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Methylgruppcn durch eine o-Wechselwirkung zustande kommt (l la].  Die im 
Text gegebene Erkllrung, die sterische Wechselwirkungen annimmt. ist wahr- 
scheinlicher, da eine ihnliche exo-Bevorzugung be1 r-Halogenacrylsiuren ge- 
fundcn wurdc (siehe [lo]). Ebenso wurde kiirdich iiber die Lewis-Siure-abhan- 
gige Stcuerung der endoje-~o-selektivitat in einer Hetero-Diels-Alder-Reaktion 
berichtet: L. F. Tietze, C. Schneider. Sl;nLrL 1992, 755. 

[13] K. Mikami. M. Terada, Y. Motoyama. T. Nakai, Tetmhedron Asjwznaetrj 1991, 
2, 643. 

1341 E. J. Corey, M. C. Desai, Telrahedron Lefr. 1985, 26, 5747. 
[I51 E Benington, R. D. Morin. L. C. Clark, Jr., J Org. Chem. 1955, 20, 102. 
[I61 S. Nahm, S. M. Weinreh, Tetrahedron Len. 1y81. 22, 3815. 
[17] S. P. Tanis, Y M. Abdallah, Swth.  Comntun. 1986, 251. 
[18] Kristallstrukturanalyse von8: C,,H,,O,. triklin. RaumgruppePl (Nr. 2),n = 

9.9014(6), b =10.322(1), c =12.188(1) A. x = 85.161(7), f i  = 69.095(6), 7 = 
87.714(7)". V=i159.4(4)BL3,Z=2,eber. =1.193 gcm-',p(Mo,) = 0.8 cm 
4548 Reflexe, davon 4294 unabhingig, 2526 Reflexe verfeinert (1 > 30(I)) ,  
R = 0.045, R, = 0.055. Restelektronendichte < 0.15 c k ' ,  Enraf-Nonius- 
CADCDiffraktometer, Mo,,-Strahlung, 20,,, = 50". Strukturbestimmung 
mit Direkten Methoden (MITHRIL). simtliche Wasserstoffatomc wurden auf 
berechneten Positionen einbezogen. ausgenommen die der Methylgruppen: je 
ein Wasserstoffatom wurde in der Differenzkarte positioniert und damit die 
Position der beiden anderen festgelegt. Weitere Einzelheiten zur Kristallstruk- 
turunlersuchung konnen heim Direktor des Cambridge Crystallographic Data 
Centre, 12 Union Road, GB-Camhridge CB2 lEZ, unter Angahe des vollstin- 
digen Literaturzitats angerordert werden. 

[19] Obwohl uns keine Probe des Naturstoffzum Vergleich zur Verfugung stand, ist 
unsere Zuordnung mil der krislallographisch belegten Struktur von 8 und 
durch die vollstandige Ubereinstimmung der Hochfeld-'H- und -"C-NMR- 
Daten des synthetisierten 1 mit denen aus der Literatur abgesichert. 
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micin fur die DNA-Erkennung : Vergleich der 
DNA-Spaltungsaktivitat von enantiomeren 
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Die Antitumorwirkung des naturlich vorkommenden Wirk- 
stoffs Calicheamicin y: 1 beruht wahrscheinlich auf der effizien- 
ten hochsequenzselektiven Doppelstrang-Spallung von Duplex- 
DNA''. ']. Der Wirkstoff setzt sich aus einer Aryltetrasaccha- 
rid-Kohlenhydrat- und einer Endiin-Aglycon-Einheit zusam- 
men. Das Aglycon Calicheamicinon wurde von uns als Racemat 
(2/3) ~ynthetisiert[~]; Nicolaou et al. stellten spater das naturlich 
vorkommende Enantiomer 3 herL4]. 

Calicheamicin y', reagiert mit superspiralisierter Phagen-DNA 
unter Doppel- und Einzelstrang-Spaltung im Verhaltnis 1 :2[']. 
Die Fahigkeit zu genau festgelegten Doppelstrang-Schnitten ist 
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bei diesem Endiin-Wirkstoff ausgepragter als bei vielen anderen 
DNA-Spaltungsreagentien[61. Beim racemischen Aglycon 2/3 ist 
diese Fahigkeit drastisch reduziert['I und die Sequenzselektivi- 
tat von 1 verlorengegangen. Das Verhaltnis von Doppelstrang- 
zu Einzelstrang-Spaltungen betragt bei 2/3 ca. 1 :3OI5I. Unter 
Bedingungen. bei denen die Endiineinheit reduktiv cyclisiert 
wird, tritt nur eine 1Opr07. Ubertragung von Wasserstoff von 
der DNA auf das Aglycon auf[']]. Bei 1 wird hingegen ein 80- 
90proz. Einbau von Wasserstoff aus Desoxyriboseresten bei der 
reduktiven Aromatisierung gefundenr7I. 
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2 K=SSSMe 
4 R=AcS 

3 R=SSSMe 
5 R=AcS 

Durch Vorinkubation von hea re r  Duplex-DNA mit dem 
Methylglycosid des Aryltetrasaccharidbausteins des Calichea- 
micins, 6LS1, und Inkubation mit racemischem Calicheamicinon 
lie13 sich das im wescntlichen einheitliche Spaltungsmuster, das 
ohne das Saccharid 6 gefunden wurdefgl, beeinflussentgal. Ahnli- 
ches gilt fur das Racemat der S-Acetate 415 auch. Im Gegensatz 
zu Calicheamicinon, dessen Wirkung auf der Trisulfidgruppe 
beruht, ist das Thioacetat-Racemat 4/5 bei pH 8 fur die Diylbil- 

b H  
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dung bereits aktiviert; ein zusatzliches Reduktionsmittel ist 
nicht erforderli~h[~]. Im folgenden beschreiben wir Versuche zur 
Aufklarung der Beitrage der Enantiomere 4 und 5 zur Doppel- 
strang-Spaltung und zur Sequenzselektivitat, die bei den Unter- 
suchungen mit dem Racemat gefunden worden warenL5]. 4 und 
5 wurden durch Totalsynthesen enantiomerenrein hergestellt 
und in die Calicheamicinone 2 und 3 uberfiihrt[l0. "I. 

Die Kinetik der Spaltung von superspiralisierter Phagen- 
DNA wurde bestimmt, indem das Enantiomer rnit der naturli- 
chen ( 5 )  und das rnit der unnaturlichen Konfiguration (4) rnit 
DNA inkubiert wurde. Abbildung 1 zeigt das unterschiedliche 
AusmaD der Doppelstrang-Spaltung. Uberraschend war, daD 
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Abb. 1. Unterschiedliches Ausmal3 der Doppektrang-Spdltung durch die enantio- 
meren Aglycone 4 (unten) und 5 (oben), (Agarose-Gelchromatogramme, links). 
Superhelicale @X174-(RFI)-DNA ( 4 0 ~ ~  an Nucleotiden) wurde mit 0 . 2 m ~  5 oder 
4 in 5Omu Tns(hydroxymethyl)aminomethan(TRIS)-Puffer (pH 8.0) bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurden Aliquote (3 pL) der Reaktionsmi- 
schung 7u 3 p L  Farbstofflosung (0.02% Bromphenolblau in 80proz. Glycerin) ge- 
geben und anf einer l %-Agarosegelplatte in 1X-TAE-Puffer ( 4 0 m ~  TRIS. 
HOAc12m~ EDTA) bei 6 8 Vcm-' getrennt. Die Chromatogramme wurdcn in 
einer 1.3 pgmL- Ethidiumbromidlosung entwickelt und photographiert (Pola- 
roid-665-Film). Die Negative wurden rnit einem Densitometer 1650 (Hoefer) ausge- 
wertet. Die durchschnittliche Zahl der Einzekstrdng- (Nl) und der Doppelstrang- 
Bruchstucke (N2) pro Molek3 wurde berechnet [ 5 ] ,  wobei eine Poisson-Verteilung 
fur die aus der Form-I-DNA (superspiralisiert) gebildeten Spaltungsprodukte Form 
I1 (,,nicked circular") und Form 111 (linear) angenommen wurde. Fur die ersten 
5 - 7  min der Reaktion ist die Beniehung zwischen N3 und N2 linear (oben bzw. 
unten rechts), und die Steigung der Geraden entspricht dem Verhaltnis der durch- 
schnittlichen Zahl von Doppelstrang- zu Ein7elstrang-Bruchstiicken pro Molekul. 
Spur 1 :  unbehandelte DNA; Spuren 2-9: Reaktion nach 1,2, 3, 5, 7,10, 15 bzw. 
20 min. 

das unnatiirliche Enantiomer 4 rnit einem Verhaltnis der Dop- 
pelstrang- zur Einzelstrang-Spaltung von ca. 1 : 20 hierbei vier- 
bis funfmal effektiver als das naturliche Enantiomer 5 war (Ver- 
hiltnis von ca. 1 :90, gleiche Konzentration). Die Gesamtge- 
schwindigkeit der Spaltung, die Summe der Geschwindigkeiten 
der Einzel- und der Doppelstrang-Spaltung, war bei den Enan- 
tiomeren nicht unterschiedlich groI3. 

Die Thioacetate 4 und 5 sind zwar bessere DNA-Doppel- 
strang-Spaltungsreagentien als andere Wirkstoffe, aber langst 
nicht so aktiv wie Calicheamicin selbst. Daher schlagen wir hier 
kein detailliertes Model1 der reproduzierbar unterschiedlich ef- 
fektiven Doppelstrang-Spaltung durch die beiden Enantiomere 

vor. Ein Erklarungsansatz["] geht von hydrophoben Taschen in 
der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix aus, in denen 4 besser 
als 5 in einer fur die Spaltung erforderlichen Konformation ge- 
bunden werden kann. Die enantioselektive Wechselwirkung von 
Liganden ~ allerdings nicht Endiinen - rnit Oligonucleotiden als 
Wirtmolekiilen wurde schon fruher von Barton et al.1131 und 
kiir~lich von Boger et al. disk~tiert"~].  

Wenn die Phagen-DNA vor Zugabe des Aglycons rnit dem 
Methylglycosid 6 ( 5  PM) inkubiert wurde, verringerte sich das 
Verhaltnis von Doppelstrang- zu Einzelstrang-Spaltung sowohl 
bei 4 als auch bei 5 (auf ca. 1 : 50 bzw. ca. 1 : 200, Abb. 2 ) .  Mogli- 
chenveise bindet die Phagen-DNA das Saccharid bevorzugt an 
Stellen, die ansonsten bei der Doppelstrang-Spaltung vom Agly- 
con angegriffen wiirdenl' *I .  Das unnatiirliche Enantiomer 4 ist 
also auch unter diesen Bedingungen besser zur Doppelstrang- 
Spaltung geeignet als 5 .  
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Abb. 2. Cbirale Bevorzugung der Aglycone 4 (unten) und 5 (oben) in Gegenwart 
des Saccharids 6 bei der Doppelstrang-Spaltung von DNA (Agarose-Gelchromato- 
gramme, links), Redktionsbedingungen siehe Legende zu Abbildung 1, daruber 
hinaus wurde die DNA mit 5 p~ 6 15 min vor der Zugabe von 5 oder 4 vorinkubiert. 
Answertnng und Erlluterung zu dcn Diagrammen (rechts, Fehlerbereich f 15 %) 
siehe Legende zu Abbildung 1 .  Spur 1 : unbehandelte DNA und 6 ;  Spuren 2 -  9: 
Reaktion ndch 1, 4, 7, 10, 15. 20, 25 bzw. 30 min. 

Offensichtlich beeinfluot das Saccharid, wenn es an die DNA 
gebunden ist, die relativen Bindungseigenschaften der beiden 
Thioacetat-Aglycone nicht. Nach Inkubation hea re r  Duplex- 
DNA, die in friiheren Untersuchungen eingesetzt wurde15' 
mit dem Methylglycosid 6 und anschlieBender Zugabe von 4 oder 
5 wird die DNA, wie bei Zugabe des Racemats, an den gleichen, 
d. h. den den Kohlenhydrat-geschutzten Regionen benachbarten 
Stellen bevorzugt gespalten (Abb. 3). Die wichtigste dieser Stel- 
len ist in der CGGA-Sequenz durch Untersteichung hervorgeho- 
ben (siehe auch Abb. 3, rechte untere Klammer). Diese Sequenz 
ist einer der Erkennungsbereiche des Calicheamicins, was beim 
Entwurf des DNA-Fragments berucksichtigt wurder5I. Die quan- 
titative Analyse der gelchromatographischen Befunde (nicht 
wiedergegeben) ergab eine Verstarkung bei den beiden Enantio- 
meren (Spuren 9-12,14-17), die sich nicht von fruheren Ergeb- 
nissen fur das Racemat unterscheidet19a' (Spuren 1-4). Die bei 
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Abb. 3. Sequenzselektivitat der Aglycone 4 und 5 in Gegenwart von an 
DNA gebundenem 6. Die DNA-Sequenz [5,9a] wurde so entworfen, daB 
mehrere Calicheamici n-Spaltungsstellen vorliegen. Das Saccharid und die 
am unteren Strang markierte [3'-32P]Duplex-DNA (,,unterer Strang" be- 
zieht sich auf die Orientierung des Calicheamicins an den Erkennungs- 
stellen) wurden in lOmM TRIS.HCI (pH KO) ,  ImM EDTA, 2% THF 
15 min bei 25°C vorinkuhiert. Die Aglycone 4, 5 oder das Racemat 4/5 
(3.2mu) wurden zugefiigt und die Inkubation fortgesetzt (2  h). Die DNA 
wurde nach der jeweiligen Reaktion mit Ethanol gefillt und elektrophore- 
tisch an einem N 10% denaturierendem Polyacrylamidgel getrennt (auto- 
radiographische Detektion). Spur 1 :  DNA und 415; Spur 2: DNA, vonn- 

Spur4: wie Spur2, jedoch rnit 0 . 5 m ~  6; Spur5: DNA. 5pM 1 und 
Dithiothreit (DTT), nach Reaktion bei Raumtemperatur (5 min); Spur 6: 
A + G-Markergemisch; Spur 7 :  unbehandelte DNA; Spur 8: A + G- 
Markergemiscb: Spur9: DNA und 5; Spur 10: DNA, vorinkubiert rnit 
2 0 ~ ~  6 und 5; Spur 1 1 :  wie Spur 10, jedoch rnit 0.1 mM 6; Spur 12: wie 

A Spur lO.jedochmit0.5mM6;Spur 13:DNA, 5p~ lundDTT,nachReak-  
A tion bei Raumtemperatur (1 5 min) ; Spur 14, DNA und 4; Spur 15 : DNA, 

vorinkubiert mit 2 0 p  6, und 4; Spur 16: wie Spur 15. jedoch mil 0.1 mM 
6: Sour 17: wie Sour 15.  iedoch mit 0.5mM 6: Sour 18:  A + G-Marker- 

T 
T 

f ] ' 
G 
C 
A 

C 
A 
C 

T . kubiert rnit 2 0 p ~  6, und 415; Spur 3:  wie Spur 2, jedoch rnit 0.1 mM 6; 
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gemisch. Die Klammern markieren die in diesen Versuchen benutzten Erkennungsstellen der DNA-Sequenz fiir 1. Die Pfeile weisen auf die Stellen, die durch das Aglycon 
gespalten werden und die den in Gegenwart von Oligosacchariden geschutzten Regionen benachbart sind. 

der Spaltung bevorzugten Stellen (durch Pfeile markiert) sind 
den Bindungsstellen des Calicheamicins yi  benachbart, entspre- 
chen den Spaltungsstellen dieses Wirkstoffs jedoch haufig nicht 
exakt (z. B. Spur 13). 

Der Kohlenhydratbereich ist fur die Erkennung des Wirk- 
stoffs durch die DNA wesentlich. Fehlt eine kovalente Bindung 
zwischen dem Erkennungs- (Saccharid-) und dem Effektorbe- 
reich (Endiinbereich), kann auch das Kohlenhydrat die Unter- 
schiede in der Wechselwirkung zwischen den enantiomeren 
Thioacetaten und DNA nicht uberspielen oder meDbar beein- 
flussen. Es bleibt die Frage, inwieweit die Kohlenhydrateinheit, 
wenn sie kovalent an das jeweilige Enantiomer des Aglycons 
gebunden ist, die Eigenschaften der Endiingruppen der Wirk- 
stoffe beeinflussen kann. 

Die kovalente Anknupfung des ent-Effektors an die natiirliche 
Erkennungsdomane kann selbstverstandlich nur durch die or- 
ganische Synthese gelingen. Ein weiteres, faszinierendes Ziel ist 
die Synthese eines Hybrids aus Effektorbereichen klinisch einge- 
setzter Wirkstoffe und des hochwirksamen Kohlenhydrat-Er- 
kennungsbereiches von Cali~heamicin['~]. Die Ergebnisse erster 
Versuche in dieser Richtung stimmen uns zuversichtlich. 

Eingegangen am 8. Januar 1994 [Z6534] 
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