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2-Phenylchinolin-Kohlenhydrat-Hybride:
Molekiildesign, Synthese und Priifung einer
neuen Klasse von photoaktivierbaren

DNA -spaltenden Substanzen**

Kazunobu Toshima,* Ryusuke Takano, Yutaka Maeda,
Masataka Suzuki, Akira Asai und Shuichi Matsumura

Die Entwicklung von photoaktivierbaren Substanzen, die
DNA selektiv durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten
Wellenldnge unter milden Bedingungen und ohne Zusatz von
Metallen oder Reduktionsmitteln spalten, ist sowohl vom
chemischen wie auch vom biologischen Standpunkt aus sehr
interessant und birgt ein beachtliches Potential fiir die
Medizin. Hier diskutieren wir das Molekiildesign, die
chemische Synthese, die photoinduzierte DNA-Spaltung
und die Cytotoxizitdt von zwei neuen und durch Kunstlicht
aktivierbaren DNA-spaltenden Agentien, den 2-Phenylchi-
nolin-Kohlenhydrat-Hybridverbindungen 1 und 2.
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Bei unserem Ansatz zur Synthese neuer DNA- Me
spaltender Verbindungen entwarfen wir kiinstliche
Intercalator-Kohlenhydrat-Hybridverbindun-
gen,>4 weil viele klinisch nutzbare Antitumoran-
tibiotika, z. B. die Anthracyclinel! und Aureolsiu-
ren,l! die mit DNA interagieren, normalerweise
sowohl aromatische Dominen als auch Kohlen-
hydrat-Domiinen enthalten. Denny et al.”! demon-
strierten die Wirksamkeit von tricyclischen aro-
matischen Systemen wie Phenylchinolinen als
,minimale Intercalatoren*; daher wéhlten wir
2-Phenylchinolin® ! als DNA-Intercalator. Von
der konjugierten C=N-Bindung in der 2-Phenyl-
chinolin-Einheit wurde auferdem angenommen,
daB sie durch Lichtbestrahlung in den 3(n —mx*)-
Zustand iibergeht, der moglicherweise radikali-
schen Charakter aufweist und zur DNA-Spaltung
geeignet sein konnte.

Fiir den Kohlenhydratteil schienen bestimmte
2,6-Didesoxyaminozucker geeignet zu sein, da sie
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Schema 1. Synthese von 1 und 2. a) NBS (1.5 Aquiv. bezogen auf 3), 4-A-Molekularsieb,
MeCN, 0°C, 1 h, 79%, 5:6=1.4:1; b) H,, kat. Pd/C, 35proz. HCHO, MeOH, 25°C, 18 h,
81%;¢) 9, DCC (1.0 Aquiv.), kat. 4-DMAP, CH,Cl,, 0°C, 4.5 h, 93% (10) und 90% (11);
d) HF/Py, Py, 25°C, 15 h, 99% (1) und 94 % (2). TBS = tert-Butyldimethylsilyl.
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als Bestandteile einiger DNA-bindender Antitumorantibio-
tikal'”) sowie unserer zuvor vorgestellten kiinstlichen DNA-
wechselwirkenden Intercalator-Kohlenhydrat-Molekiile an
die DNA-Furchen binden. Daher entwarfen wir neue,
kiinstliche Intercalator-Kohlenhydat-Hybride mit einer
2-Phenylchinolin- und einer 2,6-Didesoxyaminozucker-Ein-
heit, die iiber einen Ethylenglycol-Linker verbunden sind.

Die 2-Phenylchinolin-Kohlenhydrat-Hybride 1 und 2 wur-
den durch eine kurze Reaktionssequenz synthetisiert (Sche-
ma1): Die Glycosylierung des Phenylthiozuckers 3
(1.0 Aquiv.) mit Ethylenglycol 4 (5.0 Aquiv) unter Verwen-
dung von N-Bromsuccinimid (NBS)['"” in MeCN lieferte mit
79 % Ausbeute eine Mischung der a-Glycoside 5 und der (-
Glycoside 6 im Verhilnis von 1.4:1. Die Azidgruppen von §
und 6 wurden durch Behandlung mit 35proz. HCHO und
einer katalytischen Menge an Pd/C in MeOH unter Wasser-
stoff in N,N-Dimethylaminogruppen iiberfiihrt, wodurch 7
und 8 mit 81 % Ausbeute erhalten wurden. Nach sidulenchro-
matographischer Trennung wurden 7 (1.0 Aquiv.) und
8 (1.0 Aquiv.) mit 2-Phenylchinolin-4-carbonsiure 9
(1.5 Aquiv.) unter Einwirkung von N,N-Dicyclohexylcarbo-
diimid (DCC) und 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) in
CH,Cl, verestert, wobei die Hybridverbindungen 10 und 11 in
93 bzw. 90% erhalten wurden. SchlieBlich lieferte die
Entfernung der Silylschutzgruppen von 10 und 11 mit HF/
Pyridin (Py) die gewiinschten 2-Phenylchinolin-Kohlenhy-
drat-Hybride 1 bzw. 2 in hohen Ausbeuten.
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Die lichtinduzierte DNA-Spaltung der Hybridverbindun-
gen 1 und 2 sowie die der Verbindungen 12-15,"1 die
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Substrukturen von 1 und 2 entsprechen, wurde mit superspi-
ralisierter ®X174-DNA untersucht. Wie aus Abbildung 1
ersichtlich ist, wurde mit 1 und 2 (jeweils 500uM) eine
signifikante DNA-Spaltung erreicht, und bei Bestrahlung mit
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Abbildung 1. Photospaltung von  superspiralisierter ~®X174-DNA.
®X174-DNA (50 um pro Basenpaar) wurde mit der jeweiligen Verbindung
in 20proz. Acetonitril in Tris-HCI-Puffer (Tris = Tris(hydroxymethyl)ami-
nomethan, pH 7.5, 50um) bei 25°C 1h unter UV-Bestrahlung (365 nm,
15 W) inkubiert und durch Gelelektrophorese (0.9% Agarosegel, Ethi-
diumbromid-Férbung) untersucht. Bahn 1: DNA allein; Bahn 2: DNA,
Bestrahlung; Bahn 3-8: 1, 2, 12, 13, 14 bzw. 15 (jeweils 500 um). Form I =
kovalent geschlossene, superspiralisierte DNA. Form II = offene, ringfor-
mige DNA. Form III =lineare DNA.

langwelligem UV-Licht (365 nm) entstanden kleine Fragmen-
te; 12-15 zeigten unter denselben Bedingungen keine DNA-
Spaltung. Diese Ergebnisse belegen, wie wichtig die Hybrid-
anordnung fiir die DNA-Spaltung ist. Auch lassen sie
vermuten, daf der 2,6-Didesoxyaminozucker fiir die Bindung
an die DNA-Furche verantwortlich ist und die Intercalations-
fahigkeit des 2-Phenylchinolinylrestes deutlich erhoht. Bei
Abwesenhait von Licht wurde keine DNA-Spaltung durch 1
und 2 beobachtet. Weiterhin wurde festgestellt, dal die DNA-
Spaltungsaktivitit des S-anomeren 2 starker war als die des a-
anomeren 1 (Abbildung 2). Dieses Ergebnis verdeutlicht, daf3
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Abbildung 2. Photospaltung von  superspiralisierter ~®X174-DNA.
®X174-DNA (50 um pro Basenpaar) wurde mit dem Hybrid in 20proz.
Acetonitril in Tris-HCl-Puffer (pH 7.5, 50pm) bei 25°C 1h unter UV-
Bestrahlung (365 nm, 15 W) inkubiert und durch Gelelektrophorese (0.9 %
Agarosegel, Ethidiumbromid-Fiarbung) untersucht. a) Bahn 1: DNA al-
lein; Bahn 2: DNA, Bestrahlung; Bahn 3: DNA +1 ohne Bestrahlung;
Bahn 4-9 in den Konzentrationen 1000, 500, 300, 100, 30 und 10 pum.
b) Bahn 1: DNA allein; Bahn 2: DNA, Bestrahlung; Bahn 3: DNA +2
ohne Bestrahlung; Bahn 4-9 in den Konzentrationen 1000, 500, 300, 100,
30 und 10 puMm.

die DNA-Spaltungsaktivitdt von der Konfiguration der Zuk-
kereinheit im Hybrid abhingt. Da die DNA-Spaltung durch 1
und 2 in Anwesenheit des Radikalfangers Dimethylsulfoxid
stark abnahm, muf3 die DNA-Spaltung vom lichtangeregten
2-Phenylchinolin-Radikal ausgehen. Die Ortsspezifitdt der
DNA-Spaltung von 1 und 2 wurde nach Sangers Methode
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Abbildung 3. Autoradiogramm einer Gelelek- - n
trophorese mit 12% Polyacrylamid/8m Harn- - - -
stoff fiir die Sequenzanalyse. Die 5'-endmarkier- -
te M13mp18-DNA wurde durch die Hybride bei -
pH75 und 25°C 1h unter UV-Bestrahlung F
(365 nm, 15 W) gespalten (die Basen49-105 -
sind gezeigt). Bahn A, G, C und T: Sanger-A-, -
-G-, -C- und -T-Reaktionen; Bahn 1 und 2: 1 und -
2 (jeweils 1000 pm). - -

untersucht.’¥] Die Ergebnisse in Abbildung 3 lassen die gleich
hohe Guanin-Selektivitédt erkennen.

Als néchstes wurde die Cytotoxizitdat der DNA-spaltenden
Hybride 1 und 2 mit HeLa-S3-Zellen untersucht, die den
Verbindungen 72h ausgesetzt wurden — mit oder ohne
Belichtung fiir 1 h.' Die IC5-Werte von 1 und 2 betrugen
12 bzw. 18pumM, wenn nicht bestrahlt wurde, und 0.44 bzw.
0.25 um, wenn bestrahlt wurde. Die Cytotoxizitidten von 1 und
2 waren also nach Belichtung viel hoher; dies korreliert mit
ihrer DNA-Spaltungsaktivitit. Wenn HeLa-S3-Zellen 1 oder
2 (jeweils 1um) ohne Belichtung ausgesetzt wurden, iiber-
lebten die meisten Zellen, doch starben alle ab, wenn unter
diesen Bedingungen zusitzlich belichtet wurde. Dies zeigt
deutlich, daf die lichtinduzierte DNA-Spaltung die Cytoto-
xizitit der Hybride stark beeinfluBt und daB das Uberleben
der Krebszellen durch Behandlung mit einer entsprechenden
Menge des 2-Phenylchinolin-Kohlenhydrat-Hybrids mit oder
ohne Belichtung kontrolliert werden kann.
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Enantioselektive [1,2]-Wittig-Umlagerung mit
einem externen chiralen Liganden**

Katsuhiko Tomooka,* Kyoko Yamamoto und
Takeshi Nakai*

Seit ihrer Entdeckung durch Wittig und L6hmann im Jahre
1942[1 hat die Reaktion von a-lithiierten Ethern, heute als
[1,2]-Wittig-Umlagerung bekannt, grofes Interesse sowohl
vom mechanistischen als auch synthetischen Blickpunkt auf
sich gezogen.”l Man nimmt von dieser Carbanionen-Umla-
gerung an, daBl sie im Sinne eines Radikal-Dissoziations-
Rekombinations-Mechanismus verlduft [Gl. (1)].23
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Trotz der langen Geschichte wurden bisher keine enantio-
selektiven Varianten der Wittig-Umlagerung entwickelt. Der
radikalische Charakter stellt hierbei eine grof3e Herausforde-
rung dar. Wir berichten hier iiber die erste enantioselektive
Wittig-Umlagerung, die auf einer asymmetrischen Lithiierung
basiertl¥ und bei der (S,S)-Bis(dihydrooxazol) 3 als externer
chiraler Ligand dient®™® [GL. (2)]. Das herausstechendste
Merkmal ist, daf} die Umlagerung grundsétzlich auch mit der
gleichen Enantioselektivitét verlduft, wenn der chirale Ligand
3 nur in katalytischer Menge eingesetzt wird.
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Die Umlagerung von Dibenzylether 1, einem klassischen
Wittig-Substrat,[!! lieferte nach Zugabe des vorgemischten
Komplexes tBuLi/3 (jeweils 1.0 Aquiv.) bei —78°C in Di-
ethylether den Alkohol (S)-2 in 55% Ausbeute und mit
60 % ee; 1 wird zu 43 % zuriickerhalten.[ 8! Dies ist das erste
Beispiel einer enantioselektiven Wittig-Umlagerung, wenn-
gleich die Enantioselektivitidt nur maBig ist.’! Wenn entweder
ein weiteres Aquivalent fBuLi nach der Reaktion zugegeben
wurde oder der Komplex rBuLi/3 (2.0/1.0) eingesetzt wurde,
stiegen die Ausbeuten von 2 bemerkenswerterweise auf 90—
94 % , wihrend die Enantioselektivititen nahezu unveridndert
blieben (62 % ee). Das bedeutet, daB fiir eine vollstindige
Reaktion zwei Aquivalente rBuLi benétigt werden. Zu
diesem Zeitpunkt machten wir zwei Annahmen: 1) Die erste
Lithiierung wird fast ausschlieBlich durch den rBuLi/3-Kom-
plex bewirkt und rBuLi selbst, von dem bekannt ist, daB es in
Diethylether als Dimer vorliegt,l'”) kann unter diesen Be-
dingungen nicht als effektives Lithiierungsagens wirken.['!
2) Das tBuLi-Dimer ist an der Komplexierung mit dem
entstehenden 3-gebundenen Lithiumalkoxid beteiligt, wobei
es zur Hilfte zur Bildung eines fBuLi/Alkoxid-Komple-
xes('2 13 verbraucht und so der Reaktion entzogen wird,
wihrend der aktive Komplex fBuLi/3 regeneriert wiirde.
Somit lieBe sich auch erkliren, dafl die enantioselektive
Variante auch mit lediglich katalytischen Mengen des chiralen
Liganden 3 ablauft.

Die Umlagerung von 1 wurde deshalb mit 10 Mol-% 3 und
zwei Aquivalenten fBuLi unter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt. Wie erwartet wurde der Alkohol (S)-2 mit
gleich hoher Enantioselektivitit und in der gleichen chemi-
scher Ausbeute erhalten (60 % ee, 86 % ). Die gleiche Reak-
tion mit 5 Mol-% 3 fiihrte zu 54 % ee und 81 % chemischer
Ausbeute. In Schemal ist ein plausibler Katalysecyclus
wiedergegeben, bei dem die Enantioselektivitit durch den
Radikal-Rekombinationsschritt bestimmt werden konnte, an
dem das an den chiralen Liganden gebundene Radikalanion
beteiligt ist. In der Tat ergab eine dhnliche Umlagerung von
[D;]1 (Racemat) (S)-[Ds]2 (>90% D-Gehalt) in 87% Aus-
beute und im wesentlichen mit dem gleichen Enantiomeren-
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