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Synthese eines neungliedrigen, maskierten
Endiin-Analogons mit DNA-intercalierender
und DNA-spaltender Aktivitit**

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

Kedarcidin (KD)!"! und Neocarzinostatin (NCS)!?! gehdren
zu einer neuen Klasse hochwirksamer Antitumor-Chromopro-
teine, deren biologische Wirkung auf der DNA-spaltenden Ak-
tivitdt ihrer labilen Neunring-Chromophore KD-Chr 1 und
NCS-Chr 2 durch Bildung intermedidrer Diradikale beruht. Wir
haben Gber einen einfachen Zugang zu neungliedrigen, maskier-
ten Endiinen als Analoga von 113 und 2™ durch transanulare
[2,3]-Wittig-Umlagerung berichtet. Aullerdem gibt es eine Reihe
von Versuchen, die DNA-Spaltungsaktivitit dadurch zu verbes-
sern, dafl in Hybridmolekiilen eine DNA-spaltende und eine
DNA-bindende Gruppe zusammengefiihrt werden.!*! Die Ba-
sen-1¢! und die Sequenzspezifitdt'”! bei der DNA-Spaltung
durch 2 wurden auf die spezifische Intercalation des Naphthoe-
sdurerestes zurlickgefiihrt. Bei der Cycloaromatisierung von
NCS-Chr sollte allerdings durch die intramolekulare 1,5-Was-
serstoffatomiibertragung die Effizienz der Doppelstrangspal-
tung vermindert werden, indem eines der Diradikal-Intermedia-
te abgefangen wird.'® So sollte durch Kombination der neun-
gliedrigen Endiineinheit von KD-Chr mit der DNA-intercalie-
renden Gruppe von NCS-Chr eine neue, kiinstliche DNA-spal-
tende Verbindung entstehen, die hohe Spaltungsaktivitit mit
Basen- und Sequenzspezifitdt verbindet. Hier berichten wir iiber
die Synthese und die DNA-spaltende Aktivitdt der Hybridver-
bindung 3, die einen DNA-spaltenden Rest wie den in KD-Chr
und die intercalierende Gruppe von NCS-Chr enthilt (Sche-
ma 1). Das maskierte Endiin-Analogon 7 wurde als mdgliche
Vorstufe des KD-Chr-Analogons 3 entworfen. Phthalsdure
dient als geeigneter ,, Trigger*, um die Stabilitdt von 7b zu kon-
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Schema 1. Entwurf des hybriden Endiin-Analogons 3.
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trollieren und das neungliedrige Endiin 3 freizusetzen. Aus die-
sem entsteht dann im Verlauf der DNA-Spaltung das aktive
Diradikal.l*]

Die beiden neungliedrigen, maskierten Endiine 7a und 7b
wurden aus dem Diin 4 in sechs Stufen synthetisiert (Sche-
ma 2).°! Dazu wurde der Propargylalkohol durch Veresterung
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Schema 2. Synthese von 7a und 7b. a) Chloracetylchlorid, Pyridin, CH,Cl,;
b) waBr. HF/Acetonitril (5/95), 0 °C, 76 % bezogen auf 4, ¢) 1-Ethyl-3-(3-dimethy-
laminopropyl)carbodiimid, CH,Cl,, 78 % ; d) wilir. NH,, MeOH, 0°C; e) Phthal-
sdureanhydrid, Pyridin, DMAP, CH,Cl,; f) widBr. HF/Acetonitril (5/95), Raum-
temperatur, 7a: 16 % bezogen auf 6a; 7b: 24% bezogen auf 5.

mit Chloracetylchlorid bei 0 °C geschiitzt. Die selektive Abspal-
tung der Trimethylsilyl(TMS)-Gruppe und der fer¢-Butyldime-
thylsilyl(TBS)-Gruppe von der tertidiren OH-Gruppe mit wéBri-
gem HF in Acetonitril fithrte zum Diol § in 76 % Gesamtaus-
beute. Zunichst wurde die Modellverbindung 7 a synthetisiert.
Das Diol § wurde dazu mit 2-Hydroxy-1-naphthoesdure und
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid zum Ester 6a
in 78 % Ausbeute umgesetzt. Durch selektive Abspaltung der
Chloracetylgruppe mit warigem NH, in Methanol und Reak-
tion des entstehenden Alkohols mit Phthalsdureanhydrid in Ge-
genwart von 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) entstand der
Diester. Die Abspaltung der TBS-Gruppe mit wirigem HF in
Acetonitril lieferte das gewiinschte Hybridanalogon 7a''®! in
16 % Ausbeute bezogen auf 6a. Das NCS-KD-Hybrid 7b wurde
analog hergestellt. Mit 2-Hydroxy-7-methoxy-5-methylnaph-
thoesdure (hergestellt aus 5-Methyl-1,3-cyclohexadion nach
Hirama!*') wurde 5 zum Naphthoat 6b umgesetzt, aus dem
7b2) in 24% Ausbeute bezogen auf 5 erhalten wurde.

Die DNA-Spaltungsaktivitit der Hybride 7a, 7b und 8 (das
Triol ohne den Naphthoesiurerest)!®) wurde unter den in Ab-
bildung 1 gezeigten Bedingungen untersucht. Superhelicale
pBR322-DNA wurde mit 7a und 7b in unterschiedlichen
Konzentrationen (10-100pum) in 10proz. Methanol in 20mm
Tris¢thydroxymethyl)aminomethan(Tris)-HCl-Puffer (pH 7.5)
bei 37°C 18 h ohne ein Thiol inkubiert. In Abbildung 2 ist das
Agarose-Gelelektrophoresemuster der DNA gezeigt, die mit 7a
gespalten wurde. Aus den Versuchsergebnissen 148t sich eindeu-
tig schlieBen, daB3 durch die Einfiihrung einer DNA-intercalie-
renden Gruppe (wie Naphthoesiure) die DNA-spaltende Akti-
vitdt der Verbindungen 7a und 7b gegeniiber dem Triol 8 etwa
auf das Zehnfache gesteigert werden konnte. 7a und 7b ver-
ursachten Doppelstrangspaltungen (FormlIIl: lineare DNA)
selbst bei 10 bzw. 20 um. Die DNA-spaltende Aktivitit der
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Abb. 1. Prozentuale Anteile x der topologischen Formen von pBR322-DNA der
FormenlI (Superhelix (e)), 1T (ringformige DNA mit gebrochenem Einzelstrang
(O)) und 111 (lineare DNA (m)) nach Behandlung mit 7a, 7b und 8 (a—c) in unter-
schiedlichen Konzentrationen. Reaktionsbedingungen: 10proz. MeQH, 20 mM Tris-
HCI-Puffer (pH 7.5), 37°C.

-Form II
-Form 111
-Form 1

1 2 3 4 5 6

Abb. 2. Konzentrationsabhingigkeit der DNA-spaltenden Aktivitit von 7a: Ban-
denmuster einer Agarosegelelektrophorese der gespaltenen DNA. Spur 1: intakte
DNA; Spur 2: Kontrolle; Spur 3—-6: DNA nach Spaltung mit 10, 20, 50 bzw.
100pM Ta.

Hybride 7a und 7b liegt erheblich hdher als die bekannter!®
Endiin-Analoga. Untersuchungen zur DNA-Spaltung von 3'-
markierten pBR 322-Fragmenten mit 7a und 7b ergaben jedoch
keine Hinweise auf eine mdgliche Sequenzspezifitit.

Ein Modell des Hybrid-DNA-Komplexes wurde nach Schrei-
ber!'3! mit dem Programm MacroModel!'*! erstellt. Das nach
der Aktivierung entstehende Diradikal-Hybrid 9 wurde dabei
manuell zwischen die Basen A4 und A 5 eines zehn Basenpaare
langen DNA-Doppelstranges (poly(dA-dT)) intercaliert. Die
entstehende Struktur wurde mit dem AMBER*(united atom)-
Kraftfeld optimiert (Abb. 3). Danach kann das Hybrid-Analo-
gon 3 wahrscheinlich die notwendige Konformation einnehmen,
um die Doppelstrangspaltung der DNA zu erleichtern. Das C3-
Radikal ndhert sich dem C4’-Wasserstoffatom von A6 bis auf
3.1 A, und das C6-Radikal ist vom C4’-Wasserstoffatom von T 4
nur 3.8 A entfernt.

Uns ist also der Entwurf und die Synthese neungliedriger
KD-Analoga mit Naphthoesdureresten als intercalierenden
Gruppen gelungen. Die biologischen Eigenschaften dieser Ana-
loga machen sie zur Leitstruktur fiir die weitere Entwicklung
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Abb. 3. Oben: Durch Kraftfeldrechnungen erhaltene Stereodarstellung des Kom-
plexes aus der Diradikal-Hybridverbindung 9 und der DNA. Unten: Schematische
Darstellung von 9 zwischen den DNA-Strangen (der Naphthoesidurerest ist hier als
Rechteck dargestellt) und die Struktur von 9.

DNA-spaltender Verbindungen. Die Einfithrung einer DNA-
Erkennungsstelle zur Verbesserung der Basen- und Sequenzspe-
zifitdt der Verbindungen wird gegenwdrtig untersucht.
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Imidazol-2-yliden: Herstellung des

Carbens und seines Dikations durch
Neutralisations-Reionisations- und
,»Charge-stripping‘‘-Massenspektrometrie**
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Professor Zvi Rappoport zum 60. Geburtstag gewidmet

Zahlreiche einfache Molekiile wurden hiufig und sorgfiltig
quantenchemisch untersucht und scheinen uns daher vertraut,
obgleich sie bis heute nicht experimentell nachweisbar sind.
Eines der bekanntesten Beispiele ist O=C=C=0.!"! Ein aktuel-
leres Beispiel ist Imidazol-2-yliden 1, von dem sich eine Reihe
von Verbindungen ableiten, die in Substanz stabil sind.[*! Zwar
werden Imidazolylidene seit mehr als drei Jahrzehnten unter-
sucht,®! doch ist das theoretische Interesse an 1 erst kiirzlich
gestiegen.!*! Wihrend sich rechnerische Untersuchungen auf 1
konzentriert haben, sind bis heute simtliche in der kondensier-
ten Phase nachgewiesenen Aminocarbene!>#¢~%51 ynd ihn-
liche Verbindungen'*® % an den Stickstoffatomen substituiert.
Unsubstituierte Aminocarbene wurden bisher nur in der Gas-
phase festgestellt,? so wurden die acyclischen Carbene
(H,N),C: und H,N(HO)C: sowie die heterocyclischen Tauto-
mere von Oxazol, Pyridin und Thiazol mit der Neutralisations-
Reionisations-Massenspektrometrie (NRMS) hergestellt und
charakterisiert.!®) Da die Experimente durchweg in der hochver-
diinnten Gasphase durchgefiihrt werden, bietet sich diese Tech-
nik idealerweise zur Identifizierung jener Verbindungen an, die
zwar einer intermolekularen [somerisierung, nicht aber unimo-
lekularen Umlagerungen unterliegen. Dieser Ansatz sollte einen
Weg zu 1 und Imidazol-4-yliden 2 bereiten; beide sind durch
eine 1,2-Wasserstoffwanderung mit Imidazol 3 verkniipft. Ge-
maB friherer Rechnungen sollte eine substantielle Barriere so-
wohl fiir die Tautomerisierung von 1 zu 3 als auch fiir die Umla-
gerung der entsprechenden Radikalkationen vorliegen.!®®!
Ebenso leitet sich aus unseren hybriden Hartree-Fock/Dichte-
funktionaltheorie-Rechnungen (Becke3LYP/631G**)!'%! eine
Barriere von 36 kcalmol ! fiir die exotherme (50 kcalmol ™ 1)
Isomerisierung 2 — 3 ab, und die offenbar isoenergetischen lo-
nen 2°* und 3°* werden durch eine Barriere von 56 kcalmol !
getrennt.!'!! Aus diesen Daten kann geschlossen werden, daB 1
und 2 moglicherweise mit NRMS hergestellt und charakterisiert
werden kénnen, vorausgesetzt, es sind geeignete Vorldufer ver-
fligbar (Schema 1).
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