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Die Entwicklung selektiver Chemotherapeutika zur Krebs-
behandlung ist ein wichtiges aktuelles Gebiet der medizini-
schen Forschung. Ein Ansatz zur Reduktion der h�ufig Dosis-
limitierenden Nebenwirkungen der verf�gbaren Zytostatika
ist die Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy
(ADEPT),[1, 2] bei der in einem bin�ren Ansatz ein Konjugat
aus einem tumorspezifischen Antik�rper und einem Enzym
in Kombination mit einem wenig toxischen Prodrug einge-
setzt wird. Durch das Enzym im Konjugat wird das Prodrug
selektiv im Tumorgewebe unter Bildung einer stark zytoto-
xischen Verbindung gespalten. Die Vorteile des ADEPT-
Ansatzes gegen�ber der Verwendung von Konjugaten aus
Antik�rpern und Toxinen bestehen in der weit besseren
Eindiffusion der gebildeten niedermolekularen Wirkstoffe in
den malignen Tumor, der Abt�tung auch solcher Krebszellen,
an die der Antik�rper nicht bindet, und dem enzymatischen
Ansatz, der mit einer vergleichsweise geringen Menge des
Antik�rpers auskommt. Ein Problem der bisherigen f�r
ADEPTentwickelten Prodrugs war, dass ihre Toxizit�t h�ufig
nur unwesentlich geringer war als jene der daraus gebildeten
Wirkstoffe (QIC50-Wert; QIC50 = IC50 des Prodrugs/IC50 des
Prodrugs in Gegenwart des Enzyms). Dar�ber hinaus war oft
die Wirksamkeit des gebildeten Wirkstoffs nicht ausreichend.
Wir haben daher als Minimalanforderungen einen QIC50-
Wert von > 1000 und einen IC50-Wert des gebildeten Wirk-
stoffs von < 10 nm vorgeschlagen.[3]

K�rzlich ist uns mit den Verbindungen (�)-(1S)-1 und
(+)-(1S,10R)-2 ausgehend von Secoanaloga des nat�rlichen
zytostatischen Antibiotikums Duocarmycin SA ((+)-3 ;[4]

Schema 1) die Entwicklung von Prodrugs gelungen, die mit
QIC50-Werten von 3500 bzw. 4800 und IC50-Werten der ge-

bildeten Wirkstoffe von 16 bzw. 750 pm den genannten Vor-
gaben bisher am besten gerecht wurden.[5,6]

Hier beschreiben wir neue Prodrugs und die daraus ge-
bildeten Wirkstoffe, die mit QIC50-Werten von bis nahezu
1000 000 und IC50-Werten der gebildeten Wirkstoffe von bis
zu etwa 100 fm alle bisherigen Ergebnisse weit in den Schat-
ten stellen.[3,5–7] Die neuen Verbindungen enthalten die glei-
chen Pharmakophore wie (�)-(1S)-1 und (+)-(1S,10R)-2, von
denen hier allerdings jeweils zwei �ber eine Dicarbons�ure
miteinander verkn�pft sind. Die L�nge der verwendeten Di-
carbons�ure hat dabei einen erheblichen Einfluss auf die
biologische Aktivit�t der Prodrugs und der daraus gebildeten
Wirkstoffe.[8]

Die Herstellung der neuen Glycoside (�)-(1’S)-6 a–c (n =

3–5) und (�)-(1’S,10’R)-7a–c (n = 3–5) erfolgte ausgehend
von den enantiomerenreinen N-Boc-gesch�tzten Secover-
bindungen (�)-(1S)-4[6, 9] bzw. (+)-(1S,10R)-5[5, 10] durch Gly-
cosidierung nach der Trichloracetimidat-Methode,[11] an-
schließende BF3·OEt2-vermittelte tert-Butyloxycarbonyl-
(Boc)-Entsch�tzung und Kupplung der gebildeten sekund�-
ren Amine mit den entsprechenden Dicarbons�urechloriden
(Schema 2). Solvolytische Abspaltung der Acetylschutz-
gruppen nach Zempl�n und Pacsu lieferte schließlich die
Galactoside (�)-(1’S)-6a–c (n = 3–5) und (�)-(1’S,10’R)-7a–c
(n = 3–5) in Ausbeuten von 27–55% �ber drei Stufen.[12] Die
entsprechenden Secodrugs (�)-(1’S)-8a,c (n = 3 und 5) und
(+)-(1’S,10’R)-9a–c (n = 3–5) wurden aus (�)-(1S)-4 bzw.

Schema 1. Glycosidische Prodrugs (�)-(1S)-1 und (+)-(1S,10R)-2, ab-
geleitet von dem nat�rlichen zytostatischen Antibiotikum Duocarmy-
cin SA ((+)-3).
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(+)-(1S,10R)-5 durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und
Umsetzung mit den entsprechenden Dicarbons�urechloriden
in 65–80% Ausbeute erhalten. Die Herstellung des Secodrugs
(�)-(1’S)-8b (n = 4) gelang auf diesem Weg �berraschender-
weise weder in akzeptablen Ausbeuten noch in Reinform.

F�r (�)-(1’S)-8b wurde daher eine alternative Synthese-
route ausgehend von (+)-(1S)-12,[6, 13] einer Vorstufe von (�)-
(1S)-4, entwickelt (Schema 3). Zun�chst erfolgte in einer
Transferhydrierung die Abspaltung der Benzylgruppe unter
Bildung des Diols (�)-(1S)-13,[13] das nach Abspalten der
Boc-Schutzgruppe mit Adipoyls�urechlorid gekuppelt wurde.

Dabei wurde ein Gemisch aus (�)-(1’S)-14b
und unterschiedlich acylierten Produkten er-
halten, das jedoch durch Solvolyse in Gegen-
wart katalytischer Mengen NaOMe in MeOH
vollst�ndig in das gew�nschte Diamid (�)-
(1’S)-14b �berf�hrt werden konnte. Im letzten
Schritt wurde durch eine Appel-Reaktion aus
(�)-(1’S)-14 b das gew�nschte Chlorid (�)-
(1’S)-8b gebildet, das durch anschließende
Kristallisation (N,N-Dimethylformamid/Di-
chlormethan) in reiner Form in einer Ge-
samtausbeute von 8% �ber vier Stufen aus-
gehend von (+)-(1S)-12 erhalten wurde.

Die Bestimmung der In-vitro-Zytotoxizit�t
der neuen Verbindungen erfolgte durch einen
an den HTCFA(Human Tumor Colony For-
ming Ability)-Test angelehnten Klonogeni-
t�tstest an humanen Bronchialkarzinomzellen
der Linie A549, der die Proliferationsf�higkeit
einzelner Zellen widerspiegelt. Die Untersu-
chungen (Tabelle 1) lieferten f�r die Prodrugs
(�)-(1’S)-6a-c und (�)-(1’S,10’R)-7a–c in Ge-
genwart von b-d-Galactosidase praktisch
identische Zytotoxizit�ten wie f�r die ent-
sprechenden Secodrugs (�)-(1’S)-8a–c und
(+)-(1’S,10’R)-9a–c. Die damit nachgewiesene
reversible Detoxifizierung bildet die Grund-
voraussetzung f�r einen Einsatz im Rahmen
des ADEPT-Konzepts. In �bereinstimmung
mit fr�heren Ergebnissen zeigten die Seco-
drugs, welche die pharmakophore anti-Methyl-
seco-CBI-Einheit enthalten ((+)-(1’S,10’R)-
9a–c), eine weniger ausgepr�gte Zytotoxizit�t

als die analogen Verbindungen, die �ber eine Seco-CBI-
Einheit verf�gen ((�)-(1’S)-8a–c).[5, 6] Zudem nimmt die Zy-
totoxizit�t der Secodrugs innerhalb dieser zwei homologen
Reihen jeweils in der Reihenfolge n = 3> 5> 4 ab. Hervor-
zuheben ist das Prodrug (�)-(1’S)-6a (n = 3), das einen
QIC50-Wert von 970 000 und in Gegenwart von b-d-Galacto-
sidase eine zytotoxische Aktivit�t im femtomolaren Bereich
(IC50 = 0.15 pm) aufweist.

Die Secodrugs werden unter physiologischen Bedingun-
gen in situ in die entsprechenden Wirkstoffe 10 a–c und 11a–c
(Schema 2) mit einer Spirocyclopropyl-Gruppe wie in (+)-3
�berf�hrt. Wir hatten durch Massenspektrometrie an Oli-
gonucleotiden und CD-Spektroskopie an lebenden Zellen
unter Verwendung der aus (�)-(1S)-1 und (+)-(1S,10R)-2
generierten Secodrugs sowie verwandter Verbindungen
zeigen k�nnen, dass sich die resultierenden Wirkstoffe sehr
schnell in die kleine Furche der DNA einlagern und an-
schließend langsamer sequenzspezifisch einen Adeninrest
alkylieren.[14] Die zytotoxische Aktivit�t von den aus (�)-
(1S)-1 und (+)-(1S,10R)-2 freigesetzten Wirkstoffen ist daher
vermutlich auf eine Stabilisierung des Doppelstranges der
DNA zur�ckzuf�hren, wobei die Alkylierung eine Fixierung
der Molek�le in der kleinen Furche bewirkt. F�r die ver-
gleichsweise hohe Zytotoxizit�t der neuen Secodrugs (�)-
(1’S)-8a–c und (+)-(1’S,10’R)-9a–c sowie von anderen ver-
gleichbaren difunktionellen Wirkstoffen und Hybridstruktu-

Schema 2. Synthese der Prodrugs (a–c) und Secodrugs (d; nicht f�r (�)-(1’S)-8b) sowie
enzymatische Aktivierung der Prodrugs zu den Wirkstoffen (e, f): a) a-Trichloracetimidat
der d-Galactose, BF3·OEt2 (0.5 �quiv.), CH2Cl2, MS (4 �), �10 8C, 3.5 h, dann BF3·OEt2

(3.0 �quiv.), RT, 5.5 h; b) ClCO(CH2)nCOCl (n =3–5), NEt3, DMF, RT, 20 h, danach pr�-
parative HPLC: Kromasil 100 C18 (250 � 20 mm, 7 mm), A= H2O, B = MeOH, Gradient
(A/B) = 30:70!0:100 in 6.5 min; c) NaOMe/MeOH, RT, 2 h, dann pr�parative HPLC:
Kromasil 100 C18 (250 � 20 mm, 7 mm), A= H2O, B =MeOH, Gradient(A/B) = 70:30!
0:100 in 15 min; d) 4n HCl/EtOAc, RT, 3 h, dann ClCO(CH2)nCOCl (n = 3–5), Pyridin,
DMF, RT, 20 h, dann pr�parative HPLC: Kromasil100 C18 (250 � 20 mm, 7 mm),
A = H2O, B= MeOH, Gradient(A/B) =30:70!0:100 in 6.5 min; e) Glycosidspaltung der
Prodrugs zu den Secodrugs durch b-d-Galactosidase; f) In-situ-Winstein-Cyclisierung
der Secodrugs zu den Wirkstoffen unter physiologischen Bedingungen. DMF= N,N-Di-
methylformamid.

Schema 3. Alternative Syntheseroute zu (�)-(1’S)-8b : a) Pd/C/
NH4HCO2, THF, RT, 4.5 h, dann Kristallisation aus n-Hexan/EtOAc,
61%; b) 4n HCl/EtOAc, RT, 100 min, dann ClCO(CH2)4COCl, Pyridin,
DMF, RT, 19 h; c) NaOMe/MeOH, DMF, RT, 4 h, 65% �ber zwei
Stufen; d) PPh3-Harz, DMF/CCl4 (10:1), RT, 7.5 h, dann Kristallisation
aus DMF/CH2Cl2, 19%. Bn =Benzyl.

Angewandte
Chemie

7495Angew. Chem. 2010, 122, 7494 –7497 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


ren[8,15–17] k�nnte dagegen die Bildung von DNA-Intra- oder
DNA-Interstrangvernetzungen (Inter- oder Intrastrand
Crosslinks, ICLs) ohne eine Einlagerung in die kleine Furche
der DNA verantwortlich gemacht werden,[18] da diese Sub-
stanzen keine DNA bindende Einheit f�r eine nichtkovalente
Wechselwirkung mit der DNA wie Duocarmycin SA ((+)-3)
und die aus (�)-(1S)-1 und (+)-(1S,10R)-2 generierten zyto-
toxischen Wirkstoffe aufweisen.

Zur Absch�tzung der Reaktivit�t der neuen difunktio-
nellen Secodrugs gegen doppelstr�ngige DNA sowie zur
Untersuchung von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen wurden
daher die Verbindungen (�)-(1’S)-8a (n = 3), (�)-(1’S)-8c
(n = 5) und (+)-(1’S,10’R)-9a–c (n = 3–5) zusammen mit
verschiedenen doppelstr�ngigen Oligodesoxynucleotiden in
w�ssriger L�sung (1 % DMSO) 24 h bei 37 8C inkubiert und
anschließend mit hochaufl�sender Elektrospray-Ionisation-
Fourier-Transform-Ionenzyklotronresonanz-Massenspektro-
metrie (ESI-FTICR-MS) analysiert.[14] Die ESI-FTICR-MS-
Experimente zeigten bei keiner der untersuchten Verbin-
dungen eine signifikante Bildung von ICLs. Auch eine Ana-
lyse mithilfe von Circulardichroismus lieferte keinen Hinweis
auf eine charakteristische Wechselwirkung der Wirkstoffe mit
den Oligodesoxynucleotiden.[14b] Es ist daher unwahrschein-
lich, dass eine Alkylierung und Vernetzung von doppel-
str�ngiger DNA f�r die hohe Zytotoxizit�t dieser neuen
Verbindungen verantwortlich ist.

Die glycosidischen Prodrugs (�)-(1’S)-6a–c (n = 3–5) und
(�)-(1’S,10’R)-7a–c (n = 3–5), die aus �ber Dicarbons�uren
miteinander verkn�pften Secoanaloga der pharmakophoren
Einheit von Duocarmycin SA ((+)-3) aufgebaut sind, eignen
sich ausgezeichnet f�r den Einsatz im Rahmen des ADEPT-
Konzeptes. Hervorzuheben ist dabei (�)-(1’S)-6a (n = 3), das

mit einem QIC50-Wert von nahezu
1000 000 und einem IC50-Wert des
zugrunde liegenden Wirkstoffs von
0.11–0.15 pm alle bisher bekannten
Verbindungen weit �bertrifft. Be-
achtenswert ist weiter, dass die
biologische Aktivit�t der Verbin-
dungen mit großer Wahrscheinlich-
keit nicht wie erwartet auf DNA-
Intra- oder DNA-Interstrangver-
netzungen zur�ckzuf�hren ist. Die
Ursache der hohen Zytotoxizit�t ist
vermutlich ein anderer, bisher nicht
beschriebener Wirkmechanismus.
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Tabelle 1: Gesamtausbeuten und Ergebnisse des HTCFA-Assays zur Untersuchung der Zytotoxizit�t der
neuen Prodrugs und Secodrugs gegen�ber humanen Bronchialkarzinomzellen (A549).[a]

Verbindung R n Ausb. [%][b] b-d-Galactosidase[c] IC50 [pm] QIC50

(�)-(1’S)-6a H 3 51 � 1.46 � 105 9.7 � 105

(�)-(1’S)-6a H 3 + 0.15
(�)-(1’S)-8a H 3 76 � 0.11
(�)-(1’S)-6b H 4 44 � 1.29 � 105 2.2 � 104

(�)-(1’S)-6b H 4 + 5.8
(�)-(1’S)-8b H 4 <6 (8[d]) � 9.0
(�)-(1’S)-6c H 5 55 � 1.80 � 105 1.4 � 105

(�)-(1’S)-6c H 5 + 1.3
(�)-(1’S)-8c H 5 65 � 1.0
(�)-(1’S,10’R)-7a CH3 3 30 � 3.26 � 105 2.2 � 103

(�)-(1’S,10’R)-7a CH3 3 + 1.5 � 102

(+)-(1’S,10’R)-9a CH3 3 80 � 1.6 � 102

(�)-(1’S,10’R)-7b CH3 4 27 � 5.3 � 106 1.9 � 103

(�)-(1’S,10’R)-7b CH3 4 + 2.86 � 103

(+)-(1’S,10’R)-9b CH3 4 76 � 3.14 � 103

(�)-(1’S,10’R)-7c CH3 5 35 � 3.83 � 107 1.5 � 105

(�)-(1’S,10’R)-7c CH3 5 + 2.6 � 102

(+)-(1’S,10’R)-9c CH3 5 79 � 1.7 � 102

[a] Die Inkubation der Zellen (A549) mit den entsprechenden Substanzen erfolgte f�r 24 h bei 37 8C;
nach anschließender Kultivierung f�r 12 d wurde die relative Klonbildungsrate im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle bestimmt. Die Experimente wurden als Replikate (mindestens drei) von Duplikaten
durchgef�hrt. b-d-Galactosidase: Escherichia coli, 4 U mL�1 [b] Jeweilige Gesamtausbeute bezogen auf
(�)-(1S)-4 oder (+)-(1S,10R)-5. [c] Zugabe von b-d-Galactosidase. [d] Gesamtausbeute bezogen auf
(+)-(1S)-12.
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