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Kapitel 1

Einleitung und Zielsetzung

1.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress (OS) und die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl.
reactive oxygen species) werden mit verschiedenen Krankheiten in Zusammenhang ge-
bracht. Dazu zéhlen neurodegenerative und auto-entziindliche Erkrankungen, wie Apople-
xie (Schlaganfall), amyotrophische laterale Sklerose (ALS), Morbus Parkinson und Morbus
Alzheimer, Diabetes und Rheumatoide Arthritis[1, 2, 3].

Desweiteren ist OS - durch allméhlichen Riickgang der Antioxidans-Verteidigung -
eine natiirliche Begleiterscheinung beim Altern, und kommt im Gewebe &lterer Menschen
vor[4]. Aber auch Krebs wird mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht. OS muss
nicht der Grund fiir solche Krankheiten sein, aber durch wachsendes Interesse an der
Therapie und der Vorbeugung derartiger Krankheiten ist OS in das Blickfeld der aktuellen
Forschung geriickt.

Herrschen normale physiologische Bedingungen, dann steht die Produktion und der
Abbau von reaktiven Spezies im Gleichgewicht. Ein entstandenes Ungleichgewicht aus
Pro- und Antioxidantien versteht man als OS. Im Fall des Sauerstoffs spricht man von
reaktiven Sauerstoffspezies[5, 6].

Eine wichtige exogene Quelle ist jedoch UV-, Rontgen-, y-Strahlung oder radioaktive
Strahlung. ROS wird auch durch Luftverschmutzung, Zigarettenrauch, Pestizide, Medi-

kamente und verschiedene Chemikalien verursacht.

Biologisch wichtig sind freie Radikale, wie Superoxidradikalanionen (O5*~), Hydroxyl-
radikale (HO®), Hydroperoxylradikale (HOO?®), die organischen Alkoxylradikale (RO*®)
und Peroxylradikale (ROO®), aber auch nicht-radikalische Verbindungen wie Wasser-
stoffperoxid (Hy0,), Singulett-Sauerstoff (1Og), Hydroperoxid (ROOH) oder Hypochlorid

14
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(C1O07)[7, §].

Radikale besitzen ein oder mehrere ungepaarte Elektronen, welches sie zu bevorzug-
ten Reaktionspartnern macht und in Kettenreaktionen reagieren lésst. Vertreter der re-
aktiven Stickstoffspezies (RNS) sind das Stickstoffmonoxidradikal (NO®) und Peroxinitrit

(ONOO™). Auch erhshte Konzentrationen an Metallionen assoziiert man mit OS.

Die Zelle ist dem Angriff von OS nicht schutzlos ausgeliefert, sondern verfiigt mit
Glutathion (L-y-Glutamyl-L-Cystein-Glycin, GSH) iiber ein antioxidatives Abwehrsy-
stem. GSH ist das wichtigste Reduktionsmittel und Antioxidans im menschlichen Or-
ganismus. Dieses arbeitet als eine Art intrazellulirer Redoxpuffer, wobei unter Bildung
von oxidiertem Glutathion GSSG (Glutathiondisulfid) ROS ,neutralisiert* und die Zelle
vor OS geschiitzt wird:

ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0

Dariiber hinaus besitzt die Zelle weitere Abwehrmechanismen durch verschiedene ka-
talytisch wirkende Antioxidantien. Dazu gehoren das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD)
mit den Isoformen Cu,Zn-SOD und Mn-SOD. Die Funktion der Superoxiddismutase, die
die Dismutation des Superoxidanions zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff zu katalysiert,

wurde zum ersten Mal 1969 beschrieben|9].

2 OQ._ + 2H+ e H202 -+ 02

Durch Katalasen (CAT) wird OS durch Disproprtionierung von toxischem Wasser-

stoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff eingeschrankt.

2 HQOQ —>2H20 + 02

Die selenabhingigen, antioxidativ wirksamen Glutathion-Peroxidasen (GPx) kataly-
sieren die Reduktion von Lipidhydroperoxiden und Wasserstoffperoxid unter Verwendung
von Glutathion (GSH) als Reduktionsmittel.

Enzymatischer Oxidationsschutz wird auch durch Peroxiredoxine (Prx) gesichert. Prx
reduzieren HyO,, Peroxinitrit und eine Vielzahl von organischen Hydroperoxiden unter

Verwendung von Thiolen.
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1.2 Antioxidantien und die Nachahmung von Enzy-

men

DNA-Mutationen und deren Verbindung mit der Entstehung von Krebs[10, 11] haben
zu Forschungsvorhaben im Bereich von natiirlichen und synthetischen Antioxidantien
gefithrt. Im Bereich des Hautschutzes sind Ergebnisse mit reduzierend wirkenden Verbin-
dungen, z.B. Coenzym Q10 und Chelatbildnern wie DFO (Deferoxamin) erzielt worden[12,
13].

Einfache Antioxidantien (Abbildung 1.1) wie Ascorbinséure (Vitamin C) und a-To-
copherol (Vitamin E), verschiedene Carotinoide, Curcurmin oder Liponsdure sind nur
begrenzt aktiv, d.h. sie werden bei anhaltendem OS schnell verbraucht, sodass grofle,
stochiometrische Mengen erforderlich werden, um eine Wirkung zu erzeugen. Die Gefahr

von Nebenwirkungen ist damit erhoht.

HQ HO
(0)
HO\/\S_Z«?O
HO OH
L-(+)-Ascorbinséiure (Vitamin C) a-Tocopherol (Vitamin E)
O O
(JTTTC i
HO OH {W\)‘\OH
—S
O e S
Curcurmin a-Liponsiure
SH
0 0 0 O
H
N
H O)‘\(\)‘\ N OH ©E<N@
H /
NH, (0] Se
Glutathion (GSH) Ebselen

Abbildung 1.1: Antioxidantien: L-(+)-Ascorbinsiure (Vitamin C), a-Tocopherol (Vitamin E),
Curcurmin, «-Liponsiure, Glutathion und das Glutathion-Perozidase (GPx)-Mimetikum Ebse-
len.

Katalytische Antioxidanten bieten hingegen den Vorteil, dass sie nicht aufgebraucht,
sondern regeneriert werden konnen und sofort erneut zur Verfiigung stehen. Derartige
Katalysatoren wirken duflerst effektiv. Sie sind mit einer unwahrscheinlichen Schnelligkeit

in der Lage, mit oxidativen Stressoren zu reagieren. Die Reduktion von HyO5 und Reaktion
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von GSH zu GSSG dauert z.B. in Anwesenheit von GPx nur Sekunden, aber Stunden in
seiner Abwesenheit[14]. Bei katalytischen Reaktionen entstehen, im Vergleich zu manchen
herkommlichen (einfachen) Antioxidantien, ungefihrliche Nebenprodukte.

Einfachen Antioxidantien fehlt es auch an der notigen Selektivitét. Sie vermogen nicht
zwischen gesunden und Zellen mit erhohtem OS zu unterscheiden und sind in allen Zel-
len aktiv, was dazu fiihrt, dass das normale intrazelluldre Gleichgewicht mit ,,gesunden®

Konzentrationen an ROS und Metallionen beeintréachtigt wird.

Die meisten synthetisch hergestellten Antioxidantien haben demnach grofle Nachtei-
le. Es iiberrascht deshalb nicht, dass in der Entwicklung neuer Antioxidantien gerade
das Interesse an der Synthese von katalytisch aktiven Enzym-Mimetika, die korpereigene
Enzyme immitieren kénnen, unwahrscheinlich grof3 ist.

Von allen genannten Enzymen sind selenhaltige GPx-Mimetika von besonderem Inter-
esse. Die antioxidative Wirkung von Selen wird ausschlief§lich durch Selenoenzyme vermit-
telt. Alle GPx haben gemeinsam, dass sie Peroxide unter Verbrauch von GSH oder einem
anderen Thiol reduzieren kénnen. GPx unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitat fiir
verschiedene Peroxide. Neben HyOq kann eine groie Anzahl von (Alkyl-)Hydroperoxiden
(ROOH), einschliefllich Fettsdurehydroperoxiden, zu harmlosen Endprodukten umgesetzt
werden[15].

Die Bildung von O5*~ ist durchaus auch ein natiirlicher Prozess, der in Mitochondrien
stattfindet (Atmungskette). Etwa 1-3 % verbrauchten Sauerstoffs wird zu Superoxidradi-
kalanionen (O5*~) umgewandelt[16]. Nach deren Reaktion zu HyOy und Oy durch zink-
und kupfer-abhéngige Superoxid-Dismutasen (SOD), kann der weitere Abbau durch GPx
erfolgen. GPx oxidiert GSH zu dessen Disulfid GSSG. HyO5 wird zu H,O und Lipidper-
oxide zu entsprechenden Alkoholen reduziert. GPx wirkt damit protektiv gegen Folge-
produkte von ROS und ist somit mafigeblich am Schutz der Lipide und Biomembranen
beteiligt[17].

Schwefel und Selen sind sich chemisch gesehen sehr &nhlich. Biochemisch gesehen ist
Selen jedoch das katalytisch aktivere Element von beiden. Selenocystein liegt wegen seines
niedrigeren pK-Wertes im physiologischen pH-Bereich vorwiegend ionisiert vor, wohinge-
gen Cystein protoniert ist. Das Selenol(at) ist demzufolge ein wirksameres Nukleophil und
Selenocystein reaktiver als Cystein[18, 19]. Selen ist als Selenocystein im aktiven Zentrum
der Glutathionperoxidasen (GPx) gebunden.

Das Selenol E-SeH (Enzym-Se ?H) des Selenocysteins wird aktiviert (oxidiert) indem
es mit HyOy oder Hydroperoxiden unter Bildung von HsO bzw. entsprechender Alko-
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hole (ROH) reagiert. Dabei nimmt der Selenocystein-Rest die Oxidationsstufe der un-
terselenigen Siure E-SeOH (Enzym-Se’OH) an. Das oxidierte Enzym wird im Fogenden
stufenweise durch zwei GSH-Molekiile reduziert (siche Abbildung 1.2). Im ersten Schritt
wird unter Wasserabspaltung Glutathion iiber eine kovalente Selenylsulfidbindung an das
Enzym gebunden. Mit einem weiteren Molekiil GSH wird im zweiten Schritt die Selenyl-
sulfidbindung wieder gespalten und GSSG gebildet. Dadurch wird der Grundzustand des
Enzyms wieder herstellt und der Katalysezyklus kann von neuem beginnen[20, 15, 21].

Peroxinitrit hat stark oxidierende Eigenschaften gegeniiber biologischen Molekiilen,
einschliefllich Lipiden, Aminoséuren und Nukleotiden. ONOO™ kann von GPx in gleicher
Art und Weise zu Nitritionen (NOy ™) reduziert werden|[22].

GSSG H,0, (ROOH)
E-SeH
GSH H,O (ROH)
E-Se-SG E-SeOH
H,0 GSH

Abbildung 1.2: Reaktionsmechanismus der Glutathion-Peroxidasen (GPx)[15].

Beim enzymatischen Abbau von Peroxiden spielen auch Peroxiredoxine (Prx) eine
wichtige pysiologische Rolle. Prx besitzen Cystein (Cys-SpH, peroxidatives Cystein) in
ihrem katalytisch aktiven Zentrum. Prx aller Typen katalysieren die Reduktion von Hy-
droperoxiden unter Bildung einer Sulfensdure (Cys-SpOH).

Auf Grund der Anzahl und Lage der katalytisch wirksamen Cysteine werden 1-Cys-Prx
sowie typische und atypische 2-Cys-Prx klassifiziert. Typische und atypische 2-Cys-Prx
besitzen je zwei an der Peroxidasereaktion beteiligte Cysteinreste. Kommt es zur Ausbil-
dung einer intermolekularen Disulfidbriicke zwischen Cys-SpOH und einem Thiol eines
anderen Cysteins, welches von einer Untereinheit eines anderen Homodimers stammt,

spricht man von typischen 2-Cys-Prx. Kommen beide Sp aber aus derselben Untereinheit
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und eine intramolekulare Disulfidbriicke wird gebildet, handelt es sich um monomerisch
aufgebaute atypische 2-Cys-Prx. Typische 2-Cys-Prx sind die héufiger vorkommenden
Peroxiredoxine. Die Reduktion der Disulfidbriicke und die Regenerierung von Cys-SpH
erfolgt bei den 2-Cys-Prx mittels Thioredoxin (Disulfid-Reduktase). Die 1-Cys-Prx ent-
halten nur ein einziges konserviertes Cystein. Die Regeneration von 1-Cys-Prx ist noch
nicht gekéart. Vermutlich reagiert die Sulfensédure mit einem Thiol unter Ausbildung einer
Disuldifbindung, gefolgt von der Reduktion mit einem zweiten Molekiil Thiol und der
Riickbildung des Enzyms[23].

Die Natur ist schon immer ein Vorbild fiir die Forschung gewesen. Im Fall von Enzymen
beeindruckt ihre katalytische Aktivitat und die Selektivitét fiir bestimmte Substrate und
Reaktionen. Deshalb sollen synthetische hergestellte Antioxidantien GPx immitieren, und
wie dieses die Oxidation von reduziertem Glutathion (GSH) zu oxidiertem Glutathion-
disulfid (GSSG) bewerkstelligen. Der Katalysezyklus eines Mimetikums ist in Abbildung
1.3[24] verdeutlicht. Dabei sind niedermolekulare Verbindungen, die mit &nhlicher Ef-
fizienz wie Enzyme arbeiten, von groflem Interesse. Sie sind nicht nur leichter zuging-
lich, sondern auch weniger empfindlich gegeniiber dufleren Einfliissen. Das wohl einzige,
sich zur Zeit in klinischen Tests befindliche Seleno-Mimetikum ist Ebselen (2-Phenyl-
1,2-benzisoselenazol-3(2H)-on) (siche Abbildung 1.1). Die Glutathion-Peroxidase-édhnli-
che Aktivitdt von Ebselen wurde im Jahr 1984[25] und seine Peroxinitrit-reduzierende
Wirkung 1995[26] gezeigt.

Die Glutathion-Peroxidase-dhnliche Wirkung verlduft analog der des Mechamismus
der Enzyme in drei Schritten. Im ersten reagiert es mit Hydroperoxid unter Bildung von
unterseleniger Sdure und dem entsprechenden Alkohol. Danach wird diese durch Thiole
(z.B. GSH) in zwei Schritten sequenziell zu Ebselen-Selenol, H,O und Disulfid (GSSG)
reduziert[27, 21]. Die Peroxinitrit-reduzierende Wirkung verlduft iiber das Selenoxid von
Ebselen[26] analog Abbildung 1.3.

Selen- und Tellurverbindungen sind chemisch und metabolisch stabiler als Metall-
komplexe, die SOD- oder CAT-Enzyme immitieren sollen. Fiir diesen Zweck sind keine
komplizierten Verbindungen von Noten, sie sollen sogar chemisch einfach zugénglich sein,
aber es ist auch zu beachten, dass OS ein Ereignis aus verschiedenen Stressoren ist. Beim
Behandeln nur eines oxidativen Stressors bleibt anderer OS bestehen, welcher die Zelle

weiter schidigen kann.

Ebselen hat sich im Kampf gegen ROS und RNS als eine ausgespochen gute anti-



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 20
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Abbildung 1.3: Katalysezyklus fiir die Reduktion von Hy Oy durch chalkogenorganische GPi-
Mimetika[24).

oxidative und entziindungshemmende (anti-inflammatorische)[28, 29] Verbindung erwie-
sen. Dawson et al. haben gezeigt, dass eine hohe Dosis (30 mg/kg) Ebselen zu einer
signifikanten Reduzierung (48 % und 53 %) der ischemischen Hirnschidigung bei Rat-
ten fithrt[30]. In einer placebokontrollierten, doppelblinden Studie bei Schlaganfallpati-
enten hatten die ebselenbehandelten Patienten nach einem Monat bessere Werte als die

Kontrollpatienten[31]. Ebselen hat vielversprechende neuroprotektive Eigenschaften.

Einerseits werden GPx und Ebselen zum Vorbild genommen, andererseits, im Hin-
blick auf chelatisierende FEigenschaften, wurden in unserer Arbeitsgruppe bifunktionale
Molekiile, wie 2,2’-Diselan-1,2-diyldipyridin (a), 2,2’-Diselan-1,2-diyldianilin (b) und 8,8'-
Diselan-1,2-diyldichinolin (c¢) synthetisiert (siehe Abbildung 1.4), sowie in verschiedenen
in vitro-Assays deren katalytische Aktivitdt und Redoxverhalten untersucht und Studien
zur Metallbindung und Zellkultur angefertigt|32, 33].

Aus Verbindungen a-c bietet b den besten Schutz vor UVA-Strahlung (Fibroblast Zell-
kultur), sogar stérker als Ebselen. In elektrochemischen Untersuchungen und mit Hilfe von
UV /VIS-Spektoskopie wurde gezeigt, dass b relativ stark mit Cu®" (Grenzfall zwischen
weicher und harter Lewis-Séure) wechselwirkt. Fiir eine Bindung von Fe?" (harte Lewis-
Saure) sind allerdings hértere Donatoren als Selen oder Stickstoff erforderlich[32]. Es ist
unrealistisch, hohere Konzentrationen an Wirkstoff einzusetzen und deshalb naheliegend,
die vergleichsweise schwachen Koordinationsstellen in Verbindung b durch Liganden mit
starkerer Metallbindung zu ersetzen. Dadurch, so die Idee, kénnte auch der Riickgang
von labilen Metallionen unter OS gewihrleistet werden. Zum Vergleich besitzt der Che-

latligand DFO eine ausreichend hohe Affinitéit zu Fe3* und wird daher verwendet, um
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Abbildung 1.4: Multifunktionale Antiozidantien nach Collins a-d[32] und Antioxidans e[14]
basierend auf Protoporphyrin IX.

Krankheiten mit Eiseniiberladung bzw. Vergiftungen zu behandeln.

Einen Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit bildet die Synthese der in Abbil-
dung 1.4 gezeigten Verbindung d. Sie basiert auf tacn (1,4,7-Triazacyclononan), einem
bekannten Komplexbildner fiir Kupfer und Eisen, der den kleinsten aller Aza-Makrozyklen
darstellt. Fir katalytische Wirksamkeit (GPx) ist ein Selenatom in Form einer Phenyl-
selenopropyl-Gruppe eingefithrt worden. Die bereits von C.A. Collins innerhalb ihrer
Dissertation[33] synthetisierte Verbindung zeigt Aktivitit gegeniiber OS, induziert durch
UVA-Strahlung (Fibroblast-Zellen FEK4). Mit eingesetzten Konzentrationen in einer Hohe
von 50 uM besitzt sie gleichzeitig eine niedrige Toxizitét auf die Zellen selbst[33, 14]. Aus
diesem Grund konnte eine mogliche Anwendung im Bereich von Hautschutz gegeben sein,
z.B. als Zusatz zu Sonnencreme.

Verbindung d zeigt allerdings nur eine mittlere GPx-Aktivitdat, was dem ersten An-
schein nach schlecht ist, aber nicht heifit, dass die Verbindung auch ein schlechtes An-
tioxidationsmittel ist. Es wurde schon mehrfach gezeigt, dass Verbindungen mit einer
auBerordentlich hohen Aktivitdt in Gegenwart von HyOq zytotoxisch wirken kénnen[34].
Im Gegensatz dazu sind Stoffe mit ausreichend, aber nicht allzu hoher GPx-Aktivitét
oftmals durchaus die besseren Antioxidantien, da sie nicht toxisch sind und die Zelle

trotzdem schiitzen[14].
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Das selbe gilt fiir das Metallbindungsverhalten. Extrem starke Chelatbildner kénnen
Metallionen aus Proteinen und Enzymen freisetzen. Die Freisetzung von Eisenionen aus
Hémoglobin[35] oder dem Speicherprotein Ferritin[36] ist bekannt. Auch DFO gehort
durchaus dazu[37, 38, 39]. Aufgrund von Nebenwirkungen ist der klinische Einsatz von
DFO deshalb begrenzt[40, 41]. Eine Kombination aus ausreichend katalytischer Aktivitét
einerseits und einer guten, aber nicht tiberdurchschnittlich hohen Affinitdt Metalle zu

binden andererseits, ist womdoglich die beste Losung[42].

Durch das Vereinigen des antioxidativen Redox-Zentrums mit einem Metallfanger
kann die Verbindung theoretisch Folgendes leisten: Zunéchst die katalytische Reduktion
von Peroxiden (Hy0O5, ROOH) oder Peroxinitrit (ONOO™). ONOO™ wird zu Nitritionen
NOs~ entgiftet. Zweitens, ein stochiometrisches Aufnehmen von gefidhrlichen Fe- und Cu-
Ionen. Drittens, eine eventuelle katalytische Zerstorung von Superoxid O5*~ am durch
Metallionen-Aufnahme verdnderten tacn-Makrozyclus. Damit wiirde das Molekiil auch
als SOD-Mimetikum fungieren. Studien mit tacn-Liganden haben bereits gezeigt, dass sie
aktive Zentren von Metalloenzymen (Cu,Zn-SOD) immitieren kénnen[43, 44]. Man kann

derartige Verbindungen deshalb durchaus als ,,intelligent® bezeichnen.

Wasserstoffperoxid ist zwar chemisch gesehen kein Radikal, wird aber wegen seiner
Befahigung, hoch reaktive Radikale bilden zu kénnen, zu den ROS gezahlt. HyO4 ist das
Folgeprodukt von O,*~ und auch Vorlauferverbindung fiir Hydroxylradikale, welche in
der Haber-Weiss-Reaktion[45] und der Fenton-Reaktion[46] gebildet werden[47]:

Fe?t /Cu®t + 0y*~ — Fe?™/Cu™ + O, (Haber-Weiss)

Fe?T/Cut + HyOy — Fe?™/Cu*t + OH~ + HO® (Fenton)

Beide Reaktionen werden von Metallionen, wie Eisen oder Kupfer katalysiert. Hydro-
xylradikale reagieren umgehend mit allen Biomolekiilen, mit Proteinen und Lipiden, sowie
der DNA, und koénnen diese auf vielfaltige Art und Weise schidigen. In Folge von Fenton-
Reaktionen kann es wiederum zu einer unkontrollierten Freisetzung von redoxaktiven
Metallionen kommen, die danach weiteren oxidativen Schaden anrichten konnen. Ebenso
katalysieren labile Metallionen, die aus Proteinen freigesetzt wurden, erneut die Fenton-
Reaktion[48]. Es entsteht ein bosartiger Kreislauf aus OS-Bildung und Metallionen-Frei-
setzung, der nur sehr schwer zu durchbrechen ist. Multifunktionale Antioxidanskatalysa-

toren sind geradezu optimal um in einen solchen einzugreifen.



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 23

Es muss erwahnt werden, dass zeitgleich zu dieser Dissertation in unserer Gruppe auch
Molekiile enstanden, die anstatt eines Aza-Makrozyklus einen Porphyrin-Baustein (Pro-
toporphyrin IX) beinhalten (Verbindung e, Abbildung 1.4)[14, 49]. Die gezeigte Verbin-
dung dieser Klasse verfiigt auflerdem gleich iiber zwei Selen-Funktionen innerhalb eines
Molekiils. Die Kombination des Porphyrins mit Selen verleiht dem Molekiil aber nicht
nur die Eigenschaft als GPx-Mimetikum. Durch Komplexierung von labilen Kupfer- oder
Eisen-ITonen bei OS werden sie zu Metalloporphyrinen, die ihrerseits oft katalytische Akti-
vitat haben, z.B. indem sie SOD immitieren. Diese Molekiile haben auch die Moglichkeit,
labiles Zn?* zu binden und dann mit Cu*/?* bzw. Fe?*/3+ auszutauschen, was biologisch

sehr interessant wire (Entgiftung von Cu-, Fe-Ionen).

1.3 Chinonstruktur und Antikrebs-Wirkung

In der Krebstherapie ist eine hohe Effektivitat und Selektivitit der Wirkstoffe von grofier
Bedeutung. Die Chinon-Struktur wird mit der Wirkung gegen Krebs, Malaria und Pil-
zen verbunden|[50]. Thre Toxizitdt geht darauf zuriick, dass sie Elektronen akzeptieren
kann. Oxidativer Stress (OS) entsteht, wenn ein Chinon (g) zum Semichinon-Radikal
(h) und evt. weiter zum Hydrochinon (i) reduziert wird. Diese Spezies konnen Oy unter
Riickbildung des Chinons zu Superoxid-Radikalen (O5*~) reduzieren (Abbildung 1.5). Die
Reduktion von O resultiert in zytotoxischen Mengen an HoOs (und GSSG)[50]. Ein be-
kanntes Beispiel eines solchen Redoxzyklus ist Menadion (2-Methyl-1,4-Naphthochinon),

welches ein und/oder zwei Elektronen aus zahlreichen Flavoproteinen aufnehmen kann|[51].

+e +H* +e +H*

N TN

*@‘&@*Q*@
= =

2 GSH GSSG
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Abbildung 1.5: Katalysezyklus der chinonischen Verbindung g[52].
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In Kombination mit Chalkogenen (Se, Te) kénnen Chinone eine wichtige Rolle in der
Modulation von OS haben. Derartige gestaltete Verbindungen stellen potentielle Kan-
didaten fiir die Krebstherapie dar und wirken dabei selektiv. Sie nehmen OS wahr und
toten oxidativ gestresste Krebszellen effektiv, wobei keine gesunden Zellen angegriffen
und umliegendes Gewebe sogar geschiitzt werden soll[34]. Es ist entscheidend, dass der
Wirkstoff an sich nicht toxisch ist, sondern die Toxizitdt des ,,Substrates® erhéht, wobei

durch generieren von Sauerstoff-Radikalen ,,lediglich“ das bereits vorhandene OS-Niveau
erhoht wird (siehe Abbildung 1.6).

Zellen unter Oxidativem Stress Gesunde Zellen ohne
(z.B. Peroxide, Superoxid) Oxidativen Stress

.

.

[y

X

0 y
Kein Katalysator O‘ Kein Katalysator
)
. 5 | .

v

-<--X----

Kein Effekt Selektiver Zelltod Kein Effekt Kein Effekt
durch Anreicherung (Katalysator inaktiv)
von OS

Abbildung 1.6: Hypothese der Wirkung von multifunktionalen Redoz-Katalysatoren, welche
selektiven Zelltod herbeifihren[34).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Multi-Stressoren-Ereignis OS ohne einen
multifunktionalen Wirkstoff nahezu unmoglich zu bewéltigen ist. Unsere Gruppe hat
bereits vielversprechende Sensor/Effektor-Molekiile vorgestellt, welche das intrazelluldre
Stressniveau erhohen und damit Zellen abtoten konnen[52, 34]. Verbindung g beispielswei-
se (Abbildung 1.5) hat sich als stérker zytotoxisch gegeniiber oxidativ/H;O-gestressten

Zellen gezeigt als gegeniiber Zellen, in denen normale Redoxverhéltnisse vorherrschen.

Durch den Chalkogenbestandteil kann einerseits H,O, (ROS) zu HyO, und GSH zu

GSSG umgesetzt werden, aber mit Hilfe des Chinons werden andererseits auch reaktive
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Superoxidradikalanionen O5°~ erzeugt. Diese produzieren wiederum HsO, und fordern
zunéchst nur die Katalyse von GSH zu GSSG und die damit verbundene Aktivierung der
Chalkogen-Einheit des Katalysators, wie in Abbildung 1.5 gezeigt. Kommt es in Folge
dessen aber zu einer weiteren Steigerung an Radikalen innerhalb der Zelle, fiihrt dies
bis zum Zelltod. Leider ist GSH nicht das einzigste Substrat. Cystein-haltige Proteine
und Enzyme konnen den Katalysezyklus storen und den Wirkstoff in seiner Funktion
inhibieren.

Das Molekiil g ist chemisch einfach zugénglich, zeichnet sicht aber aufgrund elektro-
nischer Effekte und der Kombination verschiedener Funktionalitdten als hochst aktiver
Katalysator aus. Verfolgt man die Leitstruktur weiter, kénnen sich aus einer Selektivitét
wie dieser in Zukunft optimale Behandlungsmoglichkeiten fiir oxidativ gestresste Krebs-

zellen ergeben.

Im Gegensatz zu Krebszellen unter OS, sind Zellen von hypoxischen Tumoren jedoch
sehr stark reduzierend. Eine sauerstoffabhéngige Radikalbildung ist hier nicht mdoglich.

Ein bifunktionales, zytotoxisches Antibiotikum ist Mitomycin C (MMC). Nach meta-~
bolischer Aktivierung von MMC kann Interaktion mit der DNA erfolgen. Der wesentliche
Mechanismus ist die enzymatische Reduktion des Chinons zum Semichinon-Radikal und
zum Dihydrochinon sowie die Abspaltung einer Methoxygruppe. Es entsteht ein biologisch
aktives Alkylanz, was mono- und bifunktional mit der DNA reagieren kann und irrever-
sibel DNA-Seitenstrange verkniipft und Strangbriiche induziert. MMC wird insbesondere

von hypoxischen Tumorzellen metabolisiert[53].

Ziel der Arbeit ist die Synthese von multifunktionalen Wirkstoffen, die einfache chalko-
genorganische Verbindungen sein sollen, dabei aber multifunktional sind, und gleichzeitig
katalytische und metallbindende Eigenschaften fiir eine antioxidative Wirksamkeit haben.

In Bezug auf Krebstherapeutika sollen Molekiile synthetisiert werden, welche Chinone
mit den Chalkogenen Schwefel, Selen und Tellur, méglicherweise auch mit mehr als zwei
Zentren, verkniipfen. Diese stellen oxidative Sensor/Effektor-Katalysatoren dar.

Das Ziel besteht aber nicht nur darin, einfache synthetische Zugéinge zu derartigen
Stukturen zu erarbeiten, sondern vor allem auch in der zellbiologischen Untersuchung der
bislang unbekannten Verbindungen mit potentiell neuartigen Eigenschaften. Auf diesem
Wege sollen aus allen entwickelten Substanzen die interessantesten Strukturen gefunden

werden.
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Der Abschnitt ,,Ergebnisse und Diskussion® ist wie folgt eingeteilt: Die Kapitel 2-4
beinhalten die Synthese und Diskussion der neuen, verschiedenartig zusammengesetzten,
multifunktionalen Verbindungen. Die Einteilung erfolgt nach der Art der verwendenten
,Bausteine“ fiir den jeweiligen Molekiiltyp. Die Molekiile enthalten im Wesentlichen die
Chalkogene Schwefel, Selen und Tellur, die Makrozyklen tacn bzw. cyclen, und verschiede-
ne Chinone (Naphthochinon, Benzochinon). Zusétzlich werden Modellverbindungen mit
Piperazin synthetisiert. In jedem Kapitel wird die Charakterisierung der entsprechenden
Substanzklasse beschrieben. Fiir Chinon-Chalkogen-Verbindungen (Kapitel 3) liegt be-

sonderes Augenmerk auf der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie.

Die Kapitel 5 und 6 befassen sich mit dem biologischen Teil dieser Arbeit. Zum einen
der Effekte der dargestellten Verbindungen auf Krebszellinien und zum anderen mit der

Wirkung gegen Mikroben (Dermatophyten und Plasmodien).

Im Folgenden ist kurz zusammengefasst, welche Anforderungen an die Synthese gestellt
werden, damit die synthetisierten Produkte auch fiir die zukiinftige Anwendung geeignet
sind. Daraus ergibt sich gewissermaflen das ,Design® der verschiedenen Verbindungen,
zusammen mit den in der Einleitung diskutierten Kriterien.

Zur Synthese aller multifunktional verkniipften Molekiile sollen zuallererst einfache
Syntheserouten genutzt werden, nicht nur weil Selen-Chemie oft mit Problemen verbunden
ist, sondern auch weil keine Notwendigkeit besteht, kompliziert aufgebaute Molekiile ein-
zusetzen, wenn einfache Strukturen denselben Zweck erfiillen. Die Verbindungen miissen
chemisch reaktiv sein, sie miissen aber keine Strukturen erkennen oder binden.

Um biologische Tests durchfiithren zu konnen, miissen solche Substanzen einfach und
in ausreichend grofien Mengen zugénglich sein. Zudem muss gewihrleistet sein, dass sie
in entsprechend hoher Reinheit isoliert und damit fiir die Zellkultur tauglich sind. Dies
betrifft ebenfalls deren Loslichkeit. Da eine hohe Loslichkeit in Wasser schon von vorn
herein (fast) ausgeschlossen ist, sollten die Verbindungen in EtOH 16slich, aber zumindest
in DMSO gut 16slich sein, damit sie sowohl in wéssrigen Medium appliziert werden kénnen
als auch membrangéngig sind.

Fiir eine gute Membrangéngigkeit ist es umso besser, Molekiile mit nierdrigen mole-
kularen Massen darzustellen. Dabei geht es natiirlich um verhdltnismdf$ig niedrige Mol-
massen, da ein Selenatom allein schon eine Molmasse von 78.96 g/mol aufweist und die
Molmassen der Molekiile so sehr ziigig ansteigen.

Mit dem Hintergrund, dass Aryl-Selen-Verbindungen gegeniiber von Alkyl-Selen-Ver-

bindungen weniger toxisch sind[54], wurden in vorangegangenden Arbeiten Selen- bzw.
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Tellur-Atome eingefiihrt, die meist in direkter Nachbarschaft einer Phenylgruppe standen
[14, 24]. Dabei wird die geringere Toxizitdt mit der hoheren Stabilitdt von Aryl-Selen-
Bindungen begriindet und erfiillt den Zweck, dass Selen in vivo weniger leicht freigesetzt
werden kann. Aromatische Derivate von Tellur sind auch stabiler als aliphatische und
werden deshalb in der Synthese bevorzugt[55].

Es sollte angemerkt werden, dass zu viel Selen Haarausfall, sprode Néagel, Magen-
Darm-Beschwerden bzw. Hautausschlag verursacht oder Nervenprobleme hervorruft[56].
Freies ,,unkontrolliertes“ Selen (z.B. Selenit) wiirde schlieBlich genau das Gegenteil von
dem bewirken, was wir anstreben. Auch das in Ebselen vorkommende Selen ist nicht bio-
verfiigbar[57], es erscheint nicht im korpereigenen Selen-Pool. Der Aspekt, dass kein Selen
freigesetzt wird, ist daher auflerordentlich wichtig und soll fiir bevorstehende Synthesen
beachtet werden. Die Syntheseplanung ist deshalb so angelegt, dass Selen zumindest mit
einer Bindung immer an eine Phenylgruppe gebunden bleibt. Das heifit Diaryl-, Arylalkyl-
Selenide und Aryl-Selanole sind bevorzugt.

Schwefel-homologe Verbindungen sind durch ihre niedrigere biologische Aktivitidt von
etwas geringerer Bedeutung und sollen hauptséichlich einen Vergleich zu Selen- und Tel-
lurverbindungen darstellen. Dies betrifft deren NMR-Spektroskopie als auch deren biolo-
gische Aktivitét.



Kapitel 2

Multifunktionale Molekiile basierend
auf Selen und Makrozyklen

1-(3-(Phenylselenyl)propyl)-1,4,7-triazacyclononan (1) wurde erstmals von C.A. Collins in
unserer Arbeitsgruppe dargestellt[33] (siche Abbildung 2.1). Ausgehend von 1-Brom-3-
(phenylselenyl)propan (1) [58] besteht der Syntheseweg aus zwei Stufen. Um Mehrfachsub-
stitution des Makrozyklus zu vermeiden, wird 1 mit einem stickstoffgeschiitzten Derivat
des Trizyklus, 1,4,7-Triazatricyclo[5.2.1.0%1%decan (j)[59, 60, 61], im Verhéltnis 1:1 um-
gesetzt. Bei Raumtemperatur und CH3CN als Losungsmittel findet innerhalb von drei
Tagen die Umsetzung zu k statt, welches nach Entfernen des Losungsmittels als ein wei-
Ber Feststoff zuriickbleibt. Durch Erhitzen von k mit HCI fiir 6 Stunden unter Riickfluss,
wird der Zyklus entschiitzt und ein weifler Feststoff von 1-(3-(Phenylselenyl)propyl)-1,4,7-
triazacyclononan als 1-(3-(Phenylselenyl)propyl)-1,4,7-triazacyclononan-3HCI (1) erhalten
(Ausbeute: 87 %).

2.1 Synthese und Reaktionsverhalten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde 1-(3-(Phenylselenyl)propyl)-1,4,7-triazacyclononan (2)
(als Produkt ohne HCI) auf direktem Synteseweg durch Umsetzung von tacn mit der
zu Collins analogen halogenierten Verbindung, 1-Brom-3-(phenylselenyl)propan (1)[58],
dargestellt (siche Abblidung 2.2).

1 ist ein einfaches Edukt, was unsere ,,Design-Kriterien® erfiillt. Wie schon erwéhnt,
steht Selen aus Stabilitdtsgriinden in direkter Nachbarschaft zu einem Aromaten. Die
Propylgruppe sorgt dafiir, dass Selen und Makrozyklus durch eine Propylkette voreinan-

der getrennt werden. Reaktionen anderer Bromide mit einem Uberschuss von unsubsti-

29
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Abbildung 2.1: Syntheseroute von Verbindung l nach Collins[33].

tuiertem Cylen sind mit KoCO3 und CH3CN beschrieben worden und fiithren zu dessen
Einfachsubstitution. Diese Methode wurde von uns als die beste Moglichkeit identifiziert
um reine Verbindungen - ohne problematische Reinigung - darzustellen[62]. Ausbeuten
sind nahezu quantitativ.

1 Aquivalent 1,4,7-Triazacyclononan (tacn) wird mit 0.66 Aquivalenten 1-Brom-3-
(phenylselenyl)propan (1) in Gegenwart von K,COs (1 Aquivalent) bei Raumtemperatur
in CH3CN geriihrt. Erhitzen ist nicht nétig, jedoch muss darauf geachtet werden, dass
das Bromid nicht zu schnell eingetropft wird. Durch die Verwendung eines Uberschusses
von tacn, sowie aussreiched langsame Zugabe von 1 konnte keine Mehrfachsubstitution
am tacn-Ring beobachtet werden. Zur Abtrennung des iiberschiissigen tacn, wird das
nach Filtration der Losung sowie der Entfernung des Losungsmittels erhaltene Rohpro-
dukt in MeOH bzw. CH5Cly; aufgenommen, und damit das Produkt gelost. Tacn ist in
MeOH bzw. CH,Cl, unléslich. Die Losung wird filtriert und erneut eingeengt. Wiederholt

man diesen Vorgang mit beiden Losungsmitteln mehrere Male, sollte alles unumgesetzte
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tacn entfernt sein. Danach ist keine weitere Reinigung erforderlich. Es wird das mono-
substituierte Produkt in einer Ausbeute von 97.5 % (bezogen auf eingesetztes 1-Brom-3-

(phenylselenyl)propan (1)) erhalten. 2 ist ein hellgelbes, viskoses Ol

s >"pr
1 I
HN NH HN NH
( ) K,COg / CHCN [ j
N FIN NA
H __/

Abbildung 2.2: Synthese der multifunktionalen Verbindungen 2 und 3.

Mit dem Ziel auch 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan (cyclen) gezielt zweifach zu substi-
tuieren, wird 1 Aquivalent cyclen mit 0.5 Aquivalenten 1 nach derselben Methode umge-
setzt. Dabei findet sowohl eine Mono- als auch eine Disubstitution statt, was eigentlich
vermieden werden sollte. Die Trennung des Gemisches aus ein- und zweifach substitu-
iertem Makrozykus geschieht durch priaparative HPLC (siehe Kapitel 11). Dabei konnte
die einfach-substituierte Verbindung nicht isoliert werden (siehe Kapitel 11, 11.2). Das
bis-substituierte Produkt 1,7-Bis(3-(phenylselenyl)propyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan
(3) wird jedoch mit 29.8 % als ein gelbliches, stark viskoses Ol erhalten.

Da es sich bei praparativer HPLC um eine aufwendige Reinigungs-Methode handelt,
die auch nur die Trennung kleiner Substanzmengen zuldsst, werden alternative Methoden
zur Aufarbeitung bevorzugt. Deshalb wurde gepriift, ob sich noch andere Reaktionen zur
Darstellung von 3 eignen, die ggf. eine einfachere Aufarbeitung ermoglichen.

Chaux et al. beschreiben die regioselektive Synthese difunktionalisierter Cyclene iiber
den Weg einer reduktiven Aminierung[63]. Durch reduktive Aminierung lassen sich viele
Aldehyde in Amine iiberfithren. Die Reaktionsmechanismus verlduft iiber ein Iminiumi-

on als Zwischenstufe. Dieses wird in der zweiten Teilreaktion duch ein Reduktionsmittel,
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in unserem Fall Natriumtriacetoxyborhydrid (NaBH(OAc)3), zum Amin reduziert[64, 65].

Das fiir unseren Zweck dienliche Aldehyd ist dabei 3-(Phenylselenyl)propanal (4)[66].
Dessen Verwendung fiihrt theoretisch geradewegs zu gleichermaflen substituierten Ma-
krozyklen wie 3. Setzt man die Edukte im Verhéltnis 1:2 um, sollte man im giinstigsten
Fall Verbindung 3 erhalten. Leider konnte aber auch mittels reduktiver Aminierung nur
eine Substanzmischung aus mono- und bis-substituiertem cyclen erhalten werden. Eine
praparative Trennung des Reaktionsgemisches kann auch hier nicht umgangen werden.
Die Ausbeute iiber den Alternativweg der reduktiven Aminierung ist mit 13.0 % nach der
HPLC sogar schlechter als bei der urspriinglich gewéhlten Syntheseroute.

Zum Testen der Reaktion an sich, konnte Piperazin hingegen problemlos zu 1,4-Bis(3-
(phenylselenyl)propyl)piperazin (5) umgesetzt werden. Die erhaltene Verbindung besitzt
keine NH-Funktionen wie die anderen Verbindungen, aber neben Piperazin als zentralem
Baustein auch zwei Phenylselenylpropyl-Einheiten. Auch aufgrund dessen kann man diese
Verbindung gut an Kieselgel chromatographisch reinigen (Eluent CHyCly/MeOH 95:5).
Die Ausbeute des weiflen bis beigen Feststoffes betriagt 30.2 %.

i s " Ng
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H@ NaBH(OAC), [ ]
NH THF HN NH
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\© HN\_/N\/\/SG :

Abbildung 2.3: Modellverbindung 5 und Alternativsynthese von 3.

Um OS entgegenwirken zu konnen, sind 2 und 3 zum einen so aufgebaut, dass fiir
die Metallkomplexierung der Markrozyklus bereitsteht, zum anderen ein bzw. zwei Se-
lenatome fiir katalytische Aktivitat sorgen. Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist

diese Kombination vielversprechend, da auf diese Weise ROS als auch freie Metallionen
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,unschadlich® gemacht werden koénnen.

5 hat Piperazin als zentalen Baustein. Die Piperazinverbindung kann hingegen keine
Komplexe bilden, bei denen Metallionen in den Ring eingeschlossen werden. Sie kann aber
zwei Piperazin-Liganden bereitstellen und so mit Metallionen Komplexe im Verhéltnis 2:1
formen. Sie dient in der Hautsache als Modellverbindung, was aber nicht bedeutet, dass
sie per se keine Wirkung hat. 5 enthélt zwei Metallbindungsstellen und zwei Selenatome
- und damit zwei katalytisch interessante Einheiten um GPx nachzuahmen. Gleiches gilt
fiir 3, dessen Selenatome gleichzeitig, aber unabhéngig voneinander an Katalysezyklen
teilnehmen und auf diese Weise das Enzym GPx immitieren konnen.

2 hat dabei lediglich eine Molmasse von 326.34 g/mol. Vergleicht man dies mit 3, so
ist dessen Molmasse mit 566.54 g/mol schon deutlich groBer. Beide sollten damit aber als
selenorganische Verbindungen fiir die Anwendung gut geeignet sein. Alle Verbindungen
dieser Substanzklasse, inklusive 5, 16sen sich aulerdem gut in EtOH.

Elektrochemische Studien haben bereits gezeigt, dass 2 und 3 Effekte auf elektrochemi-
sche Oxidations- und Reduktionsprozesse von Cu®" und Fe?* haben[14]. Die beobachteten
Unterschiede sind dabei denen von DFO (Deferoxamin) dhnlich, was schlielen ldsst, dass 2
und 3 - wie DFO - labile Kupfer- und Eisenionen komplexieren kénnen. Dies erklart auch
die Aktivitdt und damit verbunden die schiitzenden Eigenschaften von Verbindung 2 in
FEK4-Zellen gegeniiber UVA-Strahlung, gemessen im MTT-Assay[14]. Der Schutzeffekt
von tacn ist dabei kleiner als der von 2. Tacn schiitzt die Zellen nur teilweise (Erhéhung
der Vitalitdt um 15 %), wihrend 2 die Vitalitét der Zellen um 39 % erhoht hat. Dies zeigt
wiederum, dass die Selengruppe einen wesentlichen Einfluss auf den Schutzeffekt hat, und
dass der Makrozyklus nicht allein fiir das Herabsetzen von OS verantwortlich ist.

Moglicherweise haben Molekiile wie 2 oder 3 aufgrund ihrer Metallbindungsstellen
nicht nur die Eigenschaft freie Metallionen zu binden, sondern auch GPx oder in Gegen-

wart von Kupfer- bzw. Eisenionen sogar SOD nachzuahmen.

2.2 Charakterisierung

2.2.1 Massenspektrometrie (LC-MS)

Anhand von LC-MS-Messungen ldsst sich der Reinheitsgrad der synthetisierten Produkte
und die damit notwendigerweise verbundene Tauglichkeit fiir biologische Tests leicht fest-
stellen. Von allen Verbindungen konnten dabei gut interpretierbare Spektren angefertigt
werden.

Das LC-MS-Spektrum von 2 zeigt zwei der Verbindung zuzuordnenden Fragmente mit
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m/z-Verhiltnissen von 257.0 [PhSeC3HgNCyH,;NH+H]™ und 216.0 [PhSeC3HgNHo+H] ™.
Nach erfolgter Reinigung zeigt 3 bei einer Retentionszeit tzp = 7.2 min den Molekiilio-
nenpeak [M+H]" mit m/z = 569.1. Fiir die Modellverbindung 5 wird wie erwartet ein
Molekiilionenpeak [M+H]* bei einem Wert von m/z = 842.9 gefunden. Generell zeigen

alle Peaks der Selenverbindungen das fiir Selen typische Isotopenmuster ("Se, "Se, ™"Se,

8Se, 80Se, 82Se).

2.2.2 'H-NMR-Spektroskopie

Neben der LC-gekoppelten Massenspektrometrie ist das wichtigste Mittel fiir die Charak-
terisierung der dargestellten Verbindungen die NMR-Spektroskopie. Die Verbindungen
dieses Kapitels wurden mittels 'H-NMR und ¥C-NMR spektroskopisch analysiert.

Die mittleren Protonen der Propylkette sind in jedem Fall am weitesten ins Hoch-
feld verschoben und durch ein deutliches Quintett erkennbar. Fiir 2 liegt das Signal bei
1.81 ppm, fiir 3 bei 1.84 ppm (H®). Als Beispiel ist das 'H-NMR-Spektrum von 3 abge-
bildet (siehe Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.4: ' H-NMR-Spektrum von 3.

Alle anderen Protonen aufler den Phenylischen, geben fiir 2 ein Multiplett bei 2.88 ppm
mit einer Signalhohe von 18 H. Im Fall von 3 kann man eine weitere Unterscheidung
treffen. Bei einer Verschiebung von 2.54 ppm erscheint die Hélfte der Protonen des Cyclen-
Ringes (H® oder H?), zusammen mit 4 Protonen der Propylkette (H? oder H”) und der
NH-Protonen. Sie geben ein Multiplett von 14 H.

Bei 2.63 ppm (m) befinden sich die anderen 8 Protonen des Ringes (H® oder H?). Ein
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Triplett bei 2.88 ppm zeigt die restlichen Protonen (4 H) der Propylkette an (H5 oder
HT).

Phenylische Protonen sind in ihrer Lage und Aussehen bei allen drei Verbindungen
identisch. Weiter tieffeldverschoben, bei ca. 7.5 ppm, erscheinen die dem Selenatom néher-
en Protonen H3. Die jeweils dufleren Protonen (H'?) geben ein Multiplett bei 7.2-7.3 ppm.

Fiir Modellverbindung 5 werden Signale bei 1.90 ppm, fiir die mittleren Protonen
(HY) der Propyleinheit gefunden. Deren Nachbarn geben jeweils Tripletts bei 2.45 ppm
und 2.96 ppm (H® und H"). Die Protonen des Piperazin-Ringes fallen genau mit einem
der beiden Tripletts (2.45 ppm) zusammen, sodass eine Signalhche von 12 H resultiert.

Es ergibt sich auch weiterhin ein Triplett mit einer Kopplungskonstante 3.J zy = 7.3 Hz.

2.2.3 BC-NMR-Spektroskopie

Im Fall von 5 ist eine Zuordnung im Hochfeld des '*C-Spektrums vergleichsweise einfach,
indem einem der am weitesten hochfeldverschobenen Signale der mittlere Kohlenstoff CS,
dem anderen der an das Selenatom gebundene Kohlenstoff C°, zuzuordnen ist. Das dritte
Kohlenstoffatom der Kette (C7) hat eine Verschiebung von 58.2 ppm. Dieser ist deutlich
von den Kohlenstoffen des Piperazin-Ringes (C®) zu unterscheiden, die bei 53.3 ppm mit

einem nahezu doppelt so hohen Signal zu verzeichnen sind (sieche Abbildung 2.5).

ct - C56
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Abbildung 2.5: '3 C-NMR-Spektrum von 5.

Bei den Verbindungen 2 und 3 wird die Zuordnung durch den Makrozyklus erschwert.
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Es konnen, in Analogie zu 5, fiir 2 die Signale 25.2 ppm, 34.0 ppm und fiir 3 die Signale
25.8 ppm, 27.4 ppm den C-Atomen C® und C® zugeordnet werden. Alle anderen bleiben
ohne eine prézise Zuordnung.

Anhand der Signalhohen ist es moglich, eine gewisse Zuordnung im phenylischen Be-
reich zu treffen (5, vergleiche Abbildung 2.5). Das kleinste aller Signale ist der quartére
Kohlenstoff (C*) mit einer chemischen Verschiebung von ca. 130 ppm. Das einfach vorkom-
mende Kohlenstoffatom C! ist fiir das néichstgroBere Signal (ca. 127 ppm) verantwortlich.

Die zwei verbleibenden Signale gehoren zu C*? und kénnen nicht zugeordnet werden.



Kapitel 3

Multifunktionale Molekiile basierend
auf Chinon und Chalkogen

3.1 Synthese und Reaktionsverhalten

Die Synthese von Chinon-Chalkogen-verkniipften Molekiilen gelingt im Wesentlichen durch
ein Baukasten-Prinzip. Von Seitens der Chalkogen-Einheit (S, Se, Te) wird nur ein Typ
an Ausgangsstoff (Amin) verwendet. Dieser reagiert via unterschiedlichen Reaktionstypen
und ist damit optimal geeignet, um Chalkogene in eine Vielzahl von Molekiilen einzu-
bauen. Auf der anderen Seite kann das Chinon abgeédndert werden, was zu einer Reihe

chemisch verschiedener bifunktionaler Verbindungen fiihrt.

3.1.1 Aminoalkylierung

Erste bifunktionale Molekiile, welche eine Chinon- (1,4-Naphthochinon) und eine Chal-
kogen-Funktion in einem Molekiil vereinigen, sind durch einfache Aminierungsreaktionen
zugénglich. Die Reaktionen verlaufen in Sinne einer Michael-Addition[51, 67, 68].

Um sich mit der Synthese vertraut zu machen, wurde als eine erste Studie eine auch
fiir diese Arbeit durchaus interessant erscheinende, literaturbekannte Verbindung aufge-
griffen[51], fiir die 2 Aquivalente 2-Methyl-1,4-naphthochinon 7 (Menadion) mit 1 Aquiva-
lent 1,4-Bis(3-aminopropyl)piperazin (6) in EtOH als Losungsmittel umgesetzt wird. Als
Produkt erhdlt man die Verbindung 3,3’-Dimethyl-(3,3’-(piperazin-1,4-diyl)bis(propyl-
amino))bis(1,4-naphthochinon) (9). Wie die Literatur beschreibt, ist die Reinigung dieser
Verbindung mit Schwierigkeiten verbunden. Das Produkt konnte demzufolge nach séulen-
chromatographischer Reinigung auch nur in einer Ausbeute von 7.4 % erhalten werden.

Fiir eine Optimierung dieses Synthesetyps wurde deshalb 7 durch 1,4-Naphthochinon

37
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(8) ersetzt (Abbildung 3.1). Nach entspechend analoger Aufarbeitung zur ersten Re-
aktion, der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel und eluieren des Pro-
duktes mit CHyCly/MeOH 95:5 als Losungsmittel, erhédlt man nun 3,3’-(Piperazin-1,4-
diyl)bis(propylamino)bis(1,4-naphthochinon) (10) als einen leuchtend orangenen Feststoff
in einer Ausbeute von 28.9 %. Beide Produkte fallen aus der Reaktionslosung aus, werden
abfiltriert und an Kieselgel (Eluent CHyCly/MeOH 95:5) geséult.
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Abbildung 3.1: Synthese wvon 9[51] und 10 durch Aminoalkylierung mit 1,4-Bis(3-
aminopropyl)piperazin (6) an 2-Methyl-1,4-naphthochinon (7) bzw. 1,4-Naphthochinon (8).

Aufgrund der Kenntnisse aus den vorangegangenen Synthesen, wurde 1,4-Naphtho-
chinon (8) jetzt mit geeigneten Aminen zur Reaktion gebracht. Dazu wurden als Amin-
Komponenten Verbindungen ausgewéhlt, welche iiber eine Aminogruppe verfiigen und
gleichzeitig ein Chalkogen beeinhalten, welches auf diese Art und Weise mit dem Chinon
verkniipft werden kann.

Die eingesetzten Edukte 3-(Phenylthio)propan-1-amin (11) und 3-(Phenylselenyl)pro-
pan-l-amin (12) sind literaturbekannte Verbindungen und chemisch einfach zugénglich
(siche Kapitel 9).

1 Aquivalent 1,4-Naphthochinon wird mit 1 Aquivalent des entsprechenden Amins,
ebenfalls in Ethanol, fiir drei Tage bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss, an
der Luft (in einem getffneten Kolben), geriihrt. Beide Produkte fallen vollstandig aus der
Reaktionslosung aus, kénnen damit einfach abfiltriert und danach sehr gut an Kieselgel
(Eluent CH5Cly) chromatographiert werden. Man erhélt 2-(3-(Phenylthio)propylamino)-
1,4-naphthochinon (14) und 2-(3-(Phenylselenyl)propylamino)-1,4-naphthochinon (15)
als leuchtend orange Feststoffe in Ausbeuten von 27.3 % (14) und 20.3 % (15).
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Abbildung 3.2:  Darstellung  von  2-(3-(Phenylthio)propylamino)-1,4-naphthochinon
(14) und  2-(3-(Phenylselenyl)propylamino)-1,4-naphthochinon — (15) und  2,5-Bis(3-
(phenylselenyl)propylamino )-1,4-benzochinon (17).

Die Umsetzung von 2-Methyl-1,4-naphthochinon (7) mit 12 fiihrte wie erwartet zu
keinem Ergebnis.

Auch ein Einsetzen des analogen tellurhaltigen Ausgangsstoffes 3-(Phenyltelluryl)pro-
pan-1-amin (13) fithrt nicht zum gewiinschten Produkt.

Die Reaktion konnte aber auf 1,4-Benzochinon (16) erweitert und die disubstituier-
te Verbindung 2,5-Bis(3-(phenylselenyl)propylamino)-1,4-benzochinon (17) als ein roter
Feststoff in einer Ausbeute von 34.5 % erhalten werden (Verbindungen 14, 15, 17 siehe
Abbildung 3.2). Dazu wird 16 mit 2 Aquivalenten 12 zur Reaktion gebracht. Da bei dieser
Reaktion nur wenig Feststoff ausfillt und sich bei der DC-Kontrolle herausgestellt hat,
dass sich auch Produkt in Losung befindet, muss daher das komplette Reaktionsgemisch
eingeengt und sdulenchromatographisch gereinigt werden (Eluent CHyCly).

Alle Produkte sind Feststoffe, die sich in CHCl3 und CH5Cls, aber nicht in EtOH
16sen. In DMSO sind sie durch Ultraschall gut 16slich. Es wurde keine zweifach- (14, 15),
dreifach- oder vierfach-Substitution (17) beobachtet.

14 und 15 sind Kombinationen aus Napthochinon und jeweils einem Chalkogen (S
oder Se). Molekiil 17 besitzt dagegen drei potentielle Redox-Zentren, neben des (Benzo-)
Chinons hat es zwei Seleneinheiten, die biologisch aktiv sein konnen. Inwieweit es ein Vor-

teil bedeutet zwei Selenatome - anstelle von nur einem - im Molekiil zu haben, muss sich
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allerdings erst zeigen. Die Methode hat den Nachteil, dass keine Verbindung mit Tellur
zugénglich war. Ein Vergleich in der Wirkung der Substanzen kann dadurch nur zwischen
der einfach- (15) und zweifach-substituierten (17) Verbindung bzw. der Schwefel-dquiva-
lenten Verbindung zu 15 (Verbindung 14) geschehen.

3.1.2 Peptidkupplung

Durch direkte Aminierung an der Chinon-Struktur war es nicht moglich, entsprechende
Tellurprodukte zu erhalten. In diesem Kapitel wird deshalb ein Alternativweg fiir die
Synthese von Chinon-Tellur-Verbindungen aufgezeigt, der auch das Einbringen von Tellur
in vergleichbare, einfache Molekiile (wie die oben gezeigten) gestattet.

Zur Einfiihrung des Chalkogens (S, Se, Te) in die Verbindungen dienen dazu die auch
zuvor verwendeten Amine des S, Se, Te als Bausteine. Sie sind verhéltnisméfig leicht und
in den benétigten (groferen) Mengen zugénglich und bieten sich deshalb als Ausgangs-
verbindungen zur Umsetzung in Peptidkupplungsreaktionen optimal an.

Dazu werden am Chinon-Grundkorper Carboxyalkyleinheiten eingefiithrt. Unter oxida-
tiver Decarboxylierung der Saure, die in Gegenwart von Ammoniumperoxodisulfat durch
Silbersalze katalysiert wird, wird 2-Methyl-1,4-naphthochinon (7) als auch 2,5-Dimethyl-
1,4-benzochinon (18) mit einem Uberschuss an Glutarsiure umgesetzt[51, 69]. Die Pro-
dukte 4-(3-Methyl-1,4-naphthochinon-2-yl)butanséure (19) und 4,4’-(3,6-Dimethyl-1,4-
benzochinon-2,5-diyl)dibutansiure (20) sind in Abbildung 3.3 dargestellt.

HOMOH 0
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(0]
(0] O
AgNO3 / (NH4),S,05 - o)
O
7
ﬁ;ﬁ
O

/

i

HOMOH (o)
(0] (6] O OH
AgNO; / (NH4),S,04 HO @)

18 20

Abbildung 3.3: Darstellung von 4-(3-Methyl-1,4-naphthochinon-2-yl)butansiure (19) und 4,4 -
(3,6-Dimethyl-1,4-benzochinon-2,5-diyl)dibutansdure (20).

Ausgehend von 19 und 20 gelingt es, die einfach substitierten 1,4-Naphtho- (Ver-
bindungen 21, 22, 23) als auch die chalkogenhaltig disubstituierten 1,4-Benzochinone
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(Verbindungen 24, 25, 26) zu synthetisieren (Abbildung 3.4).

Die Reaktionen laufen in Gegenwart von stochiometrischen Mengen N-Methylmorpho-
lin (NMM) und Chlorameisenséureethylester ab (jeweils 1 Aquivalent).

Die Ansétze werden in den jeweilig fiir die Produkte erforderlichen stochiochiometri-
schen Verhéltnissen der Ausgangsstoffe von 1:1 bzw. 1:2 durchgefiihrt. Alle Produkte sind
in guten Ausbeuten darstellbar. Man erhélt nach Sdulenchromatogrphie an Kieselgel, mit
CH»Cly/MeOH 98:2 bzw. CH,Cly/MeOH 95:5 als Eluenten, die Substanzen als hellgelbe
und braungelbe Feststoffe.
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Abbildung 3.4: Ubersicht iber die Synthese von Verbindungen durch Peptidkupplung.

Um die Methode der Aminoalkylierung (Kapitel 3.1.1) weiter zu nutzen, sind gleicher-
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mafen ausgehend von 1,4-Naphthochinon duch Michael-Additions-dhnliche Reaktionen
Aminosaure-Derivate, wie 27, synthetisierbar.

Demnach wird aus 1,4-Naphthochinon (8) und 6-Aminohexansaure, das Edukt 6-(1,4-
Naphthochinon-2-ylamino)hexansiaure[67] (27) dargestellt. Ausgehend von diesem, und
6-(3-Chlor-1,4-Naphthochinon-2-ylamino)hexanséure[67] (28), gelang im Rahmen dieser
Arbeit ein weiterer Zugang zu schwefel-, selen- als auch zu tellurhaltigen Verbindungen.
7Zu 28 gelangt man ausgehend von 2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon, indem es mit 2 Aquiva-
lenten 6-Aminohexansidure 24 h unter Riickfluss gekocht wird[67]. Das zweite Chloratom
des Ausgangstoffes wird dabei nicht substituiert.

Bei derselben Reaktionsfilhrung wie bei den vorherigen Peptidkupplungen werden
erhalten: 6-(1,4-Naphthochinon-2-ylamino)-N-(3-(phenylthio)propyl)hexanamid (29), 6-
(1,4-Naphthochinon-2-ylamino)-N-(3-(phenylselenyl)propyl)hexanamid (30) und 6-(1,4-
Naphthochinon-2-ylamino)-N-(3-(phenyltelluryl)propyl)hexanamid (31) (Abbildung 3.4).
Die Synthese liefert die Produkte in guten Ausbeuten. Die Tellurverbindung lasst sich so-
gar in einer Ausbeute von 70.6 % erhalten.

Bei dquivalenter Durchfiihrung der Kupplung mit dem Edukt 28 wird das Produkt 6-
(3-Chlor-1,4-naphthochinon-2-ylamino)-N-(3-(phenyltelluryl) propyl) hexanamid (32) mit
einer Ausbeute von 40.1 % isoliert. Das verbleibende, sich in 3-Position des Chinons befin-
dende Chloratom wurde in dieser Arbeit nicht weitersubstituiert, konnte in Folgearbeiten
aber durchaus dazu benutzt werden, um (asymetrische) Molekiile mit drei Redox-Zentren

zu bilden.

21-26 sind in CHCl3, CH5Cl; und in DMSO 16slich. 29, 30, 31 und 32 zeigen hingegen
auch eine gute Loslichkeit in EtOH, was sich als vorteilhaft fiir Zellkulturstudien und fiir
die zukiinftige Anwendung erweisen kann.

Als Modellverbindungen ohne Chalkogen, aber mit Piperazin als zentrales Element,

wurden durch Peptidkupplung zwei neue Verbindungen, 33 und 34, synthetisiert (siehe
Abbildung 3.5).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass iiber Peptidkupplungen ein Zugang zu schwe-
fel-, selen- als auch zu tellurfunktionalisierten Verbindungen erdffnet werden konnte.
Durch die Wahl unterschiedlicher Séduren gestattet uns die Reaktion das gleichzeitige Ver-
binden von zwei Chalkogen-Bausteinen mit einer Benzochinon-Einheit. Dies entspricht
gewissermaflen dem Fall der Aminierung. Im Gegensatz zu Aminierung ist aber die Pep-
tidkupplung mit Selen als auch mit Tellur moglich. Dies ist umso wichtiger, da mit dieser

relativ einfachen und universell anwendbaren Methode auch komplizierte chalkogenhaltige
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Abbildung 3.5: Synthese der Modellverbindungen 33 und 34 durch Peptidkupplung.
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Verbindungen mit zwei, drei und mehr Redox-Zentren zugénglich sind. Eine Alternative
wiren Multikomponenten-Reaktionen (z.B. Passerini- oder Ugi-Reaktionen). Alles in al-
lem entstehen zwischen Chinon- und Chalkogen-Einheit auch verschiedene Spacer, die bei

Peptidkupplung langer als bei Aminierung sind.

3.2 Charakterisierung

3.2.1 Massenspektrometrie (LC-MS)

Fiir die Schwefelverbindung 14 konnte kein Massenspektrum erhalten werden, da diese
Verbindung offensichtlich weder positiv noch negativ ionisiert werden konnte.

Alle anderen synthetisierten Verbindungen werden durch den Molekiilionenpeak [M+H]|*
mit einer relativen Héufigkeit von 100 % charakterisiert (vgl. Kapitel 11). Selen- und Tel-
lurverbindungen zeigen dabei die entsprechenden Isotopenverteilungen von Selen bzw.
Tellur.

3.2.2 'H-NMR-Spektroskopie

In allen Féllen liegen die chinoiden Protonen zwischen chemischen Verschiebungen von
7.60 ppm und 8.10 ppm. Im Spektrum von 15 und deren schwefelanaloger Verbindung 14
liegen fiir die vier unterschiedlichen Protonen vier voneinander getrennte Siganalgruppen
nebeneinander, die zwei Dublett von Dublett (dd) und zwei Dublett von Triplett (dt)
erkennen lassen (siehe 3.2.4). Selbes gilt fiir die Verbindungsgruppe 29, 30, 31, 32.

Abbildung 3.6 zeigt den Vergleich der 'H-NMR-Spektren von 21, 22 und 23. In den
21 analogen Verbindungen liegen die Signalsitze von H>® bzw. H%" sehr dicht beeinander.
Das stirker tiefeldverschobene Multiplett ist dabei den Protonen H®® zuzuordnen. Das
entsprechend andere ist das Protonensignal von H®7.

Die phenylischen Protonen duflern sich bei Selenverbindungen immer in zwei Multi-
pletts. Das abgebildete Beispiel 22 zeigt ein Multiplett von 3 H bei 7.23 ppm, welches den
Protonen H'¥?° zuzuordnen gilt. Die verbleibenden zwei Protonen H'® geben ein weiteres
Multiplett bei 7.48 ppm.

Bei Schwefel- und Tellur-Verbindungen sind immer drei verschiedene Protonengruppen
der Phenylgruppe sichtbar. Fiir Schwefelphenyle liegen sie direkt nebeneinander. Verbin-
dung 21 zeigt stellvertretend drei Multipletts mit Verschiebungen bei 7.14 ppm, 7.24 ppm
und 7.31 ppm. Zwei der Multipletts haben Integrale von 2 H (H'®, H'?). Das am weitesten

hochfeldverschobene Multiplett mit dem Intergal 1 H ist dem Proton H?® zuzuweisen.
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Wie bei den zuvor besprochenen Verbindungen wird das Signal der Hohe 1 H bei
der chemischen Verschiebung 7.26 ppm dem einfach vorkommenden Proton in 23, H?,
zugeordnet. Tellurverbindung 23 zeigt, dass ein Multiplett (2 H) des Phenyls (H'®) mit
den Protonen H%" des Chinons nahezu zusammenfllt (7.72 ppm und 7.69 ppm). Bei den
Verbindungen 31 und 32 kommt es zu einer Uberlagerung mit HS (siche Kapitel 11). Aus-
gehend von Schwefel iiber Selen hin zur Tellurverbindung findet eine Tieffeldverschiebung
von H'® statt. H?® wird dabei leicht tieffeldverschoben und H'? leicht hochfeldverschoben.

Die Zuordnung im Phenylbereich von Verbindungen mit XPh (X = S, Se, Te) kann

auch durch Inkrementrechnung bestétigt werden.

H58 H6.7 H18 H419.20
—— 55: X=Se
8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 ppm

Abbildung 3.6: Ausschnitte aus den ' H-NMR-Spektren von 21, 22 und 23.

In analoger Weise treten die phenylischen Einheiten der benzochinonfunktionalisierten
Molekiile 17, 24, 25 und 26 in deren 'H-NMR-Spektren auf (sieche Kapitel 11).

Die Zuordnung innerhalb der Spacer ist bei den kleineren Molekiilen wie 15 noch re-
lativ leicht zu treffen. Gegeniiber der NH-gebundenen CH,-Gruppe (H'?) ist die am Selen
gebundene CHy-Gruppe (H'?) weiter hochfeldverschoben. Auflerdem zeigt die selengebun-
dene Gruppe nur ein Triplett (2.97 ppm), wohingegen H'® durch die Nachbarschaft mit
NH in ein Quartett (3.31 ppm) aufspaltet. Die ,,mittlere CHy-Gruppe der Propylkette
(H'") kann anhand ihrer Lage und Aufspaltung zugeordnet werden. Sie zeigt ein Quintett
bei einer chemischen Verschiebung von 2.01 ppm. Die zu 15 dquivalenten Verbindungen

(14, 17) zeigen dieselben Verhéltnisse.
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In 'H-Spektren der als Modellverbindungen gedachten Piperazin-Chinone 9 und 10 ist
die am Piperazin-Baustein direkt gebundene CHy-Gruppe mit der an Selen gebundenen
Gruppe vergleichbar. Es resultieren Verschiebungswerte der Tripletts von 2.52 ppm (9)
und 2.65 ppm (10). Die chemische Umgebung von H'° bleibt gleich (3.68 ppm, 3.29 ppm).

Verbindungen 21-23 besitzen 6 verschiedene CHy-Gruppen innerhalb der Propylein-
heiten. Zwei , mittlere® CHy-Gruppen erzeugen jeweils ein Quintett zwischen 1.8 ppm
und 2.0 ppm. Dabei ist ohne 2D-Methoden nicht ersichtlich welche CH,-Gruppe aus wel-
cher Propylkette stammt. In allen Verbindungen kann die am tieffeldverschobenste CHs-
Gruppe wieder der NH-CHy-Gruppe zugeordnet werden (Quartett). Es verbleiben drei
Tripletts ohne Zuordnung. Anhand der Tellurverbindung 23 wurde durch verschiedene
COSY-Experimente die exakte Zuordnung getroffen (siehe 3.2.4).

Ein dhnliches Zuordnungsproblem zeigen Verbindungen der Reihe 29-32. Durch den
langeren Spacer und das Vorhandensein von zwei NH-Funktionen ist die Zuordnung er-
schwert. Durch Vergleiche mit anderen Verbindungen konnen aber alle ,mittleren CHo-
Gruppen eine Zuordnung finden. Das , mittlerste® CHy der Pentylkette ist gegeniiber dem
der Propylkette deutlich tieffeldverschobener (beide 2 H). Die anderen zwei ,,mittleren*
CH, der Pentylkette geben ein Multiplett, das allein schon durch seine Integralh6he mit
4 H von allen anderen unterscheidbar ist. Viele Verbindungen haben gezeigt, dass eine
Verschiebung um einen Wert von 3.0 ppm der dem Chalkogen benachbarten CHy-Gruppe
zugeordnet werden kann. Die Triplettstruktur an dieser Stelle kann eine solche Zuordnung
bestéatigen. Die beiden NH-CH,-Einheiten kénnen nicht ohne Korrelationsspektroskopie
unterschieden werden. 2D-Messungen wurden fiir 30 und 31 angestellt und bestétigen die
Zuordnungen in den 'H-NMR-Spektren (siche 3.2.4).

3.2.3 BC-NMR-Spektroskopie

Alle Verbindungen die auf 1,4-Naphthochinon zuriickzufiihren sind, zeigen im *C-NMR-
Spektrum ein Signal bei ca. 101 ppm, welches dem in 3-Position befindlichen Kohlenstoff
gehort (C?). Fiir Verbindung 17, die 1,4-Benzochinon als Chinonbaustein beinhaltet, wird
ein ebensolches Signal bei 93.2 ppm erhalten. Desweiteren ist in solchen Verbindungen
ein Signal fiir das quartdre C-Atom - an welchem die Seitenkette eingefiihrt worden ist -
erkennlich (C?). Dessen Verschiebung liegt aufgrund der NH-Substitution bei einem Wert
von ca. 148 ppm, d.h. abseits anderer Signale. Dies betrifft die Verbindungen 30, 31, 29,
14 und 15. Bei 17 ist das Signal leicht verschoben und liegt aufgrund der Benzochinon-
Einheit bei 151.1 ppm. In allen methylsubstituierten Chinonen ist die Trennung von C?
und C? schwierig.

Tellurhaltige Molekiile geben ein Signal fiir den quartéiren Kohlenstoff des Phenylrin-
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ges bei 111.6 ppm (23, 26, 31, 32). Aulerdem verschiebt Tellur das Signal der an es
gebundenen CH,-Gruppe weit in Richtung Hochfeld, so dass dies deutlich im Spektrum
erkennbar wird. Die Verbindungen 31, 32, 23 und 26 haben Signale bei einem Wert von
5.1-5.2 ppm.

Fiir alle Verbindungen gilt, dass die Kohlenstoffverschiebungen der Carboxylfunktio-
nen weit im Tieffeld bei Verschiebungen von 182 ppm und 183 ppm liegen. Bei Verbin-
dungen, die durch Peptidkupplung erzeugt worden sind, tritt ein zusétzliches Signal bei
ca. 172 ppm auf.

Alle anderen chinoiden C-Atome liegen dicht beieinander. Durch ihre verschiedenen
Signalintensititen lassen sich Zuordnungen fiir Signalgruppen angeben, einzelne Signale
konnen aber nicht detailliert identifiziert werden. Wie die Kohlenstoffe der Spacerketten
sind diese nur anhand von Korrelationen zuzuordnen. Fiir Zuordnungen der einzelnen

Verbindungen siehe Kapitel 11.

3.2.4 2D-NMR-Spektroskopie

Die Verbindungen dieses Kapitels eignen sich gut, um neben der iiblichen 'H- und *3C-
NMR-Spektroskopie auch zweidimensionale Methoden wie HH-COSY (Correlation Spec-
troscopy), HC-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HC-HMBC (Hetero-
nuclear Multiple Bond Correlation) anzuwenden. Die Kombination verschiedener 2D-
Experimente ist dabei unentbehrlich. Im Folgenden werden anhand einiger Beispiele die

gewonnenen Aussagen erlautert.

3.2.4.1 HH-COSY (Correlation Spectroscopy)

Das einfachste aller 2D-Verfahren ist die HH-COSY-Spektroskopie (Korrelation von Pro-
tonen). Mit Hilfe dessen konnen die Nachbarschaftsverhiltnisse der Protonen z.B. in-
nerhalb des Chinons aufgeklart werden. Ein Beispiel eines HH-COSY-Spektrums der
Naphthochinon-Einheit ist in Abblidung 3.7 dargestellt. Es ist ein Ausschnitt des Spek-
trums von 15. Jedes Proton des Chinons (H578) zeigt im 'H-NMR-Spektrum eine charak-
terisitische Aufspaltung. Zwei Protonen sind etwas stérker tieffeldverschoben und lassen
jeweils ein Dublett von Dublett (dd) erkennen, die zwei anderen Protonen sind als Dublett
von Triplett (dt) sichtbar. Aufgrund der Kopplungen ist naheliegend, dass die Signale mit

den Kopplungsmustern dt den Protonen H® und H” zugeordnet gehoren.

Die nicht auf der Diagonale liegenden Kreuzsignale zeigen Kopplungen zwischen den

in direkter Nachbarschaft stehenden Protonen an (3J-Kopplungen). Es ist erkennbar, dass
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Abbildung 3.7: Ausschnitt aus dem HH-COSY-Spektrum von 15.

die Protonen H® bzw. H® mit H® bzw. H” koppeln und umgekehrt. Das mit der chemischen
Verschiebung von 8.10 ppm am weitesten tieffeldverschobene Proton H? ist der Nachbar
des Protons bei 7.72 ppm, H°. Das entsprechend andere zusammengehorende Paar an
Protonen gibt ein zweites Kreuzsignal aus 8.03 ppm und 7.61 ppm (H® koppelt mit H”).
Ein drittes Kreuzsignal zwischen 7.72 ppm und 7.61 ppm vervollstiandigt das Spektrum,

was beudeutet, dass H® und H” nebeneinander angeordnet sind.

Mittels HH-COSY-Spektroskopie kann demnach die Reihenfolge der CH-Gruppen mit
CHP-CHS-CH"-CHS festgelegt werden, aber nicht deren genaue Anordnung innerhalb des
Ringes. Die Signale kénnten genau spiegelverkehrt vergeben werden, sodass H®> dem Signal
von H® und H® dem Signal von H” und umgekehrt zugeordnet werden wiirde. Abbildung
3.7 zeigt die tatsdchliche Anordnung, die durch HC-HMBC (HC-Korrelation iiber mehrere
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Bindungen) getroffen worden ist.
Die gemeinsame, sich einander ergdnzende Auswertung aller 2D-Spektren macht selbst
in den langkettig substituierten Molekiilen wie 30 oder 31 eine vollstdndige Aufklarung

moglich.

Das HH-COSY-Spektrum von 31 zeigt (Abbildung 3.8), dass selbst die zwei verschie-
denen NH-Gruppen ihre Zuordnung bekommen. H? und H' koppeln mit ihren Nachbarn
H!? bzw. H' in 3.J-Kopplungen.
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Abbildung 3.8: Ausschnitt aus dem HH-COSY-Spektrum von 31 mit Zuordnung der Signale.

Die ,mittleren“ Wasserstoffe H'1213 und H'® sind am weitesten hochfeldverschoben
und typisch fiir ihre chemische Umgebung als Multipletts zu finden. H'" (3.31 ppm,
2.86 ppm) zeigen Kreuzsignale mit H'® (1.99 ppm). Das gleiche gilt fiir H'? (1.40 ppm),
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welches mit H13 (1.67 ppm) koppelt. H'® und H* (3.17 ppm, 2.13 ppm) koppeln beide
in das Multiplett bestehend aus H'»!3.

3.2.4.2 HC-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Um die Zusammenhénge zwischen Kohlenstoffen und direkt gebundenen Protonen zu er-
kennen, bedient man sich einer einfachen HC-Korrelation wie der HC-HSQC-Spektroskopie
(direkte HC-Kopplung). HC-HSQC-Spektren sind einfach zu interpretieren und erweisen
sich bei detaillierten Signalzuordnungen der hier synthetisierten Molekiile als sehr niitz-
lich. Jede HC-Kopplung {iber eine Bindung ergibt ein Korrelationssignal. Hat man aber
keine Kenntnisse iiber die Zuordnung in entweder Protonen- oder *C-Spektrum, z.B. aus
anderen COSY-Spektren, kénnen durch sie, analog zur HH-COSY-Spektroskopie, die Mo-

lekiile nicht allein aufklart werden.

Beispielhaft ist in folgender Abbildung (Abbildung 3.9) ein Ausschnitt des HC-HSQC-
Spektrums von 23 gezeigt.

CH,
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Ml M M
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0 15
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N Te
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40
cu4 (=]
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Abbildung 3.9: Ausschnitt aus dem HC-HSQC-Spektrum von 23.
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Im BC-NMR-Spektrum von 23 geht die CHs-Gruppe nicht als ein héheres Signal
hervor und ist deshalb schwer zuzuordnen. Das Kreuzsignal des Korrelationsspektrums
zeigt die eindeutige Zuordnung der Gruppe zum '3C-Siganal bei 12.9 ppm. Die Zuordnung
der anderen Signale ist nicht direkt aus diesem Spektrum ersichtlich und vorweggenommen
worden. Unabhéngig davon, welche Zuordnungen schon hinter den einzelnen Protonen

stehen, ist deutlich erkennbar an welchen Kohlenstoffsignal sie gebunden sind.

3.2.4.3 HC-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

HC-HSQC-Spektren geben zwar jeden einzelnen HC-Zusammenhang wieder, aber erst
durch HC-HMBC-Experimente (HC-Korrelation iiber mehrere Bindungen, long range-
Kopplungen) kann eine entgiiltige Signalzuordnung erfolgen. Abbildung 3.10 zeigt einen
Ausschnitt aus dem HC-HMBC-Spektrum von 30.
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Abbildung 3.10: Ausschnitt aus dem HC-HMBC-Spektrum von 30 mit Zuordnung der Signale.

Aus dem 'H-NMR-Spektrum von 30 ist bekannt, dass bei einer 'H-Verschiebung von
5.70 ppm das sich in 3-Position des Chinons befindliche Proton H? in einem Singulett

duBert. Durch eine 3J yo-Kopplung dessen mit dem quartiren Kohlenstoff C*, kann die-
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sem im HMBC-Spektrum ein Wert von 133.8 ppm zugeordnet werden. C** wiederum kop-
pelt mit den Protonen H® (7.71 ppm) und H® (8.03 ppm), sodass es damit den Schiissel
zur Aufklirung der Chinonstruktur liefert.

Ausgehend von H? lassen sich auch die Carbonylkohlenstoffe C* und C* bei 182.0 ppm
(Ch), 183.0 ppm (C*) bestitigen, die seinerseits die Bestitigung von H® und H® sind.
C5 (126.3 ppm) zeigt ein Signal der 3J-Kopplung mit H” und umgekehrt H®> mit C7
(132.1 ppm). Gleiches gilt fiir das Paar 8/6. C® (130.6 ppm) zeigt Kopplungen zu H®
sowie H.

Aus dem HMBC-Spektrum sind demnach die Verschiebungen fiir alle Kohlenstoffe des
Chinons direkt zugénglich.

H?! hat im 'H-NMR eine Verschiebung von 7.47 ppm (2 H). Damit ist es moglich C?3
bei 127.2 ppm von C?! (132.8 ppm) und C?? (129.3 ppm) zu unterscheiden. C?3 besitzt
auch eine geringere Signalintensitéit als die anderen beiden Kohlenstoffe. Eindeutige Zusi-
cherung fiir C?! gibt an dieser Stelle das entsprechende HC-HSQC-Spektrum, bei welchem
ein Kreuzsignal zwischen 7.47 ppm (H?!) und 132.8 ppm (C?!) zu sehen ist.

Ausgehend von C? (148.1 ppm) und C¥ (172.7 ppm) kann aus dem HC-HMBC-
Spektrum die Seitenkette von 30 aufgeklirt werden. C'® zeigt an, dass es sich bei dem
Triplett bei 2.15 ppm um H'* und dem Multiplett bei 3.35 ppm um H'” handelt. C? zeigt
an, dass das Quartett bei 3.17 ppm H' zugeordnet werden muss (im Ausschnitt nicht

abgebildet).

Im Gegensatz zu den einfachen 2D-Methoden (HH-COSY, HC-HSQC) geben HC-
HMBC-Spektren sehr viele Informationen. Abbildung 3.11 zeigt dies am Beispiel von
Verbindung 23. Es sind drei deutlich voneinander getrennte Bereiche mit unterschiedlichen
Korrelationssignalen zu erkennen.

In dem mit I gekennzeichneten Bereich findet man alle Kopplungen innerhalb der
Propylketten. Uber 2J yc- und 2J yo-Kopplungen gibt jede CHo-Gruppe exakt zwei Kor-
relationssignale zu C-Atomen.

Der mit II bezeichnete Bereich enthélt die Korrelationssignale des Chinons und der
Phenylgruppe. Die 'H-Verschiebungen von H® und H® fallen in diesem speziellen Fall
nahezu zusammen. Wie schon beschrieben, korrelieren sie mit den entsprechenden Koh-
lenstoffatomen, die zwar fiir H® und H” noch getrennte '*C-Siganle geben (133.5 ppm,
133.6 ppm), aber nicht mehr eindeutig zugeordnet werden konnen. Die Signale C*® fallen
bei 126.4 ppm genau zusammen. Die Phenylgruppe kann durch 'J- und 3J-Kopplungen
eindeutig, bestimmt werden. Kopplungen iiber eine oder drei Bindungen sind in HC-

HMBC-Spektren stirker als solche iiber zwei Bindungen. Teilweise fallen 2J-Kopplungen
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auch ganz weg.

Interessant fiir die Aufklarung des Molekiils ist Bereich III. Dieser stellt den Zusam-
menhang zwischen Tieffeld des *C-NMR-Spektrums mit dem Hochfeld des 'H-Spektrums
her, also den Ubergang der Chinonstruktur auf den Substituenten. Hier ist erkennbar, dass
der Carbonylkohlenstoff C! (185.1 ppm) die Zuordnung von H? (2.64 ppm) ermdglicht
und C'2 (172.3 ppm) gleichzeitig mit H (1.79 ppm), H'! (2.22 ppm) als auch mit H
(3.33 ppm) korreliert.

CH,
H16
H18 Hé.7 H19
H4 H15
Hg Hll HlO
H5f H8 HZO
16 e S
CH, o o
10 - - I 20
9 — o -
15 — S -
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Abbildung 3.11: HC-HMBC-Spektrum von 23.



Kapitel 4

Multifunktionale Molekiile basierend
auf Chinon und Cyclen

Das vorherige Kapitel hat die optimale Verwendung sdurefunktionalisierter Chinone als
Ausgangsstoffe zur Verkniipfung mit Aminen gezeigt. Weil auch Kombinationen aus Ma-
krozyklen und Chinonen vielversprechende Eigenschaften haben kénnen, sollte es moglich

sein, cyclen und seine Derivate in ebensolchen Peptidkupplungsreaktionen zu verwenden.

4.1 Synthese und Reaktionsverhalten

Anstelle von cyclen, wird mit 1,4,7-Tri(tert-butyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclodo-
decan (35)[70] gearbeitet, um Mehrfachsubstitutionen am Ringsystem von Anfang an aus-
zuschliefen. 4-(3-Methyl-1,4-naphthochinon-2-yl)butansidure (19) und 6-(1,4-Naphthochi-

non-2-ylamino)hexansiaure (27) sind als Edukte bereits im Kapitel 3 eingefithrt worden.

Aus ihnen erhélt man nun mit 35 unter den bereits bespochenen Reaktionsbedingun-
gen fiir Peptidkupplungsreaktionen zunéchst die Boc-geschiitzten Verbindungen 37 sowie
38 (siehe Abbildung 4.1) (Boc = tert-Butyloxycarbonyl-(Schutz-)Gruppe).

Als ein weiterer Chinon-Baustein wird an dieser Stelle 3-(3-Methyl-1,4-naphthochinon-
2-ylthio)propanséure (36)[71, 72] eingefithrt. Das Edukt ist bereits eine Kombination aus
Naphthochinon und einem Schwefelatom, d.h. besitzt zwei Redoxzentren, kann aber trotz-
dem durch die COOH-Gruppe noch weiter modifiziert werden. Beim Umsetzen von 36
wird 39 als Produkt erhalten (Abbildung 4.1).

Alle drei Boc-geschiitzen Verbindungen (37, 38, 39) werden an Kieselgel mit dem Elu-

o4
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Abbildung 4.1: Ubersicht iber die Synthese der Verbindungen 37-89 und 40-42.
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enten CHCl3/MeOH in Verhéltnissen von 98:2 bzw. 99:1 chromatographiert und in guten
Ausbeuten erhalten. Die Entschiitzung dieser Boc-Cyclene erfolgt mit Trifluoressigséure
(TFA) (siehe Abbildung 4.1). Alle Endprodukte (40, 41, 42) sind gelbe bis orange, stark
viskose Ole in ausgespochen hohen Ausbeuten.

Sie konnen durch Chromatographie an Kieselgel im Laufmittel CHyCly/MeOH 80:20
gereinigt werden. Dieses Reinigungsverfahren hat einen groflen Vorteil gegeniiber der Auf-
arbeitung der Verbindungen aus Kapitel 2, bei denen mitunter aufwendige Reinugungs-

methoden (préparative HPLC) erforderlich sind.

Rodukt 42 ist eine Kombination aus drei verschiedenen Redoxzentren: Ein Naphtho-
chinon ist direkt an einen Schwefel gebunden und wird zusétzlich mit cyclen gekoppelt. In
dieser Verbindung sind drei wichtige funktionelle Gruppen vereinigt, was einen deutlichen

Fortschritt gegeniiber den bislang verwendeten bi-funktionalen Verbindungen darstellt.

4.2 Charakterisierung

4.2.1 Massenspektrometrie (LC-MS)

Nach sdulenchromatopgraphischer Reinigung aller Zwischen- und Endprodukte konnte
fir jede Verbindung ein LC-MS-Spektrum mit dem Molekiilionenpeak [M+H]T erhalten
werden (vgl. Kapitel 11).

4.2.2 'H-NMR-Spektroskopie

Bei Boc-geschiitzten Verbindungen findet man im hohen Feld (ca. 1.5 ppm) die CHs-
Gruppen der tert-Butoxycarbonyl (Boc)-Gruppe als Multiplett mit 27 H.

Bei allen Verbindungen sind die Spacerketten und die chinonischen Protonen eindeutig
erkennbar. 37, 40 zeigen drei verschiedene Signale von jeweils 2 H, wobei die , mittleren*
CHs-Gruppen tieffeldverschoben sind. 42, 42 zeigen entsprechend zwei CH,-Gruppen. Fiir
die Verbindungen 38 und 41 sind die , mittleren“ CHy-Gruppen bei Verschiebungen von
1.70 ppm (38) und 1.48, 1.68, 1.74 ppm (41) zuzuordnen. Die dem Carbonylkohlenstoff
benachbarten Gruppen und die NH-benachbarten Gruppen sind analog der im vorherigen
Kapitel besprochenen Verbindungen zu finden.

Alle Verbindungen besitzen im Bereich zwischen 3.0 ppm bis maximal 3.8 ppm ein

Multiplett der Cyclenprotonen von 16 H.
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4.2.3 BC-NMR-Spektroskopie

Fiir die geschiitzenten Verbindungen werden Verschiebungen der quartdren Kohlenstoffe
der Boc-Gruppen bei 80 ppm erhalten. Chinone und Makrozyklen wurden wie vorher
beschrieben ausgewertet.

Alle Verbindungen wurden mittels eindimensionalen NMR-Spektren charakterisiert.
Detaillierte Angaben sind in Kapitel 11 zu finden. Die gemessenen Spektren stehen im
Einklang mit den Spektren, die in den anderen Kapiteln (Kapitel 2, 3) erhalten worden

sind.



Kapitel 5
Zellbiologische Untersuchungen

Als Teil dieser Arbeit wird die Wirkung der synthetisierten Verbindungen auf Zellen der
humanen Krebszellinien HL-60 (Leukédmie) und SK-Mel-5 (Melanom) untersucht.

Mit Hilfe des MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid)-Zytotoxizitatsassays
ist eine einfache Bewertung der Zytotoxizitat von Substanzen moglich. Neben der Wirkung
der Verbindungen an sich, soll die Wirkung der Verbindungen bei erhéhtem OS unter-
sucht werden, da wie in der Einleitung bereits besprochen, eine Wechselwirkung zwischen
OS und den Redox-Verbindungen zu erwarten ist. Dies geschieht durch gleichzeitige Ap-
plikation von toxischen Dosen an H5Os im Vitalitdtsassay (MTT-Assay). Dadurch sind
Aussagen iiber die Selektivitdt der Verbindungen moglich, z.B. ob sie bevorzugt zyto-
toxisch auf Zellen mit erhohtem OS wirken, oder aber ob sie ggf. iiber eine schiitzende
Wirkung vor OS verfiigen. So wurde breits gezeigt, dass Verbindung 2 FEK4-Zellen gegen
UVA-Strahlung schiitzt[14]. Zwar ist in der Therapie eine antioxidative Schutzwirkung ge-
geniiber Krebszellen nicht erwiinscht, dennoch soll die Untersuchung an Krebszellen als
Modell fiir ,,gesunde® Zellen dienen und Molkiile mit dieser Wirkung indentifizieren.

Der MTT-Assay ist eine schnelle und empfindliche Methode, um in kurzer Zeit mog-
lichst viele der synthetisierten Verbindungen zu untersuchen. Insgesamt wurden 16 Ver-
bindungen auf Vitalitdt der zwei Krebszellinien getestet.

Anhand der Ergebnisse aus dem MTT-Assay wurden Verbindungen ausgesucht, fiir
welche zusétzlich das intrazellulare ROS-Level durch den Dichlorofluorescein (DCF)-Assay

bestimmt wurde.
Alle Zellkulturstudien wurden am Institut fiir Pharmazeutische Biologie von Prof. Dr.

A. K. Kiemer (Universitit des Saarlandes) unter der Anleitung von Dr. Britta Diesel

durchgefiihrt.

o8
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5.1 Material und Methoden

5.1.1 Verbrauchsmaterialien

digitale Mehrkanalpipette
elektrische Pipettierhilfe

Feinwaage
Floureszensreader
Mikroskop

Zahlkammer

pH-Meter
Pipetten

Stepper

sterile Werkbank
Vortexer
Wasserbad

Einmal-Spritzen Braun
Eppendorf-Gefafie 1.5 mL, 2 mL Greiner Bio-One
Falcongefafie Greiner Bio One
Kaniilen Neolus
Kryogefiafie 2 mL Corning
Pasteurpipetten FischerBrand
Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL Greiner Bio-One
Pipettenspitzen Greiner Bio-One
Préizesions-Dispenser-Tips 2.5 mL, 5 mL (fir Stepper) Brand
Spriztenfilter Sarstedt
Sterilfilter TPP
Zellkulturflaschen 25 cm? TPP
Zellkulturflaschen 75 cm?, 175 cm? Greiner Bio-One
Zellkulturplatten 96-Well Greiner Bio-One
5.1.2 Gerite
Absorptionsreader Sunrise Absorption Reader, Tecan (Osterreich)
Autoklav Autoklavi Spa, Fedegari (Italien)
Brutschrank Steri-Cycle CO5 Incubator Hepa Class 100, Thermo
Cryobox Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container

Finnipette, Thermo

Accu-jet pro, Brand

Mettler AE 50

WALLAC VICTOR? 1420 Multilable Counter
Axiovert 40 CFL, Zeiss

Blutzédhlkammer nach Neubauer, improved,
doppelte Teilung, depth 0.100 mm, 0.0025 mm?
HI 8314, Hanna

Pipettman, Gilson

Handy-Step, Brand

Biowizard Kojair, Axon

Vortex Genie 2, Scientific Industries

Haake W13, Thermo
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Zentrifuge Sigma 4-10, B.Braun
-80 °C Kiihltruhe €660, New Brunswick scientific

5.1.3 Zellinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden in Sterilbédnken durchgefiihrt. Es wurden ausschlielich
sterile Medien, Losungen und sterile Arbeitsmaterialien verwendet. Alle nicht sterilen
Glas- und Plastikartikel wurden vor ihrer Verwendung sterilisiert. Puffer und HyO bidest.
wurden autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Die Zellen der humanen Krebszellinien HL-60
(Leukémie-Zellinie, zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Sauter, Institut fiir Virologie, Prof.
Dr. N. Miiller-Lantzsch, Universitatsklinikum des Saarlandes/Homburg) und SK-Mel-5
(Melanom-Zellinie, zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. A. K. Kiemer, Institut fiir Phar-
mazeutische Biologie, Universitiat des Saarlandes) wurden unter sterilen Bedingungen bei
37 °C und 5 % CO, in wasserdampfgesittigeter Atmosphére kultiviert. Beide Zellinien
werden in RPMI 1640-Medium kultiviert. HL-60 Zellen wachsen nicht-adhérent in Sus-

pensionskulturen. Die Zellen der Zellinie SK-Mel-5 wachsen adhérent.

5.1.4 Kulturmedium und Zusitze

Alle Zellkulturreagenzien wurden von PAA (Pasching, Osterreich) bezogen:
RMPI 1640-Medium (ohne L-Glutamin)

FCS gold (Fetal Calf Serum gold)

Penicillin/Streptomycin (100x)

L-Glutamin (200 mM)

Trypsin/EDTA (1x)

Arbeitsmedium

Das Fliissigmedium RPMI 1640 wird mit 10 % FCS gold und 1 % Penicillin/Streptomycin
versetzt und danach bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Das Medium wird im Was-
serbad auf 37 °C gebracht und die bendtigten Menge unmittelbar vor Gebrauch mit
L-Glutamin (Endkonzentration 2 mM) versetzt. FCS gold, Penicillin/Streptomycin und
L-Glutamin wurden bei -20 °C aliquotiert aufbewahrt. Die Kultivierung und alle Ver-
suche werden in Arbeitsmedium durchgefiihrt, nachfolgend ,Medium* genannt. Dies gilt

ebenfalls fiir die Herstellung der Farbstoflosungen.
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5.1.5 Puffer
PBS-Puffer

8.0 g NaCl

0.2 g KCI

1.44 ¢ NagHPOy4

0.24 ¢ KHyPOy4

in HoO bidest. 16sen und nach einstellen des pH-Wertes auf pH = 7.4 auf 1 L auffiillen,

danach autoklavieren.

5.1.6 Reagenzien

MTT: Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid (Thiazolylblau), > 97.5 % (HPLC),
Zellkultur getestet, Sigma.

MTT-Stammlésung (5 mg/mL): 50 mg MTT werden in 10 mL PBS-Puffer gelost
und sterilfiltriert (0.2 pm Spritzenfilter). Die Losung kann lichtgeschiitzt bei 4 °C

bis zu zwei Wochen gelagert werden.

MTT-Gebrauchslésung (0.5 mg/mL): Frisch hergestellte Verdiinnung der Stamm-
16sung mit Medium 1:10.

DCFH-DA: 2’ 7-Dichloro(dihydro)fluorescein-Diacetat, Invitrogen (USA).

DCFH-DA-Stammlésung: Eine 20 mM Losung in DMSO wird in Aliquots lichtge-
schiitzt bei -20 °C autbewahrt.

DCFH-DA-Gebrauchslésungen: 10 pLL Stammlésung in 10 mL PBS ergibt eine Kon-
zentration von 20 uM DCFH-DA. Es werden Gebrauchslosungen von 20 pM und
40 uM verwendet.

5.1.7 Stimulantien

H,0,: Wasserstoffperoxid, 35 %, Acros.

H;,0,-Stammlésungen: Losungen entsprechender Konzentrationen (100 mM, 500 mM)
werden durch Verdiinnen mit HoO bidest. hergestellt. Sie ergeben Endkonzentratio-
nen fiir den MTT-Assay von 5 mM (HL-60) und 1 mM (SK-Mel-5), wenn sie 1:100

eingesetzt werden.
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Zur Stimulation im Dichlorofluorescein (DCF)-Assay werden Losungen von 400 M
und 600 puM hergestellt, die im Assay in einer Endkonzentrationen von 200 puM

resultieren.

Alle HyO4-Losungen werden nach wenigen Tagen aus 35 %igem HyO, frisch bereitet,
dunkel und bei 4 °C aufbewahrt (Zersetzung des HyO,).

PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat, 99 % HPLC, Calbiochem.

PMA-Stammlésung: Losungen von 1 mg/mL PMA in DMSO werden in Aliquots zu
10 puL bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

PMA-Gebrauchslosung: 3 L. Stammlosung auf 16 mL PBS ergeben eine Losung mit
300 nM. Es resultiert auf der Wellplatte eine Endkonzentration von 100 nM im
Dichlorofluorescein (DCF)-Assay.

5.1.8 Zellkulturtechniken
5.1.8.1 Einfrieren von Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgt in der Gasphase von fliissigem Stickstoff (-196 °C). Die
Zellen wurden in Zellkulturmedium in einer Zelldichte von 3x10° Zellen/mL (HL-60) und
etwa 5x10° Zellen/mL (SK-Mel-5) unter Zusatz von DMSO in einer Endkonzentration
von 5 %, welches die Ruptur der Zellen verhindert, eingefroren.

Dazu werden die Zellen zentrifugiert (5 min, 1800 min~—") und der Uberstand abgenom-
men. Das Zellpelett wird schnell in Einfriermedium suspendiert und die Zellsuspension
so schnell als moglich in vorbereitete Kryorohrchen gefiillt, verschlossen und zunéchst
fiir einige Tage in einer Cryobox bei -80 °C aufbewahrt, da der Einfrierprozess langsam
ablaufen sollte. Zur weiteren Lagerung werden die Kryorohrchen dann einen Tank mit

fliissigem Stickstoff iiberfiihrt.

5.1.8.2 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen werden die Zellen fiir wenige Minuten im Wasserbad auf 37 °C erwérmt
und unmittelbar in 10 mL des angewdrmten Kulturmediums verdiinnt, um Zellschdden
durch DMSO im Einfriermedium zu verhindern. Die Zellsuspension wird danach sofort
fiir 5 Minuten bei 1400 min~" zentrifugiert, das Zellpelett in 5 mL Medium resuspendiert,

in eine 25 cm? Zellkulturflasche iiberfithrt und im Brutschrank inkubiert.
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5.1.8.3 Kultivierung der Zellen

Die Suspensionszellinie HL-60 wird in 75 cm? Zellkulturflaschen mit einer Zelldichte von
3x10° Zellen/mL bis 1x10° Zellen/mL kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wird zum alten
Medium frisches Zellkulturmedium zugegeben. Nach ldngerer Kultivierung der Zellen wird
die Zellsuspension zur Entfernung von verbrauchten Mediums, toter Zellen als auch aus-
getretenem Zellinhalt zentrifugiert (5 min, 1800 min~!). Das Zellpelett wird in frischem
Medium resuspendiert und in neuen Zellkulturflaschen ausgesét.

Im Fall der adhdrenten Zellinie SK-Mel-5 wird alle zwei bis drei Tage das alte Zell-
kulturmedium komplett abgesaugt und mit der entsprechenden Menge neuen Mediums
ersetzt. Nach der Anzucht wird in Zellkulturflaschen von 75 cm? und 175 cm? kultiviert.
Sind die Zellen konfluent gewachsen, wird eine Subkultivierung (Passagierung) durch-
gefiihrt (1:2 oder 1:3). Dazu werden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir wenige Mi-
nuten (ca. 5 Minuten) mit Trypsin/EDTA (2 mL auf 75 cm? Zellkulturflasche) bei 37 °C
inkubiert. Das Ablosen (Trypsinieren) wird durch Zugabe von FCS-haltigen Medium ab-
gestoppt. Die Zellen werden direkt neu ausgesit oder analog zu HL-60 zentrifugiert, das
Zellpelett resuspendiert und die Zellen in neuem Medium ausgesét. Beide Zellinien miissen
alle 2-3 Tage passagiert werden, wobei sich die Zellen maximal fiir 20 Passagen in Kultur

befanden.

5.1.8.4 Bestimmung der Zellzahl

Das Bestimmen der Zellzahl erfolgte lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer.
Ein leicht angefeuchtetes Deckglas wird auf die Kammer geschoben, sodass die soge-
nannten Newton-Ringe zu sehen sind und die Kammer folglich eine geforderte Tiefe von
0.100 mm besitzt. Nach gutem Suspendieren der Zellen wird die Zellsuspension an den
Kammerrand pipettiert und diese durch herrschende Kapillarkréifte zwischen Zahlkammer
und Deckglas gesogen. Unter dem Mikroskop sind 9 grofle Quadrate mit einer Kantenlénge
von jeweils 1 mm sichbar. Die Zellen der 4 Eckquatrate werden ausgezéihlt (inklusive der
Zellen auf der jeweils oberen und linken Begrenzungslinie). Die ermittelte Zellzahl wird
durch 4 geteilt und die Zahl fiir ein Quadrat (Volumen 1 pL) mit 10* multipliziert, um
die Anzahl der Zellen pro Mililiter zu erhalten.

5.1.9 Loésungen der Testsubstanzen

Die zu testenden, synthetisierten Verbindungen sind entweder nur in Ethanol oder aber
nur in DMSO 16slich. Es werden deshalb Stammlésungen in Konzentrationen von 1.25
bis 50 mM (d.h. 1.25 mM, 2.5 mM, 6.25 mM, 12.5 mM, 25 mM, 37.5 mM und 50 mM)
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in EtOH bzw. DMSO angefertigt. Die Verbindungen sind fiir Konzentrationen dieser
Groflenordnung in ausreichenden Mengen vorhanden.

Durch Pipettieren von beispielsweise 4 pli Testlosung auf 1 mL Medium oder Zell-
suspension wird eine 1:250 Verdiinnung erreicht. Die erhaltene Endkonzentrationen der
Verbindungen betragen somit 5 bis 200 uM, bei einer Endkonzentration an EtOH bzw.
DMSO von 0.4 %. Die EtOH-/DMSO-Konzentration ist damit in allen Versuchen mit
0.4 % konstant und fiir die Zellen nicht toxisch.

Das Mischen von Medium /Zellsuspension mit Testlosung findet auBerhalb der Well-
Platte (in sterilen Eppendorf-Gefiafien) statt. Zum einen werden dadurch Pipettierfeh-
ler vermieden. Zum Anderen miissten bei einer Fiillmenge von 100 pL/Well 0.4 uL
Stammlosung in jedes Well pipettiert und vermischt werden, was fast unméoglich ist. Eine
Stammlosungsreihe mit niedrigereren Konzentrationen ist ebenfalls nicht sinnvoll, da sich
sonst der Anteil an EtOH/DMSO, der aud die Zellen einwirkt, erhohen wiirde. Durch
Mischen in Eppendorf-Geféflen ist eine gute Vermischung gewéhrleistet. Diese wird bei
Zellsuspensionen (HL-60) durch einfaches Schiitteln und bei Gabe der Substanzen ins
Medium (SK-Mel-5) mittels Vortexer garantiert.

Ein Ausfallen der getesteten Substanzen im Medium wird nicht beobachtet.

5.1.10 Vitalitatsbestimmung (MTT-Assay)
5.1.10.1 Prinzip

Der MTT-Assay ist ein Zell-Farbetest und dient zur Bestimmung der Zellvitalitdt. Er
wurde erstmals von Mosmann[73] und von Green at al.[74] beschrieben. Das gelb ausse-
hende, wasserlosliche Tetrazoliumsalz Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid (MTT,
Thiazolylblau) wird nur von lebenden, metabolisch aktiven Zellen aufgrund von mitocho-
drialen Dehydrogenasen zu violettem 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-3,5-diphenylformazan
reduziert (Abbildung 5.1). Die gebildeten Formazankristalle sind wasserunléslich und wer-
den unter Lyse der Zellen mit DMSO freigesetzt und gelst. Die Absorption der violetten
bis blauen Losungen ist ein Maf fiir die mitochondriale Atmungsaktivitdt und damit
Maf fiir die vorhandene Menge vitaler Zellen. Die Messung erfolgt photometrisch bei
550 nm. Als Vergleichswellenldnge dient 690 nm, bei der das Formazan nicht absorbiert.
Alle Uberlebensraten werden in Prozent im Vergleich zu einer Kontrolle, die unstimulierte

bzw. stimulierte Zellen enthélt, bestimmt.
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Abbildung 5.1: MTT wird durch zellulire Dehydrogenasen zum Formazan reduziert (schema-
tisch).

5.1.10.2 Validierung der OS-Induktion

Oxidativer Stress ist in wn vitro-Zellsystemen meist in derartig geringen Mengen vor-
handen, dass verringernde Effekte durch Antioxidantien kaum messbar sind. Deshalb ist
es notwendig, zusétzlichen OS zu erzeugen. Zur Induktion von oxidativen Stress wurde
H5 05 ausgewdhlt. Mittels HoOy wurde auch der von Ebselen erbrachte Schutz vor reakti-
ven Sauerstoffspezies und DNA-Schiden in Leukédmiezellen HL-60 nachgewiesen|[75]. Zur
Verwendung des Tests musste dieser jedoch neu fiir die Leukédmiezellinie HL-60 und die
Melanomzellinie SK-Mel-5 etabliert werden.

In Konzentrationen von 5 mM (HL-60) und 1 mM (SK-Mel-5) wirkt HyO, zytotxisch
und fithrt zu einer deutlichen Erniedrigung der Vitalitdt der Zellen. Die mit HyO4 be-
handelten Zellen zeigen nach 24 Stunden noch eine durchschnittliche Vitalitit von 42 %
(Durchschnitt beider Zellinien, EtOH- als auch DMSO-behandelt) verglichen mit den un-
behandeldeten Kontrollen (siehe Abbildung 5.2). Konzentrationen von 5 mM (HL-60)
und 1 mM (SK-Mel-5) werden demnach fiir eine gleichzeige Behandlung der Zellen mit
Verbindung ausgewihlt um antioxidative und zytotoxische Wirkungen der Substanzen

studieren zu konnen.

Die synthetisierten Verbindungen sind nicht in Wasser oder in Zellkulturmedium 16s-
lich, deshalb muss mit einem organischen Losungsmittel gearbeitet werden. Gleichzeitig
muss jedoch beriicksichtigt werden, dass der Anteil des Losungsmittels EtOH bzw. DMSO,
welcher mit den Zellen in Kontakt kommt, nicht zu hoch ist (0.4 %).

Auf jeder 96-Well-Platte werden Kontrollen mit vollig unbehandelten Zellen (Kontrol-
le) als auch Zellen mit 0.4 % Losungsmittel (Kontrolle + 0.4 % Lsgm.) eingeplant. Der
Vergleich zeigt, dass ein Anteil von 0.4 % EtOH oder DMSO den Zellen nicht schadet. Es
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Abbildung 5.2: Finfluss von Hy Oy (+ 0.4 % Lsgm.) auf die Vitalitit von HL-60 und SK-Mel-5
Zellen. Die Zellen werden mit 5 mM (HL-60) und 1 mM Hy Oy (SK-Mel-5) fiir 24 h inkubiert und
die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt. Die Kontrolle mit 0.4 % Lésungsmittel (Kon-
trolle + 0.4 % Lsgm.) wurde auf 100 % vital gesetzt. Mittelwerte £SD von drei unabhdngigen
Versuchen. ** P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.

gibt keine signifikanten Unterschiede in der Vitalitéit der Zellen im MTT-Assay (Abbil-
dung 5.2).

Fiir den Bezug aller Vitalitdten der Experimente werden ausschliellich Kontrollen
mit Losungsmittelanteil verwendet. Die Kontrolle mit 0.4 % Losungsmittel (Kontrolle +
0.4 % Lsgm.) wird auf 100 % vital gesetzt. Zum direkten Vergleich der Uberlebensraten
unstimulierter und stimulierter Zellen in Abhéngigkeit der Substanzkonzentration werden
in einem zweiten Diagramm Vergleichszellen, die mit HoO inklusive 0.4 % Losungsmittel
(HyO5 + 0.4 % Lsgm.) behandelt worden sind, auf 100 % vital gesetzt.

5.1.10.3 Durchfiihrung

HL-60 Zellsuspensionen einer Zelldichte von 9x10° Zellen/mIL Medium werden direkt mit
verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen, ohne oder in Gegenwart von HsOs,
versetzt und je 100 pLi der so behandelten Suspension wird in die Vertiefungen einer 96-
Well-Platte pipettiert (9x10* Zellen/Well). Danach wird inkubiert. Es wurden folgende
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Konzentrationen verwendet: Substanzen in uM: 5, 10, 25, 50, 100, 200 und 5 mM Hy0,.

Bei allen Assays werden die jeweils dufleren Reihen einer Platte nicht belegt (Randef-
fekt).

Der Test wird mikroskopisch verfolgt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
werden optisch sichtbare Verdnderungen notiert.

In jedes Well der behandelten HL-60 Zellen werden jeweils 10 L einer MT'T-Stocklos-
ung (5 mg/mL) pipettiert um eine Endkonzentration an MTT von 0.5 mg/mL zu erhalten.
Die Platten werden fiir zwei Stunden im Dunklen weiterinkubiert. Ab der Verwendung
von MTT wird im Dunklen gearbeitet, wobei die Platten mit Aluminiumfolie umwickelt
werden (MTT ist lichtempfindlich). Die Zellen werden durch Zugabe von 200 L DMSO
lysiert und das gebildete Formazan gelost. Es wird vorsichtig auf dem Vortexer gemischt,
damit ein vollstdndiges Auflésen der Zellen und Kristalle gewahrleistet ist. Die Platte

wird sofort im Multiwellplate-Reader (Fa. Tecan) ausgelesen.

SK-Mel-5 Zellen werden am ersten Tag (nachmittags) mit einer Zelldichte von 4x10°
Zellen/mL Zellkulturmedium mittels Stepper (100 pL) ausgesit, was einer Zellzahl von
4x10* Zellen/Well entspricht. Am Morgen des zweiten Tages sind sie nahezu 100 % konflu-
ent und werden behandelt. Dazu wird das komplette Medium abgenommen (abpipettieren,
nicht absaugen) und die Zellen mit Medium (100 pL/Well), welches die Testsubstanzen
in verschiedenen Konzentrationen ohne/mit HoO4 enthélt, fiir 24 Stunden inkubiert. Fol-
gende Konzentrationen wurden verwendet: Substanzen in pM: 5, 10, 25, 50, 100, 200 und
1 mM H50s.

Das gesamte Medium wird erneut abpipettiert, die Zellen mit 150 L /Well frisch berei-
teter MTT-Gebrauchslosung einer Konzentration von 0.5 mg/mL (vgl. Endkonzentration
im Protokoll der HL-60 Zellen) versehen und zwei Stunden im Dunklen inkubiert. Aus
jedem Well werden 100 uL abpipettiert (50 L verbleiben). Danach erfolgt die Lyse der
Zellen mit 200 L. DMSO/Well und sofortiges Messen der Platte.

5.1.10.4 Kontrollen/Voruntersuchungen

Kontrollansétze ohne Substanzen (und ohne Losungsmittel) und Kontrollen mit den ver-

wendeten Losungsmitteln werden bei allen Versuchen stets mitgefiihrt.

In der Literatur werden Wechselwirkungen zwischen Naturstoffen/Antioxidantien und
MTT im zellfreien System beobachtet[76].

In Vortests des Assays wurde deshalb ausgeschlossen, dass Medium (RPMI 1640), die
Substanzen (in Medium) bzw. HyOy (in Medium) mit MTT ohne der Gegenwart von
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Zellen eine Blaufdrbung ergeben.
Auflerdem werden im Test mit SK-Mel-5 Zellen die Substanzen und ggf. zugefiigtes
H;05 abgenommen bevor MTT zugegeben wird. In der HL-60 Zellinie ist die nicht moglich

(Suspensionszellen).

5.1.11 Dichlorofluorescein (DCF)-Assay
5.1.11.1 Prinzip

Der DCF-Assay ist ein photometischer Assay, der auf dem relativen Fluoreszenzanstieg
des in den Zellen oxidierten Farbstoffes DCFH-DA (2’,7-Dichloro(dihydro)fluorescein-
Diacetat) basiert. Zur Detektion von HyO, in einem zellfreien System in Gegenwart
von Peroxidase ist die Methode erstmals durch Keston und Brand erwéhnt worden[77].
Zur Messung intrazellularer ROS ist der DCF-Assay erstmals von Bass et al. angewandt
worden|[78].

Der nicht fluoreszierende Farbstoff DCFH-DA wird durch intrazelluldre Esterasen zu
DCFH (2',7-Dichlorofluorescin) deacetyliert. Der stérker polare Farbstoff DCFH kann
nicht aus der Zelle diffundieren und verbleibt im Zellplasma. Durch Vorhandensein von
ROS wird DCFH zu fluoreszierendem Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert (Abbildung 5.3).

Der Fluoreszenzfarbstoff DCF wird angeregt und die emittierte Fluoreszenz gemessen|79].

5.1.11.2 Induktion von OS

Fiir die Induktion von OS im DCF-Assay sind nur kleine Dosen an HyO5 nétig. Weitaus
niedrigere Mengen als in der Vitalitdtsbestimmung (MTT-Assay) fithren zur Erhohung
von ROS und zur Messbarkeit von OS. Verwendet wird daher eine Endkonzentration von
200 uM H30,.

Durch Ersetzen von HyOy durch PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) wird keine ex-
trem hohe Dosis an OS, die unter physiologischen Bedingungen nicht vorkommt, von
extern zugefiihrt, sondern vielmehr werden die Zellen durch PMA angeregt, selbst OS zu
produzieren (endogener Stress). HL-60 Zellen lonnen leicht mit einer Endkonzentration
von 100 nM PMA stimuliert werden.

5.1.11.3 Durchfithrung

Die Zellen werden analog der des MTT-Assays ausgeséit und zunéchst nur mit den syn-
thetisierten Testsubstanzen behandelt. Es wird 30 min inkubiert. Verwendete Konzentra-
tionen: Substanzen in pM: 5, 10, 25, 50, 100, 200.
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Abbildung 5.3: Reaktion von reduziertem und acetyliertem 2°,7’-Dichlorofluorescein-Diacetat
(DCFH-DA) zur fluoreszierenden Form Dichlorofluorescein (DCF') innerhalb der Zelle[79).
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Zu den HL-60 Zellen wird danach unter Lichtausschluss 100 uL einer Farbstoflosung
(40 puM) zupipettiert, sodass eine Endkonzentration an DCFH-DA von 20 uM vorliegt.
Wegen der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes werden alle Arbeiten im Dunklen aus-
gefiihrt. Nach erneuter Inkubation fiir 30 min werden die Zellen durch Zugabe von 200 uM
(Endkonzentration) HyOq stimuliert (100 pL einer 600 pM HyOs-Losung in PBS pipet-
tieren).

Alternativ wird zur Stimulation der Zellen PMA verwendet. Durch Pipettieren von
100 pL/Well einer 300 nM Losung (in PBS) werden Konzentrationen von 100 nM er-
reicht. Nach Zugabe der Stimulantien werden die Fluoreszenzintensititen sofort (0 min)
und zu den Zeitpunkten 10 min, 20 min und 30 min gemessen. Die Messungen werden
an einem Floureszensreader (WALLAC VICTOR?) bei einer Temperatur von 37 °C aus-
gefiihrt. Der Farbstoff wird bei 485 nm angeregt und die Fluoreszenz bei einer Wellenlénge

von 535 nm gemessen (Lampenstérke: 35519).

Bei SK-Mel-5 Zellen wird nach der Inkubation mit den Verbindungen auf zweierlei
Wegen weitergearbeitet. Ersterer erfolgt analog zu HIL-60.

Alternativ wird nach Behandeln mit Substanz das komplette Medium erneut abge-
nommen. Vor dem Aufbringen von DCFH-DA wird nun ein zusétzlicher Waschschritt mit
PBS (100 uL. PBS/Well) eingefiigt. Danach werden die Zellen fiir 30 min mit 100 pL/Well
20 uM Farbstofflosung inkubiert. Wie bei HL-60 werden die Zellen mit 200 pM Hy0O4 ver-
setzt (100 pL einer 400 M Hy0O,-Losung) und die Messung sofort gestartet.

5.1.11.4 Kontrollen/Voruntersuchungen

Vor Beginn des Assays wurde ausgeschlossen, dass der Farbstoff DCFH-DA ohne Zellen
und im Beisein von Zellen floureszierend ist. Desweiteren wurde zunéchst geklart, dass die
eingesetzten Substanzen, Medium, PBS ohne den zugesetzten Farbstoff nicht fluoreszieren
(ohne und in Gegenwart von Zellen). Gleiches gilt nach Farbstoffzugabe.

Fir die Stressoren HyOy und PMA wurde in Ab- bzw. Anwesenheit der Substanzen
gezeigt (in Medium), dass sie ohne Farbstoff (ohne und in Gegenwart von Zellen) nicht
floureszieren, genauso mit Farbstoff im zellfreien System nicht fluoreszieren. Erst wenn

Zellen, HyO5 und Farbstoff zusammenkommen, tritt Fluoreszenz auf.

5.1.12 Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander durchgefithrt und

aus den Einzelwerten Mittelwerte +Standardabweichungen (SD) errechnet. Signifikanzen
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wurden mittels dem ungepaarten, zweiseitigen Students T-Test (Microsoft Excel) berech-
net, wobei Unterschiede von *P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001 als signifikant angesehen

werden.
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5.2 Ergebnisse zur Vitalitdtsbestimmung

(MTT-Assay)

5.2.1 Antioxidativer Schutz gegen ROS-induzierte Zytotoxizitét

Die Aktivitéat aller getesteten Verbindungen wird in einem Konzentrationsbereich von 5
bis 200 uM, ohne und bei gemeinsamer Inkubation mit HoO,, mit Hilfe des MTT-Assays
gemessen. Mit der Zellinie HL-60 wurde im Fall von zwei Verbindungen eine Schutzwir-

kung bei Einwirkung von HyO4 gefunden.

Die Behandlung von HL-60 Zellen mit Verbindung 2 und 30 zeigen einen deutlichen
Anstieg der Vitalitéiten gegeniiber nicht Testsubstanz-behandelten Zellen (0 pM).

Die Vitalitdt von unstimulierten Zellen steigt bei 2 zwischen 25 yM und 150 M. Es
kommt zu einer Erhohung bis 24 % (50 uM), bei 25 pM und 150 M noch um 12-13 %
und bei 100 uM um 18 % bezogen auf die HyO,-freie Kontrolle. Eine Inkubation mit
H505 in Gegenwart von 2 fithrt zur Aufhebung des zytotoxischen Effektes von HyO5 bei
Konzentrationen von 5-50 uM Substanz. Dabei steigen die Werte bei 10 pM um 18 %,
bei 25 uM um 39 % und bei 50 uM sogar um 46 % (siehe Abbildung 5.4).

Verbindung 30 zeigt eine sogar stirkere Wirkung im selben Konzentrationsbereich.
Ohne H50, steigt die Vitalitat der Zellen zwischen 50 uM bis 200 uM um 78 %. Bei
kleineren Konzentrationen sind noch Erhohungen 13 %, 21 % und 53 % erkennbar. Bei
gemeinsamer Inkubation mit HyO, steigt die Uberlebensrate ebenfalls stark an. Im Be-
reich von 25-150 uM um ca. 75 %. Bei 5, 10 und 200 M sind ebenfalls noch sehr starke
Erhohungen (um 59 %, 52 %, 29 %) zu verzeichnen. Alle Werte unterscheiden sich signi-
fikant von denen der Kontrollen (siehe Abbildung 5.5).

Die grofiten Anstiege gegeniiber der Kontrollen sind bei 2 mit 24 % (ohne H0Os,
50 pM) und mit 46 % (mit HyO,, 50 uM) zu verzeichnen. Die durch HyO5 induzierte Zy-
totxizitat wird durch Verbindung 2 und 30 wieder aufgehoben. Bei 30 steigt die Vitalitat
um maximal 81 % (ohne HyO2, 100 pM) und 81 % (mit HyOq, 50 pM).

Auffallend ist, dass beide Verbindungen bei niedrigen Konzentrationen (5-50 uM fiir
2 bzw. 5-25 uM fiir 30) eine stérkere ,antioxidative® Wirkung gegeniiber den mit HyOq
stimulierten als den unstimulierten Zellen zeigen. Die Unterschiede sind signifikant und
betragen in Prozent ausgedriickt durchschnittlich 22 % (2) und bis 31 % (30, 10 uM),
setzt man beide Kontrollen (unbehandelte und HyOs-behandelte Kontrolle) auf 100 %
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Abbildung 5.4: Einfluss von Verbindung 2 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von HL-60
Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5 mM HsOs fiir 24 h inku-
biert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehandelte
Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich mit
H> 0y behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei un-
abhdngigen Versuchen. **P < 0.01, ™*P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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Abbildung 5.5: Einfluss von Verbindung 80 (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von
HL-60 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5§ mM Hy Oy fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. nbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei
unabhdngigen Versuchen. ™ P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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vital. Dies bestétigt eine gewisse Selektivitdt in diesem Konzentrationsbereich, bei der die
Substanzen durch OS (H202) gestresste HL-60 Krebszellen sogar besser schiitzen (Abbil-
dungen 5.4 und 5.5). An dieser Stelle muss betont werden, dass es sich um ein Modell
mit Krebszellinien handelt und es therapeutisch nicht sinnvoll ist, einen Tumor mit den
Verbindungen zu behandeln. Vielmehr sollen ,,gesunde” Zellen geschiitzt werden. In vie-
len Féllen ist die Verwendung von gesunden Zellen aber schwierig, da diese Zellen aus
gesundem Gewebe isoliert werden miissen und keine Zellinien verwendet werden kénnen.

Neben Selen kommt in 30 auch eine chinoide Struktur vor. Es wurde bereits die
Freisetzung von Radikalen durch Chinone und deren Anwendung in der Krebstherapie
diskutiert. Offensichtlich ist aber in 30 das Selenatom die reaktivere Gruppe von beiden
und wirkt gegeniiber des Chinons bevorzugt, sodass diese Verbindung H>O, abbauen
kann. Chinone kénnen demnach nicht nur Bestandteil von Krebstherapeutika sein, sondern
auch antioxidative Figenschaften ermdglichen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass solche
Verbindungen durch Erzeugung von mildem OS Zellen zur Proliferation anregen.

Ergebnisse des MTT-Assays von 2 und 30 unter Verwendung der Zellinie SK-Mel-5
sind im néchsten Kapitel beschrieben (Kapitel 5.2.2).

5.2.1.1 Vergleich mit bekannten Antioxidantien

Um die gefundenen antioxidativen Eigenschaften mit denen bekannter Antioxidantien zu
vergleichen, wurde die selenhaltige Verbindung Ebselen (2-Phenyl-1,2-benzisoselenazol-
3(2H)-on, Acros, 99 %) und das Vitamin E-Derivat Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-

chroman-2-carbonséure, Biomol International) untersucht (Abbildungen 5.6 und 5.7).

In Gegenwart von HyOs konnte fiir beide Substanzen ein gutes antioxidatives Ver-
halten, vor allem im Bereich von 100 bis 200 uM, gefunden werden. Ohne HyO4 jedoch,
ist keine Zunahme der Zellvitalitét (Ebselen) oder nur eine geringe Zunahme (Trolox)
sichtbar.

Das Ergebnis bestétigt die Selektivitit gegeniiber OS-gestressten HL-60 Zellen, wie

sie auch bei den Verbindungen 2 und 30 vorkommt.

Der Vergleich mit 2 und 30 zeigt, dass die beiden synthetisierten Verbindungen dieser
Arbeit eine gute Schutzfunktion haben.

2 ist in kleineren Konzentrationen als das zum Vergleich herangezogene Antioxidans
Ebselen wirksam. Die Wirkung ist mit der von Trolox vergleichbar, wobei mit Konzen-
trationen von 25 uM bzw. 50 uM etwas hohere Werte als bei Trolox erzielt wurden.

30 zeigt gegeniiber Ebselen und Trolox eine stérker ausgeprigte Wirkung, dieses im
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Abbildung 5.6: Einfluss von Ebselen (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von HL-60 Zel-
len. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5 mM Ho O fiir 24 h inkubiert und
die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehandelte Kontrol-
len wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich mit Hy O
behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei unabhdingigen
Versuchen. ** P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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Abbildung 5.7: Einfluss von Trolox (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von HL-60 Zellen.
Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5 mM Hs Oy fiir 24 h inkubiert und die
Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehandelte Kontrollen
wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich mit Hy Oy be-
handelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte +=SD von drei unabhingigen
Versuchen. ™ P < 0.01, P < 0.001 gegentiber Kontrolle.
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kompletten Konzentrationsbereich, wohingegen vor allem Ebselen nur von 100 bis 200 M
eine gute Wirkung hat. Verbindung 30 erreicht deutlich hohere Uberlebensraten als Tro-
lox.

Beide Verbindungen bieten im Gegensatz zu Ebselen und Trolox auch ohne Beisein

von HyO4 einen starkeren antioxidativen Schutz.
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5.2.2 Selektive Zytotoxizitit gegeniiber H>Os-stimulierten Zel-

len

In diesem Abschnitt werden Substanzen diskutiert, bei denen eine erhohte Selektivitit
gegeniiber Zellen mit hoherem OS besteht. Der Effekt, dass die Lebensfihigkeit der Zel-
len SK-Mel-5 bei gemeinsamer Inkubation von Verbindungen und H5O, stérker als bei
Inkubation ohne HyOs herabgesetzt wird, ist am deutlichsten bei den Substanzen 5, 42

und 2 zu beobachten.

In allen Messungen mit SK-Mel-5 sind die Verbindungen zytotoxischer Natur, das
betrifft die Messungen ohne aber auch mit HyOs. 5 setzt die Lebensfidhigkeit der Zellen
bis auf 17 % (200 M) herunter. Ebenso bei den gleichzeitig stimulierten Zellen. Im Bereich
von 100-200 M leben im Durchschnitt nur noch 28 % im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle. Hingegen schiadigen Konzentrationen von 5 yM und 10 pM Substanz die Zellen
fast gar nicht (Abbildung 5.8).

42 verhilt sich dhnlich (Abbildung 5.9). Bei Konzentrationen von 25 M und hoher
sind die Uberlebensraten im Beisein von HyOs 62 %. Ohne Hy0, sinkt sie bis auf 13 %.

Abbildung 5.8 zeigt fiir 5 auBerdem, dass die Uberlebensraten bei gemeinsamer In-
kubation mit HyOp um 27 % (25 pM) und 40 % (50 uM) geringer als bei unstimulierten
substanzbehandelten SK-Mel-5 sind. Verbindung 42 zeigt gleiches Verhalten bei niedrigen
Konzentrationen (5-50 uM). Stéarkste Unterschiede sind bei 10 uM und bei 25 pM 42 zu
finden. Sie betragen 52 % und 59 % in Bezug zur Kontrolle (siche Abbildung 5.9).

Mit 40 % (5, 50 pM) und 59 % (42, 25 uM) geringeren Uberlebensraten als der Assay
ohne Stimulation der Zellen gezeigt hat, ist eine eindeutige Selektivitéit der Verbindun-
gen gegeniiber oxidativ gestressten Zellen bewiesen. Unstimulierte Zellen werden deutlich
weniger angegriffen, was eine gute Voraussetzung fiir die Behandlung von Tumorzellen
bieten konnte. Die Werte sind signifikant unterschiedlich. Wirksamste Konzentrationen
sind 25 M (42) und 50 uM (5) in der Zellinie SK-Mel-5. Bei hohen Konzentrationen
(> 100 pM fir 5, > 50 uM fiir 42) kehrt sich dieser Effekt allerdings um.
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Abbildung 5.8: Einfluss von Verbindung 5 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von SK-
Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HoOs fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei
unabhdngigen Versuchen. *P < 0.05, ™* P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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Abbildung 5.9: Einfluss von Verbindung 42 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von SK-
Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HoOs fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei
unabhdngigen Versuchen. **P < 0.01, ™*P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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Verbindung 2 hat gegeniiber HL-60 Zellen antioxidative Wirkung gezeigt (Kapitel
5.2.1). Bei Verwendung von SK-Mel-5 im MTT-Assay verhélt sie sich aber wie 5 oder 42
(siche Abbildung 5.10). Im Bereich von 5-50 M sind alle Vitalitédten der gemeinsamen
Inkubation mit HyoOs signifikant geringer als ohne HyO5 (13 % bis 28 % kleiner in Bezug
auf die Kontrolle). Die zweite Verbindung, die antioxidative Wirkung zeigte (30, Kapitel
5.2.1), hat auf SK-Mel-5 einen geringeren Effekt. Bei einer Konzentration von 200 uM
sind gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen nur noch 67 % Zellen vital, doch im Beisein
von HyOy wurde keine weitere Wirkung gefunden (nicht abgebildet).

An 2 wird deutlich, dass Substanzen, abhéngig von ihrer Konzentration und von der
Zellinie, eine sehr unterschiedliche Wirkung haben kénnen. Der Effekt in einem Zelltyp
kann nicht geradewegs auf andere iibertragen werden. Gegeniiber HL-60 hat 2 Schutzfunk-
tion vor OS (OS induziert durch Hy0,), wirkt jedoch grundlegend anders in SK-Mel-5,
wo es zytotoxisch, dabei sogar selektiv zytotoxisch gegeniiber Zellen mit erhéhtem OS,
ist. 2 gehort deshalb wohl zu den interessantesten Verbindungen, die in dieser Arbeit
beschrieben werden. Es ist sowohl ein mogliches Antioxidans als auch ein potentieller
Antikrebs-Wirkstoff. Selen spielt dabei eine wesentliche Rolle: Die Ergebnisse verdeutli-
chen, dass ein Selenzentrum benotigt wird, damit die Substanz reaktive Spezies wie HoO,

reduzieren kann oder aber zytotoxisch wirkt.

5 war aus synthetischer Sicht lediglich als Modellverbindung gedacht. Zusammen mit
42 und 2 ist aber auch diese Substanz ein Kandidat fiir die Krebsforschung geworden. Der
Einfluss aller drei Verbindungen auf SK-Mel-5 Zellen ist vergleichbar. Diese Verbindun-
gen zeigen Selektivitéat fiir Zellen, in denen zusétzlich OS induziert worden ist. Gegeniiber

ungestressten Zellen sind sie hingegen weniger zytotoxisch.

Alle Verbindungen mit einer erhdhten Selektivitdt auf stimulierte Zellen, zeigen dieses
Phénomen nur in der Zellinie SK-Mel-5. In der Zellinie HL-60 zeigen 5 und 42 nur Zytoto-
xizitit gegeniiber unbehandelten Zellen. Die Uberlebensraten sinken dabei bei 200 uM bis
auf 33 % (5) und 42 % (42) (nicht abgebildet), aber mit HyO5 behandelte Zellen werden
nicht angegriffen. Die selektive Wirkungsweise von 42 konnte auf die Chinongruppierung
zuriickgefiihrt werden, da diese in der Lage ist zusétzlichen OS zu produzieren. Die Wir-
kung des Schwefelatoms in solchen Verbindungen ist gewohnlich gering, wie verwandte
Studien bereits gezeigt haben. Dennoch gibt es einen Unterschied zu Verbindungen wie
14 oder 29, denn in 42 befindet sich das Schwefelatom in direkter Nachbarschaft des Chi-
nons, damit ist die Reaktivitdt durchaus eine andere. Die Wirkung von 5 ist noch nicht

geklart. Vermutlich wirkt die Verbindung einfach nur zytotoxisch - eine Eigenschaft, die
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Abbildung 5.10: Einfluss von Verbindung 2 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von SK-
Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HoOs fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei
unabhdngigen Versuchen. ™ P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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nicht notwendigerweise auf die Erzeugung von OS zuriickzufiihren ist.

Der Einfluss von Verbindung 22 auf Zellen der Linie SK-Mel-5 ist mit dem auf HL-60
Zellen vergleichbar (sieche Abbildungen 5.11 und 5.12). Vitalitdten sinken in der Me-
lanomzellinie bis auf wenige Prozent. Im Fall von HL-60 ist der Effekt etwas weniger
ausgeprigt, aber auch eine Reduzierung bis auf 68 % (mit HyO2) und 47 % (ohne H505)
zu beobachten. Die Verbindung wirkt stark zytotoxisch.

Interessanterweise gibt es aber jeweils eine Konzentration, bei der die Vitalitédt oh-
ne Einwirkung von OS durch HyO, signifikant gréfer ist als in Gegenwart von HoO4: Bei
25 M von 22 sind die Unterschiede signifikant grof3 (Unterschied HL-60: 15 % (Abbildung
5.11), Unterschied SK-Mel-5: 33 % (Abbildung 5.12)), jedoch nur bei dieser Konzentra-
tion, was eine gewisse Einschrdnkung bedeutet. Fiir ein gutes Krebstherapeutikum sollte
der Effekt stérker ausgepragt sein, jedoch muss man entgegensetzen, dass beide Zellinien
dasselbe Ergebnis zeigen, was auf einen vielseitigeren Einsatz hindeuten konnte. Dazu
miisste die Wirkung von 22 zunéchst an weiteren Zellinien getestet werden. Das Ergebnis
ergibt sich dadurch, da8 die relat. Uberlebensraten fiir HyO,-gestresste Zellen frither abfal-
len als fiir die Zellen ohne HyO,. Die Zytotoxizitiat der mit HoO5 behandelten Zellen ist zu
gering, um eine stérker ausgebildete, selektive Zytotoxizitéit gegeniiber HyOo-stimulierten
Zellen zu erhalten - bzw. ist die Zytotoxizitdt HoOs-unbehandelter Zellen bei héheren
Konzentrationen zu massiv. Ansonsten ist 22 eine zytotoxische Verbindung, stérker noch
fiir SK-Mel-5 als HL-60.



KAPITEL 5. ZELLBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN 85

H

O
o

120 4 0
1004F B # i
80

*kk
*%%

*kk
60 *kk

40+ ikl * ke

relat. Uberlebensrate (%)

20

o4 S . . .
0 510152025 50 100 150 200

22 (uMm)

[Johne HO,
I mit H,0,

120+

*kk

100 +
80
60

ol k

20

relat. Uberlebensrate (%)

o4 S . . .
0 510152025 50 100 150 200

22 (uM)

Abbildung 5.11: Einfluss von Verbindung 22 (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von
HL-60 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von & mM Hy Oy fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschlieflich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei
unabhdngigen Versuchen. *P < 0.05, ™* P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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Abbildung 5.12: Einfluss von Verbindung 22 (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von
SK-Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HsOsy fiir
2/ h inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent.
Unbehandelte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die aus-
schlief$lich mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD
von drei unabhdngigen Versuchen. *P < 0.05, ** P < 0.001 gegeniiber Kontrolle.
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5.2.3 Zytotoxische Substanzen

Generell ldsst sich feststellen, dass die getesteten Tellurverbindungen stark zytotoxisch
wirkende Substanzen sind, zumidest in den von uns verwendeten Zellinien HL-60 und
SK-Mel-5. Dazu gehéren die Verbindungen 23, 26, 31 und 32.

Die Unterschiede der Toxizitat zwischen den genannten Verbindungen sind dabei nur
gering. Die Verbindungen wirken schon in kleinen Konzentrationen stark zytotoxisch auf
beide Zellinien. Allgemein ist zu erkennen, dass die Verbindungen stérker zytotoxisch
gegeniiber SK-Mel-5 als gegeniiber HL-60 Zellen wirken. Stellvertretend fiir die Tellur-
Verbindungen sind die Ergebnisse von Verbindung 31 abgebildet (Abbildungen 5.13 und
5.14). In beiden Zellinien sind die Uberlebensraten gegeniiber den Kontrollen stark her-
abgesetzt. Die Verbindungen wirken dabei nicht selektiv auf HyOs-gestresste Krebszellen.
Im Gegenteil, die nicht zusétzlich mit HoO5 gestressten, ,normalen“ Zellen werden sogar
starker abgetotet, setzt man beide Kontrollen auf 100 % vital. Dieses Phdnomen ist sehr
schwierig zu erklaren. Es ist moglich, dass HoO, die Zellproliferation anregt, aber dies ist
ohne weitere Untersuchungen nur Spekulation. Wird die relat. Uberlebensrate der HyOo-
stimulierten Kontrolle nicht auf 100 % vital gesetzt und alle Werte gegeniiber der vollig
unbehandelten Kontrolle (100 %) verglichen, dann sind die Uberlebensraten der meisten
Substanzkonzentrationen nahezu gleich (vergleiche jeweils ohne/mit HyO5 in jeweils obe-
ren Diagrammen). Dies deuted darauf hin, dass das Phanomen in Wirklichkeit nur mininal
ist und ,normale“ (nicht gestresste) Krebszellen nicht wesentlich stirker betroffen sind.
Alle Balken fiihren zu einer nahezu gleichen relat. Uberlebensrate.

Interessant ist auch, dass bei allen diesen Verbindungen SK-Mel-5 Zellen stérker be-
troffen sind als HL-60 Zellen. Dies ist deshalb positiv zu bewerten, weil es uns Hinweise auf
eine gewisse Zellinien-spezifische Selektivitdt und damit die bessere Therapie von man-

chen Krebsarten gibt.

Neben den Tellurverbindungen erweist sich auch Verbindung 3 als stark zytotoxisch in
beiden Zellinien (siche Abbildungen 5.15 und 5.16). Dies steht im Gegensatz zur chemisch
dhnlichen Verbindung 2, die einerseits eine ROS-reduzierende Wirkung und andererseits

eine zytotoxische, aber selektive Wirkung aufweist (Kapitel 5.2.1 und 5.2.2).

Die Tellurverbindungen wurden in vergleichsweise hohen Konzentrationen (5 bis 200
uM) verwendet. Das Verhalten bei niedrigereren Konzentrationen (< 1 M) muss seperat
untersucht werden. Im nanomolaren Bereich kénnen sich erneut Verbindungen mit poten-

tiellen Eigenschaften, einer Selektivitit gegeniiber stressinduzierten Zellen, herausstellen.
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Abbildung 5.13: Einfluss von Verbindung 31 (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von
HL-60 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5 mM Ho Oy fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschliefllich
mit Hy Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei un-
abhingigen Versuchen. Alle Uberlebensraten signifikant unterschiedlich (P < 0.001) gegeniiber
Kontrolle.
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Abbildung 5.14: Einfluss von Verbindung 31 (in 0.4 % DMSO) auf die Uberlebensrate von
SK-Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HsOsy fiir
24 h inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent.
Unbehandelte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die aus-
schlieflich mit HyOs behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte +SD
von drei unabhingigen Versuchen. Alle Uberlebensraten signifikant unterschiedlich (P < 0.001)
gegentiber Kontrolle.
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Abbildung 5.15: Einfluss von Verbindung 3 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von HL-60
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Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 5 mM Hs Qo fiir 24 h inku-
biert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehandelte
Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschliefSlich mit
H0y behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei un-

abhingigen Versuchen. Alle Uberlebensraten signifikant unterschiedlich (P < 0.001) gegeniiber

Kontrolle.
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Abbildung 5.16: Einfluss von Verbindung 3 (in 0.4 % EtOH) auf die Uberlebensrate von SK-
Mel-5 Zellen. Die Zellen wurden in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM HsOs fiir 24 h
inkubiert und die Uberlebensrate mittels MTT-Assay bestimmt, ausgedriickt in Prozent. Unbehan-
delte Kontrollen wurden auf 100 % vital gesetzt (oben). Die unbehandelte und die ausschliefSlich
mit Ha Oy behandelte Kontrolle wurden als 100 % gesetzt (unten). Mittelwerte £SD von drei un-
abhingigen Versuchen. Alle Uberlebensraten signifikant unterschiedlich (P < 0.001) gegeniiber
Kontrolle. 5 uM 8/ohne HyOy P < 0.01.
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5.2.4 Verbindungen ohne Wirkung

Verbindungen, die Schwefel und Chinone kombinieren (14, 29) oder nur Chinone enthal-
ten (41), sind in den verwendeten Konzentrationen wirkungslos gegeniiber HL-60 Zellen
und SK-Mel-5 Zellen. Diese Verbindungen sind weder zytotoxisch an sich, auch ist die
Bildung freier Radikale mit Hilfe des Chinons und folglicher Erhéhung der ROS in der
Zelle offensichtlich eingeschriankt. Es bestétigt auch, dass das Schwefelatom in diesen
Verbindungen nicht reaktiv genug ist, um katalytisch wirksam zu sein. Die Selen-Chinon-
Verbindungen 15, 17 und 25 haben ebenfalls keine Wirkung in den Zellinien HL-60 und
SK-Mel-5.

Generell gilt: Schwefel-Verbindungen kénnen reaktiv sein. Es gibt eine gewisse struk-
turabhéingige Aktivitat. Selen-Verbindungen sind zumeist reaktiv. Tellur-Verbindungen
sind stark toxisch, zumindest in den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von

> 5 uM.

Verbindungen 9, 10 und 34 wurden nicht getestet. Da Analogie zu anderen getesteten
Verbindungen besteht, wurden auch die Schwefelverbindungen 21, 24 und die bifunktio-
nale Verbindung 40 nicht betrachtet.

5.3 Ergebnisse des fluorimetrischen Nachweises von

ROS (DCF-Assay)

An ausgesuchten Verbindungen dieser Arbeit, die durch Bestimmung der Vitalitét als sehr

interessant empfundenen worden, wurden Messungen zum Nachweis von intrazelluldrem
OS durchgefiihrt.

5.3.1 Antioxidativ wirkende Substanzen

Fluorimetrische Untersuchungen, basierend auf der Umsetzung des Farbstoffes DCFH-
DA in den fluoreszierenden Farbstoff DCF durch ROS sollen zeigen, ob die Verbindungen
2 und 30 tatsdchlich den durch Stimulation erzeugten OS in HL-60 Zellen herabsetzen
konnen und damit antioxidative Wirksamkeit besitzen. Nachdem die Zellen mit Testsub-
stanz versetzt und mit DCFH-DA beladen wurden, wird OS induziert. Zur Stimulation
dient HyOs in einer Endkonzentration von 200 pM und PMA (Phorbol-12-myristat-13-
acetat) mit 200 nM.
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Abbildung 5.17 zeigt die Ergebnisse der Behandlung von HL-60 Zellen mit den Sub-
stanzen 2 und 30. Die gemessenen Flureszenzintensitdaten sind gegeniiber der stimulierten
Kontrolle (0 uM Substanz) dargestellt, die auf 100 % relative Floureszenz gesetzt worden
ist. Es sind stellvertretend Messungen nach 30 Minuten abgebildet.

Das Verhalten von beiden Verbindungen ist sehr &hnlich und lasst deutlich erkennen,
dass sie antioxidative Wirksamkeit besitzen indem sie OS, induziert durch H,O, als auch
durch PMA, herabsetzten. Vergleicht man relative Erniedrigung der Fluoreszenz der un-

terschiedlichen Induktionarten, so ist der Unterschied zwischen diesen gering.
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Abbildung 5.17: Einfluss der Verbindungen 2 (in 0.4 % EtOH) und 30 (in 0.4 % DMSO) auf
ROS in HL-60 Zellen, gemessen durch Dichlorofluorescein (DCF)-Fluoreszenz-Assay. Indukti-
on von OS mittels Hy Oz (200 uM) bzw. PMA (20 nM). Fluoreszenzintensititen als Prozent
der stimulierten Kontrolle nach 30 min. Mittelwerte £5D wvon drei unabhingigen Versuchen.
Mit Ausnahme der Werte bei Konzentrationen von 5 uM durch PMA-Induktion erzeugten OS

sind alle relativen Fluoreszenzen signifikant unterschiedlich (P < 0.001) gegeniiber stimulierter
Kontrolle (100 %).

5.3.2 Selektiv zytotoxisch wirkende Substanzen

Um die Frage zu beantworten, ob die gefundene Zytotoxizitat von 2, 5 und 42 (alle in

SK-Mel-5) mit ROS im Zusammenhang steht, wurden DCF-Assays mit SK-Mel-5 Zellen
durchgefiihrt.

Zunéchst wurde der Assay in Anlehnung an die in der Zellinie HL-60 verwendete
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Methode durchgefiihrt. Nach Vorbereitung der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen
erfolgt die Zugabe von Farbstoff, gefolgt von der Zugabe des Stimulanten HyOs.

Eine Anregung von PMA war an dieser Stelle nicht moglich, da sich SK-Mel-5 Zellen
durch PMA nur wenig oxidativ stressen lassen, d.h. es kann nicht geniigend OS erzeugt
werden, um diesen anschlieBend im DCF-Assay zu messen. Deshalb ist es auch nicht
moglich, die eventuelle Erhohung von OS durch ausschlieflliche Verbindungszugabe zu
messen. Zur Untersuchung der Substanzen wird also zunéchst auf die Stimulation mit

H50, zuriickgegriffen.

Um Wechselwirkungen der Substanzen auflerhalb der Zellen auszuschlieBen, wird ein
weiterer DCF-Assay durchgefiihrt.

Aufgrund dessen, dass SK-Mel-5 eine adhérente Zellinie ist, kann in diesen Versu-
chen nach dem Behandeln der Zellen mit Testsubstanz das Medium inklusive Substanz
abpipettiert werden und die Zellen mit PBS gewaschen werden. Damit werden die Zel-
len nur mit Substanz beladen, und nur OS gemessen, der im Zellinneren gebildet worden
ist. Extrazelluldre Effekte der Verbindungen werden so ausgeschlossen. Es wird wie vorher

verfahren, mit DCFH-DA inkubiert und nach Zugabe von HyO4 die Fluoreszenz bestimmt.

In der folgenden Abbildung (5.18) sind die Effekte der Substanzen 2 und 42 auf ROS
ohne und mit Waschschritt dargestellt. Als erstes Ergebnis ist sichtbar, dass beide Ver-
bindungen den durch H,O, induzierten OS herabsetzen. Beide Substanzen sind demnach
zytotoxisch auf SK-Mel-5 Zellen, aber nicht auf grund der Tatsache, dass sie OS produ-

zieren.

Es ist moglich, dass in Verbindung 42 das Chinon nicht in der Lage ist Radiakle zu
bilden, welche zum Zelltod fiithren. Hingegen scheint das Schwefelatom eine héhere Akti-
vitdt zu haben als gadacht. Fiir 2 bestétigt es die Ergebnisse aus den Untersuchungen an
HL-60 Zellen: Die Gegenwart eines reaktiven Selenzentrums verursacht eine antioxidative
Wirkung. Dennoch ist 2 gegeniiber SK-Mel-5 zytotoxisch, wie im MTT-Assay bewiesen
werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Verbindungen 2 und 42 zwar wie ein An-
tioxidans die ROS beeinflussen, aber dennoch zytotoxisch sind. ROS-Produktion erklart
deshalb nicht ihre Toxizitdat. Hingegen ist es durchaus moéglich, dass solche Verbindungen
ROS verbrauchen, z.B. um redox-empfindliche Proteine und Enzyme zu oxidieren. Eine

derartige Reaktion wiirde ebenfalls zu einer meflbaren Erniedrigung fiihren.
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Abbildung 5.18: Einfluss der Verbindungen 2 (in 0.4 % EtOH) und 42 (in 0.4 % EtOH) auf
ROS in SK-Mel-5 Zellen, gemsessen durch Dichlorofluorescein (DCF)-Fluoreszenz-Assay. In-
duktion von OS mittels Hy Oy (200 uM), ohne Waschen (0. W.) und mit Entfernen iberschiissiger
Substanzen und Waschen der Zellen (W.). Fluoreszenzintensititen als Prozent der stimulierten
Kontrolle nach 30 min. Mittelwerte +£SD von drei unabhdngigen Versuchen. Alle Werte von
2/42 (0.W.) signifikant gegeniiber stimulierter Kontrolle (100 %). 2 (W.) — 25 uM: P < 0.01,
c>50puM: P<0.001. 42 (W.) =10 pM: P < 0.01, ¢ > 25 uM: P < 0.001.

Fiir Verbindung 5 wurde keine Erniedrigung, auch keine Erhéhung der Fluoreszenzen
gefunden (nicht abgebildet). Dies deutet darauf hin, dass 5 ausschliefllich zytotoxische
Wirkung hat, aber demnach keinen Einfluss auf das ROS-Level. 2, 5 und 42 sind fiir die
Anwendung als zytotoxischer Antikrebs-Wirkstoff gut geeignet.

Die Resultate zeigen auflerdem, dass nach Abnehmen des Mediums und Waschen der
Zellen die gemessenen Fluoreszenzen grofler sind als ohne dieses. Das heifit, dass Substanz
die sich aulerhalb der Zellen befindet in die Messung eingeht und damit ROS zusétzlich
erniedrigt hat. Dies gilt insbesondere fiir 42. Bei 2 sind lediglich kleinere Erniedrigungen
gegeniiber den Zellen nach Entfernen des Mediums messbar.

Um genaue Aussagen iiber das intrazellulire ROS-Level zu erhalten, sollte man des-
halb, sofern dies moglich ist, alle {iberschiissige Substanz vor Inkubation mit Farbstoff
abtrennen und dann erst OS induzieren. Im Fall von HL-60 (siche Kapitel 5.2.1) kann
die Methode des Abpipettierens nicht verwendet werden, da es sich um Suspensionszellen
handelt. Auch ein Ausdifferenzieren mit PMA hat gezeigt, dass die Zellen nur wenig am
Plattenboden anhaften und durch Abpipettieren eine erhebliche Anzahl an Zellen verloren

geht.
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5.4 Vitalitatsbestimmungen an weiteren Krebszelli-

nien

5.4.1 Tumorzellinien-Screening des NCI

Fiir einige der synthetisierten Verbindungen wurden Tests vom National Cancer Institute
(Bethesda, MD, USA) durchgefiihrt. Es wurde die Wachstumshemmung fiir einen grofien
Bereich von Tumoren untersucht. Die Substanzen wurden an 60 menschlichen Tumor-
Zellinien getestet. Dazu gehoren Zellinien aus den Bereichen: Lungen-, Darm-, Eierstock-,
Nieren-, Prostata- und Brustkrebs, sowie Leukédmie, Melanom und Tumoren des Zentralen
Nervensystems. Die Verbindungen wurden in einer Konzentration von 10 uM getestet.
Fiir jede Zellinie wird die relative Sterberate bestimmt. Es wird ein Mittelwert aus al-
len Sterberaten berechnet (Mean). Die Ergebnisse werden in Form eines Balkendiagramms
zusammengestellt, in dem die relativen Sterberaten der einzelnen Zellinien gegeniiber des
Mittelwertes Mean dargestellt sind. Balken nach rechts kennzeichnen Zellinien, die eine
stirkere Wirkung als der Mittelwert hatten. Balken nach links bedeuten eine geringere

Wirkung als der Durchschnitt.

Die Verbindungen 2, 5, 42, 30 und 31 wurden untersucht. 2, 5, 42 und 30 haben in
vielen Zellinien keinen deutlichen Effekt gezeigt.

Fiir 31 wurde ein Mittelwert (Mean) von -24.03 % errechnet. Bei der getesteten Kon-
zentration von 10 M ist eine selektive Wachstumshemmung verschiedener Zellinien sicht-
bar (siche Abbildung 5.19). So auch gegeniiber der Zellinie SK-Mel-5, bei welcher mit
-92.89 % die stirkste Hemmung aller getesteten Zellinien auftritt (7.11 % Uberleben). Es
konnte damit erneut bestéatigt werden, dass im Fall von Tellurverbindungen stark zytoto-

xische Effekte auftreten.

Durch derartig komplexe, aber auch duflerst aufwendige Zelltests lassen sich viele In-
formationen gewinnen. Interessante Substanzen kénnen somit optimal eingeschétzt und
miteinander, als auch mit bekannten Krebstherapeutika, verglichen werden. Jede Substanz
erhélt ihr eigenes charakteristisches Profil. Ziel ist es, dass die Verbindungen im Durch-
schnitt verniinftig toxisch sind. Auflerdem sollen sie eine bestimmte Selektivitdt haben
und nur toxisch fiir bestimmte Tumorzellen bzw. fiir verschiedene Klassen an Krebszellen
sein, woriiber der Screen von NCI einen guten Uberblick gibt. 31 hat z.B. eine Toxizitét
auf verschiedene Lungen-, Darm- und Nierenkrebsarten, wirkt aber nicht gegen Leukamie-

zellen.
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Developmental Therapeutics Program | nsc: 748896/1 | Conc: 1.00E-5 Molar Test Date: Oct 20, 2008
One Dose Mean Graph Experiment ID: 08100574 Report Date: Nov 20, 2008
Panel/Cell Line Growth Percent Mean Growth Percent - Growth Percent
Leukemia
CCRF-CEM -15.28
HL-60(TB) 28.14
K-562 32.72
MOLT-4 29.70
RPMI-8226 10.47
SR 38.33
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC -45.43
EKVX -31.93
HOP-62 -51.04
HOP-92 -32.45
NCI-H226 -54.59
NCI-H23 -12.86
NCI-H322M -8.86
NCI-H460 -45.33
NCI-H522 -18.47
Colon Cancer
COLO 205 -56.98 [—
HCC-2998 -48.70 —
HCT-116 -50.99
HCT-15 -20.11
HT29 -47.54
KM12 -41.64
SW-620 -7.07
CNS Cancer
SF-268 -26.67
SF-295 -32.51
SF-539 -49.68 —
SNB-19 5.42 —
SNB-75 -25.97 "
U251 -8.56
Melanoma
LOX IMVI -22.09
MALME-3M -52.31
M14 -37.60
MDA-MB-435 -15.52
SK-MEL-2 8.28
SK-MEL-28 -42.01 f—
SK-MEL-5 -92.89
UACC-257 2.91 —
UACC-62 -27.73
Ovarian Cancer
IGROV1 -23.98
OVCAR-3 -43.81
OVCAR-4 -44.76
OVCAR-5 -36.95
OVCAR-8 8.94
NCI/ADR-RES -0.19
SK-OV-3 -39.61
Renal Cancer
786-0 -48.49
A498 -57.66
ACHN -71.19
CAKI-1 -55.78
RXF 393 13.75
SN12C -8.47
TK-10 -14.76
UO-31 16.87 —
Prostate Cancer
PC-3 -0.99 —
DU-145 -11.55
Breast Cancer
MCF7 4.88
MDA-MB-231/ATCC -39.76
HS 578T -9.34
BT-549 -27.72
T-47D -60.51
Mean -24.03
Delta 68.86 —
Range 131.22
150 100 50 0 -50 -100 -150

Abbildung 5.19: Ergebnisse des Tumorzellinien-Screens von 31.
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Verbindung 31 ist fiir einen Test an 60 Zellinien ausgewéhlt worden, der fiinf Konzen-

trationen der Verbindung umfassen wird.

5.4.2 Krebszellinien A549, MCF-7 und HT-29

An den Krebszellinien A549 (humane Lungenkarzinom-Zellinie), MCF-7 (humane Brust-
krebs-Zellinie) und HT-29 (humane Kolonkarzinom-Zellinie) wurden von der Arbeitsgrup-
pe von Prof. F. Batteux (Universitéit Paris) MTT-Assays mit mehreren der synthetisierten
Verbindungen durchgefiihrt. Als Vergleich sind die Zellinien HUVEC (Endothelzellinien
der menschlichen Nabelschnur) und NIH-3T3 (Maus-Fibroblasten) als , gesunde“ Zellen
herangezogen worden.

Bei diesen Versuchen haben sich die Selen-Chinon-Kombinationsverbindungen 15 und
17 als duflerst vielversprechend erwiesen. Sie zeigen bei Konzentrationen von 5 uM eine
gewisse Selektivitdat gegeniiber allen getesteten Krebszellen. 10 wirkt weder auf Krebszel-
len, noch auf HUVEC oder NIH-3T3 zytotoxisch. Auch dieses ist ein sehr interessantes

Ergebnis, da die Verbindung in diesen Tests iiberhaupt nicht wirksam zu sein scheint.



Kapitel 6

Wirkung auf Mikroben:

Dermatophyten und Plasmodien

6.1 Einfluss auf den Dermatophyten Trichrum ru-

brum

Nicht nur in Hinblick auf die Bindung von freien Metallionen zur Einschrinkung von ROS,
sondern auch der antimykotischen (gegen Pilze wirkenden) Eigenschaften haben Verbin-
dungen mit Makrozyklen therapeutische Relevanz. Tests zur antimykotischen Wirkung
von 2 und 3 gegen einen Typen von Hautpilz, dem Dermatophyten Trichrum rubrum,
konnten in der Haut- und Poliklinik des Universititsklinikums in Homburg/Saar (Prof.
Dr. W. Tilgen) durchgefiihrt werden. Alle in diesem Kapitel diskutierten Daten wurden
freundlicherweise von Frau A. Stark zur Verfiigung gestellt, die die Tests durchgefiihrt
hat.

6.1.1 Methode

Die Methode beruht auf Abstandsmessungen zwischen Dermatophyten-Kolonien und Bléatt-
chen, auf die die Substanz aufgetragen wird.

Wie folgt werden Aktidionplatten vorbereitet: 32.5 g Agar werden mit HoO dest. auf
500 mL aufgefiillt und autoklaviert. Der Agar wird auf etwas mehr als handwarm ab-
gekiihlt. Danach werden 2 mL Streptamycin, 0.1 mL Penicillin und 2.5 mL Cycloheximid
zugegeben (0.45 g Cycloheximid in 1.5 mL Aceton 16sen und mit HyO dest. auf 7.5 mL
auffiillen). Aus 500 mL Agar werden ca. 20 Platten gegossen und bei 4 °C gelagert.

Anhand einer Schablone, die eine ,geachtelte” Platte sowie einen duflern und einen

inneren Ring zeigt, werden die Agarplatten auf den Schnittpunkten des &ufleren Ringes

99
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mit Trichum rubrum beimpft. Dazu werden mit einer Impfnadel kleinere Mengen des Der-
matophyten auf die Agaroberfliche gebracht. Die Dermatophyten werden im Brutschrank
bei 21 °C bis zu einem Durchmesser von ca. 1 cm geziichtet (Dauer ca. 10 Tage).

Danach werden sterile Zellulose-Blattchen auf die acht Schnittpunkte des inneren Rin-
ges der Schablone gelegt. Pro Platte wird ein Wirkstoff der gewiinschten Konzentration
(in DMSO) zugegeben (10 uL. Wirkstoff/Bléttchen), sodass sich daraus eine 8-fach Be-
stimmung ergibt.

Am Tag 0, d.h. dem Tag der Zugabe des Wirkstoffes, wird der Durchmesser des Der-
matophyten notiert (Ausmessen mit Lineal). An den Tagen 0, 2, 4, 6, 8, 10 wird der
Abstand des Dermatophyten zum Bléttchen gemessen. Als Kontrolle dienen jeweils eine
Platte mit DMSO und Placebo (Blattchen ohne alles).

6.1.2 Auswertung der Messungen

Abbildung 6.1 zeigt das Verhalten der Verbindungen 2 und 3 an vier Beispielen.

Gegeniiber Dermatophyten von Patient 1 wirkt 2 bei einer Konzentration von 100 pM
stark hemmend. Nach 10 Tagen betrigt der Abstand zwischen Dermatophyt und Blétt-
chen mit Substanz immernoch 84 % des urspriinglichen Abstandes (100 %). In Konzen-
trationen 10 M, 1 mM und 10 mM zeigten 2 keine Wirkung. Auch 3 (10 uM, 100 M,
1 mM) hatte keine Wirkung bei diesem Patienten.

3 wirkte auf Dermatophyten von Patient 2 bis zum achten Tag und von Patient 3 sogar
langer hemmend. Das FErgebnis dieser Patienten ist miteinander vergleichbar. In beiden
Féllen wirkt eine Konzentration von 10 mM.

An Pilzkolonien des Patienten 4 zeigen beide Verbindungen eine Wirkung. Wie aus
dem Vergleich der ersten drei Versuche bereits hervorgeht, hemmt 2 in einer kleineren
Konzentration stéarker (ldnger) als 3. Verbindung 3 zeigt &hnliches Verhalten wie bei Pa-
tient 2 bzw. Patient 3. Die Wirkung tritt auch bei derselben Konzentration ein, wie bei
den beiden anderen Patienten (10 mM). Durch 2 hat sich der Abstand bis zum zweiten
Tag um 40 % verringert, verandert sich danach aber nicht mehr wesentlich und bleibt bis
zum 10. Tag bei 60 %. Es kann bedingt mit Patient 1 verglichen werden, jedoch ist dort
die Konzentration von 2 um ein 10-faches geringer. Eine Konzentration von 100 uM ist
an den Dermatophyten von Patient 4 wirkungslos, 