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Die Behandlung maligner Tumoren mit den derzeit zur Ver-
fiigung stehenden Chemotherapeutika ist im Allgemeinen
aufgrund einer unzureichenden Differenzierung zwischen
malignem und gesundem Gewebe mit starken Nebenwir-
kungen verbunden. Im Rahmen des ADEPT-Konzeptes
(ADEPT = Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy)-?
haben wir, wie in der vorhergehenden Arbeit beschrieben,
auf der Grundlage der Duocarmycin-Antibiotika das neue
Prodrug (+)-2 entwickelt, das sich durch einen exzellenten
QICs,-Wert von 4800 [QICs, = ICs,*** (Prodrug)/ICs,(Pro-
drug in Gegenwart des Enzyms [-D-Galactosidase)] bei
gleichzeitig hoher Zytotoxizitit des zugrunde liegenden Zy-
tostatikums (+)-3 mit einem ICs,-Wert von 0.75 nM aus-
zeichnet (Schema 1). Aus (4)-2 entsteht durch enzymatische
Umsetzung das seco-Drug (4)-3, aus dem sich in situ das
alkylierend wirkende Drug (4)-4 mit einer Spiro-
cyclopropylcyclohexadienon-Struktureinheit bildet.

Hier beschreiben wir Untersuchungen zur DNA-Alky-
lierungseffizienz des neuen Zytostatikums (4)-3 und ver-
gleichen dessen Reaktivitdt mit derjenigen der weniger toxi-
schen Verbindungen (+)-2 und (—)-3. Die Alkylierung eines
doppel- und eines einzelstridngigen Oligodesoxynucleotids
wurde durch hochauflosende Elektrospray-Massenspektro-
metrie analysiert. Die ESI-FTICR-MS-Messungen (ESI-
FTICR-MS = Electrospray-Ionisation-Fourier-Transform-Io-
nencyclotronresonanz-Massenspektrometrie) erfolgten hier-
bei direkt aus der mit Methanol verdiinnten Reaktionslosung
ohne die bei dhnlichen massenspektrometrischen Untersu-
chungen! bisher notwendige chromatographische Reinigung
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Schema 1. (+)-Duocarmycin SA (1), Prodrug (+)-2, seco-Drug (+)-3
sowie Drug (4)-4.

und Anreicherung der alkylierten DNA. Der gleichzeitige
Nachweis der Substrate, Intermediate und alkylierten Oli-
gonucleotid-Produkte ist von grolem Vorteil, da er direkte
Aussagen iiber die Alkylierungseffizienz, die Selektivitét der
Bindungskniipfung sowie die Art und Menge der in der Re-
aktionslosung vorhandenen Verbindungen ermdoglicht. Des
Weiteren konnte durch Variation der Messbedingungen eine
Fragmentierung der Addukte im Bereich der Alkylierungs-
stelle induziert werden, die eine genaue Lokalisierung der
Bindungsstelle ermdoglichte.!

Gegeniiber anderen Methoden zur Strukturanalyse von
DNA-Drug-Komplexen wie der NMR-Spektroskopie!® und
der Rontgenstrukturanalyse” hat die gewihlte Vorgehens-
weise deutliche Vorteile, da sie eine direkte Messung er-
moglicht, wesentlich schneller ist, nur niedrige Konzentra-
tionen benotigt werden und keine kristallinen Addukte — wie
fiir die Rontgenstrukturbestimmung erforderlich — vorliegen
miissen. Weitere Verfahren zur Bestimmung der Sequenzse-
lektivitdt wie PCR-Stop-Assay, DNAsel-Footprinting und
PAGE nach thermisch induziertem Strangbruch sind we-
sentlich aufwindiger als die hier beschriebene Methode.®

Die hohe Zytotoxizitit von Duocarmycin SA (1) und
verwandten Verbindungen beruht vermutlich auf einer Al-
kylierung von Adenin am N-3-Atom innerhalb AT-reicher
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Bindungsstellen in der kleinen Furche doppelstrangiger
DNA." Fiir die Bindungsstudien mit (+)-3, (—)-3 und (4)-2
wurde die Duplex-DNA 5 mit 15 Basenpaaren (Abbildung 1)

5-d(CGG TC|AATT A|GT CGC)-3' (ON-1) 5
3'-d(GCC AG|T TAAT|CA GCG)-5' (ON-2)

Abbildung 1. Sequenz der ausgewihlten Duplex-DNA 5.

ausgewdhlt. Dieses doppelstrangige Oligonucleotid enthilt
eine Bindungsstelle hoher Affinitét, kann eine kleine Furche
bilden, und auB3er Adenin grenzen die Basen Cytosin, Guanin
und Thymin an die AT-reiche Sequenz.

Eine Losung von 5 in Wasser wurde mit einer Losung der
zu untersuchenden Verbindung in DMSO/Wasser in den
molaren Wirkstoff/DNA-Verhiltnissen von 1:1 und 5:1 ver-
setzt. Unmittelbar nach Mischen der Komponenten sowie
nach 24 h Inkubation bei 25°C wurden jeweils ESI-FTICR-
MS-Messungen im Negativ-lonen-Modus der mit Methanol
im Verhiltnis 1:1 verdiinnten Reaktionslosungen durchge-
fiihrt. Zum Zeitpunkt t=0h (Abbildung 2) wurden fiir das
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Abbildung 2. Dekonvoliertes ESI(—)-HR-MS-Spektrum: (+)-3/5=1:1,
t=0h; Na"-Addukte von ON-1 (@) und ON-2 (0); = Intensitit.

1:1-Gemisch von (+4)-3 und 5 erwartungsgemif nur die iso-
topenaufgelosten Signale der Natrium-Addukte der beiden
einzelstrangigen DNA-Oligonucleotide (ON-1 und ON-2)
sowie das seco-Drug (+)-3 und das Drug (+)-4 nachgewiesen;
nach 24h Inkubation (Abbildung3) konnten dagegen
hauptsichlich die Peaks des kovalent mit dem Drug ver-
kniipften Einzelstranges ON-1 (ON-1*), des Einzelstranges
ON-1 nach Abspaltung der Base Adenin (ON-1-A), des
durch das Drug alkylierten Adenins (6) sowie des Einzel-
stranges ON-2 detektiert werden.[*I%]

Die Bildung des mit (+)-4 verkniipften Adenins (6) lasst
sich durch eine Schwichung der N-glycosidischen Bindung
zwischen der Nucleobase und der Desoxyribose in ON-1*

[*] Weitere Spektren siehe Hintergrundinformationen.
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Abbildung 3. Dekonvoliertes ESI(—)-HR-MS-Spektrum: (+)-3/5=1:1,

t=24 h; Na*-Addukte von ON-1 (@), ON-2 (0), ON-1* (A) und
ON-1—A (m); A=Adenin.

erkldaren, wodurch eine thermische Spaltung zu 6 und dem
Derivat ON-1—A moglich wird (Schema 2).®! Durch Ande-
rung der CapExit-Spannung von —100 auf —150 V konnte
mittels Capillary-Skimmer-Dissoziation zusétzlich die Frag-
mentierung von ON-1—A induziert und damit anhand der
Fragmente ws(ON-1) und a;;—B,,(ON-1) (Abbildung 4) die
Alkylierungsposition im Einzelstrang ON-1 eindeutig be-
stimmt werden (Abbildung 5). Die Fragmentierung von ON-
1—A in ws und a;,—B,, konnte durch CID-MS/MS (Collision
Induced Dissociation) bestdtigt werden. Bei einem Mi-
schungsverhiltnis von (4)-3/Duplex-DNA 5=1:1 wurde
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Schema 2. Spaltung der glycosidischen Bindung in ON-1* unter Ent-

stehung von ON-1—A und 6.
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Abbildung 4. Dekonvoliertes ESI(—)-HR-MS-Spektrum: (+)-3/5=1:1,
t=24 h; Na'-Addukte von ON-2 (0), ON-T* (A), ON-1—A (m),
ws(ON-1) und a;,—B;o(ON-1).
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Abbildung 5. ON-1* und auftretende Fragmentierungen. *: Drug.

ausschlieBlich und nahezu quantitativ der Einzelstrang ON-1
am Adenin A-10 alkyliert. Bei Einsatz eines hoheren (4)-3-
Anteils konnte zusitzlich eine geringfiigige Alkylierung an
Guanin festgestellt werden. Dies entspricht den Befunden der
Untersuchungen mit Duocarmycin SA (1).16!1

Bei der Umsetzung des Prodrugs (4)-2 mit Duplex-DNA
5 in einem Verhiltnis von (4)-2/5=1:1 wurde fast keine
(Abbildung 6) und bei einem Verhiltnis von 5:1 nur eine etwa
10-prozentige Alkylierung gefunden (sieche Hintergrundin-
formationen). Dieses Ergebnis korreliert sehr gut mit der an
humanen Bronchialkarzinomzellen (A549) bestimmten Zy-
totoxizitit des Prodrugs (+)-2, die wesentlich geringer ist als
jene des seco-Drugs (+)-3.8! Die Alkylierung, die bei Reak-
tion von (+)-2 mit 5 an Adenin A-10 im Einzelstrang ON-1
und Adenin A-7 im Einzelstrang ON-2 beobachtet wird
(Abbildung 7), weist zudem darauf hin, dass sich (+)-2 zwar
analog zu dem aus (+)-3 in situ gebildeten (+)-4 in die DNA
einlagert, dass aber wegen der hoheren Flexibilitédt der alky-
lierenden Chlorethyl-Einheit des seco-Prodrugs (4)-2 beide
Oligonucleotide als Nucleophile wirken kénnen. Dies kann
auch als eindeutiger Beleg dafiir gewertet werden, dass die
Alkylierung der DNA durch (4)-3 erst nach Umwandlung in
(4+)-4 erfolgt.

Untersuchungen mit dem enantiomeren seco-Drug (—)-3
ergaben, dass diese Verbindung eine weitaus geringere Al-
kylierungstendenz als (+)-3 aufweist (Abbildung 8); dieses
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Abbildung 6. Dekonvoliertes ESI(—)-HR-MS-Spektrum: (+)-2/5=1:1,

t=24 h; Na*-Addukte von ON-1 (e), ON-2 (0), ON-1—A (m), ON-
2—A (0), ON-1* (a) und ON-2% (4); *: alkyliert durch (+)-2.

5-d(CGG TC[A ATT A|GT CGC)-3' (ON-1)
3-d(GCC AG|T TAA T/CA GCG)-5' (ON-2)

Abbildung 7. Alkylierungspositionen des Prodrugs (+)-2.
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Abbildung 8. Dekonvoliertes ESI(—)-HR-MS-Spektrum: (—)-3/5=1:1,

t=24 h; Na*-Addukte von ON-1 (e), ON-2 (0), ON-1—A (m), ON-
2—A (O), ON-1* (A) und ON-2* (A); =: alkyliert durch (—)-4.

Resultat ist wiederum konsistent mit den Ergebnissen aus den
Zytotoxizititstests.")

In Ergidnzung zu den Messungen an der doppelstréangigen
DNA 5 wurden Untersuchungen der Reaktion von (4)-2,
(+)-3 und (—)-3 mit dem Einzelstrang ON-1 durchgefiihrt.
Nach 24 h Inkubation konnte auch bei einem Wirkstoff-
iiberschuss nur eine vergleichsweise schwache Alkylierung
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festgestellt werden, und es wurden sowohl Guanin als auch
Adenin alkyliert. Die Befunde zeigen eindeutig, dass Selek-
tivitit und Reaktivitit beim Ubergang vom Doppelstrang
zum Einzelstrang stark abnehmen. Dies ist in Einklang mit
dem Befund, dass Duocarmycin SA (1) und analoge Verbin-
dungen eine ungewohnlich geringe Reaktivitdt gegeniiber
konventionellen Nucleophilen aufweisen, aber sehr schnell
mit doppelstrangiger DNA reagieren.!''*12

Die hier beschriebenen ESI(—)-HR-MS-Messungen er-
moglichen direkte Aussagen iiber die Reaktivitdt und Selek-
tivitat DNA-alkylierender Duocarmycin-Analoga. So konnte
gezeigt werden, dass das von uns entwickelte Zytostatikum
(+)-3 eine hohe Alkylierungstendenz und Selektivitit ge-
geniiber doppelstringiger DNA aufweist, aber nur schwach
alkylierend gegeniiber Oligonucleotid-Einzelstrdngen wirkt.
Hervorzuheben ist die vergleichsweise geringe Alkylie-
rungstendenz des Prodrugs (+)-2 und des enantiomeren seco-
Drugs (—)-3, die sehr gut mit der geringeren Toxizitdt dieser
Verbindungen in Zellkultur-Untersuchungen korreliert. Das
am Beispiel der Duocarmycin-Analoga (+)-3, (+)-2 und (—)-
3 erlduterte Verfahren sollte auch dafiir geeignet sein, die
Reaktivitit und Selektivitit anderer DNA-alkylierender
Wirkstoffe abzuschéitzen.

Experimentelles und ausgewihlte Massenspektren sind in
den Hintergrundinformationen zu finden.

Eingegangen am 9. Mirz 2006
Online veroffentlicht am 8. September 2006

Stichworter: Alkylierungen - DNA - Duocarmycine -
Massenspektrometrie
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