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Ein Problem der modernen Krebstherapie 1st die geringe the- 
rapeutische Breite der verfiigbaren Cytostatica. Daher kommt 
es haufig zu schwerwiegenden Nebenwirkungen, die dosislimi- 
tierend sind und moglicherweise auch einen Abbruch der Be- 
handlung erforderlich machen konnen [ll. Ein vielversprechen- 
der Ansatz fur eine selektive Krebstherapie ist die Nutzung 
genetischer und phanotypischer Unterschiede zwischen malig- 
nen und normalen Zellen[21. So haben wir durch In-vitro und 
In-vivo-Untersuchungen festgestellt, daO sich die erhohte Gly- 
kolyserate von Krebszellen bei Hyperglykamie und die damit 
verbundene Senkung des pH-Wertest3] zur selektiven Frei- 
setzung eines Cytostaticums aus einem slurelabilen, nicht- 
toxischen Prodrug im malignen Tumor nutzen Wir be- 
schreiben hier die Synthese neuartiger glycosidischer Prodrugs 
des cytotoxisch hochwirksamen Antibioticums CC-1065 1 ,  die 
durch enzymatische Hydrolyse mit Glycohydrolasen gespalten 
werden. Das Cytostaticum im Tumor kann durch Konjugate aus 
Glycohydrolasen und monoklonalen Antikorpern[” selektiv 
freigesetzt werden, die an tuniorassoziierte Antigene an der 
Oberflache maligner Zellen binden. 

1 

CI 
/ 

2 3 : R 1 = H , R 2 = C H 3  
4: R‘ = CHZPh, R2 = Ph 

[*I Prof. Dr. L. F. Tietze, Dr. R. Hannemann, Dr. W. Buhr. 
Dr. M. Logers, DipLChem. P. Menningen, Dipl.-Chem. M. Lieb, 
Dr. D. Starck, Dr. T. Grote, A. Doring, Dr. [. Schuberth 
Institut fur Organische Chemie der Universitit 
Tammannstrdfie 2. D-37077 Gottingen 
Telefax: Int. + 551/39-9476 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 416) 
und dem Fonds der Chemischen Industrie gefordert. T. G., M. Lo., P. M. und 
D. S. danken dem Fonds fur Doktorandenstipendien. 

Das verwendete Cytostaticum seco-CI[61 3 ist die vereinfachte 
seco-Form der pharmakophoren Gruppe 2 des Antibioticurns 
CC-1065 1, das 1978 erstmals aus Slrepton7yces zelensis isoliert 
wurde und eines der wirksamsten Cytostatica ist[’]. Unsere Un- 
tersuchungen ergaben, daO Verbindungen wie 4, die an der phe- 
nolischen Hydroxygruppe verethert sind, im Vergleich zu 3 eine 
vie1 geringere Cytotoxizitat aufweisen. Es wurden deshalb das 
seco-CI-Galactosid 11 und das seco-CI-Glucosid 12 a hergestellt 
und ihre Cytotoxizitat mit und ohne Zusatz der entsprechenden 
Glycohydrolasen untersucht. 

Das Iodbenzol 5, das in wenigen Stufen aus kommerziell 
erhaltlichem 4-Methoxy-3-nitroanilin zuganglich ist, lielj sich 
durch Heck-Reaktion und nachfolgende Hydroborierung in 
das Indolinderivat 7 uberfiihren (Schema 1). Dieses ergab 
nach mehreren Schutzgruppen-Manipulationen in einer Ge- 
samtausbeute von 70 YO das Phenolderivat 9, das fur die nachfol- 
genden Glycosidierungen eingesetzt wurde. Der etwas umstand- 
liche Schutzgruppen-Austausch an den Hydroxygruppen wurde 
durchgefiihrt, da das fur die Heck-Reaktion erforderliche Sub- 
strat 5 einfach und in sehr guten Ausbeuten zuglnglich ist und 
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Schema 1. Synthese der seco-CI-Glycoside 11 und IZa. a) 1. Pd(OAc),, Ag,CO,, 
PPh,,DMF,3h,25”C;2.BH,~SMe,,THF,3h.OoC;3.NaOH,H,O,.H,O,50”C; 
b) 1. Ac,O, NaOAc; 2. BBr,, CH,Cl,, 24 h, - 15 “C; 3. PhCH,Br, K,CO,, Aceton, 
DMF, 20h, 25°C; c) 1. K,CO,, MeOH, 30min, 25°C; 2. tBuPh,SiCl, NEt,, 
DMAP, 24h, 25 “C; 3. Pd/C, H, (3 bar), Essigester. 16h, 25 “C; d) BF,.Et,O, 4 A 
Molsieb, CH,CI,, 2h, -10°C; e) 1. TBAFISiO,, 20h, 0°C; 2. PPh,, CCI,. 5h, 
50 ‘C, 3. K,CO,, MeOH, 10 min, 25 “C. 
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die Heck-Reaktion rnit dem Benzyloxyderivat 6 nur maI3ige Er- 
gebnisse lieferte. 

Fur die Glycosidierung wurde die Koenigs-Knorr-Reak- 
tionr81, die Umsetzung mit Tetraacetyltrimethylsilylglycosi- 
den in Gegenwart von Triinethylsilyltriflat ['I und die Umwand- 
lung init den Tetraacetylglycosyltrichloracetimidaten nach 
Schmidt" O l  angewendet; das Verfahren nach Schmidt fuhrte zu 
den besten Ergebnissen. Umsetzung von 9 rnit dem Tetraacetyl- 
a-D-galactosyltrichloracetimidat in Gegenwart von Bortrifluo- 
rid-Ether lieferte mit 73 YO Ausbeute und hoher Selektivitat das 
P-D-Galactosid 10 (a-Galactosid < 3 YO); dieses fuhrte nach Ab- 
spalten der Silylschutzgruppe rnit TBAF auf Kieselgel, Uber- 
fuhren der Hydroxymethylgruppe in die Chlormethylgruppe[' 
nach Appel und Abspalten der Acetylgruppen durch Solvolyse 
mit Methanol und Kaliumcarbonat zum gewunschten Prodrug 
11['21. Auf ahnliche Weise konnte das P-D-Glucosid 12a mit 
52 % Gesamtausbeute aus 9 hergestellt werden. 

Da fur die Synthese von 11 und 12a racemisches 9 eingesetzt 
wurde, erhielt man bei der Glycosidierung zwei Diastereomere 
im Verhlltnis 1 : 1, die im Falle des Glucosids auf der Stufe von 
12 b durch Slulenchromatographie an Kieselgel getrennt wer- 
den konnten. Wach Solvolyse der Acetylgruppen und eiizymati- 
scher Spaltung der beiden Diastereomeren von 12 b lassen sich 
die beiden Enantiomere von 9 herstellen und fur die Synthese 
der sero-CI-Glycoside einsetzen. Es wurde hier darauf verzich- 
tet, und die biologischen Untersuchungen wurden mit den 
Diastereomerengemischen von 11 und 12 a durchgefiihrt. 

Die Toxizitat~prufungen['~~ von 3,4,11 und 12a an humanen 
Bronchialcarcinomzellen der Linie A 549[l4] ergaben, daI3 4 na- 
hezu keine Cytotoxizitat aufweist, wahrend 3 rnit einem ED,,- 
Wert von 1.8 ~ L M  erheblich zelltoxisch ist (Abb. 1). Die Analy- 
sen rnit den Glycosiden 11 und 12a fuhrten zu unerwarteten 
Ergebnissen. So schrankten diese Verbindungen in den iiblichen 
Inkubationsmedien trotz der Blockierung der phenolischen Hy- 
droxygruppe die Proliferationsfahigkeit der Zellen signifikant 
ein. Die Uberprufung der Medien auf eventuelle Glycohydrola- 
se-Aktivitaten" 'I, hervorgerufen durch den Zusatz von fetalem 
Kalberserum (FKS) oder des Serumersatzstoffes (Basal Me- 
dium Supplement, BMS), ergaben fur das FKS-Medium eine 
P-D-Galactosidase-Aktivitat von 0.73 mU/mL und eine b-D- 
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Glucosidase-Aktivitat von 1 .OO mU/mL sowie fur das BMS- 
Medium Aktivitaten von 0.03 mU/mL bzw. 0.05 mU/mL. Mit 
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's Medium) ohne Zusatz 
von FKS oder BMS waren dagegen weder eine Galactosidase- 
noch eine Glucosidase-Aktivitat festzustellen (Abb. 2). Kon- 
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Abb 2 fi-wGalactosidase- und 8-o-GIucoslddse-Aktlvltdt in unterschledhchen 
Medien 

trollversuche ergaben, daI3 das Zellwachstum nicht beeintrach- 
tigt wird, wenn man den Zellen vor und nach dem 24-stundigem 
Entzug von FKS oder BMS fiir die Dauer der Exposition mit 11 
und 12 a erneut supplementiertes Kulturmedium anbietet. 

ErwartungsgemaD wird rnit 11 und 12a in nichtsupple- 
mentiertem DMEM die Proliferation nicht signifikant ge- 
hemmt, wahrend sich die toxische Wirkung der Prodrugs in den 
anderen Medien rnit den jeweiligen Enzymaktivitaten korrelie- 
ren lieR (Abb. 3). Mit DMEM, das mit BMS angereichert war, 
wurde fur das seco-CI-Galactosid 11 ein ED,,-Wert von 62 p~ 
und fur das seco-CI-Glucosid 12a ein ED,,-Wert von 14 p~ fest- 
gestellt ; dies spiegelt die hohere Aktivitat oder Konzentration 
der P-o-Glucosidase im Vergleich zur P-D-Galactosidase wider. 
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Abb. 3. In-vitro-Cytotoxizitat von 11 (A) und 12a (B) auf die Zellinie A549 in unterschiedlichen 
Medien bei 24stundiger Inkubationsdauer des Toxins: m DMEM, DMEM +lo% BMS, 
A DMEM + 10% FKS, DMEM + 0.2 U/mL fl-D-GdkKtOSidaSe; c: Konzentration; R :  rela- 
tive Klonbildungsrate. 
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Mit DMEM (unter Zusatz von 10% FKS) wurde ein ED,,- 
Wert von 3.6 ~ L M  fur 11 ermittelt. Eine ahnliche toxische Wir- 
kung auf die Tumorzellen (ED,, = 3.3 p ~ )  tritt auch bei geziel- 
ter Zugabe von 0.2 U/mL P-D-Galactosidase zum seco-CI- 
Galactosid 11 im Inkubationsmedium DMEM auf, da 11 in 
beiden Medien schnell unter Freisetzung von 3 gespalten wird. 

Das cytotoxisch hochwirksame seco-CI-Derivat 3 des Anti- 
bioticums CC-1065 1 kann durch Uberfuhrung in 0-Glycoside 
effektiv detoxifiziert werden; durch enzymatische Spaltung der 
Glycoside kann die Cytotoxizitat wieder generiert werden. In- 
vivo-Experimente mit den Prodrugs unter Verwendung der 
Konjugate aus Glycohydrolasen und monoklonalen Antikor- 
pern sind Gegenstand unserer aktuellen Arbeiten. 

Experimentelles 
Adhirent wachsende Zellen einer humanen Tumorzellinie wurden in den Konzen- 
trationen lo2, lo3, 10' und lo5 Zellen/KavitHt in Triplikaten in 6-Multiwellplatten 
ausgesdt und mit frisch verdiinnter Prufsubstanz in unterschiedlichen Konzentratio- 
nen inkuhiert. Als Losungsverinittler diente DMSO (Endkonzentration 0.2%). 
Nach einer Expositionsdauer von 24h wurde die Priifsubstanz entfernt, und die 
Zellen wurdeii mit frischem Kulturmedium versehen. Nach 12d Kultivierung bei 
37°C und 7.5% COz in Luft wurde das Medium abgesaugt; die Klone wurden 
getrocknet, anschlieBeiid mit Lofflers Methylenblau angefirbt und makroskopisch 
ausgezihlt. Die relative Klonbildungsrate wurde nach folgender Formel bestimmt: 
relative Klonbildungsrate [%I = (Zahl der Klone nach Exposition)/(Zahl der Klone 
in der Kontrolle) x 100. 
Die Zellen furdieToxlzitatstests wurden in Staminkulturen bei 37 "C und 7.5 YO C 0 2  
in Luft in DMEM (Biochrom) kultiviert, dds rnit 4 mM L-Glutamin (Gibco), 44 mM 
NaHCO, (Biochrom) und 10% fetalem Kilberserum FKS (inaktiviert durch Hitze. 
30 min bei 5 6 T ,  Gibco) supplementiert war. Wihrend der Exposition der Zellen 
mit den Priifsubstanzen wurden unterschiedliche lnkubationsmedien eingesetzt. 
Das Grundmedium DMEM enthielt entweder (a) 4 mM i,-Glutamin und 44 mM 
NaHCO, oder (b) zusatzlich 10% BMS (Biochrom) oder (c) zusatzlich 10% FKS 
oder (d) zusiitzlich 0.2 UjmL B-D-Galactosidase (G 5635 Sigma). 
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Stichworte: Cytostatica Enzyme 8-Galactosidase P-Glucosi- 
dase * Heck-Reaktionen 
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Das wachsende Interesse an Technologien, die auf molekula- 
ren Vorgangen beruhen"', regt derzeit die intensive Erforschung 
von funktionalen Molekiilen an, wozu molekulare Drahter2* j l ,  
DiodenL4. 'I, Lichtumwandler161 und Schalter['- l4] zahlen. 
Kiirzlich wurden einige molekulare Schalter vorgestellt, die auf 
aul3ere Impulse wie Photonen, Protonen oder Elektronen rea- 
gieren. Beispiele sind photochrome Stoffe, die reversible, lichtin- 
duzierte Cyclisierungeii eingehen" 'I, Rotaxane, bei denen 
Makrocyclen auf einem stabformigen Molekul hin- und her- 
wandern" 21, Catenate, bei denen Redoxprozesse eines Gastions 
Schwingbewegungen der beiden Ringe relativ zueinander aus- 
 loser^[^^] und dreistrangige Helices, bei denen eine elektronen- 
induzierte Wanderung eines Eisenatoms von einem Hohlraum 
in den Nachbarhohlraum a ~ f t r i t t ' ' ~ ~ .  Hier stellen wir einen neu- 
artigen Redoxschalter vor, der zwei Zustande einnehmen kann, 
zwischen denen durch Ligandenaustauschprozesse hin- und her- 
geschaltet wird. Kernstuck dieses Schalters ist ein Molekul, das 
zwei Satze von ionenbindenden Gruppen aufweist : einen Satz 
harte und einen weiche Tonen bindende Gruppen. Diese sind an 
einem Calix[4]arenring[' 51 alternierend angeordnet, so daf i  sie 
entweder einen Innenraum bilden, in dem harte Ionen gebunden 
werden oder einen, der weiche Ionen komplexiert. Es kann je- 
weils nur ein Innenraum gleichzeitig existieren. Calix[4]aren 
wurde als Anker gewahlt, da es beide Satze der ionenbindenden 
Gruppen auf dieselbe Seite des Ringes dirigiert, was es beiden 
ermoglicht, sich durch eine Drehbewegung einander zu nahern. 
Nach Beladen mit Fe"'-Ionen treten die beiden harte Ionen bin- 
denden Gruppen, Hydroxamate, zusammen, um das harte Me- 
tallion zu koordinieren, wahrend die weichen Gruppen sich von- 
einander entfernen. 
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