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Kapitel 1

Metallkomplexe in der Medizin

Medizinische anorganische Chemie wird schon seit mehreren Jahrtausenden
praktiziert. Bereits 3000 v.Chr. benutzten die Agypter Kupfer, um Wasser zu
sterilisieren. Ca. 1500 v.Chr. wurden ebenfalls in Agypten Eisenverbindungen
und Kupfer zur Wunddesinfektion verwandt. Der medizinische Einsatz von
Gold in arabischen Léndern und in China geht mehr als 3500 Jahre zuriick.
In der Renaissancezeit wurde in Europa Quecksilberchlorid als Diuretikum
eingesetzt. Anfang des 20 Jahrhunderts therapierte man die Tuberkulose mit
K[Au(CN),], Leishmaniose mit Antimonverbindungen und Infektionen mit
Goldsalzen.[1]

Auch heute noch werden - wenn auch nicht allzu viele - Metallverbindungen
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Abbildung 1.1: Goldkomplexe

pharmazeutisch angewandt. Verbindungen mit Kupfer, Silber, Quecksilber,
Zinn oder Zink werden vor allem wegen ihrer bakteriziden und desinfizieren-
den Eigenschaften verwendet. So nutzt man Silbernitratstifte zur Warzen-
behandlung oder die Quecksilberverbindung Thiomersal zur Desinfektion.
Goldverbindungen finden noch vereinzelt Anwendung in der Therapie der
rheumatoiden Arthritis (Auranofin, Aurothioglucose, Natriumaurothioma-
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lat, siche Abbildung 1.1). Fe(II)-Verbindungen werden oral oder parenteral
zur Nahrungsergidnzung in der Schwangerschaft eingesetzt. Der Eisenkomplex
Natriumpentacyanonitrosylferrat (Nitroprussidnatrium, Nay[Fe(CN);NO]) fin-
det Anwendung bei Hypertonie. Die Haupteinsatzgebiete von Metallkomple-
xen in der Medizin sind neben der Behandlung parasitdrer Erkrankungen
und der Diagnostik (v.a. Radiopharmazie) die Tumortherapie. [2]

1.1 Metallkomplexe als Cytostatika

Mitte der sechziger Jahre wurde von Rosenberg und Mitarbeitern die Antitu-
morwirksamkeit von Cisplatin (cis-PtCly(NHs)2) beschrieben. Diese Verbin-
dung kann beziiglich ihrer Wirkungsweise mit den alkylierenden Cytostatika
verglichen werden, da sie ebenso wie diese kovalente Bindungen zur DNS
ausbildet. Cisplatin enthélt jedoch nicht einen einzigen Kohlenstoff und ist
somit eine 'klassische” anorganische Verbindung. Nur die cis-form weist Akti-
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Abbildung 1.2: durch Cisplatin verursachter ’intrastrand crosslink’
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Abbildung 1.3: Platinkomplexe

vitdat auf. Cisplatin bindet an alle vier DNS-Basen, jedoch bevorzugt an N-7
von Guanin. Der Grofteil der Cisplatin-DNS-Addukte besteht aus sogenann-
ten ’intrastrand-crosslinks’, bei denen es zu einer Quervernetzung innerhalb
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desselben DNS-Stranges kommt (siche Abbildung 1.2). Dabei werden 65% al-
ler Cisplatin-DNS-Addukte zwischen zwei N-7 von benachbarten Guaninen
gebildet und 25% zwischen N-7 eines Guanins und N-7 eines benachbarten
Adenins. Nur weniger als 1% der Cisplatin-DNS-Addukte sind Quervernet-
zungen zwischen zwei verschiedenen DNS-Stréngen. [3]

Die beeindruckenden Erfolge von Cisplatin fithrten zu einer intensivierten
Suche nach weiteren Cytostatika auf Metallbasis bzw. Platinbasis (siche Ab-
bildung 1.3). Die Erfolge waren jedoch eher bescheiden. Ein weiterer in der
Therapie eingesetzter Platinkomplex ist Carboplatin. Diese Verbindung hat
stiarker gebundene Abgangsgruppen als Cisplatin und weist so eine von Cis-
platin abweichende Pharmakokinetik auf. Untersuchungen an den Carbopla-
tinderivaten rac- bzw. meso-4F-Pt(CBDC) zeigten, dass die Cytotoxizitét
von Carboplatin durch Einfithrung eines Diammintrigerliganden noch ge-
steigert werden kann. Dieses Konzept trifft auch fiir Oxaliplatin zu. [4, 5]
Alle bisher in der Therapie verwendeten Platinverbindungen sind Komplexe
mit einem zentralen Pt(II)-Atom. Pt(IV)-Komplexe, wie das derzeit in der
klinischen Testung untersuchte Satraplatin, zeigen ebenfalls Aktivitédt. Sie
werden in den Zellen zu Pt(II)-Spezies reduziert und stellen gewissermafien
Prodrugs zu den entsprechenden Pt(II)-Verbindungen dar. Der Vorteil von
Pt(IV)-Verbindungen ist in der erhthten Stabilitéit in biologischen Medien
zu sehen. [6]-[8]

Bei BBR 3464 handelt es sich um einen dreikernigen kationischen Platinkom-
plex, der sich derzeit in der klinischen Testung befindet [9, 10]. Die Antitu-
morchemie von Cisplatin hat zweifellos die Suche nach weiteren Cytostatika
auf Metallbasis stimuliert. Komplexe von Ru(II) und Ru(III), die &hnliche
Ligandenaustauscheigenschaften wie Pt(II) besitzen, liefern vielversprechen-
de Ergebnisse. Der Ru(III)-Komplex NAMI etwa befindet sich derzeit in der
klinischen Priifung [10]-[12].

Antitumoraktive Cobalt-Komplexe

Obwohl der Forschung nach neuen Antitumorwirkstoffen breiter Raum ein-
gerdumt wird, ist nur wenig iiber den Einsatz von Cobalt-Komplexen auf
diesem Gebiet bekannt.

Hall et al. untersuchten die Wirkung von Cobalt-Carboran und Cobalt-
Thiosemicarbazon-Komplexen (siche Abbildung 1.4 und [13, 14]). Die Wir-
kung der Komplexe war mit ED5o-Werten unter 11g/ml besonders an Leukdmie
und Lymphom-Zellkulturen ausgepriagt und an Zellkulturen von soliden Tu-
moren wesentlich schwécher. Die Komplexe beeinflussten in den Nucleinséure-
stoffwechsel involvierte Enzyme. Die DNS selbst scheint aber nicht Angriffs-
punkt fiir diese Klasse von Wirkstoffen zu sein. Die Aktivitdt von weiteren
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Abbildung 1.4: antitumoraktive Cobaltkomplexe
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Cobalt-Thiosemicarbazon-Komplexen wurde auch an Brustkrebszellen be-
schrieben, allerdings war hier die Aktivitdt des Komplexes nur geringfiigig
besser als die des freien Thiosemicarbazon-Liganden [15].

Jayaraju et al. berichteten iiber einen antitumoraktiven Cobalt-Salicylaldoxim-
Komplex mit Topoisomerase-Hemmwirkung. Die Aktivitdt an HL-60 Leuk&mie-
zellen war aber mit einer ICsy im 60uM-Bereich gering [16]. Ware et al.
verfolgten mit der Entwicklung von Cobalt-Komplexen mit Senfgasderivaten
einen interessanten Gedankenansatz. Basierend auf der Tatsache, dass vor
allem Tumorzellen, die sich unter anaeroben Bedingungen vermehren, resi-
stent gegen herkommliche Chemotherapeutika sind, sollten die Cobalt(III)-
Komplexe nach Einelektronenreduktion unter hypoxischen Bedingungen in-
stabile Co(II)-Komplexe ausbilden. Diese setzen sodann das Senfgasderivat
gezielt in schwer therapierbaren Gewebeabschnitten frei (sieche Abbildung
1.4). [17]

Osinsky und Mitarbeiter machten sich den erniedrigten pH-Wert von Tumo-
ren zunutze. Cobalt-Komplexe mit Schiffschen Basen kénnen unter milden
sauren Bedingungen Alkylradikale und reaktive Sauerstoffspezies freisetzen.
Somit konnen diese duflerst reaktiven Verbindungen gezielt in Tumorzellen
aus den Komplexen gebildet werden und zu einer nachfolgenden Fragmentier-
ung der DNS fiihren. Der in Abbildung 1.4 gezeigte Komplex fiihrte in Kom-
bination mit Cisplatin, Bestrahlung oder Warmeeinwirkung zun einer deut-
lichen Steigerung der Effizienz einer Tumorbehandlung bei Ratten [18, 19].
Cobalt-Salen-Komplexe beinhalten ebenfalls Schiffsche Basen. Diese Verbin-
dungen wurden als antitumoraktive Substanzen an MCF-7, MDA-MB-231
und LNCaP Zellen getestet. Die wirksamsten Vertreter zeigten schon bei 5
bis 10uM deutliche antiproliferative Wirksamkeit. Die Verbindungen binden
effizient an die DNS und sind in der Lage Sauerstoff reversibel zu binden. Sie
wirken also vermutlich ebenso durch DNS-Fragmentierung. [20]
Cobalt-Komplexe mit Derivaten des Adeninantimetaboliten Thiouracil wa-
ren in-vitro und in-vivo an Leukdmien und Lymphomen aktiv [21].

Die eben beschriebenen antitumoraktiven Cobalt-Komplexe weisen unter-
schiedlichste Liganden auf (siehe Abbildung 1.4). Als Wirkungsmechanis-
men werden wie erwihnt vor allem Interaktionen mit der DNS oder dem
Redoxsystem der Zellen diskutiert. Die Antitumoraktivitit der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten, strukturell vollig andersartigen, Cobalt-Alkin-
Komplexe ist in Abschnitt 2.4 néher beschrieben.
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1.2 Metallkomplexe als Diagnostika

Die Grundanforderungen an Diagnostika umfassen Unschédlichkeit fiir den
menschlichen Korper, leichte Eliminierung oder Abbaubarkeit, geeignete phy-
sikalische Eigenschaften zur Detektion (z.B. Radioaktivitdt oder Fluores-
zenz) und Bindung an die gewiinschten biologischen Zielstrukturen. Oftmals
kénnen hier Metallverbindungen eingesetzt werden, wobei das Metall das
Detektionssignal liefert und der Ligand fiir die Bindung verantwortlich ist.
Anwendung finden diese Diagnostika vielfach in Form von Radiopharma-
zeutika.

57(Co-Cyanocobalaminlésung wird zur Diagnose der pernizidsen Anidmie an-
gewandt, Natrium(**'I)Iodidlésung zur Diagnose und Therapie von Schild-
driisenerkrankungen [2]. ™Tc ist ein metastabiles Isotop des langlebigen
Technetium ?°Tec. In Radiopharmaka ist es das am hiufigsten verwende-
te Isotop, da es sich durch ausgezeichnete bildgebende Eigenschaften und
die kurze Halbwertszeit von nur 6 Stunden auszeichnet. Einen besonders in-
teressanten Komplex stellt [Tc(CO)3(H20)3)]" dar, welcher unter basischen
und reduzierenden Bedingungen leicht aus Technetat hergestellt werden kann
[10, 22]. Welch wertvolle Dienste dieser Carbonylkomplex als Markierungs-
reagenz fiir Biomolekiile zu leisten vermag, konnte von Amann und Mitarbei-
tern anhand der Markierungsreaktion fiir Surfactant Protein B eindrucksvoll
gezeigt werden (siehe Abbildung 1.5 und [23]). Der Entwicklung bildgeben-
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Abbildung 1.5: Herstellung von [Tc(CO)3(H20)3)]t und Markierungsreakti-
on fur Surfactant-Protein B (SP-B).

der, nichtradioaktiver Verfahren wurde ebenso grofle Beachtung geschenkt.
Das Gd(III)-Ion kann in der Magnetresonanzspektroskopie (MRI) als Kon-
trastmittel verwendet werden. Die bildgebenden Eigenschaften beruhen dar-
auf, dass bei Bindung an Wasser dessen Relaxationseigenschaften deutlich
gedndert werden [10]. Metallcarbonylverbindungen sollen aufgrund der leich-
ten Detektierbarkeit der Carbonylgruppen durch IR bei biologischen Assays
zum Einsatz kommen. Die Anwendung dieses Verfahrens (z.B. fiir Steroid-
hormone oder Antiepileptika) wurde von Jaouen und Mitarbeitern entwickelt
und der Name Carbonyl-Metallo-Immuno-Assay (CMIA) vorgeschlagen (sie-
he Abschnitt 2.5 und [22]).
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1.3 Metallkomplexe als antiparasitire, anti-
virale und antibakterielle Wirkstoffe

Der Einsatz anorganischer Verbindungen in der Therapie antiparasitérer Fr-
krankungen hat lange Tradition. Bereits 1909 wurde die von Paul Ehrlich
entwickelte Arsanilsiure (siehe Abbildung 1.6) zur Therapie von Trypanoso-
menerkrankungen (Schlafkrankheit und Chagaskrankheit) eingefithrt. Anti-
monverbindungen (z.B. Na-Stibogluconat) werden zur Therapie von Leish-
maniosenerkrankungen oder Bilharziose verwendet. [2]

Neuere Arbeiten beschéftigen sich mit Platin-, Ruthenium- und Rhodium-
Komplexen als Antimalariamittel oder Bismut-Verbindungen als Wirkstoffe
gegen SARS-Coronaviren [24]-]26].
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Abbildung 1.6: Arsanilséure
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Kapitel 2

Cobalt-Alkin-Komplexe

Cobalt-Alkin-Komplexe (oder Hexacarbonyldicobalt-Komplexe, siehe Abbil-
dung 2.1a) wurden erstmals von Greenfield und Mitarbeitern beschrieben
[27]. Es handelt sich dabei um stark rotbraun gefirbte Verbindungen, bei
denen zwei Cobaltatome jeweils an beide Enden einer Alkingruppierung des
Liganden gebunden sind. Die beiden Cobaltatome sind wiederum unterein-
ander verbunden, wobei die Cobalt-Cobalt-Achse rechtwinklig zu der Drei-
fachbindung steht. An jedes der beiden Cobaltatome sind wiederum jeweils
drei Kohlenmonoxidmolekiile gebunden. Diese Komplexe kénnen leicht aus
der Umsetzung von Dicobaltoctacarbonyl mit einem entsprechendem Alkin
erhalten werden (siehe Abbildung 2.1a). Es handelt sich dabei um eine Li-
gandenaustauschreaktion von zwei Aquivalenten Kohlenmonoxid gegen die
Dreifachbindung des Liganden. Das Alkin fungiert hier als Vierelektronen-
briickenligand. Die Koordination der Dreifachbindung an den zweikernigen
Metallkomplex dndert die Eigenschaften der Alkingruppe drastisch. Die C-
C-Bindungslange steigt von 1.20 auf ca 1.35 Angstrom und die Linearitét
der Bindung geht verloren. Die Substituenten bewegen sich in Richtung der
metallabgewandten Seite und nehmen einen Winkel von ca. 140 Grad ein.
Somit wird die Alkingeometrie in Richtung eines Z-Olefins geéndert (siehe
Abbildung 2.1a). [28]

2.1 Nicholas-Reaktion

Die Coy(CO)g-Komplexierung von Alkinen bewirkt ferner eine Stabilisierung
positiver Ladung in Propargylposition. Dieses Prinzip wird in der Nicholas-
Reaktion zu Synthesezwecken genutzt. Werden Propargylderivate mit Sdauren
behandelt kommt es zur Bildung von stabilen Carbokationen, welche mit
Nukleophilen weiter umgesetzt werden. Die Alkine konnen dann unter milden
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a) Synthese
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Abbildung 2.1: Synthese und Reaktionen von Cobalt-Alkin-Komplexen; R
und R;_3 = Alkyl-, Aryl- etc.

oxidierenden Bedingungen wieder freigesetzt werden (siehe Abbildung 2.1b).
[29]-[32]

Die Elektrophilie der intermediéir gebildeten Kationen héingt dabei weniger
von den Substituenten an der Dreifachbindung ab als von der Anwesenheit
der CO-Liganden. Die Anwesenheit von Phenylsubstituenten etwa senkt die
Elektrophilie nur schwach. Der Austausch eines CO-Liganden gegen PPhj
jedoch fiihrt zu einer drastischen Abnahme. [33]

2.2 Pauson-Khand-Reaktion

Grofere Bedeutung haben Hexacarbonyldicobalt-Komplexe in der Pauson-
Khand-Reaktion erhalten (siche Abbildung 2.1¢). Dabei wird formal in einem
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(242+1)Cyclooadditionsprozefl ein Alkin mit einem Alken und Kohlenmon-
oxid zu einem Cyclopentenon umgesetzt. Im ersten Schritt reagiert das Alkin
mit Dicobaltoctacarbonyl zum Hexacarbonyldicobalt-Komplex. Durch Ein-
bau eines CO aus diesem Komplex in ein Ringsystem entsteht bei Umsetzung
mit dem Alken dann das Cyclopentenon. Primére Amine als Lewis-Basen
konnen die Reaktion bedeutend begiinstigen. Polare Gruppen in unmittelba-
rer Nachbarschaft des Alkins andererseits konnen die Umsetzung wiederum
verhindern. Bei Reaktion mit Alkenen, die stark elektronenziehende Substi-
tuenten (z.B. -CN) tragen, kommt es zur Bildung konjugierter Diene. [34]-[36]

2.3 Elektrochemie der Cobalt-Alkin-Komplexe

Cobalt-Alkin-Komplexe koénnen elektrochemisch in einer Einelektronenre-
duktion zu den entsprechenden [Coq(CO)g(Alkin)]~-Radikalanionen redu-
ziert werden. Diese Radikalionen sind sehr instabil und zerfallen unter ande-
rem zu Co(CO);, freiem Alkin und metallischem Cobalt. Der elektrochemi-
sche Prozef ist somit irreversibel. Entsprechende Messungen wurden durch
Ablagerungen an den eingesetzten Platinelektroden bedeutend erschwert.

[37]-[39]

2.4 Cytotoxizitidt der Cobalt-Alkin-Komplexe

Der erste Bericht iiber das cytotoxische Potential der Komplexe stammt von
Untersuchungen an Leukémiezellen der Maus. Der in Abbildung 2.2 gezeigte
Komplex wies einen IC50-Wert von 3uM auf [40].

S /Fo o/
(6]
— C0,(CO)s

NH,

Abbildung 2.2: an Leukémiezellen aktiver Komplex

Untersuchungen weiterer Komplexe an humanen Tumorzellen der Haut,
Lunge, Brust und Prostata zeigten, dass diese Verbindungen hohes cytotoxi-
sches Potential besitzen. Die 1C50-Werte lagen zum Teil unter 5uM. Unter den
wenigen getesteten Verbindungen kristallisierte sich der Komplex des Ace-
tylsalicylsdurepropargylesters (Co-ASS, siehe Abbildung 2.3) als Leitverbin-
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dung fiir diese neue Klasse von Antitumorwirkstoffen heraus. Interessanter-
weise war die entsprechende Salicylsidureverbindung (Co-SAL) weniger wirk-
sam und Ersatz des 2-Propinesters durch einen 2-Butinester (Co-MeASS)
fithrte zu volligem Wirkungsverlust. Unkomplexiertes Dicobaltoctacarbonyl
sowie der freie Alkinligand (Acetylsalicylsdurepropargylester) zeigten keine
cytotoxische Aktivitdt. Diese ersten Untersuchungen zeigten somit, dass die
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X o _:x: o) ?I: (¢] -
EI: Co,(CO)s @5: Co,(CO)s @fi\ Co,(CO)s
#o # (6]

Co-ASS Co-SAL Co-MeASS

o)
Ao o )T
Eﬁ Cox(CO)s Co,(CO)s Co2(CO)e

Co-Benz Co-Diph

Co-EE

Abbildung 2.3: Cobalt-Alkin-Komplexe

Aktivitdat der Cobalt-Alkin-Komplexe stark von der chemischen Struktur des
Alkinliganden abhéngt und die Koordination des Alkins an Cos(CO)g unbe-
dingt notig ist, um potente Verbindungen zu erhalten. [41]-[43]

Eingehendere Experimente an humanen Brustkrebszellen sollten zu weite-
ren, moglicherweise noch aktiveren Komplexen fithren. Strukturell sehr ein-
fache Verbindungen wie der Propargylalkohol-Komplex (Co-Prop) fiihrten
zu einer schwécheren Hemmwirkung auf das Zellwachstum. Verbindungen
des Diarylacetylentyps (z.B. Co-Diph) wurden aufgrund der z-olefinartigen
rdumlichen Struktur der Cobalt-Komplexe synthetisiert. Diese verdnderte
Geometrie sollte eine Bindung an Estrogenrezeptoren erméglichen, wie es von
Stilbenderivaten bekannt ist. Die Verbindungen waren jedoch nicht aktiv. Die
wirksamsten Verbindungen stellten wiederum Benzoesédureesterderivate dar.
Besonders giinstig wirkten sich hier die Einfithrung einer Hydroxidfunktion
(Co-SAL) bzw. Acetoxygruppe (CO-ASS) in Position 2 des Aromaten aus.
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Die Verschiebung dieser funktionellen Gruppen in Position 3 bzw. 4 fiihr-
te zu weniger aktiven Substanzen. Mit Methoxy- oder Fluorsubstituenten
an Position 2, 3 oder 4 erhielt man ebenfalls stark wirksame Verbindungen.
Kettenverlangerung des Esters um eine CHy-Gruppe fiihrt im Falle der un-
substituierten Verbindung (Co-Benz) zu einer Wirkungsverstirkung, im Falle
des 2-Acetoxyderivates (Co-ASS) aber zum gegenteiligen Effekt. Durch Aus-
tausch der Esterfunktion gegen eine Etherfunktion gelangt man ebenfalls zu
wirksamen Verbindungen.

Generell kann festgestellt werden, dass die Aktivitdt bei den untersuchten
Brustkrebszellen an MCF-7 Zellen besser war als an MDA-MB-231 Zellen.
Das wirksamste aller untersuchten Derivate war das Acetylysalicylsédurederi-
vat Co-ASS. [42]

Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden durch auf Xenograftmodellen ba-
sierende Experimente bekréftigt. Unter einer einer Reihe von untersuchten
Tumormodellen waren wiederum die Brustkrebszellen am empfindlichsten
gegeniiber der Substanzeinwirkung. [44]

2.5 Cobalt-Alkin-Komplexe als Diagnostika

Die Carbonylgruppen der Cobalt-Alkin-Komplexe weisen intensive IR-Banden
zwischen 2000 und 2100 ecm ™! auf. Dort absorbieren nur wenige andere orga-
nische Gruppen. Dies ermoglicht eine selektive Detektion mit hoher Empfind-
lichkeit auch in kompliziert zusammengesetzten Medien. Anwendung findet
dieses Verfahren in Form des sogenannten 'Carbonyl-Metallo-Immunoassays’
(CMIA). Zur Bestimmung der Serumkonzentration von Antiepileptika wur-
den Cobalt-Alkin-Derivate dieser Arzneistoffe (z.B. von Carbamazepin) ver-
wendet. Weiterhin kann diese Technik auch bei der Analytik von Steroidhor-
monen zum Einsatz kommen. Die Komplexierung dndert jedoch auch die Ei-
genschaften der Ausgangsverbindung. So konnte fiir Cobalt-Alkin-modifizierte
Ethinylestradiole (z.B. Co-EE, siche Abbildung 2.3) eine irreversible Bin-
dung zum Estrogenrezeptor und dessen teilweise Inaktivierung nachgewiesen
werden.[22],[45]-[51]
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Kapitel 3

Cytostatika /
Wirkungsmechanismen

3.1 Cytostatika

Als Cytostatika werden Wirkstoffe zur Therapie maligner Tumoren bezeich-
net, die das Wachstum von Tumorzellen verringern. Da dabei auch gleichzei-
tig das Wachstum 'normaler’ Nichttumorzellen beeintriachtigt wird, kommt
es in der Therapie zu gravierenden Nebenwirkungen, die sich meist auf die
Schidigung stark proliferierender Gewebe zuriickfiihren lassen (z.B. Schleim-
héute, Knochenmark). Deshalb ist insbesondere die Suche nach gewebeselek-
tiven und tumorselektiven Substanzen ein Hauptziel bei der Entwicklung
neuer Antitumorwirkstoffe. Bei der Therapie des Prostatakarzinoms und des
Mammakarzinoms etwa wird dies durch Einsatz von Steroidhormonen, Hor-
monantagonisten und Aromatasehemmern verwirklicht. Der Hormonantago-
nist Tamoxifen z.B. gilt in der Therapie des hormonabhéngigen Mammakar-
zinoms als ’Goldstandard’. Fast alle {ibrigen Cytostatika greifen in den Repli-
kationsmechanismus der Zellen ein. Als Hauptangriffsort all dieser Wirkstoffe
gilt die DNS selbst oder in den DNS-Metabolismus involvierte Enzyme.

Im folgenden sind die wichtigsten Klassen von Antitumorwirkstoffen auf-
gefiihrt:

e Mitosehemmstoffe (z.B. Vincristin)
e Alkylierende Cytostatika (z.B. Melphalan, Cisplatin)
e Antimetabolite (z.B. Fluorouracil, Methotrexat)

e cytostatisch wirkende Antibiotika (z.B. Doxorubicin, Bleomycin)
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3.2 NSAR als neue Wirkstoffklasse
in der Tumortherapie

(NSAR) Nichtsteroidale Antirheumatika

Nichtsteroidale Antirheumatika (siehe Abbildung 3.1) werden auch als 'schwach
wirksame Analgetika’ bezeichnet. Thre Wirkung ist im wesentlichen nicht nur
analgetisch, sondern auch antipyretisch und (sofern sie sauren Charakter auf-
weisen) antiphlogistisch. Die Substanzen kénnen in folgende chemische Grup-
pen eingeteilt werden:

Pyrazolderivate (z.B. Metamizol)

Anilide (z.B. Paracetamol)

Salicylsdurederivate (z.B. Acetylsalicylsidure)

Anthranilsdurederivate (z.B. Mefenaminsiure)

Aryl- und Heteroarylessig- und -propionsidurederivate (z.B. Indometha-
cin, Diclofenac, Naproxen)

e Oxicame (z.B. Piroxicam)

Mit Ausnahme der Anilide handelt es sich dabei um Hemmstoffe der Cyclo-
oxygenase. Dadurch kommt es zu einer verminderten Bildung von Prostag-
landinen, Prostacyclin und Thromboxanen und im Gegenzug zu einer ver-
mehrten Bildung von Leukotrienen. Durch das Fehlen der Schmerz- und
Entziindungsmediatoren der Prostaglandine erkldren sich im wesentlichen
die Wirkungen (siehe oben) und wichtigsten Nebenwirkungen (z.B. gastro-
intestinale Blutungen, Ulzerogenitit) der NSAR. Bei den Aniliden wird ein
zentraler Wirkungsmechanismus diskutiert. [2, 52, 53]

Neuere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die unerwiinschten ga-
strointestinalen Nebenwirkungen Folge der Hemmung des Cyclooxygenase-
Subtyps COX-1 sind und die erwiinschten Wirkungen Folge der Hemmung
des Subtyps COX-2. Dies hat in weiterer Folge zur Entwicklung COX-2 se-
lektiver Hemmstoffe wie Celecoxib, Rofecoxib oder NS398 gefiihrt. [54]-[56]

NSAR als Tumortherapeutika der Zukunft

Aus epidemiologischen Studien an Kolonkarzinompatienten ist bekannt, dass
die Einnahme von Acetysalicysadure (Aspirin, ASS) und anderen NSAR die
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Abbildung 3.1: Beispiele fiir Nichtsteroidale Antirheumatika

Rezidivhaufigkeit um etwa 50% absenkt. Die Wahrscheinlichkeit eines Tumo-
rausbruchs kann auch bei anderen Tumoren (z.B. Osophagus, Magen, Kolon,
Rektum, Brust) durch Einnahme von NSAR ebenso deutlich verringert wer-
den. Das Prinzip ist aber nicht generell fiir alle Tumorformen giiltig und
der exakte Mechanismus der Antitumorwirkung von NSAR ist noch nicht
restlos aufgekldrt. Hauptverantwortlich wird dafiir aber derzeit vor allem
die Hemmung von COX-2 gemacht. Denn die Uberexpression von COX-2
in humanen Tumoren beeinfluflt wiederum eine Reihe fiir die Tumorentste-
hung kritischer Faktoren (z.B. Angiogenese und Apoptose). Bei Brustkrebs
wird unter anderem die Hemmung der COX-2-vermittelten aromatasekata-
lysierten Estrogenbiosynthese als Wirkungsmechanismus in Betracht gezo-
gen. Die Kombination des COX-2 selektiven Hemmstoffes Celecoxib mit dem
Aromatasehemmer Exemestan zeigte einen synergistischen Antitumoreffekt
an Ratten. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie an Brustkrebspatientinnen
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belegt, dass die Wirkung von Aspirin auf das Brustkrebsrisiko vom Hor-
monrezeptorstatus abhéangt. Die vielfaltigen Wirkungen der Cyclooxygenase-
Produkte (Prostaglandine) erschweren aber prinzipiell die Interpretation der
NSAR-Antitumorwirkung. Prostaglandin E2, das Hauptprodukt der COX-
2 -Aktivitét, z.B. stimuliert die Angiogenese sowie auch die eben erwéihnte
Aktivitdt der Aromatase. [53],[57]-[60]

Bei in-vitro Cytotoxizitétsversuchen mit unselektiven COX-Hemmern (z.B.
ASS, Indomethacin) wurden generell sehr hohe 1C50-Werte ermittelt bzw.
konnten keine 1Cs-Werte ermittelt werden. Acetylsalicylsidure, Salicylsdure
und Paracetamol etwa zeigten an Kolonkarzinomzellen, Brustkrebszellen und
Ovaralkarzinomzellen 1C50-Werte im Bereich 2.0 bis 5.0mM. [61]-[63]

Fiir Indomethacin konnten meist keine 1Csp-Werte ermittelt werden bzw.
wurde das Zellwachstum teilweise sogar stimuliert [64]-[66].

An Lungenkrebszellen wurden ICso-Werte im Bereich 200-400¢M bestimmt
[67]. Die beste Aktivitdt wurde mit einer ICs von ca. 84uM an MDA-MB-
231 Brustkrebszellen gefunden [68]. Flurbiprofen hemmte das Wachstum von
Hirntumorzellen. (ICso ca. 100-200uM) [69].

COX-2 selektive Hemmstoffe (z.B. Celecoxib, NS398, SC-58125) zeigten teil-
weise deutlich bessere Ergebnisse als die unselektiven Inhibitoren. Celecoxib
und SC-58125 waren an Kolonkarzinomzellkulturen mit ICsy -Werten im Be-
reich 35-65uM aktiv, wihrend die ebenfalls COX-2 selektiven Rofecoxib und
NS-398 viel schwiicher wirksam waren. [66, 67, 70, 71]

Die hoffnungsvollsten Ergebnisse in dieser Hinsicht lieferte interessanterwei-
se APHS, eine zu ASS strukturell verwandte Verbindung (siche Abbildung
3.1). An COX-2 positiven HCA-7 Kolonkarzinomzellen war diese Substanz
mit IC5y von 2-5uM deutlich aktiv, wihrend an COX-2 negativen bis 10uM
keine Aktivitit festgestellt werden konnte. APHS zeigt deutliche COX-2-
Selektivitat und acetyliert zudem denselben Serinrest im aktiven Zentrum
der COX wie ASS. [72, 73]

Der direkte Zusammenhang zwischen Hemmung der COX-2 und Antitu-
morwirkung von NSAR wird aber vielfach angezweifelt, da oftmals COX-
2-negative Tumorzellkulturen im gleichen Ausmafi wie COX-2 positive im
Wachstum beeinflufit werden. Andere, vielleicht bisher noch nicht eindeutig
identifizierte Wirkungen der NSAR konnten hier eine wesentlich Rolle spie-
len (z.B. Hemmung von Lipoxygenasen, Apoptoseeinleitung etc.). [61],[66]-
[68],[71]
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Kapitel 4

Problemstellung / Zielsetzung

Das Ausmafl der Antitumoraktivitdt der bisher untersuchten Cobalt-Alkin-
Komplexe ist stark von der Struktur der jeweiligen Alkinliganden abhéngig.
Der Wirkungsmechanismus der Verbindungen ist aber bisher ungeklért.
Um zukiinftig weitere aktive Verbindungen dieser Substanzklasse entwickeln
zu konnen, sollen im Rahmen dieser Arbeit die biochemischen und physiko-
chemischen Eigenschaften und das Verhalten der Komplexe unter Zellkultur-
bedingungen eingehender untersucht werden. Die Experimente werden da-
bei im Hinblick auf die Aufklarung des unbekannten Wirkungsmechanismus
durchgefiihrt. Dazu wird die folgende Vorgangsweise gewihlt:

Synthese und Analytik

Ausgewihlte Cobalt-Alkin-Komplexe sollen synthetisiert und charakterisiert
werden. Fiir quantitative Bestimmungen in geringen Konzentrationen in kom-
pliziert zusammengesetzten Proben wird eine atomabsorptionsspektrometri-
sche Methode entwickelt.

Physikochemische und biochemische Untersuchungen

Die Lipophilie der Verbindungen soll mit HPLC als logk,-Wert bestimmt
werden. Diese ist bedeutend fiir die Zellaufnahme und Verteilung von Wirk-
stoffen. Die Stabilitdt der Leitverbindung Co-ASS und ausgewéhlter Ver-
bindungen wird unter in-vitro-Bedingungen gemessen. Dadurch soll erkannt
werden, ob die Wirksamkeit von intakten Substanzen oder Abbauprodukten
abhéngt. Protein- und DNS-Bindungsstudien sollen die Reaktivitdt der Kom-
plexe mit Biomolekiilen beschreiben und die DNS als potentielle Zielstruktur
charakterisieren. Da die wirksamste Verbindung Co-ASS ein Derivat der Ace-
tylsalicylsédure ist und NSAR als neuartige Antitumorwirkstoffe gelten, wird
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das Vermogen der Substanzen, Cyclooxygenase-Enzyme zu hemmen, ermit-
telt. Durch Umsetzung von Co-ASS mit Thiolen (z.B. Glutathion) sollen die
Reaktionsprodukte mit S-Nukleophilen aufgeklért werden und ein moglicher
Einflufl dieser Verbindung auf Redox- und Entgiftungs-Systeme der Zellen
untersucht werden .

Untersuchungen an humanen Zelllinien

Die meisten Zellkulturexperimente werden an MCF-7 und MDA-MB-231 hu-
manen Brustkrebszellen durchgefiihrt, da aus den Voruntersuchungen be-
kannt ist, dass die Cobalt-Alkin-Komplexe an diesen besonders antiproli-
ferativ wirksam sind. Zur Beschreibung der Antitumoraktivitit wird der
IC50-Wert ermittelt. Zellaufnahmestudien sollen abklaren, ob die Aktivitét
von unterschiedlichen intrazellularen Konzentrationen bestimmt wird. Die
Ergebnisse der 1C50-Wertbestimmungen und der Zellaufnahmen sollen mit
der Lipophilie (logk,-Wert) korreliert werden. Die Aufnahme in die Zell-
kerne wird quantifiziert und zusammen mit den Ergebnissen aus den DNS-
Bindungsstudien im Hinblick auf einen die DNS betreffenden Wirkungsme-
chanismus diskutiert. Weiterhin soll die Beeinflussung des Enzyms Gluta-
thionreduktase an Zelllysaten ermittelt werden und in Zusammenhang mit
den Daten aus der Umsetzung mit Thiolen gebracht werden. Apoptoseunter-
suchungen an der Leitverbindung Co-ASS sollen zeigen, ob und in welchem
Ausmafl die Antitumoraktivitdt auf apoptotischen Ereignissen basiert. Die
Untersuchungen an den Brustkrebszellen werden schlieflich mit Experimen-
ten an weiteren Zellkulturen (Lymphom-, Leukdmie-, und Kolonkarzinom-
zellen) ergénzt.
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