen Furche in diesem Bereich fuhrt. 

Des weiteren wurde ein Komplex aus (+)-CPI- 
CDPI, und d(CGCTTAAGCG), untersucht[' ''I. 
Das NMR-Spektrum weist auf die Bildung eines 
Hauptaddukts an A7 hin, wobei die Substratbindung 
in Richtung auf das 5'-Ende des zugehorigen Strangs 
ausgerichtet ist. 

Ein ortsspezifisch gebildetes kovalentes Addukt aus 
Duocarmycin A und einer intramolekularen Tripelhe- 
lix wurde ebenfalls unter~ucht["~]. Es zeigte sich, daD 
Duocarmycin A in diesem Komplex in der kleinen 
Furche gebunden ist und dort - analog zur Alkylie- 
rung von Duplex-DNA - einen bestimmten Adenin- 
rest der 5'-AAAA-3'-Sequenz alkyliert. Bei niedrigen 
Temperaturen und kleinen pH-Werten vertreibt das in 

H2N 
k o  (+)-27, (+)-CI-CDPI, %o 

H2N 

f-N 

1, (+)-CC-1065 

3, (+)-Duocarmycin SA MeOPC, 

I ,  I 

OMe 

Me 
I=( 

" N b  0 

khR 
0 

-34, (+)-CI-TMI 

der kleinen Furche gebundene Duocarmycin A den dritten Pyri- 
midinstrang aus der groBen Furche der Tripelhelix nicht. Der 
pK,-Wert fur die Protonierung der Cytidinreste des dritten 
Strangs in der grooen Furche ist jedoch um 1.8 herabgesetzt. 

7. Modifizierte Alkylierungseinheiten 

Als die Unterschiede in der Bedeutung der Alkylierungsein- 
heiten von 1-3 und in ihrem Beitrag zum Alkylierungsprofil 
deutlich wurden, wurden Untersuchungen mit modifizierten Al- 
kylierungseinheiten in Angriff genommen, um das Problem di- 
rekt anzugehen. Man nahm an, daB Substrate mit stark modifi- 
zierter Alkylierungseinheit, die nicht uber eine einfache 
Derivatisierung erhaltlich sind, dazu dienen konnten, die an der 
funktionellen Reaktivitat und der Regioselektivitat beteiligten 
Struktureigenschaften sowie das AusmaB, in dem bestimmte 
Strukturmerkmale die Alkylierungsselektivitat oder -effizienz 
beeinflussen, zu definieren und die elementaren Zusammenhan- 
ge zwischen Struktur, funktioneller Reaktivitat und biologi- 
schen Eigenschaften zu ergrunden. 

7.1. CI: kleinstes wirksames Pharmakophor der 
Alkylierungseinheit und gemeinsames Pharmakophor 
der Naturstoffe 

Abb. 27. CI: Kleinstes wirksames Pharmakophor der CC-1065- (oben rechts mit Angabe der 
fur CI giiltigen Atomnumerierung) und der Duocarmycin-Alkylierungseinheit (Mitte) und somlt 
auch gemeinsames Pharmakophor yon CC-1065 und den Duocarmycinen. 

Eine der ersten untersuchten Substratklassen enthielt die 
Stammalkylierungseinheit 1,2,7,7a-Tetrahydrocyclopropa[c]- 
indol-4-on (CI, Abb. 27). Wie erwartet, sind diese Substrate, 
auoerordentlich reaktive Elektrophile. Trotz der starken Ande- 
rung der Struktur und der relativen Reaktivitat der Alkylie- 

rungseinheit sind die Alkylierungsselektivitaten der Substrate 
(+)-27 und 34 denen der Naturstoffe 1 bzw. 2 und 3 auffallend 
ahnlich, und die Untersuchung dieser Substrate lieferte mehr 
Erkenntnisse hinsichtlich der relativen Bedeutung und Rolle der 
Alkylierungseinheit als erwartetCs5. 56 ,  7 2 ,  " 5. l f 6 J  . Z um Zeit- 
punkt dieser Untersuchungen wurde die Bedeutung der Alkylie- 
rungseinheit so hoch gespielt, daB bereits das einfache Entfernen 
der CPI-C7-Methylgruppe - geschweige denn erst das Entfer- 
nen des ganzen Pyrrolsegments - als nachteilig fur die DNA-AI- 
kylierungs-Selektivitat angesehen wurde. 

Es zeigte sich, daD die CI-Alkylierungseinheit das kleinste 
wirksame Pharmakophor der Alkylierungseinheiten der Natur- 
stoffe darstellt und daB sie das gemeinsame Pharmakophor von 
CC-1065 und den Duocarmycinen ist. Man fand heraus, daB die 
aurjerordentlich reaktiven CI-Substrate dieselben Bindungsstel- 
len alkylieren wie die entsprechenden CPI- oder Duocarmycin- 
Substrate, daB sie jedoch eine geringere Effizienz aufweisen und 
unter den verfugbaren Bindungsstellen weniger selektieren. 
Wichtig ist, daB trotz der 1000mal hoheren Reaktivitat keine 
zusatzlichen Adenin-N3-Alkylierungsstellen nachgewiesen wer- 
den konnten. Diese Beobachtung war fur uns ein erstes Anzei- 
chen dafur, daD die Art der Alkylierungsreaktion fur die DNA- 
Alkylierungs-Selektivitat weniger entscheidend ist, als von an- 
deren Arbei t~gruppen[~~]  vermutet wurde. In Einklang mit ihrer 
Instabilitat alkylieren die CI-Substrate DNA weniger effizient 
und zeigen eine deutlich geringere cytotoxische Wirksamkeit. 

7.2. CBI: eine einfachere und bessere Alkylierungseinheit 

In ahnlicher Weise erwies sich die Untersuchung der CBI- 
1251. Diese Substratklasse als wichtig und zeitlich passend'" 
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Substratklasse enthalt die Alkylierungseinheit 1,2,9,9a-Tetra- 
hydrocyclopropa[c]benzo[e]indol-4-on (CBI), in der der Pyrrol- 
ring der Naturstoffe gegen einen Benzolring ausgetauscht wurde 
(Abb. 28). Die damit verbundene Abnahme der Ringspannung 

I .. 

0 “YOH 
H 

1, (+)-CC-1065 OMe 

b N p  0 

H 

-CBI 

35, (+)-CBI-CDPIz 

a H 

pyk , OMe 

OMe 
3, (+)-Duocarrnycin SA OMe 

36, (+)-CBI-TMI 

Ahb. 28. CBI-Analoga von CC-106.5 (oben) und Duocarmycin SA (unten). Bei 35 
ist die fur CBI giiltige Atomnumerierung angegeben. 

hatte eine - im Vergleich zur CPI-Alkylierungseinheit - herabge- 
setzte Reaktivitlt und erhohte Stabilitlt (4 x ) sowie eine erhoh- 
te cytotoxische Wirksamkeit (4 x ) zur Folge, ohne daD die Al- 
kylierungsselektivitat beeinflufit wurde. Die CBI-Substrate 
alkylieren dieselben Stellen wie die entsprechenden CPI- oder 
DSA-Substrate, und zwar rnit einer Effizienz und relativen Se- 
lektivitat, die rnit ihrer Reaktivitat in Einklang ist. Sie sind effi- 
zienter und hinsichtlich der verfugbaren Alkylierungsstellen se- 
lektiver als die entsprechenden CPI- und DA-Substrate und 
lhneln in ihrem Verhalten den DSA-Derivaten. Trotz der gerin- 
geren Reaktivitat alkylieren sie DNA schneller als die entspre- 
chenden CPI-Substrate[’’’, und Bhnlich schnell wie die ent- 
sprechenden DSA-SubstrateL7 ’I. Dies fuhrte zu der Vermutung, 
daB das AusmaB an sterischer Hinderung im Umfeld des CPI- 
oder DSA-C7-Zentrums sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit 
als auch die relative Effizienz der DNA-Alkylierung beeinflus- 

sen konnte und daB die CPI-C7-Methylgruppe, die friiher ein- 
ma1 fur wichtig gehalten wurde, moglicherweise in Wirklich- 
keit die den CPI-Substraten innewohnenden Eigenschaften 
schwacht. 

Bei der Untersuchung von CBI- und CI-Substraten entwik- 
kelte sich die Vorstellung, daR die cytotoxische Wirksamkeit 
und die funktionelle Stabilitat in direkter Beziehung zueinander 
stehen konnten. Zum Zeitpunkt dieser Entdeckungen herrschte 
die Meinung vor, daD die entgegengesetzte direkte Beziehung 
zwischen funktioneller Reaktivitat, nicht Stabilitat, und cyto- 
toxischer Wirksamkeit von Bedeutung sei[467 1591 und daB sich 
geringe und erst recht starke Veranderungen an der Alkylie- 
rungseinheit negativ und nicht positiv auf die DNA-Alkylie- 
rungs- und die biologischen Eigenschaften auswirken wiirden. 
Infolgedessen fuhrten die Ergebnisse rnit den CBI-Substraten 
eine Veranderung der Sichtweise auf diesem Gebiet herbei. Au- 
Rerdem zeigte sich - und das war von groRter Bedeutung -, daB 
mit Substraten, die einschneidende und vereinfachende Struk- 
turanderungen in der Alkylierungseinheit enthalten, eine In-vi- 
vo-Antitumorwirkung[’”* beobachtet werden kann und 
dal3 man die Wirksamkeit von aus der Natur entnommenen 
Substraten verbessern kann, indem man ihre chemische Stabili- 
tat erhoht. Obwohl die Angriffsstellen fur die DNA-Alkylierung 
nicht verandert werden, werden die Geschwindigkeit und die 
Effizienz der DNA-Alkylierung erhoht, und die inharente 
DNA-Alkylierungs-Selektivitat beziiglich der verfugbaren An- 
griffsstellen kann verbessert werden, indem man die funktionel- 
le Stabilitat des Substrats erhoht. 

7.3. MCBI und CCBI: elektronische Einfliisse auf die 
funktionelle Reaktivitat 

Bei der weiteren Untersuchung der Strukturmerkmale, die die 
Reaktivitat beeinflussen, sind kiirzlich die substituierten CBI- 
Substrate MCBI 37[’261 und CCBI 38[1271 rnit einem C7-Me- 
thoxy- bzw. -Cyanosubstituent in para-Stellung zum C4-Atom 
(Carbonyl-C) hergestellt worden (Abb. 29). Die bisherigen und 
noch andauernden Untersuchungen haben einen iiberraschend 
kleinen EinfluR des C7-Substituenten auf die funktionelle Reak- 
tivitit der Substrate ergeben. Diese Beobachtung wird in Ab- 
schnitt 8 genauer erortert. 

$-$& 
37 R 

0 

Ahh. 29. MCBl und CCBI: Strukturelemente zur Untersuchung elektronischer 
Einfliisse auf die funktionelle Reaktivitlt. 

7.4. CBQ: eine ungewohnlich reaktive Alkylierungseinheit 

Die ringerweiterte Alkylierungseinheit 2,3,10,10a-Tetra- 
hydrocyclopropa[d]benzo[flchinol-5-on (CBQ) ist synthetisiert 
und in Naturstoffanaloga eingebaut worden (Abb. 30)[”* -1301 .  

Die Untersuchung dieser Substrate offenbarte ein unerwartetes, 
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Abb. 30. CBQ-CDPI, 39 und CBQ-TMI 40: ungewohnlich reaktive Alkylierungs- 
einheiten. Bei 39 ist die fur CBQ gultige Atomnumerierung angegeben. 

aber normales MaD an funktioneller Reaktivitat und eine Reihe 
subtiler Strukturmerkmale, die die funktionelle Reaktivi- 
tat[izs9 '"I, die Reaktionsregio~elektivitltl'29~, den Mechanis- 
mus der saurekatalysierten Solvolyse und der nucleophilen Ad- 
d i t i~n[ '~ ' ]  beeinflussen, sowie eine Reihe subtiler Faktoren, 
die zur Regioselektivitat der Adenin-N3-Alkylierung beitra- 
genI'30]. Diese Ergebnisse werden ebenfalls in Abschnitt 8 ein- 
gehend erortert. 

7.5. C,BI-CDPI, und C,BI-TMI: optimal konzipierte 
Adenin-verbriickende Substrate 

Die Kernstruktur von C,BI-CDPI, und C,BI-TMI und ihren 
achiralen Vorstufen wurde von den CBI-Substraten ubernom- 
men, die auaergewohnlich stabil und synthetisch besser zugang- 
lich sind als die Kernstrukturen der naturlichen Alkylierungs- 
einheiten (Abb. 31)[13i, 13'1. Daruber hinaus bestand die 
Hoffnung, daB die acyclischen Substrate 41 und 42, denen der 
Cyclopropanring fehlt, dieselben Eigenschaften an den Tag le- 
gen konnten wie C,BI-CDPI, bzw. C,BI-TMI, abgesehen da- 
von, daD sie achiral sind. Letzteres hat nicht nur den Vorteil, da13 
keine Enantiomerentrennung oder asymmetrische Synthese er- 
forderlich ist, sondern auch, dal3 bei biologischen Tests nicht das 
Verhalten von zwei Enantiomeren dokumentiert werden muD. 

FbNp:le ' /  OH 0 d 

1, (+)-CC-1065 OMe 
HZN, 

P o  

41, seco-C,BI 

H 

3, (+)-Duocarmycin SA OMe 

CDPI, 

42, seco-C,BI-TMI 

Abb. 31. 41 und 42. achirdle Vorstufen von C,BI-CDPI, bzw. C,BI-TMI. die zu 
DNA-Querverknupfungen fiihren. 

Dariiber hinaus eroffnete die Fahigkeit von 41 und 42 zur 
Bisalkylierung die Moglichkeit fur eine DNA-Querverkniip- 
fung, wobei die beiden alkylierenden Gruppen unabhangig von- 
einander wie die individuellen Enantiomere wirken sollten. 
Wenn dies beispielsweise in der Sequenz d(ATTA) . d(TAAT) 
stattfindet, so erfolgt die Adenin-N3-Alkylierung einmal an der 
5'-ATTA-3'-Bindungsstelle hoher Affinitat, wobei das Substrat 
in 3'+5'-Richtung relativ zum alkylierten Strang iiber eine 3.5 
Basenpaare umfassende AT-reiche Bindungsstelle gebunden ist, 
und einmal am komplementaren DNA-Strang an der 3'-TAAT- 
5'-Bindungsstelle hoher Affinitiit, wobei das Substrat in entge- 
gengesetzter 5'+3'-Richtung relativ zum alkylierten Strang iiber 
eine 3.5 Basenpaare umfassende AT-reiche Bindungssteile ge- 
bunden ist ; insgesamt fuhrt dies zu einer Querverkniipfung 
(Abb. 32). In Einklang damit, daB die entgegengesetzte Bin- 
dungsorientierung und das versetzte Vorliegen der AT-reichen 
Bindungsstellen relativ zum alkylierten Adeninrest zu einer 
einzigen Bindungs- und Querverbindungsstelle fuhren, erwie- 
sen sich 41 und 42 als effiziente Substrate fur Querverknup- 
f ~ n g e n [ ' ~ ' .  i 3 2 1 .  Abbildung 32 ist eine andere Darstellung der 
Alkylierung durch das naturliche und das nichtnatiirliche 
Enantiomer eines Substrats, bei der sich die komplementaren 
Strangreaktionen aus einer Bindungsorientierung ereignen. 
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Abb. 32. Blick von vorne und BUS der kleinen Furche auf das Produkt der Querver- 
kniipfungsreaktion zwischen 42 und der S'-(ATTAC) . 5'-(CTgAT)-Bindungsstelle 
hoher Affinitdt in w794-DNA. Fiir Einzelheiten siehe den Text. 

Es sind noch weitere Querverknupfungen ermoglichende 
Substrate entwickelt worden (Abb. 33)" 33-1421 ,  zu denen auch 
die auf der Struktur von CC-1065 basierende Verbindung 43 
gehort, die durch das Zusammenfugen von zwei CPI-Baustei- 
nen erhalten wurde. 

H 

K N- 
O 

OH 

N O  

Abb. 

H 43 H 

33. Strukturen weiterer DNA-querverkniipfender Substrate 

7.6. Andere Modifikationen der Alkylierungseinheit 

In Abbildung 34 ist eine Reihe von Substraten mit zusatzli- 
chen Modifikationen an den Alkylierungseinheiten dargestellt. 
Dazu zahlen Substrate rnit veranderten Duocarmycin-A- und 
-B,-Alkylierung~einheiten[~~~], Furan-Analoga von CC- 
1065['441 und Duocarmycin SAr'431, substituierte CI-Analo- 
ga['451, ein vereinfachtes Cycl~propylderivat['~~~, ein der CPI- 
Einheit verwandtes Gramin-Anal~gon['~'~, das 9,g-Difluor- 
C B I - D e r i ~ a t [ ' ~ ~ ]  sowie ein isomeres Cyclopropacyclohexadi- 
enon, das Strukturmerkmale von CC-1065 und den Mitomyci- 
nen vereint [ l  491. 

8. Elementare Zusammenhange zwischen Struktur, 
funktioneller Reaktivitat und biologischen 
Eigenschaften 

Neben der Totalsynthese der Naturstoffe CC-1065 
1[77- 150-*sz1, Duocarmycin A 2[1s3- ls4] und Duocarmycin SA 
3'1 S S -  1 5 7 1  und einer betrachtlichen Zahl von Untersuchungen 
mit den authentischen Teilstrukturen der Nat~rstoffe[~' ,  501 und 
ihrer Analoga" "- ' h aben sich Studien an synthetischen 

X = Me, Y = C02Me 
x = C F ~ ,  Y = C02Me CH3 
X =  Me, Y =  H X = CF3 

0 
k 

Abb. 34. Andere Modifikationen der Alkylierungseinheit von CC-1065 und den 
Duocarm ycinen. 

Substraten rnit stark modifizierten Strukturen als aufschluB- 
reich erwiesen, um die Zusammenhange zwischen Struktur, 
funktioneller Reaktivitat und biologischen Eigenschaften zu er- 
griinden[34- 381 

8.1. Definition eines elementaren Zusammenhangs zwischen 
funktioneller Reaktivitat und biologischer Aktivitat 

Der Vorschlag einer saurekatalysierten Aktivierung der 
DNA-Alkylierung enveckte die Hoffnung, daB eine direkte Be- 
ziehung zwischen der Reaktivitat und der cytotoxischen Aktivi- 
tat der Substrate bestehen konnte, und fiihrte zu der Idee, daB 
die biologische Wirksamkeit durch Erhohung der Elektrophilie 
verbessert werden konnte['591. Mit den Substraten 44-51 
durchgefuhrte Untersuchungen offenbarten jedoch eine genau 
entgegengesetzte Beziehung und fiihrten zu dem Ergebnis, daB 
von den Substraten mit der groDten Stabilitat die starkste cyto- 
toxische Aktivitat zu erwarten war (Abb. 35). Weiterhin wurde 
ein genau definierter direkter Zusammenhang zwischen 
Solvolysestabilitat und biologischer Wirksamkeit (IC5,, , L1210) 
beobachtet, der sich sowohl fur einfache als auch fur voll- 
standige Analoga der Naturstoffe als allgemeingultig er- 
wies[l18-121. 126,129,163,  1661 
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k[s-'] Ill2 Ic5O 
PI (PH 3) I n ~ l  

N-BOC-DSA 1.06~ lo6 177 6 
N-BOC-CBI 1.45~10~~ 133 60 
N-BOC-MCBI 1 . 7 5 X  l o 6  110 100 
N-BOC-CPI 5.26~ 37 330 
N-BOC-DA 1.75~10.~ 1 1  1000 
N-BOC-CBQ 9.07 X 2.1 2000 
N-BOC-CI la-' 0.01 I8000 

1 2 3 4 5 6 7 8  1 2 3 4 5 6 7 8  

CBQ-CDP12 

1 2 3 4 5 6 7 8  1 2  
-log k 

44, DSA 45, R' = H, CBl 
46. R' = OMe. MCBl 
47; R' = CN, CCBI 

h R  
0 

50, CBQ 
0 

49, DA 

3 4 5 6 7 8  
-log k 

HN& 

0 hR 
0 

48, CPI 

h 0 

0 
51, CI 

Abb. 35. Direkte Korrelation zwischen chemischer oder funktioneller Stabilitat 
und cytotoxischer Wirksamkeit einiger Naturstoffandloga. In den Formeln unten 
steht R fur BOC, TMI, CDPI,, CDPI, . N-BOC-44 ist identisch mit 12. In der 
Graphik rechts oben und in den beiden unteren Graphiken ist die Einheit von 
IC,,PM. links oben ist sie nM. 

8.2. Aufstellung und Bestatigung eines elementaren 
Zusammenhangs zwischen funktioneller Reaktivitat und 
biologischer Aktivitat 

Die Untersuchung der Eigenschaften von 52-55[163], einfa- 
chen Derivaten von CBI, brachte die Bestatigung fur die direkte 
Beziehung zwischen Solvolysestabilitat und cytotoxischer Wirk- 
samkeit (Abb. 36): Es ergab sich im untersuchten Reaktivi- 
tatsbereich ein direkter, linearer Zusammenhang zwischen der 
cytotoxischen Wirksamkeit (L1210, log(l/ICso)) und der Solvo- 
lysestabilitat (- log k,  pH 3). Auf ahnliche Weise wurde ein 
linearer Zusammenhang zwischen den elektronenziehenden 
Eigenschaften des N2-Substituenten (Hammet-cp-Konstante) 
und der Solvolysereaktivitat (- log k ,  pH 3 )  festgestellt, wobei 
die am starksten elektronenziehenden Substituenten die stabil- 
sten Substrate lieferten. Letztere Beziehung spiegelt den Ein- 
fluI3 des N2-Substituenten auf die Leichtigkeit der fur die 
Katalyse der Solvolyse notwendigen Protonierung der C4-0- 
Gruppe wider: Bei starker elektronenziehenden Substituenten 
ist die Solvolysegeschwindigkeit kleiner. Des weiteren ergab die 

Auftragung von op gegen log k einen betragsmaoig bemerkens- 
wert groBen p-Wert von - 3.0. Dieser stark negative p-Wert 
spricht fur das Vorliegen einer starken vinylogen Amidkonjuga- 
tion und legt nahe, daD die Reaktivitat moglicherweise erheblich 
durch die Natur des N2-Substituenten und seine Wechselwir- 
kung mit der Cyclopropylcyclohexadienon-Einheit beeinfluBt 
wird. Weniger offensichtlich, aber dafur um so elementarer war 
die Erkenntnis, daB zwischen der cytotoxischen Wirksamkeit 
(L1210, log(l/ICso)) und den elektronenziehenden Eigenschaf- 
ten des N2-Substituenten (p,) eine lineare Beziehung besteht, 
wobei die am starksten elektronenziehenden Substituenten die 
wirksamsten Substrate liefern (Abb. 36). 

Diese elementaren Zusammenhange sollten sich als niitzlich 
fur das gezielte Design neuer Analoga erweisen. Es ist zu erwar- 
ten, daB unter Substraten, die ausreichend reaktiv sind, um Du- 
plex-DNA effektiv zu alkylieren, die chemisch stabileren die 
biologisch wirksameren sind. Dies ist vermutlich auf ein effekti- 
veres Heranfuhren der stabileren Substrate an ihre intrazellull- 
ren Zielmolekiile zuriickzufiihren. 

k tis IC&M] (J 

16'1 ( P H ~ )  (L1210) 
1 Q S O z E t  0 5 x 1 0 '  383h 24nM 072 

COEt 20x1U6 96h llOnM 048 

R 55 CONHMe 54x1U6 36h MOnM 036 
54 C02CH3 34X1U6 57h 140nM 045 

0.3 
5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6 2  64 

-1% k- 
1.8 

R=SOzEt 
r = 0.979 

52 54 5 6  58 60 82 6 4  
-log I(- 

r = 0.992 1.8 

0.3 a4 0.5 0 6  0 7  0 8  

UP- 

Abb. 36. EinfluD des N2-Substituenten auf die cytotoxische Wirksamkeit und die 
Solvolysegeschwindigkeit. 

8.3. Substituierte CBI-Substrate: die Bedeutung 
elektronischer Effekte fur die funktionelle Reaktivitat und 
die Bestatigung des elementaren Zusammenhangs zwischen 
funktioneller Reaktivitat und biologischer Aktivitat 

Um die zur funktionellen Reaktivitlt der Substrate 1-3 bei- 
tragenden Strukturmerkmale zu ergriinden, wurden die substi- 
tuierten CBI-Substrate 46 und 47 (siehe Abb. 35) und ein voll- 
standiger Satz den Naturstoffen analoger Verbindungen, in 
die diese modifizierten Alkylierungseinheiten eingebaut waren, 
synthetisiert[1269 . A nders als erwartet, hatte der in para- 
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Position zur C4-0-Gruppe angeordnete C7-Substituent nur ei- 
nen geringen EinfluR auf die funktionelle Reaktivitiit. Unter 
Verwendung der siiurekatalysierten Solvolyse als Ma0 fur die 
relative Reaktivitlt stellte sich heraus, daR N-BOC-46 nur un- 
wesentlich (1.2- bis I .05mal) reaktiver war als N-BOC-45 und 
daR N-BOC-47 bei pH 3 oder 2 weniger als doppelt so stabil war 
wie N-BOC-45 (Abb. 37). Diese Studien lieferten eine eindeuti- 

R k tl,z[h] G o I V M I  u 
[s-’l (PH 3) (L1210) 

460Me 1 . 7 5 ~ 1 0 . ~  110 lOOnM -0.28 

45 H 1 . 4 5 ~  133 80 nM 0.00 

47 GN 9 . 0 4 ~  10.’ 213 14nM 0.70 

- 5 7 ,  
0 

0 4  0 2  0 0  0 2  0 4  0 6  0 8  
“p __f 

t 
log(lc,)-’ 

5 7  5 8  5 9  6 0  6 1  
-log k _f 

t 
log( Icso)-’ 

1 3  

M$BI 

0 9  
04 0 2  0 0  0 2  0 4  0 6  O R  

Abb. 37. Elektronische Ei‘fekte am Belspicl der substituierten CBI-Analoga N- 
BOC-45- N-BOC-47. 

ge Bestiitigung fur die direkte Beziehung zwischen funktioneller 
Stabilitiit und cytotoxischer Wirksamkeit und fuhrten zu dem 
Ergebnis, dal3 voraussagbare direkte Beziehungen zwischen den 
elektronischen Eigenschaften des C?-Substituenten (cr,-Kon- 
stante) und der funktionellen Reaktivitiit ( -  log k ,  pH 3), zwi- 
schen der cytotoxischen Wirksamkeit (L1210, log(l/IC5,J) und 
der funktionellen Stabilitiit ( -  log k ,  pH 3) und - elementar - 
zwischen der cytotoxischen Wirksamkeit (L1210, 10g( l / IC~~) )  
und den clektronischen Eigenschaften des C7-Substituenten (op) 
bestehen; letztere in der Weise, dalj der am stiirksten elektronen- 
ziehende Substituent das wirksamste Substrat liefert (Abb. 37). 
Der iiuljerst geringe EinfluD des C?-Substituenten auf die funk- 
tionelle Rcaktivitiit zeigtc sich in dem ungewohnlich kleinen 
0-Wert von - 0.3. 

Dieser uberraschend geringe EinfluB des Substituenten para 
zu C? IiiDt stark vermuten, daR die Protonierung der C4-0- 

Gruppe nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fur die 
Solvolyse oder die siiurekatalysierte nucleophile Addition ist 
und daD sich im Ubergangszustand kaum eine positive Ladung 
entwickelt ( p  = - 0.3), und er stutzt die Vorstellung, daR fur die 
Cyclopropan-Ringoffnung die Gegenwart und Unterstiitzung 
eines Nucleophils erforderlich ist (SN2-Mechanismus). Es be- 
steht kein Zweifel, daR dieses Verhalten zur DNA-Alkylierungs- 
Selektivitat beitragt und der Erwartung entspricht, daB die Posi- 
tionierung des Nucleophils (Adenin-N3) und nicht die C4- 
0-Protonierung geschwindigkeitsbestimmend ist. Dieser bemer- 
kenswert geringe elektronische EinfluD auf die Solvolysege- 
schwindigkeit hatte keine Auswirkung auf die Regioselektivitiit 
der Solvolyse, und es wurde ausschlieDlich die stereoelektro- 
nisch gesteuerte nucleophile Addition an das am wenigsten sub- 
stituierte Cyclopropan-Kohlenstoffatom beobachtet. 

8.4. Stereoelektronische Steuerung 

In den Untersuchungen haben sich bisher zwei Besonderhei- 
ten bezuglich der Alkylierungseinheiten 44- 51 als bedeutend 
herausgestellt. Die eine ist die stereoelektronisch gesteuerte, siiu- 
rekatalysierte Offnung des Cyclopropanrings, die die Addition 
eines Nucleophils an das am wenigsten substituierte Kohlen- 
stoffatom vorschreibt. Die zweite ist die Geschwindigkeit der 
siiurekatalysierten Solvolyse und der Nachweis einer direkten 
Beziehung zwischen Solvolysestabilitiit und cytotoxischer Wirk- 
samkeit. Ein neuerer Vergleich der chemischen und strukturel- 
len Eigenschaften von N-BOC-50 und N-BOC-45 bestiitigte die 
stereoelektronische Steuerung der Solvolyse- und Alkylierungs- 
reaktionen von 44-51 und offenbarte eine nicht erwartete, aber 
fundamental wichtige Stabilitiit der Duocarmycin- und CC- 
1065-Alkylierungseinheiten sowie den strukturellen Ursprung 
fur diese Stabilitiit[’28. Die Solvolysereaktivitiiten der N- 
BOC-Derivate von 44-51 sind in Abbildung 35 zusammenge- 
faDt. Das von 50 ist nicht nur 63mal reaktiver als das von 45, 
sondern wird auch - anders als das von 45, bei dem nur das am 
wcnigsten substituierte Cyclopropan-Kohlenstoffatom ange- 
griffen wird - nucleophil an C10 und ClOa angegriffen (Sche- 
ma 3)[1291. 

Die rontgenographisch ermittelte Struktur von N-BOC-50 
lieferte die strukturellen Hintergriinde fur diesen Unterschied in 
der Solvolysereaktivitat und -regioselektivitiit (Schema 3). Bei 
N-BOC-45“ 18,  steht das gekrummte Orbital der Cyclo- 
propanbindung, die zum am wenigsten substituierten Kohlen- 
stoffatom geht, nahezu senkrecht zur Cyclohexadienonebene 
und iiberlappt folglich gut init dem sich entwickelnden n-System 
des phenolischen Solvolyseprodukts (Abb. 38), wiihrend die 
Cyclopropanbindung zum tertiiiren Kohlenstoffatom nahezu in 
der Cyclohexadienonebene liegt, ihr Orbital also nahezu senk- 
recht zum n-System des Produkts steht. Somit erfolgt die Cyclo- 
propan-Ringoffnung durch Addition eines Nucleophils a n  das 
am wenigsten substituierte Kohlenstoffatom, und die diese Ad- 
ditionsselektivitiit verursachende stereoelektronische Steuerung 
setzt die eigentliche, elektronisch bedingte Prdferenz fur eine 
Ringoffnung unter Ringerweiterung auBer Kraft. Bei N-BOC- 
50 dagegen ist der Cyclopropanring in idealer Weise mit dem 
Cyclohexadienon-n-System konjugiert, und die durch das Cy- 
clohexadienon vorgegebene Ebene halbiert den Cyclopropan- 
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Schema 3 .  Vergleich der Solvolysereaktivititen und riintgenographisch ermittelten 
Strukturen von N-BOC-45 (oben) und N-BOC-50 (unten). 

'BOC 

0 

1.508 h 

0 

Abb. 38. Seiten- und Riickansichten der aktivierten Cyclopropanringe voii N- 
BOC-45 und N-BOC-50, die die aus Rontgenstrukturanalysen gewonnenen Daten 
verdeutlichen und die ideale Uberlappung und Ausrichtung des Cyclopropanrings 
von N-BOC-50 rnit dem Cyclohexadienon-n-System hervorheben. 

ring exakt, so daB die Bindungen in Richtung des sekundiiren 
und des tertiaren Cyclopropan-Kohlenstoffatoms in pleicher 
Weise auf das n-System ausgerichtet sind. Die beiden zur Verfii- 
gung stehenden Cyclopropanbindungen kommen somit glei- 
chermal3en fur eine Spaltung in Frage, und man beobachtet eine 
Addition an beide['291. DaD das Ringerweiterungsprodukt in 
etwas geringerer Menge gebildet wird (siehe Schema 3), ist mog- 
licherweise einer destabilisierenden Torsionsspannung zuzu- 
schreiben, die rnit dem nuclenphilen Angriff auf das hoher sub- 
stituierte Zentrum einhergeht. 

Im Gegensatz zu den CBI-Substraten, die regiospezifisch rea- 
gieren und unter einer Vielzahl von Reaktionsbedingungen rnit 
Saurekatalyse ausschlieDlich ein Additionsprodukt liefern, bil- 
den sowohl N-Acyl-CPI- als auch N-Acyl-DA-Substrate, ein- 
schlieRlich Duocarmycin A, in Abhangigkeit von den Reak- 
tionsbedingungen unterschiedliche Mengen des ungewohn- 
lichen Ringerweiterungs-Solvolyseprodukts. Bisher ist dieses 
Reaktionsverhalten noch nicht im Detail untersucht worden, 
und der strukturelle Ursprung der Ringerweiterungsnebenreak- 
tion rnit CPI oder DA ist noch nicht gekliirt. Moglicherweise 
konnte es einen Zusammenhang geben rnit der erhohten Reakti- 
vitat und dem unterschiedlichen MaB an stereoelektronischer 
Ausrichtung, das sich aus einer leicht veranderten Cyclopropan- 
konjugation ergibt. Der strukturelle Ursprung dieser Unter- 
schiede kann zweifellos aus vergleichenden kristallographischen 
Untersuchungen der jeweiligen Alkylierungseinheiten abgeleitet 
werden, und diesbeziigliche detaillierte Untersuchungen sind in 
Arbeit . 

8.5. Der Ursprung einer nicht erwarteten, aber 
gewinnbringenden Stabilitat der natiirlichen 
Alkylierungseinheiten: das AusmaR an 
Cyclopropankonjugation und -aktivierung 

Die schnelle Solvolyse von N-BOC-50 war zwar zuniichst 
iiberraschend, aber aus den Rontgenstrukturanalysen wurden 
wichtige Erkenntnisse uber diese erhohte Reaktivitiit gewonnen. 
Die C9b-ClOa- und C9b-C10-Bindungen in N-BOG50 sind mit 
1.528 bzw. 1.543 8, langer als die entsprechenden Bindungen in 
N-BOC-45 (1.508 bzw. 1.532 A), was die erhohte Spaltungs- 
reaktivitat gut widerspiegelt[lZs1 (siehe Abb. 38). Diese Verlln- 
gerung der Cyclopropanbindungen kann der vorbildlichen 
Konjugation oder n-Delokalisierung der C9b-ClOa- und C9b- 
C10-Bindungen rnit dem Cyclohexadienon-n-System zuge- 
schrieben werden. Zu dieser verbesserten Konjugation triigt die 
ideale geometrische Ausrichtung von CIO, ClOa, C9b. C5 und 
dem Carbonylsauerstoffatom bei. Im Falle von N-BOC-45 
bewirkt die Ringspannung des angeknupften funfgliedrigen 
Rings, daD C9 und C9a in einem Winkel von 20' auBerhalb der 
Ringebene angesiedelt sind, und verhindert eine idealc Aus- 
richtung und Uberlappung der C8b-C9a- und C8b-C9-Bindung 
rnit dem Cyclohexadienon-n-System. Die bessere Cyclopropan- 
konjugation mit dem Cyclohexadienon-n-System fiihrt bei 
N-BOC-50 zu den beobachteten groDeren Bindungsliingen und 
geringeren Bindungsstiirken sowie zur hoheren Solvolysereak- 
tivitat. 

Es sind somit die geometrischen Spannungen des angekniipf- 
ten funfgliedrigen Rings in den CC-1065- und Duocarmycin- 
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Alkylierungseinheiten, die die nucleophile Spaltung des Cyclo- 
propanrings unter Addition an das am wenigsten substituierte 
Kohlenstoffatom steuern. Die nichtideale Ausrichtung und 
Uberlappung von Cyclopropan- und Cyclohexadienon-n-Sy- 
stem bei den natiirlichen Alkylierungseinheiten hat auBerdem 
eine sich positiv auswirkende reduzierte Elektrophilie zur Folge. 
Die eigentliche Erkenntnis dieser Vergleichsstudien ist nicht die 
Solvolysereaktivitiit von N-BOC-50, sondern vielmehr die uber- 
raschende Stabilitat der CBI-, DSA- und CPI-Alkylierungsein- 
heiten. Obwohl die strukturellen Gegebenheiten intuitiv eine 
hohe Reaktivitiit vermuten lassen, sind letztere Substrate auf 
untypische Weise stabil. Diese ungewohnliche Stabilitit wird 
durch die Verkniipfung des Cyclopropanrings mit einem fiinf- 
gliedrigen Ring bewirkt, die den Cyclopropanring zu einer 
nichtidealen Ausrichtung und Uberlappung mit dem Cyclo- 
hexadienon-n-System zwingt. 

8.6. Mechanismus der saurekatalysierten Solvolyse und 
nucleophilen Addition 

Untersuchungen rnit N-BOC-50 fiihrten auch zu einer ein- 
deutigen Bestimmung des mechanistischen Verlaufs der sbure- 
katalysierten Solvolyse. Sowohl das Racemat als auch das reine 
( + )-Enantiomer wurden einer siiurekatalysierten Methanolyse 
unterworfen (0.1 Aquiv. CF,SO,H, CH,OH, 25 "C, 1 h, 95%). 
Das BUS dem ( + )-Enantiomer gebildete Ringerweiterungs-sol- 
volyseprodukt entstand unter vollstandiger Inversion der Kon- 
figuration des Reaktionszentrums, was auf eine SN2-Ringoff- 
nung hinweist" *'I. Diese Beweisfiihrung ist eindeutig und steht 
im Widerspruch zu den SchluBfolgerungen von Warpehoski und 
Harper" 07], die das Auftreten eines freien Carbokations und 
einen S,1 -Mechanismus forderten, um die Bildung des Ringer- 
weiterungsnebenprodukts bei der CPI-Solvolyse zu erklaren. 
Diese und iihnliche S t~dien[ '~ ' l  rnit CBI-Substraten ergaben 
aul3erdem eine Abhangigkeit erster Ordnung der saurekataly- 
sierten nucleophilen Addition sowohl von der Siiure- als auch 
von der Nucleophilkonzentration. Zusammengenommen bele- 
gen diese Untersuchungen, dalj der geschwindigkeitsbestim- 
mende Schritt nicht die Protonierung der C4-O-Gruppe, son- 
dern die nucleophile Addition an den aktivierten Cyclo- 
propanring ist, der sich eine rasche und reversible Carbonylpro- 
tonierung anschlieljt [GI. (b)]. 

R Boc+ + H' R & BoC k2 langsam 
P 

I I  - I I  + ROH 

0 +OH 

(b) OR 

n 

L&J.y 
OH 

Diese Untersuchungen gaben wichtige Hinweise auf den ge- 
schwindigkeitsbeslimmenden Schritt der DNA-Alkylierung 
und damit auch auf den Ursprung der Sequenzselektivitat bei 

der DNA-Alkylierung. Obwohl die beiden CBQ-Cyclopro- 
panbindungen gleichartig fur eine Spaltung ausgerichtet sind, 
erfolgt die saurekatalysierte Cyclopropan-Ringoffnung den- 
noch mit einer leichten Praferenz fur die normale Solvolyse 
gegenuber der Solvolyse unter Ringerweiterung. Letzterer 
Reaktionsweg ware dann stark bevorzugt, wenn sich am rea- 
gierenden Cyclopropan-Kohlenstoffatom eine starke positive 
Ladung entwickeln wiirde, die beim hoher substituierten Koh- 
lenstoffatom als Carbokationenzentrum besser stabilisiert 
wiirde. Die Tatsache, daB dieser Reaktionsweg nicht bevorzugt 
eingeschlagen wird und daB die Reaktion am starker substi- 
tuierten Zentrum unter vollstlndiger Inversion der Konfigura- 
tion nach einem SN2-Mechanismus verliiuft, stiitzt iiberdies 
den fruheren kinetischen Nachweis, dal3 der langsame Reak- 
tionsschritt nicht die Protonierung einer Carbonylgruppe, 
sondern der Angriff des Nucleophils ist, der bevorzugt an dem 
am wenigsten gehinderten Cyclopropan-Kohlenstoffatom statt- 
findet. 

8.7. Zusatzliche feine Merkmale, die zur DNA- 
Alkylierungs-Regioselektivitat beitragen 

Bei der Untersuchung der DNA-Alkylierungs-Eigenschaften 
von CBQ-TMI 40 und verwandten Substraten stellte sich her- 
aus, daI3 diese Substrate dieselben Stellen alkylieren wie die 
entsprechenden Enantiomere von Substraten, die DSA-, DA-, 
CPI-, CBI- oder CI-Alkylierungseinheiten enthalten['301. In 
Ubereinstimmung rnit ihrer Reaktivitat zeigen sie eine geringere 
Selektivitat hinsichtlich der verfiigbaren Alkylierungsstellen 
und alkylieren DNA weniger effizient. Es ist von Bedeutung, 
dalj mit dem Substrat im Unterschulj ausschliel3lich Addukte, 
die durch Adenin-N3-Addition an das am wenigsten substituier- 
te Cyclopropan-Kohlenstoffatom entstanden waren, nachge- 
wiesen wurden. Das durch thermische Depurinierung erhaltene 
AdenimN3-Addukt wurde isoliert, charakterisiert und als Pro- 
dukt der Addition an das am wenigsten substituierte Cyclopro- 
pan-Kohlenstoffatom von 40 identifiziert. Da die Solvolyse der 
CBQ-Substrate nicht regioselektiv 1st und sowohl die iibliche 
Spaltung der auf3eren als auch die uniibliche Spaltung der inne- 
ren Cyclopropanbindung stattfindet, laljt sich vermuten, dalj 
der eindeutige regiochemische Verlauf der charakteristischen 
Adenin-N3-Alkylierung nicht allein durch stereoelektronische 
Effekte begiinstigt ist, sondern daB noch zusltzliche Merkmale 
dabei eine Rolle spielen. Dazu zPhlen die bevorzugte Bindungs- 
orientierung, die die iibliche Addition begiinstigt (Nachbar- 
schaftseffekte), destabilisierende Torsionsspannungen und ste- 
rische Wechselwirkungen, die rnit der uniiblichen Addition ein- 
hergehen (Abb. 39), sowie eine moglicherweise durch die 
Bindung induzierte Konformationsanderung in CBQ, die die 
stereoelektronische Bevorzugung der Adenin-N3-Addition dem 
am wenigsten substituierten Cyclopropan-Kohlenstoffatom 
auferlegt (Abb. 40). Von diesen Faktoren haben die die uniibli- 
che Adenin-N3-Addition begleitenden sterischen und Torsions- 
wechselwirkungen wahrscheinlich die gronte Bedeutung und 
konnten in ahnlicher Weise auch einen Beitrag zur Regioselekti- 
vitat der DNA-Alkylierung durch I -3 und verwandte Substrate 
leisten" 301. 
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Abb. 39. Aufsicht und Seitenansicht der uniiblichen nucleophilen Addition an das 
am hochsten substituierte Cyclopropan-Kohlenstoffatom von CBQ. Oben: Veran- 
schaulichung der ekliptischen Wechselwirkung zwischen einem Nucleophil Nu und 
C1-H" und der daraus resultierenden Torsionsspannung. Unten: Die relative Orien- 
tierung der Reaktanten bei der Adenin-N3-Addition, abgeleitet von einem nicht- 
kovalenten Komplex zwischen DNA und CBQ-TMI [130], wenn sie in der kleinen 
Furche eingepfercht sind. demonstriert die zusatzliche destabilisierende Wechselwir- 
kung zwischen Ad-C2-H und C1-H". Die iibrigen Wasserstoffatome und das Trime- 
thoxyindol-Strukturelement sind zur Vereinfachung weggelassen worden. Der 
Cyclopropanring ist teilweise verdeckt. 

- .- 

Abb. 40. Seiten- und Ruckansichten der CBQ-Boot- (links, Rontgenstruktur- 
analyse [128, 1291) und CBQ-Halbsessel- (Mitte) sowie der CBI-Konformation 
(rechts, Rontgenstrukturanalyse [I lX]), die die relative Ausrichtung des Cyclo- 
propanrings illustrieren. Wie im Fall von CBI wurde die energiereichere HalbsesseI- 
konformation van CBQ (AE = 1.0- 1.5 kcalmol-') eine stereoelektronische Steue- 
rung der Addition an das am wenigsten substituierte Cyclopropan-Kohlenstoff- 
atom zur Folge haben. Die Wasserstoffatome sind zur Vereinfachung weggelassen 
warden. 

8.8. Experimenteller Nachweis der vinylogen 
Amidstabilisierung : ein stabiles, isolierbares 
para-Chinomethid 

Der signifikante Beitrag der vinylogen Amidstabilisierung bei 
den Verbindungen 44-51 regte die Synthese und Charakterisie- 
rung des para-Chinomethids 56 und seiner stabilen Vorstufen an 
(Abb. 41)['641. Im Gegensatz zu den para-Naphthochinomethi- 
den, die fur eine Isolierung, Charakterisierung oder Detektion 
vie1 zu instabil sind und nur als Reaktionszwischenstufen ange- 
nommen werden, konnte 56 isoliert (durch Chromatographie an 
Kieselgel!) und charakterisiert werden. Obwohl56 noch immer 
luoerst reaktiv und wesentlich reaktiver als 44-51 ist, kann 
seine ungewohnliche Stabilitat der vinylogen Amidstabiiisie- 
rung zugeschrieben werden, die durch eine Aromatisierung ver- 
lorengeht . 

, OMe 

OMe 
OMe 

OMe 
OMe 

Abb. 41. 56: ein durch vinyloge Amidstabilisierung isolierbar gewordenes pura- 
Chinomethid. Fur weitere Informationen zu 56 siehe Text. 

8.9. Weitere Schliisselmerkmale 

Die Verbindungen 44-51 weisen noch eine Reihe weiterer 
einzigartiger Strukturmerkmale auf, die zu ihrer Stabilitat bei- 
tragen. Die Stabilitatsabfolge 44-48 > 49 > 51 hangt damit zu- 
sammen, daD der Gewinn an Delokalisierungsenergie bei der 
Aromatisierung in einem System mit einem ankondensierten 
aromatischen Ring geringer ist" 1 6 ,  1561, und die Abfolgen 
44 > 48,47 > 45 und 49 > 51 konnen durch die in Konjugation 
stehende elektronenziehende Gruppe in 44, 47 und 49 erklart 
werden, die die fur die Solvolyse und Alkylierung notwendige 
Protonierung der C4-0-Gruppe erschwertr'26y lZ7.  1561. Die ho- 
here Stabilitat von 45 gegenuber 48 ist teilweise auf eine Verrin- 
gerung der Spannung beim Austausch eines ankondensierten 
funfgliedrigen gegen einen ankondensierten sechsgliedrigen aro- 
matischen Ring zuriickzufiihren[' 8, '"I. SchlieDlich trigt auch 
die vinyloge Amidstabilisierung der Cyclohexadienonstruktur, 
die bei einer Aromatisierung verlorengeht, wesentlich zur Stabi- 
litat von 44-51 bei['641. 

8.10. Zusammenhang zwischen der Struktur der 
Alkylierungseinheit und der DNA-Alkylierungs-Selektivitat 

Es zeigte sich, daD Substrate, die eine natiirliche (CPI, DSA 
oder DA) oder modifizierte Alkylierungseinheit (CI, CBI. CBQ, 
CFI) enthalten, dieselben DNA-Stellen alkylieren, wenn sie mit 
denselben DNA-bindenden Struktureinheiten verknupft sind. 
Man beachte, dal3 durch strukturelle Abwandlungen der Alky- 
lierungseinheiten weder neue oder ungewohnliche Alkylierungs- 
stellen noch Veranderungen in der Sequenzselektivitiit der 
DNA-Alkylierung entdeckt werden konnten. Bei solchen Se- 
quenzstudien werden die Alkylierungen mit einem UberschuD 
an DNA durchgefuhrt, und folglich werden weder Nebenreak- 
tionen (2.B. Guanin-N3-Alkylierung) noch andere unter energi- 
scheren Bedingungen magliche Reaktionen beobachtet. Diese 
Selektivitaten, die experimentell ermittelt wurden und an ande- 
ren Stellen[56' 71, 105, 122 ,  130, 1441 b eschrieben sind, lassen sich 
fur die DSA-, DA- oder CPI-Substrate auch aus den Daten in 
den Tabellen 1, 3 und 6 extrapolieren. Unterschiede zwischen 
den Substraten bestehen darin, da13 die chemisch stabileren 
unter den verfugbaren Bindungsstellen starker selektieren 
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(DSA 2 CBI > CPI > DA > CBQ > CI). Es ist weiterhin be- 
merkenswert, daB auch die Vorstufen, denen der Cyclopropan- 
ring fehlt (d. h. 4-7), dieselben Stellen alkylieren. Obwohl dies 
in den meisten Fiillen darauf zuriickgefiihrt werden kann, daB 
diese Substrate unter den Versuchsbedingungen zu den Cyclo- 
propansubstraten cyclisieren, haben genaue Untersuchungen 
ergeben, daB dies nicht notwendigerweise erforderlich 
ist[55, 56,  104, 1051 

8.1 1. Beziehung zwischen funktioneller Reaktivitat, 
DNA- Alkylierungs-Geschwindigkeit oder -Effizienz und 
biologischen Eigenschaften 

Nach bisherigen Beobachtungen ist die relative Effizienz der 
DNA-Alkylierung eng mit der relativen cytotoxischen Wirk- 
samkeit der Substrate verbunden. Es zeigte sich, daB ein Herab- 
setzen der Reaktivitat der Alkylierungseinheit eine hohere Effi- 
zienz der DNA-Alkylierung zur Folge hat. Dies beruht 
vermutlich auf einem nichtproduktiven Verbrauch der reaktive- 
ren Substrate. Diese Annahme erhirtete sich in den ersten Un- 
tersuchungen rnit Duocarmycin A['61 und konnte in neueren 
Arbeiten rnit Duocarmycin A[61.621 und CBQ-TMI['301 wieder 
bestitigt werden. In ahnlicher Weise gilt bei Substraten rnit der- 
selben Alkylierungsein- 
heit, dab rnit zunehmender 
GroSe der DNA-binden- 
den Strukturelemente die 
relative Effizienz der 
DNA-Alkylierung bis zu 
einem Maximalwert an- 
steigt und dann gleich 
bleibt. Diese Beobachtung 
ist in Einklang rnit der Er- 
wartung, daB rnit einer Zu- 
nahme der Starke der 
nichtkovalenten Bindung 
in der kleinen Furche eine 
Erhohung der Reaktions- 
geschwindigkeit und der 
Effizienz der DNA-Alky- 
lierung einhergeht. Das 
Maximum der cytotoxi- 
schen Wirksamkeit wird 
etwa an derselben Stelle er- 
reicht, an der auch die rela- 
tiven Effizienzen der DNA- 
Alkylierung ihr Maximum 
erreichen, obwohl Sub- 
strate mit stark variieren- 
den DNA-Alkylierungs- 
Geschwindigkei ten be- 
trachtet wurden. Entgegen 
der Vermutung, daB eine 
direkte Beziehung zwi- 
schen der relativen cytoto- 
xischen Wirksamkeit und 
der relativen Reaktionsge- 
schwindigkeit der DNA- 
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Alkylierung bestehen konnte[461, sind wir somit zu dem SchluB 
gekommen, daB die cytotoxischen Wirksamkeiten in weit besse- 
rer Naherung den Tendenzen der relativen DNA-Alkylierungs- 
Effizienz f01gen~"~ 1201. D a  die DNA-Alkylierungen an sich re- 
versibel sind, ist es reizvoll anzunehmen, dal3 maximale 
Alkylierungseffizienz und cytotoxische Wirksamkeit nur dann 
erzielt werden, wenn die an sich reversible Adduktbildung durch 
eine ausreichend starke nichtkovalente Bindung vollstandig sta- 
bilisiert wird. Es scheint, als ob sich dies in den neuen Untersu- 
chungen mit den 7-MCBI-Derivaten bestatigen wiirde" 261. 

Auch wenn sorgfaltige Vergleiche rnit den bisher durchge- 
fuhrten Studien nur eingeschrankt moglich sind, ergibt sich 
doch eindeutig, daB die chemisch stabileren Substrate DNA 
nicht nur effizienter alkylieren, sondern dies auch schneller tun. 
Diese Beobachtung ist bei einer Saure- oder Lewis-Saure-kata- 
lysierten Reaktion intuitiv nicht einleuchtend und konnte eine 
Folge der begrenzten Zahl bisher untersuchter Substrate sein. Es 
zeigte sich beispielsweise, daB die reaktivsten der bisher eingehend 
untersuchten Substrate, namlich die CBQ-Substrate, DNA lang- 
samer alkylieren als die CPI-, CBI- und DSA-Substrate. Ahnlich 
alkylieren die CPI-Substrate DNA sowohl rnit geringerer Effi- 
zienz als auch rnit geringerer Geschwindigkeit als die CBI-Sub- 
strate, obwohl erstere viermal reaktiver sind (Abb. 42). Dagegen 
alkylieren die CBI-Substrate DNA mit einer nur geringfiigig nied- 

2oj / 
lo= 0 0 1  2 3 4 5  

0 10 20 30 
t[hI - 

Abb. 42. Oben links: Auftragung der prozentnalen integrierten optischen Dichte J' gegen die Zeit. bestimmt durch Autoradiographie 
von S-"P-endmarkierter DNA und dazu verwendet, die relative Geschwindigkeit der Alkylierung von w794-DNA an der 5'-AAT- 
TA-Bindungsstelle hoher Affinitat mit (+)-CBI (indol), (e) und (+)-CPI (indol), (x) zu ermitteln; 37"C, 0-5 Tage, 1 x M 

Substrat. Unten links: Auftragung der prozentualen integrierten optischen Dichte y gegen die Zeit, bestimmt durch Autoradiographie 
von 5'-32P-endmarkierter DNA und dam verwendet, die relative Geschwindigkeit der Alkylierung van w794-DNA an der 5'-AAT- 
TA-Bindungsstelle hoher Affinitat rnit (+)-Duocarmycin SA 3 (x) und (+)-CBI-TMI 36 (e) zu ermitteln: 4"C, 0- 24 h. 1 x M 
Substrat. A = nicht reagierte DNA, B = Alkylierung/Spdltung. Rechts: Analyse des durch 30minutiges Erhitzen auf 100 "C ausgelo- 
sten Strangbruchs bet doppelstrangiger DNA (SV40-DNA-Fragment, 144 Basenpaare, Nucleotid-Nr. 138-5238, Klon w794) ndch 
24stiindiger Inkubation bei 4 "C sowie Entfernung des nicht gebundenen Substrats durch denaturierende PAGE (8 YO) und Autoradio- 
graphie. Spuren 1-4: Sanger-G, -C-, -A- und -T-Reaktionen; Spur 5 :  Vergleichs-DNA; Spuren 6-8: 1 (1 x 10-6-1 x lo-* M); 

Spuren9- t l :  (+)-Ci'I (indol), ( I  x I O - ~ - I  x I O - ' M ) ;  Spuren 12-14: (+)-CBl (indol), ( 1  x x ~ V ' M ) .  
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rigeren Effizienz und Geschwindigkeit als die MeOpC 0 

aul3ergewohnlich (Abb. 42). Das bedeutet, stabilen daB DSA-Derivate die chemisch a / , \  < H N b  ~ <'th / crb / / o /  0 '  
XR 

stabilste der bisher untersuchten Substrat- / 

XR 
CPI 0 

XR 
DA 0 

XR 
CBI 0 DSA 0 

klassen DNA rnit der grol3ten Geschwin- 
digkeit alkyliert. Es handelt sich hierbei CI 0 

XR 
auch um die Substratklasse, die auf der in- 
neren konkaven Seite der Alkylierungsein- 

rel. Ic50 1-2 
(L1210) 

10 50-100 > 100 > 100 

heit - insbesondere um die DSA-C7-Posi- 

ist demnach denkbar, daR die eigentliche 
tion - sterisch am wenigsten belastet ist. Es Alkylierungs- rel. DNA- 0.5 ~ 2.0 10 100 > 100 > 100 

Intensitat 

Geschwindigkeit durch sterisch anspruchsvolle der DNA-Alkylierung Gruppen um R =  [&TNHz, IsoMe OMe 

das C7-Zentrum verringert wird, und die H OMe 

bisher eingehend untersuchten Substrate Abb. 43. Ursprung fur die Unterschiede im Verhalten von Enantiomerenpaaren bei der DNA-Alkylierung: 
folgen dieser Tendenz (DSA > CBI > CPI). sterische Belastung um das DSA- und CPI-C7-Zentrum. 

9. Struktureller Ursprung der Unterschiede 
zwischen den Enantiomeren: 
der EinfluB sterischer Wechselwirkungen an C7 

Die Untersuchungen lieBen eine reizvolle Erklarung fur das 
manchmal verwirrende Verhalten (relative DNA-Alkylierungs- 
Effizienz, relative biologische Wirksamkeit) von Enantiomeren- 
paaren der Substrate moglich scheinen, das durch ein einziges 
Strukturmerkmal gesteuert sein konnte: den Grad an sterischer 
Hinderung um das CPI- oder DSA-C7-Zentrum der Alkylie- 
rungseinheit, einen Faktor, auf den die nichtnatiirlichen Enan- 
tiomere besonders empfindlich reagieren. Die Unterschiede zwi- 
schen den Enantiomeren waren bei den einfachen Alkylierungs- 
einheiten selbst (d. h. N-BOC-DSA 12, -CI (N-BOCdl), -CPI 
13 und -CBI (N-BOC-45)) leicht nachweisbar, bei den ,,di- 
meren" Substraten (d. h. Duocarmycin SA, Duocarmycin A, 
CBI-CDPI,, CPI-CDPI, 15 und CPI-PDE-I, 14; Tabelle 8, 
Abb. 43) am auffalligsten und mit den gro5eren, ,,trimeren" 
und ,,tetrameren" Substraten (d. h. CC-1065, CPI-CDPI, 16, 

Tabelle 8. Vergleich der Substratenantiomere. 

Substrat Konfiguration IC,,, rel. IC,, [a] 
L1210 [ngmL-'] 

(+)-CI-TMI natiirlich 10 1 0.5-2.0 
(-)-CI-TMI nichtnatiirlich 10 1 

(+)-Duocarmycin SA natiirlich 0.006 1 10 
(-)-Duocarmycin SA nichtnatiirlich 0.06 0.1 

( +)-CBI-TMI natiirlich 0.01 1 100 
(-)-CBI-TMI nichtnatiirlich 0.9 0.01 

(+)-Duocarmycin A natiirlich 0.1 1 > 100 
(-)-Duocarmycin A nichtnatiirlich > 10 <0.001 

(+)-CI-CDPI, natiirlich 10 1 0.5-2.0 

(+)-DSA-CDPI, natiirlich 0.002 1 10-100 

(+)-CBI-CDPI, natiirlich 0.002 1 >I00 
(-)-CBI-CDPI, nichtnatiirlich > 2 t0.001 

( +)-CPI-CDPI, natiirlich 0.02 1 > 100 

(-)-CI-CDPI, nichtnatiirlich 20 0.5 

(-)-DSA-CDPI, nichtnatiirlich 0.06 0.03 

(-)-CPI-CDPI, nichtnatiirlich > 3 <0.006 

[a] Relative Konzentrationen des nichtnatiirlichen/natiirlichen Enantiomers, die 
zum Nachweis der DNA-Alkylierung erforderlich sind. 

CBI-CDPI, und CPI-CDPI, 17) etwas weniger a ~ f f a l l i g [ ~ ~ ~  731. 

Im allgemeinen sind be1 den CI- und Duocarmycin-SA-Enantio- 
merenpaaren, die an dieser Stelle der Alkylierungseinheit keine 
Substituenten oder sterisch anspruchsvolle Gruppen aufweisen, 
die Unterschiede in der biologischen Wirksamkeit und der rela- 
tiven DNA-Alkylierungs-Effizienz geringer. Weiterhin sind die 
Unterschiede zwischen enantiomeren CI-Substraten, denen al- 
len der Pyrrolring fehlt, iiblicherweise kleiner als die Unterschie- 
de, die rnit Duocarmycin-SA-Substraten festgestellt wurden 
(DSA > CI) . Dagegen zeigen die CPI-, CBI- und Duocarmycin- 
A-Substrate im allgemeinen starker ausgepragte Unterschiede 
innerhalb der Enantiomerenpaare (CPI > Duocarmycin A > 
CBI). Dies fiihrt zu der Vermutung, daR das Verhalten des nicht- 
natiirlichen Enantiomers von Duocarmycin SA und allen ande- 
ren bisher untersuchten Substraten auf eine deutliche sterische 
Wechselwirkung des C7-Zentrums mit der der Alkylierungs- 
stelle benachbarten 5'-Base, die wegen der 5'+3'-Bindung des 
nichtnatiirlichen Enantiomers notwendigerweise auftritt, zu- 
riickzufiihren ist. Das 3'+5'-Bindungsmodell fur das natiirliche 
Enantiomer ist wegen einer weniger ausgepragten, aber mog- 
licherweise dennoch nicht unbedeutenden Empfindlichkeit ge- 
geniiber sterischer Belastung an derselben C7-Position begiin- 
stigt. 

Ubereinstimmend rnit den bisherigen empirischen Beobach- 
tungen und in Einklang rnit Modellen fur die intermediaren 
Alkylierungsaddukte lassen die Untersuchungen darauf schlie- 
Ren, dal3 Substrate, die keine sterisch anspruchsvollen Gruppen 
urn die von einem CPI- oder Duocarmycin-SA-C7-Substituen- 
ten eingenommene Position aufweisen, DNA vorhersagbar ef- 
fektiver alkylieren, daR die nichtnaturlichen Enantiomere der- 
artiger Substrate besonders empfindlich auf sterisch anspruchs- 
volle Gruppen an dieser Stelle reagieren und daR eine Verminde- 
rung dieser sterischen Belastung die Unterschiede im Verhalten 
der Enantiomere verringert. Die einzige Ausnahme von diesen 
Verallgemeinerungen sind die MCBI-Substrate, deren beide En- 
antiomere weniger unterschiedliche Eigenschaften aufweisen als 
die der CBI-Substrate[lZ6]. Dies fuhrte zu der Vermutung, dal3 
die sterisch bedingten Unterschiede durch die Moglichkeit einer 
zusatzlichen Stabilisierung durch nichtkovalente Bindungen in 
der Alkylierungseinheit selbst reduziert oder uberkompensiert 
werden konnen. 

Angew. Chem. 1996, 108, 1542-1580 1573 



AUFSATZE D. L. Boner und D. S. Johnson 

10. Modifizierte DNA-bindende Struktureinheiten 

Eines der ersten Strukturmerkmale der Substrate, dem man 
sich in Untersuchungen zuwandte, waren die DNA-bindenden 
Struktureinheiten, die iiber eine Amidbindung mit den natiirlich 
vorkommenden Alkylierungseinheiten verknupft sind. Dabei 
ergab sich, daB die hydrophoben rechtsseitigen Strukturelemen- 
te die Bindungsaffinitat in der kleinen Furche der DNA ver- 
mitteln, die Selektivitit fur AT-reiche Regionen in der kleinen 
Furche festlegen, das kovalente Addukt stabilisieren, die Ge- 
schwindigkeit der DNA-Alkylierung erhohen, zur Sequenzse- 
lektivitat der DNA-Alkylierung beitragen und/oder diese domi- 
nierenflOs, und die physiochemischen Eigenschaften der 
natiirlich vorkommenden Substrate beeinflussen. Viele dieser 
Punkte wurden im Zusammenhang rnit den Schlusselanaloga 
von CC-1065 und den Duocarmycinen in den Abschnitten 2-5 
erortert. 

Me 

CPI 0 

R =  

yb 
X R  

0 

CBI 0 XR DSA 0 

m -  0 

OMe 

10.1. Systematische Untersuchung von Substrukturen 
der DNA-bindenden Struktureinheiten von CC-1065 

In den ersten Untersuchungen wurden fur Analoga von CC- 
1065 das Ma13 an Vereinfachung und die optimalen DNA-bin- 
denden Struktureinheiten bestimmt, die die Wirkungsrahigkeit 
des Naturstoffs aufrechterhalten und dabei die In-vivo-Antitu- 
moraktivitat verbessern. Die PDE-I,-Struktureinheiten von 
CC-1065 konnten zu (Indol), vereinfacht werden, wobei 
die cytotoxische Wirksamkeit vollstandig erhalten blieb und 
die In-vivo-Antitumoraktivitat signifikant verbessert wurde 
(Abb. 44)r158-1621 . W eitergehende ’ Vereinfachungen oder eine 
Verringerung der Zahl der DNA-bindenden Struktureinheiten 
(2.B. (Indol),) hatten eine Verringerung der Fahigkeiten zur 
Folge, auch wenn die Verknupfung rnit dem Trimethoxyin- 
dol(TM1)-Strukturelement ein wirksames Substrat lieferte[I6’]. 
Dies macht deutlich, daI3 ein einzelnes, geeignet substituiertes 
DNA-bindendes Strukturelement (d. h. TMI, CDPI 1) durchaus 
voll wirksame cytotoxische Wirkstoffe liefern kann. Ahnliche 
Untersuchungen mit CBI-Substraten haben dazu beigetragen, 
diese Erkenntnisse auszubauen (Abb. 44)[733117-127, 166]. 

Man beachte, daB diese letzteren Substrate, die die verein- 
fachte Alkylierungseinheit CBI und die vereinfachten DNA- 
bindenden Strukturelemente (Indol), (57, Abb. 45) oder TMI 
enthalten, gezielt entwickelte Analoga der Naturstoffe mit einer 

M e  

, ,  I 

1, (+)-CC-i 065 OMe 

M e  fi 

40 5 4 

H 

M e  

OMe 
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Ahb. 44. EinfluD der DNA-hindenden Strukturelemente auf die Antitumoraktivi- 
t i t  von CPI-. CBI- und DSA-Analoga. Die Zahlen rechts geben die IC,,-Werte 
(L1210) in PM an. 

NH 
(+)-CPl(indol)2 

H 

1,  (+)-CC-1065 OMe 

H 
Abb. 45. (+)-CPI (indol), und (+)-CBI (indol),: wirksarne Cytostatica 
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wirksamen und effizienten Antitumoraktivitat sind[73, "', 166]. 

Demzufolge kann in diesem Teil der Struktur ein grol3es MaB an 
Veranderungen toleriert werden, um die biologischen und phy- 
siochemischen Eigenschaften der Substrate zu optimieren . 

Wir haben die Hypothese entwickelt, daB nicht die kineti- 
schen DNA-Alkylierungs-Geschwindigkeiten [461 fur die unter- 
schiedliche cytotoxische Wirksamkeit von Substraten rnit einer 
gemeinsamen Alkylierungseinheit verantwortlich sind, sondern 
vielmehr die relative Effizienz der DNA-Alkylierung und die 
thermodynamische Stabilitat der A d d ~ k t e ~ ~ ~ ] .  In Einklang mit 
dieser Hypothese erreichen die cytotoxischen Wirksamkeiten 
bei Substraten mit einer gemeinsamen Alkylierungseinheit ein 
Plateau, wenn eine ausreichende nichtkovalente Bindung fur 
stabile Addukte sorgt. Uberdies steht diese maximale Wirksam- 
keit in direkter Beziehung zur funktionellen Stabilitat der Sub- 
strate, wobei die chemisch stabileren Substrate die groBte Wirk- 
samkeit aufweisen (CPI : 20 PM, CBI : 5 PM, DSA: 3 -4 PM). Dies 
ist vermutlich die Folge davon, daD die chemisch stabileren Sub- 
strate ihre intrazellularen Zielmolekule effektiver erreichen. 

10.2. Systematische Untersuchung der Substruktur 
der DNA-bindenden Struktureinheit yon Duocarmycin 

In neueren Arbeiten haben wir uns rnit der systematischen 
Untersuchung der Bedeutung der drei Methoxysubstituenten 
am DNA-bindenden Trimethoxyindolstrukturelement von 
Duocarmycin SA befaBt['Ogl. Die C6- und C7-Methoxysubsti- 
tuenten, die an der auDeren Seite des DNA-Substrat-Komplexes 
liegen, tragen nur geringfiigig oder gar nicht zur Verbesserung 
der cytotoxischen Wirksamkeit und der relativen Effizienz der 
Alkylierung bei (C6 > C7), wahrend der C5-Methoxysubsti- 
tuent, der tief in die kleine Furche eingebettet ist, diese Eigen- 
schaften voll beeinflufit (Abb. 46). In der Tat envies sich das 

R =  Eff.rel IC5& L1210 
[PMI WoMe OMe 1.0 10 

OMe 

1 .o 12 

H 

0.1 60 

H I  
OMe 

(Indol), a 0.05 65 

H 
Abb. 46. Der EinfluB von Methoxysubstituenten auf die Wirkung von Duocarmy- 
cin-SA-Analoga. Eff.,,, = relative Effizienz der DNA-Alkylierung, 

Substrat rnit einem einzigen CS-Methoxysubstituenten als nicht 
unterscheidbar vom Naturstoff, was darauf hinweist, daR dieser 
Substituent allein fur eine volle Entfaltung der Eigenschaften 
ausreichend ist. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fru- 
herer ausfuhrlicher Modelling-Studien an CC-1 065[411 kann 
diese Beobachtung durch eine zusatzliche Stabilisierung durch 
nichtkovalente Bindung; ausgehend von dem in der kleinen 
Furche eingebetteten C5-Methoxysubstituenten, erklart wer- 
denIaZ1. 

Diese Untersuchungen lieferten weitere Schlusselbeweise zur 
Stutzung der Hypothese, dal3 die volle Starke der cytotoxischen 
Wirksamkeit der Substrate durch die Verringerung der Rever- 
sibilitat einer an sich reversiblen DNA-Alkylierung durch nicht- 
kovalente Bindungen und nicht durch unterschiedliche rela- 
tive Geschwindigkeiten der DNA-Alkylierung hervorgerufen 
wird 1' "1. 

10.3. Stark modifiiierte DNA-bindende Strukturelemente 

Zwei interessante Veranderungen der DNA-bindenden Struk- 
turelemente der Naturstoffe sind detailliert untersucht worden. 
Die erste beruhte auf der Entdeckung, dal3 elektropositive Sub- 
stituenten auf der AuBenseite der DNA-bindenden Strukturele- 
mente die DNA-Bindungs-Affinitat erheblich erhohen, ohne die 
DNA-Bindungs-Selektivitat zu beeinflussen, und daD sie zu- 
gleich die Wasserloslichkeit verbessern. Dieser Effekt konnte 
auf eine raumlich gut abgestimmte, stabilisierende elektrostati- 
sche Wechselwirkung mit dem negativ geladenen DNA-Phos- 
phatruckgrat zuriickgefiihrt werdenLS3]. Diese Untersuchungen 
sind auf die Verbindungen 59-61 (Abb. 47) ausgedehnt worden, 

3, (+)-Duocarmycin SA 50, R = H 
.CI 59, R = 5-NMe3+ 

60, R = 6-NMe3+ 
61, R = 7-NMe3+ HNb 0 :*::: -% Ho 0 "-3 
H 7  OMe 

Abb. 47. 59-61, Ammoniumderivate von 58, als Analoga von 3. 

die eine quartare Ammoniumgruppe an einem der DNA-bin- 
denden Indolstrukturelemente enthalten, die dieselbe starke 
elektrostatische Stabilisierung iiefern kannIa4]. Die wasserlosli- 
chen Substrate 59-61 alkylieren DNA envartungsgemaD mit 
derselben Effizienz wie 1 oder 3 und sind 100mal effektiver als 
die Verbindung 58, der die positiv geladene Gruppe fehlt. 

Die zweite wichtige Veranderung basierte auf Beobachtun- 
gen von Dervan"'. 1671 und Lown['681, denen zufolge die Selek- 
tivitat von Distamycin fur die nichtkovalente Bindung an AT- 
reiche Regionen so verandert werden konnte, daB sie fur 
ein GC-Basenpaar paBte, indem in das Riickgrat ein Stick- 
stoffatom eingefuhrt wurde, das als Wasserstoffbruckenbin- 
dungs-Acceptor fur eine Guanin-C2-Aminogruppe dienen 
kannI'691. Wir entwarfen und synthetisierten die Substrate 62 
und 63'' 701, die stark modifizierte DNA-bindende Struktur- 
elemente rnit einem Stickstoffatom aufweisen, das auf ihrer 
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inneren konkaven Seite, die in engem Kontakt mit dem Boden 
der kleinen Furche steht, als Wasserstoffbriickenbindungs-Ac- 
ceptor (CDPBO, CDPBI) oder -Donor (CDPBI) dienen kann 
(Abb. 48). Die DNA-Alkylierungs-Selektivitaten von 62 und 

se (DNA-Synthese) liegt in der Mitte der Interphase, ihr geht die 
G,-Phase, die Lucke zwischen Mitose (M) und DNA-Synthese, 
voraus, und ihr folgt die G,-Phase, die Liicke zwischen Replika- 
tion und Mitose. Das AusmaD, in dem ein Cytostatikum in diese 

Geschehnisse eingreift, hat grobe Bedeu- 
tung fur seinen Wirkmechanismus. (+)- 
CC-1065 blockiert den Zellcyclus bei G, 
und M[4y9171- '731 ,  beeinfluRt aber die 
Ubergange von M nach G, und von G ,  
nach S nicht. Bei niedrigen Substratkonzen- 
trationen, die ausreichten, um den Zellcy- 
clus bei G, und M zu stoppen, waren Zellen 
in der Lage, die S-Phase langsam zu durch- 
laufen, obwohl (+)-CC-1065 die DNA- 
Synthese hemmt. Analog hemmt Adozele- 
sin 65 (siehe Abb. 49) den Zellcyclus bei 

CBI-CDPBI 

O N  
H 

H-Brilcken-Acceptor 

CDPBO PDE-IL 

H-Brucken-Acceptor 
H 

CDPBll 

Me02C-f G2[17491751. 
0 '  OH 

OMe 

11.3. Auf DNA einwirkende Enzyme 
Abb. 48. CPI-CDPBO und CBI-CDPBI: Modellverbindungen mit Modifikationen in den DNA-binden- 
den Strukturelementen 

63 erwiesen sich aIs identisch mit denen von (+)-CBI-CDPI,; 
die Effizienz war jedoch deutlich vermindert (Faktor 100). Die 
Einfuhrung des zusatzlichen Stickstoffatoms hatte somit eine 
deutliche und ungiinstige Wirkung auf die relative Effizienz der 
DNA-Alkylierung, aber keinen sichtbaren EinfluB auf die 
DNA-Alkylierungs-Selektivitlt. 

11. Biochemische Untersuchungen: 
Wirkmechanismus 

11.1. Apoptose: Zusammenhang zwischen 
DNA-Alkylierung, cytotoxischer Aktivitat und 
Antitumor-Eigenschaften 

Der erste Schritt zur Ermittlung des Zusammenhangs zwi- 
schen DNA-Alkylierung und effektiver Antitumoraktivitat wa- 
ren Untersuchungen, die zeigten, dal3 in empfindlichen Tumor- 
Zellstimmen, wie L1210 und Molt-4, bei Substratkonzen- 
trationen (100 PM), die unterhalb der Konzentrationen fur einen 
typischen, bei nichtsensitiven Zellstammen beobachteten Zell- 
tod durch Nekrose liegen, ein apoptotischer Zelltod ausgelost 
wird["'. Unter Apoptose versteht man einen spezifischen Me- 
chanismus des Zellsterbens, der sich von dem der Nekrose un- 
terscheidet. In apoptotischen Zellen ereignen sich morphologi- 
sche Verlnderungen einschlieBlich einer charakteristischen 
Heterochromatin-Verdichtung, Abbau von Genom-DNA, Kern- 
zerfall und Biindelung der Zellreste zu apoptotischen Korpern, 
die durch Makrophagen entfernt werden. 

11.2. Auswirkungen auf den Zellcyclus 

Die Hauptelemente des Zellcyclus sind Wachstum, DNA-Re- 
plikation, Mitose und Zellteilung. Der Zellcyclus ist in zwei 
Abschnitte - Interphase und Mitose (M) ~ unterteilt. Die S-Pha- 

Die Alkylierung von Duplex-DNA durch 
CC-1065 und ahnliche Substrate hemmt 

viele an der DNA angreifende Enzyme"761, z.B. S1-Nuclease, 
die fur die Verdauung einstrlngiger DNA verantwortlich ist["], 
T 4 - L i g a ~ e ~ ' ~ ~ l  und H e l i c a ~ e [ ' ~ ~ -  '''I, und sie beendet die durch 
DNA-Polymerase katalysierte DNA-Synthese (Replikation) an 
den Stellen der Adduktbildung['82]. Das CC-1065-Adenin-N3- 
Addukt bewirkt eine deutliche Hemmung und liefert verstarkte 
DNA-Spaltungs-Muster beim DNase-1- oder MPE-Fe"-Foot- 
printing" 831. Versuche, einen Zusammenhang zwischen der 
Substratstruktur und dem Grad an mutagenen Effekten der 
Adenin-N3-Alkylierung[' 84- 1 9 1 1  einerseits sowie dem Grad an 
Bestandigkeit"" - 941 andererseits herzustellen, sind bekannt 
geworden. 

12. Verzogerte Toxizitat 

Eine schwerwiegende Einschrankung der Anwendung von 
mit (+)-CC-1065 1 verwandten Wirkstoffen ist die charakteri- 
stische verzogerte Toxizitlt des N a t u r ~ t o f f s [ ~ ~ ~ .  Bei der Untersu- 
chung der Toxizitat von 1 an Mausen, die keinen Tumor hatten, 
wurde bei therapeutischen antineoplastischen Dosen eine unge- 
wohnliche Form von lethaler, verzogerter Hepatoxizitat beob- 
achtet. Bei intravenoser (iv) Verabreichung einer Einzeldosis 
von 12.5 pg pro kg traten mit 50 Tagen Verzogerung Todesfalle 
auf und bei ip-Verabreichung einer Einzeldosis von I0 kg pro kg 
mit 70 Tagen Verzogerung. Der LD,,-Wert bei Mausen wurde 
zu 9 pgpro kg fur Einzeldosen und zu 0.3 pg pro kg und Tag bei 
einer Verabreichung von funf Dosen pro Tag bestimmt. Diese 
verzogerten Todesfiille gingen mit drastischen Veriinderungen in 
der Morphologie der Lebermitochondrien einher. Eine Vorbe- 
handlung der Tiere rnit Substraten, die den Cytochrom-P-450- 
Metabolismus auslosen, als Vorbeugung gegen die Toxizitat von 
1 war ohne Erfolg. Es fallt auf, daD das nichtnaturliche Endntio- 
mer von 1, das in vitro genauso wirksam und in vivo ebenso 
effizient ist, diese Eigenschaft nicht hat, was darauf schlieRen 
la&, daB diese Eigenschaft nicht mit der Struktur an sich zusam- 
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menhangt oder eine notwendige Folge des fur die Antitumorak- 
tivitat verantwortlichen Wirkmechanismus ist. Auch zeigen die 
meisten, jedoch nicht alle Analoga von 1 diese verzogerte Toxizi- 
tat ebenso wenig wie die bisher untersuchten Duocarmycine und 
ihre Analoga. Uber den Ursprung dieses ungewohnlichen Ver- 
haltens ist vie1 spekuliert ~ o r d e n [ ~ "  ", Eine der interessan- 
teren Spekulationen ist die Annahme, daR die verzogerte Toxizi- 
tat rnit dem Grad der Reversibilitat der DNA-Alkylierung 
zusammenhangt und demzufolge rnit dem MaB an Stabilisie- 
rung des Addukts durch nichtkovalente B ind~ngen[~ '~  581. Sub- 
strate, deren absolute Konfiguration (Addukte der naturlichen 
Enantiomere sind stabiler als die der nichtnaturlichen) und de- 
ren AusmaR an nichtkovalenter Bindung die Alkylierung irre- 
versibel gestalten, konnten zu dieser verzogerten Toxizitat nei- 
gen, und es wird angenommen, daD solche Verbindungen als 
Substrate optimal sind, die zwar stabile, aber nicht irreversibel 
entstehende Addukte bilden. Unabhangig davon, ob dies die 
verzogerte Toxizitat tatsachlich beeinfluBt, legt diese Hypothese 
nahe, daR es von Vorteil sein konnte, diejenigen chemisch stabil- 
sten Alkylierungseinheiten, die mit dem hochsten Ma0 an Re- 
versibilitat assoziiert sind und deren nichtdiskriminierende Al- 
kylierungsreaktivitat herabgesetzt ist, zu verwenden und mit 
einem DNA-bindenden Strukturelement zu verknupfen, das die 
Bildung eines stabilen, jedoch nicht irreversibel entstehenden 
Addukts ermoglicht. 

13. Kandidaten fur klinische Tests 

Vier Substrate, die zu 1 analog sind und entweder die authen- 
tische CPI-Alkylierungseinheit oder eine seco-Vorstufe enthal- 
ten, sind als Kandidaten fur klinische Tests vorgeschlagen wor- 
den (Abb. 49)[195*1961. Die ersten beiden, 64 (U-71,184) und 
65 (Adozelesin) , stammen aus der ersten Untersuchungsphase 
uber Analoga von 1, in der systematische Modifizierungen, Ver- 
einfachungen und eine Optimierung der DNA-bindenden 
Strukturelemente durchgefuhrt w~rden["~-  lg9]. Carzelesin 66 
ist eine Wirkstoffvorstufe, die bei der Carbamathydrolyse 
(t,,, = 18-52 min in Plasma; t I i z  = 40 min in Zellkulturen) 
das freie Phenol liefert, das sofort zum entsprechenden, cyclo- 
propanhaltigen Substrat cyclisiert[2001. Bizelesin 43 (siehe 
Abb. 33) ist ein DNA-querverkniipfendes Substrat, das die Vor- 
stufen von zwei CPI-Alkylierungseinheiten enthalt und etwa 
20- bis 30mal wirksamer ist als 1 (IC,0(L1210) = 1 PM gegenuber 

In Japan ist aus der Substratklasse der Duocarmycine KW- 
2189 67 fur klinische Tests ausgewahlt ~ ~ r d e n ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~  . B el ' 
dieser Verbindung handelt es sich um ein halbsynthetisches 
Duocarmycin-B,-Derivat rnit verbesserter Antitumoraktivitat, 
Wasserloslichkeit und Stabilitat. 

Mit Substanz aus unserem Labor erstmals hergestellte, eine 
spaltbare Disulfidbrucke aufweisende Konjugate einer Vorstufe 
von (+)-CBI(indol), (siehe Abb. 45) rnit humanen Erschei- 
nungsformen der Antikorper (mAbs) anti-B4 und N901, die 
gegen die tumorassoziierten Antigene CD19 bzw. CD56 gerich- 
tet sind, enviesen sich als auBerst wirksam und Antigen-selektiv 
bei der Vernichtung von Zielzellen in Kulturen[2061. Das anti- 
B4-Disulfid-Konjugat rnit (+)-CBI(indol), zeigte an einem ag- 
gressiven, in vivo rnetastatischen humanen B-Zellen-Lymphom 

20 pM)[20'1. 

.Me 

64, X = NH 
65, X = 0 

Me 
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H 
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Abb. 49. Kandidaten fur klinische Tests 
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Antitumorwirksamkeit und fiihrte zur Heilung von Tieren rnit 
groRen Tumoren. Das Konjugat erwies sich als erheblich wirksa- 
mer als Doxorubicin, Cyclophosphamid, Etoposid oder Vincri- 
stin in maximal erlaubter Dosis. Es zeigte sich, dal3 die tumorse- 
lektive Ausrichtung der von 1 und den Duocarmycinen ab- 
geleiteten cytotoxischen Substrate durch reversible Verknup- 
fung mit tumorgerichteten Antikorpern die den Substraten in- 
newohnende Selektivitat verbesserte. Wegen der moglicherweise 
geringen Freisetzung der Antikorper-gebundenen Substrate, die 
durch die Zahl der an der Zelloberflache vorhandenen passen- 
den Antigene begrenzt ist, fordert eine derartige Vorgehensweise 
eine auBerordentlich hohe Wirksamkeit des gebundenen cytoto- 
xischen Wirkstoffs. Nur eine geringe Zahl von Wirkstoffen, zu 
denen 1-3 und ihre synthetischen Analoga zahlen, weist die 
notwendige Wirksamkeit auf. 

14. Zusammenfassung und Ausblick 

In bemerkenswert kurzer Zeit ist es gelungen, fur diese neue 
Klasse von Cytostatica/Antibiotica die DNA-Alkylierungs- 
Eigenschaften und die Ursache fur die sequenzselektive Erken- 
nung und Alkylierung von DNA zu definieren. Es handelt sich 
sicherlich um die bisher am besten verstandene und am sorgfal- 
tigsten untersuchte Klasse von sequenzselektiven DNA-Alkylie- 
rungsmitteln. Die wichtigsten Aspekte im Hinblick auf die Poly- 
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nucleotiderkennung und die funktionelle Reaktivitat der Sub- 
trate sowie ihre Anwendungsmoglichkeiten sind detailliert be- 
schrieben worden. Nichtsdestotrotz sind einige grundlegende 
Probleme noch ungelost, zu denen eine Einigung uber den Ur- 
sprung der DNA-Alkylierungs-Selektivitiit, die relative Bedeu- 
tung von DNA-Alkylierungs-Geschwindigkeit oder -Effizienz 
und thermodynamischer Stabilitat der Addukte, der Ursprung 
der charakteristischen, aber ungewohnlichen verzogerten Toxi- 
zitat von 1, das AusmaB und der Ursprung der Katalyse der 
DNA-Alkylierung und der Zusammenhang zwischen DNA- 
Alkylierung und selektiver antineoplastischer Aktivitat zahlen. 
Es fallt auf, dai3 der Schlussel zum derzeitigen Verstandnis der 
Eigenschaften der Naturstoffe nicht in erster Linie durch inten- 
sive Studien an den Naturstoffen selbst, sondern iiber das 
Design und die Bewertung von synthetischen Teilstrukturen und 
Substraten mit stark veranderten Strukturen einschlieDlich ihrer 
nichtnaturlichen Enantiomere gefunden wurde. Um Fehlinter- 
pretationen zu vermeiden, sollte man sich darum bemuhen, Spe- 
kulationen uber den Ursprung von Naturstoffeigenschaften 
durch Versuche mit geschickt gewahlten synthetischen Substra- 
ten zu beweisen. Einige derartige Substrate haben sich aul3er- 
dem als sehr vie1 wirksamer erwiesen als die Naturstoffe, woraus 
sich ersehen la&, dai3 die interessierenden Eigenschaften durch 
gut begrundete, gezielte Strukturanderungen verbessert werden 
konnen. Die Tatsache, dal3 derartige Strukturanderungen das 
Analogon oftmals zugleich vereinfachen, fuhrt zu der Vermu- 
tung, dai3 in dieser Stoffkiasse letztlich ein synthetisch entwik- 
keltes Substrat und nicht einer der natiirlichen Wirkstoffe klini- 
sche Bedeutung erlangen wird. Die elementaren Prinzipien, die 
in den bisherigen Untersuchungen erkannt wurden, konnten 
ohne Zweifel den Grundstein fur derartige Entwicklungen 
legen. 

Abkiirzungen 

DSA : 
DA : 
CPI : 

CBI : 
MCBI : 

CCBI : 

CI : 
CBQ : 

C,BI: 

CDPI : 

TMI: 
CDPBO : 

CDPBI : 

TACDPI : 

ACDPI : 

n 

Duocarm ycin-SA-Alkylierungseinheit 
Duocarmycin-A-Alkylierungseinheit 
1,2,8,8a-Tetrahydro-7-methylcyclopropa[c]pyrrolo- 
[3,2-e]indol-4-on 
1,2,9,9a-Tetrahydrocyclopropa[c]benzo[e]indol-4-on 
1,2,9,9a-Tetrahydro-7-methoxycyclopropa[c]benzo- 
[e]indol-4-on 
1,2,9,9a-Tetrahydro-7-cyancyclopropa[c]benzo[e]- 
indol-4-on 
1,2,7,7a-TetrahydrocycIopropa[ 1 ,2-c]indol-Con 
2,3,10,1 Oa-Tetrahydro-1 H-cyclopropa[dlbenzo[fl- 
chinol-5-on 
9a-(Chlormethyl)-l,2,9,9a-tetrahydrocyclopropa- 
[c]benzo[e]indol-4-on 
3-Carbamoyl-I ,2-dihydro-3H-pyrrolo[3,2-e]indol- 
7-carboxyla t 
5,6,7-Trimethoxyindol-2-carboxylat 
3-Carbamoyl- 1,2-dihydro-3H-pyrroIo[3,2-e]benz- 
oxazol-7-carboxylat 
3-Carbamoyl-l,2-dihydro-3H-pyrrolo[3,2-e]benz- 
imidazol-7-carboxyla t 
5-Trimethylammonio-3-carbamoyl-l,2-dihydro-3 H- 
pyrrolo[3,2-e]indol-7-carboxylat 
5-Amino-3-carbamoyl-1,2-dihydro-3 H-pyrrolo[3,2- 
e]indol-7-carboxylat 
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IC,, : erforderliche Substratkonzentration, um das 
Wachstum des behandelten Zellstamms (L1210) in 
einem Versuch uber 72 h um 50% zu hemmen. 
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