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5 Zellaufnahmestudien

5.1 Wirkstofftransport durch die Zellmembran

Eine Barriere fur die Aufnahme von Stoffen in die Zelle ist deren Oberflachenmembran.
Der Transport durch diese Membran kann dabei auf verschiedene Weise erfolgen:

1. Als rein passive Diffusion (Permeation). Die passive Diffusion erfolgt immer entlang
eines Konzentrationsgradienten. Da die Diffusion durch die Lipidmatrix der Membranen
im Vordergrund steht, ist die Lipidldslichkeit der Stoffe von dominierender Bedeutung.

2. Als erleichterte Diffusion. Die Carrier-vermittelte Diffusion ist wie die Diffusion ein
passiver Prozess. Die treibende Kraft stellt der Konzentrationsgradient zwischen
verschiedenen Kompartimenten dar. Besonders hydrophilen Substanzen, deren
Membranpermeabilitdt gering ist, ermdéglicht die Wechselwirkung mit spezifischen
Proteinen (so genannten Carriern) eine Transportbeschleunigung. Gekennzeichnet
sind diese Transportprozesse durch die hohe Strukturspezifitdt, eine mdgliche
Sattigung des Transportsystems bei hohen Substanzkonzentrationen und die

Hemmung durch Inhibitoren.

3. Als aktiver Transport. Der aktive Transport von Stoffen, der auch entgegen einem
Konzentrationsgefalle erfolgen kann, ist ein energieverbrauchender Prozess. Charak-
teristisch ist die mdgliche kompetitive Hemmung durch Substanzen mit ahnlicher
chemischer Struktur und die nichtkompetitive Hemmung durch Stoffwechselgifte.

4. Als Pinozytose oder Phagozytose. Bei der Pinozytose werden kleine Flussigkeits-
tropfchen, bei der Phagozytose Feststoffpartikel aus dem Extrazellularraum aufge-

nommen.

5.2 Zellaufnahme

Fur Platinkomplexe wurde bereits der bedeutende Einfluss der Ligandenstruktur auf die
Zellaufnahme beobachtet. Dabei erhoht die Einfliihrung eines 1,2-Diarylethylendiamins
als Neutralliganden in das Cisplatinmolekiil die Akkumulation der Platinkomplexe in
den Tumorzellen, so dass die Komplexe je nach Konfiguration und Substitutionsmuster
gegeniber dem AuRenmedium 10 bis 20-fach angereichert werden konnen (siehe
Kapitel 1.3).1%34]
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Mit den Zellaufnahmestudien sollte Uberprift werden, ob das fur Platinkomplexe bereits
erfolgreiche Carrier-Konzept ebenso fur die synthetisierten Eisen(diarylsalen)-
Komplexe gilt. Gleichzeitig sollte damit der Einfluss des Substitutionsmusters und der
Konfiguration der Liganden auf die Aufnahme der Eisenkomplexe in die Zellen geklart
werden.

Werden die Zellaufnahmestudien zusammen mit den antiproliferativen Wirkungen der
Eisen(diarylsalen)-Komplexe betrachtet, kann ein Zusammenhang zwischen der
Bioverfugbarkeit und der antiproliferativen Aktivitdt der Eisenkomplexe erarbeitet
werden. Dadurch kénnen Hinweise erhalten werden, in wie weit die unterschiedlichen
zytotoxischen Effekte der Komplexe durch eine selektive Aufnahme in die Zellen
bedingt sind, oder ob spezifischere strukturabhangige Mechanismen in den Zellen
nachgeschaltet sein konnten, die fur die zytotoxische Wirkung verantwortlich gemacht
werden kénnen.

Fur Zellaufnahmestudien werden aufgrund der geringen nachzuweisenden Konzentra-
tionen generell analytische Verfahren mit geringer Nachweisgrenze bendtigt. Fur die
Eisenkomplexe eignet sich besonders die Graphitrohr-Atomabsorptionsspektroskopie
(GF-AAS). Das verwendete Temperaturprogramm ist dabei aus der Literatur

Ubernommen worden (vgl. Kapitel 11.3.3).

Die Zellen wurden mit komplexhaltigem Medium Uber den entsprechenden Zeitraum
inkubiert und mittels Sonotrode nach 15 min Vorquellen in Milli-Q-Wasser lysiert. In der
Auswertung ist der gemessene Eisengehalt dabei auf den Proteingehalt der Probe
bezogen worden, der nach der Methode von Bradford'® bestimmt wurde. Damit

konnte die Eisenkonzentration in pmol Substanz / ug Protein ermittelt werden.

Unter Berlcksichtigung des mittleren Proteingehalts einer Zelle und des mittleren
Volumens (siehe Tabelle 5.1) kann mit der Gleichung 5.1 die intrazellulare
Konzentration in uyM berechnet werden. Wird die berechnete intrazellulare
Konzentration auf die dem Kulturmedium zugegebene Substanzkonzentration (z.B.
5 UM bei den zeitabhangigen Testungen) bezogen, erhalt man den Anreicherungsgrad
der Testsubstanz in einer Zelle.

Problematisch erwies sich die Stabilisierung der Proben. Die Stabilitdt von
Eisenldsungen in Glas- und PE-Gefalien ist bereits haufig untersucht worden. Dabei
wurde festgestellt, dass Konzentrationsverluste der Proben durch Adsorptionseffekte
schon bei pH-Werten > 1.5 auftreten.'® Allerdings sind Proben fiir die Eisenbestim-
mung stark kontaminationsgefahrdet, so dass fiir die AAS-Messung keine ausreichend
eisenfreie Saure gefunden werden konnte. Daher wurde auf die Ansauerung der
Proben verzichtet. Um jedoch die Verluste moglichst gering zu halten, mussten die

Proben sofort vermessen werden.
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Auf den Zusatz des chemischen Modifiers Triton-X-100, der besonders bei eiweil3-
haltigen Proben die Zellsuspension stabilisieren kann, konnte nicht verzichtet werden.
Durch ein verlustfreies Abtropfen in das Graphitrohr ermdglicht er eine quantitative
Probenzugabe und verhindert das Schaumen der Probe wahrend des Trocknungs-
vorgangs.® Er erwies sich als weniger eisenkontaminiert, so dass ein 10 %-iger

Zusatz von Triton-X-100 als 1 %-ige Losung kein Problem darstellte.

pmol Fe / ug Protein

Cintraz (uUM) = 8.85 (bzw.9.24) x 1000 Gleichung 5.1
Zelllinie mittlerer Durch- mittleres Zell- Proteinmenge Proteinkonzentration
messer (Um) volumen (pl) pro Zelle (pg) pro Zelle (ng/pl)
MCF-7 15.38 + 1.50 1.92 £ 0.55 217.1+73.0 8.85
MDA-MB-231 16.05 + 1.50 222 +0.60 239.8 £ 19.0 9.24
Tabelle 5.1: Parameter, die fir die Berechnung der intrazelluldren Eisenkonzen-

tration bendtigt werden nach [38]

Das Eisenspektrum ist ein sehr linienreiches Spektrum. Daher war bei der Messung
eine Spaltbreite von 0.2 nm erforderlich. Die Detektion erfolgte bei 248.3 nm, der

Analysenlinie, die auch am haufigsten fiir Eisenbestimmungen verwendet wird.['%!

Die Akkumulation der synthetisierten Komplexe in den Tumorzellen wurde
exemplarisch fir die beiden humanen Brustkrebszelllinien MCF7 und MDA-MB-231
untersucht. An diesen beiden Zelllinien fand auch der Hauptteil der Zytotoxizitatsunter-
suchungen statt. Dabei gliederten sich die Zellaufnahmestudien in drei Teilbereiche. Im
ersten Teilbereich wurde die Konzentrationsabhangigkeit der Zellaufnahme betrachtet,
wahrend im zweiten Abschnitt die Zeitabhangigkeit im Mittelpunkt stand. Als letzten
Punkt wurde der Einfluss der Strukturmodifikationen der Liganden und der Oxidations-

stufe des Zentralatoms (Fe?* oder Fe*") naher untersucht.

Insbesondere die unbehandelten Zellen der MCF7-Zelllinie wiesen einen relativ hohen
Eiseneigengehalt von etwa 0.25 pmol/ug auf. Der Eisengrundwert der MDA-MB-231-
Zellen war mit 0.08 pmol/ug wesentlich geringer. In dem jeweiligen Versuch wurde der
Eisengehalt unbehandelter Zellen neu ermittelt und als Blindwert von dem bestimmten

Eisengehalt der behandelten Zellkulturen abgezogen.
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5.2.1 Konzentrationsabhangige Zellaufnahme

5.2.1.1 In MCF7-Zellen

Die Konzentrationsabhangigkeit der Aufnahme der Eisenkomplexe in MCF7-Brust-
krebszellen wurde exemplarisch fiir vier Eisenkomplexen m[Fe"4OCH;]CI (104m),
m[Fe"4'F]Cl (122m), [Fe"salophen] (140) und [Fe"salophen]Cl (141) nach einer
Inkubationsdauer von 24 Stunden bestimmit.

Die Akkumulation der vier Eisenkomplexe in MCF7-Zellen verhielt sich, wie aus den
Abbildungen 5.1 und 5.2 ersichtlich wird, linear zu der im Medium befindlichen
Konzentration der Komplexverbindungen. Dabei wurde jedoch fir jeden Komplex eine
unterschiedliche Endkonzentration in den Brustkrebszellen erreicht. In beiden
Abbildungen sind die erhalten Eisenkonzentrationen in pmol Eisen / ug Protein in

Abhangigkeit von der Konzentration des entsprechenden Komplexes im Medium

dargestellt.
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Abbildung 5.1: Konzentrationsabhangige Aufnahme von:
links: m[Fe"'4’OCH3]CI (104m) bzw.
rechts: m[Fe"4’F]CI (122m) in MCF7-Brustkrebszellen

nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (n = 6)

Die Eisen(diarylsalen)-Komplexe wurden gut in die Zellen aufgenommen. Fur die
hochste zugesetzte Eisenkomplex-Konzentration von 10 uM konnte eine intrazellulare
Konzentration fur den in 4’-Position der ,Briicken“-Aromaten methoxysubstituierten
Komplex m[Fe""4'OCH3]CI (104m) von 257 uM und fiir den in 4’-Position fluorierten
Komplex m[Fe"4’F]CI (122m) von 291 uM berechnet werden. Unter Beriicksichtigung
der Konzentration des Eisenkomplexes von 10 uM, die dem Medium urspringlich
zugesetzt wurde, entsprach diese Aufnahme einem Anreicherungsgrad von 25.7 fir

m[Fe"4’OCH;]CI (104m) bzw. von 29.1 fiir m[Fe""4’F]CI (122m).
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Die Eisenkomplexe, deren Ethanbricke des Salengrundgerists mit einer Phenylen-
diamin-Teilstruktur Gberbrickt wurde, erwiesen sich im Rahmen der Zytotoxizitats-
testungen als wirksamste Verbindungen (vgl. Abschnitt 4.2.1.5). In den Zellaufnahme-
studien zeigten sie eine wesentlich starkere Aufnahme in die Zellen als die
Eisen(diarylsalen)-Komplexe. Bei einer Zugabe von 5 uM in das Kulturmedium konnte
eine intrazelluldre Konzentration von 588 uM fiir den Eisen(ll)-Komplex [Fe"salophen]
(140) und von 497 uM fiir den Eisen(lll)-Komplex [Fe"salophen]CI (141) gefunden
werden. Der Anreicherungsgrad dieser Komplexe in MCF7-Zellen lag damit bei ca. 100
(117.6 fir (140) und 99.5 flr (141)).
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Abbildung 5.2: Konzentrationsabhangige Aufnahme von:
links: [Fe"salophen] (140) bzw.
rechts: [Fe"'salophen]CI (141) in MCF7-Brustkrebszellen

nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (n = 6)

5.2.1.2 In MDA-MB-231-Zellen

Analog zu den Ergebnissen der MCF7-Zelllinie war die Aufnahme der Eisenkomplexe,
wie in Abbildung 5.3 gezeigt, fir den untersuchten Konzentrationsbereich in MDA-MB-
231 ebenfalls linear. Trotz der wesentlich starkeren Wirksamkeit der Eisen(diarylsalen)-
Komplexe in der Zytotoxizitatstestung an der MDA-MB-231-Zelllinie war die
Akkumulation der Komplexe in diese Zellen wesentlich geringer als in MCF7-Zellen.

Fiir den in 4-Position methoxysubstituierten Komplex m[Fe"'4’OCH;]CI (104m) konnte
bei einer dem Zellkulturmedium zugesetzten Konzentration von 10 yM eine intra-
zellulare Konzentration von 97 uM errechnet und damit ein Anreicherungsgrad von fast
10 bestimmt werden. Fiir den fluorsubstituierten Komplex m[Fe"4’F]CI (122m) wurde
fur die gleiche Testkonzentration eine intrazelluldre Eisenkonzentration von 109 uM
gemessen und damit eine fast 11-fache Anreicherung in MDA-MB-231-Zellen

bestimmt.
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Abbildung 5.3: Konzentrationsabhangige Aufnahme von:
links: m[Fe"'4’OCH;]CI (104m) und
rechts: m[Fe”'4’F]CI (122m) (rechts) in MDA-MB-231-Brustkrebszellen

nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (n = 6)

Der lineare Verlauf der Aufnahme der Eisenkomplexe in MCF7- und MDA-MB-231-
Zellen zeigt, dass die Wirkstoffaufnahme im flir die Zytotoxizitatsuntersuchungen
relevanten Konzentrationsbereich nicht gesattigt ist. Dabei sprechen die lineare
Aufnahmekinetik und das Fehlen eines Séattigungsbereichs am ehesten fir eine
passive Diffusion als Aufnahmemechanismus.

Cisplatin zeigte in Aufnahmestudien ebenfalls eine lineare Abhangigkeit der intra-

B2l Bis zu einer

zelluldren Konzentration von der Platinkonzentration des Mediums.
Substanzkonzentration von 1.0 mM konnte keine Sattigung der Platinaufnahme
gefunden werden. Bei zeitabhangigen Untersuchungen wurde eine lineare Kinetik der
Zellaufnahme von Cisplatin tGber 60 min gefunden. AuRerdem konnte keine Hemmung
der Aufnahme des Platinkomplexes durch Strukturanaloga gefunden werden. Daher
wird auch fir Cisplatin eine passive Diffusion als Hauptaufnahmemechanismus ange-
nommen.

Allerdings sind die Mechanismen des Cisplatintransports in die Zellen noch nicht
endgultig geklart. Vermutet wird, dass neben der passiven Diffusion andere Aufnahme-
mechanismen existieren. So wird z.B. angenommen, dass der Platinkomplex auch
Uber ein aktives Membrantransportsystem in die Zellen eindringen kann. Eine
Veranderung dieses Transportsystems konnte der Grund fiir eine natlrliche oder
erworbene Resistenz gegeniiber dem Wirkstoff sein.® 261071

Man hat u.a. einen Zusammenhang zwischen der Platinaufnahme und dem Kupfer-
transporterprotein CTR1 gefunden. Mutationen oder das Fehlen des CTR1-Gens
bewirken in Zellversuchen eine erhdéhte Cisplatinresistenz und eine verringerte Cis-

platinaufnahme. 1%
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Weiterhin wird der ATP7B-Transporter, ein kupfertransportierendes P-Typ-Adenosintri-
phosphat, das eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Kupfer-
konzentrationen in den Zellen UGbernimmt, flir Cisplatinresistenzen verantwortlich
gemacht. Neben der Kupferausschleusung férdert es auch den Cisplatintransport aus
den Zellen.™ In vitro Versuche zeigten auch einen Zusammenhang des Cisplatin-
transports mit einem Natrium-abhangigen Aminosauretransportersystem. Ver-
anderungen dieses Systems korrelierten ebenfalls mit einer Zunahme der

Cisplatinresistenz.*®

5.2.2 Zeitabhangige Zellaufnahme

5.2.2.1 In MCF7-Zellen
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Abbildung 5.4: Zeitabhangige Aufnahme von m[Fe'”4’OCH3]CI (104m) in MCF7-Zellen
(Testkonzentration: 5 yM, n = 6)

Der Kurvenverlauf fur die zeitabhangige Zellaufnahme in MCF7-Zellen ist bei allen drei
exemplarisch untersuchten Eisen(lll)-Komplexen ahnlich (siehe Abbildungen 5.4 bis
5.6). Die Aufnahme der Komplexe in die Zellen begann sehr rasch nach der
Substanzzugabe. Sie verlief bei den untersuchten Verbindungen in den ersten sechs

Stunden linear.
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Abbildung 5.5:
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Abbildung 5.6:

Zeitabhangige Aufnahme von m[Fe"'4'F|CI (122m) in MCF7-Zellen
(Testkonzentration: 5 yM, n = 6)
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Fir den d,/[Fe"4 OCHs]Cl-Komplex (104d,l) konnte fiir die Zellaufnahmekinetik in
diesem Zeitraum beispielsweise ein Korrelationskoeffizient von 0.9991 berechnet
werden (vgl. Abbildung 5.5). Nach neun Stunden Inkubationsdauer wurde ein
Sattigungsbereich erreicht. Die Konzentration stieg in den folgenden Stunden nur noch

gering an.

5.2.2.2 In MDA-MB-231-Zellen
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Abbildung 5.7: Zeitabhangige Aufnahme von m[Fe"4'OCHs]Cl (104m) und
d,[Fe"4'OCHs]CI (104d,1) in MDA-MB-231-Zellen (Testkonzentra-
tion: 5 uM, n = 6)

In Abbildung 5.7 ist die zeitabhdngige Aufnahme der Eisenkomplexe m[Fe"4’OCH;]CI
(104m) und d,/[Fe"4'OCH;]CI (104d,1) in MDA-MB-231-Zellen dargestellt. Vergleichbar
mit der Aufnahme in MCF7-Zellen erfolgte die Akkumulation der untersuchten
Komplexe in die MDA-MB-231-Zellen sehr schnell nach der Substanzzugabe. Dabei
konnte kein charakteristisch linearer Bereich der Konzentrationserhdhung Uber
mehrere Stunden in den MDA-MB-231-Zellen gefunden werden. Nach einer
Inkubationszeit von neun Stunden wurde die maximale Eisenkonzentration in den
Zellen gemessen. Danach kam es zu einer leichten Abnahme der Eisenkonzentration
der Zellen. Eine mégliche Erklarung fur diese Konzentrationsabnahme ware z.B. ein

Ausschleusen der Eisenkomplexe aus den Zellen.
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Bei den zeitabhangigen Akkumulationsstudien konnte fiir den m[Fe"4'OCH;]CI-
Komplex (104m) eine maximale Eisenkonzentration der Zellen von 73 yM gemessen
werden, fiir den d,/[[Fe"4’OCH;]Cl-Komplex (104d,l) eine maximale Konzentration von
68 uM. Die gemessenen Konzentrationen entsprechen einer 15-fachen (104m) bzw.

einer 14-fachen (104d,l) Anreicherung der Eisenkomplexe in den Brustkrebszellen.

5.2.3 Strukturabhangige Zellaufnahme der Eisen(diarylsalen)-

Komplexe

5.2.3.1 In MCF7-Zellen

Das flr Platinkomplexe erfolgreiche Carrier-Konzept (siehe Kapitel 1.3) sollte nun auch
fur die synthetisierten Eisen(diarysalen)-Komplexe Uberprift werden. Daher stellte sich
zunachst die Frage, ob der Austausch der Ethanbricke durch eine Diarylethanstruktur
die Aufnahme der Komplexe in die Zellen verbessert. AuRerdem sollte der Einfluss der
Ladung des Zentralatoms sowie der Art und der Stellung der Substituenten der
.Brucken‘- bzw. ,Basis“-Aromaten naher betrachtet werden. Dazu wurden
exemplarisch 21 synthetisierte Eisen(diarylsalen)-Verbindungen ausgewahlt und die
intrazellulare Eisenkonzentration nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit bestimmt. In
den Tabellen 5.2 bis 5.4 und den Abbildungen 5.8 bis 5.10 sind die erhaltenen Werte

zusammengefasst.

Insgesamt konnten relativ hohe Anreicherungsgerade gefunden werden. Fir den
[Fe"salen]Cl-Komplex (85) wurde ein intrazelluldrer Gehalt von 109.2 uM ermittelt.
Dies entspricht, bezogen auf die Konzentration von 5 pM, die dem Testmedium
zugesetzt wurde, einem Anreicherungsgrad von rund 22.

Die Aufnahme der 4’-methoxy- und 4’-fluorsubstituierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe
in MCF7-Zellen unterschieden sich nur gering voneinander. Die Fluorverbindungen
wurden z.T. etwas besser aufgenommen als die analogen methoxysubstituierten
Verbindungen. Der 4-fluorsubstituierte Komplex m[Fe"4’F]CI (122m) wurde z.B. 31-
fach in den Zellen angereichert, der entsprechend 4’-methoxysubtituierte Komplex
m[Fe"4’OCH;]CI (104m) lediglich 24.4-fach (vgl. Tabelle 5.2 und Abbildung 5.8).
Insgesamt betrachtet zeigten Fe(ll)-Komplexe meist eine etwas hdhere Zellaufnahme
als ihre Eisen(lll)-Analoga, wahrend die Aufnahmerate der d,/-konfigurierten

Verbindungen etwas geringer ausfiel als die ihrer meso-konfigurierten Diastereomere.
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intrazellularer .
Nr. Anreicherungsgrad Abkiirzung
Fe-Gehalt (M)

(85) 109.2 + 5.1 21.8+1.0 [Fe"salen]
(140) 588.0 + 30.7 117.6 + 6.1 [Fe'salophen]
(141) 497.4 +28.2 995+5.6 [Fe"'salophen]ClI
(97m) 147.9 + 3.1 29.6+0.6 m[Fe"4'0CH;]
(97d,1) 116.5 £ 17.2 23.3+34 d,[[Fe"4'0OCHs3]

(104m) 121.9+5.6 24.4 £1.1 m[Fe"4’ OCH3]CI
(104d,1) 107.5+9.9 21.5+2.0 d,l[Fe"4'0CH;]CI
(117m) 166.0 + 28.0 33.2+56 m{Fe"4’F]
(117d,1) 104.4 £ 34.6 209+6.9 d,[[Fe"4'F]
(122m) 154.5+12.0 309+24 m[Fe"4°FICI
(122d,1) 109.4 + 11.4 21.9+23 d,l[Fe"4°FICI
Tabelle 5.2: Ermittelter intrazellularer Fe-Gehalt in yM und daraus resul-

tierender Anreicherungsgrad (Testkonzentration: 5 uM, Inkuba-
tionsdauer: 24 h); Dargestellt sind die Mittelwerte mindestens

zweier unabhangiger Experimente (n = 6) an MCF7-Zellen.
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Abbildung 5.8: Aufnahme verschiedener Eisen(diarylsalen)-Komplexe in MCF7-

Zellen (Testkonzentration: 5 uM, Inkubationsdauer: 24 h)
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Die Zellanreicherung der phenylendiaminiberbrickten Eisen(ll)/(lll)-Komplexe

[Fe"salophen] (140) und [Fe"'salophen]CI (141) war im Vergleich zu dem [Fe"

salen]Cl-
Komplex (85) und den diarylethansubstituierten Verbindungen wesentlich héher. Beide
Verbindungen wurden in den Zellen ca. 100-fach gegentiber dem AuRenmedium ange-

reichert.

Die wesentlich héhere Akkumulation der [Fe""

salophen]-Komplexe in den Zellen
erklart auch die wesentlich groRere zytotoxische Wirkung beider Komplexe, die in den
Kapiteln 4.2 und 4.3 bestimmt wurde. Der stark zytotoxische Effekt wirkte sich bei der
Bestimmung der Zellaufnahme beider Verbindungen allerdings nachteilig aus. Beide
Komplexe zeigten nach 24 Stunden bereits stark zytozide Wirkungen. Die damit
verbundene deutliche Verringerung der Zellbiomasse fuhrte zu geringen Proteinwerten,
die im Zusammenhang mit einer relativ geringen Eisenkonzentration eine sehr hohe

Zellkonzentration ergaben.

Die Zellaufnahme der in den ,Basis“-Aromaten hydroxysubstituierten Eisen(diaryl-
salen)-Komplexe und des hydrierten Eisen(salen)-Komplexes [Fe"hydrosal]Cl (147)

war deutlich geringer als die des [Fe'"

salen]Cl-Komplexes (85) bzw. der diarylethan-
substituierten Verbindungen ohne weitere Substitutionen der ,Basis“-Aromaten. Der
m[Fe"(50H) 4 OCH;]Cl-Komplex (107m) wurde z.B. lediglich 4-fach gegeniiber dem

Aulenmedium angereichert (vgl. Tabelle 5.3 und Abbildung 5.9).

intrazellulérer .
Nr. Anreicherungsgrad Abkiirzung
Fe-Gehalt (M)

(85) 109.2 £ 5.1 21.8+1.0 [Fe"salen]Cl
(147) 54.1+6.6 10.8+1.3 [Fe"hydrosal]Cl
(104m) 121.9+56 24.4+1.1 m[Fe"4'0OCH3]CI
(105m) 69.0 + 14.5 13.8+2.9 m[Fe"(30H) 4OCHj]CI
(106m) 66.8 £ 12.2 134+2.4 m[Fe"(40H) 4OCHs]CI
(107m) 221+6.4 44+13 m[Fe"(50H) 40CHs]CI
Tabelle 5.3: Ermittelter intrazellularer Fe-Gehalt in uM und daraus resultierender

Anreicherungsgrad fur Eisen(diarysalen)-Komplexe mit hydrierter Azo-
methinstruktur  bzw. Hydroxysubstitution der ,Basis“-Aromaten
(Testkonzentration: 5 pM, Inkubationsdauer: 24 h); Dargestellt sind die
Mittelwerte mindestens zweier unabhangiger Experimente (n =6) an
MCF7-Zellen.
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Abbildung 5.9: Anreicherung von Eisenkomplexen mit hydrierter Azomethinstruktur
bzw. mit Hydroxysubstitution der ,Basis“-Aromaten in MCF7-Zellen
(Testkonzentration: 5 uM, Inkubationsdauer: 24 h)

Die Position der Methoxysubstituenten der ,Bricken“-Aromaten hat offensichtlich
keinen Einfluss auf die Anreicherung der Komplexe in MCF7-Zellen. Die Verbindungen
wurden jeweils 23- bis 24-fach gegeniber dem Auflenmedium angereichert. Eine
Methoxysubstitution der ,Basis“-Aromaten hat fir die Akkumulation der Komplexe in
den Zellen ebenfalls eine lediglich untergeordnete Bedeutung. Die methoxy-
substituierten Komplexe (105m), (106m) und (107m) wurden ahnlich wie der in den
,Basis“-Aromaten unsubstituierte m[Fe"'4’OCHs]Cl-Komplex (104m) 21- bis 24-fach
angereichert (vgl. Tabelle 5.4 und Abbildung 5.10).

intrazellularer
Nr. Anreicherungsgrad Abkiirzung
Fe-Gehalt (M)

(93m) 116.8 + 3.8 23.4+0.8 m[Fe"2’0CHs]CI
(96m) 114.9+0.8 23.0+0.2 m[Fe"3'OCHs3]Cl
(104m) 121.9+5.6 24.4 £1.1 m[Fe"'40CHs]CI
(108m) 114.1 £ 25.2 228+5.0 m[Fe"(30CH3) 4'OCH;]CI
(109m) 120.7+0.7 24.1+0.1 m[Fe"(40CH3) 4 OCH;]CI
(110m) 105.4 + 1.1 211402 m[Fe"(50CH3) 4'OCH;]Cl
Tabelle 5.4: Ermittelter intrazellularer Fe-Gehalt in uM und daraus resultierender

Anreicherungsgrad fir Eisen(diarylsalen)-Komplexe mit Methoxy-
substitution der ,Briicken*- und ,Basis“-Aromaten (Testkonzentration:
5 uM, Inkubationsdauer: 24 h); Dargestellt sind die Mittelwerte min-
destens zweier unabhangiger Experimente (n = 6) an MCF7-Zellen.
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Abbildung 5.10: Anreicherung von Eisen(diarylsalen)-Komplexen mit Methoxy-
substitution der ,Basis“- bzw. ,Briicken“-Aromaten in MCF7-Zellen

(Testkonzentration: 5 uM, Inkubationsdauer: 24 h)

5.2.3.2 Zusammenfassung der strukturabhangigen Zellaufnahmestudien an
der MCF7-Zelllinie

Im Gegensatz zu der antiproliferativen Wirksamkeit der synthetisierten Eisenkomplexe,
die eine starke Abhangigkeit von der Struktur der Liganden und von der Ladung des
Zentralatoms erkennen liel3, war die Aufnahme in MCF7-Zellen in einem wesentlich
geringeren Ausmall von der Art und der Position der Substituenten der Liganden
abhangig.

Generell wurden Eisen(ll)-Komplexe etwas besser aufgenommen als ihre Eisen(lll)-
Analoga. Der meso-4’-methoxysubstituierte Eisen(ll)-Komplex (97m) wurde z.B. fast
30-fach in den Zellen angereichert, der analoge Eisen(lll)-Komplex (104m) lediglich
24 4-fach. Eine Erklarung dafir ist sicher die neutrale Ladung, die Eisen(ll)-Komplexe
nach aufden hin aufweisen. Eisen(lll)-Komplexe besitzen lediglich als lonenpaar eine
neutrale Ladung und kénnen nur in dieser Form durch passive Diffusion in die Zellen
gelangen.

Der Einfluss der Konfiguration der 1,2-Diarylethan-Partialstruktur auf die Zellaufnahme
der Komplexe war relativ gering. Es konnte eine in der Regel etwas geringere
Aufnahme der d,/l-Verbindungen im Vergleich zu ihren meso-konfigurierten Diastereo-

meren beobachtet werden.
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Die Akkumulation der Eisenkomplexe in MCF7-Zellen war ebenfalls nur in einem
geringen Ausmal von der Art der Substituenten der ,Bricken“-Aromaten abhangig. So
zeigten 4’-fluorsubstituierte Komplexe z.T. einen leicht héheren Anreicherungsgrad als
ihre methoxysubstituierten Analoga. Von untergeordneter Bedeutung war ebenfalls die
Position der Methoxysubstituenten der ,Bricken“-Aromaten. Die Eisen(lll)-
Verbindungen m[Fe"2’0OCH;]CI (93m), m[Fe"'3'OCH;]CI (96m) und m[Fe"4’OCH;]CI
(104m) wurden jeweils 23- bis 24-fach in den MCF7-Zellen angereichert (siehe Tabelle
5.4).

Eine Methoxysubstitution der ,Basis“-Aromaten des Salengrundgeriists beeinflusste
die Zellaufnahme kaum. Die Eisen(lll)-Kompexe m[Fe"(30CH;) 4'OCH;]CI (108m),
m[Fe"(40CH3) 40CH;]CI (109m) und m[Fe"(50CH;) 40OCH;]Cl (110m) wurden
ahnlich wie die in den ,Basis“-Aromaten unsubstituierte m[Fe"'4’OCH;]CI-Verbindung
(104m) 21- bis 24-fach in den Zellen angereichert (siehe Tabelle 5.4).

Im Gegensatz zu den Methoxysubstituenten behinderte eine Hydroxysubstitution der
.Basis“-Aromaten deutlich die Aufnahme der Eisenkomplexe in die Zelle. Nach
Inkubation der MCF7-Zellen mit dem Eisen(lll)-Komplex m[Fe"(50H) 4’ OCH;]CI
(107m) konnte lediglich eine intrazellulare Eisenkonzentration von 22 yM und damit
eine 4-fache Anreicherung gegeniber dem substanzhaltigen Kulturmedium bestimmt
werden (siehe Tabelle 5.3).

Die Hydrierung der Imindoppelbindung des Salengeristes hatte ebenfalls eine
Verringerung der Zellaufnahme zur Folge. Der [Fe"hydrosal]Cl-Komplexes (147) (11-
fache Anreicherung) wurde im Vergleich zu der unhydrierten Ausgangsverbindung
[Fe''salen]Cl (85) (22-fache Anreicherung) lediglich halb so stark in den Zellen
akkumuliert (siehe Tabelle 5.3).

Trotz bedeutend unterschiedlicher zytotoxischer Eigenschaften konnte in den Zellauf-

nahmestudien keine unterschiedliche Anreicherung des [Fe'"

salen]Cl-Komplexes (85)
und der Komplexe mit Diarylsalenliganden gefunden werden. Der Eisen(salen)-
Komplex (85) zeigte einen ahnlichen Anreicherungsgrad wie die d,/-konfigurierten
Eisen(diarylsalen)-Komplexe, so dass das Carrier-Konzept flr die synthetisierten

Verbindungen nicht bestatigt werden konnte.

5.2.3.3 In MDA-MB-231-Zellen

Die Anreicherung der Eisenkomplexe in MDA-MB-231-Zellen erfolgte in etwa nur halb
so stark wie in MCF7-Zellen. Fur die 4’-methoxysubstituierten bzw. 4’-fluor-
substituierten Komplexe konnten Eisenkonzentrationen pro Zelle in einem Bereich von
54 uM bis 84 uyM ermittelt werden (vgl. Tabelle 5.5).
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intrazellularer

Nr. Anreicherungsgrad Abkiirzung
Fe-Gehalt (M)
(97m) 79.15+7.72 15.83 £ 1.54 m[Fe"40CHs]
(97d,1) 53.79 £+ 9.27 10.76 £ 1.85 d,[[Fe"4'0OCHs3]
(104m) 70.16 + 7.68 14.03 + 1.54 m[Fe"4’ OCH3]CI
(104d,1) 66.08 + 5.96 13.22 + 1.19 d,[[Fe"4’0CH;]CI
(117m) 84.45 + 11.34 16.89 £ 2.27 m[Fe"4'F]
(117d,1) 62.74 + 4.82 12.55 + 0.96 d,/[Fe"4'F]
(122m) 76.07 + 3.86 15.21 £0.77 m[Fe"4°F]CI
(122d,1) 67.85 + 2.99 13.57 + 0.60 d,l[Fe"4’FICI
Tabelle 5.5: Ermittelter intrazellularer Fe-Gehalt in uM und daraus resultierender
Anreicherungsgrad fir verschiedene Eisen(diarylsalen)-Komplexe
(Testkonzentration: 5 uM). Dargestellt sind die Mittelwerte mindestens
zweier unabhangiger Experimente (n = 6) an MDA-MB-231-Zellen.
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Abbildung 5.11: Anreicherung von Eisen(diarylsalen)-Komplexen mit 4’-Methoxy-
bzw. 4’-Fluorsubstitution der ,Briicken“-Aromaten in MDA-MB-231-

Zellen bei Zusatz einer Komplexkonzentration von 5 uM in das

Zellkulturmedium und einer Inkubationszeit von 24 h
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Der Einfluss der Ligandenstruktur der Eisenkomplexe auf die Aufnahme in MDA-MB-
231-Zellen ist vergleichbar mit der Aufnahme der Komplexe in MCF7-Zellen. Allerdings
wird die Akkumulation der Eisenkomplexe wiederum nur in einem geringen Ausmalf}
von der Art der Substituenten (4’-Methoxy- bzw. 4’-Fluorsubstituenten) und der
Konfiguration (meso bzw. d,/) der Liganden bestimmt. So konnte lediglich ein
schwacher Trend beobachtet werden. Dabei wurden meso-konfigurierte Komplexe
etwas besser aufgenommen als d,/-konfigurierte Komplexe und 4’-methoxysubstituierte
Verbindungen etwas geringer als ihre 4’-fluorsubstituierten Analoga (Tabelle 5.5 und
Abbildung 5.11).

intrazellularer
Nr. Anreicherungsgrad Abkiirzung
Fe-Gehalt (uM)

(85) 4753 +0.78 9.51+0.16 [Fe"salen]ClI

(147) 31.54 + 4.45 6.31+0.89 [Fe"hydrosal]Cl
(104m) 70.16 + 7.68 14.03 + 1.54 m[Fe"40OCH]CI
(105m) 43.79 + 3.40 8.76 + 0.68 m[Fe"(30H) 40CHj]CI
(106m) 45.05 + 1.30 9.01+0.26 m[Fe"(40H) 40CH;]CI
(107m) 26.40 + 4.29 5.28 + 0.86 m[Fe"(50H) 40CH3]CI

(140) 703.24 + 6.83 140.65 + 1.37 [Fe'salophen]

(141) 731.26 + 72.06 146.25 + 14.41 [Fe"salophen]Cl

Tabelle 5.6: Ermittelter intrazelluldrer Fe-Gehalt in yM und daraus resultierender

Anreicherungsgrad fiir verschiedene Eisen(diarylsalen)-Komplexe bei
einer Testkonzentration von 5 puM und einer Inkubationsdauer von
24 h; Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhangiger
Experimente (n = 6) an MDA-MB-231-Zellen.

Die Anreicherung von [Fe"'salen]CI (85) lag wiederum in der GréRenordnung des d, /-
konfigurierten Diarylsalenkomplexes. Die Aufnahme der hydrierten [Fe"hydrosal]Cl-
Verbindung (147) (6-fache Anreicherung) und z.T. der hydroxysubstituierten
Verbindungen war deutlich geringer. Fir den Eisen(lll)-Komplex m[Fe"(50H)-
4’0OCHjs]Cl (107m) konnte z.B. lediglich eine 5-fache Anreicherung in MDA-MB-231-

Zellen gefunden werden.
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Abbildung 5.12: Anreicherung von Eisen(diarylsalen)-Komplexen mit hydrierter
Azomethinstruktur bzw. mit Hydroxysubstitution der ,Basis®-
Aromaten in MDA-MB-231-Zellen bei Zusatz einer Konzentration

von 5 uM in das Zellkulturmedium und einer Inkubationsdauer von
24 h

Die einzigen Verbindungen die in MDA-MB-231-Zellen starker als in MCF7-Zellen
aufgenommen wurden, waren die phenylendiamintberbriickten = Komplexe
[Fe"salophen] (140) und [Fe"'salophen]Cl (141). Beide Verbindungen wiesen mit einer
140-fachen (140) bzw. 146-fachen (141) Anreicherung gegenuber dem substanz-

haltigen Medium einen wesentlich hdheren Anreicherungsgrad in MDA-MB-231-Zellen
auf.
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