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Ein ABC-Ringanalogon von Kapurimycin A,: 
Synthese und Wirksamkeit in der 
DNA- Alkylierung" * 
Kazuhiko Nakatani,* Akimitsu Okamoto und 
Isao Saito* 

Das Antitumor-Antibioticum Kapurimycin A, l [ l l  ist struk- 
turell eng rnit der Familie der Pluramycine verwandt.[2] Es  
alkyliert DNA, indem seine Epoxiduntereinheit Guanin an 
N7 angreift, wodurch ein Kapurimycin-DNA-Addukt ent- 
steht.l3] Die hohe Effizienz bei der  selektiven Alkylierung an 
N7 von Guanin IaBt den SchluB zu, daB sich die Epoxid- 
untereinheit in der groBen Furche der D N A  befindet und 
uber eine prakovalente Intercalation des aromatischen Sy- 
stems auf N7 des Guanin ausgerichtet ist, wie es bereits fur 
Aflatoxin B,l41 und Altromycin B[5,h1 vorgeschlagen wurde. 
Um die Faktoren fur eine so effiziente und selektive Guanin- 
alkylierung zu bestimmen und um neue DNA-Alkylierungs- 
reagentien rnit einer Epoxiduntereinheit zu entwickeln, 
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haben wir sowohl die Derivate 2 und 3, die die wesentliche 
Teilstruktur von Kapurimycin enthalten, als auch den ent- 
sprechenden Epoxyalkohol4 und das D i o l 5  synthetisiert und 
ihre Aktivitat zur DNA-Alkylierung untersucht. Wir zeigen 
hier, daR das ABC-Ringanalogon von Kapurimycin A,, 2, die 
Minimalstruktur besitzt, die fur die Wirksamkeit und Se- 
quenzselektivitat von Kapurimycin A, bei der Guaninalkylie- 
rung erforderlich ist. 

Das ABC-Ringanalogon 2, das die gleiche absolute Kon- 
figuration wie 1 (14S,16S) aufweist,['] wurde iiber einen hoch 
konvergenten Weg hergestellt. Dabei erfolgt eine Kupplung 
von 1-tert-Butyldimethylsilyloxy-2-naphthaldehyd 9 mit der 
Vorstufe 8 fur die chirale Seitenkette, gefolgt von einem 
effizienten RingschluB zum Pyranon (Ring A ;  Schema 1). 
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Schema 1. Synthese dcs ABC-Ringanalogons 2. a) AD-mix$, 76%; b)  me,^ 
C(OMe),, 95 YO; c) Li-1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazanid (LiHMDS), Me,SiCl 
(TMSCl), 89%; d)  2,3-Dichlor-5,6-dicyan-l,4-benzochinon (DDQ), 99 %; e )  
Dess-Martin-Oxidation, 94%; f) Ph,F'=CHCH,, 78%, Z:E=S: l ;  g) NaOMe, 
80%; h) LiHMDS, CeCl,, 1-tert-Butyldimethylsilyloxy-2-naphthaldehyd 9,47 %; 
i) MnO,, 76%; j) KF, [18]Krone-6, DMF, 80%; k) kat. HCI, AcOH, 98%; I )  
Diethylazodicarboxylat (DEAD),  Ph,P, 76%. 

Eine asymmetrische Dihydroxylierung des p-Methoxybenzyl- 
ethers 6, der aus einem kommerziell erhaltlichen Alkohol mit 
AD-mix-P[8] erhalten wurde, lieferte das entsprechende Diol. 
Dieses wurde zum Alkohol 7 umgesetzt, der nach Umkri- 
stallisation eine Enatiomerenreinheit von 93 % ee aufwies, 
wie 'H-NMR-spektroskopisch anhand des a-Methoxy-a-(tri- 
fluormethyl)phenylessigsaure( MPTA)-Esters bestimmt wur- 
de. Die Oxidation von 7 und die anschlieBende Wittig- 
Olefinierung mit Ethylidentriphenylphosphoran lieferten das 
Alken (Z:E = 5:l) ,Iy] das zur Seitenkettenvorstufe 8 de- 
silyliert wurde. Die Addition von 9 an lithiiertes 8 lieferte 
das entsprechende Kupplungsprodukt, das rnit Mangandioxid 
zum Keton 10 oxidiert wurde. Der  Pyranonring wurde durch 
Umsetzung von 10 mit K F  und "]Krone-6 in wasserfreiem 
D M F  selektiv aufgebaut, wie bereits friiher beschrieben,[lO] 
unter Bildung der tricyclischen Verbindung 11 in hoher 
Ausbeute.["] Die Hydrolyse des Acetals fuhrte zum Diol 5, 
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TGT TGGAT-s 
, .  

3 - m ~ ~  AGGGGC i ".., TGGT 
CGGTGGACTGCAGA AGTA 

Abb. 4. Sequenzselektivitat bei der Guaninalkylierung durch naturlichcs Kapu- 
rimycin A, 1 (oben) und durch das ABC-Ringanalogon 2 (unten). Angegeben 
sind die DNA-Scqucnzen, die starke G-Spaltungsbanden liefern (fett hervor- 
gehobene Guaninbausteine). 

geht, spaltet 1 die DNA schon bei einer Konzentration von 
1 KM (Spur 9), wahrend man fur eine ahnlich effiziente 
Spaltung durch 2 dieses in einer Konzentration von 1 0 p ~  
benotigt (Spur 3 und 9). Dagegen ergibt sich fur die Se- 
quenzselektivitat bei der Guaninalkylierung mit 2 eine starke 
Bevorzugung des Guaninrestes am 5'-Ende von 5'-GPu-3'- 
Sequenzen, die sehr der Selektivitat von naturlichem Kapu- 
rimycin A, 1 ahnelt ( Abb. 4) .["I Trotz des Fehlens von Ring D 
und anderen funktionellen Gruppen weist also das stark 
vereinfachte ABC-Ringanalogon 2 eine sehr ahnliche 5'- 
Selektivitat bei der Guaninalkylierung eines DNA-Duplexes 
auf wie 1. 

Wir haben somit einen hochstereoselektiven und -kon- 
vergenten Syntheseweg fur eine Reihe von Verbindungen 
entwickelt, die die Geruststruktur von Kapurimycin A3 ent- 
halten und dessen absolute Konfiguration in der Seitenkette 
aufweisen. Weiterhin haben wir gezeigt, daR das vereinfachte 
Analogon 2 mit einer Minimalstruktur von Kapurimycin A3 
als effektives Guaninalkylierungsreagens fur Duplex-DNA 
mit einer starken 5'-GPu-3'-Praferenz dienen kann. 

Experimentelles 

Analyse der Nucleosidzusammensetzung von Kalbsthymus-DNA: Kalbsthymus- 
DNA ( 2 0 0 ~ ~ )  wurde mit 2 (1 mM) in TrisiHCl (pH = 7.5) 24 h bei 37°C inkubiert 
und die Mischung mit Schlangengift-Phosphodiesterase und alkalischer Phos- 
phatase zersetzt. Die resultierende Nucleosidmischung wurde durch HPLC 
analysiert (Cosmosil-C18-AR-Saulc, Elution mit 2 i5proz.  Acetonitril in 5 0 m ~  
Ammoniumformiat-Losung ( h e a r e r  Gradient) in 30 min). 

Geschwindigkeiten der hydrolytischen Spaltung: Losungen von 1-4 (je 1 0 0 ~ ~ )  
in Tris/HCl-Puffer (SOmM, pH =7.5) wurden bei 37°C inkubiert. Die Menge an 
Ausgangsverbindung wurde regelmaBig HPLC-chromatographisch ermittelt. 

Analyse der Sequenzselektivitat bei der Guaninalkylierung: Ein '*P-5'-markier- 
tcs DNA-Fragment (51 3-bp-EcoR-I-Rsu-I-Fragment van pBR322-DNA) wurdc 
in Gegenwart von l ( 1  PM) und 2 ( 1 0 ~ ~ )  24 h hei 37°C in TridHCI-Puffer (pH = 
7.6) inkubiert. Die durch Ethanolfallung zuruckgewonnene DNA wurde in 
Gegenwart von 10% Piperidin erhitzt (90°C 30 min) und durch Elektrophorese 
mit 8proz. Polyacrylamid und 7~ Harnstoff (1900 V, 1.5 h) analysiert. Das Gel 
wurde getrocknet und auf einem Rontgenfilm mit einer Intensivierungsfolie bei 
- 70°C cntwickelt. Die Intensitat der Spaltungsbanden wurde dcnsitomctrisch 

bestimmt. Die in Abb. 4 gezeigte DNA-Scqucnz lautct: 3'-7TTGT TTATC 
CCCAA GGCGC GTGTA AAGGG GC7TT TCACG GTGGA CTGCA 
GATTC TTTGG TAATA ATAGT ACTGT AATTG GTA-5'. 
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