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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft therapeutische Systeme, insbesondere therapeutische Systeme zur
Aktivierung von Pro-Pharmaka und zum Einsatz derartiger Systeme zur Abtétung von Zielzellen, insbesondere
Tumorzellen.

[0002] Die Zuflihrung eines zytotoxischen Mittel zum Ort von Tumorzellen ist sehr erwilinscht, da eine syste-
mische Verabreichung dieser Mittel zum Abtéten normaler Zellen neben den Tumorzellen im Kérper fihrt. Die
resultierende Toxizitat fir normale Zellen limitiert die Dosis des zytotoxischen Mittels und verringert somit das
therapeutische Potenzial dieser Mittel. Allerdings besitzt das verabreichte Mittel in bestimmten Fallen keine in-
harente Aktivitat, sondern wird in vivo zum richtigen Zeitpunkt oder am richtigen Ort in das aktive Arzneimittel
umgewandelt. Derartige Analoge werden als Pro-Pharmaka bezeichnet und in der Medizin extensiv eingesetzt
[Connors und Knox, 1995]. Die Umwandlung des Pro-Pharmakons in die aktive Form kann Uber verschiedene
Mechanismen erfolgen, in Abhangigkeit, zum Beispiel, von Veranderungen des pH, der Sauerstoffspannung,
der Temperatur oder der Salzkonzentration, oder durch die spontane Zersetzung des Arzneimittels oder eine
innere Ringdffnung oder Cyclisierung.

[0003] WO 88/07378 beschreibt ein System aus zwei Komponenten und seine therapeutischen Anwendun-
gen, wobei eine erste Komponente ein Antikdrperfragment, das imstande ist, an ein Tumor-assoziiertes Anti-
gen zu binden, und ein Enzym, das imstande ist, ein Pro-Pharmakon in ein zytotoxisches Arzneimittel umzu-
wandeln, umfasst, und eine zweite Komponente ist ein Pro-Pharmakon, das in ein zytotoxisches Arzneimittel
umgewandelt werden kann. Dieses generelle System, dass haufig als eine ,,Antibody Directed Enzyme Prod-
rug Therapy" (ADEPT) bezeichnet wird, wird auch unter Bezugnahme auf spezifische Enzyme und Pro-Phar-
maka in EP 0 302 473 und WO 91/11201 beschrieben.

[0004] WO 89/10140 beschreibt eine Modifikation des in WO 88/07378 beschriebenen Systems, bei der eine
weitere Komponente im System eingesetzt wird. Diese weitere Komponente beschleunigt die Clearance der
ersten Komponente aus dem Blut, wenn die erste und die zweite Komponente klinisch verabreicht werden. Die
zweite Komponente ist gewohnlich ein Antikorper, der an das Antikérper-Enzym-Konjugat bindet und die Clea-
rance beschleunigt. Ein Antikdrper, der gegen das aktive Zentrum des Enzyms gerichtet war, hatte den zuséatz-
lichen Vorteil, dass er das Enzym inaktivierte. Jedoch hat ein derartiger inaktivierender Antikorper das uner-
wilnschte Potenzial, das Enzym an den Tumorstellen zu inaktivieren, aber sein Eindringen in Tumore wurde
durch das Anbringen von Galactoseresten auf dem Antikdrper verhindert. Der galactosylierte Antikérper wurde
schnell, zusammen mit der gebundenen Antikérper-Enzym-Komponente, Uber Galactoserezeptoren in der Le-
ber aus dem Blut entfernt. Das System wurde in klinischen Studien sicher und wirkungsvoll eingesetzt. Aller-
dings hemmt die Galactosylierung eines derartigen inaktivierenden Antikorpers, die zu seiner schnellen Clea-
rance aus dem Blut fihrt, auch sein Eindringen in normales Gewebe und die Inaktivierung von dort lokalisier-
tem Enzym.

[0005] WO 93/13805 beschreibt ein System, das eine Verbindung umfasst, die einen fiir eine Zielzelle spezi-
fischen Teil umfasst, wie einen fur Tumorzellantigene spezifischen Antikdrper, und einen inaktivierenden Teil,
wie ein Enzym, der imstande ist, eine Substanz, die in ihrem nativen Zustand imstande ist, die Wirkung eines
zytotoxischen Mittels zu hemmen, in eine Substanz umzuwandeln, die eine geringere Wirkung gegen das ge-
nannte zytotoxische Mittel hat. Damit ist eine verlangerte Wirkung eines zytotoxischen Mittels an Tumororten
modglich, wahrend normales Gewebe vor den Wirkungen des zytotoxischen Mittels geschitzt ist.

[0006] WO 93/13806 beschreibt eine weitere Modifikation der ADEPT-Systems, die einen aus drei Kompo-
nenten zusammengesetzten Kit fir den Einsatz in einem Verfahren zur Zerstérung von Zielzellen in einem Wirt
umfasst. Die erste Komponente umfasst einen fur Zielzellen spezifischen Teil und einen enzymatisch aktiven
Teil, der ein Pro-Pharmakon in ein zytotoxisches Arzneimittel umwandeln kann; die zweite Komponente ist ein
Pro-Pharmakon, das vom genannten enzymatisch aktiven Teil in das zytotoxische Arzneimittel umgewandelt
werden kann; und die dritte Komponente umfasst einen Teil, der imstande ist, die Komponente wenigstens teil-
weise daran zu hindern, das GefalBkompartiment eines Wirts zu verlassen, wenn die genannte Komponente
dem GefalRkompartiment verabreicht wird, und einen inaktivierenden Teil, der das zytotoxische Arzneimittel in
eine weniger toxische Substanz umwandeln kann.

[0007] EP 0415 731 beschreibt ein therapeutisches System, das haufig als GDEPT (Gene Directed Enzyme
Prodrug Therapy) bezeichnet wird.

[0008] Ein Hauptansatz beim Design von Pro-Pharmaka besteht aus der Synthese inerter Analoge, die durch
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die Wirkung eines Enzyms in das aktive Arzneimittel umgewandelt werden. In der Krebs-Chemotherapie sind
Pro-Pharmaka klinisch flir verschiedene Zwecke eingesetzt worden, die von Analogen mit besseren Formulie-
rungseigenschaften bis zu Pro-Pharmaka reichen, die so entworfen wurden, dass sie in der Tumorumgebung
selektiv aktiviert werden. Ergebnisse aus Tierexperimenten und Studien zur Dosisintensivierung am Menschen
haben gezeigt, dass einige Tumortypen, z.B. Ovarialkrebs, durch eine Chemotherapie vollstandig eradiziert
werden kénnten, wenn die Dosis des gegen den Krebs gerichteten Mittels, auf das sie ansprechen, um das
Hundertfache erhoht werden kdnnte. Versuche, die verabreichte Dosis Uber eine Dosisintensivierung, tUber
eine autologe Knochenmarktransplantation nach einer myelotoxischen Hochdosis-Therapie, tiber Rescue-Ex-
perimente, z.B. Folsaure nach Methotrexat, oder durch die Perfusion isolierter Glieder zu erhdhen, ermdgli-
chen es, eine hdhere, aber nicht um diese Groflenordnung héhere Gesamtdosis zu verabreichen. Es gibt je-
doch viele Beispiele, bei denen diese Dosisintensitat theoretisch durch die Verwendung von Pro-Pharmaka er-
reicht werden kann, die selektiv durch in Tumoren vorkommende Enzyme aktiviert werden. Experimente an
tumortragenden Tieren haben gezeigt, dass, wenn ein Pro-Pharmakon ausschlielich in der Tumorumgebung
aktiviert wird, eine Heilung von Mausen mit grof3en Primartumoren und extensiven Metastasen erreicht werden
kann [Connors und Whisson, 1966, Whisson und Connors, 1965]. Wenn das Pro-Pharmakon ein gutes Sub-
strat flr das Enzym ist, das spezifisch im Tumor exprimiert wird, und wenn das Arzneimittel hundertfach toxi-
scher oder noch toxischer als das Pro-Pharmakon ist, dann kénnen, sobald ein Enzymkandidat identifiziert
worden ist (besonders, wenn auch eine hohe Konzentration des Enzyms in den extrazelluldren Rdumen des
Tumors vorliegt), viele verschiedene Klassen von Antikrebsmitteln zur Bildung geeigneter Pro-Pharmaka deri-
vatisiert werden. Das kann in Ansatzen demonstriert werden, die zur Entwicklung von Pro-Pharmaka von zy-
totoxischen Alkylierungsmitteln eingesetzt wurden. Da diese Klasse von Antikrebsmitteln in erster Linie, aber
wahrscheinlich nicht ausschlieBlich, ber die kovalente Alkylierung benachbarter DNA-Strange wirkt, ist die
erste grundlegende Anforderung fiir eine Zytotoxizitat, dass das Mittel eine optimale chemische Reaktivitat ha-
ben sollte, die es ihm ermdglicht, den Ort des Tumors nach der Injektion zu erreichen, und dass es reaktiv ge-
nug fur eine Alkylierung der DNA ist. Wenn das Mittel zu reaktiv ist, dann kann es sein, dass es vor dem Errei-
chen des Tumors hydrolysiert, und wenn es zu wenig reaktiv ist, dann kann es ausgeschieden werden, ehe
eine ausreichende DNA-Alkylierung erfolgt ist. Zweitens muss es imstande sein, das Endothel und die Kern-
membranen zu passieren, um sein Ziel erreichen zu kénnen. Schliel3lich muss das Alkylierungsmittel, da die
vorherrschende Reaktion, die zur Zytotoxizitat fuhrt, eine Vernetzungsreaktion ist, mindestens zwei alkylieren-
de Arme besitzen.

[0009] Zur Entwicklung eines geeigneten Pro-Pharmakons, nachdem ein fiir einen Tumor spezifisches En-
zym identifiziert wurde, wird ein Pro-Pharmakon synthetisiert, dem eines oder mehrere der beschrieben Merk-
male fehlen, das aber vom Enzym unter Bildung eines geeigneten Arzneimittels umgesetzt wird. So sind viele
alkylierende Pro-Pharmaka chemisch unreaktiv und nicht toxisch, sind aber Substrate fir Enzyme, die sie zu
hochreaktiven und toxischen Produkten metabolisieren. Die Fahigkeit eines Alkylierungsmittels, mit biologi-
schen Molekiilen zu reagieren, hangt von einer chemischen Mindestreaktivitat ab, und das Ausmafl der Akti-
vitat kann in Abhangigkeit von der chemischen Struktur stark variieren. Kleine Veranderungen der elektronen-
abgebenden oder -ziehenden Eigenschaften kdbnnen die chemische Reaktivitat stark verandern. Sehr viele al-
kylierende Antitumormittel sind experimentell getestet worden, und aktive Derivate mussen, beinahe aus-
nahmslos, wenigstens bifunktionell sein, d.h. wenigstens zwei alkylierende Arme haben.

[0010] Monofunktionelle Mittel sind gewdhnlich, auch wenn sie Kanzerogene sein kdnnen, viel weniger to-
xisch, und wenn sie enzymatisch in bifunktionelle Mittel umgewandelt werden kénnen, kdnnten sie wirksame
Pro-Pharmaka sein. Ein Beispiel dafiir ist CB 1954, ein monofunktionelles Aziridin, das duf3erst wirksam gegen
den Walker-Tumor der Ratte war, der normalerweise nur empfindlich gegentber bifunktionellen Alkylierungs-
mitteln ist (Ubersicht bei Knox et al., 1993). Dieser Tumor enthélt eine relativ hohe Konzentration des Enzyms
DT-Diaphorase (NQO1, EC 1.6.99.2), das die 4-Nitro-Gruppe zu einem Hydroxylamin reduziert, das dann
(wahrscheinlich durch Acetyl-CoA) in ein bifunktionelles Mittel umgewandelt wird (Fig. 1), Allerdings reduziert
die menschliche Form der DT-Diaphorase CB 1954 viel langsamer als die Rattenform, und menschliche Tu-
moren (sogar solche, die die gleichen Spiegel an DT-Diaphorase wie der Walker-Tumor der Ratte enthaften)
sind resistent gegen dieses Mittel [Knox et al., 1993]. Der Unterschied der Reduktionsgeschwindigkeiten be-
ruht zum gréRten Teil auf dem Austausch einer einzigen Aminoséaure, eines Glutamins gegen ein Tyrosin in der
Aminosaureposition 104 [Chen et al., 1997]. Vor dem Hintergrund der Entwicklung von CB 1954 gegen Rat-
tentumoren wurden verschiedene Wege zur Aktivierung von CB 1954 in menschlichen Tumoren vorgeschla-
gen. Der erste ist die Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT, wie oben erwahnt), bei der ein An-
tikdrper dazu eingesetzt wird, eine Nitroreduktase von E. coli an einem Tumor anzubringen. Diese Nitroreduk-
tase kann CB 1954 viel schneller reduzieren als die DT-Diaphorase der Ratte. Das System wird in WO
93/08228 beschrieben. Die Gene Directed Enzyme Prodrug Therapy (GDEPT) ist ein Verfahren, bei dem das
Gen, das fur die Nitroreduktase von Escherichia coli codiert, in Tumorzellen exprimiert wird und somit eine
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Empfindlichkeit gegen CB 1954 bewirkt. Das wird in WO 95/12678 beschrieben.

[0011] Es wurde auch berichtet, dass die Zytotoxizitat von CB 1954 in menschlichen Zellen durch das Stimu-
lieren deren endogener DT-Diaphorase mit NRH dramatisch erhdht werden kann [Friedlos et al., 1992a]. In die-
sen Experimenten wurde die Toxizitat von CB 1954 (5-(Aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid) fur menschlicher
Zellen sehr durch NADH (wenn fétales Kélberserum im Kulturmedium vorhanden war) und durch Nicotinami-
dribosid (reduziert) (NRH) verstarkt, aber nicht durch Nicotinatribosid (reduziert). Die gleichzeitige Behandlung
menschlicher Zellen mit CB 1954 und NADH flhrte zur Bildung von Crosslinks in ihrer DNA. Die Toxizitat an-
derer Mittel, die zu DNA-Crosslinks fihren, wurde durch reduzierte Nicotinamidverbindungen nicht beeinflusst.
Wenn Coffein dem Medium zugesetzt wurde, kam es zu einer Verminderung der Zytotoxizitat von CB 1954.
Die Toxizitat fir menschliche Zelllinien nach Exposition gegen CB 1954 und NADH war proportional zu ihren
Spiegeln des Enzyms DT-Diaphorase. Es wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass NRH, fiir das gezeigt
wurde, dass es ein Cofaktor fir die DT-Diaphorase der Ratte ist [Friedlos et al., 1992b], aus NADH durch En-
zyme im fétalen Kélberserum gebildet wird [Friedlos und Knox, 1992] und die Aktivitat der menschlichen DT-Di-
aphorase flr CB 1954 stimuliert. Allerdings wurde kirzlich gezeigt, dass es eine weitere CB-1954-reduzieren-
de Aktivitat gibt, die in menschlichen Zellen in Gegenwart von NRH nachweisbar ist, und dass diese Aktivitat
viel groRer ist als die, die auf die DT-Diaphorase zurtickgeflihrt werden kann [Quinn, 1996].

[0012] Die Begriffe ,Nicotinamidmononucleosid, reduziert", ,Dihydronicotinamidribosid”, ,Nicotinamidribosid
(reduziert)" und ,NRH" sind alle aquivalent und werden in der Patentbeschreibung gegeneinander austausch-
bar verwendet. Nicotinamidribosid kann enzymatisch aus seinen kommerziell erhaltlichen Mononucleotiden
mittels Verfahren, die in diesem Gebiet gut bekannt sind, erhalten werden, einschlieBlich derjenigen, die bei
Friedlos & Knox (1992) Biochem. Pharmacol. 44, 631-635, beschrieben werden.

[0013] Die menschliche NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase 2 (NQO2) wurde tber ihre Homologie zur DT-Dia-
phorase (NQO1) identifiziert [Jaiswal et al., 1990]. Das letzte Exon im NQO2-Gen ist um 1603 bp kiirzer als
das letzte Exon des NQO1-Gens und codiert fur 58 Aminosauren im Vergleich zu 101 Aminosauren, die vom
NQO1-Gen codiert werden. Das macht das NQO2-Protein um 43 Aminosauren kurzer als das NQO1-Protein.
Das hohe Ausmal der Konservierung hinsichtlich der Organisation und der Sequenz des NQO2- und des
NQO1-Gens bestatigte, dass das NQO2-Gen fiir ein zweites Mitglied der NQO-Genfamilie beim Menschen co-
diert, dass ihm aber die fur die DT-Diaphorase charakteristische Chinonreduktaseaktivitat fehlt [Jaiswal, 1994].
Das von der NQO2-cDNA abgeleitete, in COS1-Affennierenzellen exprimierte Protein katalysierte wirkungsvoll
die Nitroreduktion von CB 10-200, eines Analogen von CB 1954 [Jaiswal, 1994]. Northern-Blot-Analysen zeig-
ten, dass das NQO2-Gen im Herz, im Gehirn, in der Lunge, in der Leber und im Skelettmuskel exprimiert wur-
de, aber nicht in der Placenta. Im Gegensatz dazu wurde das NQO1-Gen in allen menschlichen Geweben ex-
primiert. Fur unterschiedliche Gewebe wurden grof3e Variationen beziiglich der Expression des NQO2- und
des NQO1-Gens festgestellt [Jaiswal, 1994].

[0014] Die katalytischen Eigenschaften der NQO2 wurden von Wu et al. [1987] untersucht. In diesem Artikel
wurde NRH als Elektronendonor fiir die NQO2 eingesetzt.

[0015] Wir haben jetzt gezeigt, dass die NQO2 CB 1954 schnell reduzieren kann und gehen davon aus, dass
dieses Enzym, und nicht die DT-Diaphorase, fur die potenzierenden Wirkungen von NRH auf die Zytotoxizitat
von CB 1954 fiir menschliche Zellen, die von Friedlos et al. [1992a] berichtet wurde, verantwortlich ist.

[0016] Auch wenn alle der zuvor erwahnten Verfahren zum Abtdten einer Zielzelle, wie einer Tumorzelle, im
Korper eines Tieres nutzlich sind, ist es immer noch wiinschenswert, neue Behandlungssysteme bereitzustel-
len.

[0017] Die vorliegende Erfindung stellt ein therapeutisches System gemafl Anspruch 1 bereit. Weitere Aus-
fuhrungsformen des Systems werden in den Anspriichen 2 bis 7 definiert.

[0018] Auferdem stellt die Erfindung die Anwendung, wie sie in den Anspriichen 8 und 9 definiert wird, bereit.
Weitere Ausfihrungsformen werden in den Ansprichen 10 und 11 definiert.

[0019] Der Begriff ,Tumor" sollte so verstanden werden, dass er sich auf alle Formen eines neoplastischen
Zellwachstums bezieht, einschlieRlich von Tumoren von Lunge, Leber, Blutzellen, Haut, Pankreas, Magen,
Dickdarm, Prostata, Uterus, Brust, Lymphdrisen und Blase. Feste Tumoren sind besonders geeignet.

[0020] Vorzugsweise ist das Pro-Pharmakon CB 1954 oder ein Analoges von diesem. Am bevorzugtesten ist
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das Pro-Pharmakon CB 1954.

[0021] Analoge von CB 1954 werden passenderweise als Moleklle definiert, die die wesentlichen Struktur-
merkmale von CB 1954 beibehalten, d.h. einen Benzolring, der einen Aziridinring enthalt, zwei NO,-Gruppen
und einen weiteren Substituenten R, die sich aber entweder beziiglich der relativen Orientierung der Substitu-
enten und/oder der Art von R unterscheiden. Verschiedene Analoge wurden bei Khan A. H. und Ross W. C. J.
(1969) Chem. Biol. Interact. 1, 27-47, und bei Khan A. H. und Ross W. C. J. (1971) Chem. Biol. Interact. 4,
11-22, offenbart, insbesondere die Details der Analogen von CB 1954.

[0022] Somit ist das System flr die Zerstdérung einer Zielzelle in einem Wirt (z.B. einem Patienten) nutzlich.
[0023] Vorzugsweise hat der Patient, der behandelt werden soll, einen Tumor.

[0024] Das Pro-Pharmakon kann jedes beliebige geeignete Pro-Pharmakon, wie es oben beschrieben wurde,
sein.

[0025] Vorzugsweise ist das Pro-Pharmakon CB 1954 oder ein Analoges von diesem.

[0026] Es wird angenommen, dass das zytotoxische Arzneimittel imstande sein sollte, in die Zelle einzudrin-
gen, da generell angenommen wird, dass seine zytotoxische Wirkung auf seiner Reaktivitat in der Zelle beruht.

[0027] Es wird bevorzugt, dass das Cosubstrat ein Analoges von NRH ist, wie es hier definiert wird, insbe-
sondere eines, das eine Zellmembran in nennenswertem Ausmaf durchdringen kann.

[0028] Vorzugsweise wurde oder wird dem Patienten ein Pro-Pharmakon, das durch die Wirkung der NQO2
zu einem betrachtlich zytotoxischen Arzneimittel umgewandelt wird, verabreicht oder wird ihm verabreicht wer-
den.

[0029] In einer Ausfiihrungsform stellt die Erfindung ein System zur Behandlung eines menschlichen Patien-
ten mit einer Zielzelle, die zerstort werden soll, bereit, wobei die Zielzelle die NQO2 exprimiert, und das System
umfasst das Verabreichen eines Pro-Pharmakons, das durch die Wirkung der NQO2 zu einem betréchtlich zy-
totoxischen Arzneimittel umgewandelt wird, sowie eines Analogen von NRH, wie es hier definiert wird, das Re-
duktionsaquivalente auf die NQO2 Ubertragen kann, an einen Patienten.

[0030] Vorzugsweise exprimiert die Zielzelle die NQO2 von Natur aus (zum Beispiel aufgrund des Krankheits-
zustands), aber sie kann eine Zielzelle sein, die zur Produktion der NQO2 gebracht wurde, oder die die NQO2
aufgrund einer Induktion oder Manipulation der Zelle exprimiert.

[0031] Die NRH-Analogen sind diejenigen, die weiter unten in bezug auf die vorherigen Aspekte der Erfindung
beschrieben werden.

[0032] Die Pro-Pharmaka sind diejenigen, die weiter oben in bezug auf die vorherigen Aspekte der Erfindung
beschrieben wurden. Es wird besonders bevorzugt, dass das Pro-Pharmakon CB 1954 oder ein Analoges von
diesem ist.

[0033] Es wird besonders bevorzugt, dass das Analoge von NRH, wie es hier definiert wird, in nennenswer-
tem Ausmalf fahig ist, die Membran der Zielzelle zu durchdringen.

[0034] Vorzugsweise ist die Zielzelle eine Tumorzelle. Es wird besonders bevorzugt, das System flir Tumoren
einzusetzen, die im Vergleich zu Nicht-Tumorgewebe einen erhéhten Spiegel der NQO2 zeigen.

[0035] Die gleichzeitige Verabreichung von CB 1954 und des Cofaktors, wie er hier definiert wird, stellt eine
Basis fir die Aktivierung von CB 1954 an intrazelluldren Stellen bereit, an denen die NQO2 exprimiert wird.
Derzeit liegen Hinweise vor, dass das Enzym in colorektalen Tumoren hoch exprimiert wird. Sie kann auch in
einigen normalen Gewebe exprimiert werden, und wenn das der Fall ist, kann die Aktivierung im normalen Ge-
webe die Dosis limitieren.

[0036] Somit wird es besonders bevorzugt, colorektale Tumoren mit dem erfindungsgemafien System zu be-
handeln.
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[0037] Gemal dem erfindungsgemafien System sollen ein Pro-Pharmakon und ein Cosubstrat an ein Wirts-
saugetier, das einen Tumor tragt, verabreicht werden. Das Pro-Pharmakon, das fir Tumorzellen viel weniger
zytotoxisch ist als das aktive Arzneimittel, wird nur in Gegenwart des Cosubstrats durch das Enzym
NAD(P)H:Chinon-Oxidoreductase 2 (NQO2) des Menschen in seine aktive Form umgewandelt. Zu Pro-Phar-
maka, die fir das erfindungsgemafle System nutzlich sind, gehoért, ohne jedoch auf dieses beschrankt zu sein,
CB 1954 (5-(Aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid). Cosubstrate, die fir das erfindungsgemafe System ntzlich
sind, sind Analoge von NRH, wie sie hier definiert werden. Es durfte klar sein, dass sowohl das Pro-Pharmakon
als auch das Cosubstrat im wesentlichen fahig sein sollten, die Zellmembran zu durchdringen. Fir NADH und
NMNH sind Zellmembranen im wesentlichen impermeabel. Es sollte jedoch klar sein, dass wir unter ,durch
Verabreichen eines Analogen von NRH", wie es hier in bezug auf diesen und vorherige Aspekte der Erfindung
definiert wird, auch das Verabreichen einer Verbindung mit einschlief3en, die im Kdérper des Patienten in ein
Analoges von NRH, wie es hier definiert wird, umgewandelt wird. Es sollte klar sein, dass eine weitere Ausfiih-
rungsform die Moglichkeit einschlief3t, einen Vorlaufer eines Analogen von NRH, wie es hier definiert wird, so-
wie ein Mittel zur Umwandlung des Vorlaufers in ein Analoges von NRH, wie es hier definiert wird, einem Pa-
tienten zu verabreichen.

[0038] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform dieser Erfindung wird die endogene NQO2 zur Aktivie-
rung von CB 1954 in Gegenwart eines Analogen von NRH, wie es hier definiert wird, eingesetzt (Fig. 3). Durch
den Einsatz von In-vitro-Enzymtests wird demonstriert, dass CB 1954 zu seinem 4-Hydroxylamin-Derivat
(5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid) reduziert wird. Diese Reduktion ist viel groRer als diejeni-
ge durch die DT-Diaphorase des Menschen oder der Ratte, und sie wird nicht ohne weiteres von einem der
biogenen Cosubstrate, NADH oder NADPH, katalysiert.

[0039] Das erfindungsgemale System ist besonders fur die Behandlung eines Patienten mit Zielzellen, die
zerstort werden sollen, geeignet, wobei die Zielzellen die NQO2 exprimieren. Somit wird bei einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform vor der Verabreichung des Pro-Pharmakons oder des Analogen von NRH, wie
es hier definiert wird, bestimmt, ob die Zielzellen die NQO2 exprimieren. Diese Bestimmung kann zum Beispiel
Uber das Messen der NQO2-Spiegel in einer Probe erfolgen, die die Zielzelle enthalt. Das kann enzymatisch
erreicht werden oder unter Verwendung von Sonden, die fur das NQO2-Polypeptid oder die -mRNA selektiv
sind. Das kann zweckmaRigerweise mittels der Techniken erreicht werden, die tblicherweise als Western bzw.
Northern Blotting bezeichnet werden. Im Falle des Polypeptids kann die Sonde ein mono- oder polyklonaler
Antikdrper gegen das NQO2-Protein oder ein Fragment von diesem sein. Derartige Antikérper kénnten auch
dazu eingesetzt werden, die NQO2 in Gewebeschnitten mittels immunocytochemischer und verwandter Tech-
niken zu identifizieren. Sonden fir die mRNA sind Oligonucleotide oder DNA-Fragmente, die komplementar zu
Teilsequenzen der mRNA-Sequenz der NQO2 sind. Diese Verfahren werden zwar bevorzugt, aber es kénnen
andere Verfahren zum Nachweis und zur Quantifizierung der NQO2-Polypeptid- oder der NQO2-mRNA-Spie-
gel in einer Zielzelle oder einem Zielgewebe eingesetzt werden.

[0040] Die Erfindung schlie3t deshalb auch ein therapeutisches System ein, das ein Pro-Pharmakon umfasst,
das durch die Wirkung der NQO2 und eines Analogen von NRH, wie es hier definiert wird, das Reduktionsa-
quivalente auf die NQO2 Ubertragen tragen, in ein betrachtlich zytotoxisches Arzneimittel umgewandelt wird.
Es wird bevorzugt, dass das System weiterhin ein Mittel zur Bestimmung, ob die Zielzelle die NQO2 exprimiert,
umfasst.

[0041] Die Erfindung schlief3t auch die Verwendung eines Analogen von NRH ein, wie es hier definiert wird,
das Reduktionsaquivalente auf die NQO2 (bertragen kann, bei der Herstellung eines Medikaments zur Be-
handlung eines menschlichen Patienten mit einer Zielzelle, die zerstort werden soll, und die Verwendung eines
Pro-Pharmakons, das durch die Wirkung der NQO2 in ein betrachtlich zytotoxisches Arzneimittel umgewandelt
wird, bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines menschlichen Patienten mit einer Zielzelle,
die zerstort werden soll, wobei dem Patienten ein Analoges von NRH, wie es hier definiert wird, das Redukti-
onsaquivalente auf die NQO2 Ubertragen kann, verabreicht wurde, verabreicht wird oder verabreicht werden
wird.

[0042] Der k. -Wert fir NQO2/NRH liegt mit CB 1954 als Elektronenakzeptor bei 360 min~". Ein Cosubstrat
(d.h. ein Analoges von NRH, das imstande ist, Reduktionsaquivalente auf die NQO2 zu Ubertragen) ist eine
Verbindung, die als ein Cosubstrat fur die NQO2 wirken kann, so dass das Enzym CB 1954 zu seinem 4-Hy-
droxylamin-Derivat reduzieren kann, und zwar mit einem k,,, von > 50 min™'. Zur Vermeidung von Unklarheiten
sei angemerkt, dass ein ,Analoges von NRH, das imstande ist, Reduktionsaquivalente auf die NQO2 zu Uber-
tragen" nicht notwendigerweise ein Strukturanaloges von NRH sein muss, sondern ein funktionelles Analoges
von NRH in dem Sinne ist, dass es Reduktionsaquivalente auf die NQO2 Ubertragen kann. Zur Vermeidung
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von Unklarheiten sei angemerkt, dass NADH und NADPH keine Cosubstrate fur die NQO2 sind.

[0043] Bestimmte Cosubstrate (Analoge von NRH) haben die Struktur:

2
R R3
'\ /
N

R* r °
‘N
L

wobei R" ist Aryl, substituiertes Alkyl, substituiertes Aryl, CONR®R® (wobei R* und R® unabhangig voneinander
H, Alkyl oder substituiertes Alkyl sind), und R? und R® sind unabhéngig voneinander H, Alkyl, oder substituiertes
Alkyl. R* ist ein beliebiges von H, Alkyl, substituiertem Alkyl, Halogen, CN, COOH, CONH, oder OH. Vorzugs-
weise ist R* H.

[0044] Ob Verbindungen mit dieser Struktur als Cosubstrate der NQO2 wirken oder nicht, kann leicht mittels
Verfahren, wie sie hier offenbart werden, bestimmt werden.

[0045] Vorzugsweise sind R? und R® H. Vorzugsweise ist R' substituiertes Alkyl. Somit wird bevorzugt, dass
das Cosubstrat die generelle Struktur

hat, wobei R substituiertes Alkyl ist.

[0046] Es wird bevorzugt, dass die Alkylgruppe C,- bis C,-Alkyl ist, und es wird weiter bevorzugt, dass die
Alkylgruppe eine lineare Alkylgruppe ist.

[0047] Unter ,substituiertes Alkyl" schlieRen wir eine Substitution durch OH, Halogen, CN, COOH und CONH,
ein.

[0048] Wir haben die folgenden Verbindungen synthetisiert:

1: R = -CH,CH,CH,S0,"
2: R = -CH,CONH,

3: R = -CH,CH,CH,
4:R = -CH(CH,),

5: R = -CH,CH,CH,OH
6: R = -CH,CH,OH

7:R = -CH,CH,COOH
8: R = -CH,C.H;
9:R=-CH,

10: R = -CH,CH,

11: R = -CH,CH,C,H,

[0049] Fur die MDEPT ist die Verbindung 1 vorzuziehen. Sie ist bei physiologisschem pH geladen und wird
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von den Zellen ausgeschlossen.
[0050] Die Verbindung 8 und die Verbindung 11 sind keine Cosubstrate fiir die NQO2 nach unserer Definition.

[0051] Es wird erwartet, dass geladene oder polare Verbindungen (z.B. die Verbindungen 1 und 7) nicht ohne
weiteres in Zellen gelangen. Fir lipophile Derivate (z.B. die Verbindungen 3 und 4) wird erwartet, dass sie leicht
in Zellen gelangen.

[0052] Die Erfindung wird jetzt detaillierter unter Bezugnahme auf die folgenden Beispiele und Figuren be-
schrieben.

[0053] Fig. 1 zeigt die Bioaktivierung von CB 1954. Der erste Schritt ist die Reduktion von CB 1954 durch das
Enzym DT-Diaphorase unter Bildung von 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid. Dieses Hydroxy-
laminderivat kann mit Thioestern unter Bildung DNA-reaktiver Spezies reagieren. Es wird postuliert, dass diese
das N-Acetoxyderivat ist. Das Hauptprodukt dieser Reaktion ist jedoch 4-Amino-5-(aziridin-1-yl)-2-nitrobenza-
mid, das nicht leicht mit DNA reagiert. Die Bildung von 4-Amino-5-(aziridin-1-yl)-2-nitrobenzamid steht in Kon-
kurrenz mit der Erzeugung DNA-bindender Produkte.

[0054] Fig. 2 zeigt die Struktur von NRH.
[0055] Fig. 3 ist eine schematische Darstellung der Bioaktivierung von CB 1954 durch die NQO2.
[0056] Fig. 4 zeigt die Reduktion von CB 1954 durch die NQO2 in Gegenwart verschiedener Cosubstrate.

[0057] Eiq.5 zeigt die Bildung von 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid (4-NHOH) ber die Re-
duktion von CB 1954 durch die NQO2.

[0058] Fig. 6 zeigt die Nucleotidsequenz einer cDNA, die fiir die menschliche NQO2 codiert, und die abgelei-
tete Aminosauresequenz.

[0059] Fig. 7 zeigt die Strukturen potenzieller Cosubstrate fir die NQO2.

[0060] Fig. 8a zeigt die Fahigkeit von NQO2 zur Verwendung von NRH und verschiedener Analoge als Co-
substrate fur die Reduktion von CB 1954. In Abwesenheit des Enzyms kam es nicht zu einer Reduktion von
CB 1954 (nicht gezeigt). Die Ausgangskonzentration des Cosubstrats war 500 pM, und die Enzymkonzentra-
tion lag bei 1 pg/ml.

[0061] Fig. 8b zeigt die Fahigkeit von NQO2 zur Verwendung von NRH und verschiedener Analoge als Co-
substrate fur die Reduktion von CB 1954. In Abwesenheit des Enzyms kam es nicht zu einer Reduktion von
CB 1954 (nicht gezeigt). Die Ausgangskonzentration des Cosubstrats war 500 pM, und die Enzymkonzentra-
tion lag bei 0,5 pg/ml.

[0062] Fig. 8c zeigt die Fahigkeit von NQO2 zur Verwendung von NRH und verschiedener Analoge als Co-
substrate fur die Reduktion von CB 1954. In Abwesenheit des Enzyms kam es nicht zu einer Reduktion von
CB 1954 (nicht gezeigt). Die Ausgangskonzentration des Cosubstrats war 500 pM, und die Enzymkonzentra-
tion lag bei 0,5 pg/ml.

[0063] Fig. 9 zeigt die Aufnahme verschiedener Cosubstrate in Wildtyp-V79-Zellen. Die Verbindung 1 ist bei
physiologischem pH geladen und wird von den Zellen ausgeschlossen. Somit ist dieses Cosubstrat besonders
fur MDEPT-Anwendungen geeignet.

[0064] Fig. 10 zeigt die Plasmide pIRES-P und H6.

[0065] Fig. 11 zeigt die Wirkung von NRH auf die Zytotoxizitdt von CB 1964 in NQO2-exprimierenden
VV79-Zellen. Die Zugabe von NRH erhohte die Zytotoxizitat von CB 1954 um das wenigstens 100-fache
(V79TM13), und sie war um mehr als das 100-fache héher in den V79TM5- und —13-Zelllinien. Diese Wirkung
wurde in nicht-transfizierten V79-Zellen (< 3-fach) nicht gesehen und kann somit auf die Expression der NQO2
in den transfizierten Zellen zurtickgefuhrt werden.

[0066] Fig. 12 zeigt die Wirkung von NRH, der Verbindung 1 und der Verbindung 2 auf die Zytotoxizitat von

8/38



DE 698 32 702 T2 2006.08.10

CB 1954 in menschlichen T98G-Gliobastomzellen. Die Zellen wurden wie die V79-Zellen behandelt, allerdings
fur 144 Stunden in Gegenwart von CB 1954. Die Zugabe von NRH und der Verbindung 2 erhdhte die Zytoto-
xizitat von CB 1954 um das wenigstens 100-fache, wahrend die impermeable Cosubstrat-Verbindung 1 zu kei-
ner Potenzierung flhrte.

[0067] Fig. 13 zeigt die Fahigkeit der DT-Diaphorase der Ratte, die Verbindungen 1 und 2 als Cosubstrate flr
die Reduktion von CB 1954 zu verwenden.

[0068] Fig. 14 zeigt die Fahigkeit der Nitroreduktase von E. coli, die Verbindungen 1 und 2 als Cosubstrate
fur die Reduktion von CB 1954 zu verwenden.

[0069] Fig. 15 und Fig. 16 zeigen die Wirkung der Verbindung 1 auf das Kérpergewicht normaler Mause.

[0070] Fig. 17 und Fig. 18 zeigen die Wirkung der Verbindung 2 auf das Kérpergewicht normaler Mause.
Mausen [6 Gruppen aus 3 Tieren] wurde intravends (Schwanzvene) entweder 1 oder 2 in den gezeigten Dosen
injiziert, und das Gewicht der Mause wurde uber einen Zeitraum von 8 Tagen registriert. Kontrollmause erhiel-
ten lediglich den Trager (Phosphat-gepufferte Saline).

Beispiel 1: Die Wirkung verschiedener Cosubstrate auf die Aktivitat der menschlichen NQO2
Experimentelle Details

[0071] Rekombinante menschliche NQO2 wurde in E. coli hergestellt. Eine Ncol- und eine Hindlll-Restrikti-
onsstelle wurden mittels eines PCR-Verfahrens mit Primern und Nucleotidsequenzen, die von den 5'- und
3'-Enden der cDNA stammten, an das 5'- bzw. 3'-Ende der vollstandigen cDNA der NQO2 angefigt. Das
PCR-Produkt wurde Uber ein 1%iges Agarosegel abgetrennt und dann mittels des QlAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen Inc.) extrahiert. Das gelgereinigte PCR-Produkt wurde in den PCRII-Vektor aus dem TA-Klonierungs-
kit (Invitrogen Co.) kloniert, und die Korrektheit der Sequenz des PCR-Produkts wurde (ber eine Dideoxyse-
quenzierung Uberprift. Das resultierende Konstrukt wurde tiber die angefiigten Ncol- und HindllI-Restriktions-
stellen wieder in den E.-coli-Expressionsvektor pKK233-2 (Pharmacia) ligiert. Das Expressionsplasmid wurde
pKK-hNQO2 genannt. Die pKK-hNQO2-E .-coli-Zellen wurden kultiviert, sonifiziert und zentrifugiert, wie es fri-
her fiir die Reinigung der rekombinanten DT-Diaphorase beschrieben wurde [Chen et al., 1992]. Der Uberstand
einer 90-min-Zentrifugation bei 10500 g wurde auf 50 ml Affi-gel Blue (Bio-Rad) aufgetragen, und die Saule
wurde gemal dem verodffentlichten Verfahren gewaschen. Die Praparation der gereinigten NQO2 wurde mit-
tels SDS-PAGE-Elektrophorese analysiert. Die Aktivitat der NQO2 in Gegenwart von CB 1954 und verschie-
dener Cofaktoren wurde mittels HPLC bestimmt. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde die NQO2
(1 pg/ml) mit NRH (500 pM) und CB 1954 in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 bis 2 mM) in Natriumphos-
phatpuffer (10 mM, pH 7) bei 37°C inkubiert Zu unterschiedlichen Zeiten wurden Aliquots (10 pl) auf eine Par-
tisphere-SCX-HPLC-Saule (250 x 4,5 mm) (Whatman Ltd.) injiziert und isokratisch (1,5 ml/min) mit 50 mM
wassrigem Natriumphosphat, das 1% Methanol enthielt, eluiert. Die Extinktion des Eluats wurde kontinuierlich
bei 320 nm aufgezeichnet. Dieses Trennsystem konnte alle erwarteten Reduktionsprodukte von CB 1954 auf-
trennen [Boland et al., 1991, Knox et al., 1992]. Die Reduktion von CB 1954 wurde verfolgt, indem die Zunah-
me der Flache des Peaks, der dem Reduktionsprodukt 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid ent-
sprach, quantifiziert wurde. Alle Tests wurden durch die Zugabe des Enzyms gestartet und doppelt durchge-
fuhrt. Die kinetischen Parameter wurden berechnet, indem die Anfangsgeschwindigkeit der Reduktion fiir jede
Konzentration von CB 1954 gegen diese Konzentration aufgetragen wurde und die Daten mittels eines Com-
puterprogramms (FigP) der Michales-Menten-Gleichung angepasst wurden. Die Werte wurden durch das
Transformieren der Daten und ihre Anpassung an verschiedene Formen der linearen Gleichung Uiber Regres-
sionsanalysen bestatigt.

[0072] Die Wirkung verschiedener Cosubstrate auf CB 1954 wurde wie oben, aber ohne NADH, bestimmt.
NRH wurde durch NADPH oder NMNH ersetzt, und CB 1954 wurde in einer festen Konzentration von 100 pM
eingesetzt. Die Enzymkonzentration lag bei 5 pg/ml. Die Reduktion von CB 1954 wurde Gber das Messen so-
wohl der Abnahme seiner entsprechenden Peakflache der HPLC-Spur als auch der Zunahme der Flache des
Peaks, der dem Reduktionsprodukt 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid entsprach, verfolgt. Die
relativen Geschwindigkeiten der Reduktion wurden fur eine Abnahme des CB 1954 um 10% aus einem Gra-
phen bestimmt, bei dem die Abnahme des CB 1954 gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die Zeitachse wurde
auf ein Aquivalent von 10 pg/ml NQO2 normalisiert.
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Tabelle 1. Kinetische Parameter fir die NQO2, die Nitroreduktase aus E. coli, die DT-Diaphorase des Men-
schen und der Ratte beziglich CB 1954. NRH wurde als Cosubstrat fiir die NQO2 eingesetzt, wahrend die
Werte fir die anderen Enzyme mit NADH bestimmt wurden.

ENZYM Km (uM) Kiat (s77)
NQO2 263 +13 6,01
Nitroreduktase? 862 + 145 6,0
DT-Diaphorase der Ratte? 826 0,0683
DT-Diaphorase des Menschen? 1403 0,0107

[0073] Daten aus:
"TAnlezark el al., 1992]
J[Boland et al., 1991]

Tabelle 2. Die relative Geschwindigkeit der Reduktion von CB 1954 durch die NQO2 bei Verwendung unter-
schiedlicher Cosubstrate. Alle Cosubstrate wurden in einer Ausgangskonzentration von 500 uM eingesetzt,
und CB 1954 in einer Ausgangskonzentration von 100 pM.

COSUBSTRAT RELATIVE GESCHWINDIGKEIT DER
REDUKTION

NADH 1,0

NADPH 1,24

NMNH 5,6

NRH 70,0

Beispiel 2: Verabreichung eines Konjugats aus einem monoklonalen Antikérper und der NQQ2

[0074] In diesem Beispiel wird das Pro-Pharmakon 6-48 Stunden nach der Verabreichung eines Konjugats
aus einem monoklonalen Antikdrper und der NQO2 verabreicht. Der genaue Abstand hangt von den Lokalisie-
rungseigenschaften des Konjugats ab, aber die Verabreichung des Pro-Pharmakons beginnt idealerweise, so-
bald die Aktivitdt des Enzyms im Plasma nicht ausreicht, genligend Pro-Pharmakon zur Verursachung einer
Toxizitdt umzusetzen. Die Dosis des Konjugats liegt im Bereich von 100-300 mg m= pro Patient. Die Verabrei-
chung des Cosubstrats NRH beginnt ungefahr 1 Stunde vor der Verabreichung des Pro-Pharmakons und wird
Uber den Zeitraum der Verabreichung des Pro-Pharmakons fortgesetzt. Die Dosis des Pro-Pharmakons hangt
von dessen Art ab, aber eine wirksame Dosis kann im Bereich von 10-2000 mg m™ liegen. Die Dosis des NRH
kann das 2-3-fache der Dosis des Pro-Pharmakons sein. In diesem System kann es vorteilhaft sein, die Clea-
rance von restlicher Enzymaktivitat aus dem Plasma und normalen Geweben zu beschleunigen. Das kann
durch die Verabreichung eines galactosylierten Anti-Enzym-Antikdrpers nach der Verabreichung des Konju-
gats, aber vor der Verabreichung des NRH, erreicht werden.

Beispiel 3: Verabreichung eines rekombinanten NQO2-Polynucleotids
[0075] In diesem Beispiel wird ein rekombinantes Polynucleotid verabreicht.

[0076] Die Verabreichung kann Uber jeden beliebigen Weg erfolgen, der flr die zu behandelnde Erkrankung
geeignet ist, wobei zu geeigneten Wegen eine orale, nasale und parenterale Verabreichung gehort. Die Dosie-
rung wird vom jeweiligen Arzt fiir den jeweiligen Patienten bestimmt, und das Ganze wird von der genauen Art
des Pro-Pharmakons und des zytotoxischen Mittels, das aus dem Pro-Pharmakon freigesetzt werden soll, be-
stimmt. Ungefahre Dosen sind im Beispiel 2 oben angegeben. Wenn die Expression der NQO2 in einem ge-
eigneten Malde erfolgt, kann die Verabreichung des NRH gefolgt vom Pro-Pharmakon beginnen, wie im Bei-
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spiel 2 dargelegt wurde.
Beispiel 4: Verabreichung von NRH und des Pro-Pharmakons

[0077] In diesem Beispiel wird einem Patienten NRH verabreicht, und nach 1 Stunde wird mit der gleichzeiti-
gen Verabreichung des Pro-Pharmakons begonnen. Wie zuvor hangt die Dosis des Pro-Pharmakons und von
NRH von der Art des Pro-Pharmakons und des zytotoxischen Mittels, das aus dem Pro-Pharmakon freigesetzt
wird, ab.

Beispiel 5: Potenzielle Cosubstrate fur die NQO2
[0078] Die synthetisierten Verbindungen sind in der Fig. 7 gezeigt.
[0079] Details der Synthesen werden im Folgenden vorgestellt.
Verbindung 1: 1-(3-Sulfonatopropyl)dihydronicotinamid

[0080] Zu einer Lésung von 1-(3-Sulfonatopropyl)-3-carboxamidopyridinium (20 mg) in Wasser (5 ml) wurden
50 mg wasserfreies Natriumcarbonat, 50 mg Natriumbicarbonat und 50 mg Natriumhydrosulphit gegeben, und
die mit einem Stopfen verschlossene Lésung wurde 30 min bei 37°C stehen gelassen. Die reduzierte Verbin-
dung wurde mittels praparativer HPLC aus der Reaktionsmischung gereinigt. 5 ml der Reaktionsmischung wur-
den auf eine Dynamax-Macro-C18-Reverse-Phase-Saule von 21,4 x 250 mm (Rainin) injiziert und mit einem
Gradienten von Acetonitril in Wasser (0—100% tber 30 min) mit 10,0 ml/min eluiert. Die Extinktion des Eluats
bei 340 nm und die Fluoreszenz (Exzit. 340, Em. 450) wurden kontinuierlich verfolgt, und es wurde eine Frak-
tion, die einem Fluoreszenzpeak entsprach, gesammelt. Das Eluat wurde gesammelt und gefriergetrocknet,
wodurch die Verbindung 1 erhalten wurde. NMR (D,0 270 MHz, 20°C) d 1,95-2,08 (m, J ~ 7,3 Hz, 2H,
NCH,CH,CH,SO, ), 2,94 (t, J = 7,7 Hz, 2H, NCH,CH,CH,S0O, ), 3,04 (brt, J = 1,8 Hz, 1H, 4-CH,), 3,34 (t, J =
6,8 Hz, 2H, NCH,CH,CH,SO, ), 4,88-4,98 (m, 1H, H-5), 5,95 (dd, J = 8,1 Hz, J = 1,5 Hz, 1H, H-6), 7,04 (s, 1H,
H-2).

[0081] Das Ausgangsmaterial 1-(3-Sulfonatopropyl)-3-carboxamidopyridinium wurde wie folgt hergestellt:
1,3-Propansulton (12,21 g, 0,10 mol) wurde als eine Portion zu einer gertihrten Losung von Nicotinamid (12,21
g, 0,10 mol) in N,N-Dimethylformamid (DMF, 20 cm?®) gegeben. Die klare Lésung wurde 1 h auf 100°C erhitzt,
und innerhalb dieser Zeit (> 5 min) trennte sich ein schwerer farbloser Feststoff ab. Die Reaktionsmischung
wurde auf Raumtemperatur gekinhlt, filtriert, und der Feststoff wurde nacheinander mit kaltem DMF (2 x 25 cm®)
und dann mit trockenem Diethylether (2 x 30 cm®) gewaschen. Die Umkristallisation aus wassrigem DMF ergab
1-(3-Sulfonatopropyl)-3-carboxamidopyridinium in Form farbloser Prismen; Schmp. 300-302°C; NMR (D,O
270 MHz, 20°C) d 2,52 (Quintett, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,CH,SO,), 3,04 (t, J = 7,3 Hz, 2H,
N*CH,CH,CH,S0, ), 4,89 (t, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,CH,SO, ), 7,95 (br s, langsamer Austausch, CONH,),
8,24 (brt, J ~ 7,2 Hz, 1H, H-5), 8,94 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,10 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,40 (s, 1H, H-2).
Gefunden: C, 43,38, H, 4,95, N, 10,94%. C,H,,N,0,S -0,25H,0 (wasserfreies M = 244,27) erfordert C, 43,45,
H, 5,06, N, 11,26%.

Verbindung 2

[0082] Die Verbindung 2, 1-(Carboxamidomethyl)dihydronicotinamid, wurde aus 1-(Carboxamidome-
thyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid nach dem fur die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren her-
gestellt.

NMR (D,0O, 270 MHz, 20°C) d 3,00 (br t, J = 1,8 Hz, 2H, 4-CH,), 3,90 (s, 2H, CH,CONH,), 4,82-4,90 (m, 1H,
H-5), 5,76 (dm, J = 8,1 Hz, H-6), 6,89 (s, 1H, H-2).

[0083] Das Ausgangsmaterial 1-(Carboxamidomethyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde durch das Erhit-
zen einer Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und 2-lodacetamid (3,1 g, 16,8 mmol) in DMF (5 ml)
fur 3 h bei 55-60°C hergestellt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde Ethylacetat (50 ml) zugege-
ben, und die Mischung wurde 30 min geruhrt. Das Produkt wurde durch Filtrieren entfernt, an der Pumpe ge-
trocknet und aus wassrigem Ethanol umkristallisiert, wodurch 1-(Carboxamidomethyl)-3-carboxamidopyridini-
umiodid in Form farbloser Kristalle erhalten wurde (3,3 g, 66%); Schmp. 210-211°C. Gefunden: C, 31,37, H,
3,34, N, 13,77%, CH,,N,O,l (wasserfreies M = 307,09) erfordert C, 31,29, H, 3,28, N, 13,68%.
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Verbindung 3

[0084] Die Verbindung 3, 1-Propyldihydronicotinamid, wurde aus 1-Propyl-3-carboxamidopyridiniumbromid
nach dem fir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt. NMR (CDClI,, 270 MHz, 20°C)
d 0,90 (t, J = 7,3 Hz, 3H, NCH,CH,CH,), 1,56 (Sextett, J = 7,3 Hz, 2H, NCH,CH,CHj, 3,05 (t, J = 7,3 Hz, 2H,
NCH,CH,CH,), 3,16 (dd, J = 3,6 Hz, J = 1,8 Hz, 2H, 4-CH,), 4,72 (dt, J = 8,1 Hz, J = 3,6 Hz, 1H, H-5), 5,35 (br
s, 2H, langsamer D,0-Austausch, CONH,), 5,72 (dq, J = 8,1 Hz, 1,8 Hz, 1H, H-6), 7,04 (d, J = 1,8 Hz, H-2).

[0085] Das Ausgangsmaterial 1-Propyl-3-carboxamidopyridiniumbromid wurde wie folgt hergestellt. Eine Lo-
sung von Nicotinamid (12,21 g, 0,10 mol) und 1-Brompropan (12,30 g, 0,10 mol) in DMF (20 cm?®) wurde geriihrt
und 1 h auf 70°C erhitzt. Ein schweres Prazipitat bildete sich innerhalb von 15 min. Nach dem Abkuihlen auf
Raumtemperatur tiber Nacht wurde die Mischung filtriert, und der Feststoff wurde mit kaltem DMF (10 cm?®) und
dann mit trockenem Diethylether (2 x 20 cm®) gewaschen. Die Umkristallisation aus DMF ergab 1-Propyl-3-car-
boxamidopyridiniumbromid (19,42 g, 79%) in Form farbloser Prismen; Schmp. 171,5-172,5°C; NMR (ds-DM-
SO, 270 MHz, 20°C) d 0,91 (t, J = 7,3 Hz, 3H, N*CH,CH,CH,), 2,01 (Sextett, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,CH,),
4,70 (t, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,CH,), 8,20 (br s, langsamer D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,32 (dd, J = 8,1
Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,68 (br s, langsamer D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 9,02 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4),
9,35 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,65 (s, 1H, H-2). Gefunden: C, 44,21, H, 5,36, N, 11,32%. C,H,,N,OBr (wasser-
freies M = 245,12) erfordert C, 44,10, H, 5,35, N, 11,43%.

[0086] Die Verbindung 3 konnte auch uber die Reduktion von 1-Propyl-3-carboxamidopyridiniumiodid herge-
stellt werden. Dieses Ausgangsmaterial wurde durch das Erhitzen einer Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4
mmol) und 1-lodpropan (3,2 ml, 32,8 mmol) in DMF (5 ml) fir 4 h bei 90-95°C hergestellt. Es wurde Ethylacetat
(50 ml) zu der gekuhlten Lésung gegeben, und die Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur gerthrt. Der
Feststoff wurde abfiltriert, an der Pumpe getrocknet und aus Methanol umkristallisiert, wodurch 1-Propyl-3-car-
boxamidopyridiniumiodid in Form blassgelber Kristalle erhalten wurde (2,3 g, 48%); Schmp. 183-184°C (Lit.
180-182°C [S. Liao, J. T. Dulaney & H. G. Williams-Ashman, J Biol Chem, 237, 2981-2987 (1962)]; NMR
(ds-DMSO, 270 MHz, 20°C) 6 0,90 (t, 3H), 1,98 (m, 2H), 4,64 (t, 2H), 8,17 (s, 1H), 8,30 (t, 1H), 8,54 (s, 1H),
8,94 (d, 1H), 9,23 (s, 1H), 9,49 (s, 1H). Gefunden: C, 37,05, H, 4,47, N, 9,49%. C,H,;N,Ol (wasserfreies M =
292,12) erfordert C, 37,01, H, 4,49, N, 9,59%.

Verbindung 4

[0087] Die Verbindung 4, 1-(2-Propyl)dihydronicotinamid, wurde aus 1-(2-Propyl)-3-carboxamidopyridinium-
bromid nach dem fir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0088] Das Ausgangsmaterial 1-(2-Propyl)-3-carboxamidopyridiniumbromid wurde wie folgt hergestellt. Eine
Losung von Nicotinamid (12,21 g, 0,10 mol) und 2-Brompropan (12,30 g, 0,10 mol) in DMF (20 cm?®) wurde 10
h gerthrt und auf 70°C erhitzt, und wahrend dieser Zeit bildete sich ein farbloses Prazipitat. Nach dem Abkulh-
len auf Raumtemperatur tber Nacht wurde die Mischung filtriert, und der Feststoff wurde mit kaltem DMF (10
cm?®) und dann mit trockenem Diethylether (2 x 20 cm®) gewaschen. Die Umkristallisation aus DMF ergab
1-(2-Propyl)-3-carboxamidopyridiniumbromid (16,81 g, 69%) in Form farbloser Prismen; Schmp.
215,5-217,0°C; NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d 1,68 (d, J = 7,0 Hz, 6H, N*CH(CH,),), 5,17 (Septett, J =
7,0 Hz, 2H, N*CH(CH,),), 8,20 (br s, langsamer D,0O-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,31 (dd, J = 8,1 Hz, J = 6,2
Hz, 1H, H-5), 8,71 (br s, langsamer D,O-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,43 (d, J =
6,2 Hz, 1H, H-6), 9,62 (s, 1H, H-2). Gefunden: C, 44,19, H, 5,34, N, 11,30%. C,H,;N,OBr (wasserfreies M =
245,12) erfordert C, 44,10, H, 5,35, N, 11,43%.

[0089] Die Verbindung 4 konnte auch durch die Reduktion von 1-(2-Propyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid
hergestellt werden. Dieses wurde durch das Erhitzen einer Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und
2-lodpropan (3,0 ml, 30,0 mmol) in DMF (5,0 ml) fiir 4 h bei 90-95°C hergestellt. Es wurde Ethylacetat (50 ml)
zu der gekiihlten Lésung gegeben, und die Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung
wurde filtriert, und der Feststoff wurde an der Pumpe getrocknet und aus wassrigem Ethanol umkristallisiert,
wodurch 1-(2-Propyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid in Form gelber Kristalle erhalten wurde (1,1 g, 23%);
Schmp. 188-189°C. Gefunden: C, 37,16, H, 4,55, N, 9,53%. C4N,;N,Ol (wasserfreies M = 292,12) erfordert C,
37,01, H, 4,49, N, 9,59%.

Verbindung 5

[0090] Die Verbindung 5, 1-(3-Hydroxypropyl)dihydronicotinamid, wurde aus 1-(3-Hydroxypropyl)-3-carboxa-
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midopyridiniumbromid nach dem fir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

NMR (D,0O, 270 MHz, 20°C) d 1,89 (br Quintett, J ~ 6,6 Hz, 2H, NCH,CH,CH,OH), 3,17 (br t, J = 1,8 Hz, 2H,
4-CH,), 3,38 (t, = 6,9 Hz, 2H, NCH,CH,CH,0OH), 3,74 (t, J = 6,2 Hz, 2H, NCH,CH,CH,0H), 4,95-5,05 (m, 1H,
H-5), 6,01 (dm, J = 8,1 Hz, 1H, H-6), 7,13 (s, 1H, H-2).

[0091] Das Ausgangsmaterial 1-(3-Hydroxypropyl)-3-carboxamidopyridiniumbromid wurde wie folgt herge-
stellt. Eine Ldsung von Nicotinamid (12,21 g, 0,10 mol) und 3-Brom-1-propanol (13,90 g, 0,10 mol) in DMF (20
cm?®) wurde 1 h gerlhrt und auf 90°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur Giber Nacht wurde die
Mischung filtriert, und der Feststoff wurde mit kaltem DMF (10 cm®) und dann trockenem Diethylether (2 x 25
cm?®) gewaschen. Die Umkristallisation aus DMF ergab 1-(3-Hydroxypropyl)-3-carboxamidopyridiniumbromid
(19,29 g, 74%) in Form farbloser Prismen; Schmp. 119,0-120,0°C; NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d 2,14
(br Quintett, J ~ 6,2 Hz, 2H, N*CH,CH,CH,OH), 3,48 (t, J = 5,7 Hz, 2H, N"CH,CH,CH,OH), 4,77 (t, J = 7,0 Hz,
2H, N*CH,CH,CH,0H), 8,18 (br s, langsamer D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,28 (dd, J = 8,1 Hz, J = 5,9 Hz,
1H, H-5), 8,63 (br s, langsamer D,0-Austausch, 1H, CONH_H,, 8,97 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,26 (d, J = 5,9
Hz, 1H, H-6), 9,56 (s, 1H, H-2). Gefunden: C, 40,07, H, 5,17, N, 10,16%. C,H,,N,0,Br-0,5H,0 (wasserfreies
M = 261,12) erfordert C, 40,02, H, 5,22, N, 10,37%.

Verbindung 6

[0092] Die Verbindung 6, 1-(2-Hydroxyethyl)dihydronicotinamid, wurde aus 1-(2-Hydroxyethyl)-3-carboxami-
dopyridiniumiodid nach dem fiir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0093] Das Ausgangsmaterial 1-(2-Hydroxyethyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde durch das Erhitzen
einer Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und 2-lodethanol (2,6 ml, 33,3 mmol) in DMF (5 ml) fur 4
h auf 90-95°C hergestellt. Es wurde Ethylacetat (50 ml) zu der gekihlten Lésung gegeben, und die Mischung
wurde bei Raumtemperatur 30 min gerihrt. Die Mischung wurde filtriert, und der Feststoff wurde an der Pumpe
getrocknet und aus Methanol umkristallisiert, wodurch 1-(2-Hydroxyethyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid in
Form farbloser Kristalle erhalten wurde (3,8 g, 79%); Schmp. 128-129°C; NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d
3,90 (br t, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,OH), 5,21 (t, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,OH), 8,17 (br s, langsamer
D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,32 (dd, J = 8,1 Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,56 (br s, langsamer D,0-Aus-
tausch, 1H, CONH_H,), 8,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,16 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,43 (s, 1H, H-2). Gefunden:
C, 33,06, H, 3,85, N, 9,57%. C,H,;N,O,| (wasserfreies M = 294,09) erfordert C, 32,67, H, 3,77, N, 9,53%.

Verbindung 7

[0094] Die Verbindung 7, 1-(2-Carboxyethyl)dihydronicotinamid, wurde aus 1-(2-Carboxyethyl)-3-carboxami-
dopyridiniumiodid nach dem fir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellit.

NMR (D,O, 270 MHz, 20°C) 2,46 (t, J = 6,9 Hz, 2H, NCH,CH,CO,H), 2,96 (t, J = 6,9 Hz, 2H, NCH,CH,CO,H),
4,85-4,95 (m, 1H, H-5), 7,33-7,31 (m), 8,19-8,24 (m), 8,29-9,05 (m), 9,36 (s).

[0095] Das Ausgangsmaterial 1-(2-Carboxyethyl)-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde durch das Erhitzen
einer Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und 3-lodpropionsaure (3,3 g, 16,5 mmol) in DMF (5 ml)
fir 4 h bei 90-95°C hergestellt. Es wurde Ethylacetat (50 ml) zu der gekiihlten Ldsung gegeben, und die Mi-
schung wurde 30 min bei Raumtemperatur gerthrt. Die Mischung wurde filtriert, und der Feststoff wurde an
der Pumpe getrocknet und aus wassrigem Ethanol umkristallisiert, wodurch 1-(2-Carboxyethyl)-3-carboxami-
dopyridiniumiodid in Form farbloser Kristalle erhalten wurde (2,4 g, 46%); Schmp. 185-186°C. Gefunden: C,
33,80, H, 3,45, N, 8,57%. C,H,,N,O,l (wasserfreies M = 322,10) erfordert C, 33,56, H, 3,44, N, 8,70%.

Verbindung 8

[0096] Die Verbindung 8, 1-Benzyldihydronicotinamid, wurde aus 1-Benzyl-3-carboxamidopyridiniumiodid
nach dem fur die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0097] 1-Benzyl-3-carboxamidopyridiniumbromid wurde durch das Erhitzen einer Mischung von Nicotinamid
(2,0 g, 16,4 mmol) und Benzylbromid (3,9 ml, 32,8 mmol) in DMF (5 ml) auf 55-60°C hergestellt. Nach 5 Mi-
nuten bildete sich ein schweres Prazipitat, und es wurde eine weitere Portion DMF (5 ml) zugegeben. Nach 30
min wurde die Mischung auf Raumtemperatur abgekiihlt, und es wurde Ethylacetat (50 ml) zugegeben. Die
Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, dann wurde der Feststoff abfiltriert, an der Pumpe ge-
trocknet und aus wassrigem Ethanol umkristallisiert, wodurch 1-Benzyl-3-carboxamidopyridiniumbromid in
Form farbloser Prismen erhalten wurde (4,2 g, 85%); Schmp. 212-213°C; NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d
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5,99 (s, 2H, N*CH,Ph), 7,35-7,55 (m, 3H, H-3'/4'/5"), 7,55-7,70 (m, 2H, H-2'/6"), 8,22 (br s, langsamer D,0-Aus-
tausch, 1H, CONH_H,), 8,32 (dd, J = 8,1 Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,68 (br s, langsamer D,O-Austausch, 1H,
CONH_H,), 9,03 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,39 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,74 (s, 1H, H-2). Gefunden: C, 53,35,
H, 4,48, N, 9,40%. C,;H,;N,OBr (wasserfreies M = 293,16) erfordert C, 53,26, H, 4,47, N, 9,56%.

Verbindung 9

[0098] Die Verbindung 9, 1-Methyldihydronicotinamid, wurde aus 1-Methyl-3-carboxamidopyridiniumiodid
nach dem fur die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0099] Das Ausgangsmaterial 1-Methyl-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde von Sigma-Aldrich Chemical
Company, Poole Dorset, GB, bezogen. NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d 4,41 (s, 3H, N*CHy,), 8,16 (br s,
langsamer D,O-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,26 (dd, J = 8,4 Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,52 (br s, langsamer
D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,91 (d, J = 8,4 Hz. 1H, H-4), 9,12 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,41 (s, 1H, H-2).

Verbindung 10

[0100] Die Verbindung 10, 1-Ethyldihydronicotinamid, wurde aus 1-Ethyl-3-carboxamidopyridiniumiodid nach
dem fir die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0101] Das Ausgangsmaterial 1-Ethyl-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde durch das Erhitzen einer Mi-
schung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und 1-lodethan (2,6 ml, 32,5 mmol) in DMF (5 ml) fir 3 h bei
55-60°C hergestellt. Nach dem Abkiihlen wurde Ethylacetat (50 ml) zugegeben, und die Mischung wurde 30
min bei Raumtemperatur geruihrt. Die Mischung wurde filtriert, und der blassgelbe Feststoff wurde an der Pum-
pe getrocknet und aus einer Mischung von DMF und Ethylacetat umkristallisiert, wodurch 1-Ethyl-3-carboxa-
midopyridiniumiodid in Form blassgelber Prismen erhalten wurde (3,7 g, 82%); Schmp. 202-203°C; NMR
(dg-DMSO, 270 MHz, 20°C) d 1,59 (t, J = 7,3 Hz, 3H, N*CH,CH,), 4,72 (q, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,, 8,16 (br
s, langsamer D,0O-Austausch, 1H, CONH_H,, 8,30 (dd, J = 8,1 Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,53 (br s, langsamer
D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,93 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,27 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,50 (s, 1H, H-2).
Gefunden: C, 34,11, H, 3,91, N, 9,80%. C,H,,N,Ol (wasserfreies M = 278,09) erfordert C, 34,55, H, 3,99, N,
10,07%.

Verbindung 11

[0102] Die Verbindung 11, 1-Phenylethyldihydronicotinamid, wurde aus 1-Phenylethyl-3-carboxamidopyridi-
niumiodid nach dem fur die Verbindung 1 beschriebenen Reduktionsverfahren hergestellt.

[0103] Das Ausgangsmaterial 1-Phenylethyl-3-carboxamidopyridiniumiodid wurde durch das Erhitzen einer
Mischung von Nicotinamid (2,0 g, 16,4 mmol) und (2-lodethyl)benzol (4,7 ml, 32,5 mmol) in DMF (5 ml) fiir 4 h
bei 55-60°C hergestellt. Es wurde Ethylacetat (50 ml) zu der gekiihlten Losung gegeben, und die Mischung
wurde 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert, an der Pumpe getrocknet und aus
wassrigem Ethanol umkristallisiert, wodurch 1-Phenylethyl-3-carboxamidopyridiniumiodid in Form gelber Pris-
men erhalten wurde (3,8 g, 65%); Schmp. 188-189°C; NMR (d,-DMSO, 270 MHz, 20°C) d 3,32 (t, J = 7,3 Hz,
2H, N*CH,CH,Ph), 4,93 (t, J = 7,3 Hz, 2H, N*CH,CH,Ph), 7,15-7,40 (m, 5H, H-2'/3'/4'/5'/6"), 7,55-7,70 (m, 2H,
H-2'/6") 8,17 (br s, langsamer D,O-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,26 (dd, J = 8,1 Hz, J = 6,2 Hz, 1H, H-5), 8,52
(br s, langsamer D,0-Austausch, 1H, CONH_H,), 8,93 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 9,15 (J = 6,2 Hz, 1H, H-6), 9,47
(s, 1H, H-2).

[0104] Wir haben die Verbindungen 1-11 als potenzielle Cosubstrate fiir die NQO2 untersucht, und wir haben
die vollstandigen kinetischen Eigenschaften flur die Verbindungen 1 und 2 bestimmt. Die experimentellen De-
tails und die Ergebnisse sind weiter unten angegeben.

[0105] Von den Verbindungen 3, 8, 9 und 10 wurde in der Literatur berichtet (S Liao, JT Dulaney & HG Wil-
liams-Ashman, J. Biol. Chem., 237, 2981-2987, 1962; S Liao & HG Williams-Ashman, Biochem. Biophys. Res.
Comm., 4, 208-213, 1961; S Liao & HG Williams-Ashman, Biochem. Pharmacol., 6, 53-54, 1961).

[0106] Die Eig. 8a zeigt, dass die Verbindung 8 und Nicotinsduremononucleotid (reduziert) keine Cosubstrate

fur die NQO2 sind und dass die Verbindung 11 ein schlechtes Cosubstrat ist. Die Fig. 4 zeigt, dass NADH und
NADPH schlechte Cosubstrate fur die NQO2 sind.
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[0107] Der k,,-Wert fir die NQO2 mit NRH liegt bei 360 min™ bei Verwendung von CB 1954 als Elektronen-
akzeptor. Der K, fir diese Reaktion liegt bei ungefahr 30 uM. Die neuen Cofaktoren sind mit Sicherheit sehr
gut bezliglich der Reduktion von CB 1954 in Gegenwart der NQO2.

Bestimmung der Cosubstrataktivitat mit der NQO2

[0108] Die Aktivitat verschiedener potenzieller Cosubstrate wurde tber eine HPLC-Analyse in Gegenwart von
CB 1954 und NQO2 bestimmt. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde die NQO2 (1 pg/ml) mit NRH
(5000 pM) und CB 1954 in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 bis 2 mM) in Natriumphosphatpuffer (10
mM, pH 7) bei 37°C inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeiten wurden Aliquots (10 pl) auf eine Partisphe-
re-SCX-HPLC-Saule (250 x 4,5 mm) (Whatman Ltd.) injiziert und isokratisch mit 50 mM wassrigem Natrium-
phosphat, das 1% Methanol enthielt, eluiert (1,5 ml/min). Die Extinktion des Eluats wurde kontinuierlich bei 320
nm registriert. Dieses Trennsystem konnte alle erwarteten Reduktionsprodukte von CB 1954 auftrennen [Bo-
land et al., 1991, Knox et al., 1992]. Die Reduktion von CB 1954 wurde durch das Quantifizieren der Zunahme
der Flache des Peaks, der dem Reduktionsprodukt 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid ent-
sprach, registriert. Alle Tests wurden durch die Zugabe des Enzyms gestartet und doppelt durchgefiihrt. Die
kinetischen Parameter wurden berechnet, indem die Anfangsgeschwindigkeit der Reduktion fiir jede Konzen-
tration von CB 1954 gegen diese Konzentration aufgetragen wurde und die Daten mittels eines Computerpro-
gramms (FigP) der Michales-Menten-Gleichung angepasst wurden. Die Werte wurden durch das Transformie-
ren der Daten und ihre Anpassung an verschiedene Formen der linearen Gleichung Uber Regressionsanalysen
bestatigt.

[0109] Die Wirkung verschiedener Cosubstrate auf die Reduktion von CB 1954 wurde wie oben bestimmt,
aber NRH wurde durch das Cosubstrat ersetzt, und CB 1954 wurde in einer festen Konzentration von 100 yM
eingesetzt. Die Enzymkonzentration lag bei 1 oder 5 pg/ml. Die Reduktion von CB 1954 wurde uber das Mes-
sen sowohl der Abnahme seiner entsprechenden Peakflache der HPLC-Spur als auch der Zunahme der Fla-
che des Peaks, der dem Reduktionsprodukt 5-(Aziridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid entsprach, ver-
folgt. Die relativen Geschwindigkeiten der Reduktion wurden fir eine Abnahme des CB 1954 um 10% aus ei-
nem Graphen bestimmt, bei dem die Abnahme des CB 1954 gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die Zeitachse
wurde auf ein Aquivalent von 10 pg/ml NQO2 normalisiert. Die kinetischen Parameter der NQO2 fiir die ver-
schiedenen Cosubstrate wurden wie fir CB 1954 bestimmt, auRer dass die Ausgangskonzentration des CB
1954 konstant bei 100 pM lag, wahrend diejenige des Cosubstrats von 0 bis 2 mM variiert wurde. Die Enzym-
konzentration lag bei 0,5 pg/ml.

[0110] Die Fig. 8a—c zeigen die Fahigkeit aller Verbindungen, als Cosubstrat zu wirken.

[0111] Die fir die Verbindungen 1 und 2 ermittelten kinetischen Daten sind in der Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3: Die kinetischen Parameter der NQO2 fiir verschiedene Cosubstrate

Cosubstrat Km (uM) kiat (Min-1)
NRH 282 360

2 198 £ 19 750

1 1080 + 135 1530

Beispiel 6: Internalisierung von NQO2-Cosubstraten durch Zellen

[0112] Die Verbindung 1 tragt eine negative Ladung, weshalb wir nicht erwarteten, dass sie in die Zellen ge-
langt, und genau das wurde auch beobachtet. Die Verbindung 2 wird anscheinend schlecht internalisiert (un-
gefahr 10% des Wertes von NRH). Die schlechte Internalisierung konnte am intrazellularen Metabolismus lie-
gen.

[0113] Die Aufnahme verschiedener NQO2-Cosubstrate in V79-Zellen wurde durch Fluorimetrie bestimmt.
Die V79-Zellen wurden in T25-Gewebekulturflaschen ausgesat, und dann liel man sie konfluent werden (~2
x 107 Zellen). Das Wachstumsmedium wurde entfernt und durch 10 ml frisches Medium ersetzt, das 1 mM Co-
substrat enthielt, und dann wurde bei 37°C inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeiten wurde das Medium entfernt,
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und der Zellmonolayer wurde 5 x mit 50 ml eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch Trypsinieren
abgeldst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in alkalischem Lysierpuffer (0,5 M KOH, 36% Gew./Vol. Cs-
Cl, in 50%igem wassrigem Ethanol) resuspendiert und durch schnelles Mischen aufgebrochen, und die Zell-
trimmer wurden durch Zentrifugation bei 10 000 g entfernt. Die Konzentration des Cosubstrats wurde fluori-
metrisch bestimmt (Exzitation 360 nm, Emission 450 nm, Spalt 5 nm), indem 100 ul Uberstand mit 2,9 ml 100
mM Natriumbicarbonatpuffer, pH 10, verdinnt wurden. Das Fluorimeter wurde mit Hilfe eines geeigneten Stan-
dards kalibriert. Alle Messungen wurden dreifach durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in der Fig. 9 gezeigt.

[0114] Die Fig. 9 zeigt die Aufnahme verschiedener Cosubstrate in Wildtyp-V79-Zellen. Die Verbindung 1 ist
bei physiologischem pH geladen und wird aus den Zellen ausgeschlossen. Somit ist dieses Cosubstrat fur
MDEPT-Anwendung geeignet.

Beispiel 7: Zytotoxizitat von CB 1954 in mit NQO2 transfizierten Zellen in Gegenwart von Cosubstraten

[0115] Wir haben die NQO2 in V79-Zellen (embryonale Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters)
transfiziert und uns die Zytotoxizitat von CB 1954 in Gegenwart von Cosubstraten angesehen.

Konstruktion des NQO2-Vectors H6

[0116] Die NQO2-Sequenz wurde von einem bakteriellen Expressionsplasmid, pKK-hNQO2, gewonnen, das
im Beispiel 1 beschrieben wurde. Die Konstruktion umfasste folgende Schritte:
1) Der ORF der NQO2 wurde als ein Ncol/Hindlll-Fragment aus pKK-hNQO2 herausgeschnitten, wobei die
Ncol-Stelle das Startcodon enthielt.
2) Er wurde in den mit Ncol/Hindlll geschnittenen F58 kloniert, wodurch der Vektor H1 erzeugt wurde. F58
ist ein Derivat des pBluescript I| SK(+) (Stratagene), der bei uns erzeugt wurde, und enthalt eine zusatzliche
Xhol-Stelle, eine Kozak-Sequenz fir eine gute eukaryotische Expression und eine Ncol-Stelle (CCTC-
GAGTCACCATGGATATCnnn...), die in der Bluescript-EcoRV-Stelle insertiert ist.
3) Es wurde eine partielle Flllung mit 2 Basen eingesetzt, um die 3'-Hindlll-Stelle des ORF der NQO2 mit
der MCS-Xbal-Stelle des bicistronischen Puromycin-resistenten eukaryotischen IRES-Expressionsvektors
F250 (AIRES-P, EMBL:Z75185 (Eig. 10a) zu verknipfen. H1 und F250 wurden zuerst mit Xhol geschnitten,
und die Plasmid-DNA wurde gereinigt. H1 wurde dann mit Hindlll geschnitten und mit der Klenow-DNA-Po-
lymerase in Gegenwart von lediglich dA + dG behandelt, F250 wurde mit Xbal geschnitten und mit Klenow
und lediglich dC + dT behandelt. Der durch Xhol-[Xbal/CT] linearisierte F250 und das Xhol-[HindI-
[I/AG]-nqo2-Insert wurden dann zur Erzeugung des fertigen Expressionsvektors H6 zusammenligiert

(Fig. 10b).
Transfektion von V79-Zellen

[0117] H6-DNA von Transfektionsqualitdt wurde mittels des endotoxinfreien Maxiprep-Kits von QIAGEN her-
gestellt. Embryonale Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters (V79) wurden mit dem gereinigten H6
unter Verwendung des DOTAP-Liposomenreagens gemafl den Angaben des Herstellers (Boehringer Mann-
heim) transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Puromycin-resistente Klone in DMEM/10% FCS
mit 10 pg/ml Puromycin (Sigma) selektiert und weitergeziichtet, um Zelllinien zu etablieren, die V79TM1, -5,
-3, -7, -9, -11 und -13 genannt und in selektivem Medium gehalten wurden.

Analyse der Zytotoxizitat in vitro

[0118] Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden trypsiniert, in einer Dichte von 5 x 10* Zellen
pro Well (100 pl) in 96-Well-Platten ausgesat, und dann lied man sie sich 24 Stunden erholen. Dann wurden
50 pl Medium entnommen und durch 50 pl frisches Medium ersetzt, das 200 uM NRH enthielt, so dass eine
Endkonzentration von 100 pM erzielt wurde. Es wurde eine Verdinnungsreihe von CB 1954 (8 mal 3,66-fach),
die Endkonzentrationen von 1000-0,46 uM lieferte, in situ hergestellt. Die Zellen wurden dann mit dem Arznei-
mittel 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden fixiert und mit Sulforhodamin-B gefarbt. Die Extinktion
bei 590 nm wurde bestimmt, und die Ergebnisse wurden als Prozent des Wachstums der Kontrolle ausge-
drickt. Die IC,,-Werte wurden durch Interpolation ermittelt. Als Kontrolle wurden nicht-transfizierte V79-Zellen
wie oben behandelt, aber in diesem Falle enthielt das Medium kein Puromycin. Die Wachstumskurven sind in

der Fiq. 11 gezeigt.

[0119] Die Eig. 11 zeigt die Wirkung von NRH auf die Zytotoxizitadt von CB 1964 in NQO2-exprimierenden
VV79-Zellen. Die Zugabe von NRH erhohte die Zytotoxizitat von CB 1954 um wenigstens das 100-fache
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(V79TM13), und sie war héher als das 100-fache in der V79TM5- und -13-Zelllinie. Diese Wirkung wurde in
nicht-transfizierten V79-Zellen nicht gesehen (< 3-fach) und kann somit der Expression der NQO2 in den trans-
fizierten Zellen zugeschrieben werden.

Beispiel 8: Zytotoxizitat von CB 1954 in T98G-Glioblastomzellen in Gegenwart von NQO2-Cosubstrat

[0120] Wir haben die Zytotoxizitat von CB 1954 in Gegenwart von entweder NRH, der Verbindung 1 oder der
Verbindung 2 in der Glioblastomzelllinie T98G untersucht. CB 1954 allein war fiir diese Zellen nicht toxisch.
Die Zytotoxizitat von CB 1954 wurde um das wenigstens 100-fache erhéht, wenn die Zellen mit CB 1954 und
entweder NRH oder der Verbindung 2 inkubiert wurden. In Gegenwart der Verbindung 1, die nicht imstande ist,
in die Zellen zu gefangen, wird keine Potenzierung beobachtet. Die Schlussfolgerung ist, das die NQO2 in den
Zellen vorhanden ist und ihre Aktivierung von CB 1954 die Ursache der Zytotoxizitat ist.

[0121] Die Ergebnisse sind in der Fig. 12 gezeigt.

[0122] Die Fig. 12 zeigt die Wirkung von NRH, der Verbindung 1 und der Verbindung 2 auf die Zytotoxizitat
von CB 1954 in menschlichen T98G-Glioblastomzellen. Die Zellen wurden wie die V79-Zellen behandelt, je-
doch fir 144 Stunden in Gegenwart von CB 1954. Die Zugabe von NRH und der Verbindung 2 erhéhte die
Zytotoxizitat von CB 1954 um wenigstens das 100-fache, wahrend die impermeable Cosubstrat-Verbindung 1
keine Potenzierung bewirkte.

Beispiel 9: Selektivitdt der NQO2-Cosubstrate und In-vivo-Toxizitat
Selektivitat der neuen Cosubstrate

[0123] Die Fia. 13 und Fig. 14 zeigen die Fahigkeit anderer CB-1954-reduzierender Enzyme (der Nitroreduk-
tase aus E. coli und der DT-Diaphorase der Ratte) zur Verwendung der neuen Cosubstrate. Im Gegensatz zur
NQO2 kdénnen beide Enzyme NADH als Cosubstrate fiir die Reduktion von CB 1954 verwenden. Die Daten
zeigen, dass die DT-Diaphorase der Ratte imstande ist, sowohl die Verbindung 1 als auch die Verbindung 2
als Cosubstrat in der Reduktion einzusetzen. Allerdings ist die Nitroreduktase aus E. coli nicht imstande, eine
von ihnen zu verwenden. Somit zeigen die neuen Cosubstrate eine gewisse Selektivitat und sind keine gene-
rellen Elektronendonatoren.

[0124] Die Fig. 15 und Fig. 16 zeigen die Wirkung der Verbindung 1 auf das Kérpergewicht normaler Mause.

[0125] Die Eig. 17 und Eig. 18 zeigen die Wirkung der Verbindung 2 auf das Kérpergewicht normaler Mause.
Mausen (6 Gruppen aus jeweils 3) wurde intravends (Schwanzvene) entweder die Verbindung 1 oder die Ver-
bindung 2 in den gezeigten Dosen injiziert, und das Gewicht der Mause wurde Uber einen Zeitraum von 8 Ta-
gen registriert. Kontrolimause erhielten lediglich den Trager (Phosphat-gepufferfe Saline).

[0126] Die Verbindungen 1 und 2 zeigen keine Hinweise auf eine inharente Toxizitat fir Mause, wie aus der
Korpergewichtsabnahme hervorgeht.
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Patentanspriiche
1. Therapeutisches System, das umfasst: ein Pro-Pharmakon, das durch die Wirkung der NQO2 in ein be-

trachtlich zytotoxisches Pharmakon umgewandelt werden kann, und ein Analoges von Nicotinamidribosid (re-
duziert) (NRH) mit der Formel |, das Reduktionsaquivalente auf die NQO2 tbertragen kann,

| 0
Rd l
N
l
RT
I

wobei R' ausgewahlt ist aus substituiertem Alkyl, einschlieRlich einer Substitution durch CONH,, OH, Halogen,
CN oder COOH; Aryl; substituiertem Aryl; CONR?R®, wobei R? und R® unabhangig voneinander H, Alkyl oder
substituiertes Alkyl sind; und R? und R?® sind unabhangig voneinander H, Alkyl oder substituiertes Alkyl, und R*
ist ein beliebiges von H, Alkyl, substituiertem Alkyl, Halogen, CN, COOH, CONH, oder OH.

2. System gemal Anspruch 1, wobei das Analoge von NRH die Formel Il hat
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wobei R substituiertes Alkyl ist, einschlieRlich einer Substitution durch CONH,, OH, Halogen, CN oder COOH.
3. System gemaR Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei die Alkylgruppe C,- bis C4-Alkyl ist.

4. System gemal Anspruch 2 oder Anspruch 3, wobei R aus der Gruppe ausgewahlt ist, die besteht aus
-CH,CONH,, -CH,CH,CH,SO,_, -CH,CH,CH,0H, -CH,CH,OH und -CH,CH,COOH.

5. System gemalR Anspruch 4, wobei das Analoge von NRH 1-(Carboxamidomethyl)dihydronicotinamid ist.

6. System gemal einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Pro-Pharmakon CB 1954 oder ein
Analoges von diesem ist.

7. System gemafR Anspruch 6, wobei das Pro-Pharmakon CB 1954 ist.

8. Verwendung eines Analogen von Nicotinamidribosid (reduziert) (NRH), wie es in einem beliebigen der
Anspriche 1 bis 5 definiert ist, das Reduktionsaquivalente auf die NQO2 ubertragen kann, bei der Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung eines menschlichen Patienten mit einem Tumor, der behandelt werden
soll, wobei dem Patienten ein Pro-Pharmakon verabreicht worden ist, wird oder werden wird, das durch die
Wirkung der NQO2 in ein betrachtlich zytotoxisches Pharmakon umgewandelt wird.

9. Verwendung eines Pro-Pharmakons, das durch die Wirkung der NQO2 in ein betrachtlich zytotoxisches
Pharmakon umgewandelt werden kann, bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines
menschlichen Patienten mit einem Tumor, der behandelt werden soll, wobei dem Patienten ein Analoges von
NRH, wie es in einem beliebigen der Anspriiche 1 bis 5 definiert ist, das Reduktionsdquivalente auf die NQO2
Ubertragen kann, verabreicht worden ist, wird oder werden wird.

10. Verwendung, wie sie im Anspruch 8 oder im Anspruch 9 definiert ist, wobei das Pro-Pharmakon CB
1954 oder ein Analoges von diesem ist.

11. Verwendung, wie sie im Anspruch 10 definiert ist, wobei das Pro-Pharmakon CB1954 ist.

Es folgen 19 Blatt Zeichnungen
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2 Gruppe 2
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‘Fig. 18
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200 mg/kg
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800mg/kg

_
.

2 3 6 7 8

AN\
FLMIMMNN =
A\ g
T////////////////im

-

LM
AMMIMIINNY

b el

Tage

AN
7//////////////// ...............

5555555
MRV Ee WS  Jgaorguwewo 8g

(B) wyomeo (B6) Womes (B) Wyoimeo

Tage
Toxizitat des Cofaktors
Toxizitat des Cofaktors

1 Toxizitat des Cofaktors VERBINDUNG 2

O

38/38



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

