ZUSCHRIFTEN

weise, daB fiir eine erfolgreiche Umsetzung sowohl das Alken als
auch das Peroxid an Titanzentren koordiniert sein miissen.
MPPH ist als Oxidationsmittel fiir Cycloalkane inaktiv, was be-
weist, daf3 hier ein Radikalmechanismus vorliegt. Es ist nun viel-
fach belegt, daB3 es, wenn MPPH und TBHP in Gegenwart von
Metallkatalysatoren zu unterschiedlichen Kohlenwasserstoff-
Oxidationsprodukten fithren, zwingende Griinde gibt anzuneh-
men, daf beide Hydroperoxide an einer Chemie freier Radikale
und nicht an einer Radikal-freien Chemie beteiligt sind.

Experimentelles

Die Katalysatoren wurden nach literaturbekannten Methoden hergestellt {8,10].
MPPH wurde leicht modifiziert nach Lit.[25] synthetisiert. TBHP und Acetonitril
wurden frisch destilliert verwendet. Cyclohexen und cis-Stilben wurden gereinigt,
um 2,6-Di-fers-butyl-4-methylphenol (BHT) bzw. trans-Stilben zu entfernen. Alle
Experimente, bei denen Hydroperoxide verwendet wurden, wurden unter Argon in
entgasten Losungsmitteln durchgefiihrt (die iibrigen dagegen an Luft). Am Ende
aller katalysierten Reaktionen wurden 1.5 g PPh, zugefiigt, um nicht umgesetztes
Hydroperoxid zu zerstéren. Die Produkte wurden durch Gaschromatographie
(GC) und gekoppelte Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) mit Di-
brombenzol oder Hexadecan als internen Standards analysiert.
Cyclohexen-Oxidation: 75 mg Katalysator wurden zu einer Losung aus 0.5 mL
(4.9 mmol) Cyclohexen und 5 mmol Hydroperoxid in 8 mL Acetonitril gegeben.
Die Reaktion wurde nach einer Stunde abgebrochen.

cis-Stilben-Oxidation: 40 mg TitTMCM41 oder 65 mg Ti—->MCM41 wurden zu einer
Losung aus 0.5 mL (2.7 mmol} cis-Stilben und 3.1 mmol Hydroperoxid in 5.2 mL
Acetonitril gegeben. Diese Umsetzungen wurden 2 h unter LichtausschluB durchge-
fithrt.

Cyclooctan-Oxidation : Die Experimente wurden bei 70 °C mit 0.67 mL Cyclooctan
(5.0 mmol), 5.0 mmol Peroxid und 15 mL Acetonitril in Gegenwart von 75 mg
TiTMCM41-Katalysator durchgefiihrt (Reaktionsdauer: 5 h).

Reaktionen unter UV-Licht: Die Losungen wurden wie oben beschrieben in Quarz-
gefdBen hergestellt, allerdings wurde kein Katalysator zugefiigt. Danach wurden sie
die angegebene Zeit UV-Licht ausgesetzt.

Vorbehandlung von TitTMCM41 mit Hydroperoxid: 150 mg TitMCM41 wurden
3 h entweder in reinem TBHP oder in einer Lsung von MPPH in Acetonitril
geriihrt. Die dabei gebildete gelbe Substanz wurde abfiltriert, mit 200 mL Acetoni-
tril gewaschen und ca. 12 h in 0.5 mL Cyclohexen und 8 mL Acetonitril gerithrt,
bevor sie analysiert wurde.

Di-tert-butylhypodinitrit und cis-Stilben : Eine Mischung aus 5.2 mg Hypodinitrit,
0.11 mL TBHP, 0.3 mL Eisessig, 3 mL Pyridin und 0.096 mL cis-Stilben wurde in
einem geschlossenen ReaktionsgefdB 72 h bei 37°C unter LichtausschluB gehalten.
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auf den moglichen Einsatz von Dendrimeren in biologischen
Systemen haben wir jetzt erstmals monodisperse, enzymatisch
abbaubare, polyanionische Dendrimere aus (R)-3-Hydroxybut-
tersdure (HBY* und Trimesinsiure hergestellt.

Die konvergente Synthese ging von den Benzylestern!® der
»Dimere* 1aund ,, Tetramere 1 b von HB aus, die als Verldnge-
rungseinheiten genutzt wurden. Als zentrale Einheiten und Ver-
zweigungsbausteine setzten wir das kdufliche Trimesinsdure-
trichlorid 3 und das aus dem zugehorigen Trimethylester leicht
zugingliche fers-Butyldiphenylsilyl( TBDPS)-geschiitzte 5-Hy-
droxymethyl-1,3-benzoldicarbonsiuredichlorid 4!! ein. Die
zentralen Bausteine 5 wurden durch Acylierung der HB-Bau-
steine 1 mit dem S&durechlorid 3 und die Tricarbonsduren 6
durch Debenzylierung erhalten. Die Acylierung von 1 mit 4
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ergab die Verzweigungsbausteine 7. Aus dem silylierten Diester
7 wurden durch Debenzylierung 8 und nachfolgende Aktivie-
rung 9 erhalten!®). Durch Acylierung des desitylierten 7 mit dem
Sédurechlorid 9 wurden die Verzweigungsbausteine 10 fiir die
Dendrimere zweiter Generation aufgebaut. Die Verkniipfungen
von 6 mit den desilylierten Verzweigungsbausteinen 7 und 10
lieferten schlieBlich die Dendrimere erster (griiner Ring) bzw.
zweiter Generation (11). Die selektive Hydrogenolyse der termi-
nalen Benzylgruppen der Dendrimere gelang durch katalytische
Transferhydrierung!®! und lieferte die polyanionischen Dendri-
mere der ersten (griiner Ring) und zweiten Generation (12a).
Die als zidhe Ole anfallenden, in CH,Cl, gut 18slichen, dendriti-
schen Verbindungen wurden in Mengen von 150 mg (11b) bis
450 mg (11 a) hergestellt und vollstindig charakterisiert (siche

Experimentelles a); Identitdt und Mono-
ol dispersitdt der Verbindungen wurden

durch MALDI (Matrix assisted laser de-

sorption ionization)-Massenspektrosko-

¢l pie belegt (Abb. 1).

o} Zur Untersuchung der Bioabbaubar-
keit! der Dendrimere haben wir ihre
Stabilitdt in Gegenwart von Hydrolasen
getestet. Abbildung 2 veranschaulicht den
Abbau dreier Dendrimere 6a, 6b, 11b
durch eine PHB-Depolymerase!®. Das li-
neare 2b wurde als Referenzsubstrat der
Depolymerase verwendet. Die geschiitz-
ten Dendrimere mit dimeren HB-Verlédn-
gerungseinheiten werden durch die Depo-
lymerase nicht abgebaut, wohingegen die
freien Sduren méaBig gute Substrate dieses
Enzyms sind!®l. Dieses Ergebnis ist inso-
fern erstaunlich, als daf} das freie lineare
Dimer 2a kein Substrat der Depolymera-
se ist. Durch 'H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen der Abbauprodukte des
entschiitzten Dendrimers erster Genera-
tion mit dimerem HB-Verldngerungsbau-
stein (vgl. Abb. 1a)) konnten neben freier
HB der Triester aus 1,3,5-Benzoltricar-
bonsidure und HB sowie die Verbindung
13 identifiziert werden!!®). Bei titristati-
schen Untersuchungen der enzymatischen
Spaltung des entschiitzten Dendrimers er-
ster Generation mit dimerem HB-Verldn-
gerungsbaustein (bis zu 24 h) wurden iber
fiinf Aquivalente Base verbraucht. Damit
war der Umsatz zu diesem Zeitpunkt
> 55%. Alle Dendrimere mit tetrameren
HB-Verlangerungseinheiten sind wie 2b
gute Substrate der Depolymerase (Abb. 2).
Sie werden etwa hundertmal schneller ab-
gebaut als Dendrimere mit dimeren HB-
Verldngerungseinheiten. Im ersten Ab-
bauschritt liegt eine lineare Kinetik vor;
im zweiten Schritt ist die ebenfalls lineare
Kinetik dann dhnlich der von Dendrime-
ren mit dimeren HB-Verldngerungseinhei-
ten. AuBerdem werden die dendritischen
Substanzen durch eine Esterase, eine Li-
pase und eine Protease abgebaut!!!,

Somit sind die hier beschriebenen Ver-
bindungen die ersten Beispicle fiir biolo-
gisch abbaubare!” Dendrimere. Ebenso
wie fiir die chemisch abbaubaren dendriti-
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Abb. 1. Massenspektrometrische Charakterisierung der Dendrimere und ibrer
Bausteine (MALDI-MS): a) erste Generation mit dimerem HB-Verlingerungsbau-
stein und freien Sduregruppen, (C,,oH,3;054, 2294.2 gmol ™%, 2317 [M + Na]*]);
b) zweite Generation mit dimerem HB-Verldngerungsbaustein und R = Bn (11a:
Cy4:H35,0, 36, 6510.7 gmol ™1, 6537 [M + Na]*); c) erste Generation mit tetrame-
rem HB-Verlingerungsbaustein und geschiitzten Sduregruppen (C,,,H,5,040,
4390.6 gmol ™', 4412 [M + Nal™*); d) voligeschiitzter Seitenast der zweiten Genera-
tion mit tetramerem HB-Verlingerungsbaustein (10b: C,4,H,060,,, 3217.5
gmol ™1, 3240 [M + Na}*, 3256 [M + K]™*); e) zweite Generation mit tetramerem
HB-Verlingerungsbaustein und R = Bn (11b: Cs,HyoO;50, 10130.5 gmol™?,
10153 [M + Na]*).
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Abb. 2. Enzymatischer Abbau des ,, Tetramers™ 2b von HB, der zentralen Baustei-
ne 6 sowie des Dendrimers zweiter Generation 11b durch die PHB-Depolymerase
(0.25mgmL~! Substrat in H,0 4.25UmL™"', Depolymerase aus Alcaligenes
Juecalis[8], pH =7.5, 30°C); entstandene Sduredquivalente sind gegen die Zeit auf-
getragen.

schen und hyperverzweigten Organosilicium-Verbindungen 2
ist ihr Einsatz in den Materialwissenschaften, z. B. zur Herstel-
lung von definierten Nanocavitdten!*", und ihre Verwendung
als Transportsysteme fiir Wirkstoffe'®! denkbar.

Experimentelles

a) Physikalische Daten ausgewihiter Verbindungen{13]:

11a: Ausbeute der Kupplung zwischen 6a und 3 Aquiv. desilyliertem 10a: 48%
(6510.7 gmol ™! 450 mg, gereinigt an 75 g Kieselgel mit CH,Cl,/Et,0 (4/1);
[o]p = -32.9 (¢ =1.275, CH,CL); IR (CHCl;, em ~1): ¥ = 3035w, 2986w, 1735 vs,
1607w, 1498w, 1455m, 1383 m, 1303s, 1248s, 1135s, 1101m, 1057s, 973 w; 'H-
NMR (500 MHz, CDCl,): § = 8.75 (s, 3H, arom. H), 8.53 (t, J =1.57 Hz, 9H,
arom. H),8.15(d,J =1.58 Hz, 6 H, arom. H), 8.14(d, J =1.60 Hz, 12H, arom. H).
7.34-7.27 (m, 60H, arom. H), 5.55-5.44 (m, 21 H, HC), 5.34- 5.26 (m, 21 H, HC),
5.18-5.10 (m, 18 H, H,C), 5.09-5.05 (m, 24 H, H,C), 2.88-2.50 (m, 84 H, H,C),
1.44-1.38 (m, 63H, H;C), 1.25-1.21 (m, 63H, H,C); *C-NMR (125 MHz,
CDCl,): & =169.83, 169.69, 169.09, 169.00, 164.44, 136.75, 135.67, 133.21, 131.21,
130.35, 128.54, 128.30, 128.28, 68.89, 68.63, 68.57, 67.69, 67.56, 67.52, 66.41, 65.22,
40.98, 40.91, 40.62, 40.36, 19.83, 19.78; MALDI-MS (siche Abb. 1b)): 6537.0
[M + 3H + Nal*; ber. for Cy,,H;3,0,,¢: C 63.06, H 5.99, gef.: C 62.99, H 6.20.

10b: Ausbeute der Kupplung zwischen 9b und 2 Aquiv. desilyliertem 7b: 65%
(3217.48 gmol ~*, 900 mg, gereinigt an 80 g Kieselgel mit CH,Cl,/Et,O (8/1);
[a)p = -16.03 (¢ =1.135, CH,Cl,); IR (CHCl;, em ™ '): § = 3032m, 2986 m, 2936 m,
2878w, 1736vs, 1607w, 1497w, 1456, 1383 s, 13025, 1177m, 11345, 1101 m, 1056s,
976m; *H-NMR (400 MHz, CDCl,): 6 = 8.54 (t, J =1.63 Hz, 2H, arom. H), 8.48
(s, 1H, arom. H), 8.17 (s, 2H, arom. H), 8.15(d, / =1.59 Hz, 4 H, arom. H), 7.67-
7.65 (d, J =7.02 Hz, 4H, arom. H), 7.42-7.30 (m, 26 H, arom. H), 5.54—-5.49 (m,
6H, HC), 5.30-5.18 (m, 18H, HC), 5.17 (d, J = 3.13 Hz, 4H, H,C), 5.10 (s, 8 H,
H,C), 4.82 (s, 2H, H,C), 2.81-2.35 (m, 48H, H,C), 142 (d, J = 6,31 Hz, 9H,
H;C), 1.41 (d, /= 6.26 Hz, 9H, H,C), 1.28-1.20 (m, 54H, H,C), 1.11 (s, 9H,
(H;C),C); 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 169.88, 169.71, 169.14, 169.11, 169.07,
164.46, 136.76, 135.69, 135.51, 133.24, 131.22, 130.39, 129.86, 128.57, 128.31,
127.80, 68.61, 68.29, 67.66, 67.63, 67.56, 67.49, 66.44, 65.23, 40.96, 40.75, 40.64,
40.39, 26.81, 19.89, 19.78, 19.75, 19.69; MALDI-MS (sieche Abb.1d): 3256.0
[M + K]*; 3240.7 [M + Na]*; ber. fiir C,¢,H,0606,Si: C 61.73, H 6.39, gef.: C
61.80, H 6.39.

b) Untersuchung der Bioabbaubarkeit:

1.0 mg Substrat wurde in 4 mL H,O geldst oder suspendiert, der pH-Wert auf 7.5
eingestellt und die Hydrolase zugegeben. Der pH-Wert wurde bei 30 °C durch Zuga-
be von 5SmuM NaOH konstant gehalten und der Verbrauch an Lauge aufgezeichnet
(1 U =1 pmol gebildete freie Sure min~'). Fiir die Experimente verwendete Enzy-
me: 35 mg einer PHB-Depolymerase [8] (aus Alcaligenes faecalis, 486 Umg ™' [14]),
1 mg einer Esterase (aus Schweineleber, 220 Umg ™ ![14]), 1 mg einer Lipase (aus
Pseudomonas fluorescens, 42 Umg™ ' [14]) und 1.25 mg einer Protease (Trypsin, aus
Rinderpankreas).

Eingegangen am 25. Juli 1996 [Z29377)

Stichworte: Chiralitdt - Dendrimere + Enzyme
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Herstellung von 4 durch Reduktion von 1,3,5-Benzol-tricarbonsiduretrimethyl-

ester mit Lithiumaluminiumhydrid, chromatographische Trennung der mono-

und direduzierten Verbindungen, gefolgt von Silylierung der Hydroxygruppe
und basischer Hydrolyse der Estergruppen sowie anschlieBender Umwandlung
zum Sdurechlorid mit (COC), (mit diesem Reagens wurde auch 9 hergestellt
und die Tricarbonsdure 6 fir die Kupplung mit desilyliertem 7/10 aktiviert).

Die Hydrogenolyse erfolgte in DMF mit Pd/C als Katalysator und 1,4-Cyclo-

hexadicn als Wasserstoffquelle; a) A. M. Felix, E. P. Heimer, T-J. Lambros, C.

Tzougraki, J. Meienhofer, J. Org. Chem. 1978, 43,4194; b) J. S. Bajwa, Tetrahe-
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bioactive and corrosive media, VSP BV, Utrecht, The Netherlands, 1994; b) E.

Wintermantel, S.-W. Ha, Biokompatible Werkstoffe und Bauweisen, 1. Aufl.,

Springer, Berlin, Heidelberg, New York, 1996.

Nach der Definition dieser Autoren gelten Poly-

mere als biologisch abbaubar, wenn der Abbau

auf wenigstens einem der folgenden Wege er-
folgt: 1. Polymeraufldsung, 2. unspezifische

Hydrolyse. 3. enzymatischer Abbau, 4. Disso-

ziation von Polymer-Polymer-Komplexen.

Isolierung und Reinigung der PHB-Depoly-

merase aus A. fuecalis, deren Gen in E. coli

iiberexprimiert wurde, erfolgte nach dem Proto-

koll von T. Saito, K. Suzuki, J. Yamamoto, T.

Fukui, K. Miwa, K. Tomita, S. Nakanishi, S.

Odani, J.-I1. Suzuki, K. Ishikawa, J Bacreriol.

1989, /71, 184.

o2 [Umg™']:220,2b24.5 520,5b1.9/0.32,

62a0.5, 6b 38.6/0.24, geschiitztes Dendrimer er-

sier Generation mit dimerem HB-Verlinge-
rungsbaustein: 0, entschiitztes Dendrimer erster

Generation mit dimerem HB-Verlingerungs-

baustein: 0.32; geschiitztes Dendrimer erster

Generation mit tetramerem HB-Verlingerungs-

baustein: 0.84/ < (.1, entschiitztes Dendrimer erster Generation mit tetrame-

rem HB-Verlingerungsbaustein (zweistufige Kinetik): 25.7/0.18, 11a 0, 11b

0.1, 122 0.24 (alles PHB-Depolymerase).

Die Signale von 9 der 18 HB-Methin-Protonen im intakten entschiitzten Den-

drimer erster Generation mit dimerem HB-Verlingerungsbaustein (griiner

Ring in Formel 11/12; vgl. Abb. 1a); *H-NMR (500 MHz, CDCl,): 5.19-5.38

(m, 9H, HC)) verschoben sich in charakteristischer Weise nach dem enzymati-

schen Abbau tiber 72 h (*H-NMR (300 MHz, CD,0D): 4.23-4.18 (m, 3 H,

HC); 4.08-4.02 (m, 6H, HC)). Dabei entspricht das Integral des letzten Si-

gnales sowie dessen chemische Verschiebung den zu erwartenden 6 Aquiv.

freier HB.

Entschiitztes Dendrimer erster Generation mit dimerem HB-Verlingerungs-

baustein: v3% [U mg™']: 0.3 (PHB-Depolymerase), 10~ (Esterase), 102 (Li-

pase), 0.4 (Trypsin); fir nahere Angaben tiber die verwendeten Enzyme siche

Lit]8] und Experimentellesb).
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[13] Die Drehwerte der Dendrimere weisen keine signifikante Abhéngigkeit von der

Generation oder der Zah! der HB-Molekiile in den Verldngerungseinheiten auf.

[14] Die Aktivitdtsangabe [U] bezieht sich auf das Standardsubstrat des jeweiligen

Enzyms.
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CH3
4 Daunorubicin R" =
NH;

5 Daunorubicinon R* =H

12 R" = (CH2CHH0)2H

Synthese und DNA-Bindungseigenschaften von
Hybriden aus der Kohlenhydrat-Einheit von
Calicheamiciny} und dem Aglycon von
Daunorubicin: Calichearubicine A und B**

Kristopher M. Depew, Steven M. Zeman,
Serge H. Boyer, Derek J. Denhart, Norihiro Ikemoto,
Samuel J. Danishefsky* und Donald M. Crothers

Zahlreiche wichtige medizinische Wirkstoffe enthalten eine
Kohlenhydrat- oder kohlenhydratverwandte Einheit und beste-
hen somit aus einem Aglycon und einem Kohlenhydratbaustein.
Meist weisen die einzelnen Bestandteile keine biologische Akti-
vitit auf(*], In Uberlegungen zum Mechanismus und damit zum
Ursprung der Wirkstoffaktivitat wurde iblicherweise nur das
Aglycon beriicksichtigt, wihrend der kohlenhydrathaltige Be-
standteil als notwendig fiir den Biotransport oder fiir andere mit
der Wirkstoftverfiigbarkeit verbundenen Faktoren angesehen
wurde.

Die Art des Zusammenspiels von Aglycon und kohlenhydrat-
haltiger Einheit ist vermutlich je nach Wirkstoff unterschied-
lich; die kohlenhydrathaltige Einheit nimmt in einigen Fillen
eine wichtige Funktion ein, indem sie die fiir die Wirkstoff-Re-
zeptor-Erkennung relevanten Merkmale liefert. Ein Beispiel, bei
dem diese Einheit eine fiir den Rezeptorkontakt wichtige Rolle
spielt, sind die Endiin-haltigen Antibiotica!®! wie Calicheami-
ciny!l 153} (Abb. 1). Wie von uns', von Nicolaou et al.”*! und

EtHN-LE-C
CH30
1 Calicheamicinyy' R = g-C, R' = SSCH3
2 Calicheamicinon-SAc R =H, R'= Ac
SR 3 Calicheamicin-Methylglycosid g-C-OCH3
6 Calichearubicin A «-C-0-D
7 Calichearubicin B 8-C-0-(CH2CH20),-D

R-O NHCOZCH;

Abb. 1. Anthracyclin- und Calicheamicin-Antibiotica sowie Calichearubicine.

von anderen'® ~8 nachgewiesen wurde, triagt der Kontakt der
finf Ringe der Kohlenhydrat-Einheit mit der kleinen Furche
von DNA stark zur Sequenzselektivitdt von Calicheamiciny}
bei. Derartige Wechselwirkungen begiinstigen ebenfalls Kon-
takte von Esperamicin A, mit dessen Ziel-DNA! Obwohl
auch die Aglycone, z. B. das Calicheamicinon 2 (Abb. 1), cyto-
toxisch sind und die Fahigkeit haben, den DNA-Doppelstrang
zu spalten, ist die Kohlenhydrat-Einheit fiir die Sequenzselekti-

[*] S. ] Danishefsky®® <!, K. M. Depew!, S. M. Zeman®!, S. H. Boyer!,

D. I Denhart!®, N. Ikemoto!*), D. M. Crothers
[a] Department of Chemistry, Yale University
225 Prospect Street, New Haven, CT 06511 (USA)

[b] Department of Chemistry, Columbia University
Havemeyer Hall, New York, NY 10027 (USA)

[c] Laboratory for Bioorganic Chemistry
The Sloan-Kettering Institute for Cancer Research
1275 York Ave., New York, NY 10021 (USA)
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