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9 Diskussion

9.1 Moglicher Bindungsmechanismus der Eisen(diaryl-

salen)-Komplexe an die DNA

Die im Handel befindlichen Zytostatika weisen sehr vielfaltige Wirkungsmechanismen
auf. Neben Antimetaboliten, Hormonen, Enzymen, Immunmodulatoren (z.B. Interferone
und Interleukine) und Hemmstoffen des Spindelapparates werden in der Therapie
maligner Erkrankungen Substanzen eingesetzt, deren Hauptangriffspunkt die DNA
darstellt. Bei diesen Verbindungen kann zweifellos ein Zusammenhang zwischen der
Affinitat der Zytostatika zur DNA (DNA als endogener Rezeptor) und der in vitro sowie
der in vivo Antitumoraktivitat gefunden werden.!*? "4 Mit der DNA interagieren kénnen
u.a. Platinkomplexe und alkylierende Agentien, wie Stickstofflost- und Nitrosoharnstoff-
Derivate. Auller den alkylierenden Verbindungen finden in der Tumortherapie auch
interkalierende Substanzen Anwendung. Beispiele dafur sind die bereits mehrfach
erwdhnten Anthracyclinantibiotika und das Glykopeptidantibiotikum Bleomycin, die
nach Anlagerung an die DNA Strangbriche durch Bildung freier Radikale bewirken

kdénnen (siehe Kapitel 8).

Metallionen haben nur wenige Mdglichkeiten mit Nukleinsauren zu interagieren. Durch
Koordinierung der Metallionen an Liganden entstehen neben den ionischen Wechsel-
wirkungen durch Van-der-Waals-Interaktionen, Charge-Transfer-, hydrophobe oder
elektrostatische Wechselwirkungen vielfaltige weitere Interaktionsméglichkeiten.!''” 12
Prinzipiell sind bei der Interaktion von strukturell unterschiedlichen Substanzen mit der
DNA hauptséachlich drei Grundorientierungen moglich: die Interkalation (a in Abbildung
9.1), die Anlagerung an die grol3e oder kleine Furche (major oder minor groove
binding) (b in Abbildung 9.1) und die Bildung eines Outside-Komplexes nach Hamilton
(c in Abbildung 9.1).I'*4

Unter der Interkalation von Wirkstoffen in die DNA wird das Einschieben eines
planaren Molekiilteils zwischen zwei gestapelten Basenpaaren verstanden. Primar-
und Sekundarstruktur der DNA bleiben dabei intakt. Die DNA-Tertiarstruktur wird
partiell verlangert und im Vergleich zur urspriinglichen Form etwas aufgewunden.['%>
"8l Durch Interkalation vergroRert sich der mittlere Abstand von zwei gestapelten
Basenpaaren von 3.4 A auf ca. 7 bis 8 A. Durch die veréanderte DNA-Topologie

resultiert auf biochemischer Ebene eine Blockade der Matrizenfunktion.['3% 194
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Sobald Verbindungen in die DNA interkalieren, verandern sich verschiedene physiko-
chemische Eigenschaften der Nukleinsdure. Auler einer Viskositatserhbhung von
DNA-L6sungen kann eine Erhdhung der thermischen Stabilitdt der DNA gefunden
werden. Die Schmelzpunkterhdhung durch interkalierende Substanzen beruht darauf,
dass die thermische Energie, die zur Trennung der beiden DNA-Strange bendétigt wird,
durch die zusatzliche Energie, die zur Entfernung der gebundenen Molekile aufge-

wendet werden muss, vergroRert wird.!'*

3,4 nm

Abbildung 9.1: Komplexierungstopologien von DNA-interagierenden Stoffen:!*4
a) Interkalation, b) Anlagerung an die groe Furche, c) Outside-

Komplex nach Hamilton

9.1.1 Eisenkomplex-DNA-UV/Vis-Spektren und DNA-Schmelz-

punktkurven

Der DNA-Schmelzpunkt T, ist ein Mal fir die Stabilitat der DNA-Doppelhelix. Das
Ausmald der Schmelzpunktdifferenz AT,, zwischen reiner CT-DNA und CT-DNA, die
einen Metallkomplex-Zusatz enthalt, wird haufig als Indikator fir die Bindungs-
mechanismen und -eigenschaften von Metallkomplexen herangezogen.™™ Die
Erhéhung der Schmelztemperatur von CT-DNA durch den Zusatz der Eisen(diaryl-
salen)-Komplexe, die in Kapitel 7.2 beschrieben wurde, zeigt, dass die synthetisierten

Verbindungen die DNA gegen Denaturierungsprozesse stabilisieren kénnen.
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Klassische Interkalatoren fuhren in der Regel zu grofden Schmelzpunktdifferenzen. Fur
Ruthenium-1,10-phenanthrolin-Komplexe, die in die DNA interkalieren kénnen, wurden
z.T. Schmelzpunkterhdhungen um bis zu 20 °C gemessen.!"”! Allerdings findet man in

der Literatur fiir interkalierende Cr"-, Ni'- und Co"-Dipyridophenazin-Komplexe, die

sehr stark an die DNA binden, nur Schmelzpunktdifferenzen von 6 bis 8 °C.['®* 172
Offensichtlich kénnen Interkalatoren fir groRe wie auch fur kleine Schmelzpunkt-

differenzen verantwortlich gemacht werden.

Fir Metallkomplexe, die mit der DNA-Oberflache interagieren, wird haufig ein
geringerer Einfluss dieser Verbindungen auf die Schmelztemperatur gefunden. Fur
Chrom(salen)-Komplexe, die in die grof3e Furche der DNA binden, wurden Schmelz-
punktdifferenzen von 5 bis 6 °C gemessen."" Allerdings konnten fiir Eisen(lll)salene,

'salen]*-Kation und den

bei denen elektrostatische Interaktionen zwischen dem [Fe
DNA-Phosphatbriicken angenommen werden, je nach DNA/Komplex-Verhaltnis (0.25-

2.0) Schmelzpunktdifferenzen von 12 bis 23 °C gefunden werden.*"

Die Stabilitat der DNA ist neben ihrer molaren Zusammensetzung (prozentualer Anteil
der G-C- und A-T-Basenpaare) stark von aueren Faktoren wie dem pH-Wert der
Losung und der Art und der Konzentration der lonen in dem Ldsungsmittel abhangig,
so dass die gemessenen Schmelzpunkte und Schmelzpunktdifferenzen sehr stark von

den gewahlten Versuchsbedingungen beeinflusst werden.['®® 171l

Durch die Wechselwirkungen von Substanzen mit der DNA werden neben der
Schmelzpunkterhéhung durch die Stabilisierung gegen Denaturierungsprozesse
weitere physikochemische Eigenschaften von DNA-LOsungen beeinflusst. Bei der
photometrischen Untersuchung von Metallkomplex-DNA-Wechselwirkungen werden
haufig hypochrome Auswirkungen auf das UV/Vis-Spektrum des Metallkomplexes bei
Zusatz von DNA-L6sungen gefunden. Diese hypochromen Effekte deuten in der Regel
auf interkalative Wechselwirkungen zwischen der untersuchten Verbindung und der
DNA hin. Dabei gilt das Ausmal} der Hypochromie haufig als MaR fiir die interkalative
Bindungsstarke.['%%16. 164.172.198 Ajlerdings konnte bei funktionalisierten Kupfer(salen)-
und Nickel(salen)-Komplexen, die nicht in die DNA interkalieren kénnen, ebenfalls eine
Hypochromie im UV/Vis-Spektrum der Komplexe bei DNA-Zusatz nachgewiesen

werden 141 1471

Bei Zugabe von CT-DNA zu einer Lésung von [Fe"

salen]Cl bzw. der Chrom(salen)-
Komplexe 25 und 26 (vgl. Kapitel 7, Abbildung 7.3) wurde von unterschiedlichen
Arbeitsgruppen ein hyperchromer Effekt auf das UV/Vis-Spektrum der Metallkomplexe
beobachtet. Die beiden Chromkomplexe zeigten zusatzlich einen geringen batho-

chromen Shift des © — n*-Maximums.?" 7"
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Diese hyperchromen Effekte auf das UV/Vis-Spektrum von Metallkomplexen bei DNA-
Zusatz werden mit einer Bindung der Komplexe an die DNA-Oberflache, insbesondere
im Bereich der Furchen, in Verbindung gebracht.*" "% U.a. wurden in den UV/Vis-
Spektren von Eisen-, Kupfer- und Nickelporphyrin-Derivaten, die mit dem DNA-
Riickgrat interagieren, ahnliche hyperchrome Effekte gesehen.!®® Fiir Kupfer(l)- und
Cobalt(ll)-Phenanthrolin-Derivate, die hauptsachlich Uber elektrostatische Wechsel-
wirkungen nahe der Zuckerphosphatbriicken in eine der Furchen der DNA binden, ist

dieser Effekt ebenfalls beschrieben worden.!'*® 1%

Der Zusatz von CT-DNA zu einer Lésung des m[Fe"'4OCH;]Cl-Komplexes (104m)
fuhrte im UV/Vis-Spektrum zu einem ausgepragten hyperchromen Effekt Uber das
gesamte Spektrum, zu einem bathochromen Shift des Maximums bei ;=226 nm und
zu einem hypsochromen Shift des Maximums bei A,=269 nm (siehe Kapitel 7.2,
Abbildung 7.10). Diese beobachteten Effekte sprechen fiir eine Bindung des

Komplexes an die DNA-Oberflache. Silvesteri et al. fanden fiir [Fe'"

salen]CI ahnliche
Spektren und postulierten eine elektrostatische Interaktion des kationischen Salen-
komplexes mit den negativen geladenen Phosphatbriicken der DNA.""! Bei Fe**-lonen
ist die besonders stabile Komplexbildung mit der DNA bereits bekannt. Durch
Neutralisation der Phosphodiestergruppen kann sogar eine DNA-Kondensation bewirkt
werden.®® Auch fiir kationische Kupfer- und Zinkporphyrazin-Komplexe ist eine

Bindung an die Phosphatbriicken der DNA bereits beschrieben worden.?°"!

Interessanterweise wurde bei einem DNAphosphat/ Eisenkomplex-Verhaltnis von ry = 1 der
maximale hyperchrome Effekt erhalten (vgl. Kapitel 7.2, Abbildung 7.10). Bei Zusatz
weiterer Mengen an CT-DNA (ri=1.5 und ry=2.0) wurde im Vergleich zu diesem
Maximaleffekt wieder eine geringere Absorption im Bereich der LMCT-Bande
gemessen. Einen ahnlichen Effekt haben auch Silvestri et al. gefunden. Dieser
hypochrome Shift bei ca. 320 nm ist offensichtlich auf sogenannte self stacking-

Interaktionen zwischen den planaren [Fe'"'salen]’-Kationen zuriickzufiihren, die auch

e und bei Kupfer-Porphyrazin-Komplexen!?"

schon flr kationische Porphyrinderivat
bekannt sind. Die parallele Anordnung der planaren kationischen Verbindungen an die
DNA-Oberflache bewirkt die Ausbildung einer superhelikalen elektrostatischen
Doppelschicht, wobei ab einem DNApposphai/ Eisenkomplex-Verhaltnis von ri=1 alle
elektrostatischen Bindungsstellen der DNA durch Salenkomplex-Kationen besetzt sind.
Daher resultiert bei einem Verhaltnis von ry=1 der maximale hyperchrome Shift im
DNA-UV/Vis-Spekrtum nach Eisenkomplexzusatz. Bei Erhéhung der Eisenkomplex-
konzentration (r;> 1) ist die maximalen Anzahl der DNA-Bindungsstellen besetzt, so

dass die Eisen(diarylsalen)-Kationen nicht mehr an die DNA binden kénnen.*"!
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Mittels Ethidiumbromid-Verdrangung haben Liu et al. eine interkalative Bindung von
[Co"salen] an die DNA nachgewiesen. In derselben Arbeitsgruppe wurde auch ein
hypochromer Shift im UV/Vis-Spektrum des Cobaltkomplexes bei DNA-Zusatz
gefunden.!®® Fir die beiden strukturell dhnlichen Salen-analogen Komplexe 27 und 28
(vgl. Abbildung 7.4, Kapitel 7) wurde ebenfalls Interkalation als Hauptbindungsmecha-

nismus an die DNA festgestellt.l"** "7}

Fur eine interkalative Wechselwirkung einer Verbindung mit der DNA sind
verschiedene strukturelle Voraussetzungen von Bedeutung. Unter anderem ist ein
planarer Molekiilteil mit einer Mindestfliche von 28 A? erforderlich. Damit liegt das
Optimum bei drei bis vier aromatischen Ringen. Neben dem planaren Molekdlteil sind
die Ladungen der Substituenten von entscheidender Bedeutung. Die Molekule sollten

neutrale oder positiv geladene Substituenten oder Atome aufweisen.!'®? 192031

Tanaka et al. fanden, dass alle Kupferkomplexe, deren Grundstruktur in Abbildung 9.2
dargestellt ist, stark an die DNA binden. Die Art dieser Bindung an die DNA zeigte
jedoch eine deutliche Abhangigkeit von der N,N’-Brickenstruktur des Liganden.
Kupferkomplexe mit aliphatischen Briickengruppen wie einer Ethanbriicke (X: -(CH.),-)
binden Uber elektrostatische und hydrophobe Interaktionen an die Oberflache oder in
eine der Furchen der DNA. Verbindungen mit aromatischen Brickengruppen, wie
Phenyl- oder Naphthylreste (X: CgHs bzw. C4oHs, R: CH3 bzw. C,Hs), kénnen aufgrund
der erhohten strukturellen Rigiditdt und der Erhéhung der aromatischen Flachen, die
mit der DNA in Wechselwirkung treten konnen, in die Basenpaare interkalieren.
Erkennbar war die jeweilig bevorzugte Bindung an den charakteristischen Unter-

schieden der UV/Vis-Spektren bei Zusatz von DNA-Lésungen.!'®%

*NR;

R3N*
Abbildung 9.2: Grundkoérper der von Tanaka et al. synthetisierten Kupfer-

komplexe“ﬁz]
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Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen Sato et al. Die Arbeitsgruppe berichtete
einerseits von einer stereospezifischen Bindung von [Cu'salen]-Komplexen an die DNA
und zeigte andererseits, dass der Ersatz der Ethanbriicke des Salens durch eine
Phenyl- oder Naphthylbriicke zu einer Veranderung im Bindungsverhalten der
Komplexe flhrte. Die Uberbriickten Derivate waren nicht mehr in der Lage, in eine der
Furchen der DNA zu binden und interkalierten stattdessen. lhre Koordinationsebene

lag dabei senkrecht zur DNA-Strang-Achse.["®"!

Analog zu Silvestri und Sato fanden Routier et al.,, dass der funktionalisierte
Kupferkomplex 23 (siehe Kapitel 7, Abbildung 7.3) nicht in die DNA interkaliert. Er
lagert sich stattdessen parallel orientiert zu den Basenpaaren in die gro3e Furche der
DNA ein. Die Koordinationsebene der Komplexe ist dabei senkrecht zur Langsachse
der DNA-Helix orientiert."*"

Die Art der Bindung der synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe an die DNA lasst
sich mit den durchgefihrten Untersuchungen nicht endguiltig klaren. Neben der reinen
Affinitatsanalyse, die u.a. Viskositatsmessungen, die Bestimmung bathochromer und
hypochromer Effekte im UV/Vis-Spektrum der Komplexe, die Ermittlung der Sedi-
mentationskonstanten und die Bestimmung der veranderten elektrophoretischen
Beweglichkeit der DNA beinhaltet, sind insbesondere molekullspektroskopische
Methoden wie die Rontgenstrukturanalyse fiir das Studium der Bindungsarten von
Substanzen an die DNA von ausschlaggebender Relevanz.[*%

Aufgrund der rdumlichen Struktur der synthetisierten Diarylsalen-Komplexe (geringe
Anzahl planerer, aromatischer Flachen, siehe Abschnitt 9.1.3), der geringen DNA-
Schmelzpunktdifferenzen AT, bei Komplexzusatz (siehe Kapitel 7.2.2) und des
hyperchromen Shifts der Komplex-UV/Vis-Spektren bei Zusatz von DNA-L&sungen
(siehe Kapitel 7.2.1) kann Interkalation nicht als Hauptbindungsmechanismus der
Eisen(diarylsalen)-Komplexe an die DNA angesehen werden. Vielmehr sprechen die
erhaltenen Ergebnisse fir eine elektrostatische Wechselwirkung der Eisenkomplexe
mit dem Phosphatriickgrat der DNA. Untermauert werden die Ergebnisse der
photometrischen  Untersuchung und der Schmelzpunktanalytik durch die
Zytotoxizitatsuntersuchungen (siehe Kapitel 4). Die wesentlich starkere zytotoxische
Wirkung der Eisen(lll)-Komplexe im Vergleich zu ihren Eisen(ll)-Analoga ist ein
wichtiger Hinweis auf eine Bindung der Komplexe an die Phosphatbricken der DNA,
zumal in den Zellaufnahmestudien eine geringere Aufnahme der Eisen(lll)-Komplexe in

die Zellen gefunden wurde.
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Bei den beiden zytotoxisch wirksamsten Verbindungen [Fe'salophen] (140) und
[Fe"salophen]Cl (141) sind im Gegensatz zu den Diarylsalen-Komplexen auch andere
Wechselwirkungen mit der DNA vorstellbar. Durch die Phenylendiamin-Teilstruktur
erhalten die Gesamtmolekile eine wesentlich héhere Planaritat und Rigiditat, so dass
analog zu den Ergebnissen von Sato et al. und Tanaka et al. eine Interkalation in die
DNA méglich wird.!"" %2 Einen wichtigen Hinweis fiir den interkalierenden Wirkungs-
mechanismus der beiden Komplexe liefert auch die DNA-Schmelzpunktbestimmung
(siehe Kapitel 7.2.2). Der [Fe'salophen]-Komplex (140) weist bei einem [Fe-
Komplex]/[DNAphosphatl-Verhaltnis von r, = 0.5 mit AT,,=7.1 °C die grote Schmelz-
punktdifferenz aller untersuchten Komplexe auf. Er bindet damit am starksten an die

DNA und vermag sie besonders gut zu stabilisieren.

In den Zytotoxizitédtsstudien zeigten beide Komplexe eine wesentlich starkere
zytotoxische Wirksamkeit an den Tumorzelllinien als die Diarylsalen-Komplexe. Der

Eisen(lll)-Komplex [Fe"

salophen]Cl (141) erwies sich in den MCF7-Zytotoxizitatstests
als 10-fach wirksamer als beispielsweise der diarylethansubstituierte m[Fe"'DPS]CI-
Komplex (90m). Die mégliche Interkalation ist allerdings nur eine Erklarung fir die
wesentlich starkere zytotoxische Wirkung der beiden Komplexe. Mit Hilfe der
Zellaufnahmestudien konnte eine 4- bis 5-fach héhere Akkumulation beider Komplexe
in MCF7-Zellen im Vergleich zu den diarylethansubstituierten Verbindungen gefunden
werden. Damit ist die wesentlich starkere zytotoxische Wirkung offensichtlich auch

durch eine selektiv héhere Aufnahme bedingt.

9.1.2 Zellaufnahmestudien

Generell werden die synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe gut in MCF7- und
MDA-MB-231-Tumorzellen aufgenommen. Die ermittelten Anreicherungsgrade sind
wesentlich hoéher als die, die fir die klinisch angewendeten Platinkomplexe in der
Literatur gefunden werden kénnen. Von Ghezzi et al. wurden fur Cisplatin lediglich eine
5-fache Anreicherung in MCF7-Zellen gegenlber dem Aufienmedium bestimmt, fir
Oxaliplatin eine ca. 6-fache Anreicherung und fiir Carboplatin lediglich eine 1.6-fache

Anreicherung.l?

Eine wesentlich starkere Akkumulation von Platinkomplexen in Tumorzellen konnte
durch Reile et al. durch die Einfuhrung einer Diaminteilstruktur als Neutralligand in
Platinkomplexe erreicht werden. D,l-konfigurierte [1,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]-
platin(ll)-Komplexe reicherten sich 20-fach in MCF7-Brustkrebszellen an, die diastereo-

meren meso-konfigurierten Komplexe ca. 10-fach.!® 3
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Der entgegengesetzte Effekt konnte bei Co(salen)-Komplexen beobachtet werden.
Meso-konfigurierte Cobalt(diarylsalen)-Komplexe reicherten sich ca. 15- bis 25-fach
gegeniber dem AuBenmedium in MCF7-Zellen an. Die zytotoxisch wirksameren d,I-
konfigurierten Diastereomere wurden dagegen lediglich 5- bis 6-fach in den Zellen

akkumuliert.5 38

Die Aufnahme der synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe in MCF7-Zellen liegt in
einem vergleichbaren GréRenordnungsbereich. Der [Fe'
ahnlich wie die d,|-konfigurierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe (97d,l), (104d,l), (117d,l)

und (122d,lI) ca. 20-fach in den Zellen angereichert. Meso-konfigurierte Komplexe,

salen]-Komplex (85) wird

insbesondere die 4’-fluorsubstituierten Komplexe (117m) und (122m), werden dagegen
ca. 30-fach angereichert. Vergleichbar mit den Cobalt(diarylsalen)-Verbindungen
zeigen Eisen(diarylsalen)-Komplexe ebenfalls eine stereoselektive Aufnahme in MCF7-
Zellen. Der Unterschied der Zellaufnahme der beiden Stereoisomere ist jedoch
wesentlich geringer als der, der fur meso- bzw. d,l-konfigurierte Cobaltkomplexe

gefunden wurde.

Trotz der hoheren intrazellularen Konzentration besallen meso-konfigurierte Komplexe
in den Zytotoxizitatstestungen (siehe Kapitel 4.2 und 4.3) wesentlich geringere zytozide
Wirkungen als ihre d,l-konfigurierten Analoga. Obwohl der Eisen(salen)-Komplex
[Fe"'salen]Cl (85) eine geringere zelltoxische Wirkung zeigte, konnte in den Zellauf-
nahmestudien kein Unterschied in der Aufnahme des Salenkomplexes und der
Diarylsalen-Komplexe gefunden werden. Eine durch die Diarylsalenliganden vermittelte
bessere Aufnahme der Komplexe in die Tumorzellen konnte damit nicht bestatigt

werden.

Besonders auffallig ist auch die unterschiedliche Akkumulation der Eisenkomplexe in
MDA-MB-231- und MCF7-Zellen. Obwohl die Eisenkomplexe in der Zytotoxizitats-
testung an MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zu der MCF7-Zelllinie in z.T. 100-fach
geringeren Konzentrationen zytotoxische Wirkungen zeigten, wurden sie nur halb so
stark (10- bis 15-fach) in MDA-MB-231-Zellen akkumuliert.

Die hohe Abhangigkeit der zytotoxischen Aktivitat von der Ligandenstruktur der Eisen-
(diarylsalen)-Komplexe, vor allem bei Komplexen mit nahezu identischer Akkumulation
in den Tumorzellen, Iasst sich mit der Hypothese der Produktion frei diffundierbarer
Hydroxyl-Radikale allein nicht erklaren. Stattdessen legen die ermittelten Struktur-
Wirkungs-Beziehungen einen spezifischen Bindungsprozess in den Zellen nahe, der
der Produktion von ROS vorangeht. Die sehr hohe zytozide Wirksamkeit der Komplexe
an MDA-MB-231-Zellen bei wesentlich geringerer Zellaufnahme ist ebenfalls ein
wichtiger Hinweis auf einen Eingriff der synthetisierten Verbindungen in spezifische

Reaktionsablaufe.
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Allerdings sei an dieser Stelle erwahnt, dass bei den Zellaufnahmestudien lediglich die
Aufnahme der Eisenkomplexe in die gesamte Zelle bestimmt wurde. Die Konzentration
in den einzelnen Zellkompartimenten, z.B. dem Zellkern als eigentlichem Target, blieb
dabei unberticksichtigt. Prinzipiell kann eine selektive Aufnahme bestimmter Komplexe
in den Zellkern ebenso wenig ausgeschlossen werden wie eine starkere intrazellulare

Bindung gewisser Komplexe an Zellmatrixbestandteile.

9.1.3 Mdagliche Bindungsorientierung

Eisen-EDTA-Komplexe, die aufgrund ihrer negativen Ladung nicht elektrostatisch an
die DNA binden kdnnen, fihren Uber eine Produktion von Hydroxyl-Radikalen zu einer
unselektiven DNA-Spaltung und werden aus diesem Grund bei Footprint-Analysen
angewendet.® Fiir Eisen(ll)- und Eisen(lll)-lonen wurde dagegen eine relativ
spezifische Bindung an die DNA gefunden. Uber die Sauerstoffatome der Phosphat-
gruppen, der DNA-Basen und von Wassermolekiilen sowie Uber die Stickstoffatome

der Basen kommt es zu einer selektiven Komplexierung der lonen an die DNA.!'8" 20
206]

Fur Metallkomplexe ist nicht nur eine starke Abhangigkeit der Art der Wechselwirkung
mit der DNA von den strukturellen Voraussetzungen bekannt, sondern auch eine
bevorzugte Interaktion mit speziellen DNA-Regionen. Gravert et al. synthetisierten 26

'salen]*-Komplexe, wobei alle Mangankomplexe die

strukturell unterschiedliche [Mn
DNA in A-T-reichen Regionen spalteten. Es wird angenommen, dass die Mangan-
komplexe an die elektronenreichen A-T-Regionen der relativ schmalen kleinen Furche
binden. Die hervorstehende Aminogruppe des Guanins behindert die Wechselwirkung
der Komplexe mit der DNA an G-:C-reichen Sequenzen, so dass daraus eine
Selektivitdt der Spaltungsaktivitat resultiert. Das Ausmafll der DNA-Spaltung und das
DNA-Spaltungsmuster waren jedoch stark von der Struktur und der Stereochemie der
Bricke des Salengrundgerists abhangig. Komplexe, deren Ethanbriicke der Salen-
grundstruktur durch eine Hexylteilstruktur ersetzt wurde, wurden von der DNA in

unterschiedlichen AusmaRen stereo- und enantiospezifisch gebunden. > 43 1491

Eine stereospezifische Bindung ist ebenfalls fur Ruthenium- oder Cobalt-Tris(phen-
anthrolin)-Komplexe bekannt, wobei das eine Isomer eher eine Oberflachenbindung in
der kleinen Furche der DNA eingeht und das andere Isomer eher im Bereich der

groRen Furche interkaliert.12°"- 208l
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde in den in vitro Zytotoxizitatstestungen eine deutliche
Abhangigkeit der zytotoxischen Wirkung von der Struktur der Eisen(diarylsalen)-
Komplexe festgestellt (siehe Kapitel 4). Mit dem Ersatz der Ethanbricke im Salen-
grundgertst des Liganden durch eine Diarylethan-Teilstruktur wurden wirksamere
Komplexe erhalten. Die Wirkstarke der synthetisierten Komplexe war von der
Konfiguration der Diarylethan-,Briicke® und der Art und Position der Substituenten der
.Brucken“-Aromaten deutlich abhangig. Dabei erwiesen sich d,|-konfigurierte Komplexe
z.T. als wesentlich wirksamer als ihre meso-konfigurierten Analoga. Die Einflihrung von
Methoxysubstituenten bewirkte im Vergleich zu den in den ,Bricken“-Aromaten
unsubstituierten Verbindungen einen Wirkungsverlust. Eine grofRere zytotoxische
Wirkung wurde lediglich durch die Einfiihrung eines Fluorsubstituenten in 2’-Position
bzw. durch die Einfihrung von zwei Fluorsubstituenten erreicht.

Substitutionen der ,Basis“-Aromaten (OH und OCHj3) fuhrten dagegen ebenso wie die
meisten Variationen am Salengrundgerist (z.B. Hydrierung der Azomethindoppel-
bindung und Ersatz des Iminprotons durch eine Methylgruppe) an der MCF7-Zelllinie
zu einem Wirkungsverlust der Verbindungen, an der MDA-MB-231-Zelllinie zu einer
Verringerung der zytotoxischen Wirkung. Die geringere Wirksamkeit der in den ,Basis*-
Aromaten hydroxysubstituierten Komplexe ((105m), (106m) und (107m)) und des
hydrierten [Fe"hydrosal]-Komplexes (147) lasst sich leicht durch eine wesentlich
geringere Aufnahme der Verbindungen in die Zellen erklaren. Die Abnahme der
zytotoxischen Wirkung der Verbindungen, in deren ,Basis“-Aromaten eine Methoxy-
gruppe eingefiuhrt wurde, ist allerdings nicht auf eine geringere Akkumulation in den
Zellen zurlickzuflihren. Die Anreicherung dieser Komplexe ((108m), (109m) und
(110m)) ist mit der Aufnahme des in den ,Basis“-Aromaten unsubstituierten Komplexes
m[Fe"4’0OCH;]CI (104m) durchaus vergleichbar. Die unterschiedlichen zytotoxischen
Effekte bei gleicher Akkumulation in MCF7-Zellen kénnen u.a. auf eine spezifische
Bindung der Komplexe an die DNA zurlickgefiuihrt werden.

Binden Molekiile an die DNA-Oberflache, ergeben sich — insbesondere bei der
Wechselwirkung mit dem Phosphatriickgrat — zwei unterschiedliche Orientierungs-
moglichkeiten der Molekile. Zum einen ist eine parallele Ausrichtung der
Eisen(diarylsalene) zu den Basen der DNA denkbar. Dabei ist durch eine dichte
Stapelung der Molekile die Ausbildung einer elektrostatischen Doppelschicht méglich
(a in Abbildung 9.3). Zum anderen sind auch weniger dichte, unregelmalige
Bindungen in Form der Outside-Komplexe nach Hamilton (b in Abbildung 9.3, siehe
auch Abbildung 9.1) bekannt.
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a) i

Abbildung 9.3: Orientierungsmdglichkeiten fiir die Bindung von Molekilen an die
DNA-Oberflache: 2" a) self stacking

b) Outside-Komplex nach Hamilton

Fur die Bindung von Eisen(ll)-lonen an die DNA ist ebenso wie flir Eisen(ll)-Mercapto-
imidazol-Komplexe in der Literatur ein Fe?" bzw. Eisenkomplex-DNAonomer-Verhaltnis
von 1:1 beschrieben worden.”® Das gleiche stdchiometrische Verhaltnis wurde von

"'salen]*-Kationen gefunden.”"! Bei der Aufnahme der UV/Vis-

Silvestri et al. fur die [Fe
Spektren der Eisen(diarylsalen)-Komplexe bei Zusatz steigender DNA-Mengen wurde
ein maximaler hyperchromer Effekt bei einem DNAphosphat Eisenkomplex-Verhaltnis von
r1 =1 beobachtet (vgl. Kapitel 7.2, Abbildung 7.10). Wurden gréfiere DNAwonomer/Eisen-
komplex-Verhaltnisse (ri=1.5 und r;=2.0) eingestellt, erhielt man wieder geringere
Absorptionswerte. Aulderdem konnte bei der Aufnahme der Schmelzpunktkurven (vgl.
Kapitel 7.2.2) bei héheren Komplexkonzentrationen (r, = 0.75 bis 1) ein steiler Anstieg
der Kurven beobachtet werden. Nach Plum und Bloomfield bedeutet diese Scharfung
der Schmelzpunktkurven einen Beginn der Sattigung der Bindungsstellen der DNA.!'"?!
Beide Tatsachen sprechen flir ein Eisenkomplex/DNA-Verhaltnis von 1:1, das nur
durch eine parallele Ausrichtung der Koordinationsebene der Eisenkomplexe zu den

DNA-Basen erreicht werden kann.

Rontgenkristallstrukturanalysen des kristallisierten [Fe"

salen]Cl-Komplexes konnen
weitere Hinweise fur eine parallele Ausrichtung der gebundenen Molekile liefern.
Wahrend der Chlorid-Ligand die apikale Position des quadratisch pyramidalen
Komplexes besetzt, befindet sich der vierbindige Schiffsche-Base-Ligand nach
Koordinierung an das Eisen(lll)-Zentralatom in der planaren aquatorialen Ebene.?*!
Die Koordinationsebene um ein Eisen(ll)-Zentralatom ist ebenfalls planar (siehe
Abbildung 9.4).%2 In den Réntgenkristallstrukturanalysen wurde im festen Aggregat-

'salen]’-

zustand eine parallel Gbereinander gelagerte Struktur der ionisch planaren [Fe
Kationen gefunden. Die Chlorid-lonen befanden sich dabei in derselben Ebene der

kationischen Komplexe.
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Obwohl der Abstand Ubereinander gelagerter vergleichbarer aromatischen Systemen
in der Regel 3.7 A betragt, besalRen zwei (bereinander liegende Schichten der
[Fe"salen]"-Kationen einen Abstand von 3.4 A. Der Grund dafiir ist die Mitbestimmung
des Schichtabstands durch die freien elektrostatischen Ladungen der Eisen-Kationen
und Chlorid-Anionen.*"*"21% Dje planare Teilstruktur der Komplexe lasst eine parallele
Ausrichtung der Molekile bei der Bindung an die DNA vermuten, zumal der axiale
Abstand der Monomereinheiten nativer B-DNA ebenfalls 3.4 A betragt.*"! Durch die
Bindung einer maximalen Anzahl an geladenen Komplexmolekilen an die DNA-
Oberflache konnte sich durchaus ein 1:1 System Eisen(salen)/DNAphosphat ausbilden, so

dass die DNA-Ladung neutralisiert werden kann.

3 (R,S) 0 (R,R)
Abbildung 9.4: Angenommene raumliche Struktur der & (R,S) und d (R,R)-Isomere

der synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe, die nach den in [211-

215] angegebenen Bindungsléangen und -winkeln ermittelt wurde

Wenn man von einer parallelen Anlagerung der Verbindungen an die DNA ausgeht,
sind flr die Annaherung der Komplexe an die DNA prinzipiell drei Grundorientierungen
denkbar (siehe Abbildung 9.5):

a) Annaherung von der Seite der ,Bricken“-Aromaten
b) Annaherung von Seite der ,Basis“-Aromaten oder

c) seitliche Annaherung des Komplexes
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m[Fe"'4‘OCH,]CI (104m) d,I[Fe"4°‘0OCH,]CI (104d,1)

Abbildung 9.5: Orientierungsmoéglichkeiten der Eisen(diarylsalen)-Komplexe bei der
Bindung an die DNA:
a) mit den ,Briicken“-Aromaten zuerst
b) mit den ,Basis“-Aromaten zuerst

c) mit der ,Seite” zuerst

Die Art und die Position der Substituenten der ,Briicken“-Aromaten haben einen
entscheidenden Einfluss auf die zytotoxische Wirksamkeit der Eisen(diarylsalen)-
Komplexe. Dennoch ist eine Annaherung von der Seite der ,Briicken“-Aromaten her
eher unwahrscheinlich (vgl. a in Abbildung 9.5). Damit eine Wechselwirkung des positiv
geladenen Zentralatoms mit den Phosphatresten der DNA maoglich wird, missten die
.Brucken“-Aromaten tief in die DNA-Basenstapel eindringen und partiell interkalieren

kdnnen.
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Bei einer Betrachtung der strukturellen Voraussetzung der synthetisierten Komplexe
(siehe Abbildung 9.4) wird deutlich, dass die ,Bricken“-Aromaten insbesondere bei
den meso-konfigurierten Komplexen weit aus der Koordinationsebene herausragen.
Die Einflhrung der 1,2-Diarylethan-Partialstruktur ware fir diese Bindungsorientierung
aufgrund einer sterischen Hinderung sehr nachteilig. Im Widerspruch dazu steht die
deutliche Wirkungssteigerung, die durch die Einfihrung einer Diarylethan-Teilstruktur

in das Salengrundgerust der Eisenkomplexe erreicht werden konnte.

Der 4'-fluorsubstituierte Diarylsalen-Komplex d,|[Fe"4’FICI (122d,l) zeigte beispiels-
weise in der Zytotoxozitdtstestung an der MCF7-Zelllinie (siehe Kapitel 4.2) in einer

"'salen]Cl-Komplex

Konzentration von 10 uM stark zytozide Effekte, wahrend der [Fe
(85) in dieser Konzentration lediglich eine zytostatische Wirksamkeit aufwies. Die
Konzentration beider Komplexe in den Zellen war jedoch identisch (109 pM nach 24 h
Inkubation mit 5 uM Eisenkomplex; vgl. Kapitel 7.2.3.1).

Eine Annaherung der Komplexe an die DNA von der Seite der ,Briicken“-Aromaten her
stellt fur die Diarylsalen-Verbindungen offensichtlich nicht die Hauptorientierungs-
richtung dar. Fur die phenylendiamintberbrickten Komplexe (140) und (141) ware
diese Orientierung jedoch durchaus denkbar. Die Planaritat des Gesamtmolekiils
kénnte — wie bereits erwahnt — eine Interkalation und damit eine Wechselwirkung der
aromatischen Flache des Phenylenrestes mit der DNA ermdoglichen.

Als zweite Moglichkeit ware ein Herantreten der Komplexe an die DNA von der Seite
der ,Basis“-Aromaten her vorstellbar. Die Zytotoxizitatsstudien zeigten eine deutliche
Abhangigkeit der Wirksamkeit der Komplexe von einer Substitution dieser Aromaten.
Eisenkomplexe, deren ,Basis“-Aromaten auller der fir die Komplexbildung bendtigten
Hydroxygruppe der Salicyliden-Teilstruktur keine weiteren Substituenten tragen,
zeigten wesentlich hdhere zytotoxische Effekte als methoxy- oder hydroxysubstituierte
Verbindungen (vgl. Kapitel 4.2). Verbindungen mit Methoxysubstitution der ,Basis*-
Aromaten besallen keine oder lediglich antiproliferative Wirkungen auf MCF7-Zellen.
Verbindungen mit Hydroxysubstituenten erwiesen sich generell als unwirksam. Die
Unwirksamkeit der hydroxysubstituierten Verbindungen ist zum Grofteil durch deren
geringe Aufnahme in die Tumorzellen bedingt (siehe Abschnitt 5.2.3.1). Im Gegensatz
dazu lasst sich die geringere Wirksamkeit der in den ,Basis“-Aromaten methoxy-
substituierten Komplexe nicht tGber deren Zellaufnahme erklaren. Die Konzentrationen
der unsubstituierten und der methoxysubstituierten Komplexe in MCF7-Zellen, die nach
einer Inkubationsdauer von 24 Stunden bestimmt wurden, sind nahezu identisch.
Wenn die Komplexe mit der Seite der ,Basis“-Aromaten zuerst an die DNA binden, ist
es leicht vorstellbar, dass eine Methoxysubstitution der ,Basis“-Aromaten die Bindung

an die Phosphatbriicken behindert und folglich ein Wirkungsverlust eintritt.
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Die geringste Abschirmung des Eisenzentralatoms kann bei einer Methoxysubstitution
in 5-Position erwartet werden. In den Zytotoxizitatstestungen an der MCF7-Zelllinie
wurden bei den 5-methoxysubstituierten Eisen(lll)-Komplexen haufig antiproliferative
bis zytozide Effekte gefunden. Komplexe mit Methoxygruppen in 4- bzw. 3-Position
zeigten an der MCF7-Zelllinie eine wesentlich geringere Wirksamkeit. Methoxy-
substitutionen in 3-Position der ,Basis“-Aromaten behindern die Wechselwirkungen des
Zentralatoms mit den Phosphatresten der DNA so stark, dass diese Komplexe auch

die geringste Wirksamkeit in der Reihe der methoxysubstituierten Komplexe aufwiesen.

Bei dieser Orientierung haben auch die Konfiguration der Diarylethan-,Briicke® und die
Substitution der ,Brucken“-Aromaten einen groRen Einfluss auf die zytotoxische
Wirksamkeit der Komplexe. Fir eine maximale Besetzung der Bindungsstellen der
DNA bei paralleler Anlagerung ist ein moglichst planares Gesamtmolekil von
entscheidender Bedeutung. Nur dann kdnnte sich ein nahezu 1:1-Eisenkomplex-

DNAwonomer-Verhaltnis ausbilden.

Im Gegensatz zu den d,l-konfigurierten Komplexen ragen die ,Briicken“-Aromaten ihrer
meso-Diastereomere weit aus der Ebene des Gesamtmolekils heraus. Durch diese
sterische Hinderung ist eine dichte parallele Anlagerung der Komplexmolekile
unmoglich. Die synthetisierten d,I-Komplexe zeigten trotz einer geringeren
Akkumulation in den Tumorzellen oft eine wesentlich starkere zytotoxische Wirkung im
Vergleich zu ihren meso-Analoga. Diese Wirkungssteigerung durch Anderung der
Konfiguration der 1,2-Diarylethan-,Bricke“ kdnnte auf einer verbesserten Bindungs-
mdglichkeit der Komplexe an die DNA beruhen, so dass eine hdhere Anzahl an
Bindungsstellen besetzt werden kann.

Werden Methoxygruppen in die ,Bricken“-Aromaten der Verbindungen eingefuhrt, wird
eine raumliche Hinderung bei der Annaherung der Komplexe an die DNA vorstellbar.
Eine gegenseitige Behinderung bei der dichten Ubereinanderlagerung der Molekdile ist
offensichtlich. Damit stellen unsubstituierte ,Briicken“-Aromaten ein Optimum fir eine
parallele Bindung an die DNA und damit auch fiir die zytotoxische Wirkung dar. Somit
wird die wesentlich groRere Wirksamkeit der unsubstituierten Verbindungen ((89m),
(89d,l), (90m) und (90d,l)) an der MCF7-Zelllinie im Vergleich zu den methoxy-
substituierten Komplexen erklarbar.

Fluorierte Verbindungen weisen an der MCF7-Zelllinie eine mit den in den ,Bricken*-
Aromaten unsubstituierten Verbindungen vergleichbare Wirkstarke auf. Durch den
Austausch eines Protons gegen ein Fluoratom erfolgt lediglich eine geringe Anderung
des Van-der-Waals-Radius von 1.20 A des Protons zu 1.47 A des Fluorsubstituenten,

so dass eine optimale Bindung und ,Stapelung® an die DNA weiterhin moglich ist.
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Die Planaritéat der phenylendiamintberbrickten Verbindungen (140) und (141) kann
auch bei einer Bindung von der Seite der ,Basis“-Aromaten her als Vorteil fir ein 1:1-

Bindungsverhaltnis angesehen werden.

Als dritte Moglichkeit der Annadherung der Komplexe an die DNA ist eine seitliche
Orientierung denkbar. Um eine Wechselwirkung des Eisenzentralatoms mit den
Sauerstoffatomen der Phosphatgruppen zu ermdglichen, missten auch bei dieser
Orientierung die ,Bricken“-Aromaten partiell in die DNA-Basenstapel eindringen
kénnen. In dieser Orientierung wirde eine Methoxygruppe in 5-Position der ,Basis"-
Aromaten die groBte sterische Hinderung bedeuten. Bei der in vitro Zytotoxizitats-
testung an der MCF7-Zelllinie zeigten jedoch gerade die in 5-Position methoxy-
substituierten Verbindungen eine wesentlich groRere zytotoxische Aktivitat als die in 3-
oder 4-Position substituierten Verbindungen. Besonders stérend fiur eine seitliche
Annaherung der Komplexe an die DNA waren auch 3’- und 2’-Substitutionen der
.Brucken“-Aromaten. Im Widerspruch dazu steht die Steigerung der zytotoxischen
Wirksamkeit der Eisen(diarylsalen)-Komplexe, die durch eine Verschiebung der
Methoxy- oder Fluorsubstituenten von der 4’-Position der ,Bricken“-Aromaten in die 3’-
bzw. 2’-Position erreicht wurde. Damit ist diese seitliche Bindungsorientierung der

Eisenkomplexe eher unwahrscheinlich.

Fur die Wirksamkeit der Komplexe ist offensichtlich Planaritdt, zumindest aber eine
planare Teilstruktur, von entscheidender Bedeutung. Die Hydrierung der Azomethin-
doppelbindung (Komplex (147) und (148m)) fuhrt auch nach Komplexierung des
Eisenzentralatoms zu einer nicht-planaren Raumstruktur des Liganden.['®" %4
Infolgedessen kommt es offensichtlich auch zu einer geringeren Akkumulation der
Verbindung in den Tumorzellen. Der hydrierte Eisen(lll)salen-Komplex (147) wird nur

noch halb so stark in den Zellen angereichert wie der [Fe'""

salen]Cl-Komplex (85).
Durch die Erweiterung der Ethanbriicke der Salenstruktur um eine CH,-Einheit zu einer
1,3-Diaminopropan-Teilstruktur ([Fe'propyl] (142)) erhalt das Molekiil ebenfalls eine
hohere Flexibilitat. Die durch die weniger planare Struktur der Komplexe erfolgende
sterische Behinderung bei der Ausbildung einer parallelen Anordnung bei Bindung der
Eisenzentralatome an die Phosphatreste der DNA ist leicht vorstellbar. Die beiden
hydrierten Komplexe ((147) und (148m)) besitzen ebenso wie der [Fe'propyl]-Komplex
(142) in den untersuchten Konzentrationen keine antiproliferativen Wirkungen.

Die genaue Bindungsorientierung bei der Wechselwirkung der synthetisierten
Eisen(diarylsalen)-Komplexe mit der DNA lasst sich endgultig nur mit einer Rdntgen-
kristallstrukturanalyse bestimmen, die aber weiterfiihrenden Arbeiten (berlassen
werden muss. Weitere DNA-Bindungsstudien mit Hilfe der AAS sind allerdings

Gegenstand derzeitiger Arbeiten.
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9.2 Erlauterungen zur DNA-Spaltung der Eisen(diaryl-

salen)-Komplexe

9.2.1 DNA-Gelelektrophorese der Eisen(diarylsalen)-Komplexe ohne

Hydroxysubstitution der ,Basis“-Aromaten

Die synthetisierten Eisen(ll)- und Eisen(lll)(diarylsalen)-Komplexe ohne Hydroxy-
substitution der ,Basis“-Aromaten kénnen Plasmid-DNA in Konzentrationen ab 10 uM
ohne Zusatz eines aktivierenden Agens (z.B. Dithiothreitol) spalten. Die Wirksamkeit
der Komplexe kann durch Zugabe eines Reduktionsmittels wesentlich verstarkt
werden. Dabei konnten bei Zusatz von Dithiothreitol schon in geringen Komplex-
konzentrationen (0.1 uM bei m[Fe"4’OCHs;] (97m)) multiple DNA-Strangbriiche
nachgewiesen werden. Ausgangspunkt der Fenton-Reaktion sind Fe*-lonen, die in
einer Reaktion mit H,O, das hochreaktive OH’-Radikal bilden. Somit scheint es leicht
erklarbar, dass der Eisen(ll)-Komplex m[Fe"4’OCHs] (97m) in dem DNA-Spaltungs-
Assay wirksamer ist als der Eisen(lll)-Komplex m[Fe"4'OCHs]CI (104m). Durch
Reduktionsmittelzusatz kann eine Regeneration der in der Fenton-Reaktion
verbrauchten Eisen(ll)-Spezies erreicht werden, so dass dadurch eine vermehrte DNA-

Spaltung auftritt.

FeCl; ist auch bei Zusatz eines Reduktionsmittels im Gegensatz zu dem Eisen(lll)-
Komplex m[Fe"4’OCH;]CI (104m) nicht in der Lage multiple Plasmid-DNA-Strang-
briiche hervorzurufen. Die Komplexierung von Fe** an den Azomethinliganden bewirkt
damit eine deutliche Anderung der DNA-Spaltungsaktivitit. Obwohl fir die
komplexierten Verbindungen in Kapitel 8.2 eine geringere Hydroxyl-Radikalbildung
gefunden wurde, zeigten zumindest die Eisen(lll)-Komplexe in den Gelelektrophoresen
eine hohere Aktivitat als FeCl;. Diese lasst eine spezifische Wechselwirkung der

Eisenkomplexe mit der DNA vermuten, die nicht allein auf Redoxprozessen beruht.
Eine besondere Bedeutung kommt dabei dem Eisenzentralatom zu, da der Cobalt(ll)-
Komplex m[Co"4’OCHs] (149m) ebenfalls keine multiplen DNA-Strangbriiche erzeugen

kann.
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9.2.2 DNA-Gelelektrophorese der Eisen(diarylsalen)-Komplexe mit

Hydroxysubstitution der ,Basis“-Aromaten

Im Gegensatz zu den in den ,Basis“-Aromaten unsubstituierten Komplexen fiihren 3-
und 5-hydroxysubstituierte Verbindungen ((105m) und (107m)) bereits ab einer
Konzentration von 1 uM selbstandig (also ohne Zusatz eines regenerierenden Agens)
zu DNA-Strangbruchen. Der in 4-Position hydroxysubstituierte Komplex (106m) kann
ohne Zusatz eines Reduktionsmittels in den getesteten Konzentrationen in einem nur

sehr geringen Ausmalf Plasmid-DNA-Strangbriiche hervorrufen.

Offensichtlich kommt es zu einer Wechselwirkung des Hydrochinonsystems des
Liganden mit dem Fe?*/Fe**-Redoxsystem. Fiir Mn"(hydroxysalen)-Komplexe und
Cu'"(hydroxysalen)-Komplexe wurde dieser Effekt bereits untersucht.”'®?'"l Dabei ist

mit Hilfe von ESR-Studien die Produktion von Radikalen belegt worden.

Fur die Kupferkomplexe werden von Lamour et al. zwei Hauptreaktionswege
vorgeschlagen (siehe Abbildung 9.6). Der erste Reaktionsweg beinhaltet die direkte
Aktivierung des Chinonsystems. Durch diese Aktivierung kommt es zur Bildung eines
Semichinons und damit zur Entstehung von O,"-Radikalen. Die dabei gebildete Cu'-

"_Chinon-Form Uber. In

Chinon’-Spezies geht dann in eine korrespondierende Cu
einem zweiten moglichen Reaktionsweg entsteht zundchst ein Sauerstoff-Cu'-
Komplex, der in ein Superoxo-Cu"-Intermediat (ibergeht und dabei Superoxid-Anionen
bildet. Die Bildung der Cu"-Spezies ist dabei direkt an das Vorhandensein der
Hydroxygruppen in 3- bzw. 5-Position geknipft, die den o-Donor-Effekt der
Hydroxygruppen, die das Metall-Atom komplexieren, verstarken.?'”! Die DNA-Spaltung
ohne Zusatz eines reduzierenden Agens durch Eisen(lll)(hydroxydiarylsalen)-
Komplexe ((105m) und (107m)) kann nach einem analogen Reaktionsschema

erfolgen. Prinzipiell ist aber auch eine Bildung héher oxidierter Ferryl-Spezies maglich.

9.2.3 Madgliche Bildung eines reaktiven Zwischenprodukts

Es gibt sehr unterschiedliche Moglichkeiten, mit denen Metallkomplexe mit der DNA in
Wechselwirkung treten koénnen. Platinkomplexe wie Cisplatin bauen bevorzugt —
ebenso wie [Ni"salen]-Komplexe — direkte Metallbindungen zum N7-Atom von Guanin
auf. Allerdings kénnen Nickelkomplexe Uber die Bildung von Superoxid-Intermediaten

ebenso eine oxidative Spaltung der DNA katalysieren. 4% 190 2181
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Abbildung 9.6: Maglicher Mechanismus der ROS-Produktion durch Cu"(hydroxy-

salen)-Komplexe nach [217]

Fir [Ru"salen]*-Komplexe konnte in Anwesenheit von H,O, eine Spaltung der DNA
Uber die Bildung von Metall-Hydroperoxid-Spezies (Ru—OOH) und Oxoruthenium(IV)-
Spezies nachgewiesen werden.® Die DNA-Spaltung durch [Mn'"'salen]*-Komplexe
kommt ebenfalls durch die Bildung aktivierter Intermediate, wie z.B. [O=Mn"salen]'-
Kationen, zustande. Dabei stellen diese Intermediate ein A-T-spezifisches DNA-

[45, 136, 142, 219]

Bindungs- und Spaltungsreagenz dar. Kupfer-1,10-Phenanthrolin-

Komplexe greifen die Desoxyriboseeinheiten der DNA Uber aktivierte Kupfer-Oxo-

[139, 167]

Intermediate an , und von Chrom(salen)-Komplexen ist die Bildung von Oxo-

Intermediaten fiir die selektive Oxidation organischer Sulfide ebenfalls bekannt.*?!

Eisenionen sind in lebenden Organismen als generelle Elektronenibertrager in
biologischen Oxidations- und Reduktionsprozessen Bestandteil einer Vielzahl
elektronenubertragender Proteine und als wesentlicher Bestandteil von Hamoglobin fur
den Sauerstofftransport im Blut mit verantwortlich. Wahrend im Hamoglobin Sauerstoff
in Form von O, lediglich reversibel zum Zweck des Transports gebunden wird, kommt
es bei den Elektronenlibertragungsprozessen der Cytochrom-P450-Isoenzyme und der

Katalasen zur Bildung reaktiver Zwischenstufen.
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Als Monooxygenase ist Cytochrom P450 in der Lage, molekularen Sauerstoff zu
spalten, wobei ein Sauerstoffatom in ein Substrat eingefiihrt wird und das zweite
Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. Die charakteristische prosthetische Gruppe
dieser Isoenzyme ist das Eisen-Protoporphyrin(IX)-Chromophor, das im Ruhezustand
als Eisen(lll)-low-spin-Komplex vorliegt. Die aktive Form des Eisenkomplexes wird im
Allgemeinen als Ferryl-Sauerstoff-Komplex [FeO]** oder als Fe'=0 bzw.
Fe'V=0/Porphyrin-Radikal-Kation formuliert. Allerdings konnten diese Zwischenstufen
bisher nicht direkt beobachtet werden. Sie sind lediglich aus spektroskopischen Daten

n.k2-2231 F{r Katalasen und

und theoretischen Berechnungen abgeleitet worde
Peroxidasen, die auch eine Ham-Grundstruktur aufweisen, werden ebenfalls Ferryl-
Komplexe als aktive Zwischenstufen beschrieben, bei denen das Eisenzentral-lon

formal in der Oxidationsstufe +5 vorliegt.!'’® 22* 2241

Vielfach untersucht wurde ebenso die Aktivierung des Glykopeptidantibiotikums
Bleomycin in Gegenwart von Fe'" und O, und die nachfolgende DNA-Spaltung. Dabei
ist die genaue Struktur des aktivierten Eisen-Bleomycin-Komplexes noch Gegenstand
aktueller Diskussionen. Bisher am besten charakterisiert ist der initial gebildete Eisen-

Superoxid-Komplex ('O, -Fe™-Bleomycin). Das bisher letzte charakterisierte Zwischen-

produkt im Reaktionszyklus der Aktivierung von Fe"-Bleomycin durch Sauerstoff ist der

Eisen-Hydroperoxid-Komplex (HOO-Fe'"

-Bleomycin). Dieses ,aktivierte Bleomycin®
kann spontan Uber Hetero- oder Homolyse der O-O-Bindung zerfallen und mono-
oxygeniertes Eisen-Bleomycin bilden, das als O=Fe'-Bleomycin oder O=Fe'-

Bleomycin das eigentlich oxidierende Agens darstellt.['> 2227]

Generell ist neben diesem P450-ahnlichen Weg auch ein Fenton-analoger

Reaktionsablauf denkbar, bei dem aus einer Reaktion des Fe'"

-Bleomycin-Komplexes
mit H,O, direkt Hydroxyl-Radikale gebildet werden. Allerdings sprechen Unter-
suchungen, bei denen eine Ineffizienz von Radikalfangern belegt wurde, hauptsachlich

fur die Bildung von Oxo-Eisen-Bleomycin-Komplexen und damit fiir den P450-Weg.?**

228]

Anhand der in Kapitel 8 beschriebenen Entfarbungsreaktion von p-Nitrosodimethyl-
anilin konnte gezeigt werden, dass die synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe in
einer Fenton-analogen Reaktion Hydroxyl-Radikale bilden kdénnen. Da Hydroxyl-
Radikale sehr reaktiv sind, reagieren sie in unmittelbarer Nahe ihres Entstehungsortes
ab. Durch die Bindung der Eisen(diarylsalen)-Komplexe an die Phosphatbricken der

DNA wird diese zum Hauptschadigungsort der entstehenden Hydroxyl-Radikale.
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Prinzipiell ist aber auch fiir die Eisen(diarylsalen)-Komplexe die Bildung reaktiver Fe'V-
und Fe'-Oxospezies méglich, die auch fiir andere Eisenkomplexe angenommen
werden.?* 2l Dje Stabilisierung dieser reaktiven Zwischenstufe kann durch den
Liganden beeinflusst werden. Es ist leicht vorstellbar, dass elektronenziehende
Substituenten das gebildete Oxo-Intermediat eher destabilisieren und damit fir eine
hohere Reaktivitat sorgen, wahrend Substituenten, die eher Elektronen in das System
schieben konnen, es auf diese Weise stabilisieren, so dass Zwischenstufen mit einer
geringeren Reaktivitdt gebildet werden. Der Einfluss der Substituenten auf die
elektrochemischen Eigenschaften von Metallsalen-Komplexen ist bisher flir Nickel(ll)-,

Kupfer(ll)-, Mangan(lll)- und auch fiir Eisen(lll)-Komplexe belegt worden.[??* 230232

Insgesamt zeigten die untersuchten Eisenkomplexe eine geringere Entfarbung einer p-
Nitrosodimethylanilin-Lésung als eine Eisen(ll)-acetat und damit eine geringere
Hydroxyl-Radikalproduktion in dem Eisen/H,O,-System. Die Reaktivitat der Ver-
bindungen im Sinne einer Fenton-Reaktion wird durch die Komplexierung offensichtlich
abgeschwacht. Eine mdgliche Erklarung daflr ist neben der Veranderung der Redox-
eigenschaften auch die starke Sauerstoffempfindlichkeit der synthetisierten Komplexe.
Die oxidierende Wirkung in wassrigen Lésungen wird durch die pH-abhangige Bildung
eines dimeren [Fe(salen)],O-Derivats limitiert.[°% 52 224233, 234]

Da nur 4’-methoxy- und 4’-fluorsubstituierte Komplexe naher untersucht wurden, liefl3
sich der Einfluss der Ligandenstruktur auf die Hydroxyl-Radikalentstehung nicht
eindeutig klaren. Es konnte lediglich eine leicht geringere Entfarbung der PNDA-
Lésung und damit eine etwas geringere Hydroxyl-Radikalproduktion flr die methoxy-
substituierten Komplexe im Vergleich zu den 4’-Fluoranaloga bestimmt werden. Dieser
geringe Unterschied kann wohl kaum fur die starken Wirkungsunterschiede der
Verbindungen im Zytotoxizitdtsassay (siehe Kapitel 4.2 und 4.3) verantwortlich
gemacht werden.

Durch die Entfarbungsreaktion der PNDA-L6sung konnte zwar die Produktion von
Hydroxyl-Radikalen belegt werden. Ob diese ROS fir die Spaltung der DNA aber
letztendlich verantwortlich sind, konnte mit dieser Reaktion naturlich nicht geklart
werden. Fur die synthetisierten Eisen(diarylsalen)-Komplexe sind flir die DNA-Spaltung
prinzipiell — wie fir Bleomycin auch — beide Wege, die Hydroxyl-Radikalproduktion und

ein P450-analoger Weg Uber hoher oxidierte Ferryl-Spezies, denkbar.
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9.3 Apoptoseausldsung

Die meisten anti-neoplastischen Agenzien, deren Hauptangriffspunkt die DNA darstellt
(z.B. Cisplatin, 5-Fluoruracil und Etoposid, aber auch y- und UV-Strahlungen),
induzieren Apoptose Uber die tumorsupressive Wirkung von p53. Als Folge sind diese
Antitumorwirkstoffe an p53 Wildtyp-Zellen wesentlich wirksamer als an p53-mutierten
Tumorzellen.['"* 116233 Fiyr Cisplatin wurde beispielsweise von Vekris et al. in einer
ausgedehnten Literatursuche die enge Verknlpfung der zytotoxischen Wirkung an die
Funktionsfahigkeit der p53-Reaktionskaskade an 60 Krebszelllinien des National
Cancer Institutes (NCI) belegt.?> ¢

Die bessere Wirksamkeit etablierter Zytostatika an p53-positiven Tumorzelllinien wurde
im Prinzip auch durch Ott mit Hilfe einer Bestimmung von ICso-Werten an den beiden
Brustkrebszelllinien MCF7 und MDA-MB-231 gefunden (siehe Tabelle 9.1).°" Die
MCF7-Brustkrebszelllinie besitzt einen p53-Wildtypstatus, wahrend MDA-MB-231-

Zellen hemmende Mutationen am p53-Gen aufweisen und dazu kaum p53 exprimieren

kénnen.
Verbindung MCF7 (uM) MDA-MB-231 (UM)
Cisplatin 2.0(x0.3) 4.0 (x£1.5)
Tamoxifen 23(x0.4) 10.6 (£ 0.3)
5-Fluorouracil 4.8 (+ 0.6) 9.6 (+0.3)
Co-Ass' 1.4 (+0.3) 1.9 (£ 0.3)
Tabelle 9.1: ICs0-Werte etablierter Zytostatika und Co-Ass’ nach [31]

Im Vergleich mit etablierten Zytostatika, deren ICsp-Werte in demselben Testsystem
bestimmt wurden, weisen die neu synthetisierten meso-Eisen(diarylsalen)-Komplexe
an der MCF7-Zelllinie eine schwachere Wirkung auf. Fir die d,I-konfigurierten Eisen-
verbindungen wurden dagegen ICs-Werten gefunden, die mit denen der etablierten
Zytostatika durchaus vergleichbar sind. An der MDA-MB-231-Zelllinie zeigten die
Eisen(diarylsalen)-Komplexe deutlich geringere ICso-Werte als die etablierten
Zytostatika. Z.T. besallen die synthetisierten Eisenkomplexe mit ICso-Werten um

0.1 uM einen 100-fach geringeren ICs-Wert als beispielsweise 5-Fluorouracil.

! Hexacarbonyl[2-propyn-1-ylacetylsalicylat]dicobalt
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Dass Eisenkomplexe eine derart hohe Antitumorwirksamkeit an MDA-MB-231-Zellen
besitzen, ist bisher noch nicht beschrieben worden. In der Regel wurde auch fur Metall-
komplexe (z.B. Co-Ass Tabelle 9.1) eine geringere Zytotoxizitdt an MDA-MB-231-
Zellen im Vergleich zu den MCF7-Brustkrebszellen gefunden.?" % Der Grund fiir diese
starke zytotoxische Wirkung ist wahrscheinlich — gerade bei Berlcksichtigung einer
geringeren Aufnahme in MDA-MB-231-Zellen (siehe Kapitel 5, insbesondere die
Abschnitte 5.2.3.1 und 5.2.3.3) — in den molekularbiologischen Voraussetzungen der

Tumorzelllinie zu finden.

Der Hauptangriffspunkt der nach DNA-Spaltung ausgelosten p53-proteingesteuerten
Apoptosekaskade sind die mitochondrialen Membranen. Es kommt zu einem
Zusammenbruch des inneren Membranpotentials, einer Unterbrechung des
Elektronentransports und zu einer Permeabilisierung der auferen Mitochondrien-
membran, so dass Cytochrom C, AlF (Apoptosis Inducing Factor) und Endonuklease G
aus den Mitochondrien freigesetzt werden. Cytochrom C bildet mit Apaf-1 (Apoptosis
Protease Activating Factor-1) und der Procaspase-9 sogenannte Apoptosomen, die die
am Ende der Reaktionskaskade stehende Caspase-3 aktivieren kénnen. Caspase-3
bewirkt seinerseits die Aktivierung von Nukleasen, die dann zu den typischen
Chromatinkondensationen und -fragmentierungen apoptotischer Zellen fiihren.!8: 237!

Apoptose ist jedoch kein einheitlicher Prozess. Er ist abhangig vom Zelltyp und vom
auslésenden Agens.”®! Krebszellen haben meist Defekte in den klassischen
Apoptosesignhalwegen. Dennoch haben sie die Fahigkeit zum programmierten Zelltod
(programmed cell death, PCD) nicht vollig verloren. Treten z.B. Defekte in den

Caspase-Signalwegen auf, werden Caspase unabhéngige Signalwege dominant.!?*!

Neben den ,klassischen® Formen der Nekrose und Apoptose gibt es aulerdem
verschiedenste Zwischenformen, z.B. caspaseabhangige bzw. -unabhangige PCDs,
apoptoseahnliche oder nekroseahnliche PCDs, Paraptosis, Anoikis, Onkosis und
Autophagie.?*®

Gerade fir Metallionen und Metallkomplexe wurden die ausgeldsten Reaktions-
kaskaden vielfach untersucht. Dabei wurde u.a. gefunden, dass Mn®"-lonen Apoptose
in HeLa-Zellen ohne Beteiligung der Mitochondrien induzieren.?*® HelLa-Zellen weisen
zwar einen p53wt auf, kénnen das Protein aber lediglich gering exprimieren.®*" Fir
Mn*-ausgeldste Apoptose in NIH3T3-Zellen fand dieselbe Arbeitsgruppe haupt-
sachlich eine Caspase-12-Aktivierung.**? Strand et al. konnten zeigen, dass Kupfer-
lonen (250 pM) in Hepatom-Zellen Apoptose CD95 (APO-1/Fas) vermittelt ausldsen,
wahrend der PCD, der in NIH3T3-Zellen durch As® und Cd**ausgelést wird,

offensichtlich (iber eine Caspase-3-Aktivierung erfolgt.?*!
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Del Rio et al. schrieben Hydroxyl-Radikalen eine zentrale Rolle in der durch Metalle
ausgelosten Reaktionskaskade zu und fanden fur Cr(lll)-lonen einen p53- und NF-kB-
unabhangigen Reaktionsablauf.'®® In Lymphozytenkulturen wurde hingegen eine Cr'-
vermittelte Aktivierung von Tyrosinkinasen und nachfolgender Caspase-3-Aktivierung

entdeckt.['®]

Zusammengenommen koénnen Metallionen und Metallkomplexe in
Krebszellen verschiedenste apoptoseauslésende Mechanismen aktivieren. Dabei
nehmen ROS in dem durch Metallkomplexen-vermittelten Zelltod eine zentrale Rolle
ein.

Intrazellular gebildete ROS sind generell fur verschiedene Signalsysteme von
Bedeutung. Der wichtigste Faktor ist dabei die Dosis des Redox-Signals. Zellen, die mit
moderaten Mengen an ROS behandelt werden, zeigen einen p53-vermittelten Arrest
des Zell-Zyklus. Sehr geringe Dosen induzieren einen mitogenen Effekt, d.h. die
Zellproliferation wird stimuliert. Hohe Radikalkonzentrationen bewirken eine Anderung

der Art des Zelltods von der Apoptose hin zu nekrotischen Prozessen.!''® 244

Bei den synthetisierten Eisen(hydroxysalen)- und Eisen(hydroxydiarylsalen)-
Komplexen (z.B. bei [Fe'"(50H)salen] (84), m[Fe"(30H)4'OCHs] (98m) und
m[Fe"(50H) 4°0OCH;]CI (107m)) konnte in geringeren Testkonzentrationen von 1 und
5 UM bei den Zytotoxizitatstestungen an MCF7-Zellen haufig der beschriebene pro-
liferationsfordernde Effekt beobachtet werden. Wenn Zellen mit ROS stimuliert werden,
laufen dieselben Signalwege ab, die auch bei der Aktivierung von Wachstumsfaktoren
stattfinden. H,O, aktiviert z.B. den EGF-Rezeptor, MAPKs, Protein Kinase C und
andere Kinasen.”*! Normalerweise resultiert aus der Aktivierung der EGF-Rezeptor-
Tyrosinkinasen Uber eine Stimulation der MAPKs eine Fdérderung der Zellpro-

liferation.?*4!

MDA-MB-231-Zellen haben einen besonders hoch exprimierten EGF-Rezeptor.**’!
Interessanterweise ist bei dieser Zelllinie eine Zellproliferationshemmung und eine
Induktion der Apoptose Uber die Aktivierung des EGF-Rezeptors beschrieben
worden.”* Der Mechanismus der EGF-induzierten Apoptose ist allerdings bisher
kaum charakterisiert. Die starke Empfindlichkeit der MDA-MB-231-Zelllinie fur die
zytotoxischen Wirkungen der Eisen(diarylsalen)-Komplexe koénnte auch Uber eine
ROS-stimulierte Aktivierung der EGF-Rezeptoren erklart werden.

Neben der Aktivierung von Wachstumsfaktoren ist fir ROS eine down-regulation der
anti-apoptotisch wirksamen Proteine Bcl-2 und Bcl-x. bekannt. Bcl-2 und Bcl-x, sind
negative Regulatoren der Apoptose. Sie schiitzen Zellen vor einem PCD. Die Inhibition
der beiden Proteine ist eigentlich als ein Schutzmechanismus vor durch ROS-
ausgeldste Schaden anzusehen.?* Diese ROS-vermittelte down-regulation kdnnte
ebenfalls fur die hohe Empfindlichkeit der MDA-MB-231-Zellen verantwortlich sein.
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Zur endgultigen Klarung der Ursachen der unerwartet hohen zytotoxischen Wirkung
der Eisen(diarylsalen)-Komplexe an MDA-MB-231-Zellen missten sich allerdings
weitere molekularbiologische Untersuchungen anschlie3en.

Im Allgemeinen bieten schnell proliferierende Zellen Zytostatika mehr Ansatzpunkte, in
den Zellzyklus einzugreifen. Dennoch scheinen die ermittelten zytotoxischen Effekte
nicht von der Verdopplungszeit der Zellen abhangig zu sein. Fur die HelLa-Zelllinie
wurde mit 13.5 Stunden zwar die geringste Generationszeit ermittelt, dennoch ist die
Wirkung der Komplexe eher vergleichbar mit der wesentlich langsamer proliferierenden
MCF7-Zelllinie (Verdopplungszeit rund 32 Stunden).

Besonders interessant ist auch die hohe strukturelle Abhangigkeit der Apoptoseeffekte,
die an den beiden Leukamiezelllinien LAMA84 und BV173 gefunden wurden (siehe
Kapitel 6.3). Neben dem phenylendiamintberbriickten  Eisen(lIl)-Komplex
[Fe''salophen]Cl  (141) konnten lediglich die d,l-konfigurierten Komplexe
d,I[Fe"4OCH;]CI (104d,)) und d,|[Fe"4’F]CI (122d,l) Apoptose ausldésen. Diese
Tatsache lasst wiederum spezifische Ansatzpunkte in der Apoptosekaskade vermuten.
Einen weiteren Anhaltspunkt flr einen spezifischen Eingriff in spezielle
Reaktionsablaufe liefert auch die zeitabhangige Zytotoxizitatstestung. Der Kurven-
verlauf der Tests wies eine deutliche Abhangigkeit von der Konfiguration der 1,2-Diaryl-
ethan-Partialstruktur der Eisenkomplexe auf. D,l-konfigurierte Verbindungen zeigten
haufig erst zu einem spaten Zeitpunkt des Zytotoxizitatstests (nach etwa 5 bis 6 Tagen)
einen sehr nachhaltigen zytoziden Effekt (siehe Abbildung 4.6, Kapitel 4.2.1.3). Die
Zellen erholten sich nicht mehr. Im Gegensatz dazu wurde die maximale Wirkung der
meso-konfigurierten Verbindungen bereits am ersten Abstoppzeitpunkt (nach etwa 3
Tagen) erhalten. Die zytotoxischen Wirkungen der meso-Verbindungen waren dabei

bei fast allen getesteten Komplexen reversibel.

Die deutlichen Unterschiede im Kurvenverlauf der Zytotoxizitatstests der meso- bzw.
d,I-konfigurierten Verbindungen deuten — wie oben erwdhnt — besonders unter
Bertcksichtigung der Ergebnisse der Apoptosetestung an den Leukamiezelllinien auf
einen offensichtlich stereospezifischen Eingriff der Verbindungen in spezielle
Reaktionskaskaden hin.

Die genauere Untersuchung dieser spezifischen Angriffspunkte kann mittels Western-
blotanalytik unter Verwendung spezieller Antikorper erfolgen. Sie ist derzeit — ebenso
wie die Bestimmung des genauen Bindungsmodus der Eisenkomplexe an die DNA
(Abschnitt 9.1.3) — Gegenstand weiterfihrender Arbeiten.



