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Einleitung 2

1 EINLEITUNG

1.1  Redoxmodulation: Altes Target in neuem Licht

Die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Claus JadBharmazie; Fachrichtung Bioorganische
Chemie) befasst sich mit der Entwicklung intellitggn organochalkogenhaltiger Wirkstoffe
sowie der Erforschung der méglichen Wirkmechanismieser relativ kleinen Molekile in
verschiedenen biologischen Modellen (u.a. KrebsmelBakterien, Hefen und Pilze). Die
organochalkogenhaltigen Verbindungen (u.a. Polgself chinoide Redoxkatalysatoren) der
AG Jacob wechselwirken effektiv und selektiv mitrdéntra)zellularen Thiolstat und eignen
sich dabei sehr gut, um selektiv als Elektrophilethiolhaltigen, nucleophilen Biomolekulen
(z.B. Proteinen/Enzymen) reagieren zu konnen [Jac2®l2]. So zeigen z.B. die
schwefelhaltigen Polysulfane (RS R+# H, x> 3) der Gattunghllium sativum(Knoblauch)
vielversprechende (biologische) Aktivitaten in disen biologischen Modellen (u.a.
Krebszellen), die primar durch Modulation des inéltularen Redoxgleichgewichts bestimmt
werden [Jacob, 2008; Anwar, 2008; Cerella, 200%dBu2010; Viry, 2010]. Die klassische
Redoxchemie deckt jedoch nicht komplett das breltemisch mogliche Reaktionsspektrum
der Polysulfane ab, mit der die biologische Akévitdler Verbindungen vollstandig erklart
werden kann. Aus diesem Grund wurden in der vaehelgn kumulativen Dissertation, nach
erfolgreicher Synthese der chemisch einfachen Midgkmit Hilfe moderner Methoden aus
der (biologischen) Chemie umfangreiche Untersuchorder Polysulfane in humanen roten
Blutzellen durchgefuhrt. Infolge dessen konntenendiblogische Wirkmechanismen der
synthetischen Polysulfane in humanen roten Blwgnallentifiziert werden. Da die chemische
Struktur der Polysulfane aufgrund ihrer kettenarigchwefel-Schwefel-Bindungen sehr den
schwefelhaltigen Nanopartikeln &hnelt und dadurarentuell Rickschlisse auf die
biologische Aktivitat der Nanostrukturen gewonneeraden kénnen, wurde die Synthese der
Ss-Nanopartikel in der Arbeitsgruppe etabliert. DigN&nopartikel besitzen gegentber den
Polysulfanen, insbesondere den Diallyltetra-, pentaler hexasulfanen, eine hohere
chemische Stabilitat, sind geruchsneutral und kodrgiefach in hohen Ausbeuten generiert
werden. Ferner wurden die Synthesen von selenbaltidanopartikeln sowie tellurhaltiger
Nanodrahte im Labor etabliert, um eine analoge &éder Chalkogene zu bilden. Durch die
Synthese der verschiedenen chalkogenhaltigen, atanea Nanostrukturen konnten erstmals
fur diese Nanostrukturen umfangreiche Untersuchainge verschiedenen biologischen

Modellen (u.a. Steinernema feltigePlasmodium falciparum Krebszellen) durchgefiihrt
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werden, um anschlieBend wichtige Erkenntnisse digebiologische Aktivitat der schwefel-

und selenhaltigen Nanopartikel sowie der telluigait Nanodréahte zu erhalten.

Aus den selen- und tellurhaltigen Nanostrukturerchstidas Interesse, auch entsprechende
chalkogenhaltige Redoxkatalysatoren zu untersuctenselektiv auf intrazellular erhdhte
Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS)-Level in Krebemel wirken. Der genaue
Wirkmechanismus dieser Verbindungen ist bisher fatlemoch nicht vollstandig aufgeklart,
allerdings wird gemutmalit, dass diese Verbindungeder Zelle das Redoxgleichgewicht
storen und es dadurch in gewissen Zellen selekim Zelltod durch Apoptose kommt
[Doering, 2010; Jamier, 2010]. Um umfangreiche Detaber den Wirkmechanismus sowie
maogliche intrazellulare Targets der Redoxkatalysato zu gewinnen, wurden die
chalkogenhaltigen, chinoiden Verbindungen in eidgh-Content Analyse mittels moderner
Methoden aus der chemischen Biologie in verschiedehiologischen Modellen (u.a.
Krebszellen undSaccharomyces cerevisjaantersucht. Die generierten Daten bilden eine
breite Grundlage, um die Wirkmechanismen der syisileeten Verbindungen besser zu
verstehen und darauf aufbauend neue, hoch selekjietoxische Leitstrukturen basierend

auf diesen chemisch einfachen Molektlen zu entumncke
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1.2  Schwefelhaltige Naturstoffe d&llium Spezies

Zahlreiche Pflanzen der Gatturglium, wie z.B. Knoblauch oder Zwiebeln, enthalten
organische, schwefelhaltige, biologisch aktive Vfaibngen, die Uber die Jahre hinweg
erfolgreich aus Pflanzen isoliert werden konntem@kichberg, 2007; Jacob, 2008].

Polysulfané (RSRR, R+# H, x> 3) stellen neben Allicin, Diallylsulfid (DAS), Digldisulfid
(DADS), Ajoen und den Dithiinen (s.a. Abb. 1) dieeMheit der schwefelhaltigen
Komponenten von KnoblauchAlfium sativumy dar [Jacob, 2010]. Zu den prominentesten
Vertretern der Klasse der Polysulfane gehoren daalylrisulfid (DATS) und das
Diallyltetrasulfid (DATTS). Wahrend die beiden kiein Molekile chemisch gesehen auf den
ersten Blick den Sulfiden (z.B. DAS) und DisulfidénB. DADS) &ahneln, zeigen sie grol3e
Unterschiede in ihrer biologischen Aktivitét vitro und in vivo auf [Jacob, 2008; Anwar,
2008; Cerella, 2009; Busch, 2010; Viry, 2010; Sotkee 2011].

o]
I
/\/S\S/v/ /\/S\/\ /\/S\S/\/
Allicin Diallylmonosulfid Diallyldisulfid

S._..S
/\/SH N S ~ X /\/S\S/S\S/\/

Allylmercaptan Diallyltrisulfid Diallyltetrasulfid
\ I
| NS S gNF
s ° _
E-Ajoen
1,2-Dithiin
?
S
f S P e \/\
s)\/ S< NF
Z-Ajoen
1,3-Dithiin

Abbildung 1:Ubersicht tiber organische SchwefelverbindungenAdiiism sativum.

'Polysulfane haben die chemische FormellR&R # H und x> 3). Die Verbindungen sollten nicht
mit Polysulfiden verwechselt werden, die nach IUPAterpretiert geladene, oft anorganische Spezies
vom Typ RS (R # H und x> 2) oder § (x > 2) darstellen. Allerdings haben sich gewisse
Naturprodukte als ,Polysulfide eingeblrgert undren hier (etwas inkorrekt) auch als solche
bezeichnet (z.B. DATS, DATTYS).
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1.2.1 Biologische Aktivitat der Polysulfane
1.2.1.1 Chemische und biochemische Reaktionenalgsifane

Die Substanzklasse der Polysulfane zeigt theragiruinteressante biologische Aktivitaten in
verschiedenen (biologischen) Modellen (z.B. Krebsme Bakterien, Pilze, Mikroben).
Polysulfane, wie etwa DATS und DATTS, kodnnen S-Tierongen an Peptiden, Proteinen
und Enzymen durchfuhren, oxidieren Cystein-Restérioteinen/Enzymen und wirken so
gezielt auf verschiedene zellulare Prozesse. Imef@sjz zu einer einfachen, klassischen
Thiol/Disulfid-Austauschreaktion  fuhrt die  Thiol/Bsulfan-Austauschreaktion  zur
Freisetzung von Perthiolen (RSSH), Hydrogen-Pofgsen (R$H, x > 3) und
Schwefelwasserstoff (#$). Die komplexen Redoxreaktionen treten entwedezkd (an
Proteinen/Enzymen) auf oder indirekt durch Oxidation Glutathion (GSH; reduzierte
Form) zu Glutathiondisulfid (GSSG), was zu einers¢hiebung des intrazellularen Redox-
Gleichgewichts zu (starkexidierenden (elektrochemischen) Potentialen fi{iSthaefer,
2001]. Die Beeinflussung des intrazellularen TI8tktus, der sogenannte ,intrazellulare
Thiolstat' der Zelle, hat weitreichende Folgen, da einer Aktivierung der antioxidativen
Abwehr bis hin zur Einleitung von Apoptose fuhreémhken.

Von besonderem Interesse sind die elektronenreialegluzierten Formen der Polysulfane,
die Perthiole (R3, R # H, x> 2), die Disulfid-Bindungen in Proteinen spaltemikén und
intrazellular mit Metallionen und molekularem Saieff (O,) Superoxidradikal-Anionen
(O2") generieren. Perthiole oder andergRSpezies kénnen zudem auch unter Freisetzung
von sogenannten,Spezies, wie z.B.,.der 3, zersetzt werden (s.a. Abb. 2) [Benson, 1978;
Ghosh, 1988; Meyer, 1976; Nakayama, 2004; McCar804]. AuRerdem besteht fur
Perthiole die Mdglichkeit, als Oxidans zur Bildungn Peptid- oder Protein-Disulfid-
Modifizierungen zu fuhren (in Form von P& begleitet von der Freisetzung voaSHoder
sogar von langerkettigen, anorganischen Polysulfi@eS, im Gleichgewicht mit Hg und
S%). Die RSH oder auch b, Spezies eignen sich sehr gut als Liganden fiir INtetan
(Zink-, Kupfer- und Eisen-lonen) von Metalloprotem (Abb. 2). Es wird in der Literatur
postuliert, dass eine Bindung an das Metalloprotésht nur zur Beeinflussung des Proteins
fuhrt (z.B. zur Inhibierung von gewissen Metallogmzn), sondern auch zu einer Stérung der
intrazellularen Metall-Homo6ostase fuhren kann [BR&07; Hadi, 2007].
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‘ Perthiol chemistry ’

{r
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Abbildung 2: Schematische Darstellung tber mdgliche chemischd himchemische
Reaktionen der Polysulfane nach [Schneider, 2012].

1.2.1.2 Intrazellulare Targets der Polysulfane

In den letzten Jahren konnten zudem verstarkt netr@zellulare Targets von DATS und
DATTS erfolgreich identifiziert werden. Die kleineMolekile interagieren z.B. mit
Proteinen, die fur Zellzyklus bzw. Apoptose ess#htsind [Dirsch, 1998; Herman-
Antosiewicz, 2004; Wu, 2005; Chung, 2006; Hermariesrewicz, 2007; Herman-
Antosiewicz, 2007; Karmakar, 2007; Cerella, 200Ber genaue Wirkmechanismus der
Verbindungen, der zur Apoptose fluhrt, ist jedoclelnaicht vollstandig aufgeklart worden
[Jacob, 2006; Jacob, 2006; Muenchberg, 2007; Ged09].

Uber LC-MS/MS Analyse mit DATS behandeltefviTubulin konntenin vitro spezifische,

oxidativ bedingte Veranderungen von Cystein-Re€lgd® und Cys>*®

detektiert werden,
die zu S-Allylmercaptocystein modifiziert wurden dsbno, 2005]. Diese gewonnene

Erkenntnis spricht fur eine direkte S-Thiolierurmn-Tubulin durch DATS und weniger fur
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einen indirekten, oxidativen Prozess durch GSSG wiée Hochregulierung von ROS (s.a.

Abb. 3).
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Abbildung 3: Intrazellulare Targets der organischen Schwefdiretungen.

vollstdndig verstanden bzw. basieren vorrangig autitro Daten. Abb. nach [Schneider,
2012].

Ferner konnte in einer weiteren Studie fuir DATS UATTS in U937 Leukamiezellen

gezeigt werden, dass die Induktion der Apoptoséiiadply von der Lange der Schwefelkette
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in den Molekilen ist. In Ubereinstimmung mit ander&xperimenten konnte so
nachgewiesen werden, dass DATTS die hdchste bgadbgi Aktivitat besitzt. 10 uM der
Verbindung fuhrt zu einer Akkumulierung der U937lI@e in der frihen Mitose (G2/M-
Phase), gefolgt von einer Caspase-induzierten AygeptAullerdem wurde gezeigt, dass
DATTS zur Aktivierung von pro-apoptotischen Proegnn Bax und Bak, einer
Herunterregulierung des anti-apoptotischen Bcl-8tdnlevels sowie zur Freisetzung von

Cytochromc aus den Mitochondrien ins Zytoplasma fuhrt [Cere009].

In einer Serie von Experimenten mit humanen Dartydaellen (HCT-116) konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass DATS und DATTS (je 40 gMEiner Reduktion der Zell-
viabilitat, einem Zellzyklus-Arrest sowie folglichur Apoptose fihrt. Die Induktion der
Apoptose ist abhangig vom Redoxstatus der ZelledeAu konnte durch mehrere
Forschergruppen unabhangig voneinander bestatiglene dass sowohl DATTS als auch
sein Propyl-Analogon Dipropyltetrasulfid (DPTTS)ededc25 Isoformen A und @ vitro
inhibiert [Busch 2010, Viry 2010]. Eine Verknupfuagvischen DATS, cdc25 C, Induktion
von pro-apoptotischen Proteinen und Apoptose konmteor bereits in  humanen
Prostatakrebszellen (PC-3) nachgewiesen werdem [205; Xiao, 2005; Xiao, 2006].

In nachfolgenden Studien wurden weitere ProteigeTalrgets der Polysulfane identifiziert.
40 uM von DATS fiihrte zu einem schnellen Anstieg 8ef”*- und Thf°®Phosphorylierung
der Proteinkinase Akt gefolgt von einer Inhibieruimger Kinase-Aktivitat [Xiao, 2005].
Ferner war DATS fiir einen Abfall der $& und SeP® Phosphorylierung von Bad
verantwortlich [Xiao, 2005]. In humanen Prostatészellen (LNCaP, C4-2 und TRAMP-
C1) fuhrte DATS zu einem konzentrationsabhangigdfialh des Androgenrezeptor (AR)-
Proteinlevels und einer Hemmung der AR-Proteinfiomk{Xiao, 2005]. In der Tat konnte
mittels Transkriptions-PCR-Analyse eine dosisabig:dreduktion des AR auf mRNA-
Level erfolgreich nachgewiesen werden [Stan, 20D8.generierten Daten sind von grol3tem
Interesse, da hier eine Wechselwirkung von DATS &NA-Transkriptions-Level
wahrscheinlich ist und weniger eine direkte Inhibiregy von bereits vorhandenen
Enzymen/Proteinen, die im Zellzyklus oder auchdsgiApoptose eine Rolle spielen.

Ferner wurde in humanen Prostatakrebszellen gezags DATS die Bildung ,Reaktiver
Sauerstoff-Spezies” (ROS) verursacht und zu einesteflevel-Anstieg des Cdk-Inhibitors
p21 fuhrt. Die Apoptose in den untersuchten ZelWler gleichzeitig mit einem Abfall des
Bcl-2 Proteinlevels verknipft [Xiao, 2004; Xiao,@). Eine ROS-verknipfte Aktivitat der
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Polysulfane, die in mehreren Untersuchungen bgstatiurde, erklart wohl auch die
Veranderungen auf dem DNA-Trankriptions-Level [Xi2004; Xiao, 2005; Jacob, 2010].
Aufgrund der vielseitigen chemischen Eigenschafien Polysulfane gibt es mittlerweile
zahlreiche Studien, die sowohl eine Thiol/Polyswfeustauschreaktion als auch eine
Bildung von Schwefel-und Sauerstoffradikalen pasteh. Kirzlich vertffentliche Daten
haben z.B. gezeigt, dass DATS die intrazellulareBSR und C&-Level in humanen
Hautkrebszellen (A375) erhoht und zu einer Abnahnides mitochondrialen
MembranpotentialsAW,) fuhrt [Wang, 2010]. Ferner wurde als Antwort alié oxidativ
bedingte DNA-Schéadigung eine Aktivierung des p5@a8lweges beobachtet. p53 wiederum
induziert eine Expression von p21 und beeinflusstMsModulatoren wie z.B. Wee | Kinase,
cdc25 C und cdc2. Es fuhrt zudem zur Einleitung de®chondrialen Signalweges der
Apoptose, der eine Aktivierung der Caspasen 3 usdvie eine Spaltung von Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP) zur Folge hat [Wang, 20M@itere Studien, basierend auf den
antioxidativen Eigenschaften von DATS, belegen #ieflussnahme von ROS, DNA-
Schadigungen und einer veranderten Protein-Expreg$sai, 2007; Zeng, 2008].

Ein weiterer moglicher Mechanismus, der die biddoge Aktivitat von DATS und DATTS
erklaren konnte, wurde kirzlich publiziert. Diesehlagt vor, dass die kleinen Molekule sehr
schnell zu Allylmercaptan (AM) metabolisiert werd&tinnen, das wiederum als Inhibitor
von verschiedenen Histondeacetylase (HDAC)-Enzyimekannt ist. Allylmercaptan fihrt
hierbei schnell zu einer Histon-Hyperacetylierundqiumanen Darmkrebszellen, die mit einer
Bindung des Transkriptionsfaktors Sp3 an die PremBegion desP21WAFlGens
verknupft ist und folglich zum Zellzyklus-ArrestHit [Nian, 2008; Nian, 2009].

Generell scheint allerdings bislang die Beeinflmgswon zellularen Mechanismen durch
Redoxprozesse im Vordergrund zu stehen. Daher wunde. als Teil dieser Arbeit auch
(schwefelhaltige) Nanopartikel untersucht, die e#imliche Redoxchemie wie DATS und
DATTS aufweisen, jedoch stabiler sind und fernerthhiso eine hohe Geruchsintensitat
aufweisen.
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1.3  Chalkogenhaltige Nanostrukturen

1.3.1 Schwefel-Nanopartikel

Schwefelhaltige Nanostrukturen finden oft ihre Vendung bei der Synthese von Schwefel-
Nanogemischen fir Lithium-Batterien, in der Modiizing von Kohlenstoff-Nanostrukturen
sowie bei der Synthese von Schwefel-NanodrahtenKmitlenstoff, um Hybridmaterialien
u.a. fur Gassensoren zu generieren [Yu, 2004; Zhe2@06; Barkauskas, 2007,
Smorgonskaya, 2002; Santiago, 2006].

Ferner zeigen schwefelhaltige Nanopartikel gewissgeressante, antimikrobielle
Eigenschaften in verschiedenen biologischen Modd€ieB. Bakterien, Hefen und Pilze). Die
Ss-Nanopartikel (30 und 150 pg/ml) mit einer Durchatisgro3e von ca. 10 nm weisen dabei
signifikante antibakterielle Aktivitaten gegen GramagativePseudomonas aeruginosand

Gram positiveStaphylococcus aurelgakterien auf [Desphande, 2008].

Der $-Ring der Schwefel-Nanopartikel basiert, analoglen organischen, schwefelhaltigen
Polysulfanen (R&R, R # H, x > 3), auf kettenartigen Schwefel-Schwefel-BindungBa.
letztere verantwortlich fur die umfangreiche biotmipe Aktivitdt der Polysulfane sind,
sollten die Schwefel-Nanopartikel zumindest in d@aeorie ebenfalls in der Lage sein, mit
diversen Bio-Molekilen, wie z.B. Cystein-haltigemot@inen/Enzymen, zu reagieren und
daher ebenfalls eine biologische Aktivitdt analagdATS und DATTS zu zeigen [Schneider,
2011]. Ferner bilden die reduzierten Formen deN&opartikel sowie der Polysulfane, wie
z.B. LS (x > 2) oder R§H (R # H, x> 2), respektive, unter physiologischen Bedingungen
O.", binden an Metall-lonen (z.B. Eisen-, Zink- odesgfer-lonen) oder wechselwirken mit
Membranen und Membranproteinen. Die Schwefel-Nartiqgh sollten daher auch hier
ahnlich reagieren (Polysulfanchemie). Sie sind h&rtgn mit den langerkettigen Polysulfan-
Verbindungen, insbesondere den Diallyltetra-, pewi@der hexasulfiden, in ihrer Struktur
chemisch gesehen wesentlich stabiler und kénnéwolien Ausbeuten generiert werden, was
grundsatzlich von extrem grof3em Vorteil gegeniben dkonventionellen organischen

Polysulfanen ist [Schneider, 2011].

1.3.2 Selen-Nanopartikel

Selenhaltige Nanomaterialien stellen einige dergtaaterialien in der Fotoelektronik zur

Herstellung von Fotokopiergeréaten, Solarzellen anch bei der Xerografie dar [Best, 1979].
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Ferner kann Selen in andere funktionale Halblenérinteressanten optischen (z.B. CdSe)
und magnetischen (z.B. ZnSe) Eigenschaften intégrnerden [Shan, 2005; Wang, 2006].
Das chemische Element weist mit seinen umfangreicie3erst diversen Formen (trigonal,
monoklinisch, rhomboedrisch und amorph) eine grefekturelle Vielfalt auf, die im
Bereich der anwendungsorientierten Forschung zueeNgemacht wird [Abdelouas, 2000;
Gates, 2000]. Trigonales Selen besitzt z.B. alsyp-Halbleiter sehr gute photoelektrische
Eigenschaften, die u.a. auch in der medizinischemmdstik zum Einsatz kommen [Gates,
2002]. In den letzten Jahren wurden zudem verst&édenhaltige Nanodrahte und
Nanorohrchen durch verschiedene experimentellaegien generiert, wie z.B. mithilfe der
hydrothermalen Methode [Lu, 2002; Ma, 2004; Ch&®3 Zhang, 2004; Cao, 2004].

Basierend auf den bereits bekannten pro- und addbxen Eigenschaften von elementarem
Selen wurden erste Studien mit selenhaltigen Nati&pkn in verschiedenen biologischen
Modellen (z.B. Krebszellen und Bakterien) durchgefiiZhang, 2001; Tran, 2011]. Im
Mausmodell konnte dabei z.B. gezeigt werden, déssSdlen-Nanopartikel (~ 40 - 60 nm)
verglichen mit Natriumselenit (N&eQ) eine um siebenfach geringere akute Toxizitét
aufzeigen (Lo 113 und 15 mg Se/kg Korpergewicht) [Zhang, 20jdem weisen
selenhaltige Nanopartikel (7.8, 15.5 und 31 pgtmit) einer Durchschnittsgrof3e von ca. 40-
60 nm signifikante, antibakterielle Aktivitaten gagGram positiveStaphylococcus aureus
Bakterien auf [Tran, 2011]. Die vielversprechendantibakteriellen sowie weitere
antimikrobielle Eigenschaften der Selen-Nanopakrtdied nach aktuellem Forschungsstand

bisher noch nicht weiter untersucht worden.

1.3.3 Tellurhaltige Nanostrukturen

Elementares Tellur ist analog zu Selen ein Hakleitom Typ p und stellt somit einen
wichtigen Baustein zur Herstellung von diversen diaaterialien dar. Die sogenannte Layer-
by-Layer-Technik ermdglicht z.B. die Herstellung nvofotoaktiven, tellurhaltigen
Nanodrahten/Polyelektrolyt-Filmen [Wang, 2006]. llithaltige Nanodrahte kénnen zudem
Uber verschiedene thermische Verfahren bei hohe®5( °C) als auch bei niedrigeren
Temperaturen (< 200 °C) generiert werden [Maye@§22 Liu, 2003; Zhu, 2004; Grison,
1951].

Wahrend der letzten zehn Jahre wurden zudem nenevative fluoreszierende Materialien,
wie z.B. Cadmiumtellurid-Nanopartikel (CdTe), hesglt, die als Quantumdots in der
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medizinischen Bildgebung und Diagnostik eine wigétiRolle einnehmen kénnen [Deng,
2007]. Die neue Generation von Biosensoren zur rERmenzmessung ermoglicht so
beispielsweise eine schnelle, simultane und unapgérDetektion von zwei verschiedenen
Virenarten [Deng, 2007].

Nach aktuellem Stand der Forschung sind bisherek&tudien Uber das Screening von
elementaren, tellurhaltigen Nanopartikeln bzw. NlAbten in biologischen Modellen in der
Fachliteratur verfugbar.

Da die biologische Aktivitdt der Polysulfane, wieahvscheinlich auch die ders-Sund
selenhaltigen Nanopartikel auf redoxmodulierenderz€ssen beruht, ist es naheliegend, dass
sich synthetische, organische selen- und telluggltmultifunktionale Sensor-/Effektor-
Wirkstoffe, die selektiv auf intrazellular erhohteOS-Level in Krebszellen wirken,
womoglich noch besser zur effektiven und vor allsebektiven Behandlung von solchen

Krankheiten eignen konnten.

1.4  Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS)
1.4.1 Allgemeines

Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) sind allgemeiinidet als sauerstoffhaltige, reaktive
chemische Spezies. Es gibt zwei verschiedene TypenROS, der eine bestehend aus
Radikalen, beispielsweise Superoxid-;(0und Hydroxyl- {OH) Radikale, die ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen in ihren aul3erenalebibesitzen, und der andere, nicht-
radikalische ROS-Typus, der keine ungepaarten Ele&h hat, wie z.B. Wasserstoffperoxid
(H,0,), Ozon (Q) und Singlet-Sauerstoff@,) [Trachootham, 2009].

1.4.2 Bildung Reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS)

Die Erzeugung von ROS wird entweder exogen durcha@stoffe, Zigarettenrauch oder
(UV)-Strahlung oder auch endogen innerhalb dereZekrursacht. Die Hauptquelle far
intrazellulare ROS-Bildung stellen dabei die Mitooldrien dar, wo molekularer Sauerstoff

als Elektronenakzeptor bei der oxidativen Phosgleagng in der Atmungskette durch
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fehlerhafte Elektronenibertragung zu Superoxid iezag kann, welches dann in einer
Folgereaktion in weitere ROS umgewandelt wird [figatham, 2009].

In Phagozyten und einigen Krebszellen kann ROS adeich die Aktivierung von
membranverknipften NADPH-Oxidasen generiert wer&enner besteht die Mdoglichkeit der
Bildung von ROS als Nebenprodukt bei diversen kéoasischen Reaktionen, beispielsweise
bei p-Oxidationen in Peroxisomen oder bei DetoxifiziggstReaktionen mit CYP450-

Enzymen [Trachootham, 2009].

1.4.3 ROS induzierte Mechanismen in Krebszellennordhalen Zellen

Zahlreiche Studien belegen einen erhohten intalzein ROS-Level in Krebszellen
[Szatrowski, 1991; Kawanishi, 2006; Toyokuni, 1995in moderater Anstieg an ROS kann
die Zellteilung sowie Zelldifferenzierung fordemphingegen signifikant erhdhte Mengen an
ROS zu oxidativ bedingten Schaden bei Lipiden, éinein, DNA sowie zum Zelltod flhren
[Boonsta, 2004; Schafer, 2001; Perry, 2000]. Zelegulieren ihren ROS-Haushalt daher
durch  endogene, antioxidative Enzyme (z.B. Supddismutase, Katalase,
Glutathionperoxidase) und exogene, nicht-enzymais¢erbindungen (u.a. Ascorbinsaure,

Isoflavone, Polyphenole) (s.a. Tab. 1).
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Tabelle 1: Darstellung wichtiger ROS-Moleklle sowie deren d@detismus. Abb. nach
[Nordberg, 2001].

ROS — Molekal Hauptquellen Enzymatisches Produkte
Abwehrsystem
Superoxid (@) LAusstromen” von| Superoxid-Dismutase H,0, + O,
Elektronen der (SOD)

Elektronentransportkette
Aktivierte Phagozyten
Xanthinoxidase

Flavoenzyme

Wasserstoffperoxid Vom O,° via Superoxid-| Glutathionperoxidase H,O + GSSG
(H20,) Dismutase (SOD) Katalasen H,O + O,
NADPH-Oxidase Peroxiredoxine (Prx) H,O + RSSR

(Neutrophile)
Glucoseoxidase

Xanthinoxidase

Hydroxylradikal {(OH) Vom G und HO, in keines
Gegenwart von
Ubergangsmetallen (Fe oder
Cu) (via Fenton-Reaktion)
FE" + H,0, > FE* +OH +
"OH

Stickstoffoxid {NO) Stickstoffoxidsynthasen Glutathion/TrxR GSNO

Unter physiologischen Bedingungen koénnen normaldleZedurch ihre antioxidative

Belastbarkeit eine bestimmte Menge an exogenen R&®ren tolerieren bevor der
kritische Grenzwert Gberschritten wird. In Krebszelhingegen fuhrt ein Anstieg des ROS-
Levels bedingt durch metabolische Unregelmaliigheiad onkogene Signalwirkung zu
einer Redoxanpassung, einer Verlagerung der (@ittdédren) Redoxdynamik hin zu hoher
ROS-Bildung, gefolgt von einer Hochregulierung daemtioxidativen Belastbarkeit mit

Eliminierung von Uberschissigem ROS, um den ROSlLawuter der kritischen Marke zu

halten. Folglich sind Krebszellen starker abh&ngon der antioxidativen Abwehr und

sensitiver gegentber exogenen ROS-Faktoren odezkulen, die das antioxidative System
inhibieren. (s.a. Abb. 4) [Trachootham, 2009].
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Cell death
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ROS levels

Proliferation
Survival
y
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Normal cell Cancer cell
Normal TROS production
Redox balance Redox adaptation

8 Exogenous ROS stress == Pro-oxidants = Antioxidants

Abbildung 4: Redoxregulation und deren Kontrolle durch ROS ammmalen, ,gesunden®
Zellen und in Krebszellen nach [Trachootham, 2009].

1.5  Multifunktionale Sensor-/Effektor-Katalysatoren

1.5.1 Einteilung der redox-modulierenden Substamzeinei verschiedene Wirkstoffklassen

ROS-induzierende Strategien kénnen nach aktuellenschungsstand mit folgenden drei

Wirkstoffklassen umgesetzt werden:

(1) Verbindungen, die den intrazellularen ROS-Level hia zur lethalen Dosis

erhdhen

(2) Molekule, die antioxidative Enzyme inhibieren unalgfich die ROS-

Konzentration in der Zelle zu lethalen Dosen erimbhe

(3) Katalysatoren, die die Toxizitat der bereits intdadar vorhandenen ROS steigern

Basierend auf den unterschiedlichen Wirkstoffklassmd den bisher literaturbekannten
Studienergebnissen wurde in der Arbeitsgruppe verrrHProf. Dr. Jacob ein (mdgliches)
Wirkmechanismen-Modell entwickelt. Dieses postidier Modell erklart, wie die
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Redoxmodulation eines pra-existierenden intrazall Redox-Status zu einer selektiven
Zytotoxizitat von Verbindungen gegenuber Krebszefighrt, die aufgrund ihrer Entartung
auf natirliche Weise einen erhohten ROS-Level besit(s.a. Abb. 5) [Jamier, 2010].
Ahnliche Modelle wurden, wie bereits in Kapitel ladisfiihrlich beschrieben, auch von

Huang und Kollegen vorgeschlagen [Trachootham, R009

A
5 A
3 Critical
. redox
@ _______ fhréshold
w ROS-
g generaling
5| =
= Normal
o cell

Intraceliular
redox
balance

Abbildung 5:Postuliertes, vorlaufiges Modell zur Erklarung dslektiven Zytotoxizitat der

verschiedenen Redoxmodulatoren und Sensor-/Effdatekile nach [Jamier, 2010].

Wahrend solche Verbindungen in normalen, ,gesund&eflen mit ausgeglichenem,
intrazellularem Redox-Haushalt den OS-Level numggiigig erhdhen (Szenario A, Abb. 5),
zeigen die OS-Level der Krebszellen haufig bemten signifikanten Anstieg, der sehr nahe
am kritischen Grenzwert zur Induktion der Apopttiegt (Szenario B und C, Abb. 5). Eine
weitere Zunahme an OS kann durch ROS-generieregdati®n oder auch durch Inhibitoren
verschiedener antioxidativer Enzyme bewirkt werdenGegensatz dazu sind hochselektive,
ursprunglich als SOD-Mimetika entwickelte Verbinden in der Lage, bereits vorhandene
ROS in schadliche Radikale (z.B. Hydroxyl-Radikale)zuwandeln (Szenario D, Abb. 5).
Andere Katalysatoren hingegen, wie z.B. GPx-Mingtikaben keinen direkten Einfluss auf
den intrazellularen ROS-Level und seine chemischisammensetzung. Diese fbrdern

vielmehr die Reaktion vorhandener ROS mit redoxstieen Proteinen/Enzymen, was zu
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schnellen, oxidativ bedingten Veradnderungen dertere/Enzyme fihrt und folglich
Apoptose-induzierende Prozesse in der Zelle auslésen (Szenario E, Abb. 5) [Jamier,
2010].

1.5.2 Literaturbekannte Verbindungen der drei WoKklassen
1.5.2.1 Verbindungen, die den intrazellularen R@8el bis hin zur lethalen Dosis erhéhen

Typische Vertreter fur die erst genannte Wirkstiaffise sind z.B. chinonhaltiges Emodin und
p-Lapachon (s.a. Abb. 6) [Leu, 2009; Bair, 2010; tK]o2009]. Die in der Arbeitsgruppe
Jacob entwickelten, chinonhaltigen Redoxverbindangénnen in gewisser Hinsicht auch

dieser Wirkstoffklasse zugeordnet werden.

OH O OH O
I T L
OH
0 0
Emodin p-Lapachon

o] OEt
Se
OEt Q
OEt Te
[ L r 0
o T

OEt o
o)

2,3-Bis[(2,2-diethoxyethyl)selanyllnaphthochinon 2,3-Bis(phenyltellanyl)naphthochinon

Abbildung 6:Chemische Strukturen der Verbindungen, die deazatlularen ROS-Level bis

hin zur lethalen Dosis erhohen kdnnen.
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1.5.2.2 Molekile, die antioxidative Enzyme inhileierund folglich die ROS-Konzentration in
der Zelle zu lethalen Dosen erh6hen

Inhibitoren der humanen Kupfer-, Zink-Superoxiddistase (SOD), wie z.B. 2-
Methoxyestradiol, verhindern die intrazellulare Uamdllung von @ zu H0,, welches

anschlieBend durch Katalasen (CAT), Glutathionpeasen (GPx) oder auch durch
Peroxiredoxine  (Prdx) detoxifiziert wird [Huang, @). Ein prominenter

Glutathionperoxidase-Inhibitor stellt Mercaptosumgtsaure dar, wohingegen Aminotriazol
ein bekannter Vertreter der Katalase-InhibitoreriAdb. 7) [Ishihara, 2005].

OH H
O P\ -_N\
| o =4
0 J
SH O NH,
HO
2-Methoxyestradiol Mercaptosuccinylsiur Aminotriazol
(SOD-Inhibitor) (GPx-Inhibitor) (CAT-Inhibitor)

Abbildung 7: Chemische Strukturen von beispielhaft ausgewéhWenbindungen, die
antioxidative Enzyme inhibieren und folglich die R&Qonzentration zu lethalen Dosen

erhdéhen kénnen.

1.5.2.3 Katalysatoren, die die intrazellulare RQ&4Zitat erhdhen

Zur dritten Wirkstoffklasse (sowie oftmals auch zusten Wirkstoffklasse) gehéren u.a. die
hochselektiven, selen- und tellurhaltigen, chinoideKatalysatoren mit mehreren

Redoxzentren der Arbeitsgruppe Jacob, deren Ldidstren durch chemische

Modifizierungen Uber die Jahre optimiert wordends{Abb. 8) [Fry, 2005; Shaaban, 2009;
Doering, 2010].
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4,4'-Dihydroxydiphenyltellurid 2-(Phylselanyl)-3-methylnaphthochinon

Q
OH
OO LY i
Te Se
: CLL O
Se

oH O

2-(Hydroxyphenyltellanyl)-3-methylnaphthochinon ,3Bis(phenylselanyl)-5,8-

dihydroxynaphthochinon

Abbildung 8: Redox-Katalysatoren der AG Jacob, die die intdarale ROS-Toxizitat

erhdhen kénnen.

Tellurhaltige Redox-Katalysatoren sind in der Lagmtrazellulare ROS-Level zu
.detektieren” und anschliel3end wichtige, cysteitialProteine/Enzyme zu oxidieren. Dieser
Prozess lauft in Anwesenheit von®4 sehr oft katalytisch ab und resultiert in der Bild
von S-thiolierten Biomolekilen. Die S-thioliertemoReine/Enzyme werden entweder direkt
als Teil des katalytischen Zyklus gebildet (Abb) @aler indirekt als Folgeprozess durch
erhohte Glutathiondisulfid-Level (Abb. 9b) [Ba, 201
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Abbildung 9a und 9b:Postulierter, Apoptose-induzierender Mechanismeldurhaltiger

Redoxkatalysatoren gezeigt am Beispiel von 4,4xdixydiphenyltellurid. Abb. nach [Ba,
2010].

1.6  Biologische Modelle
1.6.1. Rote Blutzellen (RBCs)

Rote Blutzellen, oder auch Erythrozyten genanntdese Gber den Prozess der Erythropoese
in den Stammzellen des Knochenmarks gebildet. Eogthen sind relativ einfach
strukturierte Zellen, die zur Klasse der Prokargongehdren. Die Hauptaufgabe der roten
Blutzellen besteht im Transport von molekularem é8siwoff () und Kohlenstoffdioxid
(COy).

Das Hamoglobin stellt das wichtigste Protein demanen RBCs dar und ist fur die
charakteristische rote Farbe verantwortlich. Dastdtn besteht sowohl beim Menschen als
auch bei Saugetieren aus je zwei Untereinheiteobi@ih) vom o- und B-Typ, einem
Protoporphyrin als prosthetische Gruppe (Nichtpnateteil) sowie einer eisenhaltigen {Be
Ham-Einheit (s.a. Abb. 10). Beim Menschen tretear \@icht unterschiedliche Varianten des
Hamoglobins auf. Diese unterscheiden sich Uberwigégen den Proteinuntereinheiten
voneinander. Es handelt sich dabei um HbA1, HbAZ: ldnd Gower-2 (Prozentualer Anteil:
HbAl (97%), HbA2 (2%), HbF, Methdmoglobin (Ferrindgiobin) ~ 1%) [Vinogradov,
1993].
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(b)
HaC CHa
‘ooc eH,
[lele
CHs
H 3(: .
HyC

Abbildung 10: Kristallstruktur von humanem Hamoglobin mit Sekimd Tertiar- und

Quartarstrukturen (a) sowie Darstellung der Ham-@pe des Hamoglobins (b) nach [Fermi,
1984].

1.6.1.1 Membran der roten Blutzellen
1.6.1.1.1 Membranlipide

Die humane RBCs Membran setzt sich aus Proteinén %, Lipiden (41 %) und

Kohlenhydraten (7 %) zusammen [Haest, 2003; Dod§é3]. Membranlipide werden in
folgende drei Klassen eingeteilt: Phospholipide,{620), neutrale Lipide (25,2 %) und
Glycosphingolipide (~ 12 %) [Nelson, 1972]. Phodphide wiederum unterteilt man in

Sphingomyelin und Glycerophospholipide. Glycerogthadipide werden in folgende drei
Hauptbestandteile eingeteilt: Phosphatidylcholit€)PPhosphatidylethanolamin (PE) und
Phosphatidylserin (PS). Neutrale Lipide besteheerwiegend aus Cholesterol [Nelson,
1972].

Die Phospholipide sind in der Plasmamembran der RBSymmetrisch verteilt [Mandal,
2005]. Die zwei Seiten der Plasmamembran unterdeheisich daher in ihrer
Phospholipidzusammensetzung. Sphingomyelin und iR€ wrwiegend auf der auf3eren
Membranseite der Lipiddoppelschicht lokalisiert,hvegen PS und PE sich auf der inneren
Membranseite befinden [Woon, 1999].
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1.6.1.1.2 Membranproteine

Die Membran der RBCs besteht nach aktuellem Forggdsiand aus 10 Hauptproteinen und
ungefahr 100 weniger haufig vorkommenden ProteineBasierend auf ihren
Bindungsaffinitaten zu Lipiden werden Membran-Pirs¢en 2 Gruppen eingeteilt. Periphere
Proteine sind entweder auf3en- oder innenliegenddauf Membran lokalisiert und nur
schwach gebunden. Integrale Proteine hingegen siedt durch hydrophobe
Aminosauresequenzen in die Lipiddoppelschicht daggat [Yawata, 2003].

Die Membranproteine der RBCs konnen aufgrund ifuaktionellen Eigenschaften in drei
Kategorien klassifiziert werden. Zytoskelettproteifa- und B-Spektrin, Protein 4.1, Aktin)

sind unterhalb der Lipiddoppelschicht lokalisiedntegrale Proteine (Band 3 und
Glycophorine) sind in die Lipiddoppelschicht eiraggrt und ,verankerte® Proteine
(Anchoring Proteins; Ankyrin und Protein 4.2) sismwohl mit dem Zytoskelettnetzwerk als
auch mit den integralen Membranproteinen verknlipfe Funktion der Membranproteine
wird vorzugsweise durch den Phosphorylierungs-,hyletrungs- und Glycolysierungsstatus
oder auch durch Lipidmodifizierungen reguliert [Yata, 2003; Cohen, 1992].

1.6.1.1.3 Membran-Transport

Der lonentransport (u.a.”’Kund N&-lonen) durch die biologische Membran der humanen

RBCs kann in folgende vier Transportmechanismeget@ilt werden:
(1) Pumpen
(z.B. N&/K*-, C&*-Pumpe)
(2) Carriers

(z.B. K'/CI-Co-Transporter; N#Mg?*-Co-Transporter; N4Li*-Co-Transporter;
Na'/K*/2CI-Co-Transporter)

(3) Kanale
(C&*-aktivierter K'-Kanal; nicht-selektiver spannungsabhangiger Katiokanal)

(4) ,Rest"- Transport
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Die Transport-Rate kann entweder Uber radioaktivkiege Substanzen, Fluoreszenz-
gelabelte Farbstoffe oder auch elektrophysiologiséfiethoden (Patch-Clamp-Technik)
detektiert werden. In Abbildung 11 sind fir Nand K die verschiedenen Transport-
Mechanismen in humanen RBCs im Detail veranschai{lgernhardt, 2003].

KXo

. C.w

/K 12CI

Abbildung 11:Ubersicht tiber verschiedene Transport-SysteméN&irund K in humanen
RBCs. Folgende Transport-Mechanismen sind dardestéh’ /K™ -Pumpe; N&/K*/2CI-
Symporter; KCI-Symporter; Na-abhangiger Aminosaure(aa)-Transport; Nag/Ol'-
Austausch; NEMn")/Mg?*-Antiporter; N&/Li*-Antiporter und N&H*-Antiporter: nicht-
selektiver, spannungsabhangiger Kationen-Kanal®(N&")/H*-Antiporter und C&'-
aktivierter K'-Kanal (Gardos-Kanal). Abb. nach [Bernhardt, 2003].

1.6.1.2 Postulierte Mechanismen der Phosphatidgieposition in RBCs
1.6.1.2.1 C&-abhangiger Mechanismus

In vielen voneinander unabhéngig durchgefihrterdi8tukonnte gezeigt werden, dass ein
Cd*-Influx zur Erhdhung der intrazellularen €d&onzentration, dadurch zu einer
Aktivierung der Phospholipid-Scramblase und folglaur Exposition von PS von der inneren
zur auBeren Membranseite der RBCs fiihrt. Die dusoktieg des C#-Levels bedingte
Aktivierung des Gardos-Kanals hat auf3erdem ein Udgpfen der RBCs (durch Wasser-
verlust) sowie eine Abnahme des KClI-Levels zur Eglgang, 2003].
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Ferner wird in der Literatur postuliert, dass zwmeierschiedliche CG&abhangige Signalwege
durch einen osmotischen Schock induziert werdemdL&006; Lang, 2007]. Der erste
Signalweg bewirkt eine Aktivierung der Cyclooxygeea die zu einer Bildung von
Prostaglandin £ (PGE) und folglich zu einer Aktivierung von &apermeablen
Kationenkanalen fihrt [Kaestner, 2004]. Der zweB@nalweg hingegen aktiviert die
Phospholipase A die wiederum eine Freisetzung des Thrombozytéwiakenden Faktors
zur Folge hat. Dieser fuhrt zur Aktivierung der 8gomyelinphosphodiesterase (SMase)
und regt die Bildung von Ceramid an [Lang, 2006].

1.6.1.2.2 C&-unabhangiger Mechanismus

In der Literatur sind verschiedene mdgliche Mecsiau@n zur PS-Exposition postuliert, die
unabhangig vom intrazellularen €d.evel ablaufen. So wurde z.B. in diversen Studien
gezeigt, dass es unter ATP-armen, Glucose-freiedinBangen oder in Anwesenheit von
Natriumorthovanadat (N®O,4) auch zur Exposition von PS kommen kann [Akel, 00
Braun, 2009; Lang, 2003; Klarl, 2006]. Ferner kendie Exposition von PS durch hohe
Glucosekonzentrationen (0.8 M) oder auch durchiiitige Agentien (Pb(N&, > 0.1 uM)
detektiert werden. Bei Behandlung der RBCs mit-Bhen konnte ein Schrumpfen der
Zellen Uber FACS-Analyse festgestellt werden [QuaB08; Kiedaisch, 2008]. In einer
weiteren Studie wurde zudem gezeigt, dass einevigkiing der Caspase 3 die Exposition
von PS in oxidativ gestressten RBCs reguliert [Man2002].

1.6.1.2.3 Bildung von zellularen Mikrovesikeln

Mikrovesikel sind kleine Vesikelstrukturen, die bder Einleitung sowie wahrend der
Apoptose in Zellen freigesetzt werden. Die kleinglikrovesikel unterstiitzen u.a. die
Koagulation durch Exposition von negativ geladenéthospholipiden wie z.B.
Phosphatidylserin. Mikrovesikel sind multifunktidleeStrukturen in der Zelle und beférdern

zudem auch Rezeptoren und Adhasionsproteine [Digra@a4].

Der genaue Mechanismus der Mikrovesikelbildungngtder transversalen Wanderung von
PS und dem ,membrane blebbing' verknipft. Die Bilguwler Vesikel ist das Resultat einer

voriibergehenden Uberladung der auReren Membrandigiteu Lasten der inneren Seite der
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Membran fuhrt. Ist das Zytoskelett nicht mehr inr deage der Oberflachenspannung

entgegenzuwirken, kann eine Ausstromung der Vesielgen [Diamant, 2004].

Die humanen RBCs eignen sich sehr gut, um moglictezaktionen der Polysulfane (S

R # H, x> 3) mit zellularen Membranen zu erforschen. Febesitzen die RBCs einen hohen
Hamoglobingehalt, der es in Kombination mit mégiohMembraninteraktionen erlaubt,
neue, alternative, biochemisch relevante Wirkmeisma@n der Polysulfane an einem

prominenten Metalloprotein zu identifizieren.

Die chalkogenhaltigen Sensor-/Effektor-Molekiledagen wirken selektiv auf intrazellular
erhohte ROS-Level in Krebszellen. Der genaue Wiktmeaimus ist jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart worden. Es wird in der Léerr postuliert, dass diese Verbindungen in
der Zelle das Redoxgleichgewicht stéren und es rdadin gewissen Zellen selektiv zum
Zelltod durch Apoptose kommen kann [Doering, 20lDamier, 2010]. Um die

Wirkmechanismen solcher chemisch einfacher Redakksattoren besser zu verstehen,
wurden daher u.a. umfangreiche Studien in Krebszelind in dem Modellorganismus

Saccharomyces cerevisidarchgefuhrt.

1.6.2 Eukaryontisches Modell
1.6.2.1 Zellaufbau

Der menschliche Organismus setzt sich aus ungéfaiBillionen Zellen mit mehr als 200
verschiedenen Arten von Zellen zusammen [Coopdd9RQ@ede einzelne Zelle besteht aus
einer komplexen Vielfalt von Kompartimenten und @nrgllen, die fur die Durchflihrung
wichtiger Prozesse von grof3ter Bedeutung sind. DNRNA, (Signal-) Kaskaden von
Protein-Interaktionen sowie kleine Molekile sindrargwortlich fir das Zusammenspiel
verschiedener Zellbestandteile und folglich fur miga- und extrazellulare Kommunikation
[Barabasi & Olivai, 2004].
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1.6.2.2 Zytoskelett

Das Zytoskelett der Zelle ist ein aus Proteinergeldutes Netzwerk und setzt sich aus

folgenden drei Hauptkomponenten zusammen:
(1) Aktinfilamente (F-Aktin)
(2) Mikrotubuli
(3) Intermediarfilamente (Zytokeratin und andere).

Die drei genannten Proteinpolymere bilden ein disiNetzwerk in der Zelle.

1.6.2.2.1 Aktin-Filamente (F-Aktin)

F-Aktin sind Proteinfilamente, die aus globularerfkiin bestehen und sich standig im Auf-
und Abbau befinden. Ein Aktinfilament besteht augizineinander verwundenenHelices,

deren Durchmesser 6 nm betragt (s.a. Abb. 12).

Abbildung 12:Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahme der Aktinakelate. Der Zellkern ist
blau und die Aktin-Filamente sind griin gefarbt. Abach [Alberts, 2004].

Die Hauptaufgaben der Proteinfilamente liegen inMigration Uber Oberflachen, Adhasion
an extrazellulare Membrane (Stressfasern) sowieFdangebung der Zelle. Ferner kdnnen
sie mit Hilfe von Motorproteinen zu einer Kontrakti oder Entspannung in der Zelle fihren.
Die physischen Eigenschaften des Aktin-Netzwerksl sibhangig von der Lange und der
Konzentration an Filamenten. Aktin-bindende Prateregulieren diese Eigenschaften und
unterstitzen oder verhindern die Bildung von (nguemamenten. Die Aktin-bindenden

Proteine nutzen zudem das Netzwerk fir diversespaniaufgaben von Zellkompartimenten
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[Chhabra, 2007]. Ferner wird in der Literatur pdistti dass Aktin eine wichtige Aufgabe bei
der Antwort der Zelle auf verschiedene Stressfakt@ukommt, wie z.B. bei extrazellularen
osmotischen Veradnderungen oder auch bei erhdhteS-IR®el [Bettinger, 2004; Dalle-
Donne, 2001].

1.6.2.2.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind hoch dynamische Strukturen, diechsiaus den kleinen Protein-
Untereinheiten (Heterodimere)} und B-Tubulin zusammensetzen. Der Durchmesser eines
Mikrotubulus betragt ca. 24 nm (Abb. 13) [Jordad04].

Das Mikrotubuli-Netzwerk befindet sich analog zwndktin-Filamenten in einem standigen
Auf-und Abbau. Dabei erfolgt die GTP-abhangige ¥ederung der Mikrotubuli immer am
positiven Ende. Mikrotubuli sind essentiell fur detrazellularen Transport und bestimmen
die Anordnung von Kompartimenten und Organellerdén Zelle. Ferner nehmen sie auch
eine wichtige Rolle bei der Trennung der Chromosomghrend der Mitose ein [Jordan,
2004].

Abbildung 13: Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahme der Mikroit®ukturen. Die
Mikrotubuli sind griin und der Nukleus ist blau gbéta Abb. nach [Alberts, 2004].

1.6.2.2.3 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente stellen die variabelsten Komgmden des Zytoskeletts dar. In
unterschiedlichen Zelltypen sind verschiedene Ramitlominierend, wie z.B. die Keratin-
Familie in Epithelzellen. Die Intermediarfilamensetzen sich aus mehr als 70 Proteinen
zusammen, deren Gemeinsamkeit in einer konsernjeates drei Teilen bestehenden Domane

liegt. Sie sind sowohl im Nukleus als auch im Zglogu finden und stellen so eine
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Verbindung zwischen Zellkern und Zelloberflache H&bb. 14). Intermediarfilamente
kénnen sich eigenstandig verlangern und sind nmtMirotubuli und dem F-Aktin vernetzt.
Intermediarfilamente verleihen den Zellen die medehe Festigkeit und verbinden in
manchen Gewebearten die Zellen miteinander [Alb2664; Plattner; 2006; Skalli, 1991].

Abbildung 14:Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahme der Intermiddidente. Der Zellkern
ist blau und die Intermediarfilamente sind grin&bt. Abb. nach [Alberts, 2004].

1.6.2.3 Zellzyklus

Der Zellzyklus ist der zyklische Ablauf von Mitosed Interphase in einer eukaryontischen
Zelle. Die zwei Abschnitte des Zellzyklus lassenhswiederum in verschiedene Phasen
eingliedern. @G; (G = Gap) definiert die Phase der Pause zwiscladiprdliferation und
DNA-Verdopplung. G bezeichnet das Ruhen der ausdifferenzierten Zgite G stellt die
Phase dar, in der wichtige Proteine fir die ane@elinde S-Phase (DNA-Synthese) gebildet
werden. Ferner sind in den Gap-Phasen wichtigeelPtvie z.B. CDKs (Cycline dependent

Kinases) und Cycline verstarkt exprimiert, die Zuberwachung der Zellproliferation,

Beseitigung von Fehlern sowie zur Induktion der pyjose dienen. In der S-Phase (S
Synthese) erfolgt die Verdopplung der DNA, gefalgh der G-Phase zur Vorbereitung der
Mitose und der damit verbundenen Synthese von igehtProteinen wie z.Ba- und B-
Tubulin. In der M-Phase (M = Mitose) findet die Bellung statt. Die DNA kondensiert
wéahrend des Ablaufs von Pro-, Prometa-, Meta-, Anand Telophase. Die
Schwesternchromatiden werden zu den entgegengasefsiipolen transportiert und die

Zellproliferation wird vollzogen [Whitfield, 2006].
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1.6.3 Backhef&accharomyces cerevisiae

Die BackhefeSaccharomyces cerevisidat ihren Ursprung in den obergarigen Bierhefen.
Die Zellen von Saccharomyces cerevisiaeaben eine runde bis ovale Form, einen
Durchmesser von ca. 5 — 10 um und vermehren siothdien Prozess der Knospung. Der
Eukaryont stellt analog zum Prokaryont&scherichia colioder auch zum Nematoden
Caenorhabditis eleganseinen wichtigen Modellorganismus in der molekulannd
zellbiologischen Forschung dar [Raven, 2006; Anke@®p1]. Ferner wird die Backhefe tber
den ,Chemical Genetic Interaction Approach’ als htige Methode in der chemischen
Biologie angewandt, um erste Informationen Uber Ad&itkmechanismus von neuen,
potentiellen Wirkstoffen zu erhalten. Diese Methbdsiert auf dem Prinzip, dass Mutationen
in Signalwegen, die durch spezifische Substanzegegiffen werden, zu besonders
sensitiven Mutanten fir genau diese SubstanzerediitiEin Strang mit einer Mutation, der
nach Inkubation mit der Verbindung keine signifiteuperturbierende Wirkung zeigt, weist
im Normalfall hingegen auf einen von der Substamnzhtnbeeinflussten Signalweg hin
[Parsons, 2006].

Die beiden nachfolgenden Modellorganisme3teinernema feltiaeund Plasmodium
falciparumwurden u.a. fir das Screening der schwefel- ulehBaltigen Nanopartikel sowie
der tellurhaltigen Nanodrahte ausgesucht, um vaabach und relativ schnell umfangreiche
Informationen Uber die Toxizitat der verschiedee@mentaren Nanostrukturen zu erhalten.
Der Erreger der tropischen Malaria stellt ferner lkeoch interessantes medizinisches Target

dar, das sensitiv gegenuber redoxmodulierendereBsen reagiert.

1.6.4 Nematoden

Die rundlichen Fadenwirmer (Nematoden) stellen reider artenreichsten Stdmme des
Tierreichs dar und gehéren zu dem StammPRdeudocoelomatdiiaugler, 2004]. Die relativ

kleinen, weil3en bis farblosen fadigen Wirmchen hatieh im Laufe der Evolution an

nahezu alle klimatischen Bedingungen angepékiifig sind mehr Nematoden nach Arten
und Anzahl vorhanden als alle anderen vielzelligere (Metazoa) zusammen. Zudem gibt
es auch eine erhebliche Anzahl von parasitischet@nArsowohl in Pflanzen (z.B. das
Rubenalchen) als auch in Tieren, einschlie3lich Measchen. Dazu gehéren zum Beispiel

der Spulwurm Ascaris lumbricoides die Mikrofilarien Wuchereria bancroftund Brugia
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malayi die Wanderfilarie l(oa log), der Madenwurm Enterobius vermicularjs oder der
Zwergfadenwurm $trongyloides stercoraljs [Decker, 1989; WHO, 1995]. Viele
Nematodenarten sind Schadlinge in der Landwirtsalmad im Gartenbau, da sie durch ihr
Eindringen in die Wurzelsysteme den Pflanzenstaffweel stark beeintrachtigen kdnnen. Je
nach Starke des Nematodenbefalls konnen Nematibidigische Bekdmpfungsmethoden
als auch thermische Verfahren eingesetzt werdemat®en, wie z.BSteinernema feltiae
konnen jedoch auch als Nuitzlinge gegen Schneckeh amdere Pflanzenschadlinge
verwendet werden. Die meisten freilebenden Nematailed mikroskopisch klein (GréRRe:
0.3 — 1 mm) und gehoéren zur Meio- oder Mesofauria. Nlahrung ist unterschiedlich und
reicht bei freilebenden Arten von Bakterien unde&igiber Pilze, Aas und Fakalien bis hin zu
rauberisch erbeuteten Tieren [Hazir, 2001; GrewalQ5; Gaugler, 2002]. Ein weiterer
prominenter Vertreter der Nematoden st€ldenorhabditis elegandar, der in den letzten
Jahrzehnten vorzugsweise in der Genetik und Entuwngsbiologie zu einem beliebten
Modellorganismus geworden ist. Die Ergebnisse derun@agenforschung von
Caenorhabditis elegansassen sich auf ein vielfaltiges Organismenspektrilibertragen
[Ankeny, 2001].

1.6.4.1 Nematoden der GattuBtginernema feltiae

Fadenwirmer der GattungSteinernema feltiae gehéren zu den sogenannten
entomopathogenen Nematoden, die zur Bekampfung/@msthiedenen Pflanzenschadlingen
erfolgreich verwendet werden. Die Gattung ist Ub8ymbiose mit bestimmten
Enterobakterien deXenorhabdusSpezies verknlpft [Grewal, 2005; Kaya, 1993; Chaaa
Hernandez, 2001]. Neben dem klassischen Einsatz alsologisches
Schadlingsbekampfungsmittel kaBteinernema feltiaauch als Modellorganismus im Labor
in Betracht gezogen werden, um u.a. Informationber idie biologische Aktivitat (v.a.

Toxizitat) von potentiellen Wirkstoffen zu erhalten
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1.6.5 Malaria-ErregdPlasmodium falciparum
1.65.1 Tropische Malaridalaria Tropica

Malaria Tropica (tropische Malaria), verursacht durch den Einzéllasmodium falciparum
stellt eine der am weitesten verbreiteten Infeldiwankheiten weltweit dar. Mehr als 300
Millionen Menschen sind von der Krankheit betroffeine jahrlich bei etwa zwei Millionen
Menschen zum Tod fuhrt [Greenwood, 2002]. Ein Hguptd fur die verheerende Situation
ist die schnelle und effektive ResistenZliasmodium falciparungegen klassische und auch
neue Antimalaria-Medikamente. Die Suche nach nepetentiellen Wirkstoffen erfordert
daher die Identifikation von neuen, mdoglichen T&gdlr die chemotherapeutische
Behandlung [Ridley, 2002].

1.6.5.2 Oxidativer Stress Plasmodium falciparum

Die Malariaparasiten sind wahrend ihres erythrazytd Lebenszyklus’ erheblichem
oxidativem Stress ausgesetzt. Die pro-oxidative elmigg wird vor allem durch Eisen und
Sauerstoff verursacht, die analog der Fenton-Reaktiiteinander reagieren [Becker, 2004].
Die Hauptursache der Entstehung von ROS, wie z.&3#afstoffperoxid und Superoxid, liegt
dabei im Metabolismus von Hamoglobin, welches im Nahrungsvakuole verdaut wird.
Dabei entstehen neben den gewinschten Aminosaureah &0OS und toxische
Nebenprodukte. So kann das Hamoglobin spontan zihdWeglobin oxidiert werden und
fihrt damit zur Bildung von ©. Das zusétzlich anfallende toxische Ham wird Ulegend

zu Hamozoin kristallisiert. Ein weiterer Teil enthot aber diesem Prozess. Dieser
diffundiert in das Cytosol der Parasiten und kanarviembranschaden fiihren, sowie weitere
ROS erzeugen [Muller, 2004].

Eine zusatzliche Bildung von ROS wird infolge demu&stoffmetabolismus aufgrund des
schnellen Wachstums und der hohen Proliferatioaseateicht [Becker, 2004]. Daneben ist
der Parasit dem Immunsystem des Wirtes, welchesfalse ROS und Stickstoffmonoxid-
Radikale NO) produziert, ausgesetzt. Um sich gegen die R&®&ILwehren zu koénnen,
besitzt der Malariaerreger eine Vielzahl von antiakven Schutzmechanismen. Dazu zahlen
die Superoxid-Dismutasen und Glutathion (GSH), sowlie GSH- und Thioredoxin-
abhangigen Proteine [Becker, 2004].
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1.6.5.3 Antioxidative Abwehr iRlasmodium falciparum

Wenn der Malaria-Erregd?lasmodium falciparunim sogenannten Trophozoitenstadium in
humanen roten Blutzellen vorliegt, besitzt er eirsair aktiven Glutathionmetabolismus.
Viele der bekannten Glutathion-abhangigen Prozessk dabei direkt mit der spezifischen
Lebensweise des Parasiten verknipft. Die reduzigte von GSH unterstitzt das schnelle
Zellwachstum, indem es bei der Desoxyribonuklegtitisese als Elektronendonator dient.
Ferner nimmt es an der Detoxifizierung von Ham,teias bei der Verdauung von
Hamoglobin in der Nahrungsvakuole gebildet wird rfiMaldt, 2002; Atamna, 1994]. Freie

Radikale in dem Parasiten, wie z.B. das Thiylradik&S), konnen u{ber mehrere

Reaktionssequenzen beseitigt werden [Wardman, 1%96jeine, die in die verschiedenen
GSH-abhéangigen Prozesse involviert sind, sind dlatathionreduktase, Glutaredoxine,
Glyoxalase | und IlI, Glutathio®&Transferasen und Thioredoxine. Die genannten iPete

sowie die ATP-abhangigen Enzyme der Glutathionsagseh werden als potentielle Targets

fUr neue, innovative Wirkstoffe intensiv erforscht.
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2 ZIEL der Arbeit

Das Ziel dieser vorliegenden Dissertation bestehtder Aufklarung neuer, mdglicher
Wirkmechanismen von Polysulfanen (@ R # H, x > 3) und selektiver,
organochalkogenhaltiger Redoxkatalysatoren mit eHillnoderner Methoden aus der
(biologischen) Chemie. Eine Weiterfihrung dieserd&n beinhaltet notwendigerweise auch
die Synthese von hochreaktiven, stabilen Schweg&len- und Tellur-Nanopartikeln, die
anschlieBend in verschiedenen biologischen Modallerfiangreich auf ihre Aktivitat hin

untersucht werden sollen.

Die drei Hauptziele der Dissertation lassen sich dabei wie folgt zusanfassen:

(1) Screening von synthetischen Polysulfanen in rotarizBllen zur Aufklarung eines

maoglichen, membranzentrierten Wirkmechanismus.

(2) Synthese, Aufreinigung, Charakterisierung hochieakt Schwefel-, Selen- und
Tellur-Nanopartikel sowie Bestimmung der (biolodien) Aktivitat in verschiedenen

Modellen Steinernema feltigd’lasmodium falciparugrKrebszellen).

(3) High Content Analyse organochalkogenhaltiger Redtadigsatoren in diversen,
biologischen Modellen (u.a. KrebszellenSaccharomyces cerevisjaesowie

Identifizierung neuer Wirkmechanismen und intradéler Targets.
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3 ERGEBNISSE und DISKUSSION

In diesem Kapitel werden die drei Publikationen errn Dipl.-Chem. Thomas Schneider
als Erstautor beschrieben, bei denen es u.a. uAulidarung eines neuen Wirkmechanismus
von synthetischen Polysulfanen RSR+# H, x> 3) in humanen roten Blutzellen geht, sowie
um die Identifizierung der ersten definierten imgdularen Targets selektiver,
organochalkogenhaltiger Redoxkatalysatoren (2-(HAtedlanyl)-3-methylnaphthoquinon und
2,3-Bis(phenyltellanyl)naphthoquinon) in verschieee biologischen Modellen (Krebszellen,
Saccharomyces cerevisjaeEine weitere Publikation beschreibt gewissermalitie
Fortfhrung der Studien der organischen Polysulf&®§R, R+ H, x> 3) und handelt von
der Synthese und Charakterisierung schwefel- uniénisaltiger Nanopartikel sowie
tellurhaltiger Nanodrahte, die erstmals in versgéren biologischen Modelleteinernema

feltiag Plasmodium falciparumKrebszellen) auf ihre Aktivitaten untersucht wemdsind.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Chamasierung und Identifizierung neuer,
biologischer Wirkmechanismen von schwefelhaltigeratuxprodukten (Polysulfanen),

elementaren, synthetischen Nanopartikeln und hdeakiseen, organochalkogenhaltigen
Redoxkatalysatoren. Dabei konnte fir die natiiiohkommenden Polysulfane zum ersten
Mal in humanen roten Blutzellen gezeigt werden, sdasn bislang unbekannter
membranzentrierter Mechanismus und neuartige Waeinkengen mit Metalloproteinen fr

(viele der) beobachteten Aktivitditen verantwortlicind. Hingegen wirken die

organochalkogenhaltigen, chinoiden Redoxkatalysatoiselektiv auf das Zytoskelett
(Tubulin/Aktin), was ihre Fahigkeit erklart, das @astum von Krebszellen (selektiv) zu
hemmen. In einer High-Content Analyse in verschiede biologischen Modellen (u.a.
Krebszellen undaccharomyces cerevisjagurden zum ersten Mal definierte, intrazellulare
Targets von zwei hochreaktiven tellurhaltigen Réd@dalysatoren (2-(Phenyltellanyl)-3-
methylnaphthoquinon und 2,3-Bis(phenyltellanyl)nidwolguinon) mittels moderner Methoden
(u.a. markierungsfreies Monitoring von Zellen tlmpedanz-Messungen) identifiziert. Die
chalkogenhaltigen Nanopartikel weisen ebenfallse einteressante biologische Aktivitat
(gegen Steinernema feltia@ind Plasmodium falciparuinauf, die wahrscheinlich auf das
besondere Redox-Verhalten dieser Nanostrukturerickmufuhren ist und in Zukunft

ebenfalls weiter erforscht werden muss.
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5 SUMMARY

This PhD thesis describes the characterizationidertification of new biological modes of
action of sulfur containing natural products (polyanes), elemental synthetic nanopatrticles
and highly selective organochalcogen based redtatysés. It could be shown for naturally
occurring polysulfanes with human red blood cellgt an hitherto unknown membrane
centered mode of action and new interactions wigtattoproteins are responsible for (most)
of the observed activities. In contrast, the orgdéwatcogen quinoid based redox catalysts act
selectively on the cytoskeleton (tubulin/actin), ieth explains their ability to inhibit
selectively the growth of cancer cells. By usingHayh Content Analysis in different
biological models €.g. cancer cells andaccharomyces cerevisjadefined intracellular
targets of highly reactive tellurium containing oed catalysts (2-(phenyltellanyl)-3-
methylnaphthoquinone and 2,3-bis(phenyltellanyljrtapquinone) could be identified for the
first time with different state of the art technégu€.g. kinetic cell-based morphological
screening via impedance measurements). The chaldogged nanoparticles also possess an
interesting biological activity (again§teinernema feltiaand Plasmodium falciparuin that

is probably based on the special redox behavithede nanostructures and has to be studied

in more detail in the future.
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6 AUSBLICK

Die vorliegende, kumulative Doktorarbeit zeigt u.die Aufklarung eines neuen
Wirkmechanismus von synthetischen Polysulfaneny®RR # H, x > 3) in humanen roten
Blutzellen. Die lipophilen Polysulfane DATS und DA% koénnen aufgrund von Ligand-
Metall und hydrophober Wechselwirkungen an Metathbgine, wie z.B. humanes
Hamoglobin oder humane Histondeacetylase 4 (HDA®iagen. Ferner konnte tUber FACS-
Analysen gezeigt werden, dass die PolysulfangRRB+# H, x> 3) den intrazellularen G&
Level in humanen roten Blutzellen signifikant erbiih vermutlich zur Aktivierung der
Phospholipid-Scramblase fiilhren und folglich zur &ifion von PS zur aul3eren Seite der
RBCs-Membran. Die resultierenden, biochemischen aMégrungen tragen zu einem
signifikanten, besseren Verstandnis des Wirkmechasider Polysulfane bei und finden
vielleicht auch bei anderen Zelltypen, z.B. in aykatischen Modellen, statt. Die generierten
Daten bilden eine breite Grundlage fur weiterfUlkdeeStudien auf dem Gebiet der selektiven
Wirkstoffforschung.

Eine WeiterflUhrung dieser Studie bestand in dertl®&ge und Charakterisierung von
schwefel- und selenhaltigen Nanopartikeln sowiéutiehltiger Nanodrahte. Umfangreiche,
erstmalig durchgefiihrte, biologische Untersuchungm diese Nanostrukturen in
verschiedenen biologischen ModellerStdinernema feltige Plasmodium  falciparum
Krebszellen) zeigen die hohe antimikrobielle uniglgese Aktivitat der $-Nanopartikel auf,
die sehr wahrscheinlich, analog zu den organisé&a@psulfanen (R&R, R# H, x> 3), auf
die kettenartigen Schwefel-Schwefel-Bindungen zkzltiihren ist. Die §Nanopartikel sind
gegenuber den Polysulfanen, insbesondere den [De#déy, penta- oder hexasulfanen,
chemisch stabiler, sind geruchsneutral und kénnefaah in hohen Ausbeuten generiert
werden. Die selektive Toxizitdt der schwefelhalig®lanopartikel bildet eine breite
Wissensbasis flr weiterfiuhrende Untersuchungen idhitich der S-Nanopartikel als

madgliche innovative Pestizide.

Noch besser als schwefelhaltige Redoxmodulatoremgneei sich synthetische,
multifunktionale, organische selen- und tellurtgdtSensor-/Effektor-Wirkstoffe, die selektiv
auf bereits bestehende intrazellular erhohte RO&ILen Krebszellen wirken. In der
vorliegenden, kumulativen Dissertation konnten zarsten Mal definierte, intrazellulare
Targets  (Aktin/Tubulin)  von  organochalkogenhaltigenrRedoxkatalysatoren  (2-
(Phenyltellanyl)-3-methylnaphthoquinon und 2,3-Bignyltellanyl)naphthoquinon) mittels
hierarchischer Clusteranalyse von Impedanzmessungenchemogenetischem Screening
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erfolgreich identifiziert werden. Mit Hilfe von DARS (drug affinity response target stability)
und Western-Blot-Analysen wurde bestatigt, dasBt#&fyltellanyl)-3-methylnaphthoquinon
direkt an die Zytoskelettproteine Tubulin und Aktilbindet, wohingegen 2,3-

Bis(phenyltellanyl)naphthoquinon nur an Aktin bihdBie generierten Daten zeigen einen
neuen, intramolekularen, Apoptose-induzierendenhdeismus auf und bilden zugleich eine
breite Grundlage, um die  Wirkmechanismen der orgaal@ogenhaltigen

Redoxkatalysatoren besser zu verstehen und daraflfaieend neue, hoch selektive

zytotoxische Leitstrukturen zu entwickeln.
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7 ANHANG

7.1  Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius
pag/mi Mikrogramm pro Milliliter
UM Mikromolar
Abb. Abbildung
AG Arbeitsgruppe
AM Allylmercaptan
ATP Adenosintriphosphat
ca. circa
ca’ Calcium-Kation
CdSe Cadmiumselenid
CdTe Cadmiumtellurid
cr Chlorid-Anion
CO, Kohlenstoffdioxid
CYP450 Cytochrom P450
DADS Diallyldisulfid
DAS Diallylsulfid
DATS Diallyltrisulfid
DATTS Diallyltetrasulfid
DNA deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinsaure)
DPTTS Dipropyltetrasulfid
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Dr. Doktor
evtl. eventuell
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
(Fluoreszenz aktivierter Zell-Sortierer)
F-Aktin Filamenttses Aktin
FSC Forward Scatter
(Vorwartsstreulicht)
G-Aktin Globulares Aktin
GPx Glutathionperoxidase
GSH Glutathion (reduzierte Form)
GSSG Glutathiondisulfid
GTP Guanosintriphosphat
H* Wasserstoff-Proton
H.S Schwefelwasserstoff
HDAC Histondeacetylase
IC inhibitory concentration
(inhibierende Konzentration)
IUPAC International Union of Pure and Applied
Chemistry
(Internationale Union fir reine und
angewandte Chemie)
K* Kalium-Kation
KCI

Kaliumchlorid
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LC-MS/MS Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry
(Flussigchromatographie mit Tandem-
Massenspektrometrie)
LDsg Mittlere Lethale Dosis
M Molar
mg Milligramm
Mg** Magnesium-Kation
mm Millimeter
MRNA messenger ribonucleic acid
(Boten-Ribonukleinsaure)
mV Millivolt
Na" Natrium-Kation
NagVO4 Natriumvanadat
NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(nach IUPAC: reduzierte Form)
nm Nanometer
NO Stickstoffmonooxid
O, Molekularer Sauerstoff
0S Oxidativer Stress
Pb(NG;), Bleinitrat
Pb" Blei-Kation
PCR Polymerase Chain Reaction
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(Polymerase-Kettenreaktion)

PGE Prostaglandin £
Prof. Professor
PrSH Protein mit Thiolgruppe
PS Phosphatidylserin
RBCs Red Blood Cells (Rote Blutzellen)
ROS Reactive Oxygen Species
(Reaktive Sauerstoff-Spezies)
RSSH Perthiole
s.a. siehe auch
Ss elementarer Schwefel
(Schwefelringe)
SMase Shingomyelinphosphodiesterase
SOD Superoxid-Dismutase
SSC Sidewards Scatter
(Seitwartsstreulicht)
S-Thiolierung Schwefel-Thiolierung
TEM transmission electron microscopy
(Transmissions-Elektronen-Mikroskopie)
u.a. unter anderem
uv Ultra-Violett
XRD X-ray diffraction (Rontgenstrahlbeugung
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z.B.

zum Beispiel

ZnSe

Zinkselenid
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