ZUSCHRIFTEN

Rontgenstrukturanalyse dieser Form (6) bei Zimmertemperatur
zeigt im Vergleich mit der protonierten Form 4 bei gleicher
Temperatur eine Zunahme des O1-N101-Abstands von 2.620(3)
auf 2.641(2) A8 Zugleich wiichst der 04-N102-Abstand von
2.593(2) A auf 2.623(2) A. Dies ist vergleichbar mit der Zunah-
me des O-O-Abstands bei der Deuterierung der freien Quadrat-
sdure!*?! und deutet auf das Vorliegen eines Doppelminimum-
potentials hin!'?. Wird die deuterierte Form 6 erhitzt, so ist bis
zur Zersetzungstemperatur von ca. 225 °C keine Farbinderung
zu beobachten.

Ein solch starker Isotopeneffekt (Erhohung der Phasenum-
wandlungstemperatur) wurde auch bei der freien Quadratsdure
gefunden!'*). Dies gibt Grund zu der Annahme, daf3 auch in
unserem Fall die rote Hochtemperaturmodifikation durch Pro-
tonentransfer aus der gelben Zimmertemperaturmodifikation
gebildet wird. Dadurch werden die Elektronen-Donor-Accep-
tor-Eigenschaften der beteiligten Ionen beeinfluft.

Erste Versuche weisen darauf hin, daB 4 auch unter hydrosta-
tischem Druck einen reversiblen Phaseniibergang durchlduft.
So dhneln das Festk6rper-UV-VIS-Spektrum und das Pulver-
diffraktogramm einer fiir 60 s auf 11 kbar gepreten Pulverpro-
be von 4 nach dem Entspannen denen der ehemals erhitzten
Form.
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Calicheamicin 6} : durch Molekiildesign zu einer
Verbindung, die DNA selektiv und effizient
spaltet und Zelltod auslost **

K. C. Nicolaou*, T. Li, M. Nakada, C. W. Hummel,
A. Hiatt und W. Wrasidlo

Calicheamicin 0! 1 (Abb. 1 A), ein biologisch aktives und se-
lektiv wirksames Endiin!!!, wurde, in Kenntnis der Wirkungs-
weise des natiirlich vorkommenden Calicheamicins v} 212, de-
signed. Dieses neue Endiin wurde so konstruiert, daB es —anders
als sein natiirliches Analogon — unter mild basischen Bedin-
gungen!®* von Hydroxid-Ionen (Abb. 1 B) aktiviert wird. Hierbei
entstehen 1,4-Phenylen-Diradikale', die Doppelstrang-DNA
spalten konnen. Durch Totalsynthese hergestelltes Calicheami-
cin 8 1 spaltet DNA wirksam (Konzentrationen <10™% m ge-
niigen) und selektiv (an TCCT-, TTTT- und CTCT-Sequenzen)
bei pH 7.5 und 37°C. Es 16st den programmierten Zelltod
(Apoptose)®! in einer Konzentration <10~ *° M aus und tétet
Zellen in noch geringerer Konzentration (< 1072 m); die Wirk-
samkeit Gibertrifft in einigen Fillen die von Calicheamicin v! 2,
MRA-CN (= 3-Cyan-4-morpholinylderivat des Anthracy-
clins Doxornbicin)!® und Ricin!”!, Substanzen, die zu den to-
xischsten Verbindungen iiberhaupt gehoren.

Die Wirkungsweise von Calicheamicin v! 28] (Abb. 1 B), bei
dem ein starkes Nucleophil, z.B. ein Thiolat-Ion, eine Kette von
Reaktionen ausldst, die zur DNA-Schidigung fithren'® 19, und
unsere Absicht, ein Molekiil zu konstruieren, das auf andere
Weise aktiviert wird, fiihrten uns zu Calicheamicin 6 1, das
anstelle der Trisulfidfunktion eine Thioacetylgruppe als reaktives
Zentrum enthdlt. 1 sollte von sauerstoffhaltigen Nucleophilen, -
z.B. Hydroxid-lonen, oder schwefel- oder stickstofthaltigen Nu-
cleophilen aktiviert werden; 2 wird normalerweise von Thiolen
aktiviert. Calicheamicin & 1 sollte sowohl in vitro als auch in
vivo Vorteile bieten, da es besonders einfach zu aktivieren ist.
Nicht nur die Art und Weise der Aktivierung unterscheidet 1
von 2; trotz der strukturellen Ahnlichkeit zwischen den Verbin-
dungen kann 1 nicht aus dem Naturstoff 2 hergestellt werden.
Die hierfiir benétigten chemischen Reaktionen wiirden 1 zu-
gleich aktivieren und damit zerstéren. Unsere Befunde sind des-
halb unter den Aspekten Molekiildesign!'!), chemische Synthe-
se und biologische Eigenschaften von Bedeutung.

Calicheamicin 8} 1 wurde durch eine Totalsynthese erhalten,
fiir die ein vor kurzem beschriebener Syntheseweg!!?~ 19! fiir
Calicheamicin v} 2 variiert wurde. Danach wurde das frither
synthetisierte Zwischenprodukt 3t127151 bei Raumtemperatur
48 h mit para-Toluolsulfonsiure in waBrigem Tetrahydrofuran
behandelt. Zugabe von wasserhaltigem Diethylamin fiihrte dann
in 75% Ausbeute zu 1, dessen physikalische Eigenschaften in
der Legende zu Abbildung 1 zusammengefaBt sind.

Die superspiralisierte DNA des Phagen ®X 174 wurde bei
37°C in Pufferlésungen verschiedener pH-Werte mit 1 und 2
inkubiert und die Spaltung mit Agarose-Gelelektrophorese ver-
folgt (Abb. 2). Das synthetische Calicheamicin #, 1 schneidet
schon in sehr niedrigen Konzentrationen Doppel- und Einzel-
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Abb. 1. A) Strukturformein des konstruierten und des natiirlich vorkommenden
Calicheamicins @) 1 bzw. v} 2 sowie ihre Synthese aus der Vorliuferverbindung 3.
a) TsOH - H,0, THF/H,0 (50:1), 25°C, 48 h, 100% (auf 57 % Umsatz bezogen);
b) Et, NH/THF/H,0 (5:25:1), 25°C, 2 h, 75%; c) siche Lit. [10-13). FMOC =
9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Ar = Aryl, eq = dquatorial, ax = axial. Physika-
lische Eigenschaften von 1: R; = 0.13 (Dichlormethan/Ethylacetat/Methanol =
5.5:4:0.5); [a]3* —147.6 (c = 0.59, CHCl,); IR (KBr): v,,, = 3443, 2932, 1683,
1456, 1350, 1325, 1243, 1074, 959, 913cm™!; 'H-NMR (500 MHz, CDCl,):
=621 (d, J=1.5Hz, 1H, CH-C=C), 6.14 (dd, J =9.8, 51 Hz, 1H, C=CH-
CH,), 5.87(d,J = 9.5 Hz, 1 H, CH=CH), 5.81(dd, J = 94, 1.6 Hz, 1H, CH=CH),
5.72 (d, J=1.5He, 1H, D-1), 5.70 (d, J = 3.2 Hz, 1H, E-1), 5.02 (dd, J =10.2,
1.8 Hz, 1H, B-1),4.70 (d, J =7.8 Hz, 1H, A-1),4.47(dd, J = 3.2,1.7 Hz, D-2),4.31
(m, 1H, B-3), 4.18 (dq, 7 = 9.6, 6.1 Hz, 1H, D-5), 4.06 (dq, J =10.9, 6.2 Hz, 1H,
B-5),4.03(dd, J = 9.7,9.7 Hz, 1 H, A-3),3.91-3.56 (m, 8H), 3.88 (s, 3H, ArOCH,),
3.82 (s, 3H, ArOCH,), 3.76 (dd, J =109, 2.5Hz, 1H, B-4), 3.69 (bs, 3H,
NHCO,CH,),3.63(dd, J = 9.5,9.5 Hz,1 H, D-4), 3.56 (s, 3H,CH,0-D-Ring), 3.42
(s.3H, CH,0-E-Ring), 2.85 (AB-q, J =16.7 Hz, Av = 259 Hz, 2H, CH,), 2.74 (bm,
1H, CH,N), 2.65 (m, 1H, E-4), 2.54 (bm, 1H, CH,N), 2.38(1 H, E-2¢q), 2.36 (dd,
J=9.6,9,.6 Hz, 1h; A-4), 2.35 (s, 3H, ArCH,), 2.29 (s, 3H, CH,CO), 2.02 (m, 1 H,
B-2eq), 1.76 (m, 1H, B-2ax), 1.50 (m, 1H, E-2ax), 1.40 (d, J = 6.2 Hz, 3H, B-6),
1.36(d,J = 6.2Hz,3H, A-6),1.29(d,J = 6.2 Hz,3H,D-6),1.16(t,J =7.1 Hz, 3H,
CH,CH,N); 13C-NMR (125 MHz, CDCly): 6 =195.3, 192.6, 192.0, 151.5, 150.6,
143.0,133.4,130.2, 124.4, 123.5, 102.6, 100.9, 99.6, 99.5,97.2, 93.5, 88.0, 82.9, 80.8,
75.7,71.9, 71.8, 71.1, 70.4, 69.8, 69.1, 68.4, 68.3, 67.0, 61.7, 61.2, 60.9, 57.2, 56.1,
52.8,51.6,42.4,36.8,34.1,30.5,30.3,29.7, 25.3, 18.9, 17.6 (2), 14.4; hochaufgeldstes
Fast-Atom-Bombardment(FAB)-Massenspektrum: ber. fir C,,H,,IN,0,,S,Cs
(M + Cs): 1464.2035, gef. 1464.2211. — B) Mechanismus der Aktivierung von 1
(and 2).
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stringe in neutralem oder basischem Medium und ohne Zugabe
von irgendwelchen Additiven; es iibertrifft hierin Calicheamicin
¥\ 2, das unter vergleichbaren Bedingungen nahezu inaktiv ist.
Sind allerdings Thiole zugegen, so ist 2 die aktivere Verbindung
(die entsprechenden Daten sind hier nicht aufgefthrt). Diese
Beobachtung ist in Einklang mit den vorgeschlagenen Aktivie-
rungsmechanismen der beiden Verbindungen. Ein weiterer in-
teressanter Befund ist, daf} die Fahigkeit von 1, DNA in neutra-
lem oder basischem Medium zu spalten, durch Zugabe von
Thiolen noch gesteigert wird. Dies war zu erwarten, da Schwe-
fel-Nucleophile wesentlich nucleophiler sind als Sauerstoff-
Nucleophile.

pH6 pH?7 pH75 pHBS5

-2 1 -21 -2 1 - 21
Spur 1 2 3 4 5678 9101112
Form I

Form I}
Form 1

Abb. 2. Wechselwirkung von Calicheamicin 6} 1 mit Doppelstrang-DNA. Agarose-
Geleiektrophorese von superspiralisierter $X 174-DNA nach Spaltung mit 1 und 2.
Das konstruierte Calicheamicin 6} 1 spaltet unter schwach basischen Bedingungen
Doppelstrang-DNA wirksamer als das natirlich vorkommende Calicheamicin y; 2.
Mcethoden: Superspiralisierte, ringformig geschlossene DNA (Form 1) des Phagen
®X 174 (200 ng) wurde in Pufferlésungen mit einem Gesamtvolumen von 10 pL
[Dimethylsulfoxid (DMSO)/tris-Puffer (4 mm) (1:99), 4 mM Ethylendiamintetra-
essigsiure (EDTA)] und verschiedenen pH-Werten bei 37 °C 12 h mit 10 nM 1 oder
2inkubiert. Zur Elektrophorese wurde einprozentige Agarose mit einem Zusatz von
Ethidiumbromid verwendet. Spuren 1,4, 7 und 10: Kontrolle. Form 1: superspirali-
sierte DNA; Form 11: entspannt-ringformige DNA (nicked DNA); Form I11: line-
are DNA.

Wie der Naturstoff 219- 19161 sollte Calicheamicin 6! 1 TCCT-,
CTCT- und TTTT-Sequenzen auf der DNA-Helix erkennen
und spalten. Der Oligosaccharidteil dieser Molekiile ist fiir die
molekulare Erkennung verantwortlich; er bindet fest und selek-
tivl17- 18 ap die genannten Sequenzen in der kleinen Furche der
Doppelstrang-DNA (Abb. 3). Die Erwartung wurde in der Tat

Abb. 3. Computererzeugtes Kalottenmodell von Calicheamicin # 1, das in der
kleinen Furche einer DNA-Doppelhelix an eine TCCT-Sequenz bindet (Sybyl-
Molecular-Modelling-Programm; Modellierung und Photographie von Manos
Pitsinos, University of California, San Diego, und The Scripps Rescarch Institute).
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bestétigt: Die Verbindungen 1 und 2 wurden mit synthetischen
Ikosanucleotiden (20meren), die TCCT-, TTTT- oder CTCT-
Sequenzen enthielten, inkubiert (Abb. 4 A—C); auch hier ist be-
merkenswert, dafl 1 in Abwesenheit von Additiven wirksamer
ist als der Naturstoff 2. Die Zugabe von f-Mercaptoethanol
drehte diese Reihenfolge wie erwartet um.

Die Wirksamkeit von Calicheamicin 8] 1 wurde anhand einer
Vielzahl von Zellinien erprobt. Die Auswahl reichte von der
relativ unempfindlichen Melanomzellinie SK-MEL 28 bis hin
zu der hochempfindlichen Leukidmiezellinie MOLT-4 und ent-
hielt auch einige nichttransformierte Zellinien (Tabelle 1). In
einigen Fillen ist die synthetische Verbindung 1 wirksamer als

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 2 © VCH Verlagsgeselischaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Abb. 4. Autoradiogramme denaturierender Gele. Gezeigt wird die selektive Spal-
tung doppelstringiger, am 5'-Ende markierter Tkosanucleotid-DNA (20mer), die
A)eine TCCT/AGGA-, B) eine TTTT/AAAA-und C) eine CTCT/GAGA-Sequenz
enthélt. Die DNA wird selektiv an der gekennzeichneten Tetranucleotid-Sequenz
gespalten. Methoden: Die synthetische Doppelstrang-DNA (100 pm, Operon Tech-
nologies) wurde in Lsung bei verschiedenen pH-Werten inkubiert: mit 400 uM 2
oder 1 (Spuren 5-8 bzw. Spuren 9~12) 4 h und mit 1 pM 2 oder 1 (Spuren 14 bzw.
15) erst 20 min, dann wurde B-Mercaptoethanol (5 mM) zugegeben und weitere
15 min inkubiert. Spuren 1-4 und 13 sind Kontrollen. Alle Inkubationen fanden bei
37°Cin 50 mM Tris - HCl-Puffer/DMSO (97:3)-Lésungen statt, und die DNA jeder
dieser Reaktionsmischungen wurde durch Elektrophorese aufgetrennt und durch

Autoradiographie nachgewiesen.

Tabelle 1. Die Cytotoxizitiit [a] der Calicheamicine & und ¥}, 1 bzw. 2, fiir diverse

nichttransformierte und Krebszellinien.

Zelltype Zellinie ICsp (M)

1
Krebszellinien
Brustkrebs BT-549 <1012 1.0x10°°
Pankreascarcinom CAPAN 1 <1072 1.3x10°°
Lungenkrebs H322 1.0x107° 1.7x1078
B-Zell-Leukdmie HL-60 <1072 <10712
T-Zell-Leukédmie MOLT-4 <ip~12 <0712
Coloncarcinom HT-29 <1072 7.0x10°°
Brustkrebs MCF-7 1.2x1071 41x10"¢
Ovarcarcinom OVCAR-3 <1012 22x107°
Lungenkrebs UCLA-P-3 <1012 1.7x10°°
Prostatacarcinom PC-3 <1072 44x107°
Weichteilcarcinom SIHA <1071 6.7x 10710
Melanom SK-MEL 2§ <107!2 1.6x107°
metastasierendes Melanom M24 MET <1072 1.0x107°
ZNS-Carcinom U251 99x10~° 11x107°
Nebennierenrindencarcinom 786-0 <10™!2 1.0x 1078
nichttransformierte Zellinien
Ovar des chinesischen Hamsters CHO 43x107° 1.2x107°
menschliches Brustepithel HMEC <1p712 1.0x107°
menschliche Hautfibroblasten =~ NHDF <1012 1.0x10~°
periphere Blutlymphoblasten RPMI 7666 <10712 1.6x10°°

[a] Die Cytotoxizitdt wurde mit dem Sulforhodamin-B-Test ermittelt (siche Lit.
[20]). Der IC,-Wert ist die Molaritit, bei der 50% der Zellen unter standardisierten
Gewebekulturbedingungen (37°C, 5% CO,-Gehalt der Luft) noch 72 h noch be-

weglich sind.
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das natiirlich vorkommende Calicheamicin y! 2. Vergleichende
Experimente mit anderen hoch cytotoxischen Substanzen, z.B.
MRA-CN!®1 ynd Ricin!™ (die Ergebnisse werden hier nicht im
Detail beschrieben), ergaben eine gleichartige oder hoéhere
Wirksamkeit der Verbindung 2. Besonders bedeutsam ist die
starke Wirkung dieser Verbindung auf Brust-, Colon-, Prostata-
und SK-MEL-28-Melanomzellinien.

Um weiteren Einblick in den Wirkmechanismus von 1 zu
erhalten, wurden Zellen mit den Verbindungen 1 und 2 behan-
delt und danach auf Anzeichen von Apoptose!® 11 untersucht.
An MOLT-4-Leukimiezellen, die geringen Konzentrationen
von 1 und 2 ausgesetzt worden waren, konnten tatsichlich die
typischen Anzeichen der Apoptose (verdichtetes Chromatin
und DNA-Abbau zu Nucleosomenfragmenten) festgestellt wer-
den (Abb. 5). Die apoptotische Morphologie war bei Verwen-
dung des Calicheamicins 1 stirker ausgeprégt als bei der der
natiirlich vorkommenden Verbindung?2 (Abb. 5F und D).
Obendrein wurde, unter gleichen Bedingungen, von Verbin-
dung 1 ein groBerer Anteil der Zellen (ca. 66 %) angegriffen als
von Verbindung 2 (ca. 28 %). Der verstarkte Angriff fithrte auch
zu einem ausgepragteren DNA-Abbau (Abb. 5G und E).

E F G

I3

Abb. 5. Verinderung der Zell-Morphologie durch Apoptose und Abbau der Kern-
DNA, beides verursacht durch Calicheamicin 8 und v!, 1 bzw. 2. A) Molekular-
gewichtsmarker, bestehend aus Multiplen eines 123-Basenpaarfragments der Firma
Gibco BRL. B) Unbehandelte MOYT-4-Leukidmiezellen. C) Aus unbehandelten
MOLT-4-Leukéimiezellen extrahierte DNA. D) MOLT-4-Zellen, die mit 1071 m 2
behandelt wurden. E) DNA, dic aus mit 10~% M 2 behandelten MOLT-4-Zellen
extrahiert wurde. F) MOLT-4-Zellen, die mit 107'°m 1 behandelt wurden.
G) DNA, die aus mit 10™® m 1 behandelten MOLT-4-Zellen extrahiert wurde, Me-
thoden: Losungen von Calicheamicin 1 oder 2 in DMSO (1073 M) wurden mit
Kulturmedium zu den entsprechenden Konzentrationen verdiinnt und zu den Zell-
kulturen gegeben. MOLT-4-Zellen (10°) wurden mit 1 und 2 in Konzentrationen
von 107'Y M zur Untersuchung der Apoptose und von 10~ % M zur Untersuchung
des DNA-Abbaus inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 4 k bei 37 °C wurden
die Zellen geerntet und, wie in Lit. [18] beschrieben, weiterverarbeitet, um die durch
Apoptose veranderte Zell-Morphologie und den DNA-Abbau bildlich darzustellen.

Die hier beschriebenen chemischen und biologischen Befunde
demonstrieren die Leistungsfihigkeit der Organischen Chemie;
heute lassen sich komplizierte Molekiile mit einer spezifischen
biologischen Wirkung planen und synthetisieren. Die Totalsyn-
these von Calicheamicin & 1und die Erforschung seiner Eigen-
schaften — 1 spaltet hochwirksam und selektiv DNA, 16st Apop-
tose aus und ist cytotoxisch — tragen zu unserer Kenntnis der
DNA-Spaltung und des Zelltodes bei. Anwendung konnte die
Verbindung 1 beim spezifischen Schneiden von DNA und in der
Apoptoseforschung finden. Als hochwirksame cytotoxische
und mdglicherweise cancerostatische Substanz verdienen 1 und
andere neue Calicheamicin-Derivate weitere Untersuchung.
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Struktur eines tumorhemmenden
Bipyridyl-Kronenether-Platinkomplexes **

Andreas Gund und Bernhard K. Keppler*

cis-Diammindichloroplatin(ir) 1 (Schema 1) hat unter dem
Namen Cisplatin in der Krebstherapie schon lange groBe Be-
deutung. Auch einige Derivate dieses Stammkomplexes wie
Iproplatin und Carboplatin!!! wurden schon klinisch angewen-
det. Neuerdings versucht man unter anderem, durch Kopplung
mit Carriermolekiilen Cisplatin und andere pharmakologisch
wichtige Verbindungen bestimmten Geweben im Korper besser
zuginglich zu machen, um so eine bessere Wirkung zu erreichen
(,,drug targeting’). So konnten z.B. durch Bindung von Cis-
platin an Phosphonséduren, die eine hohe Affinitit zur anorgani-
schen Knochenmatrix Hydroxylapatit aufweisen, dort eine ho-
here Anreicherung und somit eine bessere therapeutische Wirk-
samkeit an Knochentumoren erzielt werden.

Das Ziel verminderter Nebenwirkungen bei gleicher Wirk-
samkeit soll auch durch eine verbesserte Loslichkeit der Kom-

[*] Priv.-Doz. Dr. Dr. B. K. Keppler, Dipl.-Chem. A. Gund

Anorganisch-chemisches Institut der Universitit
Im Neuenheimer Feld 270, D-69120 Heidelberg
Telefax: Int. + 6221/56-4955

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Krebshilfe, Dr.-Mildred-Scheel-Stif-
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