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

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

Ein derartiger, in Abbildung 6 dargestellter Two-jump-Me-
chanismus als Interpretation des beobachteten Temperaturver-
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Abb. 6. Schematische Durstellung des Mechanismuos des Two-jump-Prozesses.
R = Purinyl, E: Ebene der aromatischen Einheit des Phenoxyls, P: p-Orbitaldar-
stellung senkrecht zu E.

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

Experimentelles

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

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

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

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

Kedaricidin (KD)™ und C-1027"! gehdren zu einer neuen
Gruppe von Chromoproteinen mit Antitumor- und antibioti-
scher Wirkung. Sie bestehen aus einem 1:1-Komplex aus einer
Proteinkomponente (Apoprotein) und einem cytotoxischen
Chromophor, das keinen Proteincharakter hat. Das zentrale
Strukturelement der Chromophore, KD-Chr 1 und C-1027-Chr
2, ist ein neungliedriger Endiin-Ring. Die biologische Aktivitdt
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dieser Verbindungen beruht auf der ausgeprigten Fihigkeit,
DNA-Strangbriiche auszuldsen. Als Mechanismus der DNA-
Spaltung wird die Bildung von Diradikal-Molekiilspezies aus
dem stark gespannten neungliedrigen Endiin vorgeschlagen, die
Wasserstoffatome aus der Desoxyribose abstrahieren kon-
nen!'® 24 Tm Unterschied zu anderen Endiinen spaltet C-1027
auch in Abwesenheit von Thiolen oder Reduktionsmitteln
DNA mit hoher Aktivitét; dies ist ein wichtiger Hinweis fiir die
Verwendung der Verbindung als potentes Tumor-Chemothera-
peuticum,
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Entwurf und Synthese von DNA-spaltenden Verbindungen
sind zur Zeit Gegenstand intensiver Forschungsaktivititen® >,
Wir haben bereits iiber einen Versuch mit dem Endiin 4a (Sche-
ma 1), einem neungliedrigen Esperamicin-Calicheamicin-Ana-

a: X
b: X

H 5a: R=R'=H, Y=+
OH 5b: R=R'=0Ac,Y=H
5c¢; R=TBS, R'=TMS, Y=D

Schema 1. Mechanismus der Diradikalbildung aus 3.

logon, berichtet!®). Diese Verbindung verursacht allerdings kei-
ne DNA-Strangbriiche, wahrscheinlich, weil sie wasserunldslich
und bei Raumtemperatur recht instabil ist. Hier berichten wir
iiber Entwurf, Synthese und DNA-Spaltungsaktivitit des neuen
Pro-Endiins 3, das bei Raumtemperatur hinreichend stabil ist,
daher isoliert und leicht gehandhabt werden kann und das auch
ohne die Zugabe von Thiolen eine hohe DNA-Spaltungsaktivi-
tit aufweist.

Die Verbindung 3 wurde aufgrund der folgenden Uberlegun-
gen als potentielle Vorstufe des KD-Chr-Analogons 4b entwor-
fen: Die 1,5-Diin-Einheit in 3 sollte bei Raumtemperatur stabil
genug sein, um 3 zu isolieren und zu handhaben, wihrend der
Phthaloylrest die Wasserldslichkeit verbessern sollte. Die Elimi-
nierung'™ von Phthalsiure aus 3 in schwach basisch gepufferter
Losung sollte das hochreaktive neungliedrige Endiin 4b liefern;
daraus entsteht, wie MM2-Rechnungen ergaben, bei Raumtem-
peratur in einer spontanen Bergman-Cyclisierung das Diradikal
5a (der Abstand zwischen a und b in 4b betrigt 2.82 A)®.
Ahnlich wie C-1027-Chr sollte also auch das Pro-Endiin 3 DNA
ohne die Zugabe von Thiolen oder Reduktionsmitteln spalten.
Die rrans-stindigen Hydroxygruppen an C(10) und C(11) in 3
sollten dessen Wasserloslichkeit erhéhen und kénnten in DNA-
Bindungsexperimenten als Anheftungsstelle fiir ein Element zur
Erkennung einer DNA-Sequenz dienen. Die Vinylgruppe an
C(4) konnte dazu genutzt werden, die Hydroxygruppen an
C(13) und C(14) einzufiihren, iiber die der Endiin-Makrocyclus
wie in 1 und 2 zu einem spidteren Zeitpunkt der Synthese ange-
bunden werden kann.

Zur Synthese von 3 wurde eine allgemeine, von uns entwickel-
te!é-°) Methode modifiziert. Ausgangsverbindung war das (+)-
Epoxyketon 6 (Schema 2). Nach Zugabe von Magnesiumtrime-
thylsilylacetylid zu 6 (Ausbeute 80%) und Umsetzung des
resultierenden Alkohols mit (CF;S0,),0 (Tf,0) und Lutidin
fiel das Enoxid 7 in 70 % Ausbeute an'*!. Durch palladiumka-
talysierte Offnung ([Pd(OAc),)/PPh, in THF) des Epoxid-
rings'" 1! in Gegenwart von Benzoesiure (BzOH) wurde eine
4:1-Mischung aus dem 1,4- und dem 1,2-Addukt in 94% Aus-
beute erhalten. Nach HPLC- und NMR-Untersuchung lagen
das Hauptprodukt (das 1,4-Addukt) ausschlieBlich als z-Ben-
zoat und das 1,2-Addukt als Gemisch aus dem «- und dem
p-Benzoat im Verhiltnis 2:1 vor. Ohne Trennung der [somere
wurde die Mischung in das Enon 8b iiberfithrt. Dazu wurde der
aus der Epoxidéffnung resultierende Alkohol mit rers-Butyldi-
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Schema 2. Synthese von 3 und 5b. a) TMS—C=CH, EtMgBr; b) Tf,0, Lutidin;
¢) [Pd(OAc),], PPh,, BzOH; d) TBSCL, Imidazol; e) MeLi; {) PCC; g) Propargy!-
magnesiumbromid, ZnCl,; h) TMSOT{, NEt,; i) EtMgBr, (CH,0),; j) K,COj;
k) (Z)-3-lod-2-propenyl-zert-butyldimethylsilylether, [Pd(OAc),}, PPh;, Cul,

tBuNH;; 1) CBr,. PPh,, Lutidin: m) HF,,, CH,CN; n) NaH, THF; o) TMSOTT,

NEt;: p) tBuLi. THE. —110°C; g} Phthalsdureanhydrid, Pyridin. DMAP: 1) HE, .
CH,CN, Raumtemperatur; s) DBU, THF, Cyclohexadicn; t) Ac,O, Pyridin,
DMAP.

methylsilylchlorid(TBSCl)/Imidazol geschiitzt, die Benzoatreste
von 8a abgespalten (MeLi in Et,O; Ausbeute 83 % iber 2 Stu-
fen) und der daraus anfallende Alkohol mit Pyridiniumchloro-
chromat (PCC) in CH,Cl, zu 8b oxidiert (Ausbeute 80 %). Die-
se Verbindung wurde unter 1,2-Addition mit Propargylmagne-
siumbromid in Gegenwart von ZnCl, in Et,0 bei — 78 °C umge-
setzt und der Alkohol mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
(TMSOTY) unter Bildung einer trennbaren Mischung aus dem
a-Trimethylsilylether 9 und seinem f-Isomer im Verhéltnis 5:1
in 85% Ausbeute geschiitzt. Die Acetylengruppe wurde bei 0°C
mit EtMgBr in THF metalliert und dann mit Paraformaldehyd
zum Alkohol umgesetzt. Durch Abspaltung der Trimethylsi-
lyl(TMS)-Gruppe mit K,CO, in MeOH wurde das Diol 10 er-
halten (97% Ausbeute). Die Synthese des Bromids 11 gelang
durch Kupplung von 10 und (Z)-3-lIod-2-propenyl-zerz-butyldi-
methylsilylether mit {[Pd(OAc),] und Cul als Katalysatoren{*!
(97%), Bromierung des entstandenen Propargylalkohols
(CBr,. PPh,, Lutidin/CH,CN) und selektive Abspaltung der
priméren TBS-Gruppe (HF,,/CH;CN bei — 20 °C) in einer Ge-
samtausbeute von 57%. Das Bromid 11 wurde in stark ver-
diinnter Losung cyclisiert (10 "2m in THF, NaH, Raumtempe-
ratur) und der tertidre Alkohol unter Bildung des cyclischen
Ethers 12 geschiitzt (TMSOTY, Et;N, CH,Cl,; 77% Ausbeute,
zwei Stufen). Die [2,3]-Wittig-Umlagerung!'¥ von 12 unter
den von uns beschriebenen Bedingungen!®®! (BuLi/THF,
—110°C) war in 10 min abgeschlossen. Das Umlagerungspro-
dukt 13 fiel in 65% Ausbeute mit hoher Stereoselektivitdt fir
das cis-Isomer (90%) an**!, Es wurde mit Phthalsiureanhy-
drid, Pyridin und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) bei
Raumtemperatur zum Halbester umgesetzt, der ohne Isolierung
unter schwach sauren Bedingungen (40% HF, /CH,CN =
5/95, 4 h, Raumtemperatur) zum Halbester 3 desilyliert wur-
de!'®l. Nach siulenchromatographischer Reinigung wurde 3 in
47 % Gesamtausbeute erhalten.

Wie erwartet, war das maskierte Endiin 3 leicht 16slich in
einer 10proz. Lésung von MeOH in Wasser sowie in neutralem
Medium bei Raumtemperatur mehr als 24 h und bei — 20°C
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tiber einen Monat stabil. In basischem Medium (1,8-Diazabicy-
clo[5.4.0Jundec-7-en (DBU), THF, Cyclohexadien) wurde aus 3
das Phathalat durch S-Eliminierung abgespalten, woraufhin die
Cyclisierung von 4b zum Aren eintrat. Dieses wurde zu Sb um-
gesetzt (25% Ausbeute; Schema 1)1, dessen Struktur aufge-
kldrt wurde. Behandelte man das Phthalat-Derivat von 13 mit
DBU in [Dy]THF, wurde Deuterium an C(3) und C(6) zu 67
bzw. 53 % eingebaut (5¢). Die Annahme, dal} aus 3 ein Diradi-
kal entsteht, wird durch den Einbau von Deuterium in diese
Positionen gestiitzt.

AnschlieBend wurde die DNA-spaltende Aktivitdt des mas-
kierten Endiins 3 untersucht. pBR322-DNA (Superhelix,
Form I) wurde mit 3 in unterschiedlichen Konzentrationen
in 20mM Tris(thydroxymethyl)aminomethan(Tris)/HCI-Puffer
(pH =7.5) bei 37°C ohne Zugabe eines Thiols 5 h inkubiert
(Abb. 1, Spuren 6-8; Tabelle 1). In Spur 6 (0.1 mm 3) ist die

-——Form |}
T Form I
~Form
\\
~Form|

1t 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 1. Abhdngigkeit der DNA-spaltenden Aktivitit von 3 von Konzentration und
Temperatur; Bandenmuster der gespaltenen DNA nach Trennung durch Agarose-
Gelelektrophorese (Form 1: superhelicale DNA: Form II: relaxierte DNA;
Form III: lineare DNA; Tabelle 1).

Tabelle 1. Anteile [%] an Form-I-, Form-II- und Form-1II-DNA nach Spaltung
mit 3 unter unterschiedlichen Bedingungen (siehe auch Abb. 1).

Spur T[C] «(3) [mm] Form I Form IL Form IIT
1 {a] 85.9 14.1 0.0

2 4 1.0 16.4 74.7 8.9

3 20 1.0 13.6 77.7 8.7

4 37 1.0 7.9 63.3 28.7

S 50 1.0 Fragmentierung

6 37 0.1 339 63.3 2.8

7 37 0.5 11.6 75.2 13.2

3 17 1.0 8.0 57.9 34.4

9 37 1.0(+DTT) 25.6 722 22

[a] Intakte DNA.

Entstehung von relaxierter DNA (Form 1) nach einem Einzel-
strangbruch zu erkennen. Mit 1.0mM 3 wurde ein Doppel-
strangbruch beobachtet (Spur 8; linearisierte DNA, Form III).
Hierin unterscheidet sich 3 von den DNA-spaltenden Verbin-
dungen, die die DNA alkylieren. Durch Dithiothreitol wurde
die DNA-spaltende Aktivitdt von 3 nicht gesteigert (Spur 9),
was darauf hindeutet, dafl das maskierte Endiin 3 auch ohne das
Thiol aktiviert wird. Weiterhin wurde die Temperaturabhédngig-
keit der DNA-Spaltung bei Inkubation (5h) von DNA mit 3
(1 mm) untersucht (Spuren 2—5). Sogar bei 4°C ist noch eine
deutliche Aktivitit nachweisbar (Spur 2). In einer kinetischen
Untersuchung mit 1 mM 3 wurde gezeigt, dal die Spaltung des
ersten DNA-Strangs bei 37°C in 5 min ablduft (Tabelle 2).

Tabelle 2. Kinetische Untersuchung der DNA-Spaltung durch 3 (1 mm).

Inkubationszeit Form [ Form It Form I11
[min} [%6] [%] [%%]
0 94.9 541 0
S 21.9 67.2 10.9
10 23.5 66.7 9.8
30 193 75.6 5.1
60 12.5 81.6 5.9
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Demnach ist anzunehmen, daB3 3 die DNA nach einem Diradi-
kalmechanismus iiber eine Bergman-Cyclisierung des hochge-
spannten neungliedrigen Endiin-Gerists spaltet.

Uns ist also der Entwurf und die Synthese eines neungliedri-
gen KD-Analogons gelungen, das DNA auch in Abwesenheit
von Thiolen spaltet. Die biologischen Eigenschaften der herge-
stellten Verbindung lassen hoffen, daf3 sie als Leitstruktur fiir die
weitere Entwicklung von DNA-spaltenden Verbindungen die-
nen kann. Die Einfithrung von DNA-erkennenden Strukturele-
menten an C(10) und/oder C(11) wird derzeit untersucht.
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Chemo-enzymatische Synthese von
Sialyl-Lewis*-Glycopeptiden**
Gabi Baisch und Reinhold Ohrlein*

Bei akuten und chronischen Entzlindungen spielen invasive
Leukozyten eine entscheidende Rollef!l. Sie gelangen in einem
mehrstufigen ProzeB, der durch das ,,Leukozyten-Rolling*!?:3!
eingeleitet wird, an den Ort der Entziindung. Das ,,Rolling*
beruht auf der Wechselwirkung von Glycoproteinen, den E- und
P-Selectinen, welche auf der Oberfliche von aktivierten Endo-
thelzellen exprimiert werden, mit Kohlenhydrat-Liganden auf
der Leukozytenoberfliche!!. Ein eleganter therapeutischer An-
satz beruht darauf, diese Interaktionen zu blockieren!!.

Als Ligand fiir die Selektine wurde unter anderem das Tetra-
saccharid Sialyl-Lewis* (SLe) identifiziert'®. Monovalentes
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HO OH

siac(2-3)galp(1-4)(fuco(1-3))glcNAc = SLe*
[*] Dr. R. Ohrlein, G. Baisch
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{**] Die Autoren danken Dr. A. Katopodis und Dr. M. Streiff fiir die Bereitstellung
von biotechnologisch erzeugter a(2—3)Sialyltransferase und Fucosyltransfera-
se VL.
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SLe* zeigt in vitro allerdings nur eine relativ schwache Wechsel-
wirkung mit E-Selectin (IC5, = 0.75 mm)!”. Man vermutet
deshalb, daB3 die E-Selectin-SLe*-Interaktion in vivo durch
,,Clustering** (Multivalenz) zwischen E-Selectin und SLe* ver-
stirkt wird®!. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden zu-
nidchst bis zu 18 chemisch vorgefertigte SLe*-Einheiten iiber
einen Spacer mit Rinderserumalbumin'®! verkniipft. Die positi-
ven Assay-Daten dieser kiinstlichen Glycoproteine stimulierten
die Suche nach Methoden zur definierteren Synthese oligovalen-
ter SLe*-Konjugate. So verkniipfte man drei chemisch vorgefer-
tigte SLe*-Einheiten mit Nitromethantricarbonsduren''®! oder
Cyclopeptidtemplaten!! *1. Relativ starre, divalente SLe*-Konju-
gate erhielt man chemo-enzymatisch mit Trisaccharidtempla-
tenI2],

Bislang ist aber weder die GréB8e noch die rdumliche Anord-
nung der E-Selectin-SLe*-Cluster bekannt. Eine rasche Bestim-
mung dieser Parameter ermoglicht die folgende Strategie zur
Synthese oligovalenter SLe*-Konjugate. Als Kohlenhydrat-tra-
gendes Riickgrat wihlten wir Oligopeptidketten. Je nach Wahl
der monomeren Bausteine kann durch Rigidisierung oder Flexi-
bilisierung der Kette die Prisentation der SLe*-Einheiten beein-
flufit werden. Zusétzlich kann die Peptidkette nach ausgearbei-
teten Synthesetechniken!'3! optimiert werdent#!.

Als Methode der Wahl zum Aufbau solcher Kohlenhydrat-
Cluster mit natiirlichen Zuckerbausteinen erweist sich die enzy-
matische Glycosylierung. Glycosyltransferasen haben folgende
Vorteile: a) Die Glycosylierungen verlaufen auf vorhersagbare
Weise mit exzellenter Stereo- und Regioselektivitit!!s!, wobei
man die duBerst anspruchsvolle chemische Synthese des SLe*-
Tetrasaccharids!!® umgeht. b) Man vermeidet weitgehend auf-
wendige Schutzgruppenmanipulationen, wie sie liblicherweise
in der chemischen Glycopeptidsynthese notwendig sind!'”\
¢) Man kann in wiBrigen Puffersystemen ohne organische Lo-
sungsmittel arbeiten. d) Es fallen keine giftigen Schwermetali-
salzabfille an, wie sie bei chemischen Glycosylierungen ent-
stehen.

Eingeschrankt wird die enzymatische Methode durch die
noch limitierte Zuginglichkeit der Glycosyltransferasen!!®. Die
benotigten aktivierten Zuckermonomere sind zwar prinzipiell
kommerziell erhiltlich, ein gréBerer Bedarf jedoch muf3 durch
Synthese!'?! gedeckt werden; alternativ lassen sich bestimmte
aktivierte Donoren in situ generieren*,

Ausgangspunkt unserer Synthesen waren die N-Acetylglucos-
amin-Asparagin-Bausteine 2 und 3 (Schema 1). Aus dem N-

HZN\/COOtBu
a) Acl z o]
AcO OY
AcO NH
FmocHN\/ COOtBu 2 NHAC
Ac E o b) i c) d)
AcO o] o
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<0 NH ACHN\/U\
1 NHAc OH
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HO o
3 b) HO 0
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ZNH(CH,) COOH 4,n=1-7

Schema 1. a) Morpholin, 77%:; b) CH,Cl;, Ac,0. py, 96% ¢) CF;COOH, 94%;
d) MeOH, MeONa, 76 %; Fmoc = 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl, Z = Benzyl-
oxycarbonyl.
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