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Die Chemotherapie maligner Tumoren ist eine der großen
Herausforderungen der modernen Medizin. Sie ist im Allge-
meinen mit starken Nebenwirkungen verbunden, da die Se-
lektivit"t klassischer Zytostatika haupts"chlich auf dem Un-
terschied der Proliferationsraten maligner und normaler
Zellen beruht. Dieser ist jedoch insbesondere im Vergleich
mit Zellen des h"matopoetischen Systems, des Intestinal-
traktes und der Haarfollikel nur gering. Das Ziel einer mo-
dernen Krebstherapie muss daher die gezielte Zerst,rung der
malignen Zellen ohne Beeintr"chtigung der Normalzellpo-
pulation sein. Die Grundlage des von uns verfolgten Ansatzes
f/r eine selektive Krebsbehandlung ist die „Antibody
Directed Enzyme Prodrug Therapy“ (ADEPT), bei der im
therapeutischen Bereich untoxische Verbindungen (Pro-
drugs) gezielt im Krebsgewebe enzymatisch in hochtoxische
Zytostatika /berf/hrt werden.[1, 2] Bei diesem bin"ren Ansatz
wird die Selektivit"t durch die Verwendung monoklonaler
Antik,rper erreicht, die an tumorassoziierte Antigene binden
und die kovalent mit dem entsprechenden Enzym verkn/pft
sind. Andere Ans"tze f/r eine selektive Krebstherapie beru-
hen unter anderem auf dem Einsatz von Immunkonjugaten,[3]

Angiogeneseinhibitoren,[4] Antitumor-Vakzinen,[5] Kinase-
Inhibitoren[6] sowie Konjugaten aus Neuropeptiden und
einem Antitumorwirkstoff.[7]

F/r das ADEPT-Konzept definieren wir auf der Basis
unserer bisherigen Arbeiten, die bis in das Jahr 1985 zu-
r/ckreichen, als wesentliche Kriterien, dass das aus dem
Prodrug gebildete Zytostatikum einen IC50

[***] < 10 nm
aufweisen muss und dass das Verh"ltnis der unterschiedlichen
Toxizit"ten von Prodrug und Drug, das wir als QIC50 defi-
nieren, den Wert 1000 /bersteigen sollte (QIC50= IC50(Pro-
drug)/IC50(Prodrug + spaltendes Enzym)).[8]

Hier beschreiben wir das neue Prodrug (+)-2a f/r eine
selektive Krebstherapie, das auf der Basis der zytotoxischen
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Duocarmycin-Antibiotika, z.B. Duocarmycin SA (1), entwi-
ckelt wurde und das nicht nur die aufgestellten Kriterien er-
f/llt, sondern wegen seines exzellenten QIC50-Wertes, seiner

guten Wasserl,slichkeit und seiner einfachen Synthese alle
bisher von uns[1b,c,9] und anderen[1,10] hergestellten Prodrugs
/bertrifft.

Duocarmycin SAwurde aus StreptomycesDO-113 isoliert
und hat einen IC50-Wert von 10 pm (Krebszelllinie L1210);[11]

das f/r die biologische Wirkung erforderliche Spiro-
cyclopropylcyclohexadienon-System kann sich in situ aus der
entsprechenden seco-Verbindung mit einer freien phenoli-
schen Hydroxygruppe bilden.[12] In dem von uns entwickelten
Prodrug (+)-2a ist die phenolische Hydroxygruppe als Ga-
lactosid gesch/tzt, sodass keine Spirocyclisierung erfolgen
kann. Das Prodrug kann jedoch einfach durch enzymatische
Umsetzung in die entsprechende seco-Verbindung (+)-3
/berf/hrt werden, die dann zur zytotoxischen Verbindung
(+)-4 weiterreagiert (Schema 1). Die N,N-Dimethyl-
aminoethoxyindolcarbons"ure-Komponente[13] bewirkt nicht
nur die Einlagerung der Verbindung in die kleine Furche der
DNA, sondern erh,ht auch die Wasserl,slichkeit aufgrund
der M,glichkeit zur Salzbildung.

Als Ausgangsverbindung f/r die Synthese der Prodrugs 2
und der seco-Drugs 3 wurde der racemische Benzylether 5
verwendet, der nach literaturbekannten Methoden einfach
zug"nglich ist.[9c,14] F/r die Synthese diastereomerenreiner
glycosidischer Prodrugs sowie enantiomerenreiner Toxine
war es erforderlich, 5 in enantiomerenreiner Form zu erhal-
ten. Die klassischen Methoden der Racematspaltung durch
Salzbildung und Derivatisierung mit enantiomerenreinen
Reagentien waren wegen der Empfindlichkeit des entspre-
chenden freien Amins von 5 nicht erfolgreich; dagegen gelang
eine effiziente pr"parative HPLC-Trennung an einer S"ule
mit chiraler station"rer Phase (Chiralpak IA).[15] Die absolute
Konfiguration von (+)-5 wurde nach Derivatisierung mit 3,5-
Dibrombenzoes"ure durch R,ntgenstrukturanalyse be-
stimmt.[16]

Die Herstellung der Galactoside 2 erfolgte ausgehend von
5 nach Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe mit Palladium
auf Aktivkohle und Ammoniumformiat als Wasserstoffquel-
le[17] durch Glycosidierung mit 6 nach der von Schmidt ent-
wickelten Trichloracetimidat-Methode;[18] nachfolgende
BF3·OEt2-vermittelte N-tert-Butoxycarbonyl(Boc)-Entsch/t-
zung, Kupplung des freien sekund"ren Amins mit dem In-
dolcarbons"urehydrochlorid 7[13] und abschließende basen-
katalysierte Solvolyse der Acetylgruppen lieferten die ge-
w/nschten Galactoside 2 in einer sehr guten Gesamtausbeute
von 37–43% /ber vier Stufen (Schema 2). Die f/r In-vitro-

Untersuchungen zum Vergleich erforderlichen freien Toxine
3 wurden ausgehend von 5 durch N-Boc-Entsch/tzung,
nachfolgende Kupplung mit 7 sowie abschließende Deben-
zylierung in einer Gesamtausbeute von 51–65% erhalten.
Eine direkte Glycosidierung von 3 nach der Trichloracetimi-
dat-Methode war nicht erfolgreich.

Um die zytotoxische Wirkung der neu synthetisierten
Substanzen auf humane Tumorzellen zu untersuchen, erfolgte
ein Klonogenit"tstest im Triplikat, der sich an den HTCFA-
Test[9d] (HTCFA=Human Tumor Colony Forming Ability
Test) anlehnt und die Proliferationsf"higkeit von einzelnen
Zellen widerspiegelt (Tabelle 1). Bei Untersuchungen an
humanen Bronchialkarzinomzellen (A549) konnte f/r das
Gemisch der diastereomeren Prodrugs 2a/2b ein QIC50 von
6600 und f/r das diastereomerenreine Prodrug (+)-(1S,10R)-
2a ein QIC50 von 4800 bei gleichzeitig hoher Zytotoxizit"t des
zugrunde liegenden Toxins (+)-(1S,10R)-3 mit einem IC50-
Wert von 0.75 nm erzielt werden. Der QIC50-Wert des Pro-
drugs (�)-(1R,10S)-2b ließ sich wegen dessen geringer Zy-
totoxizit"t und der dadurch bedingten erforderlichen hohen
Substanzmenge, die zu L,slichkeitsproblemen f/hrte, nicht
bestimmen. So zeigt das zugrunde liegende seco-Drug (�)-
(1R,10S)-3 mit einem IC50-Wert von 560 nm schon eine ge-
gen/ber seinem Enantiomer (+)-(1S,10R)-3 nahezu um den
Faktor 1000 geringere Zytotoxizit"t. Die Ergebnisse der Zy-

Schema 1. Enzymatische Toxifizierung des glycosidischen Prodrugs
(+)-2a : a) Umwandlung zum seco-Drug (+)-3 und b) In-situ-Winstein-
Cyclisierung zum Drug (+)-4 als Analogon des Antibiotikums (+)-
Duocarmycin SA (1).
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totoxizit"tsbestimmungen stimmen gut mit den Daten der
massenspektrometrischen Untersuchungen der Alkylierung
von Duplex-DNA mit (+)-(1S,10R)-2a, (+)-(1S,10R)-3 und
(�)-(1R,10S)-3 /berein.[19] Als weiterer wichtiger Befund
dieser In-vitro-Zytotoxizit"tsuntersuchungen ist hervorzuhe-
ben, dass die glycosidischen Prodrugs 2 bei Umsetzung mit b-
d-Galactosidase eine nahezu identische Zytotoxizit"t auf-
weisen wie die jeweiligen seco-Drugs 3. Dies best"tigt das
Prinzip der reversiblen Detoxifizierung, die Stabilit"t der
Prodrugs unter den Versuchsbedingungen sowie die Nicht-
Beeintr"chtigung der Enzymaktivit"t.

Zum direkten Vergleich der von uns entwickelten
Verbindungen 2 und 3 mit anderen Zytostatika haben
wir die zurzeit in der Tumortherapie verwendeten
Arzneimittel Carmustin (8), Melphalan (9) und
Doxorubicin (10) mit dem HTCFA-Test an humanen
Bronchialkarzinomzellen (A549) untersucht
(Schema 3 und Abbildung 1). Hierbei best"tigte sich,
dass das neue Prodrug (+)-(1S,10R)-2a in Gegenwart
des Enzyms b-d-Galactosidase eine weit h,here bio-
logische Wirksamkeit als die Verbindungen 8–10 zeigt
und damit erhebliche Vorteile f/r eine Anwendung im
Rahmen des ADEPT-Konzeptes aufweist.

Tabelle 1: HTCFA-Test zur Untersuchung der In-vitro-Zytotoxizit4t von 2
und 3 gegen humane Bronchialkarzinomzellen (A549).[a]

Verbindung b-d-Gal.[b] IC50 [nm] QIC50

2a/2b � 7.9 G 103 6600
2a/2b + 1.2
(+)-(1S,10R)-2a � 3.6 G 103 4800
(+)-(1S,10R)-2a + 0.75
(�)-(1R,10S)-2b � >7.8 G 104 >140
(�)-(1R,10S)-2b + 5.5 G 102

rac-3 � 1.5
(+)-(1S,10R)-3 � 0.75
(�)-(1R,10S)-3 � 5.6 G 102

[a] Die Zellen wurden mit den entsprechenden Verbindungen 24 h bei
37 8C inkubiert; nach 12-t4giger Kultivierung wurde die Klonbildungsrate
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt; b-d-Galactosidase:
Escherichia coli, 4 U mL�1. [b] Zugabe von b-d-Galactosidase.

Schema 3. Die Tumortherapeutika Carmustin (8), Melphalan (9) und
Doxorubicin (10).

Schema 2. Synthese der Prodrugs 2 und der seco-Drugs 3 : a) Pd/C/NH4HCO2, THF,
40 8C, 15 min; b) 6, BF3·OEt2, CH2Cl2, MS (4 M), �10 8C, 3.5 h, dann BF3·OEt2, RT, 5 h;
c) 7, EDC·HCl, DMF, RT, 20 h; d) NaOMe/MeOH, RT, 2 h; e) 4m HCl/EtOAc, RT, 2 h;
f) 7, EDC·HCl, DMF, RT, 19 h; g) 4m HCl/EtOAc, RT, 2 h, dann Pd/C/NH4HCO2, THF,
40 8C, 2 h. Bn=Benzyl, EDC=N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid.

Abbildung 1. Vergleich der In-vitro-Zytotoxizit4t unterschiedlicher Tu-
mortherapeutika gegen humane Bronchialkarzinomzellen (A549). (^)
(+)-(1S,10R)-2a in Gegenwart von b-d-Galactosidase (4 U mL�1):
IC50=0.75 nm; (~) Carmustin (8): IC50=2.6 G 104 nm ; (*) Melphalan
(9): IC50=3.4 G 103 nm und (&) Doxorubicin (10): IC50=45 nm ; R= re-
lative Klonbildungsrate.
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