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Kapitel 16

Materialien

Die Chemikalien und Reagenzien wurden - soweit nicht anders erwahnt - von
den Firmen Sigma, Fluka, Merck und Aldrich bezogen. Die Verbrauchsma-
terialien stammen von den Firmen Braun, Nunc, Merck und Sarstedt.

16.1 Gerate

e Analysenwaage: BP 211D (Sartorius)
e Atomabsorptionsspektrometer: Vario 6 (Analytikjena AG)
e Autoklav: 2540 ELV Dampf-Sterilisator (Tutthauer)

e COq-Begasungsbrutschrank: B 5060 EK-CO, (Heraeus); SNW 300TVBB
(Nalge Nunc International)

e Elementaranalysator: 240 B und C (Perkin-Elmer)

e HPLC: Kontron System 522 mit Diodenarraydetektor (Kontron Instru-
ments)

e Infrarotspektrometer: ATI Mattson Genesis Serie FTIR Spektrometer
e Inversmikroskop: Axiovert 135, Axiovert 25 (Carl Zeiss Jena)

e Kernresonanzspektroskopie: Avance/DPX 400 (Bruker)

e Massenspektrometrie: CH-/A-Varian MAT (70eV)

e Mikroplattenreader: Flashscan S12 (Analytikjena AG)

e pH-Meter: model 410A (Orion Research Inc.)
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Schmelzpunktapparatur Biichi 510

Sicherheitsbunsenbrenner: Fireboy plus (Integra, Biosciences)
Steril-Werkbank Lamin Air HB2448 (Heraeus)
UV-Spektroskopie: Uvikon 930 (Kontron Instruments)
Zihlkammer: Neubauer 0.100 mm, 0.0025 mm? (Carl Zeiss Jena)

Zentrifuge: Megafuge 1.0 R (Heraeus)

16.2 Losungen und Reagenzien

soweit nicht bei den einzelnen Versuchsvorschriften beschrieben:

Bradford-Reagenz: 250 mg Serva Blue G, 250 ml Ethanol (95%), 500 ml
H3PO4 (86%), 250 ml HyO. Vor Gebrauch mit Wasser 1:5 verdiinnen.

DNS: 'DNA from salmon testes’ (Sigma)
FCS: fetales Kélberserum (Bio Whittaker, PAN Biotech oder Biochrom)

Glutardialdehydlosung 1%: 25%ige wéssrige Losung (Merck) mit PBS
verdiinnt.

Humanserumalbumin (HSA): Sigma
Kristallviolettlosung 0.02%: Losung in Aqua dest.

PBS (phosphate buffered saline): 8.0g NaCl, 1.0g Na,HPO, x 2H50,
0.15g NaH,PO4xH>0, 0.2g KCI, 0.2g KH,PO4 mit Wasser auf 1 Liter
auffiillen.

Trypsinlosung : 0.05% Trypsin (ICN), 0.02% EDTA in PBS.
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Kapitel 17

Methoden

17.1 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung von Proteinen wurde nach der Methode von Bradford
vorgenommen [141] . Dabei handelt es sich um eine rasch durchzufiihren-
de, sensitive Methode zur Quantifizierung von Mikrogramm-Mengen Protein.
Ein groler Vorteil dieser Methode besteht auch darin, dass nur wenige der ge-
bréauchlichen Laborreagentien Interferenzen verursachen. Lediglich etwa Tri-
ton X-100 und Natriumdodecylsulfat (SDS) geben falsch positive Ergebnisse.
Die Methode basiert auf der Tatsache, dass der Farbstoff "Coomassie Brilliant
Blue G-250’ in zwei verschiedenen Farben (rot und blau) existiert. Bei Bin-
dung eines Proteins an diesen Farbstoff wird ein blau gefarbter Komplex mit
sehr hohem Extinktionskoeffizienten gebildet. Dieser kann bei 595nm photo-
metrisch erfasst werden. Die Bindung des Proteins an den Farbstoff erfolgt
innerhalb von 2 Minuten, der Komplex bleibt etwa eine Stunde stabil in der
Losung erhalten.

Durchfiihrung

Vorerst wird vorgefertigtes Bradford-Reagenz (siehe Abschnitt 16) fiinffach
mit destilliertem Wasser verdiinnt. Von dieser Losung wird jeweils ein Aliquot
mit einer Probe, Standard bzw. Kontrolle vermischt (die genauen Volumina
sind in den jeweiligen Arbeitsvorschriften angegeben). Zur Kalibrierung wer-
den Humanserumalbuminlosungen in destilliertem Wasser verwendet. Nach
etwa 20 Minuten wird die Extinktion bei 595nm gemessen. Alle Proben,
Standards und Kontrollen werden als Doppeltbestimmung vermessen. Zur
Berechnung werden vorerst die Mittelwerte der Doppeltbestimmungen gebil-
det. Aus diesen und den zugehorigen Konzentrationen der Standardlosungen
kann durch lineare Regression die Geradengleichung der Kalibriergerade er-
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mittelt werden. Der Korrelationskoeffizient sollte immer grofer 0.99 sein.
Abbildung 17.1 zeigt beispielhaft die Kalibriergerade von wassrigen HSA-
Standardlésungen.
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Abbildung 17.1: Kalibriergerade und lineare Regression von wassrigen HSA-
Losungen
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17.2 Synthesen

17.2.1 Alkinliganden
2-Acetoxy-propargylbenzoat (Prop-ASS)

2.00g 2-Acetoxybenzoesiure (11.1 mmol) werden in 30ml absolutem Dichlor-
methan gelost und 2.52g (12.2 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid, 244mg (2
mmol) 4-Dimethylaminopyridin sowie 711ul (685mg, 12.2 mmol) Propargyl-
alkohol zugegeben. Der Ansatz wird solange geriihrt bis keine weitere Umset-
zung auf der DC mehr nachgewiesen werden kann (iiber Nacht). Darauthin
wird der gebildete Dicyclohexylharnstoff mittels Fritte abgetrennt und mit
Dichlormethan gewaschen. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
abdestiliert und das Produkt mittels Sdulenchromatographie (mobile Phase:
Dichlormethan) an Kieselgel gereinigt.

ClgH1004 (2182g/m01) [42]
Ausbeute: 725mg (3.32 mmol, 30%) farblose Kristalle (Schmp.: 71-72°C)

MS (EI): m/z (%) = 218(1) [M*], 177 (11), 176 (99) [M-OAc], 120 (100);
'H-NMR (CDCly):d= 2.38 (s 3H CH,), 2.52 (t J=2.5Hz 1H CH), 4.86 (d
J=2.5Hz 2H CH,), 7.11 (dd J=0.9Hz und 8.0Hz 1H ArH), 7.33 (ddd J=
0.9Hz, 7.7Hz und 8.0Hz 1H ArH), 7.59 (ddd J=1.6Hz und 7.7Hz 1H ArH),
8.06 (dd J=1.6Hz und 7.7Hz ArH); C-NMR (CDCly):6= 21.0 (CHs), 52.7
(CH,), 75.2 (CH), 77.5(C-C), 123.1, 126.8, 127.3, 129.5, 131.0, 150.7 (Ar-C),
164.9 (C=0), 169.2 (C=0)

CHN (ber./get.): C (66.05/66.01); H (4.61/4.51)

2-Hydroxy-propargylbenzoat

20.0g (125mmol) Natriumsalicylat werden in 50ml Aceton gelost und 16ml
Propargylbromidlosung (80% in Toluol) zugegeben und unter RiickfluBl er-
hitzt. Nach 24 Stunden wird das ausgefallende NaBr abfiltriert, mit Aceton
gewaschen, und die vereinigten Filtrate zur Trockne eingeengt. Das Produkt
wird durch S&ulenchromatographie (mobile Phase: Dichlormethan) isoliert.

Ausbeute: 1.78¢ (10.1 mmol, 8%) farblose Kristalle

'H-NMR (CDCly): 6= 2.55 (t J=2.5Hz 1H CH), 4.95 (d J=2.5Hz 2H CH,),
6.90 (ddd J=0.9 und 8.0Hz 1H ArH), 6.99 (dd J=0.9 und 8.0Hz 1H ArH),
7.48 (ddd J=1.7 und 8.0Hz 1H ArH), 7.89 (dd J=1.7Hz und 8.0Hz ArH),
10.52 (s 1H OH)
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2-Acetoxy-N-propargylbenzamid

Eine Losung von 3.72ml (3.20g, 58mmol) Propargylamin werden in 35-40ml
absolutem Dichlormethan im Eisbad geriihrt. 5.75g (29.0mmol) Acetylsali-
cylsdurechlorid werden in 10-15ml absolutem Dichlormethan gelost und lang-
sam zugetropft. Nach einer halben Stunde wird der entstandene Niederschlag
abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten Filtrate wer-
den zur Trockne eingeengt und der verbleibende feste Riickstand mit Cyclo-
hexan aufgekocht. Die heisse Losung wird abdekantiert. Der Vorgang wird
mehrere Male wiederholt, die vereinigten Losungen etwas eingeengt und im
Kiihlschrank zur Auskristallisation stehen gelassen. Die Kristalle werden ab-
filtriert und im Exsiccator iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

ClgHHNOg (2172g/m01) [75]

Ausbeute (Rohprodukt): 1.306g (6.0mmol, 21%)

M.S.(EI): m/z (%) = 217(1) [M*], 175(100) [M-OAc], 43 (40); 'H-NMR
(CDCly):0= 2.29 (t J=2.6Hz 1H CH), 2.35 (s 3H CHy), 4.23 (dd J=2.6Hz
und 5.1Hz 2H CH,), 6.51 (s 1H NH), 7.13 (dd, 1H J=0.8Hz und 8.1Hz ArH),
7.33 (ddd J=0.8Hz und 7.7Hz 1H ArH), 7.49 (ddd J=1.6Hz, 7.7Hz und 8.1Hz
ArH)1H , 7.82 (dd J=1.6Hz und 7.7Hz 1H ArH)

N-Propargylphthalimid

2.0 g (10.8mmol) Kaliumphthalimid werden in 30ml Aceton gelost, 1.29ml
Propargylbromidlosung (80% in Toluol) zugesetzt und 56 Stunden unter
RiickfluBl (ca. 40°C) erhitzt. Das entstandene KBr wurde abfiltriert und mit
Aceton nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden zur Trockne einge-
engt und mit Dichlormethan umkristallisiert.

Ausbeute: 1.60g (8.64mmol, 80%)

IR (KBr):cm™! = 1770 (C=0), 1720 (C=0); M.S. (EI):m/z (%)= 185(100)
IM*], 157(23) [M-CO]; "H-NMR (CDCl) d= 2.23 (t J=2.5Hz 1H CH), 4.46
(d J=2.5Hz 2H CH,), 7.75 (m 2H ArH), 7.89 (m 2H ArH)

1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-3-indolylessigsdurepropar-
gylester

0.5g (1.40 mmol) Indomethacin werden in ca. 25ml frisch iiber Natriumsulfat
getrocknetem Aceton gelost. 195l (1.4mmol) Triethylamin und 156l Pro-
pargylbromidlosung (80% in Toluol, 1.50 mmol) werden zugesetzt und der
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Ansatz 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtration werden die
vereinigten Filtrate zur Trockne eingeengt und durch Sdulenchromatographie
(mobile Phase: Dichlormethan) gereinigt.

Ausbeute: 104mg (0.26mmol, 19%)

M.S. (ED):m/z (%) 395 (36) [M*], 139 (100); "H-NMR (CDCl3):6= 2.39 (s
3H CHy), 2.47 (t J=2.5Hz 1H CH), 3.72 (s 2H CH,), 3.84 (s 3H OCHj), 4.71
(d J=2.5Hz 2H OCH,), 6.68 (dd 1H J=2.5Hz und 9.0Hz ArH), 6.87 (d 1H
J=9.0Hz ArH), 6.96 (d 1H J=2.5Hz ArH), 7.47 (dd 2H J=1.9Hz und 8.4Hz
ArH), 7.66 (dd 2H J=1.9Hz und 8.4Hz ArH);

17.2.2 Cobalt-Alkin-Komplexe
Allgemeine Methode

1 mmol des entsprechenden Alkins wird in 10ml abs. Diethylether gelost
und 1.5mmol Dicobaltoctacarbonyl zugegeben. Der dunkel gefarbte Ansatz
wird solange bei Raumtemperatur geriihrt, bis kein Kohlenmonoxid mehr
entweicht bzw. bis durch DC kein Edukt mehr nachzuweisen ist (5-60 Minu-
ten). Nach Zugabe von 1g Kieselgel wird das Losungsmittel abdestilliert und
das tiefgefarbte Produkt durch Sdulenchromatographie gewonnen. Das ver-
wendete Laufmittel ist bei den jeweiligen Verbindungen angegeben. Haufig
ist es zur vollstdndigen Umsetzung des Edukts notwendig dem Ansatz noch
zusitzliches Dicobaltoctacarbonyl zuzusetzen, da dieses schon nach kurzer
Lagerung anfangt sich zu zersetzen und somit seine Aktivitat verliert. Die
Reinheit aller Komplexe wurde mit Elementaranalyse und HPLC iiberpriift.
Die Abweichung betrug bei der Elementaranalyse maximal 0.4% vom be-
rechneten Wert. Die mit der HPLC bestimmte Reinheit war in allen Féllen
mindestens 98% (Auswertung bei 240nm, Bedingungen siehe Abschnitt 17.4).

Hexacarbonyl(prop-2-inol)dicobalt (Co-Prop)

C9H4C0207 (3420g/m01) [42]
75u1 Propargylalkohol (80% in Toluol, 0.72mmol), 790mg (2.31mmol) Dico-
baltoctacarbonyl, ca. 1 Stunde

SC: Ether/Petrolether 1/1
Ausbeute: 212mg (0.62 mmol, 86%) rote Kristalle, Schmp.: 45°C
IR (KBr): em~'= 3271 (OH), 2097 (CO), 2065 (CO), 2047 (CO), 2021 (CO),
2008 (CO) : M.S.(EL): m/z (%) = 342(1) [M*], 314(35)[M-COJ, 286(28)
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[M-2CO], 258(31) [M-3CO], 230(35) [M-4CO], 202(70)[M-5CO], 174(72) [M-
6C0O],28(100) [CO] : 'H-NMR:6= 1.84 (s 1H OH), 4.80 (s 2H CH,), 6.06 (s
1H CH)

CHN (ber./gef.): C (31.61/31.41); H (1.28/1.28)

Hexacarbonyl(diphenylacetylen)dicobalt (Co-Diph)

C20H10C0206 (4642g/m01) [42}

263mg (1.46mmol) Diphenylacetylen, 842mg (2.22mmol) Dicobaltoctacar-
bonyl

SC: Ether/Petrolether 1/6

Ausbeute: 590mg (1.27 mmol, 87%) dunkelrote Kristalle, Schmp.: 103°C
IR (KBr): em~! = 3444, 2088 (CO), 2048 (CO), 2025 (CO), 2017 (CO),
1994 (CO); M.S.(EI): m/z (%) = 464(1) [M*], 436(5) [M-CO], 408(3) [M-
200], 380(4) [M-3CO], 352(10) [M-4CO], 324(22) [M-5CO], 296(12) [M-
6C0], 28(100) [COJ; 'H-NMR (CDCly):6= 7.26-7.58 br (ArH 10H)

CHN (ber./gef.): C (51.75/51.93); H (2.17/2.23)

(2-Acetoxy-propargylbenzoat)hexacarbonyldicobalt (Co-ASS)

ClgH10C02010(5041g/m01) [41, 42]

149mg (0.68mmol) 2-Acetoxy-propargylbenzoat, 417mg (1.22mmol) Dicobal-
toctacarbonyl, ca. 2 Stunden

SC: Ether/Petrolether 1/2

Ausbeute: 174mg (0.35 mmol, 51%) rote Kristalle, Schmp.: 60°C

IR (KBr): cm~' = 2096 (CO), 2061 (CO), 2042 (CO), 2007 (CO), 1759
(C=0), 1725 (CO); M.S.(EI): m/z (%) = 448(1) [M-2CO], 420(1) [M-3CO],
392(1) [M-4COJ, 364(1) [M-5CO], 336(1) [M-6CO], 28(100) [CO]; 'H-NMR
(CDCly): d= 2.34 (s 3H CHy), 5.47 (s 2H CH,), 6.11 (s 1H CH), 6.89-7.47
(2H 2x ArH), 7.59( s 1H ArH), 8.09 (s 1H ArH); BC-NMR(CDCly):6= 21.00
(CHs), 65.50 (CH,), 72.20 (CH), 88.31 (C-C), 122.39, 123.97, 126.01, 131.54,
134.25 und 151.33 (ArC), 163.64 und 169.72 (COOR), 199.09 (Co-CO)
CHN: (ber/gef): C(42.88/42.67); H(2.00/1.90)

Hexacarbonyl(2-hydroxy-propargylbenzoat)dicobalt (Co-SAL)

ClGHgCOQOg (4621g/m01) [42]

548mg (3.1mmol) 2-Hydroxy-propargylbenzoat (3.1mmol), 1.8g (5.26mmol)
Dicobaltoctacarbonyl, 1-2 Stunden

SC: Ether/Petrolether 1/1

Ausbeute: 660mg (1,4mmol, 46%) rote Kristalle

IR (KBr):cm~' = 2097 (CO), 2063 (CO), 2025 (CO), 2007 (CO); M.S.(EL):
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m/z (%) = 434(11) [M-COJ, 406(38) [M-2CO], 378(17) [M-3CO], 350(6) [M-
4CO, 322(22) [M-5CO], 294(100) [M-6CO]; "H-NMR(CDCl;): = 5.56 (s 2H
CH,), 6.16 (s 1H CH), 6.95-7.92 (4H ArH), 10.68 (s 1H OH)

CHN (ber./gef.): C (41.59/41.24); H (1.74/1.88)

(2-Acetoxy-N-propargylbenzamid)hexacarbonyldicobalt (Co-ASSAM)

ClgHHCOgNOg (5032 g/mol)

100mg (0.46mmol) 2-Acetoxy-N-propargylbenzamid, 260mg (0.76 mmol) Di-
cobaltoctacarbonyl, ca. 1 Stunde

SC: Ether / Petrolether 1/1

Ausbeute: 14mg (0.03mmol, 7 %), rote Kristalle, Schmp.: 94°C

IR (KBr):em™' = 3433, 2025 (CO), 2054 (CO) , 2094 (CO), 1627 (C=0),
1606 (C=0), 1573; M.S.(EI): m/2(%) = 447(12) [M-2CO], 419(97) [M-3CO],
391(57) [M-4C0], 363 (18) [M-5CO], 335 (100) [M-6CO]; "H-NMR(CDCly):6=
2.35 (s 3H CHy), 4.78 (s 2H CH,), 6.10 (s 1H CH), 6.60 (s 1H NH), 7.14 (s
1H ArH), 7.2-7.3 (s 1H ArH), 7.48 (s 1H ArH) 7.75 (s 1H ArH)

CHN: (ber/gef): C (42.97/42.82); H (2.20/2.47); N (2.78,/2.60)

Hexacarbonyl(propargylphthalimid)dicobalt (Co-Phthal)

C17H7C02N08 (4711g/m01)

0.5g (2.7mmol) Propargylphthalimid, 1.03g (3.8mmol) Dicobaltoctacarbonyl,
ca. 1.5 Std.

SC: Ether/Petrolether 1/1

Ausbeute: 1.097g (2.3mmol, 85%) rotbraune Kristalle, Schmp.: 105°C

IR (KBr): cm~! = 2095 (CO), 2054 (CO), 2036 (CO), 2016 (CO); M.S.(EI):
m/z (%) = 443(12) [M-COJ, 415(48) [M-2 COJ, 387(50) [M-3 COJ, 359(29)
[M-4 COJ, 331(67) [M-5CO], 303(90) [M-6CO], 28(100) [COJ; "H-NMR (CDCl;):6=
5.04 (2H, CH,); 6.08 (1H CH); 7.74 (2H, ArH); 7.88 (2H, ArH); BC-NMR
(CDCl3):0= 40.1 (CHy); 72.1 (CH);ca. 89 (schlecht aufgelost, C-C) 123.5;
131.8; 134.3 (ArC); 167.8 (Amid-C); 199 (CO)

CHN: (ber/gef): C (43.34/43.54); H (1.50/1.74); N (2.97/3.02)

Hexacarbonyl[(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-3-indolyl-essig-
sdurepropargylester]dicobalt(Co-Indo)

C28H18CIC02N010 (6818 g/mol)

104mg (4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-3-indolylessigsdurepropargyle-
ster (0.26mmol), 152mg (0.44mmol) Dicobaltoctacarbonyl, ca. 3 Std.

SC: Ether / Petrolether 1/1

Ausbeute: 62mg (0.09 mmol, 35%) rotes zihfliissiges Ol
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IR (KBr):cm~! = 3432, 2349, 2096 (CO), 2057 (CO), 2024 (CO); M.S.(EI):m/z
(%) = 682 (<1%) [M*], 645 (<1%) [M-CI], 598 (<1%) [M-3CO], 570 (<1%)
[M-4CO], 541 (<1%) [M-p-Chlorbenzoyl], 513 (1%), 468 (1%), 440 (7%) [468-
COJ, 412 (8%) [468-2C0], 356 (7%) [Indomethacin], 28 (100) [CO]; "H-NMR
(CDCl3):6= 2.38 (s 1H CHy); 3.48 (s 2H CH,); 3.83 (s 3H OCHj): 5.33 (s 2H
OCH,); 5.92 (s 1H CH); 6.67-7.66 (m 7H ArH)

CHN (ber. /gef.): C (49.33/49.23) H (2.66/3.04) N(2.05/1.72)
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17.3 AAS-Methode

e Gerét: Vario 6 Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometer

Analytik Jena AG

Detektion: 240.7nm

Spaltbreite: 0.2nm

Untergrundkorrektur: Deuteriumlampe

Injektion: 15ul

Schritt Temp.(°C) Rate (°C/Sek.) Zeit (Sek.) Argon (1/Min.) Funktion

1 80 10 20 2 Injektion

2 100 10 30 2 Trocknen

3 120 15 10 2

4 150 50 30 2

5 500 400 35 2

6 700 200 10 2

7 1100 200 20 2 Pyrolyse

8 1100 0 5 0 Nullabgleich
9 2100 1500 6 0 Atomisierung
10 2400 400 4 2 Ausheizen

Tabelle 17.1: Ofenprogramm fiir Cobalt-Alkin-Komplexe [139]
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17.4 Lipophilie (logk,-Wert)

Die Substanzen wurden als 200uM Losungen in Methanol bereitgestellt und
isokratisch mit verschiedenen Methanol / Wasser - Gemischen (Methanol 60,
70, 80,90 % V/V) von einer C18-HPLC-Séule eluiert. Es wurden nur Peaks
innerhalb von 90 Minuten Laufzeit beriicksichtigt. Die mittlere Retentions-
zeit von 2 Léufen wurde als k-Wert ermittelt (to=2.17 Minuten). Die loga-
rithmischen k-Werte wurden gegen den Methanolgehalt der mobilen Phase
in einem Diagramm aufgetragen (Korrelationskoeffizient > 0.99). Der logk,,-
Wert wurde durch lineare Extrapolation auf 100% Wassergehalt erhalten.
Eine Ubersicht iiber die durchgefithrten Versuche findet sich in Abschnitt
A3

HPLC-Bedingungen:

Gerét: Kontron System 522 mit Diodenarraydetektor

stationére Phase: Nucleosil C18 (25cm, 4mm ID, 5uM)

mobile Phase : Methanol / Wasser

Injektion: 40pl

Flussrate: 1.0ml/min

17.5 Stabilititsuntersuchungen

Stabilitéit in Zellkulturmedium (UV-Vis-Methode)

Die Komplexe wurden als 80mM Stammlosungen in DMF gelost. 40ul der
Stammlosungen wurden zu jeweils 8.0ml EMEM (+10% FCS) pipettiert und
durch weiteres Verdiinnen mit Medium Losungen im Bereich zwischen 50 und
400uM Substanz hergestellt. Jeweils 250u] wurden in die Locher einer UV-
96-Lochplatte (Fa. Nunc) tiberfiihrt und die Platte im Mikroplattenreader
vermessen. Die Inkubation wurde bei 37°C/5% CO, im Brutschrank fortge-
setzt und die Platte stiindlich {iber acht Stunden vermessen. Zur Auswer-
tung wurden jeweils die Absorptionen des Maximums im Bereich von 350nm
herangezogen. Die Kalibrierung (r? >0.997) erfolgte aus den Daten der er-
sten Messung (direkt nach der Substanzzugabe) als Dreifachbestimmung.
Die Substanzlosungen wurden sechsfach bestimmt und daraus der stabil in
Losung bleibende Anteil in Prozent (bezogen auf die entsprechenden Daten
aus der ersten Platte) berechnet.
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Stabilitit in Phosphatpuffer pH 7.0 (HPLC-Methode)

10pl einer 20mM Losung von Co-ASS in DMF wurden zu 1.0ml Phosphat-
puffer pH 7.0 (Fa. Merck, Zusatz von 0.1% Triton) pipettiert, bei 37°C im
Wasserbad inkubiert und nach definierten Zeitpunkten durch HPLC ana-
lysiert. Die Kalibrierung (r2=0.9984) erfolgte mit methanolischen Lésungen
von Co-ASS, die bei -20°C gelagert wurden. Die Stabilitdt wurde durch Be-
stimmung der Peakfliche von Co-ASS bei 350nm ermittelt und in Prozent
angegeben.

HPLC-Bedingungen:
Flussrate 0.6ml/min
mobile Phase: 80% MeOH
iibrige Bedingungen siehe Abschnitt 17.4

Stabilitit in Zellkulturmedium (A AS-Methode)

Je 250u1 1.0uM Co-ASS in EMEM (+FCS) wurden in die Locher einer 96-
Lochplatte verteilt und im Brutschrank bei 37°C/5% CO; inkubiert. Nach
definierten Zeitpunkten wurden 200ul mit einer Pipette von der Oberfliche
abgezogen, durch Zusatz von je 20ul Triton-1% und HNO3-13% stabilisiert
und mittels Graphitrohr-AAS auf den Cobaltgehalt untersucht (siche Ab-
schnitt 17.3). Die Wiederfindung wurde in Prozent berechnet, wobei die Kon-
zentration von 1.0uM als 100% gesetzt wurde.
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17.6 Untersuchung der Proteinbindung

17.6.1 Ethanolprizipitation

440mg Humanserumalbumin (HSA) werden in 11.0ml serumfreiem EMEM
in einem 15ml-Gewebekulturréhrchen gelost. 1.0ml werden sofort danach ab-
genommen und mit 1.0ul DMF versetzt (Blindwert). Zu den restlichen 10ml
werden 10ul einer 3mM Substanzstammlosung in DMF gegeben und gut
durchmischt. Die Losung wird bei 37°C (Wasserbad) unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Nach definierten Zeitpunkten werden jeweils 250ul der Inkubati-
onslésung mit 500ul kaltem (-20°C) Ethanol versetzt, 2 Stunden im Tiefkiihl-
schrank stehen gelassen und zentrifugiert (2000 U/min, 5 Minuten bei 4°C).
Von der iiberstehenden Losung werden 400ul entnommen und durch Zu-
satz von 40ul HNO3-13% stabilisiert. Die Messung des Cobaltgehaltes (C)
erfogt durch AAS (siche Abschnitt 17.3). Zur Kalibrierung wird die unbe-
handelte Inkubationslosung mit Triton 0.1% in Konzentrationen von 0.1 bis
1.0uM verdiinnt. Diese Standards werden gleichermafien durch Zusatz von
HNOj stabilisiert. Die Berechnung erfolgt als Mittelwert (£ Stabw.) von 3
unabhéngigen Experimenten:

Proteinbindung (%) = (1 - (C*3)/3)*100 = (1-C)*100

17.6.2 Groflenausschlufichromatographie

115.53mg HSA werden in 5.0ml serumfreiem EMEM geltst. Davon werden
1.0ml zur Bestimmung der HSA-Wiederfindungsrate entnommen. Zu den
restlichen 4.0ml werden 4.0ul einer 25mM Losung von Co-ASS in DMF zu-
gesetzt. Von dieser Losung werden 100ul entnommen und mit destilliertem
Wasser auf 1.5ml aufgefiillt (Wiederfindungsrate Co-ASS). Die Losung wird
bei 37°C (Wasserbad) unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach definierten
Zeitpunkten werden 100ul entnommen und chromatographiert. Zur Chroma-
tographie werden ca. 10-15ml vorgequollenes 'Sephadex G50 fine’- Material
verwendet, welches in eine 10ml-Plastik-Pipette gefiillt wurde. Der Ausgang
der Pipette wurde mit einem kleinen Wattebausch versehen. Als Elutionsmit-
tel dient destilliertes Wasser. Es werden Fraktionen a 0.5, 1.0 oder 1.5ml in
Eppendorf-Reagiergefifien aufgefangen. Die Elution ist beendet, wenn das im
Medium enthaltene Phenolrot sichtbar komplett von der Saule eluiert wurde.
Die Bestimmung des Cobalt-Gehaltes erfolgt mit AAS und die des Proteinge-
haltes mittels Bradford-Methode. Die Proben fiir die AAS-Messung werden
mit je 10% (V/V) Triton-1% und HNO3-13% stabilisiert. Fiir die Bradford-
Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 17.1 werden jeweils 150u1 der jeweiligen
Probe zu 1.0ml mit destilliertem Wasser verdiinnt und 100l davon mit 1.0ml
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Bradford-Reagens versetzt. Zur graphischen Darstellung werden die Cobalt-
bzw. Proteinabsorptionswerte als Prozentanteil des jeweiligen Absorptions-
maximalwertes gegen die Elutionsmenge aufgetragen. Nach Integration des
Messignales iiber die Elutionsmenge (Software Origin 7.0) kann der protein-
gebundene Anteil geméfl untenstehender Formel berechnet werden.

Proteinbindung(%) - (AUC(CObalt—gebunden) /AUC(CObalt—gesamt))*loo
Die Wiederfindungsrate wird wie folgt berechnet:

Wiederfindung (%) = (Gesamt eluierte Menge / Menge der nicht chromato-
graphierten Probe) *100

Sie betrigt fiir Co-ASS 104% und fiir HSA 95%

17.7 Untersuchung der DNS-Bindung

Stammldsungen

e DNS-Stammlosung: 12-16mg Lachsspermien-DNS (Sigma) werden in
12ml PBS gel6st. Diese Losung kann im Tiefkiihlschrank iiber lingere
Zeit stabil gelagert werden. Bei Bedarf wird der DNS-Gehalt durch
Verdiinnen mit PBS auf 250ug/ml eingestellt.

e Substanz-Stammldsungen: Die Komplexe werden zu 40.6mM in DMF
gelost.

Durchfiihrung

Je 10ul der jeweiligen Substanz-Stammlosung werden mit 90ul PBS vor-
verdiinnt. 10ul dieser Losung werden zu 990ul DNS-Stammlosung pipettiert
(¢(DNS)=250pg/ml ) und nach griindlichem Schiitteln 4 Stunden bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Danach werden jeweils 200ul der Losungen (Doppelt-
bestimmung) mit 100u1 0.9M Natriumacetat und anschlieend 900ul kaltem
Ethanol versetzt, 2mal leicht geschwenkt und 30 Minuten im Tiefkiihlschrank
stehen gelassen. Nach Zentrifugation (5000 U/min, 10 Minuten, 4°C) wird das
DNS-Pellet in 300ul 0.3M Natriumacetat resuspendiert, wiederum mit 900l
kaltem Ethanol prézipitiert und zentrifugiert (wie vorhin). Das Prézipitat
wird 2 mal mit kaltem Ethanol gewaschen und bis zur weiteren Behandlung
bei -20°C gelagert.
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Analytik

Die Pellets werden in 500ul Aqua bidest. resuspendiert. 150ul davon werden
zur Cobalt-Bestimmung mit 15ul Triton-1% versetzt. Zur Kalibrierung des
AAS-Gerétes wird eine der Substanz-Stammlosungen entsprechend mit DMF
und Triton 0.1% verdiinnt. Die DNS-Bestimmung erfolgt im Mikroplatten-
reader. Dazu werden jeweils 150ul der resuspendierten Pellets in entsprechen-
den UV-96-Lochplatten bei 260nm vermessen (Doppeltbestimmung). Zur
Kalibrierung werden DNS-Losungen in Aqua bidest. im Bereich von 20-
250ug/ml verwendet.

Berechnung

Die Berechnung der DNS-Bindung erfolgt als pmol Komplex/ug DNS. Je-
der Wert wird aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (je n=2)
ermittelt. Durch Einbeziehen des mittleren Molekulargewichtes eines DNS-
Nukleotidbruchstiickes (307.9 g/mol) kann das Nucleosid/Substanz - Verhalt-
nis berechnet werden.

136



17.8 Hemmung von Cyclooxygenasen

Die Hemmung der COX-1 vom Rind und human rekombinanter COX-2 wur-
de mit dem ’COX Inhibitor Screening Assay’ (Katalognummer: 560131) der
Firma ’Cayman Chemical’ (1180 E. Ellsworth Rd., Ann Arbor, MI 48108,
USA) bestimmt.

Durchfiihrung

Die Testsubstanzen wurden als Stammlosungen in DMSO frisch hergestellt.
COX-1 bzw. COX-2 wurden in 0.1M Tris-HCI (pH 8.0), 5mM EDTA und
2mM Phenol zusammen mit dem COX-Substrat Haim und den Testsubstan-
zen 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad in 1.5ml-Reagiergeféifien inkubiert
und die Enzymreaktion anschlieBend durch Zusatz von Arachidonséure gest-
artet (10uM, 200uM Testsubstanz bzw. Blindwert, 100uM Arachidonséure,
2.0% (V/V) DMSO, Gesamtvolumen 1.0ml). Die Losungen wurden griind-
lich durchmischt und fiir weitere 2 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurde die Enzymreaktion durch Zusatz von 50 ul 1.0M HCI
gestoppt, die Reagiergefédfle vom Wasserbad entfernt, 100 pul einer geséttigten
SnCl,y-Losung zugesetzt und griindlich durchmischt. Die getriibten Losungen
wurden 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Proben wurden
1:2000 und 1:4000 mit Puffer verdiinnt und je 50ul dieser verdiinnten Pro-
ben bzw. von Prostaglandin E; Standards wurden mit je 50 pl der Losung
eines Prostaglandin-Acetylcholinesterase-Konjugates und eines Antiserums
in einer mitgelieferten ELISA-96-Lochplatte versetzt. Die Platte wurde mit
Parafilm abgedichtet und 18 Stunden bei Raumtemeratur in der Dunkel-
heit stehen gelassen. Danach wurden die Locher der Platte geleert, fiinf mal
mit einem Waschpuffer gewaschen und jedem Loch 200u1 Ellmanns Reagenz
zugesetzt. Nach 60-90 Minuten Inkubation wurde die Platte bei 415nm im
Mikroplattenreader vermessen.

Die Versuche wurden jeweils als Doppeltbestimmung durchgefiihrt. Die Be-
rechnung der Enzymaktivitit erfolgte prozentuell in Bezug auf den Blindwert
(ungehemmte Reaktion).
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17.9 Reaktion mit Thiolen

Allgemein: Co-ASS wird mit einem Uberschuf des jeweiligen Thiols bei Raum-
temperatur umgesetzt. Die Wiederfindung von Co-ASS wird mit HPLC-
bestimmt.

HPLC-Bedingungen:

Geréat: Kontron System 522 mit Diodenarraydetektor

stationdre Phase: Nucleosil C18 (25¢cm, 4mm ID, 5uM)

mobile Phase : Methanol/Wasser = 80,/20

Injektion: 40ul

Flussrate: 0.6 ml/min

Umsetzung mit Ethandithiol

4.42mg (0.01 mmol) Co-ASS werden in 40ml Methanol (HPLC-Qualitét)
gelost, 500l (560mg, 5.96mmol) Ethandithiol zugesetzt und bei Raumtem-
peratur geriithrt. Der Ansatz verfarbt sich schon nach kurzer Zeit dunkler. Ei-
ne analog behandelte Blindprobe (500u]1 Ethandithiol in 40ml MeOH) bleibt
auch nach langem Riihren eine klare farblose Losung. Nach 5 Tagen wird
der im Ansatz entstandene Niederschlag vorsichtig abgenutscht, mit MeOH
gewaschen und im Exsiccator iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute: 4.0mg (43.5pmol -S-CHy-CHy-S-, <1%)

M.S. (EL 230°C): m/z (%) = 368(2) [4x -S-CHy-CH,-S-], 276(6) [3x -S-CH,-
CHy-S-], 184(50) [2x -S-CHy-CHy-S-], 124(100) [-SS-CHa-CH,-S-]; "H-NMR
(CDCly):d= 3.11 (s), 3.16 (s), 3.20 (s)

Wiederfindung Co-ASS: 75%

Umsetzung mit Cystein

5.15mg (0.01 mmol) Co-ASS werden in 20ml MeOH gelost und 248.26mg
(2.05 mmol) Cystein in 10ml HyO. 15ml der Co-ASS-Lésung wird mit 5ml
Cystein-Losung versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Blindwert: 5ml
Cystein-Losung mit 15ml MeOH. Alle Losungsmittel wurden zuvor mit Ar-
gon begast. Nach 5 Tagen wurde der gebildete Niederschlag durch Zentri-
fugation (1000 U/Min., 20°C, 10 Min.) isoliert und im Trockenschrank bei
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85-90°C getrocknet.

Ausbeute: 69.1mg (Blindwert: 8.9mg) = 0.24mmol Sg (24%, Blindwert wurde
abgezogen)

M.S. (EL 280°C) m/z (%) = 256 (2)[Ss], 224 (3) [S5], 192 (12)[Se], 160 (6)[Ss]
Wiederfindung Co-ASS: <1%

Umsetzung mit GSH

4.60mg (0.01 mmol) Co-ASS werden in 15ml Methanol gelost. 51.09mg (160
pmol) reduziertes Glutathion (GSH) werden in 5ml HyO gelost. Beide Losun-
gen werden vereinigt, mit Argon begast und bei Raumtemperatur gelagert.
(Blindwert: 4.40mg Co-ASS in 15ml Methanol gelost und 5ml HyO zugesetzt)
Die Bildung von GSSG wird mit der HPLC verfolgt: HPLC-Bedingungen wie
oben; mobile Phase: MeOH(+ 0.1% TFA)/HO(+ 0.1% TFA) = 7/93; Aus-
wertung bei 215nm; Kalibrierung: GSSG gelost in MeOH /H,O.

Ausbeute: 3.91mg (6.4 pumol, 4%) GSSG

Wiederfindung Co-ASS: 17%

17.10 Cytotoxizitat (IC;,-Wert)

Aussaat der Zellen

Jeweils 100 ul Zellsuspension (ca. 10000 Zellen/ml bei MCF-7, ca. 5000 Zel-
len/ml bei MDA-MB-231 und ca. 2850 Zellen/ml bei HT-29) werden in 96-
Lochplatten pipettiert und 3 Tage (2 Tage bei HT-29) im Brutschrank an-
wachsen gelassen.

Herstellung der Substanz-Stammlésungen

Ausgangslosung: Substanz 50mM in DMF
Die Substanzstammlésungen von 0.1 - 50 mM werden laut nachfolgender
Tabelle 17.2 hergestellt.

¢ (M) 25 10 5 2 05 01
pl (mM Stammlosung) 30 (50) 20 (50) 30 (10) 20 (10) 25 (2) 20 (0.5)
+ pl DMF 30 80 30 80 75 80

Tabelle 17.2: Pipettierschema zur Herstellung der Substanz-Stammlésungen
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Substanzzugabe

Jeweils 10ul der jeweiligen Stammlésung bzw. DMF (Blindwert) werden zu
10ml des jeweiligen Zellkulturmediums gegeben (bzw. 5ul zu 5ml) und gut
durchmischt. Je 20041 der Losungen werden in je 6 Locher einer 96-Lochplatte
pipettiert. Folglich kénnen in einer 96-Lochplatte 2 Substanzen in je 7 Kon-
zentrationen mit Blindwert getestet werden (siche Tabelle 17.3). Fiir die Be-
stimmung der Ausgangszellmenge wird die ’t0-Platte’ nach oder wéhrend
der Substanzzugabe schon abgestoppt und mit Phosphatpuffer pH 7.4 im
Kiihlschrank gelagert (sieche unten).

1-6 7-12
Blindwert Substanz 1 (0.1uM)
Substanz 1 (0.5uM)  Substanz 1 (2uM)
Substanz 1 (5uM)  Substanz 1 (10uM)
Substanz 1 (25uM)  Substanz 1 (50uM)
Blindwert Substanz 2 (0.1M)
Substanz 2 (0.5uM)  Substanz 2 (2uM)
Substanz 2 (5uM)  Substanz 2 (10uM)
Substanz 2 (25uM)  Substanz 2 (50uM)

T OoHEmHoQw s

Tabelle 17.3: Belegung der 96-Lochplatte

Abstoppen / Kristallviolettfirbung

Das Abstoppen der Substanzeinwirkung erfolgt bei MDA-MB-231 und HT-29
nach 72 und bei MCF-7 nach 96 Stunden durch Absaugen der Substanz ent-
haltenden Medien. AnschlieBend werden 100u] Glutardialdehydlésung (12.5ml
Phosphatpuffer pH 7.4 + 500ul Glutardialdehyd) zur Fixierung der Zellen
zugesetzt und nach 20-30 Minuten abgeschiittelt. Es werden 180ul der Phos-
phatpufferlosung zugesetzt und nach wenigen Minuten wieder abgesaugt. Die
Farbung erfolgt durch Zusatz von je 100ul 0.02% Kristallviolettlosung. Diese
wird nach 30 Minuten Einwirkdauer abgeschiittelt, die Platten 2 mal mit
Wasser gewaschen und 15 Minuten mit Wasser gefiillt stehen gelassen. Das
Wasser wird wiederum durch intensives Abklopfen der Platten auf Papier
moglichst vollstandig entfernt. Dann werden 180u1 70% Ethanol zupipettiert
und die Platten 3-4 Stunden bei leichtem Schiitteln stehen gelassen. Die
Messung der verbliebenen Kristallviolettmenge erfolgt bei 590nm im Mikro-
plattenreader.
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Berechnung der IC;, -Werte

Zuerst werden die Absorptionsmittelwerte aus den jeweils zusammgehoren-
den Lochern ermittelt. Die Berechnung der T/Ccorr(%) erfolgt nach folgen-
der Gleichung:

T/Ccorr(%) = (S-1)*100/(B-I)

S: Absorptionsmittelwert einer Substanz in einer der 7 Konzentrationen
I: Absorptionsmittelwert der Ausgangszellmenge (t0)
B: Absorptionsmittelwert des Blindwertes

Anschlieflend werden die erhaltenen T /Ccorr(%) gegen den Logarithmus
der Substanzkonzentration in einem Diagramm aufgetragen und der sigmoi-
de Kurvenverlauf mit Hilfe der Boltzmann-Funktion berechnet (Software:
Origin 7.0). Der ICs5¢ kann dann als diejenige Substanzkonzentration, bei der
T /Ccorr(%) den Wert 50 ergibt, aus der Kurve abgelesen (berechnet) werden.
Die Ergebnisse werden als Mittelwerte von mindestens zwei unabhéngigen
Experimenten angegeben.
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17.11  Zellaufnahmebestimmung

Anzucht / Substanzzugabe

MCEF-7 bzw. MDA-MB-231 Zellen werden in 24-Lochplatten ca. eine Wo-
che bis mindestens 70% Konfluenz angeziichtet. Die Substanzen werden zu
2.0mM in DMF geltst und anschlieend 1:1000 mit dem jeweiligen Kultur-
medium verdiinnt. Bei der Substanzzugabe wird das alte Medium abgesaugt
und durch 500ul neues 2.0uM Substanz enthaltendes Medium ersetzt. Die
24-Lochplatten werden bei 37°C / 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

Abstoppen der Zellaufnahme

Nach 0, 1, 2, 4, 6, 8, 24 Stunden wird das Medium abgesaugt, die Zellen
mit 0.5ml PBS gewaschen und mit 400u1 Aqua bidest. 10-15 Minuten stehen
gelassen. Anschliefend werden die Zellen in jedem Loch mit einer Sonotrode
lysiert. Je 200 ul der Zellsuspension werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und bis zur Proteinbestimmung im Tiefkiihlschrank (-20°C) gela-
gert. Die verbleibenden 200ul werden mit jeweils 20l Triton-1% und HNO3-
13% versetzt und in ein AAS-Probengefif} iiberfiihrt.

Proteinbestimmung nach Bradford

70p1 der lysierten Zellsuspension werden in Einwegkiivetten mit 1.0 ml Bradford-
Reagens (1:5) versetzt und nach 20 Minuten Inkubation bei 595nm photo-
metrisch vermessen (siche Abschnitt 17.1).

Blindwert: Aqua bidest.

Kalibrierung: 1-2mg HSA werden in 15001 Aqua bidest. gelost und weiter
verdiinnt. (25,50,75,100,150,200, 300l HSA-Losung + 975, 950, 925, 900,
850, 800, 700 pul Aqua bidest.) Jeder Wert wird doppelt bestimmt und die
Mittelwerte zur weiteren Berechnung herangezogen.

Cobaltbestimmung mit GF-AAS

Kalibrierung: Die 2.0uM Losung der Substanz im Zellkulturmedium wird
141 mit Triton 0.1% verdiinnt. Durch weiteres Verdiinnen werden Losungen
zwischen 0.1 und 1.0uM hergestellt. Je 200 ul davon werden in ein AAS-
Probengefaf iiberfithrt und mit je 20 pul HNO3-13% und Triton-1% versetzt.
Die AAS-Messung erfolgt wie unter Abschnitt 17.3 beschrieben.
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Berechnung

Die Berechnung erfolgt als pmol Komplex pro ug Zellprotein als Mittelwert
von jeweils 6 Lochern der 24-Lochplatte. Da 1.0 ng Zellprotein 8.85 (MCF-
7) bzw. 9.24 (MDA-MB-231) pl Zellvolumen entsprechen kann geméafi unten
angefiihrter Gleichung (exemplarisch fiir MCF-7) die intrazellulére Substanz-
konzentration geschétzt werden [5]. Nach Division durch die Konzentration
im Extrazelluldrmedium (2.0¢M) erhélt man den Anreicherungsgrad der Sub-
stanz in der Zelle.

Cintra= (#M) = (pmol/ug *1000) / 8.85
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17.12 Isolierung und Analytik von Nuclei

verwendete Pufferlosungen und Reagenzien soweit nicht unter Abschnitt 16
beschrieben:

e 'RS-Puffer’ (Reticulozyten Standard Puffer)
0.01 M Tris-HCI, 0.01M NaCl, 1.5mM MgCl,, pH 7.4

e ’Nonidet-Desoxycholat-RS’
RS-Puffer mit jeweils 0.3 % Nonidet-P40 und Natriumdesoxycholat

e ’Saccharose-CaCly’
0.25M Saccharose, 3mM CaCl,

Isolierung der Nuclei

Vorerst werden MCF-7- bzw. MDA-MB-231-Zellen wie in Abschnitt A.1 be-
schrieben in 75-cm?-Zellkulturflaschen bis mindestens 70% Konfluenz an-
geziichtet. Das alte Medium wird entfernt, 10ml 2.04M Substanz enthal-
tendes Medium werden zugesetzt und die Zellen 24 Stunden im Brutschrank
weiter inkubiert. Danach wird das Medium abgesaugt, einmal mit 10ml PBS
gewaschen und trypsinisiert (siehe Abschnitt A.1). Die Zellen werden mit ca.
10ml des entsprechenden Mediums abgespiilt und in 15ml-Gewebekulturréhr-
chen tiberfithrt. Nach Zentrifugation bei 1500U/Min. fiir 5 Minuten werden
die Pellets mit etwas (0.5-1.0ml) physiologischer NaCl versetzt und noch-
mals 5 Minuten bei 1500U/Min. zentrifugiert. Die so von Mediumresten ge-
reinigten Pellets werden in 300ul eiskaltem 'RS-Puffer’ resuspendiert, in ein
Eppendorf-Reagiergefafl iiberfithrt und 10 Minuten in einem Eisbad stehen
gelassen. Anschliefend werden die vorgequollenen Zellen 5min bei 2000U /Min.
zentrifugiert, in 300ul "Nonidet-Desoxycholat-RS’ aufgenommen und mit ei-
ner 1ml-Spritze mit 14er-Nadel durch 10-15 maliges Auf- und Abziehen ho-
mogenisiert. 50ul des Homogenisates werden zur Bestimmung des Gesamt-
cobaltgehaltes entnommen und mit 500ul EDTA 10g/1 versetzt. Das Homo-
genisat wird 5 Minuten bei 2500U/Min. zentrifugiert und die so erhaltenen
"Roh-Nuclei’ in 150ul "Saccharose-CaCly’ resuspendiert. Die Suspension wird
mit 150l Saccharose 0.88M unterschichtet und 10 Minuten bei 2500U /Min.
zentrifugiert. Die Kernpellets werden eingefroren oder sofort mit 200ul 10g/1
EDTA versetzt.
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Cobalt- und Protein-Analytik
Cobalt

Die mit 200ul EDTA 10g/1 versetzten Kernpellets werden mit einer Sono-
trode behandelt und ohne weitere Zusétze mittels GF-AAS auf den Cobalt-
Gehalt untersucht (siche Abschnitt 17.3). Die Losungen zur Bestimmung des
Gesamtcobaltgehaltes werden ebenso ohne weitere Zusétze vermessen. Gege-
benfalls miissen diese noch weiter mit EDTA-Losung verdiinnt werden. Die
Kalibrierung erfolgt durch Verdiinnen der Inkubationslésungen mit EDTA
10g/1 ebenfalls ohne weitere Zusitze. (verwendete Kalibrierkonzentrationen:
0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 und 1.0uM ). Alle Proben und Kalibrierldsungen
werden jeweils doppelt bestimmt.

Kernproteingehalt

Zur Ermittlung der Kernbiomasse wird der Proteingehalt nach der Bradford-
Methode (siehe Abschnitt 17.1) bestimmt. Es werden jeweils 2901 frisch be-
reitete Bradford-Losung je Loch in eine 96-Lochplatte pipettiert und 10ul des
Kernlysats zugesetzt. (Anmerkung: Vor Zugabe des Kernlysats sollte noch
der Nullabgleich am Mikroplattenreader vorgenommen werden.) Nach 20 Mi-
nuten Inkubation wird die Absorption bei 595nm mit einem Mikroplatten-
reader bestimmt. Zur Kalibrierung wird Humanserum-Albumin (HSA) in
EDTA 10g/1 gelost und Losungen zwischen 0.2 und 1.6mg/ml hergestellt.
Jede Probe bzw. jeder Standard wird doppelt bestimmt.

Berechnung

Jedes Experiment wird mit je drei Zellkulturflaschen pro Substanz durch-
gefithrt. Die Berechnung erfolgt als Mittelwert von mindestens 2 unabhéngi-
gen Experimenten als pmol Substanz pro ug Kernprotein bzw. als prozentu-
eller Anteil an der gesamten in den Zellen vorgefundenen Cobaltmenge.
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17.13 Glutathionreduktaseaktivitit

weitere Reagenzien / Losungen

soweit nicht in Abschnitt 16 beschrieben:
e Puffer pH 7.0 (Fa: Merck)
e 'NADPH-Losung’ (220uM) 2.5-3mg NADPH in Puffer pH 7.0 gelost
e 'GSSG-Losung’ (2.2mM) 16-20mg GSSG in Puffer pH 7.0 gelost

e 'Reaktionslosung’ : NADPH- und GSSG-Lésung 141

Durchfithrung

Je 50ul MCF-7 Zellsuspension aus der Zellpassage (ca 1 Mio. Zellen/ml, sie-
he Abschnitt A.1) werden zu 500ul serumhaltigem EMEM in 24-Lochplatten
pipettiert und die Zellen bei 37°C / 5% CO, bis mindestens 70% Konfluenz
anwachsen gelassen. Danach wird das alte Medium abgesaugt, mit 5001 PBS
gewaschen, und je 5001 8.0uM Substanz bzw. DMF (Kontrolle) enthaltendes
Medium zugesetzt. Dabei werden je 6 Locher einer Platte durch den Kon-
trollwert und 3 verschiedene Substanzen belegt. Nach 6-stiindiger Inkubation
im Brutschrank wird das Medium entfernt, mit PBS gewaschen, 250u1 Phos-
phatpuffer pH 7.0 zugesetzt und die Platte ca. 15 Minuten stehen gelassen.
AnschlieBend werden die Zellen mittels Sonotrode in den Lochern lysiert.
Die Lysate werden nach Uberfithrung in Eppendorf-Cups 10 Minuten bei
4000 U/min bei R.T. zentrifugiert. Je 40ul werden fiir NADPH-Messung ent-
nommen. Der Rest der Lysate wird bis zur Proteinbestimmung im Tiefkiihl-
schrank bei -20°C gelagert. Die Messung der NADPH-Konzentration muss
aus Stabilitédtsgriinden unmittelbar nach Herstellung der Lysate erfolgen.

Messung des NADPH-Verbrauchs

Der NADPH-Verbrauch wird im UV-Mikroplattenreader bestimmt. Zur Her-
stellung der Kalibrierlosungen werden 330, 300, 225, 150, 75 bzw. 0 pul der
Reaktionslosung mit 0, 30, 105, 180, 255 und 330 pl Puffer pH 7.0 in den
Lochern 7-12 der B-Zeile einer 96-Lochplatte versetzt (ergibt 330ul pro Loch).
In die {ibrigen Locher werden jeweils 290ul Reaktionslosung vorgelegt und
mit 40ul Zelllysat bzw. Pufferlosung pH 7.0 versetzt. Der Kontrollwert und
die jeweiligen Zelllysate der Substanzen (alle Locher der 24-Lochplatte) wer-
den jeweils als Doppeltbestimmung gemessen, die Kalibrierlosungen als Ein-
fachbestimmung. Die nachfolgende Ubersicht verdeutlicht die Belegung der
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96-Lochplatte. Die erste Messung (340nm) erfolgt direkt nach Fertigstellung
der 96-Lochplatte ('Start’). Von dieser Messung werden nur die Locher Bl
bis B12 (Reaktionslosung und Kalibrierlosungen) zur Berechnung verwendet
Danach wird die Platte im Rhythmus von 20 Minuten wiederholt vermes-
sen. Nach 360 Minuten werden die Messungen abgebrochen. Zur Berechnung
werden nur Messungen herangezogen, bei denen das in der Reaktionslosung
vorhandene NADPH noch ausreichend stabil geblieben ist ("Messung’). Dies
kann durch Vergleich der Absorptionswerte aus den Lochern B1 bis B6 er-
kannt werden. Der Absorptionsmittelwert muss mindestens 85% des Wertes
aus der ersten Messung (’Start’) betragen.

Belegung 96-Loch-Platte

A1-12: 290u1 Reaktionslosung + 40ul Zelllysat Kontrolle (2-fach)

B1-6: 29011 Reaktionslosung 4 40pul Pufferlosung pH 7.0

B7-12: Kalibrierung NADPH (1-fach)

C1-12: 290l Reaktionslosung + Zelllysat Substanz 1 (2-fach)

D1-12: 29011 Reaktionslosung + Zelllysat Substanz 2 (2-fach)

E1-12: 29041 Reaktionslosung + Zelllysat Substanz 3 (2fach)

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wird nach der Bradford-Methode durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 17.1). Zur Kalibrierung werden 1.5-2.0mg Humanserumalbumin
(HSA) in 150041 destilliertem Wasser gelost. 0, 12, 24, 36, 48, 60ul davon
werden mit 100, 88, 76, 64, 52, 40ul Puffer pH 7.0 (ergibt jeweils 100u1) weiter
verdiinnt. Je 20ul Probe bzw. Kalibrierlosung werden in einer 96-Lochplatte
zu 200pul Bradford-Losung pipettiert und mit der Pipette gut durchmischt.
Die Messung erfolgt nach 20 Minuten Inkubation bei 595nm. Jede Probe
bzw. Standard wird als Doppeltbestimmung gemessen.

Berechnung / Auswertung

Die Berechnung der Enzymaktivitit der Zelllysate erfolgt unter Verwendung
der entsprechenden Mittelwerte als nmol verbrauchtes NADPH pro Minute
pro ug Protein geméf folgender Formel:
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Enzymaktivitdt = [uM NADPH (B1-B6-’'Start’) - uM NADPH
(Zelllysat-"Messung’)] / Minuten / Protein (ug/ml)

Die Berechnung der Beeinflulung des NADPH-Verbrauchs erfolgt prozentu-
ell in Bezug auf den Kontrollwert und wird als Mittelwert (£ Stabw.) der
Ergebnisse von 2 unabhéngigen Experimenten angegeben.

17.14 Apoptoseuntersuchungen

Die Apoptoseuntersuchungen wurden freundlicherweise in der Abteilung fiir
Hémaotologie und Onkologie der Universitdtsklinik Innsbruck durchgefiihrt.

’Annexin-V-Fluos Staining Kit’

Zur Bestimmung der Apoptose nach kurzer Substanzeinwirkung wurde der
"Annexin-V-Fluos Staining Kit’ (Katalognummer: 1 858 777; Roche Dia-
gnostics GmbH, Roche Applied Science, Nonnenwald 2, 82372 Penzberg,
Deutschland) verwendet:

Die MCF-7 bzw. MDA-MB-231 Zellen einer konfluenten 75cm? Zellkulturfla-
sche wurden mit 10 ml 0-50uM Substanz enthaltendem Kulturmedium (0.1%
V/V DMF) 3 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden durch
Trypsinisieren (siehe Abschnitt A.1) und Zentrifugation (200g, 5 Minuten)
isoliert, anschlieBend in 100l ’Annexin-V-FLUOS Férbelosung’ resuspen-
diert und 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Messung
erfolgte fluoreszenzspektroskopisch im Durchfluzytometer bei einer Anre-
gungswellenlinge von 488nm und Detektion bei 518nm (Fluorescein) bzw.
617nm (Propidiumiodid).

’ssDNA Apoptosis ELISA Kit’

Zur Untersuchung der Apoptose nach ldngerer Substanzeinwirkung wurde der
'ssDNA Apoptosis ELISA Kit’ (Katalognummer: APT225; Chemicon Inter-
national Inc., 28820 Single Oak Drive, Temecula CA 92590, USA) verwendet:
5.000-10.000 MCF-7 bzw. MDA-MB-231 Zellen pro Loch wurden fiir 24
Stunden in 96-Lochplatten anwachsen gelassen und mit 0-10uM Substanz
enthaltendem Kulturmedium (0.1% V/V DMF) fiir 5 Tage im Brutschrank
inkubiert. Die Locher wurden geleert, die Platte bei 37°C fiir 30 Minuten
getrocknet, 50ul Formamid zugesetzt und 10 Minuten bei Raumtempera-
tur stehen gelassen. AnschlieBend wurde die Platte 10 Minuten bei 75°C
erhitzt, 5 Minuten im Kiihlschrank abgekiihlt und das Formamid entfernt.
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Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 200ul 3% fettfreie Trocken-
milch zugesetzt, bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert, die Milchlésung wieder
entfernt und 100u1 Antikérpermischung zupipettiert. Nach 30 Minuten Inku-
bation bei Raumtemperatur, dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden
100pl ABTS-Losung pro Loch zugesetzt und 15-60 Minuten inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zusatz von 100ul einer Stop-Losung (HCI) gestoppt
und die Absorption bei 405nm im Mikroplattenreader bestimmt.

17.15 Leukimie und Lymphomzellkulturen

Verwendete Zellkulturen

Bei allen verwendeten Zellkulturen handelt es sich um Suspensionszellkultu-
ren, die in RPMI-Medium, welches mit 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin
und mit 10% FCS versetzt wurde, bei 37°C / 5% CO4 im Brutschrank kulti-
viert werden. Im folgenden sei eine kurze Ubersicht iiber die Art und Herkunft
der verschiedenen Kulturen gegeben:

e K-562 (Humane chronische myeloide Leukémie)
Die Zellen wurden 1970 aus dem Pleuraerguss einer 53-jahrigen CML-
Patientin gewonnen.

e SD-1 (Lymphoblastische Leukdmie)
Die Zellen wurden aus dem peripheren Blut einer Patientin mit akuter
1 (pre B-ALL) bei der Diagnose gewonnen.

e U-937 (Humanes histiocytisches Lymphom)
gewonnen 1974 aus dem Pleuraerguss eines 37-jahrigen Patienten.

e LAMA-84 (Humane chronische myeloide Leukémie)
gewonnen aus dem peripheren Blut einer 29-jahrigen CML-Patientin,
die zuvor (1979-1984) 5 Jahre lang mit Busulfan behandelt wurde.

Cytotoxizitit (IC5-Wert)

Die Substanzen wurden als Stammlosungen in DMF angesetzt und mit Medi-
um entsprechend den gewiinschten Konzentrationen verdiinnt. Fiir die héchste
Substanzkonzentration betrug der DMF-Volumensanteil 0.1 %. 1x10* Zellen
pro Loch wurden in 96-Lochplatten pipettiert und soviel substanzhaltiges
Medium zugesetzt, dass die gewiinschten Konzentrationen erhalten wurden
(0, 0.05, 0.5, 1.0, 5.0 und 25uM). Jede Konzentration wurde 6-fach getestet.
Die 96-Lochplatten wurden nun 48 bzw. 72 Stunden im Brutschrank bei 37°C
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/ 5% COy inkubiert. Fiir die jeweils letzten 12-16 Stunden der Inkubation
wurden die Zellen mit 2,Ci *[H]-Thymidin versetzt. AnschlieBend wurden die
Zellen in einem halbautomatisierten Gerét geerntet und die *[H]-Thymidin-
Aufnahme in einen Scintillationszéhler gemessen. Zur Berechnung wurden
jeweils die Mittelwerte der entsprechenden 6 Locher herangezogen. Der 1Cj
wurde als diejenige Konzentration berechnet, bei der die Zellbiomasse um
50% reduziert wurde.

Zellaufnahmeexperimente

Die Experimente wurden wie von Di Blasi beschrieben mit leichten Modifika-
tionen durchgefiihrt [9]. Die Zellen wurden mit 2.0 pM enthaltendem Medium
iiber 24 Stunden bei 37°C / 5% CO; in 75cm? Zellkulturflaschen inkubiert.
Nach definierten Zeitpunkten wurden die Zellen durch Zentrifugation (4000
U/min, 1 Minute, R.T.) isoliert, 2 mal mit PBS gewaschen und die Pellets
bei -20°C bis zur weiteren Behandlung gelagert. Die Zellen wurden in 2-fach
destilliertem Wasser resuspendiert und mittels Sonotrode lysiert. Die Lysate
wurden mit Graphitrohr-AAS (siche Abschnitt 17.3) auf ihren Cobalt-Gehalt
und nach der Bradford-Methode (siche Abschnitt 17.1) auf ihren Proteinge-
halt untersucht. Die Ergebnisse wurden als pmol Substanz pro pg Protein
als Mittelwert von mindestens zwei unabhéngigen Experimenten berechnet.
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