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Nichtnatiirliche Anthrachinon-Kohlenhydrat-
Hybride: Design, Synthese, DNA-Bindung und
Cytotoxizitiit**

Kazunobu Toshima,* Hiromi Ouchi, Yoriko Okazaki,
Takaaki Kano, Makoto Moriguchi, Akira Asai und
Shuichi Matsumura

Neuartige DNA-bindende Molekiile und besonders solche
mit hoher Wirksamkeit und Sequenzspezifitit sind aus
chemischer wie biologischer Sicht sehr interessant und haben
mit Blick auf Anwendungen in der Medizin ein betrichtliches
Potential.'l Daher ist die Planung und die Synthese derar-
tiger nichtnatiirlicher Verbindungen ein wichtiges Ziel in der
heutigen Chemie. Einige klinisch bedeutende Antitumor-
Antibiotica wie Anthracycline,®! Aureolsiauren!® und Plura-
mycine,” die stark und sequenzselektiv an DNA binden,
kommen auch in der Natur vor (Schema 1). Diese Wirkstoffe
gehoren zwar zu verschiedenen Antibioticaklassen, chemisch
gesehen haben sie aber den Aufbau aus Arenen und Kohlen-
hydraten gemeinsam. Bei der DNA-Bindung wirken die
aromatischen Einheiten als DNA-intercalierenden Verbin-
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Schema 1. Natiirlich vorkommende DNA-bindende Antitumor-Antibiotica, die
aus Aren- und Kohlenhydratbausteinen bestehen.
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dungen, wihrend die Kohlenhydratreste an die DNA-Furche
binden. Auch die aktiven Formen der Endiin-Antibiotica, die
DNA effizient spalten, konnen als Aren-Kohlenhydrat-Hy-
bride angesehen werden.!!! Angesichts dieser aktiven natiir-
lichen Verbindungen suchten wir nach Méoglichkeiten zur
Synthese nichtnatiirlicher DNA-bindender Verbindungen mit
Aren- und Kohlenhydratdoménen. Wir berichten hier liber
Design, chemische Synthese, DNA-Bindungseigenschaften
und Cytotoxizitdt der neuen Anthrachinon-Kohlenhydrat-
Hybride 1-4.0'1

fo) (o]
Me Me
o TN wee I
HO

HO O HO HO O
1 2
o] O
Me
HO 9
MezN

HO O [o} OH O
3 4

Me /) NMep

HO

Als Arenbaustein fiir die neuen DNA-bindenden Hybride
wihlten wir Anthrachinon, dessen aromatisches Geriist vielen
DNA-bindenden Antitumor-Antibiotica gemeinsam ist. Fiir
den Kohlenhydratteil schienen einige 2,6-Didesoxyzucker
geeignet zu sein, da diese Verbindungen auch in vielen
natiirlichen DNA-bindenden Antitumor-Antibiotica vorkom-
men und die Hydrophobie!'>'*l von 2,6-Didesoxyzuckern fiir
die Bindung an die DNA-Furche von Vorteil wire.

Die Anthrachinon-Kohlenhydrat-Hybride 1-4 wurden
Uber eine kurze Reaktionssequenz synthetisiert, deren
Schliisselschritt die Aryl-C-Glycosylierung mit einem kiirzlich
in unserer Arbeitsgruppe entwickelten ungeschiitzten Zucker
ist (Schema 2).11 Die C-Glycosylierungen von 9,10-Dimeth-
oxy-1-hydroxyanthracen 5 mit den freien 2,6-Didesoxyzuk-
kern D-Olivose 6 und D-Digitoxose 7 fithrten in Gegenwart
von Trimethylsilyltrifluormethansulfonat( TMSOTY)/Silber-
perchlorat als Katalysator in Acetonitril bei Raumtemperatur
regio- und stereospezifisch zu den ungeschiitzten Aryl-g-C-
Glycosiden 10 bzw. 11. Entsprechende Umsetzungen von 5
mit dem Aminozucker 8 oder dessen Enantiomer 9 unter
TMSOT(-Katalyse in CH,Cl, bei 40°C lieferten regio- und
stereospezifisch die freien Aryl-8-C-Glycoside 12 bzw. 13.
Durch anschlieBende Oxidation der Glycoside 10-13 mit
Cer(1v)ammoniumnitrat {CAN) in MeCN/H,O bei —17°C
wurden die gewiinschten Anthrachinon-Kohlenhydrat-Hybri-
de 1-4 erhalten.

Die DNA-Bindungseigenschaften von 1-4 wurden zu-
néchst durch DNase-I-Footprint-Analyse mit der am 5-Ende
einfach *P-markierten Doppelstrang-M13mp18-DNA unter-
sucht. Bei 1 und 2, die jeweils einen neutralen Zucker
enthalten, wurde gegeniiber der Kontrolle keine signifikante
Anderung im Spaltungsmuster festgestellt. Dagegen unter-
scheidet sich das Spaltungsmuster mit den Hybriden 3 und 4,
die einen Aminozucker enthalten, betrichtlich von dem im
Kontrollversuch, wobei die Spaltung durch DNaseIin den 5'-
TGC-Regionen deutlich vermindert ist (Abb. 1). Daraus geht
eindeutig hervor, da 3 und 4 sequenzselektiv an DNA
binden.**] AuBerdem fanden wir, daB das Verméogen, an DNA
zu binden, beim D-Aminozucker-Hybrid 3 interessanterweise
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Schema 2. Synthese von 1-4. a) TMSOTY (0.2 Aquiv.), AgCIO, (0.2 Aquiv.),
MeCN, 25°C, 0.5h, 75% (10), 25% (11): b) TMSOTf (1.2 Aquiv.)}, CH,Cl,,
40°C, 18 h, 63% (12), 64% (13); c) CAN (2.5 Aquiv.), MeCN/H,0, —17°C,
05h, 42% (1), 36% (2), 44% (3), 44% (4).

starker ist als beim L-Aminozucker-Hybrid 4. Fiir die Kom-
ponenten von 3, 1-Hydroxyanthrachinon und den Aminozuk-
ker 8, konnten im DNase-I-Footprint-Assay hingegen keine
DNA-bindenden Eigenschaften nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse belegen zweifelsfrei die Bedeutung der aus
Anthrachinon und Aminozucker aufgebauten Hybridstruktur
fiir die DNA-Bindung.

Die Untersuchung der DNA-Entspiralisierung mit lineari-
sierter pBR322-DNA und T4-DNA-Ligasel'”) bestitigte, daB
die Hybride 3 und 4 unter Intercalation an DNA binden.
Zunichst entwindet die DNA-intercalierende Verbindung bei
diesem Assay linearisierte DNA, wodurch sich der Win-
dungsgrad der Doppelhelix dndert. Durch Bildung einer
ringférmigen DNA aus der an die intercalierende Verbin-
dung gebundenen DNA mit T4-Ligase wird die Ver-
kniipfungszahl der entwundenen DNA eingefroren. Wird
die intercalierende Verbindung entfernt, wird der ur-
spriingliche Windungsgrad wiederhergestellt, wihrend die
Zahl der Verkniipfungen konstant bleibt; dadurch wird die
DNA zu einer linksgéngigen Superhelix spiralisiert. Abbil-
dung2 zeigt die Trennung der Produkte aus dem DNA-
Entspiralisierungsassay mit den DNA-bindenden Hybriden 3
und 4 an einem Agarosegel. Die DNA-Sequenzen des
Kontrollversuchs erscheinen als eine Population von Topo-
isomeren mit leicht rechtsgingiger Superhelix (Spur 2). Bei
der Ligation in Gegenwart steigender Konzentrationen der
intercalierenden Verbindung werden die resultierenden
DNA-Sequenzen gegeniiber denen im Kontrollversuch zu-
nehmend negativ superspiralisiert. Auf dem Gel erscheinen
die Topoisomere zunichst entspannter, danach mehr und
mehr negativ superspiralisiert. Unter den Bedingungen dieses
Assays wandelten 3 und 4 die Topoisomere bei niedriger
Konzentration in entspanntere Formen und bei hoher Kon-
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Abb. 1. DNase-I-Footprinting der mit 3 und 4 verbundenen, am 5'-Ende
markierten M13mp18ds-DNA. Die DNase-I-Digestion wurde in 1min bei
Raumtemperatur durchgefithrt. Die Proben wurden durch Elektrophorese an
einer Gelplatte (15% Polyacrylamid/8 M Harnstoff) untersucht (gezeigt sind die
Basen 44-73). Spuren A, G, C und T: Sanger-Reaktionen von A, G, C bzw. T;
Spur 0: Kontrolle ohne Zusatz; Spuren 1-6: 3 (20, 200, 2000pM), 4 (20, 200,
2000 um).

3 4
—_—] ————)

1 2 3 45 6 7 8 910

Abb. 2. Wirkungen von 3 und 4 im DNA-Entspiralisierungsassay mit T4-Ligase.
Die Entspiralisierungen wurden gem#B Lit.[17] durchgefiihrt. Linearisierte
Plasmid-DNA wurde mit T4-DNA-Ligase in Gegenwart der Hybride in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Die durch das Hybrid induzierte
Entwindung der DNA wurde auf einem Agarosegel ohne Ethidiumbromid
nachgewiesen. Spur 1: lineare DNA; Spur 2: Kontrolle ohne Zusatz; Spuren
3-10:3(0.4,2.0, 10, 50uM), 4 (0.4, 2.0, 10, 50 um).

zentration in die vollstindig negativ spiralisierte Form um.
Ferner zeigte sich, daf3 das Intercalationsvermégen von 3 etwa
fiinfmal grofer ist als das von 4. Dies beweist, daf3 die
Fahigkeit zur Intercalation in DNA eindeutig von der Kon-
figuration des Kohlenhydratteils in den Hybriden abhéngt.
Die Cytotoxizitit der DNA-bindenden Hybride wurde an
HeLa-S3-Zellen untersucht, die den Verbindungen 3 und 4
jeweils 72 h ausgesetzt waren.['s] Die ICs-Werte von 3 und 4
betrugen 9 bzw. 58 M, womit die Cytotoxizitdt von 3 etwa
sechsmal hoher war als die von 4. Dies hingt eindeutig mit
dem ~ verglichen mit 4 - ca. fiinfmal groferen Intercalations-
vermdgen von 3 zusammen. Die cytotoxische Wirkung der
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Anthrachinon-Kohlenhydrat-Hybride korreliert also mit ih-
rer Fihigkeit, DNA zu binden."]

Wir haben hier auBer der Planung und der Synthese
neuartiger Anthrachinon-Kohlenhydrat-Hybride auch deren
DNA-Bindungsprofile und cytotoxischen Aktivitdten be-
schrieben. Es zeigte sich, daB sogar eine einfache synthetische
Verbindung stark und sequenzselektiv an DNA binden kann.
Die hier beschriebenen Umsetzungen und die biologischen
Untersuchungen liefern wichtige Informationen fiir das
Design neuer nichtnatiirlicher DNA-bindender Wirkstoffe
auf der Basis von Hybriden aus einer intercalierenden
Verbindung und einem Kohlenhydrat.

Eingegangen am 16. Juni,
veridnderte Fassung am 11. August 1997 [Z10548]
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Synthese optisch aktiver Butenolide und
y-Lactone aus f,y-ungesittigten Carbonsiure-
estern mit der asymmetrischen Dihydroxylie-
rung nach Sharpless**

Christian Harcken und Reinhard Briickner*

Die asymmetrische Dihydroxylierung (,,AD*) von Olefi-
nen nach Sharpless ist ein unverzichtbares Riistzeug der
heutigen organischen Synthesechemie.!l Oft sind die unmit-
telbar entstehenden Reaktionsprodukte, optisch aktive Gly-
cole, noch gar nicht die eigentlichen Zielmolekiile. Vielmehr
werden sie hiufig durch Folgereaktionen so stark modifiziert,
da man den Strukturen der Endprodukte kaum mehr
ansieht, wie gut sich eine AD zu ihrem Aufbau eignete. Die
hier vorgelegte Studie zeigt, daf3 enantiomerenreine oder
enantiomerenangereicherte, y-chirale Butenolide und y-chi-
rale y-Lactone — Verbindungen, fiir die man schon viele
Synthesen kennt, aber noch effizientere benotigt? — eben-
falls interessante Folgeprodukte von ADs sind (Schema 1).
ADs von §,y-ungesiittigten Estern 4 ergaben in Ubereinstim-

meassmmmmvnae=d

Schema 1. Ausgehend von 4 in zwei bis drei Stufen zugingliche Furanonderi-
vate. Konkrete Beispiele fiir die Umsetzungen, die durch ausgezogene Reak-
tionspfeile gekennzeichnet sind, sind in den Schemata2-5 zu finden. Die
gestrichelten Reaktionspfeile beziehen sich auf analoge, aber noch nicht
durchgefiihrte Umsetzungen in der jeweils enantiomeren Serie.
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