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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).
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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
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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-
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vitdt unerldBlich™<l. Tatsichlich kann eine geringe Sequenz-
selektivitit erzielt werden, wenn die nicht verkniipften Kohlen-
hydrat-Einheiten (wie 3) und Aglycone gemeinsam inkubiert
werden. Dies veranschaulicht die Bedeutung des komplexen
Kohlenhydratnetzwerkes fiir die molekulare Erkennung!*l.

Auch Anthracycline, z. B. Daunorubicin 4%, enthalten
Kohlenhydrat-Einheiten, die die Intercalation des Aglycons, ei-
ner aus vier Ringen bestehenden Anthrachinon-Einheit, in die
Basenpaare bewirken. Ein Aglycon fiir sich (z. B. Daunorubici-
non 5) ist weder als Wirkstoff noch als Intercalator aktiv(%,
Durch eine relativ unspezifische salzbriickenahnliche Wechsel-
wirkung zwischen der Kohlenhydrat-Einheit und dem Phos-
phatriickgrat wird die Reaktion mit der DNA erleichtert!! !, Im
Unterschied zu den Endiin-Wirkstoffen weist Daunorubicin
keine bemerkenswerte Sequenzselektivitit bei der Intercalation
auf[lOd, IOg]'

Auf diesen Ergebnissen aufbauend, entwarfen wir die Synthe-
se eines Hybrids, das sowohl das Daunorubicinon-Aglycon 5 als
auch die Kohlenhydrat-Einheit von Calicheamicin enthélt. Sol-
che Verbindungen werden im folgenden Calichearubicine ge-
nannt!'?!. Wir beschreiben hier Synthese und Eigenschaften der
Calichearubicine A und B (6 bzw. 7). Im Calichearubicin A ist §
mit der Kohlenhydrat-Doméne von Calicheamiciny! glycosi-
disch verkn(ipft. Verbindung 7 enthilt einen Bis(ethylen)glycol-
Spacer, der zwischen diesen beiden Einheiten inseriert ist.

Die Synthese dieser Verbindungen war keine geringe Heraus-
forderung und wurde mit Methoden durchgefiihrt, die von uns
fiir beide Wirkstoffgruppen entwickelt worden waren. Wir nutz-
ten unsere Erfahrungen!3), die wir bei der Synthese des Glyco-
syldonors vom Schmidt-Typ!#,, des Trichloracetimidats 8, ge-
wonnen hatten (Schema 1). Der Glycosyldonor von Calicheami-
ciny! liegt in der geeigneten Oxidationsstufe vor, und alle
Schutzgruppen sollten durch kurzes Behandeln mit Fluorid ab-
gespalten werden. Tatséichlich fiihrte die Verkniipfung!**! von 5
mit 8 zu 9 und dessen f-Anomer im Verhdltnis 5:1. Das Anthra-
cyclin iiberstand allerdings nicht die zur Abspaltung der Schutz-
gruppe notwendige Fluoridbehandlung!*®). Offensichtlich ist

0 TEOC CHj NH
OCHa OTES HO 0 07 “col,
OCHj
TESO 8 FMOC
CHO  ores OCH,
a
2
\ 3
O\N R5
OCHy Ho
CH3 OCHg o
H’O
CHO it R3 OCH3

b [ 9 R'=TES,R? = TEOC, R%=FMOC, R*=R°® =H
C 10 R' =TES, R2 = TEOC, R®= FMOC, R*= R = Ac
1_p4._ 5
d [:11 R1 R*=H, RS =Ac
6 R'-R5=H

Schema 1. Synthese von CalichearubicinA 6. a) 5, AgOTf, 4A-Motekularsieb,
CH,Cl, (a: f = 5:1,45%); b) Ac,0/Py (2/5), 0°C, 10 min (89 %), ¢) Tetrabutylam-
moniumfluorid (TBAF), THF, — 5°C (92%); d) 3 Aquiv. 0.1~ LiOH, THF (Ver-
diinnung auf 0.0015M), 12h (44%); Py = Pyridin, TEOC = Trimethylsilylethoxy-
carbonyl, TES = Triethylsilyl, FMOC = 9-Fluorenylmethoxycarbonyi, Tf = Tri-
fluormethansuifonat.
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die Anthracyclinon-Einheit weniger stabil gegeniiber diesem
Reagens (das uns in der Synthese von Calicheamiciny! von
groBem Nutzen war) als die Endiin-Einheit von 1.

Durch unsere Forschungsarbeit auf dem Gebiet der Anthra-
cycline konnten wir eine Lésung fiir dieses unerwartete Problem
finden. Wir haben festgestellt!*%), daB durch die Acetylierung
der phenolischen Hydroxygruppen in Daunorubicin 4 eine Sta-
bilisierung gegeniiber der reduktiv induzierten Bildung des Chi-
nonmethids erzielt wird. Daher wurde die Verbindung 9 zu 10
acetyliert. Durch Fluoridbehandlung von 10 wurden alle mit der
Kohlenhydrat-Einheit verbundenen Schutzgruppen sowie die
Acetylgruppe an C11 unter Bildung von 11 abgespalten. Offen-
sichtlich wird durch nur einer Acetylschutzgruppe (an C6) eine
Stabilisierung gegeniiber der Fluoridbehandlung erzieit. Cali-
chearubicin A 6 wurde durch Hydrolyse von 11 mit 0.I1N Li-
thiumhydroxidlésung erhalten.

In dhnlicher Weise fithrte die Verkniipfung von 12171 mit 8 zu
13 und dessen a~Anomer im Verhaltnis 1:5 in 30% Ausbeute
(Schema 2). Fir gleichzeitige Intercalation und Wechselwir-

8 —_—
I
0
CH3 0
R'O p
CHO ot R®  OCHg

b [ 13 R'=TES, R? = TEOC, R® = FMOC, R*=R5 = H
C 14 R'=TES, R2= TEOC, R® = FMOC, R*=R®= Ac

N l:15 R.-R¥=H, R4 = H oder Ac, R® = Ac

d 7 RI-RS=
Schema 2. Synthese von Calichearubicin B 7. a) 12, BF,-Et,0, 4A-Molckularsieb,
CH,Cl,, —-78°C (B:a = 5:1, 35%); b) Ac,O/Py (2/5), 0°C, 10min (79%);
¢) TBAF, THF, — 5°C (90%); d) 5§ Aquiv. 0.1N LiOH, THF (Verdiinnung auf
0.0015 M), 6 h (35%).

kung mit der kleinen Furche ist ein fiinfatomiger Spacer mit
B-glycosidischer Verkniipfung notwendig, wie vorldufige Mole-
cular-Modeling- und Minimierungs-Studien ergaben; diese be-
ruhten auf NMR-Spektren!® von 1 (in Lésung), das an einer
d(TCCT)-d(AGGA)-Sequenz gebunden vorlag, sowie auf der
Struktur!'!! von 4 im Kristall, das in ein Pyrimidin/Purin-Paar
eines DNA-Oligomers intercaliert war. Gliicklicherweise wurde
mit BF,-OEt,*® ein Verhiltnis von 13 zu dessen «-Anomer von
1:4 erzielt (35% Ausbeute). Nach Acetylierung und Trennung
der Anomere wurde 14 erhalten, das wie beschrieben zu Caliche-
arubicin B 7 umgesetzt wurde.

Die Wechselwirkungen zwischen 6 und 7 mit doppelstrangi-
ger DNA (dsDNA) wurden spektrophotometrisch untersucht.
Als spektroskopischer Standard diente der dsDNA-4-Kom-
plex!19]. Bei Intercalation in dsDNA betrigt die bathochrome
Verschiebung fiir 4 4+ 29 nm!**! bezogen auf das Absorptions-
maximum, das fiir nichtintercaliertes 4 bei 479 nm liegt!!®-2°]
(Tabelle 1). Da 6 und 7 die gleichen Chromophore wie 4 enthal-
ten, wurde angenommen, dald durch Vergleich der Absorptions-
spektren wihrend der Zugabe von DNA zu diesen Hybriden auf
die Intercalation von 6 {oder 7) in dsDNA geschlossen werden
kann.
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Tabelle 1. Absorptionsmaxima und -verschiebungen freier und DNA-gebundener
Anthracycline (pbp = Paare von Basenpaaren)[21].

Wirkstoff  A,,.(Wirkstoff) A ex(DNA(pbp)/Wirkstoff) [a] A,
4 479 508 +29
6 483 484.5 +1.5
7 482 508 +26

[a] [DNA(pbp)]:[Wirkstoff] =1:5.

Anders als fiir den natiirlichen Wirkstoff 4 wird fiir die syn-
thetische Verbindung 6 im Rahmen des MefBfehlers keine Rot-
verschiebung festgestellt (siche Tabelle 1). Demnach scheint das
Hybrid 6 unter diesen Bedingungen '3 nicht zur Intercalation in
dsDNA fihig zu sein. Die Rotverschiebung fiir das Hybrid 7 ist
dagegen nahezu genauso grof3 wie die fiir 4. Somit wird die
Anthracyclin-Domdéne in 7 durch die Ethoxyethylbriicke so aus-
gerichtet, dalB eine starke Intercalation ermdglicht wird.

1 23 456 7 8910 111213

H>H00090N00N=4H0440000> 0> 04000003402 000040000
A

Abb. 2. Durch 7 hervorgerufene Verstirkung der Fe"-MPE-Spaltung: Aus dem
Autoradiogramm eines 12%-Polyacrylamidgels (8M Harnstoff, 9mm Tris(hy-
droxymethyl)aminomethan(Tris)-HCl, 90mm Borsdure, 3mM EDTA) wird die Bin-
dung des Wirkstoffes an einen Bereich des 155-bp-Sphl/SgrAl-Spaltstiickes von
pBR322 deutlich, das durch Einwirkung der Restriktionsendonuclease erhalten
wurde. Die Plasmid-DNA wurde mit SphI gespalten, am 3'-Ende *?P-markiert und
durch SgrAT weiter in Fragmente gespalten. Das durch Gel- und Elektroelution
gereinigte Fragment wurde bei 25°C in einer Lésung (10 pL) vorinkubiert, die
10mm Tris-HCl (pH =7.6), 25 mm NaCl, Wirkstoff und 1 mm ultraschallbehandelte
DNA aus Kalbsthymusdriise (Phosphat-Puffer) enthilt. Nach 25 min wurden Di-
thioerythrol (30mm) und frisch zubercitetes Fe-MPE (5um) zu den Losungen
(Konzentrationen 2.5mm und 0.4 uM) gegeben, und die Reaktionsmischung (Ge-
samtvolumen 12 pL) wurde 15 min bei 10°C inkubiert. Die DNA wurde bei jeder
Reaktion mit Ethanol ausgefillt und durch Gelelektrophorese in ihre Komponenten
getrennt. Das Gel wurde bei 80°C getrocknet. Es wurde ein Autoradiogramm
angefertigt (Zeitdauer: 5d, Fuji-Rontgenfilm) und dieses photographiert: Spur 1
enthalt unbehandeltes markiertes Fragment; Spuren 2 und 13 eine Maxam-Gilbert-
A +G-Sequenz; Spur 3: mit Fe'-MPE behandeltes Fragment, das als Kontrolle
dient und keinen Wirkstoff enthilt; Spuren 4-6: jeweils 1, 10 bzw. 100 um 6; Spu-
ren 7-9: jeweils 1, 10 bzw. 100 M 7; Spuren 10-12: jeweils 1, 10 bzw. 100 M 4.
Rechts: Bereiche der Sequenz, die verstirkter Spaltung unterliegen; die durchgezo-
gen und unterbrochen gezeichneten Pfeile deuten auf mehr bzw. weniger starke
Spaltung hin, die durch 7 hervorgerufen wird.
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Von besonderem Interesse war die Frage, ob durch die Koh-
lenhydrat-Doméne die Eigenschaft der Sequenzselektivitit auf
das Anthracyclin iibertragen wird. Um diese Frage zu beant-
worten, wurden Fe"-MPE-Footprinting-Analysen'?2! (MPE =
Methidiumpropyl-EDTA) am 155 Basenpaaren langen ([32P-
3']-endmarkiertem) Sphl/SgrAl-Fragment von pBR322 durch-
gefiihrt. Dieses Fragment enthélt sowohl Bereiche, fiir die Cali-
cheamiciny! Spezifitit aufweist’® 7, als auch andere, wili-
kiirlich gewihite DNA-Sequenzen, um (eventuelle) neue Affini-
titen bewerten zu konnen. Die Ergebnisse mit 4, 6 und 7 sind in
Abbildung 2 dargestelit. In einer Konzentration von 100uM
weist 7 Bindungsspezifitdt in Bereichen verstirkter Fe"- MPE-
Spaltung auf und nicht in den vor Spaltung geschiitzten Berei-
chen, wie es fiir Standard-Footprinting-Analysen typisch ist.
Dies wurde schon in Fe"-MPE-Studien mit dem Kohlenhydrat
3 allein festgestellt und auf eine Ausweitung der kleinen Fur-
che!*® oder auf stellenweise Entspiralisierung der Helix zurick-
gefiithrt. Zwar tritt die durch 7 hervorgerufene verstirkte Spal-
tung nicht in den von Calicheamiciny! bevorzugten Sequenzen
auf, aus Abbildung 2 wird allerdings deutlich, daB3 diese Hyper-
sensitivitdt mit der 3'-Seite anderer Homopyrimidin/Homopu-
rin-Bereiche (d(CTTC) d(GAAG) und d(TTTC)-d(GAAA))
korreliert. Ein Modell, das die gleichzeitige Intercalation und
die Wechselwirkung des Kohlenhydrates mit der kleinen Furche
der DNA beriicksichtigt, ist in Abbildung 3 veranschaulicht.

Abb. 3. Modell eines moglichen Wirkstoff-DNA-Komplexes, der Calichearubi-
cin B 7 und d(CCGAAG)-d(CTTCGG) (magenta) enthilt. Die Kohlenhydrat-Do-
mine [8] (blaugriin), die an die kleine Furche bindet, und die Intercalationsdomi-
ne [11d] (gelb) sind {iber einen Ethoxyethyl-Linker (weiB) verkniipft.

Jeder dieser hypersensitiven Bereiche enthilt ein Pyrimidin/Pu-
rin-Motiv, fiir das 4 méiBige Selektivitit aufweist!!%"" Hohe
Konzentrationen an 4 (Spur 12) fithren zu schwach ausgeprig-
ten Banden, was ein Blockieren der Fe""- MPE-Spaltung an der
Oberfliche aufgrund unspezifischer Bindung an DNA-Phos-
phate nahelegt. Das synthetische Hybrid 7 scheint also Merk-
male der einzigartigen Spezifitdt der Stammverbindungen in
sich zu vereinen.

Es ist daher sinnvoll, weitere Verkniipfungen zwischen ande-
ren Wirkstoff-Kohlenhydrat-Domainen herzustellen. Molecu-
lar-Modeling-Rechnungen sind damit ein niitzliches Werkzeug
zur Identifizierung vielversprechender Wirkstoffe.
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Experimentelles

Calichearubicin A 6: Durch eine L3sung von 11 (5.6 mg, 0.004 mmol) in THF
(2.7mL, 0.0015 m) wurde 20 min Argon geleitet. Nach Zugabe von 3 Aquiv. einer
0.1~ LiOH-Lésung (mit Argon gesittigt, 0.12 mL) wurde das Gemisch 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Farbe der Lésung dnderte sich hierbei von hellgelb
nach dunkelblau. Sobald eine Probe der Losung beim Auftragen auf eine DC-Platte
eine rote Farbe annahm, wurde das Reaktionsgemisch zu einer gesittigten NH,Cl-
Losung gegeben und anschliefiend mit EtOAc extrahiert. Die organische Phase
wurde abgetrennt, mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen und ober Na,SO, ge-
trocknet. Danach wurde filtriert, eingeengt und auf einer priparativen DC-Platte
chromatographiert (10 x 20 cm? x 0.25 mm; CHCL,/MeOH, 9/1), um 2.4 mg (44 %)
orangerotes, amorphes 6 zu erhalten (R, = 0.32, CHCl,/MeOH, 1). [0]3* = +16
(¢ =0.275 in CHCJ,); 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): A, B, C, D und E (in Klam-
mern) beziehen sich auf die einzelnen Ringe der Kohlenhydrate (siche Abb. 1). Die
Numerierung der Protonen bezieht sich auf die Wasserstoffatome des Aglycons
(siche Abb.1): 6 =14.18 (s, 1H, C6-OH), 13.41 (br. s, 1H, C11-OH), 8.07 (d,
J=17.7Hz, 1H, H1), 7.82 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H2), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H3),
6.68 (br.s,1 H,NH-0),5.72(s, 1 H, H1 (D)), 5.61 (br.s, 1H,H7),5.25(d, J = 4 Hz,
1H, H1 (A)), 5.19 (br.s, 1 H, H1 (E)), 5.08 (d, J =7 Hz, 1 H, H1 (B)), 4.64 (m, 1H,
H5(A)),4.50 (br. s, 1H, H2 (D)), 4.30 (t, J/ =10 Hz, 1 H, H3 (A)), 4.21 (m, { H, H5
(D)), 4.10 (m, 1 H, H5 (B)), 4.08 (s, 3H, C4-OCH,), 3.95 (br. s, 1 H, H3 (B)), 3.84
(s, 6H, 2C-OCH, (C)), 3.83 (m, 1H, H3 (D)}, 3.73 (dd, J =9.4, 7.7 Hz, 1 H, H2
(A)), 3.65 (pseudo-t, J = 9.8 Hz, 2H, H4 (B), H4 (D)), 3.58 (s, 3H, C-OCH, (D)),
3.38 (s, 3H, C-OCH, (E)}, 3.38 (d, J =18 Hz, 1 H, H10b), 3.13(d, J =18 Hz, 1 H,
H10a), 3.00-2.80 (br. s, 3H, NH, NHCH,CH,), 2.64 (d, J =18.5 Hz, 1H, H8b),
245(s,3H, C9-C(0)CH;),2.31 (s, 3H, C-CH; (C)), 2.31 (m, 1 H, H4 (A)), 2.17 (m,
1H, H2,, (E)), 1.98 (dd, J =14.0, 4.0 Hz, 1H, H8a), 1.71 (m, 1 H, H2,, (E)), 1.59
(br.d,J = 9 Hz, 1H, H2,, (B)), 1.46 (m, 1 H, H2,, (B)), 1.46 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H6
(A)), 1.39(d, J = 6.2 Hz, 3H, H6 (B)), 1.31 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H6 (D)), 1.25 (br.
s, 3H, NHCH,CH,); H3, H4, H5,, und H5, (Protonen von Ring E) konnten nicht
zugeordnet werden; selektive ROESY-Spektren von H1 (A) - H2 (A), H4 (A), H7;
IR (CHC1,): ¥ = 3686, 3608, 3500, 3029, 2960, 2931, 1715, 1671, 1602, 1587, 1455,
1416, 1381, 1283, 1234, 1072, 1038, 989, 910 cn ™ ! ; HR-MS (FAB): m/z: 1343.3511
[M + H]; ber. fiir C54H,6IN,0,,S: 1343.3550.

Calichearubicin B 7: Die Versuche wurden wie fiir 6 beschrieben durchgefiihrt, mit
der Ausnahme, daB 5 Aquiv. einer 0.1~ LiOH-Lésung zugegeben wurden und das
Reaktionsgemisch 6 h gerithrt wurde. Nach dem Aufarbeiten und nach chromato-
graphischer Reinigung wurde 7 als orangeroter, amorpher Feststoff in 35% Aus-
beute erhalten: Ry = 0.20 (CHC13/MeOH, 9/1); [a]22 = + 23 (¢ = 0.2 in CHCl,);
'H-NMR (500 MHz, CDCl,): § =13.93 (s, 1 H, C6-0H), 13.29 (s, 1 H, C11-OH),
7.94 (dd, J =7.7, 1.0 Hz, 1H, H1), 7.71 (pseudo-t, J = 8.1 Hz, 1H, H2), 7.35 (d,
J=7.8Hz 1H, H3), 6.36-6.30 (br. s, 1H, NH-O), 5.73 (d, /=14 Hz, 1H,
H1(D)), 5.30 (br. s, 1 H, H1 (E)), 5.04 (m,2H, H7, H1 (B)), 4.77(d,J =14 Hz, 1H,
H2 (D)), 434 (d, J =7.8 Hz, 1H, HI (A)), 431 (br. s, 1H, H3 (B)).4.19 (m, 1 H,
H5 (D)), 4.07 (m, 1H, H5 (B)), 4.01 (s, 3H, C4-OCH,), 3.97 (m, 3H, H3 (A),
07-CH,CH,), 3.89 (s, 3H, C-OCH;, (C)), 3.84 (s, 4H, H3 (D), C-OCH, (C),
3.76~-3.73(m, 5H, H4(B), H5,, (E), H5,, (E), 07-CH,CH,), 3.70 (m, 1H, H5 (A)),
3.73-3.60 (m, 4H, OCH,CH,0-A), 3.65 (t, J = 9.5 Hz, 1 H, H4 (D)), 3.57 (s, 3H,
C-OCH,; (D)), 3.47 (t, J =8.7Hz, 2H, H2 (A), H3 (E)), 3.38 (br. 5, 3H, C-
OCH,(E)), 3.24 (d, J =18 Hz, 1 H, H10b), 2.96 (d, J =18 Hz, 1 H, H10a), 2.90-
2.70 (br. m, 4H, NHCH,CH,, H4 (E)), 2.50 (m, 1H, H8b), 2.43 (s, 3H, C9-
C(O)CH,;), 2.36 (s, 3H, CH, (C)), 2.36 (m, 1H, H2,, (E)), 2.32 (m, 1H, H4 (A)),
2.04 (m, 1H, H2,, (B)), 1.96 (m, 1H, H8a), 1.78 (m, 1H, H2,, (B)), 1.62 (m, 1H,
H2,, (E)),1.41 (d,J = 6.2 Hz, 3H, H6 (B)), 1.31 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H6 (A)), 1.30
(d, J=6.2Hz, 3H, H6 (D)), 1.11 (m, 3H, NHCH,CH,); IR (CHCI,): ¥ = 3594,
3469, 2930, 2856, 1718, 1677, 1619, 1580, 1460, 1416, 1402, 1354, 1321, 1287, 1239,
1071, 993, 965. 907, 825 cm ™ !; HR-MS (FAB): m/z: 1431.4094 [M + H]*; ber. fiir
Ce,Hg3IN,0,,8: 1343.3550.
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