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1 Einleitung

1.1 Metalle im biologischen Alltag

Metalle spielen bei vielen Prozessen im Pflanzen- und Tierreich eine bedeutende Rolle. Die
Mitwirkung bei zahlreichen biologischen Vorgangen geht dabei auf die ionische Form zuriick.
Man unterscheidet die Mengenelemente, wie Mg2+, Na+*, K* und Ca2* von den Spurenelementen
Znz+, Co2+/3+, Fe2+/3+, Cu2+ und vielen mehr(ll2l. Als stellvertretendes Mengenelement sei hier das
Magnesium genannt. Es spielt im pflanzlichen Stoffwechsel ein wichtige Rolle fiir den Aufbau des
Chlorophylls und ermdéglicht damit der Pflanze die fiir sie so wichtige Photosynthesel3l. Neben
dem Aufbau des Chlorophylls ist das Magnesium an einer Vielzahl von Transportprozessen
beteiligtl4. Auch beim Menschen besitzt es eine grofie Bedeutung. Als Gegenspieler von Calcium,
einem weiteren Mengenelement, steuert es die Kontraktion und Relaxation der Muskulatur. Bei
einem Mangel an Magnesium kann es daher zu Krampfen kommen.

Eines der essentiellen Spurenelemente ist das Eisen. Als Zentralatom des Hiamoglobins ist es an
der Bindung und dem Transport des Sauerstoffs beteiligt. Neben dem Hamoglobin ist es noch in
weiteren Biomolekiilen wie dem Myoglobin, den Cytochromen, Katalasen und Peroxidasen
enthaltenl5l. Eisen befindet sich im Transferrin im Plasma und wird als Ferritin im Koérper
gespeichertlsl. Ein Mangel des Metallions fiihrt zur Blutarmut. Ebenfalls bedeutend ist das Zink.
Es ist Bestandteil vieler Enzyme, von denen die Zinkproteasen die grofite Gruppe bildenl!7l.
Weitere Zink-haltige Enzyme finden sich in den Klassen der RNA-und DNA-Polymerasen,
Carboanhydrasen, alkalischen Phosphatasen und Alkoholdehydrogenasenli8l. Das Vorkommen
und die Funktionen der Metalle bzw. Metallionen sollen hier nicht abschlieflend betrachtet
werden, sondern es soll lediglich auf die essentielle Bedeutung hingeweisen werden. Neben den
natiirlichen Funktionen, die Metalle bzw. die ionische Form der Metalle in biologischen
Systemen vermitteln, werden sie auch seit vielen Jahrhunderten zur Therapie verschiedenster

Erkrankungen eingesetzt.
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1.2 Metallkomplexe in der Medizin

Erste Berichte iiber die Anwendung von Metallen gehen auf die Agypter zuriick. Bereits 3000
v.Chr. benutzten sie Kupfer zur Desinfektion von Wasser. Auch bekannt ist die Anwendung von
Gold als Heilmittel in China und den arabischen Lindern vor mehr als 3500 Jahren. Ca. 1500
v.Chr. verwendeten die Agypter Eisenverbindungen zur Wunddesinfektion. Zeitgleich erkannte
man auch die wundheilende Férderung von Zink[9l. Berichte {iber Quecksilber gehen bis in die
Antike zuriick. Medizinisch grofe Bedeutung erlangte Quecksilber aber erst im 16. Jahrhundert,
als es zur Behandlung der Syphilis in Europa eingesetzt wurde. Zunichst erfolgte die
Anwendung lediglich dufderlich. Paracelsus setzte die Quecksilberverbindung als erster innerlich
zur Behandlung der Syphilis ein und erkannte dabei die diuretische Wirkung der
Metallverbindung. Der wissenschaftliche Nachweis erfolgte allerdings erst Ende des 19., Anfang
des 20. Jahrhunderts!10l. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts fanden Antimonverbindungen Einzug in
die Therapie der Leishmaniose. Die Tuberkulose therapierte man dagegen mit der
Goldverbindung K[Au(CN)z].

In der heutigen Zeit sind ebenfalls einige Metallverbindungen als Therapeutika in der Medizin zu
finden. Bei der Therapie der Schlafkrankheit steht als Arzneistoff das Melarsoprol (Abb. 1.1
links) zur Verfiigung. Dabei handelt es sich um einen Arsen-haltigen Komplex, der durch
Reaktion des Arsens mit den Thiolgruppen von Enzymen im ZNS zu deren Inaktivierung fiihrt.
Desweiteren wird zur Behandlung der Leishmaniose das Stibogluconat-Natrium (Abb. 1.1
rechts) eingesetzt. Das im Komplex gebundene dreiwertige Antimon wirkt iiber die Blockade

von enzymatischen Sulfhydrylgruppenl(i1l.
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Abb. 1.1 Melarsoprol (links) und Stibogluconat-Natrium (rechts)
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Kontrastmittel und

Radiopharmaka dar. Dabei wird in der Magnetresonanztomographie die paramagnetische

Eigenschaft der verwendeten Metalle ausgenutzt und fiir die Kontrastverstarkung benutzt(12l.

Handelsname

magnetisches lon

Darstellung von

Magnevist Gd Perfusion, Extrazellularraum
Teslascan Mn Leber, Myocard, Pancreas
Resovist Fe Leber

Tabelle 1.1 Ubersicht der verwendeten Metall bei der MRT

Bei den Radiopharmaka werden radioaktive Elemente verwendet, durch deren y-Strahlung die
Verteilung im Korper verfolgt und dadurch Stoffwechselprozesse iiberwacht werden kénnen.
Zum Einsatz kommen dabei kurzlebige y-Strahler und Positronenstrahler. Die genutzten
Verfahren nennt man Szintigraphie und Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Die Tabellen

1.1 und 1.2 geben jeweils einen Uberblick iiber die verwendeten Metallel12],

Isotope Strahlung Halbwertszeit
Technetium 99 Y 6h
Indium 111 Y 3d
Thallium 201 Y 3d
Gallium 67 Y 3d

Tabelle 1.2 Ubersicht der verwendeten metallhaltigen Radiopharmaka

Goldkomplexe wie das Auranofin (Ridaura®) und die Aurothioglucose (Aureotan®) sind
Basistherapeutika bei der Behandlung von rheumatoider Arthritis (siehe Abb. 1.2). Auf Grund
ihrer schweren unerwiinschten Nebenwirkungen spielen sie allerdings heute nur noch eine
untergeordnete Rolle und sind daher Mittel 2. Wahl13l. Aktuelle Forschungs-schwerpunkte

beschéaftigen sich mit der Aktivitdt von Goldkomplexen bei Malariall4l und Krebsl15.
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Abb. 1.2 rechst Auranofin; links Aurothioglucose

Auch im Bereich der Psychopharmaka werden Metalle in der Therapie eingesetzt. Lithium ist
das verwendete Metall und wird in Form von Salzen zur Behandlung von manischen
Depressionen verwendet(6l. Als letztes sei das Nitroprussid-Natrium erwahnt. Dabei handelt es
sich um einen Eisenkomplex, der als Notfallmedikament, intravends verabreicht, bei

Bluthochdruckkrisen zum Einsatz kommt.

1.3 Metallverbindungen als Zytostatika

Das wohl grofite Einsatzgebiet von Metallkomplexen liegt im Bereich der Krebsbehandlung. Die
Suche nach neuen Wirkstoffen hat in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl verschiedener
Metallkomplexe hervorgebracht. Einige der neuen Komplexe zeigen stark antiproliferative
Wirkungen und befinden sich bereits in klinischen Studien. Eine Vielzahl von Metallen wird
dabei beforscht. Titan, Rhodium, Iridium, Gold sind nur einige der Metalle, die mit zahlreichen
verschiedenen Liganden in aktuelle Forschungsarbeiten eingebunden sind. Stellvertretend fiir
die aktuellen Entwicklungen auf dem Gebiet der Bioorganometallverbindungen soll hier kurz
das Eisen angesprochen werden. Ein schon lange bekannter Komplex ist das Ferrocen, bei dem
das Eisen zwischen 2 Cylopentadienringen komplexiert ist. Komplexe, bei denen die n-Liganden
parallel zum Metall angeordnet sind, werden auch als Sandwichkomplexe bezeichnet. Das
Ferrocen selbst zeigt keine Aktivitdt an Tumorzellen[7]l. Die Oxidation des Eisens von 2+ auf 3+
fithrt zu den Ferrocenium-Komplexen (Abb. 1.3), die neben einer guten Wasserloslichkeit auch
die gewiinschte Aktivitit an Tumorzellen zeigenl!8l. Als Mechanismus fiir die zytotoxischen
Wirkungen wird dabei die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies diskutiert, die an der DNA zu

Basenmodifikationen sowie zu Einzel- und Doppelstrangbriichen fithren. Damit hat das
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Redoxverhalten dieser Komplexe enormen Einfluss auf die Aktivitit an Tumorzellenl!9l. Die
Verbindung von Ferrocen mit Tamoxifen zum Ferrocifen (Abb. 1.3) brachte eine neue Klasse an
Eisenkomplexen mit Antitumorwirkung hervorl20l. Ein dualer Mechanismus fiir diesen Komplex
scheint wahrscheinlich. Neben den Effekten des Ferrocens kann die Tamoxifenkomponente

zusatzlich iiber den ERa-Rezeptor estrogene Wirkungen antagonisieren!(21l.

L L

Fell » Felll X-
- - Fe
Ferrocen Ferrocenium @
O(CHy)2N(CHg),
Ferrocifen

Abb. 1.3 Eisenkomplexe mit antiproliferativen Effekten

1.3.1 Platinkomplexe

Seit Jahren fest etabliert in der Behandlung zahlreicher Krebsarten sind dagegen nur
Platinkomplexe. In liber 50% werden sie als Chemotherapeutika bei einer Reihe von soliden
Tumoren mit beachtlicher Erfolgsquote eingesetzt. Den guten Erfolgen stehen die Dosis-
limitierenden Nebenwirkungen und zunehmenden Resistenzentwicklungen entgegeni22l.
Cisplatin, Oxaliplatin und Carboplatin sind die einzigen metallhaltigen Zytostatika, die in Europa
im klinischen Alltag zum Einsatz kommen. An den Platinkomplexen wird deutlich sichtbar, wie
durch Variation der Liganden bzw. Abgangsgruppen Einfluss auf die Reaktionskinetik
genommen werden kann. Resultat sind verringerte Nebenwirkungen, eine zuriickgedrangte

Resistenzentwicklung und ein verbreitertes Wirkspektrum.

o
HN cl HN o °
NS N\
Pt /F’t\
H3N/ o HN o
o
o)
Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin

Abb. 1.4 Ubersicht von Platinkomplexen, die in Europa in der Therapie solider Tumoren eingesetzt werden
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Der Einzug des Cisplatins in die Welt der medizinischen Chemie resultierte, wie so oft bei
groflen Entdeckungen, aus einem reinen Zufall. Barnett Rosenberg untersuchte 1965 das
Verhalten von Escherichia-coli-Bakterien im elektrischen Feld und beobachtete ein verdndertes
Wachstumsverhalten[23l. Dabei erkannte er, dass nicht das elektrische Feld fiir das abnorme
Wachstumsverhalten  verantwortlich war, sondern der in Losung entstandene
Diammintetrachloroplatin(IV)-Komplex, der sich aus der Platinelektrode und der
Elektrolytlosung bildete. Die Erkenntnis der Antitumoraktivitit von Diammindichloroplatin(II)
= C(Cisplatin und die folgende synthetische Herstellung fithrten 1979 zur Zulassung als
Chemotherapeutikum bei der Behandlung von Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches sowie bei
Eierstock- und Hodenkrebs. Nachteile des Cisplatins lagen unter anderem in der schlechten
Wasserldslichkeit, die durch die Ausbildung von Kolumnarstrukturen erklart werden kann.
Nebenwirkung sind Oto- und Neurotoxizitit, Ubelkeit, Erbrechen und Nephrotoxizitit, wobei
letztere als Dosis-limitierender Faktor zu nennen ist.

Der Austausch von 2 Chlorgruppen gegen einen Cyclobutan-1,1-dicarboxylat-Liganden fiihrte
zum Carboplatin, einem Komplex mit erhohter Wasserloslichkeit. Durch die rdumliche
Anordnung des Cyclobutanringes tber der Platinebene wird die Ausbildung der
Kolumnarstruktur unterbunden und die Solvatisierung erleichtert. Auch die Reaktionskinetik ist
im Vergleich zum Cisplatin deutlich verringert. Ebenfalls verlangsamt ist die Reaktion mit
Nucleophilen. Dadurch wird der Komplex weniger durch Proteine und schwefelhaltige
Aminosiduren inaktiviert, jedoch erfolgt auch die Bindung an die DNA wesentlich langsamer,
woraus hohere therapeutische Dosen resultieren(24l. Klinisch gesehen ist Carboplatin wesentlich
besser vertraglich als Cisplatin. Bei normaler Dosierung tritt keine Nephrotoxizitit auf, ebenso
geringer vorhanden sind Ototoxizitit, Neurotoxizitit, Ubelkeit und Erbrechen. Nachteilig ist die
oft bestehende Kreuzresistenz von Cisplatin und Carboplatin.

Beim Oxaliplatin wurden 2 Chlorabgangsgruppen gegen Oxalat ausgetauscht. Durch diesen
Liganden wird die Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber Nucleophilen im Vergleich zum
Cisplatin nicht verdandert. Dadurch ist die schnelle Inaktivierung durch Reaktion mit
Nucleophilen erneut gegeben. Mehr Einfluss hat hier die Variation der beiden Neutralliganden.
Diese wurden durch ein 1,2-Diaminocyclohexan ersetzt (Abb.1.4). Vergleicht man die
entstehenden DNA-Platin-Addukte von Cisplatin und Oxaliplatin, so lassen sich kaum
Unterschiede finden. Dennoch zeigt Oxaliplatin ein verdndertes Wirkspektrum. Als Beispiel sei
hier das metastasierende Kolonkarzinom genanntl25l. Dieser Tumor ist oft nicht mit Cisplatin
und Carboplatin behandelbar, da in vielen Fallen eine Primarresistenz gegen die beiden
Zytostatika besteht. Die Therapie mit Oxaliplatin hingegen scheint dem zugrunde liegenden
Resistenzmechanismus nicht zu unterliegen und zeigt bei der Behandlung gute Erfolge. Als
Ursache wird die Umgehung des MMR-Reparatursystems gesehen. Durch die rdumlich grofie

1,2-Diaminocylohexangruppe konnen die DNA-Oxaliplatin-Addukte offensichtlich nur schwer
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bzw. gar nicht iiber den MMR-Weg erkannt und beseitigt werdenl26l. Betrachtet man die
Nebenwirkungen so sind Nephrotoxizitit und Myelosupression wenig bis gar nicht vorhanden.

Dosis-limitierend tritt die sensorische Neuropathie in Erscheinung.

1.4 Zeise-Salz

- Cl \Pt/\\\

Cl Cl

N o~ Type bond -Type bond

Abb. 1.5 Strukturformel des Zeise-Salzes links und die Orbitalel?’ll rechts dargestellt

Im Gegensatz zu den schon etablierten Platinkomplexen konnte das Zeise-Salz (Abb. 1.5) bisher
noch keinen Einzug ins Gebiet der medizinischen Chemie finden. Obwohl es sich dabei um eine
der ersten Organometallverbindungen handelt, ist iiber dessen pharmakologische Eigenschaften
nur sehr wenig bekannt. Der Namensgeber und Entdecker des Salzes, William Christopher Zeise,
berichtete iiber seine Beobachtungen bei der Reaktion von Kaliumtetrachloroplatinat mit
Ethanol erstmals 1825 in einem déinischen Journall28l. 1831 wurde eine deutsche Ubersetzung in
Poggendorfs Annalen der Physiki28l291 veroffentlicht. Zunadchst loste Zeise das
Kaliumtetrachloroplatinat in der sechsfachen Menge Ethanol und reduzierte das Volumen unter
leichtem Erhitzen auf ein Sechstel. Das Ergebnis war eine braune Losung, die ein schwarzes
Pulver enthielt. Beim Verdampfen des restlichen Lésungsmittels blieb ein brauner Riickstand,
der nun neben dem schwarzen Pulver auch gelbe Partikel aufwies. Bei starkem Erhitzen des
Riickstandes beobachte er die Freisetzung von gasformiger HCl und einem weiteren Gas mit
entziindlichen Eigenschaften. Bei Wiederholung der Reaktion unter Zusatz von Kaliumchlorid
gelang es ihm, lange gelbe Nadeln zu isolieren. Wie fiir Chemiker der damaligen Zeit durchaus
iblich, Giberpriifte Zeise neben der elementaren Zusammensetzung auch den Geschmack seiner
Verbindung und beschreibt ihn als metallisch, adstringierend und langlebig. Die Aufklarung der
Zusammensetzung und Struktur des Zeise-Salzes dauerte noch viele Jahre. Zeise selbst
vermutete aufgrund seiner durchgefiithrten Elementaranalyse, ausgehend vom wasserfreien
Salz, folgende Zusammensetzung(28l: 2 PtCl, + 4 H,C + KCl,. Damit entfachte er eine kontroverse

Diskussion mit dem Chemiker Justus Liebig. Der Elementar-Analytik Liebigs nach enthielt die
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Verbindung Sauerstoff. Daraufhin deklarierte er die publizierte Zusammensetzung von Zeise als
falschi30l. Die Abwesenheit des Sauerstoffs konnte erst 1861 nachgewiesen werden. Zusatzlich
gelang es das entweichende entziindliche Gas als Ethen zu identifizieren, indem es in
Bromwasser eingeleitet wurde und zu 1,2-Dibromethan reagiertel28131l. Karl Birnbaum war der
Erste, der das Zeise-Salz direkt aus Platin(II)chlorid und Ethylen herstellte und weitere Olefine,
wie Propen und 1-Penten zur Komplexierung verwendete.  Ausgehend von seinen
Untersuchungen postulierte er ein tetravalentes Platin, welches zu beiden C-Atomen des Ethens
gleichermafden gebunden ist und als weitere Liganden 2 Chloratome besitzt(28132l. Es dauerte
weitere 85 Jahre bis die Bindung von Alkenliganden an Metalle verstanden wurde. In der
Zwischenzeit fiel der Focus mehr und mehr auf andere Metalle und das Zeise-Salz geriet ein
wenig in Vergessenheit. Erst 1951 gelang es die Bindung von m-Liganden an Metallen mit Hilfe
des Dewar-Chatt-Duncanson-Modells[28133] ausreichend zu erkliren (Abb 1.5 links). Die
Aufnahme der ersten Kristallstruktur vom Zeise-Salz gelang 1954.

In folgenden Arbeiten wurden Platin-Komplexe synthetisiert, in denen die Liganden aus
ungesattigten Alkoholen34 und Ammoniumsalzen(35] bestehen. Dabei wird deutlich, dass fiir die
Stabilitat sowohl die Elektronendichte der Liganden als auch sterische Gegebenheiten einen
mafdgeblichen Einfluss haben. So fithren elektronenziehende Substituenten zu einer kleineren
Stabilitatskonstante. Zur weiteren Charakterisierung des Zeise-Salzes folgten Untersuchungen
zur Reaktivitat36l. Dadurch ist heute bekannt, dass vom Ethenliganden ein starker Transeffekt
(101t verglichen mit H20) ausgeiibt wird. Die Ermittlung der Halbwertszeit bei der Hydrolyse
des trans-stindigen Chlorliganden wurde mit 5 x 10-5s in wéssriger Losung bei 25°C
ermittelt37138l. Das Ethen selbst kann in stark basichen Medien leicht nucleophil addiert werden

und reagiert dabei vom n2-Olefin zum o-Alkylliganden[391.

Abb. 1.6  Platin-Olefin-Komplexe mit antiproliferativen Eigenschaften, links ein Oxaliplatin-Analogon; rechts
ein pentakoordinierter Platin-Olefinkomplex



Einleitung | 12

Neuere Forschungsschwerpunkte versuchen, Platin-Olefin-Komplexe mit antiproliferativen
Wirkungen zu synthetisieren. Dabei wird das Zeise-Salz (Abb. 1.5 links) als Ausgangssubstanz
fiir die Synthese von kationischen Komplexen verwendet. Zum einen wurde ein Oxaliplatin-
Prodrugs synthetisiert, das sehr gute wasserlosliche Eigenschaften besitzt und nach Verlust des
Olefins zu identischen Hydrolyseprodukten wie im Falle des Oxaliplatins fiihrt[40l.

Zum anderen wurde ein pentakoordinierter Platin-Olefinkomplexe hergestellt, der als
Carrierliganden ein Phenanthrolinderivat besitzt (Abb. 1.6). Auch diese Verbindung ist als
Prodrug anzusehen, die ihre antiproliferativen Effekte erst nach Abgabe des Olefins entfaltet(41l.

Eine Antitumoraktivitiat des Zeise-Salzes allein ist bisher nicht bekannt.

1.5 Nichtsteroidale Antirheumatika — NSAR

Der Einsatz nichtsteroidaler Antirheumatika in der Medizin ist vor allem aus der
Schmerzbehandlung bekannt. Salicylathaltige Pflanzenteile wurden schon im Altertum zur
Behandlung von Entziindungen und Schmerzen verwendet. Die moderne Geschichte dieser
Substanzklasse beginnt mit der synthetischen Herstellung der Salicylsdure 1859 durch Hermann
Kolbel42l. In den folgenden Jahren wurden weitere Stoffe mit analgetischen Effekten gefunden.

Ergebnis ist eine sehr heterogene Stoftklasse, die sich wie folgt einteilen lasst.

Stoffklasse C0Xx-1 unselektiv COX-2 COX-2
selektiv Priferenz selektiv
Salicylsdure
Salicylsaure- Acetylsalicylsdure | Acetylsalicylsdure APHS
derivate (niedrig dosiert) (hoch dosiert)
Indometacin
Arylessig- und Ibuprofen
propionsduren Diclofenac
Naproxen
Oxicame Piroxicam Meloxicam
Tenoxicam
Anthranilsdure- Mefenaminsiure
derivate Flufenaminsaure
Metamizol
Pyrazolderivate Phenazon
Propyphenazon
Anilinderivate Paracetamol
Carbocyclen und Celecoxib
Heterocyclen mit
vicinaler Aryl- Rofecoxib
Substitution

Tabelle 1.3 Einteilung der NSAR in Stoffklassen mit ihren jeweiligen pharmakologischen Targets/*3]
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Die NSAR vermitteln ihre pharmakologischen Effekte durch die Hemmung der Cyclooxygenase.
Dabei handelt es sich um ein Enzym, das die Umwandlung der Arachidonsdure in Prostaglandine
katalysiert. Diese sind als Schmerz- und Entziindungsmediatoren bekannt. Die Erkenntnis, dass
die Hemmung der COX-1 stark verkniipft ist mit den gastrointestinalen Nebenwirkungen fiihrte
zu der Modellvorstellung der ,guten“ COX-1, verantwortlich fiir physiologische Vorginge, und
der ,bosen” COX-2, verantwortlich fiir pathophysiologische Prozesse. Die daraus resultierende
Suche nach COX-2-Inhibitoren fiihrte zu den Verbindungen Celecoxib, Rofecoxib und Valdecoxib.
Die erhoffte Abwesenheit von Nebenwirkungen konnte damit allerdings nicht erreicht werden.
Das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse wahrend der Therapie fiihrte zur baldigen

Marktricknahme von Rofe- und Valdecoxib.

1.5.1 NSAR in der Tumortherapie

Neuere Untersuchungen befassen sich mit dem Zusammenhang zwischen dem Gebrauch von
NSAR (unselektiv/selektiv) und der Pravention und Therapie von Krebserkrankungenl44. Die
Beobachtung, dass Langzeitnutzer von Acetylsalicylsdure (ASS) und anderen NSAR ein
geringeres Risiko besitzen an einem Kolonkarzinom zu erkranken!45], haben die Untersuchungen
in den letzten Jahren deutlich forciert. Nicht nur das Risiko zu erkranken sondern auch die
Mortalitat kann bei diesem Tumor durch den Einsatz von NSAR um 50% reduziert werdenl#él.
Der genaue Mechanismus bei der Beeinflussung des Tumorgeschehens ist dabei noch nicht
vollstindig geklart. Die korpereigene Synthese von Prostaglandinen und die Kontrolle des
Zellwachstums sind 2 Faktoren, die eng miteinander verbunden sind. Transformierte Zellen
zeigen hohere Prostaglandinspiegel als unverdnderte Zellen und durch die Stimulation mit
Wachstumsfaktoren kann die Prostaglandinsynthese der Zelle gesteigert werdenl44. Eine
zentrale Rolle in der Karzinogenese scheint dabei das PGE; einzunehmen. Es konnte gezeigt
werden, dass es die Gentranskription stimuliert sowie Wachstum und Metastase von Tumoren
fordert(44l. Damit einher geht die Beobachtung, dass in vielen Tumorzellen die Cyclooxygenase
tiberexprimiert wird. Vor allem die COX-2 ist in vielen Fallen stark hochreguliert. Beim
Kolonkarzinom kann dies in 85% der Fille beobachtet werden. Mit der Uberexpression der COX-
2 konnte in den Tumorzellen eine erhéhte Invasion und Angiogenese sowie die Ausschaltung
von Apoptosemechanismen beobachtet werdenl47]. Ebenfalls bekannt ist die Hochregulation der
Aromatase in Gegenwart von erhohten PGE:-Spiegeln. So konnte eine synergistische
Antitumorwirkung von Exemestam, einem Aromatasehemmer, in Kombination mit dem COX-2-

selektiven Celecoxib an Ratten gezeigt werden.
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1.5.2 NSAR-Metallkomplexe

Die Komplexierung von NSAR an Metalle kann zu einer neuen Gruppe von

Multitargetwirkstoffen fiihren. Erste Verbindung im Arbeitskreis Gust war das Co-ASS (Abb.1.7).

Abb. 1.7 Strukturformel des Co-ASS

Die neue Verbindung hat die Eigenschaften der Muttersubstanz Acetylsalicylsdure behalten und
konnte durch die Komplexierung am Metall neue Eigenschaften dazugewinnen. Die Hemmung
der COX konnte gegeniiber der reinen Acetylsalicylsdure noch verstirkt werden. Neu sind
zytotoxische Effekte, die an Brustkrebszelllinien ermittelt wurden. Ein mdoglicher
Erklarungsansatz konnte in der erhohten Caspase-3 Aktivitdt und damit gesteigerten Apoptose
liegen. Dariiber hinaus konnte an Zebrafischen gezeigt werden, dass nach Behandlung mit dem
Co-ASS die Gefafdneubildung in den Fischen deutlich gestort warl8l. Wie schon beim Ferrocifen
vorgestellt, kann auch hier ein dualer Mechanismus diskutiert werden (Kapitel 1.3). Die
Komplexierung bereits etablierter Arzneistoffe an Metalle kann das Wirkspektrum deutlich
erweitern und einzelne pharmakologische Effekte verstirken. Dieses Konzept soll in dieser

Arbeit weiter verfolgt werden.

1.6 Zielstellung

Im Rahmen dieser Dissertation sollen nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) an Zeise-Salze
gekoppelt werden, mit dem Ziel Platinkomplexe zu erhalten, die eine Selektivitit fiir die
Isoformen der Cyclooxygenase (COX-1 oder COX-2) aufweisen. Dabei soll die Selektivitdt durch
den Einsatz spezifisch wirkender NSAR erhalten werden. In Anlehnung an die schon bekannte
Struktur des Co-ASS werden analoge Verbindungen mit Ibuprofen, Naproxen, Diclofenac und
Indometacin mit Platin als metallischem Zentrum synthetisiert, um COX-1-Priferenz zu
erreichen. Durch Variation des organischen Liganden hin zu bekannten COX-2-Hemmern am

Platin soll untersucht werden, ob auch die daraus resultierenden Zeise-analogen Komplexe die
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gewiinschte COX-2-Selektivitat aufweisen konnen. Dazu wird der Einfluss auf die Enzymaktivitat
zum einen an den isolierten Isoenzymen COX-1 und COX-2 ermittelt, zum anderen in
biologischen Untersuchungen der Einfluss auf die PGE;-Bildung in einem zelluldren PGE,-Assay
geprift. Mit Hilfe von LC-MS soll geklart werden, wie die NSAR-Zeise-Salze mit den Enzymen
wechselwirken (Acetylierung von Ser 530 wie bei Acetylsalicylsdure oder Metallierung anderer
essentieller Aminosduren). Des Weiteren soll die Zytotoxizitit der synthetisierten
Platinkomplexe an unterschiedlichen humanen Krebszelllinien untersucht werden. Wie fiir viele
Platinkomplexe beschrieben, wird die Zytotoxizitit liber die Bindung an die DNA als
Hauptstruktur vermutet. Daher sollen auch in dieser Arbeit DNA-Bindungsstudien durchgefiihrt
werden. Ebenfalls wichtig, um Informationen iiber die Reaktivitit der Komplexe zu erhalten,
sind Untersuchungen zur Proteinbindung, Zell- und Zellkernaufnahme sollen helfen, die

erhaltenen Ergebnisse zu interpretieren.
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2 Synthese

2.1 Ubersicht der synthetisierten Verbindungen

Wie einleitend bereits erwahnt, sollen in dieser Arbeit bekannte Inhibitoren von sowohl COX-1
als auch COX-2 strukturell variiert werden. Durch Einfithrung einer olefinischen Seitenkette an
COX-Inhibitoren wird anschliefend die Komplexierung von Platin an die Doppelbindung
ermoglicht. Ausgangspunkt fiir die in dieser Arbeit synthetisierten Komplexe ist, das in Abb. 2.1
dargestellte Prop-ASS-Zeise. Die komplexierte Platinspezies PtCl; ist in allen Verbindungen
identisch. Variationen erfolgten ausschliefilich an den Liganden. Dazu wurden zum einen
monomere NSAR-Liganden synthetisiert, die eine olefinische Seitenkette mit Variation in der
Kettenldange aber jeweils endstidndiger Doppelbindung besitzen. Zum anderen wurden Liganden
synthetisiert, die die Doppelbindung cis-stindig innerhalb der aliphatischen Seitenkette

enthalten. In diesem Fall erfolgte die Verkniipfung beidseitig mit dem gleichen NSAR (NSAR-

Homodimere).

Variation des NSAR: Verkniipfung Olefin-NSAR:

Ibuprofen, Naproxen, Diclofenac, Ester, Amid, Ether

Indometacin, Paracetamol, NSAR-Homodimere:
Celecoxib, (E)-2,3-Diarylacrylsduren Beidseitig an der Doppel-

\7 bindung das gleiche NSAR

Olefinkomponente:

Prop-2-en-1-ol, But-3-en-1-ol,
2-Methylbut-3-en-1-ol,
(Z)-But-2-en-1,4-diol

Abb. 2.1 Variationen der NSAR-Liganden ausgehend von Prop-ASS-Zeise

Eine genaue Ubersicht der synthetiserten Verbindungen geben die Tabellen 2.1 und 2.2.
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2.1.1 Platinkomplexe, deren Liganden eine unselektive COX-Hemmung aufweisen

Zunidchst wurden nichtsteroidale Antirheumatika aus der Klasse der unselektiven NSAR an ihrer
Carbonylsdure mit den in Abb. 2.1 dargestellten Alkoholen (Olefinkomponente) verestert. Beim
Paracetamol, welches keine Saurefunktion aufweist, erfolgte die Derivatisierung mit dem
Alkohol durch Etherbildung. Ebenfalls wurde bei der Salicylsidure, neben der schon
beschriebenen Veresterung, zusitzlich noch die Einfilhrung der olefinischen Seitenkette iiber
die Bildung eines Amids realisiert. Die anschlieRende Komplexierung des Platins zur

gewiinschten Endstruktur ist unter 2.3.3 beschrieben.

unselektive Strukturformel R Kurzbezeichnung

NSAR der Pt-Komplexe

Prop-Salicyl-Zeise

EJ\/ isoBut-Salicyl-Zeise

?’LL/\/\ But-Salicyl-Zeise

o
CfJ\OR
OH
o
Prop-Salicylamid-
OH
OR
(0]
OR
[¢]

Salicylsaure

Zeise

?&L/\/ Prop-Ibu-Zeise
'}1/\/\ But-Ibu-Zeise
Ibuprofen

%‘\_/—3‘ Di-Ibu-Zeise

3}/\/ Prop-Napro-Zeise
\O

'%_\_/_%' Di-Napro-Zeise
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c }L/\/ Prop-Diclo-Zeise
NH
Diclofenac /\/\ But-Diclo-Zeise
C' m o
° Di-Diclo-Zeise
OR
o }‘L/\/ Prop-Indo-Zeise
o
~
Indometacin \
N tLLL/\/\ But-Indo-Zeise
[¢]
_g_\:/_%_ Di-Indo-Zeise
|
OR
(0]

Paracetamol )J\ EL/\/ Prop-Para-Zeise
N

H

C

Tabelle 2.1 Darstellung der synthetisierten Liganden ausgehend von unselektiven COX Inhibitoren
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Platinkomplexe, deren Liganden COX-2-Selektivitdt bzw. -Prdferenz aufweisen

Neben den unselektiven NSAR-Liganden sollen auch Liganden verwendet werden, die eine COX-

2-Praferenz bzw. -Selektivitit aufweisen. Dabei fiel die Wahl zum einen auf das Celecoxib,

welches als bekannter COX-2 Hemmer auch als Arzneimittel erhaltlich ist. Zum anderen wurden

2 Verbindungen nachgekocht, die durch die Arbeitsgruppe Knausl49 als COX-2-Hemmer

publiziert wurden. In analoger Weise zu den unselektiven NSAR sollten die Verbindungen mit 1-

Butenol verestert werden. Dafiir wurde die Methylgruppe des Celecoxib zur Sdure aufoxidiert.

COX-2 Inhibitor Strukturformel R Kurzbezeichnung
der Pt-Komplexe
0
O;S/ COOR

}?‘/\/\

Celecoxib — But-Cele-Zeise
I
N
CFs
(E)-3-(4- V4
Methansulfonyl-
phenyl)-2- O Q '}‘L/\/\ But-Phenacryl-
phenylacrylsdure Zeise
(Phenacrylsaure) —
(E)-2-(3- oo%F
Bromophenyl)-3-(4- \/O
methan- 73 But-Br-Phenacryl-
sulfonylphenyl) o / \ . ‘}‘L/\/\ Zeise
acrylsdure \ / -

(Br-Phenacrylsaure)

COOR

Tabelle 2.2 Darstellung der synthetisierten Liganden ausgehend von COX-2 Inhibitoren
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2.2 Synthesen der Liganden

2.2.1 Synthese des Paracetamolpropenylethers

Zunichst wird eine Natriumethanolatlésung hergestellt, in der das Paracetamol geldst wird.
Danach wird Allylbromid zugegeben. Um die Reaktivitdt zu steigern, erfolgt die Zugabe einer
Spatelspitze Kaliumiodid. Der Ansatz wird 5h unter Riickfluss gekocht. Anschlieféend wird der
Ethanol abdestilliert und der Destillationsriickstand in 5%ige NaOH gegossen. Das Produkt wird
mit Ether ausgeschiittelt.

Bei der beschriebenen Reaktion handelt es sich um eine Williamson-Ethersynthese, die in
diesem Fall wahrscheinlich nach dem Sy1-Mechanismus verlauft. Der 2-stufige Prozess beginnt
mit der Deprotonierung des Paracetamols zum Phenolat durch die starke Base Ethanolat. Das
entstandene Phenolat ist das Reagenz, welches nun nucleophil mit dem Halogenalken nach dem
Sn1-Mechanismus reagieren kann. Dabei verldsst zunachst Bromid als Abgangsgruppe vom
Allybromid das Molekiil und hinterldsst ein mesomeriestabilisiertes Carbeniumion am Allyl-C-

Atom. Dieses kann nun durch das entstandene Phenolat nucleophil angegriffen werden.

2.2.2 Veresterung der sauren NSAR mit den entsprechenden Alkoholen

Das entsprechende NSAR, siehe Tab. 2.1, wurde in absolutem Dichlormethan gelost bzw.
suspendiert. Dann erfolgte die Zugabe des Alkohols, wobei die Saure leicht iiberschiissig
vorliegen sollte. Nach Zusatz einer katalytischen Menge 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und
Zutropfen einer Dicyclohexylcarbodiimid-Losung (DCC) in Dichlormethan wurde der Ansatz
tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der dabei entstehende N,N-Dicyclohexylharnstoff
(DCH), der als weifSer Niederschlag auf dem Dichlormethan schwimmt, wird durch Abfiltrieren
aus dem Ansatz entfernt. Dabei reagiert zunichst die Sdure mit dem DCC. Es entsteht durch
Wasserentzug ein  Sdureanhydrid wund der in Dichlormethan unlésliche N,N-
Dicyclohexylharnstoff. Das entstandene Sdureanhydrid reagiert nun mit dem Katalysator 4-
Dimethylaminopyridin zu einer N-Acylpyridiniumspezies, die leicht vom eingesetzten Alkohol
nucleophil angegriffen werden kann. Gleichzeitig erfolgt dabei die Regeneration von Katalysator
und Siure, die nun wieder fiir die Reaktion mit dem im Uberschuss vorliegenden DCC zur
Verfiigung stehenl50 (Abb. 2.2). Vorteile dieser Methode liegen zum einen in den sehr
schonenden Bedingungen, unter denen die Reaktion stattfinden kann, und zum anderen in den

sehr guten Ausbeuten.
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o / \ ; : O o
)k ’ < )}\ ) ‘\ ’
R OH R (0] R
N=C=N HN—C—NH
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) N,N-Dicyclohexylharnstoff
\ N / \ N /
o o \ \ o
)’k )J\ " ’ ‘ * )k
R o R Z + R o
N N
Dimethylaminopyridin
(DMAP)
o R
o
. . e ~ \ e )L ~
+ N
R o o
| X + HO—R' ———>» ’ X AN + )k
. o ‘

R: NSAR (Tab. 2.1) R: e~ bzw. apN—

Abb. 2.2 Reaktionsschema fiir die Esterbildung mit DCC

2.2.3 Synthese des Allylsalicylsaureamids

Das Allylsalicylsdureamid wurde durch Reaktion von Salicylsdurechlorid und Allylamin erhalten.
Dazu musste zunidchst die Salicylsdure mit Hilfe von Thionylchlorid in das S&durechlorid
tiberfiithrt werden. Auf Grund der hohen Reaktivitit wurde auf eine Aufarbeitung verzichtet und
die Verbindung sofort weiter umgesetzt. Dazu wird das Allylamin in abs. THF vorgelegt und das
Saurechlorid langsam zugetropft. Nach beendeter Zugabe wird dem Ansatz Triethylamin
hinzugefiigt, um die entstehende Salzsdure abzufangen. Das Triethylaminhydrochlorid ist in THF
nicht 16slich und fallt sofort als weifer Niederschlag aus. Nach 3h Rithren bei Raumtemperatur
ist die Reaktion vollstindig beendet. Anschlief;end wurde das Triethylaminhydrochlorid durch
Filtration entfernt und das Losungsmittel abrotiert. Durch sdulenchromatographische

Aufreinigung konnte das gewilinschte Amid analysenrein erhalten werden.
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2.2.4 Synthese der (E)-2,3-Diarylacrylsduren

Die Synthese der (E)-Acrylsduren ist von der Durchfiihrung her eine sehr einfache Ein-Topf-
Synthese, bei der alle Edukte in Acetanhydrid geldst werden, Triethylamin hinzugegeben und
das Ganze 16h gekocht wird. Nach Abkiihlen wird der Ansatz mit Diethylether und Wasser
versetzt und mit NaOH ausgeschiittelt. Die vereinigten Wasserphasen werden mit HCI
angesauert, wobei die gewiinschte Acrylsdure ausfillt. Durch sdulenchromatographische
Aufreinigung erhdlt man das gewilinschte Produkt. Es handelt es sich dabei um die Perkin-
Reaktion, bei der aromatische Aldehyde mit Sdureanhydriden zur Reaktion gebracht und als
Produkte o,B-ungesattigte Carbonsauren erhalten werdenl(511(52],

Zunichst reagiert die eingesetzte Phenylessigsdure mit Acetanhydrid zum gemischten
Sdureanhydrid. Dadurch verstarkt sich die CH-Aciditdt am benzylischen C-Atom, wodurch eine

Deprotonierung an dieser Stelle leicht erméglicht wird (Abb. 2.3.).

OH

R1\ x o o + Base B~ R1\ X 0 0
M )k o | K )k
F o ZN o

Abb. 2.3 erster Reaktionsschritt der Perkin-Reaktion: Synthese des gemischten Sdureanhydrids.

O T T T 0 N Y-
|/ )ko)k |/ Ko)k )LOH

Das so entstehende Carbanion kann nun nucleophil am Carbonyl-C-Atom des Benzaldehyds
angreifen. Durch intramolekulare Wasserabspaltung entsteht ein Acrylsdureanhydrid, welches
bei Zugabe von Wasser gespalten wird und das gewiinschte Acrylsdurederivat frei gibt (Abb.
2.4). Neben der gewiinschten E-Form kann auch die Z-Form enstehen. Die Aufreinigung erfolgt

dann sdulenchromatographisch.
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Ro

+CH;COOH P )}\
O

cncoo |
- CH;COO®
-H,0

Rz

| / )k +HO |
o + _—> 7 OH

| - CHyCOOH ‘

R, Rg

Abb. 2.4 zweiter Reaktionsschritt der Perkin-Reaktion: Synthese des Acrylsdurederivates

Verbindung R; R,
(E)-3-(4-Methansulfonylphenyl)-2-phenylacrylsaure -S(0)2CH3 -H
(E)-2-(3-Bromophenyl)-3-(4-methan-sulfonylphenyl)acrylsdure -S(0)2CH3 - Br

Um zu beweisen, dass nach Aufreinigung nur die gewiinschte E-Form erhalten wurde, ist von
der 3-(4-Methansulfonylphenyl)-2-phenylacrylsdure nach Veresterung mit 1-Butenol eine
Kristallstrukturanalyse durchgefiihrt worden. Wie Abb. 2.5 zeigt, handelt es sich dabei eindeutig

um die E-Form.
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Abb. 2.5 Kristallstruktur von(E)-But-3-enyl 3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylat

Fir die Strukturaufklarung von (E)-But-3-enyl-2-(3-bromophenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)-
phenyl)acrylat wurden NMR-spektroskopische Methoden genutzt. Zunachst war die Zuordnung
der aromatischen Protonen im 1H-NMR-Spektrum notwendig. Wie sich hier im Spektrum schon
als Verunreinigung andeutet, findet in Losung eine Konfigurationsdnderung statt. Bei langeren
Standzeiten und erneuter Aufnahme einen NMR-Spektrums liegt dann sowohl die E- als auch Z-

Form vor.

G A/A

7.90
ppm (1)

Abb. 2.6 aromatische Protonen im H-NMR Spektrum von (E)-But-3-enyl-2-(3-bromophenyl)-3-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)acrylat
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Abb. 2.7 mégliche E- bzw. Z-Konfigurationen von But-3-enyl-2-(3-bromophenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)
phenyl)acrylat

Um die Konfiguration in Bezug auf die Doppelbindung zu kliren, wurden NOE-Spektren
aufgenommen. Durch den Kern-Overhauser-Effekt erfolgt dabei ein Sattigungstransfer auf der
Frequenz des eingestrahlten Protons und fiihrt zur Signalverstirkung im Abstand von 3 A bei
Protonen die einer Wechselwirkung unterliegen. Durch Abziehen des 1H-NMR-Spektrums vom
NOE-Spektrum ergibt sich das NOE-Differenzspektrum, welches nur noch die
Signalverstiarkungen enthalt.

Zur Klarung der Struktur wurden mehrere NOE-Differenzspektren genutzt. Als Erstes wurde auf
die Frequenz des Protons G (siehe Abb. 2.6) bei 7,93ppm eingestrahlt. Zu sehen ist dabei eine
eindeutige Wechselwirkung mit den Protonen B und B‘ und keine Interaktion mit Protonen des
bromierten Benzenrings. Um sicher zu gehen, dass die nicht zu sehende Interaktion aus einem
zu grofem Abstand der Protonen resultiert, wurde dieser berechnet. Abb. 2.9 zeigt dafiir
Strukturen im Energieminimum mit den berechneten A-Abstinden der griin markierten
Protonen. Die Berechnungen zeigen, dass bei der gewilinschten E-Stellung der Abstand der
Protonen zu grofl wire, um sie mittels NOE-Differenzspektrometrie nachzuweisen. Wiirde
allerdings die unerwiinschte Z-Konformation vorliegen, wiren Siganle durch den Kern-
Overhauser-Effekt moglich. So deuten in diesem Fall die fehlenden Signale auf die E-

Konformation hin.
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8.00 7.50
ppm (t1)

Abb. 2.8 NOE-Differenzspektrum von(E)-But-3-enyl-2-(3-bromophenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)acrylat;
Einstrahlung bei 7,93ppm

Abstand: 3,86 A = nicht sichtbar Abstand: 3,86 A = nicht sichtbar

Abstand: 2,44 A Abstand: 2,33 A

Abb. 2.9 gemodellte Strukturen von (E)-But-3-enyl-2-(3-bromophenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)acrylat
mit den berechneten A-Abstinden in Bezug auf die jeweils griin markierten Protonen



Synthese | 27

I I I
8.00 7.50
ppm (t1)

Abb. 2.10 NOE-Differenzspektrum von (E)-But-3-enyl-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylat;
Einstrahlung bei 7,48ppm

Im Umkehrschluss erfolgte nun die Einstrahlung auf Proton C. Die Auswertung der Spektren
deutet auch hier auf eine fehlende Interaktion zu Proton G. Dennoch kénnen die NOE-
Differenzspektren an dieser Stelle nur Hinweise auf die gewiinschte E-Konfiguration geben, aber

nicht den abschlief;enden Beweis erbringen.

2.2.5 Derivatisierung von Celecoxib

Das Celecoxib wurde aus kauflich erworbenen Celebrex-Kapseln extrahiert. Dazu wurden
zundchst die Kapseln gedffnet und das Pulver gesammelt. Da Celecoxib sehr gut in Aceton 16slich
ist, wurde das Pulver mit dem Losungsmittel {ibergossen und ca. 5min geriihrt. Danach ist durch
Filtration der unldsliche Riickstand abgetrennt und durch Entfernen des Losungsmittels das
Celecoxib NMR-rein erhalten worden.

Um das Celecoxib in einen Ester umzuwandeln, wurde zuerst die Methylgruppe am Benzenring
mit Kaliumpermanganat zur Carboxylgruppe oxidiert. Die anschlieflende Veresterung der
entstandenen Sduregruppe mit dem entsprechenden Alkohol (Tab. 2.2) wurde wie unter 2.2.1.

beschrieben durchgefiihrt werden.
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2.3 Vom Metall zu Zeise-analogen Platinkomplexen

2.3.1 Synthese von Tetrachloroplatinat

Pt°— H;PtCls— KPtCls— K:PtCls

Fiir die Herstellung von Tetrachloroplatinat wurde eine Platinmiinze (99,99% Feinplatin)
verwendet. Zunichst wird diese mit Aceton entfettet und anschliefdend in Kénigswasser bei 50-
60°C aufgelost. Der Losungsvorgang dauert mehrere Tage. Dabei wird taglich 2x das
Konigswasser auf der Miinze gewechselt. Das mit Platin gesattigte Konigswasser wird in eine
tarierte Kristallisierschale gegeben und dort bei 80-90°C abgedampft. Ist die Miinze vollstindig
gelost und das Konigswasser verdampft, wird der Riickstand nochmals mit konz. HCI versetzt
und diese erneut abgedampft. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis keine nitrosen Gase
mehr entstehen. Nun wird der trockene Riickstand in Aqua bidest. aufgenommen, wodurch sich
die Hexachloroplatinsiure bildet. Durch Zugabe von Kaliumchlorid erfolgt die Uberfithrung in
das  Salz  Kaliumhexachloroplatinatl33l. ~ Durch = Zugabe von  Ethanol  wurde
Kaliumhexachloroplatinat als gelber Feststoff isoliert. Nach Absaugen des Niederschlages und
anschlieffendem Waschen mit Ethanol und Ether kann nun die Reduktion des
Kaliumhexachloroplatinats zum Kaliumtetrachloroplatinat erfolgen. Dafiir wird Hydrazin als
Reduktionsmittel verwendet. Das Hexachloroplatinat wird zunachst in H,O suspendiert und
Hydrazin dazugegeben. Der ganze Ansatz wird unter Riithren bei 65°C liber mehrere Stunden
erhitzt. Wenn keine Stickstoffentwicklung mehr zu sehen ist und der Ansatz sich rot gefarbt hat,
wird iber Nacht auf Raumtemperatur abgekiihlt. Ist am nachsten Morgen ein gelber
Niederschlag erkennbar, war die Umsetzung mit Hydrazin nicht vollstindig. Dann muss der
Ansatz erneut erwdrmt und Hydrazin langsam in kleinen Portionen zugegeben werden, bis auf
der Oberfliche der Losung elementares Platin entsteht. Es wird kurz auf 90°C erhitzt, um
tiberschiissiges Hydrazin zu entfernen. Anschliefflend wird die abgekiihlte Losung in eine
tarierte Kristallisierschale filtriert. Nun wird mehrere Tage gewartet bis das Wasser abgedampft
ist. Als Resultat erhdlt man rote lange Nadeln, deren Identitit und Reinheit iiber Raman-

Spektroskopie geklart werden kénnen (Abb 2.11).
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Abb. 2.11 Raman-Spektrum von Kaliumtetrachloroplatinat(Il)

Dabei bestimmt die Anzahl der Atome die Schwingungsmadglichkeiten eines Molekiils. Geht man
hier von dem Anion PtCls?- aus, so ergeben sich, unter Beriicksichtigung der 3 Freiheitsgrade
eines jeden Atoms und den Bewegungen, die zur Rotation oder Bewegung durch den Raum
fithren, 9 Schwingungsmoglichkeiten. Diese kann man unterteilen in 5 Normalschwingungen
und 4 entartete Schwingungen.

Bei den Raman-aktiven Schwingungen handelt es sich um eine symmetrische und eine
unsymmetrische Valenzschwingung, die bei 302cm-! und 327cm-! zu sehen sind. Das Signal bei

193cm-! lasst sich einer Deformationsschwingung in der Ebene zuordnen [541(55],

2.3.2 Synthese des Zeise-Salzes

In einer durch ein-stiindiges Durchleiten von Argon hergestellten sauerstofffreien Salzsdure
wird Kaliumtetrachloroplatinat gelost. Sollten gelbe Kristalle von Hexachloroplatinat oder
elementares Platin ausfallen, muss die Losung noch einmal filtriert werden. Als Katalysator
dient Zinn(II)chloridl¢l. Nun wird fiir 2-3h Ethen durch die Losung geleitet. Fiir die
Gaseinleitung wird ein pordser Glassintereinsatz verwendet, um eine mdglichst grofie

Kontaktflaiche zwischen Gas und Losung zu gewahrleisten. Das Zinn(II)chlorid reagiert in HCI-
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saurer Losung zundchst zum SnCls-lon, welches als Ligand am Platin gegen Austausch eines
Chloroliganden koodiniert. Wahrend der Reaktion kann eine langsame Farbdnderung von rot
nach zitronengelb beobachtet werden. Dabei erfolgt der Austausch eines Chlorliganden gegen
Ethen. Nach beendeter Reaktion wird die Losung mit einem Kristall Zeise-Salz angeimpft und fiir
45min ins Tiefkiihlfach gestellt. Die Nadeln werden abgesaugt und iiber Kaliumhydroxid im
Exsikkator getrocknet. Durch weiteres Einengen der Mutterlauge kann die Ausbeute deutlich
erhoht werdenl571,

Das Zeise-Salz dient als Ausgangsverbindung aller in dieser Arbeit synthetisierten

Platinkomplexe.
SnCl. Cl SnCl +CI Cl Cl
\ / 3+ Ethen \ / 3 \Pt /
a \ ‘ \ ) N\
+SnCl;  ClaSn \/ \/ cl
cl SnCl
SN 7N\
+ (SnCly) c 8nCl; 4 Ethen  © SnCl;  +Cl
langsam3 +SnCls \Pt/ ES \Pt/ ES \Pt/
/ \SnCI3 \/ \SnCI3 \/ \SnCI3
2.12 Reaktionsschema fiir die Reaktion von Ethen mit Kaliumtetrachloroplatinat in Anwesenheit von

Zinn(I1l)chlorid in HCl-saurer wdssriger Losung

H{2)

ALY

Abb. 2.13 Geometrie vom Zeise-Anion[>8 I T T T T
14 4.2 40

ppm
Abb. 2.14 1H-NMR vom Zeise-Salz
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Die Bindung des Ethenliganden am Platin besteht aus 2 verschiedenen Teilen. Zum einen
tiberlappt ein besetztes n-Orbital des Ethens mit einem unbesetzten Orbital des Platins. Dieser
Teil wird als o-Donatorbindung bezeichnet und ist allein nicht ausreichend um das Ethen
dauerhaft binden zu kénnen. Daher gibt es als zweiten Teil, die n-Akzeptorbindung, bei der ein
besetztes d-Orbitals vom Platin mit einem unbesetztem st*-Orbital vom Ethen iiberlappt. Um die
so beschriebenen Bindungsverhéltnisse zugewahrleisten, muss das Ethen vertikal zum Platin
angeordnet sein. Der C=C Bindungsabstand vergrofiert sich nach Komplexierung am Platin von

130-135ppm auf 140-147ppm.[59

LUMO HOMO HOMO LUMO
o donation n back-donation

Abb. 2.15 Bindung von Alkenen an Metallen nach dem Dewar-Chatt-Duncanson-Modelll¢0]

Das 1H-NMR-Spektrum des Zeise-Salzes (Abb. 2.14) wird charakterisiert durch ein Singulett bei
4,187ppm. Es resultiert aus dem Ethenliganden, welcher um die Platinbindungsachse rotiert. Die
fiir die Rotation bendtigte Energie wird aus der Auflésung der m-Riickbindung gewonnen, so
dass die Rotation um die noch bestehende o-Bindung erfolgtl6ll. Die Kopplungskonstante Jp.n

betragt im oben abgebildeten tH-NMR-Spektrum 64 Hz (Abb. 2.14).

2.3.3 Ligandenaustausch an der Olefinkomponente

R

{>Pt/c' + /)R — > )\/C' g

Pt
\CI 7 \CI

Cl

Abb. 2.16 Komplexierung des Platins an die in Tab. 1.1 und 1.2 synthetisierten Olefine ausgehend vom Zeise-
Salz
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Bei dem Zeise-Salz handelt es sich um einen quadratisch planaren Platinkomplex, der 3
Chloroliganden und einen Ethenliganden besitzt. Wenn man dem Platin nun eine andere
Olefinkomponente anbietet, so ist das Platin in der Lage den Ethenliganden unter Beibehaltung
seiner Bindungsverhiltnisse auszutauschen. Die fiir den Austausch verwendeten
Olefinkomponenten sind in Tab. 2.1 bzw. 2.2 dargestellt. Der Vorteil des Ethens bei dem
Ligandenaustausch liegt in seinem gasformigen Aggregatzustand, so dass unmittelbar nach
Ligandenaustausch das Ethen der Reaktion entzogen und die Riickreaktion damit vollstindig
unterbunden wird. Durch Erhéhung der Temperatur auf 50°C wird sowohl der
Ligandenaustausch als auch das Entweichen des Ethens aus dem Reaktionsansatz noch
beschleunigt. Die Reaktion wird in absolutem Ethanol unter O:- freien Bedingungen
durchgefiihrt. Der Ansatz muss mindestens 3h bei 50°C rithren. Danach kann durch Einengen
des Volumens auf ca. 3ml und anschliefender Zugabe von Diethylether das gewiinschte Produkt

isoliert werden.

H7  He Ha =
He und H7 Hs und Hs 500
Hy F
}l AN =400
Ha H; und Hy He W, N 300
/ H,0 Aceton d6| = *%
100
W, =
) B - - -
2 22 @ Q =
\ ‘ \ ‘ \ \ ‘ \
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm (t1)

Hs

Hr He PtCl He und H7;
S _H
W He gy, /H/

b) e

Aceton d6
H4 und Hs

6.0
ppm (t1)

Abb. 2.17 a) Protonen der aliphatischen Seitenkette am Beispiel von But-Salicyl-Zeise vor Komplexierung an
Platin

b) Protonen der aliphatishen Seitenkette am Beispiel von But-Salicyl-Zeise nach Komplexierung an
Platin

Ob der Ligandenaustausch erfolgreich war, wird durch NMR-Spektroskopie iiberpriift. Abb.
2.17a zeigt die Protonen der aliphatischen Seitenkette des Liganden But-Salicyl, wahrend Abb.

2.17b die Protonen der aliphatischen Seitenkette nach Komplexierung am Platin darstellt (siehe
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Tab 2.1). Vor der Komplexierung zeigt Hz ein Multiplett bei 5,93ppm. Hi und H; zeigen bei 5,08-
5,23ppm ihre Signale. Dabei kann fiir H; eine Kopplungskonstante von 10Hz gemessen und
folglich der cis-Kopplung mit Hzzugeordnet werden. Die Kopplungskonstante des Signals von H»
betragt 17Hz und bestatigt damit die Literaturwerte der 3]-trans-Kopplunglé2l. Die geminale
Kopplung ist so klein, dass eine weitere Aufspaltung der Signale nicht sichtbar ist. Bei H4s-H7 (Ha
und Hs Multiplett bei 2,57ppm; H¢ und H7 Triplett 4,44ppm) handelt es sich um enantiotope
Protonen, die in der tH-NMR-Spektroskopie nicht unterschieden werden kénnen und daher nur
mit den benachbarten Protonen Kopplungen zeigen. Durch die Komplexierung mit Platin wird
H; zu 5,03ppm ins Hochfeld verschoben. Grund dafiir ist die Schwichung des
Doppelbindungscharakters und die Neuorientierung des Protons aufierhalb des Anisotropie-
Kegels. Nach Komplexierung des Platins verdndert sich die Stellung des Protons und gelangt
dabei in den Bereich hoherer Abschirmung. Resultat ist ein ins Hochfeld verschobenes Signal bei
5,03ppm. Daraus ergibt sich ebenfalls die Hochfeldverschiebung von H; und H; zu 4,26ppm. Eine
leichte Tieffeldverschiebung zu 4,76ppm ist bei H¢ und H7 zu beobachten, die durch die
Komplexierung am Platin mehr entschirmt werden. Uberraschenderweise zeigen Hs und Hs nach
Komplexierung eine Aufspaltung in 2 Signale, wobei eines der Signale vom Losungsmittel leicht
tiberdeckt wird. Gut zu sehen ist in Abb. 2.17b auch noch vorhandenes Zeise-Salz bei 4,19ppm,
welches als Edukt eingesetzt wurde. Durch erneutes Umsetzten mit dem Liganden wurde auch

das restliche Zeise-Salz zur gewiinschten Zielverbindung umgesetzt.
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PtCly
/o _H
S \\(
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Abb. 2.18 Kopplungskonstanten der Platinsatelliten; oben in Aceton und unten in MeOD aufgenommen
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Beim Zeise-Salz ist bekannt, dass das Platin von beiden C-Atomen des Ethens dquidistant
entfernt sitzt. Die ermittelte Kopplungskonstante Jp.u betragt 64Hz, gemessen aus dem NMR-
Spektrum aus Abb. 2.14. Das obere NMR-Spektrum in Abb. 2.18 zeigt einen vergrofierten
Ausschnitt von Hi-Hz aufgenommen in Aceton ds vom But-Salicyl-Zeise-Komplex. Dabei deuten
sich bei H3 Platinsatelliten an, die eine genaue Messung allerdings schwierig gestalten. Ebenso
uneindeutig ist die Interpretation des Signals von Hi und H». Die symmetrische Verteilung der
breiten Signale neben H; und H; kénnten auf eine Kopplung zwischen Platin und Protonen
hindeuten, genauso gut kann aber auch eine Verunreinigung des Komplexes die Ursache der
Signale sein. Dazu wurde erneut ein NMR-Spektrum aufgenommen. Als Losungsmittel wurde
MeOD verwendet um dadurch Signalverschiebungen zu erhalten, die die vorhandenen
Platinsatelliten besser darstellen. Das Ergebnis ist in Abb. 2.18 unten dargestellt. Hier sind die
Platinsatelliten an allen beteiligten Protonen gut zu erkennen. Fiir H; ergibt sich eine Jp. von
71Hz und fiir H, und Hs eine Jpe.y von 75Hz. Da sowohl bei H; als auch bei H, und Hj; die
Kopplungskonstanten nahezu gleich ausfallen, konnte man schlussfolgern, dass das Platin noch
immer mittig zwischen den olefinischen C=C-Atomen sitzt. Im Vergleich zum Zeise-Salz (Jpeu

64Hz), liegen die Kopplungskonstanten beim But-Salicyl-Zeise-Komplex deutlich hoher.
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3 Physikalisch-chemische Untersuchungen

3.1 Reaktionen von und an Olefin-Platin-Komplexen

Das Zeise-Salz wurde von 1827 von William Christopher Zeise durch Refluxieren von
Kaliumtetrachloroplatinat in Ethanol erhalten(63] und gilt als die erste metallorganische
Verbindung. Ausgehend vom diesem Salz wurden weitere Platin-Olefin-Komplexe synthetisiert
und hinsichtlich ihrer Stabilitdt untersucht. Ein Patent von 1965 beschreibt die Herstellung von
symmetrischen und unsymmetrischen Ethern, deren Ausgangsprodukte olefinische Alkohole
sind. Durch Zusatz katalytischer Mengen Kaliumtetrachloroplatinat entsteht in situ ein Olefin-
Platinkomplex, der bei hoheren Temperaturen mit einem Alkohol zum Ether reagieren kannlé4l.
Untersuchungen am Butenylalkohol-Platinkomplex zeigen die Elimination der endstindigen
Alkoholgruppe nach vorausgegangener Protonierung. Resultat ist ein Butadien-Platin-
KomplexI65]. Ebenfalls untersucht wurde die Oxidation von Olefinen zu Carbonylverbindungen
unter Einfluf} von Palladium und Platin. Die Reaktion verlduft dabei tiber die Entstehung von
Olefin-Metallkomplexenlésl. Auch die Reaktivitit vom Zeise-Salz gegeniiber Nucleophilen wurde
bereits eingehend untersucht. So kann das am Platin gebundene Ethen im stark basischen Milieu
unter Verlust der Doppelbindung nucleophile Additionen eingehenl(é’l. Ebenfalls beschrieben
sind nucleophile Angriffe an Zeise-Komplexen, die einen Allylester als Olefinkomponente
besitzenl68l. Der nucleophile Angriff erfolgt am allylischen C-Atom. Es erfolgt die Substitution

durch das Nucleophil und die Freisetzung der Sdurekomponente des Esters.

3.2 Untersuchung der Stabilitat von Zeise-analogen Platinkomplexen

Da zu den synthetisierten Verbindungen, insbesondere auch zur Leitstruktur des Prop-ASS-
Zeise, keine ausreichende Datenlage zur Stabilitit in wéissrigen Medien existiert, wurden
Untersuchungen dazu durchgefiihrt.

Eine wichtige Rolle spielt die Stabilitit vor allem beim Zytotoxizititstest zur zeit-und
konzentrationsabhdngigen Bestimmung des 1Cso-Wertes. Dort sind die Komplexe fiir 6 Tage dem
Zellmedium ausgesetzt. Eine ausreichende Stabilitit iiber diesen Zeitraum ware daher

wiunschenswert.
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Um die Stabilitdt in wassrigen Medien zu untersuchen, wurde tiberwiegend die HPLC genutzt
und fiir weiterfithrende Untersuchungen mit anderen analytischen Methoden, wie zum Beispiel
der hochauflésenden Masse, erganzt. Die genauen Bedingungen sowie verwendeten Gerate sind
im experimentellen Teil zu finden.

Als stationdre Phase diente eine RP-Phase mit C1g-Sdulenmaterial von der Firma Knauer.

Als Fliefimittel wurde ein Acetonitril/0,1% TFA Gemisch verwendet, welches in seiner
Zusammensetzung in Abhingigkeit der zu untersuchenden Substanz variierte.

Durch den Zusatz der Trifluoressigsdure liegt in der wassrigen Phase ein pH von 2 vor und soll
eine nahezu vollstindige Protonierung eventuell vorhandener freier Silanolgruppen an der
stationdren Phase bedingen, um kovalente Bindungen zwischen Platinkomplex und
Sdulenmaterial zu vermeiden. Da die Platinkomplexe teilweise eine recht hohe Lipophilie
aufweisen (Kapitel 3.4, Tabelle 3.6), wurde als organischer Bestandteil der mobilen Phase das
Acetonitril gewahlt, welches eine hohe Elutionskraft an RP-18- Phasen aufweist.

Als erstes wurde die Leitstruktur Prop-ASS-Zeise untersucht. Diese wurde zunachst in Methanol
gelost und mit dem gleichen Volumenanteil H,0 versetzt. Von Acetonitril als Losungsmittel fir
den Analyten wurde abgesehen, um bei langen Standzeiten mogliche Reaktionen mit dem
Platinkomplex zu vermeiden(691l70]l. Alle 15min erfolgte die Injektion in die HPLC. Dabei ist die
Probe iliber den gesamten Zeitraum bei 37°C aufbewahrt worden, um die Inkubation im
Brutschrank beim Zytotoxizititstest hinsichtlich der Temperaturbedingungen zu imitieren. Zu
beobachten war dabei eine Flichenabnahme des Peaks vom Platinkomplex bei 3,56min und
Entstehung bzw. Flachenzunahme eines neuen Peaks bei 6,45min, der als Acetylsalicylsdure
identifiziert werden konnte (Abb. 3.2). Die Gesamtfliche aller Peaks blieb dabei iiber den
beobachteten Zeitraum konstant. Formal scheint also eine Esterspaltung abzulaufen, die

innerhalb kiirzester Zeit zur vollstindigen Spaltung des Komplexes fiihrt (Abb. 3.1).

T
O—_ H
O (0]
A HO
T OH _\_
. — + ==
PtC13 Il)tCl3
(0] (0]

Abb. 3.1 Esterhydrolyse von Prop-ASS-Zeise
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Abb. 3.2 3D-Plot mehrerer HPLC-Chromatogramme der Zersetzung von Prop-ASS-Zeise in Gegenwart von
Wasser; beginnend bei Zeitpunkt 0 vorne bis 90min hinten im Zeitabstand von 15min, rechts die
Darstellung der Gesamtfldche aus der Addition der beiden Peakfldchen

Bei Stabilitatsuntersuchungen des Liganden konnte in einem Zeitraum von 24h unter gleichen
Bedingungen keine Spaltung des Esters festgestellt werden. Daraus ergibt sich die Vermutung,
dass das Platin eine entscheidende Rolle bei der Zersetzung spielt.

Gleichzeitig stellt sich die Frage, ob allein die Anwesenheit des Metalls Einfluss auf die Spaltung

nimmt oder ob das Platin gebunden vorliegen muss.

Um diesen Sachverhalt zu klaren, wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt.

Als erstes wurde zu einer Losung des Liganden Zeise-Salz zugegeben und nach 24h die
Wiederfindung bestimmt. Das Ganze wurde unter identischen Bedingungen wiederholt, nur
statt Zeise-Salz wurde der Ligand mit Kaliumtetrachloroplatinat inkubiert. Als nichstes wurde
4-Hydroxypropylbenzoat, ein Ester mit gesattigter Seitenkette, genommen und ebenfalls mit
Zeise-Salz und Kaliumtetrachloroplatinat inkubiert. Die Bestimmung der Wiederfindung erfolgte
auch hier nach 24h.

Dabei liefd sich feststellen, dass sowohl Kaliumtetrachloroplatinat als auch Zeise-Salz zur

100%igen Spaltung des olefinischen Esters innerhalb der 24h fiihrten. Eine genauere
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Beobachtung der Spaltung in kiirzeren Zeitabstdnden zeigte eine wesentlich schnellere Spaltung
mit dem Zusatz des Zeise-Salzes (ti;2 45,9min) als mit dem Kaliumtetrachloroplatinat (ti,2
118,5min). Wahrend die Spaltung mit dem Zeise-Salz sofort erfolgte, ist beim
Kaliumtetrachloroplatinat ein verzogerter Beginn mit relativ geringen Flachendnderungen des
Liganden in den ersten 40 min zu beobachten. Erst danach scheint die Geschwindigkeit der
Spaltung zuzunehmen.

Daraus konnte sich schlussfolgern lassen, dass der Spaltung eine Komplexierung des Platins an
die Doppelbindung vorausgehen muss. Beim Zeise-Salz kann die Komplexbildung viel schneller
und wahrscheinlich auch quantitativer ablaufen, was die schnellere Spaltung des Liganden
erklaren konnte. Das Kaliumtetrachloroplatinat hingegen braucht viel mehr Zeit, um an die
Doppelbindung zu koordinieren. Dies wiirde den verzogerten Beginn der Zersetzung erklaren.
Fehlt die Doppelbindung, wie im Falle des 4-Hydroxypropylbenzoat, lasst sich keine Spaltung
innerhalb von 24h detektieren.

Aus den bisher durchgefiihrten Ergebnissen scheint die Anwesenheit der Doppelbindung und
die Komplexierung des Platins an das Olefin der entscheidende Faktor der Instabilitat zu sein.
Um die Spaltung weiter aufzukliren wurden strukturelle Verianderungen am Liganden

vorgenommen (Abb. 3.3).

Abb. 3.3 Strukturdnderungen zur Aufkldrung der Stabilitdt von NSAR-Zeise Komplexen

1) Variationen des aromatischen Substituenten
2) Variationen in der funktionellen Gruppe, die der Spaltung unterliegt
3) sterische Abschirmung der Doppelbindung

4) Variationen an der olefinischen Seitenkette

Fiir die Variationen 2 und 4 wurden Salicylsdure-Zeise Verbindungen synthetisiert, die in dieser
Arbeit als Modellsubstanzen fiir die Stabilititsuntersuchungen dienen sollen. Der Vorteil der
Salicylsaure gegeniiber der Acetylsalicylsaure liegt in der besseren Wasserldslichkeit, so dass die
Peakflichen des Platinkomplexes und der durch Spaltung entstandener Saure nicht durch

Uberschreiten der Sittigungsloslichkeit beeinflusst werden.
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3.2.1 Untersuchung des Einflusses verschiedener Substituenten

Kurzbezeichnung Halbwertszeit in min
Prop-ASS-Zeise 20,2+1,4
Prop-Salicyl-Zeise 17,0+2,7
Prop-lbu-Zeise 30,1+1,8
Prop-Napro-Zeise 239+1,5
Prop-Diclo-Zeise 20,3+5,7
Prop-Indo-Zeise 30,2+0,9

Tabelle 3.1 Ubersicht der Halbwertszeiten von verschiedenen aromatischen Substituenten

Als Substituenten mit aromatischen Systemen wurden verschiedene NSAR verwendet, die im
Kapitel 2.1 in Tab. 2.1 dargestellt sind. Die Platinkomplexe wurden erst in Methanol gelést und
dann mit 50% (V/V) Wasser versetzt, um insgesamt eine 1mM Ldsung des Komplexes zu
erhalten. Fiir die Ermittlung der Halbwertszeiten wurde die Flichenabnahme iiber die Zeit
beobachtet. Durch Logarithmieren der Flache erhdlt man einen linearen Kurvenverlauf, der auf
eine Kinetik 1. Ordnung schliefen lasst. Tabelle 3.1 zeigt die ermittelten Halbwertszeiten der
verschiedenen NSAR-Zeise-Komplexe. Bei den Komplexen Prop-Diclo-Zeise und Prop-Indo-Zeise
ist der lineare Zusammenhang nicht ganz gegeben (R2<0,99, Abb. 3.4 am Bsp. von Prop-Indo-
Zeise). Ein Grund dafiir konnten Ausfillungen durch Uberschreiten der Sittigungsloslichkeit
sein. Um das zu untersuchen wurde von Prop-Indo-Zeise erneut eine 1mM Losung hergestellt.
Als Losungsmittel wurde wieder Methanol verwendet aber diesmal statt 50% (V/V) eine

kleinere Menge an H,0 (10mM) zugegeben.
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Abb. 3.4 Einfluss des Wassergehaltes bei der Spaltung von Prop-Indo-Zeise
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Der lineare Zusammenhang der Messwerte konnte erhoht werden und bestitigt damit
Loslichkeitsprobleme bei zu hohem Wassergehalt. Fiir die Berechnung der Halbwertszeit in
Tabelle 3.1 wurde aber die ermittelte Kurve mit 50% (V/V) H20 verwendet, um die Ergebnisse
untereinander besser vergleichen zu konnen. Die Anwesenheit von nur 10mM H;O fiihrt zu
einer Verldngerung der Halbwertszeit von 30,2min auf 58,6min. Tabelle 3.1 zeigt, dass die
aromatischen Substituenten an der aliphatischen Propenyl-Seitenkette, kaum Einfluss auf die
Esterspaltung haben. Die Unterschiede in den ermittelten Halbwertszeiten der verschiedenen
Komplexe sind viel zu klein, um Aussagen iiber entscheidende Strukturmerkmale treffen zu
konnen. In allen Fillen konnte keine ausreichende Stabilitiat erreicht werden, die fiir weitere

pharmakologische Untersuchungen wichtig wiare.

3.2.2 Variationen in der funktionellen Gruppe, die der Spaltung unterliegt

Bisher handelte es sich bei den untersuchten Komplexen immer um Ester, die innerhalb
kiirzester Zeit einer Spaltung unterlagen. Es ist bekannt, dass diese durch geeignete saure oder
basische Bedingungen sehr leicht gespalten werden konnen und stellen daher z.B. beliebte
funktionelle Gruppen in der Schutzgruppenchemie dar. An dieser Stelle sollen andere
funktionelle Gruppen hinsichtlich ihrer Stabilitidt untersucht werden. Zum einen wurde im Falle
des Paracetamols die aliphatisch ungesattigte Seitenkette iiber Etherbildung eingefiihrt und
damit die Carbonylfunktion vollstindig entfernt. Zum anderen erfolgte am Beispiel der
Salicylsaure die Verkniipfung mit der olefinischen Seitenkette tiber ein Amid. Dadurch ist die

Carbonylfunktion weniger aktiviert und schwerer nucleophil anzugreifen.

3.2.2.1 Spaltung von Prop-Para-Zeise

Allylether werden oft als Schutzgruppe fiir Alkohole in der Synthese benutzt. Dabei wird die
Stabilitit im schwach sauren Milieu ausgenutzt und die selektive Spaltung anderer
Schutzgruppen ermoglicht. Die Freisetzung des Alkohols kann meistens durch reduktive
Spaltungl71li72l erfolgen. Ziel der Etherbildung hier ist die Einfithrung einer funktionellen Gruppe
die im Vergleich zum Ester nicht so leicht durch Nucleophile gespalten werden kann. Dafiir
wurde ein gemischter Ether synthetisiert, der auf der einen Seite das Paracetamol und auf der
anderen Seite die schon bekannte Propenylkette aufweist. Durch die Komplexierung des Platins
erhoffte man sich einen stabilen Prop-Para-Zeise-Komplex, der keiner Spaltung durch H,O
unterliegt. Abb. 3.5 zeigt die Spaltung des Prop-Para-Zeise-Komplexes mit einer Halbwertszeit

von 2,6h + 0,3h. Damit zeigt er zwar eine wesentlich langsamere Spaltung im Vergleich zu den
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bisher untersuchten Estern aber leider nicht die erhoffte Stabilitit um weitere
pharmakologische Untersuchungen durchzufiithren. Wie auch schon bei den Esterverbindungen,
scheint die Spaltung einer Kinetik 1. Ordnung zu folgen. Als Spaltungsprodukte wurden das

Paracetamol und Allylalkohol-Zeise-Komplex detektiert. Bleibt die Frage nach dem Grund der

Spaltung.
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Abb. 3.5 Zersetzung von Prop-Para-Zeise

3.2.2.2 Spaltung von Prop-Salicylamid-Zeise

Auch Amide stellen stabilere funktionelle Gruppen im Vergleich zu den Estern dar. Abb. 3.6 zeigt
die Zersetzung von Prop-Salicylamid-Zeise. Die Halbwertszeit betragt 12,1min * 3,9min. Auffallig
ist dabei der Kurvenverlauf, der hier nach Logarithmieren der y-Achse nicht wie erwartet einen
linearen Verlauf annimmt. Das kann auf eine veranderte Reaktionsordnung oder auf einen vollig

anderen Verlauf der Spaltung hindeuten.
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Abb. 3.6 Zersetzung von Prop-Salicylamid-Zeise
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Wiirde die Amidspaltung analog der Esterhydrolyse (Abb. 3.1) an der funktionellen Gruppe
erfolgen, so missten als Spaltprodukte die Salicylsdure und der Allylamin-Zeise-Komplex
entstehen. Im HPLC-Chromatogramm konnte die Flichenabnahme des Platinkomplexes bei
7,55min und die Flachenzunahme eines neu entstandenen Peaks bei 4,13min beobachtet
werden. Allerdings konnte der neu entstandene Peak nicht als Salicylsdure identifiziert werden.
Alternativ wire ein nucleophiler Angriff am a-C-Atom der Seitenkette denkbar. Die daraus
resultierenden Spaltprodukte waren dann Salicylamid und der Propenol-Zeise Komplex. Aber
auch die Retentionszeit von Salicylamid ist nicht identisch mit der des neu entstandenen Peaks.
Der abflachende Kurvenverlauf in Abb. 3.6 kénnte durch die Einstellung eines Gleichgewichtes
erklart werden. Untersuchungen mit der hochauflosenden Masse zeigen neben dem
Platinkomplex nur die Molmasse des Liganden. Daraus lasst sich ableiten, dass hier der Ligand
nicht gespalten wird, sondern die Bindung zum Platin verliert. Der Nachweis mit HPLC ist
problematisch, da sich Ligand und Platinkomplex identisch auf der Sdule verhalten und es nicht
gelungen ist, beide Spezies voneinander zu trennen. Um diesen Sachverhalt genauer zu klaren,
konnten LC-MS -Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dariiber kann zum einen die Identitét
des neu entstehenden Peaks geklart werden und zum anderen wiirde man gut die gleichzeitige

Anwesenheit von Ligand und Platinkomplex erkennen.

3.2.3 Sterische Abschirmung der Doppelbindung

Bisher enthielten alle untersuchten Komplexe eine endstidndige Doppelbindung mit einem
Abstand von 3 C-Atomen zur funktionellen Gruppe (Ester, Amid bzw. Ether). Der Abstand soll
weiter beibehalten werden, aber an beiden Seiten der Doppelbindung eine Verkniipfung mit
einem NSAR iiber eine Esterfunktion stattfinden (Abb. 3.7 Strukturformel). Daraus resultieren
Liganden, die an der Doppelbindung eine Spiegelebene besitzen. Die Einhaltung des 3 C-Atom-
Abstandes zwischen Platinzentrum und Estergruppe wiirde eine beidseitige Spaltung innerhalb
kiirzester Zeit erwarten lassen. Uberraschenderweise zeigt der Di-Salicylsaure-Zeise-Komplex
eine deutlich verlangsamte Spaltung im Vergleich zu Prop-Salicyl-Zeise. Die Halbwertszeit liegt
mit 4,7h * 1h deutlich iber der Halbwertszeit des monomeren Prop-Salicyl-Zeise (17min).
Zunichst scheint eine Seite gespalten zu werden. Folge ist die Flichenabnahme des Di-Salicyl-
Zeise-Komplexes bei 21,54min (Abb. 3.7) die Flachenzunahme der Saure bei 4,53min (NSAR)
und die Flichenzunahme eines neuen Peaks bei 10,32min, dessen Identitiat die alkoholische
Struktur cis-But-OH-Salicyl-Zeise sein konnte (Abb. 3.8). Eine weitere Spaltung des
alkoholischen Platinkomplexes hin zu Sdure und cis-Buten-1,4-diol-Zeise Komplex konnte

innerhalb von 72h nicht beobachtet werden (Abb. 3.9) Betrachtet man die Enzwicklung der
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Gesamtflache aller Peaks, so lasst sich eine leicht Abnahme feststellen. Griinde kénnten in einem

veranderten Responsefaktor der entstehenden Spaltprodukte liegen.
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Abb. 3.7 Zersetzung von Di-Salicyl-Zeise
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Abb. 3.8 3D-Plot mehrerer HPLC-Chromatogramme der Zersetzung von Di-Salicyl-Zeise in Gegenwart von
Wasser; beginnend bei Zeitpunkt 0 vorne bis 22h hinten im Zeitabstand von Z2h; rechts die
Darstellung der Gesamtfldche aus der Addition der beiden Peakfldchen
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Um die Identitat der resultierenden Spaltprodukte abzusichern, wurde als weiteres analytisches

Verfahren die hochauflésende Masse hinzugezogen.
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Abb. 3.10 zeigt das ESI-TOF von Di-Salicyl-Zeise. Bei der Elektrospray-lonisationsmethode

handelt es sich um ein sehr schonendes lonisationsverfahren. Der Vorteil dieser Methode liegt

in der geringen Fragmentierung des Analyten und ermdglicht somit die Ermittlung von

Molekiilmassen. Mit einer Molmasse vom 628,9628 handelt sich dabei um den gewiinschten Di-
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Salicyl-Zeise-Komplex, der hier im negativen Scan als einfach geladenes Anion erfasst wurde. Die
Vergrofierung des Molpeaks zeigt die Isotopenverteilung von Platin. Der ebenfalls sichtbare
Molpeak bei 300,8677 scheint eine Fragmentierung aus dem Di-Salicyl-Zeise-Komplex zu sein. Je
nach Variation der angelegten Spannung kann die Intensitdt dieses Peaks vergrofiert oder
verkleinert werden. Das hier abgebildete Massenspektrum wurde bei einer Spannung von 70kV
aufgenommen, um die Fragmentierung sehr gering zu halten. Der Molpeak des erhaltenen
Fragments zeigt ebenfalls die Isotopenverteilung von Platin und kann dem Molekiil PtCls-
zugeordnet werden. In die Losung des Di-Salicyl-Zeise-Komplexes erfolgte nun die Zugabe von
H20. Um eine ausreichende Menge an Spaltproduken zu erhalten, wurde der Ansatz 2h bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Das daraus entstehende Massenspektrum ist in Abb. 3.11

dargestellt.
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Abb. 3.11 (-)-ESI-TOF von Di-Salicyl-Zeise 2h nach H20-Zugabe

Dabei fallt zuerst auf, das der Molpeak von Di-Salicyl-Zeise deutlich abgenommen hat.
Unverandert bleibt das Fragmentierungsprodukt PtClz-. Neu hinzugekommen sind die Molpeaks
137,0225 und 505,9416. Die Molmasse 137,0225 zeigt keinerlei Isotopenverteilung und
entspricht der Molmasse von Salicylsdure. Die Masse 505,9416 zeigt die schon gewohnte

Platinisotopenverteilung und kann dem cis-But-OH-Salicyl-Zeise-Komplex zugeordnet werden.
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Obwohl wie unter 3.2.1 beschrieben kein Einfluss des aromatischen Substituenten festgestellt
werden konnte, wurde dennoch eine kleine Auswahl von NSAR-Dimeren hinsichtlich ihrer
Stabilitat untersucht. Dabei konnte der geringe Einflufl des verwendeten NSAR auf die Stabilitét
des Platinkomplexes bestatigt werden (Tabelle 3.2). Erfreulicherweise zeigen alle untersuchten
NSAR-Dimer-Zeise-Komplexe eine deutlich erhohte Stabilitit und koénnen in weiteren

pharmakologische Testungen untersucht werden.

Kurzbezeichnung Halbwertszeit in h
Di-ASS-Zeise 7,3:0,6
Di-Salicyl-Zeise 47+1,0
Di-Napro-Zeise 4,7+0,5
Di-Indo-Zeise 57+04

Tabelle 3.2 Ubersicht der Halbwertszeiten von NSAR-Dimeren Pt-Komplexen

3.2.4 Strukturelle Veranderungen an der olefinischen Seitenkette
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Abb. 3.12 strukturelle Verdnderungen an der Seitenkette und die dazugehérige Zersetzung; links Variation
am a-C-Atom der Seitenkette; rechts Kettenverldngerung um eine CH»-Einheit
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Um eine hohere Stabilitat der Platinkomplexe zu erreichen, sollte durch einen Substituenten in
unmittelbarer Nihe der Estergruppierung die Elektronendichte am Carbonyl-C-Atom erhéhen
werden. Neben dem +I-Effekt kann auch eine sterische Hinderung des nucleophilen Angriffs
diskutiert werden. Resultat der Einfiihrung der Methylgruppe am a-C-Atom beim isoBut-Salicyl-
Zeise ist eine Erhohung der Halbwertszeit von 20,2min * 1,2min auf 40,3min * 3,7min. Die
Einfiihrung einer weiteren Methylgruppe konnte die Stabilitat vielleicht weiter verbessern. Dazu
ist der entsprechende Ligand synthetisiert worden. Jedoch war es nicht moglich, an diese
Verbindung das Platin zu komplexieren. Offenbar ist durch Einfiihrung einer weiteren
Methylgruppe am a-C-Atom der Zugang zur Doppelbindung sterisch erschwert und bietet zu
wenig Platz fiir die rdumlich sehr anspruchsvolle PtCl3-Gruppe. Daher muss diese Frage an der
Stelle leider unbeantwortet bleiben.

Die stabilste Verbindung stellt der But-Salicyl-Zeise-Komplex dar. Nach einer Inkubationszeit
von 144h bei 37°C waren noch 78% ungespalten. Damit scheint der Abstand des Platinzentrums
zur funktionellen Gruppe die wichtigste Rolle zu spielen. Tabelle 3.3 zeigt die Wiederfindung der

untersuchten But-NSAR-Zeise-Komplexe nach 6 Tagen.

Pt-Komplex ungespaltener Anteil in %
nach 144h
But-Salicyl-Zeise 80 +4
But-lbu-Zeise 634
But-Napro-Zeise 83,4+3
But-Diclo-Zeise 85,5+5
But-Indo-Zeise 88,5+1
But-Cele-Zeise 79 +10
But-Phenacryl-Zeise 845+1
But-Br-Phenacryl-Zeise 87,5+7

Tabelle 3.3 Wiederfindung von But-NSAR-Zeise Komplexen nach 144h

3.2.5 Zusammenfasssung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass alle Verbindungen mit einer Propenylseitenkette
einer Spaltung durch Wasser unterliegen. Dabei konnte auch durch die Variation der
funktionellen Gruppe keine ausreichende Stabilitit erreicht werden. Die Verldngerung der
Seitenkette um lediglich eine CH»-Gruppe fiihrt zu stabileren Komplexen, die eine weitere
pharmokologische Untersuchung erlauben.

Aus den hier erhaltenen Ergebnissen (zu hohe Reaktionsgeschwindigkeiten und Spaltung eines

Ethers) lasst sich vermuten, dass die Hydrolyse der Platinkomplexe nicht wie in Abb. 3.1



Physikalisch-chemische Untersuchungen | 48

dargestellt ablauft. Wahrscheinlicher ist ein Angriff des Nucleophils am Allyl-C-Atom der
Seitenkette. Durch den Elektronenzug von der funktionellen Gruppe auf der einen Seite und dem
Platinzentrum auf der anderen Seite wird dort ein Elektronenmangel erzeugt. Der
Elektronenunterschufi koénnte durch eine intramolekulare Reaktion vom Platin mit dem
Sauerstoff unter Bildung eines Chelatrings weiter verstiarkt werden (Abb. 3.13). Durch den
Angriff des Nucleophils H0 erfolgt die Spaltung der funktionellen Gruppe zu Saure und Alkohol
im Falle eines Esters und zu zwei Alkoholen im Falle eines Ethers.

Bei in der Literatur beschriebenen Additionsreaktionen am Olefin ist eine Wanderung des
Platinzentrums entlang der C=C-Bindung zu beobachten. Dabei kann je nach Beschaffenheit des
olefinischen Liganden die Reaktion ein Markovnikov- oder anti-Markovnikov-Produkt liefernl73l.
Die Umwandlung des n2-Olefins zum n!-Olefin am Platin konnte ebenfalls diskutiert werden. Bei

Orientierung zum terminalen C-Atom, wiirde ein 5-gliedriger Chelatligand am Platin entstehen.
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Abb. 3.13 nucleophilen Angriff am a-C-Atom der Seitenkette von Prop-NSAR-Zeise-Komplexen

Weitere Hinweise auf die Anwesenheit eines in Losung gebildeten Chelatrings gibt die
Untersuchung der dimeren NSAR-Zeise-Komplexe (Kapitel 3.2.3; Abb. 3.9). Das Ausbleiben der
weiteren Spaltung von cis-But-OH-Salicyl-Zeise-Komplex konnte mit dem in Abb. 3.13
dargestelltem Mechanismus erklart werden. Zunichst erfolgt die Chelatbildung zum
Sauerstoffatom der Estergruppierung auf der einen Seite. Dadurch ist das a-C-Atom der
Seitenkette auf dieser Seite aktiviert und es erfolgt die Spaltung durch nucleophilen Angriff von
H20. Nach der Spaltung bleibt der Chelatring bestehen. Auf der anderen Seite bleibt der starke
Elektronenzug durch fehlende Ringbildung aus und unterliegt keiner Spaltung. Durch die
gezielte Einfithrung einer alkoholischen Seitenkette, die in der Lage ist einen 5-gliedrigen
Chelatring auszubilden, wiirde sich die Moglichkeit ergeben, stabile Zeise-Komplexe zu
synthetisieren.

Die Verlangerung der Seitenkette um eine CH»-Einheit fiihrt wahrscheinlich zur erschwerten

Chelatbildung. Resultat ist ein stark reduzierter Elektronenzug auf das oa-C-Atom der
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Seitenkette. Der Angriff des Nucleophils kann nicht mehr erfolgen und ausreichend stabile

Platinkomplexe werden erhalten.

3.3 Bestimmung der Sattigungsloslichkeit

Die Sattigungsloslichkeit cs ist definiert als die maximale Masse eines Stoffes, die bei
einer bestimmten Temperatur von einem bestimmten Loésungsmittel aufgenommen
werden kannl74l. Oberhalb der Sattigungsloslichkeit bildet der Feststoff einen Bodensatz,
der mit dem gelosten Stoff im Gleichgewicht steht. Bei der hier durchgefiihrten
Bestimmung wurde eine Temperatur von 37°C gewahlt, da die Inkubation der
Substanzen bei Ermittlung von Protein- und DNA-Bindung, Zell- und Zellkernaufnahme
sowie Zytotoxizitat bei dieser Temperatur erfolgte. Als Losungsmittel wurde PBS
verwendet. Der Gehalt an geloster Substanz wurde mittels AAS quantifiziert. Die
Kalibrierung erfolgte mit der jeweiligen Substanz. Tabelle 3.4 zeigt die aus den

Messungen berechneten Sattigungsldslichkeiten.

Pt-Komplex Sattigungsloslichkeit Konzentration
g/l mM
But-ASS-Zeise >126,50 >220,08
But-Salicyl-Zeise 9042,00 16970,72
Di-Salicyl-Zeise 0,42 0,63
But-Napro-Zeise 8,60 13,76
Di-Napro-Zeise 0,70 0,83
But-lbu-Zeise 49,10 81,71
Di-lbu-Zeise 0,15 0,18
But-Indo-Zeise 9,58 12,73
Di-Indo-Zeise 0,03 0,03
But-Diclo-Zeise 131,40 190,21
Di-Diclo-Zeise 0,58 0,59
But-Phenacryl-Zeise 1,44 2,07
But-Br-Phenacryl-Zeise 0,13 0,17
But-Cele-Zeise 1,40 1,74

Tabelle 3.4 Séttigungsléslichkeiten in PBS fiir Zeise-analoge Platinkomplexe



Physikalisch-chemische Untersuchungen | 50

Damit die Platinkomplexe eine pharmakologische Wirkung auslésen konnen, ist es wichtig, dass
sie in geloster Form an ihren Wirkort gelangen.

Die ermittelten Werte zeigen deutlich eine Verschlechterung der Loslichkeit vom jeweiligen
monomeren Platinkomplex zum entsprechenden dimeren Komplex. Dennoch ist die Loslichkeit
ausreichend fiir weitere Untersuchungen. Die im Zytotoxizitdtstest hochste verwendete
Konzentration betragt 50uM und kann fiir alle Komplexe in Tabelle 3.4 realisiert werden. Eine
Veranderung der Loslichkeit durch Reaktion mit Zellbestandteilen kann an dieser Stelle nicht

ausgeschlossen werden.

3.4 Lipophiliebestimmungen

Die Lipophilie ist ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung von pharmakologischen
Eigenschaften einer Verbindung. Sie spielt eine grofde Rolle bei der Permeation von lipophilen
Zellmembranen und der anschlieffenden Verteilung im  hydrophilen Zytosol. Um neu
entwickelte Arzneistoffe hinsichtlich ihrer Bioverfiigbarkeit abschitzen zu kénnen, wurden
verschiedene Modelle entwickelt. Zum einen gibt es das Biopharmaceutics Classification System
(BCS), welches Loslichkeit und Permeation als Parameter nutzt und eine Einteilung in 4 Klassen
schafft (Abb. 3.14). Dabei stellt Klasse I die erwiinschten Idealbedingungen dar. In Klasse II muss
versucht werden, die Ldslichkeit mit chemischen Verdnderungen oder technologischen
Methoden zu erhéhen. Verbindungen, die der Klasse IV zugeordnet werden, sind nur sehr

schwer verwendbar.
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Abb. 3.14 Einteilung der Substanzen in die 4 Kategorien nach BCS[7°]
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Zum anderen gibt es die sogenannte Rule of five, die vom Chemiker Lipinski aufgestellt
wurdel76l. Darin wird postuliert, dass fiir eine gute orale Bioverfiigbarkeit ein LogP von maximal
5, eine Molmasse kleiner 500g/mol, nicht mehr als 5 Donatoren und nicht mehr als 10
Akzeptoren fiir Wasserstoffbriickenbindungen von Vorteil sind.

Fiir die Untersuchung der Bioverfiigbarkeit ist zu diesem Zeitpunkt zu wenig tber die
synthetisierten Komplexe bekannt. Daher soll an dieser Stelle lediglich die Lipophilie der
Komplexe durch Bestimmung des LogP-Wertes abgeschitzt werden. Beim LogP-Wert handelt es
sich um den logarithmierten Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten. Er kann durch
Ausschiitteln der zu untersuchenden Substanz zwischen den beiden Phasen und anschliefRender
Konzentrationsbestimmung ermittelt werden.

Die hier durchgefiihrte Bestimmung erfolgte mit der HPLC. Dabei wurde nicht direkt die
Verteilung zwischen Octanol/Wasser, sondern zwischen stationdrer und mobiler Phase
bestimmt, deren messbare Grofie die Retentionszeit ist. Dafiir wurden zunidchst ausgewadhlte
Substanzen, deren LogP-Werte aus der Literaturl’7l bekannt sind, vermessen und daraus eine
Kalibriergerade erstellt (Tabelle 3.5). Als hydrophilster Standard wurde Acetophenon mit einem

LogP von 1,58 verwendet. Lipophilster Standard war Octylbenzen mit einem LogP von 6,30.

Standard- logP trin 1,2
substanzen min y =0,2555x-0,6161
Acetophenon 1,58 4,60 1 R?=0,99637
Anisol 2,11 5,10 0.8
0,6
Toluol 2,77 31,78 v
% 0,4
Naphtalen 3,17 7,84 —
0,2
Biphenyl 3,63 6,12
0
Hexylbenzen 5,24 6,95 0 38
-0,2
Octylb 6,30 17,40
ctylbenzen 04 logP

Tabelle 3.5 Ubersicht verwendeter Standard-
substanzen zur LopP-Bestimmung Abb. 3.15 Kalibrierung LogP-Bestimmung

Wie zu erwarten war, weisen die dimeren Platinkomplexe eine grofiere Lipohilie im Vergleich zu
ihren monomeren Komplexen auf (Tabelle 3.6). Der dimere Indometacin-Platinkomplex und der
dimere Diclofenac-Platinkomplex stellen die lipophilsten Komplexe dar und wiirden der

Forderung von Lipinsky mit einem LogP < 5 nicht nachkommen.
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NSAR-Monomere logP(+sdv) NSAR-Dimere logP(+sdv)
But-Salicyl-Zeise 2,95(+0,022) Di-Salicyl-Zeise 3,79(30,009)
But-Ibu-Zeise 4,46(:0,043) Di-Ibu-Zeise 4,49(+0,004)
But-Napro-Zeise 3,39(x0,009) Di-Napro-Zeise 4,69(x0,008)
But-Indo-Zeise 3,91(*0,034) Di-Indo-Zeise 5,50(*0,006)
But-Diclo-Zeise 3,96(*0,045) Di-Diclo-Zeise 5,98(*0,025)
But-Phenacryl-Zeise 2,12(+0,029)
But-Cele-Zeise 2,56(+0,026)
But-Br-Phenacryl-Zeise 2,17 (=0,082)

Tabelle 3.6 ermittelte LogP-Werte von NSAR-Zeise-Komplexen

Allerdings miissen die hier ermittelten LogP-Werte kritisch betrachtet werden. Bei den
verwendeten Standardsubstanzen handelt es sich ausnahmslos um neutral geladene Stoffe,
deren Trennverhalten nur durch Verteilung zwischen stationirer und mobiler Phase erfolgt. Die
hier untersuchten Platinkomplexe sind einfach negativ geladene Anionen, bei denen neben
Verteilung auch elektrostatische Wechselwirkungen oder lonenpaarbildung Einfluss auf die
Retentionszeit nehmen konnen. Austauschprozesse der Chloroliganden gegen Aqualiganden
wahrend des HPLC-Laufes konnen eine Ladungsinderung bedingen, die je nach Anzahl der
ausgetauschten Liganden iiber neutrale bis hin zu zweifach positiv geladene Spezies verlauft.
Welcher Ladungszustand bei der Trennung auf der Saule vorliegt, kann nicht genau bestimmt
werden. Um zu sehen, ob das Trennverhalten der Platinkomplexe &hnlich dem der
Standardsubstanzen ist, wurden die monomeren Platinkomplexe bei einer anderen
Flieffmittelzusammensetzung erneut vermessen.

Dabei zeigt sich der Trend, dass mit zunehmender Elutionskraft des FlieRmittels der ermittelte
LogP abnimmt (Tabelle 3.7). Ursache koénnte, wie schon oben erwidhnt, der vorhandene

Ladungszustand der Platinkomplexe sein.
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NSAR-Monomere Acetonitril/TFA 0,1%
60/40 70/30 80/20

But-Salicyl-Zeise 3,07 3,32 3,25
But-Diclo-Zeise 4,38 4,24 4,03
But-Napro-Zeise 3,92 3,58 3,36
But-Ibu-Zeise 4,77 4,43 4,18
But-Indo-Zeise 4,35 3,98 3,62
But-Phenacryl-Zeise 3,03 2,54 2,09
But-Cele-Zeise 3,25 2,74 2,16
But-Br-Phenacryl-Zeise 3,34 2,95 2,52

Tabelle 3.7 Einfluss der FliefSmittelzusammensetzung auf den LogP-Wert

Um weitere Hinweise auf den Ladungszustand der gemessenen Platinkomplexe zu erhalten,
wurde der 0,1%igen TFA 100mM NaCl zugesetzt. Ziel ist es, wahrend des HPLC-Laufes den
Ionendruck von Chlorid auf die Platinkomplexe zu erhdhen und damit den
Trichloroplatinkomplex zu detektieren. Zu erwarten wire dabei eine deutlich verdnderte

Verweildauer auf der Sdule und daraus resultierende unterschiedliche Retentionszeiten.

NSAR-Monomere Acetonitril/TFA 0,1%
60/40 70/30 80/20

But-Salicyl-Zeise 2,36 1,32 0,48
But-Diclo-Zeise 4,45 2,58 1,82
But-Napro-Zeise 3,54 1,99 1,13
But-Ibu-Zeise 4,67 2,73 2,16
But-Indo-Zeise 4,29 2,40 1,63
But-Phenacryl-Zeise 2,22 1,13 0,32
But-Cele-Zeise 2,90 1,35 0,40
But-Br-Phenacryl-Zeise 2,88 1,43 0,42

Tabelle 3.8 Einfluss von 100mM NaCl in der wdssrigen Phase des FliefSmittels bei unterschiedlichen
FliefSmittelzusammensetzungen

Die ermittelten LogP-Werte der Trichlorokomplexe liegen unterhalb des Standards
Acetophenon. Um auch hydrophilere Komplexe zu erfassen, wurde Benzamid mit einem LogP
von 0,64 als Standard hinzugefiigt. Bei verdnderter Fliefimittelzusammensetzung variiert der
LogP-Wert der Platinkomplexe durch den Zusatz des Natriumchlorids viel stirker, als ohne

Zusatz.
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Abb. 3.16 Einfluss von NaCl auf die Retentionszeiten von But-Napro-Zeise (links) und But-Indo-Zeise (rechts)

Abb. 3.16 zeigt den Overlay von 2 HPLC-Laufen einmal mit Zusatz von NaCl und einmal ohne
Zusatz von NaCl bei einer Fliefimittelzusammensetzung von 70/30 Acetonitril/0,1%TFA. Dabei
handelt es sich exemplarisch einmal um den But-Napro-Zeise-Komplex (links dargestellt) und
rechts um den But-Indo-Zeise-Komplex. In beiden Fallen zeigt sich eine deutlich verkiirzte
Retentionszeit.

Da die variierenden LogP-Werte sowohl mit als auch ohne NaCl auf geladene Spezies hindeuten,
wirden bei dem Lauf mit NaCl die einfach negativ geladenen Trichloro- Platinkomplexe
vermutet werden. Weitere Vermutungen lassen dann auf die Anwesenheit von positiv geladenen
Patinkomplexen bei dem Lauf ohne NaCl schliefRen. Die hoheren Retentionszeiten bei NaCl-
freier mobiler Phase kann man durch Bildung von lonenpaaren mit Trifluoracetat-lonen
erklaren. Durch das nach aufien neutral geladene lonenpaar dhnelt das Trennverhalten des
Platinkomplexes eher dem der Standardsubstanzen und zeigt dadurch auch bei Variation der
FliefSmittelzusammensetzung geringere Unterschiede bei den ermittelten LogP-Werten.

Eine weitere Moglichkeit die kleineren Retentionszeiten unter Zusatz von NaCl zu erklaren,
wiren Aussalzeffekte durch Verdnderung der lonenstirke der mobilen Phasel?8l. Um dies
auszuschliefRen kénnte der NaCl-Zusatz durch ein beliebiges anderes Salz ersetzt werden. Treten
dann ebenfalls Verdnderungen in der Retentionszeit auf, so ware die Ursache nicht der
diskutierte Ligandenaustausch.

Abschliefiend lasst sich sagen, dass die Bestimmung des LogP-Wertes nach dieser Methode
keine absoluten Werte liefert. Sie ist aber durchaus geeignet, die hier gemessenen Komplexe

untereinander zu vergleichen.
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4 Hemmung der Cyclooxygenasen

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse dargestellt und diskutiert werden, die bei der Testung
der Platinkomplexe sowohl an isolierten Cyclooxygenasen als auch im Ganzzellassay erhalten

wurden.

4.1 Prostaglandin-H-Synthase

Bei der Cyclooxygenase handelt es sich um ein Enzym, dessen Aufgabe die Synthese der
Prostaglandine aus der Arachidonsdure ist. Um diese Funktion ausiiben zu konnen, bildet das
Enzym Dimere und besitzt 2 aktive Zentren. Davon ist ein Zentrum fiir die Cyclooxygenase-
Reaktion verantwortlich, das andere tibernimmt die Aufgabe der Peroxidase-Reaktion. Beide
Zentren befinden sich in dem gleichen dimeren Proteinmolekiil, sind aber dort raumlich
voneinander getrenntl79l. Abb. 4.1 zeigt die Proteinstruktur einer monomeren Einheit der COX-1
mit farblicher Darstellung der einzelnen Domdinen. Sie ldsst sich in drei grofe Doménen
einteilen. Am N-terminalen Ende des Enzymes befindet sich eine Bindungsstelle fir
Wachstumsfaktoren, gefolgt von der Membrandomane und den beiden aktiven Zentren mit COX-

und Peroxidase-Aktivitit am C-terminalen Endel80l,

. Peroxidase Site

(o
A
£

= EGF domain

N 00

Membrane Binding Domain

Abb. 4.1 Proteinstruktur vom COX-1-Monomer (ovine)!81]
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Der Zugang zur Bindungstasche des Enzyms erfolgt von der Membranseite aus und ist in Abb.

4.2 schematisch dargestellt.
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Abb. 4.2 schematische Darstellung der COX82]

Arachidonsdure ist in veresterter Form ein wichtiger Lipidbestandteil von Zellmembranen und
wird durch die Phospholipase A; aus der Membran freigesetzt. Das so entstandene Substrat der
COX kann direkt von der Membranseite durch den lipohilen Eingangskanal zum aktiven Zentrum
gelangen und dort weiter in die verschiedenen Prostaglandine umgewandelt werden.

Wichtig fiir den Beginn der Reaktion ist eine neben der Bindungsstelle fiir Arachidonsiure
lokalisierte Hamgruppe. Das Eisen(Ill) dieser Hamgruppe wird zunidchst durch endogene
Peroxide zu einem Radikalkation (Ferryl-oxo-(FelV)-protoporphyrin Radikal) oxidiert. Nun
kann ein Elektronentransfer iiber das Porphyrin- Ringsystem zum Tyrosin-385 im katalytischen
Zentrum des Enzyms stattfinden. Das Tyrosin-Radikal initiiert die Cyclooxygenase-Reaktion,
indem es ein Wasserstoff vom Ci3 der Arachidonsdure abstrahiert. Durch die nun anschliefsende
Addition von 2 Molekiilen Sauerstoff an die Arachidonsdure erfolgt die Freisetzung des
cyclischen Endoperoxids Prostaglandin Gz. Durch abschliefRende Peroxidasereaktion erfolgt die
Reduktion zum Prostaglandin H;, welches durch Isomerasen in die verschiedenen

Prostaglandine und Thromboxan A; umgewandelt werden kannl83l.
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Abb. 4.4 Umsetzung von Arachidonsdure zu Prostaglandinen(84

4.2 lIsoenzyme der Cyclooxygenase

Isoenzyme sind Enzyme unterschiedlicher Aminosduresequenz, die die selbe Reaktion
katalysieren. Sie setzen die gleichen Substrate um, jedoch mit unterschiedlicher Aktivitat.
Ebenfalls unterschiedlich ist ihr Verhalten gegeniiber Aktivatoren, Inhibitoren und
Substratanalogal8sl. Das Wissen iiber die Existenz verschiedener Isoenzyme bei der COX liegt
noch nicht allzu lang zuriick. Erst durch die Arbeitsgruppe Needleeham wurde 1990 eine der
Isoformen entdeckt(8l, worauf die Einteilung in COX-1 und COX-2 erfolgte. Die
Ubereinstimmung von 61% in ihrer Aminosduresequenz zeigt die Ahnlichkeit beider Enzyme.
Wahrend die COX-1 eine Sequenz von 576 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 71kDa
aufweist, besteht die COX-2 aus 604 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von
74kDal87l. Wesentliche strukturelle Unterschiede besitzen die beiden Enzyme in der
Aminosduresequenz der Bindungstaschen. In der COX-1 wird der Eingangskanal durch die
Aminosduren Isoleucin(523), Histidin(513) und Isoleucin(434) begrenzt. In der COX-2 handelt
es sich an gleicher Stelle um Valin(523), Arginin(513) und Valin(434). Da das Isoleucin(523) der
COX-1 um eine Methylgruppe grofier ist als das Valin(523) der COX-2, ergibt sich ein etwas
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groflerer Eingangskanal der COX-2 (Abb. 4.5). Durch die Synthese von raumlich anspruchsvollen

COX-Inhibitoren kann daruber eine COX-2-Selektivitat vermittelt werden!88],
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Abb. 4.5 Schematische Darstellung der hydrophoben Bindungskandle von COX-1 (links) mit dem Inhibitor
Acetylsalicylsdure und COX-2 (rechts) mit dem Inhibitor Celecoxibl&]

Neben strukturellen Variationen spielen auch Unterschiede in Vorkommen und Expression der
Enzyme eine wichtige Rolle. So spricht man bei der COX-1 von einem konstitutiv exprimierten
Enzym, welches in fast allen Geweben des menschlichen Koérpers vorkommt und dort an
physiologischen Reaktionen beteiligt ist. Die Bildung des Enzyms erfolgt im endoplasmatischen
Reticulum. Die COX-2 dagegen ist ein induzierbares Enzym, dessen Expression durch
Entziindungsprozesse im Korper hochreguliert wird und das vor allem fiir die Synthese von
Prostaglandinen bei pathophysiologischen Vorgingen verantwortlich gemacht wird. Neben der
Lokalisation im endoplasmatischen Reticulum kann die COX-2 auch in der Kernmembran
gebildet werden/90.

Neben den schon genannten Cyclooxygenasen 1 und 2 existiert ein weiteres Isoenzym, welches
als COX-3 bezeichnet wird. Im Jahr 2002 gelang der Arbeitsgruppe um Simmons die Isolation
der COX-3 aus dem cerebralen Cortex eines Hundes[91l. Heute weifd man, dass die COX-3 auf dem
gleichen Gen wie der COX-1 kodiert ist. Durch posttranskriptionale Verdnderungen entsteht
dann die Splicevariante der COX-3. Die Expression des Isoenzyms erfolgt vor allem im ZNS.
Dadurch gelingt die Erklarung pharmakologischer Effekte von Paracetamol und anderen NSAR,

die nur schwache Inhibitoren von COX-1 und 2 sind, aber leicht ins ZNS penetrieren kénnen(92l.
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4.3 Funktionen der Prostaglandine

4.3.1 Physiologische Funktionen

Die Funktionen der Prostaglandine als Gewebshormone sind sehr vielfiltig. So spielen sie z.B.
eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung durch Aktivierung oder Hemmung der
Thrombozytenaggregation. Waiahrend PGlI; hemmende Eigenschaften aufweist, fiihrt
Thromboxan A; zur Aktivierung der Thrombozyten. Des Weiteren beeinflussen sie die
Kontraktion und Relaxation von extravaskuldrer glatter Muskulatur. Als Beispiel kdnnen
erhohte Spiegel von Prostaglandinen wihrend des Geburtsvorganges angefiihrt werden, die fir
die Uteruskontraktion verantwortlich sind. Auch die Steuerung der Nierenfunktion unterliegt
dem Einfluss der Prostglandine. PGE>, PGI; und PGD; kénnen den renalen Blutfluss steigern und
damit zu vermehrter Harnausscheidung fiihren. Ebenfalls bekannt sind gastroprotektive Effekte
durch eine erhohte Durchblutung der Mucosa, eine gehemmte Salzsdureproduktion und

erhohte Bicarbonat- und Schleimsekretion(93].

4.3.2 Pathophysiologische Funktionen

Eine grofle Rolle spielen die Prostaglandine bei der Beeinflussung von Schmerz- und
Entziindungsprozessen im Korper. Die Verstirkung des Schmerzempfindens erfolgt durch
Uberfiihrung von schwer erregbaren Nozizeptoren im geschidigten Gewebe zu leicht
erregbaren. Dabei werden vor allem tetrodotoxin-resistente Natriumkandle in ihrer
Aktivierungsschwelle herabgesetzt. Desweiteren fithren Prostaglandine zu einer erhohten
Gefaflpermeabilitit. = Dadurch  konnen Zellen des Immunsystems und andere
Entziindungsmediatoren wie Histamin und Bradykinin leicht ins entziindete Gewebe eindringen.
Folgen sind Schwellung, Rotung und Schmerz. Ebenfalls beeinflusst wird die Kdrpertemperatur.
Eine erhohte Konzentration des PGE; im Hypothalamus kann die Temperatur des Korpers
beeinflussen und Fieber hervorrufen. Neuere Erkenntnisse zeigen einen Zusammenhang
zwischen erhohter COX-2-Expression und der Entstehung sowie Progression von Tumorenli2l.
Dabei stimulieren Prostaglandine unter anderem das Zellwachstum, erh6hen die Resistenz der
Zellen gegeniiber apoptotischen Signalenl®4, fordern die Angiogenese und erhdhen die

Genexpression der Aromatasel95l.
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4.4 Testsystem

Bei der Quantifizierung des inhibitorischen Potenzials der Zeise-Verbindungen wurde ein
kauflich erwerbbares Fertig-Kit der Firma Cayman Chemicals verwendet. Dabei wird zunichst
die zu untersuchende Substanz mit der Cyclooxygenase 1 bzw. 2 inkubiert und anschlief3end
Arachidonsdure hinzugegeben. In Abhingigkeit der inhibitorischen Wirkung der zu
untersuchenden Substanz auf die COX wird die Arachidonsdure in das Prostaglandin PGH>
umgewandelt. Da dieses fiir die Quantifizierung zu instabil ist, erfolgt durch Zugabe von SnCl,
die Reduktion zum stabileren PGF;a. Die Quantifizierung erfolgt iliber einen Enzym-
Immunoassay (EIA). Dafiir wird eine Platte verwendet, die auf dem Boden mit monoklonalen
Mausantikérpern versehen ist. Pro Well wird nacheinander die Probe (PGF.a), ein Tracer (= ein
mit Acetylcholinesterase gelinktes Prostaglandin) und ein Prostaglandin-Antiserum
(=spezifische Antikorper gegen Prostaglandine) pipettiert. Daraus ergibt sich eine Konkurrenz
des PGFa aus der Probe und dem Tracer um die begrenzten PG-Antikdrper. Die Prostaglandin-
Antikorper-Konjugate binden wiederum an die sich am Boden befindlichen Mausantikorper.
Durch Waschen der Platte werden ungebundene Prostaglandine entfernt. Nun erfolgt die Zugabe
von Ellmann’s Reagenz, welches Acetylthiocholin und 5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesiure
enthilt. Acetylthiocholin ist das Substrat der Acetylcholinesterase und wird in Thiocholin
gespalten, welches wiederum mit der 5,5-Dithio-bis-2-nitrobenzoesdure zur 5-Thio-2-
nitrobenzoesdure reagiert, die auf Grund ihrer gelben Farbe bei 415nm UV-photometrisch

quantifiziert werden kann (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6 Reaktion zur Farbentwicklung im COX Inhibitor Screening Assay Kit
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4.4.1 Probleme des Testsystems

Die im Assay verwendeten Enzymlosungen sind mit Diethyldithiocarbamat (DDC) stabilisiert.
Dabei handelt es sich um eine Thiol-Verbindung, deren wichtigste Aufgabe der Oxidationsschutz
der Enzyme ist. Durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid wird das DDC zum Beispiel zum
Disulfiram reduziert(®¢l. Desweiteren ist die Komplexierung von Metallionen wie Mangan, Kupfer
und Zink bekannt, mit dessen Eigenschaft Enzyme wie z.B. die Superoxiddismutase gehemmt
werdenl?7l. Die Funktion des DDC als Stabilisierungsreagenz bei der Prostaglandin-H-Synthase
wurde eingehend untersuchtl98l. Dabei ist DDC zundchst nur wahrend der Isolierung,
Aufarbeitung und Lagerung des Enzyms zugesetzt worden. Fiir Untersuchungen an dem Enzym
wurde das Stabilisierungsreagenz lange Zeit entfernt. Absorptionsmessungen der
Cyclooxygenase iiber die Zeit zeigten jedoch Verdnderungen innerhalb kiirzester Zeit, was zu
stark schwankenden Messergebnissen fiihrte. In Abwesenheit von DDC unterliegt das Enzym
einer schnellen Inaktivierung in Gegenwart von Hydroperoxiden und Arachidonsaurel?9l. Heute
weifl man, dass die Enzymaktivitdt in Anwesenheit von DDC nicht beeinflusst wird und somit
auf die Entfernung verzichtet werden kann. Das DDC reagiert mit den oxidierten Intermediaten
des Enzyms und fungiert so als reduzierendes Agens[100],

Die Fahigkeit Metallionen komplexieren zu konnen, konnte bei der Testung der Platinkomplexe
zu einem Problem werden. Die hohe Affinitit von Platinverbindungen zu schwefelhaltigen
Substanzen ist ausreichend bekanntl1011102], [n einem Vorversuch wurde daher die Reaktion der
Zeise-anaologen Komplexe mit Natrium-diethyldithiocarbamat untersucht. Abb. 4.7 zeigt die UV-
Spektren der beiden Edukte. Die schwarze Linie stellt das Spektrum des But-ASS-Zeise-
Komplexes dar. Bei 305nm zeigt sich ein kleines Absorptionsmaximum, welches typisch fiir
Platinkomplexe ist. Das Absorptionsmaximum bei 272nm kann dem Chromophor des
Acetylsalicylsdureliganden zugeordnet werden. Das DDC (rote Linie) zeigt ebenfalls 2
Absorptionsmaxima bei 268nm und bei 293nm. Unmittelbar nach Zugabe von DDC zum
Platinkomplex wurde erneut ein UV-Spektrum aufgenommen. Dabei zeigt sich ein neues
Absorptionsmaximum bei 345nm. Das dem Acetylsalicylsdureliganden zugeordnete
Absorptionsmaximum bei 272nm bleibt bestehen. Als Losungsmittel wurde bei allen
vermessenen Losungen DMF verwendet. Aufgrund der Eigenabsorption des Losungsmittels
wurde auf eine Darstellung von 200-250nm verzichtet.

Um die Identitdt des neu entstandenen Komplexes zu klaren, wurde dieser aus der Losung

isoliert und NMR-spektroskopisch untersucht.
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Abb. 4.7 UV-Spektrum von a) But-ASS-Zeise (schwarz), b) DDC (rot) und c) unmittelbar nach Zugabe von DDC

zu dem Platinkomplex (blau)

Das NMR-Spektrum (Abb 4.8) zeigt eindeutig nur Protonen, die dem DDC zugeordnet werden

konnen. Durch die Reaktion mit dem Stabilisierungsreagenz wurde die Olefinkomponente

Platin verdrangt. So wird deutlich, dass es sich bei dem aufgenommenen UV-Spektrum (Abb.

am

4.7

blaue Linie) um ein additives Spektrum aus dem Acetylsdureliganden und dem DDC-Platin

Komplex handelt. Schon 1992 war es gelungen, von dem DDC-Platinkomplex eine

Kristallstruktur aufzunehmen (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8 'H-NMR-Spektrum in DMF und Kristallstruktur von Bisdietyldithiocarbamato Pt(11)[103]
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Um zu sehen, welchen Einfluss das DDC im COX-Assay auf die Platinkomplexe hat, wurden
weitere Versuche durchgefiihrt. Dazu ist COX-1-Losung mit But-Cele-Zeise 10min bei 37°C
inkubiert worden. Das But-Cele-Zeise besitzt den groflen Vorteil, dass mittels Continuum
Source-AAS sowohl Platin als auch Fluor quantitativ erfasst werden konnen. Nach Inkubation
erfolgte die Abtrennung des Enzyms durch Zentrifugieren iiber eine Membran, die alle Molekiile
grofler 10kDa zuriickhdlt. Im Filtrat sollten sich daher alle Komplexe und Salze befinden,
wiahrend das Enzym auf der Membran verbleibt. Die sich auf der Filtermembran befindende
Cyclooxygenase wird mit Wasser aufgenommen.

Wenn wiahrend der Inkubation der DDC-Platinkomplex entstanden ist, so wiirde man im Filtrat
mittels AAS zum einen Platin aus dem DDC-Platinkomplex und zum anderen Fluor aus dem vom
Platin verdrangten But-Cele-Liganden quantitativ bestimmen kénnen. Die Wiederfindung des
Platins erfolgte zu 5% im Filtrat und zu 76% in der wassrigen COX-Ldsung. Ebenfalls erfolgte die
Bestimmung der Wiederfindung von Fluor. Hier wurde kein Fluor im Filtrat gefunden und 60%
in der COX-Losung. Der jeweilige Verlust an Fluor und Platin kdnnte durch Adsorption an der
Filtermembran erklart werden.

Der Versuch wurde leicht variiert noch einmal durchgefiihrt. Vor Inkubation von Enzym und
But-Cele-Zeise wurde das DDC durch Zentrifugation liber die 10kDa Membran entfernt. Die
DDC-freie COX wurde in Wasser aufgenommen und mit dem Komplex inkubiert. Es folgte die
erneute Zentrifugation und anschlief;ende Bestimmung von Fluor und Platin sowohl im Filtrat
als auch in der COX. Die ermittelte Verteilung beider Atome bestdtigt die Ergebnisse des ersten
Versuchs. Im Filtrat konnte erneut kein Fluor und nur 5% Platin gefunden werden. In der COX-
Losung befanden sich 74% Fluor und 61% Platin.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass unter den Bedingungen des Assays anscheinend kein
DDC-Platinkomplex gebildet wurde. Viel mehr entsteht der Eindruck, dass der But-Cele-Zeise-
Komplex mit der Cylooxygenase wechselwirkt — vielleicht sogar kovalent gebunden hat.

Um ganz sicher zu gehen, dass die ermittelte COX-Hemmung nicht durch einen DDC-
Platinkomplex hervorgerufen wird, wurde dieser an beiden Isoenzymen in einer Konzentration

von 10uM getestet. Dabei zeigt er nur ein geringes inhibitorisches Potenzial (Tabelle 4.1).

Platin-Komplex COX-1-Hemmung | COX-2-Hemmung
bei 10 pM [%] bei 10 uM [%]
Bisdietyldithiocarbamato Pt(II) 18 20

Tabelle 4.1 COX-Hemmung vom DDC-Platin Komplex
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4.5 Einfluss der Platinkomplexe auf die Enzymaktivitat an isolierten
Cyclooxygenasen

Das Konzept, die meist zytotoxischen Eigenschaften von Metallkomplexen mit der COX-
Hemmung von NSAR zu verbinden, ist in der Arbeitsgruppe Gust kein neuer Ansatz. Erste
vielversprechende Verbindung war das Co-ASS. Es zeigte dhnlich zytotoxische Effekte wie
Cisplatin und eine COX-Hemmung, die das inhibitorische Potenzial des reinen NSAR iibertrifft.
Vor allem an der COX-2 konnte durch die Komplexierung ein deutlich gesteigerter Effekt erzielt
werdenl(104],

Ausgehend vom Co-ASS wurde in weiteren Arbeiten des Arbeitskreises die Metallkomponente
ausgetauscht (Abb. 4.9). Entstehende neutrale Komplexe mit Ruthenium als Metallkomponte
zeigten ein dhnlich starkes Potenzial, die Cylooxygenasen zu hemmen (Tabelle 4.2). Die
Komplexierung von Eisen hatte dagegen einen Verlust der COX-Hemmung zur Folgel105l. Ein
weiterer Nachteil dieser Verbindungen ist ihre schlechte Loslichkeit begriindet durch die sehr
hohe Lipophilie. Um diese Eigenschaften zu verbessern wurden geladene Metallkomplexe
synthetisiert. Positiv geladene Komplexe wurden durch die Verwendung von Silber als Metallion
erhalten, fiir negativ geladene Komplexe griff man auf Platin zuriick. Auf diese Weise entstand
das Prop-ASS-Zeise, welches als Leitstruktur dieser Arbeit dient. Durch die Komplexierung der
Acetylsalicylsdure am Platin kann die Hemmung der COX-1 im Vergleich zum Co-ASS gesteigert
werden. Bei einer Testkonzentration von 10uM hemmt das Co-ASS die Aktivitit um 39%,
wahrend bei dem Platinkomplex eine vollstandige Inaktivierung zu beobachten ist (Tabelle 4.2).
Bei der Quantifizierung der COX-2-Aktivitit zeigt das Enzym eine hohere Aktivitit beim

Platinkomplex.

o o
o = X o o= g —
- — - — |
Co,(CO)g Ru(CO)g PtCly
(0] / [¢] o
/Ko /KO /KO

Co-ASS Ru-ASS Prop-ASS-Zeise

Abb. 4.9 vom Co-ASS zu NSAR-Zeise-Verbindungen
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getestete COX-1 Hemmung bei COX-2 Hemmung
Verbindung 10uM [%] bei 10uM [%]
ASS 29 1
Co-ASS 37 58
Ru-ASS 43 33
Prop-ASS-Zeise 100 39

Tabelle 4.2 COX-Hemmung verschiedener ASS-Metall-Komplexe im Vergleich zu ASS

Ausgehend vom Prop-ASS-Zeise wurde nun das NSAR als Ligand am Platinzentrum variiert, um
zu schauen, ob die Hemmung der Cyclooxygenasen noch weiter verstiarkt oder sogar eine
Selektivitat hinsichtlich einer Isoform des Enzyms erhalten werden kann.

4.5.1 unselektive NSAR-Liganden

A. Klassische NSAR

B COX-1

Diclofenac B COX2
Indometacn
Naproxen
Ibuprofen
I I I I 1
0,01 0,1 1 10 100
ICso
[uM]

Abb. 4.10 ICsp-Werte fiir klassische NSAR bei der COX-1- und COX-2-Inhibition (Endotoxin-induzierte PGE2-
Produktion unter Verwendung von humanem Vollblut)!106]

Als Liganden wurden Naproxen und Ibuprofen ausgewdhlt, die in ihrer Fahigkeit, die COX zu
hemmen, der Acetylsalicylsdure dhnlich sind. Mit Indometacin steht ein starkerer COX-Inhibitor
zur Verfiigung. Alle haben die Gemeinsamkeit stirkere Inhibitoren an der COX-1 als an der COX-
2 zu sein. Das Diclofenac nimmt durch seine leichte COX-2-Praferenz bei den klassischen NSAR

eine Sonderstellung ein (Abb. 4.10).
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Abb. 4.11 COX-Hemmung von Ibuprofen und den entsprechenden Ibuprofen-Zeise-Komplexem (links) und
Naproxen mit den entsprechenen Naproxen-Zeise-Komplexen (rechts), dargestellt ist jeweils der
Mittelwert * sdv , n24

Schaut man sich Abb. 4.11 an, so stellt man fest, dass in beiden Fillen die untersuchten
Platinkomplexe dem reinen NSAR vor allem an der COX-1 iiberlegen sind. Wie schon beim ASS
beschrieben, zeigt sich bei einer Testkonzentration von 10uM an der COX-1 eine vollstindige
Inaktivierung des Enzyms. Um die Hemmung des Enzyms zu quantifizieren und einen Vergleich
der Platinkomplexe untereinander ermdoglichen zu kénnen, wurden sie an der COX-1 mit einer
Konzentration von 1uM getestet. Dabei zeigt sich sowohl bei den Ibu-Zeise-Komplexen als auch
bei den Napro-Zeise-Komplexen, dass der But-NSAR-Zeise-Komplex die grofdste Hemmung zur
Folge hat. Dieser Trend ladsst sich ebenfalls bei der Hemmung an der COX-2 feststellen. Auch hier
sind die Platinkomplexe, verglichen mit dem reinen NSAR, potenter. Obwohl bekannt ist, dass
die Prop-NSAR-Zeise-Komplexe eine hohe Instabilitit in wassrigen Umgebungen aufweisen,
wurden sie dennoch getestet. Die Inkubationszeit betrdgt nur 10min und liegt damit unterhalb
der ermittelten Halbwertszeiten (siehe Kapitel 3.1). So kann vermutet werden, dass die
Hauptwirkung durch den Platinkomplex hervorgerufen wird und nicht durch seine
Spaltprodukte.

Beim Indometacin und den Indo-Zeise-Komplexen zeigen sich etwas andere Effekte. Die noch
bei Ibuprofen und Naproxen festgestellte Uberlegenheit der Platinkomplexe gegeniiber dem
reinen NSAR kann beim Indometacin durch die Komplexierung von Platin nicht erreicht werden
(Abb 4.12 links). Sowohl an COX-1 als auch an COX-2 ist das Indometacin der stirkere Inhibitor.
Der Vergleich der 3 Indo-Zeise-Komplexe untereinander bestitigt, dass die But-NSAR-
Verbindung die grofite Hemmung aufweist.

Insgesamt zeigen die Indo-Zeise-Komplexe eine hohere Aktivitit an beiden Isoenzymen im

Vergleich zu den Ibu-Zeise- und Napro-Zeise-Komplexen.
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Abb. 4.12 COX-Hemmung von Indometacin und den entsprechenden Indometacin-Zeise-Komplexem (links)
und Diclofenac mit den entsprechenen Diclofenac-Zeise-Komplexen (rechts), dargestellt ist jeweils
der Mittelwert * sdv , nz4

Auch bei der Untersuchung der Diclo-Zeise-Komplexe kommen diese nicht an die Hemmung des
reinen NSAR heran (Abb 4.12 rechts). Der Prop-Diclo-Zeise-Komplex zeigt eine dhnlich starke
Wirkung wie Diclofenac. Da bisher aber der But-NSAR-Komplex die hochste Hemmung zeigte,
konnte hier die Instabilitdt des Prop-Diclo-Zeise die Ursache sein. Eine additive Hemmung von
Prop-Diclo-Zeise und aus der Spaltung entstehendem Diclofenac kénnte an dieser Stelle
diskutiert werden. Die aus der Literatur bekannte COX-2 Préferenz des Diclofenacs konnte mit
diesem Testsystem nicht ermittelt werden. Griinde konnten hier in der Enzymauswahl liegen.
Bei der COX-1 handelt es sich um ein aus Schafen isoliertes Enzym, wihrend es sich bei der COX-
2 um ein human rekombinantes Enzym handelt.

Nimmt man die aus der Literatur bekannten ICso- Werte, die an oviner COX-1 und human
rekombinanter COX-2 ermittelt wurden, so bewegen sich die hier erhaltenen Daten in der
gleichen Grofdenordnung(1071(108],

Um zu sehen, welchen Einfluss die Derivatisierung an der Sdurefunktion der NSAR zur Folge hat,
wurden auch die Liganden an beiden Isoenzymen getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3
dargestellt.

Die meisten klassischen NSAR sind charakterisiert durch das Vorhandensein einer
Saurefunktion und ein bis mehreren aromatischen Ringen. Ziel ist es, das natiirliche Substrat, die
Arachidonsdure, in ihren Strukturmerkmalen zu imitieren. Durch Derivatisierung an der
Saurefunktion fallt der hydrophile Bereich der NSAR weg. Eine verminderte Affinitit zur

Enzymbindungstasche und damit verringerte Hemmwirkung wére zu erwarten.
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Ligand COX-1- COX-2- Ligand COX-1- COX-2-

Hemmung Hemmung Hemmung Hemmung

[%] + sdv [%]+ sdv [%] + sdv [%] + sdv

Ibuprofen 38+0,09 30+0,09 Indometacin 95+0,01" 61+0,09
Prop-Ibu 42+0,11 25+0,14 Prop-Indo 36+0,10 40+0,14
But-Ibu 31+0,08 22+0,10 But-Indo 26+0,10 13+0,11
Di-Ibu 17+0,16 31+0,10 Di-Indo 27 +0,03 33+0,02

Naproxen 16 + 0,07 27 +0,02 Diclofenac | 98+0,01™ | 95+0,01"
Prop-Napro 32+0,04 50+0,08 Prop-Diclo 36+0,10 22+0,15
But-Napro 22+0,13 320,07 But-Diclo 23+0,17 17+0,20
Di-Napro 23+0,03 28+0,16 Di-Diclo 27 +0,02 17 +0,06

Tabelle 4.3 Ubersicht iiber die COX-Hemmung der Liganden an beiden Isoenzymen, getestet bei einer
Konzentration von 10uM, * Testkonzentration 1uM, ** Testkonzentration 0,01uM

Bei den Ibuprofen-Derivaten zeigt sich beim Prop-lbu nahezu das gleiche inhibitorische
Potenzial wie beim Ibuprofen. Eine geringe Abnahme ist beim But-Ibu an beiden Isoenzymen im
Vergleich mit Ibuprofen zu sehen. Die Testung des dimeren Ibuprofen-Derivats zeigt einen
deutlichen Verlust der Hemmung an COX-1, ist aber an der COX-2 genauso potent wie das
Ibuprofen. Da die Bindungstasche der COX-1 im Vergleich zur COX-2 durch die verdnderte
Aminosduresequenz viel kleiner ist, kann wahrscheinlich die dimere Verbindung keinen Zugang
zur aktiven Seite des Enzyms finden. Dennoch fillt die erwartete Abnahme, gerade von Prop-
Ibu-Zeise und But-Ibu-Zeise, nicht so stark aus. Bekannt ist die Interaktion der Saurefunktion
der NSAR mit dem Arginin120, die vor allem in der COX-1 wichtig fiir die Orientierung der NSAR
in der Bindungstasche ist. Die hier erhaltenen Ergebnisse erwecken den Eindruck, dass diese
Koordinationsstelle nur einen geringen Einfluss auf die Hemmung des Enzyms hat, da die
Saurefunktion in allen Fillen als Ester inaktiviert vorliegt. Ahnliche Effekte zeigen auch die
Liganden der Naproxenester im Vergleich zum Naproxen.

Viel deutlicher ist dagegen die Abnahme der Hemmung bei der Derivatisierung von Diclofenac
und Indometacin. Die Veresterung des Indomtacins fithrt zum deutlichen Verlust der Hemmung
von COX-1 (von 95% bei 1uM fiir Indometacin auf 26% bei 10uM fiir But-Indo-Zeise). An der
COX-2 scheint die Derivatisierung keinen so grofien Einfluss zu spielen, woraus sich bei den
synthetisierten Liganden eine COX-2-Préferenz ergibt. Als Ursache wird die nicht so essentielle
Interaktion mit dem Arginin120 in der COX-2 gesehenl109110]. Das Diclofenac zeigt in der
Bindungstasche im Vergleich zu den anderen NSAR eine andere raumliche Orientierung. Die
Carboxylfunktion ist hier nicht zum Arginin120 orientiert, sondern das Molekiil liegt um 180°

gedreht in der Bindungstasche und interagiert mit dem Tyrosin 385 (Abb 4.13). Die verdnderte
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Raumorientierung und der dadurch gesteigerte Platzbedarf im aktiven Zentrum sind auch der

Grund fur die leichte COX-2-Priferenz des Diclofenacs.

e mzm N//

Abb. 4.13 rdumliche Orientierung des Diclofenacs in der COX-1[111]

4.5.2 COX-2-selektive Liganden

Als COX-2-selektive Liganden wurden zum einen das Celecoxib und zum anderen 2

Diarylacrylsaurederivate verwendet.

Verbindung Konz. COX-1 | COX-1-Hemmung Konz. COX-2 COX-2-
uMm in % + sdv uM Hemmung
in % + sdv
Celecoxib 10 17 +0,08 0,05 82+0,06
But-Cele 10 18+0,04 10 96 +0,07
But-Cele-Zeise 1 89 + 0,06 1 34+0,11
Phenacrylsdure 1 keine Hemmung 1 12+0,10
But-Phenacryl 10 8+0,13 10 8+0,02
But-Phenacryl-Zeise 1 89+0,03 1 28+0,08
Br-Phenacrylsdure 10 19+0,08 1 16+0,19
But-Br-Phenacryl 10 22 +0,04 10 38+0,15
But-Br-Phenacryl-Zeise 1 75+0,02 1 260,06

Tabelle 4.4 Ubersicht der COX-Hemmung von bekannten COX-2-Inhibitoren, deren Ester und Zeise-analogen
Platin-Komplexe

Das Celecoxib ist ein COX-2-Hemmer, der am Markt als Celebrex® erhaltlich ist. Seine

Selektivitédt fiir das Isoenzym 2 kann eindeutig mit den in Tabelle 4.4 gemessenen Werten
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gezeigt werden. Die Aufoxidation der Methylgruppe des Celecoxibs und anschliefSende
Veresterung zum But-Cele fiithrt zu einer schlechteren COX-2-Hemmung. Durch die darauf
folgende Komplexierung am Platin kann das Enzym im Vergleich zu But-Cele sowohl bei der
Isoform 1 als auch 2 wieder deutlich stirker gehemmt werden. Verglichen mit Celecoxib wird
die COX-1 vom Platinkomplex stirker gehemmt, bleibt aber an der COX-2 deutlich dahinter
zuriick. Dabei geht die COX-2-Selektivitit vollstdndig verloren.

Die beiden Diarylacrylsduren wurden bereits von der Arbeitsgruppe Knaus synthetisiert und
hinsichtlich ihrer COX-Hemmung getestet. Dabei wurde fiir Phenacrylsaure ein ICso-Wert an der
COX-1 von 1,5uM und an der COX-2 von 3,0uM ermittelt. Fiir die Br-Phenacrylsdure ermittelte
man an der COX-1 einen ICso-Wert von >100uM und an der COX-2 einen ICsp-Wert von
5,3uM112]. Damit stellt die Phenacrylsdure einen unselektiven COX-Hemmer dar. Durch die
Einfiihrung eines Broms am aromatischen Ring wird mit der Br-Phenacrylsdure dann eine COX-
2-Selektivitat erreicht. Auch in den hier ermittelten Testergebnissen zeigt sich bei der Br-
Phenacrylsiure eine stirkere Hemmung der COX-2 als an der COX-1.

Wie schon beim Celecoxib geht durch die Veresterung bereits jede COX-2-Selektivitit bzw. -
Priaferenz verloren. Auch durch die anschlieffende Komplexierung am Platin kann die COX-2
Selektivitédt nicht zuriickerhalten werden.

Damit ist der Versuch, eine COX-2-Selektivitdt durch den Einsatz von COX-2-selektiven Liganden
am Platin zu erreichen, gescheitert. Allerdings bedingte bereits die Einfiihrung der
Olefinkomponente am COX-2-Hemmer den Verlust der COX-2-Selektivitit. Daher kann der

Verlust der Selektivitit nicht allein auf die Komplexierung des Metalls zuriickgefiihrt werden.

4.6 Struktur-Wirkungsbeziehung von Platinkomplexen an der COX

Platinkomplexe als COX-Hemmer koénnten einen neuen Ansatzpunkt bei der Therapie von

Tumoren bieten, bei deren Entwicklung eine Uberregulation der COX zu beobachten ist.

4.6.1 Einfluss der Abgangsgruppen

Bleibt die Frage nach den strukturellen Voraussetzungen am Platin, die fiir eine COX-Hemmung
verantwortlich sind. Dazu wurden zunichst verschiedene Platinkomplexe an den isolierten

Enzymen getestet.
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Abb. 4.14 Strukturvariationen in der Anzahl der Abgangsgruppen am Platin

Alle getesteten Zeise-NSAR-Komplexe waren einfach negativ geladene Platinkomplexe mit 3
Chlorabgangsgruppen. Wenn man von einem Austausch der Chloroliganden gegen Aqualiganden
ausgeht, die eine Aktivierung des Platinkomplexes bedingen und vielleicht eine kovalente
Bindung in der COX zur Folge haben, so konnte die Anzahl der Abgangsgruppen eine grofde Rolle
spielen. Deshalb wurden Kaliumtetrachloroplatinat (4 Abgangsgruppen), ein Platin-DMSO-
Komplex (3 Abgangsgruppen) und Cisplatin (2 Abgangsgruppen) an den isolierten COX-

Enzymen getestet.

Platin-Komplex

COX-1-Hemmung
bei 10 uM [%]

COX-2-Hemmung
bei 10 uM [%]

Kaliumtetrachloroplatinat 18 keine Wirkung
DMSO-Pt(Cl)3 18 27
Cisplatin keine Wirkung 25

Tabelle 4.5 COX-Hemmung von Platinkomplexen mit unterschiedlicher Anzahl an Abgangsgruppen

Die Ergebnisse in Tabelle 4.5 zeigen keinen Einfluss beziiglich der Anzahl der Abgangsgruppen
auf die Hemmung der COX an beiden Isoenzymen. Sowohl an COX-1 als auch an COX-2 kann nur
eine leichte Inaktivierung des Enzyms beobachtet werden. Daraus lasst sich schliefien, dass
nicht die Anzahl der Abgangsgruppen, sondern die Olefinkomponente eine entscheidende Rolle
spielen muss. Dazu wurde das Zeise-Salz untersucht. Allein durch die Anwesenheit des Ethens
wird sowohl an COX-1 als auch an COX-2 eine deutlichere Steigerung der hemmenden Wirkung
festgestellt. Eine Priferenz fiir eines der Isoenzyme kann beim Zeise-Salz nicht festgestellt

werden (Tabelle 4.6).

Platin-Komplex

COX-1-Hemmung
bei 1 uM [%]

COX-2-Hemmung
bei 1 uM [%]

Zeise-Salz

36+0,17

35+0,09

Tabelle 4.6 COX-Hemmung von Zeise-Salz
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4.6.2 Ursache der COX-Hemmung

Ziel war es, liber den Einsatz von COX-Hemmern als Liganden am Platin eine Selektivitat
hinsichtlich der Isoformen COX-1 und COX-2 zu erreichen. Wie die Ergebnisse in Abb. 4.11 und
Abb. 4.12 zeigen, konnten unselektive NSAR als Liganden am Platin durchaus eine Selektivitat
fir die COX-1 aufweisen. Der Versuch, mit COX-2-Hemmern eine COX-2-Selektivitit der
Platinkomplexe zu vermitteln, konnte hier noch nicht realisiert werden (Tabelle 4.4). Bleibt die
Ursache der Hemmung zu kldren. Ist es einfach nur eine Besetzung der Bindungstasche oder
kénnen die Platinkomplexe kovalent an Aminosauren binden? Um diesen Sachverhalt zu klaren,
wurden an der Universitit Bochum im Arbeitskreis Prof. Sheldrick LC-MS-Untersuchungen
durchgefiihrt. Ziel war es dabei die COX-1 auf die Anwesenheit von Platinierungsstellen zu
untersuchen.

Dazu wurde die COX-1 mit Zeise-Salz inkubiert. Anschlief3end folgte ein enzymatischer Verdau
der COX mit Trypsin. Dabei wird die Peptidsequenz nach jedem Arginin und Lysin gespalten. Die
erhaltenen Peptidfragmente werden an einer RP-Phase mit gradientischem Fliefimittel
aufgetrennt und mittels MS/MS detektiert. Die Auswertung der MS-Spektren erfolgte mit der
SEQUEST-Analyse. Dabei handelt es sich um eine bioinformatische Methode, die die gemessenen
MS/MS- Spektren mit virtuell erzeugten Spektren aus der FASTA-Proteindatenbank
vergleicht[113], Das Maf der Ubereinstimmung ist im Xcorr-Wert enthalten. Je hoher dieser Wert,
desto sicherer ist die Identifizierung der Peptidsequenz. Fiir 1-fach-geladene Peptide sollte er
mindestens 1,8 betragen, fiir 2-fach-geladene 2,5 und fiir 3-fach-geladene 3,5. Der ACn-Wert gibt
den Abstand zum nachsten moglichen Treffer an und sollte <0,08 betragenl114l. Als letzter Schritt
erfolgt die Zuordnung der identifizierten Peptide zu einem Protein. Fiir eine valide
Proteinidentifikation sollten mindestens zwei unique Peptide identifiziert worden sein[115l.

Bei der SEQUEST-Analyse wurde nach folgenden mdoglichen Modifikationen gesucht:

193 [195Pt]2+ 221 [(C2H4)195Pt]2+
229 [195PtCl]+ 247 [(H20)195PtCl]*,
257 [(C2H4)195PtCl]* 265 [195PtCl,]

293 [(C2H4)195PtCl]

Ergebnis sind 5 Peptidsequenzen, auf denen Modifikationen mit Platin gefunden werden
konnten. Die mdglichen Koordinationsstellen des Zeise-Salzes sind in Tabelle 4.7 dargestellt.
Sehr interessant ist vor allem die platinierte Aminosdure Tyr385. Diese befindet sich im aktiven
Zentrum der COX und ist essentiell fiir die Bindung der Arachidonsdure. Bei einem Austausch
dieser Aminosdure konnten Untersuchungen bereits zeigen, dass es zum vollstindigen Verlust

der Aktivitat des Enzyms fiihrt.
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Peptidsequenz Amino- | Modifikati | z SEQUEST- Ionen
sdure on Parameter
COX-1 + Zeise-Salz Xcorr | ACq
C.HPNS@IFGESMIEMGAPFSLK.G S516 221 3 | 431|025 | 28/76
V.IEE@YVQQLSGYFLQLK.F E346 229 3 | 376 | 052 | 24/60
E347
LE@KC@HPNSIFGESMIEMGAPFSL E510 265 3 | 464|017 | 31/88
K.G C512
W.K@AS@TFGGEVGFNLVK.T K546 293 3 | 320 19/56
S548
E.FNQLY@HWHPLMPDSFR.V Y385 265 3 |367 031 | 20/60

Tabelle 4.7 gefundene Platinierungsstellen(@) in der COX-1 mit ESI-MS/MS-Spektroskopie

In Abb. 4.15 ist exemplarisch das MS/MS-Spektrum der Peptidsequenz
W.K@AS@TFGGEVGFNLVK.T dargestellt. Das Peptidfragment wurde durch den Verdau mit
Trypsin erhalten und wird im Massenspektrometer weiter fragmentiert. Die Schnittstelle des
Trypsins ist durch den Punkt in der angegebenen Sequenz gekennzeichnet. Bei der weiteren
Fragmentierung entstehen die sogenannten b-lonen, die vom N-terminalen Ende der
Peptidsequenz gezadhlt werden und die y-lonen, die vom C-terminalen Ende gezahlt werden. So
besteht y,* aus den Aminosduren K+V und ergibt die Molmasse 246. Das bs3+-lon ist 3-fach
positiv geladen und hat somit eine Gesamtmasse 1124g/mol. Sie errechnet sich aus der Addition
der Molmassen KASTF und enthilt 2x die Platinmodifikation 293 vom Zeise-Salz. Die
modifizierte Aminosdure wird mit @ in der Aminosduresequenz gekennzeichnet und sitzt im
hier genannten Beispiel auf den Aminosduren Lysin und Serin. Meistens werden im MS-
Spektrum nicht alle Fragmente detektiert. In dem unten dargestellten MS-Spektrum konnten

von 56 moglichen Fragmenten 19 identifiziert werden (Tabelle 4.7 letzte Spalte).
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4.7 Hemmung der COX im Ganzzellassay

Fiir die Untersuchung der COX-Hemmung in Zellen wurde die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231
verwendet, die durch eine geringe Expression der COX-1 und eine hohe Konzentration an
konstitutiv exprimierter COX-2 gekennzeichnet istll16l. Nachdem die Zellen fiir 24h mit der zu
untersuchenden Substanz inkubiert wurden, erfolgte die Zugabe von Arachidonsdure. Das
Substrat der COX wird sehr schnell in PGE; umgewandelt und von den Zellen ins Medium
abgegeben. Nach Aufnahme des Mediums erfolgt die Quantifizierung des Prostaglandins mittels
Enzym-Immunoassay. Dabei wird nicht das PGE, bestimmt, da dieses sehr schnell iiber die PG-
15-Dehydrogenase verstoffwechselt wird(1171[118]. Die Halbwertszeit von PGE, betragt nur
ungefahr 30s[119. Quantifiziert wird daher das stabile Bicyclo-Prostaglandin-E;-Derivat. Der
Assay basiert auf der Konkurrenz zwischen PGE; und einem PGE;-Acetylcholinesterase-
Konjugat um eine begrenzte Anzahl von PGE;-Mausantikérpern. Wahrend die Menge des PGE»-
Tracers konstant bleibt, variiert die Menge des PGE. Der Antikorper-PGEz-Komplex bindet an
polyklonale IgG-Mausantikorper, die am Plattenboden fixiert sind. Nach Zugabe von Ellmann’s

Reagenz wird dieses durch die Acetylcholinesterase gespalten (Abb. 4.6).

Ligand COX-2-Hemmung bei Ligand COX-2-Hemmung bei
10uM [%] + sdv 10puM [%] + sdv
Ibuprofen 42*0,02 Indometacin 44*0,03
But-lbu keine Hemmung But-Indo 307 0,06
Di-lbu 34%0,06 Di-Indo 35%0,12
Naproxen 62%0,24 Diclofenac 35%0,08
But-Napro keine Hemmung But-Diclo 34%0,13
Di-Napro keine Hemmung Di-Diclo 41*0,07
But-Phenacryl 300,11 But-Br-Phenacryl 24%0,12
But-Cele 23%0,19

Tabelle 4.8 Hemmung der PGE»-Bildung in MDA-MB-231-Zellen von den NSAR und den NSAR-Liganden

Die Ergebnisse des PGE;-Assays sind nicht so leicht zu interpretieren, da neben der Hemmung
des Enzyms auch andere Faktoren wie Loslichkeit und Zellaufnahme eine Rolle spielen. Auffallig
sind die geringen Unterschiede zwischen den getesteten NSAR und den NSAR-Liganden. Die
deutliche Abnahme der COX-Hemmung von Indometacin und Diclofenac durch die Veresterung,

wie sie an den isolierten Enzymen zu sehen war, ist im Ganzzellassay nicht vorhanden.
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Platinkomplex

COX-2-Hemmung bei
10uM [%] + sdv

Ligand

COX-2-Hemmung bei
10uM [%] + sdv

But-lbu-Zeise 20+0,03 But-Indo-Zeise 2470,04
Di-lbu-Zeise 15+0,00 Di-Indo-Zeise 240,09
But-Napro-Zeise 28%0,04 But-Diclo-Zeise 22%0,08
Di-Napro-Zeise 23%0,01 Di-Diclo-Zeise keine Hemmung
But-Phenacryl-Zeise 16 © 0,04 But-Br-Phenacryl- 30°0,03
Zeise
But-Cele-Zeise 32%0,05

Tabelle 4.9 Hemmung der PGE,-Bildung in MDA-MB-231-Zellen von But-NSAR-Zeise-Komplexen

Die Untersuchung der Platinkomplexe zeigt eine geringe Hemmung der COX. Waren die

Komplexe an den isolierten Enzymen den reinen NSAR und ihren Liganden zum Teil noch

deutlich iiberlegen, so geht der Effekt an Zellen vollstindig verloren. Neben der Zellaufnahme,

die fiir alle getesteten Verbindungen eine wichtige Rolle spielt, besteht bei den Platinkomplexen

zusatzlich noch die Gefahr der Inaktivierung durch Reaktionen mit anderen Proteinen als der

COX, Membranbestandteilen und anderen Nucleophilen.
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5 Zytotoxizitat

Man geht davon aus, dass derzeit in Deutschland jahrlich etwa 59.000 Frauen an Brustkrebs
erkranken und rund 17.000 daran sterben. Damit ist das Mammakarzinom der Tumor, der bei
Frauen am haufigsten auftrittl120l Er nimmt unter allen neu auftretenden Krebserkrankungen
einen Anteil von 29% einl121l, Neben dem chirurgischen Eingriff sowie der Strahlentherapie wird
auch die Chemotherapie als Behandlungsmethode eingesetzt. Platinkomplexe stellen dabei eine
Gruppe der moglichen Chemotherapeutika dar und werden haufig in Kombinationstherapien
mit anderen Zytostatika eingesetzt.

Seit der Entdeckung des Cisplatins durch Rosenbergl!22] 1965 ist dieses aus der Tumortherapie
nicht mehr wegzudenken. Die Weiterentwicklung fithrte zu mehreren in der Krebstherapie
etablierten Vertretern. Die bekanntesten neben dem Cisplatin sind Oxaliplatin und Carboplatin.
Anwendungsgebiete neben dem Brustkrebs sind unter anderem das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom und Hodenkrebs.

Die hier durchgefiihrten Zytotoxizitatsuntersuchungen erfolgten an 2 verschiedenen
Brustkrebszelllinien: die MDA-MB-231- und MCF-7-Zelllinie. Diese wurden jeweils {iiber
mehrere Tage mit der zu untersuchenden Substanz inkubiert und anschlieflend ein
Kristallviolett-Assay zur Ermittlung der Zellmenge verwendet.

Die MDA-MB-231-Zellen sind hochinvasive Tumorzellen mit schneller Ausbildung von
Metastasenl!23l. Die Zellen wurden einer 51-jahrigen Frau, die 1973 an Brustkrebs erkrankt war
und 1 Jahr spater daran verstarb, entnommenl(124l. Charakteristische Merkmale dieser Zelllinie
sind das hormonunabhingige Verhaltenl1251l126] und die starke konstitutive Expression der
Cyclooxygenase 2[1271[128],

Die MCF-7-Zellen wurden 1970 ebenfalls einer Brustkrebspatientin entnommen(129. Im
Gegensatz zu den MDA-MB-231-Zellen erfolgt das Zellwachstum weniger invasiv. Sie besitzen
unter anderem Rezeptoren fiir Estrogene, Progesteron und Androgene und werden daher als
hormonabhingig bezeichnetl(1301(131]. Die Cyclooxygenase betreffend wird hier vor allem die COX-
1 konstitutiv exprimiert. Eine Induktion der COX-2-Expression durch entsprechende Stimuli

konnte ebenfalls nachgewiesen werdenl(127].
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5.1 Testsystem

Um zellproliferationshemmende Effekte der NSAR-Zeise-Komplexe zu erfassen, wurde ein
Kristallviolett-Assay verwendet.

Nach Aussaat der Zellen erfolgte 3 Tage spater in 96-Loch-Mikrotiterplatten die Substanzzugabe
in verschiedenen Konzentrationen (50uM, 40uM, 30uM, 20uM, 10puM, 5uM und 2,5uM). Dabei
werden pro Substanz je 5 Platten bendtigt, um den zytotoxischen Effekt zeitabhingig erfassen zu
konnen. Als Zeitpunkte wurden 48h, 72h, 96h, 120h und 144h gewahlt. In jedem Zelltest wurde
als Referenzsubstanz das Cisplatin in den Konzentrationen (10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25pM,
0,612pM und 0,306puM) mitgetestet. Zum jeweiligen Zeitpunkt erfolgt das Fixieren der Zellen am
Plattenboden mit Glutardialdehyd. Danach kénnen die Zellen mit Kristallviolett angefarbt und
UV-photometrisch vermessen werden. Zur Beurteilung der zellproliferationshemmenden
Effekte wird aus den erhaltenen Absorptionswerten ein T/Ccorr-Wert ermittelt. Er gibt die

relative prozentuale Wachstumshemmung durch die getesteten Substanzen an.

*

T —_
T/Corr [%] = ﬁ *100 Gleichung 5.1 Berechnung des T/Ccor-Wertes
—to

*

*
T—CO

T [%] =

— 100 Gleichung 5.2 Berechnung des t-Wertes
0

co Mittelwert der Extinktionen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe (to)
c* Mittelwert der Extinktionen der Losungsmittelkontrolle bei Testende

T* Mittelwert der Extinktionen der Proben bei Testende

Bei der Berechnung der T/Ccorr-Werte werden durch die Subtraktion der Ausgangszellmenge die
Anderungen der Zellmasse der Kontrollkulturen und der behandelten Kulturen nach der
Substanzzugabe aufeinander bezogen. Damit erfasst man die zytostatischen Effekte. Liegen
zytozide Wirkungen vor, so muss an Stelle des T/Ccorr-Werte der t-Wert berechnet werden
(Gleichung 5.2). Hier wird der Anteil der getdteten Zellen in Bezug zur Ausgangszellmenge

gesetzt.
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Man kann die Substanzen anhand ihrer ermittelten T/Ccor-Werte folgendermafden einteilen:

>80 % keine antiproliferative Wirkung
80%-20% antiproliferative Wirkung
20%-0% zytostatische Wirkung
<0% zytozide Wirkung

In dieser Arbeit werden unter zytotoxischen Wirkungen alle oben genannten Beeinflussungen

des Zellwachstums verstanden.

5.2 Ergebnisse

Die Zytotoxizititsuntersuchungen erfolgten sowohl zeit- als auch konzentrations-abhingig. Abb.
5.1 stellt den zeitabhangigen Verlauf von But-Salicyl-Zeise bei 4 verschiedenen Konzentrationen
dar. Bei einer Testkonzentration von 10uM zeigt sich keine Beeinflussung des Zellwachstums.
Auffillig ist der bereits nach 48 h einsetzende toxische Effekt bei den hoheren Konzentrationen.

Bei 20puM und 30uM scheint allerdings nach 48h das Wachstum der Zellen wieder einzusetzen.
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Abb. 5.1 zeitabhdngige Zytotoxizitdt am Beispiel von But-Salicyl-Zeise an MCF-7-Zellen in verschiedenen
Konzentrationen
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Die Untersuchung der Zytotoxizitit in Abhangigkeit von der Konzentration ist in Abb. 5.2
dargestellt. Auch hier wurde als Beispiel die ermittelte Dosis-Wirkungskurve von But-Salicyl-
Zeise abgebildet. Dabei wird die Konzentration logarithmisch dargestellt und die Kurve mittels
Boltzmann Funktion mathematisch gefittet. Durch Ablesen der Konzentration auf der x-Achse
bei 50% erhdlt man den ICsop-Wert. Er gibt die Substanzkonzentration an, bei der das

Zellwachstum zu 50% gehemmt ist.

120 ] Zeitinh ICsoin uM * sdv

100 - 48 28,1+0,4
— 72 22,4+24
§ 60 -
E o 96 22,9+29
(&)
O 204 120 23,7+3,7
|_

o] 144 25,0+2,5

-20 4

-40

-60_

”1 I II””10 I I 1(I)0
Konzentration [umol/L]

Abb. 5.2  konzentrationsabhdngige Zytotoxizitdt nach 96h am Beispiel But-Salicyl-Zeise (links) und
nebenstehend die ermittelten ICso-Werte zu verschiedenen Zeitpunkten

Die ermittelten ICso-Werte zu den verschiedenen Zeitpunkten bestitigen die Abnahme der
antiproliferativen Effekte aus Abb. 5.1. Da in den meisten Fillen der 1Cso-Wert nach 72h bzw.
96h den kleinsten Wert annimmt, werden im Folgenden nur noch die 96h-Werte angegeben und
miteinander verglichen.

In Tabelle 5.1 sind die ermittelten 1Cso-Werte nach 96h von allen getesteten Platinkomplexen
dargestellt. Nicht untersucht wurden die Prop-NSAR-Zeise-Komplexe, die aufgrund ihrer
geringen Stabilitit (siehe Kapitel 2) innerhalb kiirzester Zeit im Zellmedium zersetzt werden.
Grundsatzlich ist zu beobachten, dass alle NSAR-Zeise-Komplexe nur geringe antiproliferative
Effekte aufweisen. Beim Vergleich der 1Cso-Werte an beiden Zelllinien kénnen jeweils nur sehr
geringe Unterschiede entdeckt werden. Dabei ldsst sich kein Trend hinsichtlich grofderer

antiproliferativer Effekte fiir eine der beiden Zelllinien zeigen.
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Platinkomplex

ICso an MCF-7-Zellen
nach 96h * sdv

ICso an MDA-MB-232-Zellen
nach 96h * sdv

Cisplatin 2,3%0,4 2,5%0,2
Zeise >50 >50
But-Salicyl-Zeise 22,9%0,9 18,5%1,6
Di-Salicyl-Zeise 14,4%2,6 19,5%2,6
But-Napro-Zeise 17,5%0,9 18,2%1,3
Di-Napro-Zeise 40,1%1,3 24,6%7,6
But-lbu-Zeise 12,7%1,5 12,4%0,4
Di-lbu-Zeise 28,8%0,3 32,3%0,4
But-Indo-Zeise 13,6%2,2 17,7%1,9
Di-Indo-Zeise 22,2%1,0 22,9%1,7
But-Diclo-Zeise 11,6%1,6 15,7%1,0
Di-Diclo-Zeise 34,1%7,4 31,3%3,0
Phenacryl-Zeise 17,9%4,1 20,8%2,0
Br-Phenacryl-Zeise 11,5%0,9 11,6%0,9
But-Cele-Zeise 19,8%0,0 16,0%2,3

Tabelle 5.1 ICso-Werte der NSAR-Zeise-Komplexe an MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen
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Die Zytotoxizitdit von Cisplatin kann mit keinem der hier getesteten NSAR-Zeise-Komplexe

erreicht werden. Bei der Ausgangssubstanz, dem Zeise-Salz, kann eine Beeinflussung des

Zellwachstums bis zu einer Konzentration von 50uM nicht beobachtet werden. Die grofiten

proliferationshemmenden Effekte zeigen die Komplexe But-Diclo-Zeise und Br-Phenacryl-Zeise.

Strukturelle Zusammenhange mit der zytotoxischen Wirkung lassen sich nur schwer ableiten, da

die Liganden einen sehr heterogenen Aufbau besitzen. Neben den strukturellen Einfliissen

spielen auch Lipophilie und Zellaufnahme eine entscheidende Rolle.

Ein Vergleich der zytotoxischen Effekte von monomeren NSAR-Zeise-Komplexen mit den

dimeren NSAR-Zeise-Komplexen ist in Abb. 5.3 dargestellt.
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Abb. 5.3 Vergleich der monomeren NSAR-Zeise-Komplexen mit ihren dimeren NSAR-Zeise-Komplex anhand
der ermittelten ICso-Werte

Hier fallt auf, dass mit Ausnahme des But-Salicyl-Zeise-Komplexes alle But-NSAR-Zeise-
Komplexe grofiere antiproliferative Effekte zeigen als ihre dimeren Strukturanaloga. Ein
Uberschreiten der Sattigungsloslichkeit als mégliche Ursache kann ausgeschlossen werden. Die
Bestimmung der Loslichkeit in Kapitel 3 zeigt, dass alle Komplexe bis zu einer Konzentration
von 50uM unterhalb ihrer Sattigungskonzentration liegen. In Betracht gezogen werden muss die
Esterspaltung der dimeren NSAR-Zeise-Komplexe einseitig zum NSAR und dem Alkohol. Der
entstehende Platinkomplex weist wahrscheinlich einen Chelatring zur endstindigen
Alkoholgruppe auf (Kapitel 3.2.5 Abb.3.13). Geht die Chelatbildung mit dem Verlust von einem
Chlorliganden einher, so verliert der Komplex gegeniiber den But-NSAR-Komplexen eine
Aktivierungsstelle. Wiirden die Komplexe ihre Zytotoxizitit iiber die Bindung an nucleophile
Targets, wie z.B. der DNA, vermitteln, wiaren damit die Di-NSAR-Zeise-Komplexe durch den
Chelatring im Nachteil.

Um den Einfluss der COX-Hemmung zu beurteilen, zeigt Abb. 5.4 die Korrelation der
prozentualen Hemmung gegen den ermittelten ICso-Wert der Zytotoxizitit. Dabei wurden im
linken Diagramm alle NSAR-Zeise-Komplexe verwendet, die bei einer Konzentration von 1uM an
der COX-1 getestet wurden und gegen die ermittelten ICso-Werte an MCF-7 Zellen aufgetragen.
Dabei scheint die Verteilung der Datenpunkte keinen mathematischen Zusammenhang zu
ergeben. Tragt man die COX-2-Hemmung gegen die ICso-Werte an MDA-MB-231 Zellen auf, so
scheint sich ein linearer Zusammenhang zu ergeben (Abb. 5.4 rechts). Es ensteht der Eindruck,

dass eine Zunahme der COX-2-Hemmung eine erhdhte Zytotoxizitat zur Folge hat. Der hier
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dargestellte lineare Zusammenhang muss jedoch mit Vorsicht betrachtet werden. In die
Korrelation wurden nur NSAR-Zeise-Komplexe einbezogen, die bei einer Konzentration von
10uM getestet wurden. Da die Testkonzentrationen an der COX-2 sehr heterogen waren,
resultiert daraus nur ein sehr kleiner Stichprobenumfang. Ebenfalls nicht beriicksichtigt wurde
der in Klammern gesetzte Datenpunkt. Um den mathematischen Zusammenhang abzusichern,
wire es notwendig, von allen Komplexen den ICso-Wert an den COX-Enzymen zu ermitteln und

diese dann erneut mit den ICso-Werten der Zytotoxizitat zu korrelieren.

0,
X 100% X 100% R* = 0,93676
= Ff = . =
‘o 80% o 80% .
= m =
= m B =
g 5160% = g § 60% [ . ]
E p— - p—
£ 2 0% . T B 40%
. S
é 20% é 20%
(@]
S 0% 0%
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
ICs, in uM an MCF-7 ICs, in uM an MDA-MB-231

Abb. 54 Korrelation von Zytotoxizitit und COX-Hemmung; links: Hemmung der COX-1 in % bei 10uM gegen
den ICsp-Wert an MCF-7-Zellen, rechts: Hemmung der COX-2 in % bei 10uM gegen den ICso-Wert an
MDA-Zellen

Abschliefsend steht noch der Vergleich der NSAR-Zeise-Komplexe mit ihren Liganden aus. Dafiir
wurden die ermittelten 1Cso-Werte an MCF-7-Zellen in Abb. 5.5 vergleichend dargestellt. In den
meisten Fillen kann dabei eine kleine Abnahme des ICso-Wertes nach Komplexierung des
Liganden am Platin festgestellt werden. Deutlicher ausgepragt ist die Zunahme der Zytotoxizitat
lediglich bei But-Salicyl und Di-Indo nach Umsetzung mit Platin. Der Di-Ibu-Zeise-Komplex weist
sogar nach Komplexierung am Metall verringerte antiproliferative Effekte auf. Die an den MCF-
7-Zellen dargestellten Unterschiede zwischen Ligand und Zeise-Komplex finden sich auch an der
MDA-MB-231- Brustkrebszelllinie wieder. Dort ist ebenfalls die Zytotoxizitdtszunahme bei But-
Salicyl und Di-Indo nach Komplexierung am deutlichsten ausgepriagt. Auch der Verlust an
proliferationshemmender Wirkung im Vergleich zum Liganden bei Di-lbu-Zeise kann dort

festgestellt werden.
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Abb. 5.5 Vergleich der ICso-Werte von NSAR-Ligand mit NSAR-Zeise-Komplex an MCF-7-Zellen
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6 Zellulare Aufnahme der NSAR-Zeise-Komplexe

Um eine toxische Wirkung in den Zielzellen zu erreichen, miissen die Komplexe zuerst ins Innere
der Zelle gelangen. Dabei stellt die duflere Membran eine erste Barriere da. Durch ihre
Lipiddoppelschicht ist sie vor allem fiir geladene und hydrophile Stoffe eine Hiirde, wahrend
lipophile Stoffe oft ungehindert durch sie hindurch diffundieren kénnen. Neben der Diffusion
stehen noch andere Transportmoglichkeiten zur Durchquerung der Zellmembran zur
Verfiigung. Unter Verbrauch von Energie kann die Zelle aktiv Stoffe vom Extrazellularraum mit
Hilfe von Kanilen oder Transportern aufnehmen. Dieser Vorgang geschieht meistens entgegen
des Konzentrationsgefilles. Eine weitere Mdglichkeit wiare die Aufnahme iiber Phago- und
Pinozytose, bei der die aufzunehmende Substanz in Form von Vesikeln in die Zelle transportiert

wird[12],

6.1 Zellaufnahme

Zur Zellaufnahme von Platinkomplexen wurden in der Vergangenheit zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt(132l. Lange Zeit beschaftigte man sich vor allem mit der Frage des
zelluliren Aufnahmemechanismus von Cisplatin. Die Annahme einer passiven Diffusion
bestdtigten Studien, die zeigen konnten, dass die Aufnahme keiner Sattigung unterliegt(1331[134]
und durch Zusatz von Strukturanaloga nicht gehemmt werden kannl(135l. Erste Zweifel an rein
passiver Diffusion kamen auf durch die Hemmung der Zellakkumulation des Cisplatins in
Gegenwart von reaktiven Aldehyden. Dabei wurde als Ursache eine Verdnderung von
Membranproteinen diskutiert(1361l137], Ebenfalls zeigen Untersuchungen einen direkten
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Kupfertransportern und der Aufnahme von
Cisplatin[138I139], Hefezellen mit einem Mangel an dem Kupferaufnahme-Protein Ctrl weisen eine
erhohte Resistenz und eine verringerte Zellakkumulation von Cisplatin auf. Neben dem
Kupfertransporter scheinen auch organische Kationentransporter (OTC’s) einen wichtigen
Einfluss zu habenl1401(141]. Sie geh6ren zu einer Familie von Transportern, die eine wichtige Rolle
bei der Ausscheidung von Arzneistoffen, Giften und endogenen Substanzen in Leber und Niere
vermitteln. Neuere Studien untersuchen die Rolle der OTC’s bei tumorspezifischen Aktivitiaten

verschiedener Platinkomplexel142].
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6.1.1 Durchfiihrung der Zellaufnahme

Als Grundlage fiir die Untersuchung die Arbeiten wurden von Koch(43] und Sommerl(144], sowie
die Optimierungen von Kappll45] benutzt. Die Untersuchung der Zellaufnahme erfolgte
zeitabhingig liber einen Zeitraum von 24h exemplarisch an MCF-7-Brustkrebszellen. Auf eine
Testung an MDA-MB-231-Zellen wurde aufgrund der geringen Unterschiede zu den MCF-7-
Zellen in der Zytotoxizitdt verzichtet (siehe Kapitel 6.2 Tabelle 6.1). Als Zellmedium wurde FCS-
freies Medium verwendet, um eine Inaktivierung der Platinkomplexe durch eventuelle
Reaktionen mit dem Kélberserum zu unterbinden. Die Zellen wurden mit 10uM
Testkonzentration inkubiert. Zum gewiinschten Zeitpunkt erfolgte das Abstoppen der Aufnahme
und die Gewinnung des Zellpellets. Nach Lyse der Zellpellets wurde zum einen der Platingehalt
mit AAS und zum anderen der Proteingehalt mit Bradford bestimmt. Durch Kenntnis von
Proteingehalt und Zellvolumen der MCF-7- Zellen(146] kann der =zelluldire Gehalt des
Platinkomplexes berechnet werden. Setzt man die ermittelte intrazellulire Konzentration des
untersuchten Komplexes mit der Substanzkonzentration im Medium ins Verhaltnis, erhdlt man

den Anreicherungsgrad.

Berechnung der intrazelluldren Platin-Konzentration

pmolPt / ug Protein

Cintra(uM) = 385 *1000

Berechnung des Anreicherungsgrades

AG = Cintra / Cextra

6.1.2 Ergebnisse

Wie schon im Kapitel 5.2 erwdhnt, konnten die geringen antiproliferativen Effekte an den
Krebszellen mit einer verringerten Zellaufnahme einhergehen. Wahrend fiir Cisplatin neben den
OTC- bzw. Kupfertransportern die passive Diffusion durch den neutralen Ladungszustand des
Molekiils erméglicht wird, ist dies fiir NSAR-Zeise-Komplexe eher unwahrscheinlich. Die einfach
negative Ladung der Verbindungen erschwert die Diffusion durch die Zellmembran als
moglichen Eintrittsweg in die Zelle. Abb. 6.1 zeigt die zeitabhingige Zellaufnahme von Cisplatin

im Vergleich zum Zeise-Salz, But-Salicyl-Zeise und Di-Salicyl-Zeise. Der ermittelte
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Anreicherungsgrad von 3,7 *+ 1,0 bei Cisplatin liegt in den Gréfdenordnungen von den aus der
Literatur bekannten Wertenl[147l. Das Zeise-Salz, welches keine Beeinflussung des Zellwachstums
zeigte, reichert sich im gleichen Umfang wie Cisplatin in den MCF-7-Zellen an. Der Austausch des
Ethenliganden gegen den But-Salicyl-Liganden erhoht den Anreicherungsgrad von 3,1 (Zeise)
auf 7,2 (But-Salicyl-Zeise) nach 24h. Vielleicht konnte hier die Erhéhung der Lipophilie Grund
fiir die bessere zelluldre Aufnahme sein. Eine weitere Erhohung der lipophilen Eigenschaften
wird durch den Liganden Di-Salicyl erreicht. Die zeitabhdngige Kurve von Di-Salicyl-Zeise ist
ebenfalls in Abb. 6.1 abgebildet. Eine weitere Steigerung der Anreicherung kann allerdings nicht
festgestellt werden. Der Anreicherungsgrad liegt nach 24h mit 4,9 unterhalb der Anreicherung
von But-Salicyl-Zeise. Auffillig bei den beiden NSAR-Zeise-Komplexen ist die sprunghafte
Anreicherung innerhalb der ersten 2h. Danach scheint kein weiterer Komplex mehr
aufgenommen zu werden. Im Falle des Di-Salicyl-Zeise kann sogar ein leichte Abnahme der

aufgenommenen Menge des Komplexes beobachtet werden.
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Abb. 6.1 Darstellung der Zellaufnahme von ausgewdhlten Zeise-Komplexen im Vergleich mit Cisplatin

Auch bei den anderen NSAR-Zeise-Komplexen kann ein sprunghafter Anstieg in den ersten
beiden Stunden beobachtet werden. Tabelle 6.1 zeigt von allen Komplexen den
Anreicherungsgrad nach 2h und nach 24h. Dabei kann, wie beim Di-Salicyl-Zeise schon
angedeutet, in vielen Féllen eine Abnahme vom 2h-Wert hin zum 24h-Wert beobachtet werden.
Am deutlichsten ausgepragt scheint dieser Effekt beim Di-Indo-Zeise zu sein (8,9 * 2,7 nach 2h
und 12,0 + 0,3 nach 24h). Vielleicht sind dies erste Hinweise auf aktive Ausschleusmechanismen
der Zellen. Das But-Ibu-Zeise weist mit einem Anreicherungsgrad von 21,1 die hochste zelluldre

Aufnahme nach 24h auf, zeigt aber mit einem ICso-Wert von 28,8uM (siehe Tabelle 6.1) nur
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schwache antiproliferative Effekte. Damit kann anhand der Zellaufnahme keine Begriindung fiir

die schwachen zytotoxischen Effekte gefunden werden.

Platinkomplex Anreicherungsgrad Anreicherungsgrad
nach 2h * sdv nach 24h * sdv

Cisplatin 1,170,5 3,7°1,0
Zeise 1,1%0,2 3,1%0,9
But-Salicyl-Zeise 6,3%0,5 72%1,6
Di-Salicyl-Zeise 54%1,5 49%0,7
But-Napro-Zeise 14,1%1,3 95%1,2
Di-Napro-Zeise 9,7%4,0 10,4%0,8
But-lbu-Zeise 24,2713 21,10,8
Di-lbu-Zeise 10,5*1,5 8,3%1,6
But-Indo-Zeise 89727 12,0%0,3
Di-Indo-Zeise 35,6*5,9 20,7%5,8
But-Diclo-Zeise 8,4%2,0 9,4%0,5
Di-Diclo-Zeise 3,3%1,0 55%2,4
Phenacryl-Zeise 16,2%1,4 13,0%0,9
Br-Phenacryl-Zeise 9,1%0,5 8,2%0,7
But-Cele-Zeise 11,9%2,0 10,6 *1,5

Tabelle 6.1 Anreicherungsgrad von NSAR-Zeise-Komplexen nach 2h und nach 24h

Das Auftragen des LogP-Wertes gegen den Anreicherungsgrad lasst ebenfalls keinen direkten
Zusammenhang zwischen der Lipophilie der Platinkomplexe und der Zellaufnahme erkennen

(Abb. 6.2).

6 ()
°
5 .
o ® °
4 - @ [
A °
03 °
— 5 e o o
1 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Anreicherungsgrad

Abb. 6.2  Korrelation der LogP-Werte (ermittelt bei 80/20 Acetonitril/0,1% TFA) mit dem
Anreicherungsgrad

Daraus koénnte man schlufdfolgern, dass die Aufnahme der Komplexe nicht durch passive

Diffusion erfolgt. Als Alternative konnte die Aufnahme iiber sogenannte organische
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Anionentransporter (OATP’s) diskutiert werden. Bei diesen Transportern handelt es sich um
Proteine in der Plasmamembran, die vor allem in Leber, Niere und der Blut-Hirn-Schranke
vorkommenl(148l. Diese Transporter sind an einer Vielzahl von Transport-prozessen beteiligt,
wobei die Substrate nicht zwangsweise anionischen Charakter aufweisen miissen. Der
Transport vieler Substanzen, wie z. B. Schildriisenhormone, Digoxin, Pravastatin oder
Prostanoide konnte bislang auf die OATP’s zuriickgefiihrt werdenl149l. Die genaue Funktion und
Substratspezifitit dieser Transporter konnte noch nicht abschlieflend geklart werden. Das
Vorhandensein des Transporters in den MCF-7-Zellen[1501(151] und MDA-MB-231-Zellenl52]
wurde in verschiedenen Arbeiten nachgewiesen. Spezifische Hemmstoffe fiir die einzelnen
Subtypen der OATP’s wurden noch nicht gefunden. Als ein unselektiver Hemmstoff kommt das
Ouabain in Frage, das aber neben der Hemmung der OATP’s auch die Na+/K+-ATPase hemmt(153l.
Neuere Untersuchungen zeigen eine Aufnahmehemmung von Schilddriisenhormonen in
Gegenwart von 3-lodthyronaminl(!54l. Eine gleichzeitige Inkubation von Hemmstoff und Zeise-
NSAR-Komplexe kdnnte Aufschluss dariiber geben, ob diese OATP’s als mogliche Transporter in

Frage kommen.

6.2 Zellkernaufnahme

Die Bestimmung der Zellaufnahme zeigte im Vergleich zum Cisplatin eine hohere Anreicherung
der NSAR-Zeise-Komplexe und konnte damit nicht die geringen Zytotoxizitdtswerte erklaren.
Allerdings gibt die Methode der Zellaufnahme keinen Aufschlufi dariiber, ob die Komplexe
wirklich aufgenommen wurden oder vielleicht nur mit Membranbestandteilen der Zelle reagiert
haben. Bei Reaktion mit Membranbestandteilen wire eine Anlagerung auf der Aufienseite der
Zellen denkbar. Durch die Bestimmung des Platingehaltes im Kern konnte diese Anlagerung an
die Aufienseite der Zellen widerlegt werden. Fiir die Vermittlung der Zytotoxizitdt muss fiir die
NSAR-Zeise-Komplexe die DNA als Target in Betracht gezogen werden. Um die DNA zu

erreichen, miissten die Komplexe ebenfalls in den Zellkern gelangen.

6.2.1 Durchfiihrung der Zellkernaufnahme

Bei der Kernisolierung wurde auf eine im Arbeitskreis etablierte Methode zurtickgegriffenl145l.
Dabei wird zunichst wie bei der Zellaufnahme ein Zellpellet gewonnen. Auch hier wurde FCS-
freies Medium verwendet, um eine Inaktivierung der Platinkomplexe durch eventuelle

Reaktionen zu unterbinden. Durch Vorquellen des erhaltenen Zellpellets in einem hypotonen
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Puffer und anschliefender Zugabe einer Nonidet-Losung in Kombination mit Vortexen wird die
Abtrennung der am Kern anhaftenden zytosolischen Komponenten ermdglicht(t551[156], Zum
lysierten Zellpellet werden nun 2 verschieden konzentrierte Saccharose-Losungen gegeben. Da
die Zellkerne die hochste Dichte aller Zellkompartimente aufweisen, konnen sie bei
Zentrifugation des Dichtegradienten als einzige sedimentieren. Die anderen Zellbestandteile
konnen auf diese Weise sehr einfach abgetrennt werden. Um das Ergebnis der Kernisolierung zu
visualisieren, wurden die Kerne auf einen Objekttriager aufgetragen und mit dem Mikroskop
betrachtet. Abb. 6.3 zeigt Fotos der isolierten Zellkerne. Um den Beweis anzutreten, dass es sich
dabei auch um Zellkerne handelt, wurde die DNA, Hauptbestandteil der Kerne, angefarbt. Ein
gebrauchliches Mittel zur Markierung der DNA in der Fluoreszenzmikroskopie stellt das

Reagenz DAPI dar. Das Ergebnis ist im rechten Bild dargestellt.

Abb. 6.3 isolierte Zellkerne aus MCF-7-Zellen links ohne Zusdtze; rechts nach Zugabe von DAPI

Fiir die quantitative Bestimmung der Platinkomplexe ist die Gewinnung von intakten Zellkernen
sehr wichtig, um einen Verlust an Platin wiahrend der Aufreinigung ausschlief3en zu kénnen.

Nach Isolierung der Zellkerne erfolgt das Lysieren der Kernpellets. Wie auch schon bei der
Zellaufnahme erfolgt nun zum einen die Bestimmung des Platingehaltes mittels AAS und zum
anderen die Messung des Proteingehaltes mit dem Bradford-Assay. Fiir die zeitabhingige

Bestimmung wurden als Inkubationszeiten jeweils 2h, 8h und 24h gewahlt.
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6.2.2 Ergebnisse
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Abb. 6.4 Darstellung der Zellkernaufnahme von ausgewdhlten Zeise-Komplexen im Vergleich mit Cisplatin

Abb. 6.4 zeigt die zeitabhdngige Zellkernaufnahme von Cisplatin im Vergleich zum Zeise-Salz,
But-Salicyl-Zeise und Di-Salicyl-Zeise. Wie auch schon bei der Zellaufnahme (Abb. 6.1) zu sehen
war, werden Cisplatin und das Zeise-Salz in anndhernd gleichen Mengen im Zellkern in sehr
geringen Grofdenordnungen aufgenommen. Das Di-Salicyl-Zeise wird von den hier dargestellten
Zeise-Komplexen quantitativ am meisten im Zellkern angereichert. Bei der Zellaufnahme zeigte
noch der But-Salicyl-Zeise-Komplex die hdchste Anreicherung. Auffillig ist dabei der starke
Abfall des But-Salicyl-Zeise-Gehaltes im Kern vom 8h-Wert hin zum 24h-Wert. Auch bei der
Zellaufnahme konnte dieser Abfall bei einigen Komplexen beobachtet werden.

In Tabelle 6.2 ist die Kernaufnahme nach 2h und nach 24h von allen untersuchten
Platinkomplexen dargestellt. Dabei wird die Abnahme des Platingehaltes bei vielen Komplexen
hin zum 24h-Wert sehr deutlich sichtbar und liefert einen weiteren Hinweis auf den vermuteten
aktiven Auswartstransport. Wie schon bei der Zellaufnahme festgestellt, ist der Abfall der
Platinkonzentration beim Di-Indo-Zeise am grofiten. War der But-Indo-Zeise-Komplex bei der
Zellaunahme nach 24h der am stiarksten angereicherte Komplex, so ist es bei der
Kernanreicherung der Di-Indo-Zeise-Komplex.

Die Gegeniiberstellung der Zellaufnahme mit der Zellkernaufnahme zeigt, dass ein grofier Anteil
des in die Zelle aufgenommenen Platinkomplexes auch weiter in den Kern gelangt. Bei der
Zellaufnahme wird das gefundene Platin auf den Gesamtproteingehalt der Zelle bezogen,
wiahrend bei der Zellkernaufnahme der Bezug auf die Kernproteine erfolt. Damit kann bei
einigen Verbindungen (But-Indo-Zeise, Di-Indo-Zeise und But-Diclo-Zeise) das hohere

Platin/Protein-Verhaltnis bei der Kernaufnahme im Vergleich zur Zellaufnahme erklart werden.



Zellaufnahmestudien | 92

Platinkomplex

Kernaufnahme
ng Pt/mg Protein
nach 2h * sdv

Kernaufnahme
ng Pt/mg Protein
nach 24h *sdv

Cisplatin 7,5%1,5 15,6 2,1
Zeise 16,5%2,8 12,9%5,5
But-Salicyl-Zeise 62,8%23,0 30,7%3,5
Di-Salicyl-Zeise 54,5%4,6 76,7%2,8
But-Napro-Zeise 117,6 13,6 125,0%36,3
Di-Napro-Zeise 179,2%2,5 117,4*59,4
But-lbu-Zeise 316,17 83,3 132,2 13,2
Di-lbu-Zeise 111,3*18,4 52,1%25,2
But-Indo-Zeise 234,97121,1 114,2%42,8
Di-Indo-Zeise 563,6 *55,9 219,7 33,2
But-Diclo-Zeise 205,45,8 64,8%27,1
Di-Diclo-Zeise 64,4 Z 1,8 30,9 Z 11,2
Phenacryl-Zeise 129,6 6,1 68,4+10,7
Br-Phenacryl-Zeise 80,6 £ 20,1 31,1%5,4
But-Cele-Zeise 114,6 * 24,3 124,3 * 35,1

Tabelle 6.2 Zellkernaufnahme von NSAR-Zeise-Komplexen nach 2h und nach 24h

4,0 1

nmol Pt/mg Protein

Abb. 6.5 Vergleich Zellaufnahme mit Zellkernaufnahme

i Zellaufnahme

& Kernaufnahme

Ziel der Untersuchung von Zellaufnahme und Zellkernaufnahme war es, die Ursache der

geringen antiproliferativen Effekte der NSAR-Zeise-Komplexe zu finden. Die Vermutung einer
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unzureichenden Aufnahme konnte jedoch wiederlegt werden. Die Komplexe werden im
Vergleich zu Cisplatin stirker in die Zelle aufgenommen und auch in gréoflerem Umfang im
Zellkern angereichert. Dabei scheint kein direkter Zusammenhang zwischen der Menge des
aufgenommenen Komplexes und der resultierenden Zytotoxizitiat zu bestehen. Auffallig ist bei
einigen Komplexen die Abnahme der zelluliren Konzentration mit steigender Inkubationszeit.
Der hier beobachtete Zeitraum betrug 24h. Der erste Zeitpunkt fiir die Ermittlung des
Zellwachstums beim Zytotoxizitdtstest erfolgt jedoch erst nach 48h. Es muss die Maoglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass die Zellen in der Lage sind, die Platinkomplexe aktiv wieder aus
der Zelle zu transportieren. Dadurch kdnnte es den Zellen gelingen, nachhaltige Schaden durch
die Platinkomplexe zu vermeiden.

Desweiteren wird die DNA als Target zur Vermittlung antiproliferativer Effekte vermutet. Daher
muss in weiteren Untersuchungen zunachst geklart werden, ob die NSAR-Zeise-Komplexe

tiberhaupt in der Lage sind, an die DNA zu binden.
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7 DNA-Bindungsstudien

Platinkomplexe sind dafiir bekannt, ihre Zytotoxizitdt iiber die Bindung an die DNA zu
vermitteln. Dabei ist das Cisplatin eines der am besten untersuchten Komplexe hinsichtlich der
Bindung an Zellbestandteilel!57l. Fraktionierungsversuche an Leukdmiezellen der Maus ergaben
die Bindung von Cisplatin zu 5-10% an unlésliche Zellfragmente wie Membranbestandteile. 20%
des Cisplatins wurden in der mit Ethanol gefillten Fraktion, die hauptsachlich DNA und RNA
enthdlt, gefunden und weitere 20%-50% waren in der Phenol-16slichen Fraktion zusammen mit
den Proteinen enthalten. Weitere 20-55% waren weder mit Phenol noch mit Ethanol
abzutrennen. Man geht davon aus, dass es sich dabei um zum Teil intakten Platinkomplex und
um Reaktionsprodukte mit kleineren Biomolekiilen handeln konntell58l. Weiterhin wird
angenommen, dass nur ca. 1% des in die Zelle aufgenommenen Cisplatins an die DNA bindet(159].
Dabei kann die Bindung an die DNA grundsatzlich an allen Basen erfolgen. Es ist jedoch bekannt,
dass die Bindung bevorzugt am nucleophilsten Zentrum, dem N-7-Atom des Guanins, erfolgt.
Nach anfianglicher Bindung erfolgt zu 65% ein intrastrand crosslink zum benachbarten Guanin,
Zu 25% ein intrastrand crosslink zum benachbarten Adenin und zu 1% ein interstrand crosslink,
der zur Quervernetzung der beiden DNA-Strange fiihrt(1601(161]. Ebenfalls bekannt, aber mit wenig
Einfluss auf den Wirkmechanismus von Cisplatin, sind DNA-Protein-Vernetzungen und
Monoaddukte (Abb. 7.1). Bevor das Cisplatin jedoch an die DNA binden kann, muss es zunachst
in seine reaktive Form iberfiihrt werden. Nach intravendser Gabe bleibt durch die hohe
extrazellulire Chloridkonzentration (ca. 100mM) der Platinkomplex unverdandert. Nach
zellularer Aufnahme liegt eine bedeutend geringere Chloridkonzentration vor (ca. 4mM)ltezl,
Diese Anderung bedingt einen Ligandenaustausch der beiden Chloroliganden gegen
Aqualiganden, wobei der Platinkomplex eine Ladungsidnderung von neutral hin zu zweifach
positiv durchlduft. Die Aqualiganden stellen sehr gute Abgangsgruppen dar und ermdglichen die
Bindung an die DNA-Basen. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den negativ
geladenen  Phosphatgruppen der DNA und dem  positiv  geladenem  cis-
Diamminechloroaquaplatin(II)-Komplex beschleunigen die Bindung.

Da die ermittelten ICso-Werte der NSAR-Zeise-Komplexe deutlich hinter den Erwartungen

zuriick geblieben sind, soll das Bindungsvermoégen an die DNA untersucht werden.
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Abb. 7.1 schematisch dargestellte Cisplatin-DNA-Adduktel163]

7.1 DNA-Bindung an isolierter DNA

Als isolierte DNA ist Lachssperma-DNA verwendet worden. Dazu wurde eine DNA-L6sung in
PBS hergestellt und mit dem zu untersuchenden Platinkomplex inkubiert. In definierten
Zeitabstanden ist ein Aliquot der Losung entnommen und die DNA mit Ethanol gefallt worden.
Das so erhaltene DNA-Pellet wurde in Wasser gelost. Um den Platingehalt zu bestimmen,
erfolgte die Vermessung der Losung mittels AAS. Fiir die Gehaltsbestimmung der DNA wurde bei
260nm  UV-photometrisch  quantifiziert. =~ Aus  beiden @ Messwerten kann das
Nucleosid/Substanzverhiltnis berechnet werden. Bei der hier verwendeten Methode handelt es
sich um eine bereits beschrieben Methodell64, die an einigen Stellen leicht abgewandelt

wurdel165],
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Strukturell gesehen kann bei den NSAR-Zeise-Verbindungen der Austausch von 3
Chloroliganden gegen Aqualiganden erfolgen. Resultat ware wie beim Cisplatin ein zweifach
positiv geladener Platinkomplex, der in dieser reaktiven Form in der Lage sein sollte, an die DNA

binden zu konnen.
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Abb. 7.2 zeitabhdngige Darstellung der Bindung von Cisplatin und Zeise-Salz an isolierter DNA

Das Zeise-Salz zeigt verglichen mit Cisplatin eine deutlich schnellere DNA-Bindung. Auch das am
Ende erreichte Substanz/Nucleosidverhéltnis ist beim Zeise-Salz kleiner (Abb. 7.2). Das heif3t,
dass beim Cisplatin quantitativ weniger Platin gebunden hat als beim Olefin-Platinkomplex. Wie
schon oben angedeutet, kann dies mit der Anzahl der Abgangsgruppen erklart werden. Dazu
kommt, dass der Ethenligand einen starkeren Transeffekt im Vergleich zu den Amingruppen des
Cisplatins aufweist und daraus eine erhohte Reaktivitiat des Zeise-Salzes abgeleitet werden kann.
Im Zytotoxizititstest konnte beim Zeise-Salz kein proliferationshemmender Effekt festgestellt
werden. Der ermittelte [Cso-Wert lag oberhalb der Konzentration von 50uM. Eine Erklarung fir
die nicht vorhandenen toxischen Effekte kann mit dem Bindungsvermdégen an isolierter DNA
nicht gefunden werden. Ebenfalls untersucht wurde die zeitabhidngige Bindung an isolierter
DNA von den But-NSAR-Zeise- und Di-NSAR-Zeise-Komplexen. Tabelle 7.1 zeigt das zu jeweils 3

Zeitpunkten ermittelte Nucleosid /Substanzverhaltnis.
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Platinkomplex Nucleosid/Substanzverhiltnis * sdv
10min 60min 300min
Cisplatin 2284 + 404 947 + 99 268 +12
Zeise 177 + 39 126+13 85+15
But-Salicyl-Zeise 76+23 34+12 25+5
Di-Salicyl-Zeise 291 +14 119+12 24+ 14
But-Napro-Zeise 14942 67+11 30=10
Di-Napro-Zeise 64+5 46+1 25*4
But-Ibu-Zeise 209 +46 68+ 2 38+8
Di-Ibu-Zeise 134 + 45 94 + 23 64+21
But-Indo-Zeise 101+16 76 +13 37+3
Di-Indo-Zeise 271+203 208+ 23 72+8
But-Diclo-Zeise 47+6 143 + 94 23+8
Di-Diclo-Zeise 192 +75 60 +30 57 +24
Phenacryl-Zeise 162+ 38 108 +46 60+17
Br-Phenacryl-Zeise 30026 230+59 51=13
But-Cele-Zeise 273 +18 76+5 111+1

Tabelle 7.1  Nucleosid/Substanzverhdltnis, bestimmt an isolierter DNA von NSAR-Zeise-Komplexen zu 3
verschiedenen Zeitpunkten

Dabei kann man feststellen, dass bei allen NSAR-Zeise-Komplexen nach 10min mehr Platin an
die DNA gebunden hat als bei Cisplatin. Das Nucleosid/Substanzverhaltnis nach 10min liegt bei
den NSAR-Zeise-Komplexen in der gleichen Grofdenordnung, die das Cisplatin nach 5h erreicht.
Fiir die Inkubation wird ein Nucleosid/Substanzverhéltnis von 20 eingesetzt. Nach Fallung der
DNA ist in vielen Fallen nach 5h das Ausgangsverhiltnis nahezu wieder erreicht (Tabelle 7.1)
Das bedeutet, dass die eingesetzte Menge an Platinkomplex fast quantitativ an die DNA
gebunden hat. Unterschiede zwischen den monomeren NSAR-Zeise-Komplexen und den
dimeren NSAR-Zeise-Komplexen lassen sich nicht feststellen. Damit scheint der Ligand keinen
Einfluss auf die Bindungsaffinitit zu nehmen. Um weitere Erkenntnisse liber die Art der DNA-
Interaktion zu bekommen, wurden weitere Untersuchungen wie CD-Spektroskopie und
Bestimmung der DNA-Schmelztemperatur durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen beider Methoden
kann vielleicht geklart werden, ob eine kovalente Bindungen eine Rolle spielen oder die

Komplexe die Struktur der DNA beeinflussen.

6.1 CD-spektroskopische Untersuchungen

Circulardichroismus ist eine Form der Spektroskopie im UV/VIS-Bereich, bei der die
unterschiedliche Absorption von links- und rechts-zirkular polarisiertem Licht einer optisch

aktiven Substanz gemessen wird. Sie wird unter anderem zur Aufkldrung der Sekundarstruktur
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von Proteinen und der DNA benutzt. Die CD-Spektroskopie wurde durchgefiihrt, um Hinweise
auf die Interaktion von NSAR-Zeise-Komplexen mit der DNA zu erhalten. Obwohl nur der
Zucker der Nukleotide chiral ist, fithrt die spezifische strukturelle Anordnung der Basen zu einer
libergeordneten Asymmetrie und damit zu einem verstirkten CD-Signal abhdngig von der
Sekundarstruktur. Dabei sind 3 DNA-Konformationen bekannt: A-Form, B-Form und Z-Form
(Abb.7.3). Die Unterschiede der verschiedenen DNA-Formen liegen z.B. in der Anzahl der

Basenpaare pro Windung, dem Abstand der Basenpaare untereinander, und der Konformation

der Ribosel166][167],

Abb. 7.3 DNA-Konformationen; B-DNA links, A-DNA mittig und Z-DNA rechts[165][169]

Die am haufigsten vorliegende Konformation unter physiologischen Bedingungen ist die B-Form.
Anderungen im CD-Spektrum von B-DNA im Bereich von 220-350nm sind ein gebrduchliches

Mittel, um die Interaktion von Metallkomplexen zu verfolgenl1701[171],
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Abb. 7.4 Skizze von CD-Spektren der reinen DNA-Konformationen B, C (bzw. Z) und Al172]

Die CT-DNA, die in der B-Form vorliegt, besitzt zwei deutlich erkennbare Signale. Dabei wird
das positive Signal bei 276nm durch die Basenstapelung hervorgerufen, wahrend die negative
Bande bei 244nm einer charakteristischen Absorption der Helixkonformation zugeordnet
werden kann. Abb. 7.5 zeigt das CD-Spektrum von reiner CT-DNA und mit NSAR-Zeise-
Komplexen inkubierter CT-DNA. Als Auswahl wurde zum einen das Zeise-Salz genommen, das
keinerlei zytotoxisches Potenzial zeigte. Zum anderen wurde das But-Napro-Zeise und das Di-
Napro-Zeise gemessen, um eventuelle Unterschiede zwischen monomeren und dimeren NSAR-
Liganden am Platin aufzudecken. Stellvertretend fiir die COX-2-selektiven Liganden wurde der
But-Br-Phenacryl-Zeise-Komplex vermessen. Dabei fillt auf, das keinerlei Unterschiede in allen
aufgenommenen CD-Spektren erkennbar sind. Minimale Abweichungen von der Kurve der CT-
DNA lassen sich nur im Bereich von 244nm feststellen. Am dort bestehenden Minimum zeigen
alle getesteten NSAR-Zeise-Komplexe eine verringerte Absoption. Eine Beeinflussung der DNA-
Konformation durch NSAR-Zeise-Komplexe kann daraus aber nicht abgeleitet werden. Eine
Interkalation der Platinkomplexe in die DNA-Doppelhelix war auch nicht unbedingt zu erwarten.
Strukturell gesehen weisen die Substanzen durch ihre sehr unterschiedlichen NSAR-Liganden
nicht die ndtige Planaritat auf. Viel wahrscheinlicher ist die Ausbildung kovalenter Bindungen an

die Basen der DNA-Strédnge.
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Abb. 7.5 CD-Spektrum von DNA und mit NSAR-Zeise-Komplex inkubierter DNA

7.2 Bestimmung der DNA-Schmelztemperatur

Bei der DNA handelt es sich um die Bibliothek unserer Zellen. Die Aufkldrung der Struktur
erfolgte 1953 durch Watson und Crick(173]. Sie besteht aus 2 Einzelstrdngen, die komplementar
zueinander angeordnet sind. Die daraus entstehende DNA-Doppelhelix wird durch die
Wechselwirkung verschiedener Krifte zusammengehalten. Eine wichtige Rolle spielen dabei
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren (Abb. 7.6). Durch Erhitzen der DNA
erfolgt die Trennung in ihre beiden Einzelstrdnge. Dabei ist die DNA-Schmelztemperatur
definiert als die Temperatur, bei der 50% der Doppelhelix zum Einzelstrang dissoziiert
vorliegen. Eine sehr weit verbreitete Methode, um den Schmelzvorgang der DNA zu ermitteln, ist
die Messung der temperaturabhingigen Absorptionsidnderung bei 260nm mittels UV-
Spektroskopie. Dabei kann mit steigender Temperatur eine Zunahme der Absorption beobachtet
werden (hyperchromer Effekt). Dies beruht auf der Tatsache, dass der molare
Absorptionskoeffizient der Doppelhelix aufgrund der Basenstapelung geringer ist, als der
molare Absorptionskoeffizient des Einzelstranges. Wenn man nun die Anderung der UV-
Absorption in Abhingigkeit der Temperatur aufzeichnet, ergibt sich eine sigmoide
Schmelzkurve. Durch die 1. Ableitung der Kurvenfunktion ldsst sich der Schmelzpunkt als

Maximum darstellen (Abb. 7.7).
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Die Schmelztemperatur der DNA ist abhadngig von der Anzahl an GC- bzw. AT-Basenpaaren. Das
GC-Basenpaar ist aufgrund der 3 Wasserstoffbriickenbindungen (Abb. 7.6) stabiler im Vergleich
zum AT-Basenpaar und lasst sich erst bei hoheren Temperaturen voneinander trennen. Daher

bedingt eine GC-reiche DNA-Sequenz einen hoheren Schmelzpunkt(1741.
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Abb. 7.6 Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren der DNA
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Abb. 7.7 Schmelzpunktdiagramm von But-Salicyl-Zeise

Die Schmelztemperatur der reinen CT-DNA betragt 67°C. Die Substanzen wurden 1h mit der
DNA in einem Natriumphosphat-Puffer inkubiert und anschlieffend die Schmelzpunktkurve
aufgenommen.

Tabelle 7.2 zeigt die ermittelten Schmelztemperaturen von mit NSAR-Zeise-Komplexen

inkubierter DNA.
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Platinkomplex DNA-Schmelztemperatur
Tnin°C

CT-DNA 67,0
Zeise 67,9
But-Salicyl-Zeise 67,9
But-Napro-Zeise 67,1
Di-Napro-Zeise 68,4
But-Indo-Zeise 68,0
Di-Indo-Zeise 67,1
But-Phenacryl-Zeise 68,1
But-Br-Phenacryl-Zeise 67,0

Tabelle 7.2 Schmelztemperatur von CT-DNA inkubiert mit NSAR-Zeise-Komplex

Der Einfluss der NSAR-Zeise-Komplexe wurde exemplarisch an einigen Substanzen iiberpriift.
Dabei lasst sich keine signifikante Erh6hung bzw. Erniedrigung gegeniiber der reinen DNA-
Schmelztemperatur feststellen. Di-Napro-Zeise mit einem Schmelzpunkt von 68,4°C zeigt mit
einer Erhohung um 1,4°C die grofite Zunahme Schmelztemperatur, wobei auch diese Differenz
nicht signifikant ist, geht man von einem Fehler von * 1°C aus. Durch Verdnderungen der
Schmelztemperatur T, konnen Riickschliisse auf die Art der DNA-Interaktion und auf die
Bindungsstirke gezogen werden. Dabei fiihrt eine Schwichung der DNA-Doppelhelix zur
Abnahme der Schmelztemperatur. Oftmals kann dies ein Hinweis auf kovalente Bindungen
seinl175l. Durch die Bindung an die DNA vergrofiert sich der Abstand der Windung. Folglich wird
die helikale Struktur geschwicht und kann schon bei geringeren Temperaturen zur
ungeordneten random-coil-Struktur iibergehenl!7¢l. Bindet allerdings ein kationischer Komplex
an die DNA, so entsteht eine Anziehung zwischen dem negativen Phosphatriickgrat der DNA und
dem positiven Komplex. Durch diesen Vorgang wiirde die Schmelztemperatur wieder
steigen(177]l. Bei Stirkung der Doppelhelix erhoht sich der Schmelzpunkt. Beispiel dafiir sind
Interkalatoren, die sich zwischen den Strangen einlagern und so die Doppelhelix starken(1781[179],
Auch Platinkomplexe kénnen in die DNA interkalieren, wenn sie als strukturelle Voraussetzung
eine planare rdaumliche Anordnung aufweisen. Die hier ermittelten Schmelztemperaturen
unterschieden sich viel zu gering von der Schmelztemperatur der reinen DNA. Zieht man die
Ergebnisse der CD-Spektroskopie hinzu, so kann eine Interkalation der NSAR-Zeise-Komplexe
ausgeschlossen werden. Allerdings konnte auch die vermutete kovalente Bindung der
Platinkomplexe mit diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.

Um diese nachzuweisen, kdnnte man beispielsweise eine 1H-NMR Kinetik mit 5'-GMP

aufnehmen.
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7.3 Untersuchung der DNA-Bindung in MCF-7-Zellen

Die Fahigkeit der NSAR-Zeise-Komplexe, an DNA zu binden, haben die Untersuchungen unter
Punkt 7.1 bewiesen. Dennoch stellt sich die Frage, warum Kkeine ausreichende
Proliferationshemmung der Zellen festgestellt wird. Die Ergebnisse der Zell- sowie
Zellkernaufnahmen belegen, dass ausreichend Platinkomplex bis in den Zellkern, zum
vermeintlichen Target, gelangt. Allerdings kann dabei nicht festgestellt werden, ob der
Platinkomplex noch intakt dort ankommt. Es besteht die Moglichkeit, dass der Komplex schon
vor Erreichen des Targets bereits mit anderen Nucleophilen reagiert hat und lediglich in
inaktivierter Form den Zellkern erreicht. Die Untersuchung des Platingehaltes an zelluldrer DNA
soll dariiber Aufschluss geben. Dazu wurden MCF-7- Zellen fiir 2h mit 10uM Platinkomplex
inkubiert und anschliefend pelletiert. Nach Isolierung der Zellkerne wurden diese zuerst mit
Proteinase und anschliefRende mit RNAse verdaut. Anschlief3end erfolgte die DNA-Isolierung
durch eine Chloroform-Phenolextraktion(1801l181], Am Ende wurde die DNA mit Ethanol gefallt.
Die hier angewendete Methode wurde bereits im Arbeitskreis Gust etabliert und
publiziert[145][182],

Die Aufnahme eines UV-Spektrums vom DNA-Pellet gibt Aufschluss iiber den Reinheitsgrad der
isolierten DNA. Dabei soll hier vor allem die Abtrennung der Proteine gewiinscht sein. Auf die
Anwesenheit von eventuell vorhandener RNA wurde hier nicht gepriift. Um die Reinheit zu
bestimmen, werden verschiedene Absorptionsquotienten bei verschieden Wellenldngen
gebildet. Zum einen gibt es das Azso/A230-Verhaltnis, das tiber 1,8 liegen sollte. Ist es kleiner
liegen noch grofle Mengen Protein neben der DNA vor. Bei 280nm werden vor allem die
aromatischen Aminosduren wie Tyrosin und Tryptophan erfasst, die bei dieser Wellenldnge ihr
Absorptionsmaximum besitzen. Allerdings werden sehr grofle Mengen an Proteinen gebraucht
(>60%), um ein Verhéltnis <1,8 zu erhaltenl[1831184], Deshalb wird ein zweiter Quotient der
Wellenldngen Azso/A230 hinzugezogen. Hier wird ausgenutzt, dass die Anwesenheit von
Proteinen zu einer Verschiebung des Minimums hin zu grofieren Wellenlangen fiihrt. Bei
Abwesenheit von Proteinen sollte das Minimum unter 231nm liegen(185. Das gewiinschte
Verhaltnis soll >2,2 sein.

Abbildung 7.8 zeigt exemplarisch das UV-Spektrum einer aus MCF-7-Zellen isolierter DNA. In
der nebenstehenden Tabelle sind die berechneten Quotienten dargestellt und erfiillen alle oben

beschriebenen Reinheitskriterien.
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Abb. 7.8 UV-Spektrum von isolierter DNA aus MCF-7-Zellen und dazu berechnete Absorptionsquotienten zur
Charakterisierung der Reinheit

Platinkomplex Bindung an isoloierter DNA-Bindung in MCF-7-
DNA aus Lachssperma Zellen
[nmol Pt/mg DNA] [nmol Pt/mg DNA]

nach 2h nach 2h
Cisplatin 6,0+0,3 0,7+0,3
Zeise 25,6+0,5 0,5+0,1
But-Salicyl-Zeise 86,2+7,9 1,0+0,3
Di-Salicyl-Zeise 36,5+13,9 0,4+0,1
But-Napro-Zeise 76,1+21,5 0,7+0,3
Di-Napro-Zeise 104,3+ 8,6 1,3+0,6
But-lbu-Zeise 84,7+0,6 1,5+0,9
Di-lbu-Zeise 28,7+6,4 0,8+0,3
But-Indo-Zeise 51,3+14,0 3,1+1,7
Di-Indo-Zeise 18,2 +5,7 7,2+2,4
But-Diclo-Zeise 45,6 +0,5 1,4+0,5
Di-Diclo-Zeise 118,9+4,8 0,5+0,1
Phenacryl-Zeise 63,4 +16,8 0,5+0,1
Br-Phenacryl-Zeise 36,8 6,8 0,7+0,1
But-Cele-Zeise 55,4+12,1 0,8+0,1

Tabelle 7.3 Gegeniiberstellung des gefundenen Platingehaltes an Lachssperma-DNA und aus MCF-7-Zellen
isolierter DNA nach einer Inkubationszeit von je Zh

War die Bindung der Zeise-NSAR-Komplexe an isolierter DNA (Lachssperma) noch deutlich der
Menge an gebundenem Cisplatin iiberlegen, so relativiert sich dieses Verhaltnis bei der DNA-
Bindung unter zelluldren Bedingungen (Tabelle 7.3). Die Menge an gebundenem Platin liegt in

der gleichen Groflenordnung wie Cisplatin. Nur die Indo-Zeise-Verbindungen weisen mit ca. 3
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nmol Pt/mg DNA fiir But-Indo-Zeise und ca. 7 nmol Pt/mg DNA fiir Di-Indo-Zeise eine deutlich
erhohte Bindungskapazitat auf. Allerdings scheint die Menge des gebundenen Platins nicht mit
der Zytotoxizitdt zu korrelieren (Abb. 7.9). Vergleicht man die beiden Indo-Zeise Verbindungen,
so zeigt die But-Indo-Zeise-Verbindung hohere zytotoxische Effekte bei weniger gebundenem
Platin an der DNA. Ein weiterer Vergleich der Naproxen-Zeise-Verbindungen bestitigt den nicht

vorhandenen Einfluss der DNA-Bindung auf die proliferationshemmenden Effekte.
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Abb. 7.9 Gegeniiberstellung von gebundenem Platin an zelluldrer DNA mit den ermittelten ICso-Werten der
Zytotoxizitdtsuntersuchung ebenfalls an MCF-7-Zellen

Der geringe Einfluss der DNA-Bindung konnte auf die Vermittlung zytotoxischer Effekte iiber
andere zelluldre Targets hindeuten. Alternativ konnten DNA-Platin-Addukte diskutiert werden,
die schnell durch Reparaturenzyme erkanntl86] und beseitigt werden und dadurch keine
antiproliferativen Effekte ausléosen konnen. Ein weiterer Erklarungsansatz konnte die Reaktion
mit Proteinen sein. Die Fahigkeit der NSAR-Zeise-Komplexe mit Nucleophilen zu reagieren, zeigt
sowohl die Bindung an isolierter DNA, als auch die Reaktion mit DDC (siehe Kapitel 4.3.1, Abb.
4.7). Daher wire denkbar, dass die Komplexe als inaktivierte Protein-Platinverbindung in den

Zellkern gelangen und in inaktivierter Form nicht mehr an die DNA binden kénnen.
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8 Proteinbindung

Die Bindung der NSAR-Zeise-Komplexe an Proteine mit folgender Inaktivierung ist eine
Moglichkeit, die geringen antiproliferativen Effekte der Komplexe zu erkldren. Das
Proteinbindungsvermégen von Cisplatin ist bereits gut untersucht und erklart einige der
Nebenwirkungen wie Nephro- und Ototoxizitat(187]. Fiir die hier durchgefiihrte Untersuchung
der Proteinbindung wurde humanes Serumalbumin verwendet. Die Serumalbumine stellen die
grofdte Proteinfraktion im Blutplasma dar. lhre Aufgabe besteht vor allem in der
Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks und dem Transport von wasserunldslichen
Stoffenl(188] (z.B. Fettsduren, Hormone, Arzneistoffe).

Fiir den Versuch wurde eine HSA-L6sung (40mg/ml) mit 10uM Platinkomplex bei 37°C
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde ein Aliquot der Inkubationslésung entnommen
und mit 10%iger TCA-LOosung geféllt. Das geféllte Protein wird zentrifugiert und der Platingehalt

im Uberstand mittels AAS bestimmt.
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Abb. 8.1 zeitabhdngige Proteinbindung von Zeise-Salz und But-Salicyl-Zeise im Vergleich mit Cisplatin

Cisplatin zeigt innerhalb der ersten 10min eine relativ starke initiale Bindung an das HSA.

Danach nimmt der weitere Gehalt an Cisplatin im Uberstand nur sehr langsam ab. Anders
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dagegen die beiden Zeise-Verbindungen. Nach bereits 10min kann im Uberstand kein Platin
mehr gefunden werden (Abb 8.1). Auch die Untersuchung weiterer NSAR-Zeise-Komplexe zeigt
das gleiche Verhalten. Die Ergebnisse wiirden fiir eine rasend schnelle Inaktivierung der NSAR-
Zeise-Komplexe sprechen und die Erklarung fiir die geringen antiproliferativen Effekte liefern.
Auch die geringe Hemmung der COX im PGE;-Assay kann durch die Inaktivierung durch
Proteine erklart werden. Die Zellaufnahmestudien wurden in FCS-freiem Medium durchgefiihrt.
An dieser Stelle wire interessant, die Zellaufnahme in FCS-haltigem Medium zu wiederholen.
Durch eine mogliche Reaktion von FCS mit den Platinkomplexen wiirde dann vielleicht in einer
geringeren Anreicherung resultieren. Der FCS-Zusatz enthalt wichtige Wachstumsfaktoren fiir
die Zellen. Bei kurzen Inkubationszeiten von 24h scheint das Fehlen des FCS keinen Einfluss zu
spielen. Bei ldngeren Inkubationszeiten, wie im Falle des Zytotoxizititstests, kann auf den Zusatz

von FCS nicht verzichtet werden.
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9 Zusammenfassende Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Synthese und biochemische Testung von NSAR-Zeise-Verbindungen.
Ausgangspunkt war die Entdeckung, dass das Zeise-Salz die Fahigkeit besitzt, beide Isoformen
der Cylooxygenase in betriachtlichem Umfang zu hemmen. Durch Austausch des Ethens gegen
unselektive NSAR und selektive COX-2-Hemmer sollten Platinkomplexe erhalten werden, die
durch ihren Liganden eine Selektivitat fiir eines der beiden Isoenzyme vermittelt bekommen.
Die Synthese erfolgte dabei in 2 Schritten. Zunidchst wurden bekannte NSAR an ihrer
Sdurefunktion mit einer olefinischen Seitenkette derivatisiert. Danach konnte das Platin an die
eingefiihrte Doppelbindung komplexiert werden. Als Ausgangsverbindung wurde dabei jeweils
das Zeise-Salz eingesetzt. Um einen moglichst geringen Einfluss der Seitenkette auf die
Eigenschaften des Platinkomplexes zu erhalten, wurde als olefinische Seitenkette zunachst die
sehr kurze Allylgruppe gewahlt. Die resultierenden Platinkomplexe zeigten allerdings in
wassrigen Medien eine sehr schnelle Zersetzung, die eine weitere Testung pharmakologischer
Eigenschaften nicht ermdglichte. Dabei erfolgte die Spaltung des Liganden jeweils an der
funktionellen Gruppe, die das NSAR mit der Allylseitenkette verkniipfte. In den meisten Fallen
handelte es sich dabei um einen Ester. Jedoch wurden auch stabilere funktionelle Gruppen, wie
Ether und Amide, gespalten. Diskutiert wurde als Ursache der schnellen Zersetzung die
Ausbildung eines intramolekularen Chelatringes, der zu einer Aktivierung des allylischen C-
Atoms gegentiber Nucleophilen fiihrt. Durch die Erweiterung der Seitenkette um eine CHo-
Einheit von Propenyl- zur Butenyl-Seitenkette sollte die Chelatbildung erschwert werden.
Resultat waren deutlich stabilere Komplexe, die fiir weitere pharmakologische Testungen
verwendet werden konnten. Neben den NSAR-Monomeren wurden auch NSAR-Dimere
(Homodimere) als Liganden synthetisiert. Angestrebt wurde mit den dimeren NSAR-Liganden
ein verstarkter Einfluss bei der Vermittlung der Selektivitit der COX-Hemmung. Aber auch diese
Platinkomplexe unterlagen einer schnellen Zersetzung. Allerdings erfolgte nur die Abspaltung
von einem NSAR. Das auf der anderen Seite gebundene NSAR blieb innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 72h stabil. Daher wurden die dimeren NSAR-Zeise-Komplexe
ebenfalls in weitere pharmakologische Untersuchungen mit einbezogen. Bei langen
Inkubationszeiten in wdssrigen Medien muss jedoch die einseitige Spaltung bei der
Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden.

Wie schon oben erwiahnt, wurde das Zeise-Salz als Inhibitor von sowohl COX-1 als auch COX-2
im Arbeitskreis entdeckt. Bisher sind keine Platinkomplexe als COX-Inhibitoren in der Literatur

beschrieben. Die Testung anderer Platinkomplexe, wie z.B. Cisplatin oder Kaliumtetrachloro-



Zusammenfassung | 109

platinat, zeigte keine hemmenden Fahigkeiten. Das lieR auf einen spezifischen
Hemmmechanismus des Zeise-Salzes schliefden. Um die Ursache der COX-Hemmung zu finden,
wurden in Kooperation mit der Uni Bochum LC-MS-Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurde
die COX-1 mit dem Zeise-Salz inkubiert und anschliefend enzymatisch verdaut. Durch
Auftrennung der Peptidfragmente durch RP-HPLC und Detektion mittels MS/MS konnten
platinierte Aminosduren unter Angabe der Koordinationsstelle am Enzym gefunden werden.
Dabei handelte es sich bei einer der platinierten Aminosduren um das Tyrosin385. Diese
Aminosdure befindet sich im aktiven Zentrum und ist essentiell fiir die Bindung der
Arachidonsdure in der Bindungstasche der COX. Die Platinierung an dieser Stelle dient daher
sehr gut als Erklarung fiir die resultierende Hemmung des Enzyms in Gegenwart von Zeise-Salz.
Durch den Austausch des Ethens gegen unselektive und selektive NSAR sollten Platinkomplexe
mit Praferenz bzw. Selektivitdt hinsichtlich einer Isoform des Enzyms erhalten werden. Als
unselektive NSAR wurden Ibuprofen, Naproxen, Indometacin und Diclofenac als Liganden
verwendet. Um den Effekt auf die Cyclooxygenasen zu untersuchen, wurden die
Platinverbindungen zunichst an isolierten Enzymen getestet. Da die Komplexe nur 10min im
wassrigen Medium mit dem Enzym inkubiert wurden, konnten auch die instabilen Prop-NSAR-
Komplexe untersucht werden. Dabei zeigten die Komplexe eine unterschiedlich stark
ausgepragte Priferenz fiir die COX-1. Die stiarkste COX-1 Selektivitit zeigten in anndhernd
gleichem Ausmafd die Ibu-Zeise und die Napro-Zeise-Verbindungen. Die Diclo-Zeise-
Verbindungen wiesen neben der starken COX-1-Hemmung auch eine Zunahme der COX-2-
Hemmung auf. Eine noch stirkere COX-2-Hemmung konnte bei den Indo-Zeise-Komplexen
beobachtet werden. Der Einfluss der Seitenkettenldnge scheint dabei eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Die But-NSAR-Zeise-Komplexe zeigten eine minimal stirkere Hemmung im Vergleich
zu den Prop-NSAR-Zeise-Komplexen. Allerdings muss hier bedacht werden, dass dieser Effekt
durch eine beginnende Spaltung der Prop-NSAR-Zeise im wassrigen Inkubationspuffer wahrend
der Inkubation mit dem Enzym hervorgerufen werden kann. Ein wenig deutlicher ist die
Abnahme des inhibitorischen Potenzials von den But-NSAR-Zeise-Komplexen hin zu den
dimeren NSAR-Zeise-Komplexen. Auf Grund der rdaumlichen Groéfde kénnte man hier einen
erschwerten Zugang zur Bindungstasche des Enzyms diskutieren. Ein weiterer interessanter
Effekt tritt beim Vergleich der NSAR-Zeise-Komplexe mit dem reinen NSAR auf. Sind die Ibu-
Zeise- und Napro-Zeise-Komplexe in ihrer Fahigkeit die COX zu hemmen den beiden reinen
NSAR Ibuprofen und Naproxen deutlich iiberlegen, so konnen die Diclo-Zeise- und Indo-Zeise-
Verbindungen das inhibitorische Potenzial von Diclofenac und Indometacin nicht erreichen.

Als COX-2 selektive Liganden wurden das Celecoxib und zwei (E)-2,3-Diarylacrylsduren, die sich
in ihrem aromatischen Substitutionsmuster unterscheiden, verwendet. Die Testung der

Platinkomplexe fiihrte nicht zur erhofften COX-2-Selektivitit, sondern ergab erneut ein leichte
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COX-1-Praferenz. Allerdings resultierte schon aus der Einfithrung der olefinischen Seitenkette
bei den COX-2-Hemmern der Verlust der COX-2-Selektivitat. Daher kann der Einfluss des Platins
hier nicht abschlieffend diskutiert werden. Dazu miissen Liganden synthetisiert werden, die eine
Doppelbindung enthalten und vor Komplexierung mit dem Platin noch COX-2 selektiv sind.

Um die Hemmung der COX im zelluliren Kontext zu untersuchen, wurde der PGE:-Assay
verwendet. Als Zelllinie wurde in diesem Assay die MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie verwendet,
bei der eine konstitutive COX-2-Expression bekannt ist. Unter zelluliren Bedingungen bleiben
die NSAR-Zeise-Komplexe deutlich hinter den Erwartungen zuriick. Alle Platinkomplexe zeigten
geringere Effekte als die reinen NSAR.

Damit im Einklang stehen die geringen antiproliferativen Effekte aller NSAR-Zeise-Komplexe,
die im Kristallviolettassay an MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen ermittelt wurden. An isolierter
DNA zeigen die Komplexe hervorragende Bindungseigenschaften. Nach 5 Stunden Inkubation
mit der DNA kann bei allen untersuchten Komplexen ein Nucleosid/Substanzverhéltnis
zwischen 20 und 100 gefunden werden. Das ergibt beste Voraussetzung, um zytotoxische
Effekte auf die Krebszellen iiber ihr DNA-Bindungsvermdgen auszuiiben. Die ermittelten ICso-
Werte liegen jedoch bei keinem der getesteten NSAR-Zeise-Komplexe unterhalb von 10uM. Die
Untersuchung des DNA-Bindungsvermoégens erfolgte daher erneut unter zellularen
Bedingungen. Nach Isolierung der DNA aus mit NSAR-Zeise-Komplexen inkubierten MCF-7-
Zellen, konnte dort nur wenig gebundenes Platin nachgewiesen werden. Um eine Erklarung der
schlechten pharmakologischen Eigenschaften unter zelluliren Bedingungen gegeniiber den
hervorragenden Eigenschaften an den isolierten Targets zu finden, wurde zum einen die Zell-
und Zellkernaufnahme der Komplexe und zum anderen die Reaktion mit Proteinen untersucht.
Fiir die Zellaufnahmestudien wurden MCF-7-Zellen verwendet. Als Vergleich wurde Cisplatin
getestet, da flir diesen Komplex in vitro und in vivo gute pharmakologische Effekte bekannt sind.
Fiir Cisplatin wurde einen Anreicherungsgrad von 3,7 ermittelt. In der gleichen Gréfienordnung
liegt das Zeise-Salz, welches im Zytotoxizitatstest keinerlei Beeinflussung des Zellwachstums
zeigte. In Abhdngigkeit vom Liganden konnte fiir alle NSAR-Zeise-Komplexe ein deutlich hoherer
Anreicherungsgrad im Vergleich zu Cisplatin ermittelt werden. Die starkste Aufnahme nach 24h
zeigte der But-Ibu-Zeise-Komplex mit einem Anreicherungsgrad von 21,1. Auch die quantitative
Bestimmung des Platingehaltes im Zellkern zeigt, dass die Komplexe in der Lage sind, ihr Target
zu erreichen.

Die Untersuchung der Proteinbindung ergab eine rasend schnelle Reaktion von NSAR-Zeise-
Komplexen mit humanem Serumalbumin. Dabei ist es nicht gelungen, eine Kinetik aufzunehmen,
da bereits nach 10min die Reaktion quantitativ abgelaufen war. Somit scheint die Anwesenheit
von Proteinen bei der Testung unter zelluldren Bedingungen die Erklarung fiir die schlechten

pharmakologischen Eigenschaften zu sein. Die Reaktion mit den Proteinen fiihrt zu einer
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Inaktivierung der Komplexe, die mit dem Verlust der COX-Hemmung und der DNA-Bindung

einhergeht.
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10 Ausblick

Das Zeise-Salz stellt ein neues interessantes Pharmakophor in der medizinischen Chemie dar.
Durch den Austausch des Ethens gegen NSAR konnte bereits eine COX-1-Selektivitit erreicht
werden. Die Suche nach Liganden, die geeignete strukturelle Merkmale zur Komplexierung am
Platin aufweisen und gleichzeitig eine Selektivitit fiir die COX-2 besitzen, konnte zu COX-2
selektiven NSAR-Zeise-Komplexen fiihren. Ein grofdes Problem stellt die Reaktivitidt der Zeise-
Komplexe gegeniiber Proteinen dar, die aus den 3 Chlorabgangsgruppen resultiert. Durch den
Austausch von 2 Chlorliganden gegen chelatisierende Liganden, konnte die Reaktivitat deutlich
gesenkt werden. Dabei hat die Wahl der Liganden auch Auswirkungen auf die Gesamtladung des
Komplexes. Bei Oxalat wiirde die negative Ladung beibehalten werden. Ethylendiamin als
Ligand dagegen wiirde zu einem Ladungswechsel fithren und einfach positiv geladene Komplexe
hervorbringen. Die Verdnderung der Reaktivitit kann dann vergleichend fiir alle Komplexe an
der HPLC ermittelt werden. Die Untersuchung der Zellaufnahme in Gegenwart von Hemmstoffen
spezifischer Transportwege konnte Hinweise auf den Aufnahmemechanismus geben.
Zellaufnahmestudien und Untersuchungen der Stabilitit mit FCS-haltigem Medium wiirden
zeigen, ob die Inaktivierung der Komplexe bereits im Medium stattfindet. In diesem Fall ware
neben der Beeinflussung der Reaktivitit mit verdnderten Abgangsgruppen ebenfalls das
Verpacken der Zeise-Salze in Liposomen denkbar. Ein weiterer Ansatz wire die Kopplung der
negativ geladenen NSAR-Zeise-Komplexe mit den permanent kationisch geladenen
Dendrimeren. Als nach auflen neutral geladenes Konjugat sollten diese Verbindungen
problemlos in die Zelle gelangen konnen. Eine in der Zelle erzwungene Dissoziation zu freiem
NSAR-Zeise-Salz und Dendrimer fiihrt zu einem Multitargetwirkstoff. Eine Entfaltung
zytotoxischer Eigenschaften iiber die Platinierung von COX und DNA, neben den Effekten der

Dendrimere, ware denkbar.
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11 Abstract

The aim of this thesis was the synthesis and the biochemical testing of NSAID-Zeise complexes.
Starting from the observation that Zeise’s salt has the ability to inhibit cyclooxygenase enzymes
we exchanged the ethene for alkene-derived nonselective NSAIDs and selective COX-2 inhibitors.
The synthesis was carried out in two steps. Initially established NSAIDs were equipped at their
acid function with an olefinic side chain which allowed binding to platinum via the double bond.
In order to keep low the influence of the side chain on the properties of the resulting platinum
complex, the short allyl group has been chosen. However, this drug design led to platinum
complexes which degraded very fast in aqueous media. HPLC analytic measurements indicated
cleavage at the functional group between the NSAID and the allylic side chain. Esters but also the
more stable ethers and amides were cleaved. A possible explanation could be the formation of
an intramolecular chelate, which activates the allylic-carbon-atom toward nucleophiles.
Elongation of the side chain made the chelat formation energetically unfavorable resulting in
more stable complexes and allowing their use for further pharmacological tests. Besides
complexes of monomeric NSAID ligands also dimers of NSAIDs were coordinated and tested for
COX-inhibitory properties and cytotoxicity against various cell lines.

As mentioned above, Zeise’s salt was detected as an inhibitor of COX enzymes. Other platinum
complexes, e.g. Cisplatin or potassium tetrachloroplatinate did not show inhibitory properties
indicating a specific mode of action of Zeise's salt. To our best knowledge this is the first
description of a platinum complex as COX-inhibitor.

In order to get more insight into the mode of action LC-MS studies were performed in
cooperation with the University of Bochum. For this purpose, COX-1 was incubated with Zeise’s
salt and enzymatically digested. Separation of the peptide fragments using RP-HPLC and
detection with MS/MS documented platinum bound amino acids. Interestingly one of them was
Tyrosine385 located in the active site of COX representing the essential amino acid for the
oxidation of arachidonic acid. This platination might be the reason for the inhibition of the
enzyme in presence of Zeise’s salt.

The influence of the bound NSAIDs was first studied on the example of the nonselective COX-
inhibitors Ibuprofen (Ibu), Naproxen (Napro), Diclofenac (Diclo) and Indomethacin (Indo).
Interestingly it has to be noted that a preference of all complexes for COX-1 could be determined
due to the binding to platinum. Ibu-Zeise and Napro-Zeise showed the highest COX-1 selectivity.
The most effective COX-2 inhibitor among the complexes was Indo-Zeise. The length of the side
chain played a subordinate role. But-NSAID-Zeise complexes showed only a slightly greater

inhibiting activity compared to the prop-NSAID-Zeise derivatives.
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Celecoxib and two (E)-3-(4-methanesulfonylphenyl)-2-(aryl)acrylic acids with different
substitution pattern of the aromatic rings were used as selective COX-2 inhibitors and were
derived in the same way as discussed above. Unfortunately, the COX-2 selectivity went lost and a
slight COX-1 preference was took place. This was not the effect of complexation because already
the introduction of the olefinic side chain induced the loss of COX-2 selectivity. Therefore
alternative ligands have to be synthesized which on the one hand contain a double bond and on
the other hand still show COX-2 selectivity before coordination to platinum.

To investigate the COX-inhibition in a cellular context we established a PGE; assay with MDA-
MB-231 breast cancer cells which show a constitutive COX-2 expression. Under cellular
conditions, the NSAID-Zeise complexes remain significantly below expectations. All platinum
complexes showed lower effects than the pure NSAID.

DNA- and protein-binding studies documented that NSAID-Zeise complexes can react readily
with biomolecules. After 5 hours of incubation with DNA all studied complexes showed a
nucleoside/substance ratio of 20-100. This promises good cytotoxic effects on cancer cells via
their DNA-binding ability. However, none of the tested NSAID-Zeise complexes showed ICsp
values below 10uM against MCF-7- and MDA-MB-231 cells. DNA isolated from the nuclei of MCF-
7 cells was platinated only to a small amount and delivers an explanation for the low
cytotoxicity. To find the reason for the poor pharmacological properties under cellular
conditions with respect to the outstanding properties at the isolated targets, investigations on
cellular uptake, uptake by nuclei and protein binding were carried out.

For studies on the cellular uptake MCF-7 cells were used. Cisplatin used as reference showed an
accumulation grade of 3.7. Zeise’s salt, which did not influence cell growth but was taken up in
the same amount. NSAIDs bound at Zeise’s salt significantly increased enrichment in
comparison to Cisplatin. The highest accumulation grade of 21.1 (after 24 hours) showed the
But-Ibu-Zeise complex. The quantitative determination of platinum content in the nucleus
indicated that the complexes are now able to reach the target DNA.

Unfortunately, all NSAID-Zeise complexes were rapidly bound to human serum albumin. After
10 min the reaction was already completed. It is very likely that this reaction would lead to

inactivation of the complexes and consequently to a reduction of COX inhibition and cytotoxicity.
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12 Experimenteller Teil

12.1 Materialien

>

Gerdte

Analysenwaage: Sartorius BP 211D
Atomabsorptionsspektrometer: Vario 6 (Analytik Jena AG); Untergrundkorrektur durch
Deuteriumlampe
Atomabsorptionsspektrometer: ContrAAA 700 (Analytik Jena AG) Continuum Source
AAS
Autoklav: 2540 ELV Dampf-Sterilisator (Tutthauer)
CO2-Begasungsbrutschrank: B 5060 EK-CO2 (Heraeus); SNW300TVBB
(Nalge Nunc International)
Elementaranalysator: 240 B und C (Perkin-Elmer)
Kernresonanzspektroskopie: Avance/DPX 400 (Bruker)
Massenspektrometrie: CH-/A-Varian MAT (70eV)
Mikroplattenreader: Flashscan S12 (Analytikjena AG)
Schmelzpunktapparatur Biichi Melting Point B-545
Steril-Werkbank Lamin Air HB2448 (Heraeus)
UV-Spektroskopie: ~ Milton Roy Spectronic 601
Shimadzu UV-2101PV (Software: UVProbe 1.10)
Zahlkammer: Neubauer 0.100 mm, 0.0025 mm2 (Carl Zeiss Jena)
Zentrifuge: Megafuge 1.0 R (Heraeus)
HPLC Kontron Instruments; Software: Kroma System 2000
Finnigan LTQ Massenspektrometer (Thermo Electron Corp.)

HPLC System (Dionex), reversed phase-Saule (Luna C1g, Phenomenex)

Losungen und Reagenzien

LC-MS-Untersuchungen

COX-1 (Biomol)
Trypsin (Promega) in 10 mM NH4 HCO3
Nanosep® 10kDa (PALL Life Sciences)
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Zytotoxizitatstestung

* FCS: fetales Kalberserum (BioWhittaker, PAN Biotech oder Biochrom)

* Glutardialdehydlésung 1%: 25%ige wassrige Losung (Merck) mit PBS
verdiinnt

* Kristallviolettldsung 0.02%: Losung in Aqua dest

* PBS (phosphate buffered saline): 8.0g NaCl, 1.0g Na2HP04 x 2H20,
0.15g NaH2P04xH20, 0.2g KCI, 0.2g KH2P04 mit Wasser auf 1 Liter
auffillen

* Trypsinlésung : 0.05% Trypsin (ICN), 0.02% EDTA in PBS

Zellkernaufnahme

* 0,25M Saccharose: 4,279g Saccharose (M=342,9g/1) in 50ml H,0
* 0,88M Saccharose: 15,061g Saccharose in 50ml H,0
* RS-Puffer: 10mM Tris-HCI (M=157,6g/mol) 1,576g/1
10mM NaCl (M=58,44g/mol) 0,584g/1
1,5mM MgCl;*6H.0 (M=203,31g/mol) 0,305g/1
* 10%(v/v) Nonidet-Losung: 5ml Nonidet in 45ml bidest. H,0

im Ultraschallbad homogenisieren

DNA-Bindung

* DNS:’DNA from salmon testes’ (Sigma)

DNA-Isolierung aus MCF-7-Zellen

* TE-Puffer: zur Herstellung von 100ml
10mM Tris-HCI 157,6mg
1mM EDTA-Dinatriumsalz ~ 37,2mg
auf pH 7,8 mit 2N NaOH einstellen

e TE+0,5% SDS-Verdau-Puffer

0,05 Natriumdocecylsulfonat in 10ml TE-Puffer unter Erwdrmen lésen
* 3M Natriumacetat-Puffer zur Herstellung von 100ml

NaCH3COOH*3H:0 41g

1mM EDTA-Dinatriumsalz ~ 37,2g

die Salze in 70ml H,0 16sen und mit Essigsdure auf pH 5,5 einstellen
* equilibriertes Phenol (Sigma aldrich)

10 mM Tris HCI
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pH 8.0
1 mM EDTA

* (C-P-Mischung
die Mischung ist kurz vor Gebrauch frisch herzustellen

pro Ansatz werden 0,5 ml dieser Mischung benétigt

0,25 ml equilibiriertes Phenol + 0,25ml Chloroform mischen und bei
5000U/min, 4°C 10min zentrifugieren

obere wassrige Phase wird verworfen

* Proteinase K
aus Tritirachium album

2500 units/mL, gepufferte wassrige Glycerol-Losung (Sigma aldrich)

* Ribonuclease A (Sigma aldrich)
50mg Lyphilisat in 5ml sterilfiltrierten Natriumphospaht-Puffer (0,06M

Na;HPO4*2H;0; pH 6,4)16sen und in 300pl Portionen einfrieren

Proteinbindung
* Bradford-Reagenz: 250 mg Serva Blue G, 250 ml Ethanol (95%), 500 ml
H3PO04 (86%), 250 ml H20; vor Gebrauch mit Wasser 1:5 verdiinnen
* Humanserumalbumin (HSA): Sigma
* 10%(v/v) Nonidet-Losung: 5ml Nonidet in 45ml bidest. H,0

im Ultraschallbad homogenisieren

12.2 Methoden

> Untersuchungen mit der HPLC

Stabilitat

HPLC-Anlage: Kontron Instruments

Stationare Phase: Eurosper 100-5 C18 Knauer, 250x4mm
Detektion: UV-Detektion

Fliefimittel: Acetonitril/0,1% TFA

Die zu untersuchende Substanz wird jeweils in Methanol gelést und mit einem Anteil Wasser
versetzt. Die resultierende Konzentration nach Zugabe der Loésungsmittel betragt 1mM. Die
FlieBmittelzusammensetzung und die Wellenldnge, bei der detektiert wird, variiert in

Abhangigkeit vom Analyt.
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Platinkomplex FlieBmittel Wellenldnge Retentionszeit
Acetonitril/0,1%TFA innm in min
Prop-ASS-Zeise 65/35 230 6,45
Di-ASS-Zeise 65/35 230 9,32
Prop-Salicyl-Zeise 65/35 240 9,08
But-Salicyl-Zeise 70/30 240 7,51
Di-Salicyl-Zeise 65/35 240 21,54
Salicylamid-Zeise 55/45 240 7,55
Prop-lbu-Zeise 70/30 220 8,38
But-lbu-Zeise 70/30 220 18.26
Prop-Napro-Zeise 65/35 230 13,25
But-Napro-Zeise 70/30 230 10,69
Di-Napro-Zeise 75/25 230 20,40
Prop-Diclo-Zeise 80/20 275 8,88
But-Diclo-Zeise 70/30 275 17,14
Prop-Indo-Zeise 80/20 230 7,23
But-Indo-Zeise 70/30 230 19,45
Di-Indo-Zeise 75/25 230 34,93
Prop-Para-Zeise 60/40 245 5,36
Tabelle 12.1 Ubersicht der verwendeten Fliefmittelzusammensetzung, Detektionswellenldinge und
Retentionszeiten
Lipophilie
Standardsubstanzen: Standard- logP tain
substanzen min

Acetophenon 1,58 4,60

Anisol 2,11 5,10
Toluol 2,77 31,78
Naphtalen 3,17 7,84
Biphenyl 3,63 6,12

Hexylbenzen 5,24 6,95

Octylbenzen 6,30 17,40

Tabelle 12.2 Standards zur Kalibrierung der LogP-Wert-Bestimmung

HPLC-Anlage: Kontron Instruments
Stationire Phase: C18 Knauer,
Detektion: UV-Detektion bei 254nm

Fliefmittel: Acetonitril/0,1% TFA 80:20
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Aus den Standardsubstanzen wird zundchst eine Mischung hergestellt, wobei die Konzentration
der einzelnen Bestandteile ca 1 mg/ml betrigt. Fiir Hexylbenzen und Octylbenzen wird auf
Grund der geringen Absorptionskoeffizienten eine Konzentration von ca 2-3 mg/ml benoétigt. Als
Losungsmittel fiir die Standards wird Acetonitril verwendet. In analoger Weise werden die zu
untersuchenden Substanzen in Acetonitril geldst. Aus der Retentionszeit der
Standardsubstanzen und der Totzeit wird zunachst der k’-Wert berechnet. Durch Auftragen der
ermittelten log k’-Werte und den aus der Literatur bekannten logP Werte wird durch lineare
Regression eine Kalibriergerade erhalten, auf dessen Grundlage die Ermittlung der logP-Werte

der Untersuchungssubstanzen erfolgt.

1,2
y =0,2555x - 0,6161

1 R? = 0,99637
0,8

0,6

logk’

0,4
0,2

0

-0,2

-0,4

logP

Abb. 12.1 Kalibriergerade der LogP-Wert Bestimmung

> Sattigungsloslichkeit

Die Loslichkeit der Substanzen wurde in PBS durchgefiihrt. Dazu wurde die jeweilige Substanz
in 300ul PBS gelost und solange zugegeben bis ein Bodensatz erkennbar war. Dann wurde die
gesattigte Losung unter Schiitteln bei 37°C fiir 2h stehen gelassen. In dieser Zeit wurde mit der
Substanz an der AAS in einem Bereich von 10-400ppb kalibriert, wobei die Verdiinnung der
Standardlésungen auch hier mit PBS erfolgte.

Nach Ablauf der 2h wurde die geséattigte Losung bei 15000 Umdrehungen fiir 10min bei 37°C
zentrifugiert und der Uberstand anschlielend abgenommen mit PBS verdiinnt und an der AAS

vermessen.
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> COX-Assay

Grundlagen des Versuches

Bei der Quantifizierung des inhibitorischen Potenzials der Zeise-Verbindungen wurde ein
kauflich erwerbbares Fertig-Kit der Firma Cayman Chemicals verwendet. Dabei wird zunachst
die zu untersuchende Substanz mit der Cyclooxygenase 1 bzw. 2 und ihrem Substrat, der
Arachidonsdure, inkubiert. In Abhangigkeit der inhibitorischen Wirkung der zu untersuchenden
Substanz auf die COX, wird die Arachidonsiure in das Prostaglandin PGH, umgewandelt. Da
dieses fiir die Quantifizierung zu instabil ist, erfolgt durch Zugabe von SnCl, die Reduktion zum
stabileren PGF,a. Die Quantifizierung von PGFa erfolgt iiber einen Enzym Immunoassay (EIA).
Dafiir wird eine 96 Loch Platte verwendet, die auf dem Plattenboden mit monoklonalen
Mausantikérpern versehen ist. Pro Well wird nacheinander die Probe (PGF:a), ein Tracer (= ein
mit Acetylcholinesterase gelinktes Prostaglandin) und ein Prostaglandin Antiserum
(=spezifische Antikorper gegen Prostaglandine) pipettiert. Daraus ergibt sich eine Konkurrenz
des PGF,a aus der Probe und dem Tracer um die begrenzten PG-Antikorper. Die Prostaglandin-
Antikorper-Konjugate binden wiederum an die sich am Boden befindlichen Mausantikérpern.
Durch Waschen der Platte werden ungebundene Prostaglandine entfernt. Nun erfolgt die Zugabe
von Ellmann’s Reagenz, welches Acetylthiocholin und 5,5’-dithio-bis-2-Nitrobenzoesaure
enthilt. Acetylthiocholin ist das Substrat der Acetylcholinesterase und wird in Thiocholin
gespalten, welches wiederum mit der 5,5-dithio-bis-2-Nitrobenzoesaure zu 5-thio-2-

Nitrobenzoesdure reagiert, die gelb gefarbt ist und bei 415nm quantifiziert werden kann.

Reagenzien
Puffer 0,1M Tris-HCl

pH 8,0

5mM EDTA

2mM Phenol
Ham 100ul Him werden mit 400ul Puffer verdiinnt
Arachidonséure 50ul Arachidonsdure+50ul KOH+400ul H20
1M HCl

gesattigte SnCl-Losung
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Durchfiihrung

Fiir die zu testenden Substanzen wurden 10 mM Stammlésungen in DMF verwendet. Zuerst
werden 10ul COX-1 bzw. COX-2 mit 950pl Puffer, 10ul Him und 20l der Testsubstanz in einem
1,5ml Eppendorfgefaf? im Wasserbad bei 37°C fiir 10min inkubiert. Danach erfolgt die Zugabe
von 10pul Arachidonsidure und weitere 2min Inkubation. Um eine véllige Inaktivierung der
Enzyme zu ermitteln wird die COX vor der Inkubation im Wasserbad gekocht. Um eine 100%ige
Aktivitat des Enzyms zu ermitteln, werden die 20ul Substanz durch Puffer ersetzt.

Um die enzymatische Reaktion zu stoppen werden die Eppendorfgefidfie vom Heizbad entfernt
und mit 50ul 1M HCI versetzt. Fiir die Reduktion von PGH; zu PGF.a werden 100ul einer
Zinn(I)chloridlésung dazugegeben und die triiben Losungen fiir 5min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Anschlieffend werden die Lésungen 1:2000 mit Puffer verdiinnt. Von den
verdiinnten Proben werden jeweils 50pl auf eine ELISA 96-Loch-Platte., die mit IgG-
Mausantikérpern gecoatet ist, pipettiert. Als Standard wird eine Verdiinnungsreihe von
Prostaglandin E; hergestellt. Von diesen Standardlésungen werden gleichermafien 50pl
gemeinsam auf die Platte pipettiert. AnschliefSend erfolgt die Zugabe von 50ul eines
Prostaglandin-Acetylcholinesterase-Konjugates in jedes Well mit Ausnahme von Blk, und TA.
Ebenfalls hinzugegeben werden 50ul Prostaglandin-Antikorper in alle Wells mit Ausnahme von
Blk, NSB und TA (siehe Pipettierschema). Die Platte wird nach Belegung mit den Proben mit
einer Folie abgedeckt und fiir 18h im Dunkeln inkubiert.

Nach 18h Inkubation werden die Losungen in den Wells abgesaugt und 5x mit einem
mitgelieferten Puffer gewaschen. Danach erfolgt die Zugabe von 200ul Ellmann’s Reagenz pro
Well. Um der Farbreaktion ein wenig Zeit zu geben, wird die Platte auf einem Schiittler im
Dunkeln fiir 60-90min stehen gelassen. In regelmafiigen Zeitabstdnden (alle 20min) erfolgt die
UV-photometrische Vermessung bei 415nm. Liegt der Absorptionswert in den Bo-Wells

zwischen 0,8 und 1,0 ist die Farbentwicklung abgeschlossen.

Blk K1 K1 BC1 BC1 S3 S11 S4 S12
Blk K2 K2 BC2 BC2 S4 S12 S5
NSB K3 K3 A1 A1 S5 S13 S6 S13
NSB K4 K4 A1 A1 S6 S14 S7

Bo K5 K5 IA 2 IA 2
Bo K6 K6 IA 2 IA 2
Bo K7 K7 S1 COX-2
TA K8 K8 S2

Abb. 12.2 Plattenbelegung beim COX-Assay
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Blk Blank

NSB non-specific-binding: in Abwesenheit eines spezifischen Antikorpers
kann eine kleine Menge des Tracers ans Well binden

Bo maximum binding: beschreibt die maximale Menge an Tracer, die der
Antikorper in Abwesenheit des Analyt binden kann

TA total activity: maximale Aktivitit des Acetylcholinesterase-gelinkten
Tracers

BC1 Background COX-1

BC2 Background COX-2

IA1 100% Aktivitdt der COX-1

1A2 100% Aktivitdt der COX-2

Auswertung

Zunichst wird der Mittelwert der NSB-Wells vom Mittelwert der Bo-Wells subtrahiert und ergibt
den korrigierten Bo-Wert. Damit kann nun der %B/Bo-Wert fiir die Prostaglandin-Standards und

die untersuchten Substanzen berechnet werden.

S —NSB
%B/Bo=—"" S = Absorption der Substanzen
Bo(korr)

Das Auftragen der %B/Bo-Werte der Standards gegen die Konzentration in logarithmischer
Skalierung ergibt eine sigmoide Kalibrierkurve, auf deren Grundlage die Berechnung der
Substanzen erfolgen kann. Zum Fitten der Kurve wurde die mathematische Funktion Logistic

verwendet.
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Abb. 12.3 Kalibrierung mit Prostaglandin E>
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> PGE,-Assay

Beim PGE;-Assay wird die Produktion von PGE: quantifiziert, die nach Zugabe von
Arachidonsdure zu MDA-MB-231-Zellen beginnt. Dazu werden zunidchst in 3 24-Loch-Platten
pro Well 30000 MDA-MB-231-Zellen ausgesait. Nachdem die Zellen auf dem Plattenboden zu
70% Konfluenz gewachsen sind (in der Regel 3-4 Tage) erfolgt die Substanzzugabe. Dabei wird
das alte Medium in jedem Well abgesaugt und durch 500ul neues substanzhaltiges Medium
ersetzt. Bei den Stammldsungen der Substanzen wurden 10mM Ldsungen in DMF verwendet,
die mit Medium 1:1000 verdiinnt wurden. Daraus resultiert eine Testkonzentration von 10uM
auf den Zellen. Die ersten beiden Wells einer Platte wurden jeweils zum Auftragen der
Losungsmittelkontrolle verwendet. Die Inkubationszeit nach Substanzzugabe betragt 24h. Nach
Ablauf der 24h erfolgt die Zugabe der Arachidonsdure. Dazu wird eine 1,1M
Arachidonsdureldsung ebenfalls 1:1000 mit Medium verdiinnt. Von dieser Verdiinnung werden
50ul in jedes Well pipettiert, so dass sich dort eine Arachidonsdurekonzentration von 1puM
ergibt. Es erfolgt eine weitere Stunde Inkubation, um der zelluldren COX die Zeit zu geben die
Arachidonsdure ins Prostaglandin E; umzuwandeln. Um die Reaktion zu stoppen wird mit einer
Pipette das Medium abgenommen und in ein Eppendorfgefafy iberfiihrt. Sowohl das
abgenommene Medium als auch die Zellplatten werden bis zur weiteren Analyse bei -20°C
eingefroren.

Zur Messung des Prostaglandins erfolgt die Verdiinnung des abgenommenen Mediums 1:25 mit
dem im Kit mitgelieferten EIA-Buffer. Zur Quantifizierung werden 50ul der verdiinnten Probe
auf eine mit Antikdrpern gecoatete Platte pipettiert. Als Standard wird eine Verdiinnungsreihe
von Prostaglandin E; hergestellt und ebenfalls auf die Platte gebracht. Im Anschluss erfolgt die
Zugabe von 50ul Prostaglandin-E;-Acetylcholinesterase-Konjugat und Prostaglandin E»-
Antikorper. Danach wird die Platte mit einer Folie abgedeckt und fiir 18h im Kiihlschrank
inkubiert. Das Waschen und Anfarben der Platte erfolgt mit genau den gleichen Reagenzien und

nach dem gleichen Ablauf wie schon beim COX-Assay beschrieben.

> LC-MS-Untersuchungen

Proteinaufreinigung, Inkubation mit Zeise Salz und tryptischer Verdau

Zuerst wird die COX-1 vom Stabilisierungsreagenz DDC und dem Detergenz Tween 20 durch
Zentrifugantion bei 4°C und 5000g liber einem Ausschlussfilter (Nanosep®) gereinigt. Danach
erfolgt die Inkubation in dquimolarer Menge mit dem Zeise-Salz fiir 1h, 800 rpm und 37°C. Nach
der Inkubation wird die COX durch Zugabe von 2pug Trypsin verdaut. Nach 14h Verdau bei 37°C
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und 1000rpm erfolgt das Abstoppen der enzymatischen Reaktion durch Absenken des pH-
Wertes auf 2-3. Unverdautes Protein wurde durch Verwendung eines 10 kDa Aussschlussfilters

(Nanosep®) entfernt. Das Filtrat wurde bis auf 15 pl aufkonzentriert.

massenspektrometrische Analyse und Datenauswertung

50 pg des Peptidgemisches wurden an einer selbstgepackten reversed phase-Saule mit einem
Innendurchmesser von 100 pm und einer Liange von 9-10 cm unter Druck geladen. Die ESI-MS
Untersuchungen wurden an einem Finnigan LTQ Massenspektrometer durchgefiihrt. Der
Massenspektrometer war zu einem doppelgradienten HPLC System direkt gekoppelt,
ausgeriistet mit einem Famos Autosampler und einem Switchos Ventil. Die Elution der Peptide
in dem Massenspektrometer erfolgte durch einen steigenden 180minutigen Gradient von Puffer
A (2 % Acetonitril/0,1 % Methansdure) und Puffer B (80 % Acetonitril/0,1 % Methanséure). Der
Elektrospray entstand durch eine Spannung von 1,8 kV bei einer Flussrate von 200-300 nl-min-1.
Die Kapillartemperatur betrug 200 °C und die Kollisionsenergie (CID) war bei 35 % eingestellt.
MS- und MS/MS-Spektren wurden unter Verwendung der Xcalibur-Software aufgenommen. Das
Ubersichtsspektrum wurde im 300-2000 m/z-Bereich aufgenommen und die zehn intensivsten
Ionen wurden automatisch fiir weitere MS/MS-Analyse ausgewahlt. Die Auswertung der
entstandenen MS/MS-Spektren erfolgte mithilfe des SEQUEST Algorithmus durch Verwendung
der Bioworks™ Software (Version 3.3.1). Als dynamischen Modifikationen wurden die
Oxidierung von Methionin und die Metallierung von S, T, D, E, H, C, K, Y und M beriicksichtigt. Die
identifizierten tryptischen oder halbtryptischen Peptiden mussten zusatzlich die Kriterien Xcorr
> 1.80/2.50/3.15 fiir die einfach/zweifach/dreifach geladene Ionen, ACn = 0.1, Sp =2 500 und Rsp
< 5 erfillen. Pro zugeordnetes MS/MS-Spektrum war eine minimale Intensitit von 1,00 x 102
und eine 30%ige Sequenzabdeckung erforderlich. Fiir die SEQUEST-Analyse wurden die
Massenverschiebungen 193, 221, 229, 247, 257, 265, 293 und 301 vorgegeben, die den
Fragmenten {195Pt}2+, {(C2H4)195Pt}2+, {195PtCl}*, {(H20)195PtCl}*, {(C:H4)195PtCl}+, {195PtCl.},
{(C2H4)195PtCl;} und {195PtCls}- entsprechen.
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> Kristallviolettassay

Zur Ermittlung der Zytotoxizitdt wird der 1Cso Wert der Substanzen in einem konzentrations-
und zeitabhangigem Zelltest an Brustkrebszelllinien bestimmt. Zum einen wurden MCF-7 Zellen
verwendet, die sich durch ein hormonunabhingiges Wachstum und der Expression der
Cyclooxygenase 1 auszeichnen. Zum anderen wurde an MDA-MB-231 Zellen getestet, die eine
tiberwiegende Expression der Cyclooxygenase 2 aufweisen und durch ein hormonabhingiges

Wachstum gekennzeichnet sind.

Zellaussaat

Fiir die Aussaat wird ein 25cm? Zellkulturflasche benétigt, die mit ca. 70% konfluenten Zellen
am Boden bewachsen ist. Das alte Medium wird abgesaugt, dann mit 2ml sterilem PBS
gewaschen und mit 1ml Trypsin der Boden der Zellkulturflache benetzt. Das Trypsin wird
abgesaugt und die Flasche fiir 2min in den Brutschrank gestellt. Nun kénnen die Zellen mit 5ml
FCS-haltigem Medium vom Boden abgeldst und durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einer
5ml Pipette vereinzelt werden.

Nun konnen 20ul der Zellsuspension auf die Neubauerzdhlkammer pipettiert werden. Alle 8
Quadrate der Zahlkammer werden ausgezdhlt damit aus dem Mittelwert durch Multiplikation
mit 104 die Zellkonzentration/ml ermittelt werden kann. Die Zellen werden in 96
Lochwellplatten ausgesait, wobei pro Well 100pul Zellsuspension pipettiert werden. Daraus kann
das Gesamtvolumen des bendtigten FCS-haltigen Mediums berechnet werden und mit der
ermittelten Zellkonzentration so verdiinnt werden, dass letztendlich eine Zelldichte von 750
Zellen pro Well erreicht wird. Pro Abstoppzeitpunkt wird eine Platte benoétigt. Die belegten
Platten werden fiir 3 Tage im Brutschrank kultiviert, damit die Zellen sich bei der

Substanzzugabe in ihrer log-Wachstumsphase befinden.

Substanzzugabe

Die Substanzzugabe erfolgt am 4. Tag nach der Zellaussaat. Dazu werden 20mM
Substanzstammlésungen in DMF verwendet. Diese werden zundchst auf 10mM, 5mM und
2,5mM jeweils 1:1 mit DMF verdiinnt. Dann erfolgt die Vorverdiinnung mit FCS-haltigem
Medium. Von dem substanzhaltigem Medium werden 100ul pro Well pipettiert. Dabei erfolgt
pro Konzentration eine 4-fach Bestimmung (siehe Abbildung). Als Blindwert wird DMF in einer
Konzentration von 10uM auf die Zellen gegeben. Cisplatin dient als Referenzsubstanz und wird

in den Konzentrationen 20uM, 10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM und 0,3125uM.
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Pipettierschema

Ausgangslsg. ul/5ml Medium Endkonzentration
25ul 50uM
20pl 40uM
20mM 15pl 30uM
10pl 20uM
10mM 10pl 10pM
5mM 10l 5uM
2,5mM 10pl 2,5uM

A

B uM

C | 062 | uM 5 | uM

D | 1,25 | uM 10 | uM

E 2,5 Cisplatin 20 Substanz 3
F 5 uM 30 | M

G 10 | uM 40 | uM

H 20 | uM 50 | uM

Abb. 12.4 Plattenbelegung beim Zytotoxizitdtstest auf einer 96-Loch-Platte

Abstoppen der Zellplatten

Das Abstoppen der Zellplatten erfolgt nach 48h, 72h, 96h, 120h und 144h nach Substanzzugabe.
Dazu wird das alte Medium in den Wells abgesaugt und 100ul einer 1%igen Glutardialdehyd
dazupipettiert und dort fiir 25min belassen. Dabei werden die Zellen auf dem Plattenboden
fixiert. Nach Ausschiitten der Glutardialdehydlésung werden die Wells mit 180ul unsterilen PBS
befiillt und kénnen so bis zu einer Woche im Kiihlschrank gelagert werden. Innerhalb dieser Zeit

sollte das Anfirben und Vermessen der Platten stattfinden.

Anfarben und Vermessen

Nach dem Ausschiitten des PBS aus den Wells erfolgt die Zugabe von 100ul einer 0,02%
Kristallviolett-Losung. Dabei werden die Platten nacheinander im 1min Takt mit der
Farbstofflosung versehen. Der Farbstoff bekommt 30min Zeit, um alle Zellen anzufarben. Nach

Ablauf der Zeit wird das Kristallviolett ausgeschiittet, die Wells mit Wasser 3x gewaschen,
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befiillt und weitere 30min stehen gelassen. Nach Ablauf der Zeit wird das Wasser ausgeschiittet
und die Platte wird auf einem Papiertuch trocken geklopft. Danach erfolgt sofort die Zugabe von
180pl 70%igem Ethanol. Nun werden die Platten fiir 3h auf einem Schiittler stehen gelassen.

Anschlieffend kann die violette Losung in den Wells bei 595nm vermessen werden.

Auswertung

Zur Beurteilung der zellproliferationshemmenden Effekte wird aus den erhaltenen
Absorptionswerten der T/Ccor-Wert ermittelt. Er gibt die relative prozentuale

Wachstumshemmung durch die getesteten Substanzen an.

T —c
T/Coorr [%] = = CO *100 Gleichung 12.1 Berechnung des T/Cor-Wertes
— %0
i c
7 [%] = C—O * 100 Gleichung 12.2 Berechnung des t-Wertes
0

co Mittelwert der Extinktionen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe (to)
c* Mittelwert der Extinktionen der Losungsmittelkontrolle bei Testende

T* Mittelwert der Extinktionen der Proben bei Testende

Bei der Berechnung der T/Ccorr-Werte wird durch die Subtraktion der Ausgangszellmenge die
Anderungen der Zellmasse der Kontrollkulturen und der behandelten Kulturen nach der
Substanzzugabe aufeinander bezogen. Damit werden die zytostatischen Effekte erfasst. Liegen
zytozide Wirkungen vor, wird der t-Wert berechnet. Hier wird der Anteil der getoteten Zellen in

Bezug zur Ausgangszellmenge gesetzt.

> Zellaufnahme

Fiir die Bestimmung der Zellaufnahme werden zundchst MCF-7 Zellen in 6-Loch-Platten
ausgesaat. Die Zellaufnahme wird zeitabhangig liber einen Zeitraum von 24 h beobachtet, so
dass 9 6-Loch-Platten benétigt werden, wobei eine Platte fiir die Erzeugung der Blankpellets
dient. Pro Well werden 2 ml Zellsuspension ausgesaat. Fiir die Herstellung der Zellsuspension
wird eine 75cm? Zellkulturflasche mit 70% konfluenten MCF-7 Zellen verwendet und mit

Medium auf das gewiinschte Gesamtvolumen verdiinnt. Danach werden die Zellen bis zu einer
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Konfluenz von 70% wachsen gelassen, was in den meisten Fallen 4-5 Tage Zeit benotigte. Fiir die
Substanzzugabe werden 20mM Losungen verwendet, die im 1. Schritt 1:1 mit DMF (=10mM)
und anschliefRend 1:1000 mit FCS freiem Medium verdiinnt werden. Das alte Medium auf den
Zellen wird abgesaugt und durch 2ml substanzhaltiges FCS freies Medium ersetzt.

Nach definierten Zeitpunkten (1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h und 24h) wird das Medium abgesaugt,
mit 2ml PBS gewaschen und mit 0,2ml trypsiniert. Die abgelosten Zellen werden mit 1ml FCS-
haltigen Medium aufgenommen und in 1,5 ml Eppendorf-Gefafde iiberfiihrt. Anschliefiend
werden die Zellen fiir 5min bei 4000 U/min und 4°C zentrifugiert. Das iiberstehende Medium
wird verworfen wahrend das Zellpellet mit 500ul PBS gewaschen und erneut zentrifugiert wird.

Bis zur Analytik werden die Zellpellets bei -20°C gelagert. Fiir die Bestimmung der Zellaufnahme
muss zum einen der Platingehalt der Zellpellets mit der AAS ermittelt werden. Zum anderen
muss der Proteingehalt nach der Methode von Bradford quantifiziert werden. Dafiir werden die
Zellpellets mit 300ul 1%iger Tritonldsung versetzt und gevortext. Anschliefend miissen die
Zellen mittels Sonotrode lysiert werden. Von dieser Losung werden 25ul abgenommen und mit
225pl H20 verdiinnt. Diese Losung wird fiir die Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford

genutzt. Fiir die AAS werden 100pul Probelésung mit 10ul 18% HCI und 10pl H20 versetzt und

gemessen.
Zelllinie mittlerer mittleres Proteinmenge Proteinkonzentration
Durchmesser Zellvolumen pro Zelle pro Zelle
(um) (p!) (p9) (ng/pl)
MCF-7 15.38 £ 1.50 1.92 £ 0.55 217.1 £73.0 8.85

Berechnung der intrazelluldren Platin-Konzentration

pmolPt / ug Protein

Cintra(uM) = 885 *1000

Berechnung des Anreicherungsgrades

AG = Cintra / Cextra

> Zellkernaufnahme

Die Bestimmung der Zellkernaufnahme wird in 75cm? Zellkulturflaschen durchgefiihrt. Die
Zellen werden dabei bis zu einer Konfluenz von 70% in FCS-haltigem Medium kultiviert. Fiir die
Substanzzugabe wird zunachst das FCS-haltige Medium abgesaugt und substanzhaltiges Medium

(10uM) ohne FCS zu den Zellen gegeben. Um den zeitlichen Verlauf der Kernaufnahme zu
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verfolgen werden die Zellen nach 3 verschiedenen Zeitpunkten abgestoppt: 2h, 8h und 24h.
Dazu wird das Medium abgesaugt, mit 10ml PBS gewaschen und anschlieffend trypsiniert. Die
Zellen werden in 10ml FCS-haltigem Medium aufgenommen, vereinzelt und in ein 15ml
Rohrchen tberfithrt. Durch Zentrifugation bei 2000U/min, 4°C, 5 min und anschlieflendem
Waschen mit 5ml eiskaltem PBS wird das Zellpellet erhalten. Das Pellet wird bis zur weiteren
Aufarbeitung im Tiefkiihlschrank aufbewahrt werden. Die Kernisolierung beginnt mit Zugabe
von 4,75ml eiskaltem RS-Puffer und 5min Lagerung auf Eis. Nach Zugabe von 250pl kalter
10%iger Nonidetlosung wird griindlich gevortext und wieder 5min auf Eis gelagert. Um die
Kerne vom anhaftenden Cytosol zu befreien wird erneut ca. 10s gevortext und bei 1000U/min,
4°C und 5min zentrifugiert. Das so erhaltene Rohkernpellet wird in 500ul 0,25M Sacharose-
Losung resuspendiert und mit 500ul 0,88M Sacharose-Lésung unterschichtet. Durch erneute
Zentrifugation bei 2500U/min, 4°C, 10min wird das Kernpellet erhalten. Die iiberstehende
Losung wird vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das Kernpellet mit 500ul PBS
gewaschen (Zentrifugation 2000U/min; 5 min; Raumtemperatur). Bis zur Vermessung der

Kerne kann das Pellet bei -20°C aufbewahrt werden.

> Bestimmung der DNA-Bindung

Als Substanzstammldsungen wurden 20mM Losungen der Platinkomplexe in DMF verwendet.
Fiir die Herstellung der DNA-Lsg. von 250pg/ml wird im Vorfeld ebenfalls eine Stammlosung
von 12-16mg DNA in 12ml PBS hergestellt. Diese Stammldsung kann iiber mehrere Wochen im
Tiefkiihlschrank aufbewahrt und bei Bedarf auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt
werden. Zunichst werden 20pul der zu untersuchenden Platinstammldsungen in 80pl PBS
verdiinnt.

Danach werden 30pl des verdinnten Platinkomplexes mit 2970ul DNA-Lsg. (250pg/ml)
inkubiert. Sofort nach Zugabe der Untersuchungsléosung zur DNA-L6sung erfolgt die Abnahme
von 200ul Inkubationslosung. Dieses Aliquot wird mit 100pul 0,9M Natriumacetatldsung
versetzt, kurz gevortext und anschlieflend wird durch Zusatz von 900ul kaltem Ethanol und
leichtem Umschwenken die DNA gefdllt. Zu definierten Zeitpunkten (10min, 20min, 30min,
40min, 60min, 120min, 180min und 300min) werden weitere Aliquote aus der
Inkubationslésung entnommen und die DNA in gleicher Weise gefillt. Nachdem die gefdllte DNA
1h im Tiefkiihlschrank gelagert wurde, wird bei 4000U/min 5min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand kann abgegossen werden. Zum Waschen der DNA-Pellets wird erneut 500ul kalter
Ethanol dazugegeben, griindlich gevortext und erneut zentrifugiert. Nach Entfernen der
Waschlosung wird das DNA-Pellet bei -20°C bis zur Vermessung gelagert. Die analytische

Untersuchung gliedert sich zum einen in die quantitative Bestimmung der DNA mittels UV-
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Messung und zum anderen die quantitative Bestimmung des Platin-Gehaltes mittels
Graphitrohr-AAS. Dazu werden die DNA-Pellets in 500ul Aqua bidest gelost. Fiir die AAS-
Messungen wird im Bereich von 10-400ug/1 Platin mit der zu messenden Substanz kalibriert.
Von den gelosten DNA-Pellets werden 100pl fiir die AAS-Messungen verwendet. Alle Losungen
fir die AAS werden vor der Messung mit 10pl 1%iger Tritonlésung und 10pl 18%iger HCI
versetzt um die Absorption des Platins an den Kunststoffschlauchen zu verhindern.

Fir die Quantifizierung des DNA-Gehaltes wird am UV-Gerdt zunichst im Bereich von 20-
100pg/ml DNA kalibriert. Anschlieflend werden die gelosten DNA-Pellets vermessen und
quantifiziert. Aus dem ermittelten DNA-Gehalt und dem gemessenen Platingehalt kann zunachst
ein Substanz/DNA-Verhalnis in pmol Komplex/pg DNA berechnet werden. Durch das bekannte
mittlere Nukleotidmolgewicht von 307,9 g/mol kann daraus das Nukleotid/Substanzverhéltnis

berechnet werden. Jeder Wert wurde aus mindestens 3 unabhingigen Experimenten ermittelt.

> DNA-Bindung in MCF-7-Zellen

Fiir die Isolierung der DNA wurden MCF-7 in 75cm? Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz
von 70% geziichtet und, wie schon bei der Zellaufnahme beschrieben, mit 10uM Substanz in
FCS-freien Medium inkubiert. Da bei den hier untersuchten Substanzen die Zellkernaufnahme
ein Maximum nach 2h zeigte, wurde die Substanzaufnahme der Zellen nach 2h abgestoppt und
die Zellkerne, wie unter 11.5. beschrieben, isoliert. Die so erhaltenen Zellkerne werden in 430ul
TE+0,5%SDS-Verdau-Puffer suspendiert. Dann erfolgt die Zugabe von 50pul einer 25mM CaCl,-
Lsg. und 10pl Proteinase K. Der Ansatz wurde tber Nacht (12h) bei 37°C unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Danach folgte die Zugabe von 10ul Ribonuclease und weitere 4h Inkubation.
Zur Abtrennung der RNA und der Proteine erfolgt nun die Chloroform-Phenolextraktion. Dazu
wird der Ansatz mit 0,5ml TE-gesittigtem Phenol versetzt und kraftig geschiittelt. Zur
Phasentrennung wird bei 5000 U/min, 4°C fiir 10min zentrifugiert. Die obere wéissrige Phase
wird abgenommen und in ein neues Eppendorfgefafd tiberfithrt und erneut mit TE-gesattigtem
Phenol ausgeschiittelt. Der Reinigungsschritt wird insgesamt 3x wiederholt. Nun wird die
waissrige Phase 2x mit 0,5ml einer frisch hergestellten Chloroform-Phenol-Mischung (1:1)
ausgeschiittelt. Als letzter Reinigungsschritt wird die wassrige Phase nun mit 0,5ml Chloroform
versetzt, geschiittelt und zur Phasentrennung zentrifugiert. Um noch vorhandene Phenolreste in
der wissrigen Phase zu entfernen, wird diese 2x mit jeweils 1ml Diethylether versetzt und
kraftig geschiittelt. Die obere Diethyletherphase wird verworfen. Zur Fallung der DNA wird
zunidchst die wassrige Phase mit 50ul 3M Natriumacetatpuffer versetzt. Danach erfolgt die
Zugabe von insgesamt 1,1ml Ethanol in 3 kleinen Portionen. Nach jeder Zugabe wird das

Eppendorfgefaf 2-3x leicht geschwenkt.



Experimenteller Teil | 131

> DNA-Schmelztemperatur und CD-Spektroskopie

DNA Vorbereitung

Die Kalbsthymus-DNA (CT-DNA) wird bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Es werden 2-3 mg
der CT-DNA in 2ml 10 mM Phosphatpuffer gelést. Die Losung wird fiir jeweils 15 min im
Ultraschallbad behandelt und anschlief3end fiir 30 min eine Pause eingelegt. Dieser Zyklus wird
sechsmal wiederholt.

Dadurch erhdlt man eine DNA-L6sung mit geringer Viskositdt und einer besseren Ldslichkeit.
Durch diese Behandlung schitzt man, dass abschliefiend eine Losung mit 600 Basenpaaren der
doppelstrangigen DNA vorliegt. Die Reinheit der DNA kann bestimmt werden durch die Bildung
des Verhaltnisses der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm. Die Konzentrationsbestimmung M
(Basenpaare) erfolgt durch die Absorptionsbande bei 260nm mit einem molaren
Extinktionskoeffizienten €260= 13200 M-1cm-1, welcher aus dem Lambert-Beerschen Gesetz
erfolgt. Diese DNA-Losung kann bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt werden und innerhalb

weniger Tage verbraucht werden.

Schmelztemperaturbestimmung Tm

Zur  Bestimmung der  Schmelztemperatur  wurde zusatzlich eine Peltier-
Temperatursteuereinheit an das UV /Vis Spektrometer angebracht. Die Proben wurden in einem
Verhéltnis 1:5 [Metallkomplex]:[DNA] angesetzt. Die Temperatur wurde im Bereich 25 bis 80 °C
untersucht. Die Extinktion der DNA-Bande bei 260 nm wird gegen die Temperatur aufgetragen
und die Schmelztemperatur T, wird mit Hilfe der ersten Ableitung im Programm Origin 7.5

ermittelt, wobei die Messgenauigkeit + 1 °C betragt.

Circulardichroismus-Spektrokopie

Die CD-Spektren wurden am CD-Spektrometer ]-715 der Firma Jasco am Lehrstuhl fiir
Biochemie der Pflanzen an der Ruhr-Universitit Bochum aufgenommen. Dazu wurden die
Proben in einem Verhaltnis von 1:5 mit DNA versetzt und bei Raumtemperatur gemessen. Die
Inkubationszeit variiert zwischen 2 und 24 Stunden, bei schwerldslichen Komplexen ist 1 %

DMF zugegeben worden. Die Parameter bei denen die Spektren aufgenommen wurden,
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betragen: Kiivettenschichtdicke 1cm, Bandbreite 2.0nm, Auflésung 1.0nm, Akkumulation 10,

Messgeschwindigkeit 100nm/min, Messbereich 220nm bis 400nm.

> Proteinbindung

Fiir die Bestimmung der Proteinbindung wird zunichst eine HSA-Lésung von 40mg/ml in PBS
hergestellt. 2 ml HSA Losung reichen fiir die Bestimmung von einer Substanz zeitabhangig iiber
8 (10, 20, 30, 40, 60, 120, 180, 300min) Zeitpunkte. Als Ausgangssubstanzlésung wird wieder
eine 20mM Stammlésung verwendet. Diese wird im Folgenden so verdiinnt das man eine
Endkonzentration von 3uM erreicht. Zunachst wird die 20mM Substanzlésung (15ul) auf 1000pl
PBS verdiinnt. Von dieser Losung werden 20ul mit 1980pul HSA-L6sung inkubiert. Zu definierten
Zeitpunkten (Omin, 10min, 20min, 30min, 40min, 60min, 120min, 180min, 300min) werden
jeweils 150pl von der Inkubationslésung entnommen und mit 150ul 10%iger TCA Ldosung
versetzt. Die Proteine fallen sofort aus. Nach griindlichem Vortexen werden die Losungen 1h im
Tiefkiihlfach gelagert und anschlieffend bei 4000U/min 4°C 5min lang zentrifugiert. Vom
Uberstand werden 200ul entnommen und mit 50ul 13%iger HNO; stabilisiert. Die
Quantifizierung des Platingehaltes erfolgt mit AAS unter Zusatz von 10ul 1%iger Tritonlésung
und 10ul 18%iger HCl. Fiir die Kalibrierung wird die Substanz im Bereich von 10 - 400ug/1

verwendet. Als 100% ungebunden wird eine 3uM Substanzlésung in PBS vermessen.

Die Berechnung erfolgt nach folgender Gleichung.

Ct

% ungebundener Komplex = *100

Cto

Ct Konzentration zum Zeitpunkt t

Cto Konzentration der 3uM Substanzldsung in PBS

> Proteinbestimmung nach Bradford

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgt beim Test nach Bradford iiber eine photometrische

Methode. Als Farbreagenz fungiert hier der Triphenylmethanfarbstoff Cooumassie-Brilliant-Blau



Experimenteller Teil | 133

G 250. Der ungebundene kationische Farbstoff weist ein rote Farbe auf und kann im saurem
Milieu mit Seitenketten von Proteinen Komplexe bilden, was einer Farbanderung zu blau
verfolgt werden kann. Zunichst wird das Bradford Reagenz 1:5 kurz vor Gebrauch mit Aqua
bidest. verdiinnt. Die Proteinbestimmung erfolgt auf einer 96 Wellplatte. In jedes Well werden
200pl Bradford Reagenz pipettiert und anschlieffend wird der Referenzwert bei 595nm
gemessen. Zur Kalibrierung werden HSA Losungen im Konzentrationsbereich von 0-0,16 mg/ml
hergestellt. Zur Proteinbestimmung werden 20ul Analyt ins Well pipettiert, wobei immer eine 3-
Fach Bestimmung erfolgte. Anschliefiend erfolgt das Durchmischen der Losungen mit einer
Mehrkanalpipette durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren. Fiir die Beendigung der
Komplexbildung wird die Platte 20min auf einen Schiittler gestellt und anschliefSend ebenfalls
bei 590nm vermessen. Vor dem Messvorgang muss darauf geachtet werden, dass sich keine

Luftblasen in den Wells befinden.

0,30 T
y =1,4209x - 0,0003
0.25 - R2 = 0,99864

Absorption
o o
- N
(@)] o

o

RN

o
L

0,05

0,00 w ‘ ! ‘
0 0,04 0,08 0,12 0,16

Proteinkonzentration in mg/ml

Abb. 12.5 Kalibrierung mit HSA zur quantitativen Bestimmung von Proteinen
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> AAS

Fiir alle Platinbestimmungen an der AAS wurde folgendes Temperaturprogramm benutzt.

Clean: Temp. 2500°C Heizrate 1000°C/s Halten 6,0s
Nr. Typ Temp Rate Halten Zeit
[°C] [°C/s [s] [s]
1 Trocknen 90 10 10 17
2 Trocknen 105 10 10 11,5
3 Trocknen 130 10 10 12,5
4 Trocknen 160 10 10 13
5 Pyrolyse 500 45 30 37,6
6 Pyrolyse 1000 100 10 15
7 Pyrolyse 1700 300 10 12,3
8 AZ* 1700 0 5 5
9 Atomisieren 2500 1500 4 4,5
10 Ausheizen 2500 1000 5 5,1

Tabelle 12.3 Temperaturprogramm zur Platinbestimmung an der Graphitrohr-AAS

Vermessen wurden jeweils 100ul Analyt, der mit 10ul 0,1% Triton und 10ul 18% HCI versetzt

wurde.

Fir die Fluorid-Bestimmung an der Continuum Source AAS wurde folgendes

Temperaturprogramm verwendet.

Nr. Typ Temp Rate Halten Zeit
[°C] [°C/s [s] [s]
1 Trocknen 90 10 15 20,1
2 Trocknen 95 5 10 11,0
3 Trocknen 100 10 10 10,5
4 Trocknen 140 10 5 9.0
5 Pyrolyse 600 300 30 31,5
6 Gasanpassung 600 0 5 5,0
7 Atomisieren 1700 500 5 7,2
8 Ausheizen 2500 500 8 9,6

Tabelle 12.4 Temperaturprogramm zur Fluorid-Bestimmung an der Continuum Source AAS
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12.3 Synthesen

> Synthese der Liganden

Allylbenzoat
C10H100:

Synthese aus Benzoylchlorid und Allylalkohol:

Der Alkohol (25mmol) wurde in Diethylether gelost und mit 10 ml abs. Pyridin versetzt. Unter
Kiihlung, mittels Eisbad, erfolgte die langsame Zugabe des Saurechlorids. Anschlieféend wurde 3
h in der Kalte geriihrt. Die Losung wurde zuerst mit 10%iger HCl und anschlief}end mit
gesattigter NaHCO3-Lsg. ausgeschiittelt. Nach Trocknen der Etherphase mit Na,SO4 wurde das
Losungsmittel abrotiert. Zur Reinigung des Oles wurde eine Vakuumdestillation durchgefiihrt.

Produkt: farbloses Ol; Ausbeute: 24 mmol (85%)

1H-NMR (400 MHz; CDCl5):

§ 8.08 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 7.59-7.54 (m, 1H, ArH), 7.47-7.42 (m, 2H, ArH), 6.10-6.00 (m, 1H,
CH=CH,), 5.45-5.39 (m, 1H, CH2=CH), 5.31-5.28 (m, 1H, CH,=CH), 4.83 (dd, ] = 5.6, 3.5, 2H, 0-
CH2-)

Allyl-2-(4-isobutylphenyl)-propanoat
C16H220:

Synthese aus Benzoylchlorid und Allylalkohol:

Der Alkohol (25mmol) wurde in Diethylether gelost und mit 10 ml abs. Pyridin versetzt. Unter
Kiithlung mittels Eisbad erfolgte die langsame Zugabe des Sdurechlorids. Anschlief3end wurde 3
h in der Kalte geriihrt. Die Losung wurde zuerst mit 10%iger HCl und anschlieffend mit
gesattigter NaHCO3-Lsg. ausgeschiittelt. Nach Trocknen der Etherphase mit Na,SO4 wurde das
Losungsmittel abrotiert. Zur Reinigung des Oles wurde eine Vakuumdestillation durchgefiihrt.

Produkt: farbloses Ol; Ausbeute: 23 mmol (85%)

1H-NMR (400 MHz; CDCls):

§7.22-7.19 (m, 2H, ArH), 7.09-7.07 (m, 2H, ArH), 5.84 (ddt, ] = 17.2, 10.6, 5.4, 1H, CH,=CH), 5.20-
5.12 (m, 2H, CH,=CH), 4.55 (dq, ] = 5.5, 1.4, 2H, 0-CH,-), 3.72 (q, ] = 7.2, 1H, CH-C=0), 2.44 (d, ] =
7.2, 2H, CHz-Ar), 1.84 (dt, ] = 13.5, 6.8, 1H, CH3-CH-CH3), 1.49 (d, ] = 7.2, 3H, CH3-CH-C=0), 0.89
(s, 6H, CH3-CH)
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> allgemeine Synthese der Ester

6.5 mmol der Sidure wurden in abs. Dichlormethan geldst/suspendiert. Es erfolgte die Zugabe
von 5,4 mmol Alkohol und einer Spatelspitze DMAP. DCC wurde aquimolar zur Siure
eingewogen, in wenig abs. Dichlormethan gel6st und langsam zum Reaktionsansatz zugetropft.
Danach wurde 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Niederschlag
(Dicyclohexylharnstoff) wurde iiber eine Glasfritte abgesaugt. Das Filtrat wurde mit 5 % NaOH-
Lsg ausgeschiittelt. Die org. Phase tliber Na;SO. getocknet und unter Vakuum eingeengt.
Eventuelle Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie war anschlieffend notwendig. Das
jeweils verwendete Fliefimittel ist bei den einzelnen Substanzen genannt. Die Ausbeute der

Reaktion liegt zwischen 50-80%.

Allyl-2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-yl)acetat
C22H20CINO,

Aufreinigung durch Saulen (Kieselgel/ Hexan:Ethylacetat 8:1)

1H-NMR (400 MHz; CDCls):

§ 7.68-7.64 (m, 2H, ArH), 7.48-7.45 (m, 2H,ArH), 6.97 (d, ] = 2.5, 1H, ArH), 6.87 (dd, ] = 9.0, 0.5,
1H, ArH), 6.68-6.65 (m, 1H, ArH), 5.96-5.86 (m, 1H, CH,=CH), 5.31-5.20 (m, 2H, CH,=CH), 4.61
(dg,] = 5.6, 1.3, 2H, 0-CH,-), 3,83 (s, 3H, CH3-0) 3.69 (s, 2H, CH2-C=0), 2,38 (s, 3H, CH3-Ar)

Allyl-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoat
C17H1803

Aufreinigung durch Saulen (Kieselgel /Hexan:Ethylacetat 3:2)

1H-NMR (400 MHz; CDCls):

§ 7.70-7.67 (m, 3H, ArH), 7.41 (dd, ] = 8.4, 1.7, 1H, ArH), 7.15-7.10 (m, 2H, ArH), 5.85 (ddt, ] =
17.2,10.7, 5.4, 1H, CH,=CH), 5.23-5.13 (m, 2H, CH,=CH), 4.62-4.52 (m, 2H, 0-CH>-), 3.89 (s, 3H,
CH3-0), 3.89-3.85 (m, 1H, CH-Ar)

Allyl-2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)acetat
C17H15CIzNO;

Aufreinigung durch Saulen (Kieselgel /Hexan:Ethylacetat 3:2)
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1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§7.47 (dd,] =7.5,3.7, 2H, ArH), 7.29-7.27 (m, 1H, ArH), 7.17-7.10 (m, 2H, ArH), 7.02 (s, 1H, NH),
6.96-6.92 (m, 1H, ArH), 6.47 (d, ] = 8.0, 1H, ArH), 6.01-5.91 (m, 1H, CH,=CH), 5.34-5.28 (m, 1H,
CH2=CH), 5.21-5.17 (m, 1H, CH;=CH), 6 4.65 (dt,] = 5.6, 1.5, 2H, 0-

CHy), 3.88 (s, 2H, CH;-Ar)

But-3-enyl 2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)acetat
C1gH17CIzNO:

Aufreinigung durch Saulen (Kieselgel/Dichlormethan:Methanol 10:1)

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8744 (d,] =8.1, 2H, ArH), 7.25 (dd, ] = 7.5, 1.5, 1H, ArH), 7.13-7.08 (m, 2H, ArH), 7.03 (s, 1H,
NH), 6.92 (td, ] = 7.4, 1.1, 1H. ArH), 6.47 (d, ] = 8.0, 1H, ArH), 5.79 (ddt, ] = 17.1, 10.3, 6.8, 1H,
CH;=CH), 5.09-4.98 (m, 2H, CH,=CH), 4.18 (t,] = 6.7, 2H, 0-CH:-), 3.83 (s, 2H, CH2-Ar) 6 2.40 (qt, ]
=6.7,1.3, 2H, CH,-CH=CH2)

But-3-enyl 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoat
C18H2003

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8 7.79-7.70 (m, 3H, ArH), 7.42 (dd, ] = 8.5, 1.9, 1H, ArH), 7.26 (d, ] = 8.0, 1.9, 1H, ArH), 7.13 (dd, ]
= 9.0, 6.8, 2.4, 1H, ArH), 5.78-5.67 (m, 1H, CH;=CH), 5.04-4.93 (m, 2H, CH,=CH), 4.15-4.06 (m,
2H, 0-CH3-), 3.92-3.85 (m, 4H, CH3-0, CH-Ar), 2.31 (qt, ] = 6.7, 1.2, 2H, CH2-CH=CH3), 1.55-1.52
(d, 3H, CH3-CH)

MS (EI): m/z (%) 284 (36) [M*], 229,7 (1,4), 185 (100), 170 (12), 142 (17), 115 (10)

(Z)-But-2-en-1,4-diyl-bis-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoat
C32H3206

1H-NMR (400 MHz; CDCl3):

§ 7.69-7.63 (m, 6H, ArH), 7.36 (dd, ] = 8.5, 1.9, 2H, ArH), 7.14-7.09 (m, 4H, ArH), 5.62-5.60 (m,
2H, CH,=CH), 4.64-4.59 (m, 4H, CH,=CH), 3.90 (s, 6H, CH3-0), 3.82 (m, ] = 7.1, 2H, CH-Ar), 1.56-
1.54 (d, 6H, CH3-CH)
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MS (EI): m/z (%) 512 (12) [M+], 185 (100), 141 (10), 115 (5)

But-3-enyl 2-(4-isobutylphenyl)propanoat
C17H240:

1H-NMR (400 MHz; CDCl3):

6720 (d, ] =8.2, 1.9, 2H, ArH), 7.09 (d, ] = 6.2, 2H, ArH), 5.69 (ddt, ] = 17.1, 10.3, 6.8, 1H,
CH,=CH), 5.04-4.97 (m, 2H, CH,=CH), 4.11 (t,] = 6.7, 2H, 0-CH,-), 3.68 (q, ] = 7.2, 1H, CH-Ar), 2.44
(d,] = 7.2, 2H, CHo-Ar), 2.32 (qt, ] = 6.7, 1.3, 2H,

CH,-CH=CH>), 1.84 (dt, ] = 13.5, 6.8, 1H, CH-(CH3)>), 1.47 (d, 3H, CH3-CH), 0.87 (d, ] = 1.1, 6H, CH-
(CHz)2)

MS (EI): m/z (%) 260 (10) [M*], 217 (4), 206 (15), 161 (100)

(Z)-But-2-en-1,4-diyl-bis-2-(4-isobutylphenyl)propanoat
C30H4004

1H-NMR (400 MHz; CDCls):

§ 7.18-7.16 (d, 4H, ArH), 7.09-7.07 (d, 4H, ArH), 5.63-5.61 (m, 2H, CH,=CH), 4.65-4.54 (m, 4H,
CH.=CH), 3.67 (q,] = 7.2, 2H, CH-Ar), 2.43 (d, ] = 7.2, 4H, CHz-Ar), 1.83 (dgq, ] = 13.6, 6.8, 2H, CH-
(CH3)2), 1.46 (d, ] = 17.5, 6H, CHs-CH), 0.89-0.87 (d, 12H, CH-(CH3)2)

MS (EI): m/z (%) 463 (1) [M*-H], 259 (9), 205 (10), 189 (3), 161 (100)

But-3-enyl-2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-yl)acetat
C23H22CINO,

1H-NMR (400 MHz; CDCl3):

§ 7.67-7.64 (m, 2H, ArH), 7.48-7.45 (m, 2H, ArH), 6.96 (d, ] = 2.5, 1H, ArH), 6.87 (d, ] = 9.0, 1H,
ArH), 6.67 (dd, ] =9.0, 2.5, 1H, ArH), 5.77-5.69 (m, 1H, CH,=CH), 5.09-5.02 (m, 2H, CH,=CH), 4.16
(t,] = 6.7, 2H, 0-CH2-), 3.82 (s, 3H, CH3-0), 3.65 (s, 2H, CH;-C=0), 2.40-2.35 (m, 5H, Ar-CH3, CH»-
CH=CH_)

MS (EI): m/z (%) 410 (37) [M+-H], 312 (15), 139 (100), 111 (26)
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(Z)-But-2-en-1,4-diyl-bis(2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-
indol-3-yl)acetat
C42H36CIzN205

1H-NMR (400 MHz; CDCls):

§7.65 (d, ] = 8.3, 4H, ArH), 7.47-7.45 (d, 4H, ArH), 6.93 (d, ] = 2.2, 2H, ArH), 6.85 (d, ] = 9.0, 2H,
ArH), 6.66 (dd, ] = 9.1, 2.2, 2H, ArH), 5.73-5.71 (m, 2H, CH,=CH), 4.67 (d, ] = 4.4, 4H, CH2=CH),
3.82 (s, 6H, CH3-0), 3.66 (s, 4H, CH,-C=0), 2.37 (s, 6H, Ar-CHz)

(Z)-But-2-en-1,4-diyl-bis-2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)acetat
C32H26Cl14N204

1H-NMR (400 MHz; CDCl3):

§7.37-7.33 (d, 4H, ArH), 7.24-7.21 (dd, 2H, ArH), 7.14-7.10 (dt, 2H, ArH), 7.01-6.93 (m, 4H, ArH),
6.86 (s, ] = 5.4, 2H, NH), 6.57-6.53 (d, 2H, ArH), 5.81-5.73 (m, 2H, CH2=CH), 4.77-4.71 (m, 4H,
CH2=CH), 3.84-3.80 (s, 4H, CH,-C=0)

Allyl-2-hydroxybenzoat
C10H1003

Aufreinigung durch Saulen mit Petrolether

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 10.73-10.70 (s, 1H, Ar-OH), 7.92-7.88 (dd, 1H, ArH), 7.57-7.52 (m, 1H, ArH), 6.98-6.93 (m, 2H,
ArH), 6.16-6.06 (m, 1H, CH,=CH), 5.50-5.43 (m, 1H, CH2=CH), 5.34-5.29 (m, 1H, CH,=CH), 4.92-
4.87 (m, 2H, 0-CH3-)

But-3-enyl-2-hydroxybenzoat
C11H1203

Aufreinigung durch Saulen mit Petrolether

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 10.75 (s, 1H, Ar-OH), 7.87 (dd, ] = 0.4, 1H, ArH), 7.54 (ddd, ] = 8.5, 7.1, 1.6, 1H, ArH), 6.98-6.93
(m, 2H, ArH), 5.93 (ddt, ] = 17.1, 10.3, 6.8, 1H, CH,=CH), 5.23-5.17 (m, 1H, CH,=CH), 5.12-5.08
(m, 1H, CH,=CH), 4.46-4.43 (t, 2H, 0-CH;-), 2.57 (qt, ] = 6.6, 1.4, 2H, CH>-CH=CH2)



Experimenteller Teil | 140

N-Allyl-2-hydroxybenzamid
clOHllNOZ

Aufreinigung durch Saulen mit Petrolether

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 12.78-12.71 (s, 1H, Ar-OH), 8.35-8.25 (s, 1H, CO-NH), 7.82 (dd, ] = 8.0, 1.6, 1H, ArH), 7.43-7.39
(m, 1H, ArH), 6.95-6.84 (m, 2H, ArH), 6.00-5.90 (m, 1H, , CH2=CH), 5.24 (dq, ] = 17.2, 1.7, 1H,
CH2=CH), 5.13-5.10 (m, 1H, CH>=CH), 4.04 (ddt,] =9.2, 4.0, 2.2, 2H, NH-CH:.)

(Z)-But-2-en-1,4-diylbis-2-hydroxybenzoat
C1sH1606

Aufreinigung durch Sdulen mit Petrolether:Diethylether 9:1

1H-NMR (400 MHz; Aceton):
§10.68 (s,] = 2.4, 1H, Ar-OH), 7.88 (dd, ] = 8.0, 1.7, 1H, ArH), 7.54 (ddd, ] = 8.4, 7.2, 1.7, 2H, ArH),
6.99-6.92 (m, 4H, ArH), 6.08-6.05 (m, 2H, CH;-CH=CH), 5.15-5.14 (d, 4H, CH2-CH=CH)

But-3-en-2-yl-2-hydroxybenzoat
C11H1203

Aufreinigung durch Saulen mit Petrolether

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 10.79 (s, 1H, Ar-OH), 7.91-7.89 (m, 1H, ArH), 7.56-7.52 (m, 1H, ArH), 6.98-6.93 (m, 2H, ArH),
6.05 (ddd, J = 17.3, 10.6, 5.8, 1H, ArH), 5.67-5.64 (m, 1H, CH3-CH), 5.38 (dt, ] = 17.3, 1.3, 1H
CH:=CH), 5.22 (dt, ] = 10.6, 1.3, 1H, CH,=CH), 1.48 (d, ] = 6.5, 3H, CH3-CH)

2-Methylbut-3-en-2-yl 2-hydroxybenzoat
C12H1403

Aufreinigung durch Saulen mit Petrolether
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1H-NMR (400 MHz; Aceton):

5 10.85 (s, ] = 0.4, 1H, Ar-OH), 7.86-7.83 (m, 1H, ArH), 7.53-7.49 (m, 1H, ArH), 6.96-6.91 (m, 2H,
ArH), 6.26 (ddd, ] =17.5,10.9, 1.3, 1H, CH,=CH), 5.33 (dd, ] = 17.5, 0.8, 1H, CH2=CH), 5.16 (dt, ] =
10.9,0.9, 1H, CH,=CH), 1.70 (s, ] = 9.4, 6H,

CH-(CH3)32)

N-(4-(Allyloxy)phenyl)acetamid
C11H13NO;

2,9g Natrium wurden in 150ml abs. Ethanol gelést um eine Natrium-Ethanolatldsung zu
erhalten. In dieser wurde 15,12g (0,1mol) Paracetamol geldst und 8,64ml (0,1mol) Allylbromid
wurde zugegeben. Um die Reaktion zu starten erfolgte nun die Zugabe einer Spatelspitze
Kaliumiodid. Der Ansatz wurde 5h unter Riickfluss gekocht. Anschliefend wurde der Ethanol
abdestilliert und der Destillationsriickstand in 100ml einer 5%ige NaOH gegossen. Die wassrige
Phase wurde mit 3x mit Ether ausgeschiittelt. Durch Abrotieren des Ethers wurde das

gewiinschte Produkt erhalten.

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

0 7.57-7.53 (m, 2H, ArH), 6.89-6.86 (m, 2H, ArH), 6.06 (ddt, J = 17.3, 10.5, 5.2 Hz, 1H, CH,=CH),
5.40 (dq,J = 17.3, 1.7 Hz, 1H, CH=CH), 5.23 (dq, J = 10.6, 1.5 Hz, 1H, CH>=CH), 4.53 (dt,J =5.2,
1.6 Hz, 2H, 0-CH3-)

> Synthese von COX-2-Liganden

(E)-3-(4-(Methylthio)phenyl)-2-phenylacrylsidure
C16H1402S

15mmol Phenylessigsaure werden in 15ml Acetanhydrid geldst. Anschliefiend erfolgt die Zugabe
von 15mmol 4-Methylthiobenzaldehyd und 2ml Triethylamin. Der Ansatz wird 16h unter Reflux
gekocht. Nach dem Abkiihlen versetzt man die Losung mit Diethylether und schiittelt die
organische Phase mit 10% NaOH-Lsg. aus bis der pH der wassrigen Phase basisch ist. Die
vereinten wassrigen Phasen werden mit konz. HCI auf einen pH von 1-2 eingestellt, wobei ein
gelb-ockerfarbener Niederschlag ausfillt. Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt, in

Ethylacetat gelost, mit Na;SO4 getrocknet und anschlief3end das Losungsmittel wieder abrotiert.
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(E)-3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylsaure
C16H1404S

(E)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylsdure erhilt man durch die Oxidation von (E)-3-
(4-(methylthio)phenyl)-2-phenylacrylsdure. Dazu stellt man sich eine Losung aus Eisessig und
Wasserstoffperoxid im Verhédltnis 1:1 her und tropft diese langsam zur (E)-3-(4-
(methylthio)phenyl)-2-phenylacrylsdure bei 50-60°C und lasst 8h riihren. Die Losung wird in
Eiswasser gegossen und anschliefiend mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Zur weiteren
Aufreinigung werden die vereinigten Dichlormethan-phasen erneut mit gesattigter NaHCO3-Lsg.
ausgeschiittelt. Zum Schlufd werden die gesammelten NaHCO3-Phasen mit konz. HCl angesduert.
Unter ausdauerndem Kratzen am Glasrand fallt das gewiinschte Sulfon als weifier Niederschlag

aus. Dieser wird anschliefdend abgesaugt.

1H-NMR (400 MHz; Aceton):
0 792 (s, 1H, Ar-H), 7.78-7.75 (m, 2H, Ar-H), 7.41-7.38 (m, 3H, Ar-H), 7.37-7.34 (m, 2H, Ar-H),
7.27-7.24 (m, 2H, Ar-H), 3.09 (s, 3H, CH;-SO,)

(E)-But-3-enyl 3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylat
C20H2004S

Synthese des Esters nach der allgemeinen Vorschrift - siehe oben

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

0 7.78-7.74 (m,2H, ArH), 7.42-7.39 (m, 3H, ArH), 7.35-7.32 (m, 2H; ArH), 7.24 (m,J = 1.2 Hz, 2H,
ArH), 5.82 (m, J = 6.8 Hz, 1H, CH,=CH) 5.13-5.03 (m, 2H, CH,=CH), 4.27-4.24 (t, 2H, 0-CH3-),),
3.10 (s, 3H, CH,-SO,), 2.42 (qt, J = 6.7, 1.3 Hz, 2H, CH,-CH=CH)

(E)-2-(3-Bromphenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)acrylsaure
C16H13Br04S

"H-NMR (400 MHz; Aceton):
0 7.99-7.96 (s, 1H, Ar-CH=C), 7.84-7.79 (m, 2H, ArH), 7.60-7.55 (m, 1H, ArH), 7.51-7.47 (m, 1H;
ArH), 7.43-7.33 (m, 3H, ArH), 7.26-7.23 (m, 1H, ArH), 3.09 (s, 3H, CH;-SO,).
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(E)-But-3-enyl-2-(3-bromphenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)acrylat -
C20H19Br04S

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

0 7.95-793 (s, 1H, Ar-CH=C), 7.83-7.80 (m, 2H, ArH), 7.60-7.57 (m, 1H, ArH), 7.49-7.47 (m, 1H,
ArH), 7.40-7.33 (m, 3H, ArH), 7.24-7.21 (m, 1H, ArH), 5.88-5.77 (m, 1H, CH,=CH), 5.14-5.04 (m,
2H, CHz=CH), 4.28-4.24 (t, 2H, 0-CHz-), 3.10 (s, 3H, CH;-SO,), 2.45-2.39 (m, 2H, CH,-CH=CH>)

4-(5-p-Tolyl-3-(trifluormethyl)-1H-pyrazol-1-yl)benzensulfonamid
C17H14F3N302S

Das Celecoxib wurde durch Extraktion aus Celebrex 200mg Kapseln erhalten. Im ersten Schritt
wurden dafiir die Kapseln gedffnet und die leeren Kapselhiillen verworfen. Durch Zugabe von
Aceton wurde das Celecoxib gelést und durch Filtration von den unléslichen Bestandteilen
abgetrennt. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer, konnte das Celecoxib

in ausreichender Reinheit gewonnen werden.

'"H-NMR (400 MHz; CDCL):
0 7.93-7.88 (m, 2H, ArH), 7.50-7.47 (m, 2H, ArH), 7.19-7.16 (m, 2H, ArH), 7.12-7.10 (m, 2H, ArH),
6.74-6.73 (s, 1H, H-Pyrazol), 2.39-2.37 (s, 3H, Ar-CH,)

4-(1-(4-Sulfamoylphenyl)-3-(trifluormethyl)-1H-pyrazol-5-yl)-benzoeséiure
C17H12F3N304S

Fiir die Oxidation von Celecoxib wurden 1,5g (3,9mmol) in 20 ml Wasser in einem 50ml Rundkolben
suspendiert und mit 1g Natriumcarbonat versetzt. Nach Zugabe von 2g Kaliumpermanganat wurde der
Ansatz unter Riihren langsam erhitzt und 45min unter Riickfluss gekocht. Die Farbdnderung des
Kaliumpermanganates zu Braunstein zeigt dabei den Endpunkt der Reaktion an. AnschlieBfend wird
der Braunstein heif abgesaugt und mit wenig heifem Wasser gewaschen. Durch Ansduern des
Filtrates mit konz. HCI fillt die gewiinschte Sdure aus. Um die Ausbeute zu erhdhen wird der Ansatz

noch 2h im Kiihlschrank aufbewahrt und anschliefend der Niederschlag abgesaugt.

"H-NMR (400 MHz; Aceton):
& 8.07-8.04 (m,2H, ArH), 8.01-7.97 (m, 2H, ArH), 7.63-7.59 (m, 2H, ArH), 7.55-7.51 (m, 2H, ArH),
7.18-7.17 (s, 1H, H-Pyrazol)
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But-3-enyl 4-(1-(4-sulfamoylphenyl)-3-(trifluormethyl)-1H-pyrazol-5-
yl)benzoat
C21H18F3N304S

Synthese des Esters nach der allgemeinen Vorschrift - siehe oben

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

& 8.06-8.01 (m, 2H, ArH), 8.01-7.95 (m, 2H ArH), 7.64-7.57 (m, 2H, ArH), 7.57-7.50 (m, 2H, ArH),
7.18-7.16 (s, 1H, H-Pyrazol), 5.97-5.86 (m, 1H, CH,=CH), 5.21-5.14 (m, 1H, CHz=CH), 5.11-5.06 (m,
1H, CH,=CH), 4.40-4 35 (t, 2H, 0-CH-), 2.57-2.50 (m, 2H, CH,-CH=CH3)

> Synthese des Zeise-Salzes

Als erstes werden 4g Tetrachloroplatinat in 50ml 3,5M O-freier Salzsdure gelost. Sollten gelbe
Kristalle oder elementares Platin beim Ldsungsvorgang am Boden zuriickbleiben, muss die
Losung noch einmal filtriert werden. Als Katalysator werden nun 45mg SnCl,*2H,0 zu der
Losung gegeben und anschlieffend wird fiir 2-3h Ethen durch die Losung geleitet. Dabei farbt
sich die rote Tetrachloroplatinatldsung nun langsam zitronengelb. Nach beendeter Reaktion
wird die Losung mit einem Kristall Zeise-Salz angeimpft und fiir 45min ins Tiefkiihlfach gestellt.
Die Nadeln werden abgesaugt und iiber KOH im Exsikkator getrocknet. Die abgesaugte Losung
wird am Rotationsverdampfer um die Halfte reduziert und erneut ins Tiefkiihlfach gestellt. Die
entstandenen Kristalle werden ebenfalls abgesaugt und getrocknet. Die 2. Fraktion wird in
Methanol geldst, filtriert und anschlieffend das Losungsmittel abgedampft. Die Ausbeute der
Reaktion betragt 2,8-3g Zeise-Salz.

> Komplexierung der Liganden am Platin

Die Komplexierung der Liganden ans Platin erfolgt durch einen Ligandenaustausch. Als Edukt
wird dabei das Zeise-Salz verwendet, welches in O;-freien absoluten Ethanol gelést wird. Der
gewiinschte Ligand wird ebenfalls in O,-freien absoluten Ethanol oder auch absolutem Aceton
gelost und bei Raumtemperatur zur Zeise-Losung gegeben. Anschliefiend wird 3h bei 50°C
geriihrt. Nach Einengen der Losung am Rotationsverdampfer auf 5ml wird langsam Diethylether
zugegeben. Dabei fallt der gewiinschte Platinkomplex aus. Um die Kristallisation abzuschlief3en,
wird der Ansatz fiir 30 Min ins Tiefkiihlfach gestellt. Anschliefend wurde der Niederschlag

abgesaugt
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Kaliumallylbenzoattrichloroplatinat(II)
K[Pt (C10H1002) (Cl)g]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 8.11-8.06 (m, 2H, ArH), 7.66-7.60 (m, 1H, ArH), 7.55-7.49 (m, 2H, ArH), 5.09-4.98 (m, 1H,
CH;=CH), 4.98-4.90 (m, 1H, CH2=CH), 4.59-4.51 (m, 1H, CH;=CH), 4.42-4.21 (m, 2H, 0-CH2-)
gelbes Pulver, Zersetzung bei 194,2°C

CHN-Analytik berechnet: C% 24,52 H% 2,25 (*0,25 C,HsOH)

gefunden: C% 24,96 H% 2,26
ESI-TOF berechnet: 462,9375
gefunden: 462,9493

Kaliumallyl 2-(4-isobutylphenyl)propanoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C16H2202)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§7.28-7.23 (m, 2H, ArH), 7.14-7.10 (m, 2H, ArH), 4.84 (m, ] = 4.8, 1.1, 1H, CH,=CH), 4.76-4.68 (m,
1H, CH2=CH), 4.38-4.26 (m, 1H, CH,=CH), 4.27-4.12 (m, 2H, 0-CHz-), 3.81-3.75 (m, 1H, Ar-CH),
2.46-2.42 (d, 2H, Ar-CHz), 1.90-1.80 (m, 1H CH-(CHs)2), 1.47-1.42 (dd, 3H, CH3-CH), 0.91-0.85 (d,
6H, CH-(CH3)2)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 178,9°C

CHN-Analytik berechnet: C% 33,12 H% 3,96 (¥0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 33,00 H% 3,47

ESI-TOF berechnet: 547,0316
gefunden: 547,0311
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Kaliumallyl 2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-
yl)acetattrichloroplatinat(II)
K[(C22H20CINO4)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8 7.76-7.74 (m, 2H, ArH), 7.66-7.63 (m, 2H, ArH), 7.12 (d, ] = 2.5, 1H, ArH), 7.01 (dd, ] = 9.0, 0.4,
1H, ArH), 6.69 (dd, ] = 9.0, 2.6, 1H ArH), 4.89 (m, 1H, CH;=CH), 4.72 (dd, ] = 12.0, 5.5, 1H,
CH2=CH), 4.33-4.22 (m, 3H, CH2=CH, 0-CH:-), 3.83 (s, 3H, CH3-0), 3.81 (s, 2H, CH2-C=0), 2.35 (s,
3H, Ar-CH3)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 187,3°C

CHN-Analytik berechnet: C% 36,52 H% 3,04 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 36,53 H% 2,93

ESI-TOF berechnet: 697,9775
gefunden: 697,9573

Kaliumallyl 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoattrichloro-platinat(II)
K[Pt(C17H1803)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§7.80 (m, ] =9.6, 4.0, 3H, ArH), 7.50-7.47 (m, 1H, ArH), 7.27 (d, ] = 2.4, 1H, ArH), 7.15-7.12 (m,
1H, ArH), 4.86 (m, ] = 4.9, 1.6, 1H, CH2=CH), 4.78-4.69 (m, 1H, CH,=CH), 4.39-4.20 (m, 3H,
CH:=CH, 0-CH2-), 3.98-3.93 (m, 1H, Ar-CH), 3.91 (s, 3H, CH3-0), 1.57-1.54 (dd, 3H, CH3-CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 183,9°C

CHN-Analytik berechnet: C% 33,76 H% 3,12 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 33,52 H% 3,30

ESI-TOF berechnet: 570,9953
gefunden: 570,9975
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Kaliumallyl 2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)acetat-trichloroplatinat(II)
K[Pt(C17H15C12N02)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 7.51-7.43 (m, 2H, ArH), 7.35-7.27 (m, 1H, ArH), 7.19-7.08 (m, 2H. ArH), 7.07-7.03 (s, 1H, NH),
6.97-6.89 (m, 1H, ArH), 6.51-6.42 (d, 1H, ArH), 5.00-4.87 (m, 1H, CH;=CH), 4.87-4.78 (m, 1H,
CH2=CH), 4.46-4.38 (m, 1H, CH,=CH), 4.36-4.17 (m, 2H, 0-CH2-), 3.93-3.84 (s, 2H, CH2-Ar)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 122,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 30,54 H% 2,42 (*0,25 C,HsOH)

gefunden: C% 30,50 H% 2,60
ESI-TOF berechnet: 637,9160
gefunden: 637,9067

Kalium-N-(4-(allyloxy)phenyl)acetamidtrichloroplatinat(II)
K[Pt(C11H13N02)(C1)3]

'H-NMR (400 MHz; Aceton):
0 7.58-7.54 (m, 2H, ArH), 6.92-6.88 (m, 2H, ArH), 5.09-5.00 (m, 1H, CH,=CH), 4.71-4.66 (m, 1H,
CH;=CH), 4.37-4.22 (m, 2H, 0-CH3-),4.22-4.16 (m, 1H, CH,=CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 203,4°C

CHN-Analytik berechnet: C% 25,42 H% 2,69 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 25,45 H% 2,74

ESI-TOF berechnet: 491,9641
gefunden: 491,9648
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Kaliumbut-3-enyl 2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)acetat-trichloro-
platinat(II)
K[Pt(C18H17C12N02)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8 7.51-7.47 (m, 2H, ArH), 7.33-7.31 (m, 1H, ArH), 7.19-7.06 (m, 3H, ArH, NH), 6.97-6.92 (m, 1H,
ArH), 6.48-6.45 (m, 1H, ArH), 4.99-4.89 (m, 1H, CH,=CH), 4.57-4.45 (m, 2H, CH,=CH), 4.25-4.09
(d, 2H, 0-CH3-), 3.92-3.91 (s, 2H, CH2-Ar), 2.55-2.46 (m, 1H, CH;-CH=CH3), 2.02-1.93 (m, 1H, CH>-
CH=CH_)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 103,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 31,64 H% 2,66 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 31,69 H% 2,68

ESI-TOF berechnet: 651,9311
gefunden: 651,9379

Kaliumbut-3-enyl 2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoattrichloro-
platinat(II)
K[Pt(C18H2003)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 7.82-7.75 (m, 3H, ArH), 7.49-7.45 (m, 1H, ArH), 7.27 (d, ] = 2.2, 1H, ArH), 7.15-7.12 (m, 1H,
ArH), 4.96-4.84 (m, 1H, CH,=CH), 4.53-4.33 (m, 2H, CH;=CH), 4.20-4.03 (m, 2H, 0-CH3-), 4.02-
3.94 (m, 1H, Ar-CH), 3.92-3.89 (s, 3H, CHs3-0), 2.45-2.37 (m, 1H, CH2-CH=CH3), 1.93-1.83 (m, 1H,
CH2-CH=CH), 1.57-1.51 (dd, 3H, CH3-CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 175,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 34,91 H% 3,41 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 34,50 H% 3,46

ESI-TOF berechnet: 585,0104
gefunden: 585,0243
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Kalium-(Z)-but-2-en-1,4-diyl-bis-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-
propanoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C3zH3405)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8 7.82-7.67 (m, 6H, ArH), 7.47-7.38 (m, 2H, ArH), 7.28-7.23 (m, 2H, ArH), 7.15-7.09 (m, 2H, ArH),
4.92-4.63 (m, 4H, CH,=CH), 4.62-4.45 (m, 2H, CH.=CH), 3.94-3.85 (m, 7H, CHz-0, Ar-CH), 3.83-
3.75 (m, 1H, Ar-CH), 1.56-1.43 (m, 6H, CH3-CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 138,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 45,89 H% 4,21 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 45,97 H% 4,24

ESI-TOF berechnet: 813,1354
gefunden: 813,1012

Kaliumbut-3-enyl 2-(4-isobutylphenyl)propanoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C17H2402)(C1) 3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 7.28-7.22 (m, 2H, ArH), 7.15-7.10 (m, 2H, ArH), 5.00-4.78 (m, 1H, CH,=CH), 4.51-4.31 (m, 2H,
CH,=CH), 4.23-4.00 (m, 2H, 0-CH;-), 3.83-3.75 (m, 1H, Ar-CH), 2.48-2.35 (m, 3H, CH-Ar, CH-
(CH3)2), 1.96-1.78 (m, 2H, CH-CH=CH3), 1.48-1.42 (dd, 3H, CH3-CH), 0.92-0.86 (d, 6H, CH-
(CH3)2)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 135,9°C

CHN-Analytik berechnet: C% 34,32 H% 4,20 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 34,34 H% 4,24
ESI-TOF berechnet: 561,0473

gefunden: 561,0476
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Kalium-(Z)-but-2-en-1,4-diyl-bis(2-(4-isobutylphenyl)propanoat-
trichloroplatinat(II)
K[Pt(C30H4004)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 7.30-7.19 (m, 4H, ArH), 7.15-7.10 (m, 4H, ArH), 4.82-4.39 (m, 5H, CH,=CH, CH;=CH), 3.79-3.71
(m, 2H Ar-CH), 2.46-2.42 (m, 4H, CH:-Ar), 1.88-1.81 (m, 2H, CH-(CHz3)2), 1.48-1.38 (m, 6H, CH3-
CH), 0.89-0.85 (d, 12H, CH-(CH3)2)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 142,9°C

CHN-Analytik berechnet: C% 47,11 H% 5,38 (*0,25 C,HsOH)

gefunden: C% 47,44 H% 5,48
ESI-TOF berechnet: 765,1629
gefunden: 765,1657

Kaliumbut-3-enyl-2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-
yl)acetattrichloroplatinat (II)
K[Pt(C23H22C1NO4)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 7.77-7.73 (m, 2H, ArH), 7.65-7.62 (m, 2H, ArH), 7.15 (d, ] = 2.4, 1H, ArH), 7.00-6.97 (d, 1H,
ArH), 6.70-6.67 (dd, 1H, ArH), 4.95-4.86 (m, 1H, CH;=CH), 4.42-4.37 (m, 2H, CH,=CH), 4.20-4.10
(m, 2H,, 0-CH>-), 3.82 (m, 5H, CH3-0, CH;-C=0), 2.51-2.42 (m, 1H, CH2-CH=CH), 2,34 (s, 3H, Ar-
CH3), 1.93-1.85 (m, 1H, CH2-CH=CH3)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 137,3°C

CHN-Analytik berechnet: C% 36,95 H% 3,10 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 36,78 H% 3,63

ESI-TOF berechnet: 711,9932
gefunden: 711,9963
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Kalium -(Z)-but-2-en-1,4-diyl-bis(2-(1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-
1H-indol-3-yl)acetattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C43H39C12N203)(Cl)g]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

§ 7.72-7.69 (m, 4H, ArH), 7.62-7.59 (m, 4H, ArH), 7.09 (d, ] = 2.5, 2H, ArH), 6.97 (d, ] = 9.0, 2H,
ArH), 6.66 (dd, ] = 9.0, 2.5, 2H, ArH), 4.87 (m, 2H, CH,=CH), 4.70 (m, 2H, CH,=CH), 4.51 (m, 2H,
CH:=CH), 3.79 (s, 6H, CH3-0), 3.73 (s, 4H, CHz-C=0), 2.31 (s, 6H, Ar-CH3)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 185,2°C-189°C

CHN-Analytik berechnet: C% 45,59 H% 3,38 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 45,61 H% 3,39

ESI-TOF berechnet: 1069,0540
gefunden: 1069,0576

Kalium-(Z)-but-2-en-1,4-diyl-bis-2-(2-(2,6-dichlorphenylamino)phenyl)-
acetattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C3zH26C14N204)(Cl)g]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

8 7.51-7.42 (d, 4H, ArH), 7.31-7.26 (dd, 2H, ArH), 7.17-7.06 (m, 4H, ArH), 7.06-7.02 (s, 2H, NH),
6.99-6.89 (m, 2H, ArH), 6.48-6.44 (d, 2H, ArH), 5.05-4.86 (m, 2H, CH;=CH), 4.86-4.77 (m, 2H,
CH,=CH), 4.78-4.65 (m, 2H, CH>=CH), 3.89-3.83 (s, 4H, CHz-Ar)

gelbes Pulver, Zersetzung nicht bestimmt

CHN-Analytik berechnet: C% 39,17 H% 2,78 (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% H%
ESI-TOF berechnet: 944,9324

gefunden: 944.9379
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Kaliumallyl-2-hydroxybenzoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C10H1003)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):
6 10.76-10.75 (s, 1H, Ar-OH), 8.06-8.02 (m, 1H, ArH), 7.60-7.55 (m, 1H, ArH), 7.04-6.98 (m, 2H,
ArH), 5.12-4.93 (m, 2H, CH,=CH, CH;=CH ), 4.72-4.62 (m, 1H, CH,=CH), 4.47-4.31 (m, 2H, 0-CH:-)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 165,4°C

CHN-Analytik berechnet: C% 23,78 H% 2,19 (*0,33 C,HsOH)
gefunden: C% 23,42 H% 2,13

ESI-TOF berechnet: 478,9319
gefunden: 478,9328

Kaliumbut-3-enyl-2-hydroxybenzoat
K[Pt(C11H1203)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 10.82-10.80 (s, 1H, Ar-OH), 7.99-7.96 (m, 1H, ArH), 7.55-7.50 (m, 1H, ArH), 6.98-6.92 (m, 2H,
ArH), 5.11-4.94 (m, 1H, CH,=CH), 4.79-4.75 (m, 2H, 0-CH>-), 4.33-4.18 (m, 2H, CH;=CH), 2.67-
2.57 (m, 1H, CH2-CH=CH3), 2.17-2.07 (m, 1H,, CH,-CH=CH>)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 173,4°C-186,7°C

CHN-Analytik berechnet: C% 24,59 H% 2,35 (*0,25 H20)
gefunden: C% 24,25 H% 2,14
ESI-TOF berechnet: 492.9476

gefunden: 492.9503
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Kalium-N-allyl-2-hydroxybenzamidtrichloroplatinat(II)
K[Pt(C10H11N02)(C1)3]

1H-NMR (400 MHz; Aceton):

6 12.75-12.70 (s, 1H, Ar-OH), 8.35-8.26 (s, 1H, CO-NH), 7.84-7.77 (dd, 1H, ArH), 7.45-7.39 (m,
1H, ArH), 7.08-6.85 (m, 2H, ArH), 5.15-5.01 (m, 1H, CH,=CH), 4.37-4.21 (m, 2H, NH-CH>-), 4.07-
3.97 (m, 1H, CH;=CH), 3.93-3.83 (m, 1H, CH;=CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 196,9°C

CHN-Analytik berechnet: C% 24,03 H% 2,46 (*0,33 C,HsOH)
gefunden: C% 23,78 H% 2,51

ESI-TOF berechnet: 477,9478
gefunden: 477,9518

Kalium-(Z)-but-2-en-1,4-diylbis-2-hydroxybenzoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C18H1606)(C1)3]

"H-NMR (400 MHz; Aceton):
0 10.66-10.65 (s, 1H, Ar-OH), 7.92-7.87 (dd, 2H, ArH), 7.52-7.47 (m, 2H, ArH), 6.94-6.83 (m, 4H,
ArH), 5.13-5.06 (m, 4H, CH2-CH=CH), 5.04-4.97 (m, 2H, CH2-CH=CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 196,4°C

CHN-Analytik berechnet: C% 32,77 H% 2,65 (*0,33 C,HsOH)
gefunden: C% 32,47 H% 2,54
ESI-TOF berechnet: 628,9644

gefunden: 628,9639
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Kaliumbut-3-en-2-yl-2-hydroxybenzoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C11H1203)(C1)3]

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

0 7.93-7.90 (m, 1H, ArH), 7.54-7.49 (m, 1H, ArH), 6.99-6.92 (m, 2H, ArH), 5.76 (dd,J=9.5,6.2 Hz,
1H, CH,-CH), 4.83-4.77 (m, 1H, CHz=CH), 4.40 (dd, J = 12.7, 1.4 Hz, 1H, CH,=CH), 4.28-4.23 (dd,
1H, CH,=CH), 1.93 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH,-CH)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 167°C-179,8°C

CHN-Analytik berechnet: C% 24,80 H% 2,27
gefunden: C% 24,80 H% 2,39

ESI-TOF berechnet: 492.9475
gefunden: 492.9436

Kalium-(E)-but-3-enyl 3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylacrylat-
trichloroplatinat(II)
K[Pt(C20H2004S)(Cl)3]

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

& 8.02 (s, 1H, Ar-CH=C), 7.77-7.73 (m, 2H, ArH), 7.41-7.37 (m, 5H, ArH), 7.29-7.26 (m, 2H, ArH),
4.99-494 (m, 1H, CH,=CH), 4.65-4.51 (m, 2H, CH,=CH), 4.19-4.13 (m, 2H, 0-CH3-), 3.10-3.10 (s,
3H, CH,-S0O,), 2.52-2.46 (m, 1H, CH2-CH=CH3>), 1.96-1.91 (m, 1H, CH-CH=CH>).

gelbes Pulver, Zersetzung bei 210,7°C-219,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 34,47 H% 2,89
gefunden: C% 34,29 H% 3,01
ESI-TOF berechnet: 656,9780

gefunden: 656,9786
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Kalium-(E)-but-3-enyl-2-(3-bromphenyl)-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-
acrylattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C20H1gBPO4S)(C1)3]

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

0 8.12-8.10 (s, 1H, Ar-CH=C), 7.83-7.79 (m, 2H, ArH), 7.59-7.55 (m, 1H, ArH), 7.51-7.48 (m, 1H,
ArH), 7.47-7.43 (m, 2H, ArH), 7.39-7.34 (m, 1H, ArH), 7.32-7.29 (m, 1H, ArH), 5.01-4.91 (m, 1H,
CH,=CH), 4.66-4.53 (m, 2H, CH,=CH), 4.21-4.06 (m, 2H, 0-CHz-), 3.12-3.09 (s, 3H, CH,-SO,), 2.57-
2.48 (m, 1H, CH2-CH=CH3), 1.99-1.88 (m, 1H, CH,-CH=CH,)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 95,1°C

CHN-Analytik berechnet: C% 32,15 H% 3,07 (*0,5 C,HsOH)
gefunden: C% 32,82 H% 3,37

ESI-TOF berechnet: 736,8872
gefunden: 736,8889

Kaliumbut-3-enyl 4-(1-(4-sulfamoylphenyl)-3-(trifluormethyl)-1H-pyrazol-5-
yl)benzoattrichloroplatinat(II)
K[Pt(C21H18F3N3O4S)(Cl)g]

'H-NMR (400 MHz; Aceton):

& 8.15-8.11 (m, 2H, Ar-H), 8.01-7.97 (m, 2H, Ar-H), 7.62-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.54-7.49 (m, 2H, Ar-
H), 7.19-7.18 (s, 1H, H-Pyrazol), 5.07-4.98 (m, 1H, CH,=CH), 4.75-4.64 (m, 2H, CH,=CH), 4.26-4.19
(m, 2H, 0-CHz-),), 2.65-2.56 (m, 1H, CH2-CH=CH), 2.02-1.98 (m, 1H, CH,-CH=CH,)

gelbes Pulver, Zersetzung bei 124,2°C-130,6°C

CHN-Analytik berechnet: C% 31,68 H% 2,45% (*0,25 C,HsOH)
gefunden: C% 31,88 H% 2,68%
ESI-TOF berechnet: 765,9663

gefunden: 765,9591
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13 Anhang

13.1 Abkiirzungen

AAS Atomabsorptionsspektroskopie

Abb. Abbildung

AG Anreicherungsgrad

APHS 2-(Acetoxyphenyl)-(Z)-styrylsulfid
CD Circulardichroismus

CoX Cyclooxygenase

CT-DNA calf-thymus DNA

DDC Diethyldithiocarbamat

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonucleinsdure

ESI-TOF Elektrospray-lonisation time-of-flight
FCS fetales Kélberserum

HPLC Hochdruckflissigchromatographie
HSA humanes Serumalbumin

ICso halbmaximale inhibitorische Konzentration
MMR Mismatch-Reperatur

MS Massenspektrometrie

NMR nuclear magnetic resonance

NOE nuclear overhauser effect

NSAR nichtsteroidale Antirheumatika

OATP organic anion transporting polypeptides
OCT organic cation transporter

PBS phosphate buffered salin

Sdv Standardabweichung

ti/2 Halbwertszeit

TCA Trichloressigsaure

TFA Trifluoressigsdure

uv ultraviolett
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13.2 Lebenslauf

Der Lebenslaufist in der Online-Version
aus Griunden des Datenschutzes nicht enthalten
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